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 های داروئیبیوتیکخاک بر اثر آلودگی با آنتی میکروبیتحمل القائی در جامعه 

ماريا ترئزا  و 4، میرحسن رسولی صدقیانی9، علیرضا آستارائی2نیا، غلامحسین حق2لکزيان ، امیر6*علی مولائی

 5چکرينی

و  استاد به ترتیب -9و  2 ،مشهد یدانشگاه فردوس ،یگروه علوم خاک، دانشکده کشاورز یتخصص یدکتر یدانشجو -6

دانشگاه  ،یگروه علوم خاک، دانشکده کشاورز اریدانش -4 ،مشهد یدانشگاه فردوس ،یگروه علوم خاک، دانشکده کشاورزدانشیار

 ایتاليدانشگاه فلورانس ا ،یدانشکده کشاورز ست،يز طیو علوم مح یگروه مواد غذائ اریدانش -5، هیاروم
 

 

 چکیده

مانند پايداری  ،دلیل خصوصیات منحصر به فرد اين ترکیباته ب هابیوتیکاثرات آنتی سوم برای مطالعههای آزمايشی مرروش

 عات روابط پاسخ( در مطالPICTباشد. تکنیک تحمل القائی در جامعه میکروبی )ها مناسب نمیر خاک و نحوه عمل آنذاتی د

های بیوتیکهش، آنتیآمیزی استفاده شده است. در اين پژوبطور موفقیت ،و جوامع میکروبی خاکها غلظت بین آلاينده -

و تحمل القائی در جامعه  نديک خاک لوم شنی افزوده شدبه  های مختلفدر غلظت تتراسايکلینسولفامتوکسازول و اکسی

امعه تحمل در جباعث القاء  تتراسايکلینو اکسیسولفامتوکسازول نشان داد که ارزيابی شد. نتايج  PICTبا تکنیک بی میکرو

و تا انتهای انکوباسیون ادامه  ايجاد گرديدهانکوباسیون  4 شدند. القاء تحمل در تیمارهای سولفامتوکسازول در روزمیکروبی 

 الی که تحمل القائی در تیمارهای. در حباشددر جامعه میکروبی خاک میساختاری ات تغییر دهندهکه نشان داشت

دهنده کاهش انکوباسیون توسعه يافت و با افزايش دوره انکوباسیون کاهش يافت که نشان 4و 6در روزهای تتراسايکلین اکسی

 باشد.تتراسايکلین بر جامعه میکروبی با گذشت زمان میاثر نامطلوب اکسی

 

 خاک ، جامعه میکروبیبیوتیک، تحمل القائیآنتیواژه های کلیدی: 

 

 مقدمه

های مختلف مانند شوند به گروهطبیعت يافت می د طبیعی و سنتزی درصورت مواه های داروئی که ببیوتیکآنتی

ها در محیط بیوتیکآنتی ترين منبع ورود(. مهم2009Kümmerer ,شوند )ی میبندتقسیم 2هاتتراسايکلینو  6سولفونامیدها

 Yang and) باشدزيان میبو پرورش آ در کشاورزی کاربرد کودهای دامی ب ومانند دفع فاضلا های انسانیفعالیت زيست،

Carlson, 2003). توانند ساختار و عملکرد جوامع میکروبی میشوند یکه وارد محیط زيست مها به محض اينوتیکبیآنتی

مقاوم به های ژن تحمل در جامعه میکروبی و گسترشها باعث توسعه بیوتیکآنتی ،ينا خاک را تحت تأثیر قرار دهند. علاوه بر

 ,Thiele-Bruhn and Beckد )دهانسان را تحت تأثیر قرار میخود سلامت اکوسیستم و شوند که به نوبه می بیوتیکنتیآ

2005 .) 

به فرد اين  ژگی منحصرهای دارويی به دلیل سه ويبیوتیکه اثرات زيست محیطی نامطلوب آنتیامروزه توجه بیشتری ب

( استفاده 2های غیربیماريزا اثر کنند، )توانند بر باکتریمیشود فرض میها که بیوتیک( نحوه عمل آنتی6) شده است: ترکیبات

يش ها برای سلامتی انسان بواسطه افزالقوه آناخطرات با( 9ها مخصوصا در سیستم کشاورزی مدرن و صنعتی و )گسترده آن

 (. Séveno et al., 2002) باشدهای مقاوم میژن

                                                 
1 - Sulfonamides 
2 - Tetracyclines 
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 6و جامعه میکروبی خاک، تکنیک تحمل القائی در جامعه میکروبی آلايندهک بین ي غلظت -پاسخ برای مطالعه روابط

(PICT ) استفاده شده استبطور موفقیت آمیزی (Bååth et al., 1998 تکنیک .)PICT اساس اين فرض است که در معرض  بر

مل سه اثر افزايش در تح. ودشعث افزايش تحمل به آن آلاينده میبه يک آلاينده با ،قرارگیری طولانی مدت جامعه میکروبی

های میت مستقیم آلاينده و تکثیر گونههای حساس بواسطه س( از بین رفتن گونه6کند: )سمی محتمل را منعکس می

( تغییرات ژنتیکی مانند 9شود و )يزجانداران دارای حساسیت کمتر می( تغییرات فیزيولوژيکی که باعث بقاء ر2تر، )متحمل

شود. تغییرات در حساسیت کل جامعه ت بیشتر در جامعه میکروبی میال که باعث ايجاد مقاومکسب مواد ژنتیکی سی

ت محیطی قرار آزمايش متاثر شده و تحت تاثیر عوامل زيس اساساً بوسیله آلاينده موردشود نامیده می PICTمیکرويی که 

زياد برای  بودن دارای حساسیت و اختصاصی شناسی اکولوژيکبه عنوان يک ابزار سم PICTگیرد. بنابراين، تکنیک نمی

 .(Blanck, 2002)باشد ها میآلايندهشناسايی اثرات 

( OTC) 9نیکليتتراسایاکس و دهای( از خانواده سولفونامSMX) 2سولفامتوکسازول یهاکیوتیبیپژوهش، اثرات آنت نيدر ا

بر تحمل جامعه میکروبی خاک با تکنیک  هستند یدامپرورتر در صنعت کاربرد گسترده یکه دارا هانیکلياز خانواده تتراسا

PICT .ارزيابی شد 
 

 هامواد و روش

متری خاک يک مزرعه واقع در حومه شهرستان ارومیه که به مدت دو سال سانتی 22خاک از عمق صفر تا های نمونه

 .سانتیگراد تا زمان آنالیز نگهداری شدنددرجه  4متری غربال و در درمای الک دو میلی آوری گرديده و باجمع تحت آيش بود

درصد  22درصد و  35/2 ،56/7، مواد آلی کل و ظرفیت نگهداری مزرعه بترتیب pHلوم شنی بوده و  آزمايش مورد بافت خاک

 بود.

ض بومی خاک در معرکه در آن جوامع میکروبی  4شناسايی ازف (6گیرد: )در دو مرحله انجام می PICTگیری تکنیک اندازه

 مرحله قبلدر  کهکه در آن جوامع میکروبی خاک  5انتخاب ( فاز2) و گیردقرار می آلاينده به مدت طولانی های افزايشیغلظت

يک آزمايش کوتاه مدت  با استفاده ازاستخراج گرديده و آنالیزهای تحمل  ،)فاز انتخاب( بودند در معرض آلاينده قرار گرفته

 .(Blanck, 2002) شودگیری میاندازه

ی صفر، هادر غلظتتتراسايکلین و اکسیهای سولفامتوکسازول بیوتیکهای خاک بطور مصنوعی با آنتینمونه :فاز شناسايی

درجه  25سپس تیمارهای خاک در تاريکی و در دمای . گرم بر کیلوگرم خاک آلوده شدندمیلی 622و  52، 25، 62، 6

 عی انکوباسیون شدند. درصد ظرفیت زرا 52سانتیگراد و در رطوبت 

کشت  هایشده و به محیط استخراجبوسیله بافر تريس  هابیوتیکتیمارهای مختلف آنتی های میکروبیرهعصافاز انتخاب: 

و  گرم در لیتر(میلی 922و  622، 92، 62، 9، 9/2، 6/2، 2ها )بیوتیکهای افزايشی آنتیحاوی غلظت 6گلوکز-برات -نوترينت

ساعت  24درجه سانتیگراد به مدت  28های کشت در دمای محیط( اضافه شدند. TTC) 7تترازولیوم کلرايدمحلول تری فنیل 

با اتیل استات  ريزجانداران قرمز رنگ تولید شده بوسیله فعالیت دهیدروژنازی (TPF) 8تری فنیل فورمازون انکوباسیون شدند.

به  یدروژنازیده تیفعال ريمقاد .دش یرگینانومتر اندازه 462جذب نور توسط اسپکتروفتومتر در طول موج استخراج شده و 

 52و با در نظر گرفتن  يدهدگر رسم عيکشت ما طیدر مح هاکیوتبییدر مقابل غلظت آنت ،یکروبیم تیاز فعال یعنوان شاخص

معرض  در یکروبیتحمل جامعه م سهيبا مقا ،تي. در نهاآمدتحمل جامعه بدست  ،یکروبیم تیدرصد ممانعت از فعال

                                                 
1 - Pollution Induced Community Tolerance 
2- Sulfamethoxazole 
3 - Oxcytetracycline 
4 - Selection phase 
5 - Detection phase 
6 - Nutrient-Broth-Glucose 
7 - Triphenyl tetrazolium chloride 
8 - Triphenyl formazan 
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 یکروبیدر جامعه م یآلودگ ی(، تحمل القائکیوتبیینمونه شاهد )بدون آنت یکروبیقرار گرفته با تحمل جامعه م کیوتبییآنت

(PICTتع )ني. بنابراشد نیی PICT (∆IC50) شودیم انیب رآلودهیتحمل نمونه آلوده و نمونه غ نیبصورت اختلاف ب: (IC50 = 

IC50 polluted sample – IC50 unpolluted sample ∆.) گیری اندازهPICT  روز انجام گرفت.  26و  66، 4، 6در روزهای 

 

 نتایج و بحث

مه گرم در لیتر برای همیلی 5/23تا  27/2نکوباسیون بین روز ا 26و  66، 4، 6محاسبه شده برای روزهای  IC50مقادير 

( در طول p≤0.05داری )بطور معنی IC50مقادير  ،بیوتیکآنتیبا افزايش غلظت (. 6تیمارهای سولفامتوکسازول بود )شکل 

 6م بر کیلوگرم خاک با غلظت گرمیلی 62بین غلظت  IC50داری در مقادير وباسیون افزايش يافت. تفاوت معنیدوره انک

بیوتیک آنتیکه که نشان دهنده اين است  های انکوباسیون وجود داشتکیلوگرم و غلظت شاهد در همه زمانگرم بر میلی

های بیشتر شده است. گرم بر کیلوگرم و غلظتمیلی 62معه میکروبی خاک در غلظت سولفامتوکسازول باعث افزايش تحمل جا

بیوتیک سولفامتوکسازول در نظر رم به عنوان يک غلظت بحرانی آنتیگرم بر کیلوگمیلی 62غلظت  ،ن براساس اين نتايجبنابراي

اهش در قابلیت دسترسی باشد که در آن با وجود ک( می2228تايج هامسفر و همکاران )ر راستای نگرفته می شود. نتايج ما د

  افزايش يافت. با گذشت زمان بیويتک بر ترکیب جامعه میکروبی اثر اين آنتی ،يازينبیوتیک سولفادزيستی آنتی
 

   

 
( در تیمارهای مختلف در طول دوره IC50یت دهیدروژناز )درصدی از فعال 05اقل غلظت سولفامتوکسازول در ممانعت حد -1شکل 

گلوکز و فعالیت  -برات -بیوتیک در محیط کشت نوترینتآنتی هایبین غلظت یاز برازش یک معادله رگرسیون IC50مقادیر انکوباسیون. 

 نسبی دهیدروژناز بدست آمد. 
 

تحمل ريزجانداران خاک در افزايش  تیمار شاهد، IC50نمونه آلوده با  IC50اختلاف بین بصورت  PICTبا محاسبه مقادير 

فقط در ن افزايش تحمل کم بوده و در روز يک انکوباسیو (.2بیوتیک سولفامتوکسازول مشاهده شده شد )شکل به آنتی

بیشتری افزايش با شدت  PICTانکوباسیون مقادير  4روز از مشهود بود. با اين حال، بعد  قابلبیوتیک آنتی غلظتبیشترين 



 پانزدهمین کنگره علوم خاک ایران

 یوتکنولوژی خاکبیولوژی و بمحور مقاله:            6936شهريور  8تا  6

 

4 

 

که  دهنده اين استبیشترين مقدار خود رسید که نشان به خاک گرم بر کیلوگرممیلی 622 طوری که در غلظته ب يافت

 بیوتیک سولفامتوکسازول اتفاق افتاده باشد. در اثر آلودگی با آنتیخاک  یکروبیدر ساختار جامعه م یاديز راتییممکن است تغ

 
از محاسبه  PICTمقادير ( در تیمارهای سولفامتوکسازول در طول دوره انکوباسیون. PICTائی در جامعه میکروبی )تحمل الق -2شکل 

 تیمار شاهد بدست آمد. IC50بیوتیک با تیمارهای آنتی IC50 اختلاف بین مقادير

 

نسبت سايکلین بر کیلوگرم خاک تترااکسی گرممیلی 52در تیمار  ل جامعه باکتريايی خاکبعد از يک روز انکوباسیون، تحم

 مشاهده شد ريزجانداران برابر افزايش در تحمل 62به طوری که  فزايش يافتا (p≤0.05) داریبطور معنیبه تیمار شاهد 

تغییرات زيادی در ساختار و فعالیت جامعه باکتريايی در که توان فرض کرد می PICT. بنابراين براساس تکنیک (9)شکل 

تفاوت  وکاهش يافت  IC50مقادير  روز انکوباسیون 26و  66نکته قابل توجه اين است که بعد از است. خاک ايجاد شده 

ها و تجزيه زيستی تتراسايکلین بر رسبیوتیک اکسیآنتیجذب داری بین تیمارهای مختلف با تیمار شاهد وجود نداشت. معنی

 Kreuzigبیوتیک بر ريزجانداران خاک باشد )مطلوب اين آنتیبر کاهش اثرات نا با گذشت زمان ممکن است دلیلی ترکیباين 

et al., 2003). 

 



 پانزدهمین کنگره علوم خاک ایران

 یوتکنولوژی خاکبیولوژی و بمحور مقاله:            6936شهريور  8تا  6

 

5 

 

 
( در تیمارهای مختلف در طول دوره IC50درصدی از فعالیت دهیدروژناز ) 05تتراسایکلین در ممانعت حداقل غلظت اکسی -3شکل

گلوکز و فعالیت نسبی  -برات -بیوتیک در محیط کشت نوترينتهای آنتیاز برازش يک معادله رگرسیونی بین غلظت IC50مقادير انکوباسیون. 

 دهیدروژناز بدست آمد. 

 

گرم میلی 25های بیش از در غلظت (p≤0.05) داریبطور معنی PICT)تحمل القائی در جامعه میکروبی )

گرم بر میلی 25غلظت  . بنابراين(4)شکل  انکوباسیون بهبود يافت 4و  6تتراسايکلین بر کیلوگرم خاک در روزهای اکسی

 66. افزايش تحمل در روزهای شودساختاری در جامعه میکروبی خاک میکیلوگرم يک غلظت بحرانی است که باعث تغییرات 

که يک اينبه محض  ( نشان دادند2226راوينا و بت )-مشاهده نشد. دياز بیوتیکآنتی انکوباسیون در تیمارهای مختلف 26و 

 ريزجاندارانکاهش تحمل  ،بنابراين يابد.کاهش میبه آن آلاينده  نیز تحمل جامعه میکروبیمی شود  حذف آلاينده از سیستم

 بر سطوح خاک و يا تجزيه زيستیتتراسايکلین اکسی بیوتیکانکوباسیون ممکن است بدلیل جذب آنتی 26و  66در روزهای 

  باشد.  آن

 
از محاسبه  PICTمقادير تتراسایکلین در طول دوره انکوباسیون. تیمارهای اکسی( در PICTالقائی در جامعه میکروبی ) تحمل -4شکل 

 تیمار شاهد بدست آمد. IC50بیوتیک با تیمارهای آنتی IC50اختلاف بین مقادير 
  

ها در بیوتیکی باکتریبوسیله افزايش مقاومت آنتی توانرا می هابیوتیکدر تیمارهای آنتی PICTتغییرات طورکلی، ه ب

طور فراوان ه و ب بودهيک روش غیرمستقیم برای مطالعه مقاومت باکتريايی  PICTد. از اينرو، جامعه میکروبی خاک توصیف کر

( برای DGGE-PCR) 6الکتروفورز ژل با شیب طبع برگشتگی -ای پلیمرازواکنش زنجیرههای ديگر مانند در ترکیب با روش

                                                 
1 - Polymerase chain reaction-denaturation gradient gel electrophoreses 
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(. بعلاوه تغییرات کم در تحمل زمینه Ding and He, 2010شود )یوبی استفاده منشان دادن تغییرات ساختاری در جوامع میکر

لیتر  برگرم میلی 99/2تا  27/2وکسازول و بین بیوتیک سولفامتلیتر برای آنتی برگرم میلی 4/6تا  27/2که بین )تیمار شاهد( 

پتانسیل بالای تکنیک  و ای بودهبرجستهنتیجه  باشد يکمیدر طول دوره انکوباسیون تتراسايکلین بیوتیک اکسیبرای آنتی

PICT دهد.  را نشان میها در شناسايی اثرات سمی آلاينده 

 

 منابع
Bååth E., Díaz-Raviña M., Frostegård Å. and Campbell C. 1998. Effect of metal-rich sludge amendments on the 

soil microbial community. Applied and Environmental Microbiology, 64: 238-245. 

Blanck H. 2002. A critical review of procedures and approaches used for assessing pollution-induced 

community tolerance (PICT) in biotic communities. Human and Ecological Risk Assessment, 8: 1003-1034. 

Ding C. and He J. 2010. Effect of antibiotics in the environment on microbial populations. Applied 

Microbiology and Biotechnology, 87(3): 925-941. 

Hammesfahr U., Heuer H., Manzke B., Smalla K. and Thiele-Bruhn S. 2008. Impact of the antibiotic 

sulfadiazine and pig manure on the microbial community structure in agricultural soils. Soil Biology and 

Biochemistry, 40(7): 1583-1591. 

Kreuzig R., Kullmer C., Matthies B., Höltke S. and Dieckmann H. 2003. Fate and behavior of pharmaceutical 

residues in soils. Fresenius Environmental Bulletin. 2003; 12: 550-558. 

Kümmerer K. 2009. Antibiotics in the aquatic environment - a review -part I. Chemosphere, 75: 417-434.  

Séveno N.A., Kallifidas D., Smalla K., van Elsas J.D., Collard J.M., Karagouni A.D. and Wellington E.M.H. 

2002. Reviews in Medical Microbiology, 13: 15-27. 

Thiele-Bruhn S. and Beck I.C. 2005. Effects of sulfonamide and tetracycline antibiotics on soil microbial 

activity and microbial biomass. Chemosphere, 59: 457-465. 

Yang S.W. and Carlson K. 2003. Evolution of antibiotic occurrence in a river through pristine, urban and 

agricultural landscapes. Water Research, 37: 4645-4656. 

 

Pollution induced community tolerance (PICT) of pharmaceutical antibiotics  

A. Molaei1, A. Lakzian2, Gh. Haghnia2, A. Astaraei3, M-H. Rasuli-Sadaghiani4 and M.T. Ceccherini5 

1, 2 and 3- Ph.D. Student, Professor and Associate Professor, Department of Soil Science, Ferdowsi 

University of Mashhad, 4- Associate Professor, Department of Soil Science, Urmia University, 5- Associate 

Professor, Department of Agrifood and Environmental Science, University of Florence, Italy 

 

 

Abstract 

Routine tests may not be suitable to study the effects of antibiotics on soil microbiota since pharmaceutical 

antibiotics have unique properties such as inherent stability in soils and special mode of action. Pollution-

induced community tolerance (PICT) technique has been successfully used to study the response-dose 

relationships between a pollutant and soil microbial community. In this study, sulfamethoxazole and 

oxytetracycline antibiotics were added to a sandy loam soil at different concentrations, and tolerance induced 

was determined with PICT technique. The results showed that sulfamethoxazole and oxytetracycline induced 

the tolerance of soil microbial community. The tolerance induction was created at sulfamethoxazole treatments 

on 4 day of incubation and continued during the incubation indicating structural changes at soil microbiota. 

While, induced tolerance was enhanced at oxytetracycline treatments on 1 and 4 days of incubation and reduced 

with increasing incubation time indicating the reduction of adverse effects of this antibiotic on soil 

microorganisms. 
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