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پالاییبوم، سلامت انسان و زیستآلودگی زیستور مقاله: مح  

  های گرم منفیتتراسایکلین بر تنفس خاک و جمعیت باکتریبیوتیک اکسیتأثیر آنتی 
  2 اصغرزادناصر علی، *1 معصومه حسنعلی زاده

  تبریزخاک دانشکده کشاورزی، دانشگاه و مهندسی دانشجوی کارشناسی ارشد گروه علوم  1
 تبریزخاک دانشکده کشاورزی، دانشگاه  و مهندسی گروه علوم استاد 2

  

 چکیده

کند. این تغییرات شامل گیرند تغییراتی را برای ادامه زندگی در خود ایجاد میها قرار میها در معرض آلایندهارگانیسمزمانی که میکرو

نتیکی ژحضور آلاینده در محیط، تغییرات  شود و در صورت ادامهیولوژیکی ایجاد میباشند. در ابتدا تغییرات فیزتغییرات فیزیولوژیکی و ژنتیکی می

ترین تتراسایکلین یکی از پرمصرفچنین در پزشکی مصرف دارند. اکسیو هم ها به طور گسترده در صنعت دام و کشاورزیآید. آنتی بیوتیکوجود میبه

بیوتیک در این تحقیق تاثیر سطوح مختلف آنتیشود. ها به خاک وارد مییق فضولات آنها است که از طرها در صنعت دامداریبیوتیکآنتی

سطوح  بررسی شد. برای این منظوریلتی لوم سدر یک نمونه خاک  ی گرم منفیها( بر فعالیت میکروبی و فراوانی باکتریOTCتتراسایکیلین )اکسی

وز در ر 120شد و به مدت تکرار اعمال  3کیلوگرم خاک در  2های حاوی گرم به گلدانلوگرم بر کیمیلی 50و 40، 30، 20، 10،0شامل  OTCمختلف 

وز انکوباسیون در ر 120نتایج نشان داد که تنفس میکروبی خاک پس از درجه سلسیوس انکوباسیون شد.  25درصد ظرفیت مزرعه و دمای  70رطوبت 

،  50بیوتیک نداشتند ولی در غلظت داری با همدیگر و با شاهد بدون آنتیخاک، تفاوت معنیبیوتیک بر کیلوگرم گرم آنتیمیلی 40تا  10های غلظت

 50گرم، افزایش یافته ولی در غلظت میلی 40بیوتیک تا های گرم منفی با افزایش غلظت آنتیبالاترین تنفس میکروبی حاصل شد. تعداد جمعیت باکتری

رش های گرم منفی که در ضمن برای شمالو( برای شمارش باکتریمحیط کشت بکار رفته )ائوزین متیلن ب گرم مجددا کاهش یافت. باتوجه به نوعمیلی

توان به ایجاد مقاومت این فرایند را می ها باشند.ه کلیفرمهای افزایش یافته عمدتاً متعلق بیرسد که باکتریمشود، چنین به نظر ها نیز استفاده میکلیفرم

   روز ارتباط داد.   120ک در مدت در جامعه میکروبی خا

  های گرم منفیباکتری، تنفس خاک، تتراسایکلیناکسی، بیوتیکآنتی: کلمات کلیدی
 

 مقدمه

توانند به صورت تزریقی، شوند که میمیکروبی تعریف میعنوان ترکیبات طبیعی، نیمه مصنوعی و مصنوعی با فعالیت ضدها بهبیوتیکآنتی

مستقیم و با مستقیم بر سلامتی انسان، از طریق غیرتوانند علاوه بر تاثیر بیوتیک میشوند. ترکیبات اصلی یا مشتقات آنتیصرف خوراکی یا موضعی م

ست. امحیطی شوند. علاوه بر این، تاثیرات منفی بر محیط زیست، موضوع بسیار نگران کننده ای های مقاوم، سبب آلودگی زیستایجاد میکروارگانیسم

اندازد. های مقاوم شده و سلامتی انسان و حیوانات را به خطر میها برای درمان انسان و حیوانات باعث توسعه باکتریبیوتیکراین مصرف زیاد آنتیبناب

 (.2008ر، کمپها ممکن است از طریق تماس مستقیم با حیوانات و یا از طریق زنجیره غذایی به مصرف کنندگان انجام شود )انتقال این سویه

تتراسایکلین و سولفومتاکسول در صنعت دام بیشترین های اکسیبیوتیکها بسته به هدف متفاوت است. اما میزان مصرف آنتیبیوتیکمیزان مصرف آنتی

 خاک، در انتشار از پس ها بر فرآیندهای میکروبی نشان داده شده است.بیوتیکدر برخی از مطالعات تأثیر منفی آنتی .(2011مولایی و همکاران، )است 

 بخش فوتولیز تجزیه شوند. فرآیند طی ممکن است دستخوش تخریب زیستی شده و یا یا تثبیت شوند و خاک توانند در ماتریسمی هابیوتیکآنتی

 در هابیوتیکآنتی ریپایداشود. بیوتیکی میآنتی رفتن فعالیت دست از باعث کنند کهمی طی را هر دو سرنوشت خاک، در هابیوتیکآنتی از بزرگی

نیز  و خاک هایویژگی بلکه به بیوتیکآنتی ماهیت به تنها نه است که این پایداری آن محیطیزیست نامطلوب اثرات تعیین در کلیدی عامل یک خاک،

 زیستی تجزیه خاک، هایکلوئید به جذب و اتصال ،مقاومت به تجزیه نوری بیوتیکی شاملآنتی ماهیت ،نظر پایداری از. دارد هوایی بستگی و آب شرایط

 در ترکیبات این ترطولانی مهم پایداری ایجاد و تخریب از جلوگیری با خاک ماتریس در تثبیت حال، این با .باشدمیمطرح  آب پذیری درمیزان حل و

جذب توسط شیب منحنی  خاک در یمیاییش مواد اتصال(. 2001کومر و همکاران، شود )می هابیوتیکآنتی بیشتری برای ثبات ایجاد باعث خاک

ضریب  عنوانبه Kd مقادیر. است حالت تعادل در محلول غلظت و شده جذب غلظت بین دهنده رابطهکه نشان شود، می مشخص (جامد Kd) ایزوترمی

                                                           
  masumehasanalizade95@tabrizu.ac.irایمیل نویسنده مسئول: * 



 

 

2 

 

 پایین مقادیر با ترکیبات که حالی در کمتری دارند، تحرک و شوندجذب می خاک به شدت به بالا Kd با بیوتیکآنتی ترکیبات. شوندمی شناخته توزیع

Kd شدت هایی که بهبیوتیکآنتی دیگر، سوی از. شوندسطحی منتقل می یا زمینیزیر هایبه آب و توانند به صورت آزاد حضور داشته باشنددر خاک می 

 آلی کربن درصورت افزایش هابیوتیکآنتی تحرکمیزان  .شوند حمل موجود در رواناب سطحی رسوبات با که دارد احتمال شوند،می متصل هابه رس

در مقایسه با  کلروتتراسایکلین از تیلوسین است بنابراین ترکلروتتراسایکلین بسیار بزرگبیوتیک آنتی برای Kd (.2001تولس، ) یابدمی خاک، کاهش

ها به مواد جامد )خاک، رسوبات، لجن، بیوتیکختلف آنتیدر حال حاضر رفتار جذب انواع مشود. های خاک میتیلوسین با شدت بیشتری جذب کلوئید

متری سانتی 5-7تتراسایکلین در رسوبات دریایی و در عمق عمر اکسینیمهها( موجود در محیط زیست، در حال بررسی است. هوموس، کود دامی، کانی

توان پی برد که یابد در نتیجه میکاهش دما و بیشتر شدن عمق افزایش میها با بیوتیکعمر آنتیرسد. با توجه به اینکه نیمهروز هم می 300به بیش از 

میکروب ابتدا دچار بیوتیک، در حضور آنتی(. 1995های عمیق خاک به مدت زیادی باقی بمانند )هکتوئن و همکاران، توانند در لایهها میبیوتیکآنتی

 به مقاومت هایژن از بسیاری شود.ی تغییر ژنتیکی مییک، میکروب وارد مرحلهبیوتتغییرات فیزیولوژیک شده و در صورت ادامه حضور آنتی

طبق مطالعات چن و باشند. می باکتری دیگر به باکتری یک از ژن انتقال هایی برایمکانیسم ها دارایلذا باکتری هستند، بیوتیک قابل انتقالآنتی

بیوتیک نبود، کاهش پیدا کرد. با نسبت به خاکی که آلوده به آنتی OTCخاک آلوده به ی در هر دو جمعیت میکروبی باکتریایی و قارچ( 2013همکاران)

، با اینکه OTCبیوتیک سمیت آنتیهای گرم منفی در خاک بود. ها بخصوص باکتریها، به نفع باکتریاین حال، نسبت بیومس باکتریایی به قارچ

های گرم منفی نسبت به ها، باکتریشوند و در بین باکترییشتر دچار آسیب این سمیت میهای خاک بگیرد، قارچهای خاک را هدف میباکتری

های خوبی هستند و به شناسی میکروبی، تنفس پایه و تنفس برانگیخته شاخصدر بومتر هستند. بیوتیک مقاومهای گرم مثبت نسبت به این آنتیباکتری

دهنده شدت آلودگی خاک باشد که در آن سطوح تواند نشاناند. تنفس میفعالیت میکروبی خاک به کار رفتهگیری و ارزیابی ای برای اندازهگونه گسترده

لیو و در مطالعه فنگ (.1392)شیرزاد و همکاران،  شودگیری میاکسیژن مصرفی یا دی اکسیدکربن آزاد شده از یک وزن ویژه خاک اندازه

های جذب و تجزیه وتیک تتراسایکلین، کلروتتراسایکلین و تیلوسین بر تنفس خاک مشاهده نشد. فرآیندبی( هیچ اثر آشکاری از آنتی2008همکاران)

دهنده این است دهند، و این نشانکنند. این سه ترکیب، جذب قوی بر روی خاک را نشان میها ایفا میبیوتیکنقش خاصی را در کاهش اثرات این آنتی

هایی مانند ها دارای جذب بالا در سطوح ذرات و تشکیل کمپلکس با کاتیوندسترس هستند. علاوه بر این، تتراسایکلینکه آنها از نظر زیستی کمتر قابل 

توجهی از این امر موجب کاهش قابل(. 2006، زیلزنی و همکاران، 1998، وسلس و همکاران، 2007، پیلس و لارید 2008کلسیم در خاک هستند)کمپر 

 ر تنفس میکروبی خاک شد.ها باثرات تتراسایکلین

  .شدرسی بر خاک های گرم منفیتتراسایکلین بر فعالیت تنفس میکروبی و فراوانی باکتریاکسی سطوح مختلف آلودگی تأثیردر پژوهش حاضر 

 

 هامواد و روش
بیوتیک با آنتی. . در یک آزمایش گلدانی، خاک لوم سیلتی انجام شدکاملاً تصادفی با سه تکرار  این تحقیق در قالب طرح

گرم بر کیلوگرم خاک( میلی 50و  40، 30، 20، 10بیوتیک  )صفر، تیمارهای آزمایشی شامل شش سطح آنتی تیمار شد. ( 1)شکلتتراسایکلیناکسی

  بود.هتنظیم شد FCدرصد 70همچنین میزان رطوبت خاک در درجه سلسیوس نگهداری شدند.  26ر با دمای روز در انکوباتو 120ها به مدت نمونهبود. 

گرم خاک مرطوب به داخل ظرف شیشه ای تیره اضافه  10ها انجام گرفت. روز( در خاک گلدان 120اندازه گیری فعالیت تنفس میکروبی خاک )پس از 

. درپوش ظرف شیشه فتگردر داخل ظرف شیشه ای قرار و میلی لیتری ریخته شد 50مولار در بالن  1/0میلی لیتر محلول هیدروکسید سدیم  10شد. 

 محلول هیدروکسید سدیم را . پس از اتمام انکوباسیون بالن را برداشته و(2)شکلدرجه سلسیوس انکوبه شد 25روز در دمای  5ای را گذاشته و به مدت 

میلی لیتر محلول  2د. سپس شضافه میلی لیتر آب مقطر شستشو داده شد و به ارلن ا 10میلی لیتر ریخته شد و بالن را دو مرتبه با  100در ارلن مایر 

هیه شاهد، تمولار تیتر شد. برای  1/0گر فنل فتالئین به محلول اضافه شد و با اسید کلریدریک قطره شناسا 4-3مولار اضافه شد. سپس  5/0کلرید باریم 

 ردید:شدت تنفس میکروبی از رابطه زیر محاسبه گ (.1389همان روش را بدون خاک اجرا شد) علی اصغرزاد، 
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/g dm . 24h2S)= 2.2*100/SW*%dm = mg CO-(B  

B(حجم اسید کلریدریک :HCl)( مصرفی به وسیله شاهد)میلی لیتر            S(حجم اسید کلریدریک :HCl مصرفی به وسیله )مونه)میلی لیتر(ن 

 اک)گرم(خ: وزن اولیه SW               می باشد( 2COمیلی گرم  2/2مولار معادل  HCl ,1/0: فاکتور تبدیل)یک میلی لیتر از 2.2

100/%dm فاکتور تبدیل خاک خشک : 

طور به (یلوگرمکگرم بر میلی 50و  40، 30، 20، 10، 0هر ظرف)سطوح گرمی از خاک  10 مرکب یک نمونه های گرم منفیتعیین فراوانی باکتری برای

صورت دورانی دقیقه به 5لیتر آب مقطر استریل ریخته شد. ارلن مایرها به مدت میلی 95 لیتری حاویمیلی 250جداگانه در داخل ارلن مایرهای 

لیتر آب مقطر استریل تهیه میلی 9لوله آزمایش حاوی  5ثانیه ثابت نگه داشته شدند تا ذرات درشت ته نشین شود.  15مخلوط شدند. سپس به مدت 

لیتر از لوله اول برداشته و به لوله دوم و به لوله شماره یک منتقل گردید. مجدداً یک میلی برداشته شدهارلن  لیتر از سوسپانسیون خاکگردید. یک میلی

 های گرم منفیشت باکتریدر ک (.1385اصغرزاد، بودند )علی 10-6تا  10  -2های ها دارای رقتها نیز این کار انجام شد. لولهمنتقل شد. برای بقیه لوله

( در نظر ائوزین متیلن بلو)های گرم منفی دیش حاوی محیط کشت اختصاصی باکتریتخاب شد. برای هر رقت یک پتریان 10 -6و  10-5، 10-4سه رقت 

یک لیتر درجه سلسیوس نگهداری گردید. برای تهیه  25میکرولیتر به محیط کشت اضافه شد و در انکوباتور در دمای  100شد. سپس از هر رقت گرفته

گرم آگار  15گرم متیلن بلو و  065/0گرم ائوزین،  4HPO2K  ،4/0گرم  2گرم لاکتوز،  10گرم پپتون،  10متیلن بلو از محیط کشت اختصاصی ائوزین 

اسیدی با هم ترکیب شده و ایجاد رسوب  pHهمچنین در  )ائوزین و متیلن بلو( هااین رنگ. تنظیم گردید 3/7تا  4/6روی آن  pH سپساستفاده شد. 

برد. این تغییر رنگ در اثر تخمیر لاکتوز و ها نیز پیها در این محیط به ارغوانی تیره، به وجود کلیفرماز تغییر رنگ کلنیتوان می نمایند، بنابراینمی

های در آزمایش همه کلنی .(3)شکلروز پس از کشت انجام گرفت 3ها کلنیگیرد. شمارش ها صورت میایجاد حالت اسیدی در محیط توسط کلیفرم

   فته شمارش شد.رشد یا

 

           

 

 

 

 

    (گیری تنفس پایه میکروبی خاکای برای اندازهجار شیشه) -2شکل                (تتراسایکلین مورد استفاده در این آزمایشبیوتیک اکسیآنتی) -1شکل

 

 

 

 

 

 بلو محیط کشت ائوزین متیلنرشد یک کلنی در  -3شکل
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 نتایج و بحث 

شود، خاک دارای بافت همانطوریکه مشاهده می( ارائه گردیده است. 1در جدول )مورد استفاده در این آزمایش های خاک ویژگیبرخی از 

ار ن آلی ان بسیلی کربومتوسط بوده، هدایت الکتریکی بسیار پایینی داشته و درصد آهک آن نیز اندک است. همچنین دارای اسیدیته تقریباً خنثی 

 اندک است.
 های فیزیکی و شیمیایی خاک مورد مطالعه. برخی ویژگی1جدول 

 آلی )%( کربن کربنات کلسیم معادل )%( پ.هاش (S/cmµ)ای.سی  رس )%( سیلت )%( شن )%( بافت خاک

 11/0 16/5 28/7 618  30/17 62/44 08/38 لومیسیلتی

 

 

 

داری اثر معنیهای گرم منفی ز جمعیت باکتریو نیخاک  میکروبی تتراسایکلین بر تنفستیک اکسیبیوسطوح آنتی، بر اساس نتایج تجزیه واریانس

  (.P<0.01) داشت

 

 روز انکوباسیون120بعد از در خاک  گرم منفیهای و جمعیت باکتری میکروبی بیوتیک بر تنفستأثیر سطوح آنتی نتایج تجزیه واریانس -2جدول 

                تانگین مربعامی   

 تنفس خاک             G-های جمعیت باکتری 

بع تغییرامن درجه آزادی  

                 357/0  **                     902/0  **      5  غلظت آنتیبیوتیک 

 خطای آزمایشی 12   001/0   002/0  

 %(CV)ضریب تغییرات    42/22                             45/0             

  داراست.درصد معنی 01/0: در سطح آماری  **                  
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گرم در میلی 40تا  10های تنفس میکروبی در غلظتدهد. را نشان می تتراسایکلین بر تنفس پایه خاکبیوتیک اکسیآنتیاثر سطوح مختلف  (4)شکل

دار بیشتر از خاک بیوتیک، تنفس میکروبی بطور معنیگرم از آنتیمیلی 50بیوتیک ندارد ولی در غلظت ون آنتیداری با شاهد بدکیلوگرم تفاوت معنی

گرم، تغییر میلی  20بیوتیک تا سطح های گرم منفی با افزایش غلظت آنتیبیوتیک بود. تعداد جمعیت باکتریهای آنتیشاهد و حتی سایر غلظت

گرم مجدداً کاهش نشان داد میلی 50ها بودیم ولی در غلظت دار این گروه از باکتریغلظت به بعد شاهد افزایش معنیداری نداشت ولی از این معنی

  (.5تر، جمعیت میکروبی بالاتری دارد )شکل و پائین 30های گرچه هنوز نسبت به غلظت

 

 

 

 تتراسایکلین بر تنفس میکروبی خاکبیوتیک اکسیآنتیاثر سطوح مختلف  -4شکل

 
 

 

  cfu/1g soil های گرم منفی خاکجمعیت باکتریتتراسایکلین بر بیوتیک اکسیآنتیاثر سطوح مختلف  -5شکل



 

 

6 

 

 یریگنتیجه

رسد که گذشت روز انجام گرفت. به نظر می 120های گرم منفی در پایان مدت تنفس میکروبی خاک و فراوانی جمعیت باکتری گیریاندازه

 این اثر بیوتیکآنتیشود با افزایش غلظت شده و همچنان که دیده می بیوتیکآنتیایجاد تحمل در جامعه میکروبی خاک شده در مقابل این زمان سبب 

، علاوه  کبیوتیآنتیباشند ولی با ادامه اثر ها میتر از گرم مثبتمقاوم بیوتیکآنتیهای گرم منفی در مقابل این مشهودتر است. گرچه بطور کلی باکتری

این، . علاوه بر(2013 چن وهمکاران، )ن است از بین بروند و بتدریج غلبه با انواع مقاوم بشودهای حساس نیز ممکها، گرم منفیبر کاهش گرم مثبت

ممکن  بیوتیکآنتیهای مقاومت به ر محیط، ژندو تداوم حضور آن  بیوتیکآنتی دهند با افزایش غلظتشواهدی زیادی در دست است که نشان می

گیری تنفس میکروبی در انتهای دوره شود. چنانچه از نتایج اندازهها انتقال یافته و این فرایند سبب توسعه جامعه میکروبی مقاوم میاست بین باکتری

ته ایجاد ی فوق الذکر است. البادعا، حداکثر است که تأیید دیگری بر بیوتیکآنتیظت آید که علیرغم انتظار، تنفس خاک در بالاترین غلنیز چنین بر می

 ها باشد.یک در باکتریها، همواره از طریق القای ژنتیکی نیست بلکه ممکن است از طریق تغییرات فیزیولوژتحمل در جامعه میکروبی در برابر آلاینده

گرچه تنفس  (.1997طلوب است )پوستوما، های نامبنابراین افزایش تحمل در جامعه میکروبی شاخص خوبی برای اثبات حضور آلاینده در غلظت

رسد که هر دو ر میگیری نشده است ولی به نظین آزمایش در روزهای ابتدائی انکوباسیون اندازههای گرم منفی در امیکروبی و تعداد جمعیت باکتری

ت اومت و فعالیهای بیشتر، بتدریج این مقدر غلظت مخصوصاً بیوتیکآنتیکاهش پیدا کنند و سپس با ادامه حضور  بیوتیکآنتیپارامتر پس از افزودن 

های فیزیکی خاک مورد آزمایش تحرک بالایی تتراسایکلین ماندگاری بالایی در خاک دارد و با ویژگیبیوتیک اکسیاز طرفی آنتی میکروبی ظاهر شود.

های بدلیل داشتن ژن هالی بقیه آناند وافظتی خود را از دست دادهبیوتیک قدرت محباشد بنابراین برخی جوامع میکروبی در برابر آنتیتواند داشتهمی

کننده نتیجه عیینتهای جوامع میکروبی و ویژگی در خاک بیوتیکآنتیو رفتار کنند. در واقع برآیند هر دو عامل یعنی ماهیت  مقاومت مقاوم توانسته

ثیر چندانی بی از آن تأوتیک با کلوئیدهای خاک و کاهش تحرک آن، جوامع میکروبیبدلیل تشکیل کمپلس آنتی برخی شرایطخواهد بود. چه بسا در 

اکتریهای برای ظهور ب ه چنین برمی آید کههمچنین از نتایج حاصل. ودها ایجاد نشو تغییری در جمعیت و یا فعالیت میکروبی از جمله تنفس آن پذیرندن

ند ده نیستها در برابر آلاینکننده باکتریبیوتیک تحریکهای پایین آنتیدر غلظت نیاز است و متحمل به انتی بیوتیک الزاما غلظتهای بالای آن مورد

 .(2013چن و همکاران، ) آورندلیکه انواع مقاوم را بوجود نمیهای حساس را از بین برده در حاعیتجمچون اغلب 
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Abstract 
When microorganisms are exposed to contaminants, they make changes to their lives. These changes include physiological 

and genetic changes. Initially, physiological changes occur, and if genetic variations persist, genetic changes occur. In fact, 

the mutation may be transmitted to the next generation or even to other microbial species. Antibiotics are widely used in the 

livestock industry, as well as in medical. There are several methods to assess the dangers of soil ecosystem pollution with 

antibiotics. In this study, the effect of different levels of antibiotic Oxytetracycline (OTC) on soil microbial respiration and 

frequency of gram negative bacteria in a silty loam soil was investigated. For this purpose, different levels of OTC including 

0, 10, 20, 30, 40 and 50 mg / kg were applied to 2 kg soil in pots in 3 replicates and incubated for 70 days at 70% humidity 

and 25 ° C. The results showed that soil microbial respiration after 120 days of incubation at concentrations of 10 to 40 mg 

antibiotic per kg of soil did not differ significantly with each other and with no antibiotic control, but at the 50 mg 

concentration, the highest microbial respiration was obtained. The number of Gram-negative bacteria increased with 

increasing antibiotic concentration up to 40 mg, but decreased again at 50 mg concentration. Depending on the type of 

culture medium used (eosin methylene blue) to count the gram-negative bacteria which is also used to count the coliforms, 

it appears that the increased bacteria are mainly belong to the coliforms. This process can be linked to the establishment of 

resistance in the microbial community of the soil within 120 days. 
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