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  چکیده
 یربنام پن یسنت یرنوع پن یکو جدا شده از  ییشناسا یدلاکتیکاس هايباکتريژنوتیپ از  26 یوتیکیب یپژوهش مقاومت آنت ینا در
 اریترومایسین، کلرامفنیکل، سیلین،آمپی ریفامپسین، سیلین،پنی شامل بررسی وردم هايیوتیکب یآنت .گردید تعیینو  بررسی یالشت

 و سیلینآمپی بیوتیک آنتی به هااکثرسویهحاصله نشان داد،  نتایج .بود نئومایسین و استرپتومایسین کانامایسین، جنتامایسین، تتراسایکلین،
 µg/ml(بالاتر بود  سیلینپنی به نسبت اراپلانتارومپ لاکتوباسیلوس  یتدامنه حساس. حساس بودند ml/ μg25/0- 8 دامنه در ینسیلپنی
  مختلف هايگونه اکثر در) یسینو استرپتوما یسیننئوما یسین،کاناما یسین،جنتاما( هايیوتیکب یآنت MIC یزانم). 16 -64

 و تتراسایکلین به نسبت ساکئی لاکتوباسیلوس و پاراپلانتاروم لاکتوباسیلوس. مشاهده شد) ml/ μg32-2(در دامنه  لاکتوباسیلوس
 به نسبت هاسویه تمامی کهینشان داده در حال یمقاومت ذات یکلکلرامفن نسبت به پاراکازئیو  پاراپلانتاروم هايژنوتیپ تمامی

. قادر به رشد نبودند یفامپسینر یینپا هايغلظت در آزمایش دمور هايگونه تمامی. شدند داده تشخیص حساس اریترومایسین
      کلیه به یسیومف/فکالیس انتروکوکوس ینهمچن یسینبجز استرپتوما هابیوتیکآنتی کلیه به نسبت لیتیکوس،الوگ استرپتوکوکوس

 اثبات بر علاوه یز،ن  MVSPبا نرم افزار  هاتفسیرداده از آمده بدست نتایج .شدند داده تشخیص حساسمورد مطالعه  هايبیوتیکآنتی
 فنوتیپی هايروش از یکی بعنوان تواندمی بنابراین. داد نشان را هاگونه حتی و هاجنس تفکیک در روش این کارآیی بالا، فنوتیپی تنوع

  .گردد پیشنهاد ها سویه شناسایی براي هاروش سایر درکنار
  

  دندروگرم ،MIC ،یرتالشیپن اسیدلاکتیک، يباکتر ،یوتیکب یمقاومت به آنت: هاي کلیدي واژه
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  مقدمه -1
 عفونی هاي بیماري درمان در مهمی نقش ها بیوتیک آنتی

 وگستردگی شیوع به منجر آنها ازحد بیش استفاده اما دارند،

 امروزه مساله این. است شده جهان در بیوتیکی آنتی مقاومت

 است مطرح درمانی و بهداشتی چالشهاي مهمترین از یکی به
 مسیرهاي مهمترین از یکی تواند می غذایی زنجیره ).1، 19(

 از بیوتیک آنتی به مقاوم هاي باکتري از مقاومت انتقال
 اسیدلاکتیک باکتریهاي ).23( باشد انسان به حیوانات
 به یوحت اند، شده شناخته GRASS مواد جزء بطورکلی
 نسبت باکتریایی ضد و پروبیوتیکی خواص آنها از بسیاري
 کیلاکتدیاس يها يباکتر يها انواع گونه اما. شود می داده

انسان و  یدام، دستگاه گوارش يانسان، غذا يدر غذا موجود
     مقاوم به  ياز ژن ها یتوانند به عنوان مخزن یم واناتیح
به  یال افقانتق تیعمل کنند، که قابل کیوتیب یآنت
 یلبن محصولات ).24(زا را دارند  يماریب يها سمیکروارگانیم

را  یحرارت ندیکه قبل از مصرف فرآ يریتخم یو گوشت
 نیاز مهمتر یکیتوانند به عنوان  یشوند م یمتحمل نم

به انسان  وانیاز ح یکیوتیب یانتقال مقاومت آنت يرهایمس
 در تاکنون بیوتیکی آنتی مقاومت اینکه اب  ).18( شوندشناخته 

 نتایج و شده مطالعه کاملا انسانی هاي پاتوژن هاي موردگونه
 )1999( 1همکاران و تیوبر آنکه تا است، شده منتشر آن

 در غذا 2غیربیماریزاي هاي باکتري قابلیت که نمودند پیشنهاد
 طبیعی فلورمیکروبی به بیوتیکی آنتی مقاومت هاي ژن انتقال
 است این بر سعی امروزه اینکه بدلیل. )24( شود بررسی انسان
 ینبنابرا شوند، ما غذایی رژیم وارد عمدي بطور باکتریها این

مواد  یدها در تول يباکتر بکارگیريو انتخاب و  يدر جداساز
قابل انتقال  ياز ژن ها يشود آنها عار یبررس یدبا یی،غذا

 يبرا امروزهاساس  ینبر ا. باشند یوتیکیب یمقاومت آنت
 يمناسب برا کیلاکت دیاس ياز باکتر ییها هیخاب سوانت

مقاومت  ک،یوتیپروب يو کشت ها دیآغازگر جد يکشت ها
                                                           

1-Teuber  

2-Commensal 

صفات  یدر بررس یمنف یژگیو کیبه عنوان  یکیوتیب یآنت
 ).26( ردیگ یها مورد جستجو قرار مهیسو یکیتکنولوژ
 اخیر دهه در و است شده آغاز تازگی به زمینه این در مطالعات
- باکتري بیوتیکی آنتی مقاومت خصوصیات تعیین به نمحققا

 MIC3 منظور نیا يبرا ).4( اند پرداخته اسیدلاکتیک هاي
 موجب که کیوتیبیآنت کی غلظت نهیکم زانیم یعنی

با  ).21(شود یمطالعه م سم،یکروارگانیم رشد یبازدارندگ
 يگونه ها بیوتیکی آنتی بازدارندگی حداقل میزان یسهمقا

ها یطشده از مح يجدا ساز یدلاکتیکاس يهاياکترمتفاوت ب
مقاوم و  يهایهسو یانم یکمتفاوت امکان تفک يو منشاءها

 ی،اکتساب مقاومو  یمقاوم ذات يهایهسو یانم یکحساس و تفک
 طور به که است سخت پنیر یک تالشی پنیر ).5( شودمی فراهم
 زا ازمخلوطی استفاده با و آغازگر افزودن بدون و سنتی

 تولید گیلان تالش منطقه هايدرکوهستان بز و شیرگوسفند
 توجه با. است برخوردار بالایی کیفیت و طعم و عطر از و شده
 سطح در سنتی محصولات روي بر مطالعه رشد به رو روند به

 ذخایر ارزش با منابع عنوان به ها آن حفظ منظور به دنیا،
 به ها آن صنعتی تولید یا و اسیدلاکتیک هايباکتري ژنتیکی
 روي بر تحقیق این در بهداشتی، کیفیت از اطمینان منظور
 هايآزمون تالشی پنیر از شده شناسایی و جدا هاي سویه

 از ها آن بررسی ضمن تا آمده عمل به بیوتیکی آنتی مقاومت
 و شونده منتقل بیوتیکی آنتی مقاومت ژنهاي بودن دارا لحاظ

 مطالعات در کننده، مصرف سلامت براي احتمالی مخاطرات
  .شوند حذف پنیر این براي آغازگر کشت طراحی و بعدي

  
  مواد و روش ها  -2
 داراي سویه 26 ،بازدارندگی حداقل میزان مطالعه این در

 بیوتیک آنتی ده درمورد و سویه 54 میان از متفاوت ژنوتیپ
 سویه. شد واقع بررسی مورد و تعیین ها بیماري درمان در رایج
 شناسایی S rRNA16و RAPD-PCR4روش از استفاده با ها

  .)1( اند شده
                                                           

3-Minimum Inhibitory Concentration 
4- Random Amplified Polymorphic DNA 
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 ها  یهمجدد جدا يفعال ساز - 2-1

مرك، (  M17و  MRS کشت يها یطمنفرد از مح يها کلنی
کشت  تجدیدتا سه بار  یخط بصورتانتخاب شده و ) آلمان
 محیط به rRNA S 16با روش  ییاز شناسا پس سپس. شدند
 یسرولگل% 20 يبراث حاو  M17براث و   MRS هاي

 C° يدما در یشاتزمان انجام آزما تا ومنتقل ) مرك، آلمان(
از هر معلقه  µl 100يجهت فعال ساز. ندشد ينگهدار  -25

شده و سپس  یکشت سطح M17و MRSيها یتپل يبر رو
 يحاو یتپل يبر رو یانتخاب و بصورت خط یکلن یک
شت، و ک) مرك، آلمان(آگار  ینتونه کشت مولر یطمح
  . شدند يگرمخانه گذار C37°و  C30°يدر دما یببترت
  
  سازي رقیق روش - 2-2

 اولیه غلظت به توجه با ها بیوتیک نیازآنتی مورد هايرقت
 تهیه زیر رابطه به توجه با و تولیدکننده شرکت توسط مندرج
  .شدند

(1000/P)× V×C = W 
P :زندهسا شرکت توسط شده اعلام بیوتیکآنتی قدرت میزان  

W: حجم در که بیوتیکیآنتی وزنV   شود حل باید  
V: نیاز مورد حجم  
C: محلول نهایی غلظت  

، mg/ml 50 غلظت با بیوتیکهرآنتی مادر محلول تهیه جهت
   10 در و شده وزن بیوتیک پودرآنتی گرممیلی 500 ابتدا
 با محلول از لیترمیلی 2 سپس. شد حل مقطر آب لیترمیلی
آب مقطر اضافه کرده تا  لیترمیلی  8 به mg/ml 50 غلظت

 سایر آوردن بدستجهت . حاصل شود mg/L10000 غلظت 

  :شد عمل زیر بصورت نیاز مورد هايغلظت
  μl1000 محلول با غلظت  ازmg/L 10.000 +ml9 حلال :

mg/L 1000 وμl 100  از محلول با غلظتmg/L 10000 +
ml 9/9 حلال: mg/L 100. محدوده ایرس محاسبه براي 

 یشلوله آزما mg/L 128-25/0( ،11( نیاز مورد غلظتی
، mg/L128 ،64 ،32 ،16 ،8 ،4 ،2 ،1 ،5/0 با اعداد  یلاستر

  ،mg/L 10000 ذخیره محلول از. شدند نامگذاري 0و  25/0

l25μ6 شده  يبرچسب گذار یشلوله آزما واردmg/L 128، 
μl 128 شده  يبرچسب گذار یشلوله آزما واردmg/L 64 .
μl 64 شده  يبرچسب گذار یشوارد لوله آزماmg/L 32،μl  
 .mg/L 16شده  يبرچسب گذار یشوارد لوله آزما 32

 یشوارد لوله آزما mg/L 1000، μl 160 ذخیره ازمحلول
 یشوارد لوله آزما mg/L 8، μl 80شده  يبرچسب گذار
 یشوارد لوله آزما μl 40و mg/L 4شده  يبرچسب گذار
 mg/L ذخیره ازمحلول .mg/L 2شده  يربرچسب گذا

100،μl  200 شده  يبرچسب گذار یشوارد لوله آزماmg/L 
 mg/Lشده  يبرچسب گذار یشوارد لوله آزما μl 100و  1
 mg/Lشده  يبرچسب گذار یشوارد لوله آزما μl 50و  5/0

 یچه mg/ L 0شده  يبرچسب گذار یشلوله آزما به .25/0
  ).22( دیاضافه نگرد یوتیکیب یآنت
  
و  یکروبیمعلقه م ،مک فارلند یماستاندارد ن یهته - 2-3

  یجنحوه کشت و خواندن نتا
 ml5/0 باریم ازکلرور )BaCl2 (mol/l 048/0 )2H2O . 

W/V BaCl2175/1 (%به را ml 5/99 اسیدسولفوریک 

mol/L 18/0 )V/V 1 (%لوله هاي  در سپس و کرده اضافه
ml 4-6 در  یاییباکتر سوسپانسیون هـايهم اندازه با لولـه

 یزقبل از استفاده ن. شدنگهداري  یکیو تار اتاقدماي 
 یکنواختبا استفاده از ورتکس، به کدورت  یونسوسپانس
 مجزا چندکلنی نیز میکروبی معلقه تهیه جهت. شدیرسانده م

 مک با برابر غلظت به تا شده حل فیزیولوژي سرم در مشابه، و

روش  این اسپکتروفتومتري تر یقوش دقوجود ر با .برسد فارلند
 استفاده مورد آن یصحت کاف و بالاسرعت  بدلیل چشمی

از معلقه  µl 75 یکروپلیت،م یطول هايبه چاهک  .قرارگرفت
 هاي رقت از µl٧۵ و ) بجز چاهک آخر( یکروارگانیسمم

 همگن جهت. شد اضافه) آخر چاهک دوبجز ( بیوتیک آنتی

 پوشانده پارافیلم با پلیت میکرو. دشمی پیپت مرتبه 4 کردن،

  و C30° در بترتیب هالاکتوکوکسی و هالاکتوباسیل و شده
°C37 با هامیکروپلیت. شدند نگهداري ساعت 24 بمدت 

  . و مثبت خوانده شدند یکنترل منف هايچاهک به توجه
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  یوتیکیب یآنت بازدارندگی حداقل یینتع جهت یکرو پلیتم دریککشت  نحوه -1 جدول

کشت  يها یهجدا:  B،  D،F،H سطرهاي. یوتیکب آنتی یک مختلف هاي غلظت محتوي هاي چاهککشت شده در  هاي جدایه:  A ، C ،E،Gسطرهاي
 چاهک. یشآزما مورد بیوتیک آنتی یک 128تا  μl/mg  25/0يها رقت يحاو: 10تا  1 يها چاهک. )کنترلبعنوان ( بیوتیک تیفاقدآن يشده در چاهک ها

 حاوي منفی، کنترل: 12 چاهک. از رشد یتحما يکشت برا یطبودن مح یکاف یجهت بررس یوتیک،ب یو فاقد آنت یکروارگانیسمم يکنترل مثبت، حاو: 11
  .کشت محیط بودن استریلیزه بررسی جهت ارگانیسم،میکرو فاقد کشت محیط

  
  يآمار یلو تحل یهتجز - 2-4

 تشکیل هاداده یک و صفر ماتریس ابتدا آماري، آنالیز جهت

سپس با ). MIC یزانم: هاوستون هاجدایه: هایفرد( شد
 ايخوشه تجزیه الگوریتم و MVSP 1استفاده از نرم افزار 

UPGMA2،  و  یهمورد تجز یجسم و نتامربوطه ر دندروگرم
  .قرار گرفت یلتحل
  
  نتایج و بحث -3
با استفاده از  MICیزانم یینمربوط به تع یجنتا - 3-1

  :3رقیق سازي در چاهک روش
 از شده جداسازي اسیدلاکتیک هايباکتري از سویه 54

 بیوتیکیآنتی مقاومت میزان بررسی جهت تالشی پنیرسنتی
                                                           

1-Multivariate statistical package  
2- Unweighted pair group 
3-Microdilution 

 هاباکتري این. قرارگرفتند کچاه در سازي رقیقآزمون  مورد
، )یپژنوت 2 یه،سو 5( پلانتاروم لاکتوباسیلوس  یببترت

، )ژنوتیپ 6 يدارا یه،سو 15( پاراپلانتاروم لاکتوباسیلوس
  ،)یپژنوت 2 سویه، 4( 4کرواتوس لاکتوباسیلوس
 لاکتوباسیلوس  ،)ژنوتیپ 2 یه،سو 3( ساکئی لاکتوباسیلوس

 استرپتوکوکوس، )پژنوتی 5 یه،سو 11( پاراکازئی
 انتروکوکوس، )ژنوتیپ 5 یه،سو 9(5گالولیتیکوس

 یهسو 26، بودند که جمعا )ژنوتیپ 4 یه،سو 7( فیسیوم/فکالیس
          آزمون مورد و شده انتخاب متفاوت ژنوتیپ يدارا
 سیلین،آمپی ریفامپسین، سیلین،پنی هايبیوتیکآنتی

نتامایسین،کانامایسین، تتراسایکلین، کلرامفنیکل،اریترومایسین،

                                                           
4 -Lb. Curvatus 
5- St. Gallolyticus 

 سیلین پنی  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11  12

-  +  128  64  32  16  8  4  2  1  5/0  25/0  A  1 جدایهکشت 

-  +  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  B )کنترل(  

-  +  128  64  32  16  8  4  2  1  5/0  25/0  C  2 یهجدا  

-  +  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  D )کنترل(  

-  +  128  64  32  16  8  4  2  1  5/0  25/0  E  3 یهجدا  

-  +  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  F )کنترل(  

-  +  128  64  32  16  8  4  2  1  5/0  25/0  G  4 یهجدا  

-  +  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  H)کنترل(  
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آمپی  ،)فارابی، ایران( 1سیلین پنی، ئومایسینن ،استرپتومایسین
 ،)فارابی، ایران(3، اریترومایسین)فارابی، ایران(2سیلین

جابر ابن حیان، (5، استرپتومایسین)ابوریحان، ایران(4جنتامایسین
 حکیم،(7تراسایکلین، )داروپخش، ایران(6، نئومایسین)ایران
 حکیم،(9ریفامپسین ،)ایران الحاوي،(8کلرامفنیکل ،)ایران
 ییندر تع. گرفتند قرار )ایران دارو، عرفان(10کانامایسین ،)ایران
. استناد شده است FEEDAP١٢به   یزن 11بحرانی مقادیر

 تشخیص مقاومت به مشکوك که هاییسویه، 3 و 2 درجداول
  . اندشده    داده نشان رنگی کادر با اندشده داده

  
 لاکتو یوتیکیب یمقاومت آنت یزانم بررسی - 3-2
  ها یلوسباس
چنانچه . داده شده است نشان 2 جدولمربوطه در  نتایج

 يها یهنشان دادند که اکثر سو یجشود، نتا یمشاهده م
-ml/ μg)25 یلینس یآمپ يها یوتیکب یبه آنت یلوسلاکتوباس

 حداقل یزانحال م ینحساس بوده اما در ع یلینس یو پن) 8/0
 لاکتوباسیلوس يبرا یلینس یپن یغلظت بازدارندگ

 بحرانی نقطه از حتی و بوده بیشتر ها سایرگونه از پاراپلانتاروم
 و کلر تحقیق نتیجه با نتایج این. شد گزارش بالاتر شده، تعیین

 داشت مطابقت) 2010( همکاران و وکفیلی )2007( همکاران
  يها گونهدادن جهش  ياحتمال رو یلبدل اما ).13 ،14(

در چاهک  يساز رقیقدر روش  پاراپلانتاروم لاکتوباسیلوس
 هاي بررسی و نمود تاکید ها سویه این بودن مقاوم بر نمیتوان
 بایستی اطمینان جهت مقاومت ژن جستجوي بر مبتنی ژنتیکی

                                                           
1-Penicillin 
2  -Ampicillin 
3 -Erythromycin 
4- Gentamycin 
5 -Streptomycin 
6 -Neomycin 
7- Tetracyclin 
8 -Chloramphenicol 
9 -Rifampicin 
10-Kanamycin 
11-Break point 
12- Panel on Additives and products or substances 
used in Animal Feed 

 بیوتیک آنتی به ها لاکتوباسیلوس  مقاومت نتایج. شود انجام
 پروتئین سنتز يرو بر موثر آمینوگلیکوزیدي هاي

نشان ) یسینو استرپتوما یسیننئوما یسین،کاناما یسین،جنتاما(
 وپلانتاروم  لاکتوباسیلوس یبازدارندگ حداقل یزانداد م

مختلف  يگونه ها یاندر م يکرواتوس تا حدود
 قرار داشت يتر یکنواختدر محدوده  یلوسلاکتوباس

)µg/ml 32-2 .(یتحساس دهنده از داده ها نشان یاريبس 
 پاراپلانتاروم لاکتوباسیلوس  هايسویه برخی اما بود ها سویه
 یک.ترپتومایسین مقاومت نشان دادنداس و کانامایسین به نسبت
 یسین،به استرپتوما نسبت کرواتوس لاکتوباسیلوساز  ژنوتیپ

  ژنوتیپو دو  ساکئی لاکتوباسیلوس  ژنوتیپهر دو 
 یسینو استرپتوما ینیسنسبت به کاناما پاراکازئی لاکتوباسیلوس

 یزاناز بالاتر بودن م یحاک یجنتا ینهمچن. مقاومت نشان دادند
MIC یسیناسترپتوما )µg/ml 64- 16 (یسیننسبت به جنتاما 

)µg/ml 8-2( از حاصل نتایج با نتایج این. بود ها رگونهثاک در 
) 2008( وکورهونن) 2003( ویند و دانیلسون تحقیقات
در ) 2003( یندو و یلسوندان همچنین). 8 ،16( داشت مطابقت

 یدتول یرجدا شده از پن کرواتوس لاکتوباسیلوساز  يا یهسو
 تغییردهنده هاي آنزیم کدکننده هايخام ژن یرشده از ش

 مقاومت). 8( یافتند را aacA-aphD مانند آمینوگلوکوزید
 هاي بیوتیک آنتی به نسبت ها لاکتوباسیلوس

 شده گزارش محققان توسط رهابا نیز قبلا آمینوگلیکوزیدي
 یهسو 65، )2008(و همکاران  یزها). 27، 7، 8، 13( بود

 در زيسا یقرا با روش رق پاراکازئی و کازئی لاکتوباسیلوس
   یننمودند، ا یبررس ینتونکشت مولر ه یطو مح چاهک

نشان  یتحساس یندامایسینو کل سیلینآمپینسبت به  هایهسو
مقاومت نشان  یسینو جنتاما یسینتوماداده اما در برابر استرپ

 یلگزارش شده بود و بدل یزن  مقاومت قبلا ینا). 12(دادند 
   یافتانتقال الکترون است که در یتوکرومیس یستمنبود س

 احتمال آمده بدست نتایج ).21( سازدمی مختل را بیوتیکیآنت
 بررسی به مربوط نتایج. کندمی تقویت را مقاومت بودن ذاتی
هايچندگونه لاکتوباسیلوس نسبت به آنتی بیوتیک ومتمقا
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 و کلرامفنیکل تتراسایکلین، پروتئین سنتز روي بر موثر
 و پاراپلانتاروم هايلاکتوباسیلوس  داد نشان اریترومایسین

 هايژنوتیپ تمامی همچنین تتراسایکلین، به نسبت ساکئی
 نشان متمقاو کلرامفنیکل به نسبت پاراکازئی و پاراپلانتاروم

 اریترومایسین به نسبت ها سویه تمامی کهدرحالی دادند
 شده گزارش نیز قبلا نتایج این. شدند داده تشخیص حساس

 سویه سه در) 2008( همکاران و هایز مثال، براي بود
 تتراسایکلین به اکتسابی مقاومت پاراکازئی لاکتوباسیلوس

)mg/ml 32 (MIC ≥ ،اریترومایسین )mg/ml 16(MIC ≥ 
   tet (M)هايرا اکتساب بترتیب ژن آن دلیل و نموده کشف

  ).12(اعلام کردند   erm (B)ژن  و  tet (W)یا 

  
  
  
  
  

  پاراکازئی: pcکرواتوس : cپلانتاروم  :p پاراپلانتاروم: ppیلوسلاکتوباس: Lbیلوس هالاکتوباسیوتیکی ب یمقاومت آنت یبررس -2 جدول

Pc  Am  Em  Gm  Sm  Nm  Tc  Cm  Rif  Km نام سویه  

16  25/0  1  2  64  2  32  8  16  32  Lb.pp1 
32  8  1  2  32  8  32  8  1  64  Lb.pp2  
64  4  5/0  4  32  2  32  8  1  32  Lb.pp3  
32  2  12/0  8  64  8  32  16  1  64  Lb.pp4  
64  1  5/0  2  32  16  64  8  32  32  Lb.pp5  
32  1  5/0  4  64  8  32  32  16  128  Lb.pp6  
1  25/0  1  4  16  4  2  4  5/0  16  Lb.p1  
1  1  25/0  4  16  2  12/0  8  1  32  Lb.p2  
2  2  12/0  8  16  16  16  1  5/0  128  Lb.s1  
1  2  25/0  8  64  16  32  4  25/0  256  Lb.s2  
25/0  5/0  12/0  4  32  4  2  25/0  25/0  16  Lb.c1 
25/0  25/0  12/0  8  16  4  2  12/0  25/0  8  Lb.c2 
5/0  25/0  5/0  1  16  2  1  8  5/0  16  Lb.pc1 

1  25/0  1  2  16  2  2  8  5/0  16  Lb.pc2  
1  25/0  1  2  16  4  2  8  5/0  32  Lb.pc3  
1  1  2  4  32  4  1  8  1  32  Lb.pc4  
1  4  2  4  32  4  2  8  1  64  Lb.pc5  

 

PC : ،پنی سیلینAm :سیلین، آمپیRif : ،ریفامپسینCm : ،کلرامفنیکلEm : ،اریترومایسینTc : ،تتراسایکلین:Gm  ،جنتامایسینKm :،کانامایسین:St 

 نئومایسین: Nmاسترپتومایسین، 
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 بسیاري در یزن tet (M)مانند  یکلینمقاومت به تتراسا هايژن
 مقاومت ).3، 6( گزارش شده است لاکتوباسیلوس هايازگونه

و  هایاسترپتوکوکس در همچنین هابیوتیکآنتی این به
 که اینست دهنده شده است که نشان یدهد یزن هانتروکوکسیا

 پاتوژن ايهوگونه هالاکتوباسیلوس بین سدي و مانع هیچ
 پایین هايدرغلظت موردآزمایش هايگونه یتمام) 24( نیست

گزارش شده  یزن  قبلا یجنتا  ینا. نبودند رشد به قادر ریفامپسین
  ).14( بود
  
   بیوتیکیآنتی مقاومت میزان بررسی - 3-3

  هالاکتوکوکسی
  بیوتیکیآنتی مقاومت میزان بررسی به مربوط نتایج

. است شده داده نشان 3 لجدو در هالاکتوکوکسی
گروه  ياز اعضا یکیکه  گوآلیتیکوس استرپتوکوکوس

 یتالش یرشود، علاوه بر پن یشناخته م یساسترپتوکوکوس بو
 .است شده شناسایی و جداسازي لبنی هاينمونهدر  یزقبلا ن
          یهکل يبرایزان حداقل بازدارندگی نشان داد م نتایج
 حد در جنس این در پتومایسیناستر بجز ها بیوتیکیآنت

 بدست نتایج برخی با نتایج این. شدند داده تشخیص حساس
 بیوتیکیآنتی مقاومت محققان برخی اما داشته تطابق آمده
 در وکانامایسین اریترومایسین تتراسایکلین، براي را بالایی
 گزارش بیمارستانی هاينمونه از شده جداسازي هايسویه
احتمالا تفاوت منشاء  یلاز دلا یکی ).4، 11( اند نموده
 تحقیقی تاکنون که این به توجه با. هاستیهسو ینا يجداساز
هاي این باکتري که از سویه بیوتیکیآنتی مقاومت درمورد

منشاء لبنی جداسازي شده باشند انجام نشده است، امکان 
  .  یستفراهم ن ترگیري دقیقمقایسه و نتیجه

  

  یسسومف/هاي فکالیسانتروکوکوس و  یوتیکی استرپتوکوکوس گالولیتیکوسب یمقاومت آنت یزانم یبررس -3 جدول

Pc  Am  Em  Gm  Sm  Nm  Tc  Cm  Rif  Km نام سویه  

25/0  12/0  12/0  1  16  8  12/0  4  1  16  St. g1 

25/0  12/0  25/0  2  16  8  12/0  2  2  16  St. g2  

25/0  12/0  25/0  4  16  16  12/0  2  2  16  St. g3  

25/0  5/0  5/0  4  8  16  5/0  2  2  16  St. g4  

25/0  5/0  5/0  4  16  16  5/0  4  2  32  St. g5 

8  25/0  1  1  4  2  1  4  8  8  E. f1  

8  5/0  1  1  16  2  1  4  8  8  E. f2  

4  1  4  4  32  4  1  4  8  8  E. f3  

8  25/0  8  4  32  4  1  8  16  16  E. f4  

 

PC : ،پنی سیلینAm :لین، سیآمپیRif : ،ریفامپسینCm : ،کلرامفنیکلEm : ،اریترومایسینTc : ،تتراسایکلین:Gm  ،جنتامایسینKm :
 نئومایسین: Nmاسترپتومایسین،  St:کانامایسین،
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باتوجه به اینکه براي درمان بیماري هاي احتمالی از عفونت 
  سیلین و یک از این میکروارگانیسم از ترکیب پنیناشی 
گردد خوشبختانه بیوتیک آمینوگلیکوزیدي استفاده میآنتی

سیلینی این باکتري منتشر نشده تاکنون گزارشی از مقاومت پنی
-مقاومت نسبتا بالا نسبت به استرپتومایسین که در سویه. است

 ر چاهکرقیق سازي دشد، با روش  یدهمورد مطالعه د هاي
بر  یمبتن هايانجام آزمونگزارش شده بود اما پس از  یزقبلا ن

PCR و نه مقاومت  یاز جهش کروموزوم یمقاومت ناش ینا
 یسیومف/انتروکوکوس هاي فکالیس ).17( ی اعلام شداکتساب

ها پاتوژن ینکه منشاء آنها دستگاه گوارش است، از مهمتر
 اهمیت از اسیدلاکتیک باکتري بعنوان جنس این.هستند
 محققان توسط جنس این که ازآنجا. است برخوردار کمتري
 باکتري این نقش است، شده پنیرگزارش هاينمونه در بسیاري
 سودمند ترکیبات تولید و پنیر رساندن در مثبت عامل بعنوان
 بدلیل سلامتی کننده تهدید عامل یک یا و بیوتیکپري وحتی
 است محققان مناقشه مورد هنوز بیوژنیک هايآمین تولید

 به نسبت محققین نگرانی دلایل مهمترین از دیگر یکی). 17(
 از بسیاري به نسبت آن مقاومت بدلیل میکروارگانیسم این
 هايبیوتیکآنتی مانند متداول هايبیوتیکآنتی

 .است ها بیوتیکآنتی سایر و سیلینپنی آمینوگلیکوزیدي،
 هاپاتوژن بعنوان هاانتروکوکوساز موارد مطرح نمودن  یکی

 هايبیوتیکآنتی به نسبت مقاومت اسحتصال
 و سیلینپنی لرامفنیکل،ک تتراسایکلین، آمینوگلیکوزیدي،

 ژنتیکی اطلاعات مبادله براي آنها پتانسیل نیز و سیلینآمپی
 در معمولا. )20( مطرح شده است22الحاق مکانیسم بوسیله
. شود می استفاده سیلینپیازآم انتروکوکوسی هايعفونت
 هايسویه در سیلینیآمپ MIC یزانم شودمی دیده چنانچه

 محدوده در و پایین حد در تالشی سنتی پنیر از شده جداسازي
) μg/mL1-25/0 (یینمقاومت پا یلدل. شده است یینتع 

 تمایل با هايپروتئین وجود سیلین،ینسبت به آمپ هاانتروکوك

                                                           
22-Conjugation 

 ینبا ا). 9( باشد می (٢٣PBP) سیلینپنی اب اتصال به نسبت کم
 یزانکه م) 1990(و همکاران  يمور یجبا نتا یجنتا ینحال ا
MIC ینیکیکل هاياز نمونه یسانتروکوکوس فکال يها یهسو 
 یرمقاد یحت هاسویه برخی براي و μg/ml4- 5/0 را از 
μg/ml 8-4 این دلایل از). 20(دارد  یرتگزارش کردند، مغا 
 هايو نمونه یرپن( آنها متفاوت جداسازي منشاء احتمالا تفاوت،

   - سیلینآمپی مقاومت گسترش محققان. باشد) بیمارستانی
 آنزیم تولید به انتروکوکی هايدرگونه را سیلینییپن

نسبت داده  PBP پروتئین ساختمان در تغییرات یا و بتالاکتاماز
ف برخلا هاانتروکوکوس  در یمآنز این). 24،9( اند

مقاوم  هایوتیکب یآنت ینکه به ا( اورئوس استافیلوکوکوس
 یمقاومت نسب یلشود که دل یم یدتول یکم یزانبم) است
    دلیل این به هابیوتیکیآنت ینبه ا هاانتروکوکوس یبرخ
 سایر برابر در مقاومت به مربوط نتایج سایر همچنین. باشدمی
غلظت بازدارندگی  حداقل یزاننشان داد که م هابیوتیکآنتی
 یسین،جنتاما( ینوگلیکوزیديآم هايبیوتیکیآنت يبرا

و کاملا حساس  یینپا) یترومایسینو ار یسیننئوما یسین،کاناما
 محققین سایر شده منتشر نتیجه با نتایج این. داده شد یصتشخ
 از شده جداسازي هايسویه روي بر را مشابهی آزمایشات که

 نادتسون. داد نشان مطابقت بودند، ادهد انجام غذایی هاينمونه
جدا شده از گوشت خام، و  هايبرسویه) 1993( هارتمن و

 یب، بترت)1999(و همکاران  یوبرو ت) 2001(فرانز و همکاران 
 و تخمیري شیر از شده جدا هايسویهبر  یشبا آزما

    در را بیوتیکی آنتی پایین مقاومت گوشتی محصولات
گزارش نمودند  یسیومف/فکالیس سانتروکوکو هايگونه

مختلف نسبت به  ژنوتیپ 4ها با  یهسو همگی ).24،15،10(
حال اعلام شده  یننشان دادند اما با ا یتحساس یفامپسینر

 کاملا آزمایشگاهی شرایط در بیوتیکیآنت ینا ینکهاست، با ا
 بیولوژیکی شرایط در اما کندمی مهار را هاانتروکوك  رشد
 کسب مقاومت بیوتیکآنتی این به نسبت سرعتب باکتري این
 در را بیوتیکآنتی این از استفاده مساله این). 24،11( کندمی

                                                           
23-penicillin-binding protein 
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 مواجه تردید با باکتري این از ناشی هاي بیماري درمانی موارد
-گونه برخی بودن وجود با راکه نظریه این نتایج این. سازدمی

 توجه با و انتروکوکوس جنس در طلب فرصت و پاتوژن هاي
 هايگونه در بیوتیکیآنتی مقاومت هیچگونه تشخیص عدم به

 بعنوان توانندمی آنها غذایی، هاينمونه از شده جداسازي
  ).  2( بخشد می قوت را شوند مطرح پروبیوتیک هايگونه

  
 مقاومت به مربوط هايداده از حاصل دندروگرم - 3-4

  بیوتیکیآنتی
 انتخاب هاي سویه به ربوطم فنوتیپی الگوي UPGMA آنالیز
 پیرسون، ضریب از استفاده با ژنوتیپ هر نماینده بعنوان شده
. است شده 1 شکل در شده داده نشان دندروگرم تولید به منجر
 متفاوت فنوتیپ 26 در را حاصله ژنوتیپ 26 دندروگرم، این

 بالایی فنوتیپی تنوع دهنده نشان که است کرده بندي خوشه
 دندروگرم دراین B) و (A اصلی وتیپیفن خوشه دو. است
 و a2 و a1 هايخوشه زیر داراي هرکدام شودکه می دیده

(b1.1, b1.2)  و (b2.1, b2.2, b2.3)  خوشه در. هستند A  
  B خوشه در و پاراپلانتاروم و ساکئی هايلاکتوباسیلوس

  فکالیس، انتروکوکوس شامل تريمتنوع طیف
 هايلاکتوباسیلوس و گالولیتیکوس استرپتوکوکوس

 دراین همچنین. اند شده بنديگروه پاراپلانتاروم و کرواتوس
 اساس بر دندروگرم رسم از استفاده ایده بار اولین براي مطالعه
 تفکیک براي روشی جهت بیوتیکیآنتی مقاومت الگوي
 قرار بررسی مورد اسیدلاکتیک مختلف هايوگونه هاجنس
 تا روش، این از استفاده با شود، می دیده چنانچه. شد داده
 از را هاگونه برخی حتی و هاجنس توان می زیادي حدود
 استرپتوکوکوس هايجنس مثال براي. نمود تفکیک یکدیگر

 در فکالیس انتروکوکوس و b1.1خوشه زیر در گالولیتیکوس
 زیرخوشه در ساکئی لاکتوباسیلوس گونه و  b2.1 خوشه زیر
a1  گونه همه تمایز به قادر تکنیک نای اما. اند شده تفکیک-

 نبوده پاراکازئی و پلانتاروم و پاراپلانتاروم لاکتوباسیلوس هاي
 عدم اینحال با. است تکمیلی آزمایشات سایر به نیاز بنابراین و

 ژنتیکی و فنوتیپی شباهت بدلیل هاگونه این پذیري تفکیک
 نیز قبلا 16srRNAروش وحتی فنوتیپی هايتکنیک با بالا
  ).25( بود شده زارشگ
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 Lbs: پاراپلانتاروم، لاکتوباسیلوس  :Lbpp پیرسون، ضریب و UPGMA آنالیز اساس بر شده رسم دندروگرم -1 شکل

 پلانتاروم، لاکتوباسیوس:  Lbp پاراکازئی، لاکتوباسیلوس: Lbpc فکالیس، انتروکوکوس :Ef گوآلیتیکوس، استرپتوکوکوس: Stg ساکئی، لاکتوباسیوس
Lbc  :کرواتوس لاکتوباسیلوس 

   یريگ یجهنت -4
 يها یهنمود که اغلب سو یريگ یجهنت توانمی بطورکلی
 لاکتوباسیلوس، هايجنس از عمدتا کهشده  يجداساز

حداقل  میزان دارايبوده  استرپتوکوکوسو  انتروکوکوس
حال  این با. بودند) بحرانی(نقطه شکست  از مترک یبازدارندگ

با توجه به که شد  یدهد بیوتیکیآنتی مقاومت هاسویه برخی در
 یذات مقاومت ،توان آن را یم پیشینو مطالعات محققان  یجنتا
لاکتوباسیلوس مقاومت. دانستقابل انتقال  یرغ یاکتساب یاو 
دادن  يبه احتمال رو یز،ن سیلینپنی به نسبت پاراپلانتاروم هاي

 با. شودمی داده نسبتبا چاهک  يساز رقیقجهش در روش 
سالم  ،در گزارش مقاوم هايگونه تشخیص عدم وجود

 باکتري هايمطرح کردن گونه یوتیکشناختن و بعنوان پروب
 از رسیدند،می بنظر خطر بی کاملا تاکنون که اسیدلاکتیک

 ترتکمیلی مطالعاتبه  نیازقابل انتقال  هايژن حمل عدم لحاظ
متنوع  هايداده از استفاده با همچنین تحقیق یندر ا. دارد

 هايسویهیزان کمینه غلظت بازدارنده م یینبدست آمده از تع
 دندروگرم رسم با و رقیق سازي در چاهک روش با مختلف
مورد  هاوگونه هاجنس تفکیک در روش این قابلیت مربوط،
 ینا ينسبتا بالا یینشان از کارآ یجقرار گرفت که نتا یبررس

 یهايباکتر ییو شناسا یکدر تفک ییديتا یروش بعنوان روش
  . داد یدلاکتیکاس
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Abstract 
In this research, the antibiotic resistance profile of 26 genotypes belong to the 54 strains of 
lactic acid bacteria group isolated and identified from traditional Taleshi cheese, has been 
determined to the 10 common antibiotics, Penicillin, Rifampin, Ampicillin, Chloramphenicol, 
Erythromycin, Tetracycline, Gentamicin, Kanamycin, Streptomycin and Neomycin, via 
microdilution technique. The Results showed that the most of strains were sensitive to 
Ampicillin and Penicillin in 0.25-8 μg/ml range. Lactobacillus paraplantarum showed higher 
sensitivity range to the penicillin (16-64 μg/ml). The MIC of Gentamicin, Kanamycin, 
Streptomycin and Neomycin in the most of the Lactobacillus strain were determined in 2 to 
32 μg/ml. Lactobacillus paraplantarum and Lactobacillus Sakeireported resistant to 
tetracycline. All Paraplantarum and paracasei genotypes detected resistant to 
Chloramphenicol, while all strains were sensitive to Erythromycin. All tested strains were not 
able to grow at low concentrations of Rifampin. Streptococcus gallolyticus was sensitive for 
all antibiotics except streptomycin. Enterococcus faecium and Enterococcus faecalis were 
sensitive to all antibiotics except the Ampicillin which its MIC was in low level (0.25-1 
μg/ml). Also, phenotypic analysis by MVSP software showed a high phenotypic variety 
among our wild isolates. This method allowed us to use it as an efficient method to 
discriminate different genius and even different species.  
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