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Abstract 

Background and Objectives 

Microorganisms make changes to their lives, when they are exposed to contaminants. These changes 

include physiological and genetically changes. Antibiotics are widely used in the livestock industry, 
agriculture, as well as in medicine, and enter soils via waste waters and manure applications. Oxy-

tetracycline (OTC) is one of the most consumed antibiotics in the livestock industry. Its half-life in soil 

has been reported up to 79 days depending on soil conditions. Increasing levels of antibiotics in soil 

environment will results in physiological or genetically changes (tolerance) in microbial communities. 

Although, physiological changes are usually reversible, but the genetically ones are almost permanent. 

Several methods have been suggested for assessing the risks of contamination of soil ecosystems, 

among them the pollution induced community tolerance (PICT) has been accepted as valuable 

procedure. The principle of the procedure is as follow. The increasing levels of a contaminant are added 

to the soil and incubated for a defined time period. At several time points, the microbial populations are 

extracted and subjected to the same levels of contaminant. The amount of microbial activity is 

determined using appropriate procedure, for example, determination of dehydrogenase activity in soil. 

The IC50 (contaminant level at which the microbial activity is inhibited by 50%) is calculated for soil 

samples treated with different levels of contaminant. A contaminant level at which a sharp change 

occurs in microbial tolerance to the contaminant at defined time point, is called PICT.     

Methodology 

In this study, the effects of different levels of oxy-tetracycline (OTC) on microbial activity were 

investigated in a silty loam soil. Different levels of OTC (10, 20, 30, 40 and 50 mg.kg-1) were applied to 

the pots containing 2 kg of soil with three replications and kept at room temperature (25±2℃) for 120 

days. The soil moisture level was adjusted to 50-70% of field capacity by daily weighing and adding 

distilled water. Soil dehydrogenase activity as an indicator of soil microbial activity was measured at 3, 

7, 15, 30, 60, 90 and 120 days of incubation. Tri-phenyl tetrazolium chloride (TTC) was use as a 

substrate for dehydrogenase enzyme. The amount of tri-phenyl formazan produced by the reduction of 

TTC, was accounted for dehydrogenase activity.  The ΔIC50 diagram (PICT) was plotted against 

different soil OTC concentrations for each time point and the trend of microbial tolerance changes was 

evaluated.  
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Findings 

The results showed that with increasing incubation time and concentration of OTC, induction of 

tolerance in the microbial population was gradually enhanced. The amount of PICT was increased by 

increasing OTC level in soil on day 3, but without showing critical point on the diagram. However, it 

was declined toward the day 7. By increasing OTC level from 30 to 40 mg.kg-1, a marked decrease in 

ΔIC50 was seen on day 15.  Overall, the increase of tolerance in microbial population started after day 

15 and reached the highest values on days 30 and 60 at OTC concentration of 50 mg.kg-1. After that, 

PICT levels gradually increased toward the 50 mg/kg OTC, but were very low on days 90 and 120. A 

marked change (critical point) in the slope of ΔIC50 was occurred on day 30 at 30 mg.kg-1 OTC. 

Conclusion 

Based on obtained results it can be concluded that the increasing of OTC concentration to 30 mg.kg-1 

in soil would likely led to occurring permanent tolerance to OTC in soil microbial community after 30 

days. Therefore, this concentration can be regarded as critical level of OTC in soil at this time point. 

Continues application of manures containing OTC residue will results in accumulation of OTC in 

agricultural soils, hence we should regularly assay the concentration of OTC in soil to avoid of 

occurring permanent tolerance (also regarded as genetically resistance) in microbial community against 

OTC. Although this critical concentration and time point may differ for other soils and antibiotics  
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 چکیده

شامل   که  کنندگیرند تغییراتی را برای ادامه زندگی در خود ایجاد میها قرار میآلاینده  برابر ها در  زمانی که میکروب       

دارند.    کاربرد، کشاورزی و پزشکی  پروریدامبه طور گسترده در  ها  بیوتیکآنتیباشند.  تغییرات فیزیولوژیکی و ژنتیکی می

از   یجامعه ناش  برانگیخته  بردباریها  از آن  ی کیخاک؛    یهاستمیاکوس  ی خطرات آلودگ  یابیارز   ی روش برا  ن یچند  انیدر م

( بر فعالیت میکروبی در نمونه  OTCتتراسایکلین )اکسی  بیوتیکآنتیتأثیر سطوح مختلف    پژوهشدر این   ت.(اسPICT)یآلودگ

گرم به  گرم بر کیلومیلی 50و  40،  30، 20 ، 10،0شامل  OTCخاک سیلتی لوم بررسی شد. برای این منظور سطوح مختلف 

  70تا    50ی تغییرات  روز در رطوبت با محدوده  120شد و به مدت  دو کیلوگرم خاک در سه تکرار اعمال    دارایهای  گلدان

شد. فعالیت آنزیم دهیدروژناز خاک به عنوان درجه سلسیوس در اتاق رشد نگهداری    25±2درصد ظرفیت مزرعه و دمای 

شد. سپس بر اساس گیری  روز انکوباسیون اندازه  120و    90،  60،  30،  15،  7،  3های  معیاری از فعالیت میکروبی در زمان

افزایش   . محاسبه گردید  ∆ 50ICو مقادیر    برآوردشدبرای هر یک از تیمارهای آلوده و شاهد     50ICمقادیر    PICTمحاسبات روش  

تا غلظت   PICTمقادیر    ام روند افزایشی داشت و60ام و  30شد و در روزهای    آغازام  15از روز    بردباری در جمعیت میکروبی 

این مقدار بسیار کم بود.    120و   90افزایش تدریجی پیدا کرده ولی در روزهای  تتراسایکلین  گرم بر کیلوگرم اکسیمیلی  50

 OTC   1-mg.kg30 روز در غلظت  30پس از گذشت حدود    OTCالقای بردباری در جامعه میکروبی خاک بر اثر  توان گفت که  می

 .  شودمیآشکار 

 PICTفعالیت میکروبی،  ،  تتراسایکلین، دهیدروژنازاکسی،  بیوتیکآنتی  های کلیدی:واژه 
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 مقدمه 

طبیعی،  بهها  بیوتیکآنتی ترکیبات  عنوان 

میکروبی تعریف  با فعالیت ضد  ساختگی  و    ساختگینیمه

میمی که  یا  شوند  خوراکی  تزریقی،  صورت  به  توانند 

(. ترکیبات اصلی  2012)لیو و همکاران    روند بکار  موضعی  

مستقیم  بر تاثیر    افزونتوانند  می  هابیوتیکآنتییا مشتقات  

غیر طریق  از  انسان،  سلامتی  ایجاد  بر  با  و  مستقیم 

محیطمیکروارگانیسم آلودگی  سبب  مقاوم،  زیست های 

  بار زیان  اثرهای بر این،    افزون(.  2003 بران-شوند )تایل

کننده نگران  بسیار  موضوع  زیست،  محیط  است.  بر  ای 

برای درمان انسان و    هابیوتیکآنتیزیاد    کاربرد بنابراین  

های مقاوم شده و سلامتی  باعث توسعه باکتری  جانوران

ها  اندازد. انتقال این سویهرا به خطر می  جانورانانسان و  

از  یا  و  با حیوانات  تماس مستقیم  از طریق  است  ممکن 

کنندگان انجام شود )کمپر  طریق زنجیره غذایی به مصرف

مصرف  2008 میزان  هدف    هابیوتیکآنتی(.  به  بسته 

مصرف   میزان  اما  است؛  ی  هابیوتیکآنتیمتفاوت 

در  اکسی سولفومتاکسول  و    پروریدامتتراسایکلین 

(. میزان اتصال  2017بیشترین است )مولایی و همکاران  

های  و ویژگی  بیوتیکآنتیبه خاک به ماهیت    بیوتیکآنتی

ها  (. این ویژگی2001دارد )تالس و همکاران  بستگی   خاک

رس، مواد    فراوانی،  بیوتیکآنتیشامل ساختار شیمیایی  

(. با این  1998باشد )آرنولد و همکارن  خاک می  pHآلی و  

ایجاد   و  تخریب  از  جلوگیری  با  خاک  در  تثبیت  حال، 

تر این ترکیبات در خاک باعث ایجاد ثبات پایداری طولانی

برای   اکسی  شودمی  هابیوتیکآنتیبیشتری  عمر  نیمه   .

روز گزارش    79تتراسایکلین در خاک بسته به شرایط، تا  

روش  (.  2001کومرر  ،  2004کی و همکاران  )  شده است  

ناشی از آلودگی در جوامع    گیختهنبرابردباری  بررسی  

از    نخستین  ((1PICTمیکروبی   گروه  یک  توسط  بار 

میلادی استفاده    80پژوهشگران سوئدی در اواخر دهه  

 

1- Pollution Induced Community Tolerance 

فشار    پایه   بر   PICTشد.   به  میکروبی  جوامع  پاسخ 

باشد، که این  انتخابی اعمال شده توسط یک ماده سمی می

بود:   خواهد  شکل  سه  در  جامعه   -1پاسخ  در    تغییر 

از بین رفتن گونه   میکروبی  تغییرات    -2های حساس،  و 

مفهوم  (.  2002تغییرات ژنتیکی )بلانک    -3فیزیولوژیکی و  

PICT    ،آلاینده حضور  که  است  بیشتر زندهاین    مانی 

دهد و در نتیجه  های حساس را کاهش میمیکروارگانیسم

شود.  در جمعیت باقیمانده می  بردباریمنجر به افزایش  

افزایش   شاخص    بردباریبنابراین  میکروبی  جامعه  در 

های نامطلوب خوبی برای اثبات حضور آلاینده در غلظت

تر  بیش PICTهرچه مقدار عددی  (.1997است )پوستوما 

است که   بردباریافزایش جمعیت میکروبی  نشانگرباشد 

باشد، زیرا انواع  عموماً با کاهش تنوع میکروبی همراه می

(. کاهش تنوع  2016روند )ما و همکاران  حساس از بین می

هم ریخته و آن را از حالت میکروبی، اکولوژی خاک را به 

ناشی  گیخته نبرا  بردباریسازد. همچنین پایدار خارج می

ها حاکی از جهش ژنی و یا انتقال پلاسمید در  از آلاینده

همراه  جامعه میکروبی است که خطرات زیست محیطی به

همکاران   و  )استورتبوم  فعالیت  (.  2007دارد  بررسی 

آنزیمی خاک به ویژه فعالیت آنزیم دهیدروژناز به عنوان  

پارامتر مناسب برای نظارت بر آلودگی خاک پیشنهاد شده  

همکاران  است   و  یک  2002)یانگ  دهیدروژناز  آنزیم   .)

می سلولی  درون  در  آنزیم  الکترون  انتقال  در  که  باشد 

می شرکت  تنفسی  آلی  چرخه  مواد  تجزیه  اثر  بر  کند. 

به  توسط میکروارگانیسم الکترون و پروتون    NADها، 

به   تبدیل  و  آنزیم  می  NADHمنتقل  سپس  شود. 

روی   از  را  پروتون  و  الکترون    NADHدهیدروژناز 

)گینسین و شاینر  کنده و به چرخه تنفسی منتقل میبرداشت

بنابراین (.  1998 مستقیم    فعالیت  .  طور  به  دهیدروژناز 

میکروارگانیسم عملکرد  مینشانگر  و  ها  )گینسین  باشد 

در تحقیق حاضر برای بررسی اثرات        (.1998شاینر  

   ریبردباایجاد  بر   تتراسایکلیناکسی بیوتیکآنتی
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  PICTآزمون   میکروبی خاک ازدر جامعه    بیوتیکیآنتی

شد. می  استفاده  روش  این  از  در  غلظت  حداقل  به  توان 

ایجاد   بیوتیکآنتی سبب  معین  زمان  در  که  نظر  مورد 

 شود، دست یافت.در جامعه میکروبی خاک می  بردباری

 ها مواد و روش

پوشان        خلعت  تحقیقاتی  ایستگاه  از  خاک  نمونه 

متری برداشت شد.  سانتی  0-20دانشگاه تبریز از عمق  

و   فیزیکی  خصوصیات  برخی  شدن  خشک  هوا  از  پس 

در عصاره گل اشباع،     ECو  pHشیمیایی شامل بافت،  

درصد کربنات کلسیم معادل به روش تیتراسیون، درصد  

(  1996بلک )لوپرت و سوارز    -کربن آلی به روش والکلی

از  اندازه استفاده  با  مزرعه  ظرفیت  رطوبت  شد.  گیری 

شد. مقدار دو کیلوگرم خاک    برآورد دستگاه صفحه فشار  

-در هر یک از گلدان  یمترعبور داده شده از الک دو میلی

به   آن  درصد    70های پلاستیکی ریخته شده و رطوبت 

ر دمای  روز د  10رسانده شده و به مدت    ظرفیت مزرعه

تا از  درجه سلسیوس در اتاق رشد نگهداری شدند    2±25

برسند تعادل  به  زیستی  فعالیت  همکاران  نظر  و  )لیااو 

به خاک   بیوتیکیآنتیسپس به شرح زیر، سطوح    (.2005

 ها اضافه شد. گلدان

داورخانه    بیوتیکآنتی        از  تتراسایکلین  اکسی 

خریداری    %5وت دامپزشکی خطیب  با نام تجاری اکسی

وجود    بیوتیکآنتیگرم  میلی  50لیتر آن  شد که در هر میلی

مختلف  داشت.   تتراسایکلین  اکسی  بیوتیکآنتیسطوح 

(OTC  شامل در  میلی  50و    40،  30،  20،  10،  0(  گرم 

آغشته    با دست دستکشدار به طور کامل به خاکگرم  کیلو

گلدانو  شد افزوده شددر  اتیکتدار  مدت  و    های    120به 

درجه سلسیوس و در دامنه رطوبت   25±2روز در دمای  

)دیازانکوبه     FCدرصد    70تا    50 بت  -شدند  راوینا، 

نظر  (.  1996 در  گلدان(  )سه  تکرار  غلظت، سه  هر  برای 

در خاک    گیری فعالیت )آنزیم دهیدروژناز اندازهگرفته شد.  

،  7،  3های  در زمان عنوان معیاری از فعالیت میکروبی(  به

انکوباسیون    120و    90،  60،  30،  15 از  انجام روز پس 

در هر  برای این منظور،   (.  1999)کیلی و همکاران    گرفت

گلدان یک نمونه مرکب خاک )مخلوط سه بازه زمان، از هر  

به برداشت  6مقدار  نمونه(    سه   مار یت   هر   ی برا  شد.گرم 

)هر    تکرار  هر  از .  بود  شده   گرفته   نظر   در(  گلدان)سه    تکرار 

و    شده   برداشت  مختلف  نقطه  سه  از  خاک  نمونه  سه(  گلدان

 تر حاصل شود. واقعی مونهن اتبا هم مخلوط شدند 

گرمی    6های  لیتر بافر تریس به هریک از نمونهمیلی   6     

درجه    20دقیقه در دمای    20شده و به مدت    افزوده خاک  

دور در دقیقه تکان داده شدند.    150سلسیوس با سرعت  

عصاره )روسپس  میکروبی  سانتریفوژ  های  با  شناور( 

دور در دقیقه به دست    3000دقیقه در    5کردن به مدت  

عدد لوله   6(. برای هر گلدان 2005آمدند )لوک و جانسن 

های آزمایش، به  آزمایش انتخاب کرده به هر یک از لوله

برات  میلی  5/2میزان   نوترینت  کشت  محیط  از    –لیتر 

لیتر( اضافه  گرم بر میلی)هر دو با غلظت یک میلی گلوکز 

شده سپس جهت استریل شدن در اتوکلاو قرار گرفتند.  

های  مختلف   های آزمایش غلظتلهپس از خنک شدن لو

OTC  در   ،هاهای  اعمال شده در گلدانمنطبق بر  غلظت

یکسان آن برای  گردید.  ایجاد  در  ها  مایع  حجم  سازی 

-ها، از آب مقطر استریل استفاده شد. سپس نیم میلیلوله

های کشت های میکروبی به لولهلیتر از هریک از عصاره

دقیقه    30ها در انکوباتور به مدت  اضافه شد، سپس لوله

دمای   سلسیوس    28در  گرفتنددرجه  از    . قرار  پس 

TTC   (4ClN5H19C  )میلی لیتر  2/0ها،  انکوباسیون نمونه

لیتر آب( به  در میلی  TTCمیلی گرم    267/0درصد )  4/0

ها در  های آزمایش اضافه شد. سپس نمونههریک از لوله

ت ساکن به  درجه سلسیوس و در حال  28تاریکی در دمای  

شدند  72مدت   انکوباسیون   .  (1997  طباطبایی)ساعت 

TTCکند و  به عنوان پذیرنده مصنوعی الکترون عمل می

الکترون و پروتون حاصل از فعالیت آنزیم دهیدروژناز در  

های خاک را دریافت کرده به ماده قرمز  میکروارگانیسم

شود  ( تبدیل می TPFمحلول تری فنیل فورمازان )رنگ و نا
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،  TPF(. برای استخراج رسوب   1995)لارزاروا و مانیم  

نمونهمیلی  10 از  به هریک  متانول  و  لیتر  افزوده شد  ها 

  ثانیه بهم زده و   30سپس توسط دستگاه ورتکس به مدت  

ساعت    24به مدت    هاپس از صاف کردن نمونه، عصاره

تا اثر نور بر    اریکی به حالت ساکن نگهداری شدند در ت

عصاره رنگ  شودشدت  حذف  نو  . ها  جذب  ر  میزان 

اسپکتروفتومترعصاره توسط  موج    ها  طول    485در 

استانداردهای   شد.  قرائت  با    TPFنانومتر 

فعالیت   16و    0  ،4  ،8  ،12(  mg/Lهای)غلظت و  تهیه 

بر محاسبه   h-soil-1-mgTPF.g-1حسب  دهیدروژناز 

 (. 2011زاد و همکاران گردید. )علی اصغر

 PICTمحاسبات 

غلظت       مقابل  در  دهیدروژناز  فعالیت  های  مقادیر 

در محیط کشت برای خاک آلوده و    بیوتیکآنتیمختلف  

مقادیر   و  شد  رسم  زمانی  مقطع  هفت  در  شاهد  خاک 

PICT    خاک در  بکاررفته  های  غلظت  از  هریک  برای 

،  30،  15،  7،  3های  گیری در زمان . این اندازهبرآورد شد

از    120و    90،  60 پس  همه    آغازروز  برای  آزمایش 

گردید.  گلدان تکرار  محاسبه  ها  میزان    PICTبرای  ابتدا 

  برای تیمارها و شاهد در مقابل غلظت  دهیدروژنازفعالیت  

ی  در هر بازه   بیوتیک آنتیدر هر یک از سطوح    بیوتیکآنتی

زمانی در نمودارهای جداگانه رسم شدند. سپس به هر یک  

معادله   نمودارها  بالاترین    y = exp (a + bx)از  که 

و   شد  داده  برازش  داشت  را  تبیین  روی  ضریب  از 

پس  برآورد شدند.    PICT  ا همانی  ∆IC 50مقادیر معادلات،  

مقادیر   آوردن  دست  به  نمودار  ∆50ICاز   ،50IC∆     در

تتراسایکلین در  اکسی   بیوتیک آنتی های مختلف  مقابل غلظت

خاک رسم شد. در نمودار حاصله نقطه عطف یا شکستگی  

غلظت عنوان  به  نظر    بیوتیکآنتی  بحرانی نمودار  در 

نمودار  گرفته این  ترسیم شد.    بازه هر    برایشد.  زمانی 

 و  ی این است که از آن غلظت به بالامنظور از غلظت بحران

آلاینده مورد آزمایش سبب ایجاد تغییر    در زمان معین،

شود که این تغییرات  ژنتیکی در جامعه میکروبی خاک می

مقاوم  جامعه  توسعه  سبب  و  بوده  برگشت  غیرقابل 

می خاک  اکوسیستم  در  دمولینگ  میکروبی  )آلدین  شود 

2008 .) 

  10برای سطح    PICTی محاسبه  بعنوان نمونه، نحوه      

)به    در روز سوم  تتراسایکلیناکسیگرم بر کیلوگرم  میلی

اعداد و1همراه جدول   محور و معادل مربوطه(   . 1شکل. 

ها برای سطح  شود. معادله برازش دادهتوضیح داده می

کیلوگرم  میلی  10 بر  بصورت    تتراسایکلیناکسیگرم 

0.0643426x) -y=exp (0.810341    برای شاهد بدون    و

 - y = exp (0.750803بصورت    بیوتیکآنتی

0.0925479x)  .آمد تعریف،   بدست  با    50ICطبق  برابر 

در مقایسه    آنزیمی  غلظتی از آلاینده است که در آن فعالیت

(. در این  1یابد )شکلبا تیمار شاهد به نصف کاهش می

است که نصف این    919/0مثال حداکثر فعالیت برابر با  

مربوط به    yدر    459/0است عدد    459/0مقدار برابر با  

  xشود تا مقدار میگرم بر کیلوگرم قرار دادهمیلی  10سطح  

  yدر    459/0سپس عدد    ، است به دست آید    50ICکه همان  

شاه نمودار  به  نیزمربوط  داده  د  تا  میقرار   50ICشود 

 شاهد به دست آید . از حل معادلات

  م گرم بر کیلوگرمیلی  10  برای سطح    50ICفوق مقادیر   

رابطه   وردهآدستبه طبق    50unpollutedIC-50pollutedIC  و 

50 =∆IC  50  مقدار∆IC    همان  کهPICT  محاسبه شد. است ،  

در خاک و    بیوتیکآنتیبرای تمام سطوح    محاسبات  این

 انکوباسیون انجام شد. هایزمانبرای تمام 

 

 



 100                                                                                                    . . .                         بردباری برانگیخته ناشی از اکسی تتراسایکلین 

 

تتراسایکلین در  ( در محیط کشت مایع حاوی سطوح مختلف اکسی h 1-mgTPF g-1حسب فعالیت دهیدروژناز )بر -1جدول

 . تیمارهای مختلف در روز سوم

   (mg L-1در محیط کشت )  بیوتیک  آنتی

آنتی بیوتیک اضافه شده به خاک       0 10 20 30 40 50

(1-mg kg ) 

003/0  052/0  631/0  658/0  919/0  465/0   0 

079/0  129/0  328/0  611/0  914/0  221/0   10 

021/0  321/0  608/0  432/0  607/0  509/0   20 

339/0  561/0  643/0  502/0  095/1  214/0   30 

298/0  276/0  518/0  775/0  314/0  322/0   40 

275/0  517/0  790/0  812/0  589/0  216/0   50 

   

 

 

 

 

 

 

 
   *در خاک  kg mg 10-1تیمار  -1شکل

گرم آنتی بیوتیک در خاک نشان داده شده است و بقیه تیمارها نیز به میلی  10*توضیح اینکه این محاسبه بعنوان نمونه برای تیمار  

 همین ترتیب انجام شده ولی برای جلوگیری از افزایش حجم مقاله، از آوردن آنها خودداری شده است.  
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 و بحث نتایج

.آمده است 2یمیایی خاک مورد آزمایش در جدول برخی از خصوصیات فیزیکی و ش  

. برخی خصوصیات فیزیکی و شیمیایی خاک مورد آزمایش -2جدول  

pH                  EC )1-m (dS )%( کربنات کلسیم معادل               )%( خاک  بافت   کربن آلی 

 م سیلتی لو 0.12 5.2 0.62 7.28

 

 در روزهای مختلف  PICTنتایج  

است  اگرچه افزایش پیدا کرده   PICTدر روز سوم، مقدار

ولی نقطه عطف )غلظت بحرانی( ندارد و ناشی از افزایش 

  2طبق شکل  فعالیت میکروبی در اثر مقابله با تنش است.  

دهنده  باشد و نشانمی  1/28تا    9/6در دامنه     PICTمقادیر  

می میکروبی  فعالیت  طبیعی باشد.  افزایش  طور    به 

تنشمیکروب با  مواجه  هنگام  در  جمله حضور  ها  از  ها 

دهند و انرژی بیشتری  آلاینده فعالیت خود را افزایش می

کنند که با افزایش فعالیت برای مقابله با آلاینده مصرف می

آنزیم دهیدروژناز قابل تشخیص است ولی این افزایش با  

انواع    چونتواند ادامه پیدا کند  ادامه حضور آلاینده نمی

 (. 1996راوینا و بت -روند )دیازحساس از بین می

 

 

 

 

  

 

 

 .در روز سوم تتراسایکلیناکسی در سطوح غلظت   IC∆50  مقادیر -2شکل 

نسبت به روز سوم کاهش    PICTدر روز هفتم، مقادیر       

نشانهیافته که  جامعهاست  از  تعدادی  رفتن  بین  از  ی ی 

شکل   طبق  است.  حساس  مقادیر  3میکروبی   ،PICT    در

اعداد   بودن  می  5تا    3دامنه  نزدیک  آن،  دلیل  که  باشد 

آلوده    50ICمقادیر   فعالیت   ونمونه  یعنی  است  شاهد 

با نمونه خاک  OTC میکروبی در نمونه خاک تیمارشده با  

ندارند و نسبت به روز    OTCبدون   تفاوت چندانی باهم 

 است.  سوم فعالیت میکروبی کاهش یافته
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 .تتراسایکلین در روز هفتمدر سطوح غلظت اکسی   IC∆50مقادیر -3شکل

افزایش    mg.kg30-1 تا غلظت  PICT، مقادیر  15در روز  

میکروارگانیسم فعالیت  افزایش  از  ناشی  که  در  یافت  ها 

از   تنش حاصل  می  OTCبرابر  که  از  است  ناشی  تواند 

  40تا    30فیزیولوژیک باشد ولی از غلظت    بردباری افزایش  

افزایش جزئی   50به    40روند کاهشی شدید داشته اما از 

  2در دامنه اعداد    PICT، مقادیر  4طبق شکل  مشاهده شد.  

باشد و نسبت به روز هفتم بیشتر شده است که  می  15تا  

توان  دهنده افزایش فعالیت میکروبی است در واقع می نشان 

  بیوتیک آنتی ها نسبت به  گفت که مقاومت میکروارگانیسم

 است.  بیشتر شده

 

 

 

 

 . تتراسایکلین در روز پانزدهم انکوباسیوندر سطوح غلظت اکسی   IC∆50مقادیر  -4شکل 

روز           طبق شکل  30در  مقادیر  5،   ،PICT   دامنه در 

غلظت  می  27تا    -2اعداد   در  بودن  منفی  دلیل  که  باشد 
1-mg.kg  20    تیمار در  میکروبی  فعالیت  که  است  این 

( است و  OTC( بیشتر از تیمار آلوده)با  OTCشاهد)بدون  

های این خود ممکن است بدلیل وجود ذاتی میکروارگانیسم 

مقاوم در خاک شاهد باشد و در خاک آلوده کاهش منابع 

های حساس، فعالیت میکروبی  کربنه و از بین رفتن گونه

  بیوتیکی آنتیهای بالای  است. با این حال در غلظتکم شده

ام فعالیت میکروبی رو به افزایش  15در مقایسه با روز  

اند. همچنین ممکن  ها مقاوم شده باشد و میکروارگانیسممی

این از    است  غیر  دیگری  میکروبی دلایل  فعالیت  افزایش 

در    بیوتیک آنتیایجاد مقاومت باشد. مثلاً با گذشت زمان،  

شوند  هایی از آن حاصل می خاک تجزیه شده و مولکول

میکروارگانیسم منبع غذا برای  بعنوان  ها که ممکن است 
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های  . افزایش فعالیت میکروبی در غلظت (2001کومر  )باشد

پس از انکوباسیون طولانی ممکن است به این    OTCزیاد  

 علت باشد.

روز در    30پس از گذشت    (mg.kg  30-1ظهور نقطه عطف )

ایجاد  PICTنمودار   بیانگر  در    بیوتیکیآنتی  بردباری ، 

نقطهجامعه  چنین  ظهور  است.  خاک  میکروبی  در  ی 

وقوع مقاومت ژنتیکی در جامعه  حاکی از    PICTهای  منحنی 

آلاینده مقابل  در  )میکروبی  رفته  این    OTCبکار  در 

 باشد. روز می 30آزمایش( در این غلظت و با گذشت 

 

 

 

 

دهنده غلظت بحرانی ام انکوباسیون )علامت فلش نشان تتراسایکلین در روز سیدر سطوح غلظت اکسی  IC∆50مقادیر  -5شکل 

OTC شود.( است که در بالاتر از آن مقاومت ژنتیکی در جامعه میکروبی خاک پدیدار می 

تا    8در دامنه اعداد    PICTمقادیر    ،6  ، طبق شکل60در روز  

دهنده تفاوت بالای فعالیت میکروبی  باشد که نشان می  25

است و این     OTCبا خاک بدون    OTCخاک تیمارشده با  

است.  ام بیشتر شدهنسبت به روز سی  60مقدار در روز  

نیز    60در روز    mg.kg    30-1ظهور نقطه بحرانی در غلظت  

در    بیوتیکیآنتی  بردباری و بیانگر ایجاد    شودمشاهده می

ی میکروبی خاک است. از آنجایی که دامنه اعداد  جامعه 

PICT    باشد نقطه بحرانی  بیشتر می  30از روز    60در روز

  mg.kg    30-1روز و در غلظت    60اصلی پس از گذشت  

باشد. می

 

 

 

 

دهنده غلظت بحرانی  انکوباسیون )علامت فلش نشان  60در روز . تتراسایکلیندر سطوح غلظت اکسی   IC∆50مقادیر   -6شکل 

OTC  شود.(است که در بالاتر از آن مقاومت ژنتیکی در جامعه میکروبی خاک پدیدار می 
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در دامنه اعداد    PICTمقادیر    ، 7، طبق شکل  90در روز         

دهنده  باشد که مقادیر کوچکی هستند و نشان می  5/1تا    -1

های تیمارشده با این است که فعالیت میکروبی در خاک

OTC    و خاک بدونOTC     تفاوت چندانی وجود ندارد و دو

تواند داشته باشد؛ فعالیت میکروبی در خاک شاهد علت می 

خاک فعالیت  به  و  یافته  با  افزایش  تیمارشده    OTCهای 

کم    OTCهای دارای  رسیده است و یا اینکه فعالیت خاک 

است. منفی بودن نیز دلیل بر  شده و به حد شاهد رسیده

بزرگتر بودن عدد شاهد )بدلیل افزایش فعالیت میکروبی(  

با   تیمارشده  خاک  عدد  عددی  می  OTCاز  مقدار  باشد. 

PICT    است. البته  ام کمتر شده60نسبت به روز    90در روز

بطور کلی با گذشت زمان، تقلیل مواد آلی خاک و تجزیه  

، مجموعاً سبب کاهش نسبی فعالیت  بیوتیکآنتیاحتمالی  

 شود. میکروبی اعم از مقاوم یا غیرمقاوم می

 

 

 

 

 

 

 . انکوباسیون 90تتراسایکلین در روز در سطوح غلظت اکسی   IC∆50مقادیر  -7شکل 

روز          دامنه   PICTمقادیر    ،8  ، طبق شکل120در  در 

و  می  6تا    1اعداد   هستند  کوچکی  مقادیر  که  باشد 

خاکنشان  در  میکروبی  فعالیت  که  است  این  های دهنده 

با   بدون    OTCتیمارشده  خاک  چندانی    OTCو  تفاوت 

می علت  دو  و  ندارد  فعالیت وجود  باشد؛  داشته  تواند 

فعالیت  به  و  یافته  افزایش  شاهد  خاک  در  میکروبی 

رسیده است و یا اینکه فعالیت   OTCهای تیمارشده با  خاک 

است.  کم شده و به حد شاهد رسیده  OTCهای دارای  خاک 

ام نسبتاً بیشتر  90نسبت به روز    120این مقدار در روز  

(  120و    90توان گفت نتایج این دو روز)است و میشده

در روزهای    PICTکاهش روند تغییرات    نزدیک هم هستند.

مقادیر عددی    120و    90 این روزها    PICTو کاهش  در 

سی روز  به  مقاومت نسبت  که  است  این  بیانگر  ام، 

میلی گرم بر کیلوگرم    30ایجاد شده از غلظت    بیوتیکیآنتی

های بعدی نیز تاحدودی  ام، در زمانبه بالا در روز سی

شده سطححفظ  در  کیلوگرم  میلی  50  است.  بر  گرم 

  OTCتتراسایکلین، جامعه میکروبی خاک به سطوح  اکسی

محیط کشت سازگار شده گونه  انددر  به    بردبارهای  و 

تتراسایکلین بر انواع حساس غالبیت یافته و تعداد  اکسی

آنها ممکن است به شدت افزایش یافته باشد. کاهشی که  

شود الزاماً به خاطر تأثیر  در فعالیت میکروبی مشاهده می

مستقیم آلاینده نیست، زیرا این تحقیق در آزمایشگاه و  

خاک گلدان بدون گیاه انجام شده است. بنابراین کمبود  

 تواند جمعیت میکروبی را کاهش دهد.  مواد آلی می
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 . انکوباسیون 120تتراسایکلین در روز در سطوح غلظت اکسی   IC∆50مقادیر   -8شکل 

 کلی  گیرینتیجه 

در خاک و   OTCنتایج نشان داد که با افزایش غلظت       

در جامعه   بردباریتدریج علائم وقوع  با گذشت زمان به

در    بردباری شود. ولی وقوع  میکروبی خاک مشاهده می

شدت بیشتری داشت و    60و   30مقابل آلاینده در روزهای  

برمی سویهچنین  احتمالاً  که  اثر    بردباریهای  آید  در 

-باشند که می  پدید آمده تغییرات فیزیولوژیک یا ژنتیکی  

تواند زنگ خطری برای این آلاینده در خاک باشد. اثرات  

میلی    30هایی در غلظت  بردباریآشکار در ظهور چنین  

کیلوگرم   بر  از گذشت    OTCگرم  روز مشاهده    30پس 

  PICTبا استفاده از روش  ادامه یافت.    60گردید و تا روز 

های زیست محیطی مانند ثرات فاکتورمشکلات مربوط به ا

قابلیت دسترسی سوبسترا، دما و رطوبت در شناسایی 

آلایندهمزرعه اثرات  به  ای  خاک  میکروبی  جوامع  بر  ها 

آید. فاکتورهای زیست محیطی باعث مشکلاتی  وجود نمی

اثرات آلاینده با در بررسی  ها بر جوامع میکروبی خاک 

توده و  گیری فعالیت، زیستهای متداول مانند اندازهروش

می خاک  جمعیتی  به ترکیب  تفسیر  شوند،  که  طوری 

شود. افزایش  ها حاصل مینادرستی از اثرات این آلاینده

آلاینده    بردباری که  است  این  آلاینده  حضور  از  ناشی 

کند، در نتیجه  اثرات سمی بر جامعه میکروبی اعمال می

باشد برای سنجش سمیت بسیار حساس می  PICTآزمون  

 (. 2008)آلدین دمولینگ و بت 

ها مثل فلزات سنگین در  واقعیت این است که برخی آلاینده

رسند و غلظت قابل  محیط خاک بعد از مدتی به تعادل می

می پیدا  ثابتی  نسبتاً  ایجاد  دسترس  بررسی  لذا  کنند 

آلاینده،   غلظت  تغییر  با  میکروبی  جامعه  در  بردباری 

میراحت  نشان  را  منظمی  تغییرات  و  بوده  در  تر  دهد. 

با  مولکول  هابیوتیکآنتیحالیکه   و  نیستند  پایداری  های 

گیرند. این تجزیه  گذشت زمان در معرض تجزیه قرار می

آن شدن  سمی  غیر  به  منجر  نمیلزوماً  وگاهاً  ها  شود 

آن تجزیه  از  حاصل  سمیمتابولیت  حتی  از  ها  تر 

اولیه است. بنابراین، با گذشت زمان در یک    بیوتیک آنتی

ر الزاماً  ثابت،  برای  غلظت  مشابهی    ها بیوتیکآنتیوند 

نمی و  مشاهده  زمان  توام  تغییر  با  پیچیدگی  این  شود. 

شود. تغییرات دور از  تر هم می، پیچیدهبیوتیکآنتیغلظت  

گیری  های اندازهها و برخی زمان انتظار در برخی غلظت

 باشد.در آزمایش حاضر به این دلیل می

آلاینده        اینکه وقتی  اکوسیستم حذف  در مورد  از  ای 

می طول  مدت  چه  تا  شود،  و    PICTکشد  برود  بین  از 
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قبل از    بردباریجامعه میکروبی با چه سرعتی به سطح  

برمی دارد  آلودگی  وجود  اندکی  اطلاعات  گردد، 

(. وقتی تنش مواد سمی از  2008)کوهانسکی و همکاران  

کاهش خواهد    PICTشود احتمالا  اکوسیستمی برداشته می

دلالت بر وجود سطح بالای انرژی در    بردبارییافت، چون  

رقابت توانایی  کاهش  به  منجر  که  دارد  پذیری  سلول 

میمیکروارگانیسم تنش  برداشت  از  بعد  در  ها  و  شود 

)  PICTنتیجه   یافت  سیسیلیانو و همکاران  کاهش خواهد 

به سرعت   بردباریحال، مشخص نیست که . بااین(2000

ایجاد شده، چگونه و با چه سرعتی به حالت قبل از اثر  

)دیاز گشت  برخواهد  بت  -آلاینده  و  اگر  2001راوینا   .)

PICT   رغم اینکه  به مدت طولانی باقی بماند ممکن است علی

گیری شود  آلاینده از بین رفته باشد ولی به اشتباه نتیجه

 که مشکل آلودگی هنوز وجود دارد.  

این تحقیق   آمده در  به دست  نتایج  به  با توجه 

کیلوگرم  میلی  30غلظت   بر  غلظت    OTCگرم  عنوان  به 

به   ماده  این  باید ورود  و  تلقی شده  آلاینده  این  بحرانی 

خاک کنترل شود تا غلظت این آلاینده به حد بحرانی نرسد  

های  ناپذیری بر خاکدر غیر این صورت صدمات جبران

کشاورزی وارد خواهد شد که به دنبال آن سلامت گیاه، 

افتاد.   خواهد  خطر  به  انسان  و  جزو    OTCحیوان 

دامداریهابیوتیکآنتی در  پرمصرف  پرورش  ی  و  و  ها 

(. کودهای دامی  2010پور و همکاران  باشد )علیطیور می

این از  خاک حاصل  وارد  بتدریج  و  ها  نیز    OTCها شده 

وارد   دامی  کود  همراه  به  زیاد  مولکولی  پایداری  بعلت 

شود. افزایش تدریجی غلظت آن های کشاورزی میخاک 

تواند سبب ظهور  ( میmg.kg 30-1 به بالای حد بحرانی )  

 ی میکروبی خاک شود. مقاومت ژنتیکی در جامعه

این          در  شده  معرفی  بحرانی  غلظت  که  است  بدیهی 

برای   صرفاً  مورد    OTC بیوتیکآنتیآزمایش  خاک  در 

برای   و  است  صادق  و  بیوتیکآنتیآزمایش  دیگر  های 

آزمایشخاک  باید  متفاوت  اجرا   PICTهای  های  جداگانه 

آزمایش چنین  نتایج  و  می شود  آگاهها  در  سازی  تواند 

محیطی برای جلوگیری از افزایش غلظت  مسئولان زیست

به حد بحرانی، اهمیت داشته باشد تا از    بیوتیکآنتییک  

گروه آمدن  پدید  از  طریق  به  این  مقاوم  میکروبی  های 
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