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Abstract 
 
Background: Listeriosis can be fatal for vulnerable groups of society. The disease has been widespread in 
recent years due to the large consumption of dairy and meat products. There is little information about the 
susceptibility of antibiotics and the pattern of Listeria monostigenesis gene resistance in Iranian society. 
Accordingly, the present study was conducted to investigate the antibiotic susceptibility and genetic 
resistance pattern of Listeria monosteogenesis strains isolated from different clinical and environmental 
sources.  
Materials and methods: In this study, 55 isolates were tested for antibiotic susceptibility by disk diffusion 
in agar and genetic pattern by polymerase chain reaction (PCR).  
Results: 91% and 83% of the strains were resistant to streptomycin and Trimethoprim/sulfamethoxazole 
respectively. The result of PCR of antibiotic resistance genes showed that the prevalence of ermA, ermB, 
strA, tetA, tetS and ermC genes in isolates of Listeria monocytogenes was 50.90% (28/55), 21.81% (12/55), 
89.9% (49/55), 0% (0/55), 21.81% (12/55) and 0% (0/55), respectively. 
Conclusion: Due to the presence of 1/2a and 1/2c serotypes in isolated isolates and the presence of marker 
virulence genes in these strains, these isolates have potential for biological risks and listeriosis disease. 
Existence of this genetic pattern and resistance pattern can be partly due to the use of antibiotics during the 
production of dairy products. Regarding results of this study, the manner and rate of using animal antibiotics 
can be managed. 
Keywords: Listeriosis, Community vulnerability groups, Listeria monocytogenesis, Antibiotic resistance, 
PCR. 
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  دانشگاه آزاد اسلامی پزشکیعلوم جله م

  328تا  322صفحات ، 98 زمستان، 4، شماره 29 ورهد

  

  

 يهاجدا شده از نمونه توژنزیمونوس ایستریمقاومت در ل يهاژن وعیش یبررس

  ینیو بال ییغذا

 5يجز انیفرامرز مسجد، 4پور انوشیپرهام ک ،3ی، افسانه غلام 2يشهلا شهباز ،1ییوایش یعل

 تهران، ایران شناسی ارشد میکروب شناسی، دانشکده پزشکی دانشگاه علوم پزشکی ایران،کار1 
  پاستور ایران، تهران، ایران دانشجوي دکتراي باکتري شناسی،گروه میکروب شناسی، انستیتو2
  اسلامی، کرج، ایران گروه زیست شناسی، دانشگاه آزاددانشجوي کارشناسی ارشد میکروبیولوژي،3
  ایران قزوین، مرکز تحقیقات دانشگاه علوم پزشکی قزوین، ارشد میکروب شناسی،کارشناسی 4
  تهران، ایران استادیار گروه میکروب شناسی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی ایران،5

   کیدهچ

به دلیل مصرف  اي اخیرهسال هاي آسیب پذیر جامعه کشنده باشد. این بیماري درتواند براي گروهلیستریوزیس می :سابقه و هدف

الگوي مقاومت ژنی  حساسیت آنتی بیوتیکی و مورد اطلاعات کمی در. گوشتی شیوع زیادي پیدا کرده است گسترده محصولات لبنی و

الگوي مقاومت  مطالعه حاضر با هدف بررسی حساسیت آنتی بیوتیکی و ،لیستریا مونوستیوژنز در جامعه ایران وجود دارد و بر این اساس

 . جداشده از منابع بالینی و محیطی مختلف انجام شد هاي لیستریا مونوسیتوژنزی سویهژن

اي روش انتشار دیسک در آگار و الگوي ژنی از طریق واکنش زنجیرهبه  ایزوله از نظر حساسیت آنتی بیوتیکی  55 ،در این مطالعه :روش بررسی

   .) مورد بررسی قرار گرفتPCRپلیمریزاسیون (

، ermA  هايفراوانی ژن. بودنددرصد مقاوم به آنتی بیوتیک کوتریماکسازول  83ها مقاوم به استرپتومیسین و درصد از سویه 91 ا:هیافته

ermB ،strA  ،tetA ،tetS  وermC   و   )55/12( ٪81/21 )،55/0( ٪0)، 55/49( ٪09/89)، 55/12( ٪81/21) ، 55/28( ٪ 90/50به ترتیب

  بود.  )55/0( 0٪

هاي مسئول مقاومت آنتی ایزوله شده و همچنین وجود ژن هايدر بین سویه1/2a و  1/2cهاي سروگروهبا توجه به حضور  :گیريیجهنت

ها پتانسیل ایجاد خطرات زیستی و ایجاد بیماري لیستریوزیس را دارند. وجود گستردگی این الگوي ژنی و ها، این ایزولهبیوتیکی در این سویه

ها در طول عمل آوري دامهاي غذایی مرتبط باشد و با استفاده از نتایج این مطالعه تواند با مصرف آنتی بیوتیکتی تا حدودي میالگوي مقاوم

  .توان نحوه و میزان مصرف آنتی بیوتیکهاي دامی را مدیریت کردمی

 .)PCRاي پلیمریزاسیون (جیرهواکنش زن ،مقاومت آنتی بیوتیکی ،مونوسیتوژنز لیستریا ،لیستریوزیس:  واژگان کلیدي:
  

  1مقدمه

هوازي اختیاري هستند  هاي گرم مثبتجنس لیستریا باکتري

ها اند. این باکترياي در محیط پخش شدهطور گستردهه که ب

                                                
فرامـرز   ،یشناس ـ کـروب یگـروه م ، یدانشکده پزشک ران،یا یدانشگاه علوم پزشک: آدرس نویسنده مسئول

   )email: Fmasjedian@yahoo.comي (جز انیمسجد

ORCID ID: 0000-0002-0242-6000  

        19/10/97: تاریخ دریافت مقاله

      18/1/98: تاریخ پذیرش مقاله

 پوشش گیاهی و فاضلاب، خاك، توان از مدفوع حیوانات،را می

ت حیوانا روده انسان وها در همچنین این باکتريآب جدا کرد. 

در این خانواده هشت گونه باکتري  .)1-4( نیز حضور دارند

لیستریا ایوانوئی و تنها  ،میان . در این)5( ایی شده استشناس

زا هستند. براي انسان و حیوان بیماري مونوسیتوژنز لیستریا

یک بیماري  ،عامل بیماري لیستریوزیس لیستریا مونوسیتوژنز

هاي باردار، مانند خانم هاي حساس جامعهکشنده براي گروه
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اشخاص با ضعف سیستم ایمنی، افراد سالخورده و نوزادان 

 ازکل مرگ و ٪28رغم شیوع پایین، علی. )6(شود میمحسوب 

ازموارد بستري  ٪4هاي غذایی و یتممیرهاي ناشی از مسمو

در  مونوسیتوژنز هاي ناشی از لیستریابیمارستانی با عفونت

هاي گذشته نشان دهنده بروز مرگ . یافته)7, 6(است ارتباط 

ناشی از این باکتري است که به یک  ٪30میر بالاي حدود  و

عامل جدي و با رشد افزایشی و  یک تهدید کننده سلامتی 

هاي گذشته، چندین مورد شیوع تبدیل شده است. در دهه

ایالات  لیستریوزیس از سراسر جهان چون کانادا، انگلستان،

. )8(فرانسه و دیگر کشورها گزارش شده است  ا،متحده آمریک

به انسان از طریق  مونوسیتوژنز لیستریال اصلی راه انتقا

است ناخالصی محیطی موجود در مواد غذایی آماده مصرف 

روبی درمان اصلی استفاده از داروهاي ضدمیک .)9(

هاي بیوتیک. در حال حاضر ترکیبی از آنتیاستلیستریوزیس 

در کنار آمینوگلیکوزید به  Gآمپی سیلین یا پنی سیلین 

تمام  شود. به طورکلی،عنوان درمان لیستریوزیس توصیه می

ها و فسفومایسین بر ها به جز سفالوسپورینبیوتیکآنتی

با این حال، مطالعات متعددي هاي لیستریا موثرند. بیشترگونه

را از محیط مونوسیتوژنز  لیستریاهاي مقاوم جداسازي سویه

. با توجه به )10-12(اند ی گزارش کردهزیست و مواد خوراک

به عوامل مونوسیتوژنز  لیستریا هاي مقاومشیوع بالاي سویه

ضد میکروبی مهم بالینی، نگرانی درمورد این باکتري رو به 

این باورند که استفاده روز افزون از  افزایش است. محققان بر

در مراحل مختلف نگهداري و رشد عوامل ضد میکروبی 

هاي مقاوم به حیوانات دامی دلیل اصلی افزایش شیوع سویه

ها در حیوانات عوامل ضد میکروبی است. این آنتی بیوتیک

تولیدکننده مواد غذایی نه تنها براي پیشگیري و درمان 

بلکه براي افزایش رشد و راندمان تغذیه حیوانات  بیماري،

طور کلی حیوانات تولید کننده ه . ب)13- 16(شود استفاده می

هاي پاتوژن و فرصت طلب کتريمواد غذایی حامل بسیاري از با

توانند در طول روند شیردهی و ها میهستند که این باکتري

 . )17(ند شوکشتار وارد محصولات گوشتی و لبنی 

ها موضوعات هاي ژنتیکی دخیل در روند این مقاومتمکانیسم

    جالب براي محققان و پزشکان است. برخی مطالعات نشان 

 هاي مقاومت را ازتواند ژنمی مونوسیتوژنز لیستریادهند که می

دست آورد  ه ها بانتروکوك ها واستافیلوکوك ها،استرپتوکوك

. براساس مطالب عنوان شده هدف از انجام این پژوهش )19, 18(

تعیین حساسیت ضد میکروبی و الگوهاي ژنی مقاومت ضد 

     .بودشده  از منابع متنوع  جدا مونوسیتوژنز لیستریامیکروبی در 

  

  مواد و روشها

 هاي باکتریاییایزوله

عدد،  15اد ایزوله (ایزوله غذایی: تعد 55در این مطالعه در مجموع 

عـدد) در   30عدد و ایزولـه بـالینی: تعـدا     10ایزوله حیوانی: تعداد 

از گروه میکروبیولوژي دانشگاه علـوم پزشـکی ایـران     96بهمن ماه 

تـا   95ها  از اردیبهشت تهیه و مورد بررسی قرار گرفتند. این ایزوله

  جمع آوري شده بودند.    96آبان 

  بیو شیمیایی ی وغنی سازي، کشت،شناسایی مورفولوژیک

هنـد) و پالکـام    ،Himediaها به محیط آگار انتخابی لیستریا (ایزوله

 12- 48هـا بـه مـدت    ، آلمان) منتقـل شـده و پلیـت   Merckآگار (

آمیـزي  گراد انکوبه شدند. از رنـگ درجه سانتی 37ساعت در دماي 

ــالاز، همــولیز خــون    گــرم، تســت اکســیداز، کمــپ، واکــنش کات

، تخمیر قنـد (زایلـوز، رامنـوز،    MR-VPگار، گوسفندي در محیط آ

) و متیل رد بـراي تاییـد   α-D-mannopyranosideمانیتول و متیل 

  هاي جدا شده استفاده شد.  هویت سویه

  

 لیستریا مونوسیتوژنز هايهاي کد کننده مقاومت آنتی بیوتیکی در سویهپرایمرهاي مورد استفاده تشخیص ژن .1جدول 

Product size (bp) primer sequence (5ʹ→3ʹ) Specificity 

139 F: TATCTTATCGTTGAGAAGGGATT 
R: CTACACTTGGCTTAGGATGAAA 

ermA 

639 F: GAAAAGGTACTCAACCAAATA 
R:AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC 

ermB 

572 F: CTTGGTGATAACGGCAATTC 
R: CCAATCGCAGATAGAAGGC 

strA 

420 F: TCCTTTGGGTAGTGGCATTC 
R: AAGCATTCGGAAATCTGCTG 

tetS 

546 F: GGCCTCAATTTCCTGACG 
R: AAGCAGGATGTAGCCTGTGC 

tetA 

641 F: CAAAACATAATATAGAT 
R: CTAATATTGTTTAAATCGTCAAT 

ermC 
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  تست حساسیت آنتی بیوتیکی

 Disk-diffusionبه منظور انجام این آزمایش از روش استاندارد 

(Kirby-Bauer 1966) .عدد  2- 3عداد در این روش ت استفاده شد

میلی لیتر محیط مولرهینتون براث  2کلنی از هر کشت خالص در 

انکوبه گردید. سپس کدورت آنها با  ساعت 2تلقیح شد و به مدت 

 براي بررسی مقاومت آنتی .شدمک فارلند مقایسه  5/0لوله 

)، μg 0/25بیوتیکی شش آنتی بیوتیک شامل تتراسایکلین (

سیلین )، آمپیU 10( Gی سیلین )، پنμg 0/10استرپتومیسین (

)μg 0/10)  کوتریماکسازول ،(μg 0/20 TMP  وμg 0/38 

SMX) و اریترومیسین (μg 0/15 مورد استفاده قرار گرفت. همه (

لیستریا . بودهندوستان تهیه شده  Himediaها از شرکت دیسک

عنوان سویه استاندارد مورد استفاده به ATCC 7644مونوسیتوژنز 

  .)9(فت گرقرار 

  PCRهاي مقاومت از طریق شناسایی ژن

 ,ermA, ermBمنظور تشخیص ژنهاي استاندارد به PCRاز روش  

strA, tetS, tetA  وermC ها استفاده شد. از کیت در سویه

) براي استخراج DNA )Roche Co, New York, USAاستخراج 

 DNAها استفاده شد . کیفیت و کمیت محتواي ژنتیکی سویه

اسپکتروفتومتر  NanoDrop  ND-1000استخراج شده از طریق 

)NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA مورد (

ی و اندازه پرایمرهاي طراحی شده براي بررسی قرار گرفت. توال

  .استآمده  1در جدول  PCRتکثیر در 

) µl 25مخلوط واکـنش (در حجـم کلـی     PCRدر مراحل مختلف 

 µg/ml 10 ،µl 3/13استخراج شده بـا غلظـت    µl 1 DNAشامل 

و   pmol/µL 10هـر پرایمـر بـا غلظـت      µl 7/0آب مقطر استریل، 

μL 10  ــترمیکس ) مــورد x1 )Ampliqon Co., Denmarkمس

 استفاده قرا گرفت.  

 BioRadاز دســتگاه ترموســایکلر ( PCRبــه منظــور انجــام رونــد 

Laboratories, Pittsburgh, PA     و پرتوکـل دمـایی زیـر اسـتفاده (

 5بـه مـدت   گراد درجه سانتی 95 دناتوراسیون اولیه در دماي :شد

، ادگـر درجـه سـانتی   94 دقیقـه در  دمـاي   1دقیقه، دناتوراسیون 

ثانیـه و   45بـه مـدت    گـراد درجه سانتی 60- 55 انلینگ در دماي

ثانیـه   20و بـه مـدت   گـراد  درجه سـانتی  72اکستنشن در دماي 

  اي پلیمریزاسیون در این مطالعه بود.    ی واکنش زنجیرهیبرنامه اجرا

با تـوان   % 5/1در ژل آگاروز  PCRپس از انجام واکنش محصولات 

V100  ـ شلکتروفورز دقیقه ا 80به مدت  دسـت  ه دند و بانـدهاي ب

 PCR products Gel Documentationآمــده از طریــق سیســتم 

در مقایسه با لـدر   PCRمورد ارزیابی قرار گرفتند. اندازه محصولات 

bp 100 )plus DNA ladder,Fermentas, Waltham, 

Massachusetts, USA عنوان مارکر رفرنس اندازه )بهDNA   مـورد

  ر گرفتند.ارزیابی قرا

  

  هایافته

 پروفایل مقاومت آنتی بویتیکی

 6ایزوله لیستریا مونوسایتوژنز نسبت به  55میزان مقاومت 

). بیشترین 2آنتی بیوتیک مورد بررسی قرار گرفت (جدول 

) نسبت به آنتی بیوتیک استرپتومیسین % 91مقاومت (

ها برحسب شدت هاي این ایزولهمشاهده شد. بقیه مقاومت

بیشترین به کمترین به ترتیب کوتریموکسازول  ت ازمقاوم

)، % 30( یسینا)، اریتروم% 67( تتراسیکلین)، % 83(

) بود. از طرفی % 6آمپی سیلین ( و )% G )9سیلین پنی

هاي آمپی سیلین بیوتیکبیشترین حساسیت نسبت به آنتی

  .شد) مشاهده % 80( Gسیلین  )  و  پنی% 85(

  PCRپلیمریزاسیون نتایج آزمایش زنجیره 

هاي مورد بررسی در این مطالعه مربوط ژن بیشترین فراوانی

 ٪ 90/50با  ermAو ) 55/49( ٪09/89  با strAبه ژن 

در   ermCو  ermB ،tetS ،tetAهاي شیوع ژنبود. ) 55/28(

ترتیب مورد مطالعه به  لیستریا مونوسیتوژنز هايسویه

 ٪0و  )55/0( 0٪،  )55/12( 81/21٪)، 55/12( 9/10٪

  ).3بود (جدول  ) 55/0(

  

 هاي لیستریامونوسیتوژنزبه روش انتشار دیسک در آگارنتایج حساسیت سویه .2جدول 

  آنتی بیوتیک ٪مقاوم ٪نیمه حساس  ٪حساس

 استرپتومیسین 91 4 5

 کوتریماکسازول 83 6 11

 یکلینتتراس 67 8 25

 اریترومیسین 30 5 65

 G سیلینپنی 9  11 80

 سیلینآمپی  6 9 85
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  بحث

یک باکتري پاتوژن منتقله از مواد غذایی  لیستریا منوسیتوژنز

اي در محیط زیست حضور دارد. این است که بطور گسترده

اي بیماري کشندهباکتري عامل بیماري لیستریوزیس است که 

. این استهاي حساس جامعه خصوص در بیماران و گروهبه 

جز ه اي از عوامل ضد میکروبی، ببه طیف گسترده باکتري

فوزومایسین و سفالوسپورینها حساس است. درمان اصلی 

 مپیآیا  Gسیلین بیماري لیستریوزیس تجویز ترکیبی پنی

سیلین در کنار آمینوگلیکوزیدهایی مانند جنتامیسین است. 

اولین سویه مقاوم این باکتري به  1988براي اولین بار در سال 

. از آن زمان به بعد )20(تراسایکلین در فرانسه جدا شد ت

هاي مقاوم دیگري را از مطالعات مختلف جداسازي سویه

هاي بالینی در نقاط محیط زیست، مواد خوراکی و یا نمونه

لیستریا .  از آنجایی که )24- 21(اند مختلف گزارش کرده

  طور روتین در ایران جداسازي و گزارش ه بمونوسیتوژنز 

و افزایش شیوع  د و باتوجه به اهمیت این باکتريشونمی

دنیا، ضروري  هاي مقاوم این باکتري در نقاط مختلفسویه

است که یک فهم کلی و جامع از وسعت مقاومت آنتی 

ه هاي مقاومت این باکتري در ایران ببیوتیکی و الگوي ژن

این مطالعه پروفایل مقاومت در دست آید. برهمین اساس، 

هاي جدا شده از هاي مقاومت سویهآنتی بیوتیکی و الگوي ژن

 . شد بررسیهاي بالینی، خوراکی و حیوانی نمونه

هاي جدا شده متعلق به براساس نتایج این مطالعه اکثر سویه

تواند به علت هستند که این مسئله می 1/2aو  1/2cسروتایپ 

ها در شرایط سخت محیطی توانایی بقا و رشد این سروتایپ

باشد. نتایج این قسمت از مطالعه پیش با مطالعات پیشین 

    .  بر اساس مطالعات قبلی )26, 25(دارد همخوانی 

   زایی بیش از عامل بیماري 1/2aو  4b, 1/2cهاي سروتایپ

   . جداسازي این )27(هستند موارد لیستریوزیس  % 95

از نظر اپیدمیولوژي) از منابع محیطی، انسانی (هاي مهم ایزوله

و حیوانی متفاوت نشان دهنده گستردگی وسیع این باکتري 

  . استدر محیط پیرامون 

هاي مقاومت آنتی بیوتیکی در این مطالعه نشان بررسی نتایج

به کوتریماکسازول  % 83ها به استرپتومیسین، ایزوله % 91داد 

مقاوم هستند که این اطلاعات براي  G سیلینبه پنی % 9و 

تعیین برنامه درمانی مفید است. از سوي دیگر، نتایچ نشان 

ابل قبولی به هاي مورد بررسی حساسیت قدهند که ایزولهمی

) و % 85سیلین (آنتی بیوتیکهاي رایج مانند آمپی

دهد اند که این مسئله نشان میداشته) % 65یسین (ااریتروم

کند.  ها خطري ما را تهدید نمیبا استفاده از این آنتی بیوتیک

Charpentier جداسازي یک  اي بادر مطالعه )18( شو همکاران

هاي مقاومت به آنتی بیوتیکلیستریا مونوسیتوژنز سویه 

یسین و اجنتامایسین، کلروامفنیکل، کانامایسین، اریتروم

که نشان دهنده پیشرفت این  یسین را گزارش کردندااسترپتوم

ها است. در مطالعه پیش رو باکتري در مقابل آنتی بیوتیک

یسین و اهاي اریترومی بیوتیکمقاومت نسبت به آنت

بود. در مطالعه دیگري  % 91و  ٪30ترتیب یسین بهااسترپتوم

 % 02/1یسین تنها احساسیت نسبت به کلرامفنیکل و ونکوم

  . )28(شد گزارش 

هاي جدا شده از منابع نتایج این مطالعه نشان داد سویه

مورد مطالعه در این پژوهش حداقل به یک یا دو آنتی  مختلف

هاي مورد بررسی بیوتیک مقاوم هستند. همچنین، ایزوله

سیلین و یسین، آمپیاهاي اریترومنسبت به آنتی بیوتیک

، tetهاي تتراسایکلین حساس هستند که با نتایج بررسی ژن

 مورد مطالعه.لیستریامونوسیتوژنزهاي در سویه ermCو  ermA, ermB, strA, tetS, tetAهاي شیوع ژن .3جدول 

Genes 
ermC tetA tetS strA ermB ermA 

0 0 12 49 12 28 

0 %  0 %  8/21 %  9/89 %  81/21 %  9/50 %  
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erm  وstrA  مطابقت دارد. از روشPCR  منظور شناسایی به

استفاده شد لیستریا مونوسیتوژنزهاي مقاومت باکتريالگوي ژن

هاي مورد بررسی و نتایج این قسمت از مطالعه نشان داد ایزوله

 tetAو  ermB ،strAهاي مقاومت  در این مطالعه حاوي ژن

  . )28, 14, 1(هستند 

 2085rRNA23Sباز آدنین را در موقعیت  ermBمحصول ژن 

یند باعث کاهش تمایل بین کند که انجام این فرآدي متیله می

 macrolide-lincosamide-streptograminهاي آنتی بیوتیک

B د و از این طریق باعث ایجاد مقاومت در شوو ریبوزوم می

نیز یک  strA. ژن)29(د شوباکتري می

صورت غیر کووالان ه که ب آمینوگلیکوزیدوفسفوترانسفراز است

واکنش داده و یک گروه  ATPهاي اما انتخابی با مولکول

کند و از این طریق ها منتقل میرا به آنتی بیوتیکفسفات 

باعث تغییر در ساختار آنتی بیوتیک و ایجاد مقاومت انتی 

metal-+پورتر یک آنتی  tetA د.شوبیوتیکی می

tetracycline/H  که از این طریق باعث کاهش غلظت است

   .)31, 30(شود میها در کل سلول باکتریایی آنتی بیوتیک

در مجموع نتایج این مطالعه نشان داد با توجه به حضور 

هاي ایزوله شده و در بین سویه1/2a و  1/2cهاي سروگروه

  هاي مقاومت آنتی بیوتیکی در این همچنین وجود ژن

بیماري  ها، آنها پتانسیل ایجاد خطرات زیستی و ایجادسویه

لیستریوزیس را دارند. وجود گستردگی این الگوي ژنی و 

ها تواند با مصرف آنتی بیوتیکالگوي مقاومتی تا حدودي می

هاي غذایی مرتبط باشد و با استفاده در طول عمل آوري دام

توان نحوه و میزان مصرف آنتی از نتایج این مطالعه می

  هاي دامی را مدیریت کرد.  بیوتیک
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