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هاي زنیان، اسطوخودوس و قارچی اسانس اي خواص ضدباکتریایی و ضدبررسی مقایسه
کمان آلاي رنگین ماهی قزل هايمیخک در شرایط آزمایشگاهی علیه برخی پاتوژن

Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792)  
  

  3،علی طاهري میرقائد2له جعفریانا ، حجت2*پور کنعانی ، حسنا قلی1زینب جوکار

  گنبدکاووس، گنبدکاووس، ایرانارشد شیلات، دانشکده کشاورزي و منابع طبیعی، دانشگاه  آموخته کارشناسیدانش1
  دانشیار، گروه شیلات، دانشکده کشاورزي و منابع طبیعی، دانشگاه گنبدکاووس، گنبدکاووس، ایران2

  هاي آبزیان، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه تهران، تهران، ایراندانشیار، گروه بهداشت و بیماري3
  

   5/9/96یرش: پذیخ تار؛  17/7/96یخ ارسال: تار
 1چکیده

، از روش انتشـار  )O. mykissکمان (آلاي رنگینعلیه برخی پاتوژنهاي قزل اثرات اسانس به منظور مقایسه
 بـا کشـی  و حداقل غلظـت قـارچ   کشیو حداقل غلظت باکتريد استفاده شد. حداقل غلظت مهار رش کدیس

ري استرپتوکوکوس اینیـایی  . میانگین قطر هاله عدم رشد باکتانجام شدمیکرودایلوشن براث استفاده از روش 
متر) و میانگین قطر هاله عدم رشد  میلی 10± 1متر) و اسطوخودوس ( میلی 26±1هاي زنیان (تحت تأثیر اسانس

متـر) و اسـطوخودوس   میلـی  33/24±15/1هـاي زنیـان (  باکتري لاکتوکوکوس گارویه تحـت تـأثیر اسـانس   
 ـهاي بیوتیکرشد آنتیمتر) در مقایسه با قطر هاله عدم  میلی 57/0±66/14(  ـیآموکس  33/20±52/1( نیلیس

متر) نشان داد. در بین دو اسانس گیاهی مورد استفاده براي باکتري، اسانس  میلی 0( نیسیترومایارمتر) و  میلی
لیتـر) داراي بیشـترین خاصـیت     میکرولیتر بـر میلـی   049/0±017/0زنیان با حداقل غلظت بازدارندگی برابر (

هاي عدم رشـد قـارچ سـاپرولگنیا تحـت تـأثیر اسـانس اسـطوخودوس        . میانگین قطر هالهضدباکتریایی بود
میکوتیـک   عنـوان مهارکننـده در مقایسـه بـا آنتـی     متـر) بـه   میلی 7±1متر) و میخک ( میلی 57/0±33/8(

 توان اسانس میخک و اسطوخودوسدار مشاهده شد. بنابراین میمتر) اختلاف معنی میلی 13±1ب (آمفوتریسین
عنوان مهارکننده طبیعـی بـاکتري در   عنوان مهارکننده طبیعی قارچ و اسانس زنیان و اسطوخودوس را بهرا به

  مراکز تکثیر و پرورش آبزیان توصیه نمود.
  

   Streptococcus iniae، Lactococcus garvieaمیکروبی، ، اثر ضد O. mykissهاي کلیدي:  وازه
                                                   

 gholipourK@gmail.comنویسنده مسئول: *
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  مقدمه
هاي ساپروفیتی مقادیر بالاي انواع مواد غذایی در خود، مورد علاقه قارچتخم ماهیان به لحاظ داشتن 

ماهی رسان به روند تکامل تخم و بچهعنوان مهمترین عامل آسیبهاي آبزي به رو قارچباشند. از اینمی
توجهی که خسارت ناشی از آن سالانه منجر به از دست رفتن درصد قابل طوريتوانند محسوب گردند. به می

هاي قارچی و مهمترین ساپرولگنیوز از دسته عفونت ).Forneris et al., 2003گردد (از تخم تولید شده می
هاي آبی جنس ساپرولگنیا متعلق به گروه کپک). Noga, 1996باشد (ها میبیماري قارچی ماهیان و تخم آن

ترین عنوان مهمگسترش دارند و بههاي شیرین شود که در آبو جزء خانواده ساپرولگنیاسه محسوب می
ساپرولگنیا از طریق چسبیدن و نفوذ به  اند.گروه قارچی مؤثر در ماهیان وحشی و پرورشی شناخته شده

 ,Bruno and Woo( کندهاي سالم سرایت میهاي مرده به تخمهاي مرده و نیز از طریق تخمدیواره سلول

1994 .(  
هاي بارور، استفاده از زدگی در تخمیا درمان عارضه قارچهاي پیشگیري ترین روشاز متداول

-زدگی تخم به روش شستشو بکار گرفته میگرین یا فرمالین است. مواد یاد شده براي درمان قارچ مالاشیت
اي از انکوباسیون تخم که متأثر از دماست در مراحل خاصی از دوره جنینی شود و درمان معمولاً در دوره

گرین براي ماهیان و زایی مالاشیت الخلقهمحیطی و ناقصزایی، زیستباتوجه به آثار سرطان شود. انجام می
کاربران آن و نیز برخی آثار سوء فرمالین در بیشتر کشورهاي جهان ممنوعیت استفاده از آن به طور کامل 

همچنین ). Meyer and Jorgenson, 1983براي تمام ماهیان یا حداقل ماهیان خوراکی اعمال شده است (
باکتري  هاي مختلف نسبت بهبیوتیکایران مقاومت نسبت به آنتی درهاي باکتریایی در مورد بیماري

آلاي قزل و لاکتوکوکوزیس  استرپتوکوکوزیس ، عامل بیماريو لاکتوکوکوس گارویه استرپتوکوکوس اینیایی
عنوان یک معضل بزرگ در هي دارویی بهاکه امروزه این مقاومت طورياست، به دهشکمان گزارش رنگین

   ).Dügenci et al., 2003( باشندمی درمان این بیماري مطرح
هاي اقتصادي سبب بروز خسارت Streptococcus iniaeبیماري استرپتوکوکوزیس ناشی از باکتري 

شیرین، شور و پروري در جهان شده است. این بیماري در چندین گونه ماهیان آب  فراوان در صنعت آبزي
 زايعفونی عامل اینیایی استرپتوکوکوس). Akhlaghi and Mahjoor, 2000(شور گزارش شده است لب

 و اسپور بدون دار،کپسول کوکسی شکل مثبت، گرم باکتري این. باشدمی انسان و در ماهیان مشترك
 ,.Costa et alجدا شده است (شیرین  آب هايدلفین پوستی زیر هايآبسه بار از اولین که است غیرمتحرك

 همولیز تحرك با فاقد و مثبت گرم کوکوباسیل بیماري لاکتوکوکوزیس، عامل گارویه لاکتوکوکوس). 2012

 شده زا گزارشبیماري عامل عنوانبه کمانرنگین آلايقزل ویژهو به ماهی هايگونه از بسیاري از که است آلفا

 به تواند منجرمی و شودمی محسوب مشترك زاييبیمار از عوامل باکتري ). اینRavelo et al., 2001است (

 مورد ). درWang et al., 2007کند (می چندان دو را اهمیت بیماري شود که انسان در اندوکاردیت بروز
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 هايمقاومت جمله ایجاد از هابیوتیکآنتی از استفاده هايمحدودیت به با توجه باکتریایی، عفونی هايبیماري

 ها،بیوتیکبرخی آنتی بالاي قیمت و محیطی، انباشت در بافتزیست مشکلات انسان، و ماهی در دارویی

 مختلف جایگزینی مواد بین از است.  نموده تقویت را ترارزان ضررتر و کم مواد با هاآن جایگزینی به گرایش

 ;Immanuel et al., 2004اند (یافته اي ویژه جایگاه منشاء گیاهی با هاییفرآورده اخیراً ها،بیوتیکآنتی

Harikrishnan et al., 2003 .(  
 داروشناسی، هايشاخه عنوان ترکیبات ضد میکروبی و ضد قارچی در هاي گیاهی بهاسانس

 دلیل وجود ترکیباتها به باکتریایی آنضد  اند. فعالیتپزشکی مورد مطالعه قرار گرفته شناسی و بمیکرو
 و سلول غشاء نفوذپذیري ها باعث افزایش). اسانسet al., Dufour 2003باشد (می ي و فنلیترپنوئید
 ,Celikel and Kavasشوند (می سلولی و اختلال در تنفس سلولی داخل هاي اندامک بیولوژیک غشاهاي

انگلی، ضد هاي گیاهی استخراج شده از گیاهان دارویی داراي خواص ضد قارچی، ضد  اغلب اسانس ).2008
هاي گیاهی و خواص ضد باکتریایی اسانس). Kordali et al., 2005باشند (ویروسی و ضد باکتریایی می

 غشاي داشتن خاطربه  هامثبت گرم به منفی نسبت گرم هايها نشان داده است که باکتريترکیبات آن
). زنیان با نام et al., Dufour 2003اند ( گیاهی داشته هايبه اسانس بیشتري مقاومت ساکاریديلیپوپلی
متر سانتی 90تا  30کرك به ارتفاع ساله، کوچک، زرد رنگ و بیگیاهی علفی، یک Carum copticumعلمی 

تا  35دست آمده است و شامل  اي است که از دانه زنیان به) مهمترین مادهAjowan oilاست. اسانس آژاوان (
) pinene -αپینن ( - درصد آلفا 40تا  30) و Cymeneدرصد سیمن ( 20تا  15)، Tymolدرصد تیمول ( 50
 خانواده از گیاهی  Lavandula stoechas). اسطوخودوس با نام علمیNajafi et al., 2012باشد (می

اي و پنبه سفید هاي از کرك متقابل و دراز و سبز رنگ، پوشیده هايبرگ با نعناعیان، داراي پرزهاي باریک
ترین باشد که فراوانمختلف می ماده 26). اسطوخودوس داراي Samsam Sheriat, 2006باشد (یطعم تلخ م

). گل میخک Maberley, 1997باشد (% استات لینالیل می40 % لینالول و44مواد تشکیل دهنده آن حاوي 
داراي  میخک است.  Syzygium aromaticumکه نام علمی آن  myrtaceaeمیرتاسه  خانواده گیاهی است از
 ترپن وتري و اسیدهاي نام کاریوفیلین به بلورین ايماده و تانن درصد 13 تا 10 فرار و روغنی مقداري اسانس

). برخی مطالعات به اثرات ضد باکتریایی اسانس زنیان و اسطوخودوس و Zheng et al.,  1992است ( استر
 توسط انیزن اسانس ییایباکتر ضد اثراتست. اثرات ضد قارچی اسانس اسطوخودوس و میخک اشاره کرده ا

 Devasankaraiah et al., 1974; Rani andی (ماه يزايماریب يهايباکتر یبرخ بربرخی محققین 

Khullar, 2004(  اسانس اسطوخودوس بود یکروبیم ضد اثرات دؤیم زیندیگر  قاتیتحق آن بر علاوهو )2013 
et al., Jianu, Lodhia et al., 2009;.( اسطوخودوس ی اسانسقارچ ضد اثرات )Hanamanthagouda et al., 

ی خوراک قارچ و هارمخم و يارشته يهاقارچ برابر در اوژنول و خکیم اسانس یقارچ ضد تیفعال )،2010
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)Willoughby, 1989; López et al., 2005 ،(انسان يزايماریب يهاقارچ) یChaieb et al., 2007; Gayoso 

et al., 2005( ی وانیح يهالو در مد)et al., 2004 Chami(  است شدهگزارش.  
گـرم   يهـا يبـاکتر  رشـد  بـر  اسـطوخودوس  و انیزن اسانس ییایباکتر ضد خواص یکنون پژوهشدر 

 و نیس ـیترومایار يهـا کی ـوتیبیآنت ـ بـا  سهیمقا در هیگارو لاکتوکوکوسو  ییاینیمثبت استرپتوکوکوس ا
 ایسـاپرولگن  قـارچ  رشـد  بر خکیم و اسطوخودوس اسانس یقارچ ضدخواص  نینمچه و نیلیس یآموکس

مـورد  کمـان  آلاي رنگـین در مـاهی قـزل   ب نیپسیآمفوتر و مازولیکوتر يهاکیکوتبییآنت با سهیمقا در
  قرار گرفت. یابیو ارز یبررس

  
  ها مواد و روش

طبیعی  هايرویشگاه از گیاهان هوایی هايقسمت از گرم 100 مطالعه این در :هاي گیاهیانساس هیته
آمد. پودر در صورت پودر به و آسیاب شده سپس آوري و در محل تاریک نگهداري و خشک شد. جمع

لیتر آب مقطر افزوده شد. اسانس با استفاده  میلی 600دست آمده در بالن یک لیتري ریخته شد و به آن  به
میکرومتر) صاف و تا زمان استفاده در  4تر استریل () استخراج و توسط فیلClevengerاز دستگاه کلونجر (

هاي استاندارد قارچ ساپرولگنیا و  ). سویهSivam, 2001گراد) نگهداري شد (درجه سانتی 4یخچال (دماي 
هاي استرپتوکوکوس اینیایی و لاکتوکوکوس گارویه در این تحقیق از دانشکده دامپزشکی دانشگاه  باکتري

  هاي آبزیان تهیه شد.بیماريتهران، گروه بهداشت و 
سازي در لوله به طور جداگانه براي باکتري محیط کشت تریپتیکاز سوي جهت رقت سازي در لوله:رقت
سی به سی 5 به میزان براث سابورو دکستروز کشت محیط براي قارچ سی و همچنینسی 5به میزان براث 

ها در اتوکلاو در لوله استریل کردن محیط کشت همهمنظور به اضافه شد. لوله ونوجکت 10هر کدام از 
اتمسفر قرار داده شد. براي مطالعه رفتار رشد  1/1دقیقه تحت فشار  15درجه به مدت  121دماي 
 )،MBC(کشی حداقل غلظت باکتري ،)MIC(کنندگی نظر و نیز تعیین حداقل غلظت مهارهاي مورد  سویه

هاي زنیان و اسطوخودوس و همچنین قدرت ضد باکتریایی اسانس و )MFC(کشی حداقل غلظت قارچ
سازي در (رقیق براثهاي استاندارد ماکرودایلوشناسانس میخک و اسطوخودوس از روش ضد قارچی قدرت

ها شامل دست آمده از هر اسانس در هر کدام از این محیط کشتهاي بهمحیط مایع) استفاده شد. غلظت
دست آمد.  لیتر بهمیلی میکرولیتر بر 01/0و  0/ 03، 07/0،  15/0، 31/0، 62/0، 25/1، 5/2، 5، 10

  .)Fereidouni and Akhlaghi, 2009سازي براي سه تکرار انجام شد ( رقت
  

 هود زیر و شعله کنار در استفاده مورد جدایه باکتري دو مطالعه این در باکتریایی: سوسپانسیون تهیه
 24 مدت به 25-30 دماي در و تریپتیکاز سوي آگار کشت داده شد روي محیط کشت جامد میکروبی

 استفاده مورد باکتریایی هايایزوله .گرفتند قرار بررسی مورد مطالعه جهت سپس و شدند داده پاساژ ساعت
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 24هاي کشت از پرگنه است. بوده هیگارولاکتوکوکوس  و ییاینیا استرپتوکوکوس شامل مطالعه این در
گراد با لوپ جهت تهیه درجه سانتی 30هاي باکتري مورد مطالعه در دماي از سویهساعته هر یک 

شماره یک برداشت و به سرم فیزیولوژي استریل اضافه  سوسپانسیون باکتریایی معادل استاندارد مک فارلند
 نیک شد. از سوسپانسیو فارلند شماره گردید و کدورت باکتریایی آن مطابق با محلول استاندارد مک

(معادل مک فارلند شماره یک) در زیر هود و در شرایط استریل، به مقدار  cfu/ml 108×3تراکم  با باکتریایی
هاي متوالی از هر کدام از هاي ونوجکت که حاوي رقتاز لوله یک هر به) cfu/ml 106×3( میکرولیتر 10

 درجه 37 دماي در هابود، اضافه گردید. سپس لوله )TSB( براث سوي کشت تریپتیکاز محیط اسانس در
 کنترل آزمایش شامل این در کنترل هايشدند. گروه خانه نگهداريگرم ساعت در 24 مدت به گرادسانتی

از هر اسانس  متوالی رقت با کشت منفی (محیط کنترل و باکتري) داراي و فاقد اسانس کشت مثبت (محیط
که کدورت در مقایسه با ردیف کنترل به عنوان رشد باکتري و شفافیت به عنوان عدم رشد  باکتري) و فاقد

  .)Goudarzi et al., 2011در نظر گرفته شد ( باکتري
. گرفت مورد آزمایش قرار ساپرولگنیایک گونه  جدایه قارچی مطالعه این در قارچی: سوسپانسیون تهیه

 25شد و در دماي   دادهآگار کشت سابورو دکستروز کشت جامد گونه ساپرولگنیا روي محیط  ابتدا قارچ
هاي رشد یافته، سوسپانسیون قارچی تهیه  روز نگهداري شد. سپس از کلنی 3-4گراد به مدت سانتی درجه

گردید. جهت تهیه سوسپانسیون از قارچ ساپرولگنیا، در شرایط کاملأ استریل از کلنی خالص قارچ 
اضافه  80اي تهیه گردید و به سرم فیزیولوژي داراي تویین در محیط کشت نمونهساپرولگنیا ایجاد شده 

% رسانیده شد که 90نانومتر به  520شد. بعد از جداسازي اسپور، شفافیت سوسپانسیون در طول موج 
  .لیتر بوداسپور در هر میلی 1×106وجود  دهنده نشان

پس  MBCو  MICتعیین  براي باکتري: MBCو  MICبراي تعیین مقادیر  براثدایلوشنروش ماکرو
سنجی چشمی و ها در محیط آبگوشت رقیق شده با کدورتساعت از انکوبه شدن باکتري 24از 

عنوان حداقل غلظت  ترین غلظتی که هیچ کدورتی در آن مشاهده نشد بهاسپکتروفتومتري، پایین
 ،MICاز لوله  MBCکشندگی  تعیین شد. براي مشخص کردن حداقل غلظت MICمهارکنندگی از رشد 

 میکرولیتر به محیط ژلوز خوندار اضافه و با پیپت 10یک رقت بالاتر و یک رقت پایین تر با سمپلر مقدار 
گراد در درجه سانتی 37ساعت در دماي  24ها به مدت پاستور استریل کشت سطحی داده شد. پلیت

عنوان حداقل غلظت  باکتري رشد نکرد به داري و پس از آن کمترین رقتی که در آن هیچخانه نگه گرم
  ).Heidari-Sureshjani et al., 2013ها در سه تکرار انجام شد (کشی تعیین شد. آزمایشباکتري

از سوسپانسیون اسپور قارچی تهیه  قارچ: MBCو  MICبراي تعیین مقادیر  براثدایلوشنروش ماکرو
گراد نگهداري شد. بعد از درجه سانتی 25میکرولیتر به هر لوله اضافه و در دماي  10شده و مقدار 

هر اسانس مشخص گردید. این  MICهاي شاهد، آن با لوله سنجی چشمی و مقایسهانکوباسیون با کدورت
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مقدار  MFCکشندگی قارچ  میانگین محاسبه شد. جهت تعیین حداقل غلظت MICتست سه بار تکرار و 
آگار سابورو دکستروز و در محیط کشت  ههاي فاقد کدورت برداشتو سایر لوله MICمیکرولیتر از لولۀ  10

با  MFCساعت انکوباسیون،  72تا  48بیوتیک کلرامفنیکل کشت داده شد. پس از گذشت حاوي آنتی
هاي آن از که تعداد کلنیها در پلیت تعیین گردید. با شمارش تعداد کلنی غلظتی شمارش تعداد کلنی

ها در سه تکرار انجام شد در نظر گرفته شد. آزمایش MFCعنوان هزارم تعداد اولیه کمتر بود، بهیک
)Heidari-Sureshjani et al., 2013.(  

ها به اسانس  اسانس اسطوخودوس و میخک  و حساسیت باکتري به قارچ حساسیت تعیین تست
 میکرولیتر 10 جداگانه مقدار طور براي تعیین حساسیت قارچی به: یسکد از استفاده زنیان و میخک با

نموده  استاندارد وارد هاي دیسک اسطوخودوس و میخک در شرایط کاملاً استریل و زیر هود روي اسانس از
 3 مدت به و شد تلقیح نظر مورد قارچ سوسپانسیون از میکرولیتر 20 توسط SDAکشت  سپس محیط

 قرار کشت محیط روي بر از یکدیگر معینی فواصل در هادیسک سپس. شد داده قرار اتاق در حرارت دقیقه
مک  استاندارد کدورت با برابر میکروبی سوسپانسیونشدند. همچنین براي تعیین حساسیت باکتریایی  داده

 کاملاً شرایط در باکتریایی شد. از سوسپانسیون ) تهیهCFU/ml 108×5/1تقریبی  (غلظت 5/0فارلند 
زنیان  نشده رقیق اسانس از میکرولیتر 10 قرار داده شد. سپسTSA روي  سطحی صورت به سوآب با سترون

 کشت طــمحی توسط پنس استریل روي و شده اضافه متر) میلی 6 بلانک (قطر دیسک به و اسطوخودوس

یا  شدند. وجود نگهداريگراد  سانتی درجه 25 دماي در ساعت 48 مدت به ها. نمونهشد داده باکتري قرار
 حاوي هاي دیسک براي قارچ از .گردید بررسی ها دیسک اطراف در رشد از ممانعت هاله وجود عدم

 عنوان به نیسیترومایارو  نیلیسیآموکسهاي حاوي و براي باکتري دیسک مازولیکوترب و آمفوتریسین 
 بار سه آزمایش این .شد استفاده منفی شاهد عنوان به سولفوکساید متیلدي دیسک حاوي از و مثبت شاهد
 ).Andrews, 2001( شد تکرار

 یکشو حداقل غلظت قارچ یحداقل غلظت بازدارندگ نییتعمنظور  به مطالعه نیا در :هاداده يآمار زیآنال
 به و شد گرفته نظر در ایساپرولگن قارچ هیتکرار عل 3هر کدام با  اسطوخودوس و خکیم اسانس يمارهایت

 يها سکید و خکیم و اسطوخودوس يمارهایت زین ایساپرولگن قارچ رشد عدم هاله قطر نییتع منظور
 برابر ها نمونه تعداد .شد انجام تکرار 3 با) ماریت4( مثبت شاهد عنوان به مازولیکوتر و ب نیسیآمفوتر حاوي

اسانس  يمارهایت یکش يباکترحداقل غلظت  و یحداقل غلظت بازدارندگ نییبه منظور تع نیهمچن. بود 12
 در هیو لاکتوکوکوس گارو ییاینیاسترپتوکوکوس ا يباکتر هیتکرار عل 3 و اسطوخودوس هر کدام با انیزن

 و اسطوخودوس و انیزن اسانس يمارهایت زین يقطرهاله عدم رشد باکتر نییبه منظور تع ونظر گرفته شد 
 .دیگردتکرار انجام  3 با )ماریت 4( مثبت شاهد عنوان به نیسیترومایار و نیلیسیآموکس يحاو يهاسکید

 طیمح درابتدا  ش،یحاصل از آزما يهاداده زیآنال ي. برابود 24برابر با  يباکتر هر دو يها برا تعداد نمونه
با شد و مشخص شد  یبررس رنوفیاسم- توسط آزمون کولموگروف هانرمال بودن آن SPSS-17 يافزار نرم
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 يباکتر رشد عدم هاله قطر سهیمنظور مقا به). P<05/0(ها نرمال بودند نرمالیته دادهتوجه به جدول تست 
استفاده شد و ) one way ANOVA( طرفه کی انسیوار هیاز آزمون تجز یتحت بررس يهاگروه درقارچ  و

  % انجام شد. 5 يداریدر سطح معن دانکنآزمون  کمک به هاگروه سهیمقا
  
  نتایج

آورده شده است. براساس  3و  2، 1باکتریال گیاهان مورد مطالعه در جداول  خواص آنتینتایج حاصل از 
 يباکترنتایج حاصل از تجزیه و تحلیل آماري مقایسه میانگین قطر هاله عدم رشد، تأثیر اسانس زنیان علیه 

اختلاف  هاي ذکر شده دارايبیوتیکیی در مقایسه با اسانس اسطوخودوس و آنتیاینیا استرپتوکوکوس
هاي زنیان در مقایسه با قطر هاله عدم رشد ). میانگین قطر هاله عدم رشد اسانسP>05/0دار بود ( معنی

 هیگارو لاکتوکوکوسعلیه باکتري  نیسیترومایارو  نیلیسیآموکسهاي بیوتیکاسانس اسطوخودوس، آنتی
اسطوخودوس در مقایسه با  ). قطر هاله عدم رشد براي اسانس>05/0Pداري نشان داد ( افزایش معنی

در سطح  هیگارو لاکتوکوکوس يباکترعلیه  نیسیترومایارو  نیلیسیآموکسهاي بیوتیکاسانس زنیان و آنتی
  ).P>05/0دار مشاهده شد ( کمتر بود و اختلاف معنی

  

اسانس زنیان علیه  )MBC( کشیو حداقل غلظت باکتري )MIC( کننده از رشدحداقل غلظت ممانعت -1جدول 
 هیگارو لاکتوکوکوس و ییاینیا استرپتوکوکوسهاي باکتري

 MIC (µl/ml) MBC (µl/ml)  باکتري

  096/0 ± 046/0  049/0 ± 017/0  استرپتوکوکوس اینیایی
  12/0 ± 046/0  049/0 ± 017/0  گارویه لاکتوکوکوس

  

اسانس اسطوخودوس  )MBC( کشیو حداقل غلظت باکتري )MIC( رشدکننده از حداقل غلظت ممانعت - 2جدول
 هیگارو لاکتوکوکوس و ییاینیا استرپتوکوکوسهاي علیه باکتري

 MIC (µl/ml) MBC (µl/ml)  باکتري

  66/1 ± 72/0  83/0 ± 36/0  ییاینیا استرپتوکوکوس
  04/1 ± 36/0  51/0 ± 17/0  هیگارو لاکتوکوکوس

  
تحت تأثیر اسـانس   هیگارو لاکتوکوکوس و ییاینیا استرپتوکوکوس يهاباکتريقطر هاله عدم رشد  -3جدول 

  متر) هاي آموکسی سیلین و اریترومایسین بر حسب (میلیبیوتیکاسطوخودوس، زنیان و آنتی
 نیسیترومایار  نیلیسیآموکس  زنیان  اسطوخودوس  باکتري

  a1±10  b1± 26  c52/1± 33/20  d0  ییاینیا استرپتوکوکوس
  a57/0± 66/14  b15/1± 33/24  c52/1 ± 33/20  d0  هیگارو لاکتوکوکوس

 دار یمعن تفاوت دهنده نشان فیرد هر در) a, b, c, d( متفاوت کوچک حروفو  تکرار سهدر  )اریمع انحراف ±نیانگیم( ها داده
)05/0P< (باشد یم مختلف يمارهایت نیب.  
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هاي عدم رشد تأثیر اسانس از میانگین قطر هاله 5و  4براساس نتایج تجزیه و تحلیل آماري در جداول 
. ولی در )P<05/0(داري نداشت  اختلاف معنی مازولیکوتراسطوخودوس در مقایسه با اسانس میخک و 

هاي عدم . میانگین قطر هاله)P>05/0(دار مشاهده شد ب اختلاف معنی آمفوتریسینمقایسه با ضد قارچ 
). ولی در مقایسه P<05/0اسانس اسطوخودوس اختلاف معنی دار نبود (رشد اسانس میخک در مقایسه با 

  .)P>05/0(دار مشاهده شد اختلاف معنی مازولیکوترو ب آمفوتریسین وتیک میبا آنتی
  

اسانس میخک و  )MBC( کشیو حداقل غلظت باکتري )MIC( رشدکننده از حداقل غلظت ممانعت -4جدول 
 اسطوخودوس علیه یک گونه ساپرولگنیا

  غلظت                   
 MIC (µl/ml) MFC (µl/ml)  اسانس

  4 ± 1  66/5 ± 57/0  میخک
  33/4 ± 57/0  33/6 ± 57/0  اسطوخودوس

  
میکوتیـک  تحت تأثیر اسانس اسطوخودوس و میخـک، آنتـی   قطر هاله عدم رشد قارچ ساپرولگنیا -5جدول 

  )mm(ب و کوتریمازول بر حسب آمفوتریپسین
 مازولیتروک  ب آمفوتریپسین  میخک  اسطوخودوس  قارچ

  ab57/0 ± 33/8  a 1± 7  c 1± 13  b1 ± 10  ساپرولگنیا
 دار یمعن تفاوت دهنده نشان فیرد هر در) a, b, c( متفاوت کوچک حروفو  تکرار سه ) دراریمع انحراف ±نیانگیم( ها داده

)05/0P< (باشد یم مختلف يمارهایت نیب.  
  گیري بحث و نتیجه

خسارات  و تلفات با که هستند باکتریایی هايجمله بیماري از استرپتوکوکوزیس و لاکتوکوکوزیس
یی اینیا استرپتوکوکوسو  هیگارو لاکتوکوکوزیس باکتري .هستند همراه شور و شیرین آب ماهیان در فراوانی

 محسوب کمانرنگین آلايدر قزل ویژهبه ماهی پرورش مزارع در بالا تلفات و سمیسپتی بروز مهم از عوامل
آور در  عنوان یکی از مهمترین عوامل زیان هاي قارچی نیز به). بیماريAustin and Austin, 2007شوند (می

 Bruno andهاي باکتریایی قرار دارد (پروري است که از لحاظ درجه اهمیت بعد از بیماري صنعت آبزي

Woo, 1994 هنوز هم استفاده از مواد شیمیایی براي ضد عفونی تخم ماهیان بدون در نظر گرفتن عوارض .(
 هاي شدیدچنین مقاومتگیرد. همهاي تکثیر صورت میجانبی آن بر سلامت آبزي و انسان در کارگاه

ها مطرح ان بیماريپروري، به عنوان یک معضل بزرگ در درم آبزي در هابیوتیکبه آنتی نسبت دارویی
زدگی هم چنین  باشد. لذا استفاده از مواد گیاهی براي ضد عفونی تخم ماهیان جهت جلوگیري از قارچ می

 مطالعه این ها ضروري است. نتایجبیوتیکزاي ماهی جهت جایگزینی آنتیهاي بیماريبراي کنترل باکتري
 Lactococcus باکتري زنیان و اسطوخودس روي هاياسانس مناسب باکتریایی ضد اثرات بالاي دهنده نشان
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garvieae   وStreptococcus iniae قارچهاي میخک و اسطوخودوس روي و اثرات ضدقارچی اسانس 
رایج مورد استفاده علیه این  هايبیوتیککه این اثر قابل مقایسه با آنتیطوريبه .باشدیم ایساپرولگن
  هاست.  باکتري

مطالعه، اسانس  مورد گیاهی اسانس بین دو  در که داد هاي ضد باکتري نشانایشنتایج حاصل از آزم
ترتیب با قطر هاله بازدارندگی بهgarvieae . Lو .iniae  Sهاي زنیان بیشترین اثر مهارکنندگی روي باکتري

حداقل غلظت بازدارندگی و کشندگی اسانس زنیان علیه  متر داشته است.میلی 33/24±15/1و  1±26
ترتیب به garviea .Lو علیه باکتري  096/0±046/0و  049/0±017/0ترتیب به S. iniae باکتري

دست آمد. اسانس زنیان داراي بیشترین قدرت لیتر به میکروگرم در میلی 12/0±046/0و  017/0±049/0
است که تأثیر آن براي هر دو باکتري از اسانس اسطوخودوس و ) MICضد باکتریایی (کمترین میزان 

سیلین و اریترومایسین بیشتر است. بیشتر اجزاي این اسانس از ترکیبات فنولی بیوتیک آموکسی آنتی
گیاه زنیان حاوي مقدار قابل  .)Bown, 1996اکسیدانی و ضد میکروبی است (باشد که داراي خواص آنتی می

ها با سایر ترکیبات سایمن بوده که وجود این ترکیبات و نیز اثر سینرژیستی آن-اتوجهی تیمول و پار
). در Aberoomand Azar et al., 2010تواند عامل فعالیت ضد میکروبی اسانس باشد (موجود در اسانس می

نشان  )et al., Gang-Joon 2012این تحقیق نیز این موضوع اثبات گردید. مطالعات گانگ جون و همکاران (
، .Aeromonas salmonicida subspزاي ماهی از جمله هاي بیمارياز اثبات تأثیر مناسب تیمول بر باکتري

Masoucida Edwardsiella ،Aeromonas hydrophila ،Vibrio Salmonicida Vibrio ،Vibrio 

anguillarum ،Vibrio tarda parahaemolyticus ،Vibrio ulnificus .دارد 
 ,Pasteurella multocidaهاي (باکتریایی عصاره متانولی زنیان بر باکتري هاي ضدبررسی تأثیر فعالیت 

Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Corynebacterium bovis(  در شرایط
باشد لیتر میمیلیگرم بر میلی 25-50این گیاه در محدوده  MICآزمایشگاهی نشان داد که میزان 

)Hussain et al., 2011 يباکتر). همچنین عصاره اتانولی زنیان استخراج شده از دانه گیاه زنیان علیه 
لیتر و قطرهاله عدم رشد میکروگرم بر میلی 453داراي حداقل غلظت بازدارندگی  هیگارو سولاکتوکوک

دهنده اثرات ضد میکروبی نسبتاً بالا نمتر بود. که نشامیلی 18±13/3روش دیسک دیفوژن باکتري به
) که همسو با نتایج et al., 2013 Fereidouniهاي مورد استفاده در مطالعه بود ( نسبت به عصاره و اسانس

دست آمده در تحقیق حاضر بود. هر چند اسانس زنیان در تحقیق حاضر داراي اثراث قطر هاله عدم رشد به
 اره الکلی در مهار رشد باکتري در مقابل تأثیر اسانس متفاوت بوده است.احتمالاً تأثیر عص بیشتر بود که

دهنده اثرات ضد  ) نشان2010a and 2010b et al., Oroojalianعلیان و همکاران ( مطالعه عروج 
تا  03/0بازدارندگی در دامنه  غلظت با حداقلlisteria monocytigene باکتري  زنیان علیه باکتریایی اسانس

 سفید ماهی گوشت با مقایسه در سفید ماهی  عصاره محیط در تأثیر این لیتر است. گرم در میلی میلی 5/0
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چنین اسانس زنیان داراي اثرات ضدباکتریایی علیه ). همHosseini et al., 2013بود ( چشمگیرتر
 11 و 10شد مهار ر ترتیب داراي هالهبه Escherichia coli و Staphylococcus aureusهاي  باکتري

باکتري  رشد سرعت جهت کاهش مؤثري ترکیب زنیان ). اسانسSingh et al., 2002متر بود ( میلی
Staphylococcus aureus با حداقل  کیلکا ماهی سوریمی آن در از ناشی هاي انتروتوکسین تولید کاهش و

 Azizkhani andباشد (% می015/0% و 06/0معادل  تحمل قابل غلظت حداکثر و رشد غلظت بازدارنده

Tooryan, 2016 .(  
و .iniae  Sهاي  طبق نتایج بررسی حاضر حاصل از اسانس اسطوخودوس اثر مهارکنندگی باکتري

garvieae . L حداقل غلظت  متر داشته است. میلی 66/14±57/0و  10±1ترتیب با قطر هاله بازدارندگی به
و  66/1±72/0و  83/0±36/0ترتیب به S. iniaeبازدارندگی و کشندگی اسانس اسطوخودوس علیه باکتري 

دست آمد.  لیتر بهمیکروگرم در میلی 04/1±36/0و  66/1±72/0ترتیب بهgarvieae . Lعلیه باکتري 
 و اسیدهاي فلانوئیدها هاي حلقوي،الکل مقادیر زیادي حاوي دیترپن، بر گیاه اسطوخودوس علاوه هاي برگ

دارند  مؤثرتري ضد باکتریایی ها خاصیت بین ساپونین این در که است ساپونین و اسید کارنوزیک آلی مثل
)Kim et al., 2003باشد که اسانس اسطوخودوس می دهنده ترین ترکیب تشکیل). ترکیب لینالول فراوان

). et al., 2006 Cruzباشد (می اکسیدانیو آنتی بخشی آرام راث جمله از داراي خواص بیولوژیکی متفاوت
 Listonella,زايهاي بیمارياتانولی گیاه اسطوخودوس داراي اثرات ضد باکتریایی علیه باکتري عصاره

anguillarum , Yersinia ruckeri , Piscicida subsp.، Lactococcus garvieae، Photobacterium 

damselae .متر بود که نسبت به میلی 5/3±1قطر هاله عدم رشد علیه باکتري لاکتوکوکوس گارویه  است
ها کمتر بود و حداقل غلظت بازدارندگی و کشندگی آن علیه باکتري لاکتوکوکوس گارویه بقیه باکتري

  ). Bulfon et al., 2014لیتر بود (گرم بر میلیمیلی 4/8و  2/4ترتیب  به
متر میلی garvieae . L 57/0±66/14اله عدم رشد اسانس اسطوخودوس علیه در تحقیق حاضر قطر ه

بود که داراي اثرات ضد کتریایی بیشتري بود. احتمالاً تأثیر عصاره الکلی در مهار رشد باکتري در مقابل 
 ,.Blažeković et alو همکاران ( چنین طبق نتایج تحقیقات بلازکوویچتأثیر اسانس متفاوت بوده است. هم

) اثرات ضد باکتریایی عصاره اتانولی استخراج شده از گل، ساقه و برگ گیاه اسطوخودوس علیه 2011
 Bacillus subtilis،Enterococcus faecalis ،Escherichia coli ،Klebsiella pneumoniaeهاي باکتري

،Pseudomonas aeruginosa  ،Staphylococcus aureus و علیه باکتري  10±0، داراي قطر هاله عدم رشد
Streptococcus pyogenes متر بود که با نتایج تحقیق حاضر مطابقت میلی 14±1 داراي قطر هاله عدم رشد

و  10±1نیز  S. iniae داشت. در تحقیق حاضر قطرهاله عدم رشد اسانس اسطوخودوس نیز علیه باکتري
اسانس اسطوخودوس داراي اثرات ضد باکتریایی علیه  متر بود.میلی 66/14±57/0نیز  garvieae . Lعلیه 

 Salmonella enteritidis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterobacterهاي باکتري
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cloacae, Proteus mirabilis, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Micrococcus flavus   است
  علیه باکتري متر بود. قطر هاله عدم رشد میلی 6-22محدوده  که قطر هاله عدم رشدشان در

L. monocytogenes و E. coli متر بود (میلی 14و  10ترتیب بهvan Soković et al., 2010 که با نتایج (
هاي  ) اسانسet al., 2015 Starliperتحقیق حاضر مطابقت دارد. طبق نتایج تحقیقات استارلیپر و همکاران (

 Aeromonasباکتریایی متوسط علیه باکتري  از جمله میخک و اسطوخودوس داراي اثرات ضدگیاهی 

salmonicida subsp. salmonicida شد که داراي قطر هاله عدم بازاي ماهی میاز جمله باکتري بیماري
که طبق نتایج بررسی حاضر حاصل از  متر بود. درحالیمیلی 7/12±3/2،  3/29±1/3ترتیب  رشد به

ترتیب با قطر هاله بازدارندگی  به garvieae .Lو .iniae  Sهاي اسانس اسطوخودوس اثر مهارکنندگی باکتري
  متر داشته است. میلی 66/14±57/0و  1±10

هاي باکتري و تفاوت در مقاومت آنها باعث ایجاد اختلاف شده است. همچنین احتمالاً نوع متفاوت سویه
هاي ضد قارچی در تحقیق حاضر نشان داد که اسانس میخک و اسطوخودوس به ترتیب با مقدار آزمایش

MIC ) میکرولیتر و 33/6±57/0و ( )66/5±57/0برابر با ( MFC) میکرولیتر 33/4±57/0) و (4±1برابر با (
لیه قارچ متر داراي اثرات ضد قارچی عمیلی )33/8±57/0) و (7±1لیتر و قطر هاله عدم رشد (برمیلی

) نیز حاکی از اثرات ضد قارچی ,.Blažeković et al 2011باشد. نتایج برخی تحقیقات (ساپرولگنیا می
، Candida kruseiهاي عصاره اتانولی استخراج شده از گل، ساقه و برگ گیاه اسطوخودوس علیه قارچ

Candida tropicalis ،Cryptococcus neoformans،Hansenula anomala ،Microsporum gypseum ،
Microsporum canis متر بود که با نتایج تحقیق حاضر مطابقت میلی 8±0، که داراي قطر هاله عدم رشد

متر  میلی 33/8±57/0 داشت. در این تحقیق قطر هاله عدم رشد اسانس اسطوخودوس علیه قارچ ساپرولگنیا
) صورت گرفت اسانس et al., 2012 Zuzarteبود. در تحقیقات دیگري که توسط زوزات و همکاران (

و  Dermatophytes هايداراي اثرات ضد قارچی علیه قارچ Lavandula multifida اسطوخودوس
Cryptococcus neoformans  لیتر و علیه میکرولیتر بر میلی 16/0با حداقل غلظت بازدارندگی Candida 

albicans  که در تحقیق حاضر اسانس اسطوخودوس  درحالی لیتر بود. میکرولیتر بر میلی 08/0در حدود
لیتر بود. میکرولیتر بر میلی 33/6±57/0برابر با  MICداراي اثرات ضدقارچی علیه قارچ ساپرولگنیا با میزان 

ها باعث ایجاد اختلاف شده است. همچنین هاي قارچی و تفاوت در مقاومت آناحتمالاً نوع متفاوت سویه
) نشان دادند که اسانس اسطوخودوس داراي اثرات ضد قارچی علیه Uniyal et al., 2012اونیال و همکاران (

باشد. می 15±1و 20±1/1 ترتیب داراي هالهبه Fumigatus Aspergillusو  Aspergillus nigerهاي قارچ
داراي متر میلی 33/8±57/0که در تحقیق حاضر اسانس اسطوخودوس با قطر هاله عدم رشد برابر  حالی در

  .باشداثرات ضد قارچی علیه قارچ ساپرولگنیا می
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و  Aspergillus nigerهـاي  اسـانس میخـک نیـز داراي بیشـترین اثـرات ضــد قـارچی علیـه قـارچ        
Aspergillus Fumigatus اند که اسانس میخک با غلظـت  بود. همچنین مطالعات نشان داده ppt100  و

 et al., 2000 .(Bouchardکمان ویژگی ضـد قـارچی دارد (  نآلاي رنگیبالاتر بر عفونت قارچی تخم قزل
) اسانس میخـک و اوژنـول موجـود در آن    Pinto et al., 2009(همچنین طی مطالعات پینتو و همکاران 

بـا حـداقل    dermatophyteو  candida Aspergillusهاي هاي گونهداراي فعالیت ضد قارچی علیه قارچ
لیتـر بـود. همچنـین در    میکرولیتر بر میلـی  16/0، 32/0، 64/0محدوده غلظت بازدارندگی به ترتیب در 

حداقل غلظت بازدارندگی اوژنول میخـک ترکیـب    et al., 2011 (Hussain( مطالعات حسین و همکاران
 ,.Saprolegnia sppهـاي سولفوکسـید داراي اثـرات ضـد قـارچی بـر قـارچ       متیـل  شـده بـا محلـول دي   

Aspergillus klebsiana, Aspergillus piscicida لیتـر  میکرولیتر بر میلـی  500و  250، 125ترتیب به
 66/5±57/0بود. در مطالعه حاضر حداقل غلظت بازدارنـدگی اسـانس میخـک علیـه قـارچ سـاپرولگنیا       

هـا  هاي قـارچی و تفـاوت در مقاومـت آن   دست آمد. احتمالاً نوع متفاوت سویه لیتر بهمیکرولیتردر میلی
  اختلاف شده است. باعث ایجاد

نیز حاکی از اثـرات ضـد قـارچی اسـانس      )Hoskonen et al., 2013( مطالعات هاسکونن و همکاران
میخک در شرایط آزمایشگاهی علیه قارچ ساپرولگنیا بود. حداقل غلظت بازدارنده رشد قارج سـاپرولگنیا  

ارچی در حـین انکوباسـیون   گرم در لیتر بود. استفاده از اسانس میخک در کنتـرل عفونـت ق ـ   میلی 100
گرم در لیتر به میـزان صددرصـد باعـث     میلی 1000کمان ممکن نبود. اما با غلظت آلاي رنگینتخم قزل

زدگی تخم شده بود. در تحقیق حاضر نیز اسانس میخـک داراي  ها قبل از مرحله چشممرگ و میر قارچ
باشـد.  مـی  اوژنـول  میخـک  در اسـانس  ودموج ـ مؤثر اثرات ضد قارچی علیه قارچ ساپرولگنیا بود. ترکیب

 ارچیـضد باکتریایی، ضد ق خاصیت بیولوژیکی، فعالیت باعث میخک اسانس در این ترکیب بالاي سطوح

 بـا  و شـده  هـا پـروتئین  شـدن  دنـاتوره  باعـث  فنـولیکی  ترکیـب  شود. ایـن می آن قوي اکسیدانیآنتی و

شود می سلولی دیواره نفوذپذیري در تغییر موجب رودهد. از اینواکنش می سلولی دیواره فسفولیپیدهاي
)Wenqiang et al., 2007(.  

 انیزن و اسطوخودوس اهانیگ يهانمود که اسانس انیب توانیم مطالعه، نیا ازحاصل  جیتوجه به نتابا
. باشندیم هیگارو لاکتوکوکوس و ییاینیا استرپتوکوکوس يباکتر يرو یمناسب ییایباکتر ضد اثرات يدارا

  in vitro  طیدر شرا ایپرولگناقارچ س يرو یقارچ اثرات ضد يدارا خکیاسانس اسطوخودوس و م نیهمچن
پس از  هاقارچ و ها يباکتر توسط شده جادیا يهاعفونت درمان در هااسانس نی. استفاده ازاباشدیم

  .گرددیم هیتوص in vivoمطالعات 
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  تشکر و قدردانی
هاي فراوان نمودند و همچنین از که در طول این تحقیق همکاري از آقاي مهندس فریدون حسنی

  گردد.  هاي آبزیان دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران تشکر و قدردانی میکارکنان بخش بهداشت و بیماري
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