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هاي تنی عصاره هیدروالکلی پوست درخت گردو بر برخی پاتوژناثر برون
باکتریایی ماهی
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خلاصه
ها بیوتیک متحمل میلیونهاي مقاوم به آنتیهاي ایجادي توسط باکتريسالیانه به دلیل تلفات ناشی از عفونت ،پرورش دهندگان ماهی

تر مقیاس میکرومولار و کمهاي گرم مثبت در هاي مختلفی از باکتريهاي ثانویه گیاهان بر گونهفعالیت متابولیت. شوندخسارت میدلار
از این .دنباشبیوتیکی میمقاومت آنتی يتوسعه جلوگیري ازدر مهمیمل واگیاهان به عنوان ع يعصارهو  شده استگزارش از آن 

 جداسازي شده اززاي مهم هاي بیماريبرخی باکتريپوست درخت گردو بر ياثر ضد باکتریایی عصاره ،حاضر يجهت در مطالعه
مورد آرئوس و سالمونلاتایفی موریوم  یلوکوکوساستاف ،استرپتوکوکوس اینیایی ،یرسینیا راکري، آئروموناس هیدروفیلا: مانندماهی 

هیدروالکلی پوست درخت گردو در آزمایشگاه فارماکولوژي  يدر ابتدا عصارهجهت انجام این تحقیق   .بررسی قرار گرفته است
سپس جهت تعیین کنترل مثبت براي هر . تهیه گردید ،دامپزشکی دانشگاه شهید چمران بر اساس دستورالعمل استاندارد يدانشکده

هیدروالکلی پوست  يتنی اثر عصارهارزیابی برون. بیوتیکی استاندارد استفاده گردیدهاي آنتیباور با دیسک -باکتري از روش کربی
سازي رقت(و ماکرودایلوشن )E-test(انتشار دیسکانجام و حداقل غلظت مهاري عصاره با روش  باور-درخت گردو نیز با روش کربی

تنها در مورد  ،عدم رشد واضح در مقایسه با کنترل مثبت يمنطقه ،بر اساس نتایج حاصل از این تحقیق.تعیین گردید) در لوله
حداقل . هاي دیگر مشاهده نگردیدواکنش واضحی در خصوص باکترياما . مشاهده گردید یرسینیا راکري وهیدروفیلا آئروموناس

لیتر و گرم بر میلیمیلی 5/62و 9/3ترتیب ه ب آئروموناس هیدروفیلا ویرسینیا راکري در خصوص انتشار دیسک غلظت مهاري با روش 
گرم بر میلی 125و  81/7ترتیب ه کشی آن بباکتريلیتر و حداقل غلظت گرم بر میلیمیلی 5/62و  9/3ترتیب ه با روش ماکرودایلوشن ب

ثیر أباشند و تهاي مهم در صنعت پرورش آبزیان میاز باکتري یرسینیا راکري و آئروموناس هیدروفیلا  .لیتر ارزیابی گردیدمیلی
ایمنی و سمیت آن مورد نیاز تري در خصوص بررسی کارهاي بیش ها مثبت ارزیابی گردید اما قطعاًپوست درخت گردو بر آن يعصاره

گردد که از عصاره پیشنهاد می، ها مشاهده نگردیدثیر مناسبی از این عصاره بر آنأهاي دیگري که تدر خصوص باکتري.باشدمی
یایی تواند اثر ضد باکترعصاره می ياستفاده شود زیرا نوع حلال و روش تهیه ،اندشدهتهیه  هاي دیگربا روش که پوست درخت گردو

.ثیر قرار دهدأآن را تحت ت

هاي باکتریاییپاتوژن، ماهی ،هیدروالکلی يعصاره ،درخت گردو: يکلیدکلمات 

مقدمه
 يگذشته تکثیر و پرورش آبزیان توسعه يطی دو دهه.

وکه براساس گزارش سازمان خوارطوريه زیادي یافته ب
، تولید آبزیان در )فائو(کشاورزي سازمان ملل متحدوبار
 Fao(درصد رشد داشته است  400سال گذشته حدود  15

از اصول اولیه در پرورش آبزیان، تولید زیاد در . )2010

دانشگاه شهید چمران اهواز ،ي دامپزشکیدانشکده ،استادیار گروه پاتوبیولوژي*1
دانشگاه شهید چمران اهواز ،ي دامپزشکیاي دانشکدهي دکتراي حرفهآموختهدانش2
دانشگاه شهید چمران اهواز ،ي دامپزشکیدانشکده گروه علوم درمانگاهی، استادیار3

ترین مساحت است که این امر خود مدر کحداقل زمان و
هاي عفونی استرس و بسیاري از بیماريساز بروززمینه
هاي پرورشیهاي باکتریایی در بین ماهیبیماري. است
عنوان علت صورت ثانویه بهه صورت اولیه و چه به چه ب

Nielsen et(باشند اصلی مرگ و میر ماهی مورد توجه می al.

E-mail: n.moori@scu.ac.ir)مسئول ينویسنده(
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هاي حاضر راه اصلی کنترل بیماريدر حال . )2001
بیوتیکی و اعمال اصول باکتریایی آبزیان درمان آنتی

,Ismail 2010(باشدمدیریتی می Peyghan 2010 .( 
 ياستفاده از داروهاي شیمیایی اگرچه در مراحل اولیه

ثر واقع شود اما در صورت نیاز به ؤتواند مبیماري می
-ي، میزان محدود آنتیتکرار درمان در زمان شیوع بیمار

محیطی ناشی هاي در دسترس و مشکلات زیستبیوتیک
ماندن دارو در بدن ماهی، استفاده از این مواد را از باقی

محدود و احساس نیاز به معرفی روش جایگزین را بارزتر 
).Osman et al. 2009(نمایدمی

هاي با ارزش و مشتمل بر گونهJuglandaceaeخانواده
که از  Juglans regia Linn، باشداز نظر پزشکی میمفید

شود، درختی بزرگ و نظر عوام درخت گردو شناخته می
-برگریز است که در بلوچستان، شمال ایران، قفقاز، جنگل

، ارمنستان و دیگر )Chopra 1986(هاي هیمالیا در هند
از ریشه، .شودیافت می )Chopra 1958(مناطق معتدل

آن جهت  يها و روغن دانهها، دانهقه، برگپوست سا
 يپوست ساقه. گردددرمان مشکلات جسمانی استفاده می

کش، عنوان ضد انگل، قابض، باکترياین درخت به
کش در نظر ادرارآور، مسهل، دترجنت، محرك و حشره

و در تحقیق انجام شده  )Chopra 1986(شودگرفته می
و همکاران آثار درمانی مثبت درخت گردو  Wrenتوسط 

خال، جراحات سلی غدد لنفاوي و در موارد اگزما، تب
 يساقه. )Wren 1956(ها گزارش گردیده استبریدگی

دندان استفاده  يخشک این درخت به عنوان تمیز کننده
کشی گردو در آثار باکتري. )Duke 1983(شودمی

Mooriتحقیقات انجام شده توسط Bakhtiari در سال
. گزارش شده است1954در سال Largangeو 2016

هاي قارچی مثبت این گیاه در درمان عفونتهمچنین اثر
نیز گزارش شده است )Ringworm(ورم مانند رینگ

)Clark et al. 1990(  .ثیر گیاهان در أت ياهمیت مطالعه
ها، باکتريبیوتیکی میکروبیولوژي با مقاومت آنتی يزمینه

عوارض جانبی مواد ضد باکتریایی شیمیایی و قیمت بالاي 
و آنالیز. باشدکشورهاي در حال توسعه مرتبط میها در آن

هاي مختلف درخت ترکیبات شیمیایی قسمت يتجزیه
باشد در ها میگردو که اساس خاصیت ضد باکتریایی آن

پوست درخت . مطالعات متعددي صورت گرفته است
بتا : شامل ترکیبات شیمیایی مختلف از جمله گردو

سیتواسترول، آسکوربیک اسید، فولیک اسید، گالیک اسید، 
جوگلون، رجیولون و کوئرستین تري الفا ال آرابینوزید 

,Bhunimba 2002(باشدمی Joshi 2007(.
عنوان به اهمیت استفاده از گیاهان به عنایتبا 

که ها و با توجه به اینبیوتیکجایگزین طبیعی آنتی
-ثیر این گیاه بر باکتريأت ياطلاعات محدودي در زمینه

حاضر با هدف  يهاي پاتوژن ماهی وجود دارد، مطالعه
هیدروالکلی پوست درخت گردو  يثیر عصارهأبررسی ت

آئروموناس : جملههاي ماهی ازبر برخی پاتوژن
 ،یاسترپتوکوکوس اینیای ،یرسینیا راکري ،هیدروفیلا

انجام  سالمونلاتایفی موریوم وآرئوس  یلوکوکوساستاف
.گردید

روش کارمواد و 
-هاي جداسازي شده از نمونهدر این تحقیق از باکتري

شناسی هاي کلینیکی ارجاعی به آزمایشگاه باکتري
دامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز که از يدانشکده
هاي واقع در شهرستان اهواز ارسال شده بودند، حوضچه

یک از این جداسازي و تعیین هویت هر. استفاده گردید
آمیزي گرم وها بر اساس مورفولوژي باکتري، رنگباکتري

هاي بیوشیمیایی استاندارد در آزمایشگاه انجام تست
جهت تعیین حساسیت هر یک از . صورت گرفت

-هاي آنتیمثبت، از دیسکها و انتخاب کنترل باکتري

متناسب با ) طبشرکت پادتن(بیوتیک تجاري استاندارد
باور -ها و به روش انتشار دیسک کربییک از باکتريهر

ملی استانداردهاي آزمایشگاهی  يارائه شده توسط کمیته
.استفاده گردید )NCCLS 2000(کلینیکی

شک هیدروالکلی، ابتدا گیاه خ يعصاره يجهت تهیه
سپس به . هاي محلی استان خریداري گردیداز فروشگاه

لیتر الکل میلی 500گیاه خشک گرم پودر100هر  يازا
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 100+درصد  96اتانوللیترمیلی 400(درصد 80اتانول 
ساعت در  48اضافه گردید و به مدت ) لیتر آب مقطرمیلی

پس از این . دماي آزمایشگاه بر روي شیکر قرار داده شد
تر و دکانته در محلول زمان جهت حذف ذرات کوچک

ه ب يعصاره. از کاغذ صافی استفاده گردیدمورد نظر
دست آمده در مجاورت هوا خشک و از پودر آن در آب 

هیدروالکلی استفاده  يمقطر استریل به عنوان عصاره
Haghighati(گردید 2003.(

 يتعیین حداقل غلظت مهاري عصارهبراي     
 انتشار دیسکاز روش  والکلی پوست درخت گردوهیدر

هاي در این روش ابتدا هر یک از باکتري.استفاده شد
کشت  (BHI)مورد مطالعه در محیط آبگوشت مغز و قلب 

مک  5/0برابر با (و تا زمان رسیدن به کدورت مناسب 
در این . گراد نگهداري شدندسانتی يدرجه 37در ) فارلند

-1000شامل(تهیه  يسریال از عصارههاي مدت غلظت
 30و به میزان ) لیترمیلی/گرممیلی 500-250-125-5/62

میکرولیتر از هر رقت بر روي دیسک بلانک استریل
پس از ایجاد کدورت . قرار داده شد) طبشرکت پادتن(

هر باکتري در محیط آبگوشت مغز و قلب مناسب از
(BHI)  روي محیط مولر ابتدا یک کشت چمنی از آن بر

هاي آغشته دار تهیه و سپس دیسکهینتون یا آگار خون
از (شده با رقت مشخص از هر عصاره، به ترتیب رقت 

، در سطح محیط کشت شده با باکتري مورد)کم به زیاد
در این تست براي هر پلیت، از دیسک . نظر قرار داده شد

سک عنوان کنترل منفی و از دیحاوي آب مقطر استریل به
-بیوتیک استاندارد که در ابتداي کار با روش کربیآنتی

باور براي هر باکتري مورد بررسی، مشخص شده بود به
در این مطالعه جهت . عنوان کنترل مثبت استفاده گردید

,MIC(کشی تعیین حداقل غلظت مهاري و باکتري MBC( 

 BHIعصاره از روش براث ماکرودایلوشن و محیط 
.استفاده گردید

نتایج
ه با انجام روش دیسک دیفیوژن کربی باور و ب

بیوتیکی مختلف تجاري، قطر هاي آنتیکارگیري دیسک
بیوتیک شده توسط دیسک آنتیعدم رشد ایجاد يهاله

ها، در در تمامی جدایه) میانگینمترمیلی 20(جنتامایسین
عنوان کنترل حساس قرار داشته و بنابراین به يمنطقه

هاي رقت.ها در نظر گرفته شدمثبت تمامی جدایه
بر هیدروالکلی با مقادیر یکسان،  يمختلف از عصاره

خاصیت ثیر داده شد وأهاي مورد مطالعه، تباکتري
ها ثر، تنها در مورد برخی از جدایهؤضدباکتریایی م
هاي مختلف عصاره اثر رقت 1در جدول . مشاهده گردید

ها در عدم رشد آن يد نظر و میزان هالههاي موربر باکتري
بر.مقایسه با کنترل مثبت هر باکتري آورده شده است

5/62تا 1000هايغلظتبایرسینیا راکري نتایج،اساس
رشد عدميمنطقهداراي،عصارهازلیترمیلیبرگرممیلی

ي عدم رشد کنترل مثبت تر از قطر هالهبزرگو واضح
.بود

برايعصارهاینکشیباکتريومهاريغلظتحداقل
با آئروموناس هیدروفیلا  ویرسینیا راکري  دو باکتري

بر اساس نتایج. روش براث ماکرودایلوشن بررسی گردید
بایرسینیا راکريبرايمهاريغلظتمشاهده شده، حداقل

حداقلولیترمیلیگرم برمیلی9/3هیدرالکلیيعصاره
ارزیابیلیترمیلیگرم برمیلی81/7آنکشیباکتريغلظت
غلظتحداقلآئروموناس هیدروفیلادر خصوص .گردید

حداقلولیترمیلیگرم برمیلی5/62عصارهمهاري این
گرم برمیلی125عصاره نیز، اینکشیباکتريغلظت

.ارزیابی گردیدلیترمیلی
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هیدروالکلی يهاي مختلف عصارهغلظت متر به دنبال استفاده ازبر حسب میلی عدم رشد يهاله قطر يمقایسه: 1جدول
هاي مورد مطالعهباکتري درپوست درخت گردو 

باکتري مورد مطالعه
جنتامایسین

)کنترل مثبت(
)لیترم بر میلیرگمیلی(هاي مختلف عصارهغلظت
10005002501255/62

-----mm21آرئوس یلوکوکوساستاف
mm203331302825یرسینیا راکري

mm201515141312آئروموناس هیدروفیلا
-----mm22استرپتوکوکوس اینیایی

-----mm20سالمونلاتایفی موریوم

بحث
از نوع باکتریایی  خصوصاًهاي میکروبی، شیوع پاتوژن

صنعت پرورش ثیرگذار برأترین فاکتورهاي تمهمیکی از
Zorrilla(باشدآبزیان می et al. ها در ارتباط ماهی) 2003

پس از قرار گرفتن  باشند و معمولاًها میمداوم با باکتري
هاي مختلف، از جمله تغییر فصل و در معرض استرس

-غیره، مبتلا به عفونت میو ) Ortega 1995(دماي آب 

ها ماهی هاي باکتریایی در آبزیان، خصوصاًعفونت. گردند
ایجاد تلفات در ماهی و: باشداز دو جنبه حائز اهمیت می

دهندگان در این متعاقب آن ضرر اقتصادي به پرورش
 صنعت و دیگري ایجاد عفونت ساده یا کشنده در انسان

. پخته آني خام یا نیمهامتعاقب مصرف ماهی و فراورده
توان ها میزا در ماهیترین عوامل باکتریایی عفونتمهماز

استرپتوکوکوس  ،یرسینیا راکري ،به آئروموناس هیدروفیلا
اشاره کرد  سالمونلاتایفی موریوم واستاف آرئوس  ،اینیایی

-زاي قطعی و برخی فرصتکه برخی از عوامل بیماري

از عوامل  وناس هیدروفیلاآئروم. گردندطلب محسوب می
باشد که گرچه به دلیل حضور طلب میپاتوژن فرصت

مداوم در آب و دستگاه گوارش آبزیان، به عنوان فلور 
شود اما مسبب ایجاد ها در نظر گرفته میطبیعی آن

مشکلات بسیاري در ماهیان پرورشی و غیر پرورشی بوده 
کیفیت، یا کاهش در نهایت با ایجاد مرگ و میر وو

. سازدضررهاي اقتصادي فراوانی را به این صنعت وارد می

و همکاران Nogaبر اساس مطالعات صورت گرفته توسط 
میر ماهیان در استرس دمایی، ناشی ازدرصد مرگ و 80

.)Noga 1996(باشدآلودگی با این باکتري می
یرسینیا عفونت با یرسینیوزیز، بیماري حاصل از

هاي مهم درهاي باکترياز عفونتدیگر ، یکیراکري
این باکتري در مناطق مختلف جغرافیایی . باشدماهیان می

سمی، اگزوفتالمی و خونریزي قاعده حضور داشته و سپتی
ها حاصل از آن، از کشورهاي اروپایی و آسیایی باله

ایران، استرالیا، کانادا، فرانسه، آلمان، : متعددي از جمله
 diagnostic(وزیلند و غیره گزارش گردیده استایتالیا، نی

procedure 2009( . یکی از  استرپتوکوکوس اینیایی
-هاي اصلی ماهی در بسیاري از مناطق جهان میپاتوژن

هاي مرتبط با حمل این باکتري باعث ایجاد عفونت. باشد
 Weinstein(گرددهاي آلوده، در انسان میو فراوري ماهی

سازي ماهی بافت نرم که در طی آماده جراحات. )1997
هاي مواد غذایی، در دست افراد ایجاد هتازه در فروشگا

نهایت منجر به ایجاد سلولیت در موضع و شود درمی
سپس اندوکاردیت، مننژیت، آرتریت، پنومونی، 

. )Sun 2007(گردداستئومیلیت و شوك توکسیک می
یر شامل علائم کلینیکی یرسینیوز در ماهیان درگ

پیگمنته و تیره شدن بدن و آسیت اگزوفتالمی دو طرفه،
اي گرم و تلفات هشیوع حاد این عفونت در ماه. باشدمی
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 Perera(نیز گزارش شده است  درصد 70ناشی از آن تا 

هاي تولید شده توسط انتروتوکسین). 1994
دفع شده از ماهی  سالمونلاهاي واستافیلوکوکوس آرئوس 

عنوان یک دار بدون علائم کلینیکی، بهتنان صدفو نرم
حامل غیرفعال از دیگر عوامل مهم ایجاد گاستروانتریت 

در . باشددر افراد مصرف کننده ماهی و محصولات آن می
گزارشی از شیوع سالمونلا و همکاران  2002Lingسال 

تایفی موریوم در سنگاپور را که  يانتریکا تحت گونه
ماهی دودي تشخیص داده شد بود، اعلام عامل آن مصرف 

هاي غذایی ناشی از مصرف ترین مسمومیتبیش. کردند
یا نیم پخته بوده طریق مصرف ماهی خام وها ازماهی

در طی فراوري آلوده یا خاك و یااست که از طریق آب و
کردن هاي فراوري مانند دودياستفاده از روش. اندشده

-ها در طی ذخیرهشد باکتريو غلظت کم نمک، مانع ر

استفاده از ماهی تازه و  ،بنابراین . سازي نخواهد شد
 2ها در دماي رعایت شرایط بهداشتی و نگهداري آن

). Novotny 2004(گرددگراد توصیه میسانتی يدرجه

و ترکیبات شیمیایی مختلف هابیوتیکاستفاده از آنتی
ها، گیري از آنیا پیشهاي باکتریایی و در درمان بیماري

دهندگان، منجر علاوه بر در بر داشتن هزینه براي پرورش
هاي پاتوژن و بیوتیکی در باکتريبه ایجاد مقاومت آنتی

گردد، با توجه به این کننده میمتعاقب آن افراد مصرف
نکته و همچنین وجود شرایط مناسب جهت رویش و 

باکتریایی  پرورش گیاهان دارویی مختلف که خاصیت ضد
کنون مورد ها تاثر بسیاري از آنؤم يو همچنین اجزا

,Djeussi 2013(بررسی Reverter 2014(  و به اثبات
گردد که از این ترکیبات گیاهی در رسیده است، توصیه می

یا هاي ماهی وهاي فراوردهیا افزودنیقالب پوشش و
ت غذایی ماهیان پرورشی که احتمال ایجاد مقاوم يجیره
ها را به حداقل و ماندگاري بیوتیکی در باکتريآنتی

دهد،  به موازات رعایت محصولات را افزایش می
بهداشت، جهت کاهش ضررهاي اقتصادي این صنعت، 
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Abstract
Fish farmers are losing millions of dollars annually due to the large scale mortality of fish 

due to diseases caused by antibiotic resistance pathogens. Plant secondary metabolites show 
activity in the micro to submicromolar range to Gram-positive species. Plant extracts decrease 
the selective pressure for developing antibiotic resistance. Hence, in the present study 
antibacterial effect of hydroalcoholic extract of Juglans regia Li. compound against 
Aeromonas hydrophila, Yersinia ruckeri, Streptococcus iniae, Staphylococcus aureus and 
Salmonella typhimurium were screened. By standard protocol, hydroalcoholic extract of 
Juglanse regia Li. stem bark in pharmacology department of Shahid Chamran Veterinary 
School was prepared. To determine the positive control for each bacterial, antibiogram was 
done. In vitro evaluation of antibacterial effect of extract was done by disc diffusion method 
(Kirby bauer) and minimum inhibitory concentration was determind by E-test and 
macrodilution method. According to result in this study, clear inhibition zone compared with 
the positive control was seen about A.hydrophila and Y.ruckerii. But no strong effect on other 
studied bacteria was observed. By E-test, minimum inhibitory concentration of extract in 
Y.ruckerii and A.hydrophila was evaluated, 3.9 and 12 mg/ml, respectively. Minimum 
inhibitory concentration of extract in Y.ruckerii and A.hydrophila by macrodilution was 3.9
and 62.5 mg/ml and minimum bactericidal concentration was 7.81 and 125 mg/ml, 
respectively. Y.ruckerii and A.hydrophila are important bacteria in the aquaculture industry 
and hydroalcoholic extract of this plant was effective on them but more work should be done 
on its safety and toxicity. Other studied bacteria which extract had any effect on them, should 
be examined with other form (alcoholic or aqueous) of stem bark Juglans regia Li. extract 
because type of solvent or the method of preparation can affect antibacterial activity of 
extract.
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