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علیه باکتري ) Juglans regia(گردو  مطالعه اثر ضد باکتریایی گل درخت
  در شرایط آزمایشگاهی  (Aeromonas hydrophila)آئروموناس هیدروفیلا
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  چکیده
سو و افزایش عوارض جـانبی  زا و افزایش دوز مصرفی داروهاي متداول از یکهاي بیماريهاي دارویی روز افزون علیه باکتريمقاومت

اخیر بیشترین توجه به عواملی یا پایه طبیعی مانند گیاهان دارویی هاي ناشی از استفاده از این داروها از سوي دیگر، موجب شده است تا در سال
هـاي  ، رقـت گـردو درخـت  گـل   از این رو در این تحقیق، بعد از تهیه عصاره از. باشندمعطوف شود که داراي حداقل اثرات سوء ذکر شده می

در برابر باکتري آئرومونـاس  ) MBC(کشی اکتريو حداقل غلظت ب) MIC(متوالی از هر گیاه جهت به دست آوردن حداقل غلظت مهار رشد
گیـري و مـورد   همچنین، با استفاده از روش انتشار دیسک، هاله مهار رشد باکتري نیـز انـدازه  . هیدروفیلا به روش تهیه رقت متوالی تهیه گردید

در برابـر رشـد بـاکتري    ) MBC(اثـر باکتریسـیدي   ، عصـاره اتـانولی   لیترگرم بر میلیمیلی 37/ 5غلظت داد که،  نتایج نشان .مقایسه قرار گرفت
 75در غلظـت  گـل گـردو   و عصـاره آبـی   ) MIC(خاصـیت باکتریواسـتاتیک   گرم بر میلی لیتر میلی 75/18آئروموناس هیدروفیلا و در غلظت 

قطـر هالـه عـدم     .از خود نشان دادخاصیت باکتریو استاتیک لیتر گرم بر میلیمیلی 5/37خاصیت باکتریسیدي و در غلظت لیتر گرم بر میلی میلی
توان نتیجه گرفت با توجه بـه  به طور کلی می .هاي حاوي هر عصاره نیز این نتایج را تایید نمودهاي مورد بررسی در اطراف گودهرشد باکتري

هـاي باکتریـایی مـاهی    بیمـاري  هـا در درمـان و پیشـگیري از   زاي ماهی، لازم است امکان اسـتفاده از آن ها روي عامل بیمارياثر مناسب عصاره
  .ارزیابی گردد

 .ي، باکترگردودرخت گل آئروموناس هیدروفیلا، عصاره : کلیديکلمات 
  

                                                             
   .(rrahimi6083@gmail.com(دار مکاتبات عهده *
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  مقدمه
هاي مهـم در  آئروموناس هیدروفیلا یکی از باکتري

  زاپرورش مـاهی بـوده و بـه عنـوان یـک عامـل بیمـاري       
هاي مختلف ماهیـان آب شـیرین و   براي بسیاري از گونه

 ).Lee et al., 2000( شـود گاهی آب شور محسوب می
هاي بـی هـوازي اختیـاري، گـرم     ها، باکتريآئروموناس

منفـی، اکسـیداز و کاتــالاز مثبتـی هسـتند و از دو گــروه     
متحرك سرمادوست و متحـرك مزوفیلیـک   مجزاي غیر

این بـاکتري   ).1375سلطانی و موسوي، ( اندتشکیل شده
ر مـاهی، گربـه مـاهی، تیلاپیـا و     در کپور، مار ماهی، شـی 

ســـمی کمـــان باعـــث ایجـــاد ســـپتیرنگـــینآلايلقـــز
شود و بیماري حاصله از این بـاکتري در  هموراژیک می

). Peyghan et al., 2010( سراسـر دنیـا گسـترش دارد   
یــک بــاکتري همیشــه حاضــر و  آئرومونــاس هیــدروفیلا

طلب است کـه در مـورد پـاتوژن اولیـه و ثانویـه      فرصت
 Nielsen et( بودن این باکتري اختلاف نظر وجود دارد

al., 2001 .(هاي مهم در صـنعت  آئروموناس از باکتري
شـور  ولی گـاهی در ماهیـان آب   ،پرورش گرمابی است

شـود و عـلاوه بـر مـاهی، ایـن      بیماري مینیز باعث بروز 
هـایی از قبیـل   باکتري در انسان نیز ممکن اسـت بیمـاري  

اخلاقــی، ( شــودگاســتروانتریت و اســهال مســافرتی مــی
در بررسـی علـل تلفـات     1372در ایران در سال ). 1379

هاي متحـرك از آبشـش و   آمور، جداسازي آئروموناس
ن و پیغــا ( کلیــه و کبــد ایــن مــاهی صــورت گرفــت     

  .)1372اسماعیلی، 
هاي اخیر شـاهد افـزایش مقاومـت بـاکتري     در سال

ــدروفیلا  ــاس هی ــی  آئرومون ــه آنت ــکب ــج  بیوتی ــاي رای ه
مقاومت دارویی منجر به افزایش مرگ و میر و . ایم بوده

ــه  ــزایش هزین ــی  اف ــتی م ــت بهداش ــاي مراقب ــه  ه ــود ک ش
ــم    ــار میکروارگانیس ــت و انتش ــروز مقاوم ــگیري از ب پیش

ــان  توانــد منجــرمقــاوم مــی آور و بــه کــاهش اثــرات زی
از جملـه راهکارهـا بـه    . هاي وابسـته بـه آنهـا شـود     هزینه

بیوتیکی، منظور مقابله و جلوگیري از بروز مقاومت آنتی
باشـد کـه   هاي گیـاهی مـی  ها و اسانساستفاده از عصاره

هـا  بیوتیـک داراي حداقل اثرات سوء در ارتباط بـا آنتـی  
 ,Tierra, 2007; Pandey and Mishra( باشـند مـی 

هـاي شـدید   گزارشات زیادي از ایجاد مقاومـت ). 2009
پـروري وجـود   ها در آبزيبیوتیکیدارویی نسبت به آنت

ــاران   .دارد ــادل و همک ــد   ) 1393(ع ــر ض ــی اث ــا بررس ب
ــاکتري  بــاکتري عصــاره ــر ب ــاهی ب ــاس هــاي گی آئرومون

گیري جداسازي شده از ماهی خاویاري نتیجه هیدروفیلا
کردند که انـدازه هالـه عـدم رشـد بـاکتري تحـت تـاثیر        
عصاره زیره سیاه بـه طـور معنـاداري در سـطح بـالاتري      

هاي گیاهی نعنا فلفلی، بومادران و درمنه نسبت به عصاره
با بررسی اثر سطوح عصاره گیـاه  ) 1389(علیشاهی . بود

هاي رشد و میزان مقاومـت در برابـر   ورا بر شاخصآلوئه
ــا  ــا ب ــت ب ــاهی  عفون ــدروفیلا در م ــاس هی کتري آئرومون

ورا تـرین غلظـت آلوئـه   سیچلید گزارش کرد که مناسب
در خوراك براي تحریک رشـد و افـزایش مقاومـت در    

   .باشددرصد می 5/0هاي باکتریایی، برابر عفونت
 عـــلاوه بـــر مصـــارف) Juglans regia(گـــردو 

هـاي  در طب سنتی نیز کـاربرد دارد و از بـرگ   اي تغذیه
براي درمان دردهاي رماتیسـمی، تـب، دیابـت، کـم     آن 

 Pereira( شـود هاي تنفسی استفاده مـی خونی و بیماري

et al., 2007( .  از ریشه آن براي درمان دیابت و از مغـز
براي تقویت حواس و مغـز   3گردو به خاطر داشتن امگا 

 .)Kasper et al., 2005( شودو قواي جنسی استفاده می
مـاده  عنـوان  از پوست درخت و پوسـت سـبز گـردو بـه     

قابض، همچنین جهت درمان ورم مفاصل، شست و شـو  
ها و درمان ترشـحات زنانـه و بیمـاري سـل     و التیام زخم
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  47  ... علیه) Juglans regia(گردو  مطالعه اثر ضد باکتریایی گل درخت

بررسـی اثـر    .)Emami et al., 2002( شـود اسـتفاده مـی  
ضد قارچی بـرگ درخـت گـردو علیـه قـارچ مالاسـزیا       

توان در فورفور در شرایط آزمایشگاهی نشان داد که می
 آینده از برگ درخت گردو علیه این قارچ استفاده کرد

گـل نـر گـردو بـه دلیــل      ).1394 ،غلامپـور و همکـاران  (
کــان تهیــه ارزان اگــر فراوانــی و در دســترس بــودن و ام

توانــد جانشــین مناســبی بــراي داروهــاي  مــیمـوثر باشــد  
  .سنتیک و غیر سنتیک باشد

در مطالعه حاضر، اثرات ضد میکروبی عصاره گـل  
مـورد   آئرومونـاس هیـدروفیلا  گردو بر بـاکتري  درخت 

  .ارزیابی قرار گرفت
  

  هامواد و روش
 آوري گیاه جمع

آوري گیاه از قسـمت مـورد   بعد از شناسایی و جمع
تاریـک و  (شـده و در شـرایط مناسـب    اهان جـدا  نیاز گی
بعـد  . نگهداري و به طور کامل خشک گردیـد ) خشک

هــاي مــورد از خشــک شــدن و آســیاب کــردن قســمت 
  .گیري انجام شداستفاده عصاره

  
  گردو  گل درخت از استخراج عصاره

هــاي گــرم از پــودر 100بــراي تهیــه عصــاره، ابتــدا 
ن یجیتال تـوز گیاهی تهیه شده را با استفاده از ترازوي دی

. گردیـد بـا آب مقطـر مخلـوط     5به  1ه نسبت نموده و ب
سـاعته در دمـاي    24اصل را پس از نگهداري حمخلوط 

لایه و قیف صاف کرده و بـه   4آزمایشگاه به وسیله گاز 
 20هـا، عصـاره را بـه مـدت     کردن ناخالصـی منظور جدا

گـراد  درجه سـانتی  4، در دماي 2500rpmدقیقه در دور 
، سـپس عصـاره را بـه منظـور خـارج      گردیـد سانتریفیوژ 

کردن آب اضافی به دستگاه تقطیر در خلا منتقل کـرده  

ي نسبتا غلیظی از گیاهـان بـه دسـت    و در نهایت عصاره
هـا از آلـودگی   بـه منظـور اسـتریل نمـودن عصـاره     . آمد

/. 45هــاي میکروبــی هــا از فیلتــرمیکروبــی همــه عصــاره
شـدند و بـراي ادامـه کـار در دمـاي       میکرونی عبور داده

  .گراد نگهداري شدنددرجه سانتی -80
  

  روش تهیه سوسپانسیون باکتري
در این تحقیق مـورد   باکتري آئروموناس هیدروفیلا

جنس و  PCRاستفاده قرار گرفت؛ این باکتري با روش 
بـاکتري در محـیط تریپتیکـاز    . گونه آن اثبات شـده بـود  

 24شــده و بــه مــدت  کشــت داده) TSB(ســوي بــراث 
سـپس در شـرایط   . درجه انکوبه گردیدند 25ساعت در 

استریل بذر باکتري به محیط مـولر هینتـون بـراث اضـافه     
درجه  25ساعت انکوباسیون در دماي  24بعد از . گردید
ــزان   ســانتی ــاکتري، می ــاز لگــاریتمی رشــد ب گــراد، در ف

کدورت ایجاد شده حاصل از رشد باکتري با استفاده از 
 5/0سپکتروفوتومتر با لوله استاندارد مک فارلند شـماره  ا
ایــن سوسپانســیون بــه عنــوان . تنظــیم گردیــد )5/1×108(

در همان (ذخیره در نظر گرفته شده و در هنگام مصرف 
ــه نســبت ) روز ــد   1:100ب ــق گردی در همــان محــیط رقی

)106×5/1.(  
  

تعیین حداقل غلظـت مهارکننـدگی رشـد    
)MIC ( کشندگی و حداقل غلظت)MBC( 

ــد     ــدگی رش ــت مهارکنن ــداقل غلظ ــین ح ــراي تعی ب
)MIC (  ــندگی از روش ) MBC(و حــداقل غلظــت کش

BROTH Micro dilution ــد ــن . اســتفاده گردی در ای
و بازدارنـدگی  ) MBC(کشـندگی  روش حداقل غلظـت 

. گـردو تعیـین شـد    درخـت  عصاره گل) MIC(از رشد 
ــایش  ــت  MICآزم ــا رو  96در پلی ــه اســتریل و ب ش خان
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 10بـدین ترتیـب کـه    . براث میکرودایلوشـن انجـام شـد   
هاي مذکور به چاهک میکرولیتر از سوسپانسیون باکتري

 هاي مختلف عصاره گلمیکرولیتر از غلظت 100حاوي 
 Muller Hintonمیکرولیتر محیط  100گردو و  درخت

Brouth  سـپس از خانـه اول توسـط سـمپلر،     . شـد اضافه
میکرولیتر برداشـته و در خانـه دوم ریختـه شـد، بـه       100

همین ترتیب تا آخرین خانه این کار ادامـه پیـدا کـرد و    
میکرولیتر بـه بیـرون ریختـه     100در نهایت از خانه آخر 

حاوي سوسپانسـون  ) کنترل مثبت(تنها چاهک اول . شد
و چاهـک   Hinton Brouth Mullerمیکروبی و محـیط  

 Muller Hintonحــاوي محــیط ) کنتــرل منفــی(دوم 

Brouth  ها بودو عصاره.  
 

هاي عدم رشد براي مقادیر تعیین قطر هاله
MIC   وMBC   

براي تعیین قطر هاله عدم رشد، بوسیله پیپت پاستور 
متـر در  میلـی  5هایی به قطـر  استریل و پمپ خلا چاهک

هینتـون آگـار ایجـاد    شرایط استریل در روي محیط مولر
سـنجی  سپس ذخیره بـاکتري اولیـه بـا کـدورت    . گردید

تهیـه  ) فارلنـد مـک /. 5با غلظـت  (بوسیله اسپکتوفوتومتر 
اي در سه جهت کشت داده شده و به روش کشت سفره

 MICمیکرولیتـر از مقـادیر بدسـت آمـده      25میزان . شد
ها اضافه گردید و براي هر عصاره در سه تکرار به گوده

 25ســاعت در دمــاي  24عــد از انکوباســیون بــه مــدت  ب
گیـري  درجه، هاله عدم رشد باکتري با خط کش انـدازه 

  . و ثبت گردید
  

 هاداده تجزیه و تحلیل
طرفـه بـراي مقایسـه     از آزمون واریانس آنـالیز یـک  

درصـد   5واریانس تیمارها و از آزمون تـوکی در سـطح   
داري  معنـی براي بررسی وجود و عـدم وجـود اخـتلاف    

  .استفاده شد SPSSافزار بین میانگین تیمارها در نرم
  

  نتایج
ــا روش    ــده بــ ــت آمــ ــایج بدســ ــاس نتــ ــر اســ بــ

لیتــر گــرم بــر میلــیمیلــی 5/37میکرودایلوشــن، غلظــت 
عصاره اتانولی گیاه گل درخت گردو اثـر باکتریسـیدي   

)MBC ( ــت ــی75/18و در غلظ ــی میل ــر میل ــرم ب ــر گ لیت
در برابر رشد بـاکتري  ) MIC(خاصیت باکتریواستاتیک 

عصـاره آبـی   . آئروموناس هیـدروفیلا از خـود نشـان داد   
لیتـر،  گرم بر میلـی میلی 75گل درخت گردو در غلظت 

ــیدي   ــر باکتریسـ ــت ) MBC(داراي اثـ  5/37و در غلظـ
در ) MIC(لیتـر، اثـر باکتریواسـتاتیک    گرم بر میلـی میلی

ــاکتري    ــد ب ــر رش ــت  براب ــدروفیلا داش ــاس هی .آئرومون

  
  .آئروموناس هیدروفیلاها علیه باکتري عصاره) MBC(و حداقل غلظت کشندگی ) MIC(حداقل غلظت مهارکنندگی : 1جدول 

  3/2  6/4  37/9  75/18  5/37  75  150  باکتري  گرم بر میلی لیترمیلی

  +  +  +  MBC MIC  - _  آئروموناس هیدروفیلا  گردو درخت گل اتانولی عصاره
  +  +  +  +  MBC  MIC  _  آئروموناس هیدروفیلا  گردو درخت عصاره آبی گل

  .باشدنشان دهنده رشد باکتري در محیط کشت می+ 
 .باشدنشان دهنده عدم رشد باکتري در محیط کشت می - 
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  .باکتري آئروموناس هیدروفیلاهاي رایج علیه بیوتیکبا آنتی گردو درخت گلاتانولی عصاره مقایسه اثر ضد باکتریایی  :1 شکل

  
لیتـر  گـرم بـر میلـی   میلی 5/37 و 75، 150هايغلظت

ــا هــم اخــتلاف  گــردو درخــت اتــانولی گــل عصــاره  ب
بـا توجـه   . رشـد داشـتند  عدمهاله  داري به ازاي قطر معنی

عصـاره نتـایج   هـاي مختلـف   دار غلظتبه اختلاف معنی
کننده افزایش اثر ضـد باکتریـایی عصـاره بـه ازاي     بازگو

توان گفت بـا افـزایش   می ،باشدها میافزایش غلظت آن
. یابدغلظت عصاره، قطر هاله بازدارندگی نیز افزایش می

عصـاره بـا   لیتـر  گرم بر میلـی میلی 150هاله عدم رشد در 
از قطر هالـه عـدم رشـد     تر، کممتريمیلی 2/24میانگین 

متـري  میلـی 8/24اریترومایسین با میانگین هاله عدم رشد 
 داري بین این دو یافـت نشـد  ، که اختلاف معنیباشدمی

)05/0>P(.    در این غلظت هاله عدم رشد بیشـتر از هالـه
  .متر بودمیلی6/22عدم رشد جنتامایسین با میانگین  

  

  
  هاي رایج علیه باکتري آئروموناس هیدروفیلابیوتیکبا آنتی گردودرخت گل مقایسه اثر ضد باکتریایی عصاره آبی  :2 شکل

  
گـردو  درخـت  عصاره آبی گل قطر هاله عدم رشد 

 18.8بـا میـانگین   لیتـر ،  گرم بر میلیمیلی 150در غلظت 
ــر کمتــر از آنتــیمیلــی اریترومایســین و هــاي بیوتیــکمت

 .جنتامایسین بود
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  بحث
یعــی دســتگاه هیــدروفیلا جــز فلــور طبآئرومونــاس 

باشد که بـه دنبـال بـروز شـرایط     گوارش اکثر ماهیان می
زا از قبیل افزایش بار مواد آلی، کمبـود اکسـیژن   استرس

و سایر تغییرات فیزیکوشیمیایی در آب موجـب کـاهش   
در  .گـردد زا مـی قاومت ماهی نسبت به عوامـل بیمـاري  م

عصاره اتانولی و  این تحقیق حداقل غلظت مهارکنندگی
گـرم  میلـی  75و  5/37  آبی گل درخت گردو به ترتیب

عصاره اتـانولی و   و حداقل غلظت کشندگی لیتربر میلی
گــرم بــر میلــی 5/37و  75/18آبــی گــل درخــت گــردو 

ــین  بــاکتري آئرومونــاس هیــدروفیلا لیتــر علیــهمیلــی تعی
یج بدست آمده عصاره اتانولی گل ابا توجه به نت .گردید

تري نسبت به عصـاره آبـی   درخت گردو داراي اثر قوي
با مطالعه اثرات ) 1388(علیشاهی و همکاران  .است بوده

هـــاي گیـــاهی علیـــه ضـــد باکتریـــایی برخـــی عصـــاره
استرپتوکوکوس اینیایی، یرسـینیا راکـري و آئرومونـاس    

رین قـدرت باکتریسـیدي را   هیدروفیلا دریافتند که بیشـت 
گرم میلی/. 25برایر  MIC با عصاره پوست انار و آویشن

 داشـتند  آئرومونـاس هیـدروفیلا  علیه باکتري  لیتربر میلی
ایسه با بررسی حاضر داراي اثر ضد باکتریـایی  قکه در م

خاشـی  . )1388مکـاران،  علیشـاهی و ه ( تري بودندقوي
ضـد باکتریـایی   با بررسـی فعالیـت   ) 1393(کمال آبادي 

هـاي  هاي قطبی و غیر قطبی گیاه اسپند بر باکتريعصاره
گیري کـرد کـه، عصـاره متـانولی و اتـانولی      ماهی نتیجه

لیتر بیشترین اثـر  گرم در میلیمیلی 16گیاه اسپند با میزان 
 باکتري آئروموناس هیـدروفیلا ضد باکتریایی را بر روي 

اسپند داراي اثـر   ، که در مقایسه با نتایج حاضر گیاهدارد
ــت   ــتري اس ــایی بیش ــد باکتری ــم ( ض ــی و قاس زاده، خاش

زاده بـا بررسـی تـاثیرات ضـد     در تحقیق معصوم .)1393
باکتریــایی عصــاره ســیر و آویشــن شــیرازي بــر بــاکتري 

ماهیـان  آئروموناس هیـدروفیلا جداسـازي شـده از تـاس    
ــت       ــداقل غلظ ــل، ح ــایج حاص ــاس نت ــر اس ــی ب پرورش

هیدورالکلی آویشن شیرازي و سیر مهارکنندگی عصاره 
لیتر گزارش شـد  میکروگرم در میلی 1و  25/0به ترتیب 

که اثـر بـالاتري نسـبت بـه عصـاره گـل درخـت گـردو         
  ).1395زاده، معصوم( داشت

کننده افزایش اثر ضد باکتریایی عصاره نتایج بازگو
قطـر هالـه عـدم     .باشـد ها مـی به ازاي افزایش غلظت آن

لیتر عصـاره اتـانولی گـل    گرم بر میلیمیلی 150رشد در 
درخـت گــردو بــا میـانگین هالــه عــدم رشـد مربــوط بــه    

داري یافـت  بیوتیـک اریترومایسـین اخـتلاف معنـی     آنتی
در این غلظت هاله عـدم رشـد بیشـتر از    ). P<05/0( نشد

هاله عدم رشد جنتامایسین بـود کـه شـاید بتـوان در ایـن      
 .جنتامایسین باشد بیوتیکغلظت جایگزینی براي آنتی

کلی، با توجه به اثرات ضد باکتریایی به عنوان نتیجه
سـازي مـواد   توان با خالصهاي مورد بررسی، میعصاره

ها، به عنـوان جـایگزین   موثره و مطالعه روي این عصاره
امکان استفاده . ها استفاده نمودبیوتیکمناسبی براي آنتی

به تحقیق بیشتر  ها به صورت خوراکی نیازاز این عصاره
هـا  در مورد اثرات ضد باکتریایی سیستمیک این عصـاره 

ها هم بـه  استفاده از این عصاره. داردر تجویز خوراکی د
صورت خوراکی و هم به صورت حمام در مـاهی قابـل   

خطـر  باشـد، مشـروط بـه اینکـه کـارایی و بـی      توصیه می
 .ها در ماهی ثابت گرددبودن عصاره

  
  سپاسگزاري

ــدین ــیلات و  بــ ــروه شــ ــدیریت گــ ــیله از مــ وســ
طبیعــی و علــوم زمــین و  زیســت دانشــکده منــابع محــیط

کارشــناس آزمایشــگاه شــیلات جهــت همکــاري در     
  .گرددراستاي انجام تحقیق حاضر سپاسگزاري می
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