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  چكيده

  نسبت  )Aeromonas hydrophila( آئروموناس هيدروفيلاباكتري  جداسازي و شناسايي در اين تحقيق پس از

  ) باكتري آئروموناس هيدروفيلا  MBC) و حداقل غلظت كشندگي( MICحداقل غلظت مهاركنندگي (تعيين به 

)Aeromonas hydrophila( غلظتهاي كشنده يين تع و نيز توسط عصاره هاي سير و آويشن شيرازي )LC50  ( عصاره

بررسي اثر بخشي و تعيين دوزهاي  و نيز بچه تاسماهي ايراني در هاي هيدروالكلي سير و آويشن شيرازي

  تأثيرگذار 

   .اقدام گرديدبچه تاس ماهيان ايراني آلوده شده به باكتري مرد بررسي در اين مطالعه عصاره هاي مذكور بر روي 

توسط  تاييد شدهثبت شده ( )Aeromonas hydrophila( باكتري آئروموناس هيدروفيلاكان تهيه امبا توجه به عدم 

دركشور در اين مطالعه باكتري مذكور از ماهيان خاوياري مشكوك به بيماري  )آزمايشات مولكولي

م انجا و DNAجداسازي و پس از شناسايي توسط آزمايشات بيوشميايي نسبت به استخراج  آئرومونيازيس

با  ) Aeromonas hydrophila( تاييد و باكتري آئروموناس هيدروفيلا NSBIتوسط  آزمايشات مولكولي اقدام و نتايج

 inبر اساس مطالعات صورت گرفته در شرايط آزمايشگاهي ( ثبت گرديد. NSBIدر  Gen Bank JX987090كد 

vitro حداقل غلظت مهاركنندگي () در اين تحقيقMICوناس هيدروفيلا توسط عصاره هاي سير و ) باكتري آئروم

) باكتري آئروموناس MBCو حداقل غلظت كشندگي( mg/ml 25/0و mg/ml1آويشن شيرازي به ترتيب 

مطالعات تعيين غلظتهاي نيمه .گرديدتعيين  mg/ml 5/0 و mg/ml2 به ترتيبمذكور هيدروفيلا توسط عصاره هاي 

 96رازي بر روي بچه تاسماهي ايراني نشان داد كه اين مقدار طي ) عصاره هيدروالكلي آويشن شي LC50كشنده (

ميلي گرم در ليتر بوده  44/9933ساعت به ميزان  ميلي گرم در ليتر و در مدت زمان يك 65/766ساعت معادل 

ساعت معادل  96) عصاره هيدروالكلي سير طي مدت LC50است. همچنين بررسي غلظتهاي نيمه كشنده (

  ميلي گرم در ليتر تعيين گرديد.  08/12624ساعت   يك  و در مدت زمان  م در ليترميلي گر 97/1279

عصاره هاي مقادير مختلف  ي تهيه شده از ماهيان تيمار شده باخوننمونه هاي گلبولهاي سفيد تعدادبررسي در 

ي در ميزان ، اختلاف معني دار آمار ) آنها LC50غلظتهاي نيمه كشنده (جهت تعيين  سير و آويشن شيرازي

مقادير  با ها و نيز ائوزينوفيل ها ميزان مونوسيتدر ). ولي  P<0.05مشاهده گرديد( ها و نيز نوتروفيل ها لنفوسيت

پس از انجام مطالعات تعيين .)P>0.05( مشاهده گرديداختلاف معني دار آماري  مختلف عصاره هاي مذكور

ويشن شيرازي و با توجه به نتايج بدست آمده نسبت به غلظتهاي نيمه كشنده عصاره هاي هيدروالكلي سير و آ

انجام مطالعات تعيين غلظتهاي تأثيرگذار عصاره هاي مذكور بر روي باكتري آئروموناس هيدروفيلا اقدام 

ميلي گرم در ليتر عصاره هيدروالكلي آويشن شيرازي  1000تا  400گرديد. در اين بررسي محدوده غلظتهاي 

ان ايراني آلوده شده به باكتري آئروموناس هيدروفيلا از طريق تزريق داخل صفاقي تعيين براي تيمار تاس ماهي

ميلي گرم در ليتر  800اين عصاره طي مدت يكساعت حمام برابر غلظت موثر  بر اساس نتايج حاصل گرديد. 

اسماهيان ايراني مذكور در ت باكتريتعيين گرديد. بمنظور تعيين غلظت مؤثره عصاره هيدروالكلي سير بر روي 
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اين عصاره طي مدت يكساعت حمام برابر غلظت موثر ميلي گرم در ليتر تعيين و 1200تا  600محدوده غلظت 

  ميلي گرم در ليتر محاسبه شد. 1000

تهيه شده از مقاطع بافتي آبشش، كبد و پوست بچه تاسماهيان ايراني كه تحت تأثير غلظتهـاي   اسلايدهايبررسي 

روالكلي سير و آويشن شيرازي در آزمايش مربوط به تعيين غلظتهـاي كشـنده قـرار داشـتند،     مختلف عصاره هيد

برخي از آسيب هاي ميكروسكوپيك نظير پرخوني، چسبندگي در رشـته هـاي آبششـي، نكـروز سـلولي، وجـود       

ي، پرخوني، تورم ابري در هپاتوسيتها ، نكروزسلول عوارضي نظير رنگدانه هاي ملانين رشته هاي اوليه در آبشش،

اتسـاع فضـاي    افزايش رنگدانه هـاي ملانـين و مراكـز ملانـو ماكروفاژهـا در كبـد و نيـز تغييراتـي نظيـر پرخـوني          

  نشان دادند. كليهرا در  گلومرولي و مسدود شدن فضاي بومن، خونريزي، نكروز سلولي، تورم ابري وهيپرتروفي
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  مقدمه-1

  ماهيان مذكور را اجتناب ناپذير نموده است.و پرورش تكثير كاهش روز افزون ذخاير ماهيان خاوياري لزوم 

  از مهمترين عوامل تهديد كننده پرورش متراكم ماهيان از جمله ماهيان خاوياري آلودگي آنها به عوامل بيماريزا  

وناس ماريزاي تهديد كننده تاسماهيان باكتري آئرومبيو در نتيجه بروز تلفات در آنها مي باشد. در ميان عوامل 

كمي بطوريكه بر اساس پروژه بررسي  مي باشد ز اهميت ويژه اي برخوردارا ) Aeromonas hydrophila( هيدروفيلا

و نيز طرح ملي بررسي وضعيت بهداشتي  )1382 ،(شناور و كيفي بچه ماهيان خاوياري از مرحله تكثير تا رهاكرد

 Aeromonas( باكتري آئروموناس هيدروفيلا )1389 ،(شناوركارگاههاي تكثير و پرورش ماهيان خاوياري 

hydrophila(   

 سنمي تواند در طي مراحل مختلف پرورش، ماهيان خاوياري را آلوده نموده و بر اساس شدت آلودگي و 

با توجه به اين امر ضروري است به منظور متفاوت و حتي تلفات گردد.  بالينيماهيان مبتلا منجر به بروز علائم 

با در مراكز تكثير و پرورش ماهيان خاوياري و جلوگيري از بروز تلفات  آئرومونيازيسمبتلا به  درمان ماهيان

استفاده از آنتي بيوتيكها و مواد ضد عفوني كننده  با توجه به مشكلات متعدد گردد.اقدام استفاده از مواد مناسب 

ايجاد آلودگي  ماننددر آبزيان  هيدروفيلا از جمله باكتري آئروموناس شيميايي به منظور كنترل عوامل باكتريايي

لزوم جايگزيني مواد تاثيرات سوء بر مصرف كنندگان ( ايجاد مقاومتهاي دارويي و...)  و نيزهاي زيست محيطي 

گياهان دارويي در پزشكي و دامپزشكي از جمله در بهداشت و بيماريهاي مانند  ماهيت طبيعيمذكور با موادي با 

ات اين پژوهش با هدف بررسي تاثيربا توجه به اين مهم  .يت هاي تحقيقاتي قرارداده استاز اولورا آبزيان 

  تاس ماهي ايراني انجام گرديد. بر باكتري آئروموناس هيدروفيلا درآويشن شيرازي سير و  عصاره هاي

  

   ازيسيبيماري باكتريايي آئرومون -1-1

آئروموناس هيدروفيلا شامل هاي متحرك  وموناسنتيجه تاثير آئر ازيس دريآئرومون باكتريايي بيماري

)Aeromonas hydrophila (، اآئروموناس كاوي ( Aeromonas caviae ) ) و آئروموناس سوبرياAeromonas sobria ( 

ايجاد مي گردد. آئروموناس هاي  ) Aeromonas salmonicida( وگونه غيرمتحرك آئروموناس سالمونيسيدا

  متحرك 

جمله  هاي متحرك از غير هاگ زا مي باشند. آئروموناس و بي هوازي اختياري ،گرم منفي يباكتري ها جزء

حتي انسان بيماريزا  خون گرم و ،اي جانوران آبزي مي باشند و ممكن است در جانوران خون سردهروميكروفل

 ).1375،(سلطاني شديك پاتوزن اجباري ماهي مي با) Aeromonas salmonicida( باشند اما آئروموناس سالمونيسيدا

   Sanarelli توسط 1891 سال در بار اولين براي ) Aeromonas hydrophila( هايدروفيلا آئروموناس باكتري

يكي  باكتري آئروموناس هيدروفيلا ).1375 ،(سلطاني ناميد فوسكوس هيدروفيلوس باسيلوس آنرا كه گرديد جدا

  اين باكتري به عنوان يك عامل بيماريزا در گونه هاي از باكتريهاي مهم در صنعت پرورش ماهي مي باشد . 
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  and Akhlaghi, 2004 .(Imaniمختلف ماهيان آب شيرين و گاهي ماهيان آب شور محسوب مي شود (

اين باكتري مي تواند باعث ايجاد سپتي سمي هموراژيك در گونه هاي مختلف شده و بيماري حاصل از آن در  

). برخي از محققين معتقدند آئروموناس هيدروفيلا يك بيماريزاي فرصت Aoki, 1999( سراسر دنيا گسترش دارد

طلب است و به عنوان يك ارگانيزم همه جايي و نامتجانس مي باشد كه در شرايط استرس يا در ارتباط با عفونت 

موناس توسط ساير پاتوژن ها باعث ايجاد بيماري مي شود در حاليكه گروه ديگر از محققين معتقدند آئرو

باكتري آئروموناس هيدروفيلا در  and Akhlaghi, 2004  .(Imaniهيدروفيلا يك عامل بيماريزاي اوليه مي باشد(

 ( طبيعت به طور گسترده در آب هاي  شيرين در قسمت رسوبات و نيز در دستگاه گوارش ماهي ها وجود دارد

et al., 1995 Sugita.(  

  ين باكتري درگونه هاي مختلف ماهيان پرورشي از جمله كپور ماهيان پرورشيدر ايران در ارتباط با بيماريزايي ا

et al, 1981; Esmaeli and Peighan, 1997; Imani and Akhlaghi, 2004)  Razavilar و ماهيان خاوياري ( 

) تحقيقات مختلفي صورت  1389 ،شناور و همكاران ;1382،و همكاران شناور ;1379،( سلطاني و همكاران

از فلور ميكروبي لوله گوارش  جزئيمي تواند  )Aeromonas hydrophila( آئروموناس هيدروفيلاذيرفته است. پ

دچار استرس گرديده و يا توسط كه مختلف از جمله تاسماهيان با سنين ماهيان در  كه ماهيان محسوب شود

را ايجاد  آئرومونيازيسقرار مي گيرند انگل ها و ساير باكتريها مورد تهاجم  ،عوامل بيماريزاي مانند ويروس ها

   .)1385،(مخير نمايد

  آلودگي با مواد آلي و كمبود اكسيژن بوده  ،زياد تراكم ،شامل دماي بالا آئرومونيازيسعوامل مستعد كننده 

  تيره رنگ شده و بر روي بدن و باله هاي شناي آنها به ويژه در سطح شكمي آئرومونيازيسماهيان مبتلا به و 

  بروز سپتي سمي  ).1385،(مخير نامنظم قرمز ظاهر مي شود يسر و دهان خونريزي هاقسمتهاي نيز در و  

  اثيرات باكتري هاي آئروموناس به حساب آورد. مهمترين ت را مي توان از )Hemorrhagic septicemia( هموراژيك

 مي باشدمحلول ) Hemolysin( ينخونريزي هاي ايجاد شده در اثرآئروموناسهاي متحرك ناشي از تاثير هموليز

مي تواند به صورت  آئرومونيازيس باليني. علائم )1375،(سلطاني موجب جراحات پوستي گردد تكه ممكن اس

وسيع روي  زخمهمراه با نكروز باله ها يا دم تا يك  يك پرخوني سطحي گسترده در ناحيه وسيعي از بدن بيشتر

  ).1375،( سلطاني شتي متغيير باشدبخش چشمگيري از سطوح جانبي تا ناحيه پ

  شده و يا به فرم مزمن با  ذكر بالينيحاد با علائم  ،مي تواند به صورت هاي فوق حاد با علائم كم آئرومونيازيس

ظاهر گردد. در كالبد شكافي ماهيان مبتلا به زخم هاي بزرگي كه براي مدت طولاني وجود دارند 

   آئرومونيازيس

حالتهاي  و پرده صفاقي مشاهده مي گردد كه در روده بند ي احشاء همراه با خونريزي رويدر بيشتر موارد پرخون

  درخشان بوده و چسبندگي فيبريني ايجاد گردد همچنين  احشاء به رنگ قرمز شديد بيماري ممكن است كل

  و عضلات  ها بزرگ و اغلب دچار نكروز گرديده گرد و قرمز بوده و كليه ،طحال از نظر ماكروسكوپيك بزرگ
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. همچنين از ساير علائم باليني مي توان به پرخوني مناطق وسيعي از سطح ممكن است دچار نكروز موضعي شوند

   ).1375 ،(سلطاني خارجي ناحيه خلفي همراه با برآمدگي فلس ها اشاره نمود

  

  در ماهيان  آئرومونيازيسو درمان  كنترل -2-1

ي از آلودگي هاي ماهي ها از جمله تاس ماهيان به باكتريهاي گروه با توجه به خسارات و تلفات گسترده ناش

آئروموناس خصوصا آئروموناس هيدرفيلا ضروري است نسبت به كنترل و درمان ماهيان آلوده به باكتري هاي 

  اقدام گردد. مذكور

و نيز عوامل  عوامل استرس زا ( بدون حذف عوامل اوليه ايجاد كننده بيماري آئرومونيازيس اختصاصيدرمان 

اصلاح و بهبود  ).1375،(سلطاني ) از ارزش اندكي برخوردار است انگلي و باكتريايي ،بيماريزاي ويروسي

شرايط محيطي و از بين بردن عوامل استرس زا بويژه كاهش مواد آلي آب پرورشي و نيز درجه حرارت در 

كنترل و منظور به  ).1385،مخير وثر باشد(مي تواند م آئرومونيازيستقليل ضايعات ناشي از  صورت امكان در

  مي گردد. استفادمختلفي در ماهي از روشهاي  آئرومونيازيسدرمان 

ميـان   در آنتـي ژنـي   عتنـو با توجه بـه  واكسيناسيون يك روش انتخابي جهت پيشگيري از بروز بيماري مي باشد. 

برابر يك گونه خاص از ايـن بـاكتري    اد مقاومت درجاي استفاده از واكسن و صورتآئروموناسهاي متحرك در 

ساير گونه ها وجود ندارد.در حال حاضر از مـواد شـيميايي مختلفـي جهـت از      در برابرها احتمال ايجاد محافظت 

جهت از بـين   دقيقه 2تا  1هزار به مدت  2در  1سولفات مس  استفاده مي شود. بين بردن باكتري هاي آئروموناس

درصـد بـا    5/2يك ليتر محلول سـبز مالاشـيت    همچنين مخلوطد .درمي گاستفاده  بردن باكتري هاي آئروموناس

زيسـت   تاثيرات سوءبه با توجه  كهاستفاده مي گردد نيز جهت نابودي باكتري هاي آئروموناس يك ليتر فرمالين 

بـه   تلاش گرديده اسـت نسـبت  جمله اين تحقيق  از انجام شده يقات مختلفقتحدر  محلول سبز مالاشيتمحيطي 

  . زيست محيطي هستند اقدام گردد جايگزيني آن با مواد با منشاء طبيعي كه فاقد تاثيرات سوء

انواع بيماريهاي باكتريايي مي تواند در نابودي باكتريهاي سايراستفاده از انواع آنتي بيو تيكها همانند درمان 

ميلي گرم به ازاء هر  55ي به نسبت مصرف اكسي تتراسايكلين در غذاي ماهيان پرورش. موثر باشدآئروموناس 

روز مي تواندمفيد واقع شود.درمان با سولفامرازين بدين ترتيب انجام مي  10كيلوگرم ماهي در روز براي مدت 

ميلي گرم به هر كيلوگرم ماهي به غذا اضافه مي شود و سپس  264گيرد كه در سه روز متوالي روزانه به ميزان 

تاكامي،  (آذري روز ادامه مي يابد 11رم به ازاء هر كليوگرم ماهي در روز به مدت ميلي گ 154درمان به ميزان 

آبزيان  پرورش در ها عفونت گونه اين درمان معمول ميكروبي روش ضد مواد و بيوتيكها آنتي از استفاده .)1376

 بافت در دارو اقيماندهب مسئله ها، ميكروارگانيزم مقاوم در هاي سويه ايجاد درماني روش اين مي باشد. متعاقب

 از ممانعت موجب شيميايي مواد اين ديگر از طرف. نيست انتظار از دور محيطي زيست مشكلات و هاي ماهي

 هستند ماهي سلامتي بر مفيدي اثرات داراي خود كه شوند مي ماهي گوارش دستگاه باكتريايي رشد فلور
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)Mesalhy Aly et al., 2008(. مشكلات زيست جمله از ها بيوتيك آنتي جانبي عوارض همچنين با توجه به ساير 

 ها كه باكتري استفاده از پروبيوتيك تجويز آنها اجرايي و مشكلات گراني روده، و آب فلور تخريب محيطي،

 درمان عنوان جايگزين نمايند به را تحريك ميزبان ايمني سيستم سلامتي هستند و قادرند بر مفيد اثرات با هاي

 يا و درمان از ناشي مشكلات از بسياري تواند مي ها ن آ از استفاده رسد مي نظر و به گرديده مطرح يبيوتيك آنتي

شيميايي مانند لواميزول و  ايمني هاي محركهمچنين استفاده از  (Fuller, 1989). مرتفع سازد را بيماري كنترل

 نيز بكارگيريديجيتاتا بدست مي آيد  جلبك لاميناريا محرك هاي حاصل از مواد طبيعي مانند آرگوسان كه از

 و ها بيماري مقابل در مقاومت ايجاد قدرت ايمني و افزايش منظور گياهي مانند سرخارگل به ايمني هاي محرك

  ).Iwama , 1996 ; Raa ,1996 Yuan et al., 2008 ;( است يافته زيادي كاربرد ماهي ها در رشد بهبود فاكتورهاي

مواد ضد عفوني كننده شيميايي و آنتي بيوتيكها در كنترل و نابودي باكتري ،ها علاوه بر تاثير واكسن 

تفاده سا در كنترل و نابودي باكتري آئروموناس هيدروفيلاتوان  نيز ميآئروموناس هيدروفيلا از ساير مواد 

  .امروزه استفادهنمود

مورد توجه قرارگرفته  -ل ميكروبيآن جهت نابودي عوامبا توجه به كاربرد وسيع  -ذرات  از فن آوري نانو 

همچنين وامل باكتريايي اشاره نمود.عدر كنترل و نابودي  كه از جمله مي توان به كاربرد نانو ذرات نقره است

  استفاده از 

  نابودي عوامل باكتريايي  دركه  مي باشندگياهان دارويي از ديگر روشهايي برخي از انواع جلبها و فرآورده هاي 

بر  مواد ضد عفوني كننده شيمياييعوارض سوء اثرات سوء زيست محيطي و نيز با توجه به . موثر باشندمي توانند 

انواع آنتي بيوتيكها (شريف  بكارگيري نامناسب به دليل سويه هاي مقاوم باكترياييايجاد  نيز و روي انسان

ت كنترل و نابودي عوامل باكتريايي گياهان دارويي جه فرآورده هاي استفاده از طي ساليان اخير )1383روحاني،

   .بيماريزا در آبزيان مورد توجه قرار گرفته است

  

  باكترياييدر كنترل و نابودي عوامل  گياه دارويي آويشن شيرازي و سيرتاثير  -3-1

ر طب يكي از شناخته شده ترين گياهان دارويي د Zataria multiflora از گياهان تيره لابياته با نام علمي» آويشن«

دارويي  سانتي متر است داراي خواص 40سنتي ايران و اروپا مي باشد. اين گياه علفي معطر كه طول آن حدود

بسياري است. روغن سفيد آويشن، تنتور و عصاره مايع آن بعنوان تركيبات معطر در فراورده هاي غذايي كاربرد 

ه آن مي باشد. در طب سنتي از اين گياه دارد. قسمت هاي درماني اين گياه سرشاخه ها و برگهاي خشك شد

در انسان و ضد نفخ  آنفلوانزابعنوان ضد اسپاسم، درمان سياه سرفه، برونشيت، عفونت ريه، سرماخوردگي، 

استفاده مي شود. دم كرده آن نيز براي درمان عفونت گوش مياني، نفخ و تهوع استفاده مي شود. عصاره آويشن 

م كاربرد دارد. ضماد آويشن براي نيش و گزيدگي حشرات مؤثر است. روغن آن براي درمان آس» تيمول«بنام 

بطور گسترده  و مصرف خوراكي ندارد. فرآورده هاي دارويي مختلفي از اين گياه ساخته شده و سمي است
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 ، قطره توسيوين(Tussi-gol) ،قطره توسيگلTussian)( شربت توسيان مورد مصرف بيماران واقع مي شود.

(Tussivin)قطره تيم آرتا ، )Thymarta( و شربت تيمكسThymex)(  ًاز اشكال دارويي آويشن مي باشد كه عمدتا

بطوريكه  باكتريايي نيز گزارش شده است. ازآويشن خواص ضد بعنوان ضد سرفه و خلط آور مصرف مي شوند.

نسبت به آمپي آن بيشتر  ) ( bactericidal باكتريسيدال اثر نشان دهنده استفاده از روغن اين ماده در محيط كشت

 .مي باشد (Staphylococcus aureus)استافيلوكوكوس اورئوس و E.coli)(اشريشيا كليباكتريهاي  عليه  سيلين

باكتريايي غلظتهاي مختلف اسانس تعدادي از  طي بررسي خواص ضد 1382همكاران در سال  محسن زاده و

 روي باكتريهايي MICكه اسانس آويشن بيشترين اثر ضد باكتريايي با روش گياهان دارويي كشور بيان نمودند

و (Bacillus cereus) ، باسيلوس سرئوس(Staphylococcus aureus) استافيلوكوكوس اورئوس ، E.coli)اشريشيا كلي(

دهنده  را داشته است. نتايج حاصل از آزمايشات نشان )Pseudomonas ) aeruginosa سود وموناس ائروژينوزا

در آويشن مي باشد. در  Tannin)(و تانن ) (Flavonoid ، فلاونوئيد (Saponin)ساپونين ،Alkaloid)(وجود الكالوئيد

خصوص اثرات ضد انگلي آويشن شيرازي مطالعه بسيار كمي صورت گرفته است. شيراني بيدآبادي در سال 

بومادران و بره موم در  آويشن شيرازي وتأثير مخلوط عصاره هاي هيدروالكلي ، تحقيقي تحت عنوان 1387

ضد قارچي اسانس  اتاجرا نموده است. مقايسه اثر مدل حيوانيدر را  ليشمانيوز جلدي روستايي انگل درمان

روي قارچهاي كانديدا  )(Nystatinنيستاتينآويشن اثر قويتري نسبت به  نشان داد (Nystatin) آويشن و نيستاتين

تريكوفايتون منتاگريفايتيس  و Aspergillus flavus)( ،آسپرژيلوس فلاووس(Candida albicans)البيكنس

Trichophyton mentagrophytes) ( .گونه ديگري از آويشن كه داراي مواد مؤثره تيمول همچنين در بررسيدارد) 

(Thymolكارواكرول،)(Carvacrol نيستاتين بوده است اثرات قويتري نسبت بهNystatin)( لوس روي آسپرژي

   ).1366مشاهده شده است (جعفرزاده خسروي ، )Aspergillus fumigates( فوميگاتوس

سوابق تحقيق در زمينه تأثير اسانس آويشن در آبزيان در داخل كشور منحصر به چندين تحقيق مي باشد كه از 

بررسي كاربرد  ، با عنوان1383آن جمله مي توان به پروژه پايان نامه دكتراي تخصصي شريف روحاني در سال

كنترل آلودگيهاي قارچي تخم قزل آلا  اشاره نمود در اين تحقيق چندين اسانس گياهي از  اسانسهاي گياهي در

نيز بر روي تخم و  MIC ) با تكنيك حداقل غلظت مهار كنندگي in vitroجمله آويشن در بررسي آزمايشگاهي (

تند. از ديگر تحقيقات صورت گرفته در ارتباط با تأثير ) مورد بررسي تجربي قرار گرف in vivo( هاي قزل آلا

 1386آويشن شيرازي در آبزيان در ايران مي توان به مطالعات انجام شده توسط آهنگرزاده و همكاران در سال 

تحت عنوان بررسي اثر آويشن شيرازي برروي تعداد كل باكتري و قارچ در مرحله انكوباسيون تخم ماهي كپور، 

ضد باكتريايي برخي عصاره هاي گياهي بر باكتري  اتاثر مطالعهبا عنوان   1389همكاران در سال عليشاهي و 

تحت عنوان ارزيابي اثرات اسانس آويشن شيرازي بر  1388سلطاني و همكاران در سال  ،آئروموناس هيدروفيلا 

اكسيژنه و مالاشيت گرين، ميزان تفريخ تخم قزل آلاي رنگين كمان و درصد بقاي لارو آن در مقايسه با آب 
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Sharif Rohani  تحت عنوان بررسي تأثير خوراكي مقادير مختلف اسانس آويشن  2013 و همكاران در سال

 خوني و سرمي تاسماهي ايراني اشاره نمود.  فراسنجه هايشيرازي بر روي برخي از 

به  تا كنون گذشته از  كهه با پيازي مركب گياهي است دو سال، Garlicو نام لاتين  Allium sativumبا نام علمي سير 

مورد  2640، حداقل 2006سال  تا چاشني غذايي به كار برده مي شود. عنوان يكي از گياهان مهم دارويي و

مطالعه علمي از جنبه هاي مختلف شيميايي، فارماكولوژي، باليني و اپيدميولوژيكي بر روي سير انجام شده است. 

  بر روي سير در زمينه اثرات ضد ميكروبي، اثرات ضد سرطان، كاهش ميزان  يبالين مطالعات فارماكولوژي و

مهمترين تركيب سيركه  .استقند خون، تحريك سيستم ايمني، اثرات ضد التهابي و آنتي اكسيداني انجام شده 

طعم گزنده همان جزئي از سير است كه سبب تندي و  آليسيناست.(Allicin) خاصيت آنتي بيوتيكي دارد آليسين

يك ماده دارويي قدرتمند است كه در برابر باكتريها،  آليسينو خاصيت آنتي بيوتيكي سير مي شود. 

است و در درجه  شكننده ايكند. آليسين ماده  ويروسها،كپكها، مخمرها و ارگانيسم هاي ديگر مقاومت مي

سير بعنوان يك ماده  ،لعاتبرخي از مطادر ساعت تركيبهاي ديگري مي سازد.  24حرارت اتاق در مدت 

) مورد استفاده Oreochromis niloticusو بهبود دهنده تغذيه و كارايي غذا در ماهي تيلاپياي نيل( محرك رشد

تازه  ). مطالعات متعددي مبني بر خواص ضد ميكروبي سير etal.,2002 ; Shalaby etal.,2006 Diabقرارگرفته است(

بر ضد باكتري هاي بيماريزاي مختلف و نيز اثر آن بر بيماريهاي  عصاره خشك شده سير بصورت پودرو 

  ).Weber etal., 1992) و ويروس هاي بيماريزا انجام شده است (Adetumbi etal., 1986قارچي(

Han   آنتي بيوتيكي يك ميلي گرم آليسين، معادل  اعلام كردند كه خواص 1995و همكاران در سالIU 15  

سير خرد يا له شده همراه ساير عصاره هاي گياهي آثار پيشگيري كننده مناسبي بر عليه پني سيلين مي باشد.  

 Adetumbi( باشدمي و در بهبود ايمني ماهي نيز مؤثر دارا مي باشد عوامل بيماريزاي  ماهي نظير باكتري و قارچ 

etal., 1986; Corzo-Martinez etal., 2007; Ress etal., 1993 ساني نقش سير در كاهش كلسترولمطالعات ان ). در 

  ). Adler and Holub,1997( و نيز كاهش فشار خون اثبات گرديد )LDL-Cكل، ليپوپروتئين كم چگال خون (

تأثير مصرف پودر سير بر كاهش تجمع چربي ها در كبد، افزايش ميزان اسيدهاي صفراوي در خصوص همچنين 

ي، بهبود رشد، تغذيه، بقاء و افزايش پاسخ هاي ايمني در دفعي و نيز افزايش ميزان ظرفيت آنتي اكسيدان

 ;Diab etal., 2002; Dudek etal., 2006هايي صورت گرفته است( همستر،اهي و خوك (در مدلهاي حيواني) بررسي

Yaoling etal.,1998.(   

  ،رد شدهموجود در سير خ S-allyl cysteinمحققين نشان دادند كه تركيب  ،در ارتباط با سيستم ايمني

   .(Sumiyoshi,1997) از متابوليسم سلولهاي سرطاني جلوگيري كرده و باعث بهبود پاسخهاي ايمني مي شود 

در مطالعه اي بررسي اثر اسانس سير به عنوان يك ماده محرك سيستم ايمني، بر شاخصهاي هماتولوژي و ايمني 

). همچنين در ارتباط 1390 ،تاني و همكاران(تنگسمورد بررسي قرار گرفت ماهي جوان پرورشي  سلولي در فيل

در ارتباط با تأثير سير  2000و همكاران در سال  Madsenبا تأثيرات ضد انگلي سير در آبزيان ميتوان به مطالعات 
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  Chiamanatاشاره نمود.ضمناً ).Tricodina sp ( ) به انگل تريكوديناAnguilla anguillaدر كنترل آلودگي  مارماهي (

در تحقيقي كوتاه اثر سير خام را بمنظور حذف انگل تك ياخته اي تريكودينا در بچه  2005اران در سال و همك

مطالعه اي در  2003در سال و همكاران  Buchmann) بررسي نمودند. Oreochromis niloticusماهيان تيلاپيا  (

 Ichthyophthirius(انگل ايك خصوص مقايسه اثربخشي پركربنات سديم و عصاره سير بمنظور از بين بردن 

multifiliis  ( .انجام دادندSoko وBarker  طي تحقيقي، اثر بخشي سير له شده را بمنظور درمان   2005نيز در سال

و همكاران  Bartolome) در ماهيان جوان تيلاپيا مورد مطالعه قراردادند. همچنين Ichthyophthirius multifiliisايك (

بمنظور  )Black Mollyالعه اي اثرات افزودن عصاره الكلي سير خام به غذاي مولي سياه (در مط 2007در سال 

   را بررسي نمودند. Ichthyophthiriasis)(زيسويتريوفيكتياپيشگيري از 

  

  اهداف تحقيق -4-1

  اين تحقيق به منظور دستيابي به اهداف ذيل صورت پذيرفت :

  شيرازي در كنترل و نابودي باكتري آئروموناس هيدروفيلا اثربخشي عصاره هاي سير و آويشن بررسي ـ 1

بچه  منظور مبارزه با باكتري آئروموناس هيدروفيلا دره مناسب عصاره هاي مورد مطالعه ب مقاديرـ تعيين 2

  تاسماهي ايراني 

معرفي موثرترين عصاره گياهي از بين عصاره هاي گياهي مورد بررسي به منظور جايگزيني با آنتي  -3

  بيوتيكهاي مورد استفاده برعليه باكتري آئروموناس هيدروفيلا در بچه تاسماهي ايراني 
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  مواد و روش كار -2

  انجـام گرديـد. درمرحلـه اول   تاسـماهيان دريـاي خـزر    تحقيقات بين المللي  موسسهاين تحقيق طي دو مرحله در 

روفيلا از ماهيـان مشـكوك بـه بيمـاري     نسبت بـه جداسـازي و شناسـايي بـاكتري آئرومونـاس هيـد       )1390(سال  

عصاره هـاي هيـدروالكلي   ) MBC و كشندگي () MICتعيين حداقل غلظتهاي مهاركنندگي ( و نيز آئرومونيازيس

  گرديد. اقدام در باكتري آئروموناس هيدروفيلاسير و آويشن شيرازي 

غلظتهـاي مـؤثره  عصـاره هـاي      ) پس از مشخص شدن نتايج سال اول، اقدام بـه تعيـين  1391در مرحله دوم (سال 

بررسـي    و نيـز  درمان تاسماهيان ايراني آلوده شده به باكتري آئروموناس هيدروفيلا بـه روش تجربـي   مذكور در 

  .  عصاره هاي مورد مطالعه بر روي ماهيان گروه هاي تيمار صورت پذيرفت  هيستوپاتولوژي تاثيرات 

  

  مواد مورد استفاده  -1-2

 ي مواد مصرف -1-1-2

  مواد مصرفي در اين پروژه عبارتند از:

، لام ، لامل، تيغ اسكالپل، *، عصاره هاي هيدروالكلي سير و آويشن شيرازيگرمي 5تا  3بچه تاسماهي ايراني

بوتانول، اتانول ، اسيداستيك، اسيد پيكريك،  -1پنبه، فرمالين، پارافين، بوئن، گزيلل، هماتوكسيلين، ائوزين، 

 Tryptic Soyمحيط كشت  هاي خوني گيمسا،فيزيولوژي، هپارين، محلول رنگ آميزي سلول پارچه تنظيف، سرم

Broth   ) TSB(، محيط كشتTryptic Soy Agar ) TSA(  ،محيط كشتMueller Hinton Agar ، محيط

، ، پليت استريل، دستكش ، آب مقطر اتانول،  ،باكتري آئروموناس هيدروفيلا Mueller Hinton Brothكشت

  رسمپلر ، سرنگس

  

 مواد غير مصرفي-2-1-2

  وسايل و تجهيزات بكار رفته در اين پروژه عبارتند از:

، لوپ آزمايشگاهي، وان نيم تني، وان دو تني،  50iگرم ، ميكروسكوپ نيكون  01/0ترازوي ديجيتال با دقت

، بشر مدرج، استوانه مدرج، متر ديجيتال ، ترمومتر ديجيتال، سطل پلاستيكي، سمپلر pHاكسيژن متر ديجيتال ، 

،دستگاه )Laminar Hood(هود استريل لامينار ،پوآر، پيپت مدرج، ظروف نمونه برداري، ساعت آزمايشگاهي

 Volumetric) الن حجمي يا بالن ژوژهب(آون)، انكوباتور يخچال دار، بشر، هيتر ، بالن، فور ، Memertانكوباتور 

flask) بن ماري ، (water bath) ، تعلقات مربوطه، ساچوك، ظروف پتري.تك هاي پلاستيكي، آكواريوم و متش  
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  ويشن شيرازي بمنظور بررسي كيفيت تهيه نمونه عصاره هاي سير و آ *

بمنظور تهيه عصاره هاي سير و آويشن شيرازي تماسها و مكاتبات متعددي با شركتهاي فعال در اين زمينه انجام 

حلاليت عصاره ها در آب مورد بررسي قرار گرفت. با توجه به نتايج بررسيها گرفت. پس از اخذ نمونه ها ميزان 

 (سازمان جهاني كيفيت) IQnetو  ISO 9001 ،ISO 14001  ،HACCPبه دارا بودن استانداردهاي بين المللي و نيز نظر

صاره بعنوان تأمين كننده عاين شركت ، شركت كشت و صنعت و فرآوري گياهان دارويي سها جيسا توسط 

     .سير و آويشن شيرازي انتخاب گرديدهيدروالكلي هاي 

  

  ي عصاره هيدروالكلي آويشن شيرازيروش عصاره گيري و آزمايشات كمي و كيف -2-2

 فرآوري گياهان دارويي سها جيسادر شركت از گياه آويشن شيرازي مورد استفاده در اين مطالعه عصاره گيري 

 :صورت پذيرفتبشرح ذيل 

  عصاره گيري  روش -فال

درجه سانتيگراد  40درجه و در دماي  55، با استفاده از اتانول percolation) ( عصاره گيري به روش پركولاسيون

استفاده شد. عصاره  1: 9متغير بوده كه در اين حالت از نسبت  1:  10تا  1:  7انجام گرفت. نسبت گياه به حلال 

، عصاره حاصله )Filtration( س از خاتمه عصاره گيري و فيلتراسيونساعت انجام گرفت و پ 5تا  4گيري به مدت 

  پاستوريزه گرديد. 
  روش و نتيجه آزمايشات كنترل كيفي : -ب

  ميكروليتر از عصاره، مستقيماً بر روي پليت لكه گذاري گرديد. 20آماده سازي محلول نمونه:  -ب-1

ميلي گرم بر ميلي ليتر تهيه شد (حجم مورد استفاده  1/0ت استاندارد تيمول با غلظآماده سازي استاندارد:  -ب -2

  ميكروليتر مي باشد). 20براي لكه گذاري 

  TLC :      TLC plastic sheets silica gel 60 F254مشخصات 

 Ethyl acetate : Toluene (7 : 93)      فاز متحرك :

  تهيه معرف وانيلين :  

 وانيلين يك درصد اتانولي -1

 درصد اتانولي 5ك اسيد سولفوري -2

معرف فوق به دو صورت استفاده مي شود، يا ابتدا محلول شماره يك اسپري مي شود كه پس از خشك شدن 

  محلول شماره دو اسپري مي گردد يا اينكه محلول يك و دو ابتدا مخلوط شده و سپس بر روي صفحه اسپري

د بصورت تازه مصرف گردد و آب نيز نداشته مي گردد. نكته قابل توجه در اين فرايند اين است كه معرف باي

  باشد.
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  روش كار:

  ، در حرارت ، پليت را خشك نمودهپليت را داخل تانك اشباع قرار داده پس از پيشروي حلال به اندازه مناسب

درجه سانتيگراد يا در جريان هواي گرم، معرف وانيلين بر روي آن اسپري مي شود. پس از اين فرايند،  100

    بين لكه ها در ناحيه مرئي قابل ملاحظه مي باشد.مطابقت 

  

  آناليز عصاره هيدروالكلي آويشن شيرازي توليد شده –1جدول 
SOHA JISSA Co. 

Plentation Industries & Processing of Medicinal Plants 

Batch No.025  Certificate of Analysis: Zataria 

multiflora  Doc.No.F.0439  

Result  Standard  Method  Test  
Brown Ligth brown-Dark brown Organoleptic Color 

Natural odor Natural odor Organoleptic  Odor 

2.95% 1.5% - 4% BP2009 Dry residue (100-105°c/2h) 
0.97 0.96 – 0.99 BP2009 Density 
5.34 4.5 – 6.5 BP2009 pH 
19% 10% - 20% In house Alcohol contents 

Conform Conform TLC Identification 
111.1 mg/100cc 85 – 120 mg/100cc DAB10 Assay(Total phenolic as thymol)  
Max. 10

2 
per ml Max. 10

2 
per ml USP32 Total bacterial count  

0 0 USP32 Total mould and yeasts  
Absent  Absent USP32 Staphylococcus aureus  
Absent Absent USP32 Pseudomonas aeroginosa  
Absent Absent USP32 Salmonella  
Absent Absent USP32 E. coli  

  

  روش عصاره گيري و آزمايشات كيفي عصاره هيدروالكلي سير:  -3-2
  روش عصاره گيري: -الف

) 55/45د با محلول آب/ اتانول (درجه سانتيگرا 40، در دماي percolation) ( عصاره گيري به روش پركولاسيون

استفاده شد. عصاره  1:  8متغير بوده كه در اين حالت از نسبت  1:  9تا  1:  5انجام گرفت. نسبت گياه به حلال 

و فيلتراسيون  ، عمليات پاستوريزاسيونساعت انجام گرفت و پس از خاتمه عصاره گيري 10تا  8گيري به مدت 

  انجام گرديد. 
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  جه آزمايشات كنترل كيفي:روش و نتي -ب

استخراج نموده و پس از  CH2Cl2 )( كلرومتان ميلي ليتر دي 20تا  5ميلي ليتر عصاره را با  20: مقدار  TLCتست 
   عبور از روي محلول سولفات سديم،در ظرف مناسب جمع آوري مي نماييم. نمونه استخراج شده را بر روي

درجه سانتيگراد تغليظ نموده،تا نمونه كاملاً خشك شود. نمونه حاصله  40با دماي حداكثر (water bath) بن ماري
ميلي ليترمتانول حل نموده و از اين محلول براي لكه گذاري استفاده مي نماييم.حجم مورد استفاده  2تا 1را در

  ميكروليتر مي باشد.  20بمنظور لكه گذاري 
  TLC :      TLC aluminium sheets silica gel 60 F254مشخصات 

 Ethyl acetate : Toluene (30 : 100)      فاز متحرك :

نموده و پس از حل CH3COOH) (ميلي ليتر اسيد استيك گلاسيال  40گرم وانيلين را در  8/0 آماده سازي معرف:
   ، كاملاً مخلوط مي نماييم.ميلي ليتر اسيد سولفوريك 2افزودن 

  روش كار: 
را  TLCصفحه  ،قرار داده پس از پيشروي حلال به اندازه مناسب نك اشباعپليت لكه گذاري شده را داخل تا

دقيقه در  5تا  3مي نماييم. بر روي پليت گرم، معرف را اسپري نموده و سپس به مدت خشك خارج نموده و 
 درجه سانتيگراد قرار مي دهيم. در اين حالت حضور آليسين در نمونه (نزديك به جبهه حلال)يا در 110دماي 

جريان هواي گرم، معرف وانيلين بر روي آن اسپري مي شود. پس از اين فرايند، مطابقت بين لكه ها در ناحيه 
     مرئي قابل ملاحظه مي باشد.

  آناليز عصاره هيدروالكلي سير توليد شده –2 جدول

  

  
SOHA JISSA Co.Plentation Industries & Processing of Medicinal Plants  

Batch No.025  Certificate of Analysis: Allium sativum Doc.No.F.0438  
Result  Standard  Method  Test  
Brown Ligth brown-Dark brown Organoleptic Color 

Natural odor Natural odor Organoleptic  Odor 
3.03% 2% - 4% BP2009 Dry residue(100-105°c/2h) 
0.98 0.85 – 1 BP2009 Density 
6.36 5 – 7 BP2009 pH 
19% 10% - 20% In house Alcohol contents 

Conform Conform TLC Identification 
108.2 mg/100cc 85 – 120 mg/100cc DAB10 Assay  
Max. 10

2 
per ml Max. 10

2 
per ml USP32 Total bacterial count  

0 0 USP32 Total mould and yeasts  
Absent  Absent USP32 Staphylococcus aureus  
Absent Absent USP32 Pseudomonas aeroginosa  
Absent Absent USP32 Salmonella  
Absent Absent USP32 E. coli  
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  به صورت منظور اجراي اين پروژه تحقيقاتي و در راستاي دستيابي به اهداف اين تحقيق، آزمايشات مختلفيه ب

in vitro  وin vivo  شرح ذيل اجرا گرديد: به  

  

  : جداسازي و شناسايي باكتري آئروموناس هيدروفيلا-4-2

كد دار ( تاييد شده توسط آزمايشات بيوشيميايي و  با توجه به ضرورت استفاده از باكتري آئروموناس هيدروفيلا

ازي و مولكولي ) و عدم وجود باكتري كد دار مذكور در مراكز علمي و دانشگاهي كشور نسبت به جداس

  ذيل اقدام گرديد : طي مراحل آئرومونيازيسشناسايي باكتري مورد بررسي از ماهيان مشكوك به 
 

   آئرومونيازيسنمونه برداري و جداسازي باكتري از ماهيان مشكوك به  -1-4-2

  ري مطالعه بـر اسـاس گـزارش بـروز بيمـا      اين دربه منظور جداسازي باكتري آئروموناس هيدروفيلا مورد استفاده 

  و تلفات در ماهيان خاوياري پرورشي در مراكز خصوصـي و نيـز در بخـش تكثيـر و پـرورش موسسـه تحقيقـات       

ماهيان بيمار اقدام و ماهيان داراي و كالبدگشايي بين المللي تاسماهيان درياي خزر نسبت به بررسي علائم باليني  

دم  و شـنا  هـاي  بالـه  قاعـده  و بدن سطح در يشامل خونريزاشاره شده در مطالعات مختلف  آئرومونيازيسعلائم 

 و طحـال  و كليـه  كبـد،  هـا،  رودهدر  همـوراژي  و پرخـوني  آسـيت، ،مخـرج   پـرولاپس ،  شكم زير در بخصوص

 اتيلنـي  پلـي  ظـروف  و هوا كپسول از استفاده با و زنده صورتصفاقي به  پرده و مزانترها روي خونريزي همچنين

شت و بيماريهاي موسسه تحقيقات بـين المللـي تاسـماهيان دريـاي خـزر      بهدا آزمايشگاه به ماهي حمل مخصوص

 ,Austin&Austin  (1993شناسي باكتري بررسي هاي نمونه برداري جهت انجاماستاندارد روشهاي  اساس بر و منتقل

يـان  ماه طحـال  و كليـه  كبـد،  انـدامهاي  از خـالص  كشت تهيه گرديد. براينسبت به نمونه برداري از آنها اقدام  ) 

 سـاعت در  24 -72 مـدت  بـه  هـا  پليـت  استفاده گرديـد سـپس   TSAمحيط كشت از  آئرومونيازيسمشكوك به 

  .شدند گراد انكوبه سانتيدرجه  25گرمخانه 

  

  استفاده از آزمايشات بيوشيميايي شناسايي باكتري هاي جداسازي شده با -2-4-2

 كلنـي هـاي تـك    تـا  اقـددم گرديـد   شتهاي ايزولهك نسبت به تهيه كشت، هاي روي محيط بر باكتري رشد از بعد

 از اسـتفاده  بـا هاي ميكروسكوپي تهيه ونسـبت بـه رنـگ آميـزي آنهـا       لام حاصل تك هاي كلني از .شود حاصل

 هـاي  تسـت  نسـبت بـه انجـام    سـپس با استفاده از ميكروسكوپ نوري اقدام گرديد.   و بررسي گرم آميزي رنگ

نيتـرات   آرژنـين،  اينـدول،  كاتالاز، اكسيداز، ، تحركجهت بررسي  تراقياف كشت هاي محيط تهيه و بيوشيميايي

،O/F ، فروكتـوز،  گلـوكز،  مـالتوز،  سـاكاروز،  هيـدروليزژلاتين،  فسـفاتاز،  ، بتاگالاكتوزيداز H2S،رد، متيـل  ،اوره 

  .گرديد استفادهباكتري جداسازي شده  تشخيص تائيد جهتاينوزيتول  دكربوكسيلاز، اورنيتين
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 تهيه كشت هاي باكتريايي از نمونه هاي تهيه شده از ماهيان مشكوك به آئرومونيازيس-1شكل

  

باكتري آئروموناس هيدروفيلا  )MIC( تعيين حداقل غلظت ممانعت كنندگي از رشد -5-2

  عصاره هاي سير و آويشن شيرازي  توسط

  توسط  ) MIC( آئروموناس هيدروفيلا  باكتريدر اين بررسي به منظور تعيين حداقل غلظت مهار كنندگي رشد 

استفاده ) Vanden etal., 1991 ; Sindambiwe etal., 1999( از روش رقت لوله ايعصاره هاي سير و آويشن شيرازي 

تايي از لوله هاي  10هر يك از عصاره هاي مورد بررسي يك سري  MICگرديد.در اين روش براي تعيين 

لوله براي آزمايش رقت هاي مختلف عصاره و يك لوله به عنوان كنترل  8 .قرار گرفتاستفاده  مورد آزمايش

 Trypticدر محيط كه  باكتري آئروموناس هيدروفيلابه عنوان كنترل منفي بكار رفت. ابتدا نيز مثبت و يك لوله 

Soy Broth  )TSB ( كشت داده شده بود در شرايط استريل به) محيط كشت مولر هينتون براثMueller Hinton 

Broth(  مك فارلند 5/0 با استاندارد حاصل از باكتري كدورت ميزان كهدر لوله هاي آزمايش اضافه گرديد 

)cfu/ml 108×5/1( سپس به لوله هاي حاوي گرديد تنظيم ) محيط كشت مولر هينتون براثMueller Hinton 

Broth(  063/0،  032/0با غلظت هاي ازيسير و آويشن شيرعصاره همراه با باكتري آئروموناس هيدروفيلا  ،

) سپس به مدت  1389(عليشاهي و همكاران، اضافه شد. ميلي گرم در ميلي ليتر 4،  2،  1،  5/0،   25/0، 125/0

 فوق زمان شدن ازسپري بعددرجه سانتي گراد در انكوباسيون نگهداري گرديد و  25ساعت در دماي  24

  در نظر گرفته شد.  MICعنوان بهدر مقايسه با شاهد  بود شفاف كه اي لوله آخرين وغلظت بررسي آنها كدورت
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  باكتري آئروموناس عصاره هاي سير و آويشن شيرازي  )MBCتعيين حداقل غلظت كشندگي ( -6-2

 مولر هينتون آگار  عصاره سير و آويشن شيرازي كه در محيط) MBC(براي تعيين حداقل غلظت كشندگي

Mueller Hinton Agar)( مولر  ن دسته از غلظت هايي كه در محيط كشتآرد بررسي قرار گرفت از محتويات مو

ميلي ليتر برداشت  1 د،به ميزاندنفاقد كدورت بو MICدرآزمايش تعيين )Mueller Hinton Brothهينتون براث (

ها در  به روش خطي كشت داده شد سپس پليت )Mueller Hinton Agarمولر هينتون آگار( و در محيط كشتشده 

، پس از بررسي نتايج كمترين ندساعت نگهداري شد 24درجه سانتي گراد به مدت  25درون انكوباتور در 

  در نظر گرفته شد. )MBC(غلظتي از عصاره كه باكتري در آن رشد نكرده بود به عنوان حداقل غلظت كشندگي

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  ) MIC(  آزماشات تعيين حداقل غلظت مهاركنندگي-2شكل

 باكتري آئروموناس هيدروفيلا توسط عصاره هاي سير و آويش شيرازي  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  )  MBCآزماشات تعيين حداقل غلظت مهاركنندگي ( -3شكل

  باكتري آئروموناس هيدروفيلا توسط عصاره هاي سير و آويش شيرازي 
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  ) Lethal Concentration( اجراي آزمايشات تعيين غلظتهاي كشنده -7-2

بعد از طي  ،بمنظور انجام آزمايشات تعيين غلظتهاي كشنده عصاره هاي هيدروالكلي سير و آويشن شيرازي

ليتري مجهز به سيستم هوادهي منتقل شدند. اين  30، بچه تاسماهيان ايراني به تشتكهاي سازگاري مراحل 

O.E.C.D(TRC,1984)آزمايشات بر اساس 
آزمايشات بصورت استاتيك  (O.E.C.D)صورت گرفت. در اين روش 1

و ميزان مرگ و مير ماهي  نكرده تغيير فرايند آزمون(ثابت) انجام گرديد. بدين معني كه محلول آزمايش در 

  و نيز يك ساعت ثبت گرديد. ساعت 96براي آزمايشات تعيين غلظتهاي كشنده طي 

 60و  45 ، 30  ساعته)و نيز در طي 96 (درآزمايشات  ساعت 96، 72، 48، 24  در طي  تلفات  ميزان  از ثبت  پس

نسبت به تعيين عدد   LC90 , LC50 , LC10 كشنده  هاي دقيقه (در مطالعات يك ساعته) به منظور تعيين غلظت

  اقدام   بكار رفته  هاي غلظت  لگاريتم  ) و نيز تعيينANOVA(  مخصوص  تلفات از جدول ) Probit Value(  پروبيت 

  حل  و براي  ) تشكيلy = a + bxرگرسيون  (  ) معادله خط  (شيب b ) و ( عدد ثابت  a  يببا بدست آوردن  ضرا

و   معادله  ) با حلProbit Value = a + b (LogCقرار گرفت (  در معادله  y جاي   مشخص شده  به  عدد پروبيت  معادله

  روش  و نتايج حاصل به تعيين   LC90 , LC50 , LC10 كشنده هاي غلظت  در معادله LogCاز Anti Log  گرفتن

  Probit analysis  (Finney , 1971) قرار گرفت.  آماري  و تحليل  مورد تجزيه  

  

  

  
  

  LC50نمايي از تشتكها مورد استفاده در آزمايشات تعيين  –4شكل

 

                                                 
1-Organization Economic Cooperation Development  
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  هيدرو الكلي سير و آويشن شيرازي ساعته عصاره هاي  96غلظت هاي نيمه كشنده  -1-7-2

بچه تاسماهيان ايراني در وان هاي فايبر گلاس و نيز عدم مشاهده تلفات در  سازگاريز سپري شدن مراحل پس ا

) عصاره هاي سير و آويشن شيرازي  LC50( تعيين غلظت نيمه كشنده مراحلانجام ، نسبت به آغاز اين ماهيان

ده دامنه دوزهاي قابل استفاده در اقدام گرديد. با توجه به عدم وجود منابع اطلاعاتي در خصوص تعيين محدو

 نياز به انجام آزمايش مقدماتي تعيين دامنه اي از دوزهاي مناسب (، اين دو عصاره در ماهيان LC50آزمايشات 

Pre-LC50 تكرار) كه به روش لگاريتمي  3تيمار (هر تيمار با  7) بود كه اين كار طي دو مرحله و در هر مرحله با

تيمار (هر  7با انتخاب  LC50را گرديد. در نهايت پس از تعيين دامنه دوزها، آزمايش اصلي تعيين گرديده بودند اج

تكرار) براي هريك از عصاره هاي هيدرو الكلي سير و آويشن شيرازي به اجرا درآمد و نتايج كليه  3تيمار با 

  مراحل جهت تجزيه و تحليل ثبت گرديد.

  

  شيرازي ره هاي هيدرو الكلي سير و آويشن كشنده يك ساعته عصانيمه غلظتهاي  -2-7-2

با توجه به اينكه در نظر است دوز ها و غلظتهاي مؤثر اين عصاره ها  طي مدت يك ساعت تعيين گردد، بدين 

منظور لزوم تعيين اثرات غلظت هاي كشنده اين عصاره ها طي مدت يك ساعت وجود داشت. لذا اين امر با 

) انجام گرديد. پس از Pre-LC50تعيين دامنه اي از دوزهاي مناسب  ( اجراي يك مرحله آزمايش مقدماتي

تكرار) كه بروش  3تيمار (هر تيمار با  7با انتخاب  LC50آزمايش اصلي ، مشخص شدن نتايج در اين مرحله 

 لگاريتمي تعيين گرديده بودند براي هريك از عصاره هاي سير و آويشن شيرازي به اجرا درآمد و اطلاعات كليه

ليتري كه مجهز به  30مراحل جهت تجزيه و تحليل نهايي ثبت گرديد. براي انجام اين مطالعات از تشتكهاي 

در وانهاي  سازگاريسيستم هوادهي بودند استفاده گرديد. سپس بچه ماهيان مورد آزمايش كه جهت 

به تشتكها منتقل  وده بساعت قبل از آزمايش غذادهي آنها قطع گرديد 24و فايبرگلاس نگهداري  مي شدند

  . قرار گرفتعدد بچه تاسماهي ايراني  10شدند. بطوريكه در هر تشتك 

  

 ايرانيماهي تاس) به باكتري آئروموناس هيدروفيلا در Challengeايجاد آلودگي تجربي ( -8-2

پس از تهيه  تيمار گروه هاي شاهد و ماهيان در آئروموناس هيدروفيلا باكتري هب به منظور ايجاد آلودگي تجربي

اقدام با استاندارد مك فارلند  cfu/ml109  غلظتنسبت به تهيه   TSBمحيط كشتمذكور در باكتري  كشت

شده را با سمپلر  سانتريفيوژبراي رسيدن به اين غلظت و مقايسه آن با استاندارد مك فارلند باكتري  .گرديد

نموده و اين كار تا يكنواخت آنها را  هم زندستگاه  برداشته و به لوله آزمايش حاوي سرم فيزيولوژي اضافه و با

تهيه شده از باكتري آئروموناس  غلظت. زماني كه كدورت با استاندارد مك فارلند برابر شود ادامه پيدا كرد

 Omima A.E. Aboud( تزريق گروهاي تيمار و شاهد ماهيانبه محوطه صفاقي ميلي ليتر  5/0  هيدروفيلا به ميزان

آلوده شده توسط باكتري مورد  . ماهيانگرديدندليتري منتقل  100 وان هاي پلاستيكيبه مذكور ماهيان  و )2010,
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خونريزي حالي، بي شامل آئرومونيازيس علائم بيمارينيز  و تلفات نظر از ساعت 96تا  بررسي در اين مطالعه

 بررسي مورد غيره و تيرگي پوست،زيرجلدي در اطراف پلاك هاي استخواني و انتهاي باله ها خصوصا باله دمي

  .گرفتند قرار

سير و آويشن  تيمار ماهيان آلوده شده به باكتري آئروموناس هيدروفيلا توسط عصاره -9-2

 شيرازي

عصاره سير و  )MBC) و (MIC(ساعته و نتايج حاصله ازيك  LC50 بر اساس نتايج بدست آمده از آزمايشات

هاي مورد بررسي با هدف تيمار ماهيان آلوده شده به از عصاره ايي غلظت هبه انتخاب  آويشن شيرازي نسبت

 عصاره آويشن شيرازي به منظور درمان ماهيان بيمار با استفاده ازباكتري آئروموناس اقدام گرديد. در اين مطالعه 

   1200و 1000،800،600هاي غلظت عصاره سير توسطو ميلي گرم در ليتر  1000و 400،600،800غلظت هاي

 هاي تيمار و شاهد انتخاب و براي هر كدام از اين گروه ها  مذكورگروه مقاديربر اساس تهيه و  لي گرم در ليترمي

تكرار در نظر گرفته شد . پس از تعيين گروههاي تيمار و شاهد نسبت به حمام ماهيان آلوده شده به باكتري  سه

توسط غلظت هاي مختلف هر شده بود اقدام گرديد) در آنها ظا آئرومونيازيسعلائم ( كه آئروموناس هيدروفيلا 

روز  7روزانه بمدت يك ساعت در طي سها جيساتهيه شده توسط شركت سير و آويشن شيرازي  هاي عصاره

  تلفات ماهيان در گروه هاي شاهد و تيمار روزانه ثبت گرديد. ميزان و تغييرات ظاهري و اقدام 

  

  يشن بر روي فاكتورهاي خوني بررسي تاثير عصاره هاي سير و آو -10-2

  : LC50آزمايشات  طي در بچه تاسماهيان ايرانيمطالعات هماتولوژي  -1-10-2

 تعيين خوني در آزمايشات عواملبمنظور ارزيابي تأثير عصاره هاي هيدروالكلي سير و آويشن شيرازي بر روي 

LC50 بچه تاسماهيان ايراني مورد مطالعه  اندازه اين مطالعه انجام پذيرفت. در اين تحقيق با توجه به كوچك بودن  

عمليات لذا  وجود نداشت (caudal vein))،امكان خونگيري توسط سرنگ از طريق سياهرگ دمي  گرم 3حدود  (

 )1378عامري مهابادي، (به شمارش افتراقي گلبولهاي سفيد  و نسبت دمي انجام قطع ساقه خونگيري از طريق 

  .اقدام گرديد

  

  در ماهيان تيمار و شاهدالعات هماتولوژي مط -2-10-2

تيمار  تاسماهيان ايرانيخوني  عواملبر هاي سير و آويشن شيرازي  جهت بررسي تاثير مقادير مختلف عصاره

قطعه ماهي از هر تكرار) اقدام و  3 درصد نمونه ها ( 30نسبت به خونگيري از  بررسيمورد  هاي شده با عصاره

وارد اپندورف هاي حاوي ماده ضد انعقاد هپارين گرديد. پس از تهيه نمونه هاي  خون بدست آمده بلافاصله

به شرح ذيل انجام  به روش استاندارد (CBC)خون از ماهيان مورد بررسي اندازه گيري شاخص هاي خوني 

  گرديد:
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   Differential leucocyte count (leucogramme)شمارش افتراقي گلبول هاي سفيد -الف

لايه مناسبي از ياخته هاي  خون لكوسيت ها در هر ميلي متر مكعبافتراقي گلبول هاي سفيد يا رش براي شما

ك لام به عنوان گسترش دهنده و لام ديگر كه قطره يخوني روي اسلايدهاي ميكروسكوپي به روش دولامي (

بين دو را م گسترش دو سر لابراي اين منظور . گرديدخون روي آن قرار مي گرفت به نام لام گسترش) تهيه 

 45و با دست ديگر لام گسترش دهنده با زاويه  مي گيردانگشت قرار داده سپس يك قطره خون روي لام قرار 

و گسترشي  شدهبه عقب كشيده و وقتي خون به لبه رسيد لام گسترش دهنده به جلو رانده را درجه قطره خون 

ت جلوگيري از تغيير شكل ياخته ها و تأثير منفي جهدر ادامه . مي آيدبه وجود  اي يكنواخت و پيوسته

در نهايت با  هميكروارگانيسم ها پس از خشك شدن اسميرها، بلافاصله اقدام به تثبيت آنها به وسيله متانول شد

دقيقه رنگ آميزي  60تا  30) لام ها به مدت 1به  9درصد گيمسا (گيمسا به آب مقطر  10استفاده از محلول رقيق 

و  )Klontz, G.W., 1994( هاز خشك شدن در هواي آزاد مورد مطالعه ميكروسكوپي قرار گرفت شدند و پس

) براي هر نمونه تعيين  درصد فراواني هر گروه از لوكوسيتها (نوتروفيل، ائوزينوفيل، لنفوسيت و مونوسيت

   .گرديد

  ) : HCTتعيين غلظت هماتوكريت( -ب

پس از پر كردن لوله هاي موئينه هپارينه از نمونه هاي خون تهيه شده  به منظور اندازه گيري مقادير هماتوكريت

دور در  7000از ماهيان مورد بررسي و بستن آن با خمير مخصوص نسبت به سانتريفيوژ آنها با سرعت حداقل 

ت دقيقه با استفاده از سانتريفيوژ ميكروهماتوكريت اقدام و مقدار حجم سلولي يا هماتوكري 5دقيقه به مدت 

)HCT.هر نمونه محاسبه گرديد (  

  ): Hbتعيين غلظت هموگلوبين ( -ج

با استفاده از كيت مخصوص و به روش  مقدار هموگلوبين هر نمونه خون به روش سيانومت هموگلوبين (

اندازه گيري گرديد در اين روش  JENWAY 6505 UV/Visبا استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر مدلكلرومتريك) 

   ب نور ثبت و غلظت هموگلوبين بر حسب گرم در دسي ليتر محاسبه مي گردد.مقدار جذ

  

   شيرازي آويشنعصاره هاي سير و بررسي تاثيرات هيستوپاتولوژيك  -11-2

روي بچه تاسماهيان ايراني  آويشن شيرازي بر عصاره هاي سير وبه منظور انجام مطالعات هيستوپاتولوژي تاثيرات 

تيمار شده به روش ماهيان  عصاره هاي مذكور درمختلف  مقاديرو تاثيرات  LC50تعيين انگشت قد در آزمايشات 

سـانتي متـر مربـع از     1×1عدد ماهي انتخاب و نسبت به تهيه نمونه هايي بـه ابعـاد    3تكرار  از هر حمام يك ساعته

سـي سـي    40تـوي  پوست، آبشش، كبد، طحال، كليه اقدام نموده سپس نمونه هاي تهيه شده به داخل ظروف مح

سپس  بعد از گذشـت   ساعت به آزمايشگاه بافت شناسي انتقال داده شدند. 24% منتقل و پس از مدت 10فرمالين 

شـده در فرمـالين بـا اسـتفاده از دسـتگاه       تثبيـت نمونـه هـاي    ساعت مجددا فرمالين نمونه ها تعـويض گرديـد.   24
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ي، شفاف سازي و پارافينه شده و با استفاده از دسـتگاه  آب گير (Tisssue processor)  بافتاتوماتيك عمل آوري 

تهيه  گسترش ها ميكرون از آنها تهيه و سپس نسبت به رنگ آميزي 5ميكروتوم مقاطع ميكروسكوپي به ضخامت 

اقدام و مطالعه لامهاي تهيه شده با استفاده از  (H&E)شده از مقاطع ميكروسكوپي به روش هماتوكسيلين و ائوزين

  پ نوري صورت پذيرفت.ميكروسكو

  

  

  

  

  

  

  
  

  

  

  نمونه برداري از آبشش - 5شكل            

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  نمونه برداري از پوست -6 شكل                     
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  برش دادن بافت با استفاده از ميكروتوم -7شكل

  

  
  رنگ آميزي اسلايدهاي بافت آبشش - 8شكل 

  

  يل آماريي داده ها و تجزيه و تحلجمع آور -12-2

پس از خاتمه هر مرحله از آزمايشات و پس از جمع آوري داده ها، بمنظور تجزيه و تحليل آماري و رسم 

و به منظور بررسي توزيع نرمال داده ها در  Excel  2007و    SPSS ver 17.0نمودارهاي مربوطه از نرم افزارهاي 

، One Way Anova اده شد. در اين مطالعه از آزمونهاي استف Kolmogorov-smirnovگروه ها و تكرار ها از آزمون  

نيز از روش   LC50بمنظورانجام محاسبات  .آزمون دانكن، آزمون و ضريب همبستگي پيرسون استفاده گرديد

Probit analysis (Finney, 1971) .استفاده شد  
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  نتايج  -3

   آئرومونيازيسجداسازي باكتري از ماهيان مشكوك به بيماري  -1-3

شــامل  )Noga,2000(داراي علائــم ظــاهري اشــاره شــده در منــابع آئرومونيــازيسماهيــان پرورشــي مشــكوك بــه 

 روده پرخوني علائم داراي گشائي كالبد نظر از دهاني و ناحيه اطراف و مخرج اطراف ها، باله قاعده در خونريزي

   بودند. تجمع مايع در محوطه شكمي و ها

  

  بيوشيميايي هاي جداسازي شده با استفاده از آزمايششناسايي باكتري هاي  -1-1-3

  Gram Stain) (خالص كه به روش گرم رنگ آميزي پرگنه هاينتايج بررسي ميكروسكوپي لام هاي تهيه شده از 

 جداسازي شده گرم منفي بوده و داراي ويژگي هاي ميكروسكوپي باكتريشده بودند نشان داد باكتري 

افتراقي نشان داد باكتري جداسازي  كشت هاي و محيط بيوشيميايي يآزمونهانتايج آئروموناس مي باشد. بررسي 

 ،) Arginin (آرژنين ،) Indol (اندول ،) Catalase (كاتالاز ،) Oxidase( اكسيداز آزمونهايو  بوده  شده متحرك

NO3 ( نيترات
- (،O/Fبتاگالاكتوزيداز ،)β-galactosidase (، مالتوز،گلوكز، ساكاروز، ژلاتين، فسفاتاز،هيدروليز 

 )( رد متيل اوره،ي نهاموآزو مثبت  همگي ي شدهانجام شده جهت شناسايي باكتري جداسازH2S  فروكتوز،

Methyl Red ، دكربوكسيلاز اورنيتين ) (Ornithine decarboxylase ، اينوزيتول ) Inositol  (در اين بررسي همگي 

  .بودند منفي

  

  مولكولي هاي اي جداسازي شده با استفاده از آزمايششناسايي باكتري ه -2-1-3

باكتري جداسازي  DNAبررسي توالي بازهاي آلي موجود در ساختار  NCBIبر اساس نتايج اعلام شده توسط 

باكتري تفريقي  آزمونهاي بيوشيميايي و آزمونهايكه توسط  آئرومونيازيسشده از ماهيان مشكوك به 

باكتري جداسازي شده با باكتري مولكولي از تطابق ويژگي هاي د نموده بود آئروموناس هيدروفيلا را تايي

 NCBIباكتري آئروموناس هيدروفيلا تاييد شده توسط  DNA.نتايج بررسي آئروموناس هيدروفيلا حكايت داشت

  به شرح ذيل مي باشد:

  

  
Aeromonas hydrophila 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
GenBank: JX987090.1 

FASTA Graphics  

Go to: 

LOCUS  JX987090   1407 bp    DNA  linear   
 BCT 13-AUG-2013 

DEFINITION  Aeromonas hydrophila 16S ribosomal RNA gene, partial sequence. 

ACCESSION   JX987090 

VERSION     JX987090.1  GI:441088528 

KEYWORDS    . 

SOURCE      Aeromonas hydrophila 
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ORGANISM  Aeromonas hydrophila 

 Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Aeromonadales; 

 Aeromonadaceae; Aeromonas. 

REFERENCE   1  (bases 1 to 1407) 

TITLE     Identification of Aeromonas hydrophila in sturgeon 

JOURNAL   Unpublished 

REFERENCE   2  (bases 1 to 1407) 

TITLE     Direct Submission 

JOURNAL   Submitted (20-OCT-2012) Disease, International Sturgeon Institute, 

Sade Sangar, Rasht, Guilan, Iran 

COMMENT     ##Assembly-Data-START## 

Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing 

##Assembly-Data-END## 

FEATURES             Location/Qualifiers 
 source          1..1407 

/organism="Aeromonas hydrophila" 
ORIGIN       
1 aaaagttagg ctttgctact tttgccggcg agcggcggac gggtgagtaa tgcctgggga 
61 tctgcccagt cgagggggat aacagttgga aacgactgct aataccgcat acgccctacg 
121 ggggaaagga ggggaccttc gggcctttcg cgattggatg aacccaggtg ggattagcta 
181 gttggtgggg taatggctca ccaaggcgac gatccctagc tggtctgaga ggatgatcag 
241 ccacactgga actgagacac ggtccagact cctacgggag gcagcagtgg ggaatattgc 
301 acaatggggg aaaccctgat gcagccatgc cgcgtgtgtg aagaaggcct tcgggttgta 
361 aagcactttc agcgaggagg aaaggttggc gcctaatacg tgtcaactgt gacgttactc 
421 gcagaagaag caccggctaa ctccgtgcca gcagccgcgg taatacggag ggtgcaagcg 
481 ttaatcggaa ttactgggcg taaagcgcac gcaggcggtt ggataagtta gatgtgaaag 
541 ccccgggctc aacctgggaa ttgcatttaa aactgtccag ctagagtctt gtagaggggg 
601 gtagaattcc aggtgtagcg gtgaaatgcg tagagatctg gaggaatacc ggtggcgaag 
 661 gcggccccct ggacaaagac tgacgctcag gtgcgaaagc gtggggagca aacaggatta 
721 gataccctgg tagtccacgc cgtaaacgat gtcgatttgg aggctgtgtc cttgagacgt 
781 ggcttccgga gctaacgcgt taaatcgacc gcctggggag tacggccgca aggttaaaac 
841 tcaaatgaat tgacgggggc ccgcacaagc ggtggagcat gtggtttaat tcgatgcaac 
901 gcgaagaacc ttacctggcc ttgacatgtc tggaatcctg tagagatacg ggagtgcctt 
 961 cgggaatcag aacacaggtg ctgcatggct gtcgtcagct cgtgtcgtga gatgttgggt 
1021 taagtcccgc aacgagcgca acccctgtcc tttgttgcca gcacgtaatg gtgggaactc 
1081 aagggagact gccggtgata aaccggagga aggtggggat gacgtcaagt catcatggcc 
 1141 cttacggcca gggctacaca cgtgctacaa tggcgcgtac agagggctgc aagctagcga 
 1201 tagtgagcga atcccaaaaa gcgcgtcgta gtccggatcg gagtctgcaa ctcgactccg 
 1261 tgaagtcgga atcgctagta atcgcgaatc agaatgtcgc ggtgaatacg ttcccgggcc 
 1321 ttgtacacac cgcccgtcac accatgggag tgggttgcta ccagaagtag atagcttaac 
 1381 cttcgggagg gcgtctatag gggatag 

  

  

) باكتري MBCندگي(و حداقل غلظت كش )MIC(تعيين حداقل غلظت ممانعت كنندگي  -2-3

 توسط عصاره هاي سير و آويشن شيرازي  هيدروفيلا آئروموناس

توسط  )MIC( از باكتري آئروموناس هيدروفيلاحداقل غلظت ممانعت كنندگي مقادير حاصل  نتايج بر اساس

  برابرترتيب به  (Mueller Hinton Broth) در محيط مولر هينتون براث عصاره هاي آويشن شيرازي و سير

 mg/ml 25/0  وmg/ml1  حداقل غلظت كشندگي(مقادير وMBC باكتري آئروموناس هيدروفيلا توسط عصاره (

تعيين  mg/ml2و  mg/ml 5/0برابر  به ترتيب )(Mueller Hinton agar مولر هينتون آگار در محيطهاي مذكور 

 )MBC(گيكشند غلظت حداقلو  )MIC(حداقل غلظت ممانعت كنندگينتايج بررسي  .)4و 3(جداول گرديد
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اثر ضد باكتري با عصاره سير از در مقايسه  مي دهد عصاره آويشن شيرازينشان باكتري آئروموناس هيدروفيلا 

   .) 4 و 3( جداول  قوي تري بر روي باكتري آئروموناس هيدروفيلا برخوردار مي باشد

  

س هيدروفيلا توسط عصاره هاي سير ) باكتري آئرومونا MICحداقل غلظت ممانعت كننده از رشد(  - 3جدول

  و آويشن شيرازي

شماره 

  لوله

1  2  3  4  5  6  7  8  9  C
- 

C
+ 

مقدار 

عصاره هر 

 لوله

mg/ml  

  

32/0  

  

63/0  

  

125/0  

  

25/0  

  

5/0  

  

1  

  

2  

  

  4  

  

8  

  

  

  عصاره

آويشن 

  شيرازي

  

+  

  

+  

  

+  

  

 -  
MIC 

  

 -  

  

 -  

  

 -  

  

 -  

  

 -  

  

+  

  

 -  

  

  عصاره

  سير

  

+  

  

+  

  

+  

  

+  

  

+  

  

 -  
MIC 

  

 -  

  

 -  

  

 -  

  

+  

  

 -  

  

  

) آئروموناس MBC) و حداقل غلظت كشندگي باكتري( MICحداقل غلظت ممانعت كننده از رشد(  - 4جدول

  هيدروفيلا

  9  8  7  6  5  4  شماره پليت

مقدار عصاره هر 

  mg/ml پليت

  

25/0  

  

5/0  

  

1  

  

2  

  

  4  

  

8  

  

  عصاره

  آويشن شيرازي

  

+  
 

  

 -  
MBC 

  

 -  

  

 -  

  

 -  

  

 -  

  

  عصاره سير

      

+  

  

  

 -  
MBC  

  

 -  

  

 -  

  رشد باكتري در محيط كشت (+)     

  عدم رشد باكتري در محيط كشت )-(     
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  ) MICنتايج آزماشات تعيين حداقل غلظت مهاركنندگي (  -9شكل

 عصاره هاي سير و آويش شيرازي  توسط باكتري آئروموناس هيدروفيلا

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
 

  
  ) MBCندگي ( نتايج آزماشات تعيين حداقل غلظت كشندگي كن -10شكل

  باكتري آئروموناس هيدروفيلا توسط عصاره هاي سير و آويش شيرازي

 توسط هيدروفيلا عصاره هاي سير و آويش شيرازي 
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بچه  درتعيين غلظتهاي نيمه كشنده عصاره هاي هيدروالكلي سير و آويشن شيرازي  -3-3

  تاسماهي ايراني

روژه (( بررسي تاثير عصاره هاي سير و آويشن شيرازي دركنترل با توجه به همزماني اجراي اين تحقيق با اجراي پ

انگل هاي خارجي بچه تاسماهي ايراني)) و نيز مشابه بودن نوع و اندازه بچه ماهيان و نيز يكسان بودن عصاره 

تعيين غلظتهاي نيمه كشنده عصاره هاي هاي سير و آويشن شيرازي مورد استفاده در اين دو تحقيق جهت 

به شرح ذيل استفاده پروژه مذكور  از نتايج بچه تاسماهي ايراني  بر رويلي سير و آويشن شيرازي هيدروالك

  : گرديد

  

بچه تاسماهي  درتعيين غلظتهاي نيمه كشنده عصاره هيدروالكلي آويشن شيرازي  -1-3-3 

  ايراني

هيان ايراني با ميانگين وزني بمنظور تعيين غلظتهاي كشنده عصاره هيدروالكلي آويشن شيرازي بر روي بچه تاسما

ساعت و يك ساعت، ضمن انجام  96سانتيمتر طي دو زمان   17/9 ± 65/0گرم و ميانگين طولي   22/3 ± 51/0

  مربوطه، نمونه برداريهاي لازم هم صورت پذيرفت. هاي آزمايش

  

  ):LC50- 96 h(ساعت  96غلظتهاي نيمه كشنده طي   مطالعه -

) pre-LC50( آزمايشات ابتدايي ،فتن محدوده غلظت عصاره هيدروالكلي آويشن شيرازيدر اين تحقيق بمنظور يا

ميلي گرم در ليتر براي انجام  1400تا  500بر روي بچه تاسماهيان ايراني انجام گرفت و سرانجام محدوده غلظت 

و  1174، 986 ،828، 500،583،694تيمار ( 7نظرگرفته شد. براساس محاسبات لگاريتمي آزمايشات نهايي در

). همچنين 3گروه شاهد مورد ارزيابي قرار گرفت (جدول  ميلي گرم ليتر) در نظر گرفته شد و نسبت به 1400

ساعت محاسبه  96و  72، 48، 24عصاره هيدروالكلي آويشن شيرازي طي مدت زمان  LC90و   LC10،LC50 ميزان

ميلي گرم در ليتر تعيين  65/766روز معادل  4ت اين عصاره طي مد LC50). بر اين اساس ميزان 4گرديد (جدول

حاكي از وجود ارتباط مستقيم (همبستگي قوي و مثبت) بين ) R2( شد. معادله خط رگرسيون و ضريب همبستگي

  ). 4الي  1نمودارهاي  غلظتهاي مورد بررسي با ميزان تلفات بچه تاسماهيان ايراني  مي باشد (

انقباض شديد عضلات و  افزايش ترشح موكوس، تحريك پذيري، عدم تعادل،لحاظ رفتاري علائمي از قبيل  از 

، ساعت 96الي  24انحناي ستون فقرات عمدتاً در غلظتهاي زياد مشاهده شد. نتايج نشان داد كه طي زمانهاي 

 كاهش مي يابد. بدين معني كه مقاومت ماهيها در مدت زمان كوتاه بيشتر بوده و LC90و   LC10،LC50 مقادير

ماهيها توانايي تحمل غلظت بالاتري از عصاره را دارا مي باشند ولي با گذشت زمان مقاومت بچه تاسماهيان 

  ايراني كاهش مي يابد.
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گرمي تاسماهي ايراني  3ـ  5ـ  مقايسه اثر تيمارهاي مختلف آويشن شيرازي روي مرگ و مير بچه ماهيان   5جدول 

  ساعت 96تكرار) طي  3(ميانگين 

  
  روز روي بچه تاسماهي ايراني 4ـ غلظتهاي كشنده آويشن شيرازي در طي  6دول ج

 نام ماده LCمقدار  ساعت 24 ساعت 48 ساعت 72 ساعت 96

12/431  01/466  5/526  71/944  LC10 
آويشن 

  شيرازي
65/766  29/921  58/1285  68/1496  LC50 

64/1363  7/1819  78/2039  28/2370  LC90 

 

 



 ٢٩ .../  �� )Zataria multifloraو �و��� ���از�  ( )��Allium sativumر�� ��
�� ���ر	 ه�� ��� (
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:معادله خط رگرسيون و ضريب همبستگي 1نمودار

probit value  غلظت آويشن شيرازي بر روي  با لگاريتم

  ساعت 24بچه تاسماهيان ايراني در 

:معادله خط رگرسيون و ضريب همبستگي 2نمودار 

probit value  آويشن شيرازي بر  غلظتبا لگاريتم

  ساعت 48روي بچه تاسماهيان ايراني در 
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y = 4.3298x - 7.8353
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:معادله خط رگرسيون آويشن 3نمودار               

  ساعت 72شيرازي بر روي چه تاسماهيان ايراني در 

:معادله خط رگرسيون آويشن 4نمودار              

  ساعت 96شيرازي بر روي بچه تاسماهيان ايراني در 



 ٣١ .../  �� )Zataria multifloraو �و��� ���از�  ( )��Allium sativumر�� ��
�� ���ر	 ه�� ��� (

 

 

 

  )LC50- 1 h(غلظتهاي نيمه كشنده طي يك ساعت  مطالعه -

  بر روي  )pre-LC50( نظور يافتن محدوده غلظت عصاره هيدروالكلي آويشن شيرازي، آزمايشات ابتدايي بم

ميلي گرم در ليتر براي انجام  11000تا  8500بچه تاسماهيان ايراني انجام گرفت و سرانجام محدوده غلظت 

 10550، 10100، 9660، 9260، 8870، 8500تيمار ( 7آزمايشات نهايي تعيين گرديد. بر اساس محاسبات لگاريتمي 

). همچنين 5ميلي گرم ليتر) در نظر گرفته شد و نسبت به گروه شاهد مورد ارزيابي قرار گرفت (جدول  11000و 

دقيقه محاسبه گرديد  60، 45، 30عصاره هيدروالكلي آويشن شيرازي طي مدت زمان  LC90و  LC10،LC50 ميزان

ميلي گرم در ليتر تعيين شد.  44/9933اين عصاره طي مدت يكساعت معادل  LC50). بر اين اساس ميزان 6(جدول 

)  حاكي از وجود ارتباط مستقيم (همبستگي قوي و مثبت) R2(همچنين معادله خط رگرسيون و ضريب همبستگي 

ظ رفتاري لحا ). از 7الي  5نمودارهاي  بين غلظتهاي مورد بررسي با ميزان تلفات بچه تاسماهيان ايراني مي باشد (

علائمي از قبيل افزايش ترشح موكوس در مراحل اوليه آزمايش، تحريك پذيري، تعادل كم، انقباض شديد 

  عضلات و انحناي ستون فقرات عمدتاً در غلظتهاي زياد مشاهده شد. 
 

تاسماهي گرمي  3ـ  5ـ  مقايسه اثر تيمارهاي مختلف آويشن شيرازي روي مرگ و مير بچه ماهيان   7جدول 

  تكرار) طي يك ساعت 3ايراني (ميانگين 

Probit value  لگاريتم

غلظت 

آويشن 

  شيرازي

غلظت  دقيقه 30 دقيقه 45 دقيقه 60 تغييرات نسبت  به شاهد

آويشن 

شيرازي 

(ppm) 

 تيمار
60   

 دقيقه

45   

 دقيقه

30   

 دقيقه

60   

 دقيقه

45   

 دقيقه

30   

 مرده زنده مرده زنده مرده زنده دقيقه

 شاهد 0  0  10  0  10  0  10  0  0  0 0  0  0  0

8877/3  5015/3  5015/3  9294/3 3/13-  7/6-  7/6-  67/8  33/1  33/9  67/0  33/9  67/0  8500  I 

0339/4  5015/3  5015/3  9479/3 7/16-  7/6-  7/6-  33/8  67/1  33/9  67/0  33/9 67/0 8870  II 

3781/4  0339/4  5015/3  9666/3 7/26-  7/16-  7/6-  33/7  67/2  33/8  67/1  33/9  67/0  9260  III 

5684/4  2710/4  7184/3  9850/3  3/33-  3/23-  10-  67/6  33/3  67/7  33/2  9  1  9660  IV 

0000/5  5684/4  7184/3  0043/4  50-  3/33- 10-  5  5  67/6  33/3  9  1  10100  V 

4316/5  8313/4  1584/4  0233/4 7/66-  3/43-  20-  33/3  67/6  67/5  33/4  8  2  10550  VI 

1123/6  1687/5  5684/4  0414/4  7/86-  7/56-  3/33-  33/1  67/8  33/4  67/5  67/6  33/3  11000  VII 

  

  
  ـ غلظتهاي كشنده آويشن شيرازي طي يك ساعت روي بچه تاسماهي ايراني 8جدول 

 

 نام ماده LCمقدار  دقيقه 30 دقيقه 45 دقيقه 60

18/8521  61/8916  95/9444  LC10 

44/9933 آويشن شيرازي  61/10769  86/13100  LC50 

43/11582  68/13007  88/18171  LC90 
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: معادله خط رگرسيون و ضريب همبستگي 5مودارن

probit value  با لگاريتم غلظت آويشن شيرازي بر روي

 دقيقه 30بچه تاسماهيان ايراني در 

 

  

: معادله خط رگرسيون و ضريب همبستگي  6نمودار 

probit value  با لگاريتم غلظت آويشن شيرازي بر روي

  دقيقه 45بچه تاسماهيان ايراني در 
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: معادله خط رگرسيون و ضريب همبستگي 7ودارنم

probit value  غلظت آويشن شيرازي بر روي  با لگاريتم

  دقيقه 60بچه تاسماهيان ايراني در 

  

  كشنده عصاره هيدروالكلي سير بر روي بچه تاسماهي ايراني: نيمه تعيين غلظتهاي  -2-3-3

 22/3 ± 51/0روي بچه تاسماهيان ايراني با ميانگين وزني  بمنظور تعيين غلظتهاي كشنده عصاره هيدروالكلي سير بر

مربوطه،  ساعت و يك ساعت، ضمن انجام آزمايشات 96زمان  سانتيمتر طي دو 17/9 ± 65/0گرم و ميانگين طولي

  نمونه برداريهاي لازم هم صورت پذيرفت.

  

  ):LC50- 96 h( ساعت 96كشنده طي نيمه غلظتهاي   مطالعه -

بر روي بچه ) pre-LC50( بمنظور يافتن محدوده غلظت عصاره هيدروالكلي سير آزمايشات ابتداييدر اين تحقيق 

ميلي گرم در ليتر براي انجام آزمايشات  2000تا  1000تاسماهيان ايراني انجام گرفت و سرانجام محدوده غلظت



 ٣٣ .../  �� )Zataria multifloraو �و��� ���از�  ( )��Allium sativumر�� ��
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ميلي  2000و  1785، 1554، 1391، 1246، 1116، 1000تيمار ( 7نهايي تعيين گرديد. بر اساس محاسبات لگاريتمي 

  ). همچنين ميزان17گرم ليتر) در نظر گرفته شد و نسبت به گروه شاهد مورد ارزيابي قرار گرفت (جدول 

LC10،LC50   وLC90  18ساعت محاسبه گرديد (جدول  96و  72، 48، 24عصاره هيدروالكلي سير طي مدت زمان .(

ميلي گرم در ليتر تعيين شد. همچنين معادله  97/1279روز معادل  4دت اين عصاره طي م LC50 بر اين اساس، ميزان

همبستگي قوي و مثبت) بين غلظتهاي  ) حاكي از وجود ارتباط مستقيم (R2خط رگرسيون و ضريب همبستگي (

  ). 11الي  8مورد بررسي با ميزان تلفات بچه تاسماهيان ايراني مي باشد (نمودارهاي 

از قبيل تشكيل موكوس برروي پوست در غلظتهاي زياد، افزايش فعاليت، گاهي انحناي لحاظ رفتاري علائمي  از

كاهش مي  LC90و   LC10،LC50 ، مقاديرساعت 96الي  24ستون فقرات مشاهده شد. نتايج نشان داد كه طي زمانهاي 

  يابد. 
  

ماندگي بچه تاسماهي ايراني ـ  مقايسه اثر تيمارهاي مختلف عصاره هيدروالكلي سير بر ميزان باز9جدول 

  ساعت 96تكرار) طي  3(ميانگين 

  
  

  روز روي بچه تاسماهي ايراني 4ـ غلظتهاي كشنده عصاره سير طي 10جدول 
 

 مادهنام  LC مقدار ساعت 24 ساعت 48 ساعت 72 ساعت 96

91/909  23/977  67/1086  76/1094  LC10 

97/1279  سير  64/1487  94/1800  11/2795  LC50 

52/1800  64/2264  2984 74/7136  LC90 
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معادله خط رگرسيون تأثير عصاره  - 8نمودار

 24سير بر روي بچه تاسماهيان ايراني در 

  ساعت

معادله خط رگرسيون تأثير  -9نمودار 

عصاره سير بر روي بچه تاسماهيان ايراني 

  ساعت 48در 
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y = 8.6481x - 21.872
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خط رگرسيون تأثير  معادله-10نمودار

بچه تاسماهيان  عصاره سير بر روي 

  ساعت 72ايراني در 

معادله خط رگرسيون تأثير -11نمودار 

عصاره سير بر روي بچه تاسماهيان 

  ساعت 96ايراني در 

  

 ):LC50- 1 h( غلظتهاي نيمه كشنده طي يك ساعت  مطالعه  -

بر روي بچه تاسماهيان ايراني ) pre-LC50(ايشات ابتدايي منظور يافتن محدوده غلظت عصاره هيدروالكلي سير آزمه ب
  ميلي گرم در ليتر براي انجام آزمايشات  14000تا  12000انجام گرفت و سرانجام محدوده غلظت 

و  13620، 13280، 12950، 12620، 12300، 12000تيمار ( 7نهايي تعيين گرديد. بر اساس محاسبات لگاريتمي 
  ). 19(جدول  در نظر گرفته شد و نسبت به گروه شاهد مورد ارزيابي قرار گرفتميلي گرم ليتر)  14000

دقيقه محاسبه  60، 45، 30عصاره هيدروالكلي آويشن شيرازي طي مدت زمان  LC90و   LC10،LC50 همچنين ميزان
  د. دقيقه نيز درج گردي 20و  15نتايج زمانهاي  20و  19). لازم بذكر است در جداول 20گرديد (جدول 

  ميلي گرم در ليتر تعيين شد.  08/12624اين عصاره طي مدت يكساعت معادل  LC50بر اين اساس ميزان 
حاكي از وجود ارتباط مستقيم (همبستگي قوي و مثبت) ) R2( همچنين معادله خط رگرسيون و ضريب همبستگي

لحاظ رفتاري  ). از20الي  16مودارهاي بين غلظتهاي مورد بررسي با ميزان تلفات بچه تاسماهيان ايراني مي باشد (ن
علائمي از قبيل تشكيل موكوس برروي پوست مخصوصاً در مراحل اوليه آزمايش در غلظتهاي زياد ،افزايش 

  فعاليت،گاهي انحناي ستون فقرات مشاهده شد. 
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  هي تاسماهي ايرانيـ غلظتهاي كشنده عصاره سير طي يك ساعت روي بچه ما12جدول 
 

 نام ماده LCمقدار   دقيقه 15 دقيقه 20 دقيقه 30 دقيقه 45 دقيقه 60

97/11748  23/11893  74/12206  28/13415  23/14292  LC10 

08/12624 سير  69/13055  58/13743  92/13889  39/14993  LC50 

13326 07/14335  47/15477  36/14381  58/15732  LC90 
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y = 85.026x - 347.24
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معادله خط رگرسيون تأثير -12دارنمو

بچه تاسماهيان ايراني  عصاره سير بر روي

  دقيقه 15در 

معادله خط رگرسيون تأثير عصاره -13نمودار 

  دقيقه 20بچه تاسماهيان ايراني در  سير بر روي 
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معادله خط رگرسيون تأثير -14نمودار

عصاره سير بر روي بچه تاسماهيان ايراني 

  دقيقه 30در 

معادله خط رگرسيون تأثير -15مودار ن

عصاره سير بر روي بچه تاسماهيان ايراني 

  دقيقه 45در 

آلوده شده به باكتري آئرومونـاس هيـدروفيلا بـه روش تجربـي     ايراني ماهيان تاستيمار -4-3

  هاي سير و آويشن شيرازي توسط مقادير مختلف عصاره

تاثير مقادير مختلف عصاره هاي سير و آويشن شيرازي در تيمار تاسماهيان ايراني آلوده شده به  بر اساس نتايج

بهبودي سريع تر علائم باليني ماهيان با افزايش غلظت عصاره هاي مورد استفاده  لايباكتري آئروموناس هيدروف

يش شيرازي در مقايسه با آلوده شده نسبت به گروه شاهد حاصل گرديد. بر اساس نتايج مذكور عصاره آو

عصاره سير از كارايي بهتري در بهبود علائم بيماري ناشي از آلودگي ماهيان مورد بررسي به باكتري آئروموناس 

گروه هاي مختلف نشان داد كليه هيدروفيلا برخودار بوده است. همچنين مقايسه تعداد ماهيان تلف شده در 

همچنين بر اين اساس تعداد بيشتري از ماهيان  .شدندتلف  روز ) 7 ماهيان گروه شاهد طي مدت زمان آزمايش (

 دچار تلفات گرديدنددر گروه هاي تيمار عصاره سير نسبت به گروه هاي تيمار عصاره آويشن شيرازي 

   .)13(جدول
  تيمار ماهيان آلوده شده به باكتري آئروموناس هيدروفيلا -13جدول

مورد استفاده غلظت عصاره   شماره تيمار  نوع تيمار

  ) ppm(جهت تيمار

تعداد تلفات 

  تيمار

  

  عصاره سير

1  600  12  

2  800  10  

3  1000  8  

4  1200  7  

  

عصاره آويشن 

  شيرازي

5  400  9  

6  600  7  

7  800  6  

8  1000  6  

  30  -   9  شاهد
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  خوني  عواملبررسي تاثير عصاره هاي سير و آويشن بر روي  -5-3

   LC50 ژي در بچه تاسماهيان ايراني طي آزمايشاتمطالعات هماتولو -1-5-3
  : LC50  -مطالعات هماتولوژي  تأثير عصاره آويشن شيرازي -

بچه تاسماهيان ايراني، فقط مطالعات افتراقي گلبولهاي سفيد ممكن بوده كه در  اندازهبا توجه به كوچك بودن 

  زير به نتايج آن اشاره مي گردد:

 Onewayسيت خون ماهيان مورد بررسي، بوسيله آزمون تجزيه واريانس يكطرفهبررسي ميزان لنفو لنفوسيت:

Anova  نشان داد كه بين تيمار ها اختلاف معني دار آماري وجود دارد)P<0.05(.  همچنين بر اساس آزمون دانكن

(Duncana) اي منظور مقايسه گروهها با يكديگر، حاكي از كاهش لنفوسيت خون بچه ماهيان در غلظت ه هب

و بيشترين ميزان لنفوسيت در شاهد   7مختلف آويشن بوده است. بطوريكه كمترين ميزان لنفوسيت در تيمار 

 .)P<0.05(گرديد. مشاهده شده است و به لحاظ آماري نيز اختلاف معني دار بين شاهد و ساير تيمارها  مشاهده

 

 
  شيرازيميانگين لنفوسيت در شاهد و تيمار هاي مختلف آويشن  -14جدول 

 

  شماره تيمار  فاكتور
غلظت عصاره مورد استفاده 

  )ppmجهت تيمار(

 ±خطاي استاندارد 

  ميانگين

  لنفوسيت

  b3± 87   0  شاهد

   500 1تيمار 
ab

 48/3± 33/85 

ab   583  2تيمار 
 52/2± 83 

   694 3تيمار 
ab450/1± 23/82 

ab   828  4تيمار 
 57/0 ± 81 

  ab05 /3 ± 80  986  5تيمار 

   1174 6تيمار 
ab

 35/1± 78 

a  1400  7تيمار 
 88/0 ± 33/77 

  دهنده وجود اختلاف معني دار آماري مي باشد. * حروف انگليسي غير همنام در جداول و نمودارها نشان
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  : مقايسه ميانگين ميزان لنفوسيت شاهد با تيمار هاي مختلف آويشن شيرازي 16نمودار

  

زان مونوسيت خون ماهيان مورد بررسي بين تيمار ها بر اساس آزمون تجزيه واريانس مقايسه مي در مونوسيت:

 ).P>0.05(يكطرفه، اختلاف معني دار آماري مشاهده نشد 

  
 ميانگين مونوسيت در شاهد و تيمار هاي مختلف -15جدول 

 

  تيمار  فاكتور
غلظت عصاره مورد استفاده 

  )ppmجهت تيمار(
  ميانگين ±خطاي استاندارد 

  مونوسيت

  67/0 ± 0/ 33  0  شاهد

  67/0 ± 0/ 33  500  1تيمار 

 33/1 ±33/0   583  2تيمار 

 1 ±0   694 3تيمار 

 33/1 ±33/0   828  4تيمار 

 66/1 ±66/0   986  5تيمار 

 66/1 ±33/0   1174 6تيمار 

 66/1 ±33/0   1400  7تيمار 
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 د با تيمار هاي مختلف آويشن شيرازي: مقايسه ميانگين ميزان مونوسيت شاه 17نمودار

 

 Oneway( بررسي ميزان نوتروفيل خون ماهيان مورد بررسي، بوسيله آزمون تجزيه واريانس يكطرفهنوتروفيل:

Anova(  حاكي از وجود اختلاف معني دار آماري بين تيمار ها بوده است)P<0.05( همچنين بر اساس آزمون .

گروهها با يكديگر، حاكي از افزايش نوتروفيل خون بچه ماهيان در تيمارها  منظور مقايسه هب (Duncana)دانكن 

بيش از شاهد و ساير تيمار ها بوده و به  7و  6در خون بچه ماهيان در تيمار  عاملبوده است. بطوريكه ميزان اين 

  .)P<0.05(لحاظ آماري اختلاف معني دار مشاهده گرديد.
 

  د و تيمار هاي مختلف آويشن شيرازيميانگين نوتروفيل در شاه -16جدول 

  تيمار  فاكتور
غلظت عصاره مورد استفاده 

  )ppmجهت تيمار(

 ±خطاي استاندارد 

  ميانگين

  نوتروفيل

  ab66 /2 ± 66/6  0  شاهد

a  500  1تيمار 
 45/1± 33/3 

abc  583  2تيمار 
 66/0± 33/9 

   694 3تيمار 
bc45/1± 33/13 

  bc08/2 ± 14  828  4تيمار 

   986  5يمار ت
bc84/3± 33/14 

   1174 6تيمار 
c33/0± 33/16 

   1400  7تيمار 
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  : مقايسه ميانگين ميزان نوتروفيل در تيمار هاي مختلف آويشن شيرازي 18نمودار

  

مقايسه ميزان ائوزينوفيل خون ماهيان )  Oneway Anova (بر اساس آزمون تجزيه واريانس يكطرفه  ائوزينوفيل :

 هب (Duncana).  بر اساس آزمون دانكن )P<0.05(سي در تيمار ها، اختلاف معني دار آماري را نشان داد مورد برر

بيش از ساير تيمارها و شاهد بوده  1منظور مقايسه گروهها با يكديگر، ميزان ائوزينوفيل خون بچه ماهيان در تيمار 

نسبتاً كاهشي برخوردار بوده است  و به لحاظ آماري و ميزان اين فاكتور در خون بچه ماهيان در تيمارها از روند 

  .)P<0.05(نيز اختلاف معني دار مشاهده گرديد
 

 ميانگين ائوزينوفيل در شاهد و تيمار هاي مختلف آويشن شيرازي -17جدول 

 

  تيمار  فاكتور
غلظت عصاره مورد استفاده 

  )ppmجهت تيمار(
  ميانگين ±خطاي استاندارد 

  ائوزينوفيل

  a66 /0 ± 66/5  0  شاهد

b  500  1تيمار 
 33/2± 66/10 

a  583  2تيمار 
 76/1± 33/6 

   694 3تيمار 
a33/0± 33/3 

   828  4تيمار 
a33/1 ± 66/3  

   986  5تيمار 
a52/10± 4 

   1174 6تيمار 
a57/0± 4 

 a40/0 ± 5  1400  7تيمار 



 �٣ .../  �� )Zataria multifloraو �و��� ���از�  ( )��Allium sativumر�� ��
�� ���ر	 ه�� ��� (

 

 

 

a
a

a

aa

a

a

b

0

2

4

6

8

10

12

14

شاهد تيمار 1 تيمار 2 تيمار 3 تيمار 4 تيمار 5 تيمار 6 تيمار 7

(%
) 

ل
في
و
ين
وز

ائ

  
  ينوفيل شاهد با تيمار هاي مختلف آويشن شيرازي: مقايسه ميانگين ميزان ائوز 19نمودار                   

  

  : LC50  -مطالعات هماتولوژي  تأثير عصاره سير -

با توجه به كوچك بودن سايز بچه تاسماهيان ايراني فقط انجام مطالعه افتراقي گلبولهاي سفيد ممكن بوده كـه در  

  زير به نتايج آن اشاره مي گردد:

 (Onewayبوسيله آزمون تجزيه واريانس يكطرفه ماهيان مورد بررسي، ميزان لنفوسيت خون بررسيلنفوسيت: 

Anova  ( نشان داد كه بين تيمار ها اختلاف معني دار آماري وجود دارد)P<0.05( همچنين بر اساس آزمون .

منظور مقايسه گروهها با يكديگر، حاكي از كاهش لنفوسيت خون بچه ماهيان در غلظت  هب (Duncana)دانكن 

و بيشترين ميزان لنفوسيت در شاهد  7بوده است. بطوريكه كمترين ميزان لنفوسيت در تيمار  سيرختلف هاي م

 .)P<0.05(مشاهده شده است و به لحاظ آماري نيز اختلاف معني دار بين شاهد و ساير تيمارها  مشاهده گرديد.

  

 سيرميانگين لنفوسيت در شاهد و تيمار هاي مختلف  -18جدول 

  تيمار  فاكتور
غلظت عصاره مورد استفاده 

  )ppmجهت تيمار(
  ميانگين ±خطاي استاندارد 

  لنفوسيت

  c92/6 ± 83  0  شاهد

 bc 46/3± 79   1000  1تيمار 

   1116  2تيمار 
b
 38/3± 33/70 

 bc18/3 ± 33/75   1246 3تيمار 

   1391  4تيمار 
a24 /5 ± 33/52  

a   1554  5تيمار 
 40/2± 33/51 

   1785 6تيمار 
a
 88/0± 33/50 

   2000  7تيمار 
a08/2 ± 47 
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  مقايسه ميانگين ميزان لنفوسيت شاهد با تيمار هاي مختلف سير -20نمودار 

  

به منظور مقايسه ميزان مونوسيت خون )  Oneway Anova (بر اساس آزمون تجزيه واريانس يكطرفه مونوسيت : 

  . )P>0.05(بين تيمار ها اختلاف معني دار آماري مشاهده نشد ماهيان مورد بررسي 

  
  ميانگين مونوسيت در شاهد و تيمار هاي مختلف سير -19جدول 

 

  تيمار  فاكتور
غلظت عصاره مورد استفاده 

  )ppmجهت تيمار(
  ميانگين ±خطاي استاندارد 

  مونوسيت

  2 ±73/1 0  شاهد

 66/0 ±33/0   1000  1تيمار 

 1 ±58/0  1116  2تيمار 

 1 ±0   1246 3تيمار 

  33/1 ± 0/ 57  1391  4تيمار 

  33/1 ± 0/ 57  1554  5تيمار 

 2 ±0   1785 6تيمار 

 2 ±2  2000  7تيمار 
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  مقايسه ميانگين ميزان مونوسيت شاهد با تيمار هاي مختلف -21نمودار                         

  

به منظور مقايسه ميزان نوتروفيل خون )  Oneway Anova (واريانس يكطرفه بر اساس آزمون تجزيه نوتروفيل : 

. و بر اساس آزمون دانكن )P<0.05(ماهيان مورد بررسي، بين تيمار ها اختلاف معني دار آماري مشاهده شد 

(Duncana) يافته و ميزان منظور مقايسه گروهها با يكديگر ميزان  نوتروفيل خون بچه ماهيان در تيمار ها افزايش  هب

بيش از شاهد و ساير تيمار ها بوده و به لحاظ آماري اختلاف  7و  6،  4،5در خون بچه ماهيان در تيمار  عاملاين 

  .  )P<0.05(معني دار مشاهده گرديد.

  
  ميانگين نوتروفيل در شاهد و تيمار هاي مختلف سير -20جدول 

  تيمار  فاكتور
غلظت عصاره مورد استفاده 

  )ppmجهت تيمار(

 ±خطاي استاندارد 

  ميانگين

  نوتروفيل

  a66 /0 ± 33/7 0  شاهد

 b1± 15  1000  1تيمار 

 c66/1± 33/24  1116  2تيمار 

b  1246 3تيمار 
 53/1± 13 

  d76/1 ± 33/30  1391  4تيمار 

 d45/1± 33/31  1554  5تيمار 

d  1785 6تيمار 
 88/0± 66/31 

 d66/0 ± 66/30  2000  7تيمار 
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  مقايسه ميانگين ميزان نوتروفيل در تيمار هاي مختلف سير -22نمودار                                 

  

مقايسه ميزان ائوزينوفيل  خون ماهيان )  Oneway Anova (بر اساس آزمون تجزيه واريانس يكطرفه  ائوزينوفيل:

  (Duncana). و بر اساس آزمون دانكن )P<0.05(مورد بررسي بين تيمار ها، اختلاف معني دار آماري مشاهده شد 

  بيش از ساير تيمارها بوده است  7منظور مقايسه گروهها با يكديگر ميزان  ائوزينوفيل خون بچه ماهيان در تيمار هب 

  ).P<0.05(با ساير تيمار ها و شاهد مشاهده گرديد 4و  5، 6، 7و به لحاظ آماري اختلاف معني دار بين تيمار هاي 

  
 ميانگين ائوزينوفيل در شاهد و تيمار هاي مختلف سير -21ول جد

  

  تيمار  فاكتور
غلظت عصاره مورد استفاده 

  )ppmجهت تيمار(
  ميانگين ±خطاي استاندارد 

  ائوزينوفيل

  0  شاهد
a33 /2 ± 66/7  

   1000  1تيمار 
a
 66/2± 33/5 

   1116  2تيمار 
a
 20/1± 33/4 

   1246 3تيمار 
ab76/1± 66/10 

   1391  4تيمار 
bc21/3 ± 16  

   1554  5تيمار 
bc21/3± 16 

   1785 6تيمار 
bc15/1± 16 

 c88/0 ± 33/20  2000  7تيمار 
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  ميانگين ائوزينوفيل در شاهد و تيمار هاي مختلف سير -23نمودار                                 

  

  و آويشن شيرازي بررسي تاثيرات هيستوپاتولوژيك عصاره هاي سير  -6-3

  تيمار  مورد استفاده در بافتي مقادير مختلف عصاره هاي سير و آويشن شيرازي هاي به منظور بررسي آسيب

از  تاسماهيان ايراني آلوده شده توسط باكتري آئروموناس هيدروفيلا نسبت به نمونه برداري و تهيه مقاطع بافتي

  : و نتايج ذيل حاصل گرديد ميكروسكوپي آنها اقدام  آبشش كبد و كليه ماهيان تيمار و شاهد و بررسي

  

  آسيب هاي بافت آبشش -1-6-3

هفته با  مدت زمان يككه طي  مورد بررسي در اين مطالعهبررسي مقاطع بافتي تهيه شده از آبشش تاس ماهيان 

ز برخي از آسيب از برو ه بودندقرار گرفت تحت تيمارآويشن شيرازي  عصاره هاي سير ومختلف  مقاديراستفاده 

مورد  غلظت عصاره هايبا افزايش  مطالعههاي ميكروسكوپيك حكايت دارد. بر اساس نتايج حاصل از اين 

ظاهر مي گردند. در آبشش ها آسيب هاي ميكروسكوپيك به شكل گسترده تري بررسي در گروه هاي تيمار 

مقاطع بافتي تهيه شده از آبششهاي  ميكروسكوپيك ،آسيبهاي مشاهده شده در هاي اساس بررسي بر همچنين 

، چسبندگي رشته هاي آبششي،  Hyperplasia، هيپرپلازي Hyperemiaپرخوني بچه تاسماهيان ايراني جوان شامل

( شكل  ، وجود رنگدانه هاي ملانين در رشته هاي اوليه آبششي مي باشد. Local Necrosisنكروز سلولي موضعي

  ). 18 تا 11هاي 
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  )10X  ،H&E(عصاره سير  1مارتي
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   عصاره آويشن شيرازي 2تيمار - )C)، پرخوني (Cl:  چماقي شدن رشته هاي آبششي(13شكل
)10X  ،H&E(  

 
 

 

  )10X  ،H&E(عصاره سير  2تيمار -)C(:  افزايش غضروف پشتيبان و پرخوني14شكل
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 )10X  ،H&E(عصاره آويشن شيرازي  3 تيمار - )C(و پرخوني )N(: نكروز سلولي15شكل

  

 
 

  )40X  ،H&E(عصاره سير  3 تيمار -)H(و خونريزي  )N(: نكروز سلولي16شكل
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  )C(، پرخوني)Cl(، چماقي شدن) Hp(: هيپرپلازي17شكل

  )10X  ،H&E(عصاره آويشن شيرازي  4تيمار        

  

 
 

 

  )10X  ،H&E(عصاره سير  4تيمار )C(و پرخوني) Hp(رپلازي:  هيپ18شكل
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  آسيب هاي بافت كبد -2-6-3

ورد بررسي در اين مطالعه كه طي يك هفته با استفاده مقادير بررسي مقاطع بافتي تهيه شده از كبد تاس ماهيان م

 مختلف عصاره هاي سير و آويشن شيرازي تحت تيمار قرار گرفته بودند ازبروز برخي ازآسيب هاي

ميكروسكوپيك حكايت دارد. بر اساس نتايج حاصل از اين مطالعه با افزايش غلظت عصاره هاي مورد بررسي 

بررسي مقاطع بافتي  ظاهرگرديد. كبدهاي ميكروسكوپيك به شكل گسترده تري در  در گروه هاي تيمار آسيب

، مشاهده Ncrosisهپاتوسيتها، نكروزسلولي در Cell swelling سلولي كبد در تيمارهاي مختلف عوارضي نظير تورم

 اكروفاژهاو مراكز ملانوم Hypermelanosisسينوزوئيدها، افزايش رنگدانه هاي ملانين  Hyperemia پرخوني

(MMC)   26تا  19( شكل هاي بوده است  .(  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
   )D(و دژنرسانس چربي  )C(پرخوني،)N(: نكروز سلولي 19شكل

  )100X -  H&E(عصاره آويشن شيرازي  1تيمار 

 

  
  

  )100X-  H&E(عصاره سير  1تيمار -)D(و دژنرسانس چربي  )N(: نكروز سلولي20شكل
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    )40X -  H&E( عصاره آويشن شيرازي  2تيمار -)C( و پرخوني در بافت كبد )N( : نكروز حاد21لشك

 

  
  

  )40X -  H&E(  عصاره سير 2تيمار–)N(و  نكروز سلولي  )C( : پرخوني همراه با فيبروز22شكل
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  )40X  -  H&E(ره آويشن شيرازي  عصا 3تيمار – )C(پرخوني در بافت كبد  ،)D(: دژنراسيون چربي 23شكل 

 

  
  

  )100X -  H&E( عصاره سير 3تيمار –)N(نكروز سلولي  ، )D( : دژنرسانس چربي24شكل 
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  آسيب هاي بافت كليه -3-6-3

تاسماهيان مورد بررسي در اين مطالعه كه طي يك هفته با استفاده مقادير  هكليبررسي مقاطع بافتي تهيه شده از 

 مختلف عصاره هاي سير و آويشن شيرازي تحت تيمار قرار گرفته بودند از بروز برخي از آسيب هاي

ميكروسكوپيك حكايت دارد. بر اساس نتايج حاصل از اين مطالعه با افزايش غلظت عصاره هاي مورد بررسي 

بررسي مقاطع  در.ظاهرگرديد كليههاي تيمار آسيب هاي ميكروسكوپيك به شكل گسترده تري در  در گروه

اتساع فضاي گلومرولي و مسدود شدن فضاي بومن، در تيمارهاي مختلف عوارضي نظير  كليهبافتي 

  
  

  )40X -  H&E( عصاره آويشن شيرازي   4تيمار –)N(و نكروز سلولي شديد  )C(: پرخوني 25شكل 

 

  
  

  )40X  -  H&E( سيرعصاره  4تيمار – )N(و نكروز سلولي )H(يزي : خونر26 شكل
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اهده مش Hyperthophy هيپرتروفي و Cell swelling، تورم سلولي Necrosis، نكروز سلوليHyperemiaپرخوني

     ).  33تا  27. ( شكل هايگرديد

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

   )N( و نكروز سلولي of Mesenchyme   proliferation :  تكثير سلولهاي مزانشيم27شكل 

  )40X  ،H&E( عصاره آويشن شيرازي  1تيمار 

  
  

  )N(كروز سلولي:  حضور ذرات ائوزينوفيلي در داخل سلول هاي اپيتليال  و ن28شكل 

  )10X  ،H&E( عصاره سير 1تيمار  
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  )10X  ،H&E(عصاره آويشن شيرازي   2تيمار –)N(:  مشاهده نكروز سلول29شكل 

  
  

  و) Ht(، هيپرتروفي  )C(:  مشاهده اتساع فضاي گلومرولي ، پرخوني 30شكل 

  )40X  ،H&E( عصاره سير 2تيمار –بسته شدن لوله لومن 
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  بسته شدن لوله لومن) H(و خونريزي ) N(: نكروز سلولي 31شكل 

 )10X  ،H&E( عصاره آويشن شيرازي  3تيمار

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  )N(و نكروز سلولي  )CS(:  اتساع فضاي گلومرولي، تورم سلولي32شكل 

  )10X  ،H&E( عصاره آويشن شيرازي 4تيمار 
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  و بسته شدن لومن ) Ht(:  اتساع فضاي گلومرولي ، هيپرتروفي 33شكل 

  )40X  ،H&E(عصاره سير  4تيمار 

  

Ht 
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  بحث و نتيجه گيري -4

اقتصادي كاهش صيد و بهره برداري ماهيان خاوياري از درياي خزر و رودخانه هاي منتهي به آن و نيز توجيه 

تاسماهيان موجب توسعه پرورش متراكم ماهيان مذكور در نقاط مختلف نسبتا مناسب سرمايه گذاري در پرورش 

شرايط  استان كشور گزارش گرديده است. 19اوياري از كشور گرديده است به طوريكه پرورش ماهيان خ

  پرورشي 

تغييرات فاكتورهاي ،دستكاري هاي زياد ،ماهيان خاوياري مانند تراكم نسبتا زياد ماهيان در استخرهاي پرورشي

عوامل بيماريزاي فرصت طلب از وشيميايي آب و... شرايط بروز انواع بيماريها خصوصا بيماريهاي ناشي ي فيزيك

از مهمترين  آئرومونيازيسماهيان خاوياري فراهم مي نمايد. در را  آئرومونيازيسبيماري باكتريايي  انند م

.باكتري آئروموناس هيدروفيلا از به شمار مي آيد آنهادر طي دوره پرورش تاسماهيان بيماريهاي باكتريايي 

هاي جامع صورت گرفته  بررسيبر اساس محسوب گرديده و  آئرومونيازيسمهمترين عوامل ايجاد كننده 

را آلوده نموده و بر اساس شدت آلودگي و تاسماهيان  مي تواند در طي مراحل مختلف پرورشمذكور باكتري 

متفاوت و حتي تلفات گردد. با توجه به اينكه باكتري آئروموناس  بالينيسنين ماهيان مبتلا منجر به بروز علائم 

ع آبي حضور دارد ضروري است به منظور كنترل و حذف باكتري هيدروفيلا بطور طبيعي در اكثر مناب

براي اين منظور صورت پذيرد.  ات لازماقدام خاوياريآئروموناس هيدروفيلا در مراكز تكثير و پرورش ماهيان 

در حال حاضر از مواد ضد عفوني كننده شيميايي و نيز از انواع آنتي بيوتيكها جهت درمان ماهيان بيمار استفاده 

تاثيرات سوء زيست محيطي مواد  .ي گردد كه نتايج متفاوتي در ارتباط با هر كدام حاصل گرديده استم

شيميايي ضد عفوني كننده و آنتي بيوتيكها در كنار اثرات منفي آنها بر مصرف كنندگان از ماهيان تحت درمان 

امروزه استفاده از مواد طبيعي مانند  باكتريايي موجب گرديده است  مانند ايجاد مقاومت داروئي در برابر عوامل

با توجه به مشكلات و خطرات استفاده از موادشيميايي لزوم بررسي گياهان دارويي مورد توجه ويژه قرار گيرد. 

  ) .Yao etal., 2011جايگزين هاي طبيعي براي اين مواد ضد عفوني كننده بيش از پيش احساس مي گردد (

و تأثيرات گياهان دارويي در كنترل عوامل بيماريزا سبب گرديده كه امروزه  عيماهيت طبي در اين ميان نظر به

در پزشكي و دامپزشكي از جمله در بهداشت و بيماريهاي آبزيان بيش از گياهان دارويي گرايش به استفاده از 

ياهان دارويي با توجه به خواص متعدد گزارش شده  از جمله تاثيرات ضد باكتريايي گپيش مورد توجه قرارگيرد.

سير و آويشن شيرازي در تحقيق صورت پذيرفته جهت بررسي تاثيرات عصاره آنها بر روي باكتري آئروموناس 

  اقدام گرديد.  in vivoو   in vitro آزمايشاتنسبت به انجام هيدروفيلا و نيز تاسماهي ايراني 

آويشن شيرازي بر هيدروالكلي عصاره  )LC50كشنده (نيمه غلظتهاي بر اساس نتايج حاصل از اين تحقيق مقادير 

يك و طي ميلي گرم در ليتر  65/766ساعت به ترتيب برابر  96طي گرمي  5تا  3روي بچه تاسماهي ايراني 

كشنده نيمه ) غلظت 1389معصوم زاده و همكاران ( ميلي گرم در ليتر محاسبه گرديد. 44/9933ساعت معادل 

)LC50 ميلي گرم در ليتر  11/12ساعت بر روي بچه تاسماهي ايراني را معادل  96) اسانس آويشن شيرازي طي

  تعيين
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نمودند كه با توجه به نوع تركيب و ميزان ماده مؤثره در اسانس، مقادير آن با بررسي حاضر متفاوت مي باشد.  

قزل بچه ساعت بر روي  96اسانس آويشن شيرازي طي ) غلظت نيمه كشنده 1390شريف روحاني و همكاران (

  نمودند.ميلي گرم در ليتر تعيين  6/13 برابرآلاي رنگين كمان 

  بر روي بچه تاسماهي ايراني طي سير ) عصاره هيدروالكليLC50كشنده (نيمه در اين مطالعه مقادير غلظتهاي 

  ميلي گرم در ليتر  08/12624ميلي گرم در ليتر و طي يك ساعت برابر  97/1279ساعت به ترتيب معادل  96 

  يين گرديد.تع

عصاره هاي سير و آويشن شيرازي  حاصل از اين بررسي  LC50 كشندگي نيمه بررسي و مقايسه مقادير غلظتهاي

از بالا بودن محدوده سلامت عصاره هاي مذكور و كم خطر بودن آنها نسبت به مواد شيميايي ضد عفوني كننده 

فات مس و پرمنگنات پتاسيم در بچه تاسماهي ايراني سول LC50حكايت دارد . بر اساس نتايج مطالعات انجام شده 

كه  )1389ميلي گرم در ليتر تعيين گرديد (مشتاقي و همكاران،  41/0و  15/0 ساعت  به  ترتيب برابر 96طي  

 پايين بودن محدوده سلامت و پر خطر بودن ضد عفوني كننده هاي شيميايي مذكور حكايت دارد.نشانگر 

فرآورده هاي گياهان ) LC50( كشندگينيمه حققين مختلف در ارتباط با مقادير غلظتهاي بررسي نتايج مطالعات م

در اغلب موارد  دارويي و مواد شيميايي از كم خطر بودن فرآورده هاي گياهان دارويي نسبت به مواد شيميايي

اهيان كپور در بچه مساعت  96طي عصاره گياه اكاليپتوس  LC50 مقادير) 1392( رودباركي .حكايت دارد

سولفات مس و  LC50 )1391اسبه نمود در حاليكه جوينده (حم ppm 56/2478 معادل را علفخوار(آمور) 

كه در نمود تعيين  ppm05/1  و ppm895/4  را به ترتيب برابرساعت  96طي پرمنگنات پتاسيم در ماهي آمور 

ني قرار داشته كه اين امر از سمي و پر خطر بودن تعيين شده براي عصاره اكاليپتوس در مقادير پايي LC50مقايسه با 

در بررسي خود نشان داد مقادير  )1995اسوبودا ( اين مواد شيميايي نسبت به عصاره اكاليپتوس حكايت دارد.

در سال  Kori-Siakpere كشنده براي ماهي است.همچنين نيمه درماني پرمنگنات پتاسيم خيلي نزديك به غلظتهاي

مورد بررسي قرار داد ، را ) Clarias gariepinus( رمنگنات پتاسيم بر روي گربه ماهي آفريقاييپ سميت حاد 2008

 Kmno4 اين مطالعه نشان داد كه سميت نمودميلي گرم در ليتر تعيين  02/3معادل آن را   ساعته LC50 96 بطوريكه

تنفسي اهي را مسدود كرده و اختلال اكسيده ،آبشش م بالا بوسيله ايجاد ذرات ريز منگنز pH مخصوصاً در آب با

  .ايجاد مي نمايد

تاثيرات علاوه بر را فرآورده هاي گياهان دارويي نسبت به مواد شيميايي )  LC50( كشندگي نيمه مقادير بالا بودن

به نيمه عمر پايين فرآورده هاي گياهان دارويي و تجزيه سريع و عدم مي توان احتمالا  تركيبات موجود در آنها

در مي توانند جايگزين مناسبي براي مواد شيميايي  گياهان داروييبه اين امر  با توجهمع بافتي آنها نسبت داد.تج

   در آبزيان معرفي نمود.كنترل عوامل بيماري زا 

عصاره هاي هيدروالكلي باكتري آئروموناس هيدروفيلا توسط  )MIC( كنندگيمهارغلظت در اين تحقيق حداقل 

  ميكروگرم در ميلي ليتر تعيين گرديد. 25/0و ميكروگرم در ميلي ليتر 1 برابربه ترتيب  ازيسير و آويشن شير

) باكتري آئروموناس هيدروفيلا توسط عصاره هاي MBCهمچنين مقادير حداقل غلظت كشندگي كنندگي (
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در ميلي ليتر ميكروگرم  5/0 ميكروگرم در ميلي ليتر و 2هيدروالكلي سير و آويشن شيرازي به ترتيب  برابر 

در ارتباط با گياهان مطالعات صورت گرفته  سايرنتايج با  اين مطالعهل از صنتايج حاو مقايسه بررسي  محاسبه شد.

  دارويي

داراي تاثيرات  آويشن شيرازيخصوصا عصاره در اين مطالعه نشان مي دهد عصاره هاي مورد بررسي  

مناسبي بر روي باكتري آئروموناس هيدروفيلا  ) Bactericid ( كشي و باكتري ) Bacteriostatic(مهاركنندگي رشد 

گياه دارويي بر روي باكتري  9 عصاره بررسي تاثير حاصل از اين مطالعه با نتايج نتايج مقايسهمي باشند.

حداقل غلظت نشان مي دهد مقادير  ) انجام پذيرفت1389( و همكاران توسط عليشاهيآئروموناس هيدروفيلا كه 

مشابه مي باشد.همچنين بر آويشن شيرازي عصاره ) باكتري آئروموناس هيدروفيلا توسط MICدگي(مهاركنن

عصاره هاي آويشن شيرازي و عصاره پوست انار از بيشترين قدرت ) 1389اساس نتايج عليشاهي و همكاران (

مورد بررسي دارويي  عصاره گياه 9 بيندر باكتري آئروموناس هيدروفيلا در مورد  ) Bactericidباكتري كشي( 

قدرت ضد باكتري عصاره متانولي بررسي نتايج از اين مطالعه با  نتايج حاصل همچنين بررسي .برخوردار بودند

و ) 1388،  ( كوهپايه و همكاران Lactococcus garvieae  لاكتوكوكوس گارويهآويشن شيرازي بر روي باكتري 

  انتروهموراژيك اشرشياكولي ن شيرازي بر روي باكتريبررسي تاثير عصاره هاي آبي و الكلي آويش نيز

Enterohemorrhagic E. coli ، مطابقت دارد.1385(گودرزي و همكاران (  

مقايسه اثرات ضد باكتريايي عصاره آويشن با آنتي بيوتيك فورازوليدون نشان مي دهد اگرچه فورازوليدون از 

) باكتري آئروموناس MBCندگي كنندگي () وحداقل غلظت كشMICنظرحداقل غلظت مهاركنندگي (

) و  Bacteriostaticمهاركنندگي رشد (قدرت باكتري مذكور داراي  رشد ممانعت از هالههيدروفيلا و نيز از نظر 

اما با توجه به تاثيرات نسبتا  مي باشدقوي تري نسبت به عصاره آويشن برخوردار )  Bactericidباكتري كشي ( 

آنتي بيوتيك گياهي مناسبي براي آنتي بيوتيك ها بويژه وان جايگزين نع بهاز آن وان مناسب اين عصاره مي ت

   ).1389( عليشاهي و همكاران ،  هايي كه باكتريها نسبت به آنها مقاومت يافته اند استفاده نمود

  ور صورتتاثيرات عصاره سير بر روي عوامل بيماريزا مطالعات متعددي در داخل و خارج از كش در ارتباط با

ضد  تاثيرات ازپذيرفته است.بر اساس نتايج حاصل از اين مطالعه و نيز ساير مطالعات صورت گرفته عصاره سير  

بويژه بروي باكتريايي كمتري نسبت به برخي از گياهان دارويي برخوردار بوده و بيشتر داراي تاثيرات ضد انگلي 

  et al., 2005; Madsen et al., 2000 Chiamanat  ., 2005;  Barker and ; Soko ( ي باشدمماهي انگل هاي خارجي 

 Bartolome et al.,2007  1392 ,بازاري مقدم و همكاران و(.  

  با موثره ماده ميزان و نوع نظر بر اساس مطالعات صورت گرفته عصاره هاي آويشن شيرازي و سير از

 كارواكرولو Thymol) تيمول (هنده گياه آويشن يكديگر متفاوت مي باشند.بر اساس آناليز تركيبات تشكيل د 

)(Carvacrol  اين گياه مي باشند. بر اساس نتايج تحقيقات صورت گرفته محققين دو ماده اصلي تشكيل دهنده

مرتبط مي  Carvacrol)(كارواكرول و Thymol) تيمول (اثرات ضد باكتريايي گياه آويشن را بيشتر به تركيبات 
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  )synergist  (سينرژيستي اثرات داراي Carvacrol)( كارواكرولو Thymol) تيمول ().Dababneh.B.F.,2008دانند (

  ).Didry et al.,1994 ( باشند مي

  اثرات  بوده و ود در اين گياهجمهم ترين تركيب مو ( Allicin)آليسينهمچنين نتايج آناليز سير نشان مي دهد 

اعلام كردند كه خواص  1995و همكاران در سال   Hanبطوريكهضد ميكروبي سير را مربوط به آليسين مي دانند 

با توجه به نتايج تعيين مقادير حداقل پني سيلين مي باشد.  IU 15آنتي بيوتيكي يك ميلي گرم آليسين، معادل 

) باكتري آئروموناس هيدروفيلا توسط MBC) وحداقل غلظت كشندگي كنندگي (MICغلظت مهاركنندگي (

آويشن شيرازي در اين مطالعه و نوع تركيبات ضد باكتريايي آنها  مي توان نتيجه گرفت عصاره هاي سير و 

موجود در آويشن شيرازي نسبت به آليسين موجود در گياه  Carvacrol)( كارواكرولو Thymol) تيمول (تركيبات 

يك ات فراورده هاي سير از تاثيرات ضد باكتريايي قوي تري برخوردارند.همچنين كسب نتايج متفاوت از تاثير

متفاوت بودن تركيبات موثر آنها در فرآورده اسانس و... ) بر روي عوامل بيماريزا علاوه بر ،( عصاره گياه دارويي

مي توان به نوع روش هاي بكار گرفته شده در استخراج  اسانس و... )  ،هاي مختلف يك گياه دارويي ( عصاره

عصاره هايي كه با روش ها و حلال مثلا  لال مورد استفاده مربوط دانستفرآورده گياه دارويي از جمله به نوع ح

هاي متفاوتي از يك گياه گرفته شده، مي توانند اثرات ضد باكتريائي متفاوتي بر روي يك باكتري خاص از 

 حلال به عنوان Dimethyl sulfoxide (DMSO) سولفوكسايد متيل دي زماني كه ازهمچنين .  خود نشان دهند

از  اگر كه حالي در باشند مي تر حساس اكاليپتوس اسانس نسبت به يها باكتر با مقايسه در ها قارچ شود تفادهاس

 ).( شود مي بيشتر آن قارچي ضد اثر از اسانس اكاليپتوس باكتري ضد اثر شود استفاده حلال عنوان به اتانول

Mahboubi M  et al.,2007  سط تو ي كهتحقيقاز سويي ديگر بر اساسRoussis شد انجام 1996 در سال همكاران و 

اندازه  و نوع به مختلف فعاليت ميكروارگانيسمهاي روي بر فراورده هاي گياهان دارويي تأثير در تغيير داد نشان

  .است وابسته داخل ميكروارگانيسم به آنها نفوذپذيري قدرت و مؤثرتركيبات  مولكولهاي

ي كشنده عصاره هاي هيدروالكلي سير و آويشن شيرازي و با توجه به نتايج پس از انجام مطالعات تعيين غلظتها

بدست آمده نسبت به انجام مطالعات تعيين غلظتهاي تأثير گذار عصاره هاي مذكور در مبارزه با باكتري 

ام آئروموناس هيدروفيلا و درمان تاسماهيان ايراني آلوده شده از طريق تزريق داخل صفاقي باكتري مذكور اقد

 ) LC50( گرديد. تعيين غلظتهاي درماني عصاره هاي مورد بررسي در اين مطالعه بر اساس مقدار غلظتهاي كشنده

ميلي  1000و 600،800، 400هاي  در اين تحقيق غلظتيك ساعت صورت پذيرفت. عصاره هاي مذكور طي 

 800،100، 600و غلظت هاي  بررسي تاثير عصاره آويشن شيرازي گرم در ليتر براي انجام آزمايشات نهايي

بر روي تاس  in vivo به روش ميلي گرم در ليتر براي انجام آزمايشات نهايي بررسي تاثير عصاره سير 1200و

. گرفتندتعيين و نسبت به گروه شاهد مورد ارزيابي قرارماهيان ايراني آلوده شده به باكتري آئروموناس هيدروفيلا 

 در(گروه هاي تيمار) ه نشان داد بين مقادير مختلف عصاره هاي مورد بررسي بررسي نتايج حاصل از اين مطالع

اختلاف معني داري مشاهده ميزان تلفات كاهش و نيز  آئرومونيازيسعلائم باليني  بردنبين  ايجاد بهبودي و از

كه كليه بطوري )P<0.05(بين گروه هاي تيمار و شاهد اختلاف معني دار آماري مي شودحاليكه  نمي گردد در
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اتمام مدت آزمايش (يك هفته) تلف گرديدند. با توجه به نتايج حاصل اگرچه از ماهيان گروه هاي شاهد قبل 

 ميلي گرم در ليتر  800و  1000اختلاف معني داري در بين گروه هاي تيمار مشاهده نگرديد اما غلظت هاي 

لوده شده به باكتري آئروموناس هيدروفيلا با جهت درمان تاسماهيان ايراني آعصاره هاي سير و آويشن شيرازي 

  ساعت مناسب تشخيص داده شد.  يكاستفاده از روش حمام كوتاه مدت به مدت يك هفته و روزانه به مدت 

بررسي مطالعات صورت گرفته در خصوص تاثيرات ضد باكتريايي گياهان دارويي در ماهيان مختلف نشان مي 

تاثيرات ضد باكتريايي گياهان دارويي را مورد ) in vitroروش آزمايشگاهي (دهد غالب مطالعات مذكور صرفا به 

  داروييگياه  3 هاي اثرات عصارهChellam Balasundaram و  Ramasamy Harikrishnanبررسي قرار داده اند.

turmeric Curcuma longa, Tulsi plant Ocimum sanctum, neem Azadirachta indica,    ماهيان گلدفيش بر روي

Carassius auratus  در به روش را باكتري آئروموناس هيدروفيلا آلوده شده بهin vitro  وin vivo   مورد بررسي

دقيقه در وانهاي محتوي  5روزانه به مدت به منظور تيمار ماهيان آلوده شده نسبت به حمام آنها  آنها ندقرار داد

اقدام نمودند نتايج حاصل بيانگر تاثيرات سه عصاره گياهي مورد بررسي محلول يك درصد از يك ليتر 

  ماهيان آلوده شده به باكتري سينرژيستي سه عصاره گياهي مورد بررسي در بهبود شاخص هاي هماتولوژي 

گياه دارويي را 10اثرات عصاره هاي  2007 در سالو همكاران  Sharanuهمچنين  .داشتآئروموناس هيدروفيلا 

    in vivoو  in vitroآلوده شده به باكتري آئروموناس هيدروفيلا به روش  Carassius auratusروي ماهيان ر ب

  تفادهروز با اس 15را به مدت  به باكتري آئروموناس هيدروفيلا آنها ماهيان آلوده شده.مورد بررسي قرار دادند

  ند. نتايج حاصل از مطالعه مذكور نشان داداي محتوي عصاره هاي مورد بررسي مورد تغذيه قرار داداهاز غذ 

آلوده شده به باكتري آئروموناس هيدروفيلا با غذاي محتوي عصاره  Carassius auratus تغذيه ماهيان 

روز مي تواند در  15وزن بدن ماهي به مدت ميلي گرم به ازاي هر گرم  25 مقدار به phyllanthus embliccaگياه

     بهبود بيماري ناشي از آئروموناس هيدروفيلا موثر باشد.

طي انجام مطالعات تعيين غلظتهاي مؤثره عصاره هاي سير و آويشن شيرازي در درمان تاسماهيان آلوده شده به 

نگرديد كه خود حاكي از عدم وجود  باكتري آئروموناس هيدروفيلا هيچگونه رفتار غيرطبيعي در آنها مشاهده

  شرايط استرس زا از قبيل تحريكات عصاره ها و... طي انجام آزمايش مذكور بوده است .

با توجه به اينكه مصرف هر گونه ماده اي به عنوان داروي موثر در درمان بيماريهاي ناشي از عوامل بيماريزا 

مذكور در ارتباط با تاثيرات مقادير  مواردا در اين تحقيق مستلزم مطالعات هماتولوژي و پاتولوژي مي باشد لذ

   تاسماهيان ايراني مورد بررسي قرار گرفت. مختلف عصاره هاي سير و آويش شيرازي در

  اختلاف معني دارآماري  نتايج نمونه هاي خوني تهيه شده از تيمارهاي مطالعاتي تعيين غلظتهاي كشنده،بررسي 

   ي مورد بررسي) بطوريكه با افزايش غلظت عصاره هاP<0.05(نشان دادرا ي مختلف در ميزان لنفوسيت تيمارها

  مي تواند به دنبال عوامل  اننظر به اينكه كاهش لنفوسيتها در ماهي. مشاهده مي گرددكاهش ها در ميزان لنفوسيت

 مي شودمحسوب يك عامل استرس زا  به عنوان ايجاد گردد و از آنجا كه افزايش غلظت عصاره هااسترس زا 

كاهش تعداد لنفوسيت ها نسبت به تعداد منجر به  كرده وسطوح لوكوسيتها با زمان تغيير  لذا در اين حالت
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البته بايد توجه نمود در موارد نقص سيستم ايمني  ) Berlin et al., 2008)  ; Roberts,1989شود مي سفيدگلبولهاي 

پادتن ها در ماهيان مي باشند نيز كاهش مي يابد كه بايد آنرا با ماهيان نيز ميزان لنفوسيت ها كه شاخص توليد 

استرس زا مانند عصاره ها كه موجب تغييرات فيزيكي و شيميايي آب و ايجاد استرس و كاهش  مواد تاثير

.در اين بررسي ميزان مونوسيت بين تيمارهاي مختلف اختلاف معني دار مي شوند تفكيك نمود لنفوسيت ها

). مقايسه ميزان نوتروفيل خون بچه تاسماهيان ايراني، حاكي از وجود اختلاف معني دار P>0.05( ندادآماري نشان 

بطوريكه با افزايش غلظت عصاره ها، ميزان نوتروفيل نيز افزايش  .)P<0.05(آماري بين تيمارها بوده است 

به سمت نواحي آسيب ديده بافتي مي  ها و حركتها دفاع بر عليه عفونت يافت.با توجه به اينكه وظيفه نوتروفيل

 توان شاهد افزايش ميزان نوتروفيل باشد لذا با افزايش آسيب هاي بافتي در غلظتهاي بالاتر عصاره ها، بالطبع مي

) ، P<0.05). ائوزينوفيل نيز در تيمارهاي مختلف اختلاف معني دار نشان داد (1378خون بود(تاكاشيما، ها در

نتايج شمارش گلبولهاي سفيد بچه فيل ماهيان پرورشي در . شاهد بيش از ساير تيمارها بودبطوريكه ميزان آن در 

كه بمنظور بررسي تأثير اسانس سير بر شاخصهاي خوني در فيل ماهي  1390مطالعه تنگستاني و همكاران در سال 

و  Alishahiدر مطالعه  انجام شده بود مويد نتايج تحقيق حاضر بر روي بچه تاسماهيان ايراني مي باشد. ضمناً

Mesbah  بر روي شاخصهاي ايمونولوژي   2010در سالAstronatus ocellatus  نتايجي بدست آمد كه تا حد زيادي

در اين  با نتايج شمارش گلبولهاي سفيد تعيين غلظت مؤثره عصاره هيدروالكلي آويشن شيرازي مطابقت دارد.

شي از مقادير مختلف عصاره هاي سير و آويش شيرازي استفاده شده مطالعه به منظور بررسي آسيب هاي بافتي نا

تعيين غلظتهاي موثر عصاره هاي مذكور در درمان تاسماهيان ايراني آلوده شده به باكتري آئروموناس  در

. هيدروفيلا نسبت به نمونه برداري و تهيه مقاطع بافتي از آبشش، كبد و كليه ماهيان گروه هاي تيمار اقدام گرديد

تاسماهيان ايراني كه تحت تأثير غلظتهاي مختلف كليه بررسي تصاوير تهيه شده از مقاطع بافتي آبشش، كبد و 

كشنده عصاره هيدروالكلي سير و آويشن شيرازي قرار داشتند برخي از آسيب هاي ميكروسكوپيك را نشان داده 

هيستوپاتولوژيك نظير پرخوني،  است. نتايج حاصل از بررسي ميكروسكوپي بافت آبشش حاكي از ضايعات

چسبندگي در رشته هاي آبششي، نكروز سلولي، وجود رنگدانه هاي ملانين در رشته هاي اوليه آبششي مي باشد. 

در هپاتوسيتها، نكروزسلولي، مشاهده سلولي  تورم بررسي مقاطع بافتي كبد در تيمارهاي مختلف عوارضي نظير

در تيمارهاي  كليهو مراكز ملانو ماكروفاژها بوده است. در بررسي بافت  پرخوني، افزايش رنگدانه هاي ملانين

 سلولياتساع فضاي گلومرولي و مسدود شدن فضاي بومن، خونريزي، نكروز سلولي، تورم تغييراتي نظير مختلف 

كه  1389با مطالعات معصوم زاده و همكاران در سال  نتايج حاصل از بررسيمشاهده گرديد.  وهيپرتروفي

همچنين د تا حد زيادي مطابقت دارد. نأثيرات اسانس آويشن شيرازي را در بچه تاسماهيان ايراني مطالعه نموت

 1392نتايج گزارش شده توسط بازاري مقدم و همكاران در سال  باآسيب هاي بافتي مشاهده شده در اين مطالعه 

   مطابقت دارد.

يه شده از مقاطع بافتي در گروههاي تيمار افزايش مقادير با توجه به نتايج بررسي ميكروسكوپي اسلايدهاي ته

به نظر مي رسد استفاده از  بافتي مي گردد لذا شدت آسيبهاي  موجب افزايشعصاره هاي سير و آويشن شيرازي 
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بر روي بچه تاسماهيان ايراني  انگشت قد با اهداف درماني بايد به كمترين  ي مورد بررسي حمام عصاره ها

ن غلظت عصاره ها و نيز كمترين مدت زمان جهت تيمار ماهيان محدود گردد (معصوم زاده و مقادير ممك

بروز مي تواند موجب  عدم توجه به مقادير توصيه شده عصاره هاي سير و آويشن شيرازي).1389همكاران، 

 مذكور ي هاعصاره  تحت تيمار باتلفات گسترده، ايجاد واكنش هاي عصبي و نيز آسيبهاي بافتي در ماهيان 

  گردد.   
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  پيشنهادها

به منظور  آئرومونيازيسدر نتيجه امكان بروز  با توجه به توسعه پرورش ماهيان خاوياري در كشور و -1

گياهان اين مواد توسط جايگزيني سوء مواد ضد عفوني كننده شيميايي و آنتي بيوتيكها  تجلوگيري از تاثيرا

  سير و آويشن شيرازي در بچه تاسماهي ايراني توصيه مي گردد. عصاره هاي از جمله دارويي بومي كشور 

كاهش تلفات در مي تواند آويش شيرازيعصاره هيدروالكلي ميلي گرم در ليتر  800با توجه به اينكه غلظت  -2

يك هفته با استفاده از طي  به باكتري آئروموناس هيدروفيلا بهبود علائم ناشي از آلودگي تاسماهيان ايراني  و

درمـان آلـودگي   در  دلـذا براسـاس نتـايج ايـن تحقيـق مـي توان ـ       مـوثر باشـد   يكساعت حمام روزانه به مدت 

  تاسماهيان ايراني  به باكتري آئروموناس هيدروفيلا  توصيه مي گردد.

بـاكتري آئرومونـاس   در كنتـرل   مـورد بررسـي در ايـن مطالعـه    با توجه به تأثير گـذاري خـوب عصـاره هـاي      -3

از راه خوراكي نيز صورت در خصوص استفاده از اين دو عصاره  يپيشنهاد مي گردد كه مطالعات ،هيدروفيلا  

  با مطالعه حاضر مقايسه گردد. حاصلنتايج  گرفته و

  ضروري است بـا توجـه بـه تفاوتهـاي بـين گونـه اي تاسـماهيان نسـبت بـه بررسـي تـأثيرات مقـادير مختلـف               -4

در كنتـرل آلـودگي   خوني و نيز آسيب هاي بـافتي   عوامليرازي  بر عصاره هاي هيدروالكلي سير و آويشن ش

  ساير گونه هاي ماهيان خاوياري نيز تحقيقات جامعي صورت پذيرد.  هاي باكتريايي

توصيه مي گردد با توجه به تنوع زياد گونه هاي گياهان دارويي در اكثر نقاط كشور، تأثير گياهان مذكور بـر   -5

 هيان مورد بررسي و مطالعه قرار گيرد.ما عوامل باكترياييروي 
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  تشكر و قدرداني 

بدينوسيله از مساعدت و همكاريهاي آقايان دكتر عباسعلي مطلبي رياست محترم وقت موسسه تحقيقات علوم 

شيلاتي كشور، دكتر مصطفي شريف روحاني معاونت محترم وقت تحقيقاتي موسسه تحقيقات علوم شيلاتي 

  كشور، 

بهمني رياست محترم موسسه تحقيقات بين المللي تاسماهيان درياي خزر، دكتر محمد پوركاظمي  دكتر محمود

رياست محترم وقت انستيتو تحقيقات بين المللي ماهيان خاوياري دكتر دادمان، دكتر شهرام عبدالملكي معاونت 

يه زهرا رياست محترم بخش محترم تحقيقاتي موسسه تحقيقات بين المللي تاسماهيان درياي خزر، دكتر جليل ذر

بهداشت و بيماريهاي آبزيان موسسه و روساي محترم مراكز تكثير و بازسازي ذخاير شهيد بهشتي و شادروان 

دكتر يوسف پور صميمانه قدرداني و تشكر بعمل مي آيد. از رهنمودهاي ارزشمند استاد مشاور محترم پروژه 

ق و سازنده ايشان در هدايت علمي طرح بسيار مؤثر بوده است آقاي دكتر عيسي شريف پور كه راهنمائيهاي دقي

سپاسگزاري مي گردد. از آقاي دكتر مسعود حقيقي، ناظر محترم پروژه به جهت ارائه راهنماييهاي مؤثر و 

  ارزشمند تشكر و قدرداني مي گردد. 

يان دكتر شاپور از همكاران محترم بخش بهداشت و بيماريهاي موسسه تحقيقات علوم شيلاتي كشور آقا

  كاكولكي و دكتر ابوالفضل سپهداري قدرداني و تشكر بعمل مي آيد.

از كليه همكاران محترم پروژه كه در كليه مراحل اجرايي همكاري صميمانه داشته اند آقايان دكترمحمدرضا 

مهدي مهرابي، دكتر عليرضا شناور ماسوله، مهندس جليل جليل پور، مهندس سهيل بازاري مقدم، مهندس 

  عليزاده، 

مهندس ذبيح ا... پژند، مهندس علي حلاجيان، مهندس محمد پوردهقاني، دكتر محمد علي يزداني، مهندس  

و نيز كليه همكاران اداري، مالي و پشتيباني صميمانه تشكر و قدرداني گرديده و توفيقات روز  هوشنگ يگانه

  افزونشان را از خداوند متعال مسئلت دارد. 
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Abstract: 

In order to investigate the effect of ethanol extracts of garlic (Allium sativum) and Zataria multiflora on 

Aeromonas hydrophila bacteria Persian sturgeon (Acipenser persicus)took the kids to the isolation and 

identification of bacteria , the minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal concentration 

(MBC) of bacteria Aeromonas hydrophila by garlic (Allium sativum) and Zataria multiflora hydroalchoholic 

extracts to determine the lethal concentrations of hydroalchoholic extracts of garlic (Allium sativum) and Zataria 

multiflora hydroalchoholic extracts on Persian sturgeon (Acipenser persicus)children , and also to evaluate the 

efficacy and determine the effective doses of the bacterium Aeromonas hydrophila extracts of in vitro and in 

vivo were measured.Due to the absence of the Aeromonas hydrophila identification by molecular country in the 

study of bacteria isolated from sturgeon disease is suspected after detection by screening DNA extraction and 

molecular By toward action and results by NSBI Aeromonas hydrophila bacteria and Authentication Code NSBI 

was recorded in Gen Bank JX987090 . Based on studies done in vitro (in vitro) in this study, the minimum 

inhibitory concentrations (MIC) Aeromonas hydrophila bacteria by extracts of garlic and thyme and arrange 1 

mg/ml, 0.25mg/ml and the minimum bactericidal concentration (MBC) of bacteria Aeromonas hydrophila by the 

extracts, respectively , and 2mg/ml, 0.5mg/ml. 

Study on lethal concentration (LC50) of Zataria multiflora hydroalchoholic extract on fingerlings of Persian 

sturgeon showed that during 96h and 1h, the LC50 was 766.65 and 9933.44 mg/L, respectively. Also, LC50 of 

garlic extract during 96h and 1h was 1279.97 and 12624.08 mg/L, respectively. Investigation on white blood 

cells (WBC) showed significant difference in lymphocyte and neutrophil numbers in different treatments 

(P<0.05). But, there was no significant difference in monocyte and eosinophil numbers in different treatments 

(P>0.05).  

In this study, concentrations ranging from 400 to 1,000 mg/ml of hydroalchoholic extracts of Zataria multfor 

treating Persian sturgeon (Acipenser persicus) infected with the Aeromonas hydrophila by intraperitoneal 

injection were determined. Based on the results of the concentration of the extract to 800 mg/ml during shower 

hour was determined . Assay to determine the concentration of garlic extract on the bacteria in the Persian 

sturgeon (Acipenser persicus)concentration range of 600 to 1200 mg/ml determine the effective concentration of 

extract equivalent to 1,000 mg/ml during shower hour was calculated. 

Study on the pictures taken out from sections of gill, liver and kidny of Persian sturgeon fingerlings (Acipenser 

persicus)  showed that in different doses of garlic (Allium sativum) and Zataria multiflora hydroalchoholic 

extracts the teretment grups were examined and some microscopic damages observed. They are hyperemia, 

adhesion in the gill filaments, cell necrosis, melanin pigments in gill primary filaments, cloudy swelling of 

hepatocytes, liver necrosis, hyperemia and increase in melanin pigments and melano macrophage centers in 

liver, glomerular changes such as congestion and blocked the dilation of Bowman's space , bleeding, cell 

necrosis , cloudy swelling of the in kidny. 

Key words: Persian sturgeon fingerling, Zataria multiflora hydroalchoholic extract, Garlic (Allium sativum) 

hydroalchoholic extract, Acipenser persicus, LC50,  
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