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و  اینیایی استرپتوکوکوسهای ( بر جدایهPimpinella anisumتأثیر اسانس انیسون ) يبررس

PCRتعیین هویت شده به روش  گارویه لاکتوکوکوس
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دهیچك

 لیبه دل اسانس انیسون  د.نشومی ساخته گیاهاندر  ثانویه متابولیت یک به عنوان که ی هستندفرار هایاز روغن ترکیبی هااسانس    
 بر از جمله عوامل تأثیرگذار انهای باکتریایی آبزیپاتوژن . زا شناخته شده استیماریب یباکتر نیخود در برابر چند یکروبیضدم تیفعال

آلای قزل هیدر ما ی باکتریاییزاتشخیص عوامل بیماری حاضر، قیهدف از تحق  .آیندحساب می پرورش ماهیان به مزارعمیزان تولید در 
در این   بود. هابررسی فعالیت ضدباکتریایی اسانس انیسون بر روی این باکتری همچنین و (Oncorhynchus mykiss) رنگین کمان

جداسازی  کشیسانپس از آ ماهیان زنده کلیه قدامی از لاکتوکوکوس گارویهو  استرپتوکوکوس اینیاییزا شامل باکتری بیماری دو مطالعه 
 زایارعلیه این عوامل بیمفعالیت ضد باکتریایی اسانس انیسون  سپس ند،شد تعیین هویت PCRآزمایش  وسیلهبه  و شدسازی و خالص

 ساسترپتوکوکو یبالا وعیش زانیم دهندهنشان PCR جینتاها، اساس یافته بر  قرار گرفت. ارزیابیمورد به روش ماکرودایلوشن براث 
های مورد باکتریاسانس انیسون بر روی کمان است، تأثیر آلای رنگیندر استخرهای پرورش ماهی قزل گارویهلاکتوکوکوس و  ییاینیا

 µl/mlلاکتوکوکوس گارویهو این مقدار برای  µl/ml19/0استرپتوکوکوس اینیایی برای  حداقل غلظت بازدارندگی از رشد حاکی ازآزمایش 

های بیوتیکعدم رشد تحت تأثیر آنتی هاله مثبت با قطرهای گرم اسانس انیسون برای این باکتری ثیرأعدم رشد تحت ت هاله قطر  .بود 0/ 312
پتانسیل دهنده که نشانها بود بیوتیکدار اسانس انیسون در مقایسه با آنتیگر اختلاف معنیمقایسه قرار گرفت و نتایج بیانمورد  رایج

پروری در موفقیت آبزی زاعوامل بیماری همراه تشخیص سریع و به های مذکور بوده استیقابل توجه اسانس انیسون در مهار رشد باکتر
 .نقش مؤثری داشته باشد

بیوتیکآنتی ،، اسانس انیسونPCR، ماهی ،باکتری : کلیدیکلمات 
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جانبی  اثر حداقل داراي و گیرد قرار انسان مصرف مورد

 دارا دلیل به هااسانس  باشند.می گیاهی هاياسانس باشند،

 طیف علیه مقابله توانایی خود به فرد منحصر بودن ترکیبات

 دارا را حشرات و هایاختهتک ها،از میکروب ايگسترده
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 ,Kalemba and Kunicka, 2003; Bakkali et al) باشندمی

معروف به بادیان یک ادویه (Anise) انیسون  . (2008

 Apiaceaeمعروف و از گیاهان دارویی متعلق به خانواده 

است که در صنایع غذایی، داروسازي و عطرسازي استفاده 

اسانس  . (Abdel-Reheem and Oraby, 2015)شود می

عمدتاً حاوي فنیل پروپانوئیدهاي فرار مانند آنتول  انیسون

، اسانس( به عنوان عامل فعال، انیسالدئید درصد 90)تقریباً 

 ,Ullah and Honermeier) استراگول و اوژنول است

عامل بیماري  ییاینیاسترپتوکوکوس ا . (2013

است که منجر به زیان  یاندر ماه یساسترپتوکوکوز

 شودمیلیارد دلار در سال می 23اقتصادي فراوانی در حدود 

(Zheng et al, 2018; Wang et al, 2020) . استرپتوکوکوس
از  (انسانو دام  خاطر زئونوز بودن )مشترک بینه ب ییاینیا

آوري باعث تأثیرات زیان و برخوردار استزیادي  تیاهم

کار  و سر ی آلودهکه با ماه يو افراد دهندگانبراي پرورش

عواقب مضر در  کننده جادیاشود و در نهایت دارند می

 .(Sun et al, 2012)است  یسلامت عموم

 لاکتوکوکوسهاي یکی از جنسلاکتوکوکوس گارویه     

جنس لاکتوکوکوس  . (Cai et al, 2016)شود محسوب می

و  لاکتوکوکوس لاکتیسگونه است که  21شامل 

ها هستند. ترین آنشناخته شده لاکتوکوکوس گارویه

 است براي انسان و حیوانات بی خطرلاکتوکوکوس لاکتیس 

گیرد و معمولاً در صنایع لبنی مورد استفاده قرار می

(Allende et al, 2020; Francés et al, 2022).  

 جنس زايکه تنها گونه بیماري لاکتوکوکوس گارویه

سمی به نام باعث یک فرآیند سپتی استلاکتوکوکوس 

کمان آلاي رنگیناولین بار در قزل وشود می لاکتوکوزیس

ي هاگونه  .(Vendrell et al, 2006) در ژاپن گزارش شد

Oncorhynchus  متعلق به خانواده آزادماهیان است و

شوند و کمان شناخته میآلاي رنگینمعمولاً به عنوان قزل

بومی سواحل اقیانوس آرام، آمریکاي شمالی و روسیه است 

پرورش گیري تفریحی و ماهیمنظور تأمین غذا که به 

هاي مختلف ز بین گونها  .(Bhandari et al, 2019)یابد می

-ي رنگین کمان از حساسیت بیشآلاماهی قزلآزادماهیان، 

تري برخوردار بوده، بنابراین خسارات اقتصادي ناشی از 

ویژه  بیماري در بسیاري از مناطقی که آزادماهیان به

شود، قابل توجه کمان پرورش داده می ي رنگینآلالقز

 ,Austin and Austin, 2016; Carson and Wilson) است

مختلفی حاکی از پراکنش بیماري و هاي گزارش(.  2009

 دوجود دار آبزیان توسعه آن در مزارع پرورشی

(Vazirzadeh et al, 2019; Soltani et al, 2020  .)توجه  با

غذایی بشر، ارزش غذایی بالا و  هايبه اهمیت تأمین نیاز

 نسبت انیماه صنعت پرورشتر نیضریب تبدیل غذایی پای

 ،ییشناسالازم است اقدامات مؤثري در  ،و طیور به دام

تشخیصی دقیق  هايروشا زا بعوامل بیماري تیهو نییتع

-پیش و همچنین (PCR)ی مولکول هايو سریع مانند روش

، دشوانجام  جهت رشد این صنعت هاگیري و درمان آن

بدین جهت این تحقیق در راستاي تشخیص و تعیین هویت 

باکتریایی و بررسی استفاده از زاي برخی از عوامل بیماري

براي مبارزه با این  عنوان ترکیبات طبیعیه ها باسانس

 قرار گرفت. بررسیمورد  هاباکتري

 

 کار مواد و روش

 انجام شد.  1399 اردیبهشتتا  1398این تحقیق از آبان     

آلاي رنگین ماهی قزلع فعال پرورش رمزا ازبرداري نمونه

کهگیلویه ، چهارمحال و بختیاري و البرز هايدر استانکمان 

رسانی موردي )در صورت اطلاعبه صورت  و بویراحمد

به ظاهر سالم و  انیاز ماه شش ماهمدت  به و مدیر مزرعه(

اگزوفتالمی، شناي نامنظم، تیرگی بدن  میعلا يدارا) ماریب

 فعال سردآبی مزارع . صورت گرفت( هاي پوستیو زخم

مجموعه  9صورت گرفت، شامل  يبردارنمونه هاآن از که

 بود.  یپرورش ماه

از هر زاي باکتریایی، به منظور جداسازي عوامل بیماري    

، کشت کشیپس از آسانماهی به صورت زنده  20مزرعه 

باکتري تحت شرایط استریل و زیر هود از کبد، کلیه، مغز 

 (Buller, 2014)هاي استاندارد ها طبق روشو طحال آن

 حاوي ماهیان لوپ از کالبدگشاییپس از  انجام گرفت. 
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هاي حاوي بر روي پلیتبرداري از هر اندام جداگانه نمونه

تلقیح و سپس در  Tryptic Soy Agar (TSA)محیط مغذي 

-ساعت گرم 48گراد به مدت درجه سانتی 30دماي 

گذاري خانهبعد از طی زمان گرم گذاري شدند. خانه

بررسی و  رشد یافته بر روي هر محیط کشت هايکلونی

به  TSAبر روي محیط  هاي مشکوک به هر باکتريکلنی

 .شدسازي خالص ايروش کشت چهار منطقه

استفاده با ها باکتري هیاول صیتشخ ،يسازخالص از پس    

 يهاپرگنهیی براي هر ایمیوشیبمرسوم  يهاشیآزما از

آمیزي گرم پس از رنگ د. ش انجام شده، يسازخالص

جهت  یاکسیداز منف کاتالاز وکه  مثبت گرم هايجدایه

ها با حرارت استخراج ، ژنوم آنهاي مولکولیبررسی

ساعته  24براي این کار، از دو تا سه کلنی از کشت  . ردیدگ

باکتري، در آب مقطر سوسپانسیونی تهیه شده و به مدت 

دقیقه در دستگاه ترموبلاک )کیاژن، ایران( جوشانده شد  10

، مایع رو به rpm 6000دقیقه سانتریفوژ در دور  2و پس از 

کارگیري  اي پلیمراز با بهواکنش زنجیره در DNAعنوان 

 Buller, 2014;Tarr et) رایمرهاي اختصاصی استفاده شدپ

al, 2007.) 

 از ییاینیا استرپتوکوکوس يهاهیجدا ییشناسا يبرا    

 2004و همکاران سال  Mata شده توسط هیتوصروش 

 هیناح که مریجفت پرا کیکار از  نیابراي  استفاده شد. 

bp870 ژن lctO ییرا شناسا ییاینیاسترپتوکوکوس ا يباکتر 

 .(Table 1) شد استفاده دینمایم
 

Table 1: Primers used for PCR and sequencing of the Lactate oxidase 
Primer (5'- 3')    Sequence Target 

gene 
Amplicon 

size (bp) Pathogen Reference 

LOX-1 AAG GGG AAA TCG CAA GTG CC 
lctO 870 S. iniae 

Mata et 

al. (2004) LOX-2 ATA TCT GAT TGG GCC GTC TAA 

 

از روش لاکتوکوکوس گارویه هاي براي شناسایی جدایه    

 1998 در سال همکاران و Zlotkin توصیه شده توسط

 باکتري 16S rRNA ژن bp1100که ناحیه  استفاده شد. 
   .(Table 2)نماید را شناسایی می لاکتوکوکوس گارویه

                                            

Table 2: Primers used for PCR and sequencing of the 16S rRNA 

Primer   ')3 -'5( Sequence  Target 

gene 
Amplicon 

size (bp) Pathogen Reference 

pLG -1 CAT AAC AAT GAG AAT CGC 16S 

rRNA 
1100 L.garvieae Zlotkin et al 

(1998) pLG -2 GCA CCC TCG CGG GTT G 
 

، در هر واکنش از PCR و مواد براي آزمایش راحلم    

 کرولیتریم 5/6(، رانیا ناژن،یمسترمیکس )س کرولیتریم 5/12

از پرایمرها  کیاز هر  کرولیتریم PCR، 1آب مخصوص 

( کومولیپ 10) کرولیتریم 4( و رانیا ناژن،یس کومول،یپ 10)

 25شده براي رسیدن به حجم نهایی  استخراج DNAاز 

 ترموسایکلر دستگاه از استفاده با  استفاده گردید. تریکرولیم

 هابراي باکتري Table 3دمایی طبق  برنامه (لمانآ )اپندورف

 انجام شد.
 

Table 3:  Temperature program 

Lactococcus garvieae Streptococcus iniae Bacteria 

 

Step 
Number 

of cycles 
Time Temperture 

Number 

of cycles 
Time Temperture 

1 5 Min 95 C˚ 1 5 Min 95 C˚ 
Initial 

denaturation 

30 

45 Sec 

1 Min 

1 Min 

94 C˚ 

56 C˚ 

72 C˚ 

35 

30 Sec 

30 Sec 

1 Min 

95 C˚ 

55 C˚ 

72 C˚ 

Denaturation 

Annealing 

Extension 

1 5 Min 72 C˚ 1 5 Min 72 C˚ Final extension 
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 ،ژن مورد هدف ریو تکث ییدما هايچرخه یاز ط پس    

 استرپتوکوکوس مثبت يهاکنترل با همراه PCRمحصول 

و  GQ850376 لاکتوکوکوس گارویهو  GQ850377یی اینیا

 bp یدر کنار نردبان ژن تریکرولیم 5 مقداربه  ،یمنفکنترل 

 ژل هايچاهک بهجداگانه  طوربه ( رانیا ناژن،ی)س 100

 (رانیا ناژن،ی)س Safe Stainحاوي رنگ  ،درصد 1 آگارز

الکتروفورز  قهیدق 35مدت  به 100در ولتاژ  و شد اضافه

بر روي  هاباند تشکیل به منظور بررسی گردید در نهایت

دستگاه ژل داک  به آرامی به الکتروفورز شده ژل آن،

(Uvitec،  )نور  دارايانگلستانUV  شدمنتقل . 

گرم از دانه گیاه انیسون پس از  100 مطالعه این در    

یید، به طور طبیعی أهاي طبیعی و ترویشگاهخریداري از 

 لیتري یک بالن در آمده دست به پودر شد آسیاب و خشک

 افزوده آن به مقطر استریل آب لیترمیلی 600 شد و ریخته

( Clevenger) کلونجر دستگاه از استفاده اسانس با  شد.

 تا و میکرومتر( صاف 4/0استریل ) فیلتر توسط استخراج و

گراد سانتی درجه 4 یخچال با دماي در استفاده زمان

 .(Sivam, 2001)شد  نگهداري

از روش ماکرودایلوشن براث  MBCو  MIC نییتع يبرا    

لیتر محیط کشت مایع میلی 5ابتدا منظور،  بدین  استفاده شد.

(TSB) سپس  استریل گردیدهاي آزمایشگاهی در لوله

میکرولیتر  009/0تا  10)هاي متوالی از اسانس تهیه شد رقت

سوسپانسیون  میکرولیتر از 10پس از تلقیح  لیتر(،بر میلی

  CFU/mlمعادل مک فارلند یک )غلظت تقریبی باکتریایی 
ساعت  24 شده قیآبگوشت رق طیمحبه  (3 ×810

و  یچشم یسنجبا کدورت اسیون شد وانکوب

 یکدورت گونهچیکه ه یغلظت نترینییپا ،ياسپکتروفتومتر

از  مهارکنندگیغلظت حداقل عنوان در آن مشاهده نشد به

مشخص کردن حداقل  يبرا د. گردی نییتع( MIC) شدر

رقت بالاتر و  کی، MIC رقتاز ( MBC) یکشندگغلظت

ژلوز  طیبه مح تریکرولیم 10مقدار به تر نییرقت پا کی

 یکشت سطح لیپاستور استر پتیدار اضافه و با پخون

درجه  30 يساعت در دما 24ها به مدت تیپل شد.  انجام

 یرقت نیترو پس از آن کم ينگهدار انکوباتوردر  گرادیسانت

رشد نکرد به عنوان حداقل  يباکتر گونهچیه نکه در آ

  .(Soltani et al, 2013) شد نییتع کشیيغلظت باکتر

مک  نیم با کدورت استاندارد باکتریایی از سوسپانسیون    

 کاملاً شرایط در (CFU/ml 810× 5/1غلظت تقریبی )فارلند 

ژلوز  محیط روي بر سطحی به صورت سوآب با سترون

 اسانس از میکرولیتر 10 سپس،.  داده شد کشت دارخون

 از مطالعه، این در . شد بلانک اضافه دیسک به انیسون

میکروگرم در هر 10هاي آنتی بیوتیکی مختلف )دیسک

 30 دماي در سپس  شد. استفاده مثبت کنترل دیسک( براي

 پس  شد. گرماگذاري ساعت 24 مدت به گراددرجه سانتی

 مترمیلی حسب بر رشد عدم هاله قطر زمان این گذشت از

  (.Soltani et al, 2013) شد گیرياندازه

استفاده  SSPS 21 براي محاسبات آماري از نرم افزار    

براي مقایسه بین تیمارها از آنالیز واریانس یک   گردید.

ها از تست دار بودن تفاوت قطر هالهطرفه و براي معنی

 >05/0Pدار در سطح معنی (Duncan)تکمیلی دانکن 

 استفاده گردید.

 

 نتایج

 مورد هايمریپرا جفت از استفادهبا  PCR شیآزما جینتا    

شد  bp870 یمولکول وزن با باندشکیل ت به منجرکه  اشاره

 7)در مجموع یی اینیا استرپتوکوکوسهاي ه عنوان سویهب

هاي ه عنوان سویهب bp1100 در ناحیه باند لیتشکو سویه( 

نظر گرفته  ( درسویه 4)در مجموع  لاکتوکوکوس گارویه

نیز ( Positive control) کنترل مثبت هاينمونه براي، شد

 کنترل در که یصورت در ،دیگرد باندهاي مورد نظر تشکیل

 نشد تشکیل يباند چیه( Negative control) یمنف

(Figure 1 & 2 .) 
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Figure 1: agarose gel PCR analysis of 

Streptococcus iniae DNA, 

M: 100 bp indicator, 1-7: samples, 

P: positive control , N-: negative control. 

 

 
Figure 2: agarose gel PCR analysis of 

Lactococcus garvieae DNA, 

M: 100 bp indicator, 1-4: samples, 

P: positive control, N-: negative control 

 

 کننده از رشددر این پژوهش حداقل غلظت ممانعت    

(MIC)،  کشیباکتريحداقل غلظت (MBC) و فعالیت 

تعیین هاي باکتريتمامی اسانس انیسون بر ضدباکتریایی 

 گارویه لاکتوکوکوس و استرپتوکوکوس اینیایی هویت شده

  .قرار گفتبررسی مورد  کمانآلاي رنگیندر ماهی قزل

تمامی اسانس انیسون بر  MICنتایج نشان داد که 

به طور  استرپتوکوکوس اینیاییهاي گرم مثبت باکتري

 µl/ml 312/0 گارویه لاکتوکوکوس و µl/ml019/0 میانگین

الذکر به هاي فوقاین اسانس براي باکتري MBC  بود.

 .(Table 4) بود µl/ml 625/0و  039/0ترتیب 

ن ثیر اسانس انیسون براي ایأعدم رشد تحت ت هاله قطر    

عدم رشد تحت تأثیر  هاله مثبت با قطرهاي گرم باکتري

سیلین پنیو  کلینتتراسایاریترومایسین، هاي بیوتیکآنتی

 (. Table 5قرار گرفت )مقایسه مورد 

رشد  عدم هاله اساس نتایج حاصل از این تحقیق، قطر بر    

واسطه تأثیر اسانس  به استرپتوکوکوس اینیاییباکتري 

هاي مورد استفاده داراي کیوتیبیآنتانیسون در مقایسه با 

( و هاله عدم رشد تحت >05/0P) داري بوداختلاف معنی

بالاتري نسبت به تأثیر اسانس انیسون در سطح 

قطر هاله عدم رشد  شده مشاهده شد.  ذکر هايبیوتیکآنتی

در اسانس انیسون ثیر أتحت ت گارویه لاکتوکوکوسباکتري 

تري بود بیوتیک اریترومایسین در سطح پایینمقایسه با آنتی

این باکتري نسبت به   (.>05/0Pدار بود )و اختلاف معنی

مقاوم بود و هاله سیلین پنیو  تتراسایکلینهاي بیوتیکآنتی

 عدم رشد مشاهده نگردید.

 
Table 4: Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of 

anise essential oil 

Concentration  

µl/ml 

Bacteria 
10 5 2.5 1.25 0.625 0.312 0.156 0.078 0.039 0.019 0.009 

Streptococcus iniae - - - - - - - - MBC MIC + 
Lactococcus 

garvieae 
- - - - MBC MIC + + + + + 
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Table 5: diameter of growth inhibition zone (in millimeters) of anise essential oil on gram-positive bacteria 

compared to antibiotics 
Essence and  

Antibiotics 
 

Bacteria 

Essential oil of 

anise (10μl) 

Erythromycin Tetracycline Penicillin 

Concentration of antibiotics is 10 micrograms per disc 
Streptococcus iniae 33 ± 1 a 25.33 ± 0.57 b 11.66± 0. 57c 15 ± 1d 

Lactococcus garvieae 20.66 ± 1.15 a 23.33 ± 0.57 b 0 ± 0 c 0 ± 0 c 
      Different letters indicate statistically significant differences (P≤0.05). 

 

 بحث

پروري نقش مهمی در امنیت زیستی و هاي آبزيفعالیت    

با توجه  تأمین نیازهاي غذایی بشر از جمله پروتئین دارد. 

هاي دریایی به شرایط اقلیمی مناسب ایران، دسترسی به آب

هاي فراوان، و رودخانه )براي پرورش ماهی در قفس(

تواند نقش مهمی در تأمین نیازهاي غذایی پرورش ماهی می

جایی که بیماري  از آن  .هاي اقتصادي ایفا کندفعالیت و

ترین عامل عدم گسترش و موفقیت در این صنعت مهم

زا و با تشخیص سریع عوامل بیماريگیري پیش ،باشدمی

 تواند بهمی جلوگیري از تلفات در ماهیانمنظور  کنترل به

با توجه با   .کمک فراوانی کندرونق بخشیدن این صنعت 

-هاي خونهاي بالینی در اکثر بیماريکه نشانه این

دهنده غیراختصاصی است جهت تعیین هویت و ریزي

زا براي کاهش تلفات ناشی از کنترل سریع عوامل بیماري

شناسی و هاي بیوشیمیایی باکتريآن، استفاده از تست

 ،يریگشیپ نیبنابرا . ضروري است PCRآزمایش مولکولی 

حاضر  تحقیق . است يضرور يماریب نیا یکنشهیر و کنترل

آلاي رنگین کمان به به منظور بررسی آلودگی مزارع قزل

و  استرپتوکوکوس اینیاییهاي گرم مثبت باکتري

انجام گرفت و با تشخیص مولکولی  لاکتوکوکوس گارویه

مزارع مورد مطالعه محرز گردید،  تلفاتدر  هاباکتري وجود

 ایسه باقم در هاباکتريتمامی تأثیر اسانس انیسون بر  سپس

 در شرایط آزمایشگاهیها بر آن هاي رایجبیوتیکآنتی تأثیر

 و همکاران Soltaniمطالعه در   قرار گرفت. لعهامطمورد 

( که بر روي بررسی شیوع استرپتوکوکوزیس و 2015)

آلاي لاکتوکوکوزیس در مزارع پرورش ماهی قزل

هاي فارس و لرستان با استفاده از کمان در استانرنگین

گر هاي باکتریولوژي و مولکولی انجام شد نتایج بیانروش

مزرعه پرورش ماهی  15مزرعه ) 30ها در وقوع این بیماري

مزرعه پروش ماهی در استان لرستان(  15س و در استان فار

و همچنین مقدار لاکتوکوکوزیس بالاتر از 

در تحقیقی که توسط   استرپتوکوکوزیس گزارش شد.

Taheri Mirghaed  بر روي  1395و همکاران در سال

 پرورشی کمان رنگین آلاي قزل ماهیان مطالعه وضعیت ابتلا

 برخی در گارویه لاکتوکوکوس و اینیایی استرپتوکوکوس به

 برداري ازکرج انجام شد نمونه و تهران ماهی عرضه میادین

 بر میکروبی هايآزمون و غیرطبیعی ظاهري علایم با ماهیان

سازي گرفت پس از جداسازي و خالص انجام هاآن روي

ها با استفاده از هویت آنها، شناسایی و تعیین باکتري

لاکتوکوکوس هاي باکتري که ژن 16SrRNAپرایمرهاي 
کند استفاده شد، شناسایی می bp1100را در ناحیه  گارویه

 عرضه ماهیان آلودگی بالاي میزان از حاکینتایج حاصل 

در   بود. لاکتوکوکوزیس و استرپتوکوکوزیس به شده

با  1399و همکاران در سال  Hassaniتوسط پژوهشی که 

 استرپتوکوکوسنقش  ییایمیوشیب و یمولکول یبررسعنوان 

 Lates)ی پرورش ییایآس ییایدر تلفات باس در ییاینیا

calcarifer)  انجام  فارس جیخل یپرورش يهاقفسدر

 استفاده با ها،يباکتر يسازو خالص يجداسازبعد از گرفت 

 يمرهای)با پرا یلکولوم روشو  ییایمیوشیب يهاتست از

 یایینیاسترپتوکوکوس ا يباکتر حضور( lctOژن  یاختصاص

 از استفادهبا  PCR شیآزما جینتا ،قرار گرفت یمورد بررس

 وزن با باند شکیلت به منجر اشاره مورد مریپرا جفت

 یتوال نییتع جینتا یبررس گردید، همچنین bp870 یمولکول
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 داد نشان ،NCBI یژن بانک از استفاده با شده ریتکث قطعه

 پرورش کزامر انیماه در سیاسترپتوکوکوز يماریب عامل که

 فارس جیخل هیحاش يهااستان در قفس در یانماه

کارگیري  در این تحقیق به  .باشدیم ییاینیا استرپتوکوکوس

برداري و تشخیصی باکتري با استفاده از هاي نمونهروش

براي شناسایی  lctOو  16SrRNAپرایمرهاي ژن 

 استرپتوکوکوس اینیاییو  لاکتوکوکوس گارویههاي باکتري

به هاي موجود و از یافته دارد تطبیقبا مطالعات انجام شده 

توان رسید که عامل استرپتوکوزیس و این نتیجه می

هاي ایران موجود در فلور آب ،لاکتوکوزیس در ماهیان

تواند به سریع می هاي تشخیصیو استفاده از روشباشد می

هاي ظهور در سیستم در ابتدايبیماري  کنترل و درمان

 پرورشی کمک شایانی کند.

قدمت  به ايسابقه درمان، براي دارویی گیاهان مصرف    

 دارویی گیاهان کاربرد اخیر، هايسال در  دارد. انسان عمر

این  با بیماران سازگاري و کمتر هزینه و عوارض به با توجه

براي  شده شناخته جانبی اثرات وجود لحاظ به و داروها

 امروزه چه اگر  است. یافته افزایش شیمیایی، داروهاي

 دست امااست  شیمیایی مصرفی داروهاي از بخش عظیمی

 و گیاهی داشته منشأ دارویی، هايفرآورده همه سومیک کم

 مقاومت  اند.داده شکل تغییر گیاه، از استخراج از پس یا

 رویهبی مصرف حاصل که هامیکرو ارگانیسم دارویی

 افراد توسط دارو تجویز و درمانی خود داروها،

 صنعت مهم معضلات از یکی است غیرمتخصص

 مقاومت  .(Buhner, 2012) باشدمی کشور پروريآبزي

 افزایش و ناتوانی و میر،مرگ  افزایش به منجر دارویی

 بروز از گیريپیش که شودمی بهداشتی مراقبت هايهزینه

 به منجر تواندمی مقاوم میکروارگانیسم انتشار و مقاومت

  .شود هاآن به وابسته هايهزینه و آورزیان اثرات کاهش

بر روي اثر  2015در سال  Abdel-Reheem مطالعه

علیه به روش انتشار در دیسک، ضدمیکروبی اسانس انیسون 

از جمله  هاي گرم مثبت و گرم منفیمیکروارگانیسم

 15) اشرشیا کلیمتر(، میلی 15) استافیلوکوکوس ارئوس

کاندیدا متر(، میلی10) سودوموناس آئروژینوزامتر(، میلی

 استرپتوکوکوس پیوژنسمتر(، میلی10) آلبیکانس

متر(، میلی16) انتروکوکوس فیکالیسمتر(، میلی12)

 17) سالمونلا تیفیمتر(، میلی 14) میکروکوکوس لوتئوس

 2-4کننده از رشد و حداقل غلظت ممانعت متر(میلی

تحقیقی که توسط در   لیتر گزارش شد.میکروگرم بر میلی

Fathi-Achachlouei  بر روي شناسایی 1399در سال ،

ترکیبات انیسون و بررسی اثر آن بر روي برخی از 

استافیلوکوکوس ، باسیلوس سرئوسهاي غذایی نظیر پاتوژن

به روش  سالمونلا تیفی موریومو  اشرشیا کلی، ارئوس

میکرودایلوشن براث براي تعیین حداقل غلظت ممانعت از 

گر دارا بودن قدرت انجام شد، نتایج بیان (MIC) رشد

هاي غذایی ضدمیکروبی اسانس انیسون علیه پاتوژن

 باسیلوس مثبت گرم هايباکتريبراي  MIC  گزارش شد.

 05/0با  برابر ترتیب به ارئوس استافیلوکوکوس و سرئوس

 25/0و  2/0هاي لیتر بود و غلظتمیکروگرم بر میلی 06/0و 

لیتر از اسانس انیسون توانست از رشد میکروگرم بر میلی

ممانعت  اشرشیا کلیو موریوم سالمونلا تیفیهاي باکتري

( 2008و همکاران ) Al-Bayatiدر تحقیقی که توسط   کند.

باغی و انیسون و افزایی اسانس آویشنبر روي تأثیر هم

باکتري  9ها علیه افزایی عصاره متانولی آنهمچنین هم

زاي گرم مثبت و گرم منفی به روش میکرودایلوشن بیماري

براث جهت تعیین حداقل غلظت مهارکننده و کشنده 

نتیجه ( مورد بررسی قرار گرفت و MIC ،MBCباکتري )

ها گزارش گر فعالیت ضدباکتریایی علیه بیشتر باکتريبیان

 شد.

و همکاران در سال  Chahardoli در تحقیقی که توسط    

ي عصاره و اسانس بر روي خواص ضدباکتریایی 1400

 و اشرشیا کلیهاي باکتریایی پاتوژن علیه الکلی انیسون

به روش در شرایط آزمایشگاهی  اورئوس لوکوکوسیاستاف

کننده از رشد انتشار در دیسک آگار، حداقل غلظت ممانعت

(MIC) کشی و حداقل غلظت باکتري(MBC)  انجام گرفت

لیتر و عصاره گرم در میلی 32/1هاي اسانس انیسون در رقت

لیتر گرم در میلی 16/1و  8/1، 4/1هاي الکلی آن در رقت

ترین اثر ضدمیکروبی را به روش چاهک و دیسک، بیش
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حداقل غلظت   روي هر دو باکتري مورد مطالعه داشت.

 (MBC)کشی و حداقل غلظت باکتري (MIC)مهارکنندگی 

 لوکوکوسیاستاف و اشرشیا کلیاسانس انیسون بر باکتري 
 MICلیتر و در میلی 128/1و  256/1به ترتیب  اورئوس

عصاره براي  MBCو  16/1عصاره براي هر دو باکتري 

 4/1 اورئوس لوکوکوسیاستاف و براي  8/1اشرشیا کلی 

ها عصاره الکلی و لیتر گزارش شد که طبق نتایج آنمیلی

 اسانس انیسون تأثیر ضدمیکروبی خوبی از خود نشان داد.

( 2022ن )و همکارا Elshafieاي که توسط در مطالعه    

انجام شد فعالیت ضدمیکروبی چهار اسانس گیاهی شامل 

آویشن، رازیانه، انیسون و مرزنجوش علیه برخی 

هاي گوشتی در پنج استان هاي جدا شده از فرآوردهپاتوژن

گر فعالیت که نتایج بیانمصر مورد ارزیابی قرار گرفت 

مورد هاي ضدمیکروبی وابسته به دوز در تمامی اسانس

هاي میکروبی گزارش شد، مطالعه در برابر برخی جدایه

سودوموناس بالاترین فعالیت ضدباکتریایی در برابر 
اسانس آویشن و در  به مربوط اشرشیا کلی و فلورسنس

تر تأثیر بیش سودوموناس آئروژینوزابرابر باکتري 

 .بودضدمیکروبی مربوط به اسانس مرزنجوش 

براي که  دست آمده از این مطالعه با توجه به نتایج به    

هاي بر روي باکتري ارزیابی تأثیر اسانس انیسون

به روش  استرپتوکوکوس اینیاییو  لاکتوکوکوس گارویه

نتشار در دیسک در شرایط اماکرودایلوشن براث و 

 و تطبیق آن با مطالعات انجام شده آزمایشگاهی انجام شد

مشخص شد اسانس انیسون داراي خواص ضدباکتریایی 

دارد و از این  همخوانیاست و با مطالعات انجام شده 

براي ساخت داروهاي ضد  توانمی اسانس

استفاده توان میاسترپتوکوکوزیس و لاکتوکوزیس در آبزیان 

 .نمود

کلی تفاوت در مقدار نتایج با سایر مطالعات  به طور    

اي که واملی نظیر محیطی و اقلیمی منطقهانجام گرفته به ع

گیري، هاي اسانس و عصارهکند، روشگیاه در آن رشد می

هاي مورد استفاده روش تست میکروبی و تفاوت در سویه

 است.

 اسانس انیسون با توجه به اثرات ضدباکتریایی مناسب    

شرایط آزمایشگاهی،  در رسان ماهیهاي آسیبباکتري روي

هاي مورد مصرف در آبزیان است بیوتیکقابل رقابت با آنتی

پس از آزمایش در شرایط  توانمیلذا از اسانس گیاه انیسون 

 در يباکترامل ضدبه عنوان یک ع ،طبیعی پرورش ماهیان

 .استفاده کردهاي باکتریایی درمان عفونت

 

 قدردانیتشكر و 

کمک به اجراي این  (SCU.vC98.413 وسیله از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه در اعطاي پژوهانه )شماره بدین    

 گردد.تحقیق تشکر و قدردانی می

 

 منافع تعارض

 .ندارند منافعی تضاد گونه هیچ که دارندمی اعلام مقاله نویسندگان    

 

 منابع مالی

 انجام گردید. SCU.vC98.413 بار تحقیقاتی شمارهاین پژوهش با استفاده از اعت    
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Abstract  
    The essential oils are a combination of volatile oils that are made into plants as a secondary metabolite. Anise 

essential oil is known for its antimicrobial activity to several bacteria pathogenic. Bacterial pathogens are one of 

the important factors in the aquaculture industry. The aim of this study was to identify the bacterial pathogens in 

Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) fish and also to investigate antibacterial activity of anise essential oil on 

these bacteria. In this study, two pathogenic bacteria in fish including Streptococcus iniae and Lactococcus garviae 

were isolated from head kidney then purified from fish and identified by PCR; then, the antibacterial activity of 

anise essential oil against these pathogens was evaluated by macrodilution broth method. According to the findings 

PCR results indicate high prevalence of Streptococcus iniae and Lactococcus garviae in rainbow trout culturing 

ponds. The effect of essential oil anise on bacteria showed a minimum growth inhibitory concentration for 

Streptococcus iniae about 0.19 µl/ml and this amount was 0.312 µl/ml for Lactococcus garviae. The diameter of 

the growth inhibition zone under the influence of essential oil of anise on these gram positive bacteria was 

compared with the diameter of the growth inhibition zone under the influence of common antibiotics the results 

showed a significant difference in anise essential oil compared with antibiotics. The result also showed significant 

potential of anise to inhibiting growth of these bacteria. so, identification by molecular methods can be an effective 

role in the success of aquaculture. 
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