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 باکتریایی مواجهه مرزنگوش، فلورفنیکل، استرپتوکوزیس، ماهی، کلمات کلیدی:

 

های باکتریایی  استرپتوکوزیس یکی از مهمترین بیماری
 Soltaniدر صنعت پرورش ماهیان سرد آبی کشور است )

et al., 2005 که با استفاده از آنتی بیوتیک های مختلف ،)
 ,.Bowker et alمار می شود )همانند فلورفنیکل تی

(. با توجه به مشکلات آنتی بیوتیک ها، استفاده از 2010
منابع جایگزین می بایست جهت جلوگیری از رشد این 

 ,Fereidoni & Akhlaghiباکتری مورد توجه قرار گیرد )

(. این منابع می توانند عصاره های گیاهانی همانند 2009
 مرزنگوش باشند.

وش از خانواده نعناعیان بوده و خواص آنتی گیاه مرزنگ    
بیوتیکی عصاره آن به جهت دارا بودن ترکیبات آنتی 
بیوتیکی فاتالات شامل کارواکرول و تیمول شناخته شده 

(. Gottumukkala Venkateswara et al., 2011است )
 4مطالعاتی در زمینه استفاده از اسانس گیاه مرزنگوش بر 

و یا اثر آن  Ozkalp et al., 2010گونه باکتری )
( تا کنون Horosova et al., 2006برلاکتوباسیل ها )

انجام گرفته است. با این حال تا کنون مطالعه ای میدانی 
در زمینه استفاده از ترکیبات حاصل از این گیاه در آبزی 
پروری انجام نشده است. در این بررسی، مطالعه اثر گذاری 

از استرپتوکوکوزیس تجربی  عصاره مرزنگوش در پیشگیری
مورد بررسی قرار گرفت. هدف از این بررسی نخست تعیین 
اثر گذاری عصاره مرزنگوش در فاز میدانی و پس از آن 
مقایسه تأثیر آن با یک آنتی بیوتیک صناعی )فلورفنیکل( 

 بوده است. 
 شد انجام پرکولاسیون روش به گیاه از گیری عصاره    

(Ozakan et al., 2007.)  باکتری استرپتوکوکوس اینیایی
نیز از پژوهشکده دریای خزر )ساری( اخذ شد. بسته 

 & Austinلیوفیلیزه این باکتری ابتدا فعال شده )

Austin, 1993 و در شرایط استریل در محیط کشت )
( کشت داده شد. پس از Nutrient Brothنوترینت براث )

ی گراد در درجه سانت 22ساعت انکوباسیون در دمای  24
فاز لگاریتمی رشد باکتری با استفاده از دستگاه 

 1اسپکتروفوتومتر با لوله استاندارد مک فارلن شماره 
 ( تنظیم گردید.3×118)

جهت تهیه سوسپانسیون باکتری، ابتدا لوله های     
سی سی محیط کشت نوترینت براث و  11آزمایش حاوی 

 rpm دردقیقه تحت سانتریفیوژ  11باکتری به مدت 
قرار داده شدند. پس از آن محلول فوقانی جدا شده  2111
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میلی لیتر سرم فیزیولوژی  2و دور ریخته شد. سپس 
استریل به محیط اضافه شد. محیط مجدداً تحت شرایط 
قبل سانتریفیوژ شده و مایع فوقانی دور ریخته شد. در 
نهایت به هر لوله آزمایش سرم فیزیولوژی استریل اضافه 

مک  1ا غلظت هر لوله برابر با لوله استاندارد شماره شد ت
فارلن باشد. تنظیم لوله ها با استاندارد مک فارلن با 

 استفاده از دسگاه اسپکتروفوتومتر انجام پذیرفت. 
لیتر با ورودی و  211 حجم به اتیلن پلی مخازن    

نمونه های مورد . برای ماهی داری استفاده خروجی مجزا
عدد بچه ماهی قزل آلای  361این بررسی، استفاده در 

گرم بود. ابتدا جهت  12±1رنگین کمان با وزن متوسط 
تایید سلامت بچه ماهی ها از بافت کلیه و طحال ماهی ها 

( Muller Hinton Agarبرروی محیط مولرهینتون اگار )
کشت تهیه گردید که هیچ گونه آلودگی در نمونه ها 

 یک قالب در بررسی این اجرایی عملیات مشاهده نشد.
 .شد انجام تکرار 3 و هر تیمار با تیمار 3 با تصادفی طرح
 ها ماهی بچه. گردید وارد تانک هر ماهی به عدد 41 تعداد

% وزن 1به میزان  آزمایشی خود جیره با هفته دو مدت به
 نمونه از پس. گرفتند تغذیه قرار ( موردBiomassبیومس )

 مواجهه ها، ماهی ل بچهطحا بافت و خون از برداری
اینیایی به روش تزریق داخل  استرپتوکوکوس با باکتریایی

میکرولیتر سوسپانسیون باکتری با  111صفاقی به میزان 
پس از اثبات وجود  .پذیرفت انجام مک فارلن 1غلظت 

عامل بیماری زا در بدن ماهی ها با استفاده از کشت 
از بافت کلیه،  بکتریایی بر روی محیط کشت نوترینت براث

 ها ماهی بچه علائم و تلفات هفته دو مدت به ادامه در
تعدادی  خون طحال و کلیه و بافت از پایان در. گردید ثبت

 مصرفی شد. دوز برداری در هر تکرار نمونه ماهی ها از بچه
 زنده در ماهی وزن کیلوگرم بر گرم میلی 11  فلورفنیکل

 همچنین. (Torkildsen et al., 2000شد ) گرفته نظر
 جیره وزن% 1 میزان به مرزنگوش عصاره مصرفی دوز

  گردید. روزانه انتخاب
خون گیری در بچه ماهی ها از ساقه دمی و با استفاده     

از سرنگ در دو مرحله انجام شد. مرحله اول خون گیری، 
پس از تیمار و پیش از مواجهه باکتریایی به جهت تعیین 

از فلورفنیکل و عصاره مرزنگوش انجام اثر تیمار با استفاده 
شد. مرحله دوم دو هفته پس از مواجهه باکتریایی انجام 

 از لام خونی های گلبول افتراقی شمارش گرفت. جهت
با استفاده از میکروسکوپ نوری استفاده شد  گیمسا

(Blaxhall & Daisley, 1973همچنین فعالیت .) آنزیم 
 ,.Clerton et al) توسط شده ارائه روش اساس بر لیزوزیم

 مثبت گرم باکتری مبنای انهدام بر( 2001
Micrococcus lysodeikticus لیزوزیم آنزیم به حساس 

 .شد گیری اندازه
جهت مطالعات بافت شناسی از بافت طحال و کلیه بچه     

ماهی ها در دو مرحله نمونه برداری شد. نمونه های بافت 
اده سازی شده روش %، آم11پس از تثبیت در فرمالین

ائوزین رنگ آمیزی شدند و در ادامه با -هماتوکسیلین
 Nikon Eclipseدار  دوربین استفاده از میکروسکوپ

 مورد بررسی قرار گرفتند. E200مدل
 استرپتوکوس باکتری شمارش کلی مطالعه منظور به    

شده از روش ارائه  تیمار های ماهی بچه بافت در اینیایی
استفاده  Barquero-Calvo et al. (2011) شده توسط 

گردید. شمارش کلنی ها در ادامه با استفاده از کلنی کانتر 
 . (Peter, 1986انجام پذیرفت )

 تیمارهای در ها داده نرمال توزیع بررسی منظور به    
 استفاده Kolmogorov-smirnov آزمون از مطالعه مورد

 آنالیز آزمون از تیمارها بین آماری مقایسه منظور به و
. گردید استفاده( One-way Anova) طرفه یک واریانس

 Test of آزمون انجام از پس ها داده تحلیل و تجزیه جهت

Homogeneity of Variances دانکن آزمون از 
(Duncan )گروه مقایسه منظور به نیز درصد 52 سطح در 

 با آماری های آنالیز تمامی. گردید استفاده یکدیگر با  ها
 رسم جهت و 21 ویرایش SPSS افزار نرم از استفاده
  قرار استفاده مورد  Excel 2112 افزار نرم ها، نمودار
  .گرفت

و  (1)جدول  نتایج شمارش افتراقی گلبول های خون    
( نشان داد 2نتایج تعداد گلبول های سفید خون )جدول 

که تعداد لنفوسیت ها و مونوسیت ها در مرحله اول نمونه 
رداری )قبل از آلودگی( در تیمار عصاره مرزنگوش و ب

فلورفنیکل نسبت به شاهد به طور معنی داری بالاتر بود 
(p<0.05, F=6.1 (. در مرحله دوم نمونه برداری )پس از

آلودگی( تعداد مونوسیت ها در تیمار شاهد به نسبت سایر 
 ,p<0.05تیمار ها به طرز معنی داری کمتر بود )
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F=3.95,3.82)های  . با این حال در بررسی تعداد گلبول
سفید و همچنین مونوسیت ها تفاوت معنی داری بین 

 (. p>0.05تیمارها قبل و پس از آلودگی وجود نداشت )
افزایش درصد گلبول های سفید با استفاده از گیاهان     

 & Haghighiدارویی مختلف مانند پودر زنجبیل )

Sharif Rohani, 2013عصاره گیاه  ( و همچنین
( بر روی 1354سرخارگل و گون )پور غلام و همکاران، 

ماهی قزل آلای رنگین کمان گزارش شده اند. با این حال 
در تحقیقاتی که بر روی گیاه مرزنگوش در ماهی قزل 

 8گرمی در طی مدت  11و  2آلای رنگین کمان در اوزان 
هفته انجام گرفت نشان داد که عصاره مرزنگوش تأثیری 
بر تعداد گلبول های سفید و شمارش افتراقی آن ها 

(. تفاوت میان نتایج Haghighi et al., 2014نداشت )

( احتمالاً 2114بررسی حاضر با نتایج حقیقی و همکاران )
بدلیل تفاوت در وزن، فصل، درجه حرارت، نژاد و نیز تأثیر 
اندازه و سن ماهی بوده است. بالا رفتن تعداد گلبول های 

د خون و افزایش مونوسیت ها نسبت به نوتروفیل ها و سفی
لنفوسیت ها در ماهی قزل آلا به عنوان یکی از علائم 
افزایش فعالیت فاگوسیتوزی در ماهی می باشد 

(Harikrishnan et al., 2003 افزایش فعالیت .)
فاگوسیتوزی می تواند بیانگر بروز آلودگی و یا بروز واکنش 

با توجه به اینکه در مرحله اول نمونه ایمنی در ماهی باشد. 
برداری هیچ گونه آلوگی در ماهی ها وجود نداشت، می 
توان گفت که تیمار با استفاده از عصاره مرزنگوش باعث 

 بالا رفتن ایمنی عمومی در بعد هماتولوژیک شده است. 

 

 از آلودگی ماهی ها به باکتری استرپتوکوکوس اینیایینتایج آنالیز  داده های شمارش افتراقی گلبول های خون قبل و بعد  :1جدول 
 Table 1: Results of blood cells counting before and after the challenge with S.iniae  

  بعد از مواجهه   قبل از مواجهه  

 مونوسیت لنفوسیت نوتروفیل مونوسیت لنفوسیت نوتروفیل تیمار

 a18/1±22/2 a28/1±56/88 a16/1±2/3 ab6/1±3/8 a64/1±83/82 a42/1±21/3 شاهد

 a32/1±36/2 b41/1±83/85 b12/1±8/2 a3/1±23/2 a26/1±26/88 b26/1±4 مرزنگوش

 a61/1±83/6 b21/1±2/51 b2/1±66/2 b22/1±26/5 a61/1±1/82 ab28/1±66/3 فلورفنیکل

x10ودگی ماهی ها به باکتری استرپتوکوکوس اینیایی )تعداد کل گلبول های سفید در تیمارهای مختلف قبل و پس از آل :2جدول 
3
±SD) 

Table 2: Total count of leucocytes before and after the challenge with S.iniae  
 

 

 

 

 

سی میزان تلفات نشان داد که درصد تلفات تجمعی در برر
تیمار عصاره مرزنگوش و فلورفنیکل طور معنی داری کمتر 

(. این مساله احتمالا بدلیل اثر p<0.05از شاهد بودند )
گذاری مرزنگوش بر سیستم ایمنی ماهی بوده است. تیمار 
بوسیله سرخار گل و گون در مطالعه ای که توسط پورغلام 

( صورت پذیرفت باعث کاهش تلفات 1352اران )و همک
ناشی از آلوده سازی با استرپتوکوکوس اینیایی در ماهی 
قزل آلای رنگین کمان گردید. در این بررسی نیز تلفات به 
طرز معنی داری کاهش یافت. این مساله بیانگر اثرگذاری 
مرزنگوش در درمان عفونت ناشی از استرپتوکوکوس 

  اینیایی بوده است.

 
 

 

 
 
 
 
 
 

درصد تلفات تجمعی بعد از آلودگی ماهی ها به  :1شکل 

 استرپتوکوکوس اینیایی
Figure 1:Total mortality in fishes after the 

challenge  

 بعد از آلودگی قبل از آلودگی تیمار 

 a2/1±4 a4/1 ±5/3 مرزنگوش

 a8/1±1/4 a2/1±4 فلورفنیکل

 شاهد
a6/1±5/3 a2/1±1/4 
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در تحقیق حاضر، فعالیت آنزیم لیزوزیم قبل از آلودگی 
ماهی ها به باکتری اسرپتوکوکوس اینیایی در تیمار 

(. p<0.05هد کاهش نشان داد )فلورفنیکل نسبت به شا
این نتیجه موافق با نتیجه بدست آمده در تحقیقات مشابه 

(. در مرحله دوم نمونه Caipang et al., 2009می باشد )
برداری میزان فعالیت آنزیم لیزوزیم در تیمار فلورفنیکل 
در بالاترین حد خود قرار داشت. این مساله می تواند ناشی 

یکل در کنترل میزان آلودگی باکتریایی از اثر گذاری فلورفن
و در نتیجه عملکرد بهتر سیستم ایمنی بدن بچه ماهی ها 
در این تیمار باشد. افزایش میزان فعالیت لیزوزیم در زمانی 
که ماهی تحت مواجهه باکتریایی قرار گرفته و سپس با 
استفاده از آنتی بیوتیک تیمار گردد پیش از این مشاهده 

 ,.Caipang et al., 2009; Manal et alشده است )

(. با این حال فعالیت آنزیم لیزوزیم در هر دو مرحله 2011
نمونه برداری در ماهی ها به طرز معنی داری کمتر بود. 

 & Walterاین مساله مغایر با تحقیقات دیگر می باشد )

Bilkei, 2004 کاهش معنی دار فعالیت آنزیم لیزوزیم .)
لا بدلیل کوتاه بودن زمان بررسی و یا در این بررسی احتما

 تفاوت گونه بوده است. 
  

( در µml/minمیزان فعالیت آنزیم لیزوزیم ) :3جدول 

آلودگی ماهی ها به تیمارهای مختلف قبل و بعد از 

 استرپتوکوکوس اینیایی 

Table 3: Lysozyme activity analysis in fishes 

before and after the challenge  

مارتی  قبل از آلودگی 

F= 22/191  

 بعد از آلودگی

F= 67/33  

 a21/2±66/112 a21/2±33/112 شاهد 

 b1±22 b42/6±66/82 مرزنگوش

 c21/2±63 c2±121 فلورفنیکل

   
بررسی میزان شمارش کلی باکتری نشان دهنده کاهش 
معنی دار بار آلودگی در تیمارهای عصاره مرزنگوش و فلور 

میزان این کاهش در تیمار فلورفنیکل فنیکل بود.، هرچند 
بیشتر از تیمار عصاره مرزنگوش بود. این مساله نشان داد 
که هرچند اثرگذاری مرزنگوش در مقایسه با فلورفنیکل در 

باکتری، کمتر بوده است با این حال  Loadکنترل 
مرزنگوش نیز در کنترل باکتری در میزبان موثر بوده است.  

تیمول و کارواکرول به عنوان اصلی تاثیر آنتی بیوتیکی 
ترین مواد موجود در عصاره مرزنگوش، پیش از این در 

 & Dadaligluمطالعات مختلف نشان داده شده بود )

Evrendilek, 2004 مواردی نیز از اثر گذاری گیاهان .)
مشابه مرزنگوش همانند آویشن، بر روی استرپتوکوکوس 

شده بود )علیشاهی و اینیایی نیز پیش از این نشان داده 
(. بنابراین نتایج این تحقیق با بررسیهای 1385همکاران، 

 پیشین همخوانی داشته است.

 

 (CFU/gr Spleen) نتایج آنالیز شمارش کلی باکتری در مرحله بعد از آلودگی با استرپتوکوکوس اینیایی :2جدول
Table 4: Bacterial total count in spleen after the challenge 

تیمار  1/1رقت  کشت خالص  11/1رقت   1111/1رقت   111/1رقت    

> 311  شاهد  311 <
a  311 <  112×1/1±2/2  11×32/1±63/2  

> 311 عصاره مرزنگوش  112×1/1±22/2 b 112×33/1±1/1  31 >  31 >  

> 311 فلورفنیکل  11×32/1±15/1 c  31 >  31 >  31 >  

 بیانگر کلنی بسیار کم و محدود می باشد. 31و غیر قابل اندازه گیری و کمتر از بیانگر آلودگی شدید  311اعداد بزرگتر از 

 
در بررسی های بافت شناسی در مرحله قبل از آلودگی 
تفاوتی در بافت طحال و کلیه ماهی های تیمار شده و 
شاهد مشاهده نشد. تنها موارد محدودی پرخونی در بافتها 

دارو به ماهی ها قابل مشاهده گردید که با توجه به ارائه 
انتظار بود. این مساله به معنی فقدان آثار هیستوپاتولوژی 
در تیمار عصاره مرزنگوش بوده است. در تحقیقات پیش از 

این نیز تیمار بوسیله عصاره مرزنگوش آثار 
هیستوپاتولوژیک مهمی در موجودات از خود نشان نداده 

در مرحله بعد از آلودگی عوارض بافتی ناشی از بود. 
استرپتوکوکوس اینیایی در عصاره مرزنگوش و فلورفنیکل 
کمتر از شاهد بود. این مساله به معنی اثربخشی عصاره 
مرزنگوش بر پیشگیری از استرپتوکوکوزیس بوده است. بر 
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اساس تحقیقات به عمل آمده بیشتر عوارض بافتی ناشی از 
یس در بافت کلیه شامل دژنراسیون بافت استرپتوکوکوز

خونساز و نکروز و در بافت کبد شامل تجمع مراکز 
(. این علائم پس Noga, 2010ملانوماکروفاژها می باشد )

از مواجهه سازی در نمونه ها مشاهده گردید. کاهش این 
علائم در نمونه های مورد بررسی به معنی اثر بخشی تیمار 

ده است. در این مرحله عصاره ها بر کنترل بیماری بو
 مرزنگوش اثر بخشی کمتری از فلورفنیکل داشته است.

 

کیفی طحال و کلیه در مراحل قبل و بعد از  شاخص : 5جدول

 شدید(= 3 و متوسط= 2 خفیف،= 1آلودگی )
Table 5: Spleen and kidney quality index before 

and after the challenge 

 بافت کلیه بافت طحال

قبل از  تیمار

 آلودگی

بعد از 

 آلودگی

قبل از 

 آلودگی

بعد از 

 آلودگی

 3 1 3 1 شاهد

 2 1 2 1 مرزنگوش

 1 1 2 1 فلورفنیکل

                                           
    
 
 
 
 
 
 
 
 

 (11x بزرگنمایی) سازی مواجهه زمان در ها ماهی کلیه :3 شکل                   تغییرات بافت طحال بعد از آلودگی            :2شکل    
Figure 3: Kidney tissue after the challenge                                Figure 2:Spleen tissue after the challenge                                     

                      D=دژنره شدن   = MMC  تجمع مراکز ملانوماکروفاژ 

 

نتایج بررسی طحال ماهی ها قبل از آلودگی به 
( نشان از سالم بودن 2استرپتوکوکوس اینیایی )شکل 

بافت داشت. ولیکن، تغییراتی در طحال بعد از آلودگی به 
استرپتوکوکوس اینیایی به صورت دژنره شدن و تجمع 

( 3( مشاهده شد )شکل MMCمراکز ملانوماکروفاژها )
 (.×41)بزرگنمایی 

با توجه به نتایج این بررسی می توان گفت که عصاره     
مرزنگوش در پیشگیری از استرپتوکوکوزیس مؤثر است. با 
این حال اثر گذاری آن از آنتی بیوتیک های صناعی بسیار 
پایین تر می باشد. می توان در تحقیقات آتی بر روی 
استفاده از داروهای ترکیبی با استفاده از عصاره مرزنگوش 

د نمود. همچنین امکان بالابردن عملکرد عصاره تاکی
مرزنگوش با استفاده از تبدیل آن به اشکال نوین دارویی 
مرزنگوش در این حالات می بایست مورد بررسی قرار 

 گیرد.
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Abstract 

This study was performed in order to determine the effect of Oregano (Origanum vulgare) 

extract on Streptococcus ineae infection in rainbow trout. 063  rainbow trout weighing 15±1 

gr were randomly allocated into three treatment groups with three repetition,  including: 1) 

Control group, 2) Oregano extract treated group (1% of diet), 3) Felorfenicol treated group 

(10mg/kg fish), all feed one time a day for two weeks. At the end of the second week, 5 fish 

of each repetition collected and sampled from their blood and tissue of spleen and kidney. 

After the bleeding, all the samples injected with streptococcus ineae. After two weeks 

mortality rate calculated and after the bleeding, sampled from the spleen and kidney of the 

samples. Total cunt analysis conducted on the spleen samples in 4 logarithmic concentrations. 

in the second phase all the samples primarily injected with S.ineae and then treated with 

Oregano concentration and Felorfenicol for two weeks. After the two steps of bleeding, in 

sterile qualifications, the spleen of the fishes sampled for total cunt analysis. Blood cells 

counting and lisosym activity indicated in all blood samples. The results shown that total 

mortality in both of the phases of experiment in Oregano extract (OE) treatment was 

significantly lower comparing to control group (p<0.05). Furthermore the results of blood 

cells counting shown that WBC and monocyts percents were significantly higher in Oe and 

Felorfenicol treatment groups (p<0.05). This phenomenon was because of the effects of Oe 

and Felorfenicol. Nevertheless the lysozym activity degreased comparing to control group 

(p<0.05). But total count analysis shown that bacterial audience in spleen degreased treating 

by Oe and felorfenicol. It was concluded that supplementation of Oe registered lower 

mortality and bacterial audience, and better hematological parameters in fishes, compared 

with control group. Therefore supplementation of Oe in fish diet would be effective in 

prevention and treatment of S.iniae in rainbow trout. 

 

Keywords: Fish, Streptoccusis, Felorfenicol, Bacterial total count 
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