
دوره 9 - شـماره 1

بهار و تابستان 94

33

بررسی مولکولی و تعیین حساسیت لاکتوکوکوس گارویه عامل 

لاکتوکوکوزیس در ماهیان قزل آلای رنگین کمان نسبت به اسانس های گیاهی

میلاد عادل1 *، رضا صفری2، امین نعمت الهی3، وحیده تقدسی4

1. دانشجوی دکتری تخصصی، گروه بهداشت آبزیان، پژوهشکده اکولوژی دریای خزر، ساری- ایران.
2. مربی، گروه میکروبیولوژی، پژوهشکده اکولوژی دریای خزر، ساری- ایران. 

3. دانشیار، گروه بهداشت و کنترل کیفی مواد غذایی، دانشکده ی دامپزشکی، دانشگاه شهرکرد، شهرکرد-ایران.
4. دانشجوی دکتری تخصصی، گروه بیوتکنولوژی، دانشکده ی دامپزشکی، دانشگاه شیراز، شیراز- ایران.

چکیده
اقتصادی در مزارع پرورشی کشور است. در مطالعه  ایجادکننده خسارات  از مهم ترین عوامل عفونی  باکتری لاکتوکوکوس گارویه 
حاضر، فراوانی باکتری لاکتوکوکوس گارویه در ده مزرعه پرورشی قزل آلای رنگین کمان استان مازندران با آزمایش های بیوشیمیایی و 
واکنش زنجیره ای پلی مراز )PCR( مورد بررسی قرار گرفت. در ادامه، رقت های متوالی از اسانس گیاهان درمنه، نعناع فلفلی، بومادران 
و زیره سیاه برای به دست آوردن حداقل غلظت مهار رشد )MIC( و حداقل غلظت باکتری کشی )MBC( در برابر جدایه های باکتری 
لاکتوکوکوس گارویه، به روش تهیه رقت متوالی تهیه گردید، همچنین، با استفاده از روش انتشار در دیسك، هاله ی مهار رشد باکتری 
نیز اندازه گیری شد و مورد مقایسه قرار گرفت. نتایج نشان داد ماهیان 7 مزرعه از 10 مزرعه مورد مطالعه، مبتلا به لاکتوکوکوزیس بودند 
و درمجموع 38 جدایه لاکتوکوکوس گارویه از ماهیان به دست آمد. بر اساس نتایج به دست آمده، اسانس هاي زیره سیاه، نعناع فلفلی و 
درمنه اثر ضد باکتریایی مناسب، قابل مقایسه با استرپتومایسین علیه باکتری لاکتوکوکوس گارویه داشتند؛ بنابراین اسانس های گیاهی 
یاد شده پس از انجام مطالعات تکمیلی مي توانند جایگزین مناسبي براي آنتی بیوتیك های تجاری رایج براي درمان عفونت هاي ناشی از 

لاکتوکوکوزیس باشند.
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مقدمه
لاکتوکوکوزیس ناشی از باکتری لاکتوکوکوس گارویه 
خسارت های  موجب   )Lactococcus garvieae(
اقتصادی فراوانی به صنعت آبزی پروری جهان شده است، 
به طوری که این بیماری از گونه های متعددی از ماهیان آب 
ماهی  به ویژه  دنیا  مناطق مختلف  و شور  لب شور  شیرین، 
قزل آلای رنگین کمان و به خصوص زمانی که دمای آب به 
بالاتر از 15 درجه سانتی گراد می رسد، گزارش شده است 
)1(. بررسی های به عمل آمده در ایران میزان بالای شیوع 
لاکتوکوکوزیس را در مزارع پرورش قزل آلای رنگین کمان 

 Soltani نشان می دهد، به گونه ای  که این میزان در بررسی
 Mirzakhani ،و همکاران در سال 2011، 65/6 درصد
در سال 2009، 55 درصد، Sharifiyazdi و همکاران در 
سال 2010، 16 درصد و Shahrani و همکاران در سال 
نکته  و 20(.  بوده است )11، 15، 16  2014، 76 درصد 
قابل توجه دیگر در مورد این باکتری آن است که محدوده 
میزبانی این باکتری محدود به آبزیان نیست و به عنوان یك 
عامل ایجادکننده بیماری مشترک در جوامع انسانی مطرح 
اندوکاردیت  افراد مبتلابه  از  یاد شده  باکتری  است )10(. 
گزارش شده است و گزارش های متعددی از بروز بیماری از 
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بررسی حساسیت لاکتوکوکوس گارویه در قزل آلا به اسانس های گیاهی

طریق این باکتری در انسان با علائمی از قبیل سپتی سمی، 
کوری، التهاب سلولی، تهوع و مشکلات گوارشی در دست 

است )23(.
و  باکتری  این  علیه  روزافزون  دارویی  مقاومت های 
افزایش دوز مصرفی داروهای متداول از یك سو و افزایش 
عوارض جانبی ناشی از استفاده از این داروها از سوی دیگر، 
موجب شده تا در سال های اخیر بیشترین توجه به عوامل با 
پایه طبیعی مانند گیاهان دارویی معطوف شود، که حداقل 
باکتریایی  آثار ضد  باشند.  را داشته  یاد شده  اثرهای سوء 
سبز،  چای  رزماری،  سبز،  زیره  قبیل  از  مختلف  گیاهان 
اسفند، شیرین بیان، بلوط، مرزه کوهی و بابونه در شرایط 
سوی  از  گارویه  لاکتوکوکوس  باکتری  روی  آزمایشگاهی 
پژوهشگران کشور مورد بررسی قرارگرفته است )5 و 13(.

لاکتوکوکوس  فراوانی  تعیین  هدف  با  پژوهش  این 
مزارع  در  مولکولی  و  بیوشیمیایی  روش های  با  گارویه 
تعیین  و  مازندران  استان  رنگین کمان  قزل آلای  پرورشی 
زیره  گیاهی  اسانس های  به  نسبت  باکتری  این  حساسیت 
 Mentha( نعناع فلفلی ،)Bunium persicum( سیاه
piperita(، بومادران )Achillea wilhelmsii( و درمنه 
)Artemisia annua L( در مقایسه با داروی شیمیایی 

استرپتومایسین صورت گرفته است.

مواد و روش کار
لاکتوکوکوس  باکتری  شناسایی  و  به منظور جداسازی 
گارویه، نمونه گیری از 200 قطعه ماهی قزل آلای رنگین کمان 
)با محدوده وزنی 80 ±220 گرم( با علایمی مشکوک به 
لاکتوکوکوزیس، از 10 مزرعه پرورشی در استان مازندران 
صورت گرفت. نمونه ها در مجاورت یخ و در حداقل زمان 
اکولوژی  پژوهشکده  باکتری شناسی  آزمایشگاه  به  ممکن 
خزر منتقل شدند و نمونه گیری از قدام کلیه، کبد، طحال و 
مغز صورت گرفت؛ سپس نمونه ها در محیط آگار قلب مغز 
)Brain heart infusion( کشت داده شده و به مدت 
72 ساعت در دمای 25 درجه سانتی گراد گرمخانه گذاری 

مطالعه  این  در  شد.  جمع آوری  پرگنه ها  آن گاه  و  گردید 
بیوشیمیایی  آزمایش های  انجام  و  گرم  رنگ آمیزی  از  بعد 
توصیه شده از سوی Austin و Austin در سال 2007، 
کوکسی های گرم مثبت و کاتالاز منفی به منظور استخراج 
پلی مراز  زنجیره ای  واکنش  با  قطعی  تشخیص  و   DNA

قرار  استفاده  مورد   )Polymerase chain reaction(
گرفتند )2(.

دستورالعمل  اساس  بر  جدایه ها،   DNA استخراج 
گرفت.  صورت   )MBST, Iran( DNA استخراج  کیت 
تشخیص قطعی جدایه ها با طراحی آغازگرهای اختصاصی 
و    )5′-CATAACAATGAGAATCGC–3′(  F
پایه  بر   )5′-GCACCCTCGCGGGTTG –3(  R
مورد  محصول  اندازه  و  گرفت  صورت   16S rRNA ژن 
حرارتی  برنامه   .)16( بود   )bp( باز  جفت   1107 انتظار 
مرحله  شامل  حرارتی  سیکل   30 در  ترموسایکلر  دستگاه 
واسرشت سازی اولیه دو رشته DNA در دمای 94 درجه 
دمای  در  سازی  واسرشت  دقیقه،   4 مدت  به  سانتی گراد 
اتصال  مرحله  دقیقه،   1 مدت  به  سانتی گراد  درجه   94
به  الگو در دمای 57 درجه سانتی گراد   DNA به  پرایمر 
مدت 1 دقیقه و مرحله گسترش نهایي در دمای 72 درجه 
سانتی گراد به مدت 10 دقیقه بود. واکنش PCR در حجم 
 U3 ،10X PCRبافر 50 میکرولیتر شامل 5 میکرولیتر 
DNA Taq Polymerase، 60 پیکومول از هر یك از 

  )10mM( dNTPs پرایمرها، 0/6 میکرولیتر از مخلوط
و  استخراج  شد   DNA نمونه های  از  نانوگرم   200  ،
 50 به  استریل  مقطر  آب  با   PCR محصول  نهایی  حجم 
میکرولیتر رسانده شد. در پایان محصول PCR با استفاده 
با  آمده  به دست  باند  و  الکتروفورز  درصد   2 آگارز  ژل  از 
دستگاه UVI tec )مدل BTS-20.MS( عکس برداری 
شد و سپس نتیجه آزمایش قرائت گردید. در این مطالعه 
از باکتری استرپتوکوکوس اینیایی به عنوان کنترل منفی و 
از نمونه توالی شده لاکتوکوکوس گارویه با شماره دستیابی 

EU727199 برای کنترل مثبت استفاده شد.
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برای مطالعه فعالیت ضد میکروبی اسانس های زیره سیاه، 
نعناع فلفلی، بومادران و درمنه از روش انتشار در دیسك 
استفاده شد. بدین منظور 20 میکرولیتر از سوسپانسیون 
خون  ژلوز  محیط  روی  بر  باکتری(   107 )حاوی  باکتری 
کشت داده شد؛ سپس 10 میکرولیتر از اسانس های رقیق 
اضافه  شد  میلی متر(   6 )قطر  بلانك  دیسك های  به  نشده 
داده  قرار   TSA بر روی محیط کشت  و آن گاه دیسك ها 
استرپتومایسین  دیسك  از  مطالعه،  این  در   .)21( شدند 
)10 میکروگرم( برای کنترل مثبت استفاده شد؛ همچنین 
درصد   4  DMSO میکرولیتر   5 منفی،  کنترل  به عنوان 
دمای 25  در  و سپس  گردید  اضافه   فیلتر  به دیسك های 
از  پس  شد.  گذاری  گرم خانه  ساعت   24 مدت  به  درجه 
گذشت این زمان قطر هاله ی عدم رشد برحسب میلی متر 

اندازه گیری شد.
برای تعیین حداقل غلظت ممانعت کنندگی رشد هر 
یك از اسانس ها از روش ماکرودایلوشن استفاده شد )21(. 
 ،0/007  ،0/0035  ،0/0017 شامل  شده  تهیه  رقت های 
 2 و   1/5  ،0،1/5  ،0/25  ،0/0،12/06  ،0/03  ،0/015
ساعته   48 کشت  از   .)21( بود  میلی لیتر(  بر  )میکرولیتر 
میزان  به  و  تهیه   107 تراکم  با  باکتریایی  سوسپانسیونی 
گردید؛ سپس  تلقیح  رقت ها  از  به هر یك  میکرولیتر   10
محیط های کشت به مدت 24 ساعت در دمای 25 درجه 
کمترین  ساعت   24 از  پس  شد.  گذاری  گرما  سانتی گراد 
غلظتی از اسانس که در آن کدورت مشاهده نشد به عنوان 
 )Minimum Inhibitory Concentration( MIC

به  آن  از  بیشتر  و   MIC از رقت های  نظر گرفته شد.  در 
میزان 10 میکرولیتر روی محیط ژلوز خون در دمای 25 
و  شد  داده  کشت  ساعت   24 مدت  به  سانتی گراد  درجه 
رشد  باکتری  پرگنه ی  هیچ  آن  در  که  غلظتی  کمترین 
 Minimum Bacteriocidal(  MBC به عنوان  نکرد 
آماری  مقایسه   .)21( شد  لحاظ   )Concentration

 5 احتمال  سطح  در  و   t- test آزمون  اساس  بر  داده ها 
.)P>0/05( درصد تعیین شد

نتایج
 92 تعداد  جداسازی  به  منجر  باکتریایی  کشت  نتایج 
جدایه باکتریایی )45 درصد کل( از بافت های موردمطالعه 
ماهیان بود و از 55 درصد ماهیان موردمطالعه هیچ باکتری 
جداسازی  باکتریایی  جدایه   92 تعداد  از  نشد.  جداسازی 
شده، تعداد 68 نمونه در گروه کوکوباسیل های گرم مثبت 
بیوشیمیایی  آزمایش های  نتایج  اساس  بر  داشتند.  قرار 
مربوط  مشخصات  نمونه ها(  کل  درصد   24/5( جدایه   49
کاتالاز،  یعنی  داشتند؛  را  گارویه  لاکتوکوکوس  گونه  به 
اکسیداز، اوره آز و سیترات منفی و سوربیتول مثبت بودند.

پس از انجام واکنش PCR بر روی 49 جدایه ، تعداد 
موردمطالعه(  نمونه های  کل  درصد  )تعداد 19  38 جدایه 
به عنوان باکتری لاکتوکوکوس گارویه تشخیص داده شدند 
)شکل 1(. نتایج مطالعه یاد شده نشان داد که از 10 مزرعه 
ساری،  هراز،  تنکابن،  )آمل،  مزرعه   8 تعداد  موردمطالعه 
لاکتوکوکوس  به  مبتلا  بابل(  و  چالوس  سوادکوه،  نوشهر، 

گارویه بودند.
که  داد  نشان  مهاری  هاله ی  قطر  اندازه گیری  نتایج 
قطر هاله ی مهاری استرپتومایسین 0/3± 16/8 میلی متر 
درمنه  و  بومادران  فلفلی،  نعناع  سیاه،  زیره  اسانس های  و 
و   14/6  ±0/7  ،20/1  ±1/2  ،21/2  ±1/4 ترتیب  به 
به  نتایج   .)1 )جدول  شد  تعیین  میلی متر   19/3±0/9
 MIC محدوده  که  داد  نشان  مطالعه  این  از  آمده  دست 
بر  میکروگرم   0/06-1 بین  موردمطالعه  اسانس های 
 MBC میلی لیتر قرار داشت )جدول 1(؛ همچنین مقادیر
برای اسانس های درمنه، نعناع فلفلی، بومادران و زیره سیاه 
به ترتیب 1<، 0/5، 1/5> و 0/12 میکرو گرم در میلی لیتر 
 MBC و MIC محاسبه شد. این در حالی است که مقدار
 1 و   0/5 ترتیب  به  باکتری  این  برای  استرپتومایسین 

میکروگرم بر میلی لیتر تعیین شد )جدول 1(.

بحث

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


36

یکی  به عنوان  گارویه  اخیر لاکتوکوکوس  در سال های 
در  اقتصادی  خسارات  و  تلفات  بروز  علل  مهم ترین  از 
مزارع سردابی کشور مطرح شده است )4(. علائم کلینیکی 
یا  یك  اگزوفتالمی  شامل  مطالعه  این  در  مشاهده شده 
قاعده  و  داخلی  اندام های  چشم،  در  خونریزی  دوطرفه، 
باله ها، تیرگی بدن، تورم شکم و شنای نامنظم بود که با 
نشانه های بالینی گزارش شده از سوی پژوهشگران مختلف 
لاکتوکوکوزیس  مبتلابه  رنگین کمان  قزل آلای  ماهیان  در 
به  توجه  با   .)19 و   16  ،15  ،4  ،1( دارد  فراوانی  تشابه 
غیراختصاصی بودن نشانه های بالینی در اکثر بیماری های 
باکتریایی و به منظور کنترل و شناسایی  خونریزی دهنده 
دقیق و سریع عوامل ایجادکننده تلفات در ماهیان استفاده 

هم زمان آزمایش های بیوشیمیایی و تکنیك های مولکولی 
از قبیل PCR و Multi-PCR ضروری به نظر می رسد 
 19 که  است  آن  نشان دهنده  حاضر  بررسی  نتایج   .)1(
در  بررسی،  مورد  رنگین کمان  قزل آلای  ماهیان  از  درصد 
ده مرکز پرورشی استان مازندران مبتلابه لاکتوکوکوزیس 
بودند.  مطالعه Soltani و همکاران در سال2012 نشان 
داد، 4/6 درصد از ماهیان پرورشی در این استان مبتلابه 
پژوهش  این  به  نسبت  که  بودند  گارویه  لاکتوکوکوس 
 Shahrani درصد ابتلای کمتری داشتند )20(. پژوهش
و  چهارمحال  استان  در  سال2014  در  همکاران  و 
موردمطالعه  ماهیان  از  بختیاری مشخص کرد، 76 درصد 
در   .)15( بودند  لاکتوکوکوزیس  به  مبتلا  مزرعه   23 در 

شکل PCR -1 حاصل از DNA برخی جدایه های لاکتوکوکوس گارویه مورد استفاده در این مطالعه )M: مارکر، جدایه 5: کنترل 
مثبت، جدایه های 1، 2، 3 و 4: جدایه های مورد آزمایش(

جدول 1- فعالیت ضد باکتریایی اسانس های گیاهی موردمطالعه روی باکتری لاکتوکوکوس گارویه در شرایط آزمایشگاهی

میزان MICاسانس
)mg/ml(

MBC میزان 
)mg/ml(

میانگین قطر هاله عدم رشد )میلی متر(
کنترل منفی
4%DMSO

کنترل مثبت
اسانس موردمطالعه)استرپتومایسین(

a 16/9±0/2b 20/1±1/2-0/120/5نعناع فلفلی
a 17/1±0/3b 19/3±0/9-1<0/5درمنه

a 16/8±0/2b 21/2±1/4-0/060/12زیره سیاه
a 17/0±0/2a 14/6±0/7-1/5>1<بومادران

.)P>0/05( حروف متفاوت در هر ردیف نشان دهنده اختلاف معنی دار بین گروه ها است
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همکاران  و   Soltani سوی  از  که  دیگری  مشابه  مطالعه 
از  آمد، 25 درصد  به عمل  استان  این  در سال2011، در 
گارویه  لاکتوکوکوس  به عنوان  باکتریایی  جدایه های  کل 
تشخیص داده شد )19(. این در حالی است که در بررسی 
Sharifiyazdi و همکاران در سال2010، در استان فارس 

نمونه های مورد مطالعه  از کل  دادند که 16 درصد  نشان 
مطالعات  کلیه   .)16( بودند  گارویه  لاکتوکوکوس  مبتلابه 
یاد شده بیانگر گسترش و پراکندگی فراوان باکتری مذکور 
به  توجه  با  از سویی  است؛  پرورشی کشور  مزارع مهم  در 
این که بیماری ناشی از این باکتری، در گروه بیماری های 
قابل انتقال به انسان قرارگرفته است لازمه اتخاذ برنامه های 
مؤثر و کاربردی به منظور مقابله و کنترل این بیماری بیش 
از پیش نمایان می شود )20(. از سوی دیگر مقاومت های 
دارویی ایجاد شده روی این باکتری که در محدوده 25 تا 
100 درصد )14( یا 33/8 تا 62/7 درصد )15( گزارش شده 
است، لزوم توجه به استفاده از ترکیبات طبیعی جایگزین، 
از قبیل عصاره و اسانس های گیاهی -که کمترین اثر های 
برای آنتی بیوتیك هاست- را ضروری کرده  سوء ذکر شده 

است )24(.
که  داد  نشان  حاضر  پژوهش  از  آمده  دست  به  نتایج 
در بین اسانس های گیاهی موردمطالعه، اسانس زیره سیاه 
گارویه  لاکتوکوکوس  باکتری  مهارکنندگی  اثر  بیشترین 
را با قطر هاله ی بازدارندگی 1/4± 21/2 میلی متر داشته 
است. مطالعه ی Rafiee Pour و همکاران در سال2014، 
نیز نشان دهنده اثر ضد باکتریایی مناسب اسانس زیره سبز 
و رزماری بر باکتری لاکتوکوکوس گارویه بود )13(. نتایج 
مطالعات دیگر نیز تأییدکننده اثرات ضدمیکروبی قابل توجه 
استافیلوکوکوس  مثبت  گرم  باکتری های  علیه  سیاه  زیره 
اپیدرمیدیس  و   )Staphylococcus aureus( اورئوس 
هاله ی  قطر  با   )Staphylococcus epidermidis(
گرم  باکتری های  و  میلی متر   29 و   32 رشد  بازدارندگی 
کلبسیلا   ،)Shigella flexner( فلکسنری  شیگلا  منفی 
سراشیا   ،)Klebsiella pneumonia( پنومونی 

کلای  اشریشیا  و   )Serratia Marcescens( مارسنس 
)Escherichia coli( به ترتیب با قطر هاله ی بازدارندگی 
 .)5( است  بوده  میلی متر   28 و   20  ،21  ،24  ،30 رشد 
اثر  که  است  آن  نشان دهنده  آمده  عمل  به  بررسی های 
حضور  به  مربوط  بیشتر  سیاه  زیره  اسانس  میکروبی  ضد 
ترکیب های تریپونین و کومین آلدئیدی آن است )4 و 5(.

اسانس  که  داد  نشان  مطالعه  این  آزمایشگاهی  نتایج 
نعناع فلفلی پس از زیره سیاه، اثر ضد باکتری مناسبی روی 
گونه ای  به  دارد  گارویه  لاکتوکوکوس  بیماری زای  باکتری 
در  میکروگرم   0/12 آن  مهارکنندگی  غلظت  حداقل   که 
و  میلی لیتر  در  میکروگرم   0/5  MBC حداقل  میلی لیتر، 
بوده  هاله ی عدم رشد در محدوده 1/2± 20/1 میلی متر 
است. بررسی Talpur در سال2014  نشان داد که استفاده 
از سطوح مختلف پودر نعناع فلفلی در جیره غذایی ماهی 
سیم دریایی )Lates calcarifer( موجب افزایش مقاومت 
 )Vibrio harveyi( ماهی در برابر باکتری ویبریو هاروئی
میکروبی  ضد  خاصیت  دیگری  مطالعه  در   .)22( می شود 
نعناع فلفلی علیه طیف وسیعی از میکروارگانیسم ها شامل 
سالمونلا تیفیموریوم، اشریشیاکلای، سودوموناس آئروجنازا 
به اثبات رسیده است )6، 7 و 18(. مطالعات نشان داد که 
خواص ضدمیکروبی این گیاه بیشتر به دلیل وجود منتول 
ایزومنتون   ،)Pulegone( پولیجون  نظیر  کتون هایی  و 
پیپیریتون   ،)Carvone( کارون   ،)Isomenthone(
 )Dehydrocarvone( و دهیدروکارون )Piperitone(
است که موجب از هم گسستگی دیواره سلولی باکتری و 
در پایان تخلیه محتویات و مواد داخل سلولی آن می شود 

.)18(
خاصیت  درمنه،  اسانس  فلفلی،  نعناع  اسانس  از  پس 
ضد باکتری نسبتاً مناسبی نسبت به اسانس بومادران روی 
لاکتوکوکوس گارویه دارد. آنالیز ترکیبات شیمیایی اسانس 
درمنه نشان داد که اسانس تهیه شده از بخش های هوایی 
آن دارای مقادیر قابل توجه ترکیبت فلاونوئیدی و فنولیك 
از قبیل ایزوالنتولاکتون دارد که خواص ضد میکروبی این 
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این  در   .)8( داده می شود  نسبت  ترکیبات  این  به  اسانس 
لاکتوکوکوس  برای  درمنه  اسانس   MIC مقادیر  پژوهش 
این در  بر میلی لیتر به دست آمد،  گارویه 0/5 میکروگرم 
حالی است که این مقدار برای باکتری های باسیلوس سرئوس 
 0/031 و   0/053 ترتیب  به  اورئوس  استافیلوکوکوس  و 
و  آئروجناز  باکتری های سودوموناس  برای  و  در  لیتر  گرم 
در  میلی گرم   0/017 و   0/025 ترتیب  به  اشریشیاکلای 
نتایج بررسی حاضر نشان داد که   لیتر به دست آمد )9(. 
روی  را  رشد  مهارکنندگی  اثر  کمترین  بومادران  اسانس 
موردمطالعه  اسانس های  بین  در  گارویه  لاکتوکوکوس 
گارویه  لاکتوکوکوس  برای  بومادران   MIC مقدار  داشت. 
خواص  بیشترین  شد.  تعیین  میلی لیتر  بر  میکروگرم   >1
و  فلاونوئیدی  ترکیبات  حضور  به  بومادران  میکروبی  ضد 

سزکوئی ترپین نسبت داده می شود )3 و12(.
مزارع  سطح  در  لاکتوکوکوزیس  گسترش  به  توجه  با 
به  آنتی بیوتیکی  مقاومت های  و  مازندران  استان  پرورشی 
وجود آمده در سال های اخیر و طبق نتایج به دست آمده 
از مطالعه حاضر، می توان بیان کرد که اسانس  گیاهان زیره 
سیاه، نعناع فلفلی و درمنه اثر ضد باکتریایی مناسبی علیه 
باکتری لاکتوکوکوس گارویه در شرایط آزمایشگاهی دارند. 
دامنه دارتری  و  وسیع تر  مطالعات  که  است  لازم  ادامه  در 
پس  و  گیرد  پرورشی صورت  مزارع  در  بالینی  شرایط  در 
از مشخص شدن دوز مؤثر، ماده مؤثره اصلی، عامل آنتی 
باکتریال و مکانیسم اثر اسانس های زیره سیاه، نعناع فلفلی 
و درمنه، اسانس گیاهی مذکور به عنوان مواد ضد باکتریایی 
طبیعی و جدید به صنعت آبزی پروری کشور معرفی شوند 
و بتواند جایگزین آنتی بیوتیك های مقاوم به منظور کنترل 
و کاهش خسارات اقتصادی ناشی از باکتری لاکتوکوکوس 

گارویه گردند.
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Molecular study and determine the sensitivity of Lactococcus 
garvieae the causative agent of lactococosis in rainbow trout 

on essential oils
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Summary
Lactococcus garvieae is the one of the most causative agents of economic losses in fish farms in 

Iran. In this study, frequency of L. garvieae from 10 rainbow trout fish farms in Mazandaran Province 
was studied using biochemical tests and PCR. Then, Serial dilutions of essential oils of Artemisia 
annua L, Mentha piperita, Achillea wilhelmsii C. Koch and Bunium persicum was prepared to de-
termine minimum bacteriocidal concentration (MBC) and minimum inhibitory concentration (MIC) 
of isolated bacteria. Also, the inhibition zone diameter of bacteria was determined by disc diffusion 
method and compared to each other. The results indicated that fish from 7 out of 10 studied farms 
were infected to lactococosis and 38 isolates were identified as L. garvieae from the fish. The results 
also represented that essential oils of B. persicum, M. piperita and A.annua L showed good antibac-
terial activity on L. garvieae that comparable to streptomysin. The results of the present study dem-
onstrated that mention essential oils after more studies could be a replaced than common industrial 
antibiotics to treat infections caused by L. garvieae.
Keywords: Lactococcus garvieae, Rainbow trout, Sensitivity, herbal essential oils.
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