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باشد. براي کنترل این قارچ زدگی با ساپرولگنیا میماهی ایرانی، قارچترین مشکلات تکثیر تاساز مهم
دلیل روشن به. شودهاي قارچی استفاده میثر در کنترل آلودگیؤعنوان یک ترکیب مگرین بهاز مالاشیت

گرین در انسان و انواع آبزیان، منع کاربرد آن به بـیش از دو دهـه سوء مالاشیت شدن اثرات و عوارض
گـرین روي ذره اکسـیدروي بـا مالاشـیتنـانو ضـد قـارچیمقایسه اثر از این پژوهش هدف رسد. می

 و XRDید آن با اسـتفاده از أیبراي این منظور پس از سنتز نانوذره اکسیدروي و ت .باشدمیگنیا لساپرو
SEM ، اثر ضد قارچی آن با تعیینMIC محدوده گرین مقایسه شدبه روش ماکرودایلوشن با مالاشیت .
MIC  گرین با لیتر در مقایسه با مالاشیتمیکروگرم بر میلی 81/0±28/0روي با میانگین نانو ذره اکسید

یدروي تعیـین گردیـد و نـانوذره اکسـلیتـر میکروگـرم بـر میلـی 98/8±15/1برابـر بـا  MICمیانگین 
قـارچی این مطالعه نشان داد که نانوذره اکسیدروي اثر ضد). P>05/0داري داشت (پذیري معنیحساسیت

  هاي شیلاتی استفاده گردد.فعالیتعنوان گزینه مناسب براي کنترل قارچ ساپرولگنیا در تواند بهداشته و می
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  مقدمه
زدگـی ها از جمله تاس ماهیان قـارچیکی از مشکلات مهم دوره انکوباسیون تخم بسیاري از گونه

ها زدگی در تخم ماهیگنیا از عوامل اصلی قارچلساپروقارچ ). 2008هانجاوینت و همکاران، ( باشدمی
د به داخل دیـواره هاي مرده چسبیده و پس از رشتخمایرانی است. این قارچ به  ماهیتاسخصوص به

آور به اقتصـاد ترین عوامل زیانمهم از وشود زنده منتقل می هايتخم نفوذ کرده و از تخم مرده به تخم
ترین ). یکی از رایج2011 ؛ روبرتس،1994 ویلوقبی،( شودتلقی میپروران در کشورهاي مختلف آبزي

وص در مـورد تخـم ماهیــان خصــایــن عارضـه بـهاز ی جهـت درمــان و یـا پیشـگیري یمـواد شـیمیا
کـاران انـدرهمواره مـورد توجـه دسـتآن کشی دلیل اثرات مطلوب قارچباشد که بهگرین میمالاشیت

 داوسـون و همکـاران ).1998 همکـاران، کیتاچـارون و( تکثیر و پرورش ماهی در ایـران بـوده اسـت
 راگرین مالاشیت) هم 2006( وانوست و همکاران. گرین اشاره نمودندبه اثر مخرب مالاشیت )1994(

مـیلادي پـس از مشـخص  1991از سال  )FAD(دارو در آمریکا  اداره غذا و .معرفی کردند زاسرطان
را  ماده شـیمیاییاین  کاربردآن در طبیعت  آهستهزایی و تجزیه ، ناقص الخلقهزائیشدن اثرات سرطان

در  ).1998کیتاچـارون و همکـاران، ( تبراي آبزیانی که مصرف انسانی دارند ممنوع اعلام کـرده اسـ
همکاران  وه است. سانی یید شدأتحقیقات مختلف اثر ضدقارچی و ضدباکتریایی نانوذره اکسیدروي ت

ــاکتري2011( ــر ب ــانوذره اکســیدروي را ب ، Staphylococcus aureusهــاي ) اثــر ضــد میکروبــی ن
Escherichia coli ،Bacillus subtilis ،Pseudomonas aeruginosa،Serratia  marceseus  و 
Proteus vulgari طـور نشان دادند که نانو ذره اکسید روي به )2011و همکاران (کردند. زوکیک  گزارش

 cerevisiaeمخمر  و Staphylococcus aureu، Pseudomonas aeruginosaي باکتر ثري مانع رشدؤم
Sacharomyces ضـد قـارچی نـانو ذره فعالیت  )2012همکاران ( و . گاندالشودمیZNO و میکـرو 

ZNO  را با تعیینMIC درAspergilus nige  در  و 5 و 5/2ترتیب بهCandida albicans 5 10 و 
اثر ضدقارچی نانو ذره اکسـید روي را بـر  2011حسینی و همکاران  .لیتر بیان کردندگرم بر میلیمیلی

ظـت غلها محدوده مقـادیر حـداقل آن .دندکر بررسی Candida albicansمهار رشد سویه استاندارد 
 .لیتر تعیین کردنـدمیکروگرم بر میلی 013/1-296کنندگی از رشد را براي نانوذره اکسید روي ممانعت

  .ثر استؤقارچی مدر فعالیت ضداستات روي دریافتند که افزایش غلظت پودر  2003یاماتو و آیدا 
  
  



 و همکارانآذر صدیقی 

31 

  هامواد و روش
تاس ماهی ایرانی تهیه شده از  زدهاز تخم قارچساپرولگنیا  پژوهشاین در  :تهیه سوسپانسیون قارچ

هاي خالص تهیه پلیت ی شد.یقلا جدا و شناساآقمرجانی تکثیروپرورش ماهیان خاویاري شهید مرکز 
ی یگراد قرار گرفتند تا اسپورزادرجه سانتی 30تا  25خانه مدت دو هفته در گرمشده از ساپرولگنیا به

جهت تهیه سوسپانسیون، در شرایط کاملا استریل از کلنی خالص قارچ امل انجام گیرد. طور کبه
 80ین یبه سرم فیزیولوژي داراي تواي تهیه گردید و نمونه لگنیا ایجاد شده در محیط کشتساپرو
نانو  520طول موج  در) سوسپانسیون Transmitanceشفافیت ( ،سازي اسپوربعد از جدا شد.اضافه 
هاشمی و ( بودسی در هر سیکه اسپور  1×610وجود  دهندهکه نشانشد،  رسانیده درصد 90 متر به

  .)2012همکاران، 
 Merckاز شرکت  O22H.2COO) 3Zn(CHبا فرمول  پودر استات روي :تهیه نانوذره اکسیدروي

در  و استریل یزهمقطر دیونلیتر آبمیلی 50گرم استات روي با  5تهیه و براي سنتر نانوذره استفاده شد. 
ساعت حجم محلول  4تا  3گراد قرار داده شد که طی مدت درجه سانتی 80ارلن ریخته و در حرارت 

درجه  100±5ساعت در فور با دماي  12مدت دست آمده بهبه یک پنجم حجم اولیه رسید. محصول به
داده ساعت قرار  24دت مگراد بهسانتی درجه 300±20پس از آن در دماي گردید.  خشک گرادسانتی

ید أیمورد بررسی و ت SEMو  XRDهاي شوند. محصول نانوذره با تکنیکها کامل تا کریستال شد
  قرار گرفت.

سی سی 10مقدار  استوك اولیه نانوذره به :سازي استوك نانو ذره اکسید روي و مالاشیت گرینآماده
 500هـاي میکروبـی ك لازم جهـت آزمـون. براي تهیـه اسـتوبود 2/1محلول کلوئیدي با نسبت رقت 

 5/2×310 براي تهیـه اسـتوکی بـاسی آب مقطر دیونیزه استریل سی 5/99میکرولیتر از استوك اولیه به 
در هـر  استوکی تهیه شد کـه گرینمالاشیت از سی اضافه شد.در هر سینانوذره  لیتربر میلی میکروگرم

  .اشتگرین وجود د مالاشیت لیترمیکروگرم بر میلی 5/2×310سی استوك سی
اثر ضد قارچی این دو مـاده  پژوهشدر این : اثر ضد قارچی نانو ذره اکسید روي و مالاشیت گرین

 حـداقل غلظـت کشـندگی و )MIC( حداقل غلظت مهارکننـدگی روش ماکرودایلوشن جهت تعیینبه
)MFC( آماده دکستروز براث تایی از محیط کشت سابور 17هاي بررسی شد. براي انجام تست سریال

تـا لولـه  رقت 2/1هاي سریالسی از استوك تهیه شده به لوله اول سپس با وارد کردن یک سی گردید.
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میکرولیتر از  10شد. سپس  در نظر گرفته عنوان شاهدهفدهم به و هاي شانزدهمشد. لوله تهیهپانزدهم 
درجـه  30تـا  25هـا در دمـاي افه و لولهبه هر لوله اض ساپرولگنیا سوسپانسیون اسپور تهیه شده قارچ

هاي شـاهد، . بعد از انکوباسیون با ایجاد کدورت و مقایسه آن با لولهندشد خانه گذاشتهگرمگراد سانتی
MIC این تست سـه  ).2011سانی و همکاران، ( گرین و نانوذره اکسیدروي مشخص گردید مالاشیت

) MFCجهت تعیین حداقل غلظت کشـندگی قـارچ ( میانگین محاسبه گردید. MICبار تکرار شده و 
هاي فاقد کـدورت برداشـته شـد و در محـیط گلـوکز یسـت و سایر لوله MICلاندا از لوله  10مقدار 

سـاعت در  72تـا  48بیوتیک کلرامفنیکل کشت داده شد. پـس از گذشـت اکستراکت آگار حاوي آنتی
شـمارش تعـداد کلنـی غلظتـی کـه تعـداد  تعیـین گردیـد. بـا  CFU،ها با شمارش تعداد کلنـیپلیت

 وانوسـت،( در نظـر گرفتـه شـد MFCعنـوان هزارم تعداد اولیه کمتر بود، بـههاي آن از یکمیکروب
 ماري از طریق آزمونآآنالیز  میانگین تعیین گردید. MFCاین تست سه بار تکرار شده و  ).2006
t-test  گرفته و در ارتباط با مقایسـه صورتMIC  وMFC الاشـیت گـرین و نـانوذره اکسـید روي م

  قضاوت صورت گرفت.
  

  .لیتربر حسب میکروگرم بر میلی هامقدار نانوذره اکسید روي و مالاشیت گرین در هر کدام از لوله -1جدول 
 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 تعداد لوله

25/31×10 102×6/25 103×1/25 مقدار ماده  25/156  12/78  06/39  5/19  7/9  8/4  4/2  2/1  61/0  3/0  1/0  07/0  

  
  نتایج

به رنگ سفید و به شکل ذرات کروي بوده جهت  پژوهشنانوذره اکسیدروي ساخته شده در این 
و جهت شناسائی اندازه قطر نانو ذره اکسید  XRDبررسی ساختار بلوري نانوذره اکسیدروي از روش 

ساختار بلوري و اندازه  پژوهش) استفاده شد. در این SEM( روي از میکروسکوپ الکترونی روبشی
  ).2و  1هاي (شکل ید شدأیت SEMو XRD  خصوصیات ساختاري نانوذره اکسیدروي با
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  .از نانوذره اکسیدروي  XRDشماي -1شکل 

  

  
  

  
  .روي اکسید ذرات روبشی از نانو الکترونی میکروسکوپ تصویر -2شکل 
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میکروگـرم بـر  81/0±28/0 علیـه سـاپرولگنیانانوذره اکسـیدروي   MICمیانگین پژوهشدر این 
) سـاپرولگنیا MFC(و میـانگین لیتـر میکروگرم بر میلـی 98/8±15/1 گرینلیتر و براي مالاشیتمیلی

لیتر میکروگرم بر میلی 16/104و  15/21±90/6ترتیب گرین بهنسبت به نانوذره اکسیدروي و مالاشیت
 هـاي مـورد آزمـایش). بر اساس نتایج تجزیه و تحلیل آماري از میانگین گـروه2 (جدول تعیین گردید

  ).P>05/0( رابطه معناداري وجود دارد
   

گرین روي قارچ ساپرولگنیا بـر حسـب (محلول کلوییدي) و مالاشیت نانوذره اکسیدروي MFCو  MIC -2 جدول
  .لیترمیکروگرم بر میلی

  )MFC( حداقل غلظت کشندگی  )MIC( حداقل غلظت مهارکنندگی  ییماده شیما
  15/21±90/6  81/0±28/0  نانوذره اکسیدروي

  16/104  98/8±15/1  گرینمالاشیت
  

  بحث
هاي قارچی ساپرولگنیازیس از مشکلات دوره با این هدف انجام شد که بیماريپژوهش این 

) ساپرولگنیا از طریق چسبیدن و 2002همکاران، بائر و ( آیدماهی به حساب میانکوباسیون تخم تاس
(ویلوقبی،  کندتخم سالم سرایت می مرده به هايهاي مرده و نیز از طریق تخمنفوذ به دیواره سلول

باشد هاي رنگی دي آریل متان است و یک عامل ضد قارچی میگرین یکی از فراورده. مالاشیت)1994
 1991شود که از سال و ماهی می وده و باعث ناهنجاري در تخمبزایی اما داراي تراتوژنیک و موتان

هاي رو جهت درمان ساپرولگنیازیس سایر روشاز این .)1998(کیتاچارون،  ممنوع اعلام شده است
خاصیت ضدقارچی  2005ویگی در سال کاشیو ویلی. کومپیشنهاد شده است  MICدرمانی با تعیین

در سال  تر تعیین کردند. هاشمی و همکارانلیکروگرم بر میلیمی MIC ،20هیپوکلریت سدیم را با 
برابر با  MICعنوان مهارکننده قارچ ساپرولگنیا با را به Ruta graveolensعصاره ریشه گیاه  2012

ثیر أتبا بررسی ) 2012( لیتر گزارش کردند. غلامپور عزیزي و همکارانمیکروگرم بر میلی 25×310
و  625×10ترتیب تعیین شده به MFCو  Citrullus colocynthis، MIC ي ازهاي الکلی و آبزعصاره

یید نانوذره أسازي ساپرولگنیا و تپس از خالص پژوهشلیتربود. این میکروگرم بر میلی 25×310
هاي تعیین حساسیت نانو ذره نشان داد که با مقذار کمتر نسبت به مهارکنندگان با تست ،اکسیدروي
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نانوذره اکسیدروي یک ترکیب غیرآلی محلول در آب است و ضدقارچی آن به اثبات  مزبور اثر دارد.
فاز چرخه رشد را متصل شده ها که این نانوذره با اتصال به غشاء میکروارگانیزمرسیده ضمن این

نتایج ). 2008(ژانگ و همکاران،  شودمی ترطولانیها زنی ارگانیزمطولانی کرده و مدت زمان جوانه
 باشند.گرین و نانوذره اکسیدروي داراي اثرات مهارکنندگی قارچی میتحقیق نشان داد که مالاشیتاین 

حساسیت بیشتري نسبت  MFCو  MICدر این میان ساپرولگنیا در برابر نانوذره اکسیدروي با مقایسه 
  دار بود.یاین رابطه معن t-testگرین از خود نشان داد که با توجه به آنالیز آماري به مالاشیت

قارچی کشی، عوامل ضدفعالیت قارچ باید در نظر داشت مطالعاتی که بر MFCدر مورد تعیین 
وجود ندارد. بنابراین این  MFCدهد که هیچ روش استانداردي براي تعیین انجام شده است نشان می

کش گزارش ارچعنوان قباشد بهکش نمیخطر وجود دارد که یک عامل ضدقارچی را که در واقع قارچ
  ).2005 (اریکا، کرد

با افزایش غلظت محلول کلوییدي فعالیت ضد قارچی نیز افزایش یافت که این  پژوهشدر این 
با استفاده از روش مرطوب  2008 و همکاران ژانگمطابقت داشت.  2003یاماتو و آیدا  نتایج با

با استفاده از ) 2011( مکارانخواص ضد میکروبی نانوذره اکسیدروي را بررسی کردند. حسینی و ه
 013/1-296را با غلظت  Candida albicans روش مرطوب نانوذره اکسیدروي خواص ضدقارچی

لیتر تعیین کردند. در مطالعه اخیر نیز خواص مهارکنندگی نانوذره اکسید روي با کروگرم بر میلیمی
 5/21±9/6لظت کشندگی غ و 81/0±28/0استفاده از روش مرطوب با حداقل غلظت مهارکنندگی 

توان زدگی کاسته شده و میبا توجه به نتایج بالا با استفاده از نانوذره اکسیدروي قارچ بررسی شد.
بوده که گامی نوین در  مثبت In vitro گرین درگفت که اثر نانوذره اکسیدروي در مقایسه با مالاشیت

  است.  In vivoطماهی ایرانی در شرایزدگی در تخم تاسعرصه کنترل قارچ
با اثبات اثربخش بودن نانوذره اکسیدروي بر روي ساپرولگنیا، بتوان در آینده از نانوذره اکسیدروي 

عنوان جایگزین مناسب ماهی ایرانی) بهویژه تخم تاس(به براي کنترل بیماري ساپرولگنیازیس ماهیان
و نیز  In vitroتر در شرایط گسترده گرین استفاده نمود. اما در این زمینه انجام تحقیقاتمالاشیت
ثر درمانی ضروري ؤبراي بررسی اثرات نانوذره اکسیدروي و دوز م In vivoهایی در شرایط پژوهش

  رسد.نظر میبه
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  سپاسگزاري
ارشد تکثیر و پرورش آبزیان خانم آذر صدیقی بود. نامه کارشناسیاین مقاله حاصل بخشی از پایان

پـور نشگاه آزاد بابل جنـاب آقـاي دکتـر غـلاماپرست دانشکده علوم آزمایشگاهی دوسیله از سر یناهب
گردد. همچنـین از جنـاب آقـاي رضـا اسـماعیلی کارشـناس مسـئول گـروه اري میزگعزیزي سپاس

تقـدیر با ما همکاري صمیمانه داشتند؛  پژوهششگاه آزاد واحد بابل که در انجام این نمیکروبیولوژي دا
  .گرددو تشکر می
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