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Assessment of Nano Zinc Oxide and Nano Copper Oxides’ 
Bactericidal Effect on Some Bacterial Pathogens in Fish and 
Determination of Their Toxicity Degree in Rainbow trout
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Aims The present study aims to assess the toxicity of CuO and ZnO nanoparticles (NPs) at 
laboratory conditions on some pathogenic bacteria for the reared fish, as well as, a bioassay on 
rainbow trout.
Materials & Methods For this purpose, the sensitivity of some bacteria to the mentioned NPs 
with a reference antibiotic (florfenicol) was assayed through the well diffusion method, as 
well as, minimum inhibitory concentration/minimum bactericidal concentration (MIC/MBC) 
were determined by microdilution technique. On the other hand, the lethal toxicity test has 
been accomplished to the calculation of median lethal concentration (LC50) on some rainbow 
trout (55.3±7.6g) in static condition for the 96 consecutive hours. One-way ANOVA and Probit 
regression were used in order to data analysis.
Findings The results showed that NPs of copper oxide and zinc oxide could significantly inhibit 
the growth of Streptococcus iniae or kill it at 0.18 and 0.24µg/ml and more, respectively. The 
comparison between LC50-96h quantities of CuO NP (107.4µg/l) and ZnO NP (102.3µg/l) 
indicated that the CuO NP has more toxic potential.
Conclusion According to the laboratory findings, the susceptibility of S. iniae and L. garvieae 
to ZnO NP was close to florfenicol. The mortality in the fish species due to lethal toxicity would 
occur if the effective concentration of NPs on the bacterial pathogenic agents being used directly.
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  چکيده
و  (CuO)مطالعه حاضر با هدف بررسی سمیت نانواکسیدمس اهداف: 

زا های بیماریدر شرایط آزمایشگاهی بر روی برخی باکتری (ZnO)نانواکسیدروی 
کمان انجام شده آلای رنگینسنجی در قزلدر ماهیان پرورشی و همچنین زیست

  است.
ها نسبت به نانوذرات بدین منظور، حساسیت برخی از باکتریها: مواد و روش

روش نفوذ چاهی بیوتیک مرجع (فلورفنیکل) از طریق شده به همراه یک آنتیاشاره
 (MIC/MBC)کشی و مقادیر حداقل غلظت مهارکنندگی/حداقل غلظت باکتری

آنها با تکنیک میکرودیلوشن تعیین شد. از سویی دیگر، آزمایش سمیت کشنده 
آلای بر روی تعدادی قزل (LC50)دلیل محاسبه میانه غلظت کشنده به

ساعت متوالی انجام شد.  ۹۶صورت ایستایی و در گرم) به۳/۵۵±۶/۷کمان (رنگین
طرفه و رگرسیون پروبیت ها از تجزیه واریانس یکبرای تجزیه و تحلیل آماری داده

  بهره گرفته شد.
ها حاکی از این بودند که نانوذرات اکسیدمس و اکسیدروی به یافته ها:یافته

د لیتر توانستند که رشمیکروگرم بر میلی۲۴/۰و  ۱۸/۰های بیشتر از ترتیب در رقت
Streptococcus	 iniae داری مهار کنند یا آن را از بین ببرند. طور معنیرا به

میکروگرم بر لیتر) با ۴/۱۰۷ساعت نانواکسیدروی ( ۹۶در  LC50مقایسه مقادیر 
دهد که نانواکسیدمس از میکروگرم بر لیتر) نشان می۳/۱۰۲نانواکسیدمس (
  کنندگی بیشتری برخوردار است.ظرفیت مسموم

و  iniae	S.های های آزمایشگاهی، حساسیت باکتریبراساس یافته گیری:نتیجه
Lactococcus	garvieae  به نانواکسیدروی تقریباً نزدیک به فلورفنیکل بوده
کارگیری مستقیم غلظت موثر نانوذرات فلزی بر رسد که بهاست. ولی به نظر می

ر ناشی از مسمومیت در ومیتواند سبب بروز مرگزا میعوامل باکتریایی بیماری
  آلا شود.ماهی قزل
نانواکسیدمس، نانواکسیدروی، حداقل غلظت مهارکنندگی، حداقل غلظت  ها:كليدواژه

کمانآلای رنگینکشندگی، میانه غلظت کشنده، قزل

  ۱۶/۰۳/۱۳۹۸ تاريخ دريافت:
  ۲۱/۰۳/۱۳۹۹ تاريخ پذيرش:

  nima.shiry@gmail.comنويسنده مسئول: *

مقدمه
ورود به هزاره سوم و شکوفایی فناوری نانو سبب کاربرد آن در 

های گیریتحقیقات حوزه بهداشت و درمان شده است. افزایش همه
پروری، توسعه های باکتریایی در صنعت آبزیعفونی ناشی از بیماری

میکروبی و معضل باقیمانده مقاومت باکتریایی به عوامل آنتی
های نوین، کارگیری جایگزینبه دارویی در محصول نهایی سبب

های جایگزین، قیمت شده است و از جمله روشخطر و ارزانکم

. مشخص شده است که نانوذرات ]1 ,2[استفاده از نانوذرات است
توانند سبب نابودی های بسیار کم، میفلزات سنگین در غلظت

 هاهای پروکاریوتی شوند که مکانیزم اصلی تاثیر روی باکتریسلول
]3 ,استو تخریب دیواره سلولی  ، پروتئینDNAاز طریق آسیب به 

. در این میان، نانوذرات نقره دارای موثرترین فعالیت ضدمیکروبی 4[
های باکتریایی در مقایسه با سایر نانوذرات علیه بسیاری از پاتوژن

های رغم اینکه برای طیف وسیعی از باکتریو علی ]5-7[فلزی هستند
های روند، زیانی برای سلولمثبت، سمی به شمار میگرم منفی و 

بودن این فلز سبب قیمت. با این حال گران]8[یوکاریوتی ندارند
 صرفه نباشد.بهشود تا کاربرد آن مقرونمی

نانوذرات تجاری اکسیدمس و اکسیدروی مورد استفاده در مطالعه 
 اشریشیا کلیهای باکتریایی شامل حاضر، علیه برخی گونه

(Escherichia	 coli) ،استافیلوکوکوس اورئوس 
(Staphylococcus	 aureus) ،سودوموناس آئروژینوزا 
(Pseudomonas	aeruginosa)  استافیلوکوکوس اپیدرمیسو 

(S.	 epidermis)  دارای فعالیت ضدمیکروبی بالایی هستند و
کشی ها باعث افزایش اثر باکتریترکیب آنها برای بعضی از باکتری

های . نانوذرات اکسیدروی اثر ضدباکتریایی علیه پاتوژن]9[ستشده ا
استافیلوکوکوس ، ]10[اشریشیا کلیباکتریایی مختلف نظیر 

	Bacillus( باسیلوس سابتیلیسو  ]11[اورئوس subtilis( ]12[

اند. همچنین، مشخص شده است که این نانوذرات فلزی نشان داده
های رایج در لجن فاضلاب دارند، سمیت بسیار زیادی برای باکتری

نشان داد  (NOEC)طوری که محاسبه غلظت بدون اثر بازدارنده به
شده های آزمایشکه کمترین مقدار این نانوذره نیز برای باکتری

ساعته 50EC( ۲۴(. میانه غلظت موثر ]31[العاده سمی هستندفوق
 استافیلوکوکوس اورئوسو  اشریشیا کلینانوذرات اکسیدروی علیه 

برای این دو  NOECگرم بر لیتر و میلی۳۸/۲و  ۴۷/۵به ترتیب 
گرم بر لیتر به دست آمد. میلی۲۸/۳و  ۱۵/۱باکتری به ترتیب 

از نظر سمیت حاد،  EPAشده بنابراین طبق معیار ارائه
. ]14[گیرددر رده سمیت متوسط قرار می )ZnO(انواکسیدروی ن

کشی نانوذرات مس علیه عامل بیماری بررسی خصوصیات باکتری
سمی هموراژیک در ماهی نیز نشان داد که این نانوذرات فلزی، سپتی

های لیتر توانسته است رشد باکتریمیکروگرم بر میلی۲۴۳در غلظت 
 %۹۹/۹۹را تا  (hydrophila	Aeromonas) آئروموناس هیدروفیلا

کاهش دهد. به علاوه، قطر ناحیه بازداری رشد در مقابل ترکیب 
متر به دست میلی۱۲بیوتیک تتراسایکلین برابر با نانوذرات و آنتی

طور داری از نواحی حاصل از هر یک از آنها بهطور معنیآمد که به
ضدباکتریایی ادغام جداگانه بیشتر بوده است و بیانگر افزایش قدرت 

  .]51[این ترکیبات است
پروری هدف اصلی فعالان این حوزه تولید محصول در صنعت آبزی

وری و ایمنی بالاتر در طول فرآیند تولید است. بیشتر، افزایش بهره
توانند بسیار متفاوت باشند پروری میکاربردهای نانوذرات در آبزی

عنوان قیم نانوذرات در غذا بهکارگیری مستترین آنها شامل بهکه مهم
عنوان واسطه حذف مواد آلی از آب و مصارف محرک رشد، استفاده به
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منظور ضدعفونی سطوح و استخرها از عوامل عفونی بهداشتی به
است. از سوی دیگر، سمیت این نانوذرات برای ماهیان پرورشی کمتر 

د سبب کاهش توانن. نانوذرات نقره می]61[اندمورد توجه قرار گرفته
استراز کولین، استیلATPase-+K/+Naهای فعالیت آنزیم

(اریتروسیت) و تراز الکترولیتی پلاسما شوند و نانوذرات روی، ظهور 
های آبشش، کبد و کلیه ماهی ضایعات هیستوپاتولوژیک در بافت

. همچنین، بررسی سمیت حاد در چهار گونه ]71 ,18[اندرا افزایش داده
های آکواریومی (افرا و گوپی) مقاومت اد که گونهماهی نشان د

بیشتری در مقابل نانوذرات نقره نسبت به ماهیان خوراکی (کپور و 
  .]91[اندبرزم) داشته

بنابراین، مطالعه حاضر در نظر دارد تا به بررسی سمیت 
	In)در شرایط آزمایشگاهی  (CuO)نانواکسیدروی و نانواکسیدمس 

vitro) زا در ماهیان های بیماریترین باکتریمهم بر روی برخی از
بودن این پرورشی بپردازد. از طرفی لازم بوده است، با توجه به سمی

کمان، آلای رنگیننانوذرات برای ماهیان، درجه سمیت آنها برای قزل
پروری ایران تعیین شود. اطلاعات ترین گونه آبزیعنوان مهمبه

بندی در خصوص جر به یک جمعتواند منحاصل از این مطالعه می
کارگیری نانوذرات اکسیدمس و اکسیدروی برای مدیریت بهداشتی به

  مزارع سردابی ایران شود.
  

  هامواد و روش
  سازی نانوذرات فلزیآماده

ابتدا نانواکسیدروی و نانواکسیدمس تجاری از نمایندگی شرکت 
NanoAmor آنها، بر  (نانوپارس؛ تهران) خریداری شدند. هر کدام از
در فشار  Batchکتور آ در یک ر  ]51[و همکاران شفیعیمبنای روش 

منظور ساعت به ۵به مدت  C۵۰۰°بار در دمای ۱۰هیدروژن 
ی بعدی قرار داده شدند. هاواکنششدن برای سازی و آمادهفعال

رنگ درآمدند. برای تشخیص صورت پودر سیاهنانوذرات احیاشده به
سنج اشعه ایکس ی نانوذرات از یک دستگاه پراشهاستالیکرخواص 
ژاپن) با یک منبع تشعشع  ؛XRD-6100 )Shimadzuمدل 

CuKα  عنوان آند) و یک فیلتر مسی به یهالوله(ازNi  .استفاده شد
ی موجود در هر نانوذره یا به عبارت دیگر میانگین هاستالیکرقطر 

L(Aǒی پودر یا هادانهاندازه  صورت زیر به شرر -با معادله دبای (
  :]20[شدمحاسبه 

  

𝐿 ൌ ௄.
ఉ.ୡ୭ୱ ఏ

   
  

  تست حساسیت
	Streptococcus) استرپتوکوکوس اینیاییباکتریایی  یهانمونه
iniae) ،لاکتوکوکوس گارویه (Lactococcus	 garvieae) ،

	Yersinia) یرسینیا روکری ruckeri) ،و  آئروموناس هیدروفیلا
موجود در بخش  یهازولهیااز  (veronii	A.) آئروموناس ورونی

آبزیان دانشکده دامپزشکی دانشگاه شیراز  یهایمار یببهداشت و 
که  اندبودهآمده از ماهیان پرورشی بیمار استان فارس) دسته(ب
ید قرار یمورد تا یلکولوبیوشیمیایی و م یهاتستاز طریق  شتریپ

و نوترینت  BHA یهاطیمحروی  هاهیجدا. این ]21-24[گرفته بودند

منظور تهیه آگار (مرک؛ آلمان) کشت شدند و پس از انکوباسیون به
منظور تعیین . به]25[سوسپانسیون باکتریایی استفاده شدند

شده مورد مطالعه، از روش نفوذ چاهی تشریح یهایباکتر حساسیت 
با اندکی اصلاحات استفاده شده است.  ]26[و همکاران اعظمتوسط 
طور جداگانه در محیط مولرهینتون ن اساس ابتدا هر باکتری بهبر ای

کشت داده شدند و با استفاده از دستگاه  (MHB)براث 
محلول حاوی سوسپانسیون  HITACHI 902اسپکتروفتومتر 

تهیه شد.  MHBفارلند در باکتریایی با کدورتی معادل نیم مک
عنوان پلیت به ۳بر روی  هاونیسوسپانسمیکرولیتر از این ۱۰۰سپس 

استریل ریخته  BHAتکرار (برای هر باکتری) حاوی نوترینت آگار یا 
ی اقهیدق۲۰پخش شد. پس از استراحت  هاتیپلو در تمام سطح 

عدد  ۴در محیط کشت انجام شد،  هایباکتر منظور جذب که به
پانچ شدند. دو  کشتی هاطیمحمتر درون میلی۸چاهک به قطر 

ی نانوذرات هاونیسوسپانسمیکرولیتر از ۱۰۰چاهک برای تزریق 
لیتر)، یک میکرگرم بر میلی۳۰۰اکسیدمس و اکسیدروی (غلظت 

میکرولیتر فلورفنیکل ۱۰۰چاهک برای تزریق کنترل مثبت حاوی 
گرم بر میلی۱۰) با غلظت Aquaflor® 50%(رویان دارو؛ ایران؛ 
میکرولیتر آب ۱۰۰ای تزریق کنترل منفی حاوی لیتر و چاهک دیگر بر 

 ۱۸(مجموعاً  هاتیپلمقطر مورد استفاده قرار گرفتند. سپس تمامی 
انکوباسیون خود را گذراندند. پس از گذشت  C۲۵°عدد) در دمای 

وسیله کولیس مدرج ساعت، اندازه قطر هاله عدم رشد به ۲۴حدود 
  اندازه گرفته شد.

حداقل غلظت و  (MIC)نندگی حداقل غلظت مهارک تعیین
  (MBC) کشیباکتری
در  میکرودایلوشننانوذرات فلزی به روش  MBCو  MICتعیین 
MHB  ی انجام شد. بدین منظور اخانه۹۶ی هاتیپلو با استفاده از

فارلند تهیه شد و در کدورتی معادل نیم مک هایباکتر از کشت تازه 
ه بلیتر بر میلی CFU۶۱۰در نهایت کدورت  ۱۰۰به  ۱ی ساز قیرقبا 

، ۱۲/۰، ۰۶/۰، ۰۳/۰، ۰۱/۰مختلف نانوذرات شامل  یهارقتدست آمد. 
تهیه  MHBلیتر در محیط میکروگرم بر میلی۳/۰و  ۲۴/۰، ۱۸/۰

میکرولیتر از ۱۰۰استایرن میزان ی پلیاخانه۹۶شدند. سپس در پلیت 
میکرولیتر ۱۰۰ی مختلف نانوذرات فلزی به همراه هارقت

طور جداگانه) در سه تکرار ی مورد مطالعه (بههایباکتر سوسپانسیون 
مثبت و منفی این آزمایش به ترتیب  های. کنترل]27[ریخته شد

باکتری (بدون نانوذرات) و محیط کشت (بدون و  شامل محیط کشت
ساعت و در  ۲۴به مدت  هاتیپلباکتری و نانوذرات) بودند. سپس 

قرار داده شدند. در پایان، کدورت در طول  گرمخانهدر  C۲۵° دمای
؛ ELx 808 )Bio Tekنانومتر توسط الایزا میکروپلیت ریدر ۶۲۰موج 

) خوانده شد. کمترین غلظت مورد استفاده از ایالات متحده
سوسپانسیون نانوذرات که مانع رشد (کاهش کدورت) در مقایسه با 

  در نظر گرفته شد. MIC/MBCعنوان کنترل شده بود، به گروه
  جانوران آزمایشی و شرایط نگهداری آنها

کمان با میانگین وزن رنگین یآلاقزلقطعه  ۱۰۰تعداد اسمی 
گرم از یکی از مراکز پرورش ماهی سردابی استان فارس ۶/۷±۳/۵۵



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ یاخلاق یمصطفو  یر یش ماین ۲۴

   ۱۳۹۸ زمستان، ۱، شماره ۹وره د                                                                                                                                                                لاتیشعلوم و فنون  یپژوهش -ینامه علمفصل

ی آبزیان دانشکده هایمار یبتهیه شدند و به کارگاه بخش بهداشت و 
منظور دامپزشکی دانشگاه شیراز انتقال یافتند. این ماهیان به

لیتری دارای جریان آب تازه ۵۰۰ی ونیروی هاتانکپذیری در سازش
هفته نگهداری شدند. در طول این  ۱-۲و هوادهی مداوم، به مدت 

بار در روز) و تا پیش  ۲دوره، این ماهیان با غذای کنسانتره ایرانی (
ی مربوط به هر گروه آزمایشی تغذیه شدند. هاتانکدر  شدنمیتقساز 

لیتر بر ثانیه در محل انجام مطالعه ۱-۳منبع آب یک حلقه چاه با دبی 
ی آزمایشی به میزان حداکثر هاتانکبوده است. تعویض آب روزانه 

حجم هر تانک بود و هوادهی از طریق یک هواده مرکزی انجام  ۲۰%
های فیزیکوشیمیایی آب نظیر سختی کل، . فاکتور شدیم

پیش از آغاز آزمایش و براساس  ECو  TSS ،TDSبودن، قلیایی
، ۵/۳۴۴سنجیده و به ترتیب معادل  APHAروش استاندارد 

میکروزیمنس بر ۳۲/۲و گرم بر لیتر میلی۲۲۱۰ و ۲۷/۳۵، ۲۷/۹۳
آب نیز  pHثبت شدند. به علاوه مقدار اکسیژن محلول و متر سانتی

به ترتیب با روش وینکلر (بر پایه  هاشیآزمادر طول دوره 
متر دیجیتال pHاکسیداسیون یون دوظرفیتی منگنز) و با استفاده از 

گر بر لیتر میلی۵-۶ی هادامنهمورد پایش قرار گرفتند و به ترتیب در 
طور روزانه از طریق ترمومتر . دمای آب به]28[شدندتنظیم  ۶/۷-۹/۷و 
و  C۱۷-۱۶°سنجیده شد و کنترل و تثبیت آن در محدوده  یاوهیج

  .گرفتیمی صورت اشعلهدر زمان مقتضی با استفاده از هیتر 
  آزمایش سمیت کشنده

سنجی (سمیت کشنده) نخست محدوده زیست یهاشیآزمابرای 
هر سم (یا آلاینده) و فاصله لگاریتمی آن با انجام یک  یهاغلظت

، سپس آزمایش اصلی شودیمآزمایش مقدماتی (پایلوت) تعیین 
غلظت نانوذرات اکسیدمس و  ۳. بدین منظور، ]29[انجام خواهد شد

میکروگرم بر لیتر بر مبنای نتایج ۶۵۰، ۲۵۰، ۵۰ شاملاکسیدروی 
ساعت  ۴۸مورد سنجش برای و  ندانتخاب شد ]30[و همکاران اسکون

آزمایشی قرار گرفتند. کمترین  یهاتانکدر شرایط استاتیک آب 
، شدندماهیان تانک در دوره آزمایش تلف  %۱۰۰که  ییهاغلظت
سنجی نانوذرات عنوان مبنای آزمایش اصلی برگزیده شدند. زیستبه

کمان رنگین یآلاقزلاکسیدروی و اکسیدمس بر روی ماهیان 
. بدین ]31[) انجام شد۲۰۳(شماره  OECDراساس راهنمای پرورشی ب

هر نانوذره و فاصله لگاریتمی آنها  یهاغلظتترتیب ابتدا محدوده 
آزمایش اصلی  یهاغلظت. شدبا استفاده از یک پایلوت تعیین 

، ۱۶۰، ۸۰، ۴۰کمان به ترتیب برابر با رنگین یآلاقزلسمیت حاد برای 
میکروگرم بر لیتر تعیین و ماهیان با دامنه وزنی مناسب ۶۴۰و  ۳۲۰

صورت تکرار به ۲تیمار و  ۵پذیری در و نزدیک به هم، پس از سازش
ماهی به ازای هر تانک). آزمایش براساس  ۸تصادفی تقسیم شدند (

ساعت متوالی  ۹۶صورت استاتیک و در شده، بهدستورالعمل اشاره
شرایط فیزیکی و شیمیایی آب در طول آزمایش پایش و نزدیک  بود و

 هاشیآزمای تنظیم شد. در طول دوره ر یپذسازشبه شرایط دوره 
 ۷۲، ۴۸، ۲۴ی هازمانومیر ماهیان در غذادهی قطع شده بود. مرگ

  ساعت ثبت شد. ۹۶و 
  

  تجزیه و تحلیل آماری
حاصل از  یهادادهبودن و وضعیت همگنی بررسی نرمال برای
 -از آزمون کولموگروف MIC/MBCحساسیت و  یهاتست

بودن از آنالیز واریانس اسمیرنوف استفاده شد. در صورت نرمال
ی هاگروهطرفه همراه با آزمون تعقیبی توکی برای مقایسه یک

، هادادهآزمایشی بهره گرفته شد. در صورت احراز عدم همگنی 
کار گرفته شدند. تجزیه و تحلیل  هتراز بی غیرپارامتریک همهاآزمون
سنجی از روش ی مربوط به ثبت تلفات ماهیان در زیستهاداده

که به ترتیب منجر به تعیین  ]32[استفاده شد رگرسیون پروبیت
ی هاتیکمشد. همچنین  LC90و  LC10 ،LC50 یهاشاخص

 (LOEC) و حداقل غلظت موثر (MATC)حداکثر غلظت مجاز سم 
. ]33[دست آمدنده پیشین بمطالعات شده در تشریحبراساس روابط 

و  Excel 2016افزارهای نرمبا استفاده از کلیه آنالیزهای آماری 
SPSS 20.0 .انجام شدند  

  

  هاافتهی
نانوذرات فلزی نشان  یهانمونهنتایج آنالیز پراش پرتوهای ایکس 

مربوط به نانواکسیدمس (بالایی) و نانواکسیدروی  یهاکیپداد که 
نمایان  2θ= ۳۰۹۳/۵۶و  2θ= ۷۸۳۳/۴۴(پائینی) به ترتیب در 

. همچنین افزایش عملکرد از نظر بازتابش اشعه ایکس برای اندشده
) a.u.۲/۸۰۷) نسبت به نانواکسیدروی (a.u.۵/۱۲۱۳نانواکسیدمس (

یا ذرات موجود در هر  هاستالیکر). بیشینه قطر ۱دیده شد (نمودار 
یک از آنها قطر ذرات براساس معادله شرر، برای نانواکسیدمس و 

نانومتر برآورد شده ۶/۴۹و  ۴۸/۴۱نانواکسیدروی به ترتیب معادل 
  است.

  

  
ی نانواکسیدمس و هاستالیکرپراش پرتوی ایکس مربوط به ) ١نمودار 

  نانواکسیدروی

  
در ماهی  زایمار یببرخی عوامل باکتریایی  یهاتیحساسنتایج 

نسبت به نانوکاتالیزورهای اکسیدروی و اکسیدمس و همچنین 
عنوان کنترل) بر مبنای میانگین قطر هاله عدم رشد فلورفنیکل (به

  است. شدهه یارا ۱در جدول 
استرپتوکوکوس گرم مثبت  یهایباکتر ، هاافتهیبر مبنای این 

وضعیت  نانواکسیدروی به نسبت گارویه لاکتوکوکوس و اینیایی



 ۲۵ ...زایمار یب ییایرعوامل باکت یبر برخ دمسیو نانواکس یدروینانواکس ییایضدباکتر تیخاص یبررس ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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. عامل ندهست مقاوممیانه دارند، اما نسبت به نانواکسیدمس 
متحرک همگی نسبت به وجود  یهاآئروموناسبیماری دهان قرمز و 

که  دهدیمنانوذرات اکسیدروی حساس هستند. اما شواهد نشان 
و  داردنانواکسیدمس شدت مهارکنندگی/کشندگی کمتری 

گرم منفی حالت بینابینی نسبت به این نانوذره فلزی  یهاپاتوژن
  .اندداشته

بین اثر ضدباکتریایی موارد  یدار یمعننتایج حاکی از وجود تفاوت 
)، >۰۵/۰p( بوده است زایمار یبمورد استفاده علیه عوامل باکتریایی 

که این خاصیت بین تمامی مواد  استرپتوکوکوس اینیاییجز گونه به
نتایج آزمون تعقیبی ). <۰۵/۰p( آزمایشی از نظر آماری یکسان بود

  .نشان داده شده است ۲در نمودار 
  

در ماهیان پرورشی به  زایمار یبدرجه حساسیت برخی عوامل باکتریایی ) ١جدول 
  نانوذرات فلزی بر مبنای قطر هاله عدم رشد

نانوکاتالیزور/کنترل  گونه پاتوژن
قطر هاله عدم رشد 

  *متر)(میلی
درجه 

حساسیت**

Streptococcus	
iniae	

 I ١٩  نانواکسیدروی
 R  ١٨  نانواکسیدمس
 I ٢٠  فلورفنیکل

Lactococcus	
garvieae 

 I  ٢٠  نانواکسیدروی
 R  ٦/١٥  نانواکسیدمس
 S ٣/٢٤  فلورفنیکل

Yersinia	ruckeri 

 S  ٢٣  نانواکسیدروی
 I  ٢٠  نانواکسیدمس
 R  ١٨  فلورفنیکل

Aeromonas	
hydrophila 

 S ٣/٢٢  نانواکسیدروی
 I  ٣/٢١  نانواکسیدمس
 I  ٢٠  فلورفنیکل

Aeromonas	
veronii 

 S ٢٥  نانواکسیدروی
 I ٢١  نانواکسیدمس
 S ٢٢  فلورفنیکل

: I: حساس؛ S **)؛ متریلیم۸تکرار در آزمایش و با احتساب قطر چاهک ( ۳میانگین  *
  : مقاومRمیانه؛ 

  

  
ی اثر نانواکسیدروی، نانواکسیدمس و فلورفنیکل بر هانیانگیممقایسه  )۲نمودار 

 داریمعن یدهنده تفاوت آمار حروف مختلف در هر ستون نشانعوامل پاتوژن؛ 
  .)>۰۵/۰p(هستند  یشیآزما یهاگروه نیب

  

به  لاکتوکوکوس گارویه، حساسیت هاافتهیبراساس این 
بیشتر از حساسیت به  یدار یمعنطور نانواکسیدروی به

و هر دو نانوذره از نظر آماری خاصیت است نانواکسیدمس 
بیوتیک فلورفنیکل نشان نسبت به آنتی یتر فیضعضدباکتریایی 
و  یرسینیا روکریهاله عدم رشد  یدار یمعنطور دادند. به
از دو مورد دیگر بوده تر در مقابل نانواکسیدروی بزرگ هاآئروموناس

و از این نظر قدرت کشندگی/مهارکنندگی  )<۰۵/۰p(است 
  ).<۰۵/۰p( نانواکسیدمس و فلورفنیکل فاقد تفاوت آماری بودند

مورد مطالعه در برابر  یزایمار یبنتایج مهارشدگی عوامل باکتریایی 
 ۳و  ۲ یهاجدولدر نانوذرات اکسیدروی و اکسیدمس  یهاغلظت

  است.ارایه شده 
  

ی هاغلظتدر برابر  زایمار یبمهارشدگی (شفافیت) عوامل باکتریایی ) ۲جدول 
  نانوذرات روی

  گونه
  **لیتر)(میکروگرم بر میلی غلظت نانواکسیدروی

 ٢٤/٠٣/٠ ١٨/٠  ١٢/٠  ٠٦/٠ ٠٣/٠  ٠١/٠  صفر

S.	iniae +*) +C(+  +  +  +  +  -  -  
L.	garvieae	+) +C( +  +  +  +  -  -  -  
Y.	ruckeri	+) +C( +  +  -  -  -  -  -  

A.	hydrophila	+) +C( +  +  -  -  -  -  -  
A.	veronii	+) +C( +  +  -  -  -  -  -  
NP*** - )-C(  -  -  -  -  -  -  -  

(کنترل منفی)  C-(کنترل مثبت) دارای محیط کشت و باکتری؛  C+ی شاهد شامل هاگروه* 
دهنده شفافیت نشان -) و هاپرگنهدهنده کدورت (رشد دارای محیط کشت؛ ** + نشان

  : بدون پاتوژنNP) است؛ *** هاپرگنه(مهارشدگی رشد 

  
ی هاغلظتدر برابر  زایمار یبمهارشدگی (شفافیت) عوامل باکتریایی ) ۳جدول 

  نانوذرات مس

  گونه
  لیتر)(میکروگرم بر میلی غلظت نانواکسیدمس

 ٣/٠ ٢٤/٠ ١٨/٠ ١٢/٠ ٠٦/٠ ٠٣/٠ ٠١/٠  صفر

S.	iniae +) +C( +  +  +  +  -  -  -  
L.	garvieae	+) +C( +  +  +  +  +  -  -  
Y.	ruckeri	+) +C( +  +  +  -  -  -  -  

A.	hydrophila	+) +C( +  +  +  -  -  -  -  
A.	veronii	+) +C( +  +  +  -  -  -  -  
NP*** - )-C(  -  -  -  -  -  -  -  

  
، نانوذرات اکسیدمس و اکسیدروی به ترتیب هاافتهیبه استناد این 

لیتر توانستند میکروگرم بر میلی۲۴/۰و  ۱۸/۰بیشتر از  یهارقتدر 
ی مهار کنند دار یمعنطور را به استرپتوکوکوس اینیاییکه رشد 

)۰۵/۰p< .(با کنترل مثبت  داریمعنکمتر فاقد تفاوت  یهاغلظت
 (MIC)همچنین حداقل غلظت مهارکنندگی ). <۰۵/۰p( هستند

، یرسینیا روکری، لاکتوکوکوس گارویهنانواکسیدروی برای 
، ۱۸/۰به ترتیب برابر با  آئروموناس ورونیو  آئروموناس هیدروفیلا

لیتر و این کمیت مربوط به میکروگرم بر میلی۰۶/۰و  ۰۶/۰، ۰۶/۰
، ۲۴/۰نانواکسیدمس برای همین عوامل پاتوژن به ترتیب معادل 

  لیتر به دست آمد.میکروگرم بر میلی۱۲/۰و  ۱۲/۰، ۱۲/۰
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 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ یاخلاق یمصطفو  یر یش ماین ۲۶

   ۱۳۹۸ زمستان، ۱، شماره ۹وره د                                                                                                                                                                لاتیشعلوم و فنون  یپژوهش -ینامه علمفصل

ومیر در آزمایش سمیت، میانگین مقادیر مرگبراساس میزان 
LC10 ،LC50  وLC90  ساعت ترکیبات  ۹۶و  ۷۲، ۴۸، ۲۴در

کمان ی رنگینآلاقزلنانواکسیدروی و نانواکسیدمس برای ماهی 
نشان داده  ۵و  ۴ یهاجدولو به ترتیب در ) α= ۹۵/۰محاسبه شد (

  اند.شده
  

میانگین آماری مقادیر حاصل از آزمایش سمیت کشنده نانواکسیدروی ) ۴جدول 
  میکروگرم بر لیتر)(برحسب  های مختلفکمان در زمانی رنگینآلاقزلبر 

  ساعت ٩٦  ساعت ٧٢  ساعت ٤٨  ساعت ٢٤غلظت کشنده 

LC10	٤/٣٢±٩/١  ٩/٧٩±١٤/٠٦  ١٥/٢٠١±٢/٣٧ ٢٠/٢٣٧±٨/١٣  

LC50 ١١/١٠٧±٢/٤  ٩٠/٤٨١±٣/٩٤ ٩٥/٩٨١±٠٨/٧٤ ١٠٨/١١٦٦±٥/٨  

LC90 ٣٦/٣٥٤±٨١  ٣٤٥/٢٩٥١±٢١  ١٨٩/٤٧٨٦±٣ ٦٤٣/٥٧٥٤±٤ 

  
میانگین آماری مقادیر حاصل از آزمایش سمیت کشنده نانواکسیدمس ) ۵جدول 

  میکروگرم بر لیتر)(برحسب  های مختلفکمان در زمانی رنگینآلاقزلبر 
  ساعت ٩٦  ساعت ٧٢  ساعت ٤٨  ساعت ٢٤غلظت کشنده

LC10	٧/٣٠±٦/٦٩  ١٣/٩٠±٣٦ ٢٤/١٣٢±٨/٧٤ ١٢/١٨٧±٠٦/٩٣  

LC50 ٤١/١٠٢±٩/٣٣ ٦٥/٣٢٣±١٤/٥٦ ٧٨/٥٣٣±١/٣٥ ٩٩/٨٩٧±٩/٤٣ 

LC90 ٧٣/٣٤١±١٩  ١٣٩/١١٦١±٤٥ ٤٣١/٢٣٠٦±٧٤ ٨١٢/٤٢٨٥±٤٨  

  
نانواکسیدروی برای  LOECو  MATC، ساعت ۹۶در  LC50مقادیر 

میکروگرم بر ۱/۳۲و  ۷/۱۰، ۴/۱۰۷ماهیان آزمایشی به ترتیب برابر با 
 ۲/۱۰، ۳/۱۰۲لیتر و مقادیر مربوط به نانواکسیدمس به ترتیب معادل 

میکروگرم بر لیتر به دست آمدند. بدین ترتیب نانواکسیدمس ۷/۳۰و 
در زمان برابر، خاصیت سمیت و کشندگی بیشتری نسبت به 

نیست  داریمعنواکسیدروی نشان داد که البته این تفاوت نان
)۰۵/۰p>.( شده با این عارضه برای ماهیان مسموم نیترمعمول

  .شدیمبود که در معاینه روزانه دیده   نانوذرات بروز اختلالات تنفسی

  
  بحث

حاضر مطالعه ضدباکتریایی در  گرواکنشعنوان نانوذرات فلزی که به
ساختاری خاصی در  یهایژگیومورد استفاده قرار گرفتند، دارای 

خود بودند. بر این اساس نانواکسیدمس عملکرد  یهاستالیکر
بازتابشی بهتری نسبت به نانواکسیدروی از خود نشان داد ولی در 

که در عمل این  شدزمان دیرتری توسط آشکارساز اشعه ایکس ثبت 
، قطر ذرات بود که براساس دیگر ویژگی مهم. دکنیماثر مزیت را بی

آن مشخص شد نانوذرات اکسیدمس اندکی ریزتر بودند. این ویژگی 
تا سطح نسبت به حجم افزایش یابد و به نوعی بهبود  شودیمسبب 

عملکرد کاتالیزوری را در پی دارد. ارزیابی سطح تماس 
ولوژیک نانوکاتالیزورها با محیط پیرامون آنها، در مطالعه مورف

زیرا اکثر نانومواد کاتالیزوری با ایجاد یک  ،دارد یاهمیت بسیار 
بخشیدن و بهبود سطح یا محل انجام واکنش واسطه، منجر به سرعت

. بنابراین هر شوندیم(در اینجا اثر ضدباکتریایی)  هاواکنشپیشرفت 
یی آن بیشتر آچه سطح تماس کاتالیزور با محیط بیشتر باشد، کار 

سطح تماس  توانندیمشکل د. پس ساختارهای پفکیخواهد بو
  .]43[خوبی با محیط داشته باشند

حاضر بر روی سمیت نانوذرات مطالعه آزمایشگاهی که در  بررسیدر 
 یهایباکتر صورت گرفت، مشخص شد که حساسیت 

به نانواکسیدروی  لاکتوکوکوس گارویهو  استرپتوکوکوس اینیایی
بیوتیک بیوتیک فلورفنیکل بوده است. این آنتینزدیک به آنتی تقریباً 

چهار برابر بیشتر بر روی  والطیف یک داروی ضدباکتریایی وسیع
. نانواکسیدمس نتوانسته است ]53[گرم مثبت موثر است یهایباکتر 

نسبت به گروه کنترل تاثیر چندانی بر روی مهار رشد یا کشتن 
دیگر  یهاگروهابل اما در مق ،شده داشته باشدذکر یهایباکتر 

متحرک و  یهاآئروموناسباکتری که همگی گرم منفی بودند نظیر 
(یرسینیا) هر دو نانوذرات مورد بررسی، دارای توان  هایانتروباکتر 

  ضدباکتریایی مناسبی بودند.
 تواندیماین اختلاف در حساسیت نسبت به نانوذرات مورد مطالعه، 

ناشی از تفاوت ساختار دیواره سلولی این عوامل پاتوژن از منظر 
شناسی تکاملی باشد. به عبارت دیگر، وجود مقادیر بالای زیست
ن توانسته است حفاظت بیشتری از اپپتیدوگلیک یهارهیزنج

گرم مثبت در مقابل این نانوذرات انجام دهد. این نکته  یهایباکتر 
م ز ید قرار گرفته است. درواقع مکانییتا در تحقیقات پیشین نیز مورد

تخریب دیواره سلولی  ]73[و نانواکسیدمس ]63[اصلی نانوذرات روی
گرم منفی ناتوانی بیشتری نسبت به این  یهایباکتر است و 
  .]4[م تخریبی از خود نشان خواهند دادز مکانی
رغم اینکه فلزات روی و مس در ماهیت خود دارای سمیت علی

مورد ، همچنین از نظر ساختاری نانواکسیدمس ]8[هستندمشابهی 
ریزتر و عملکرد بازتابشی بهتری است،  یهاستالیکراستفاده شامل 

نسبت به نانواکسیدروی در  یتر فیضعاما خاصیت ضدباکتریایی 
از خود نشان لاکتوکوکوس گارویه ویژه مختلف به یهایباکتر مقابل 

ی/کشندگی این نانوذرات نیز داد. تعیین حداقل غلظت مهارکنندگ
 استرپتوکوکوس اینیایی. اگرچه در مورد کندیمید یله را تاااین مس

ومیر حداقل غلظتی از نانواکسیدروی که توانسته سبب مهار یا مرگ
لیتر) کمتر از همین کمیت میکروگرم بر میلی۱۸/۰این باکتری شود (

د که حاکی از لیتر) بومیکروگرم بر میلی۲۴/۰برای نانواکسیدمس (
قدرت ضدباکتریایی بالاتر نانوذره حاوی مس برای تخریب 

  فیزیولوژیک باکتری ذکرشده بود.
در ماهی که در این  زایمار یب یهایباکتر با این حال، در مورد سایر 

طور عمومی نانواکسیدروی در قرار گرفتند، به بررسیمورد مطالعه 
کمتری توانست خاصیت ضدباکتریایی خود را نشان  یهاغلظت

استرپتوکوکوس نانواکسیدروی برای  MICدهد. مقایسه مقادیر 
میکروگرم بر ۰۱۵/۰( ]83[و همکاران محمدبیگیدر مطالعه  اینیایی
لیتر) با کمیت مشابه در مطالعه حاضر، حاکی از این است که میلی

ی تهران، مازندران و هااستانسویه جداشده از مناطق شمالی ایران (
گلستان) حساسیت بیشتری نسبت به جدایه استان فارس داشته 

کشی نانواکسیدمس است. این در حالی است که مقایسه اثر باکتری
نسبت به  ]15[نشان داد که جدایه شهرکرد آئروموناس هیدروفیلابر 

ر د ۲۴۳از جدایه فارس بوده است ( ترمقاوماین نانوکاتالیزور بسیار 
 ۴۰۰۰لیتر) و این اختلاف بیش از میکروگرم بر میلی۰۶/۰مقابل 
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باشد. برابری  MICدلیل تفاوت در متدولوژی تعیین برابری شاید به
به این دلیل باشد که نانوذرات  تواندیم MBCو  MICمقادیر 

اکسیدمس و اکسیدروی فاقد قدرت مهارکنندگی رشد برای 
ی هدف هستند و با کشتن آنها از طریق تخریب دیواره هایباکتر 

سلولی، تغییر فشار اسمزی و پلاسمولیز حاصل از آن، سبب کنترل 
می ز . بنابراین فاقد هرگونه مکانی]2[شودیم هالمیوفیبجمعیت 

(نظیر فلورفنیکل) در جهت مهارکنندگی  هاکیوتیبهمانند برخی آنتی
  .]4[به غلظت نیستند و از این منظر وابستههستند رشد 

سنجی نانوذرات و تعیین سمیت کشنده در خصوص آزمایش زیست
 دورهکمان، با توجه به اینکه طی رنگین یآلاقزلآنها برای 

نتیجه  توانیمماهیان هیچ تلفاتی دیده نشد، بنابراین  یر یپذسازش
ومیر ماهیان در طول دوره آزمایش ناشی از افزودن گرفت مرگ
ساعت  ۹۶در  LC50لزی به آب باشد. مقایسه مقادیر نانوذرات ف

میکروگرم بر لیتر) با نانواکسیدمس ۴/۱۰۷نانواکسیدروی (
که برخلاف اثر ضدباکتریایی،  دهدیممیکروگرم بر لیتر) نشان ۳/۱۰۲(

کنندگی) بیشتری نانواکسیدمس از ظرفیت توکسیک (مسموم
برخوردار است. مقایسه سمیت نانوذرات نقره برای کپور معمولی 
حاکی از این است که در مطالعه حاضر نانوذرات فلزی دارای سمیتی 

ولی رغم اینکه معمولاً کپور معمبرابر کمتر هستند، علی ۱۰۰نزدیک به 
کمان ی رنگینآلاقزلنسبت به  هاندهیآلامقاومت بیشتری در برابر 

  .]29, 33[دهدیمنشان 
شده در ماهیان مسموم ترین عارضه پاتولوژیک مشاهدهمهم

باشد. این  تواندیمکه علت عمده مرگ نیز است اختلالات تنفسی 
دادن تغییر در ریخت له در تحقیقات پیشین با نشانامس
 هاونیمرتبط با دفع  یهاژنآبشش و سرکوب بیان  یهالامنتیف

، تجمع زیستی در ]39[آبششی در ماهی زبرا دانیو یهاسلولدر 
، رخداد فیزیولوژیک ]30[کمانرنگین یآلاقزللاملاهای اولیه آبشش 

+Na+/K-، مهارشدگی آنزیم ]40[هیپوکسی در سوف اروپایی
ATPase یجوشهمو بروز  ]17[دانیوی آبششی ماهی زبرا هاسلول 

  ید قرار گرفته است.یمورد تا ]18[شدید در لاملاهای ثانویه ماهی کلمه
  

  یر یگجهینت
قسمت در میلیون) با MIC/MBC )۲۴/۰مقایسه بالاترین میزان 

 دهدیمقسمت در میلیون) نشان ۱/۰ساعت ( ۹۶در  LC50میانگین 
کارگیری مستقیم غلظت موثر نانوذرات فلزی بر عوامل که به

ومیر ناشی از سبب بروز مرگ تواندیم زایمار یبباکتریایی 
شود. درواقع زمانی که غلظت نانوذرات  آلاقزلمسمومیت در ماهی 

به حد حداقل غلظت مهارکنندگی/کشندگی خواه در پلاسما و خواه 
باشد، ماهی دچار مسمومیت شده در محیط برسد و بتواند اثرگذار 

  است. با توجه به اینکه غلظت پیشنهادی نانواکسیدمس/
ی آلاقزلقسمت در میلیون) برای درمان ۲۴/۰نانواکسیدروی (

منظور کمان بیمار ایمن نیست، پیشنهادهای ذیل بهرنگین
 :شوندیمی از پتانسیل ضدباکتریایی این نانوذرات ارایه بردار بهره

در جهت  کارگیری نانوذرات اکسیدروی و اکسیدمس صرفاً هالف) ب
مورد استفاده در بخش  یهاحوضچهضدعفونی سطوح، استخرها و 

و  وانکوباتورهای مورد استفاده در تکثیر هاترافپرواربندی، 
. با شودیمکارکردهایی بدین شکل در سایر مراحل تولید، توصیه 

سیدن به حد کشندگی به توجه به نیاز به غلظت بسیار اندک برای ر 
که استفاده از این نانوذرات توجیه اقتصادی داشته باشد  رسدیمنظر 

اقتصادی در این  -فنی یسنجامکانکه البته نیازمند انجام تحقیقات 
  زمینه است.

با  لتریفدرامب) بارگذاری نانوذرات اکسیدروی و اکسیدمس بر روی 
سمیت حاد  یهاشیآزما ستیبایمآنها که البته  یادورهامکان شارژ 

کمان و همچنین رنگین یآلاقزلو مزمن برای ماهیان پرورشی نظیر 
بررسی وجود باقیمانده نانوفلزات در جهت اطمینان از سلامت 

انجام شود. ساخت این نانوفیلتر و استفاده از آن  کنندگانمصرف
کننده، منجر به کاهش مصرف مواد ضدعفونی تواندیم

کارگیری هو غیره در مزارع پرورشی شود. همچنین ب هاکیوتیبآنتی
فرابنفش و ازناتور قابلیت این را دارد  یهالامپاین روش به همراه 

 که مدیریت بهداشتی یک مزرعه را تا حد قابل قبولی تامین کند.
  

محمد وسیله نویسندگان از جناب آقای مهندس  بدین تشکر و قدردانی:
آبزیان  یهایمار یبمسئول آزمایشگاه بخش بهداشت و  سعید فریدونی

 .ندکنیمدانشکده دامپزشکی دانشگاه شیراز صمیمانه سپاسگزاری 
یندهای مرتبط با آلازم است که تاکید شود تمامی فر تاییدیه اخلاقی: 

 یبردار نمونهیا  یساز رهیذخ، اعم از مطالعهماهیان مورد آزمایش در این 
زیستی دانشگاه شیراز برای نگهداری و استفاده از اخلاق  نامهاز آیین

 (IACUC. No. 4687/63)در مطالعات آزمایشگاهی  دارمهرهجانوران 
  پیروی کرده است.

  موردی توسط نویسندگان گزارش نشده است. تعارض منافع:
پژوهشگر نگارنده مقدمه/ (نویسنده اول)، نیما شیری سهم نویسندگان:

(نویسنده )؛ مصطفی اخلاقی %۹۰( نگارنده بحث/آماری لگریتحلاصلی/
  )%۱۰( پژوهشگر فرعیدوم)، 

توسط مرکز نوآوری و  مطالعه حاضرانجام  یهانهیهزتمامی  منابع مالی:
کارآفرینی دانشگاه شیراز (هسته کارآفرینی دانشکده دامپزشکی) پرداخت 
ه شده است و تمامی منافع مادی احتمالی این طرح تحقیقاتی متعلق ب

 مرکز مذکور خواهد بود.
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