
 1397، 2، شماره 31جلد                                                      )                                 مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي جانوري 

178 

كل و بار باكتريايي گرم  باكتريايي بارنانوذره اكسيد روي بر  باكتريايي ضدخواص  تأثير
  هاي آكواريوم آب شيرين داراي ماهي قرمز منفي در محيط

)Carassius auratus Linnaeus, 1758(  

  1محمد مازندراني و 1، محمد سوداگر *2، سيده صديقه حسيني1سميرا فرامرزپور

  زيست، گروه تكثير و پرورش آبزيان ه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان، دانشكده شيلات و محيطگرگان، دانشگا 1
  علوم آزمايشگاهي پيراپزشكي، گروه دانشكده/مركز تحقيقات علوم آزمايشگاهي ن،لستاعلوم پزشكي گ گرگان، دانشگاه 2

 29/6/96 :تاريخ پذيرش  1/11/95 :تاريخ دريافت

 چكيده

 قرارگرفتهتوجه  ها در آب محيط پرورش ماهيان بسيار موردجمعيت باكتري كننده كنترلير استفاده از تركيبات اخ هاي سالدر 
در اين  .باشدمناسب از اهميت بالايي برخوردار مي خاصيت ضد باكترياييبا  كننده ضدعفونياست، در اين راستا انتخاب ماده 

 Minimum bactericidal(ده و پس از تعيين حداقل غلظت باكتري كشي ژل سنتز ش-مطالعه نانوذره اكسيدروي به روش سل

 concentration (آكواريوم در  سريالي ماكرودايلوشن، جمعيت باكتريايي محيط هاي رقت استاندارداكسيدروي به روش  نانوذره
هاي در مرحله اول غلظت. هاي فاقد ماهي مورد ارزيابي قرارگرفتقرمز و آكواريومماهيهاي داراي مرحله شامل آكواريوم دو

ها به آب آكواريوم موردنظرهاي در زمان MBCبرابر  8و  4، 2، صفرهاي و در مرحله دوم غلظت MBCبرابر  4و  2، صفر
نانوذره اكسيدروي براي جمعيت باكتريايي  MBC. قرارگرفت بررسي مورديدروي افزوده و روند ضد باكتريايي نانوذره اكس

بيشترين روند كاهش بار باكتريايي كل در مواجهه با نانوذره . گيري شداندازه ليتر ميليميكروگرم بر  35/0محيط آكواريوم 
كل آب محيط آكواريوم در محيط فاقد ماهي نتايج بار باكتريايي . روز مشاهده شد 5و بعد از  MBCبرابر 4اكسيدروي در غلظت 

 نانوذرهفعاليت ضد باكتريايي  MBCبرابر  8و  4در غلظت  كه درحاليبود  MBCبرابر  2روند كاهش در غلظت  ي دهنده نشان
د بنابراين باتوجه به اثرات ض افزايش يافت، 10اكسيدروي نسبت به شاهد كاهش و بار باكتريايي كل محيط آكواريوم از روز 

يك ماده ضد باكتريايي  عنوان بهتواند نانوذره اكسيدروي بر جمعيت باكتريايي محيط آكواريوم،اين ماده مي قبول قابلباكتريايي 
   .قرارگيرد مورداستفاده

  .MBC، ضد باكتريايي،ZnO:يكليد يها واژه

  Hosseini.s@goums.ac.ir: پست الكترونيكي،  01732540858  :نويسنده مسئول، تلفن* 

 مقدمه

پتانسيل عظيم  عنوان بهاخير، دانش فناوري نانو  هاي سالدر
و شيلات  پروري آبزيبراي ايجاد انقلابي بزرگ در صنعت 

، پروري آبزيهاي جديدي در تواند روشكه مي شده مطرح
اين . بيوتكنولوژي، ژنتيك، تكثير و بهداشت آبزيان باشد

فيزيكي،  ردف منحصربهمواد در اشكال نانو داراي خواص 
 ). 20 و 10( باشند ميشيميايي و الكتريكي 

 هاي فعاليتبراي  اي فزاينده طور بهاكسيدهاي فلزي غيرآلي 
مزاياي اصلي استفاده از . شوند ميضد ميكروبي استفاده 

مفيد طولاني و  اكسيدهاي فلزي ثبات، استحكام، عمر
 باشد ميهاي مختلف فعاليت ضد ميكروبي در برابر پاتوژن

و  MgO ،CaOفعاليت ضد باكتري پودر ). 4و  3(
بررسي شد،  هاي باكترياكسيدروي در مقابل برخي از گونه 
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در  توجه  قابلروي داراي فعاليت ضد ميكروبي  اكسيد
باشد و يكي از عناصر مي) =pH 7(طبيعي  pHمحدوده 

  ). 17(شود ضروري محسوب مي

تحقيقات اندكي درخصوص مكانيسم عمل نانوذره 
، اما شده انجاماكسيدروي در محيط آكواريوم و براي آبزيان 

ل اصلي توليد هيدروژن پراكسيد يك عام شود ميتصور 
همچنين اتصال ذرات بر روي ، باشد ميفعاليت ضد باكتري 

 تواند ميسطح باكتري باتوجه به نيروهاي الكترواستاتيك 
نانوذرات . )27 و 25( يك مكانيزم ضد باكتريايي باشد

 اي گستردهروي فعاليت ضد باكتري قوي در طيف  سيداك
ضد  هاي فعاليتدارند، مكانيسم غالب براي  ها باكترياز 

و  H2O2شيميايي بين  انفعالات و فعلباكتري اين نانوذره 
 تماس باكتري با نانو محض به چراكه، باشد مي ها باكتري

 ريختگي هم بهذرات اكسيدروي، نفوذ به پوشش سلول و 
يون  بااتصال شود ميباكتري جهت مهار رشد باكتري  غشاء
Zn+2  رشد ميكروبي  تأخيرفاز  ها ميكروارگانيسمبه غشاء

  ).27( شود ميطولاني 

 هاي آلايندهمواد مفيد جهت از بين بردن  ازجملهنانوذرات 
، باتوجه به اينكه استفاده گسترده از باشد ميموجود در آب 

هاي ماهيان سبب مقاوم ريها در درمان بيمابيوتيكآنتي
هاي گرم منفي باكتري خصوص بهها شدن برخي باكتري

 ها باكتريشود، امروزه از نانوذرات جهت حذف برخي مي
آب استخر پرورش  سازي پاكاز طريق روش بهينه جهت 

ترين ماهي زينتي قرمز قديميماهي. شودماهي استفاده مي
ترين از رايج و امروزه است بودهدر چين  يافته پرورش

شود، اين ماهي ها يافت ميماهياني است كه در آكواريوم
. شودمدل آزمايشگاهي و مناسب مطرح مي عنوان به

ترين مشكل عفوني ماهيان هاي باكتريايي شايعبيماري
-هاي باكتريايي توسط ارگانيسمزينتي است و اكثر عفونت

 ).14(شوند هاي گرم منفي ايجاد مي

اهي در محيط آكواريوم متفاوت از شرايط گرفتن م قرار
باشد، لذا در شرايط مختلف منجر به استرس طبيعي مي

شود كه در اين صورت شرايط بالايي در اين موجودات مي
 زا بيماريو  طلب فرصتهاي براي فعاليت بيشتر باكتري

بنابراين كنترل شرايط تحت پرورش . گرددفراهم مي
تواند در كنترل محيط مي بخصوص جمعيت باكتريايي اين

سلامت ماهيان مفيد باشد به همين دليل در اين بررسي 
اثرات ضد باكتريايي نانوذره اكسيد روي بر كنترل جمعيت 

  .است قرارگرفته بررسي موردباكتريايي محيط آكواريوم 

 روشهامواد و 

در مركز  93اين مطالعه در زمستان  :شرايط پرورش ماهي
صر فضلي دانشگاه علوم كشاورزي و پروري شهيد ناآبزي

 48منابع طبيعي گرگان انجام گرفت، به اين منظور تعداد 
گرم و  70/5±98/0قرمز با ميانگين وزني ماهيقطعه 

هفته با شرايط  2تهيه و به مدت  93/6±63ميانگين طول 
درصد  3جديد سازگار و با غذاي تجاري بيومار به ميزان 

در طي دوره پرورش . شدند بار در روز غذادهي 2بيومس 
 87/7، 98/16±71/0و سختي آب به ترتيب  pHدماي آب، 

  .گيري و ثبت شدنداندازه ppm 260ودرجه سانتي گراد 

تصادفي  كاملاًطرح  صورت بهاين آزمايش : طرح آزمايش
)CRD ( تيمار در محيط  3تكرار كه شامل  3تيمار با  7در

ط آكواريوم داراي تيمار در محي 4آكواريوم فاقد ماهي و
 6تصادفي به  صورت بهماهيان ، قرمز انجام گرفتماهي

 بهانتقال يافتند، سپس  04/33آكواريوم با حجم آبگيري 
  .انجام آزمايش تيماربندي انجام شد منظور 

روي ساز استاتپودر پيش :نانوذره اكسيدروي سازي آماده
 و  Zn(C2H3O2)2.2H2Oبا فرمول) شركت مرك آلمان(

تهيه و براي سنتز نانوذره  g/mLµ 5/219 مولكولي مجر
- ميلي 50گرم استات روي با  5. اكسيدروي استفاده گرديد

 80مقطر ديونيزه در ارلن ريخته و در حرارت ليتر آب
ساعت به نحوي مخلوط  4- 3گراد به مدت درجه سانتي

 بهپنجم حجم اوليه رسيد، محلول گرديد تا به يك
 12به مدت  ازآن پسلوئيدي بود، محلول ك آمده دست 
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داده قرار سانتي گراددرجه  100±5ساعت در فور با دماي 
در كوره الكتريكي  ازآن پس. خشك شود تدريج بهتا  .شد

ساعت  24-12به مدت  سانتي گراددرجه  300±5در دماي 
حاصل  سفيدرنگكامل و پودر  ها كريستالشد تا قرار داده

محاسبه  ppm 123ه سنتز شده نانوذر مؤثرماده . )8( شود
پراكنش مناسب و مشخص كردن فازهاي  تأييدبراي  .شد

گيري خصوصيات ساختاري كريستالي نمونه و اندازه
 XRD (X ray diffraction) نانوذره اكسيدروي از آزمون 

   ).16(استفاده شد 

از گذشت پس: سوسپانسون باكتريايي آب آكواريومتهيه 
باكتريايي از آب كف  ن، نمونههفته سازگاري ماهيا 2

باكتري 5/1×108(آكواريوم معادل با كدورت نيم مك فارلند 
براي اطمينان از ايجاد كدورت . تهيه شد) ليتر ميليهر  در

 - دستگاه اسپكتروفوتومتر مرئي وسيله بهمذكور، جذب آن 
 موج طولدر محدوده ) USA; UNICO-2100(فرابنفش 

 08/0ميزان جذب در محدوده  و گيري اندازهنانومتر  600
  ).7(تنظيم شد  1/0تا

نانوذره ) MBC(كشي باكتريتعيين حداقل غلظت 
هاي آب آكواريوم به روش روي بر باكتري اكسيد

كشي نانوذره باكتريجهت بررسي كميت : ماكرودايلوشن
سريالي هاي اكسيد روي از روش استاندارد رقت

هاركنندگي از غلظت م حداقل وماكرودايلوشن استفاده 
) MBC( اكسيدرويحداقل غلظت كشندگي ، ) MIC(رشد 

تايي از  12از يك سري   MICبراي تعيين . تعيين گرديد
كنترل مثبت  عنوان بهيك لوله . آزمايش استفاده شد هاي لوله

و يك ) محيط كشت علاوه بهحاوى نانوذره اكسيدروي (
 روبىميك حاوي سوسپانسيون( كنترل منفي عنوان بهلوله 

عدم ايجاد كدورت  تأييدكه جهت ) كشت محيط علاوه به
هايي از نانوذره رقتلوله ابتدا  12در . در نظر گرفته شد

اضافه و سوسپانسيون باكتريايي با  6/1اكسيدروي با مقدار 
سي تلقيح سي 1/0مقدار استاندارد و مساوي به ميزان 

 درجه سانتي37دماي  ساعت در 24به مدت گرديد، سپس 

 دور در دقيقه قرار 200گراد در انكوباتور شيكردار با 
از انكوباسيون جهت تعيين حداقل غلظت پس. گرفتند

فاقد  هاي لولهميكروليتر، از  100كشندگي باكتريايي مقدار 
كدورت در محيط نوترينت آگار كشت داده و پس از 

 MBCو  گرفته انجامگذشت زمان لازم، شمارش كلني 
 Nccls, National Committee for Clinical( تعيين شد

Laboratory Standards, 2000( . جهت جلوگيري از وقوع
احتمال خطا در كليه مراحل كار، اين آزمايش با سه تكرار 

  .)15( انجام گرفت

در  با: د باكتريايي در آب محيط آكواريومآزمايشات ض
نانوذره اكسيدروي،  MBCهاي مختلف گرفتن غلظت نظر

زمان در دو مرحله  باگذشتد باكتريايي اين ماده خواص ض
هاي فاقد قرمز و آكواريومماهيهاي داراي شامل آكواريوم

نانوذره  MBCپس از تعيين . ماهي مورد ارزيابي قرارگرفت
اكسيدروي، در مرحله اول سه تيمار شامل تيمار شاهد و 

و به آب  MBCدو و چهار برابر  دو تيمار با دو غلظت
ساعت،  6قرمز اضافه شد و در ماهيهاي حاوي ومآكواري

-اثر حداقل غلظت باكتري 28و  21، 16، 10، 5، 1روزهاي

كشي نانوذره اكسيد روي در مقايسه با گروه شاهد بررسي 
همچنين در مرحله دوم چهار تيمار شامل تيمار ، گرديد

دو، چهار و هشت برابر  شاهد و سه تيمار با سه غلظت
MBC ها فاقد ماهي كسيدروي به آب آكواريومنانوذره ا

 30و  25، 15، 10، 7، 5، 3، 1اضافه شد و در طي روزهاي 
كشي نانوذره اكسيدروي بررسي اثر حداقل غلظت باكتري

در شرايط استريل بوسيله پيپت استريل  كه طوري به، گرديد
جهت تعيين بار . شد برداري نمونهاز نزديك بستر تيمارها 

 1/0سريالي تهيه و از هر رقت  هاي رقتباكتريايي آب 
سي در محيط كشت جامد حاوي آگار به روش سي

دراين مطالعه محيط كشت نوترينت . پورپليت كشت گرديد
- آگار براي مطالعه بار باكتريايي كل و نيز محيط كشت مك

هاي گرم منفي كانكي آگار براي مطالعه جمعيت باكتري
ساعت از  48ذشت پس از گ، قرارگرفت استفاده مورد

تا  30هايي كه بين ها در انكوباتور، پليتانكوباسيون پليت
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. ها شمارش شدكلني داشتند انتخاب و تعداد كلني آن 300
 گزارش تراكم باكتريايي منظور بهسپس براي هر نمونه، 

)CFU(در پليت، در ضريب  شده شمارشهاي ، تعداد كلني
نتيجه نهايي و نسبت معكوس رقت مربوطه ضرب شده و 

ليتر نمونه آب كه بار باكتريايي موجود در يك ميلي
 Institute of Standard and(آكواريوم بود، حاصل گرديد 

Industrial Research of Iran, 2007 .(  

و  SPSS,18افزار ها در محيط نرمكليه داده تحليل و  تجزيه
 انجام Excel 2010افزار نرمرسم نمودارها بااستفاده از 

 طرفه يكبااستفاده از آزمون آناليز واريانس . گرفت
)ANOVA ( مقايسه سطوح كليه فاكتورها در بين تيمارهاي

-گيري انجام شد و تفاوت معنيهاي نمونهمختلف و زمان

ها بااستفاده از آزمون چند دامنه دانكن داري در بين ميانگين
)Duncan (به دست آمد. 

  نتايج
الي نانوذره اكسيدروي از جهت بررسي ساختار كريست

نتايج حاصل از آناليز پراش اشعه . استفاده شد XRDروش 

ها و است، شدت پيك شده  دادهنشان  1ايكس در شكل
دهنده درجه بالاي بلوري ها نشانكم آن نسبتاًعرض 

دهنده ها نشانپيك كه  طوري  بهباشد، محصولات مي
الت اكسيدروي و ح) وجهيشش(ساختار هگزاگونال 

  .باشدمي 1 شكلآن در  كريستالي

  
  ياز نانوذره اكسيدرو XRDتصوير  -1شكل 

نانوذره ) MBC(كشي باكتريتايج تعيين حداقل غلظت ن
 1هاي محيط آكواريوم، در جدول اكسيدروي بر باكتري

است  شده دادهگونه كه نشان همان. آورده شده است
ها تا رقت هاي سريالي ماكرودايلوشن باكتريرقت درروش

ميكروگرم در  35/0گذاري رشد يافت و غلظت لوله 4
داراي حداقل غلظت  موردمطالعههاي عليه باكتري ليتر ميلي

   .محاسبه شد 1در جدول  كشيباكتري
  هاي مورد استفاده براي مطالعه ضد باكتريايي نانوذره اكسيدرويو غلظت MBCنتايج مربوط به  -1جدول

 نمونه مورد بررسي
MBC  

 )ليترميكروگرم در ميلي(

  MBCبرابر 2
 )ليترميكروگرم در ميلي(

  MBCبرابر 4
 )ليترميكروگرم در ميلي(

  MBCبرابر 8
 )ليترميكروگرم در ميلي(

 8/2 4/1 7/0 35/0 هاي محيط آكواريومباكتري
  

 باكتريايي بارفعاليت ضد باكتريايي نانوذره اكسيدروي بر 
هاي مختلف ن و غلظتآب محيط آكواريوم در طي زما

ها داده( باكتريايي بارنانوذره بررسي شد، جدول تغييرات 
نسبت به زمان ) نرمال شدند X+1 صورت بهلگاريتمي و 
نتايج حاصل از آزمون دانكن سطوح مختلف . ترسيم شد

تعداد  ازنظراكسيدروي  نانوذرهحداقل غلظت باكتري كشي 
 آب آكواريوم ترلي ميليهاي رشد يافته در يك واحد كلني

  .نشان داد

توجه به نتايج بار باكتريايي كل آب محيط آكواريوم در  با
 4و  MBCبرابر  2محيط حاوي ماهي بين تيمارهاي شاهد، 

داري مشاهده شد زمان تفاوت معني باگذشت MBCبرابر 
)05/0P<( همچنين بيشترين روند كاهش بار باكتريايي كل ،

و  MBCبرابر 4وي در غلظت در مواجهه با نانوذره اكسيدر
در اين غلظت از  حال بااين .مشاهده شد ساعت 6بعد از 

 كه درحاليروند افزايش بار باكتريايي مشاهده شد  5روز 
روند كاهشي تا انتهاي دوره ادامه  MBCبرابر 2در غلظت 

 نانوذرهفاقد (در تيمار شاهد  كه درحاليپيدا كرد 
ايي مشاهده شد ر باكتريروند افزايش با) اكسيدروي

  ). 2جدول(
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 ،28 ،1 ساعت، 6نانوذره اكسيد روي در مدت ) MBCبرابر  4 و 2(هاي تأثير فعاليت ضد باكتريايي غلظت) انحراف معيار ±ميانگين (مقادير  -2جدول
  روز بر بار باكتريايي كل محيط آكواريوم داراي ماهي قرمز 5 ، 10 ،16، 21

غلظت نانوذره اكسيد 
  روي

-رم در ميليميكروگ(

 )ليتر

 )بر ميلي ليتر CFU(بار باكتريايي كل 

 28روز  21روز  16روز  10روز  5روز  1روز  ساعت 6

0 Aa06/0±42/4 Aab22/0±88/4 Aa09/0±98/4 Aa11/0±03/5 Aab13/0±48/5 Aa13/0±82/5 Aa01/0±98/5 

 MBC Bab05/0±67/1 Bbc22/0±85/1 Cc07/0±20/2 ABbc11/0±76/2 Bbc22/0±09/3 Bbc11/0±11/3 Ba05/0±97/3برابر 2

 MBC ABab09/0±08/1 ABa09/0±96/1 Babc03/0±45/2 Bbc50/0±66/3 Babc08/0±88/3 Bc22/0±16/4 Cabc13/0±58/4برابر 4

  .باشد مي با شاهد)  ليترميكروگرم در ميلي(هاي مختلف نانوذره اكسيدروي دهنده اختلاف معنادار بين غلظت نشان a,b,cحروف كوچك
  .باشد هاي مختلف با شاهد مي دهنده اختلاف معنادار بين زمان نشانA,B,Cحروف بزرگ 

  ).>0,05P(باشد  هاي مختلف مي در زمان ) ليترميكروگرم در ميلي(دهنده اختلاف معنادار غلظت نانوذره حروف كوچك و بزرگ با همديگر نشان
  

دروي نتايج حاصل از خاصيت ضد باكتريايي نانوذره اكسي
هاي گرم منفي محيط آكواريوم داراي ماهي در برابر باكتري

هاي محيط باتوجه به اينكه جمعيت غالب باكتري. قرمز
باشند روند كاهش بار هاي گرم منفي ميآكواريوم، باكتري

باكتريايي گرم منفي محيط آكواريوم در مواجهه با نانوذره 
مقايسه در  MBCبرابر 4و  2اكسيدروي در هر دو غلظت 

، و با افزايش )>P 0,05( داشت داري معنيبا شاهد اختلاف 
فعاليت ضد باكتريايي  تأثيرغلظت نانوذره و گذشت زمان 

و  يافته كاهشترل ننسبت به ك 10نانوذره اكسيدروي تا روز 
و  يافته كاهشاكسيدروي  باكتريايي ضدفعاليت  16از روز 

   ).3جدول(افزايش رشد باكتريها مشاهده گرديد 

، 1 ساعت، 6نانوذره اكسيد روي در مدت ) MBCبرابر  4و2(هاي تأثير فعاليت ضد باكتريايي غلظت) انحراف معيار ±ميانگين (مقادير  -3جدول
 روز بر بار باكتريايي گرم منفي محيط آكواريوم داراي ماهي قرمز28،21،16،10،5

غلظت نانوذره اكسيد 
  روي

 )ليترميكروگرم در ميلي(

 )بر ميلي ليتر CFU(اكتريايي گرم منفي بار ب

 28روز  21روز  16روز  10روز  5روز  1روز  ساعت 6

0 Aa09/0±12/4 Ab04/0±35/4 Ac07/0±89/4 Ab09/0±08/5 Abc04/0±22/5 Ad02/0±14/5 Ac05/0±78/5 

 MBC Bab21/0±45/3 Bbc27/0±80/2 Cc00/0±00/2 Bc00/0±690/1 Babc15/0±36/2 Ba15/0±42/2 Bab11/0±58/2برابر 2

 MBC Bab03/0±60/2 Bab49/0±35/2 Ba26/0±88/1 Bb00/0±00/1 Bb05/0±13/2 Bb50/0±14/2 Bab05/0±32/2برابر  4

  .باشد مي با شاهد)  ليترميكروگرم در ميلي(هاي مختلف نانوذره اكسيدروي دار بين غلظت دهنده اختلاف معني نشان a,b,cحروف كوچك
  .باشد هاي مختلف با شاهد مي دار بين زمان دهنده اختلاف معني شاننA,B,Cحروف بزرگ 

  ).>0,05P(باشد  هاي مختلف مي در زمان ) ليترميكروگرم در ميلي(دار غلظت نانوذره دهنده اختلاف معني حروف كوچك و بزرگ با همديگر نشان
  

نتايج حاصل از خاصيت ضد باكتريايي نانوذره اكسيدروي 
هاي محيط آكواريوم فاقد ماهي در برابر باكتري

و  4، 2داري بين سطوح وجود اختلاف معني ي دهنده نشان
كشي نانوذره اكسيدروي باكتريبرابر حداقل غلظت  8

آب  ليتر ميليرشد يافته در يك واحد  هاي كلنيتعداد  ازنظر
مشخص در مقايسه با گروه شاهد  زمان يكآكواريوم، در 

روند كاهش بار  4جدول باتوجه به ). >P 0,05( بود
 باگذشت MBCبرابر  8و  4، 2هاي باكتريايي كل در غلظت

برابر  2مشاهده شد، اين روند در غلظت  7زمان تا روز 
MBC  و  4در غلظت  كه درحاليتا انتهاي دوره ادامه يافت

اكسيدروي  نانوذرهفعاليت ضد باكتريايي  MBCبرابر  8
كل محيط آكواريوم  نسبت به شاهد كاهش و بار باكتريايي

اين  MBCبرابر  8در غلظت  كه طوري بهاست  يافته افزايش
 8در غلظت . روند افزايش باشدت بيشتري مشاهده شد

برابر كاهش  4و 2نسبت به  داري معنياختلاف  MBCبرابر 
  ).4جدول(، )>0,05P( بار باكتريايي مشاهده شد
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نانوذره اكسيدروي در روزهاي ) MBCبرابر  4و2(هاي فعاليت ضد باكتريايي غلظتتأثير ) انحراف معيار ±ميانگين (مقادير  -4جدول
  بر بار باكتريايي كل محيط آكواريوم فاقد ماهي هاي مختلف نانوذره اكسيد روي باگذشت زمانتأثير فعاليت ضد باكتريايي غلظت  1،3،5،7،10،15،25،30

غلظت نانوذره 
  اكسيد روي

ميكروگرم در (
 )ليترميلي

 )بر ميلي ليتر CFU(بار باكتريايي كل  

 30روز  25روز  15روز  10روز  7روز  5روز  3روز  1روز

0 Abc03/0±31/4 Aa14/0±57/4 Ade07/0±88/4 Acd04/0±12/4 Ab03/0±12/5 Acde06/0±24/5 Ade03/0±33/5 Ae07/0±54/5 

برابر 2
MBC 

Ba10/0±88/3 Ba05/0±91/3 BCbc18/0±12/3 Bc42/0±60/2 Bbc43/0±04/3 Cb03/0±17/3 Cbc17/0±26/3 Cb06/0±37/3 

برابر  4
MBC 

Cab04/0±50/3 Cab02/0±76/3 Bb32/0±82/3 Bc25/0±66/2 Ba05/0±43/3 Bab03/0±65/3 Cab08/0±83/3 Cab10/0±67/3 

برابر  8
MBC 

Dd21/0±75/2 Dde06/0±69/2 Cde08/0±65/2 Be09/0±47/2 Bc09/0±03/3 BCb09/0±64/3 Ba06/0±93/3 Ba09/0±18/4 

  .باشد مي با شاهد)  ليترميكروگرم در ميلي(هاي مختلف نانوذره اكسيدروي دار بين غلظت دهنده اختلاف معني نشان a,b,cحروف كوچك
  .باشد هاي مختلف با شاهد مي دار بين زمان دهنده اختلاف معني نشانA,B,Cحروف بزرگ 

  ).>0,05P(باشد  هاي مختلف مي در زمان ) ليترميكروگرم در ميلي(دار غلظت نانوذره اختلاف معنيدهنده  حروف كوچك و بزرگ با همديگر نشان
  

نتايج حاصل از خاصيت ضد باكتريايي نانوذره اكسيدروي 
هاي گرم منفي محيط آكواريوم فاقد ماهي در برابر باكتري

سطوح  در دار معنيوجود اختلاف  دهنده نشان 5در جدول 
كشي نانوذره باكتريبر حداقل غلظت برا 8و  4 ،2

تعداد كلني رشد يافته در يك واحد  ازنظراكسيدروي 
مشخص با گروه شاهد  زمان يكآب آكواريوم، در  ليتر ميلي
هاي گرم نانوذره اكسيدروي در برابر باكتري). >0,05P( بود

منفي فعاليت ضد باكتريايي بسيار بالايي را نشان داد، 
به  MBCبرابر 2اين نانوذره از  يش غلظتبا افزا كه طوري به
 10روند كاهش بار باكتريايي در روز  MBCبرابر 8و  4

زمان اين خاصيت افزايش  باگذشتمشاهده شد، همچنين 
 در انتهاي دوره، محيط آكواريوم فاقد بار كه طوري بهيافت، 

  ).5جدول(باكتريايي گرم منفي شد 

  

نانوذره اكسيد روي در مدت تأثير فعاليت ضد ) MBCبرابر  4و2(هاي تأثير فعاليت ضد باكتريايي غلظت) عيارانحراف م ±ميانگين (مقادير  -5جدول
 بر بار باكتريايي گرم منفي محيط آكواريوم فاقد ماهي هاي مختلف نانوذره اكسيد روي باگذشت زمانباكتريايي غلظت

غلظت نانوذره 
  اكسيد روي

ميكروگرم در (
 )ليترميلي

 )بر ميلي ليتر CFU(اكتريايي گرم منفي بار ب 

 30روز  25روز  15روز  10روز  7روز  5روز  3روز  1روز

0 Aa07/0±06/4 Aab00/0±67/4 Abc09/0±17/5 Ad08/0±24/5 Acd22/0±12/5 Acd13/0±58/5 Ad18/0±2/5 Ad08/0±71/5 

 MBC Ba18/0±67/2 Bb03/0±30/2 BCc00/0±00/2 Bab21/0±75/1 Bc00/0±30/1 Bd00/0±00/0 Bd00/0±00/0 Bd00/0±00/0برابر 2

 MBC Ba18/0±45/2 Bb00/0±02/2 Cc00/0±00/0 Cc00/0±00/0 Cc00/0±00/0 Bc00/0±00/0 Bc00/0±00/0 Bc00/0±00/0برابر  4

 MBC C00/0±00/0 C00/0±00/0 C00/0±00/0 C00/0±00/0 C00/0±00/0 B00/0±00/0 B00/0±00/0 B00/0±00/0برابر  8

 .باشد مي با شاهد)  ليترميكروگرم در ميلي(هاي مختلف نانوذره اكسيدروي دار بين غلظت دهنده اختلاف معني نشان a,b,cحروف كوچك

  .باشد هاي مختلف با شاهد مي دار بين زمان دهنده اختلاف معني نشانA,B,Cحروف بزرگ 
  ).>0,05P(باشد  هاي مختلف مي در زمان )ليترميكروگرم در ميلي(دار غلظت نانوذره دهنده اختلاف معني حروف كوچك و بزرگ با همديگر نشان
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 بحث

در درمان  ها بيوتيك آنتياستفاده گسترده از به باتوجه 
زيست باعث ايجاد ها و حضور اين مواد در محيطعفونت

محيطي ، مشكلات زيستزا ماريبيهاي مقاومت در باكتري
مواد جايگزين  رو ازاين، شود ميو آسيب به طبيعت 

  ). 21( باشد ميدر بهداشت آبزيان ضروري  ها بيوتيك آنتي

 توان ميكه  شده شناساييتركيبات ضد باكتريايي ديگري نيز 
زاده و  سيف .، تركيبات شيميايي اشاره نمودها عصارهبه اثر 
 ضد خواص مقايسه و بررسيبا 1394در سال پور خاني 

 بر انگور دانه عصاره و اسيد فروليك كاتچين، باكتريايي
 غربي سفيد پا ميگوي در غذايي مسموميت عامل هاي باكتري

 هاي نمونهدر  ها باكتريشمارش كلي پرورشي دريافتند كه 
 هاي نمونهتيمار شده با كاتچين بيشترين مقدار و در 

 ). 1( ه انگور كمترين مقدار بودشده با عصاره دان آوري عمل

باتوجه به پيشرفت فناوري نانو و كاربردهاي مختلف آن در 
به بررسي  1393علوم جديد، جباري و همكاران در سال 

 مدل روي بر سوختگي درمان در كيتوسان نانوذره تأثير

پرداخته و مشاهده نمودند 28و  14 ،7موشي در روزهاي 
نسبت به گروه كنترل كه تعداد و كاهش قطر ضايعه 

ديگري نيز دارند كه  هاي نقشنانوذرات  ).2( بود دار معني
و همكاران در فرانسيسكو مطالعات  به توان مياز آن جمله 

كشي براي نانوذره حداقل غلظت باكتري 2008سال 
ليتر ميكروگرم بر ميلي 500محلول  صورت بهاكسيدروي 

 500 مورداستفاده تعيين شد در اين مطالعه اندازه نانوذره
در  ها بيوتيك آنتياستفاده گسترده از به باتوجه ، نانومتر بود

زيست باعث ها و حضور اين مواد در محيطدرمان عفونت
-، مشكلات زيستزا بيماريهاي ايجاد مقاومت در باكتري

مواد جايگزين  رو ازاين، شود ميمحيطي و آسيب به طبيعت 
  ). 6( باشد ميان ضروري در بهداشت آبزي ها بيوتيك آنتي

جونز، ري، رانجيت، مانا و  توجه به مطالعات با همچنين
افزايش اندازه نانوذرات اكسيدروي  2011همكاران در سال 

در . شودكشي اين مواد ميباعث كاهش فعاليت باكتري
كشي نانوذره حداقل غلظت باكتري شده انجامتحقيق 

 35/0وم هاي محيط آكوارياكسيدروي براي باكتري
به  تواند ميليتر تعيين شد كه اين تفاوت ميكروگرم در ميلي

، شرايط كشت و استفاده موردعلت اندازه نانوذرات 
  . )11 و 18( هاي موجود در محيط آكواريوم باشدباكتري

و همكاران ابي، كارن، فرانجيتون، گلن  اساس مطالعات بر
 اكسيدكشي نانوذرات حداقل غلظت باكتري 2008در سال 

ميكروگرم بر  9/0 ياشرشيا كلروي محلول، براي باكتري 
هاي براي باكتري كه درحاليليتر بدست آمد ميلي

به استافيلوكوكوس اپيدرميس ، استافيلوكوكوس اورئوس
   ).5( ليتر محاسبه شدميكروگرم بر ميلي 1و  225ترتيب 

دروي به علت خاصيت از نانوذره اكسي نيز دراين مطالعه
آب محيط  باكتريايي بارجهت كاهش كروبي ضد مي

با افزايش غلظت  كه طوري بهآكواريوم استفاده شد، 
نانوذرات اكسيدروي، بار باكتريايي در مقايسه با گروه 

كاهش يافت كه بيانگر افزايش فعاليت  سرعت بهشاهد 
روز  5هاي بالاتر تا زمان كشي نانوذرات در غلظتباكتري

اين كاهش بار  ها غلظتاول و باشد كه در كليه جدمي
 جدول( )>0,05P( است دار معنيباكتريايي نسبت به شاهد 

  .)5 و 2هاي 

بررسي خاصيت  با) 2001(و همكاران سوآوي مطالعه  در
هاي كشندگي محلول پودر آهك حرارت ديده بر باكتري

مشاهده كردند،  اشريشياكليو  استافيلوكوكوس اورئوس
برداري، داراي روند زماني نمونهها در فواصل رشد باكتري

كاهشي ولي نوسان داشته، كه علت اين نوسان را رشد 
ها در طول دوره آزمايش بيان كردند كه مجدد برخي باكتري

در اين مطالعه هم نوسانات رشد باكتري در روزهاي 
  .)24 و 23، 13( مختلف مشاهده گرديد

يدروي مطالعه حاضر خاصيت ضد باكتريايي نانوذره اكس در
نانوذره در محيط اين  MBCبرابر  4و  2در دو غلظت 

 و بارباكتريايي كل  قرمز، برعليه بارماهيآكواريوم داراي 
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بيان داشتند، ميزان مرگ  باكتريايي گرم منفي انجام شد
ها باافزايش زمان تماس و غلظت نانوذرات باكتري

هاي گرم منفي و گرم اكسيدروي در هر دو گروه باكتري
مطالعه حاضر در خصوص  نتايج يابد كه بابت افزايش ميمث

خاصيت ضد باكتريايي نانوذره اكسيدروي در محيط 
با  كه طوري بهآكواريوم داراي ماهي قرمز مطابقت دارد 

و  2و گذشت زمان در هر دو تيمار  نانوذرهافزايش غلظت 
فاقد نانوذره (نسبت به تيمار شاهد  MBCبرابر  4

اكتريايي كل و بار باكتريايي گرم منفي تا بار ب) اكسيدروي
است در روزهاي بعدي اين روند كاهش  يافته كاهش 5روز 

 MBC2بار باكتريايي نوسان داشته و فقط در غلظت 
 باگذشتنانوذره توانست اثر مهاركنندگي كم اما پايداري را 

  ).2 و 5هاي  جدول( بار باكتريايي كل ايجاد نمايد بر زمان

هاي محيط بسياري از باكتري شده انجاملعات اساس مطا بر
هاي باشند و اكثر عفونتهاي گرم منفي ميآكواريوم باكتري

شوند كه هاي گرم منفي ايجاد ميباكتريايي توسط ارگانيسم
  ،آئروموناس سالمونيسيدا، آئرو موناس هيدروفيلاشامل 

، ويبريو و )علت بيماري كلومناريس( فلاوباكتريوم كولامنار
 UF/IFAS Fact Sheets(باشند هاي سودوموناس ميگونه

FA-14 Aeromonas Infections, FA-31 Vibrio 

Infections of Fish and FA-11 Columnaris disease .(
هاي گرم مثبت ها گروه بزرگي از باكترياسترپتوكوكوس

 UF/IFAS(باشند بيماري در ماهيان مي ايجادكننده

Circular 57 Streptococcal Infections in Fish ()12 ،14 
براساس مطالعه حاضر، نانوذرات اكسيدروي بر ) 19و 

هاي گرم منفي محيط آكواريوم داراي ماهي خاصيت باكتري
هاي كل ضد باكتريايي بالاتري را نسبت به جمعيت باكتري

  .نشان دادند

عامل  عنوان بههاي ويبريو نانوذره اكسيدروي بر گونه تأثير
 و همكارانسارواس  زا در محيط آكواريوم توسطريبيما

ذرات توانايي حذف  مطالعه شد، اين نانو 2016 در سال
هاي بخش هاي ويبريو از آبآلودگي باكتريايي شامل گونه

نانوذره  كه طوري به، باشندفارس را دارا ميساحلي خليج

ها را باكتري% 95تا  g/mL ϻ 6روي در غلظت اكسيد
با  2001در سال ياماموتو ، همچنين )14( كندحذف مي

اكسيدروي نشان  باكتريايي ضدسايز برفعاليت  تأثيربررسي 
ميكرومتر  8/0نانومتر تا  100داد، اكسيدروي در محدوده 

فعاليت ضد باكتريايي مناسبي دارد و با افزايش غلظت آن 
اين  استافيلوكوكوس اورئوسو  اشريشياكليهاي بر باكتري

در . )22 و 26( يابدباكتريايي افزايش مي فعاليت ضد
مطالعه حاضر نيز به بررسي فعاليت ضد باكتريايي نانوذره 

 برابر 4 و 2 هاي غلظتنانومتر و  80اكسيدروي با ابعاد
MBC  پرداخته شد و مشاهده گرديد كه با افزايش غلظت

روي اثر ضد باكتريايي آن در محيط  نانوذره اكسيد
  .يابد ميآكواريوم افزايش 

-اساس نتايج، روند كاهش بار باكتريايي كل در غلظت بر

مشاهده  7زمان تا روز  باگذشت MBCبرابر  8و  4، 2هاي 
تا انتهاي دوره ادامه  MBCبرابر  2شد، اين روند در غلظت 

فعاليت  MBCبرابر  8و  4در غلظت  كه  حالي دريافت 
ش و اكسيدروي نسبت به شاهد كاه نانوذرهضد باكتريايي 

است  يافته افزايشبار باكتريايي كل محيط آكواريوم 
اين روند افزايش  MBCبرابر  8در غلظت  كه طوري به

تواند البته اين موضوع نميباشدت بيشتري مشاهده شد 
خاصيت ضد ميكروبي  - بيانگر رابطه خطي بين غلظت
هاي بالاتر احتمال ايجاد نانوذرات باشد زيرا در غلظت

 كه اين. وجود دارد ها سويهاري در برخي مقاومت و سازگ
باكتري  2012 در سال و همكارانحسين زاده در تحقيقات 

 Minimum برابر 2در غلظت  سودوموناس آئروژينوزوا

inhibitory concentration) MIC(  مقاوم بود، اين باكتري
پروري زا در آبزيهاي گرم منفي بيماريباكتري ازجمله

 نانوذره اكسيدروي بر بار تأثيراس نتايج براس ).9( باشد مي
اين نانوذره فعاليت ضد باكتريايي باكتريايي گرم منفي، 

بسيار بالايي را نسبت به جمعيت باكتريايي گرم منفي نشان 
هاي گرم مثبت داراي لايه دهد، باتوجه به اينكه باكتريمي

 تأثير، بنابراين دراين مطالعه باشند ميپپتيدوگليكان ضخيم 
هاي كشي نانوذره اكسيدروي اثر بيشتري بر باكتريباكتري
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كه به  دهاي گرم مثبت نشان داگرم منفي نسبت باكتري
غشاءسلولي  بر بيشتر تأثيرگذاريمكانيزم اثر اكسيدروي و 

جهت  شناسي باكتريهاي آزمايش ).17( دراشاره دا
آلودگي در  درنتيجهزاي موجود تشخيص عوامل بيماري

 آلودگي آب شامل ايجادكنندههاي باكتري. شدباآب مي
همچنين   ،كلسترديوم پرفرژنزو  استرپتوكوكوس فكاليس

 انتروباكترآئروژنزو  اشريشياكليهاي گرم منفي شامل باسيل
  ).20و  19، 18(باشند مي

ميزان  2012و همكاران حسين زاده توجه به مطالعات  با
يك باكتري  عنوان به اشريشياكلي باكتريكاهش جمعيت 

 2گرم منفي، در طي زمان با سرعت بالاتري در غلظت 
 2009 در سالزانگ همچنين . صورت گرفت MICبرابر

 هاي زمانرفتار ضد باكتري نانوذره اكسيدروي در 
بررسي كردند و ) روز 120و 90 ،1( متفاوت سازي ذخيره

روز  1پس از  اشريشياكلي روند كاهش در جمعيت باكتري
 در، )21( مشاهده شد MICبرابر  2در غلظت  سازي ذخيره
كاهش جمعيت باكتريايي  120و  90در روزهاي  كه  حالي

گرم  10با سرعت بيشتري انجام شد، همچنين در غلظت 
درصد  100روز،  120و  90 هاي زماندر ليتر نانوكلوئيد در 

نتايج مطالعه حاضر مبتني  مهار شدند كه با ها باكتريرشد 
باكتريايي گرم منفي و جمعيت باكتريايي  بر كاهش جمعيت

در خصوص . مطابقت داشت MBCبرابر 2كل در غلظت 
اثر زمان در اين مطالعه چون از كلوئيد اكسيدروي 

كه در اين كار سنتزشده استفاده گرديد و  شده استفاده
درصد ماده فعال دارويي است  100ويژگي كلوئيد داشتن 

سبب  ليتر ميليرم بر ميكروگ 4/1در غلظت بسيار پايين 
مهار گرديده ولي به دليل خاصيت رسوبي ذرات كلوئيدي 

  .بود يافته كاهشزمان خاصيت ضد ميكروبي  باگذشت

توجه خاصيت ضد باكتريايي نانوذرات اكسيدروي، اين  با
 5و هر  ليتر ميليميكروگرم بر  4/1تواند در غلظت ماده مي

و مهار  ونيضدعفبه محيط آكواريوم، جهت  بار يكروز 
در  تواند ميرشد بار باكتريايي آكواريوم استفاده گردد و 

هاي كنترل سلامت ماهيان بخصوص كنترل جمعيت باكتري
  .محيط آكواريوم باشد زاي بيماريو  طلب فرصت

  تشكر و قدرداني

هاي كارشناسان آزمايشگاه گروه تكثير و پرورش از كمك
جهت حمايت  ، همچنين بهگردد ميآبزيان كمال تشكر 

مالي از جانب معاونت علمي و فناوري رياست جمهوري 
 .گردد ميسپاسگزاري ) ستاد ويژه توسعه فناوري نانو(
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The effect of antibacterial properties of zinc oxide nanoparticles 
on total count of bacterial and Gram-negative bacterial in the 

fresh water aquariums with goldfish (Carassius auratus Linnaeus, 
1758) 
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Abstract 

In recent years the using of population controlling component for bacteria in the water 
of the fish is highly regarded. in this context, the selection of appropriate disinfectant 
with antibacterial property is very important. In this study zinc oxide nanoparticles were 
synthesized by sol-gel method and the minimum bactericidal concentration (MBC) of 
zinc oxide nanoparticles were evaluated to standard methods broth macrodilution serial 
dilutions, to determine the bacterial population in the aquarium environment includes 
two steps aquarium with goldfish and aquarium without fish. In the first step, 
concentrations of 0, 2 and 4 times of the MBC and in the second step, concentrations of 
0, 2, 4 and 8 times of the MBC at special times added to aquarium water and 
antibacterial  activity of zinc oxide nanoparticles were studied.MBC were measured 
0.35 ϻg/ mL for bacterial populations of aquarium environment. The most process of 
obserd to reducing the total count of bacterial in concentrations of 4 times was observed 
after 5 days. The result of total count of bacterial aquarium environmental without fish, 
Indicate declines in 2 times of MBC until end of period while the concentration of 4 and 
8 times of MBC, decreased the antibacterial activity of zinc oxide nanoparticles and 
total count of bacterial aquarium environment increased from 10 day. Therefore, due to 
the effects of zinc oxide nanoparticles acceptable antibacterial bacterial on the 
population of aquarium environment, it can be used as an antibacterial agent. 
Key words: ZnO, antibacterial, MBC.  


