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 چکیده

در  2002هستند. تا سال  یسترش جهانبا  گ یاندر ماه یماریزاب یعوامل قارچ ینآن از مهمتر یهاو گونه یاجنس ساپرولگن

گردید ولی ز تکثیر و پرورش ماهیان از مالاشیت گرین استفاده میکشورهای اروپایی و آمریکا جهت کنترل این پاتوژن در مراک

به دلیل اثرات سرطانزایی و سمی بودن آن مصرف آن منع گردید. مطالعات مختلفی تاکنون در خصوص معرفی ترکیب ضد 

 یدروژنه یدراکسپ یهکننده برپا یماده ضد عفون یک 00-آر یهوآسان تقارچ مناسب جایگزین مالاشیت گرین انجام شده است. 

کلوئیدی به عنوان پایدار کننده قرار دارد. هدف از انجام  گرم نقره 93/0 و یدروژنه یدپراکس گرم 010آن  یترل است که در یک

 Minimum Leathal)این تحقیق ارزیابی اثرات ضد قارچی این ترکیب در شرایط آزمایشگاه و نیز تعیین میزان 

Concenteration) MLC و MIC(Minimum Inhibitory Concentaration آن در مقایسه با مالاشیت گرین بر )

( است. برای Oncorhynchus mykiss( جداسازی شده از هچری ماهی قزال آلا).Saprolegnia spنمونه ساپرولگنیا )

فاده شد. است 7000 وppm 700، 200، 900، 000، 000، 300، 100، 800، 300از دوزهای  MLCو  MICانجام آزمایشات 

بر روی نمونه ساپرولگنیا جداسازی شده از هچری ماهی قزل آلای رنگین کمان به ترتیب  MLCو  MICبراساس نتایج میزان 

ppm 000  میکرولیتر در لیتر( و(ppm800  تعیین گردید. براساس نتایج حاصل از این بررسی به نظر )میکرو لیتر در لیتر(

 ه عنوان جانشین مناسب برای کنترل قارچ زدگی در هچری ماهیان مورد استفاده قرار گیرد. بتواند ب 00-آر یهوآسان ترسد می

 ماهی، پراکسید هیدروژن تخم زدگی، قارچ هوآسان، ساپرولگنیازیس،کلمات کلیدی: 
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 مقدمه

فیت و یا انگل در های هتروتروف هستند که بصورت ساپروها، گروهی از ارگانیسمجنس ساپرولگنیا متعلق به رده اوومیست

(. مهمترین Robertson et al., 2009; Phillips et al., 2008کنند )طیف وسیعی از میزبانان در طبیعت زندگی می

 .S(، ساپرولگنیا فراکس )S. diclinaاند شامل ساپرولگنیا دیکلینا )زا در آبزیان که تاکنون شناسایی شدههای بیماریگونه

feraxالیس )(، ساپرولگنیا استرS. australis( ساپرولگنیا مونوایکا ،)S. monoica( و ساپرولگنیا پارازیتیکا )S. 

parasitica(هستند )Molina et al., 1995; Hussein et al., 2001; Stueland et al., 2005; Dieguez-

Uribeondo et al., 2007; Fernandez-Beneitez et al., 2008; Petrisko et al., 2008; Phillips et al., 

2008; Ke et al., 2009; Ghiasi et al., 2010 .)را  یانمرده ماه یهاتخم توانندیم یاساپرولگن هایگونه ها،یدر هچر

در  یدهپد ینکنند. ا یتسرانیز زنده  یهابه تخم ی که دارندمثبت یمیوتاکسیش یتقابل باکانون عفونت  ینو از ا یندآلوده نما

. گرددیبطرف آنها م رچو موجب حرکت قا شوندیزنده به قارچ داده م یهااست که از تخم یمیاییش هاینالیگاز س یواقع ناش

است. لذا تخم مرده،  یدر هچر یآن انتشار آلودگ یجهنتو  یجادا یفراوان یتخم مرده، زئواسپورها یهنگام استقرار قارچ بر رو

با حضور تخم  یول یستقارچ قادر به آلوده ساختن تخم زنده ن یعاد یطدر شرا دیگربه عبارت  .است یکانون آلودگ ینمهمتر

زنده  یهادر اطراف تخم هایسلیومم یحجم بالا ینتجمع ا است که یسلیوماز م یفراوان یزانم یدقادر به تولزده مرده قارچ 

. پس از مرگ قارچ قادر به دکنرا میزنده فراهم  هایمرگ تخمخفگی و  ینهشده و زم یژنبه اکس آنها یسبب کاهش دسترس

بعضی محققین عقیده دارند که نفوذ  (.Espeland and Hansen, 2004)یابد یادامه م یرنفوذ در تخم بوده و چرخه تکث

( سلول تخم تنظیم اسمزی تخم و جنین موجود در آن را به هم chorionic membraneهایف قارچ به دیواره کوریونیک )

 عدد 70 هر ازا به سردآبی ماهیان هچری در شودمی زده تخمین (.Beakes et al., 1994 ود )شزده و سبب مرگ تخم می

 برای شیمیایی ترکیب مالاشیت گرین اولین (.Hussein and Hatai, 2001)میرد می تخم، یک تخم در اثر ساپرولگنیازیس

 ,Clup and Beland)گردید  استفاده پروریآبزی صنعت در 7393بود که برای اولین بار در سال   ساپرولگنیازیس کنترل

 سلولهای انرژی انتقال و نقل سیستم سبب آسیب به( اکسیداز سیتوکروم گروه)تنفسی آنزیمهای مهار با ماده این(. 1996

-شود. علی رغم اثر قارچمی قارچی سلولهای مرگ گردد و در نهایت سببمی متابولیسمی فعالیت شده و مانع هرگونه قارچی

الخلقه زایی و ی خوب  و قیمت ارزان مالاشیت، بتدریج با شناخت عوارض این دارو در ماهی و انسان بصورت عوارض ناقصکش

میلادی و توسط اتحادیه اروپا از  7333 سال از( UFDA) متحده ایالت دارو و غذا سازمان توسط ماده این مصرف سرطانزایی،

 سوء عوارض به توجه با (.Espeland and Hansen, 2004)گردید  ممنوع ماهیان پرورش و تکثیر مراکز در 2002سال 

 آبزی در ساپرولگنیازیس کنترل جهت آن برای مناسب جایگزینی یافتن خصوص در مطالعات از وسیعی طیف گرین، مالاشیت

 میکروبی ضد قابلیتشد. یکی از ترکیبات مهم که قابلیت جایگزینی مالاشیت را داشت پراکسید هیدروژن بود.  آغاز پروری
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زدا  اکسیژن ترکیبات اکسیداسیون قارچ، و باکتری سلولی دیواره ترکیبات تخریب و پراکسیداسیون خاطر به هیدروژن پراکسید

 در و اختلال انرژی تولید زنجیره در اختلال نوکلئیک، اسیدهای اکسیداسیون ها،آنزیم عملکرد از ممانعت تیول، های گروه و

 هواسان (.Finnegan et al., 2010)شودمی قارچ یا باکتری منجر سلول مرگ به نهایت در که است ازیس پروتئین مسیر

 هیدروژن پراکسید گرم 010 حاوی 00-آر تی هواسان از لیتر یک. است هیدروژن پراکسید برپایه کننده عفونی ضد ماده یک

 که آنچه. شودمی تبدیل اکسیژن و آب به تدریج به و نبوده پایدار محیطی شرایط در تنهایی به هیدروژن پراکسید. است

 که است هیدروژن پراکسید عمر طول دهنده افزایش و کننده پایدار ماده یک وجود کندمی مستثنی را 00-آر تی هواسان

 فعال pH از وسیعی طیف در 00-آر تی هواسان دارد. وجود نقره گرم 93/0 هواسان از لیتر هر در. نیست نقره فلز جز چیزی

 کمتر آلودگی سطح با هایمحیط در. است فعال گرادسانتی درجه 30 تا و شده حل آب در کاملا. است رنگ و بو فاقد بوده،

 و آلگ اسپور، قارچ، باکتری، ویروس، انواع کشتن برای مناسب ماده این. دارد بیشتری کنندگی عفونی قدرت ضد و پایداری

 (Roma technology, 2010)دارد  را اسب پرورش مراکز و هاداری مرغ ها،ارید گاو در مصرف قابلیت و آمیب بوده

 مواد و روش کار 

 مقطر آب حاوی دار درب ظروف در پنس از استفاده قزل آلا با زده قارچ تخمهای جداسازی و شناسایی قارچ ساپرولگنیا : – 7

 در ساعت 20 استریل، مدت مقطر آب  با پس از شتشو تخمآزمایشگاه،  در. گردید ارسال آزمایشگاه، به و آوریجمع استریل

 باکتریایی( عوامل رشد از جهت ممانعت )بیوتیک آنتی و استریل مقطر آب حاوی ظروف گراد درسانتی درجه 72 - 78 دمای

ی حاوی پلیتها در تلقیحی صورتپس از شستشوی مجدد با آب مقطر استریل به ها نمونه آن از پس. گردید گذاری گرمخانه

Glucose Yeast extract chloramphenicol Agar(YGC)  دمای در روز 0 مدت و به داده کشت تلقیحی به صورت 

 رشد هایپرگنه حاشیه از پرگنه سازی خالص برای (.Ghiasi et al., 2010)شدند  گذاری گرمخانه گرادسانتی درجه 78

 ساختار مشاهده و میکروسکوپی لام تهیه با و شد داده پاساژ مجددا و برداشته نمونه استریل اسکالپل از استفاده با کرده

گردید  تهیه خالص نمونه و انجام نهایی کشت پرگنه خلوص از اطمینان و شده تولید گما و اسپورانژیوم هایف، میکروسکوپی

(Dayal, 2001)  (2و  7)شکل 

 نمای میکروسکوپی زئواسپور و گما قارچ ساپرولگنیا   - 2شکل          ساپرولگنیا خالص پرگنه پشت و سطح  – 7شکل            
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 ( Minimumum Inhibitory Concenteration) MIC آزمایشات انجام   - 2

 هواسان از 7000 و 300 ،800 ،100 ،300 ،000 ،000 ،900 ،200 ،700 لیتر در میکرولیتر( ppm) دوزهای کار انجام برای

 از پس و تهیه کشت محیط لیترمیلی 700 دوز هر برای که ترتیب این به. شد افزوده آگار YGC  کشت محیط به 00-آر تی

 سپس و افزوده کشت محیط حاوی ظرف به نظر مورد دوز گرادسانتی درجه 00 دمای به کشت محیط رسیدن و شدن اتوکلاو

 به ساپرولگنیا خالص کشت از تلقیحی و نمونه تقسیم( شد گرفته نظر در تکرار سه دوز هر برای) پلیت سه در شده تهیه محیط

 متر میلی 0 قطر

لیتر  در گرم میلی( ppm) 2حاوی پلیت و مثبت کنترل عنوان به 00-آر تی هواسان محلول فاقد شد. پلیت تلقیح پلیت به

 درجه 78 دمای در روز 3 مدت به هاپلیت مرحله این از پس. گرفت قرار استفاده مورد منفی نمونه عنوان به گرین مالاشیت

 و 9 شکل. )گرفت قرار گیریاندازه و بررسی مورد قارچ رشد هاله آزمایش 3 و 9 روزهای در و شده گذاریگرمخانه گرادسانتی

0( )Tampieri et al., 2003.) 

  (MLC (Minimumum Leathal Concenteration) آزمایشات انجام - 9

( با کمی 7382) Pickeringو  Willoughbyبراث براساس فرمول   GYجهت انجام این آزمایش ابتدا محیط کشت 

( و gr00/2) KH2PO4(، gr 2(، عصاره مخمر )gr70تغییرات ساخته شد. به  طوری که به یک لیتر آب مقطر، گلوکز )

Na2HPO4(12H2O) (gr 033/0 اضافه شد. سپس میزان )ل لیتری منتقمیلی 200های میلی لیتر از محیط به ارلن 700

افزوده شد.  ppm 7000 و 300 ،800 ،100 ،300 ،000 ،000 ،900 ،200 ،700و استریل گردید. سپس به هر ارلن دوزهای 

ها پس از تلقیح با نمونه ای اضافه نگردید. ارلنمالاشیت گرین و برای شاهد منفی نیز هیچ ماده 2ppmبرای شاهد مثبت میزان

با  گراد در داخل انکوباتور شیکر دار)درجه سانتی 78فته شد( در دمای گ MICقارچ )با همان روش که در آزمایش 

روز گرمخانه گذاری شدند. پس از این مرحله توده های قارچی رشد یافته در صورت وجود از داخل  3( به مدت rpm700دور

روز دیگر در  3مجددا  آگار کشت داده شد و YGCارلن برداشت شده و پس از شستشو با سالین نرمال مجدا در محیط کشت 

(. در دوزهایی که نمونه قارچ رشد 9ها ثبت گردید )شکل دمای قبلی گرمخانه گذاری گردید و نتایج رشد و عدم رشد پرگنه

  .(Tampieri et al., 2003تعیین گردید) MLCنداشت به عنوان دوز 
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 و( راست)هواسان مختلف دوزهای کشت محیط در قارچی توده ورحض عدم و حضور. براث GY محیط در روزه 3 کشت نتایج -9شکل 

 (چپ()گرین مالاشیت)مثبت کنترل با آن فاقد و قارچی توده حاوی دردوزهای ها نمونه مقایسه

 بحث نتایج و

 رشد در درصدی 00 ممانعت موجب است که کننده ضدعفونی ماده یک از دوزی  یا غلظت حداقل که MIC باتوجه به تعرف 

 قطر نصف رشد هاله قطر ppm 000در دوز کشت، 3 روز در رشد هاله نتایج اندازه گیری قطر  به توجه کند و بامی ایجاد قارچ

است  ppm000 حدود MIC نمونه این مورد در گرفت نتیجه توانمی بنابراین و بود( هوآسان فاقد)منفی کنترل رشد هاله

درصد  3/33 است که  کننده ضدعفونی ماده یک از غلظتی یا دوز اقلحد اشاره شده که MLC(. همچنین در تعریف0)شکل 

 . آمد بدست ppm 800 غلظت در این MLC آزمایش از حاصل نتایج در گیرد ومی را قارچ رشد جلوی

 

 

  

 

 

 

 

 قزل آلا ماهی هچری از شده تهیه ساپرولگنیا قارچ نمونه ppm300تا   ppm 900  روزه شش کشت نتایج - 0شکل 

 

ترین بیماری قارچی در هچری ماهیان در آب شیرین است و با ایجاد در تخم، موجب کاهش راندمان پرولگنیازیس متداول سا

گردد. قارچ ساپرولگنیا بصورت فلور طبیعی در منابع آبی تامین کننده آب مراکز تکثیر و پرورش تولید لارو و بچه ماهی می

(.  با توجه به Ghiasi et al., 2010; Shahbazian et al., 2010; Sarowara et al., 2013ماهیان وجود دارند)

ها، برای مدتها این ماده به عنوان موثرترین ترکیب مکانیسم عمل و تاثیر مناسب مالاشیت گرین در کنترل قارچ زدگی هچری
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یب از سوی مراجع بهداشتی ضد قارچی مورد استفاده قرار گرفت تا اینکه پس از شناخت عوارض ناشی از آن، مصرف این ترک

ممنوع اعلام گردید و تحقیقات در خصوص معرفی ترکیبات ضد قارچی که بتوانند جایگزین مالاشیت  2002بین المللی از سال 

ای ضد عفونی کننده برپایه پراکسید هیدروژن و ماده 00-آر یهواسان ت(. ترکیب Earle and Hintz, 2014گردند آغاز شد )

پروری معرفی تواند به عنوان یک ترکیب ضد قارچ به صنعت آبزیست که با توجه به نداشتن عوارض سو مینقره کلوئیدی ا

برای سنجش قدرت و ارزیابی توان یک ترکیب شیمیایی در کنترل و مهار  MLCو MICمسلم است انجام آزمایشات  گردد.

یین کننده دوزی است که بواسطه آن قدرت کنترل و مهار میکروارگانیسمها امری ضروری است. در واقع نتایج این آزمایشات تع

شود. لذا این آزمایشات اولین گام برای معرفی یک ترکیب شیمیایی به میکروارگانیسم توسط ترکیب مورد نظر سنجیده می

رولگنیا برای ساپ MIC. براساس نتایج حاصل از این بررسی میزان (Hu et al., 2013)عنوان دارو یا ضدعفونی کننده است

بود. باید توجه داشت که حساسیت  MLC 800 ppmو میزان  ppm 000جداسازی شده از هچری قزل آلای رنگین کمان 

( 7331و همکاران) Kitancharoenهای ساپرولگنیا  در برابر ترکیبات ضد قارچی بیشتر از میسلیوم قارچ است. زئواسپور گونه

μgmlنشان دادند که غلظت 
درجه سانتیگراد مانع از رشد زئواسپور  20دقیقه در دمای  30هیدروژن به مدت پراکسید  000 1-

μgmlگردید درحالیکه غلظت 
درجه سانتیگراد سبب توقف رشد هایف در شرایط  20دقیقه در دمای  30طی  7000 1-

ساپرو لگنیا هیپوژینا شد. بنابراین آزمایشگاهی بر روی قارچهای ساپرولگنیا پارازیتیکا، ساپرولگنیا دیکلینا، ساپرولگنیا فراکس و 

به آب هچری که واجد زئواسپورها هستند احتمالا  بتوان با دوزی کمتر از   00-آر یسان تآهواین احتمال وجود دارد با افزودن 

را در شرایط مزرعه انجام داد. از مهمترین مواردی که در خصوص معرفی  00-آر یهواسان تاثرات ضد قارچی  MICمیزان 

به  00-آر یهواسان تترکیب دارویی یا ضدعفونی کننده مورد توجه است سهولت در استفاده است. باتوجه به اینکه ترکیب  یک

پروری استفاده توان از این ترکیب به آسانی در صنعت آبزیمی( Roma technology, 2010)آسانی در آب محلول است 

راکسید هیدروژن است ضروری است مواردی که در حین استفاده از پراکسید نمود، لیکن از آنجایی که ترکیب پایه این ماده پ

و سختی آب اشاره  pHتوان به دما، گیرد در خصوص این ترکیب نیز اعمال شود که از جمله میهیدروژن مورد توجه قرار می

ت و سریعا به آب و .  پراکسید هیدروژن ترکیبی ناپایدار اس(Wagner et al., 2010; Heydarnejad, 2012)نمود 

و احتمالاً به همین دلیل است که توصیه شده در شرایط استفاده برای درمان  (Ali et al., 2015)اکسیژن تبدیل میشود 

-آر یهواسان ت(. هرچند ترکیب اصلی Gaikowski et al., 1999ماهیان از دوز بالاتر در مدت زمان کمتر استفاده شود )

 Roma)نماید است ولی وجود نقره کلوییدی کمک به افزایش پایداری پراکسید هیدروژن میپراکسید هیدروژن  00

technology, 2010) همچنین باید در نظر داشت که از زمانهای بسیار قدیم نقره و ترکیبات آن به عنوان عوامل ضد .

یگر فلزات، نقره قابلیت سمی بیشتری در ( و در مقایسه با دSilver, 2003; Klasen, 2000اند )میکروبی موثر شناخته شده

داران برخوردار است مقابل میکرو ارگانیسمها داشته ولی در عین حال از خاصیت سمی کمتری در مقابل سلولهای مهره
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(Zhao et al., 1998استفاده از این ترکیب به خوبی بر روی اشریشیا کولی، استافیلوکوکوس اورئوس و گونه .) های

 ,.Kawahara et al., 2000; Shahverdi et al., 2007; Yamomoto et alمطالعه شده است ) استرپتوکوکوس

است. همچنین این یون با ترکیب  DNA(. مهمترین مکانیسم تاثیر یون نقره ایجاد اختلال در امر رونوشت برداری از 1996

گردد ب غیر فعال شدن ترکیبات پروتئنی میها است سبآنزیمهایی که نقش آنها فعال نمودن پروتئین SH–های هبا گرو

(Feng et al., 2000 مطالعات نشان داده است که ترکیبات نقره موجب تخریب غشا سلولی قارچها و ممانعت از جوانه زدن .)

شود که از یک سو ها سبب می(. احتمالا همین مکانیسمNasrollahi et al., 2011; Kim et al., 2009کنند )آنها می

کمک به  DNAنقره با ترکیب شدن با ترکیبات پروتئینی غشا سلول و از سوی دیگر با تاثیر در روند رونوشت برداری از  یون

 توقف رشد کند و با افزایش پایداری پراکسید هیدروژن تاثیر ترکیب را افزایش دهد. 

 یافته ترویجي

و در  ن در مقایسه با مالاشیت گرین تعیین گردیدمحلول هوآسا MLCو  MICبراساس نتایج حاصل از این تحقیق، میزان 

تا از تاثیر سو احتمالی این ماده بر روی تخم نیز  شرایط آزمایشگاهی قدرت قارچ کشی آن به اثبات رسید لیکن ضروری است

رایط مزرعه آگاه شد. بنابراین برای استفاده از این ترکیب به جای مالاشیت گرین در شرایط هچری ابتدا طی یک مطالعه در ش

دقیقه جهت کنترل ساپرولگنیازیس در هچری ماهیان  90و  70روزانه  در دو تیمار زمانی  000و  ppm 900 ،000دوزهای 

قزل آلای رنگین کمان مورد استفاده قرار گیرد تا هم تاثیرات سو احتمالی که این ماده  بر روی تخم مشخص شود و نیز میزان 

این ماده در کنترل قارچ زدگی تخم مورد بدست آید و در نهایت برای استفاده در کنترل  و طول دوره مصرف میزان مناسب

  قارچ زدگی در سطح هچری معرفی گردد.
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Abstract 

Saprolegnia sp. is the most important pathogenic fungi in fish. Saprolegnia parasitica, S. 

diclina, S. ferax and S. hypogina are the most abundance of the fungi that caused 

saprolegniasis in fish and hatcheries. They have global distributions and their presences were 

reported from fresh water fish farms of the world. Up till 2002, Saprolegnia infections in 

aquaculture were kept under control with malachite green. However, the use of malachite 

green has been banned worldwide due to its carcinogenic and toxicological effects and this 

has resulted in a dramatic re-emergence of Saprolegnia infections in aquaculture. Many 

investigations have been carried out on the introduction of an appropriate anti-fungal agent 

alternative to malachite green. Huwa- San TR- 50 is a disinfectant based on hydrogen 

peroxide. One liter of Huwa-San TR-50 contains 570 g hydrogen peroxide and 0.36 g silver 

as stabilizer.  

In this study, the antifungal effects, minimum lethal concentration (MLC) and minimum 

inhibitory concentration (MIC) of Huwa- San TR- 50 were conducted and compared to 

malachite green in vivo  several doses including  the 0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 

800, 900 and 1000 ppm  on the isolates saprolegnia sp were isolated from Rainbow trout. The 

results of MIC and MLC levels on the saprolegnia sp isolate from rainbow trout eggs were 

400 and 800 ppm respectively. The results suggest that Huwa- San TR- 50 could introduce as 

appropriate anti-fungal agent alternative to malachite green.  

Keywords: Saprolegniasis, Huwa- San TR- 50, fungal infection, Fish egg, Hydrogen 

peroxide  


