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  هاي پلانکتونیک و بیوفیلم  عوامل ضد میکروبی بر روي سلول اثر
 هاي دندانی پلاكس جدا شده از استرپتوکوکوس موتانسویه هاي 

 3جمیله نوروزي - 2مریم قوام شیرازي - 1فرزانه حسینی

  چکیده
 وفیلمخاطر قابلیت سنتز پلیمرهاي خارج سلولی و تشکیل بیه ب سموتانهاي  استرپتوکوك: زمینه و هدف

از تشـکیل بیـوفیلم   هدف از این مطالعه  .از عوامل مهم ایجاد کننده ي پوسیدگی دندان در انسان هستند
 هـا  آنمقاومـت   و بررسـی در شـرایط آزمایشـگاهی   سویه هاي بالینی و استاندارد استرپتوکوکوس موتانز 

   .می باشدعوامل ضد میکروبی نسبت به 
جدا شده از پلاگ هاي دندانی  سه هاي استرپتوکوکوس موتاناز بین سویدر این بررسی : روش تحقیق

میکروبـی انتخـاب    سویه اي با قابلیت برتر تولید بیوفیلم جهت آزمون عوامـل ضـد   ،و عفونت هاي دهان
میـزان  . تشکیل گردیـد در میکروپلیت هایی از جنس پلی استیرن  ساسترپتوکوکوس موتانبیوفیلم . گردید

داول مانند آنتـی بیوتیـک هـاي پنـی سـیلین، اریترومایسـین، تتراسـایکلین و        ثیر مواد ضد میکروبی متأت
 .کلرهگزیدین در زمان هاي مختلف بر روي تعداد سلول هاي زنـده بیـوفیلم مـورد ارزیـابی قـرار گرفـت      

MIC گردیدتعیین  ساسترپتوکوکوس موتان سلول هاي پلانکتونیک مواد مورد آزمون براي.   
بـا    درصـد  2/0 دقیقـه تیمـار بیـوفیلم در مـورد کلرهگزیـدین      5اکتریوسایدي بعد از بیشترین اثر ب: یافته ها

MIC mg/ml 09/0 با ثیر در مورد تتراسایکلین أو کمترین تMIC mg/ml 3/0  نسـبت  . مشاهده گردیـد
نشـان داد کـه    )ODr(بیوفیلم حاوي بیوسـاید در همـان سـویه     ODبالینی به ي جذب نوري بیوفیلم سویه 

پایدار  کاهش .حد خود قرار دارد ینثرتر در پایین ترؤوفیلم تشکیل یافته در حضور مواد میکروبی مضخامت بی
   .در تعداد سلول هاي زنده بیوفیلم در تیمارهاي اریترومایسین و پنی سیلین مشخص بوده است

بیش از  این بررسی نشان داد که براي ریشه کن کردن سلول هاي زنده بیوفیلم به غلظتی: نتیجه گیري
MIC 5 مواد ضد میکروبی لازم است.                      

   عوامل ضد میکروبی ؛بیوفیلم؛ موتانس استرپتوکوکوس :ها کلید واژه
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  مقدمه
استرپتوکوك هاي ویریدانس عامل اصلی مرگ و میـر در  
رابطـه بـا عفونـت خــون، شـوك و سـندرم هـاي تنفســی در       

باشـند و نقـش مهمـی را در اتیولـوژي     می بیماران نوتروپنی 
هـا از   اه ورود آنر. )1(کننـد   اندوکاردیت عفـونی بـازي مـی   

ــی   ــتگاه گوارش ــاطی دس ــاي مخ ــم ه ــق زخ ــان و  طری و ده
قابلیت تشکیل بیوفیلم یکـی از  . کاتترهاي داخل عروقی است

زایـی اسـترپتوکوك هـاي موتـانز در بـین       مشخصات بیماري
عفونت هـاي بافـت    .استرپتوکوك هاي ویریدانس است سایر 

دنـدان   پریودنتال شامل گروه وسیعی از بیماري هاي دهـان و 
  می باشند کـه در اغلـب آن هـا پروسـه هـاي التهـابی لثـه و        

این بیماري ها . بافت هاي متصل به دندان  مشاهده می گردد
بیـوفیلم   .نتیجه ي تشکیل بیوفیلم پلاگ هاي میکروبی است

کمپلکسی مرکب از میکروارگانیسم هایی است که به یکدیگر 
از  سوتـان اسـترپتوکوکوس م . در روي سطحی متصل شده اند

سر می برد و از ه باکتري هاي گرم مثبتی است که در دهان ب
طریق متـابولیزه کـردن کربوهیـدرات هـاي مختلـف محـیط       

بـراي سـنتز    S. mutansقابلیـت   .اسیدي ایجـاد مـی کنـد   
زایی اصلی این باکتري ها  گلوکان خارج سلولی عامل بیماري

ر پوســیدگی هــاي دنــدانی دي بــوده و عامــل ایجــاد کننــده 
  ). 2(حیوانات و انسان است 

خصوص گلوکان نامحلول سـنتز  ه گلوکان خارج سلولی ب
شده از سوکروز از طریق گلوکوزیل ترانسفراز با ایجـاد امکـان   
اتصال باعث تجمع استرپتوکوك هـاي بـومی بـر روي سـطح     
دندان ها می شود و با همراهی سـایر میکروارگانیسـم هـا در    

دي خارج سلولی، جرم ایجـاد  توسعه ي ماتریکس پلی ساکاری
صورت بیوفیلم دنـدانی تحـت عنـوان پـلاگ دنـدانی      ه شده ب

   .)3( دي در دهان ایجاد می کنندببوي  وگردد  تشکیل می
ارزشی جهـت کنتـرل    بیوسایدهاي شیمیایی ترکیبات با

مکانیکی پلاگ ها براي جلوگیري از پوسیدگی هاي دنـدان و  
کلرهگزیـدین  ). 5,4,2( بیماري هـاي پریودنتـال مـی باشـند    

اثر  بیوسایدي با ساختمان گوانیدي کاتیونیک با سمیت کم و
  ). 6( یدي وسیع الطیف می باشداباکتریوس

سلولی اسـت   يمکانیسم اصلی این بیوساید تخریب غشا
و می تواند به سطح دندان ها و مخاط دهان متصل شود و بـا  

رهایی عوامـل فعـال منجـر بـه کـاهش میـزان سـلول هـاي         
  ثیر قـوي آن بـر روي   أت ـ ).7-9(دهان شود ي کتریایی زنده با

ــدانی و پیشــگیري از ژنژیویــت در مطالعــات   پــلاك هــاي دن
   ). 10(گذشته ثابت شده است 

  عوامــل بیوســاید و همچنــین بــروز مقاومــت نســبت بــه 
 ـ   خصـوص  ه آنتی بیوتیک ها در میان میکروفلور نرمال دهان ب

 ن داده شـده اسـت  استرپتوکوك هاي گـروه ویریـدانس نشـا   
اریترومایسـین از داروهـاي انتخـابی     سیلین و پنی). 11,10(

براي درمان عفونت هاي ایجاد شده توسط استرپتوکوك هاي 
طـرز یکنـواختی نسـبت بـه     ه ویریدانس هستند و این گروه ب

اگرچـه  . )10( عوامل ضد میکروبی بتالاکتام حسـاس هسـتند  
پتوکوك هـاي  بروز مقاومـت آنتـی میکروبـی در میـان اسـتر     

ویریدانس هنوز معضلی براي درمان آنتی بیوتیکی عفونت هـا  
بـروز  ي گزارش فزاینـده   ،به عنوان مثال اندوکاردیت ها است

مقاومت نسبت به عوامل ضد میکروبی بتالاکتام، ماکرولیدها و 
بحرانـی جـدي    ،تتراسایکلین در میان این گروه از باکتري هـا 

کـه   جـایی  از آن ).10(است  در مدیریت درمان را پیش آورده
مرتبه پایداري بیشتري نسـبت بـه    1000بیوفیلم ها می توانند 

ــند و   ــته باش ــی داش ــد میکروب ــل ض ــیت  عوام ــزان حساس   می
باکتري هاي بیوفیلم نسـبت بـه عوامـل ضـد میکروبـی بسـیار       

مطالعاتی در مورد کنترل بیـوفیلم   ،)13,12,5(کاهش می یابد 
ــ قل غلظــت مهارکننــدگی و تعیــین حــدا in situصــورت ه ب
)MIC ( می تواند مفید باشدعوامل ضد میکروبی )14.(  

ــادس ــوفیلم   الیـ ــی بیـ ــک بررسـ ــارانش در یـ   و همکـ
S.mutans   را بــرروي اســتیل ضــد زنــگ تشــکیل دادنــد و  

روي  دنبال آن مطالعات زیادي در مورد تشکیل بیوفیلم بره ب
ه براکت هاي فلزي ارتودنسی، پلاستیک و سرامیک انجام شد

ثیر أمطالعـه ي ت ـ  در جهـت در ایـن بررسـی    ).16,15(است 
  ی از سـویه هـاي  بیـوفیلم میکروبـی آنتـی پـلاگ،     عوامل ضد

S.mutans   بـر روي سـطوح   جدا شده از پلاگ هاي دنـدانی
در و میزان حساسیت سویه ها داده شد پلی استیرنی تشکیل 

ــونی   ــوفیلم و پلانکت ــکل بی ــل ش ــه عوام ــبت ب ــاید نس  بیوس
پنی سیلین، اریترومایسـین  و آنتی بیوتیک هاي کلرهگزیدین 

ثیر عوامـل ضـد میکروبـی بـر     أت. و تتراسایکلین تعیین گردید
روي تشکیل بیوفیلم از طریق محاسبه ي نسبت جذب نـوري  
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بیوفیلم حاوي بیوساید  ب نوريذجبالینی به ي بیوفیلم سویه 
مورد بررسی میکروسکوپ الکترونی با  )ODr(  در همان سویه 

    .ر گرفتقرا
   

  روش تحقیق
در ایـن بررسـی تعـداد     :جداسازي و شناسایی سویه ها

نمونه از پلاگ هـاي فـوق لثـه اي و ضـایعات پوسـیدگی       30
 استریل بـراي هـر فـرد    سواببا استفاده از  ،افراد مبتلا دندان

 PBSحاوي  محیط ترانسپورت ml  1جدا شده و هر کدام در
هـر   .یـد گردنتقل میشگاه به آزماو  داده شدقرار  PH=2/7 در

 سکدام از نمونه ها براي جداسازي استرپتوکوك هـاي موتـان  
 سـاعت  72بر روي پلیت تلقیح شده و مدت  1جامد در محیط

شناسایی . )17( گرماگذاري شد CO2 درصد 10در C37° در
شـکل کلنـی، رنـگ    بر اساس آزمون هاي استانداردي ماننـد  
، درصـد  5/6نمـک   آمیزي گرم، فعالیـت کاتـالازي، رشـد در   

لیتیکی و تجزیـه قنـدهاي   وهیدرولیز اسـکولین، فعالیـت هم ـ  
  بررسی تولیـد  ،اینولین -رافینوز -سوربیتول -مانیتول -لاکتوز

 ،ته در اثر رشد در محیط لیتمـوس میلـک  خاسید و تشکیل ل
   .)18( نجام پذیرفتا و هیدرولیز اوره VP تست

ویه هـاي  سکشت خالص  ياز تک کلنی ها :بیوفیلم تشکیل
ــرل   ــده و کنتــ ــدا شــ : Streptococcus mutans(جــ

1683PTCC 5668ATCC(  درTYCSB  مایع وسپانسیون
برابر با کدورت اسـتاندارد   1/0با جذب نوري معادل  میکروبی

 )CFU/ml108×5/1 معادل تعـداد تقریبـی   (مک فارلند  5/0
در . نانومتر بـراي هـر نمونـه تنظـیم شـد      650در طول موج 

 100کنتـرل بـه میـزان    ي و سـویه   هر نمونـه  بعدي مرحله 
چاهکی  96چاهک موازي در پلیت میکروتیتر  6به  میکرولیتر

و بـه عنـوان شـاهد از محـیط مـایع      افزوده شـد   پلی استیرن
TYCSB  تـایی   6سـاکارز در یـک ردیـف     درصد 1به همراه

 سـاعت در  48نمونـه هـا بـه مـدت      .چاهک اسـتفاده گردیـد  
C°37 پس از این مدت محتوي چاهک ها . اري شدندذگرماگ

مـولار   01/0بـافر فسـفات پتاسـیم     به آرامـی تخلیـه شـده و   
اضافه شد استریل به هر چاهک  PH=5/7 ایزوتونیک با سالین

                                                           
1- Tryptone-Yeast-Cysteine-Sucrose -Bacitracin Agar 
(Bacto Agar)- TYCSB 

 200سپس جهت تثبیت به هر چاهک حدود . و تخلیه گردید
دقیقه در دمـاي   10لیتر متانول خالص افزوده و مدت  میکرو

بعــد رنــگ ي ز تخلیــه در مرحلــه بعــد ا .اتــاق قــرار گرفتنــد
 20افـزوده شــد و مــدت  ) W/V( درصــد 1کریسـتال ویولــه  

رنـگ و  ي بعـد از تخلیـه   . دقیقه در دماي اتاق قـرار گرفتنـد  
حجمـی   درصـد  33اسید اسـتیک گلاسـیال    ،شستشو با آب

ب هـر چاهـک در   ذج ـ الایـزا ریـدر   کمک دستگاه افزوده و با
  ). 19( نانومتر قرائت گردید 550 طول موج
 2/0محلـول کلرهگزیـدین   . دش ـآزمون سه بار تکرار هر 
ــد ــایکلین درصـ ــیلین ،mg/l 2، تتراسـ ــی سـ و  mg/l 4 پنـ

بعد از ) Sigma ,Poole, UK(پودري mg/l1 اریترومایسین 
بـه   µl100  استریلیزاسیون به طریق فیلتراسیون بـه میـزان  

چاهکی با بیوفیلم زنده افزوده و به مدت یک ساعت  96پلیت 
 5گرماگــذاري و هــر  در زمــانگــذاري شــدند گرما C35°در 

. بیوفیلم ها ارزیابی گردیـد  CFUو  ODمیزان دقیقه یک بار 
 ODبـالینی بـه   ي بیـوفیلم سـویه    OD نسـبت  در هر مورد

بـدون بیوسـاید   ي بیوفیلم حـاوي بیوسـاید در همـان سـویه     
  مــواد  MICبــراي تعیــین ). 20(محاســبه گردیــد ) کنتــرل(

اي سلول هـاي پلانکتونیـک رقـت سـریال از     بر ضد میکروبی
مواد مورد آزمون تهیه گردیـد و سوسپانسـیون میکروبـی بـا     

آزمون بر اساس  .به هر لوله اضافه شد 1/0جذب نوري معادل 
 انجام پـذیرفت  NCCLSپروتکل مایکرودایلوشن براث  روش

  در هر مرحله، در رقت هاي سریال  CFUبراي تعیین  ). 21(
له هاي حاوي سلول بعد از ورتکـس کـردن بـه    تایی از لو 10

به اولین لوله رقت سـریال اضـافه شـد و بعـد از      ml 1میزان 
دوم و بـه همـین ترتیـب تـا     ي به لولـه   ml 1ورتکس کردن 

 ml 1از آخـرین لولـه   . آخرین لوله ایـن کـار انجـام پـذیرفت    
 ml 1/0بیرون ریخته شد و از هر لوله رقت سریال به میـزان  

تلقـیح شـد و    TYCSAحاوي محیط  cm  10يدر پلیت ها
مدت یک شـب در  ه صورت یکنواخت به بعد از پخش شدن ب

C°35 بـراي هـر لولـه سـه پلیـت حـاوي       . گرماگذاري شدند
اختلاف بین داده ها با آنـالیز  ). 22(محیط در نظر گرفته شد 

آمـاري   با نرم افـزار  رواریانس و آزمون مقایسه اي توکی کرام
Minitab مودارهــاي توزیــع فراوانــی بــا نــرم افــزارو رســم ن  

Excel مورد بررسی قرار گرفت . 
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 :)SEM(پ الکترونی نگاره کوبررسی بیوفیلم از طریق میکروس
 بـه ابعـاد  اسـتریل  یک سرسمپلر درون هر چاهک حاوي بیوفیلم 

mm 5×5 ــا  در   قــرار داده و  ســاعت 72زمــان هــاي مختلــف ت
سـمپلر   هاي حاوي سر هر کدام از چاهک پس از تشکیل بیوفیلم

شـب در فـرم   یک  سپس .بار تقطیر شسته شدند دو ب مقطرآبا 
 ـ. درجـه گرماگـذاري شـدند    20لدئید و در دماي آ ترتیـب در  ه ب

آبگیـري  دقیقه  5اتانول به مدت  100و  90 ، 80،  70رقت هاي 
پلیــت  درو خشــک شــدن فــت و بعــد از گرماگــذاري گرانجــام 

 ي جهت تهیـه  و زر قرار گرفتفری ساعت در 24مدت  استریل به
ــاي  ــراف هــ ــی  گــ ــکوپ الکترونــ ــاره میکروســ   SEM نگــ

در مرکز میکروسکوپ الکترونـی دانشـگاه آزاد    )Leo 440 iمدل(
  .آماده شدنداسلامی واحد علوم و تحقیقات تهران 

  
  یافته ها

 30از  نتایج حاصل از جداسازي استرپتوکوك هـاي دهـانی  
هـا متعلـق بـه     آن رصـد د 43نشـان داد کـه    بیمار تحت مطالعه

 متعلق به استرپتوکوك هاي درصد 57استرپتوکوك هاي موتانس و 
با توجه به میزان جذب نـوري نمونـه هـاي    . بوده اند سغیر موتان

ه ب ـ 43/1معـادل   ODبـا   ي بالینی جدا شده مورد بررسی سویه
کـار  ي بیوفیلم بـراي ادامـه   سویه اي با قابلیت بهتر تولید عنوان 

ــاب  ــد انتخ ــورد    .)19(ش ــدگی در م ــت مهارکنن ــداقل غلظ ح
ــین ــیلین mg/ml 08/0 اریترومایسـ ــی سـ ، mg/ml 12/0، پنـ

در  mg/ml 095/0و کلرهگزیـدین   mg/ml 35/0تتراسـایکلین  
بررسی هاي انجام یافتـه  . مورد سلول هاي پلانکتونیک بوده است

  بـــر روي ســـلول هـــاي پلانکتونیـــک بـــالینی جـــدا شـــده از 
نشـان داد   S. mutansاسـتاندارد  ي یه پلاگ هاي دندانی و سـو 

سـلول هـاي بیـوفیلم در حـداقل      در مقایسه بـا  که این سلول ها
ضد میکروبی مورد آزمون ریشـه کـن    غلظت مهارکنندگی عوامل

در آزمون مشابه که با سلول هاي بیـوفیلم انجـام پذیرفتـه    . شدند
تـرین   د که بیشترین اثر باکتریوسـایدي در کوتـاه  شبود مشخص 

  دقیقـه تیمـار بـا کلرهگزیـدین      5بـر روي بیـوفیلم بعـد از     زمان
 درصـد  8/18دقیقـه حـدود    10بعـد از   کـه  طوريه ب .می باشد

اثر باکتریوسایدي پنی سـیلین در همـین   . ها کشته شدند سلول
در . سـلول هـا مشـاهده گردیـد    درصـد   25زمان با مرگ حـدود  

یسـین تنهـا   دقیقه تیمار بیـوفیلم بـا اریتروما   20که بعد از  حالی

تعداد سلول هـاي زنـده   . سلول ها از بین رفته بودند درصد 5/47
در مورد تیمار بـا تتراسـایکلین در زمـان مسـاوي بیشـتر از ایـن       

بیوفیلم سویه ي بالینی بعد از تیمار با هـر یـک   . میزان بوده است
طور مشخصی کاهش یافته است و فقط بعـد  ه از عوامل بیوساید ب
ــان  ــدت زم ــداد   دقی 10از م ــدین در تع ــا کلرهگزی ــار ب ــه تیم   ق

  سلول هاي زنده افزایش مشخصی مشاهده می شود که ناشـی از  
    ).1 نمودار( دقیقه است 10ثیر شدن این ماده طی زمان أبی ت

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
بعد از  S.mutansتعداد سلول هاي زنده در بیوفیلم  :1نمودار 

  ضد میکروبی مورد آزمون انکوباسیون در حضور مواد

بیـوفیلم   ODنسـبت  ( ODrي نتایج حاصل از محاسبه  
  يبیوفیلم همان سویه بدون تیمار با ماده  ODتیمار شده بر 
بیوفیلم سویه هاي مورد بررسی نشـان داد کـه    )ضد میکروبی

  ثرتر دیـده  ؤجذب نوري پایین تـر در مـواد ضـد میکروبـی م ـ    
یدي اس ـواختلاف آشکاري در میـزان فعالیـت باکتری   .می شود

هــاي  امــل ضــد میکروبــی مــورد آزمــون در بــین ســلو لعو
ایـن میـزان اخـتلاف    . پلانکتونیک و بیوفیلم  مشاهده گردیـد 

مقاومت بالاي بیوفیلم نسبت به پلانکتونیـک  ي نشان دهنده 
ــت ــاوت  و  اسـ ــی داري تفـ ــون معنـ ــتفاده از آزمـ ــا اسـ   بـ

Tukey-Kramer   05/0(مشاهده گردیـدp< .(  در آنالیزهـاي
 5ي آزمـون هـاي   داراي سطح معنـی دار   آماري اعدادي که

ولـی در مـورد هـر یـک از     . ه اسـت در نظر گرفته شـد  درصد
کاهش بیشـتري در   ،بیوسایدها بعد از طی زمان هاي متفاوتی

بیوفیلم تیمار شـده بـا    ODr .دفعات بعدي مشاهده نمی شود
در مقایسه بـا  دقیقه  30در زمان 496/0±105/0پنی سیلین 

  . )1جدول() >001/0p( بود دقیقه 40زمان 



 1390؛  تابستان سال 2؛ شماره ي 17 دوره ي           افق دانش؛ فصلنامه ي دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی درمانی گناباد     

9  

  انتخابی جدا شدهي بیوفیلم سویه  ODr :1جدول

مواد ضد   )دقیقه(زمان انکوباسیون 
  1  5  10  15 20 30  40 میکروبی

065/0±640/0 165/0±637/0 327/0±525/0 165/0± 496/0 206/0±412/0 156/0±502/0  کلر هگزیدین 243/0±535/0 
  تتراسایکلین 223/0±676/0 173/0±654/0 154/0±525/0 107/0±524/0 139/0±524/0 087/0±426/0 237/0±425/0
131/0±384/0  اریترومایسین 142/0±714/0 126/0±702/0 102/0±406/0 106/0±398/0 176/0±378/0 045/0±385/0 
 پنی سیلین 298/0±625/0 220/0±615/0 119/0±503/0 054/0±498/0 672/0±385/0 105/0±496/0 549/0±496/0

ODr  است 1بیوفیلم تیمار نشده برابر با.  
  هاي متفاوت MICضد میکروبی در  بعد از تیمار با مواد قبل و S.mutansتعداد سلول هاي زنده در بیوفیلم  :2جدول

  )CFU/ml( تعداد سلول هاي بیوفیلم
  MIC  MIC4  MIC6 سلول هاي تعداد اولیه   )g/ml(غلظت آنتی بیوتیک 

9/1×108  تتراسایکلین  102×4/1  10×25/0  0034/0  
5/1×108  پنی سیلین  102×22/1  0024/0  0  

2/18×108  اریترومایسین  103×16/1 0067/0  0  
1/54×108  کلرهگزیدین  104×24/1  638/0  295/0  

  

ثیر تیمار بیوسـاید در بیـوفیلم   أبه این ترتیب بعد از کاهش ت
   تعداد سلول هاي بـا قابلیـت تشـکیل بیـوفیلم افـزایش      ،مربوطه
بیوسایدها کـاهش پایـداري در میـزان     MICدر مقادیر . می یابد

بدین  .بیوفیلم چندان قابل ملاحظه نبوده استي سلول هاي زنده 
افـزایش در   مفهوم که بعد از گذشت زمان هاي متفـاوتی مجـدداً  

نتایج نشان دادند که  .میزان تعداد سلول هاي زنده مشاهده گردید
) cfu/ml(میزان سلول هاي بیوفیلم  براي ایجاد کاهش پایدارتر در

یعنی  .نیاز به استفاده از غلظت هاي بالاتر مواد ضدمیکروبی است

دست آمده براي سلول هاي پلانکتونیک ه ب MICبیشتر از مقادیر 
نتـایج نشـان دادنـد کـه افـزودن میـزان       . همان سویه لازم اسـت 

اي مهـار  برابر حداقل غلظت مورد نیاز بـر  6و  4بیوساید تا مقادیر 
هاي بیوفیلم  شده  منجر به ریشه کن شدن سلول ،ها رشد سلول

نتایج حاصـل از بررسـی هـاي میکروگـراف میکروسـکوپ      . است
تشـکیل بیـوفیلم بـا ضـخامت مناسـب      ي الکترونی نشان دهنده 

سـاعت    72 و 10 بعد از) ب نوري قرائت شدهذحداکثر میزان ج(
  ).1شکل (است بوده  درصد 1 انکوباسیون در حضور ساکارز

  
  

  
  
  
  

  
  
  
  
  
  ساعت  72بعد از ) ب                  ساعت 24بعد از  )الف 

  ساعت انکوباسیون 72و  24بعد از  S.mutansتصویر میکروسکوپ الکترونی از بیوفیلم  :1شکل
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  بحث
  ك هاي دهـانی گلوکـان هـا شـامل     ور اغلب استرپتوکد 
حضـور سـوکروز    نازك خارج سـلولی تولیـد شـده در   ي لایه 

  هستند که باعث ادهسین و تشـکیل بیـوفیلم پـلاگ دنـدانی     
   شـواهدي موجـود اسـت کـه بیـوفیلم باکتریـایی       .می شـوند 

بیمـارانی   سبب انـدوکاردیت در  استرپتوکوك هاي ویریدانس
 13ر چنـین د  هـم  و قلبشان دارند مصنوعی دري که دریچه 

مـرگ و   سـبب  دارنـد  بیمارانی که عفونت توسعه یافته درصد
یکــی از عوامــل مهــم   ).23(اســت  درصــد 70 میــر بــیش از

قابلیت تشکیل بیوفیلم در بین سایر  S.mutansزایی  بیماري
به اتصال اولیـه بـاکتري    شکیل بیوفیلم نیازت. باکتري ها است

دنبـال آن  ه ها به یک سطح دارد و ازدیاد جمعیت باکتریایی ب
اط بـا مقاومـت   بحث هاي مکرري در ارتب ـ). 24( رخ می دهد

سلول هاي بیوفیلم در برابر عوامل ضد میکروبی شده اسـت و  
در این بررسـی هـا بـراي تشـکیل مـدل بیـوفیلم از سـطوح        

در ایـن بررسـی   . )25,13,12,2(مختلفی استفاده شده است 
بیوفیلم با استفاده از روش پلیت میکروتیتـر بـر روي سـطوح    

ي با کریستال و پس از رنگ آمیزپلی استیرنی تشکیل گردید 
. )27,26(ویوله از طریق دستگاه الایـزا ریـدر قرائـت گردیـد     

MIC و MBC     از معیارهاي استاندارد مهـم در آزمـون هـاي
 .سنجش حساسیت آنتی بیوتیکی میکروارگانیسم ها هسـتند 

ــع از آن  ــی در واق ــایی ول ــه  ج ــا  ک ــژوهش ه ــب پ   از در اغل
ی شـود  استفاده م ـ MICسلول هاي پلانکتونیک براي تعیین 

  کار ه براي درمان سلول هاي بیوفیلم برا آنتی بیوتیک ها  لیو
از  ). 28( شـود و روند درمانی با شکست مواجه مـی   برندمی 

مـورد اسـتفاده در دهـان شـویه هـا       رایـج بیوسایدهاي میان 
نشـان داده انـد   ) هگزیتیـدین  و کلرهگزیدین(بیوگوانیدین ها 

و متابولیسم باکتریـایی  که قابلیت مهار توسعه و رشد بیوفیلم 
ثابـت شـده اسـت کـه تیمـار      دیگري در بررسی ). 5(را دارند 

   درصـد  50تا  30کلرهگزیدین منجر به کاهش دهان انسان با 
   S.mutansخصــوص در رابطــه بــا ه هــاي دهــان بــ بــاکتري
 اي گزارشو همکارانش طی مطالعه  مک بین ).29( می شود

ل هاي دهـان شـویه   نمودند که کلرهگزیدین موجود در محلو
   باعــث کــاهش مشخصــی در میــزان بــاکتري هــاي هــوازي و

 ـأایـن ت ـ . هوازي دهان می شود بی خصـوص در مـورد   ه ثیر ب

آن هـا  نتایج . استرپتوکوك هاي ویریدانس مشخص می باشد
 در S.mutansدرصــد کــاهش کلنــی نشــان داد کــه میــزان 

 هاي پنـی تفاوت معنی داري با آنتی بیوتیک  اثرکلرهگزیدین
  ). 30( نداردسیلین و اریترومایسین 

 ســــویه هــــاي بــــالینی مقاومــــت 1988در ســــال 
Staphylococcus aureus  وStreptococcus sanguis 

افـزایش   گـزارش  ).31(نسبت به کلر هگزیدین گـزارش شـد   
و آنتی بیوتیـک هـا ي بتالاکتـام و     کلرهگزیدین MICمیزان 

افــزایش ي نشــان دهنــده  S.mutans ماکرولیــدي در مــورد
  مقاومــت بـــوده و ایـــن مقاومـــت در ارتبـــاط بـــا مصـــرف  

ــدانی    اســت  آنتــی بیوتیــک هــا در درمــان عفونــت هــاي دن
ــده     ).32,11( ــاي جداش ــویه ه ــام س ــق گزارشــی تم ي طب

 درصـد  33و  25ترتیـب  ه استرپتوکوکوس گروه ویریدانس ب ـ
در ). 33(وم بودنـد  اترومایسین مق ـینسبت به پنی سیلین و ار

 اعلام نمودند کـه سـویه هـاي   و همکارانش  ربیک 1976سال 
S.mutans        جدا شـده از بیمـاران مبـتلا بـه انـدوکاردیت بـا

µg/ml MIC 080/0   نسبت به پنی سیلین و اریترومایسـین
  طبـــق گزارشـــی  1993 در ســـال ). 24(حســـاس بودنـــد 

µg/ml MIC  کلرهگزیــدین، پنــی ســیلین، اریترومایســین و
در سـلول هـاي    1و  13/0، 031/0، 1ترتیب ه تتراسایکلین ب
 MICمیــزان  ).31( بــوده اســت  S.mutansپلانکتونیــک 

)(mg/ml و آنتی بیوتیـک هـاي مـورد آزمـون      کلرهگزیدین
ایـن   در S.mutansي شده  پلانکتونیک جدابراي سویه هاي 

بررسی نسبت به مطالعات پیشین افزایش مشخصـی را نشـان   
کشـت   ی،گ دندانخاطر تنوع میکروبی بالاي پلاه ب). 32(داد 

از رونـد شـمارش    بهتـر اسـت  ها مشکل اسـت و   تک تک آن
 ).30(اسـتفاده شـود    S.mutans بیوفیلمي سلول هاي زنده 

بررسی باکتري هاي شرکت کننده در  همکارانش در و ولسون
ــوفیلم  ــیت    S.mutansبیـ ــزان حساسـ ــین میـ ــراي تعیـ   بـ

 ههاي زند تعداد سلول MBCو  MICعلاوه بر آنتی بیوتیکی 
)CFU(     6بعـد از   نشـان دادنـد کـه   را نیـز در نظـر گرفتـه و 

ساعت تیمار بیوفیلم بـا کلرهگزیـدین هـیچ سـلول زنـده اي      
که در مورد سـلول هـاي پلانکتونیـک     درحالی .مشاهده نشد
دقیقه تیمار به میزان سه برابر کاهش در تعـداد   5تنها بعد از 

تعـداد   در این بررسـی ). 34(گردید سلول هاي زنده مشاهده 
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  مـــواد  MICبیـــوفیلم در غلظـــت ي هـــاي زنـــده  ســـلول
دقیقـه تیمـار کـاهش     5ضد میکروبـی مـورد آزمـون بعـد از     

  دقیقــه بــیش از  15مشخصــی را نشــان نــداد و تنهــا بعــد از 
سلول ها از بین رفتند و بعد از رفع اثر این مـواد از   درصد 20

 ،محــیط بیــوفیلم افزایشــی در میــزان جــذب نــوري بیــوفیلم
. هده گردید که در مطالعات قبلی به آن اشاره نشده استمشا

برابـر   4نابودي کامل سلول هـاي بیـوفیلم فقـط در بـیش از     
حداقل غلظـت هـاي مهارکننـده بیوسـایدهاي مـورد آزمـون       
مطالعات زیادي در زمینه میـزان حساسـیت بـاکتري هـا بـه      
هنگام رشـد در بیـوفیلم و در سوسپانسـیون هـاي میکروبـی      

یافته ها نشان می دهد که دلایل زیـادي  . رفته استانجام پذی
در ارتباط با مقاومت بالاي باکتري ها در حالت بیوفیلم وجود 

ــایی و   . دارد ــوفیلم باکتری ــاختمان بی ــوارد س ــن م ــی از ای یک
در ایــن بررســی بــراي تعیــین کمیــت و . ضــخامت آن اســت

ضخامت بیوفیلم تشکیل شده از نسبت اپتیکـال دانسـیته ي   
بیـوفیلم تیمـار نشـده اسـتفاده      ODتیمار شـده بـه    بیوفیلم
بیوفیلم  ODrتفاوت مشخصی در میزان . )ODr)( )20گردید 

ــدگی    ــت مهارکنن ــداقل غلظ ــاوت در ح ــاي متف ــان ه در زم
مشخص نگردید و نتایج نشـان دادنـد کـه    ) MIC(بیوسایدها 

هر چه میزان جذب بیشتر باشد بر مقدار مورد نیـاز بیوسـاید   
 ـ    . هـاي زنـده افـزوده خواهـد شـد      ردن سـلول براي از بـین ب

آنتی بیوتیک ها و عوامل ضد عفونی کننده ي مناسبی ماننـد  
ثیر مشخصی أبر روي بیوفیلم ت MICکلرهگزیدین در غلظت 

ــیش از  ــی   4نداشــتند و در مقــادیر ب ــر ضــد میکروب ــر اث براب
  . ثرتري نشان می دهندؤم

  که نشان داده است  SEMتصاویر میکروسکوپ الکترونی 
  

تـا   5سویه هاي منفرد باکتریایی در ساختمان بیـوفیلم تنهـا   
 کینی منت). 34( حجم بیوفیلم را اشغال می کنند درصد 35

 و همکارانش نشان دادند که بیوفیلم سودوموناس با ضـخامت 
µm300       حاوي حداکثر تعداد سـلول زنـده اسـت و هـر چـه

خواهـد   ضخامت بیشتر باشد تعداد سلول هاي زنده نیز بالاتر
دسـت آمـده در ایـن بررسـی     ه میکروگراف هاي ب).  35(بود 

ساعت انکوباسیون بیـوفیلم مناسـبی    24نشان داد که بعد از 
در سطوح پلی استیرنی تشکیل می شود که با نتـایج حاصـل   

ثیر أت ـ و )34,32,31,30( از سایر محققین قابل مقایسه است
ــو    ــر روي بی ــدین ب ــد کلرهگزی ــاید مانن ــات بیوس فیلم ترکیب

استرپتوکوکوس موتانس در زمان کوتاه بیشتر از آنتی بیوتیک 
ها است ولی پایداري آنتی بیوتیـک هـا در محـیط بیشـتر از     

از طرف دیگر با توجه به تشکیل . عامل ضدعفونی کننده است
ساعت انجـام هـر گونـه     24بیوفیلم با ضخامت مناسب بعد از 

ثرتر ؤیلم م ـآنتی بیوتیک تراپـی قبـل از زمـان تشـکیل بیـوف     
نتایج بدست آمده از ایـن بررسـی نشـان داد کـه      .خواهد بود

غلظـت هـاي   ي مورد آزمـون در  بیوسایدها و آنتی بیوتیک ها
و را تحـت تـاثیر قـرار داده    تشکیل و مهـار بیـوفیلم   متفاوت 

  .می تواند کمک موثري نمایددر این زمینه مولکولی مطالعات 
  

  تشکر و قدردانی
ــ ــیله بـ ــگاه از کارشدین وسـ ــرم آزمایشـ ــان محتـ  ناسـ

ــوژي دانشــگاه آزاد اســلامی واحــد تهــران شــمال     میکروبیول
خـاطر همکـاري   ه یا رضوي پـور ب ـ ؤخصوص سرکار خانم ره ب

ایـن بررسـی   . صمیمانه شان کمال تشـکر و امتنـان را داریـم   
  .بوده استحاصل پایان نامه کارشناسی ارشد 
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