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 استرپتوکوکوس موتانس  بررسی آزمایشگاهی تأثیر آنزیم پروتئاز بر پیشگیری از تشکیل بیوفیلم توسط
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 چکیده
 

اند. این مطالعه ای به عوامل ضدمیکروبی پیدا کردهیافتههای رشد یافته در پلاک دندانی مقاومت افزایش باکتری :مقدمه
جداسازی شده از پلاک دندانی در  استرپتوکوکوس موتانسبا هدف بررسی کاهش بیوفیلم تشکیل شده توسط 

 اثر آنزیم پروتئاز انجام شد.

های بیوشیمیایی و با آزمون جداسازی Blood agarاز پلاک دندانی در محیط  استرپتوکوکوس موتانسباکتری  ها:مواد و روش
های میکروتیترپلیت های باکتریایی در چاهکشناسایی گردید. بیوفیلم S rRNA16ی کنندهیابی ژن کدو توالی

ی درجه 37ساعت انکوباسیون در دمای  48درصد سوکروز پس از  1غنی شده با  Triptic soy brothدر محیط 
واحد آنزیم پروتئاز در چاهک بر اساس پروتکل  4/4و  24/2، 12/1گراد ایجاد شد. سپس حجم معادل سانتی

های مختلف اضافه شد و تأثیر های تازه تشکیل شده در چاهکشرکت سازنده به طور جداگانه بر روی بیوفیلم
دقیقه با روش اسپکتروفتومتری بررسی  210و  150، 120، 90، 60های ها بر ماندگاری بیوفیلم در مدت زمانآن

های مستقل با ، بررسی اختلاف میانگین بین گروه25ی نسخه SPSSافزار ید. تجزیه و تحلیل نتایج با نرمگرد
 95داری با سطح معنی Mann-Whitneyهای جفتی با آزمون ی میانگینو مقایسه Kruskal-Wallisآزمون 

 درصد انجام شد. 

ی درصد شباهت با سویه 8/99جداسازی شده از پلاک دندانی، دارای  استرپتوکوکوس موتانسباکتری  :هايافته
0225LPB  درصد چسبندگی متوسط داشت. کاهش درصد بیوفیلم حاصل از  1بود و بیوفیلم آن در غلظت قند

های زمانی در هر یک از واحدهای آنزیم دریافتی و در هر یک از بازه 0225LPBاسترپتوکوکوس موتانس 
زیم پروتئاز واحد از آن 12/1در  0225LPB استرپتوکوکس موتانسمشاهده شد. بیشترین درصد کاهش بیوفیلم 

درصد کاهش، در میان واحدهای مختلف آنزیم مشاهده شد که درصد کاهش بیوفیلم در  97دقیقه با  90در مدت زمان 
 (.p value=  0008/0داری داشتند )با یکدیگر اختلاف معنی 210و  150، 60این مقدار از آنزیم در مدت زمان 

بود. بررسی اثر واحدهای مختلف  0225LPB استرپتوکوکوس موتانسدندانی آنزیم پروتئاز قادر به کاهش پلاک  :یریگجهینت
های های طبیعی و پیشگیری از بیماریاین آنزیم بر پلاک دندانی مخلوط به منظور کنترل پوسیدگی دندان

 شود.پریودنتال ناشی از پلاک دندانی پیشنهاد می

 بیوفیلم، پوسیدگی دندان، آنزیم پروتئاز، استرپتوکوکوس موتانس :هاواژه دیکل
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 انو همکار نیلوفر رنجکش تأثیر آنزیم پروتئاز بر پلاک دندان

 مقدمه

ها در دنیا است ترین بیماریپوسیدگی دندان یکی از پرهزینه

( که شیوع آن در کشورهای صنعتی رو به افزایش است و 1)

ی تشکیل پلاک، بهترین اولیهپیشگیری از آن در مراحل 

(. بر طبق گزارش سازمان جهانی بهداشت، 2باشد )حل میراه

( و 3گذارد )ی مردم و در هر سنی اثر میاین بیماری بر همه

درصد مردم جهان را درگیر خود کرده است  90-80تقریباً 

(. از بین بردن بیوفیلم دندانی دشوار است و استفاده از 4)

مکانیکی مثل مسواک و یا استفاده از نخ دندان  هایتمیزکننده

هایی کافی نیست. بنابراین برای بهبود بهداشت دهانی، روش

 لازم است تا بتواند تشکیل بیوفیلم را مهار کند یا کاهش دهد.

ترین ارگانیسم همیشه فراوان استرپتوکوکوس موتانس،

تواند بیوفیلم های دهان نیست اما سریعاً میدر میان باکتری

ترین (. این باکتری شایع5مولد پوسیدگی را ایجاد کند )

میکروارگانیسمی است که در پلاک دندانی مرتبط با ضایعات 

(. کنترل فاکتورهای 7، 6شود )پوسیدگی یافت می

اگزوپلی ساکارید، تشکیل بیوفیلم و زایی مثل تولید بیماری

توانند برای مقابله با های اصلی هستند که میاسیدزایی روش

(. تاکنون عواملی مانند 8پوسیدگی دندان به کار گرفته شوند )

( و گل 10(، گیاهانی همچون زردچوبه )9ها )پروبیوتیک

(، دکستراناز و 12هایی مانند موتاناز )( و آنزیم11میخک )

( جهت کنترل 14( و پروتئاز، آمیلاز و لیپاز )13وزیم )دکستر

 اند.و کاهش پلاک دندانی مورد مطالعه قرار گرفته

توانند ها هستند که میای از آنزیمپروتئازها، دسته

پپتیدها را هیدرولیز کنند ها و پلیپیوندهای پپتیدی در پروتئین

ی (. پروتئازها بر اساس جایگاه فعال روی سوبسترا15)

های پروتئینی به اندوآنزیم و اگزوآنزیم، بر اساس مکانیسم

کاتالیتیکی به سرین پروتئاز، آسپارتیک پروتئاز، سیستئین 

اپتیمم به پروتئازهای  pHپروتئاز و متالو پروتئاز و بر اساس 

جایی (. از آن16شوند )بندی میاسیدی، قلیایی و خنثی طبقه

ی آن رفع نشود باعث یهکه اگر پلاک دندانی در مراحل اول

شود، در این مطالعه، اثر آنزیم ایجاد پوسیدگی دندانی می

استرپتوکوکوس پروتئاز بر بیوفیلم تشکیل شده توسط 

جداسازی شده از پلاک دندانی بررسی گردید و  موتانس

ی صفر بدین صورت بیان شد که آنزیم پروتئاز فرضیه

 توکوکوس موتانساسترپتواند بیوفیلم حاصل از باکتری نمی

0225LPB .را کاهش دهد 

 

 هاو روش مواد

 ها:جداسازی و شناسایی باکتری

 008ی حاضر از نوع تحلیلی بود که با کد اخلاق مطالعه

.1398 .IR.IAU.FALA.REC  انجام شد. با رعایت اصول

نفر که  4اخلاقی از پلاک دندانی و ضایعات پوسیدگی دندان 

مرد بودند با استفاده از سوآب ها زن و یک نفر نفر آن 3

(. سپس هر کدام 18، 17نمونه تهیه شد ) 10استریل در جمع 

 Bloodها به طور جداگانه بر رروی محیط کشت از سوآب

agar (BA, Germany ،Merck با )درصد خون به روش  5

 37ساعت در دمای  48خطی کشت داده شد و به مدت 

اکسیدکربن درصد دی 10گراد در حضور ی سانتیدرجه

های مشکوک به (. سپس از کلنی9انکوبه شد )

، لام گرم تهیه و خصوصیات استرپتوکوکوس موتانس

های ی کوکسیها بررسی گردید. با مشاهدهمیکروسکوپی آن

های بیوشیمیایی کاتالاز، اکسیداز و آزمون بت آزمونگرم مث

تخمیر قندهای مانوز، سوربیتول، سالیسین، ترهالوز و لاکتوز 

(Merck, Germanyبر روی کلنی ) های جداسازی و

 (. 19سازی شده انجام گرفت )خالص

های باکتریایی از روش مولکولی برای تأیید جدایه

PCR (Polymerase chain reaction( استفاده شد )20 .)

با روش جوشاندن استخراج  DNAبرای این منظور ابتدا 

 ( و با استفاده از پرایمرهای عمومی21گردید )

3AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - -5 F 27 و 

3GGTTACCTTGTTACGACTT - -5 R 1492  توالی

تکثیر گردید. مراحل  S rRNA16جفت بازی در ژن  1500

ی اول مرحله به ترتیب مرحله 4 دمایی و زمانی تکثیر، شامل

ی دوم ثانیه، مرحله 60گراد به مدت ی سانتیدرجه 95دمای 

گراد به ی سانتیدرجه 94تکرار دمایی و زمانی شامل  6با 



 

 انو همکار نیلوفر رنجکش تأثیر آنزیم پروتئاز بر پلاک دندان

 439 1399 زمستان، 4، شماره 16پزشکی اصفهان، دوره دانشکده دندانمجله 

 72ثانیه و  50گراد به مدت ی سانتیدرجه 58ثانیه،  60مدت 

 37ی سوم با ثانیه، مرحله 60گراد به مدت ی سانتیدرجه

ثانیه،  60گراد به مدت ی سانتیدرجه 94ایی و زمانی تکرار دم

ی درجه 72ثانیه و  60گراد به مدت ی سانتیدرجه 5/56

 72ی چهارم دمای ثانیه و مرحله 60گراد به مدت سانتی

 (. 22دقیقه بود ) 5گراد به مدت ی سانتیدرجه

ی تکثیر شده، از روش ی قطعهبرای مشخص شدن اندازه

 PCRل آگارز استفاده شد و سپس محصول الکتروفورز ژ

یابی به شرکت تکاپو زیست تهران ارسال گردید جهت توالی

 NCBI (Nationalو توالی به دست آمده در بانک اطلاعاتی 

Center for Biotechnology Information با سرور )

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool )

 مورد جستجو قرار گرفت.

استرپتوکوکوس بررسی چسبندگی بیوفیلم باکتری 
 موتانس:

در این آزمون، توانایی چسبندگی بیوفیلم باکتری در محیط 

Triptic Soy Broth (TSB, Germany،Merck )کشت 

درصد سوکروز، مورد ارزیابی قرار گرفت. باکتری  1حاوی 

ساعت  24جداسازی شده در این محیط، تلقیح شد و به مدت 

درصد  10گراد در حضور ی سانتیدرجه 37در دمای 

ی باکتری های تازهاکسیدکربن انکوبه شد. سپس از کشتدی

هایی با کدورت معادل کدورت نیم مک فارلند سوسپانسیون

نانومتر تهیه  630در طول موج  13/0تا  08/0جذب نوری با 

های تهیه میکرولیتر از سوسپانسیون 250گردید. پس از آن 

ای استریل تلقیح خانه 96های میکروتیتر پلیت شده به چاهک

درصد بدون باکتری به  1قند  TSBگردید. چاهک حاوی 

عنوان کنترل منفی و چاهک حاوی محیط کشت بدون قند 

ه با باکتری به عنوان کنترل مثبت در نظر گرفته شد. سپس همرا

ی درجه 37درب میکروپلیت گذاشته شد و در دمای 

درصد  10ساعت در حضور  24گراد به مدت سانتی

اکسیدکربن انکوبه گردید. پس از طی این مدت، محلول دی

رویی موجود در هر چاهک دور ریخته شد و هر چاهک با 

 ,Bioideaرولیتر بافر فسفات نمکی )میک 300اضافه کردن 

Iran سه بار شستشو داده شد. بین هر مرحله، میکروپلیت )

های پلانکتونیک جدا شوند. پس از آن تکان داده شد تا سلول

میکروپلیت به صورت وارونه بر روی یک دستمال کاغذی 

قرار گرفت تا کاملاً خشک شود. پس از خشک شدن به هر 

درصد اضافه و به  96میکرولیتر اتانول  200ها، یک از چاهک

های دقیقه در مکان ثابتی قرار گرفت تا بیوفیلم 15مدت 

تشکیل شده در مجاورت اتانول )نصر، ایران( تثبیت شوند. 

ساعت در  24پس از آن محتوی هر چاهک تخلیه و به مدت 

دمای آزمایشگاه قرار گرفت تا کاملاً خشک شود. پس از طی 

میکرولیتر کریستال ویوله  200ه هر چاهک ساعت، ب 24شدن 

دقیقه در  15( اضافه شد و Merck, Germanyدرصد ) 2

مکان ثابتی قرار گرفت. پس از آن میکروپلیت در مسیر آب 

شهری کاملاً شستشو داده شد به طوری که آب خارج شده از 

هر چاهک کاملاً بیرنگ باشد. در این مرحله از نظر کیفی 

ز لحاظ شدت رنگ قابل رؤیت بود. پس از تشکیل بیوفیلم ا

آن میکروتیتر بر روی یک سطح جاذب قرار گرفت تا کاملاً 

 200خشک شود. به منظور بررسی تولید کمی بیوفیلم 

 ,Merckدرصد ) 33میکرولیتر اسید استیک گلایسیال 

Germany به هر چاهک تلقیح گردید و در دستگاه الایزا )

نانومتر قرائت  630تا  492وج ریدر جذب نوری آن در طول م

های کنترل منفی مقایسه شد. در گردید و نتایج با چاهک

( ODها بر اساس جذب نوری )بندی باکترینهایت دسته

 (:23بیوفیلم به صورت زیر محاسبه گردید )

 cOD≤ ODغیر چسبنده: 

 COD2≥OD>cODچسبندگی ضعیف: 

 cOD4≥OD>cOD2چسبندگی متوسط: 

 OD>cOD4 (24.)چسبندگی قوی: 

(OD میانگین جذب نوری یک باکتری و :cOD:  میانگین

 های شاهد(جذب نوری چاهک

بررسی تأثیر آنزیم پروتئاز بر بیوفیلم تشکیل شده از 

 جداسازی شده:  استرپتوکوکوس موتانس

 232-752-2پروتئاز مورد استفاده در این بررسی، ساویناز )

EC  با غلظت اولیهU/g 16 استرپتوکوکوس ( بود. ابتدا
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درصد  1غنی شده با  TSBجداسازی شده در محیط  موتانس

ساعت کشت داده شد و از  24تا  18قند سوکروز به مدت 

درصد  1غنی شده با  TSBهای رشد یافته با استفاده از باکتری

 250سوکروز کدورت نیم مک فارلند تهیه گردید. سپس 

پلیت استریل میکرولیتر از کدورت تهیه شده به چاهک میکرو

 24منتقل گردید. درب میکروپلیت گذاشته شد و به مدت 

درصد  10گراد در حضور ی سانتیدرجه 37ساعت در دمای 

اکسیدکربن انکوبه شد. پس از انکوباسیون، مایع رویی دی

ها دو درون هر چاهک دور ریخته شد و هر کدام از چاهک

 شدند. میکرولیتر بافر فسفات نمکی شسته 300مرتبه با 

های بین هر مرحله، میکروپلیت تکان داده شد تا سلول

های تازه تشکیل پلانکتونیک جدا شوند. پس از آن به بیوفیلم

میکرولیتر، در چاهک  300های یک تا سه، شده در چاهک

های هفت تا نه، میکرولیتر و در چاهک 150چهار تا شش، 

ه گردید. ( اضافSigma, USAمیکرولیتر آنزیم پروتئاز ) 75

ها های شاهد بودند که به آنهای ده تا دوازده، چاهکچاهک

هیچ آنزیمی اضافه نشد. بر اساس پروتکل شرکت سازنده، 

میکرولیتر  75و  150، 300واحد فعالیت این آنزیم به ازای 

 12/1و  24/2، 4/4محلول آنزیم پروتئاز به ترتیب برابر با 

واحد فعالیت  ( یک25واحد در هر چاهک محاسبه شد )

شود که آنزیم پروتئاز به عنوان مقداری از آنزیم تعریف می

میکرومول آمینواسید تحت شرایط سنجش استاندارد تولید  1

دقیقه  210(. درب میکروپلیت بسته شد و به مدت 26کند )می

گراد قرار گرفت. همین ی سانتیدرجه 37در انکوباتور 

، 150های برای زمان آزمایش با همین واحد فعالیت آنزیم

دقیقه نیز تکرار شد. پس از طی هر مدت زمان،  60و  90، 120

ها با محلول رویی موجود در هر چاهک تخلیه شد و چاهک

ی مراحل شامل اضافه کردن الکل، آب شسته شدند و بقیه

 (.23رنگ کریستال ویوله و اسید استیک انجام شد )

از لحاظ کیفی با  ماندههای باقیدر این مرحله بیوفیلم

توجه به شدت رنگ، قابل تفکیک بودند. برای بررسی کمی 

الی  492حذف بیوفیلم، جذب نوری چاهک در طول موج 

نانومتر در دستگاه الایزا ریدر خوانده شد و درصد  620

 ([C-B)/(T-B)-(C-B]) ×100کاهش تشکیل بیوفیلم از رابطه 

به ترتیب  Tو  C ،Bمحاسبه گردید. در این رابطه حروف 

های کنترل )دارای بیوفیلم های جذب نوری چاهکمیانگین

های بلانک )بدون بیوفیلم و بدون اما بدون آنزیم(، چاهک

های تیمار شده )حاوی آنزیم و بیوفیلم( آنزیم( و چاهک

 (. 25باشند )می

ی نسخه SPSSافزار تجزیه و تحلیل نتایج با استفاده از نرم

25 (version 25, IBM Corporation, Armonk, NY )

های بین چند گروه انجام شد. برای بررسی اختلاف میانگین

مستقل )یعنی واحدهای مختلف آنزیم پروتئاز در یک بررسی 

های مختلف تأثیر آنزیم( آزمون ناپارامتری و همچنین زمان

Kruskal-Wallis  مورد استفاده قرار گرفت. همچنین برای

)به  Mann-Whitenyداگانه، آزمون هر غلظت به صورت ج

ها انجام شد که عنوان آزمون تعقیبی( بین هر زوج میانگین

اند. مشخص شده 2و  1نتایج آن با حروف انگلیسی در جدول 

درصد در نظر  5ها سطح خطای طبق قرارداد در تمام آزمون

 گرفته شد.

 
 هاافتهی

 باکتری جداسازی شده:

ی صاف، دارای همولیز آلفا شیههایی با ظاهر محدب، حاکلنی

 (1جداسازی شدند )شکل  BAی سرسوزنی در محیط و اندازه

های هایی که ویژگیها لام گرم تهیه شد. کلنیو از آن

های گرم مثبت با آرایش میکروسکوپی به صورت کوکسی

سازی نشان دادند خالص BAای در محیط کشت زنجیره

(. بر اساس نتایج شناسایی مورفولوژیک و 2گردیدند )شکل 

 استرپتوکوکوس موتانسی مشکوک به بیوشیمیایی دو جدایه

 Sیابی ژن به دست آمد که بنابر نتایج به دست آمده از توالی

rRNA16  در بانک اطلاعاتیNCBI  معلوم گردید از بین دو

استرپتوکوکوس درصد به  9/98یزان ها به مجدایه یکی از آن
شباهت داشت. باند ایجاد شده در  0225LPBموتانس 

مشخص شده است.  3الکتروفورز ژل آگارز نیز در شکل 

 میزان چسبندگی این جدایه متوسط ارزیابی گردید.
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استرپتوکوکوس های مشکوک به هایی از کلنی: نمونه1شکل 

 Blood agarدر محیط کشت  موتانس

 

 
استرپتوکوکوس های مشکوک به : لام گرم کلنی2شکل 

 موتانس

 

 
 Sجفت بازی حاصل از تکثیر توالی  1500باند : 3شکل 

rRNA16  در ژل الکتروفورز آگارM : جفت بازی،  100مارکر
 .ی دومجدایه: 2ی اول، جدایه: 1

 0225LPBاسترپتوکوکوس موتانس درصد کاهش بیوفیلم 

های مختلف پس از تیمار به تفکیک در بین مدت زمان

 های دریافتی آنزیم: واحد

، میانگین درصد کاهش بیوفیلم باکتری 1در جدول 

های بین مدت زمان 0225LPBاسترپتوکوکوس موتانس 

های دریافتی آنزیم مختلف پس از تیمار به تفکیک واحد

وفیلم پروتئاز مقایسه شده است. میانگین درصد کاهش بی

واحد  4/4در  0225LPBاسترپتوکوکوس موتانس  باکتری

 210و  150، 120، 90، 60های آنزیم پروتئاز در مدت زمان

دار داشتند دقیقه از لحاظ آماری با یکدیگر اختلاف معنی

(0007/0  =p value در )واحد آنزیم پروتئاز در مدت  24/2

داری داشتند های مذکور نیز با یکدیگر اختلاف معنیزمان

(0008/0  =p value و )واحد آنزیم پروتئاز در مدت  12/1

داری داشتند های مذکور نیز با یکدیگر اختلاف معنیزمان

(0008/0 > p value).  

نشان  Kruskal-Wallisهمچنین نتایج آزمون ناپارامتری 

داد که اختلاف میانگین درصد کاهش تشکیل بیوفیلم توسط 

های آزمایش از لحاظ آماری این سویه بین مدت زمان

ترین میانگین درصد کاهش دار بوده است. بیشترین و کممعنی

واحد از آنزیم پروتئاز به  4/4بیوفیلم باکتری پس از دریافت 

 210درصد( و  5/88 ± 5/4دقیقه ) 90های ترتیب در زمان

 24/2درصد( به دست آمد. در واحد  5/60 ± 5/7دقیقه )

ترین درصد کاهش بیوفیلم به ترتیب در بیشترین و کم

 4/6دقیقه ) 210درصد( و  0/95 ± 0/0دقیقه ) 90های زمان

ترین درصد ( مشاهده شد. همچنین بیشترین و کم7/47 ±

مدت زمان  واحد از آنزیم پروتئاز در 12/1کاهش باکتری در 

 5/51 ± 5/1دقیقه ) 210درصد( و  0/97 ± 0/1دقیقه ) 90

 درصد( مشاهده گردید.

 

استرپتوکوکوس موتانس درصد کاهش بیوفیلم 

0225LPB  پس از دریافت واحدهای مختلف آنزیم

 های مختلف پس از تیمار: پروتئاز به تفکیک زمان

 ، میانگین درصد کاهش بیوفیلم باکتری2در جدول 
پس از دریافت  0225LPBاسترپتوکوکوس موتانس 
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های واحدهای مختلف آنزیم پروتئاز به تفکیک زمان

مختلف پس از تیمار مقایسه شده است. بر طبق نتایج به دست 

دقیقه پس از تیمار با هر یک از  60آمده در مدت زمان 

از آنزیم پروتئاز اختلاف  24/2و  12/1، 4/4واحدهای 

(. همچنین در مدت زمان p value=  049/0دار بود )معنی

دقیقه پس  120(، p value=  018/0دقیقه پس از تیمار ) 90

دقیقه پس از تیمار  150و ( p value=  001/0) از تیمار

(002/0  =p valueاین اختلاف معنی ) دار بود اما در

دقیقه پس از تیمار با هر یک از واحدهای  210مدت زمان 

دار نبود کور این اختلاف معنیدریافتی آنزیم مذ

(082/0p value =.) 

 استرپتوکوکوسبر طبق نتایج به دست آمده، بیوفیلم باکتری 
 90واحد از آنزیم پروتئاز در مدت زمان  12/1در  موتانس

درصد( و  0/97 ± 0/1دقیقه پس از تیمار، بیشترین کاهش )

ترین کاهش دقیقه، کم 210واحد از این آنزیم در مدت  24/2

 درصد( را نشان داد. 7/47 ± 4/6)

 
های مختلف پس از تیمار به تفکیک بین مدت زمان 0225LPBاسترپتوکوکوس موتانس ی میانگین درصد کاهش بیوفیلم باکتری : مقایسه1جدول 

 های دریافتی آنزیم پروتئازواحد

 

 . Kruskal-Wallisهای مختلف آنزیم پروتئاز با استفاده از آزمون بین واحد 0225LPBی درصد کاهش بیوفیلم سویه *: مقایسه

های جفتی با استفاده از آزمون تعقیبی ی میانگیندار نیست. مقایسههایی که دارای حرف انگلیسی مشترک هستند از نظر آماری با یکدیگر معنی**: میانگین گروه
Mann-Whiteny .انجام شده است 

 دار است.درصد معنی 5میانگین بین گروهی در سطح خطای  ***: اختلاف
  

 واحد آنزیم پروتئاز

 مدت زمان

پس از تیمار 

 )دقیقه(

 ±میانگین درصد کاهش باکتری 

 *انحراف استاندار
 **داریمعنیسطح 

4/4 (U) 

60  (b )0/2 ± 0/76 

***0007/0 
90  (a )5/4 ± 5/88 
120  (ab )0/1 ± 0/81 
150  (a )5/1 ± 5/87 
210  (c )5/7 ± 5/60 

    

24/2 (U) 

60  (ab )0/12 ± 0/87 

***0008/0 

90  (a )0/0 ± 0/95 
120  (b )5/2 ± 5/82 
150  (b )5/4 ± 5/76 
210  (c )4/6 ± 7/47 

    

12/1 (U) 

60  (b )1/2 ± 7/69 

 ***0008/0 > 

90  (a )0/1 ± 0/97 
120  (a )0/4 ± 0/96 
150  (b )0/2 ± 0/73 

210  (c )5/1 ± 5/51 
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بر طبق نتایج به دست آمده، بیوفیلم باکتری 

واحد از آنزیم پروتئاز در  12/1در  استرپتوکوکوس موتانس

 ± 0/1دقیقه پس از تیمار، بیشترین کاهش ) 90مدت زمان 

دقیقه،  210واحد از این آنزیم در مدت  24/2درصد( و  0/97

 درصد( را نشان داد.  7/47 ± 4/6ترین کاهش )کم

ی درصدهای کاهش نشان داد که با کاهش مقایسه

دقیقه تغییر زیادی در درصد  90دقیقه به  210زمان از 

کاهش بیوفیلم مشاهده شده است به طوری که به عنوان 

دقیقه، میانگین درصد کاهش توسط  90 مثال در مدت زمان

درصد بوده است و در مدت  97واحد آنزیم پروتئاز  12/1

 5/60( 12/1دقیقه با همین واحد از آنزیم ) 210زمان 

ترین درصد درصد کاهش بیوفیلم مشاهده شد و کم

های مختلف مورد بررسی کاهش در میان واحدها و زمان

 دقیقه بود. 210زمان واحد آنزیم در مدت  24/2مربوط به 

 

پس از دریافت واحدهای مختلف  0225LPB استرپتوکوکوس موتانس ی میانگین درصد کاهش بیوفیلم باکتری: مقایسه2جدول 
 های مختلف پس از تیمارآنزیم پروتئاز به تفکیک زمان

مدت زمان پس از تیمار 

 )دقیقه(

واحد آنزیم 

 پرئئاز

 ±یانگین درصد کاهش باکتری م

 *انحراف استاندار
 داریسطح معنی

60  

4/4  (b )0/2 ± 0/76 
**049/0 24/2  (a )0/12 ± 0/87 

12/1  (ab )1/2 ± 7/69 
    

90  

4/4  (b )5/4 ± 5/88 
***018/0 24/2  (a )0/0 ± 0/95 

12/1  (a )0/1 ± 0/97 
    

120  

4/4  (b )0/1 ± 0/81 
 ***001/0 24/2  (b )5/2 ± 5/82 

12/1  (a )0/4 ± 0/96 
    

150  

4/4  (a )5/1 ± 5/87 
***002/0 24/2  (b )5/4 ± 5/76 

 0/2 ± 0/73( b) واحد 12/1
    

210  

4/4  (a )5/7 ± 5/60 
**082/0 24/2  (a )4/6 ± 7/47 

12/1  (a )5/1 ± 5/51 
 

-Mannهای جفتی با استفاده از آزمون تعقیبی ی میانگیندار نیست. مقایسههایی که دارای حرف انگلیسی مشترک هستند از نظر آماری با یکدیگر معنی*: میانگین گروه

Whiteny  .انجام شده است 

. اختلاف میانگین بین گروهی در Mann-Whitenyفاده از آزمون بین واحدهای مختلف آنزیم پروتئاز با است 0225LPBی درصد کاهش بیوفیلم سویه **: مقایسه
 دار است.درصد معنی 5سطح خطای 

اختلاف میانگین بین گروهی . Kruskal-Wallisبین واحدهای مختلف آنزیم پروتئاز با استفاده از آزمون  0225LPBی درصد کاهش بیوفیلم سویه مقایسه***: 
 .دار استدرصد معنی 5در سطح خطای 
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 بحث

ی صفر بدین صورت که آنزیم ی حاضر فرضیهدر مطالعه

تواند موجب کاهش بیوفیلم حاصل از باکتری پروتئاز نمی

شود، مورد تأیید قرار  0225LPBاسترپتوکوکوس موتانس 

بود  12/1و  24/2، 4/4نگرفت. واحدهای مورد بررسی شامل 

 210و  150، 120، 90، 60های ها در زمانکه میزان تأثیر آن

دقیقه مورد بررسی قرار گرفت و پس از آزمایشات صورت 

گرفته مشخص شد که آنزیم پروتئاز، منجر به کاهش درصد 

پتوکوکوس موتانس استربیوفیلم حاصل از باکتری 
0225LPB شود. می 

بیشترین درصد کاهش بیوفیلم در هر سه واحد، در مدت 

 دقیقه مشاهده شد. 90زمان 

Molobela ( اثر 25و همکاران )u/ml 1  آنزیم پروتئاز

آنزیم آمیلاز  u/ml 2)شامل ساویناز، اورلاز و پلاریزم( و 

فیلم تشکیل )آمیلوگلوکوزیداز و آمیلاز باکتریایی( را بر بیو

بررسی کردند. بر طبق  سودوموناس فلئوروسنسشده توسط 

ها، اورلاز و ساویناز مؤثرترین فعالیت آنزیمی را در نتایج آن

حذف بیوفیلم و تخریب اگزوپلیمر خارج سلولی داشت که 

احتمالاً به دلیل آن است که پروتئین ترکیب غالب در 

میلوگلیکوزیداز اگزوپلیمر خارج سلولی بوده است و آنزیم آ

تری بر تخریب و آنزیم آمیلاز باکتریایی اثر کم

های موجود در اگزوپلیمر خارج سلولی داشتند. کربوهیدرات

واحد از آنزیم پروتئاز در مدت زمان  12/1در این مطالعه نیز 

 دقیقه باعث کاهش درصد بیوفیلم باکتری شد.  90

اثر  (27و همکاران ) Budtz-jørgensenی در مطالعه

آنزیم پروتئاز )آلکالاز( بر مهار تجمع پلاک بر سطح اتصال 

های مصنوعی آزمایش شد. پروتئاز )آلکالاز( در دندان

و  500، 300، 100، 60، 30، 15هایی حل شدنی حاوی قرص

های حاوی آنزیم گرم آنزیم توزیع شده بود. قرصمیلی 1000

ی درجه 50لیتر آب میلی 150های بدون آنزیم در و قرص

بار در روز های مصنوعی یکگراد حل شدند و دندانسانتی

دقیقه به مدت یک هفته با این محلول  15و هر بار به مدت 

داری در مقدار شدند. آنالیزهای آماری کاهش معنیشسته می

پلاک همراه با افزایش غلظت آنزیم نشان داد. بر طبق نتایج 

دندانی شد. اگرچه  ها آنزیم پروتئاز باعث کاهش پلاکآن

در این مطالعه اثر ضد بیوفیلمی آنزیم به طور غیر مستقیم مورد 

بررسی قرار گرفته است، نتایج آن با نتایج بررسی حاضر که 

استرپتوکوکوس پروتئاز باعث کاهش درصد بیوفیلم باکتری 
 خوانی داشت.شود، هممی 0225LPBموتانس 

 u/ml 1 (، اثر28و همکاران ) Hahn Bergهمچنین 

کریلاز )نوعی پروتئاز( بر پلاک دندانی تجمع یافته بر سطح 

دقیقه را بررسی کردند.  20های مصنوعی در زمان دندان

تواند تجمع پلاک را ها نشان داد که کریلاز میهای آنداده

 برطرف کند.

( نیز اثر تریپسین 29و همکاران ) Mugitaی در مطالعه

بر تشکیل بیوفیلم و حذف  پروتئاز، پاپائین و اکتیدین

اکتینومایسس های های پوشش زبان حاصل از گونهبیوفیلم
با استفاده از روش میکروتیتر پلیت بررسی شد. بیوفیلم 

ای که های چندگونهدهانی، همچنین بیوفیلم اکتینومایسس

 ،لوسـوباسیـلاکت، لاـونـوی، وسـوکـوکـاسترپتشامل 

داری به طور معنیهموفیلوس و  پری وتلا، پپتواسترپتوکوک

 ها کاهش یافت.ی این آنزیمبه وسیله

Lequette ( اثرات پاک30و همکاران ،) کنندگی

های پلی ساکاریداز و پروتئولیتیک شامل سرین آنزیم

پروتئاز، پاپائین، آلفا آمیلاز و پلی ساکاریدازهایی مثل 

و گونه سلولاز، همی سلولاز و بتا گلوکاناز را علیه بیوفیلم د

باسیلوس های و سویه سودوموناس فلئوروسنسباکتریایی 
ها های آندر صنعت غذایی را مطالعه کردند. داده سرئوس

های نشان داد که سرین پروتئاز در حذف بیوفیلم با سلول

ساکاریدازها ساکاریداز هاست و پلیمؤثرتر از پلی باسیلوس

از سرین  مؤثرتر سودوموناس فلئوروسنسدر حذف بیوفیلم 

 پروتئازها بود.

Leroy ( نیز فعالیت ضد بیوفیلمی 31و همکاران )

های لیپازی، گلیکوزیدازی )شامل آلفا آمیلاز، سلولاز( آنزیم

و پروتئاز )شامل ساویناز و پاپائین( را علیه باکتری بیوفیلم 

ها بر اساس بررسی کردند. آزمایش آن سودوآلتروموناس
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ها نشان داد که پلیت بود. نتایج آنها به میکرواتصال باکتری

پروتئاز ساویناز، مؤثرترین هیدرولاز در جلوگیری از اتصال 

های چسبیده بود. در این باکتری و همچنین حذف باکتری

استرپتوکوکوس بررسی نیز آنزیم پروتئاز درصد بیوفیلم 
ای را با توجه نتایج به دست آمده به طور قابل ملاحظهموتانس 

  کاهش داد.

ها نیز در جایی که سایر میکروارگانیسمبنابراین از آن

شود (، پیشنهاد می32تشکیل پلاک دندانی نقش دارند )

تری روی اثر این آنزیم بر روی سایر های گستردهبررسی

های های دندانی و همچنین، انواع بیماریهای پلاکباکتری

ن بررسی های میکروبی انجام شود زیرا در ایناشی از بیوفیلم

تنها تأثیر آنزیم بر روی بیوفیلم یک باکتری بررسی شده است 

نیز باید به دقت  in vivoها در شرایط و همچنین اثرات آنزیم

برررسی و مطالعه شود. همچنین افزایش زمان و واحد آنزیم 

واحد، موجب تغییر زیادی در درصد  12/1پروتئاز به بیش از 

 ود یک مزیت به حساب کاهش بیوفیلم نشد اگرچه این خ

( 33ی عمر آنزیم )آید ولی احتمالاً به دلیل پایان یافتن نیمهمی

 ها بود.و تشکیل مجدد بیوفیلم توسط باکتری
 

 گیرینتیجه

 90واحد از آنزیم پروتئاز در مدت زمان  12/1با استفاده از 

استرپتوکوکوس موتانس دقیقه، ایجاد بیوفیلم توسط 
0225LPB  درصد کاهش یافت. با توجه به این  97به میزان

ها در دهان که پوسیدگی دندان ناشی از عملکرد انواع باکتری

باشد، بررسی اثر آنزیم مورد بررسی بر پلاک دندانی می

های طبیعی، پلاک مخلوط به منظور کنترل پوسیدگی دندان

های های مصنوعی و پیشگیری از بیماریایجاد شده بر دندان

 شود.پریودنتال ناشی از پلاک دندانی پیشنهاد می

 

 قدردانی

از معاونت پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی واحد فلاورجان به علت 

 شود.در اختیار قرار دادن تجهیزات آزمایشگاهی قدردانی می
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Abstract 
 

Introduction: Bacteria growing in dental plaque have increasing resistant to antimicrobial agents. 

The present study aimed for reduction of biofilm formation by streptococcus mutans 

isolated from dental plaque by protease enzyme. 

Materials  

& Methods: 
Streptococcus mutans from dental plaque was isolated in Blood agar medium and then 

was identified by biochemical tests and sequencing of 16S rRNA coding gene. 

Bacterial biofilms were formed in wells of microtiter plate in Triptic Soy Broth 

medium supplemented with 1% sucrose after 48 hrs incubation in 37ºC. Then the 

volumes equal to 1.12, 2.24 and 4.4 units per well of protease was separately added to 

recently formed biofilms in different wells based on the manufacturer protocol and 

effects of them was studied on reduction of biofilms in 60, 90, 120, 150 and 210 

minutes by spectrophotometer. Mean differences between independent groups were 

compared with Kruskal-Wallis test and SPSS25 software statistical tests and paired 

means were compared with Mann-Whitney test at 95% significance level. 

Results: Streptococcus mutans was isolated from dental plaque had 98.90% similarity to 

LPB0225 strain and had intermediated adherence. Reduction of biofilm percentage by 

Streptococcus mutans LPB0225 was observed in every of units of enzyme and in every 

periods of times. The most biofilm percentage reduction by Streptococcus mutans 

LPB0225 was observed in 1.12 units of enzyme in 90 minutes with 97% reduction. 

Biofilm percentage reduction in 1.12 units of enzyme in 60, 150 and 210 minutes had 

significantly differences with each other (p value = 0.0008). 

Conclusion: The protease enzyme was able to reduce the dental plaque of Streptococcus mutans 

LPB0225. The survey on the effect of this enzyme on mixed dental plaques is 

suggested to control dental caries and plaques created on dentures, and to prevent 

periodontal diseases caused by dental plaque. 

Key words: Streptococcus mutans, Protease enzyme, Biofilm, Dental plaque. 
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