
 
 
 

  76

Effect of Isolated Specific Lytic Phage against Growth and 
Biofilm Inhibition of Streptococcus mutans and Streptococcus 

sanguinis Isolated from Decayed Dental Plaque 
 
 

Zahra Rajabi1,2,  
MohammadReza Afradi3,2,  

Donya Alinejhad4,  
Yousef Erfani5 

 
1 PhD in Microbiology, Zoonoses Research Center, Tehran University of Medical Sciences, Tehran, Iran 

2 Food Microbiology Research Center, Tehran University of Medical Sciences, Tehran, Iran 
3 Msc in Food Microbiology, School of Public Health, Tehran University of Medical Sciences, Tehran, Iran 

4 Assistant Professor, Department of Pediatric Dentistry, Tehran University of Medical Sciences ,Tehran, Iran 
5 Associate Professor, Department of Medical Laboratory, School of Allied Medical Sciences, Tehran University of Medical 

Science , Tehran, Iran 
 
 

(Received February 19, 2022 ; Accepted October 30, 2022) 

 

Abstract 
 

Background and purpose: Despite advances in oral health and dental industry, tooth decay 
remains one of the most common oral diseases. One of the new methods to combat dental plaque, which 
is the main cause of caries, is using specific lytic bacteriophage. This study aimed to investigate the effect 
of isolated specific lytic phage against growth and biofilm inhibition of Streptococcus mutans and 
Streptococcus sanguinis isolated from decayed dental plaque samples. 

Materials and methods: In this descriptive cross-sectional study, dental plaque samples were 
cultured in MSA-specific medium to isolate S. mutans and S. sanguinis. Suspicious isolates were 
examined by biochemical tests and finally confirmed molecularly by PCR. The ability to form biofilm 
was measured by crystal violet colorimetry on a microtiter plate. Lytic bacteriophage was isolated from 
urban raw sewage using double layer agar method and phage morphology was examined by TEM 
electron microscopy. The effect of lytic phage on the growth of S. mutans and S. sanguinis was measured 
by agar spot and well diffusion and its inhibition effect on biofilm was assayed by microtiter plate method. 

Results: Out of 150 plaque samples, S. mutans and S. sanguinis strains were isolated from 65 
(43.33%) and 40 (26.67%) samples, respectively. S. mutans isolates showed stronger biofilm formation 
(OD= 0.43). The results of TEM showed lytic bacteriophage belonging to Siphoviridae family with a 
good inhibitory effect on the growth of S. mutans and S. sanguinis that was able to inhibit biofilm 
formation up to 96%. 

Conclusion: Due to the small size of the phage particles that can have good penetration power to 
enter the biofilm layers, it can be concluded that the phage has the ability to fight dental plaque. 
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  ـدرانـــازنـــی مــکـــزشـوم پــــلــشـــگاه عــه دانـــلــمج
  )76- 87(    1401دي    سال     216سی و دوم    شماره دوره 

 77      1401، دي  216شماره گاه علوم پزشکی مازندران                                                                                       دوره سی و دوم، مجله دانش               

 پژوهشـی
 

بررسی اثر فاژ لیتیک اختصاصی جدا شده بر رشد و مهار تشکیل 
 جدا شده از پلاك دندان پوسیده S.sanguinisو  S.mutansبیوفیلم 

  
        2و1زهرا رجبی

        2و3محمد رضا افرادي
        4دنیا علی نژاد
 5یوسف عرفانی

  چکیده
از  یکیدندان به عنوان  یدگی، مشکل پوسدر صنعت بهداشت دهان و دندان شرفتیبا وجود پ و هدف: سابقه

 یمبارزه با پلاك دندان که عامل اصل دیجد يهااز روش یکیست. ا یدهان به قوت خود باق يهايماریب نیترعیشا
 یاختصاص کیتیفاژ ل ریتأث یبررس مطالعه حاضررو هدف  نیخاص است. از ا کیتیل وفاژیاست، استفاده از باکتر یدگیپوس

  بود. دهیپوس یجدا شده از پلاك دندان S. sanguinis و S. mutans لمیوفیر ببر رشد و مها
ــواد و روش ــا:م ــه مقطعــی ه ــن مطالع ــه توصــیفی -در ای ــت جداســازي هاي نمون ــدان جه ــلاك دن و  S. mutansپ

S.sanguinis آوري و کشت در محیط جمعMSA هاي بیوشیمیایی بررسی و هاي مشکوك با تستصورت پذیرفت. جدایه
ســنجی کریســتال ویولــه در پلیــت میکروتیتــر ســنجیده شــد. تایید شدند. توانایی تشکیل بیــوفیلم بــا رنگ PCRنهایت با  در

خــام شــهري جداســازي و مورفولــوژي فــاژ بــا میکروســکوپ  از فاضــلاب double layer agarباکتریوفاژ لیتیــک بــا روش 
گــذاري در آگــار و انتشــار در بــه روش لکــه S. sanguinisو  S.mutans بررسی شد. اثر فاژ لیتیک بر رشد TEMالکترونی 

  چاهک و بر مهار بیوفیلم سنجیده شد.
 S. sanguinisدرصــد) 67/26مــورد ( 40و  S. mutansدرصد) 33/43( جدایه 65پلاك مورد بررسی،   150از  ها:یافته

، باکتریوفــاژ TEMنتایج بررسی گذاشتند. تري به نمایش  بیوفیلم قوي ،)S. mutans  )43/0=ODهاي جدایهجداسازي شد. 
 96داشت و تا  S. sanguinis و S. mutansرا نشان داد که اثر مهاري خوبی بر رشد   Siphoviridaeلیتیک متعلق به خانواده 

  درصد قادر به مهار تشکیل بیوفیلم بود.
 داشــته باشــند، لمیوفیــب يهــاهیــورود به لا يبرا یتوانند قدرت نفوذ خوبیذرات فاژ که م زیاندازه رباتوجه به  استنتاج:

  .مبارزه با پلاك دندان اشاره نمود يبرا یفاژ به عنوان روش ییبه توانا توانیم
  

  ، باکتریوفاژ، بیوفیلمS. mutans ،S. sanguinisپلاك دندان،  واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
 هاي دهانترین بیماريپوسیدگی دندان یکی از شایع

 هاي سنی مختلف راکه تقریبا افراد با گروهو دندان است 
 هاي هنگفت درمانی،کند. بار اقتصادي و هزینهگیر میدر

هاي اساسی تبدیل نمــوده پوسیدگی را به یکی از معضل
است که بــه دنبــال عــدم درمــان، ازبــین رفــتن بخشــی از 

  ).1(دهددندان و یا حتی کل دندان رخ می
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 ت میکروبیولوژي مواد غذایی، دانشگاه علوم پزشکی تهران، تهران، ایران. مرکز تحقیقا2
  کارشناس ارشد میکروب شناسی مواد غذایی، دانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی تهران، تهران، ایران. 3
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  پلاك دندان يهایبر رشد باکتر یاختصاص کیتیاثر فاژ ل
 

  1401، دي  216ی و دوم، شماره مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                       دوره س         78

 دعاملىـچنو زمن ـمرى اـک بیمـنى یاندد پوسیدگى
ـــسالیزامینردسطه وا بهباشد که مى ـــندن یوـ ـــیجان ادـ د اـ
یکی از عوامل اصلی ایجاد کننده پوســیدگی، گردد. می

 هاي فلــور موجــودبیوفیلم میکروبی است که توسط باکتري
در دهان و دنــدان و قنــدهاي رژیــم خــوراکی بــر ســطح 

، دانسیــریو اســترپتوکوكشــود. یناي دندان شروع میم
 هاي آلفا همولیتیک،یک گروه ناهمگن از استرپتوکوك

بخشی از فلــور طبیعــی دهــان اســت کــه معمــولاً مســئول 
چنین انــدوکاردیت پوسیدگی دندان، پریکورونیت و هم

  ).2(عفونی تحت حاد است
 )Streptococcus mutans( موتــانس استرپتوکوکوس

S. mutans دندان در  یدگیپوس بیبار از آس نیاول يبرا
و بــه عنــوان اولــین و  جدا شــد Clarkeتوسط  1924سال

ها در ایجــاد هــا و مســتقر شــوندهکننــدهترین شروعاصلی
و  شوندبیوفیلم پلاك دندانی و شروع پوسیدگی شناخته می

 پوسیدگی نقش اساسی در Streptococcus sobrinusهمراه با 
ــه غ ــد. ب ــانس، دارن ــروه موت ــر از گ ــترپتوی ــوساس  کوک
 Streptococcus sanguinis (S. sanguinis( ســنگوئینیس

هم در تشکیل پلاك دندان و ایجاد  sanguinisاز گروه 
ها پوســیدگی نقــش بســیار مهمــی دارنــد. ایــن ارگانیســم

هاي موجـــود در رژیـــم غـــذایی ماننـــد قادرنـــد از قنـــد
 دیــــلتو اســــتفاده و ســــوکروز، فروکتــــوز و گلــــوکز

 دیــتولنماینــد.  )EPS( یخــارج ســلول يهــادیســاکاریپل
کننــده جادیا یاصــلاز عوامــل  یکــی، EPS ادیــز ریمقــاد

باشند، کــه بــه دنبــال تشــکیل بیــوفیلم تشکیل بیوفیلم می
هاي به دام افتاده داخل بیوفیلم تولید اسید توسط باکتري

جهت رقابت براي مواد غــذایی، صــورت گرفتــه و حــل 
ـــدان و ایجـــاد  شـــدن هیدروکســـی ـــت مینـــاي دن آپاتی

جــا کــه از آن ).3(پوسیدگی را به همــراه خواهــد داشــت
کشــور مــا ایــران در زمــره کشــورهایی اســت کــه خطــر 

چنــین پوسیدگی زودرس در کودکان وجــود دارد و هــم
آمار پوسیدگی بالایی در آن وجود دارد، بــه کــار بــردن 
ـــا  ـــه ب ـــراي مقابل ـــوان ب ـــدي کـــه بت رویکردهـــاي جدی

ها استفاده نمود ضــروري بــه هاي دندانی از آنیپوسیدگ

بیــوتیکی بــه دلیــل افــزایش هاي آنتیرسد. درماننظر می
ــا مقاومــت آنتی ــارزه ب بیــوتیکی زنــگ خطــري بــراي مب

فاژ درمانی روشــی جــایگزین  ).4(رودبیوفیلم به شمار می
براي حل این معضل و از بین بــردن بــاکتري مــورد نظــر 

به عنوان یکی از هفــت روش بــراي باشد. فاژ درمانی می
ــا  ــه ب ــراي مقابل ــگ ب ــرد هماهن ــک رویک ــه ی دســتیابی ب

هاي ضد باکتریایی در یــک گــزارش تهدیدات مقاومت
 هاي عفونی در ســالملی آلرژي و بیماري توسط موسسه

اهمیــت فــاژ درمــانی بــه  ارائه شد. این نشان دهنده 2014
کتري مقــاوم عنوان یک ابزار مستند براي مبارزه  علیه بــا

می باشد. با این وجــود موفقیــت فــاژ درمــانی وابســته بــه 
ها به عنــوان هاي استفاده از آنتوانایی غلبه بر محدودیت

  ).5(باشدعامل درمانی می
ــه دانشــمند دو 1917 و1915 هايســال در ــاينام ب  ه

Frederick Twort و Félix d'Hérelle هــايآزمایش درضمن 
بردنــد.  پــی فاژهــا ایــن ودوجــ بــه اتفــاقی طــور بــه خــود
 يهستند که فقط باکتر یهائروسی(فاژها) و وفاژهایباکتر

 يتــر از بــاکتربرابر کوچک 50 بایتقر .کنندیرا آلوده م
 ).6(باشــندمــی حاضــر ) و در همه جــانانومتر20- 200( هستند

 )temperate( ) و معتدلlytic( دو، چرخه زندگی لیتیک
و  باشــندیهم متفاوت مــ باشکل عملکرد  را دارند که در

هاي هــا بــه عنــوان گزینــهتوان از آندر حالت لیتیک می
ســاختن ژنــوم و  يبــرا ي لیتیــکفاژهــادرمانی بهره برد. 

ــروتئ ــتکثبلافاصــله درون میزبــان  يســاختار يهــاینپ  ری
ســاخته  دیــجد يهاونیریو زبانیسلول م وندر و ابدییم
 یســلول وارهید با پاره کردن دیجد يشود. سرانجام فاژهایم

) ي(بــاکتر زبــانیگردند و ســبب مــرگ ســلول میآزاد م
اثــر  یعــیفلــور طب يبررو کهنی. فاژها بدون ا)7(گرددیم

طــور کنند و بــهیهدف را آلوده م يبگذارند سلول باکتر
از بــدن حــذف  يکن کردن ســلول بــاکترشهیبا ر یعیطب
 نــدکنیعمل م یفاژها نه تنها اختصاص ترشیب ).8(گردندیم

زمانی که فاژها از  ).9(باشندیهم م سویه یبلکه اختصاص
اند سریعا از سیستم گردش راه درون عروقی تجویز شده

طور غالب در طحال و کبــد ذخیــره خون پاکسازي شده و به

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
8-

03
 ]

 

                             3 / 12

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-17629-en.html


     
  و همکارانی زهرا رجب     

 79      1401، دي  216دوره سی و دوم، شماره                                                                       مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                

 پژوهشـی
 

 هــايدهد کــه پروتئینتر شواهد پیشنهاد میشده است. بیش
ــده ــا گیرن ــا ب ــر باکتریوفاژه ــرس ــی ب ــاي مشخص روي  ه

 ها وي ایمنی واکنش داده و سبب تولید ســایتوکاینهاسلول
 شود و تا زمانی که فاژ پاکسازيپاسخ ایمنی هومورال می

 ).10(شــودنشود پاســخ ایمنــی ســلولی هــم وارد عمــل می
قــدرت نفــوذ خیلــی  دنــتوانیمــفاژها به دلیل اندازه شان 

خوب و موثري را به درون بافــت بیــوفیلم داشــته باشــند، 
نظور رویکرد مقابله با پلاك دنــدان، هــدف بنابراین به م

بر  یاختصاص کیتیل وفاژیاثر باکتر یبررساز این مطالعه 
  بود. S. sanguinisو mutans  S .توسط  لمیوفیب لیتشک

  

  مواد و روش ها
، S. mutansتایید مولکــولی شناسایی اولیه و  ،جداسازي

S. sanguinis  پلاك دنداناز  
پــلاك هاي یفی نمونــهتوصــ -در این مطالعه مقطعی
هاي پوســیده ازپــلاك دنــدان دندان، توسط دندانپزشک

مراجعه کنندگان به درمانگاه دندانپزشکی دانشگاه علــوم 
 PBS:Phosphateپزشکی تهران (امیر آباد) گرفته و در( 

-Buffer Salinآلمان) با شرایط مناسب سرمایی به- ) (مرك 
هاي کلونیبه آزمایشگاه منتقل شدند. به منظور دسترسی 

S. mutans  وS. sanguinis ــیط ــر روي مح ــت ب  کش
 -(کیولــب MSAیــا Mitis-Salivarius Agarاختصاصی

هــاي کانــادا) صــورت گرفــت و پــس از مشــاهده کلونی
مشکوك خالص سازي شدند. به منظور تایید بیــوتیپی از 

هاي تخمیر کربوهیدارت، تست هیــدرولیز آرژنــین تست
آز استفاده گردید. شــرایط ورهو همچنین بررسی آنزیم ا

ــــیون  ــــاي  48-24انکوباس ــــاعت در دم ــــه  37س درج
  .)11(انجام پذیرفت 2CO %5گراد با شرایط سانتی

  
 S. mutans,S. sanguinisهاي شناسایی مولکولی جدایه

  DNAاستخراج  -
ــتخراج  ــه DNAاس ــورت از جدای ــه ص ــه ب هایی ک

ینــگ) فنوتیپی تایید شده بودند بــا روش جوشــاندن (بویل
انجــام پــذیرفت. جهــت   BIOERدر دستگاه ترموبلاك

به دست آمده، از دســتگاه  DNAسنجش غلظت مناسب 
ــانودراپ  ــد Thermoن ــتفاده گردی ــراي ).12(اس ــد  ب تایی

 هاي، پرایمرS. sanguinisو  S. mutansهاي مولکولی جدایه
 S. sanguinisو  S. mutansکه اختصاصی  gtfDو  gtfPژن 

ه معتبر، انتخاب و جهت ساخت بــه شــرکت بودند از مقال
پویاگستر براي ارســال بــه آلمــان فرســتاده شــد. ویژگــی 

آورده شــده  1هاي مورد مطالعه در جدول شــماره پرایمر
  .است

  
  ویژگی پرایمرهاي مورد مطالعه :1جدول شماره 

  

  PCR  رفرنس
Product (bp) Primer Sequence(5 -́3 )́ Target 

Gene 
12  431 F: _GGCACCACAACATTGGGAAGCTCAGTT- 

R:_GGAATGGCCGCTAAGTCAACAGGAT- 
gtfD 

 
2  313  F: - GGATAGTGGCTCAGGGCAGCCAGTT- 

R: -GAACAGTTGCTGGACTTGCTTGTC_ 
gtfP 

  
مـــدل  PeQlabمراحـــل در دســـتگاه ترموســـایکلر 

peQSTAR  انجام پذیرفت و ردیــابی محصــولPCR  بــا
 1وي آگــارز هــا بــا الکتروفــورز بــر رتوجه به انــدازه ژن

ولــت و زمــان  103 ژبا ولتا،  X5/0 TBE  درصد و با بافر
 . در پایــان توســط دســتگاهصورت پذیرفت دقیقه 37حدود 

تهیه شد. جهت بهینه نمودن شرایط ، تصویر ژل ژل داك
PCR انجام پذیرفت.میکرولیتر  20حجم  در  

  
 S. sanguinisusوS.mutans بررسی تشکیل بیوفیلم توسط 

  ز پلاك دندانجدا شده ا
ــار  ــوفیلم از روش ک ــی تشــکیل بی ــور بررس ــه منظ ب

طــور استفاده شــد. بــه  2015جعفري و همکاران در سال 
 ماکرولیتر 200استیرن ابتدا خانه پلی 96خلاصه در پلیت 

که حــاوي کــدورت  درصد 2به همراه سوکروز TSBاز 
ــه 5/1×810نــیم مــک فارلنــد ( ــاکتري مــورد نظــر ب ) از ب

 48ها تلقیح و به مــدت بودند به چاهکصورت جداگانه 
ــاتور  ــاعت در انکوب ــانتی 37س ــه س ــرار داده درج گراد ق

ها براي شدند. در مراحل بعد پس از شست و شوي پلیت
 200بــه میــزان  درصد 96تثبیت بیوفیلم باکتري از اتانول 

آمیــزي از رنــگ کریســتال ماکرولیتر و در مرحله رنــگ
ستیک گلایسیال استفاده و در آخر اسید ا درصد 1ویوله 
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  نــانومتر قرائــت شــد. از  550هــا در و جذب همه چاهک
S. mutants ATCC 35866 عنوان کنتــرل مثبــت و از به

عنــوان بــه TSBرنــگ کریســتال ویولــه و محــیط کشــت 
 توســط بیــوفیلم گیريشکل کنترل منفی استفاده گردید.

(جذب نوري)  اگر: است شده بنديطبقه زیر هايفرمول
OD<ODc ـــوفیلم ـــکیل بی ـــده تش ـــد نش ـــی( باش    ،)منف

ــــوفیلم ODc<OD<2xODc اگــــر    اگــــر ضــــعیف، بی
2xODc<OD<4xODc ـــــوفیلم ـــــر بی ـــــط و اگ    متوس

xODc<OD4 13(قوي خواهد بود بیوفیلم(.  
  

  جداسازي باکتریوفاژ از نمونه فاضلاب
براي جداسازي باکتریوفــاژ، فاضــلاب خــام شــهري 

درجــه  4ر دمــاي تهیه گردید. به مدت یک شــبانه روز د
لیتــر از فاضــلاب میلی 6سپس گراد نگهداري شد. سانتی

 مایع رویی وسانتریفیوژ  g6000دقیقه دردور  10به مدت 
میکرومتــر عبــور داده  22/0از یک فیلتر غشایی با اندازه 

محلول صاف شده  به سازي باکتریوفاژ. به منظور غنیشد
مل شــا(مرك، آلمــان)  BHI یک حجم یکسان از محیط
S. mutans, S. sanguinis فارلنــد با کــدورت نــیم مک

 انکوباســیون درجــه 37. یک شــبانه روز در دمــاي شداضافه 
ــذیرفت.  ــورت پ ــایع در ص ــت م ــدد کش ــانتریفوژ مج س

از یک مایع رویی  ودقیقه انجام  10به مدت   g6000دور
میکرومتــر عبــور داده شــد.  22/0فیلتر غشــایی بــا انــدازه 

 فاژلیتیک در مایع صاف شده از روشبراي تایید حضور 
Double layer میکرولیتــر  100. بدین منظــورشد استفاده

   میکرولیتــر از کشــت بــاکتري 400از مایع صاف شده بــا 
دقیقه در دمــاي  30به مدت  (با کدورت نیم مک فارلند)

ــراددرجــه  37 ــرار داده  ســانتی گ ــد.ق ــه  ســپس ش  5/4ب
 50کــه تــا دمــاي  آگار ذوب شــده BHI محیطلیتر از میلی

در دماي  شد و گرماگذاريگردیده، اضافه  درجه خنک
بــه منظــور ( به مدت یک شبانه روز گرادسانتی درجه 37

نشــانه وجــود باکتریوفــاژ که تشکیل پلاك برروي پلیت 
ایــن مراحــل آنقــدر تکــرار  .شــد) انجــام باشدیلیتیک م

هــاي لیتیــک واضــح و خــوبی در گردید تا بتــوان پلاك

 ســـازي باکتریوفـــاژ بـــا خـــالص .اهده شـــودپلیـــت مشـــ

دســت بافر و تکرار مراحل بالا بــه منظــور بــه SMریختن 
ــاژ صــورت آوردن پلاك هــاي یکدســت و یکســان از ف

  ).14(پذیرفت
  

  تعیین مورفولوژي باکتریوفاژ
باکتریوفاژ جدا شده به لحاظ اندازه و شکل ظاهري 

دانشــکده  TEMبــا اســتفاده از میکروســکوپ الکترونــی 
فنی دانشگاه خواجه نصیرالدین طوسی بررسی شد. بدین 
منظور از گرید مسی پوشیده شده با کــربن اســتفاده شــد. 

روي آن ریختــه و ســپس بــا  یک قطــره نمونــه فــاژ را بــر
آمیــزي شــد و درصــد رنــگ 2استفاده از اورانیل استات 

 .TEM Zeiss-EM10C-100 KVتوسط میکروســکوپ 
  دیده شد.

  
  تصاصیت باکتریوفاژتعیین میزبان و اخ

ــراي ـــتعیی ب ـــ ـــن می  ازریوفاژ ـزبان و اختصاصــیت باکت
ـــ. دـشـــاده ـاستفـــ spot test روش ــــب   ور ـن منظــــراي ای

از پــلاك دنــدان،  S. sanguinis و S. mutansهاي جدایــه
Enterococcus faecalis ATCC29212 ،group A 

Streptococci(Streptococcus pyogen ATCC 12384) ،
group B Streptococci (Streptococcus agalactiae   

  

ATCC 12386) ،25923 Staphylococcus aureus  انتخاب
 BHI یــک شــبانه روز در محــیط باکتريهر گونه  شدند.

 100 داده شد تا در فاز لگاریتمی قرار گرفــت.مایع رشد 
میلی لیتــر  4را با باکتري ها کشت هر کدام  میکرولیتر از

خوب مخلوط کــرده و ســپس بــا آن  درصد BHI 7/0 از
پوشــانده، پــس از ســفت درصد را  5/1آگار  BHI سطح
میکرولیتــر از باکتریوفــاژ  10 و بســته شــدن محــیط شــدن

بــه طــوري کــه ســر ســمپلر بــه  درسطح آگار ریخته شد،
 37و یــک شــبانه روز در سطح آگار تمــاس پیــدا نکــرد 

 وســیلهه. حساسیت به باکتریوفاژ بــشد گرماگذاريدرجه 
  .)15(گردیدهاله شفاف مشخص 
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 پژوهشـی
 

  تشکیل بیوفیلم راثر مهاري فاژ بر رشد و مها
ــار رشــد از دو روش  ــر مه ــاژ ب ــر ف ــراي بررســی اث   ب

  

) و روش انتشــار در Agar Spotگــذاري در آگــار (لکــه
استفاده گردیــد. در هــر دو  )Well Diffiusionچاهک (

روش ابتدا به صورت چمنی از کدورت معادل نیم مــک 
گانــه به صــورت جدا S. sanguinisو  S. mutansد فارلن

 آگار کشت داده شــد و در یــک پلیــت BHIبر روي محیط 
 ماکرولیتر از باکتریوفاژ به صــورت لکــه در مرکــز پلیــت 10

قرار داده شد و در پلیــت دیگــر ابتــدا بــه کمــک انتهــاي 
 مــاکرولیتر 100پیپت پاستور استریل چاهک ایجاد کــرده و 

 S. mutansفارلند ي کدورت نیم مکاز کشت تازه حاو
ســاعت در  24ریخته وســپس بــه مــدت  S. sanguinisو 

انجــام  2CO %5گــراد بــا شــرایط درجــه ســانتی 37دمــاي 
  پذیرفت و قطر هاله عدم رشد به دست آمده بررسی شد.

در محیط  S. mutans,S. sanguinisاز کشت شبانه 
TSB  داردسوکروز، کدورتی معــادل اســتان درصد 2حاوي 

ــپس  5/0 ــد. س ــه ش ــد تهی ــک فارلن ــاکرولیتر از  100م م
مــاکرولیتر از باکتریوفــاژ در  50سوسپانسیون بــاکتري بــا 

ســاعت  24چاهک میکروتیترپلیت ریخته شد و به مدت 
ــاي  ــانتی 37در دم ــه س ــرایط درج ــراد در ش  2CO %5گ

ها سه بار بــا گرماگذاري شد. بعد از گرماگذاري چاهک
 ل شسته شده و ســپس خشــک شــدند.سرم فیزیولوژي استری

 درصــد 1مــاکرولیتر کریســتال ویولــه  200هر چاهک با 
گراد درجه سانتی 37آمیزي گردید و در انکوباتور رنگ

 ODدقیقه گرماگذاري شــد.  15به مدت rpm120با دور 
نانومتر توســط دســتگاه الایــزا ریــدر  550هر چاهک در 

م با توجه کاهش بیوفیلم ه میزان درصد. )15(خوانده شد
هــر آزمــون ســه بــار  ).16(محاســبه گردیــد زیر به فرمول 

  تکرار پذیرفت.

 
  

C =  چاهک کنترل مثبتOD  
B =  کنترل منفیOD  
T = چاهک نمونه مورد آزمون  

  یافته ها
  از پلاك دندان S. sanguinisو  S. mutansنتایج جداسازي 
هاي رنگ کلنی نمونه پلاك دندانی، 150از کشت 

 ايهــاي ســورمهو کلنی S. mutansمشکوك به  پریده آبی
در نظر  S. sanguinisرنگ حاشیه مضرسی مشکوك به 

 ، وS. mutansدرصــد)  33/43جدایــه ( 65گرفته شدند. 
جداسازي شد.  S. sanguinisدرصد)  67/26جدایه ( 40

 هاي اختصاصی براي تاییــد مولکــولینتایج بررسی حضور ژن
  است: 2و 1رح تصویر شماره هاي به دست آمده به شجدایه

  

  
  

  ، bp 431، اندازه باند gtfDنتیجه الکتروفورز ژن  :1تصویر شماره 
L  :Ladder 100 bp ،  

P.C :  کنترل مثبت سویهS. mutans ATCC35668 ،  
N.C  کنترل منفی (آب، پرایمرهاي ژن :gtfD ،Mastermix ،  

  هاي مورد بررسی حاوي ژن موردنظر،: نمونه1،2،3
  

  
  

  ، bp 313، اندازه باند gtfDنتیجه الکتروفورز ژن  :2تصویر شماره 
L  :Ladder 100 bp ،  

P.C  کنترل مثبت سویه :S. mutans ATCC10556 ،  
N.C  کنترل منفی (آب، پرایمرهاي ژن :gtfD ،Mastermix ،  

  هاي مورد بررسی حاوي ژن موردنظر،: نمونه1،2،3،4،5
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 ،S. mutansهاي توســط ســویه نتایج توانایی تشکیل بیوفیلم
S. sanguinis   

  

 S. mutansبه منظور بررسی تشکیل بیوفیلم توســط 
پس از گرماگــذاري، کــدورت معــادل  S. sanguinisو 

 بــه همــراه TSBفارلند باکتري در محــیط استاندارد نیم مک
آمیــزي بــا درصد و شست و شوي و سپس رنــگ 2سوکروز

 نانومتر انجام گرفــت، 550کریستال ویوله و جذب نوري در 
دست آمــده طیــف متفــاوتی از بیــوفیلم هاي بهکه جدایه

ضعیف را به نمایش گذاشتند، ولی در ایــن میــان  اقوي ت
 گذاشتند. تر را به نمایشبیوفیلم قوي ،S. mutansهاي جدایه

S. mutans :10 ) درصــد) بیــوفیلم ضــعیف،  38/15مورد
ــوفیلم متوســط  23/69( مــورد 45 ــورد  10و درصــد) بی م

: S. sanguinisدرصد) بیوفیلم قــوي و در مــورد  38/15(
درصــد)  30مورد ( 12درصد) فاقد بیوفیلم،  5/7مورد ( 3

و  درصد) بیــوفیلم متوســط 50مورد ( 20بیوفیلم ضعیف، 
  درصد) بیوفیلم قوي ایجاد نمودند. 5/12مورد ( 5

  
   وS. mutans نتیجه جداســازي باکتریوفــاژ لیتیــک علیــه 

S. sanguinis  
  

براي جداسازي باکتریوفاژ لیتیــک مشــاهده پــلاك 
لیتیک بایــد صــورت بگیــرد. پــس از جــدا کــردن اولیــه 

ســازي آن یــک پــلاك از باکتریوفاژ، به منظــور خــالص
پلیت اولیه حاوي باکتریوفاژ با یک آنس استریل بریده و 

 اضــافه S. sanguinisو S. mutans  ساعته 24به کشت مایع 
پــلاك  Double-layer agar یــت بــه روششــد و در نها

 بافر پــلاك ایجــاد شــده را از SMگرفته شده و با استفاده از 
  .)3(تصویر شمارهپلیت جداسازي شده و خالص گردید

  
  نتیجه تعیین مورفولوژي باکتریوفاژ

ــــایج حاصــــل از بررســــی  ــــاژ TEMنت ، باکتریوف
  و  S. mutansاختصاصــی جــدا شــده از فاضــلاب علیــه 

S. sanguinis  ـــاژ داراي ســـر ـــان داد. باکتریوف را نش
Icosaheadral(80 nm)  و دم طولی غیر منقــبض شــونده

185 nm) متعلــق بــه خــانواده (Siphoviridae باشــدمی 
  .) 4(تصویر شماره 

  
  

  S. sanguinisپلاك لیتیک فاژ  :3تصویر شماره 
  

  
  

 .)TEMتصویر میگراف میکروســکوپ الکترونــی ( :4تصویر شماره 
  Siphoviridaeولوژي فاژهاي خانواده مورف

  
 نتایج اختصاصیت میزبان باکتریوفاژ لیتیک جدا شده

  به منظور تعیین اختصاصــی بــودن باکتریوفــاژ بــراي 
S. mutans و S. sanguinis  از روشspot test  اســتفاده

 S. sanguinisو  S. mutansســپس تعیــین میزبــان  .شــد
هــاي زیــر از باکتريجدا شده از پلاك دندان با اســتفاده 

بــه  S. mutansنتیجه به عنوان نمونه براي  .انجام پذیرفت
  .)5(تصویر شماره نمایش گذاشته شده است

  
نتایج اثر مهاري باکتریوفاژ لیتیک بر مهــار رشــد و مهــار 

  S. sanguinis وS. mutans تشکیل بیوفیلم 
  نتایج اثردهی باکتریوفــاژ بــر مهــار تشــکیل بیــوفیلم 

S. mutants  وS. sanguinis  با روش رنگ سنجی کریستال
 نــانومتر، OD550اي در خانــه 96ویوله در میکروتیتــر پلیــت 

نشان داده شده است تــا  2همانگونه که در جدول شماره 
درصد توانایی مهار تشکیل بیوفیلم را پس از محاسبه  96

  .)6(تصویر شماره  دهدنشان می) 16(فرمول
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  S. mutans تعیین اختصاصیت میزبان به عنوان نمونه براي :5تصویر شماره 

  

   
 

  از  -در آگــار : لکــه گــذاريCو B: انتشــار در چاهــک، Aتوســط فــاژ لیتیــک بــه روش  S. sanguinisو  S. mutansمهــار رشــد  :6تصویر شــماره 
S. mutansATCC35886 .به عنوان کنترل مثبت استفاده گردید  

  
   و S. mutansبیــوفیلم تشــکیل شــده توســط  OD :2جــدول شــماره 

S. sanguinis  نانومتر 550قبل و بعد از اثر دهی با باکتریوفاژ در  
  

ODیاز اثر ده بعد میانگین  OD نام باکتري  میانگین قبل از اثر دهی  
004/0 49/0 S. mutans 
003/0 30/0 S. sanguinis 

  
  بحث

Streptococcus viridans شامل گــروه بزرگــی از ،
هاي آلفا همولیتیک همزیست ساکن دهان استرپتوکوك

ــد. ــیدگی دارن ــاد پوس ــی در ایج ــش مهم ــه نق ــت ک   اس
S. mutans هوازي اختیــاري، ، کوکسی گرم مثبت و بی

تــرین عوامــل میکروبیــوم حفــره دهــانی انســان و از مهــم
ســوکروز را تخمیــر  S. mutansپوسیدگی دندان اســت. 

کند و با تولید اسید لاکتیک باعــث ایجــاد صــدمه بــه می
چنین از سوکروز براي ســاخت شود. هممیناي دندان می

 عنــوان به S. mutans .)17(کندپلاك دندانی استفاده می
 پوسیدگی ایجادکننده عوامل تریناصلی و ترینازمهم یکی

 اکولــوژیکی جایگــاه دنــدان سطح. شودمی محسوب دندان

 پلاك 150از . است S. mutans استقرار براي مناسبی بسیار
 40و S. mutansدرصــد)  33/43( جدایــه 65 مورد بررســی

بررسی  .شد جداسازي S. sanguinis) درصد 67/26( جدایه
 Abdulrahman توســط 2017در سال  S. mutansحضور 

از و همکارانش در هند روي پلاك دندان نشان داد کــه 
تــا  33نمونه پلاك مورد بررسی در افراد گروه ســنی  65
بودنــد  S. mutans) درصــد 55/ 38( هیجدا 36 سال، 45

) درصــد 44/94( هیجدا34با  S. mutansاز  Ιکه بیوتیپ 
 حضوربین شاخص پوسیدگی و  ترین فراوانی را داشت وبیش

S. mutans 05/0داري (ارتباط معنیP<( نشان داده شد)18.( 
ــال در  ــراق،  2018س ــان Aljarahدر ع  120از  و همکارانش

 51( مــورد S. mutans 62نمونه مختلف سواب از دهان، 
ترین فراوانی در مقایسه بــا ســایر اعضــاي ) با بیشدرصد

مطالعــات انجــام  ).19(جداسازي گردیــد mutansخانوده 
 و همکارانش Vildosa در شیلی توسط 2013شده درسال 

 18-50پوسیدگی دندان با دامنه ســنی بیمار مستعد  40بر 
ــه  ــان داد ک ــورد 35ســال نش ــر روي  5/87(  م ــد) ب درص

Enterococcus faecalis ATCC 29212 

Streptococcus penumoniae ATCC  6303 
 

Streptococcus agalactiae ATCC 12386 

Staphylococcus aureus ATCC 25923  S.mutans 

S. mutansATCC35886 
S.mutans S.mutans 

S.sanguinis 

S.sanguinis 
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مثبت  S. mutansهاي ترکیبی ارزیابی شده، براي محیط
  ).20(شدند

 S.salivariusو  S.mutans ،S. sanguinisدربررسی شیوع 
نفــر از افــرادي کــه داراي دنــدان مصــنوعی  20از دهــان 

، 1996و همکاران در سال  Carlssonکامل بودند توسط 
 )درصــد 70( مورد S. sanguinis ،14) درصد 85( مورد 17

S. mutans ازي و ــجداسS. salivarius دان ــاز هیچ دن
 هايمصنوعی جداسازي نگردید.که تفاوت فراوانی باکتري

توانــد عــلاوه بــر به دست آمده در مقایسه با مطالعه ما می
نــدان مصــنوعی و دنــدان جمعیت مورد مطالعه، تفاوت د

پوسیده کــه بــه محــیط مناســب بــه عنــوان زیســتگاه ایــن 
 هــاي غــذاییچنین به تفاوت رژیمها و هماسترپتوکوکوسی

و فرهنگ غــذایی و همچنــین بــه شــرایط اقتصــادي هــم 
ها نتــایج توان اشاره نمود ولی فارغ از اختلاف درصدمی

 هايگونهبه عنوان  S. mutans  ،S. sanguinisدهنده نشان
غالب جداسازي شده از پلاك دندان هســتند و بــه نقــش 

  ).21(توان اشاره نمودها در ایجاد پوسیدگی میمهم این
یی تشکیل سنجش توانا یبررس يبرا مطالعه، نیا در
 يهــاجداشده از نمونــه S. sanguinisو  S. mutans بیوفیلم

 96 تیــپل تــریکروتی، از ملمیوفیــب جادیدر ا یپلاك دندان
درصــد و شســت و  2 بــه همــراه ســوکروز TSBخانــه بــا 

و جــذب  یولــهو یســتالبــا کر یزيآمو سپس رنگ يشو
از آن  یحــاک جی. نتــااســتفاده شــدنــانومتر  550در  ينور

 متفــاوتی توانســتند طیــف آمده دستبه هايجدایهاست که 
 در ولــی بگذارنــد نمــایش به را ضعیف تا قوي بیوفیلم از

را در  ترقــوي بیــوفیلم ،S. mutans هــايجدایه میان این
 مطالعــه دربه نمــایش گذاشــت.  S. sanguinisمقایسه با 

Nobbs اســتفاده و ویولــه کریستال سنجش با ،2009 سال در 
بــه  S. Mutans بیــوفیلم توده زیست پلیت، میکروتیتر از

 بیــوفیلم تشــکیل. یافت افزایش ساعت 48 تا 0 از تدریج
  ).22(کرد مشاهده ساعت 24 در توانمیرا  S. mutans اولیه

 S. mutansو  S.salivariusدر  ررسی ایجاد بیوفیلمب
خانــه نشــان داد  96و همکاران در پلیــت  Tamuraتوسط 

تــري در از قدرت تشــکیل بیــوفیلم بــیش S. mutansکه 

علاوه بر ایــن، برخوردار است و  S.salivariusمقایسه با 
 شدت از تشکیل به  S. salivariusهاي ترکیبی، در کشت

 جلوگیري کرد که در نظر گرفته شده S. mutansبیوفیلم 
 )CSP ) Competence-Stimulation Peptide است که تنظــیم

 توسط CSP سازيو غیر فعال S. mutans در glrA توسط
S. salivarius  عملکردهاي مهمی براي ارتباط سلول بــه

 دهــانی هايهاي بیــوفیلم و اســترپتوکوكسلول بین باکتري
 5در بررسی توانایی تشــکیل بیــوفیلم توســط  ).23(هستند

و همکــارانش  Pita استرپتوکوکوس شایع دهانی توســط
به روش میکروتیترپلیــت و رنــگ ســنجی  2015 در سال

تــرین بــیش S. mutansکریستال ویوله نشان داده شد که 
 ،S.cricentusتوانایی تشکیل بیــوفیلم را داشــت. ســپس 

S.sorbinus ،S. sanguinis و S.salivarius رتیب ـــتبه
   ).24(اندترین توانایی تشکیل بیوفیلم بودهداراي بیش
 خــارج و ایــران در مشابه مطالعات و ما مطالعه نتایج

 مــوارد بــیش تــر در S. mutans که داردمی بیان ایران از
اســترپتوکوکوس  ســایر. دارد را بیــوفیلم تشکیل توانایی

ده هم توانایی تشکیل بیوفیلم نسبتا جدا شهاي ویریدانس
اند که نقش مهمی در خوبی را از خود به نمایش گذاشته

شکل گیري چندین بــاکتري و  افــزایش نفــوذ ناپــذیري 
چنــین داراي نقــش مــوثر در هاي بیوفیلم دارد و هــملایه

 بیــوفیلم دهنــده تشــکیل هايســلول زاییبیماري افزایش
 تحمل با تواندمی تونیپلانک کشت با مقایسه در همچنین

  .باشد همراه کم pH به نسبت بالاتر
رویکردي که در این مطالعه به منظور مهار تشــکیل 
بیوفیلم استفاده شد، اســتفاده از باکتریوفــاژ لیتیــک علیــه 

 طوربود. همان S. sanguinisو  S.mutansهاي بومی جدایه
ــدانیم ب ــه کــه می ــب ب ــدادي قری ــا تع ــا ب  3210اکتریوفاژه

رونــد و شــمار مــیکره زمین بــهزیستی  ترین گونهوانفرا
 .)25(نمایندها ایفا مینقشی حیاتی در تنظیم جمعیت باکتري

جایگزین بــراي پیشــگیري و کنتــرل  کارهاياز میان راه
 هاي باکتریایی، یکی از پرطرفدارترین پیشنهاداتعفونت

ــن  ــداران ای ــت. طرف ــانی اس ــاژ درم ــدد از ف ــتفاده مج اس
یاي قابل توجهی بــراي ایــن روش نســبت بــه رویکرد مزا

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
8-

03
 ]

 

                             9 / 12

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-17629-en.html


     
  و همکارانی زهرا رجب     

 85      1401، دي  216دوره سی و دوم، شماره                                                                       مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                

 پژوهشـی
 

تــوان بــه ها قائل هستند که از آن جملــه مــیبیوتیکآنتی
 ها و سمیت کماختصاصیت میزبان، تکثیر، تخریب بیوفیلم

 در زمینه مطالعات مختلفی تاکنون براي انسان اشاره نمود.
فاژ درمانی صورت گرفته است ولی مطالعات انجام شــده 

بسیار  S. mutans ،S. sanguinisیتیک روي باکتریوفاژ ل
وجود  S. mutansباشد و فقط مطالعاتی براي فاژ کم می

دارد. در ایــن مطالعــه مــا بــه جداســازي و تعیــین هویــت 
 پرداختیم. S. mutans ،S. sanguinis باکتریوفاژ لیتیک علیه

ـــا  ـــده ب ـــاي جداش ـــت باکتریوفاژه ـــین هوی ـــایج تعی نت
داد کــه باکتریوفــاژ  نشان TEMمیکروسکوپ الکترونی 

متعلق  S. mutans ،S. sanguinisهاي لیتیک علیه جدایه
ــانواده  ــه خ ــایی  Siphoviridaeب ــه اثــر نه ــد. نتیج بودن

باکتریوفاژ لیتیک جداشده در مطالعه ما بر مهــار تشــکیل 
 96بیــوفیلم بــه روش میکروتیتــر پلیــت نشــان داد کــه تــا 

ــد ــ درص ــوفیلم توس ــکیل بی ــت از تش ــه ممانع ــادر ب ط ق
  بودند. S. sanguinisو  S. mutansهاي جدایه

ــال  ــتی در س ــزر و  )15( 2015بهش ــاي خ از آب دری
Dalmasso  از بــزاق، بــه عنــوان منبــع  )26( 2015در سال
 S. mutans و S.salivarious آوري فاژهــايبراي جمــع

انــد، امــا در مطالعــه حاضــر فاضــلاب خــام استفاده کرده
. باکتریوفاژ انتخــاب شــدشهري به عنوان منبع جداسازي 

Delisle & Rostkowski  فاژهــاي خاصــی را از بــزاق ،
 داشت S. mutans انسان جدا کردند که اثرات لیتیک روي

 Dalmasso .)27(بــود Siphoviridae و متعلق به خــانواده
نمونه بزاق ، توانست فقــط یــک فــاژ را  85از غربالگري 

ــر ــدا S. mutans در براب ــد ج ــال) 26(کن ، 2003 و در س
Bachrach )28( ــال  و ــتند  )Hitch )29 ،2004در س نتوانس

 دهانی استرپتوکوکوس ویریدانس هیچ فاژي را در برابر
 2019و همکارانش در ســال  Ahmed بزاق جدا کنند. از

هاي دندان پرداختند و از پلاك S. mutansبه جداسازي 
متعاقب آن به دنبال جداسازي باکتریوفاژ لیتیک علیه آن 

ر پلاك دندان پرداختند که موفــق بــه جداســازي هــیچ د
که مطالعات از بــزاق و علت این ).30(باکتریوفاژي نشدند

یا پــلاك دنــدان موفــق بــه جداســازي فــاژ نشــده بودنــد 

احتمالاً به دلیل دشواري جداسازي فاژهــا از نمونــه هــاي 
خــانواده  حفره دهان و ایجاد کمبود اطلاعات در فاژهاي

بنــابراین داشــتن یــک  است. ویریدانساسترپتوکوکوس 
منبع مناســب بــراي جداســازي باکتریوفاژهــا بســیار مهــم 
ــه  ــق ب ــا موف ــه م ــد مطالع ــه همانن ــاتی ک ــت. در مطالع اس

شــدند نشــان داده  Siphoviridaeجداسازي فــاژ لیتیــک 
جزو فاژهاي  Siphoviridae هاي خانوادهشود که فاژمی

که طبیعتا بــه باشندمی استرپتوکوکوس ویریدانسلیتیک 
هــا از ها در طبیعت، جداســازي آنخاطر فراوان بودن آن

تواند مــوثرتر از جداســازي بــزاق و یــا منابع فاضلابی می
پلاك دندان باشد. مطالعه ما در مقایسه با مطالعــات ذکــر 

 تري بــرايمناسب فاضلاب خام شهري منبعشده نشان دادکه 
 ه فقط یــکجداسازي فاژ است و برخلاف سایر مطالعات ک

 جداسازي شده بود درمطالعه حاضــر Siphoviridaeنوع فاژ 
ایم، موفق به جداسازي دو خــانواده متفــاوت فــاژي شــده

که نشان از مناسب بودن منابع آبی و فاضلاب کشــورمان 
ــد  ــاي جدی   ، S. mutans لیتیــکجهــت جداســازي فاژه

S. sanguinis و S. salivarius  ،گونه که بهشتیهماناست 
ــراي ) 15(2015ال در ســ ــاژي ب ــد ف ــز دو خــانواده جدی  نی

S. salivarius کــه متعلــق بــه خــانواده Streptococcus 

viridans .است، را از آب دریاي خزر جدا سازي نمود  
موفقیت درمان با باکتریوفاژها به طور اولیه وابسته به 

تــرین تجویزفــاژ باشــد. موفــقها میتکنولوژي تجویز آن
ــر روي منطقــه مســیر تجــویز مســتقی م سوسپانســیون آن ب

ــت می ــهعفون ــوز ب ــا هن ــوژي فاژه ــد و ایمونول ــور باش ط
اي شناسایی نشده است. یکی از مشکلات جدي گسترده

در ایمن بودن فاژدرمانی پدیده فاژ معتدل است کــه ایــن 
فاژها فقط قادر به قرار گرفتن در ژنوم بــاکتري هســتند و 

و بــاکتري را این ممکن است سبب تغییــر بــاکتري شــود 
تر مقاوم نماید، بنابراین مهم است که براي درمان از بیش

دهــد کــه فاژ معتدل استفاده نشــود. شــواهد پیشــنهاد مــی
 کنــد. بــاکن میطور موثر بیوفیلم را ریشهباکتریوفاژها به

 العاده فاژ و کاربردهــاي مهــم درتوجه به خصوصیات خارق
  مقاومــت  صنعت و پزشکی در کنار گسترش روز افــزون
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 الخصــوصآنتی بیوتیکی، رویکرد جدید استفاده از فاژ علی

ــان بیماري ــد در درم ــوفیلم مانن ــاد بی ــی از ایج ــاي ناش ه
هاي هاي ایجاد شده سوندهاي دندانی و یا عفونتپلاك

تواند مورد استفاده قرار بگیــرد، زیــرا کــه ادراي و.... می
 قــدرت نفــوذ خیلــی خــوب و مــوثري را بــه درون بافــت

  تواند داشته باشد.بیوفیلم می
  

  سپاسگزاري
ــوب دانشــکده  ــژوهش حاصــل طــرح مص ــن پ ای
پیراپزشکی دانشگاه علوم پزشکی تهران بــا کــد اخــلاق: 

IR-TUMS.SPH.REC.1398.208 باشــد. بدینوســیله می
مجریـــان طـــرح از معاونـــت محتـــرم پژوهشـــی دانشـــکده 

 و معاونت محترم تحقیقات و فناوري دانشگاه پیراپزشکی
  علوم پزشکی تهران کمال تشکر و قدردانی را دارند.
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