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 چکیده
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Introduction: Nanosilver particles have the potential to serve as bactericidal agent because of the antimicrobial influences 

of silver ion. This in vitro study aimed to evaluate the antimicrobial and antibiofilm properties of nanosilver against two dental 

plaque microorganisms, namely Streptococcus mutans (Sm) and Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa). 

Materials and Methods: Initially, growth inhibition zone test was performed in brain heart infusion agar medium using 

Cup-plate method. Subsequently, microdilution method was utilized to determine the Minimal Inhibitory Concentrations (MIC) 

and Minimal Bactericidal Concentrations (MBC). Furthermore, the kinetics of bacterial death was assessed by the Time-Kill 

Test in different time points (i.e., 30, 60, and 120 sec, as well as 5 min). In addition, the effect of these microorganisms was 

investigated on the formation of the bacterial biofilms using the tissue Culture Plate Method (TCP).  

Results: The results of the t-test indicated that chlorhexidine (120 μg/ml) and nanosilver (200 μg/ml) had the same 

antimicrobial effect on S m, whereas chlorhexidine was more effective against Aa (P<0.0001). The MIC and MBC of silver 

nanoparticles were 3.90 and 3.90 μg/ml for Sm and 6.5 and 13.01 μg/ml for Aa. The kinetics of bacterial death evaluation 

demonstrated that in both tested bacteria, the antimicrobial agents were able to reduce microorganism populations regarding 6 

algorithmic cycles significantly after 30 sec of the contact with the antibacterial agent. The t-test statistical analysis showed no 

significant difference between nanosilver and chlorhexidine groups regarding the biofilm decreasing percentage for Sm and 

Aa (P>0.05). 

Conclusion: Nanosilver had rapid and significant antibacterial effects against dental plaque microorganisms. It is also very 

effective in inhibiting biofilm formation in two bacterial species in in vitro condition. 

Keywords: Biofilm Formation, Kinetics of Death, Minimal Bactericidal Concentration, Minimal Inhibitory Concentration, 

Mouth Rinse, Nanosilver  
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سپس حداقل غلظت ممانعت  انجام شد. Cup plate با روش Brain heart infusion agarابتدا تست هاله عدم رشد در محیط  مواد و روش ها:

کینتیک مرگ باکتری با استفاده  با استفاده از روش میکرودیلوشن تعیین شد. (MBC) و حداقل غلظت کشنده ی باکتری (MIC) کننده از رشد

این دو ماده در ممانعت از تشکیل بیوفیلم دو  اثرهم چنین یین شد. دقیقه تع 5ثانیه و  120، 60، 30 در زمان های مختلف  Time-Kill Testاز

مستقل و  tتجزیه و تحلیل داده ها با آزمون های  مورد بررسی قرار گرفت. Tissue Culture Plate (TCP)سویه باکتریایی با استفاده از روش 

 ویتنی انجام شد.-من

کلرهگزیدین هر  μg/ml 120 نانوسیلور و μg/ml 200که در غلظت  دادنشان  t مقایسه عملکرد ضد میکروبی دو ماده براساس آزمون ها:یافته

ه است کلرهگزیدین موثرتر بود، موتانس دارند و در مورد اگریگاتیباکتراکتینومیست کومیتنس توکوکوسدو ماده اثر مشابهی روی استرپ

)0001/0(P<. MIC  وMBC به ترتیب  ذرات نانونقره برای استرپتوکوکوس موتانسµg/ml 9/3  و برای اگریگاتیباکتراکتینومیست  9/3و

عامل ضد میکروبی قادر به کاهش ، مورد مطالعه باکتری ارزیابی کینتیک مرگ نشان داد که در هر دو .بدست آمد 01/13و  µg/ml 5/6 کومیتنس

بررسی های آماری نشان  د.بوثانیه تماس با عامل ضدمیکروبی  30سیکل لگاریتمی بعد از  6سریع جمعیت میکروارگانیسم های زنده به میزان 

ا نانوسیلور نسبت به بو اگریگاتیباکتراکتینومیست کومیتنس در گروه مواجهه  برای باکتری استرپتوکوکوس موتانس کاهش بیوفیلم داد درصد

 . <P)05/0( کلرهگزیدین تفاوت معنی داری نداشت

نتایج مطالعه ما نشان داد که نانونقره اثرات آنتی باکتریال معناداری با شروع اثر سریع بر میکروارگانیسم های پلاک دندانی دارد.  گیری: نتیجه

 باعث کاهش تشکیل بیوفیلم هر دو گونه باکتری مورد مطالعه در شرایط آزمایشگاهی می شود. ، هم چنین

 یوفیلمتشکیل ب، کینتیک مرگ، کشندگی باکتریحداقل غلظت ، رشد حداقل غلظت ممانعت کننده از، دهانشویه، نانونقره :کلمات کلیدی
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 مقدمه
در زمینه های مختلف دندانپزشکی نقش پلاک تحقیقات 

دندانی را به عنوان فاکتور اصلی تکامل و تداوم بیماری 

پریودنتال نشان داده است. اطلاعات اپیدمیولوژیک نشان 

داده است که ارتباط نزدیکی بین تخریب پریودنتال و پلاک 

پلاک دندانی به گونه ای طبیعی بر  (1).دندانی وجود دارد

ن ها تشکیل می شود و برداشت موثر آن به روش سطح دندا

مکانیکی امری ضروری جهت نگهداری سلامت پریودنتال 

کاربردی ترین و ، است. مسواک زدن به همراه خمیر دندان

روش برای مهار پلاک فوق لثه ای در بیشتر  مفیدترین

 (2).بیماران است

 تحقیقات مختلف نشان داده است که هیچ کدام از 

مختلف مسواک زدن منجر به برداشت کامل روش های 

برداشتن پلاک روش مکانیکی  (3).پلاک میکروبی نمی شوند

صددرصد موثر نیست و نیز برخی بیماران در پذیرفتن و 

همچنین در بیمارانی که جراحی ، پایبندی به آن مشکل دارند

امکان استفاده از روش مکانیکی تا مدتی بعد از ، شده اند

بنابراین به کار گرفتن عوامل  ؛(4و5)نیستجراحی فراهم 

 منطقی به نظر ، جانبی ایمن و موثر در مهار پلاک

به  پلاکشیمیایی کنترل استفاده از روشهای  (4و6).می رسد

منظور برداشتن رسوبات میکروبی از سطوح دهانی یا 

جلوگیری از تشکیل آن و یا تسهیل برداشته شدن آن توسط 

مواد شیمیایی به روش های . شدروش های مکانیکی می با

 ، ژل ها، خمیردندان ها، مختلفی مانند دهانشویه ها

 شستشودهنده ها و قرص های مکیدنی تجویز ، اسپری ها

می شوند مصرف دهانشویه متداول ترین روش کنترل پلاک 

خاصیت ضد پلاک دهانشویه ها از  (7).شیمیایی می باشد

ردن جدا ک، باکتریواستاتیک، طریق اثر باکتریوسیدال

میکروارگانیسم ها از سطوح دندانی یا سست کردن اتصال 

آن ها به این سطوح و یا پایین آوردن کشش سطحی دندان 

 (8).انجام می شود

کلرهگزیدین به عنوان ، از میان دهانشویه های مختلف

 استاندارد طلایی دهانشویه های ضد پلاک شناخته 

یک ضدعفونی کننده ی وسیع این محلول  (9).می شود



 
 

 چ

 116                                                                                                                    2/ شماره  44/ دوره  1399مجله دانشكده دندانپزشكي مشهد / سال 

رم گالطیف است که در مقابل باکتری های گرم مثبت و 

ی برخ نیز مخمرها و، قارچ ها، بی هوازیباکتری های ، منفی

ولی استفاده ی ، فعال است HIV ،HBVویروس ها نظیر 

علت عوارضی مانند افزایش تشکیل ه طولانی مدت از آن ب

غییر تنیز  رستوریشن ها وایجاد تغییر رنگ دندان ها و ، جرم

 (10)حس چشایی محدود شده است.

 میکروبی ضد مواد ترین قدیمی آن مشتقات و نقره

 حاوی مشتقات (11).ندوش می استفاده پزشکی در که هستند

 رب رسوب سبب به دهانشویه عنوان به کاربرد جهت نقره

 هب چنین هم، نیستند مناسب زیبایی لحاظ به، دندان روی

 یمیکروب ضد خواص، رسوب این و کنند می رسوب تدریج

 در نقره های پارتیکل نانو ولی. دهد می کاهش را نقره

  اه آن میکروبی ضد خصوصیات و هستند پایدار محلول

 اثر متعدد مطالعات (12).بماند باقی ها سال برای تواند می

 هانید های باکتری علیه بر را نقره نانوذرات میکروبی ضد

 (13-21).اندنشان داده 

باکتری شاخص دهانی  (S.m)استرپتوکوکوس موتانس 

نقش مهمی دارد. این گونه است که در تشکیل پلاک دندانی 

، فیدرات های مختلاز طریق متابولیزه کردن کربوه باکتری

 مطالعات متعدد نشان  (22).محیط اسیدی ایجاد می کند

 ومیتنسکداده اند که باکتری اگریگاتیباکتر اکتینومیست 

(A.a) ارتباط تنگاتنگی با ایجاد پریودنتیت دارد. این باکتری 

با تولید عوامل سرکوب کننده یا متوقف کننده کموتاکسی 

سیستم ایمنی را تحت تاثیر قرار می دهد. ، نوتروفیل ها

با تحریک آزادسازی طیف وسیعی  Aaپروتئین های سطحی 

 تحلیل و تخریبمحرک بالقوه ای برای ، از سایتوکاین ها

که پوسیدگی های دندانی نجایی از آ (23و24).استخوان هستند

و پریودنتیت در نتیجه تشکیل بیوفیلم میکروارگانیسم های 

 مهم سلامت دهان و دندان به شمار  تدهانی از معضلا

می رود و همانطور که گفته شد کلرهگزیدین دارای 

 هدف از مطالعه حاضر، عوارض جانبی متعددی است

 حاوی ذرات نانونقره بررسی فعالیت ضد میکروبی محلول

 د. دو باکتری ذکر شده بو ن با کلرهگزیدین علیهآو مقایسه 

 روشها مواد و

 کاربردی بود که-این پژوهش تجربی و از نوع بنیادی

تهران  در آزمایشگاه میکروب شناسی دانشگاه علوم پزشکی

 انجام شد.

نانو نقره مورد استفاده در این مطالعه از شرکت نانو 

و به صورت محلول  (Nano Nasb Pars)نصب پارس 

 10-40و سایز ذرات ppm 4000 آبی با غلظت کلوئیدال

nm  فاده با است، برای انجام تست هابود.  (نانومتر 18)متوسط

 درصد 2/0یا  ppm 2000 ب مقطر استریل محلولآاز 

نانونقره و سایر رقتهای مورد نیاز از آن تهیه شد. محلول 

کلرهگزیدین مورد استفاده در این مطالعه از شرکت 

 ,Hexodine 0/12% mouthwash)داروسازی دنیای بهداشت 

Donyaye Behdasht Co. Tehran, Iran)  تهیه و دارای

درصد بود و رقتهای مورد نیاز از آن با افزودن  12/0 غلظت

 طر استریل به آن تهیه گردید. آب مق

باکتری های مورد بررسی در این مطالعه عبارت بودند 

 و (ATCC 35608)استرپتوکوکوس موتانس  از

.Aggregatibacter Actinomycetem Comitans  

ATCC43718))  اه میکروبیولوژی دانشکده گزمایشآاز که

 برای فعال کردن فراهم شد.  پزشکی دانشگاه تهران

 Brain Heartباکتری ها پس از تلقیح در محیط کشت

Infusion Agar (BHIA, Merck, Germany) ،24  ساعت

درجه سانتی گراد انجام شد. برای  37انکوباسیون در دمای 

ساعته استفاده  24تهیه ی سوسپانسیون میکروبی از کشت 

 .گردید

ارزیابی اثر ضد باکتریایی نانونقره و کلرهگزیدین با 

چهار ساعته  از کشت بیست و Cup- plateده از روش استفا
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دورت ک باکتری با-سوسپانسیون سالین، میکروارگانیزمها

نانومتر با  625معادل نیم مک فارلند با تنظیم جذب در 

پس از آماده گردید.  CFU/ml 10×81.5شمارش میکروبی 

 ،سوسپانسیون میکروبی برای هر نوع باکتری آماده سازی

 Brain Heart میکروارگانیسمها در سطح محیط کشت

Infusion Agar (BHIA)  با استفاده از سواب و به شکل

  6سپس چاهک هایی با قطر  .کشت داده شدند چمنی

میکرولیتر از  100 میلی متر در درون محیط کشت ایجاد و

 و Mg/ml 120، 12، 2/1 کلرهگزیدین با غلظتهای محلول

به  2/0و  2 ،20 ،200 نانونقره با غلظتهاییا محلول  و 12/0

تمام پلیت ها در انکوباتور . درون هر چاهک منتقل شدند

ساعت  24 درجه ی سانتی گراد به مدت 37در دمای 

 بارسه  برای هر باکتری مراحل بیان شده .نگهداری شدند

از آن قطر هاله مهار رشد به میلی متر ثبت  بعد .گردیدتکرار 

 .میانگین گزارش شدبصورت  و

به صورت حداقل  (MIC) حداقل غلظت مهار کنندگی

غلظتی از محلول نانونقره که از رشد قابل مشاهده ی باکتری 

 MICتعریف می شود. به منظور تعیین ، جلوگیری می کند

نانونقره از روش  دهانشویه ی کلرهگزیدین و محلول

Microdilution بر اساس استاندارد CLSI (Clinical and 

Laboratory Standards Institute ،بدین  (25).استفاده شد

 Brain Heart Infusion محیط و خانه 96منظور از پلیتهای 

Broth Medium (BHIBM) (Merck, Germany)   استفاده

میکرولیتر از محیط کشت  100 گردید. در هر چاهک نهایتا

 کلرهگزیدین وبعلاوه میکروارگانیزم و غلظت متناسب از 

یا نانو نقره اضافه گردید. چاهک حاوی محلول 

نانونقره/کلرهگزیدین و محیط کشت به عنوان کنترل منفی 

)بدون میکروارگانیسم( و چاهک حاوی محیط کشت و 

حلول م به عنوان کنترل مثبت )بدون سوسپانسون میکروبی

 ها در میکرو پلیت نانونقره/کلرهگزیدین( در نظر گرفته شد.

ساعت گرمخانه گذاری  24درجه ی سانتی گراد به مدت  37

  .بار تکرار شد 3شدند. این تست برای هر میکروارگانیسم 

عبارت است از  (MBC) حداقل غلظت باکتری کشی

 99کمترین غلظت یک ماده ی ضدمیکروبی که قادر است 

درصد از یک میکروارگانیسم خاص را از بین ببرد. برای 

غلظت باکتری کشی دهانشویه ی نانونقره محاسبه ی حداقل 

 MICمیکرولیتر از چاهکی که به عنوان  20، و کلرهگزیدین

انتخاب شده است و از تمامی چاهکهای ماقبل آن که فاقد 

به پلیت های حاوی  برداشته و، رشد قابل مشاهده بودند

BHIA  مورد انکوباسیون به شکل اسپات منتقل گردید. سپس

درجه  37ساعت در انکوباتور  24 بعد از نگهداری به مدت

وجود رشد میکروارگانیسم ها بررسی ، ی سانتی گراد

کمترین غلظتی از ماده ی ضدمیکروبی که در آن  .گردید

ل به عنوان حداق، رشد و تشکیل کلنی از آن مشاهده نگردید

 هر تست (25).ی باکتری در نظر گرفته می شود غلظت کشنده

 بار تکرار شد.سه 

به منظور بررسی کینتیک مرگ باکتریهای مورد بررسی 

در برابر محلول نانونقره و کلرهگزیدین در زمانهای مختلف 

محلول خنثی کننده از ، دقیقه 10ثانیه تا  30مجاورت از 

ثر ا کازئین پپتون لسیتین پلی سوربات استفاده شد تا

 نظر خنثی نماید. میکروب کشی این مواد را در زمان مورد

گرم از پودر  25، لیتر از این ماده 1برای آماده سازی 

لیتر آب  96/0 در کازئین پپتون لسیتین پلی سوربات حاوی

میلی لیتر از پلی سوربات به خوبی  40مقطر حل شد و با 

 درجه  121دقیقه در دمای  15سپس ، مخلوط گردید

 انتی گراد اتوکلاو شد.س

برای بررسی اثر خنثی کنندگی برای هر سوش باکتریایی 

به محلول نانو نقره ویا کلر  از باکتری CFU 100کمتر از 

افه اض، هگزیدین حاوی خنثی کننده )به نسبت یک به ده(

سپس نمونه گیری در زمانهای تعیین شده از لوله ها ، شد
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ت مستقیم و رقیق شده به نسبپلیت ریزی به صورت  و انجام

 Brain Heart Infusion به صورت دوبلیکیت با 10به  1

Agar (BHIA)  24درجه سانتی گراد برای  37در دمای 

 به عنوان سپس شمارش انجام شد. ساعت صورت گرفت و

یا  و کنترل از محلول نرمال سالین بجای نانو نقره

، کنندگی خنثی معیار تعیین اثر .کلرهگزیدین استفاده گردید

 های نمونه و کنترل عدم تفاوت در شمارش کلونی در پلیت

اثر  پس از تایید در مجاورت خنثی کننده در نظر گرفته شد.

روند بررسی اثر کشندگی در زمان یا ، محلول خنثی کننده

Time-Kill Test :به صورت زیر انجام پذیرفت 

از هر یک از میکرو ارگانیزمهای مورد بررسی 

 تهیه شد. CFU/ml 710 شمارشسوسپانسیون میکروبی با 

یا  و سپس سوسپانسیون میکروبی با محلول نانونقره

کلرهگزیدین مخلوط شد. یک میلی لیتر از این مخلوط در 

دقیقه برداشته و  10و 5، 2، 1 ثانیه و 30زمان های مشخص 

 ، تینلسی، پپتین-)کازئین خنثی کنندهمیلی لیتر  9به 

. از این لوله یک میلی لیتر گردیدپلی سوربات( اضافه 

 24برای  شد و کشت داده BHIAدر محیط شده برداشته 

درجه سانتی گراد گذاشته شد. بعد  37ساعت در انکوباتور 

میکروارگانیسم ها در هر پلیت شمارش گردیده  از این زمان

ها تعیین گردید. از نرمال سالین  مسانیو روند مرگ میکروارگ

بجای محلول حاوی آنتی باکتریال بعنوان کنترل استفاده 

 گردید.

بررسی اثر دهانشویه ی نانونقره در تولید بیوفیلم  جهت

 مقدار، Tissue culture plate method (TCP) با استفاده از

µl190  از هر یک از محیط کشتهای تهیه شده به شرح ذیل

از  ) SPL ،South Korea ) چاهکی 96چاهک های پلیت در 

در چـاهـک اول محیط . جنس پلی استایرن ریخته شد

ـه ریخت، کشت بـدون دهانشویه که همان شاهد مثبت است

 در چـاهـک دوم از محـیط کشــت حاوی غلظت شد.

MIC 5/0 نصف( تظغل MIC ).در  دهان شویه ریخته شد

 )برابر MIC 1چاهک سوم از محیط کشت حاوی غلظت 

در چاهک چهارم از و  دهان شویه ریخته شد (MICغلظت 

( MIC غلضت برابر 2) MIC 2محیط کشت حاوی غلظت 

 .دهان شویه ریخته شد

در چاهک پنجم از محیط کشت بدون دهانشویه و بدون 

د. این ریخته ش، سوسپانسیون باکتری که شاهد منفی است

انجام  مراحل برای هر دو محلول نانونقره و کلرهگزیدین

  گردید.

از سوسپانسیون تازه باکتری با غلظت  µl10سپس مقدار 

به چاهک های یک تا چهارم اضافه و  (26)مک فارلند 5/0

آب مقطر ، در چاهک پنجم بجای سوسپانسیون باکتری

 37 یساعت در دما 24سپس به مدت  استریل اضافه شد.

 24د. بعد از گردیدرجه ی سانتی گراد انکوباسیون انجام 

ساعت پلیت را از انکوباتور برداشته و کار را زیر هود 

بدین صورت که محتویات داخل ، شد استریل ادامه داده

ده و سه بار چاهک هایی که محتوی شچاهک خالی 

سوسپانسیون و محیط کشت و حتی محیط کشت بدون 

ن مرحله در ای مقطر شسته شدند. آببا ، ندودسوسپانسیون ب

 ،باکتری در دیواره پلیت می تواند بیوفیلم تشکیل داده باشد

پس س به جز در چاهک پنجم که سوسپانسیون باکتری ندارد.

درصد سافرانین به مدت دو  025/0از محلول  µl200 مقدار

 چاهک ها اضافه شد.  یک از دقیقه به هر

تشکیل شده به خود رنگ در این مرحله بیوفیلم های 

د و سـه بار بـا شدقیقه سافرانین خالی  2بعد از  .میگیرند

-از محلول اتانول µl200آب مقطر شسته شد. سپس مقدار 

 دقیقه به هر چاهک اضافه شد.15مدت به ( 50/50استون )

در این مرحله رنگ های سافرانین که وارد بیوفیلم شده 

  ستگاه الایزاند و بـعد در ددآزاد می ش، بودند

(Convergent) EL-Reader 96x Germany با طول موج   
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nm 492 هر چه بیوفیلم که بدین صورت  .ندخوانده می شد

ه مقدار بیشتری رنگ به خود جذب کرد، بیشتر تشکیل شود

ید رنگ بیشتری نیز تول، و پس از اضافه کردن الکل استون

 می کند و نهایتا جذب بیشتری در دستگاه الایزا ثبت 

می گردد. همچنین به منظور محاسبه ی توان نانوسیلور برای 

 .از فرمول زیر استفاده شد کشتن سلول های بیوفیلم

Reduction Percent =[
(c−b)−(t−b)

(c−b)
] × 100 

 c، چاهک های کنترل مثبت برای ODنشان دهنده  bکه 

نشان  tبرای چاهک های کنترل منفی و  ODنشان دهنده 

چاهک های قرار گرفته در معرض دهانشویه  ODدهنده 

  (27).است

ماری داده ها آنالیز آجهت  SPSS از نرم افزار آماری

توزیع داده ها با استفاده از آزمون  . نرمال بودناستفاده شد

Shapiro-Wilk  بررسی شد و تحلیل داده ها با استفاده از

سطح  صورت گرفت. Mann–Whitney Uآزمون تی و یا 

 در نظر گرفته شد. 05/0معنی داری در آزمون ها 
 

 

 

 

 

 یافته ها

در این مطالعه ارزیابی اولیه ی اثرات ضدباکتریایی 

 محلول نانو نقره و کلرهگزیدین با استفاده از روش 

Cup-plate .عدم رشد در غلظتهای انجام شد μg/ml 200 ،

 7/20±46/0 و 3/27±57/0با دامنه  به ترتیب نانو نقره 20

 و عدم رشد در استرپتوکوکوس موتانس میلی متر برای

به ترتیب با دامنه  Aa باکتری برایغلظت های مشابه 

شد. در مورد  میلی متر مشاهده 2/17±22/0 و 17/0±1/26

با  12و  μg/ml 120کلرهگزیدین عدم رشددر غلظتهای 

باکتری میلی متر در  2/15±28/0تا  7/26±87/0دامنه 

ری همچنین برای باکت .شد همشاهد استرپتوکوکوس موتانس

Aa  به ترتیب میانگین عدم رشد  12و  120در دو غلظت

 بدست آمدمیلی متر  1/14±16/0تا  1/28±17/0برابر 

  .(2و  1)جدول 

 μg/ml 200که در غلظت ، نشان داد tنتایج آزمون 

 کلرهگزیدین هر دو ماده اثر μg/ml 120 نانوسیلور و

 و در مورددارند استرپتوکوکوس موتانس  مشابهی روی

کلرهگزیدین موثرتر بوده است استرپتوکوکوس موتانس 

)0001/0(P<  . 

 

 

قطر هاله ی عدم رشد برحسب میلی متر در مورد باکتری های مورد مطالعه در غلظت های مختلف محلول  و انحراف معیار میانگین : 1 جدول

 (µg/mlنانونقره )

P-value Aa 

(Mean±SD) 

S.mutans 

(Mean±SD) 
 غلظت نانو نقره

05/0< 17/0 ± 01/26 57/0 ± 3/27 200 

05/0< 22/0 ± 02/17 46/0 ± 7/20 20 

- 0 0 2 

- 0 0 2/0 
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قطر هاله ی عدم رشد برحسب میلی متر در مورد باکتری های مورد مطالعه در غلظت های مختلف محلول و انحراف معیار میانگین  : 2جدول 

 (µg/ml) کلرهگزیدین

P-value Aa 

(Mean±SD) 

S.mutans 

(Mean±SD) 
 غلظت کلرهگزیدین

0000/0* 17/0 ± 01/28 87/0 ± 07/26 120 

001/0< 16/0 ± 01/14 28/0 ± 2/15 12 

- 0 0 2/1 

- 0 0 12/0 

 

 

 با استفاده از روش میکرودیلوشن انجام شد. MIC تعیین

ذرات نانونقره و دهانشویه  MICیافته ها نشان داد میزان 

 g/ml و S.m ،g/ml 90/3باکتری کلرهگزیدین برای 

 بود. g/ml 34/2 و A.a ،g/ml 50/6باکتری و برای  80/7

MBC  ذرات نانونقره و دهانشویه ی کلرهگزیدین برای

 g/ml و g/ml 90/3استرپتوکوکوس موتانس باکتری 

 g/ml استرپتوکوکوس موتانسباکتری و برای  37/9

  .بود g/ml 12/3 و 01/13

ن محلول خنثی کننده )کازئی اعتبارسنجینتایج آزمایش 

پپتون لسیتین پلی سوربات( نشان داد که تفاوتی درتعداد 

کلونی در پلیتهای نمونه و کنترل در مجاورت خنثی کننده 

محلول نانونقره ، به عبارت دیگر این محلول، شتوجود ندا

 د. رو دهانشویه ی کلرهگزیدین را خنثی می ک

ده ی تعداد کلنی باقیمان که زمایش کینتیک مرگآنتیجه 

دو گونه میکروبی مورد بررسی پس از قرار گیری در 

 دقیقه 10ثانیه تا  30مجاورت محلولها در زمانهای مختلف 

مده است. همانطور که آ 3 در جدولنشان می دهد  را

زمان مجاورت )سی ثانیه(  مشاهده می شود حتی در کمترین

کاهش یافته است سیکل لگاریتمی  6تعداد میکروارگانیزم 

که می تواند بیانگر اثر خوب و سریع فرمولاسیون مورد نظر 

 باشد.

نتایج مربوط به درصد کاهش تشکیل بیوفیلم در غلظت 

و نتایج مربوط به  4های مختلف محلول نانونقره در جدول 

درصد کاهش تشکیل بیوفیلم در غلظت های مختلف 

آورده شده است.  5دهانشویه ی کلرهگزیدین در جدول 

محلول نانونقره موفق به کاهش تشکیل بیوفیلم 

 4/98و  درصد 6/80ان استرپتوکوکوس موتانس به میز

 و کاهش تشکیل بیوفیلم آگریگاتیباکتردرصد  100و  درصد

درصد  6/84و  درصد 2/70اکتینومیست کومیتنس به میزان 

 MIC و MIC 5/0 به ترتیب در غلظت های درصد 100و 

 (.4شد )جدول  MIC 2و  1

دهانشویه ی کلرهگزیدین میزان تشکیل بیوفیلم باکتری 

S.m  درصد 2/88و  درصد 6/84و  درصد 4/78را به میزان 

 6/58را به میزان  A.aو کاهش تشکیل بیوفیلم باکتری 

 به ترتیب در  درصد 4/72درصد و  2/70و درصد 

سبب شد.  MIC  2و  MIC 1 و MIC 5/0 غلظت های

کمترین میزان کاهش تشکیل بیوفیلم را در  A.aباکتری 

مقابل دهانشویه کلر هگزیدین نشان داد. میزان مهار تشکیل 

 بیوفیلم متناسب با غلظت دهانشویه ی کلرهگزیدین بود

 (.5)جدول 
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مورد بررسی پس از قرار گیری در مجاورت محلولها در زمانهای تعداد کلنی باقیمانده ی دو گونه میکروبی ، زمایش کینتیک مرگآ : 3جدول 

 دقیقه 10ثانیه تا  30مختلف 

Micro organisms Materials Time 
30 sec 1 min 2 min 3 min 5 min 10 min 

S. mutans 
Nano silver 3 0 0 0 0 0 

CHX 3 0 0 0 0 0 

A. actinomycetemcomitans 
Nano silver 5 0 0 0 0 0 

CHX 2 0 0 0 0 0 

 

 

 درصد کاهش تشکیل بیوفیلم میکروارگانیسم های مورد مطالعه در غلظت های مختلف محلول نانونقره : 4جدول 

 میکروارگانیسم
 )درصد(غلظت ها 

MIC 5/0  MIC1 MIC 2 

S. mutans 6/80 4/98 0/100 

A. actinomycetemcomitans 2/70 6/84 0/100 

 

 

 کاهش تشکیل بیوفیلم میکروارگانیسم های مورد مطالعه در غلظت های مختلف دهانشویه ی کلرهگزیدیندرصد :  5جدول 

 میکروارگانیسم
 )درصد(غلظت ها 

MIC 5/0  MIC1 MIC 2 

S. mutans 4/78 6/84 2/88 

A. actinomycetemcomitans 6/58 2/70 4/72 

 

 

نشان داد برای  tبررسی های آماری با استفاده از آزمون 

لم در درصد کاهش بیوفیاسترپتوکوکوس موتانس باکتری 

گروه مواجهه با نانوسیلور نسبت به کلرهگزیدین تفاوت 

اگرچه درصد کاهش بیوفیلم در گروه ، معنی داری نداشت

برای همچنین (. =274/0P) مواجهه با نانوسیلور بیشتر بود

درصد کاهش بیوفیلم در گروه مواجهه با  A.aباکتری 

نانوسیلور نسبت به کلرهگزیدین تفاوت معنی داری نداشت 

اگرچه درصد کاهش بیوفیلم در گروه مواجهه با نانوسیلور 

 (.=161/0P) بیشتر بود

 بحث
 بر روی، نانوذرات نقره نتایج مطالعه ی ما نشان داد که

اثر ضدمیکروبی دارد. ، مطالعه هر دو گونه ی باکتری مورد

نانوذرات نقره در غلظت های پایین تر نسبت به 

کلرهگزیدین اثر مهاری بهتری روی هر دو باکتری نشان 

نانوسیلور نسبت به  g/ml 200 دادند. فقط در غلظت
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 Aa اثر ضعیف تری روی باکتری g/ml 120 کلرهگزیدین

 نشان داد. 

ierraS Hernández نیز در یک مطالعه ی  (15)و همکاران

اثر ضد میکروبی نانوذرات نقره را بر روی ، آزمایشگاهی

و  MICمقادیر بررسی کردند. استرپتوکوکوس موتانس 

MBC 71/2 تیببه تر برای باکتری استرپتوکوکوس موتانس 

 بدست آمد که بسیار نزدیک به  g/ml 25/6 و 86/4 و

  یافته های مطالعه ی ما می باشد.

بررسی تاثیر به نیز  (19)دولت آبادی و همکارانفتاحی 

نانوپارتیکل های نقره ای که در دهانشویه ی با و بدون الکل 

به کار رفته بودند؛ پرداختند. در این مطالعه باکتری های 

Streptococcus mutans ،Staphylococcus aureus ،

Escherichia coli ،Pseudomonas aeruginosa  وCandida 

albicans  مورد بررسی قرار گرفتند. نتایج نشان داد که

و غلظت های پایین تر  MICدهانشویه حاوی نانونقره در 

و  MICمقادیر  کل میکروارگانیسم ها را از بین می برد.

MBC برای باکتری استرپتوکوکوس موتانس g/ml 12/3 

 بدست آمد که قابل مقایسه با یافته های g/ml 25/6 و

 می باشد.مطالعه ی ما 

نیز در مطالعه ای نشان دادند که  (20)احراری و همکاران

نانوذرات نقره دارای تاثیرات ضدمیکروبی موثری بر روی 

استرپتوکوکوس موتانس و استرپتوکوکوس سنگوئیس 

 g/ml برای سنگوئیس MBCو  MICمقادیر  .ندهست

 g/ml و برای موتانس به ترتیب g/ml 1302/0 و 0976/0

سایز ذرات ، در این مطالعه نیز بدست آمد. g/ml 25 و 25

ا این ب بود.متفاوت نانونقره و نیز غلظت آن با مطالعه ی ما 

نانونقره در غلظت های پایین تری ، مشابه مطالعه ی ما حال

 نسبت به کلرهگزیدین باعث از بین رفتن 

 میکروارگانیسم های مورد مطالعه شد.

A.a ود وج مهمی است که با پاتوژن پریودنتال بسیار

ن باعث ایجاد آخصوصیات ویرولانس قوی شناخته شده 

تکامل طرح  A.a باکتری بیماری پریودنتال می شود. کشف

 درمان بهتر برای بیماران با پریودنتیت مهاجم را تسهیل 

 به هر حال فعالیت آنتی میکروبیال  (28).می سازد

سیار کم ارزیابی ب A.a باکتری بر علیه نانوپارتیکل های نقره

 (13).شده است

Lu در مطالعه ای که فعالیت  (13)همکاران و 

نتی میکروبی وابسته به سایز نانوپارتیکل های نقره را بر آ

 ،علیه باکتریهای پاتوژن بی هوازی دهانی بررسی کرده بودند

علیه  بر nm5-در اندازه ، نقره MICنشان دادند که مقدار 

این مطالعه نشان داد که  بود. A.a ،g/ml 25باکتری 

باکتریهای هوازی نسبت به بی هوازی به نانوپارتیکل های 

بیشترین فعالیت  nm5-نقره با سایز  و نقره حساس تر هستند

 .ردضد میکروبی را دا

نانوسیلور  MBCو  Reus-Vargas(29) ،MICدر مطالعه 

 Aa، g/ml 100در رابطه با باکتری  nm 10-50 با ابعاد

 گزارش شده است. 

نکته ای که در مورد نانوذرات نقره باید بدان توجه شود 

به دست آمده  MBCو  MICاین است که علت اینکه مقادیر 

در  به خاطر تفاوت، از مطالعات مختلف با همدیگر متفاوتند

 ترکیب نوع نیز رفته و کار به نانوذرات مورفولوژی و اندازه

می توانند بر  کهای است پایدارکننده  و سورفاکتانت

 باکتریوسیدال اثر. باشد موثر آن میکروبی ضد خاصیت

 کوچکتر ذرات هرچه و است به سایز وابسته، نانونقره ذرات

 آنها باکتریایی آنتی اثر، تماس افزایش سطح دلیل به باشند

بر  علاوه که شد داده نشان ضمندر  (30).می یابد افزایش

ر نیز ب مثلثی و میله ای(، )کروی مورفولوژی ذرات، اندازه

به طور کلی  (30).هستند آن ها موثر خواص ضدمیکروبی

های مطالعه ی  مشابه یافته، نتیجه گیری مطالعات ذکر شده
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نانوذرات نقره دارای اثرات ، ماست که نشان می دهد

ضدمیکروبی هستند. در مطالعات فوق از روش ارزیابی هاله 

برای ارزیابی اثرات  MBCو  MICتعیین  ی عدم رشد و یا

 ،ارزیابی هاله ی عدم رشد ضدمیکروبی استفاده شده است.

روشی سریع و کیفی برای اندازه گیری توانایی ماده ی 

ضدمیکروبی در مهار رشد میکروارگانیسم ها است. مقدار 

نفوذ ماده ی ضد میکروبی در آگار به ماهیت ماده بستگی 

 پلیت است.-ی روش چاهکو از عوامل موثر بر نتیجه  دارد

بیشتر برای تعیین مقاومت یا حساس ، همچنین این روش

بودن میکروارگانیسم نسبت به ماده ی ضدمیکروبی به کار 

می رود و نمی تواند مواردی نظیر قدرت اثروغیره را نشان 

 MICبه طور کلی پذیرفته شده است که مقادیر  (31).دهد

 ضد میکروبی  برای توصیف عملکرد، یک پارامتر خوب

ارامتر ولی این پ، ستا آنتی بیوتیک ها و ضدعفونی کننده ها

ر د برای ضدعفونی کننده ها به اندازه ی کافی دقیق نیست.

می تواند به شدت تحت تاثیر زمان  MICمقدار ، واقع

 48ساعت برای هوازی ها و  18)بالای  انکوباسیون باشد

شا محدودیت این مسئله من ساعت در مورد بی هوازی ها(

 زیرا غلظت ماده ی ضد میکروبی ، های معنادار است

چنین هم می تواند در طی زمان انکوباسیون دچار تغییر شود.

مدت زمان تماس بین باکتری و ماده ی ضدمیکروبی در این 

  MBC تست بسیار طولانی تر از شرایط بالینی است.

حلول ممی تواند پارامتر بهتری برای ارزیابی تاثیر واقعی 

عیار البته ارزیابی کینتیک اثر کشندگی م باشد. ضدمیکروبی

 دقیق تری برای ارزیابی تاثیر محلول های ضد میکروبی 

زیرا در لوله ها و پلیت های حاوی محیط  (32).می باشد

 ،ماده ی ضد میکروبی در تماس با میکروب می باشد، کشت

، یهدهانشوولی در استفاده از مواد ضد میکروبی به صورت 

ماده از محیط دهان ، معمولا بعد از چند ثانیه غرغره کردن

و عوامل موجود در دهان اثر آن را خنثی  حذف می شود

سعی  ،در مطالعه ی حاضر با بررسی کینتیک مرگ می کنند.

در مدت زمانهای کوتاه ، بر این شد که مواد مورد آزمایش

با  در تماسمشابه آنچه در شرایط بالینی اتفاق می افتد 

 ها قرار گیرند. میکرو ارگانیسم

در این مطالعه محلول نانونقره و نیز کلرهگزیدین در 

و د ثانیه به طور قابل توجهی باعث از بین رفتن هر 30زمان 

 ،در کمترین زمان مجاورت، به طور دقیق تر باکتری شدند.

ند بین رفت سیکل لگاریتمی از سوش های مورد مطالعه از 6

نقره و نوسریع محلول نا بیانگر اثر خوب وکه این 

 کلرهگزیدین می باشد.

در این مطالعه هم چنین اثر آنتی بیوفیلم نانو نقره و 

کلرهگزیدین بر روی دو باکتری مورد بررسی از طریق 

زمایش گردید که بر آ Tissue culture plate (TCP) روش

، این روش در مقایسه با سایر روشها، طبق مطالعات

 (33و34)اندارد طلایی ارزیابی تشکیل بیوفیلم می باشد.است

نتایج نشان داد علی رغم اینکه نانوذرات نقره در غلظت 

کاهش بیشتری را در تشکیل بیوفیلم  های مورد بررسی

 A.aو  S.mباکتری های  نسبت به کلرهگزیدین در برابر

رای ب، سبب می شوند اما این کاهش بیشتر از لحاظ آماری

 کدام از باکتری ها معنادار نبود.هیچ 

Besinis در مطالعه ای که به بررسی مهار  (35)و همکاران

تشکیل بیوفیلم و خواص آنتی باکتریال ذرات نانوسیلور بر 

نشان دادند که تاثیر ذرات ، روی عاج دندانی پرداخته بودند

نانوسیلور بر مهار تشکیل بیوفیلم به مراتب بیشتر از 

 . ولی در مطالعه ی ما این تفاوت کلرهگزیدین است

تواند به علت نوع تست  معنی دار نبود که این اختلاف می

 اثر محلول  در مطالعه ما .آزمایشگاهی انجام شده باشد

وی جلوگیری از تشکیل بیوفیلم مستقیما بر ر نانو نقره برروی

صورت گرفت ولی در  TCPباکتری با استفاده از روش 

رشد باکتری و زنده ماندن  (25)و همکاران Besinis مطالعه
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نسبت سلول های زنده و ، سلول ها با اندازه گیری کدورت

مرده و تولید لاکتات به صورت کمی اندازه گیری شده 

 است.

به بررسی مهار  (36)و همکاران Kalishwaralalهمچنین 

کوکوس استافیلو و تشکیل بیوفیلم سودوموناس آئروژینوزا

توسط  Tissue culture plateاستفاده از متد  با اپیدرمیدیس

پارتیکل های نانونقره در بیماری کراتیت پرداخته بودند؛ 

 95نتایج آنها نشان داد نانونقره می تواند موجب مهار 

 درصدی تشکیل بیوفیلم در کراتیت گردد. 

نکته ای که باید به آن توجه داشت این است که مقادیر 

رگانیسم های مورد مطالعه در شرایط موثر نانونقره بر میکروا

بدست آمده است و ممکن است این غلظت  آزمایشگاهی

، فاوتت علت این .در شرایط بالینی چنین اثری نداشته باشد

محیط دهان و وجود عواملی است که در محیط آزمایشگاه 

وجود ندارد. در محیط دهان ماتریکس بین سلولی پلاک از 

مواد ضدمیکروبی موضعی روی تاثیر دهانشویه و سایر 

نقش بزاق  (37).میکروارگانیسم های پلاک جلوگیری می کند

رقیق کردن ماده نیز قابل ذکر  دهان و pHاز لحاظ 

 است.حرارت دهان با درجه حرارت انکوباتور متفاوت 

وجود خون و توان اکسیداسیون و احیای مختلف ، می باشد

نتایج اثر  در نقاط مختلف دهان نیز می توانند روی

نتایج تمام مطالعاتی که در مورد اثر آنتی  (37).بگذارند

باکتریال نانوذرات نقره انجام شده است نشان می دهد که 

این ماده در غلظت های پایین سبب مهار رشد و مرگ 

که سلولهای  ازآنجایی (38و39).میکروارگانیسم ها می شود

ارای و د یوکاریت بسیار بزرگتر از پروکاریوت ها هستند

زوائد ساختاری و فانکشنال پیچیده تری در مقایسه با سلول 

 رای ایجاد اثر سیتوتوکسیکبلذا ، های پروکاریوت هستند

در سلول های یوکاریوت غلظت بیشتری از یون نقره لازم 

بنابراین بعید به نظر می رسد که استفاده از  (40).است

سم یکروارگانینانوذرات نقره در غلظت های پایین که علیه م

آثار سمی بر روی سلول های یوکاریوت ، ها موثر می باشد

البته این موضوع نیاز به بررسی های بیشتری  .داشته باشد

، هنقر بایستی توجه شود که خصوصیات نانوذرات دارد.

نظیر شکل و اندازه نه تنها بر روی خواص ضد میکروبی آن 

و  تیتوکسیسیته ی بافکاهش  بلکه در زمینه ی، تاثیر دارند

 سمیت بر روی سلول های یوکاریوت نیز موثر است.

خطرات احتمالی شامل تاثیر منفی بر سلامت انسان و نیز 

که می تواند منجر به است افزایش ورود آن به محیط 

جمله  ازهمگی اینها  پیدایش گونه های مقاوم باکتریای شود؛

وز راه گسترش رانعی بر سر وعواملی هستند که می توانند م

با در نظر  ولی (41).نانوذرات نقره باشند افزون استفاده از

مطالعات نشان می دهند که ، گرفتن کلیه مطالب بیان شده

پتانسیل قابل توجهی برای تبدیل شدن به ، ذرات نانونقره

 (42).ندررا دا عنوان انتخاب اول مواد ضدمیکروبی

 گیرینتیجه

نتایج این مطالعه نشان داد که نانوذرات نقره در شرایط 

زمایشگاهی دارای اثرات ضدمیکروبی قوی و سریع بر علیه آ

دو باکتری مهم پلاک دندانی یعنی استرپتوکوکوس موتانس 

هم چنین  س می باشد ونو اگریگاتیباکتر اکتینومیست کومی

باکتری ین ا دارای پتانسیل بالایی برای مهار تشکیل بیوفیلم

. این اثرات نانونقره مشابه اثر کلرهگزیدین می باشد. ستها

هرچند مطالعات بیشتری برای تعمیم این نتایج به محیط 

 بالینی نیاز است.

 و قدردانی تشکر

 761و  752این مقاله برگرفته از دو پایان نامه با شماره 

ای قآاز در دانشکده دندانپزشکی دانشگاه شاهد می باشد. 

قای دکتر رمضانی که در مراحل آدکتر سعید اشراقی و 

 تقدیر و تشکر می، یاری فراوان نمودند زمایشگاهی پروژهآ

 نماییم.
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