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ارزیابی عصاره های شنبلیله و کرفس کوهی در مقایسه با کلرهگزیدین  0/2% بر شمار باکتری استرپتوکوک 
موتانس: یک مطالعه‌ آزمایشگاهی

زمینه و هدف:پوسیدگی دندان، به دلیل شیوع فراوان و هزینه های بالا به عنوان یک مشکل سلامت دهان و دندان و 
همچنین، سلامت عمومی شناخته می شود که البته با انجام مداخلات زودهنگام می توان از ایجاد آن پیشگیری نمود. 
یکی از این مداخلات در جهت پیشــگیری از پوسیدگی، استفاده از دهانشویه های آنتی میکروبیال می باشد. در این 
راستا، دهانشویه کلرهگزیدین به عنوان یک استاندارد طلایی است که در کنار خاصیت آنتی میکروبیال، دارای عوارض 
جانبی مانند تغییر حس چشایی، تغییر رنگ دندان ها و سوزش دهان می باشد. بنابراین، در این پژوهش با توجه به 
عوارض جانبی دهانشویه های شیمیایی، جایگزینی عصاره های گیاهی با آنها جهت پیشگیری از ایجاد پوسیدگی دندان 

مدنظر بوده است.
هدف از مطالعه حاضر، بررسی اثر آنتی میکروبیال عصاره های شــنبلیله و کرفس کوهی در مقایســه با دهانشــویه 

کلرهگزیدین 2/0% بر روی شمار باکتری استرپتوکوک موتانس بود.
مواد و روش ها: این مطالعه آزمایشگاهی شامل چهار مرحله بود. در مرحله اول عصاره های شنبلیله و کرفس کوهی 
تهیه گردید و دهانشویه کلرهگزیدین و آب مقطر به ترتیب به عنوان کنترل مثبت و کنترل منفی در نظر گرفته شدند. 
ســپس در آزمایش Well Diffusion Agar قطر هاله تشــکیل شــده در غلظت‌ ppm 100000 برای عصاره های مذکور و 
دهانشویه کلرهگزیدین ثبت شد. در مرحله بعد، MIC )حداقل غلظت مهارکنندگی( و MBC )حداقل غلظت کشندگی( 
عصاره ها و دهانشــویه کلرهگزیدین تعیین گردید. در نهایت باکتری اســترپتوکوک موتانس در محیط های کشت 

شمارش شدند. داده ها در نرم‌افزار SPSS 26.0 تجزیه و تحلیل گردید.
يافته ها: در آزمایش Well Diffusion Agar، قطر هاله‌ عدم رشد باکتری در دها نشویه و عصاره های شنبلیله و کرفس کوهی 
برابر mm19، صفر و mm13 برآورد شد. مقادیر MIC برای این گروه ها به ترتیب برابر6250 ،50000 و بالاتر از 100000 
ppm و مقادیر MBC آنها معادل، 12500 ،100000 و بالاتر از ppm 100000 برآورد شــد. از نظر درصد کاهش شــمار 

 .) p > باکتری های زنده در گروه های مختلف در 30 دقیقه و 6 ســاعت تفاوت های معنی‌داری وجود داشــت )0.01 
بیشترین اثر کاهش باکتری، در 30 دقیقه به ترتیب، در دهانشویه‌ کلرهگزیدین، کرفس کوهی و شنبلیله و در 6 ساعت 

به ترتیب، در کرفس کوهی، دهانشویه کلرهگزیدین و شنبلیله ثبت گردید.
نتيجه گيري: در این مطالعه، عصاره‌ برگ و دانه‌ شنبلیله اثر ضد باکتریایی کم و عصاره کرفس کوهی اثر ضدباکتریایی 

قابل مقایسه ای با دهانشویه‌ کلرهگزیدین برعلیه باکتری استرپتوکوک موتانس از خود نشان دادند.
واژگان کلیدی: پوسیدگی دندان، کلرهگزیدین، باکتری اســترپتوکوک موتانــس، داروهای گیاهی، حداقل غلظت 
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مقدمه
سلامت دهان، بخشی اساسی از سلامت عمومی است و دارای تأثیرات 
مهمی بر روی کیفیت زندگی می باشد ۱. همچنین یکی از مؤلفه های دهان 
سالم، دهانی عاری از پوسیدگی دندان می باشد ۲. امروزه پوسیدگی دندان 
شایعترین بیماری مزمن در بیشتر کشورها به حساب می آید ۳. با توجه به 
شیوع بالای پوسیدگی دندان و بالا بودن هزینه های درمان آن، همچنین 
عدم بازیابی کامل سلامت و عملکرد دندانِِ دارای حفره پوسیدگی، حتی 
پس از طرح درمان های پیشرفته، تنهـا راه اصــولي در جهــت مقابلــه 
و جلــوگيري از وقــوع پوسیدگی، پيشگيري از ایجاد ايــن بيمــاري 
می باشد ۴ و۵. از جمله روش های پیشگیری، کاهش دریافت مواد قندی و 
رعایت بهداشت دهان و دندان )استفاده از مسواک، نخ دندان،  وارنیش و 

دهانشویه( می باشد ۶ و۷.
زمان،  میکروبی،  فلور  شامل  پوسیدگی  ایجاد  اصلی  عامل  چهار 
وجود کربوهیدرات و دندان می باشد، که از این میان، میکروب های اصلی 
دخیل در ایجاد پوسیدگی، استرپتوکوک موتانس ها هستند ۸. در این راستا 
کلرهگزیدین، رایج ترین دهانشویه آنتی باکتریال به عنوان استاندارد طلایی 
در کنترل پلاك در نظر گرفته می شود ۹ که در کنار این خاصیت، دارای 
دندانی،  نسوج سخت  و  دندان ها  رنگ  تغییر  جمله  از  جانبی  عوارض 
تغییر حس چشایی، تشکیل جرم، آلرژی، طعم ناخوشایند دهان، سوزش 
اثرات  لثه، گاهی اروژن مخاط و  و خشكی دهان، پوسته پوسته شدن  

سيستميک منفی در صورت بلع می باشد 9و10.
بنابراین، با توجه به عوارض جانبی بیان شده و از طرفی اثبات خاصیت 
درمانی مشابه برخی عصاره های گیاهی با عوارض جانبی به مراتب کمتر، 
در تحقیقات اخیر گیاهان و عصاره های گیاهی مورد توجه خاصی قرار 

گرفته‌اند 11.
گیاه شنبليله، با نام علم ي Trigonella foenum-graceum L.كي  
از  سرشار  گیاه  این  تيره Legouminosae است.  از  كيساله  علفي  گياه 
متابولیت های متنوعی مانند تانن ها، آلکالوئیدها، فلاونوئیدها، ترپنوئیدها و 
گلیکوزیدها است که به داشتن خواص ضد میکروبی معروف هستند 12و13. 
همچنین این گياه دارويي، در طـب سـنتي ايـران و ملـل مختلــف ســابقه 
مــصرف ديرينــه داشــته و خــواص درمــاني چــــشمگيري بــــراي 

آن ذكــــر شــــده  است 13.
 Kelussia odoratissima علمی  نام  با  كــوهي،  كــرفس  گيــاه 

Mozaff  از گونه هاي  شناخته شده دارویی و علوفه‌اي بومي مناطق خاصی 

از ایران است 14. ایــن گیاه نیز با داشتن ترکیباتی مانند فلاونوئیدها دارای 
اثرات ضدویروس، ضددیابت و ضد مسمومیت می باشد 1. همچنین از 

جمله گیاهانیست که خاصیت آنتی باکتریال آن ثابت شده است 16. 
بنابراین، در این پژوهش، از میان خواص ذکر شده برای عصاره‌های 
شنبلیلـه و کرفـس کـوهی به بررسی خاصیت آنتی باکتریال این دو عصاره 
پرداخته شده و هـدف از مطالعه حـاضر، ارزیـابی خاصـیت آنتی باکتریـال 
دهـانشویه  بـا  مقایسـه  در  کـوهی  کرفـس  و  شنبلیلـه  عصـاره هـای 

کلرهگزیدین0/2% روی شمار باکتری استرپتوکوک موتانس می باشد.

مواد و روش ها
تعیین  هدف  با  که  بود  آزمایشگاهی  مطالعه  یک  حاضر،  مطالعه 
خاصیت آنتی باکتریال عصاره های شنبلیله و کرفس کوهی در مقایسه 
IR.ABZUMS.( با دهانشویه کلرهگزیدین0/2%پس از کسب کد اخلاق
آزمایشگاه  در  البرز،  پزشکی  علوم  دانشگاه  از   )REC.1401.004

میکروبیولوژی و بیوتکنولوژی دانشگاه تهران صورت پذیرفت.

مرحله اول: تهیه مواد اولیه
در ایــن مرحله، کلیه مواد اولیه لازم جهت انجام مطالعه تهیه گردید. 
در ایــن راستا، ابتدا از گیاهان شنبلیله و کرفس کوهی، عصاره های خالص 
علمی  نام  با  شنبلیله  گیاه  از  گرم  که، 300  بدین صورت  گردید.  تهیه 
Trigonella foenum-graceum L و کد بازار دارویی T01-054-S و برگ 
ایــن گیاه با کد بازار دارویی  T01-055-L و همین مقدار از گیاه  کرفس 
کوهی با نام علمی Kelussia odoratissima mozaff و کد بازار دارویی 
K01-018-L تهیه گردید. پس از اضافه نمودن حلال هیدروالکلی 80 درصد 

به این گیاهان، به مدت 48 ساعت در محیط خنک و تاریک نگهداری شده 
و پس از آن، با صاف کردن محلول، جداسازی عصاره ها از باقی مانده 
گیاه انجام شد. این عمل سه بار تکرار شد و محلول حاصل، جهت تبخیر 
حلال هیدروالکلی، به دستگاه روتاری منتقل شد. به این ترتیب، عصاره های 
خالص شنبلیله و کرفس کوهی تهیه شدند )شکل 1(. همچنین، باکتری 
استرپتوکوک موتانس از سویه  ATCC 25175از مرکز ملی ذخایر ژنتیکی 
و زیــستی ایران )IBRC( و دهانشویه کلرهگزیدین 0/2%) برند تجاری 
خاص( )به عنوان کنترل مثبت( و آب مقطر )به عنوان کنترل منفی( از 

داروخانه تهیه و خریداری شدند.
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شکل 1- عصاره برگ و دانه شنبلیله و برگ کرفس کوهی

Well Diffusion Agar مرحله دوم: آزمایش
 Well Diffusion Agar پس از تهیه مواد اولیه، در مرحله بعد، آزمایش
جهت تعیین هاله مهار رشد باکتری استرپتوکوک موتانس بر هریک از 
عصاره های مذکور و دهانشویه صورت پذیرفت. این روش، همان روش 
انتشار در چاهک است که روشی کیفی برای اثبات خاصیت آنتی باکتریال 
مواد به صورت تشکیل هاله مهار رشد باکتری در محیط کشت مخصوص 

خود به نام مولرهینتون آگار می باشد. 
 ) "1×" "10" ^"6" " CFU/mL"( در ایــن روش، ابتدا تعداد استاندارد
باکتری استرپتوکوک موتانس، با استفاده از سواپ پنبه‌ای به صورت سطحی 
در محیط کشت جامد مولر هینتون آگار کشت داده شد. در ادامه، داخل 
پلیت ها به وسیله سیلندر استریل، چاهک‌هایی با قطر 4 میلی متر با فاصله 
مناسب از هم ایجاد شد. سپس، 50 تا 80 میکرولیتر از عصاره ها با غلظت 
ppm 10۰000 به وسیله سرسمپلر استریل در داخل چاهک ها ریخته 

شد. در ادامه پلیت ها در دمای 37 ± 5 درجه به مدت 24-48 ساعت در 
گرماخانه در جار بی هوازی قرار داده شدند. پس از گرماخانه گذاری، قطر 

هاله به وسیله کولیس به میلی متر گزارش گردید. 

 2 MBC و MIC1 مرحله سوم: تعیین

 )MBC(کشندگی و   )MIC(مهارکنندگی میزان  مرحله،  ایــن  در 
عصاره های شنبلیله و کرفس کوهی در مقایسه با دهانشویه کلرهگزیدین 

0/2% بر روی باکتری استرپتوکوک موتانس بررسی گردید.
MIC الف( تعیین

MIC، روندی است که در طی آن حداقل غلظت مواد که باعث مهار 

 MIC رشد باکتری می شود، مشخص می گردد. در این مطالعه، جهت تعیین
مواد، پلیت های 48 خانه ای استریل )چاهک ها( انتخاب گردید. در هر کدام 
از چاهک ها، 100 میکرولیتر محیط کشت مایع مولر هینتون براث افزوده 
شد. چاهک اول، به عنوان شاهد برای محیط کشت )Media( و چاهک 
دوم، به عنوان شاهد برای محیط کشت و باکتری )Media+Bacteria( در 
نظر گرفته شد. برای نمونه‌ شنبلیله از ترکیب عصاره‌ برگ و دانه با نسبت 
50%‌ استفاده شده و نیز، نمونه‌ عصاره‌ شنبلیله به دلیل آلودگی میکروبی 
اولیه، در دمای ºC100 به مدت 10 دقیقه در اتوکلاو استریل شد. در سومین 
چاهک، عصاره های مذکور و دهانشویه با غلظت ppm 1۰0000 )که در 
آزمایش انتشار در چاهک مشخص گردید( به محیط کشت اضافه شده 

1 Minimum Inhibitory Concentration
2  Minimum Bactericidal Concentration
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و در چاهک های بعدی تا غلظت ppm 12 به نسبت 1 به 1 رقیق سازی 
گردید. بعد از رقیق کردن متوالی عصاره ها، به همه چاهک ها به جز چاهک 
اول میزان مساوی از باکتری استرپتوکوک موتانس "6"^ "10" "×1") 

CFU/mL( اضافه شد.

بعد از تلقیح باکتری، پلیت ها در جار بی هوازی در دمای 37 درجه به 

مدت 48 ساعت گرماخانه گذاری شدند؛ پس از گرماخانه گذاری، با توجه 
به اینکه چاهک های شفاف، نشانه عدم رشد باکتری و چاهک های کدر، 
نشانه رشد باکتری می باشند، کمترین غلظت عصاره ها که باعث مهار رشد 
باکتری و شفاف شدن چاهک گردید، به عنوان MIC نمونه ها در نظر گرفته 

شد )شکل2(.

شکل 2- تعیین MIC عصاره ها و دهانشویه کلرهگزیدین %0/2

 MBC ب( تعیین
گردید.  نیز مشخص  آنها   MBC مذکور،  مواد   MIC تعیین  از  بعد 
MBC، روندی است که در طی آن حداقل غلظت کشندگی مواد مشخص 

می گردد. برای تعیین اولین غلظت کشندگی عصاره ها و دهانشویه در 
چاهک، از غلظت "چاهک هایی که MIC عصاره ها و دهانشویه در آن 
در  آن  از  بالاتر  غلظت های  جهت  در  و  کرده  شروع  گردید"،  مشاهده 
پلیت های 8 خانه‌ای، روند کار ادامه پیدا کرد. سپس باکتری به میزان مساوی 
به چاهک های حاوی عصاره و دهانشویه کلرهگزیدین 0/2% اضافه گردید. 
در ادامه، پلیت ها در دمای 37 درجه به مدت 48 ساعت در جار بی هوازی 
قرار داده شد و کمترین غلظتی که در آن عدم رشد باکتری استرپتوکوک 
موتانس مشاهده شد، به عنوان MBC عصاره های شنبلیله، کرفس کوهی و 

دهانشویه کلرهگزیدین 0/2% در نظر گرفته شد )شکل3(. 

شکل 3- تعیین MBC عصاره ها و دهانشویه کلرهگزیدین %0/2
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Viable Cell Count مرحله چهارم: روش
باکتریال  آنتی  خاصیت  اثبات  کمی  روش   ،Viable Cell Count

مواد می باشد. به این صورت که در این روش، باکتری ها شمارش شده و 
خاصیت آنتی باکتریال، به شکل درصد و کاهش لگاریتم گزارش می شود. 
 ppm( یکسان  با غلظت های  مذکور  ابتدا عصاره های  مرحله،  ایــن  در 
50000( و دهانشویه کلرهگزیدین 0/2% در محیط کشت مایع مولر هینتون 
براث ریخته شد و سپس، تعداد )CFU/mL "6"^ "10" "×1"( باکتری 

استرپتوکوک موتانس به محیط های کشت اضافه گردید. 
در گام بعد، محیط های کشت حاوی عصاره و دهانشویه به همراه 
باکتری در شیکر ) دمای 37 درجه و 100rpm( قرار داده شد. سپس در 
زمان های 30 دقیقه، 6 ساعت و 24 ساعت، مقدار 0/1cc از محلول ها با 
 spreadشکلی روی محیط کشت جامد تریپتیک سوی آگار با روش L میله
plate  کشت داده شد. در ادامه، پلیت ها در دمای 37 درجه سانتی گراد 

به مدت 24-48 ساعت در جار بی هوازی گرماخانه گذاری شدند. در 
نهایت، تعداد کلنی باکتری بر اساس تعداد سلول های زنده در واحد حجم 
)CFU/mL( به شکل درصد و لگاریتم کاهش محاسبه شدند و شمارش 
آنها )تعداد کلنی باکتری(، برای هر یک از عصاره های گیاهی و دهانشویه 
کلرهگزیدین 0 0/2ردصد، 7مرتبه تکرار گردید. جهت تأیید نتایج به دست 
  0/26 SPSSآمده از این آزمایش، آنالیز آماری داده ها با استفاده از نرم‌افزار

صورت گرفت. سطح معنی داری نیز، 0/05 در نظر گرفته شد.

یافته ها
پس از انجام مراحل آزمایشگاهی و مشاهده و ثبت گزارشات بدست 

آمده، نتایج مطالعه حاضر، در سه بخش مختلف شامل:
 Well Diffusion Agar-1 

 MBC و MIC-2 
 Viable Cell Count-3 
توصیف و تحلیل گردید. 

Well Diffusion Agar نتایج آز مایش
در آزمایش well diffusion agar، قطر هاله‌ عدم رشد برای گونه‌ گرم 
مثبت استرپتوکوک موتاس در دهانشویه برابر 19mm، برای عصاره‌ برگ 
و دانه‌ شنبلیله در غلظت 100000ppm برابر صفر و برای عصاره‌ کرفس 
برابر 13mm گزارش شد.  بدین ترتیب، قطر  کوهی در همین غلظت 
هاله کلرهگزیدین 0/2% از دو عصاره شنبلیله و کرفس کوهی بیشتر بوده 

است)شکل 4(؛ همچنین اختلاف زیادی بین قطر هاله‌ عدم رشد عصاره 
شنبلیله با عصاره‌ کرفس کوهی و دهانشویه‌ کلرهگزیدین دیده شده ولی 
قطر هاله‌ عدم رشد عصاره‌ کرفس کوهی قابل مقایسه با دهانشویه‌ بوده 
است. براین اساس، حساسیت مناسب باکتری استرپتوکوک موتانس در 
برابر عصاره‌ کرفس کوهی در این تحقیق دیده شد. برای آب مقطر هم به 

عنوان کنترل منفی، هاله ای تشکیل نگردید.

100000ppm با غلظت well diffusion agar شکل4-نتایج آزمایش
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 MBC و MIC نتایج آزمای شات
در ادامه، همانطور که در نمودار 1 مشاهده می شود، 

50000 و 6250  و  ، <100000 ppm به ترتیب  MIC

100000 و 12500 گزارش   ، <100000 ppm آنها به ترتیب MBC

آمده حداقل غلظت مهار کنندگی و  نتایج بدست  براساس  شده است. 

کشندگی دهانشویه کمتر از عصاره ها بوده و این پارامتر برای عصاره کرفس 
کوهی کمتر از عصاره شنبلیله گزارش شده است. براساس نتایج مشاهده 
شده باکتری استرپتوکوک موتانس حساسیت بیشتری در برابر دهانشویه 
کلرهگزیدین نشان داده است و در مقایسه‌ عصاره ها، این باکتری، حساسیت 

بیشتری در برابر کرفس کوهی داشت.

                         MBC(Minimum Bactericidal Concentration): حداقل غلظت باکتری کشی
                          MIC(Minimum Inhibitory Concentration): حداقل غلظت مهار کنندگی  

نمودار 1 -م قایسه حداقل غلظت مهارکنندگی و کشندگی باکتری، برای عصاره شنبلیله،کرفس کوهی و دهانشویه کلرهگزیدین%0/2

 Viable Cell Count ۳(  نتایج آزمایش
در مرحله بعد، شمارش باکتری استرپتوکوک موتانس قبل و بعد از 
تأثیر عصاره های شنبلیله و کرفس کوهی و دهانشویه کلرهگزیدین %0/2 
کاهش  درصد  میانگین  آمده،  بدست  نتایج  اساس  بر  پذیرفت.  صورت 
باکتری بعد از 30 دقیقه برای عصاره‌ی شنبلیله، عصاره‌ی کرفس کوهی و 

دهانشویه‌ی کلرهگزیدین در نمودار 2 مشاهده می شود.
نمودار لگاریتم و درصد کاهش باکتری استرپتوکوک موتانس نیز برای 
هر یک از عصاره های گیاهی و دهانشویه کلرهگزیدین 0/2% در شکل 8 

مشاهده می شود.

با  که  گرفت  نتیجه  می توان  آمده  بدست  نتایج  اساس  بر  بنابراین، 
و  کوهی  کرفس  عصاره  در  باکتری  تعداد  کاهش  میزان  زمان،  گذشت 
دهانشویه کلرهگزیدین بیشتر شده است. همچنین، تأثیر عصاره کرفس 
کوهی در کاهش تعداد باکتری، بعد از گذشت 6 ساعت، بیشتر از دهانشویه 
کلرهگزیدین ثبت گردیده است؛ که نشان از حساسیت بیشتر این باکتری در 

برابر عصاره مذکور می باشد. 
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نمودار2- درصد کاهش  شمار باکتری استرپتوکوک موتانس،  30 دقیقه و 6 ساعت پس از تأثیر عصاره های برگ و دانه‌ شنبلیله، کرفس کوهی و دهانشویه 
50000  ppmکلرهگزیدین، در غلظت

نمودار3- درصد و لگاریتم کاهش باکتری استرپتوکوک موتانس 30 دقیقه و 6 ساعت پس از شروع آزمایش برای عصاره شنبلیله کرفس کوهی و دهانشویه 
50000  ppm کلرهگزیدین 0.2% در غلظت
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با  نرمال  توزیع  از  داده ها  تبعیت  ابتدا  در  آماری،  آنالیزهای  برای 
آزمون های Kolmogorov-Smirnov و Shapiro-will ارزیــابی شده و 
طبق نتایج این آزمون ها، درصد کاهش باکتری استرپتوکوک موتاس در 
زمان های‌ 30 دقیقه و 6 ساعت در کاربرد عصاره‌ شنبلیله و نیز در زمان 6 
ساعت در کاربرد عصاره‌ کرفس کوهی از توزیع نرمال تبعیت نمی کردند. 
در سایر گروه ها و زمان ها، تبعیت داده های کاهش باکتری از توزیع نرمال 
تأیید گردید )جدول 1(. از طرف دیگر، در بررسی برقراری فرض همگن 

بودن واریانس ها هم که با استفاده از آزمون Levene انجام شد، مشخص 
گردید واریانس مقادیر درصد کاهش باکتری در زمان ها و در گروه های 
(. به دلیل عدم تبعیت داد‌ه ها از توزیع  p <0/05( مختلف همگن نیستند
نرمال در تمام گروه ها، عدم برقراری فرض همگن بودن داده ها و نیز تعداد 
اندک نمونه ها در گروه ها )7 نمونه( از آزمون های ناپارامتری برای مقایسات 
آماری استفاده شد. نتایج آزمون های آماری را در جدول 2 گزارش گردیده 

است.

گروهزمان
 Kolmogorov-Smirnov آزمون Shapiro-Wilk آزمون 

P valueدرجه ی آزادیآمارهP valueدرجه ی آزادیآماره

0/36070/0070/66470/001شنبلیله30 دقیقه
0/25670/1820/83370/086کرفس کوهی
0/25870/1740/81870/062کلرهگزیدین

0/36070/0070/66470/001شنبلیله6 ساعت
0/33070/0200/76070/016کرفس کوهی
0/25870/1740/81870/062کلرهگزیدین

جدول 1- نتایج آزمون های Shapiro-Wilk و Kolmogorov-Smirnov در بررسی وضعیت تبعیت داده ها از توزیع نرمال
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بحث

تحقیق حاضر با هدف تعیین خاصیت آنتی باکتریال عصاره‌ برگ و دانه‌ 
شنبلیله و عصاره‌ گیاه کرفس کوهی بر شمار باکتری استرپتوکوک موتانس 
که یکی از میکروارگانیسم های اصلی دخیل در فرایند ایجاد پوسیدگی می 

باشد، انجام شد. 

well diffusion agar آزمایش 
قطر   ،well diffusion agar روش  در  حاضر،  تحقیق  نتایج  طبق 
هاله‌ عدم رشد برای باکتری در دهانشویه کلرهگزیدین 0/2% بیشتر از 
عصاره های شنبلیله و کرفس کوهی بوده است؛ و عصاره شنبلیله فاقد هاله 
مهار رشد بود. این یافته ها نشان‌دهنده‌ حساسیت بیشتر باکتری در برابر 
دهانشویه‌ کلرهگزیدین نسبت به عصاره ها و همچنین حساسیت بیشتر 

نسبت به عصاره کرفس کوهی در مقایسه با عصاره شنبلیله می باشد.
 مشابه این مطالعه، رئیسی و همکاران در سال 2015، مطالعه ای تحت 
و  نعناع  گیاه  هیدروالکلی  عصاره  باکتریال  آنتی  خاصیت  بررسی  عنوان 
نمک سدیم کلراید روی باکتری استرپتوکوک موتانس انجام داده اند. در 
ایــن مطالعه مشاهده گردید، در روش های Well Diffusion Agar    و 
Disk Diffusion Agar برای عصاره گیاه نعناع، هاله ای تشکیل نشد 17. 

همچنین، طبق مطالعه ای که حیدری و همکاران در سال 2014، با هدف 
بررسی پتانسیل آنتی باکتریال کرفس کوهی انجام دادند، در روش دیسک 
دیفیوژن، تمامی غلظت های عصاره اتانولی، اثر بازدارندگی بر علیه باسیلوس 
و  عبیری  بررسی  داشتند 18.در  اورئوس  استافیلوکوکوس  و  سوبتیلیس 
همکاران نیز، در سال 2009 که بر روی اثرات عصاره‌ هیدروالکلی دانه ی 
شنبلیله برعلیه گونه های مختلف انجام شد، قطر هاله‌ عدم رشد برای گونه‌ 
آئروژینوزا صفر برآورد شد که با یافته های تحقیق حاضر همخوانی دارد 19.

ایــن در حالی است که، در مطالعه الوان و همکاران در سال 2017، 
بیشترین اثرات ضدباکتریایی عصاره‌ متانولی دانه‌ شنبلیله، شامل بیشترین 
مقدار هاله‌ عدم رشد برعلیه گونه های سودوموناس آئروژینوزا در غلظت 
75%  و حداقل غلظت مهار کنندگی برعلیه گونه های اشریشیا کولای و در 

غلظت 25% ثبت گردید 20. 
دهاراجیا و همکاران نیز، در سال 2016؛ اثرات ضدمیکروبی عصاره های 
مختلف شنبلیله را بررسی و در روش انتشار چاهک نشان دادند، بیشترین 
 Serratia میزان فعالیت آنتی باکتریال عصاره‌ برگ‌ شنبلیله برعلیه گروه های

باکتریایی برای  marcescens بوده و بعد از آن، بیشترین خاصیت ضد 

گونه های Bacillus cereus در عصاره‌ متانولی بوده است ۲1.
برای عصاره‌ شنبلیله  اخیر  مطالعه ها‌ی  هاله‌ عدم رشد در  مشاهده‌ 
می تواند به دلیل متفاوت بودن باکتری های مورد بررسی در آنها نسبت 
ماده‌  غلظت  جمله  از  عوامل  برخی  همچنین،  باشد.  حاضر  تحقیق  به 
 pH ضدباکتری، تعداد میکروارگانیسم ها، نوع آزمون میکروارگانیسم، دما و
در نتایج خاصیت ضدمیکروبی مواد مختلف نیز تأثیرگذار هستند 22، در این 
مطالعه نیز، استفاده از حرارت بالا به جهت آلودگی‌زدایی عصاره اولیه، می 

تواند موجب تغییر خاصیت ذاتی این عصاره شده باشد.

MBC و MIC آزمایشات
طبق نتایج تحقیق حاضر، میزان MIC )حداقل غلظت مهار کنندگی( 
و MBC )حداقل غلظت کشندگی( دهانشویه در مقایسه با عصاره ها کمتر 
بوده و نیز حداقل غلظت مهارکنندگی عصاره‌ کرفس کوهی حدود نصف 
عصاره‌ شنبلیله بوده است. بالاتر بودن MIC عصاره‌ شنبلیله نسبت به عصاره‌ 
کرفس کوهی نشان‌دهنده‌ حساسیت بیشتر باکتری استرپتوکوک موتانس در 

برابر کرفس کوهی بوده است.
در راستای نتایج مطالعه حاضر، ناظمی سلمان و همکاران در سال 
ذرات  باکتریال  آنتی  خاصیت  مقایسه  عنوان  تحت  تحقیقی   ،  2021
نانوپارتیکل سیاه دانه و دهانشویه کلرهگزیدین علیه پاتوژن های دهان 
انجام دادند، که نتایج حاکی از آن بود که MIC و MBC ذرات سیاه دانه، 
بر روی دو باکتری انتروکوک فوکالیس و استرپتوکوک موتانس از سایر 
پاتوژن ها بالاتر بوده و دو باکتری مذکور نسبت به سایر پاتوژن های مورد 
بررسی به ذرات سیاه دانه مقام ترند . همچنین MIC و MBC دهانشویه 
کلرهگزیدین از ذرات سیاه دانه کمتر بوده که نشان دهنده حساسیت بیشتر 

پاتوژن های مورد بررسی در برابر دهانشویه کلرهگزیدین بوده است 23.
در سال 2013  و همکاران  که محمودی  ای  مطالعه  در   همچنین، 
پتانسیل آنتی باکتریال اسانس کرفس کوهی علیه باکتری های ناشی از غذا 
 S. aureus ،و باکتری های پروبیوتیک را بررسی کردند، در میان پاتوژن ها
حساس ترین باکتری مورد مطالعه بوده است. رنج MIC و MBC اسانس 
این گیاه نیز، نشان دهنده خاصیت آنتی باکتریال قابل قبول این گیاه در مقابل  

باکتری های مورد مطالعه بوده است 24. 
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 ایــن در حالی است که، بابایی و همکاران در سال 2018، اثرات 
آنتی باکتریال و سایتوتوکسیک عصاره های مختلف دانه‌‌ شنبلیله را بررسی 
و نشان دادند در روش انتشار آگار، این عصاره ها هاله‌ عدم رشد برعلیه 
گونه های باکتری نداشته ولی در روش broth micro-dilution، حداقل 

غلظت مهارکنندگی عصاره ها برعلیه گونه‌های باکتری مشاهده شد 25. 
همچنین، دهاراجیا و همکاران در سال 2016، محدوده‌ حداقل غلظت 
مهارکنندگی عصاره های مختلف شنبلیله را بررسی و عناصر فیتوشیمی 
موجود در عصاره های برگ های شنبلیله را با خواص آنتی باکتریال آنها 

مرتبط دانستند ۲1.  
عبیری و همکاران نیز، در سال 2009 میزان MIC عصاره‌ هیدروالکلی 
دانه های شنبلیله برعلیه گونه های پنومونی، اشریشیا کولای، آئروژینوزا و 
استافیلوکوک آئروس را بررسی کردند که درباره‌ سه گونه های اول یکسان 

و برای گونه‌ استافیلوکوک آئروس کمتر بوده است 19. 

viable cell count آزمایش
طبق نتایج تحقیق حاضر در روش viable cell count و در زمان های 
30 دقیقه و 6 ساعت بعد از مواجهه، تفاوت های معنی‌داری از نظر مقادیر 
باکتری های زنده در عصاره ها و دهان شویه مشاهده گردید، بطوری که در 
30 دقیقه، بیشترین اثر کاهش باکتری به ترتیب در دهانشویه کلرهگزیدین 
0/2%، کرفس کوهی و شنبلیله و در زمان 6 ساعت، بیشترین کاهش‌ در شمار 
باکتری ها به ترتیب در کرفس کوهی، دهان شویه‌ کلرهگزیدین 0/2% و شنبلیله 
مشاهده شد. در زمان 24 ساعت نیز، عصاره کرفس کوهی و دهانشویه 

کلرهگزیدین سبب کاهش 100 درصدی گونه های باکتری شده بودند. 
دهاراجیا و همکاران، در سال 2016، اثرات ضدمیکروبی عصاره های 
مختلف شنبلیله را بررسی و گزارش کردند که عصاره های برگ‌ شنبلیله به 

دلیل داشتن عناصر فیتوشیمیایی، خواص آنتی باکتریال دارند 21.
همچنین خاندرا  و همکاران در سال 2010 گزارش کردند عصاره‌ 
دانه‌ی شنبلیله، خصوصیات ضدباکتریایی علیه اشریشیا کولای، استافیلوکوک 
آئروس، باسیلوس سابتیلیس و لاکتوباسیلوس دارد 26 که این یافته ها با 
نتایج مطالعه حاضر مغایرت داشت. دلیل این مغایرت، می تواند استفاده 
از حرارت بالا به جهت آلودگی‌زدایی عصاره اولیه باشد که موجب تغییر 
خاصیت ذاتی این عصاره شده است. همچنین، مواردی مثل غلظت ماده‌ 
ضدباکتری، تعداد میکروارگانیسم ها، نوع آزمون میکروارگانیسم و pH در 

خاصیت ضدمیکروبی مواد مختلف تأثیرگذار هستند 22.

در راستای این مطالعه، خلیفه و همکاران در سال 2021، که به بررسی 
خاصیت آنتی میکروبیال تیموکینون علیه پاتوژن های دهان پرداخته اند، در 
میزان کاهش تعداد باکتری استرپتوکوک موتانس بین تیموکینون و دهانشویه 
کلرهگزیدین اختلاف زیادی مشاهده گردید. در واقع میزان کاهش باکتری 

در تیموکینون کمتر از دهانشویه کلرهگزیدین گزارش شده است 27.
بررسی و  به  میلان  و همکاران در سال 2016  همچنین در مطالعه 
های  غلظت  و  کلرهگزیدین  دهانشویه  باکتریال  آنتی  خاصیت  مقایسه 
متفاوت عصاره دانه انگور علیه باکتری استرپتوکوک موتانس پرداختند. 
نتایج این مطالعه نشان داد که هرچه غلظت عصاره دانه انگور بالاتر می 
به گونه ای که در  بیشتر شده است،  باکتری مذکور  رود، کاهش تعداد 
غلظت های پایین تر، کاهش قابل توجهی در تعداد باکتری مشاهده نشد. 
به طور کلی در این پژوهش حساسیت باکتری استرپتوکوک موتانس نسبت 
به دهانشویه کلرهگزیدین، بیشتر از غلظت های مختلف عصاره دانه انگور 

گزارش گردید 28.

نتيجه گيري

ایــن مطالعه با هدف بررسی خاصیت آنتی باکتریال عصاره شنبلیله و 
کرفس کوهی در مقایسه با دهانشویه کلرهگزیدین انجام پذیرفت که در 
نتیجه این پژوهش، عصاره شنبلیله خاصیت ضد میکروبی کمی در مقابل 
این باکتری از خود نشان داد؛ از طرفی هاله مهار رشد باکتری استرپتوکوک 
موتانس، برای عصاره کرفس کوهی میزان قابل مقایسه ای با هاله مهار 
بیشتر  کاهش  میزان  همچنین،  بود.  کلرهگزیدین  دهانشویه  برای  رشد 
تعداد باکتری استرپتوکوک موتانس پس از گذشت 6 ساعت در مواجه 
با عصاره کرفس کوهی در مقایسه با دهانشویه کلرهگزیدین، در آزمون 
شمارش باکتری، می تواند نشان دهنده حساسیت قابل توجه این باکتری 
به عصاره مذکور باشد. لذا، عصاره کرفس کوهی اثرات ضدباکتریایی قابل 
مقایسه ای با دهانشویه کلرهگزیدین 0/2% برعلیه گونه های استرپتوکوک 
موتانس داشته و در صورت تأیید اثرات آن در آزمایشات دیگر و نیز در 
شرایط بالینی، می توان از این عصاره طبیعی در راستای کاهش باکتری های 

استرپتوکوک موتانس به صورت دهانشویه استفاده کرد.

تشکر و قدردانی
از واحد توسعه تحقیقات بالینی دانشکده دندانپزشکی دانشگاه علوم 

پزشکی البرز تشکر و قدردانی به عمل می آید.
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Antibacterial effects of Trigonella foenum-graceum L. and Kellusia odoratissima Mozaff 
versus 0.2% chlorhexidine on Streptococcus mutans count: An in vitro study

Abstract

Introduction: Tooth decay is a prevalent chronic disease worldwide; preventive 
care is essential for its management. Despite some side effects, Chlorhexidine 
mouthwash is the gold standard for controlling plaque and preventing caries. This 
study evaluates the antibacterial effects of “Trigonella foenum-graceum L”. and 
“Kellusia odoratissima Mozaff” extracts on “Streptococcus mutans” compared to 
0.2% chlorhexidine mouthwash.

Materials & Methods: This laboratory study involved preparing herbal extracts of 
“Trigonella foenum-graceum” L. and “Kellusia odoratissima” Mozaff. The Well 
Diffusion Agar test measured the inhibition zone diameter at a concentration of 
100,000 ppm for the extracts and chlorhexidine mouthwash, with chlorhexidine and 
distilled water serving as positive and negative controls, respectively. The Minimum 
Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) 
were determined for the extracts and mouthwash. Finally, the “Streptococcus 
mutans” count was assessed after exposure to the extracts and mouthwash. Data were 
analyzed using SPSS 26.0, applying the Kruskal-Wallis test for group comparisons 
and the Mann-Whitney U test for pairwise comparisons.

Results: The study reported three key findings. The inhibition zone diameters were 
19 mm for chlorhexidine mouthwash, 0 mm for “Trigonella foenum-graceum” L., 
and 13 mm for “Kellusia odoratissima” Mozaff. MIC values were 6250 ppm for 
chlorhexidine, >100000 ppm for “Trigonella foenum-graceum”, and 50000 ppm for 
“Kellusia odoratissima”, with corresponding MBC values of 12500 ppm, >100000 
ppm, and 100000 ppm. Significant differences in bacterial reduction percentages 
were noted after 30 minutes and 6 hours (both: p<0.001), with chlorhexidine showing 
the highest efficacy at 30 minutes, while “Kellusia odoratissima” Mozaff had the 
highest efficacy at 6 hours.

Conclusion:This study demonstrated that “Kellusia odoratissima” Mozaff extract 
has antibacterial effects comparable to chlorhexidine, while “Trigonella foenum-
graceum” L. showed limited antibacterial activity against “Streptococcus mutans”.

Keywords: Dental caries, Chlorhexidine, Streptococcus mutans, Herbal Medicine,  Minimum 
Inhibitory Concentration
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