
Research Paper  

Copyright © 2026 Sabzevar University of Medical Sciences. This work is licensed under a Creative Commons Attribution- Non Commercial 4.0 
International license (https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/). Non-commercial uses of the work are permitted, provided the original work is 
properly cited. 
Published by Sabzevar University of Medical Sciences. 

 

In vitro study of the combinational effects of Ferula gummosa ethanolic extract 

and chlorhexidine mouthwash on the biofilm structure of Streptococcus mutans 

 

Amir Moradi
1                  

, Parasto Zarghami Moghadam
2                  

, Peiman Alesheikh
2                     

, Fatemeh  

Eshaghigorji
3*                   

, Samaneh Mollazadeh
2,4*

 

 

1. Dental Student, Faculty of Dentistry, North Khorasan University of Medical Sciences, Bojnurd, Iran  

2. Natural Products and Medicinal Plants Research Center, North Khorasan University of Medical 

Sciences, Bojnurd, Iran 

3. Department of Operative Dentistry, Faculty of Dentistry, North Khorasan University of Medical 

Sciences, Bojnurd, Iran 

4. Department of Medical Biotechnology, School of Medicine, North Khorasan University of Medical 

Sciences, Bojnurd, Iran 
 

Received: 2025/11/02                                                          Accepted: 2026/07/11 

Abstract 

Background and Objective: An ideal oral rinse should exhibit potent 

antimicrobial activity while minimizing adverse effect on the mouth’s natural 

microflora. Therefore, the aim of this study was to investigate the 

combinational effects of the ethanolic extract of the Ferula gummosa and 

chlorhexidine mouthwash on the Streptococcus mutans biofilm structure. 

Materials and Methods: The roots of F. gummosa were collected, dried, and 

extracted via ethanol maceration. Then, different combinational concentrations 

of F. gummosa and chlorhexidine were prepared followed by an investigation 

of their antibacterial effects on Streptococcus mutans using disk-diffusion and 

well-diffusion methods. Also, the inhibitory effect on biofilm formation was 

assessed using the Crystal Violet assay. Analysis of data was done using 

SPSS-24 and the Kruskal-Wallis test; P≤0.05 was considered statistically 

significant. 

Results: The results of this study showed that ciprofloxacin, chlorhexidine 

mouthwash (100 mg/ml), and a combined concentration of chlorhexidine (80 

mg/ml) and F. gummosa (20 mg/ml) exhibited the highest antibacterial effects 

against S. mutans in disc-diffusion, well-diffusion, and biofilm inhibition tests. 

Conclusion: Based on the results, the ethanolic extract of F. gummosa, whether 

administered alone or as a major component of the chlorhexidine combination, 

exhibited negligible antibacterial activity against S. mutans compared to 

chlorhexidine (100 mg/mL).  
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INTRODUCTION  
Dental plaque is a globally prevalent condition 

affecting individuals across all demographics 

and age groups, serving as a primary etiological 

factor in the pathogenesis of dental caries. This 

complex microbial biofilm is composed of 

diverse commensal oral microbiota, forming 

intricate communities of both Gram-positive 

and Gram-negative bacteria on a glycocalyx-

rich matrix.  

While mechanical plaque removal remains the 

gold standard for dentition protection, patient 

compliance often proves challenging. 

Consequently, there is a critical need to 

augment mechanical protocols with effective 

chemical adjuncts. An ideal oral rinse should 

ideally exhibit broad-spectrum antimicrobial 

activity and low cytotoxicity, while 

maintaining the integrity of the natural oral 

microflora and mucosal health, without 

inducing tooth discoloration. Although 

chlorhexidine-based formulations offer potent 

antibacterial, antifungal, and antiviral 

properties—effectively inhibiting plaque 

accumulation and gingival inflammation—their 

clinical utility is often limited by adverse 

effects. These include tooth staining, dysgeusia 

(taste alteration), and mucosal desquamation, 

alongside potential contributions to calculus 

formation and periodontal complications 

resulting from complex interactions within the 

oral environment. 

Medicinal plants, characterized by their diverse 

profiles of bioactive secondary metabolites, 

exert a wide array of pharmacological effects. 

A prominent example is Ferula gummosa (gum 

ferula), a member of the Apiaceae family 

indigenous to the eastern, central, and western 

regions of Iran. The Ferula genus, which 

encompasses approximately 30 endemic 

species, is highly regarded in Iranian 

ethnopharmacology for its multifaceted 

therapeutic potential. The essential oils of F. 

gummosa are characterized by a complex 

composition of terpenoids, including β-pinene, 

α-pinene, myrcene, limonene, and α-thujene. 

Previous investigations have substantiated the 

antibacterial, antioxidant, anti-inflammatory, 

antifungal, and anticonvulsant activities of this 

species. Building upon the established 

antimicrobial efficacy of chlorhexidine and the 

diverse bioactive properties of F. gummosa, the 

present study aims to evaluate the potential 

combinatorial effects of an ethanolic extract of 

F. gummosa and chlorhexidine mouthwash on 

the biofilm architecture of Streptococcus 

mutans in an in vitro model. 

METHODOLOGY 

The F. gummosa root was extracted by 

maceration using absolute ethanol. Then, the 

antimicrobial effects of the alcoholic extract of 

F. gummosa and chlorhexidine mouthwash, at 

different concentrations were evaluated using 

well-diffusion, disk-diffusion, and biofilm 

inhibition tests. In the well-diffusion method, 

wells were prepared in culture media 

inoculated with the S. mutans strain (Iran 

National Genebank). A sterile Pasteur pipette 

was used to dispense 50 µL of each extract into 

designated wells. After incubation for 24 hours 

at 37°C, the growth-inhibition zones were 

determined by measuring the radial zones 

around each well; results were expressed as 

mean values (mm). Chlorhexidine mouthwash, 

0.2%, (Shahdaro, Iran) and ciprofloxacin 

(0.3%, Sina Darou, Iran) were included as 

positive controls, while DMSO was used as the 

negative control. 

In the disc-diffusion approach, paper disks 

impregnated with the specified treatments were 

prepared and allowed to dry under sterile 

conditions for 1 hour. Subsequently, the discs 

were transferred onto prepared growth media 

inoculated with the S. mutans strain and 

incubated at 37°C for 24 hours. Finally, the 

diameters of the inhibition zones around the 

discs were measured. 

The anti-biofilm activity was evaluated using a 

96-well microtiter plate-based colorimetric 

assay with Crystal Violet staining. The first 

well served as the positive control (medium 

without extract). In the subsequent wells, 100 
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µL of different combined concentrations of the 

extract and chlorhexidine were added to the 

culture medium. A negative control well 

containing medium and bacteria without 

extract. The plate was incubated at 37°C for 24 

hours to allow biofilm formation on the well 

surfaces. Following incubation, the contents of 

the wells were gently aspirated and air-dried. 

Subsequently, 200 µL of methanol was added 

to each well to chemically fix the adherent 

biofilm, followed by thorough air-drying. For 

quantification, 200 µL of 2% crystal violet was 

added to each well for 5 minutes. The stained 

biomass was then solubilized by adding 200 µL 

of 33% acetic acid to each well, followed by 

thorough agitation. Then, the absorbance of 

each well was measured at 630 nm using a 

microplate reader (BioTek, Germany). The 

biofilm formation status in the wells was 

assessed using the optical density of the 

positive control wells (ODC) and the treated 

wells (OD).  

The results were replicated three times and 

subjected to statistical evaluation using SPSS 

version 24. The differences between the group 

means were analyzed using the Kruskal-Wallis 

test. 

RESULTS 

In the disk-diffusion and well-diffusion assays, 

there was a statistically significant difference 

among the various combined formulations with 

each other and with the antibiotic with respect 

to the growth inhibition zone diameters. The 

strongest antibacterial effect against S. mutans 

was observed for ciprofloxacin followed by 

100 mg/mL chlorhexidine, and a formulation 

containing 20 mg/mL of F. gummosa and 80 

mg/mL of chlorhexidine. The lowest 

antibacterial activity was associated with the 

100 mg/mL of F. gummosa and the 

combination containing 80 mg/mL of F. 

gummosa and 20 mg/mL of chlorhexidine, for 

which no inhibition zone was observed. 

In the biofilm assay, there was no statistically 

significant difference in the capacity for 

biofilm formation among different 

concentrations of F. gummosa+chlorhexidine 

on the biofilm structure of S. mutans (P = 

0.073). In this method, the strongest anti-

biofilm effect was observed for the 100 mg/mL 

of chlorhexidine mouthwash as well as 20 

mg/mL of F. gummosa+80 mg/mL of 

chlorhexidine. The lowest anti-biofilm activity 

corresponded to the 100 mg/mL of F. 

gummosa.  

DISCUSSION 

S. mutans is the first and most important 

microorganism present in dental plaque, whose 

cariogenicity has been established; therefore, it 

is advisable to prevent the entry and 

proliferation of this pathogen in the oral 

environment. Therefore, the necessity of 

investigating and conducting research to find 

solutions to overcome these conditions is 

evident. 

Herbal mouth rinses, compared with 

chlorhexidine, offer advantages due to their 

natural constituents, resulting in better 

compatibility with physiological processes and 

lower toxicity risk. The antimicrobial effects of 

plants have long attracted researchers’ 

attention, and thus the use of herbal mouth 

rinses can be very beneficial when they 

demonstrate adequate efficacy. Therefore, 

identifying an effective herbal formulation to 

inhibit the growth of pathogenic oral bacteria 

for use as a mouth rinse is of considerable 

importance, with the aim of introducing a 

combination that offers greater efficacy and 

fewer side effects, which is the objective of the 

present study. 

The results of this study indicated that 

chlorhexidine at a concentration of 100 mg/mL 

exhibited the greatest inhibitory effect on the 

growth of the studied pathogenic bacterium. 

The ethanolic extract of F. gummosa, when 

used alone or in high-concentration in 

combinations (40-80 mg/ml), did not affect the 

growth inhibition of this bacterium. Consistent 

with the strong antibacterial effects of 

chlorhexidine observed in this study, it has 

been reported that chlorhexidine at 0.2% and 
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eugenol at 99% concentration inhibited biofilm 

formation in the isolate UTMC 2446. 

Furthermore, these compounds effectively 

inhibited the growth of planktonic cells at 

concentrations of 0.14% and 79.2%, 

respectively. 

In the present study, the strongest anti-biofilm 

effect was observed with 100 mg/mL of 

chlorhexidine mouthwash alone and a 

combination of 20 mg/ml of F. gummosa and 

80 mg/mL of chlorhexidine; however, the 

addition of F. gummosa to the formulation did 

not result in a notable antibacterial effect. It has 

been shown that the foreign mouthwash, Kin-

Gingival (Kin Spain), was more effective than 

the Iranian mouthwash, Epimax (Emad Darou 

Iran), in reducing plaque in the posterior region 

of the mandible, both containing identical 

active ingredients, 0.12% chlorhexidine and 

0.05% sodium fluoride. These findings align 

with the current study’s results, which support 

the strong antibacterial effect of chlorhexidine 

mouthwash. In contrast to our findings, it has 

been demonstrated that the essential oil from 

the aerial parts of F. gummosa exhibits 

antimicrobial effects against cariogenic bacteria 

comparable to those of chlorhexidine. 

Furthermore, it has been reported that the gum-

resin of F. gummosa possesses significant 

antibacterial activity, with its alcoholic extract 

demonstrating a greater inhibitory effect on 

Acinetobacter strains (Minimum Inhibitory 

Concentration [MIC] of 18.75 mg/mL). It has 

been shown that the methanolic extract of F. 

gummosa gum exhibits higher antimicrobial 

activity against Bacillus subtilis compared to its 

ethanolic and aqueous extracts. Another study 

demonstrated that the ethanolic extract of F. 

gummosa root exhibited greater inhibitory 

activity than its methanolic and aqueous 

extracts. Regarding the methanolic extract, the 

highest sensitivity was observed in 

Staphylococcus aureus, whereas in the 

ethanolic extract, the greatest sensitivity was 

observed in Escherichia coli and Shigella 

dysenteriae. It has been demonstrated that F. 

gummosa essential oil exhibits a stronger 

inhibitory effect on Staphylococcus epidermidis 

than essential oil of Cinnamomum against 

several Gram-positive and Gram-negative 

bacteria. The discrepancies between our 

findings and those of previous studies may be 

attributed to differences in the bacterial strains 

tested and the specific type of F. gummosa 

extract or essential oil utilized. 

In line with our findings, other researchers have 

shown that aqueous and alcoholic root extracts 

of F. gummosa had no inhibitory effect. It has 

been depicted that the aqueous root extract of 

F. gummosa does not affect the growth of 

Pseudomonas aeruginosa, in contrast to the 

alcoholic root extracts.  

CONCLUSIONS 

The results indicate that chlorhexidine (100 

mg/mL) exhibited the strongest antibacterial 

effect against S. mutans, followed by the 

combination of chlorhexidine (80 mg/mL) and 

F. gummosa (20 mg/mL), which also 

demonstrated significant efficacy. In contrast, 

the ethanolic extract of F. gummosa at 100 

mg/mL demonstrated the lowest antibacterial 

activity. Regarding biofilm formation, 

formulations with higher proportions of F. 

gummosa promoted biofilm growth; 

consequently, increasing the extract 

concentration within these mixtures reduced 

overall antibiofilm efficacy, suggesting a 

potential antagonistic interaction. 
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 ها: کلیدواژه

، گیاه دارویی باریجه

استرپتوکوکوس ، کلرهگزیدین

 موتانس، اثرات ضدباکتریایی.

 چکیده
 

مقاومت دارویی بوده و در ی مقدارضدمیکروبی باید دارای اثرات شویه مطلوب علاوه بر  یک دهان: زمینه و هدف

بررسی آزمایشگاهی اثرات  ،هدف از این مطالعهنداشته باشد. میکروفلور طبیعی دهان اثرات نامطلوب بر عین حال 

شویه کلرهگزیدین بر ساختار بیوفیلمی  و دهان (Ferula gummosaترکیبی عصاره اتانولی گیاه دارویی باریجه )

 ( بوده است.Streptococcus mutans)باکتری استرپتوکوکوس موتانس 

نمودن، توسط حلال اتانول به روش خیساندن  آوری و خشک ریشه گیاه دارویی باریجه پس از جمع: هاروش مواد و
تهیه شد.  کلرهگزیدینباریجه و های مختلف از ترکیب عصاره اتانولی گیاه دارویی  غلظتگیری گردید. سپس،  عصاره

و های انتشار دیسک و چاهک پلیت  کتری استرپتوکوکوس موتانس با استفاده از روشاثر ضدباکتریایی بر روی با
بررسی شد. تجزیه و آن  و میزان جذب نوری همچنین اثر ممانعت از تشکیل بیوفیلم با استفاده از روش بیوفیلم

طح انجام شد. سKruskal-Wallis آزمون  و SPSS-V24 افزار آماری ها با استفاده نرمتحلیل داده
 در نظر گرفته شد.  P≤0.05معناداری
گرم بر  میلی 100ن )شویه کلرهگزیدی ، دهان(لیتر گرم بر میلی میلی 100سیپروفلوکساسین )بیوتیک  آنتی :اهیافته
عصاره باریجه،  لیتر گرم بر میلی میلی 20و  کلرهگزیدین لیتر گرم بر میلی میلی 80 یغلظت ترکیب( و لیتر میلی

 .ندداشت مورد مطالعه های در روش موتانس ضدباکتریایی را علیه باکتری استرپتوکوکوسبیشترین تأثیر 

های ترکیبیِ دارای  تنهایی یا در غلظت نتایج این مطالعه نشان داد که عصاره اتانولی گیاه باریجه، به :گیری یجهنت

تأثیر ناچیزی بر باکتری استرپتوکوکوس لیتر،  گرم بر میلی میلی 100مقادیر بالای عصاره، در مقایسه با کلرهگزیدین 
 موتانس داشت.
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 مقدمه .۱

های پریودنتال ناشی از فعالیت  پوسیدگی دندان و بیماری

های دهان است. پلاك دندانی اپیدمی  های مختلف باکتری گونه

مختلف ار رایج در سطح جهان است و در اقشار یخفیف ولی بس

ن تریمهم یکی ازو  شود جامعه و همه سنین مشاهده می

پوسیدگی، در  عوامل ایجاد پوسیدگی دندان است. علاوه بر

التهاب لثه  ،نشدن آن صورت تجمع پلاك روی دندان و حذف

در اثر پیشرفت بیماری، تخریب استخوان آلوئل،  آغاز و

اتفاق   شدن دندان و در نهایت از دست رفتن دندان سست

که خواهد افتاد. پلاك دندانی، نوعی بیوفیلم میکروبی است 

شود.  های فلور طبیعی دهان ایجاد می توسط میکروارگانیسم

ها با یکدیگر در فلور دهان  انفعالات بین سلولی باکتریو  فعل

ها روی سطوح باعث شروع و  ها بر اتصال باکتری و تأثیر آن

های باکتریایی،  . بیوفیلم(2, 1)د شو گیری بیوفیلم می شکل

 پوشش یکدر  که هستندتجمعات پیچیده میکروارگانیسی 

 وچسبند  می مختلف حسطو بهو  هشد رمحصو گلیکوکالیکس

 همشاهد منفی مگرو  مثبت مگری هایباکتردو رده  هردر 

 ءبقای مکانیسمها صلیتریناز ا یکی ،حقیقت. در ندمیشو

 تولید انتواز  دهستفاا ،مختلف کشتی محیطهادر  ها یباکتر

 . (۳)باشد  زندگی در آن می و بیوفیلم

پوسیدگی  لکنتر یهااز روش یکی ك،پلا مکانیکی لترکن

 اما. ستا انندو د نهاد شتابهد عایتروش ر مطمئنترین و

 که ادیفرو ا معلولین ن،کادکو به خصوص رانبیمااز  ریبسیا

 رتصو به كپلا در به کنترلقا ،ندده ابو حیاجر عمل تحت

مانند شیمیایی  ادمواز  دهستفاا به زنیاو  دهنبو مکانیکی

شویه  . یک دهان(5, 4)ند دار انندد خمیرژل و  ،یهشو ناهد

 متومقا باید ،بیومیکر ضد طیفدارا بودن  بر وهعلا ب،مطلو

 بیناز  بر روی لحا عینو در  نیز ایجاد کند کمی ییدارو

 .(6)ن تأثیری نداشته باشد هاد طبیعی رفلوومیکر فتنر

 نیداوگ بیس یها سپتیک نتیآ وهگراز  کلرهگزیدین شویه نهاد

ها  ها و ویروس ها، قارچ وسیعی از باکتریطیف و روی  دهبو

تأثیرگذار است و از تشکیل پلاك و التهاب لثه جلوگیری 

عوارض مختلفی به همراه دارد از جمله کلرهگزیدین کند.  می

، دسکواماسیون مخاطی، ئقهذا حسدر  لختلاا ،تلخ همز

  یک بلتهااو  ایلثه قفو مجر تشکیلکردن زمینه برای  فراهم

 نگر تغییر آن، ضهرعا تید. مهمترینروپا طرفهو دو طرفه

توان  میکلرهگزیدین  ارضعو سایراز . (8, 7, ۳) ستا انندد

 انتواز  ناشی دهانی،مزمن  عفونیی هاریبیمااز  بالایی صددر

 یطاشر لیلد به ،همچنین .باشد میها  یباکتر ییزا بیوفیلم

از  دهستفاو ا نمارد ،بیوفیلم محیطدر  حاکم ختصاصیا

رو  پیش های لشصلیترین چااز ا یکیآن  علیه ها بیوتیک نتیآ

 .(۳)گردد  می بمحسو پزشکی علمدر 

 مانیی درنقشها ،ثانویه مؤثر ادمو تولید باگیاهان دارویی 

 ینا کیفیتو  کمیت که هنددمی ننشا دخورا از  تیومتفا

اه و خاستگاه گیفیایی اجغر یطاشر تأثیر تحت تترکیبا

 لاگیـاه باریجه، کما یا قسنی با نام علمی فرو. (9, 7)باشد  می

این گیاه . است خانواده چتریان از (،Ferula gummosa) گاموسا

 های و در استانمناطق شرقی، مرکزی و غرب ایران  در بومی

ین . ا(10)پراکنده است  سمنان، اصفهان، فارس و خراسان

سیا و شمال آفریقا آ گیاه در کشورهای آسیای مرکزی، غرب

گونه بومی بوده و به  ۳0دارای  لافروشود. جنس  کشت می

گوناگون از محبوبیت خاصی در ایران  دلیل داشتن خواص

عصاره این گیاه دارای ترکیباتی . (11) باشد برخوردار می

 و پینن، میرسن، لیمونن، آلفا توجن-پینن، آلفا-همچون بتا

که نشان داده است  اه پژوهش. (10-1۳)ت پاراسیمن اس

اکسیدانی،  ، آنتیعصاره این گیاه دارای خواص ضدباکتریایی

با . (14-19)باشد  ضدالتهابی، ضدقارچی و ضدتشنجی می

ضد ، ضدالتهابی، اکسیدانی آنتی، توجه به خواص ضدباکتریایی

میکروبیال  آنتیو خواص گاموسا  لافرو ضدتشنجیو  قارچی

مطالعه برای اولین بار به  در این ،شویه کلرهگزیدین دهان

بررسی آزمایشگاهی اثرات ترکیبی عصاره اتانولی گیاه دارویی 

شویه کلرهگزیدین بر  و دهان (Ferula gummosa)باریجه 

ساختار بیوفیلمی باکتری استرپتوکوکوس موتانس 

(Streptococcus mutans) شد پرداخته.  

 ها . مواد و روش۲

 گیری عصاره

 سشنارکا توسط آوری جمعاز  پسریشه گیاه باریجه 

 نگیاهاو  طبیعیی هاآوردهفر تتحقیقا مرکز شناسی هگیا

در گردید. پوو  خشک ،اهو ورتمجادر  سایهو در  تأیید ،ییدارو

ساعت با حلال  48ت مد به نخیساندروش  گیری به رهعصا
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 ۳، شمارة ۳۳، دورة 1405 شهریورو  مردادسبزوار،  یپزشک دانشگاه علوم

 دهستفاا بادرصد( انجام شد. عصاره اتانولی حاصله  100اتانول )

ن )روتاری، هایدولف آلمان( تغلیظ و پودر چرخا هتبخیرکننداز 

 مایشآز نماز تا رهعصا. پودر (pH=5.7)عصاره حاصل گردید 

 گراد( نگهداری شد.  سانتی +4ل )یخچادر 

 روش چاهک پلیت

شویه  عصاره اتانولی گیاه باریجه و دهان بیوضدمیکر اتثرا

 بهلیتر(  میلی بر مگر )میلیهای مختلف  کلرهگزیدین با غلظت

روش از  یندر ا(. 1 )جدولشد  منجاا پلیت چاهکروش 

 به غشتهآ که مربوطه کشت محیطی وحا های پلیت

 یتشده از سا یهتهموتانس )س کوکورپتوستاگانیسم وارمیکر

 مک فارلند معادل 5/0 غلظتیران با ا یکیژنت یرمرکز ذخا

. یددگر دهستفاا ،نددبویزیولوژی( در سرم ف یباکتر 5/1×108

 چاهک دیجاا صمخصو که ستریلا رپاستو پیپت یک توسط

 هر خلدا ود شده یجاا کشت محیطدر  هحفر یک ،ستا

 گانهاجد رطو بهها  میکرولیتر از عصاره 50 سمپلر با چاهک

ساعت در انکوباتور  24ت مد به پلیتها ،شد. سپس یختهر

ی رمناطق مها انمیزاز آن  پس. شدندداده  ارقر)بهداد، ایران( 

 .یددگر محاسبهمتر  میلی سساا برو  گرفته ارقر یابیزار ردمو

درصد،  2/0شویه کلرهگزیدین ) های حاوی دهان چاهک

، دارو یناسدرصد،  ۳/0ایران( و سیپروفلوکساسین ) شهردارو،

 متیل سولفوکسایددی  مایعو  مثبت لکنتر انبهعنوایران( 

  .(20)شدند  گرفته نظردر  منفی لکنتر انعنو به

 
لیتر( مختلف  گرم بر میلی ترکیبی )برحسب میلی های غلظت .1جدول 

 شویه کلرهگزیدین عصاره اتانولی باریجه و دهان

 0 20 40 50 60 80 100 عصاره اتانولی باریجه

شویه  دهان

 2/0کلروهگزیدین )

  درصد( 

0 20 40 50 60 80 100 

 روش انتشار از دیسک 

 بلانک یسکد که ستا ن صورتیا به امبیوگر نتیآ مایشآز

ی مختلف عصاره اتانولی گیاه غلظتها با رهبه عصا غشتهآ

 یها یسکد(، 1 کلرهگزیدین )جدول شویه باریجه و دهان

بیوتیک  نتیو آ درصد( 2/0هانشویه )د ویحا بلانک

و  مثبت لکنتر انعنو بهدرصد(  ۳/0سین )فلوکساوسیپر

عنوان کنترل منفی به  بهسولفوکساید  متیلدی  ویحا یسکد

 شدند.خشک  و هشدداده  ارقر رنکوباتودر ا ساعت 1ت مد

 که مناسب کشت محیط رویبر های تیمارشده  دیسک ،سپس

 ارقر مناسب صلافودر  ه،شد غشتهآ بیومیکر تلقیح توسط قبلاً

ساعت در انکوباتور  24ها به مدت  پلیت شدند. در ادامه،داده 

حاوی  ها با دیسک قرار داده شدند و اثر دیسک حاوی عصاره

 .(21)بیوتیک مقایسه گردید  شویه و آنتی دهان

 تست بیوفیلم 

برای ارزیابی اثر ضدبیوفیلمی عصاره اتانولی گیاه باریجه، 

سنجی  میزان تشکیل بیوفیلم به روش میکروتیتر پلیت و رنگ

گیری میزان تأثیر  روش اندازه با کریستال ویوله بررسی شد.

که ابتدا  بودین صورت های مختلف به ا ضدبیوفیلمی عصاره

 های چاهکمیکرولیتر از محیط کشت اختصاصی داخل  150

خانه ریخته شد، چاهک اول محیط کشت  96میکروتیتر پلیت 

عنوان شاهد مثبت در نظر گرفته شد. در  بدون عصاره به

های مختلف عصاره  میکرولیتر از نسبت 100بعدی  های چاهک

یک چاهک هم  و کلرهگزیدین به محیط کشت اضافه شد.

عنوان شاهد منفی بدون عصاره و باکتری در نظر گرفته شد.  به

نیم با کدورت در مرحله بعد، سوسپانسیون میکروبی 

. ها تهیه شد ساعته میکروارگانیسم 24فارلند از کشت  مک

 ،ها چاهک تمامسوسپانسیون به  از این میکرولیتر 20 ،سپس

یکروپلیت به مدت گردید. م ، افزودهشاهد منفی جز چاهک به

گذاری  خانه گراد گرم درجه سانتی ۳7ساعت در انکوباتور  24

ها به آرامی با برگرداندن  شد. سپس، محتویات داخل چاهک

بار با سرم فیزیولوژی استریل  ۳خالی شد و تمامی چاهک 

های پلانکتونیک حذف  وشو داده شدند تا تمامی باکتری شست

اتاق خشک گردید. در مرحله  گردند. میکروتیتر پلیت در دمای

 ،میکرولیتر متانول به هر چاهک 200کردن  بعد، با اضافه

که همان -ها  سطح داخلی دیواره چاهکهای متصل به  باکتری

دقیقه،  15تثبیت شدند. پس از  -باشند جمعیت بیوفیلمی می

و پلیت در درجه حرارت  ها دور ریخته شد محتویات چاهک

 200به هر چاهک  ،آمیزی رنگاتاق خشک شد. به منظور 

دقیقه اضافه  5درصد به مدت  2میکرولیتر کریستال ویوله 

طور کامل توسط جریان ملایم آب  هشد. سپس، رنگ اضافی ب

از این  پسشسته و میکروپلیت در دمای اتاق خشک شد. 

 200، به هر چاهک بیوفیلمبرای سنجش میزان  ،مرحله
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 ۳، شمارة ۳۳، دورة 1405 شهریورو  مردادسبزوار،  یپزشک دانشگاه علوم

 ها چاهک ،. سپسفه شددرصد اضا ۳۳میکرولیتر اسید استیک 

های متصل  زده شدند تا رنگ خوبی هم با استفاده از سمپلر به

. پس از طور کامل حل شوند ها به به دیواره چاهک

نانومتر  6۳0میزان جذب در  ،شدن محلول هر چاهک یکنواخت

 .(22, 20)توسط دستگاه الایزا )بایوتک، آلمان( قرائت گردید 

 ODCها با کمک  کوضعیت تشکیل بیوفیلم در چاه

  ODهای کنترل مثبت( و )میانگین جذب نوری چاهک

 های تیمار( محاسبه گردید. )میانگین جذب نوری چاهک

ODC≥OD  عدم تشکیل بیوفیلم 

ODC<OD≤2ODC  قدرت تشکیل بیوفیلم ضعیف 

2ODC<OD≤4ODC  قدرت تشکیل بیوفیلم متوسط 

4ODC<OD  قدرت تشکیل بیوفیلم قوی 

 تحلیلی ابرو  یددگر ثبت ارتکر ربا سه رتصو به نتایج

 لیسوا لسکاوکر نموو آز 24نسخه  SPSSار فزا منراز  نتایج

 شد. دهستفااها(  برای مقایسه میانگین)

 . نتایج3

در روش انتشار از  ،آزمون کروسکال والیسبر اساس 

قطر هاله عدم رشد داری بین  تفاوت آماری معنیدیسک، 

داشت وجود  بیوتیک آنتیبا  یهای مختلف ترکیب غلظت

(P=0.003). ساسترپتوکوکو برتأثیر ضدباکتریایی  در بررسی 

بیوتیک  آنتیمربوط به  به ترتیب، بیشترین مهار رشد سموتان

 ،(متر میلی ۳/45: قطر هاله عدم رشد) سیپروفلوکساسین

قطر هاله عدم درصد ) 100غلظت  شویه کلرهگزیدین دهان

درصد و  20غلظت  با باریجهترکیب و  (متر میلی 16 :رشد

 متر( میلی 66/1۳ :رشدعدم قطر هاله درصد ) 80 کلرهگزیدین

غلظت با  نیز مربوط به باریجهکمترین تأثیر ضدباکتریایی بود. 

حاوی  کلرهگزیدینهای ترکیبی باریجه و  و غلظت درصد 100

لیتر( بود؛ که  گرم بر میلی میلی 40-80مقادیر بالای عصاره )

تفاوتی بین اثرات  ،شد مشاهده نشد. همچنینهاله عدم ر

های  درصد و غلظت 100ضدباکتریایی باریجه با غلظت 

حاوی مقادیر بالای عصاره  کلرهگزیدینترکیبی باریجه و 

 .(1)شکل  ( مشاهده نشد80-40)

 
و کلرهگزیدین بر قطر هاله عدم رشد باکتری استرپتوکوکوس موتانس با روش انتشار از های ترکیبی مختلف باریجه  . توزیع اثر ضدباکتریایی غلظت1شکل 

 : کلرهگزیدین(C: باریجه و Bدیسک، )

 ـ    ، آزمـون  2دسـت آمـده در شـکل      هبا توجـه بـه نتـایج ب

تفـاوت  چاهک پلیـت،  کروسکال والیس نشان داد که در روش 

ــی ــاری معن ــین غلظــت آم  ــ داری ب ــف ترکیب ــای مختل ــا یه  ب

داشــت وجــود  قطــر هالــه عــدم رشــد از لحــا  بیوتیــک یآنتــ

(P=0.004) بــربیشـترین تــأثیر ضــدباکتریایی  کــه،  طــوری . بـه 

بیوتیـک   آنتـی مربـوط بـه    ترتیـب  س بـه موتان ساسترپتوکوکو

 متـری،  میلـی  6/44 با قطر هاله عـدم رشـد   سیپروفلوکساسین

با قطر هاله عدم شویه کلرهگزیدین  دهاندرصدی  100غلظت 
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 ۳، شمارة ۳۳، دورة 1405 شهریورو  مردادسبزوار،  یپزشک دانشگاه علوم

 باریجه ودرصدی  20 متری و غلظت ترکیبی میلی 66/18 رشد

 66/14 بــا قطــر هالــه عــدم رشــد کلرهگزیــدیندرصــدی  80

نیـز مربـوط بـه    کمتـرین تـأثیر ضـدباکتریایی    متری بود.  میلی

هـای ترکیبـی باریجـه و     باریجه و غلظـت درصدی  100غلظت 

گرم بـر   میلی 40-80حاوی مقادیر بالای عصاره ) کلرهگزیدین

( بود که هاله عدم رشد مشاهده نشـد. لازم بـه ذکـر    لیتر میلی

 درصـدی  100است که تفاوتی بین اثرات ضدباکتریایی غلظت 

حـاوی   کلرهگزیـدین  هـای ترکیبـی باریجـه و    باریجه و غلظت

 .مشاهده نشد( 40-80مقادیر بالای عصاره )

 

 
: Bترکیبی مختلف باریجه و کلرهگزیدین بر قطر هاله عدم رشد استرپتوکوکوس موتانس با روش چاهک پلیت ) های : توزیع اثر ضدباکتریایی غلظت2شکل 

 : کلرهگزیدین(.Cباریجه و 

، بررسی آماری ۳با توجه به نتایج به دست آمده در شکل 

توسط آزمون کروسکال والیس نشان داد که در روش بیوفیلم، 

های  وفیلم بین غلظتی در قدرت تشکیل بیتفاوت معنادار

لمی باکتری مختلف باریجه و کلرهگزیدین بر ساختار بیوفی

 .(P=0.073)نداشت ود استرپتوکوکوس موتانس وج
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 ۳شمارة  ۳۳، دورة 1405 مرداد و شهریور سبزوار،  یدانشگاه علوم پزشک

 
: Bوتانس در روش بیوفیلم )های ترکیبی مختلف باریجه و کلرهگزیدین بر ساختار بیوفیلمی باکتری استرپتوکوکوس م توزیع اثر ضدباکتریایی غلظت .۳ شکل

 : کلرهگزیدین(.Cباریجه و 

غلظت  ضدبیوفیلمی مربوط به در این روش بیشترین اثر
 20و غلظت ترکیبی شویه کلرهگزیدین  دهاندرصدی  100

کمترین تأثیر بود.  کلرهگزیدیندرصدی  80 باریجه ودرصدی 
باریجه و درصدی  100ضدبیوفیلمی نیز مربوط به غلظت 

حاوی مقادیر بالای  کلرهگزیدینترکیبی باریجه و  های غلظت
 لیتر( ثبت شد. گرم بر میلی میلی 40-80عصاره )

 گیری . بحث و نتیجه4

 مانندهای اسیدوژنیک  پوسیدگی دندان در حضور باکتری

یابد.  استرپتوکوکوس موتانس به شدت افزایش می

ترین میکروارگانیسم  ، اولین و مهماسترپتوکوکوس موتانس

زایی آن به اثبات  جود در پلاك دندانی است که پوسیدگیمو

از ورود و تکثیر این  شود است. بنابراین توصیه میرسیده 

 به . با توجه(2۳)پاتوژن به محیط دهانی جلوگیری شود 

های پریودنتال  های دندانی و بیماری ماهیت عفونی پوسیدگی

 ؛تندهای دهانی قرن حاضر هس ترین بیماری که یکی از شایع

ها  غلبه بر این بیماریحل  یافتن راه برایانجام تحقیقات 

 .(24) ضرورت دارد

های گیاهی نسبت به کلرهگزیدین به علت  شویه دهان

از نظر سازگاری با فیزیولوژی بدن و  ،داشتن ترکیبات طبیعی

تری هستند.  احتمال مسمومیت کمتر دارای شرایط مناسب

افرادی که امکان استفاده  برایگیاهی  های شویه دهان ،ینابنابر

 . تأثیردنشو توصیه می ،های شیمیایی را ندارند شویه از دهان

 محققان بوده توجه مورد از گذشته عفونی عوامل بر گیاهان

های گیاهی در صورتی که کارایی  شویه استفاده از دهان .است

چرا که  ؛بسیار مفید خواهد بود ،مطلوب داشته باشند

. (25)سنتتیک دارای عوارض جانبی هستند های  شویه دهان

یک ترکیب گیاهی مؤثر جهت مهار رشد  یافتن ،لذا

شویه بسیار حائز  زای دهانی برای دهان های بیماری باکتری

ترکیبی با کارایی بیشتر و عوارض  توان ؛ زیرا میاهمیت است

اثرات  در این تحقیق، به بررسی .جانبی کمتر معرفی کرد

های ترکیبی مختلف عصاره اتانولی گیاه  تضدباکتریایی غلظ

کلرهگزیدین  شویه ( و دهانFerula gummosaباریجه )دارویی 

ه تنی پرداخته شد بر استرپتوکوکوس موتانس به صورت برون

. نتایج مطالعه حاضر بر روی عصاره اتانولی ریشه گیاه است

لیتر  گرم بر میلی میلی 100دارویی باریجه نشان داد که غلظت 

لرهگزیدین بیشترین اثر مهاری را بر روی رشد باکتری ک

پاتوژن مورد مطالعه داشت. عصاره اتانولی گیاه دارویی باریجه 

گرم بر  میلی 40-80های ترکیبی بالا ) به تنهایی و در غلظت

راستا با  لیتر( تأثیری بر مهار رشد این باکتری نداشت. هم میلی

ی کلرهگزیدین در نتایج حاصل از اثرات ضدباکتریایی قو

ارزیابی و همکاران پژوهشی با عنوان  زاده‌مباركمطالعه حاضر، 

های اثر ضدمیکروبی کلرهگزیدین و اوژنول بر روی سلول

پلانکتونیک و بیوفیلم استرپتوکوکوس ویریدانس جداشده از 

 جدایه که ها نشان داد . نتایج آنانجام دادند های دندانیپلاك

UTMC 2446  وسشباهت به استرپتوکوکدرصد  04/98 که 

ی تولید بیوفیلم را در بین ، بیشترین توانمندردسانژیوس دا

 99 لرهگزیدین ودرصد ک 2/0 های ها داشت. غلظت جدایه

مانع از تشکیل بیوفیلم در این جدایه شد؛ در  ،اوژنولدرصد 

 و درصد 14/0 هایحالی که این ترکیبات به ترتیب در غلظت

های پلانکتونی قادر به مهار رشد سلول خوبی به درصد 2/79

 . (26)ند بود

 ضدبیوفیلمی مربوط به در مطالعه حاضر بیشترین اثر

و غلظت ترکیبی شویه کلرهگزیدین  دهاندرصدی  100غلظت 

گیاه  بود. کلرهگزیدیندرصدی  80باریجه و درصدی 20

خود  ای از ملاحظه اثر ضدباکتریایی قابل ،باریجه مورد مطالعه

مقایسه اثر و همکاران پژوهشی با عنوان  اصفهانیاننداد.  نشان

شویه ایرانی و خارجی حاوی کلرهگزیدین و  بالینی دو دهان

انجام دادند. در سدیم فلوراید بر میزان برداشت پلاك دندانی 

 Kin–Gingivalشویه پلاك دو دهان این مطالعه اثرات آنتی

ساخت   Epimax شویه دهان‌اسپانیا و kin ساخت کمپانی

شرکت عماد داروی ایران که هر دو حاوی مقادیر یکسان 

 بودند،درصد  05/0و سدیم فلوراید ‌درصد 12/0کلرهگزیدین 

در  یشویه خارج دهانکه  ها نشان داد یافته بررسی شد.

 یخلف هیدر حذف پلاك در ناح ،یرانیشویه ا با دهان سهیمقا

 یو خارج یرانیا شویه . هر دو دهانه استمؤثرتر بود نییفک پا

در  یتفاوت چیکه ه یدر حال ؛مؤثرتر بودند یقدام هیدر ناح

های  . یافته(27) مشاهده نشد نییفک بالا و پا نیها ب تأثیر آن

 ،شویه کلرهگزیدین اثر ضدباکتریایی قوی دهانمربوط به 
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. در مغایرت با نتایج استراستا با نتایج پژوهش حاضر  هم

نشان دادند که سلمان و همکاران  یناظممطالعه حاضر، 

اثرات ضدمیکروبی مشابه  ،جهیبار ییهوا یها اندام سانسا

قطر که  طوری به ؛زا دارند یدگیپوس یها یباکترکلرهگزیدین بر 

تیمارشده  نوسیاسترپتوکوك سوبر یبازدارنده در باکتر هیناح

 نیدیاز کلرهگز شتریب یرمعناداریصورت غه ببا اسانس باریجه 

. همچنین، فرید افشار و همکاران گزارش کردند که (28) بود

و  دارد یتوجه قابل ییایضدباکتر تیعالف ،جهیبار نِیرز-مغص

 یها هیبر سو یشتریب یآن اثر بازدارندگ یاسانس الکل

و همکاران نشان دادند که  یقاسم .(29)نشان داد  نتوباکتریآس

 یبالاتر یبکرویضدم تیفعال ،جهیبار اهیصمغ گ یعصاره متانول

 یها به عصاره نسبت سیلیسوبت لوسیباس یباکتر یبر رو

و همکاران  یهاشمنتایج مطالعه (. ۳0دارد ) یو آب یاتانول

 یکنندگمهار تیفعال ،جهیبار شهیر ینشان داد که عصاره اتانول

 نیشتریدارد. ب یو آب یمتانول یها نسبت به عصاره یشتریب

 لوکوکوسیاستاف مربوط به یدر عصاره متانول تیحساس

مربوط به  یدر عصاره اتانول تیحساس نیشتریاورئوس و ب

و همکاران  یمانیسل .(۳1) دبو هیسانترید گلایو ش یاکلیشیاشر

را بر  یاثر مهارکنندگ نیشتریب جهیبار اهینشان دادند که گ

 یبا هاله عدم رشد سیدیدرمیاپ لوکوکوسیاستاف یباکتر یرو

(. از علل ۳2)داشت  MIC=0.01متر و  یلیم ۳۳به قطر 

ها،  پژوهش سایرهای  با یافته حاضرمغایربودن نتایج مطالعه 

توان به نوع باکتری و نوع عصاره و یا اسانس باریجه اشاره  می

 نمود. 

بررسی اثر ضدّ و همکاران با عنوان  صالحینتایج مطالعه 

نشان داد که در  های آبی و الکلی ریشه باریجه قارچی عصاره

 های آبی و الکلی ریشه باریجه عصاره ،سک و چاهکروش دی

های این مطالعه مشابه  یافته ندارند. ضدباکتریاییاثر گونه  هیچ

 یهاروش بایید مطالعه حاضر بود که نشان داد باریجه و در تأ

اثر ، تستها )بیوفیلم( سایرو  چاهک()دیسک و  مشابه

با عنوان . صالحی و همکاران پژوهشی (۳۳)ضدباکتریایی ندارد 

های آبی و الکلی ریشه باریجه بر سودوموناس  اثر عصاره

های ایشان نشان داد که در هر دو  آئروژینوزا انجام دادند. یافته

عصاره آبی ریشه باریجه تأثیری بر  ،روش دیسک و چاهک

ه عدم رشد مشاهده رشد سودوموناس آئروژینوزا نداشت و هال

اثر ضدباکتریایی بر  ،یجههای الکلی ریشه بار نشد، اما عصاره

طور که در این مطالعه  همان داشتند.سودوموناس آئروژینوزا 

 بودگیاه دارویی باریجه دارای اثر ضدباکتریایی  ،مشخص شد

(۳4) . 

نتایج در روش دیسک و چاهک نشان داد که  تحلیل

 ،درصد 2/0 لیتر کلرهگزیدین گرم بر میلی میلی 100غلظت 

یی را بر روی باکتری استرپتوکوکوس بیشترین اثر ضدباکتریا

کلرهگزیدین   80. بعد از آن غلظت ترکیبیداشته استموتانس 

لیتر باریجه مؤثر بوده و در مقابل  گرم بر میلیمیلی 20و 

لیتر عصاره اتانولی باریجه  گرم بر میلی میلی 100غلظت 

 سنجش نتایجخود نشان داد.  کمترین اثر ضدباکتریایی را از

گرم  میلی 100بیوفیلم نشان داد که تنها غلظت کیل تش انمیز

گرم بر  میلی 80غلظت ترکیبی نیز لیتر کلرهگزیدین و  بر میلی

 ،لیتر باریجه گرم بر میلیمیلی 20لیتر کلرهگزیدین و  میلی

 در بودند؛ قادر به مهار تشکیل بیوفیلم استرپتوکوکوس موتانس

لایی از عصاره درصد با حاویهای ترکیبی  غلظت حالی که در

 . مشاهده گردیدتشکیل بیوفیلم باکتری  ،باریجه

اثرات تنها به  نه ،بالا یها در غلظت جهیبار رسد یبه نظر م

بلکه ممکن است  کند، یکمک نم نیدیکلرهگزضدمیکروبی 

عصاره  (.یستیمختل کند )اثر آنتاگون زیآن را ن یاثربخش

 کیعنوان  به واندت یم نییپا یاحتمالاً تنها در دوزها ،جهیبار

 ییاما توانا ؛عمل کند نیدیدر کنار کلرهگز یعامل کمک

 ندارد. نیدیکامل کلرهگز ینیگزیجا یبرا یکاف ییایضدباکتر

گرم بر  میلی 80 یبیکه غلظت ترک دنده ینشان م ها افتهی نیا

  جهیبار لیتر گرم بر میلی میلی 20و  نیدیکلرهگز لیتر میلی

مهار استرپتوکوکوس  یبرا نهیبه ونیفرمولاس کی تواند یم

 بیترک نیدر ا جهینسبت بار شیحال، افزا نیموتانس باشد. با ا

 زمانیتنها  جهیبار ن،ی. بنابراشود یم ییمنجر به کاهش کارا

نه لزوماً ، نیدیشود که هدف کاهش دوز کلرهگز یم شنهادیپ

 ییعصاره به تنها نیا زیرا ؛باشد یکش کروبیقدرت م شیافزا

 ،رو ازاین .است استرپتوکوکوس موتانسبر  لمیوفیمهار ب رفاقد اث

کنش  انجام مطالعات تکمیلی برای بررسی مکانیسم دقیق برهم

منظور تعیین احتمال  های مختلف، به این دو ترکیب در غلظت

تداخل بیوشیمیایی باریجه با عملکرد کلرهگزیدین، توصیه 

 .گردد می

  MICبه عدم تعیینتوان  های این مطالعه می از محدودیت

نقش دوز مؤثر  هدربار یریگ میتصم دراشاره نمود که   MBCو
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توان به  های این مطالعه می از دیگر محدودیت همچنین .دارند

 تیسم انجام آزمون عدم و عصارهمؤثره ماده  نشدن ییشناسا

  تنی اشاره نمود. شرایط برون در یسلول
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