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Background and Aim Although there are methods such as the use of mouthwashes to prevent periodon-
tal diseases, these diseases are still the most common oral diseases. Given the side effects of chemical 
methods, the present study aimed to evaluate the inhibitory and antibacterial effects of peppermint 
essential oil on periodontal pathogens.
Methods & Materials Antibacterial effect of the peppermint essential oil by the disk diffusion and Mi-
croplate dilution techniques was performed on 4 standard bacteria purchased from the microbial bank 
of Iran, including Enterococcus Faecalis, Streptococcus Sanguinis, Eikenella corrodens, and Actinomyces 
Viscosus. The minimum inhibitory concentration and minimum bactericidal concentration of the essential 
oil were also evaluated. The amount of biofilm formation was obtained by calculating the average biofilm 
formation in the three wells and comparing it with the optical density of negative control by the Elisa 
Reader device.
Ethical Considerations This study was approved by the Research Ethics Committee of Arak University of 
Medical Sciences with code: IR.ARAKMU.REC.1397.15.
Results Results of diffusion test showed the inhibitory effect of 0.1 g/mL essential oil on Enterococcus 
Faecalis and Streptococcus Sanguinis. Pure essential oil of peppermint showed the strongest inhibitory 
effect on streptococcus sanguinis followed by enterococcus faecalis, actinomyces viscosus and eikenella 
corrodens. 
Conclusion The peppermint plant has antibacterial and inhibitory effects on the bacteria of entero-
coccus faecalis, streptococcus sanguinis, eikenella corrodens, and actinomyces viscosus. Therefore, 
peppermint as a natural and effective antibacterial agent, has a potential application in the preven-
tion of periodontal disease.
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Extended Abstract

Introduction

ith the addition of fluoride, the prev-
alence of dental caries has decreased, W

but many groups in the community still have dental 
caries [1]. Periodontal disease is one of the most com-
mon infectious diseases [4] and the spread of dental 
biofilm causes these diseases [8]. The compounds used 
in the treatment of periodontal disease usually have 
side effects, in addition to benefits [11]. Recently, plant 
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compounds have been considered to reduce oral bacte-
rial biofilms [12, 13]. One of these plants is peppermint 
whose effects on treatment of cold as well as antibac-
terial and antifungal properties have been reported. It 
has also been shown to have fewer side effects [14, 
15]. Due to the importance and high prevalence of 
periodontal disease and the observed increase in cases 
of antibiotic resistance and side effects of overuse of 
chemical drugs, this study was conducted to investi-
gate the possible antibacterial properties of peppermint 
on a number of microorganisms involved in periodon-
tal disease.

Materials and Methods

The present study was a laboratory experiment. 
Fresh peppermint was prepared from the Medicinal 
Plants and Drugs Research Institute of Shahid Be-
heshti University, and was then traditionally washed 
several times with water. It was then dried in a dark 
place away from sunlight at a temperature of 24+2° 
C for a week and then milled. Alcoholic and aqueous 
extraction methods were performed. Various dilutions 
were prepared from the extract. Essential oil was ex-
tracted using Clevenger apparatus. Experiments were 
conducted on 4 standard bacteria purchased from the 
microbial bank of Iran, including Enterococcus Faeca-
lis, Streptococcus Sanguinis, Eikenella corrodens, and 

Actinomyces Viscosus. The diffusion disc method was 
used for testing microbial susceptibility to the essential 
oil after microbial suspension preparation [14, 15]. 

Microdilution method was used to determine the mi-
crobial susceptibility, and culture method and MTT as-
say were used to determine the minimum bactericidal 
concentration. The analysis of the adhesion strength of 
biofilm in the microplate and the inhibitory effect on 
biofilm formation at different concentrations by optical 
density measurement were read by Elisa Reader. In or-
der to perform the biofilm test, the biofilm was placed 
in triplicate and the amount of biofilm was obtained by 
calculating the average biofilm of these three wells and 
comparing it with negative control.

Results

The diameters of non-growth inhibition zones relat-
ed to different concentrations of peppermint essential 
oil (in millimeters) are shown in Table 1. The 0.1 g/
ml peppermint essential oil had an inhibitory effect on 
the growth of enterococcus faecalis and streptococcus 
sanguinis. Results showed the strongest effect of pure 
plant essential oil on streptococcus sanguinis and its 
weakest effect on eikenella corrodens. The effect of 1 
g/ml peppermint essential oil on the growth of entero-
coccus faecalis is shown in Figure 1, as a sample. Acti-

Table 1. Diameters of non-growth inhibition zones related to different concentrations of peppermint essential oil (in millimeters)

Microorganism 0.1 g/ml 1 g/ml

Enterococcus faecalis 11 18

Streptococcus sanguinis 20 30

Eikenella corrodens - 8

Actinomyces viscosus - 11

Table 2. Optical density in the biofilm inhibition test for different concentrations of peppermint essential oil

Microorganism
Concentrations (mg/ml)

50 25 12.5 6.25 3.125 1.562 0.781 0.39 0.195 0.097 Positive 
Control

Negative 
Control

Enterococcus 
faecalis 0.053 0.057 0.058 0.369 0.499 0.539 0.602 0.592 0.615 0.595 0.789 0.058

Streptococcus 
sanguinis 0.083 0.078 0.521 0.497 0.546 0.523 0.540 0.525 0.530 0.675 0.789 0.092

Eikenella corrodens 0.081 0.054 0.073 0.170 0.445 0.607 0.623 0.754 0.785 0.812 1.005 0.094

Actinomyces 
viscosus 0.085 0.091 0.084 0.99 0.119 0.457 0.546 0.556 0.674 0.750 0.779 0.093
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nomyces viscosus did not grow up to well No. 5 (3.125 
mg/ml concentration of essential oil), and the rest of 
the bacteria did not grow up to well No. 6 (1.562 mg / 
ml concentration of essential oil). 

Actinomyces viscosus was inhibited to grow at con-
centrations ≥3.125 mg/ml and other bacteria at concen-
trations ≥1.562 mg/ml of peppermint essential oil. The 
optical density in the biofilm inhibition test for differ-
ent concentrations of peppermint essential oil is shown 
in Table 2. The bacterium actinomyces viscosus did 
not form biofilm up to well No. 4 (at concentrations 
≥3.125 mg/ml) and other bacteria up to well No. 3 (at 
concentrations ≥12.5 mg/ml).

Discussion

Pure essential oil of peppermint showed the stron-
gest inhibitory effect on streptococcus sanguinis fol-
lowed by enterococcus faecalis, actinomyces viscosus 
and eikenella corrodens. The strongest bactericidal ef-
fect of peppermint essential oil was on eikenella cor-
rodens followed by actinomyces viscosus, streptococ-
cus sanguinis,and enterococcus faecalis. Moreover, its 
strongest inhibitory effect on the process of biofilm for-
mation was observed in actinomyces viscosus followed 
by enterococcus faecalis, eikenella corrodens, and 
streptococcus sanguinis. In a study on the antibacterial 
effect of peppermint on the two strains of streptococ-
cus sanguinis and Streptococcus mutans, the minimum 
inhibitory concentration and the minimum bactericidal 
concentration were investigated [16], and the results 
were consistent with the results of the present study.

In another study, the measurement of the non-growth 
inhibition zone diameters of Escherichia coli bacteria, 
aeromonas hydrophila, Staphylococcus aureus, and en-
terococcus faecium was performed after using pepper-
mint essential oil [17] whose results were in agreement 
with our results. Another study showed that the com-
bined extract of peppermint and mango plants reduced 
the bacterial adhesion of Streptococcus mitis and strep-
tococcus sanguinis [19].

Conclusion

The limitations of the study were the low number of 
study strains, the difficulty of culturing some patho-
gens, and the lack of similar human studies. However, 
this study can be a guide for further studies in human 
simulated models and In Vivo studies. It was conclud-
ed that peppermint plant has antibacterial properties 
on the bacteria of enterococcus faecalis, streptococcus 
sanguinis, eikenella corrodens, and actinomyces vis-
cosus, and also has inhibitory effect on them. There-
fore, peppermint as a natural and effective antibacterial 
agent, has a potential application in the prevention of 
periodontal disease.
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Figure 1. Effect of 1 g/ml peppermint essential oil on the growth of enterococcus faecalis (A: Before. B: After) 

A B
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زمینه و هدف اگرچه راه‌هایی ازجمله استفاده از دهان‌شویه برای جلوگیری از بیماری‌های پریودنتال وجود دارد، اما این بیماری‌ها همچنان 
از شایع‌ترین بیماری‌های دهان و دندان هستند. با توجه به عوارض روش‌های شیمیایی، مطالعه حاضر با هدف بررسی اثر احتمالی 

ضدباکتریال گیاه نعناع فلفلی علیه پاتوژن‌های پریودنتال انجام شد.

مواد و روش ها بررسی اثر ضدمیکروبی اسانس نعناع فلفلی با استفاده از روش‌های دیسک دیفیوژن و میکروپلیت دایلوشن بر چهار 
باکتری انتروکوکوس فکالیس، استرپتوکوکوس سانگوئیس، ایکنلا کورودنس و اکتیتومایسس ویسکوز انجام شد؛ همچنین حداقل غلظت 
مهارکنندگی و حداقل غلظت کشندگی اسانس نیز برای هر چهار باکتری تعیین شد. میزان بیوفیلم از طریق محاسبه میانگین بیوفیلم 

تشکیل شده سه چاهک و مقایسه آن با جذب نوری کنترل منفی و با استفاده از دستگاه الایزاریدر به دست آمد.

ملاحظات اخلاقی این مطالعه با کد اخلاقIR.ARAKMU.REC 1397.15. به تصویب کمیته اخلاق معاونت پژوهشی دانشگاه علوم 
پزشکی اراک رسید.

یافته ها نتایج تست دیسک دیفیوژن بیان داشت که اسانس با غلظت 0/1 گرم بر میلی‌لیتر از گیاه، اثر مهاری بر رشد انتروکوک 
استرپتوکوک  روی  ضعیف‌ترین  به  اثر  قوی‌ترین  از  به‌ترتیب  گیاه  خالص  اسانس  دارد.  سانگوئیس  استرپتوکوک  و  فکالیس 

سانگوئیس‌، انتروکوک فکالیس، اکتینومایسس ویسکوز و ایکنلا کورودنس اثر مهاری نشان داد.

نتیجه گیری نتایج این مطالعه نشان داد که گیاه نعناع فلفلی دارای خاصیت آنتی‌باکتریال بر باکتری های ایکنلا کورودنس ، اکتینومایسس 
ویسکوز، استرپتوکوک سانگوئیس و انتروکوک فکالیس است. اثر مهاری اسانس این گیاه نیز نشان داده شد؛ لذا می‌توان گفت که گیاه نعناع 

فلفلی به عنوان یک آنتی‌باکتریال طبیعی و مؤثر، کاربرد احتمالی در پیشگیری از بیماری های پریودنتال دارد.

کلیدواژه‌ها: 
اسانس نعناع فلفلی، 

بیماری‌های پریودنتال، 
اثر ضدمیکروبی
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مقدمه

دندان  پوسیدگی‌های  شیوع  فلوراید  کردن  اضافه  با  اگرچه 
کاهش یافته است، اما هنوز گروه‌های بسیاری از جامعه مبتلا به 
پوسیدگی دندان هستند ]1[. به طور طبیعی فلور دهان شامل 
گروه متنوعی از ارگانیسم‌ها بوده و دربرگیرنده باکتری‌ها، قارچ‌ها، 
میکوپلاسماها، تک‌یاخته‌ها و احتمالًا فلور ویروسی است. از این 
میان باکتری‌ها نسبت به سایر گروه‌ها غالب هستند و گونه‌های 
بسیار زیادی از آن‌ها کشت داده شده است ]2[. شرایط مختلفی 
ازجمله شکل دندان‌ها، شیارها، نامرتب بودن دندان‌ها و کیفیت 
پایین ترمیم بر پوسیدگی دندان و ایجاد بیماری‌های پریودنتال اثر 
دارد ]3[. بیماری‌های پریودنتال از شایع‌ترین بیماری‌های عفونی 
انواع مهم آن‌ها می‌توان به جینجیوایتیس،  از  هستند ]4[ که 

پریودنتیت، پریودنتیت مزمن، نکروزان و ایمپلنتایسیس اشاره 
کرد ]5[. باکتری‌های دخیل در بیماری‌های پریودنتال عبارت‌اند 
ژنژیوالیس،  پورفیروموناس  اینترمدیا،  پروتلا  اکتینومایس‌ها،  از 

آنتروباکتریاسه و غیره ]6[.

بیوفیلم به سلول‌هایی گفته می‌شود که روی یک سطح تثبیت 
شده و به وسیله یک ماتریکس از مواد پلیمری خارج سلولی با 
منشأ میکروبی احاطه شده‌اند ]7[. ایجاد بیوفیلم باعث مقاومت 
باکتری در برابر عوامل ضدمیکروبی می‌شود و ممکن است به بروز 
مشکلات حاد در این زمینه منجر شود. بیوفیلم یک توده متراکم 
و ترکیب‌شده با میکروارگانیسم‌ها است. این باکتری‌ها به طور 
عمده شامل استرپتوکوکوس میتیس و سانگوئیس هستند. وجود 

بیوفیلم نیز باعث التهاب لثه و پریودنتیت می‌شود ]8[.
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برای  دهان‌شویه‌ها  ازجمله  شیمیایی  مختلف  ترکیبات  از 
جلوگیری از بیماری‌های لثه، پریودنتیت و کاهش بیوفیلم استفاده 
می‌شود ]10 ،9[ که این ترکیبات معمولًا در کنار فواید، عوارضی 
بیوفیلم  کاهش  برای  گیاهی  ترکیبات  اخیراً   .]11[ دارند  نیز 
از  یکی   .]12،  13[ گرفته‌اند  قرار  توجه  مورد  دهان  باکتریایی 
این ترکیبات نعناع فلفلی است. اثر این گیاه بر درمان عوارض 
سرماخوردگی اثبات و مشخص شده است که عوارض جانبی آن 
کم است. نعناع فلفلی حاوی 1/2 تا 1/5 اسانس اصلی است. منتول 
جزء اصلی اسانس نعناع فلفلی است که موجب تحریک جریان 
صفراوی، تسهیل آروغ زدن و خواص ضدباکتری است ]15 ،14[.

مقاومت  و  پریودنتال  بیماری‌های  اهمیت  به  توجه  با 
آنتی‌بیوتیکی و عوارض داروهای شیمیایی، مطالعه حاضر با هدف 
بررسی خواص ضدباکتریایی احتمالی گیاه نعناع فلفلی بر تعدادی 

از میکروارگانیسم‌های شایع انجام شد.

مواد و روش‌ها

این پژوهش به صورت تجربی و آزمایشگاهی1 انجام شد. گیاه 
نعناع فلفلی به صورت تازه از گلخانه گیاهان دارویی و از کوه‌های 
منطقه فراهان اراک استان مرکزی تهیه و به صورت سنتی چند 
بار با آب شست‌وشو داده شد و سپس در محلی تاریک و دور از 
نور خورشید در دمای 2±24 یک هفته خشک و سپس آسیاب 
شد. روش‌های عصاره‌گیری الکلی و آبی انجام و از عصاره، رقت‌های 
مختلف تهیه شد. اسانس‌گیری با استفاده از دستگاه کلونجر انجام 
شد. در این دستگاه گیاه به طور مستقیم در یک بالن تقطیر داخل 
آب قرار گرفت؛ دو سوم حجم بالن با آب اشغال و سپس حرارت داده 
شد. بخارهایی که در این مرحله تولید می‌شوند، حاوی مولکول‌های 
اسانسی هستند. این بخارها پس از عبور از لوله‌های خنک‌کننده به 

صورت مایع درآمدند و در قسمت گیرنده جمع‌آوری شدند.

در این مطالعه، چهار سویه استاندارد خریداری‌شده از بانک 
 Eikenella corrodens PTCC 1391، شامل  ایران  میکروبی 
Streptococcus Sanguis PTCC1449 ،Enterococ-

 Actinomyces Viscosus و   cus Faecalis PTCC1778
PTCC1202 بررسی شدند. برای انجام آزمون حساسیت میکروبی 
به اسانس به روش دیسک دیفیوژن بعد از تهیه سوسپانسیون 
)cfu/ml 1.5×10( کشت  فارلند  نیم مک  با غلظت  میکروبی 
سوسپانسیون به صورت سفرهای روی محیط مولر هینتون آگار 
انجام شد و دیسک بلانک آغشته به µl 20 اسانس با غلظت‌های 
1 و 0/1 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر روی محیط کشت و در فاصله 
مناسب  با دیواره پلیت قرار داده شد. پلیت‌ها به مدت 48 ساعت 
در انکوباتور 37 درجه سانتی‌گراد قرار داده شد و بعد از سپری 
انکوباسیون قطر هاله عدم رشد باکتری بر حسب  کردن دوره 

میلی‌متر اندازه‌گیری و ثبت شد.

1.Field study

 برای تعیین حساسیت میکروبی به روش میکروپلیت دایلوشن 
ابتدا سوسپانسیونی از باکتری‌هایی که از قبل کشت داده شده 
بودند و از زمان کشت آن‌ها 24-18 ساعت گذشته بود، تهیه شد و 
در مولر هینتون براث به کدورت نیم مک فارلند رسانده شد؛ سپس 
محتویات وارد میکروپلیت شدند. بدین صورت که 100 میکرولیتر 
از سوسپانسیون باکتری تا چاهک شماره 11 ریخته شد و100 
میکرولیتر از میکروامولسیون اسانس نعناع فلفلی در چاهک اول 
ریخته شد و سریالی تا چاهک شماره 10 تهیه شد؛ سپس به مدت 
48 ساعت میکروپلیت را انکوبه کرده و پس از 48 ساعت با دستگاه 
آمریکا در طول موج  الایزاریدرStat Fax 3200  ساخت کشور 
545 نانومتر کدورت‌سنجی شد تا حداقل غلظت مهارکنندگی به 
دست آید. بعد از آن برای تعیین حداقل غلظت کشندگی از روش 
کشت و روش رنگ MTT استفاده شد. روش کشت بدین صورت 
بود که پلیت را تقسیم بندی کرده و برای هر سویه از شماره 1 تا 
12 نوشته شد که شماره 11 مربوط به کنترل مثبت و تنها حاوی 
100 میکرولیتر سوسپانسیون باکتری بدون اسانس بود. شماره 12 
مربوط به کنترل منفی بود، یعنی تنها 100 میکرولیتر محیط براث 
در آن بود؛ سپس به ترتیب شماره از هر چاهک هم ردیف همان 
سویه به میزان 10 میکرولیتر روی پلیت کشت داده شد؛ پلیت‌ها 
را تا 24 ساعت انکوبه کرده و فردای آن روز نتایج قرائت شد. اولین 
چاهک یا قسمتی که در آن رشد مشاهده شد، یک چاهک قبل از 

آن به عنوان حداقل غلظت کشندگی شد.

زمان  اتمام  از  بعد  که  کرد  تفسیر  این‌گونه  می‌توان  درواقع 
اسانس  و  لوله‌های حاوی سویه‌ها  از  رقت  آخرین  انکوباسیون، 
گیاهی نعناع فلفلی که در محیط مولر هینتون آگار دارای رشد 
بوده و رقت بالاتر از آن فاقد رشد است، به عنوان حداقل غلظت 
کشندگی اسانس گیاه محاسبه شد. برای تعیین حداقل غلظت 
کشندگی از طریق روش رنگ MTT مقدار 10 میکرولیتر رنگ 
آماده‌شده MTT به تمام چاهک‌ها اضافه کردیم. بعد از 40 دقیقه 
انکوباسیون چاهک‌هایی که باکتری در آن‌ها زنده است، رنگ را 
احیا و تولید رنگ بنفش کرد و چاهک‌هایی که باکتری در آن‌ها از 
بین رفته بود، بدون تغییر باقی ماند. به این ترتیب چاهک قبل از 

اولین چاهک بنفش رنگ، حداقل غلظت کشندگی است.

برای بررسی تشکیل و قدرت چسبندگی بیوفیلم در میکروپلیت 
و ارزیابی کنترل تشکیل بیوفیلم در غلظت‌های مختلف توسط 
محیط  میکرولیتر  مقدار 170  به  میکروپلیت  در  ابتدا  باکتری 
کشت آماده شد؛ سپس 20 میکرولیتر سوسپانسیون باکتری و 
10 میکرولیتر ماده ضدمیکروبی اضافه شد. بعد از گذشت 48 
از خشک  ساعت چاهک‌ها تخلیه و شست‌وشو داده شد. پس 
شدن چاهک‌ها با استفاده از اتانول 95 درصد بیوفیلم‌ها حل و 

سپس چگالی نوری به وسیله الایزاریدر خوانده شد.

برای انجام تست سنجش بیوفیلم ابتدا باکتری‌ها به مدت 18 
الی 24 ساعت در محیط مناسب کشت داده شدند؛ سپس از 
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کلنی‌های تک و یکسان سه کلنی برداشته شد و در مقداری 
سوسپانسیون  بعد  مرحله  در  شد.  داده  کشت   2BHI محیط 
کشت‌داده‌شده به مدت 3 ساعت در دمای 37 درجه انکوبه شد 
از  و 180 میکرولیتر  از سوسپانسیون  میکرولیتر  و سپس 20 
محیط حاوی نمک روی میکروپلیت پلی استایرن انتقال داده 
از گذشت  و پس  انکوبه  به مدت 48 ساعت  میکروپلیت  شد. 
48 ساعت محتویات چاهک‌ها به‌آرامی خارج شد و دو مرتبه با 
آب مقطر استریل شست‌وشو داده شد؛ سپس 200 میکرولیتر 
کریستال ویوله 0/1 درصد در چاهک‌ها ریخته و به مدت 10 
دقیقه در دمای اتاق نگهداری شد. رنگ به‌آرامی با سمپلر خالی 
شد و سپس چاهک‌ها دو مرتبه با آب مقطر استریل شست‌وشو 
به‌آرامی روی دستمال کاغذی ضربه زده  داده شدند. درنهایت 
شد تا آب چاهک‌ها خالی شود. در این مرحله اجازه داده شد که 
چاهک‌ها در دمای اتاق خشک شوند و سپس برای ارزیابی نسبی 
تشکیل بیوفیلم 200 میکرولیتر اتانول 95 درصد بری حل شدن 
رنگ مرتبط با سطح به چاهک‌ها زده و به مدت 10 الی 15 دقیقه 
در دمای اتاق نگهداری شد؛ سپس محتویات هر چاهک با استفاده 
از پیپتینگ مخلوط شد و 125 میکرولیتر از این محلول در طول 

2.Brain heart infusion

موج 545 نانومتر به وسیله دستگاه الایزاریدر اندازه‌گیری شد. 
بیوفیلم هر سویه به صورت سه‌تایی گذاشته شد و میزان بیوفیلم 
توسط محاسبه میانگین بیوفیلم تشکیل‌شده این سه چاهک و 

مقایسه آن با جذب نوری کنترل منفی به دست آمد.

نتایج

مقادیر قطر هاله‌های عدم رشد مربوط به غلظت‌های مختلف 
اسانس نعناع فلفی بر حسب میلی‌متر در جدول شماره 1 نشان 
با  اسانس  که  می‌دهد  نشان  تست  این  نتایج  است.  داده شده 
غلظت g/ml 0/1 از گیاه اثر مهاری بر رشد انتروکوک فکالیس 
و استرپتوکوک سانگوئیس دارد؛ همچنین قوی‌ترین اثر اسانس 
خالص گیاه برای استرپتوکوک سانگوئیس و ضعیف‌ترین اثر برای 
ایکنلا کورودنس را نشان داد. نمونه‌ای از تأثیر اسانس نعناع فلفلی 
با غلظت g/ml 1 بر رشد باکتری انتروکوکوس فکالیس در تصویر 

شماره 1 نشان داده شده است.

نتایج حداقل غلظت مهارکنندگی و حداقل غلظت کشندگی 
اسانس گیاه نعناع فلفلی در تصویر شماره 2 نشان داده شده است. 
بر اساس نتایج، حداقل غلظت کشندگی قوی‌ترین اثر اسانس گیاه 

جدول 1. قطر هاله‌های عدم رشد بر حسب میلی‌متر مربوط به غلظت‌های مختلف اسانس گیاه نعناع فلفلی

غلظت 1 گرم بر میلی‌لیترغلظت 0/1 گرم بر میلی‌لیترنام میکروارگانیسم

1118انتروکوکوس فکالیس
2030استرپتوکوکوس سانگوئیس

8-ایکنلا کورودنس
11-اکتینومایسس ویسکوز
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الف ب

http://jams.arakmu.ac.ir/index.php?slc_lang=fa&sid=1


180

خرداد و تیر 1399. دوره 23. شماره 2

برای باکتری ایکنلا کورودنس )mg/ml 1/562( و ضعیف‌ترین 
 )12/5 mg/ml( اثر اسانس گیاه برای باکتری انتروکوک فکالیس
به دست آمد؛ همچنین حداقل غلظت مهارکنندگی برای باکتری 
اکتینومایسس ویسکوز ضعیف‌تر )mg/ml 3/125( و برای سه 

باکتری دیگر قوی‌تر و برابر )mg/ml 1/562( به دست آمد.

دایلوشن  میکروپلیت  آزمایش  در  نوری  میزان چگالی  نتایج 
مربوط به غلظت‌های مختلف اسانس گیاه نعناع فلفلی در تصویر 
شماره 3 نشان داده شده است. نتایج این تست نشان داد که 
سه باکتری انتروکوکوس فکالیس، استرپتوکوکوس سانگوئیس 

و ایکنلا کورودنس تا چاهک شماره 6، یعنی تا غلظت 1/562 
باکتری  و  فلفلی  نعناع  گیاه  اسانس  از  میلی‌لیتر  بر  میلی‌گرم 

اکتینومایسس ویسکوز تا غلظت 3/125 رشد نکرده‌اند.

نتایج میزان آزمایش مهار تشکیل بیوفیلم مربوط به اسانس نعناع 
فلفلی مربوط به غلظت‌های مختلف اسانس گیاه در تصویر شماره 
4 نشان داده شده است. نتایج این تست نشان داد که باکتری 
انتروکوکوس فکالیس ایکنلا کورودنس تا چاهک 3 یعنی تا غلظت 
12/5، استرپتوکوکوس سانگوئیس تا چاهک 2 یعنی تا غلظت 25 
و باکتری اکتینومایسس ویسکوز تا چاهک 4 یعنی با غلظت 6/25 

تصویر 2. حداقل غلظت مهارکنندگی و حداقل غلظت کشندگی اسانس گیاه نعناع فلفلی )حداقل غلظـت مهاركننـدگي رشـد و حـداقل غلظـت كـشندگي رشـد 
بـر حـسب ml/µg اندازه‌گيري شده است(

تصویر 3. میزان چگالی نوری در آزمایش میکروپلیت دایلوشن مربوط به غلظت‌های مختلف اسانس گیاه نعناع فلفلی
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میلی‌گرم بر میلی‌لیتر از اسانس گیاه نعناع فلفلی رشد نکرده‌اند.

بحث

در پژوهش حاضر فعالیت ضدباکتریایی اسانس گیاه نعناع فلفلی 
بررسی شد. روش مورد استفاده دیسک دیفیوژن و میکروپلیت 
دایلوشن بود. نتایج تست دیسک دیفیوژن بیان داشت که اسانس 
با غلظتg/ml 0.1 از گیاه، اثر مهاری بر رشد انتروکوک فکالیس 
به‌ترتیب  اسانس خالص گیاه  دارد.  استرپتوکوک سانگوئیس  و 
از قوی‌ترین اثر به ضعیف‌ترین روی استرپتوکوک سانگوئیس‌، 
انتروکوک فکالیس، اکتینومایسس ویسکوز و ایکنلا کورودنس 
بیان  دایلوشن  میکروپلیت  تست  نتایج  داد.  نشان  مهاری  اثر 
داشت که اسانس گیاه، اثر مهاری بر رشد هر چهار باکتری دارد. 
حداقل غلظت کشندگی برای باکتری‌ها از قوی‌ترین اثر اسانس 
به ضعیف‌ترین شامل ایکنلا کورودنس، اکتینومایسس ویسکوز، 
استرپتوکوک سانگوئیس و انتروکوک فکالبس بود. حداقل غلظت 
مهارکنندگی برای باکتری انتروکوک فکالیس کمتر از سه باکتری 
دیگر برابر بود. تست سنجش بیوفیلم در این باکتری‌ها نشان داد 
که اسانس گیاه نعناع فلفلی بر روند تشکیل بیوفیلم در هر چهار 
باکتری اثر مهاری داشت و این اثر مهاری به‌ترتیب از قوی‌ترین 
به ضعیف‌ترین برای باکتری اکتینومایسس ویسکوز، انتروکوک 

فکالیس، ایکنلا کورودنس و استرپتوکوک سانگوئیس بود.

نتایج برخی از مطالعات با مطالعه حاضر همخوان است. در 
مطالعه‌ای که در مورد اثر آنتی‌باکتریال گیاه نعناع روی دو باکتری 
شد،  انجام  موتانس  استرپتوکوک  و  سانگوئیس  استرپتوکوک 
حداقل غلظت مهارکنندگی و حداقل غلظت کشندگی بررسی 
شد که نتایج این مطالعه با نتایج مطالعه حاضر همخوانی داشت؛ 
البته در مطالعه مذکور از عصاره گیاه نعناع زینتی استفاده شده 
که از این لحاظ با مطالعه ما متفاوت بود ]16[. در مطالعه دیگری، 
اندازه‌گیری قطر هاله عدم رشد باکتری‌های اشریشیای کولی، 
انتروکوکوس  و  اورئوس  استافیلوکوک  آئروموناس هیدروفیلیا،  
فاسیوم پس از استفاده از اسانس برگ نعناع فلفلی انجام شد که 
این مطالعه نیز نتایچ مشابهی با مطالعه ما داشت، با این تفاوت 
که گونه‌های مورد بررسی باکتریایی در مطالعه مذکور با مطالعه 
ما یکسان نبود ]17[. در مطالعه دیگری اثر ضد باکتریایی عصاره 
گیاه نعناع بر پاتوژن‌های انسانی مقاوم به آنتی‌بیوتیک بررسی 
شد. یکی از باکتری‌هایی که در آن مطالعه بررسی شد، انتروکوک 
فکالیس بود که در مطالعه حاضر نیز بررسی شد. نتایج مطالعه 
مذکور مشابه با مطالعه ما بود. هر دو مطالعه حاکی از وجود اثر 
مهاری این گیاه بر باکتری انتروکوک فکالیس بود ]18[. در مطالعه 
دیگری اثر نعناع در یک عصاره ترکیبی شامل سه گیاه گواوا، انبه 
و نعناع بر مهار بیوفیلم باکتریایی بررسی شد. در این مطالعه نشان 
داده شد که عصاره ترکیبی گیاهان مذکور، چسبندگی باکتریایی 
استرپتوک میتیس و استرپتوکوک سانگوئیس را کاهش می‌دهد. 
برای سنجش  از مدل دهان مصنوعی  البته در مطالعه مذکور 
بیوفیلم استفاده شد، اما نتایج هر دو مطالعه نشان داد که گیاه 

تصویر 4. میزان آزمایش مهار تشکیل بیوفیلم مربوط به اسانس نعناع فلفلی مربوط به غلظت‌های مختلف اسانس گیاه
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نعناع بر تشکیل بیوفیلم اثر مهاری دارد ]19[.

در مطالعه حاضر محدودیت‌هایی نیز وجود داشت که ازجمله 
آن‌ها می‌توان به کم بودن انواع سویه‌های باکتری مورد مطالعه، 
سخت بودن کشت دادن برخی از پاتوژن‌ها مثل پورفیروموناس 
ژینژیوالیس و همچنین عدم مطالعات مشابه انسانی و در شرایط 
In vivo برای مقایسه نتایج مطالعه حاضر با آن‌ها اشاره کرد. 
نتایج اندک تست دیسک دیفیوژن در این بررسی، علی‌رغم تکرار 
سه مرتبه‌ای تست، حاکی از اثر ضعیف گیاه روی باکتری‌های 
موردنظر بود. این مسئله را می‌توان به حساسیت کمتر تست 
دیسک دیفیوژن نسبت به سایر روش‌ها ارتباط داد. نتایج قطعی و 
حساس‌تر بررسی این گیاه روی باکتری‌های مورد نظر را می‌توان 
علی‌رغم  سنجید.  بیوفیلم  بررسی  و  میکروپلیت  تست‌های  در 
وجود این محدودیت‌ها و با توجه به نتایج این مطالعه، اسانس 
این گیاه می‌تواند در صنایع دارویی در آینده برای کنترل رشد 
و تشکیل بیوفیلم توسط این باکتری‌ها همچنین برای کنترل و 
پیشگیری بیماری‌های پریودنتال استفاده شود. لازم به ذکر است 
که به مطالعات بیشتری در ارتباط با بررسی اثرات اسانس گیاه 
بر بافت‌های دهان انسان نیاز خواهد بود. این مطالعه می‌تواند 
شبیه‌سازی‌شده  مدل‌های  در  بعدی  مطالعات  برای  راهنمایی 

انسانی و همچنین مطالعات In Vivo باشد.

نتیجه‌گیری

نتایج این مطالعه نشان داد که گیاه نعناع فلفلی دارای خاصیت 
اکتینومایسس  کورودنس،  ایکنلا  باکتری‌های  بر  آنتی‌باکتریال 
ویسکوز، استرپتوکوک سانگوئیس و انتروکوک فکالیس است. اثر 
مهاری اسانس این گیاه نیز نشان داده شد؛ لذا می‌توان گفت 
که گیاه نعناع فلفلی به عنوان یک آنتی‌باکتریال طبیعی و مؤثر، 

کاربرد احتمالی در پیشگیری از بیماری‌های پریودنتال دارد.

ملاحظات اخلاقي

پيروي از اصول اخلاق پژوهش

 IR.ARAKMU.REC.1397.15 ایــن مطالعــه بــا کــد اخــاق
بــه تصویــب کمیتــه اخــاق معاونــت پژوهشــی دانشــگاه علــوم 

پزشــکی اراک رســید.

حامي مالي

این پژوهش حامی مالی نداشته است.

مشارکت نویسندگان

تمامی نویسندگان معیارهای استاندارد نویسندگی بر اساس 
پیشنهادات کمیته بین‌المللی ناشران مجلات پزشکی را دارا بودند.

تعارض منافع

نویسندگان بدین‌وسیله تصریح می‌کنند که هیچ‌گونه تضاد 
منافعی در خصوص پژوهش حاضر وجود ندارد.

تشکر و قدردانی

این مطالعه هیچ‌گونه حامی مالی نداشته است. بدین‌وسیله از 
همکاری‌های دانشگاه علوم پزشکی اراک در انجام این پژوهش 

تشکر و قدردانی می‌شود.

الهه رضایی و همکاران. ارزیابی اثر مهارکنندگی و ضدمیکروبی اسانس گیاه نعناع فلفلی بر پاتوژن‌های بیماری‌های پریودنتال
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