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Background Herb shops are important for preparing medicinal plants. Improper packaging can lead to 
contamination of these plants by various types of microorganisms, fungi and yeasts.
Objective This study aims to investigate the prevalence of microbial and fungal contamination in four 
plants from the Lamiaceae family in herb shops in Rasht, Iran.
Methods In this study, 15 samples from mint, rosemary, and wild mint plants, and 16 samples from 
lemon balm were collected. The samples were diluted and incubated for one hour, then transferred 
onto Tryptic soy agar culture medium for bacterial enumeration. The sabouraud dextrose agar culture 
medium was used to count total mold and yeast, while McConkey Broth culture medium was used for 
specific identification of Escherichia coli. Data analysis was conducted in SPSS software, version 16. For 
comparing the bacterial and fungal contamination levels in the plant samples with the Pharmacopeial 
quality standard values, the non-parametric Wilcoxon signed rank test was used.
Results Out of 61 plant samples, 59 (73.7%) were contaminated with bacteria, and 60 samples (86.6%) 
were contaminated with fungi. The number of samples contaminated with Escherichia coli was 27 
(44.2%). The mean counts of bacteria and fungi in the plant samples were 3.39×105 and 6.3×105, 
respectively.
Conclusion The microbial contamination in most of the plant samples examined in this study is 
significantly higher than the permissible limit. It is necessary for health authorities to implement stricter 
policies for monitoring the quality of natural products in herb shops of Rasht, Iran.
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M
Extended Abstract

Introduction

edicinal plants are used for treatment 
in almost all cultures. Ensuring the safe-
ty, quality and efficacy of these plants 
has recently become a fundamental 

issue in developing countries. By standardizing and 
evaluating the health of active plant compounds, herbal 
medicines can help usher in a new era of health care sys-
tems for the treatment of human diseases in the future. 
Knowledge of traditional medicine and medicinal plants 
can play an essential role in exploiting and discovering 
natural resources of plants [2]. According to the definition 
of the World Health Organization (WHO), a medicinal 
plant is a plant that contains substances in one or more 
of its organs that can be used for therapeutic purposes or 
precursors for pharmaceutical semi-synthesis [1]. Herbal 
products are often considered harmless, but studies have 
shown that they may contain pathogenic microorganisms 
[3]. Microbial contamination of medicinal plants can be 
related to a wide range of contaminants, including bac-
teria, fungi and viruses [4]. The pollutants that pose a 
serious health risk are pathogenic bacteria such as Salmo-
nella, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Shigella 
species and other gram-positive and gram-negative bac-
teria [6-10]. The presence of bacteria such as E. coli and 
Salmonella in medicinal plants indicates fecal contamina-
tion and poor sanitary conditions in their preparation and 
storage [11]. Raw materials collected with non-scientific 
methods are usually exposed to many pathogenic pollut-
ants, and most of them are contaminated by pathogenic 
microorganisms before harvesting and also during trans-
portation and storage. Evidence shows that plant contami-
nation can be transmitted to humans [11, 12]. This study 
aims to investigate the prevalence of microbial and fungal 
contamination in four plants from the Lamiaceae family 
in herb shops in Rasht, Iran.

Methods

For this study, a total of 61 samples were randomly col-
lected from the herbal shops of Rasht City in 2020 (15 
from each of mint, wild mint, and rosemary plants and 
16 from lemon balm plant). The city was divided into 5 
regions. The mentioned plants were randomly collected 
from 3 herbal shops in each region. The collected samples 
all included the leaves of the study plants. The collected 
data were coded and entered into SPSS software, ver-
sion 16. Mean±SD, median (first quartile/third quartile) 
and minimum/maximum were used to describe quantita-
tive variables. Also, qualitative variables were described 

based on frequency and percentage. The normal distribu-
tion of quantitative variables was measured using skew-
ness and skewness values, Q-Q plot and Shapiro-Wilk 
test. According to the USP chapter 1111 related to non-
sterile solid edible products (non-aqueous), the allowed 
TAMC and TYMC are equal to 103 and 102 CFU/g, re-
spectively [26]. The Wilcoxon signed rank test was used 
to compare the results with the USP standard. The statisti-
cal significance level was set as P<0.05.

Results

The results of this study showed that about 73.7% of the 
collected samples were infected with bacteria, 86.6% with 
fungi and 44.2% with E. coli. Out of 16 samples of lemon 
balm, 13(81.2%) were infected with bacteria, 15(93.7%) 
were above the limit of fungal infection, and 6(37.5%) 
were infected with E. coli. Out of 15 rosemary plant sam-
ples, 5(33.3%) were infected with bacteria, 9(60%) were 
infected with fungi, and 11(73.3%) with E. coli. Out of 
15 samples of mint plant, 14(93.3%) had bacterial con-
tamination, all (100%) had fungal contamination, and 
4(26.6%) were positive for E. coli contamination. Out of 
15 wild mint plant samples, 13(86.6%) were infected with 
bacteria, 14(93.3%) with fungi, and 6(40%) with E. coli.

The results of E. coli tests were reported as positive if 
a colony was observed, and as negative if no colony was 
formed, according to the USP guideline No. 62 [27]. In 
this regard, a total of 27 samples were positive and brick-
colored colonies were observed on the surface of the plate, 
while 34 samples were negative, out of which 26 had only 
color change and 8 did not have any color change or colo-
ny on them. The mean counts of bacteria and fungi in the 
plant samples were 3.39×105 and 6.3×105, respectively.

The median counts of bacteria isolated from lemon balm, 
mint, and wild mint plants were 5.42×103, 9.6×103, and 
7.45×103, respectively, which were significantly different 
from the minimum standard count of 103 (P<0.001). The 
median counts of fungi isolated from lemon balm, mint, 
and wild mint plants were 3.8×103, 2.7×103, 9.5×102, 
respectively, which were significantly different from the 
minimum standard count of 102 (P<0.001). In this study, 
no significant difference was observed between the count 
of fungi isolated from rosemary plant and the minimum 
standard count of 102 (P=0.170).

Conclusion

Collection and use of medicinal plants are not always 
done in sanitary conditions. Most of the plants dry out in 
the air, which leads to the spread of contamination in the 
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plants caused by bacteria and fungi in the air and soil. Mi-
crobial contamination of plants limits their use in food, 
pharmaceutical and cosmetic products [19]. The results 
of this research showed that almost all the examined 
samples of plants had bacterial and fungal contamination. 
Mint samples had the highest percentage of bacterial and 
fungal contamination, while the bacterial and fungal con-
tamination of rosemary plant samples were at the lowest 
level. In addition to the conditions of cultivation, harvest-
ing, drying and storage, the presence of some substances 
such as phenolic compounds in plants can prevent the 
growth of microorganisms [38]. There is a possibility of 
contamination of medicinal plants at any time in differ-
ent stages of cultivation and preparation. To prevent mi-
crobial contamination, medicinal plants must be packed 
under strict regulations. Also, according to the reports of 
the absence of some strains such as staphylococcus, bacil-
lus and clostridium in decoctions of plant samples com-
pared to dry samples of plants, the use of boiling method 
can be a suitable method to reduce the microbial load of 
used medicinal plants. Also, storage in dry conditions and 
proper ventilation helps to maintain the quality of medici-
nal plants [39]. In improper storage conditions, the mi-
crobiota in plant products may increase and cause health 
risks for consumers, especially people with weak immune 
systems such as older adults and children. Therefore, it 
is very important to minimize the microbiota by washing 
or heating and maintaining hygiene in preparation. It is 
also recommended to keep the storage temperature at a 
low level and reduce the storage time as much as pos-
sible [40]. Considering the high microbial contamination 
of the examined plant in this study, It is necessary to con-
sider more precise monitoring policies by the authorities 
supervising the health of plant products in herb shops of 
Rasht, Iran.
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مقاله پژوهشی

بررسی شیوع آلودگی میکروبی 4 گونه گیاه دارویی از خانواده نعناییان در عطاری های 
سطح شهر رشت 

زمینه عطاری ها از مراکز مهم تهیه گیاهان دارویی هستند. با این حال، عدم بسته بندی مناسب می تواند موجب آلودگی انواع مختلف 
میکروارگانیسم ها، قارچ ها و مخمرها شود.

هدف هدف از این مطالعه، بررسی میزان آلودگی میکروبی و قارچی 4 گیاه از خانواده نعناییان در سطح عطاری های رشت است.
روش ها در این مطالعه، محققان 15 نمونه از گیاهان نعنا، رزماری، پونه و 16 نمونه بادرنجبویه را جمع آوری کردند. نمونه ها رقیق شده، به 
مدت 1 ساعت انکوبه شدند و سپس برای شمارش باکتری ها به محیط کشت تریپتیک سوی آگار منتقل شدند. از محیط کشت سابورو 
دکسترو آگار برای شمارش کل کپک و مخمر و محیط کشت مک کانکی براث برای شناسایی اختصاصی اشریشیا کلی استفاده شد. تحلیل 
داده ها با نرم افزار SPSS نسخه 16 و مقایسه آلودگی باکتری و قارچی در نمونه های گیاهی با مقادیر استاندارد فارماکوپه آمریکا )2020( با 

استفاده از آزمون ناپارامتری آزمون رتبه علامت دار ویلکاکسون انجام شد. 
یافته ها از مجموع 61 نمونه گیاهی تجزیه و تحلیل شده، 59 نمونه )73/7 درصد( آلوده به باکتری و 60 نمونه )86/6 درصد( آلوده به 
قارچ بودند. موارد خاص آلوده به اشریشیا کلی 27 نمونه )44/2 درصد( را به خود اختصاص دادند. میانگین تعداد باکتری ها و قارچ ها در 

نمونه های گیاهی به ترتیب 105×3/39 و 105× 6/3 بود.
نتیجه گیری آلودگی میکروبی بیشتر نمونه های گیاهان بررسی شده در این مطالعه بسیار بالاتر از حد مجاز اعلام شده است.لازم است 

سیاست های نظارتی دقیق تری توسط مسئولین ناظر بر سلامت فراورده های طبیعی عطاری ها لحاظ شود.

کلیدواژه ها: 
آلودگی میکروبی، 

گیاه دارویی، خانواده 
نعناییان، رشت

تاریخ دریافت: 31 مرداد 1402
تاریخ پذیرش: 24 آبان 1402

تاریخ انتشار: 13 فروردین 1403 

، الهه رفیعی3  ، *شیرین پروین رو2  ، معصومه روحانی2  زهرا حصاری1 

1. گروه فارماسیوتیکس، دانشکده داروسازی، دانشگاه علوم پزشکی گیلان، رشت، ایران.
2. گروه فارماکوگنوزی، دانشکده داروسازی، دانشگاه علوم پزشکی گیلان، رشت، ایران.

3. واحد توسعه تحقیقات بالینی رازی، دانشگاه علوم پزشکی گیلان، رشت، ایران.

* نویسنده مسئول: 
شیرین پروین رو

نشانی: رشت، دانشگاه علوم پزشکی گیلان، دانشکده داروسازی، گروه فارماکوگنوزی.
تلفن: 33486470-4 )13( 98+ 

shirinparvinroo@yahoo.com :رایانامه

Citation Hesari Z, Rohani M, Parvinroo Sh, Rafiei E. [Prevalence of Microbial and Fungal  Contamination in Four Medicinal 
Plants from the Lamiaceae Family in Herb Shops in Rasht, Iran (Persian)]. Journal of Guilan University of Medical Sciences. 2024; 
33(1):52-65. https://doi.org/10.32598/JGUMS.33.1.1882.1

 : https://doi.org/10.32598/JGUMS.33.1.1882.1

Use your device to scan 
and read the article online

Copyright © 2024 The Author(s); 
This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (CC-By-NC: https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/legalcode.en), 
which permits use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited and is not used for commercial purposes.

http://journal.gums.ac.ir/index.php?&slct_pg_id=38&sid=1&slc_lang=fa
http://orcid.org/0000-0003-3220-3884
http://orcid.org/0000-0003-4748-7007
http://orcid.org/0009-0008-1292-3490
http://orcid.org/0000-0002-0077-1222
https://journal.gums.ac.ir/index.php?slc_lang=en&sid=1
https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.32598/JGUMS.33.1.1882.1
http://journal.gums.ac.ir/page/115/Open-Access-Policy
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/legalcode.en
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/legalcode.en


55

بهار 1403. دوره 33. شماره 1

مقدمه

طبق تعریف سازمان بهداشت جهانی1، گیاه دارویی گیاهی 
است که در یک یا چند اندام خود حاوی موادی است که می توان 
نیمه  پیش سازهای  عنوان  به  یا  درمانی  اهداف  برای  آن ها  از 

سنتتیک استفاده کرد. ]1[

گیاهان دارویی تقریباً در همه فرهنگ ها برای درمان استفاده 
می شوند. اطمینان از ایمنی، کیفیت و اثربخشی گیاهان دارویی و 
داروهای گیاهی اخیراً به موضوعی اساسی در کشورهای صنعتی 
ارزیابی  و  استانداردسازی  با  و در حال توسعه تبدیل شده است. 
به  می توانند  گیاهی  داروهای  گیاهی،  فعال  ترکیبات  سلامت 
ظهور دوره جدیدی از سیستم مراقبت های بهداشتی برای درمان 
بیماری های انسان در آینده کمک کنند. آگاهی از دانش سنتی 
و گیاهان دارویی می تواند نقشی اساسی در بهره برداری و کشف 

منابع طبیعی گیاهان داشته باشد ]2[.

بی خطر  اغلب  آن ها  گیاهی  محصولات  بودن  طبیعی  دلیل  به 
تلقی می شوند، اما مطالعات نشان داده است که ممکن است حاوی 
میکروارگانیسم های بیماری زا باشند ]3[. آلودگی میکروبی گیاهان 
دارویی می تواند با طیف گسترده ای از آلاینده ها، اعم از باکتری ها، 
قارچ ها و ویروس ها مرتبط باشد ]4[. در میان این میکروارگانیسم ها 
ممکن است عوامل بیماری زا وجود داشته باشند و این واقعیت، به 

ویژه استفاده از این گیاهان را محدود می کند ]5[. 

جدی  خطر  سلامت  برای  که  آلاینده هایی  جمله  از 
کلی3،  سالمونلا2، اشرشیا  مانند  بیماری زا  باکتری های  دارند، 
استافیلوکوکوس اورئوس 4 ، گونه های شیگلا5 و سایر گونه های گرم 
مثبت و گرم منفی باکتری ها هستند ]6-10[. حضور باکتری هایی 
چون اشرشیا کلی و سالمونلا در گیاهان دارویی حاکی از آلودگی 
مدفوعی و شرایط بهداشتی ضعیف در فرایند تهیه و نگهداری 
آن ها ست ]11[. مواد اولیه جمع آوری شده با استفاده از روش های 
غیرعلمی معمولاً در معرض بسیاری از آلاینده های بیماری زا قرار 
دارند و اغلب آن ها قبل از برداشت محصول و همچنین هنگام 
حمل و نقل و نگهداری توسط میکروارگانیسم های بیماری زا آلوده 
می شوند. شواهد نشان می دهد آلودگی گیاهان می تواند به انسان 

انتقال پیدا کند ]11، 12[.

بیشتر قارچ ها در طبیعت سمی هستند و برخی از گونه های 
کنند  ایجاد  را  کپک  طعم  و  بو  است  ممکن  دیگر  غیر سمی 
]13[. در مرحله قبل از برداشت، گیاهان دارویی مستعد ابتلا 
به قارچ های بومی در خاکی هستند که در آن کشت شده اند. 

 1. World Health Organization (WHO)
2. Salmonella SPP
3. Escherichia Coli
4. Staphylococcus Aureus
5. Shigella SPP

قسمت خشک شده گیاهان دارویی ممکن است پس از برداشت 
در معرض آلودگی قارچی قرار گیرد. گروه های متفاوتی از قارچ ها 
در نمونه های گیاهان دارویی جمع آوری شده از مناطق مختلف 
شناسایی شده اند که نشان می دهد پنسیلیوم و آسپرژیلوس به 
عنوان غالب ترین جنس ها مطرح هستند ]14-16[. بسیاری از 
تولیدکنندگان اختصاصی  به عنوان  گونه های 2 جنس مذکور 
میکوتوکسین ها شناخته شده اند که می تواند تهدید جدی برای 

سلامت عمومی محسوب شود ]13[.

آفلاتوکسین ها )  G1 ، B2 ،B1 و G2 ( خانواده ای از متابولیت های 
ثانویه سمی هستند که به طور عمده توسط سویه های خاصی 
تولید  پارازیتیکوس  آسپرژیلوس  و  فلاووس  آسپرژیلوس  از 
توسط   1993 سال  در   B1 آفلاتوکسین   .]18  ،17[ می شوند 
سازمان بهداشت جهانی به عنوان یک عامل سرطان زای گروه 
یک طبقه بندی شده است ]19[. استریگماتوسیستین6، واسطه 
پایدار در مراحل نهایی بیوسنتز آفلاتوکسین در اوکراتوکسین آ 
توسط پنی سیلیوم وروکوزوم، پنی سیلیوم نوردیکم و آسپرژیلوس 
کربوناریوس  به عنوان یک میکوتوکسین سرطان زا شناخته شده 
است ]20[. میکوتوکسین دیگری به نام وکراتوکسین آ توسط 
آسپرژیلوس  و  نوردیکم  سیلیوم  پنی  وروکوزوم،  سیلیوم  پنی 
کربوناریوس تولید می شود که می تواند باعث ایجاد یک سری 
اثرات نامطلوب، از جمله تراتوژنیسیته، سمیت ایمنی، سمیت ژنی 

و جهش زایی در حیوانات و انسان شود ]23-21[.

در ایران بیشتر گیاهان دارویی و ادویه ای به صورت فله ای و 
خشک شده توسط عطاری ها عرضه می شوند و از نظر بهداشتی، 
سلامت غذایی و دارویی ندارند، این در حالی است که تمایل 
روبه رشدی در استفاده از آن ها بین مردم وجود دارد؛ بنابراین 
ارزیابی بهداشتی این گیاهان از اهمیت بالایی برخوردار است. 
هدف از این مطالعه، ارزیابی آلودگی میکروبی 4 گونه گیاه دارویی 
پرمصرف از خانواده نعناییان شامل  نعنا، پونه، رزماری و بادرنجبویه 

در عطاری های سطح رشت است. 

روش ها

جمع آوری نمونه های گیاهی

برای این مطالعه در مجموع 61 نمونه به صورت تصادفی از 
عطاری های سطح شهر رشت در سال 1399 جمع آوری شد )15 
نمونه از هر کدام از گیاهان نعنا، پونه، رزماری و 16 نمونه از گیاه 
بادرنجبویه( )جدول شماره 1(. حجم نمونه با کمک فرمول شماره 
1  و آلودگی نمونه های پونه کوهی به سالمونلا برابر 50 درصد در 
مطالعه کاروانی و همکاران ]24[ با d=0/25 P و α=0/05 برابر با 

61 نمونه برآورد شد. 

6. Sterigmatocystin

زهرا حصاری و همکاران. آلودگی میکروبی گیاهان دارویی در عطاری های سطح رشت
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 1. 

در این مطالعه، سطح شهر رشت به 5 منطقه تقسیم بندی شده 
و در هر منطقه به صورت تصادفی از 3 عطاری، گیاهان مورد نظر 
جمع آوری شد. نمونه ها کدبندی شدند. نمونه های جمع آوری شده 

همگی شامل برگ گیاهان مطالعه شده بود.

آماده سازی نمونه ها

به منظور بررسی بار میکروبی نمونه های مطالعه شده، بر اساس 
دستورالعمل شماره 61 فارماکوپه ایالات متحده آمریکا ]25[ ابتدا 
رقت پایه  1-10 گرم بر میلی لیتر از هر نمونه تهیه شد. بدین منظور 

مقدار 10 گرم از نمونه ها در هاون کوبیده شد. 

یک گرم از آن به لوله استریل حاوی 9 سی سی محیط کشت 
آماده شده تریپتیک سوی براث7 منتقل شد. در لوله آزمایش بسته 
و به آرامی مخلوط شد. سپس نمونه های تهیه شده به مدت 1 
ساعت در انکوباتور و در دمای 25 درجه سلسیوس قرار داده شد.

بررسی نمونه ها از نظر میزان آلودگی باکتریایی

100 میکرولیتر از نمونه آماده شده با سمپلر 100 در کنار شعله، 
به سطح محیط کشت جامد در پلیت برای بررسی آلودگی های 

باکتریایی اضافه شد. 

گرفته  نظر  در  آگار8  سوی  تریپتیک  پلیت   2 نمونه  هر  برای 
شد. در نهایت، پلیت های تریپتیک سوی آگار به مدت 18 تا 24 
ساعت در دمای 2±35 درجه سلسیوس در انکوباتور قرار داده شد. 
به منظور بررسی میزان و نحوه رشد  از 48 ساعت پلیت ها  بعد 
انکوباتور خارج شد، کلونی های سطح پلیت  از  میکروارگانیسم ها 
شمارش شد و با مقادیر استاندارد تعیین شده برای مواد غیر استریل 
توسط دستورالعمل شماره  دارویی،  فراورده های  در  استفاده شده 

1111 فارماکوپه ]26[ مقایسه شد. 

 بررسی نمونه ها از نظر میزان آلودگی قارچ و مخمر

 100 میکرولیتر از ترکیب تهیه شده با سمپلر 100 در کنار 
شعله، به سطح محیط کشت سابورو دکسترو آگار9 برای بررسی 
آلودگی های قارچی و مخمر اضافه شد. برای هر نمونه 2 پلیت 
SDA در نظر گرفته شد. پلیت های حاوی محیط کشت SDA به 
مدت 2 تا 3 روز در دمای 3±35 درجه سلسیوس انکوبه شدند. 

کلونی های رشد کرده در پلیت ها ی مک کانکی آگار، سابورو 
دکستروز آگارو تریپتیک سوی آگار با مقادیر استاندارد مقایسه 
شد. مطابق USP در فراورده های غیر استریل خوراکی جامد )به 
جز آبی( مشاهده هر تعداد کلونی اشرشیا کلی بالاتر از حد مجاز 

7. Tryptic Soy Broth (TSB) 
8. Trypticase Soy Agar (TSA)
9. Sabouraud Dextrose Agar (SDA) 

در نظر گرفته می شود ]26[.

تشخیص افتراقی اشرشیا کلی

برای شناسایی اشرشیاکلی بر اساس دستورالعمل شماره 62 
فارماکوپه ایالات متحده آمریکا ]27[  پس از آماده سازی نمونه 
که پیشتر اشاره شد، نمونه ها به مدت 24 ساعت با دمای 35 
درجه سلسیوس در انکوباتور قرار داده شد. به میزان 1 میلی لیتر 
از هر نمونه به 100 میلی لیتر از محیط کشت مک کانکی براث10  
در ظرف دردار اضافه شد. در این مرحله محلول مایع آماده شده 
به مدت 24 تا 48 ساعت در دمای 42 تا 44 درجه سلسیوس 
انکوبه شد. از محلول تهیه شده به میزان 1 میلی لیتر در پلیت 
شماره گذاری شده مربوط به آن نمونه ریخته شد. سپس از محیط 
کشت مک کانکی آگار11 به میزانی در پلیت ریخته شد که کف 
پلیت پر شود و با شیوه پورپلیت به آرامی روی سطح میز )به 
شکل 8( چرخانده شد و اجازه داده شد تا که محیط کشت جامد 
شود. پلیت ها در انکوباتور به مدت 24 تا 48 ساعت قرار داده شد 
و پس از 24 تا 48  ساعت پلیت ها از نظر ایجاد کلونی های قرمز 

آجری بررسی شد.

آنالیز آماری

 SPSS داده های جمع آوری شده، کدبندی شده و وارد نرم افزار
میانگین،  از  کمّی  متغیر های  توصیف  برای  شد.   16 نسخه 
 / حداقل  و  سوم(  چارک   / اول  )چارک  میانه  و  انحراف معیار 
حداکثر استفاده شد. همچنین متغیر های کیفی بر اساس تعداد 
و درصد توصیف شد. توزیع نرمال متغیرهای کمّی با استفاده از 
مقادیر کشیدگی و چولگی، نمودار  Q-Q Plot و آزمون شاپیرو 
ویلک12  سنجیده شد. بر اساس جدول بخش USP 1111 مربوط 
 cfu/g به فراورده های غیر استریل خوراکی جامد )غیرآبی( میزان
مجاز در TAMC13  برابر با 103 در TYMC14 برابر با 102 در نظر 
گرفته می شود ]26[. برای مقایسه نتایج با استاندارد )فارماکوپه 
USP( از آزمون آزمون رتبه علامت دار ویلکاکسون استفاده شد. 

سطح معنا داری آماری آزمون ها P>0/05 در نظر گرفته شد.

یافته ها

نمونه های  می دهد  نشان  مطالعه  این  بررسی های  نتایج 
جمع آوری شده، حدود 73/7 درصد آلوده به باکتری، 86/6 درصد 
آلوده به قارچ و 44/2 درصد آلوده به اشرشیا کلی بودند )تصویر 

شماره 1(.

10. MacConkey Broth (MCB) 
11. MacConkey Agar (MCA)
12. Shapiro-Wilk
13. Total Aerobic Microbial Count
14. Total Yeast and Mould Count

زهرا حصاری و همکاران. آلودگی میکروبی گیاهان دارویی در عطاری های سطح رشت
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جدول شماره 2 به نتایج مربوط به شمارش تعداد کلونی های15 
 حاوی باکتری و قارچ در یک گرم از گیاهان در پلیت های مورد 
بررسی اشاره می کند، نتایج به صورت میانگین تعداد باکتری ها و 

قارچ های شمارش شده گزارش شده است. 

همچنین در جدول شماره 2 به تعداد نمونه های آلوده و درصد 
آلودگی هر کدام از گیاهان اشاره شده است، به طوری که از 16 

15. Colony-Forming Unit (CFU) 

نمونه گیاه بادرنجبویه 13 نمونه )2/ 81 درصد( آلوده به باکتری 
به  آلودگی  از حد مجاز  بالاتر  )7/ 93 درصد(  نمونه  بودند، 15 
قارچ و 6 نمونه )37/5 درصد( آلوده به اشرشیا کلی بود. از 15 
نمونه گیاه رزماری 5 نمونه )33/3 درصد( آلوده به باکتری، 9 
نمونه )60 درصد( آلوده به قارچ و 11 نمونه )73/3 درصد( از 
نظر آلودگی به اشرشیا کلی مثبت بود. از 15 نمونه گیاه نعنا 14 
نمونه )93/3 درصد( آلودگی باکتریایی داشته و در تمام 15 نمونه 

زهرا حصاری و همکاران. آلودگی میکروبی گیاهان دارویی در عطاری های سطح رشت
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)100 درصد( آلودگی به قارچ بالاتر از حد مجاز بود و 4 نمونه 
)26/6 درصد( از لحاظ آلودگی به اشرشیا کلی مثبت شد. از 15 
نمونه گیاه پونه 13 نمونه )86/6 درصد( آلوده به باکتری و 14 
نمونه )93/3 درصد( آلوده به قارچ و 6 نمونه )40 درصد( مثبت 

به اشرشیا کلی گزارش شد.

در بررسی آلودگی با اشرشیا کلی در مجموع 27 نمونه مثبت 
بودند و کلونی های آجری رنگ بر سطح پلیت مشاهده شد. 34 
نمونه منفی بودند که از این تعداد 26 نمونه تنها دچار تغییر رنگ 
شدند و 8  نمونه هیچ گونه تغییر رنگ و کلونی در آن ها ایجاد نشد. 
نتایج مربوط به تست های اشرشیا کلی، بر اساس دستورالعمل 
شماره 62 فارماکوپه ایالات متحده آمریکا در صورت مشاهده 
کلونی به صورت مثبت و در صورت عدم تشکیل کلونی به صورت 

منفی گزارش شده است ]27[.

متوسط تعداد باکتری و قارچ در نمونه های گیاهان، به ترتیب 
برابر 105×3/39 و 105×6/3 به دست آمد )تصویر شماره 2(. این 
تصویر نشان می دهد به صورت کلی میزان آلودگی نمونه ها به 

قارچ بیشتر از باکتری است.

بر اساس دستورالعمل شماره USP 1111 معیار پذیرش برای 
کیفیت میکروبی مواد غیر استریل برای استفاده دارویی به این 
CFU/ صورت است که حداکثر بار میکروبی باکتری های هوازی

   CFU/ml 103 و برای مخمر و قارچ حداکثر CFU/gr  یا  ml
آلودگی  مقایسه  به  نتایج مربوط  یا CFU/gr 102  است ]26[. 
باکتریایی با حداقل استاندارد )فارماکوپه USP( در جدول شماره 
گیاه  از  باکتری های جدا شده  تعداد  میانه  است.  آورده شده   3
بادرنجبویه 103×5/42 تعیین شد که با حداقل استاندارد 103 
اختلاف معنا داری داشت )P>0/001(. میانه تعداد باکتری های 
حداقل  با  که  آمد  دست  به   9/6×103 نعنا  گیاه  از  جدا شده 
میانه   .)P>0/001( داشت  معنا داری  اختلاف   103 استاندارد 
که  بود   7/45×103 پونه  گیاه  از  جدا شده  باکتری های  تعداد 
 .)P>0/001( داشت   103 استاندارد  حداقل  با  معنا دار  اختلاف 
باکتری های  تعداد  نظر  از  معنا داری  اختلاف  مطالعه،  این  در 
 جدا شده از گیاه رزماری با حداقل استاندارد 103 مشاهده نشد 

.)P = 0/712(

نتایج مربوط به مقایسه آلودگی قارچی با حداقل استاندارد 
)فارماکوپه USP( در جدول شماره 4 آورده شده است. میانه تعداد 
قارچ های جدا شده از گیاه بادرنجبویه 103×3/8 تعیین شد که با 

جدول 1. مشخصات گیاهان مطالعه شده

بخش استفاده شدهنام انگلیسینام علمینام خانوادهنام گیاه

برگLamiaceaeMentha spicata L.Mintنعنا

برگLamiaceaeMentha longifolia (L.) L.Wild Mintپونه

برگLamiaceaeRosmarinus officinalis L.Rosemaryرزماری

برگLamiaceaeMelissa officinalis L.Lemon balmبادرنجبویه

جدول 2. آلودگی گیاهان دارویی در عطاری های شهر رشت

متوسط تعداد باکتری تعدادنوع گیاه
(CFU/gr)

تعداد )درصد( نمونه های 
گیاهی با آلودگی میکروبی

متوسط تعداد قارچ 
(CFU/gr)

تعداد )درصد( نمونه های 
گیاهی با آلودگی قارچی

تعداد )درصد( نمونه های گیاهی 
آلوده به اشرشیا کلی

 )26/6( 4)100( 10315×5/3)93/3( 10514×151/5نعنا 

 )40( 6)93/3( 10514×5/91)86/6( 10413×152/32پونه

 )73/3( 11)60/0( 1049×2/7)33/3) 5 103×155/9رزماری

 )37/5( 6  )93/7( 10315×7/5 )81/2) 10513×161/6بادرنجبویه

زهرا حصاری و همکاران. آلودگی میکروبی گیاهان دارویی در عطاری های سطح رشت
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حداقل استاندارد 102 اختلاف معنا داری داشت )P>0/001(. میانه 
تعداد قارچ های جدا شده از گیاه نعنا 103×2/7 بود که با حداقل 
استاندارد 102 اختلاف معنا داری داشت )P>0/001(. میانه تعداد 
قارچ های جدا شده از گیاه پونه 102×9/5 بود که اختلاف معنا داری 

 .)P>0/001( با حداقل استاندارد 102 مشاهده شد

قارچ های  تعداد  نظر  از  معنا داری  اختلاف  مطالعه  این  در 
جدا شده از گیاه رزماری با حداقل استاندارد 102 مشاهده نشد 

.)P = 0/170(

بحث 

شرایط  در  همیشه  دارویی  گیاهان  از  استفاده  و  جمع آوری 
بهداشتی انجام نمی شود. بیشتر گیاهان در معرض هوا خشک 
از  ناشی  آلودگی های  گسترش  به  منجر  امر  این  که  می شوند 
باکتری ها و قارچ های موجود در هوا و خاک در گیاهان می شود. 
محصولات  در  آن ها  استفاده  میزان  گیاهان  میکروبی  آلودگی 
غذایی، دارویی و آرایشی را محدود می کند ]19[. به همین منظور 
و برای بررسی امکان آلودگی ادویه های فله ای بازار، 4 گونه گیاهی 
نقاط  از  به صورت تصادفی  انتخاب و  پرمصرف در شهر رشت 
مختلف شهر تهیه شد. در این تحقیق شمارش کلی تعداد باکتری 

و قارچ و همچنین وجود اشرشیا کلی بررسی شد. 

تمام  تقریباً  داد،  نشان  تحقیق  این  در  به دست آمده  نتایج 
داشتند.  قارچی  و  باکتریایی  آلودگی  بررسی شده  نمونه های 
CFU/ میانگین کل باکتری های شمارش شده در 61 نمونه برابر با

CFU/ شمارش شده  قارچ های  کل  میانگین  و   3/39×105  gr
این است که گیاهان  اعداد نشان دهنده  این  بود.   6/3×105 gr
بررسی شده از لحاظ بار میکروبی بالاتر از حد مجاز اعلام شده 

توسط فارماکوپه هستند. 

مطالعات متعددی در کشورهای مختلف برای بررسی آلودگی 
فراورده های گیاهی انجام شده است. در سال 2002 در مجموع 
154 نمونه از 27 نوع ادویه از مغازه های خرده فروشی 20 ایالت 
هند از نظر وضعیت میکروبی بررسی شد. با توجه به تعداد کل 
باکتری های مزوفیلی هوازی مشخص شد که 51 درصد نمونه ها، 
بودند. در حالی که   )< 106 CFU/gr( در سطح غیرقابل قبول 
در 97 درصد نمونه ها کپک تشخیص داده شد، مخمر فقط در 
یکی از آن ها یافت شد. باسیلوس سرئوس، کلستریدیوم پرفنژنس، 
استافیلوکوکوس اورئوس و انتروباکتریاسه، به ترتیب در 85، 59، 
11 و 85 درصد نمونه ها مشاهده شد. کلی فرم ها و کلی فرم های 
مدفوع، به ترتیب در 33 و 15 درصد از انواع یافت شد. اشرشیا 
کلی در یک نمونه سیر تشخیص داده شد. سالمونلا و شیگلا تنها 

در 2/6 درصد نمونه ها یافت شد ]28[. 

ترکیه  کَرس  شهر  در  ادویه  نمونه   75 روی  دیگر  مطالعه ای 
)2008( روی گیاهان فلفل قرمز، فلفل سیاه، دارچین، زیره و فلفل 
دلمه ای درصد آلودگی اشرشیا کلی به صورت کلی حدود 87 درصد 
گزارش شد، در حالی که همه نمونه ها آلوده به باکتری ، مخمرها و 
کپک های هوازی و بی هوازی بودند ]29[. بررسی 150 مورد فراورده 
گیاهی در کادونا در نیجریه )2009(، سطح وسیعی از آلودگی به 

جدول 3. نتایج آنالیز آلودگی باکتری در نمونه های گیاهی

Pمیانه )چارک اول / سوم(میانگین± انحراف معیارتعدادنوع گیاه

0/001 >103×5/42 )103×1/4-104×3/2(104×2/21±104 ×161/6بادرنجبویه

0/712 =102×8/5 )102×1/5-103×3/1(103×5/98 ±104×151/1رزماری

0/001 >103×9/6 )103×1/3-104×2/8(104×1/71 ± 104×152نعنا

0/001 >103×7/45 )103×2/7-104×2/7(104×2/32 ±104×153/78پونه

جدول 4. نتایج آنالیز آلودگی قارچی در نمونه های گیاهی

Pمیانه )چارک اول / سوم(میانگین±انحراف معیارتعدادنوع گیاه

0/001>103×3/8 )103×1/1-103×6/4(103×7/55±104×161/2بادرنجبویه

0/170=102×1/5 )0-103×1/3(103×1/83±103×153/3رزماری

0/001>103×2/7 )102×7-103×5/4(103×8/9±103×155/32نعنا

0/001> 102×9/5 )102×3/5-103×5/5(103×3/94±103×156/1پونه
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را نشان داد.  از جمله اشرشیا کلی  میکروارگانیسم های مختلف، 
حدود 58/67 درصد نمونه ها آلوده به اشرشیا کلی بودند. 

این نتیجه سطح بیشتری از آلودگی به این میکروارگانیسم خاص 
نشان می دهد.  پژوهش حاضر  در  به دست آمده  نتایج  به  نسبت  را 
همچنین در شمارش میکروارگانیسم های هوازی روی پلیت، میزان 
آلودگی در 89 فراورده بیشتر از CFU/gr 107×5 بود، میانگین تعداد 
کلونی ها در 42 نمونه برابر یا کمتر از این میزان بود و در 19 نمونه 
باکتری یافت نشد. به طور کلی میزان آلودگی میکروبی مطالعه فوق 
برای  بیان شده  از جمله دلایل  بود.  از پژوهش حاضر  بالاتر  بسیار 
مشاهده تعداد بالای میکروارگانیسم در مطالعه شهر کادونا می توان 
به روش های تهیه فراورده های گیاهی یا تجهیزات و مواد استفاده شده 
در تهیه آن ها اشاره کرد.همچنین آلودگی گیاهان توسط پرسنل 
هنگام فرایند برداشت، خشک کردن، ذخیره سازی و حمل ونقل بر 

کیفیت کلی آماده سازی فراورده های گیاهی تأثیر می گذارد ]30[. 

بررسی روی 30 گیاه و ادویه استفاده شده در غذاهای آماده 
مصرف بازار ایرلند )2011(  نشان داد در 20 درصد نمونه ها تعداد 
 106 CFU/gr بیش از )TAMB( کل باکتری های مزوفیل هوازی
بود. این حد میکروبی بالاتر از میزان به دست آمده در پژوهش 
حاضر است. این موضوع نشان دهنده این مطلب است که مراحل 
انجام  آماده مصرف سرد  تولید غذاهای  روند  در  گرمادهی که 

می شود برای از بین بردن باکتری ها کافی نیست ]31[. 

نتایج مطالعه سالاری و همکاران در خراسان روی 36 نمونه 
فلفل قرمز تند، 42 درصد از نمونه های این گیاه را آلوده به ای 
کلای و  94 درصد آلوده به میکروارگانیسم نشان داد ]32[. نتیجه 
میزان آلودگی به اشرشیا کلی مطابق با نتیجه پژوهش حاضر است 
و آلودگی به میکروارگانیسم در سطح پایین تری قرار دارد. کائوم 
و همکاران در بررسی کیفیت میکروبی گیاهان دارویی در نایروبی 
 >  10 CFU/gr کنیا دریافتند میزان آلودگی به اشرشیا کلی بین
تا 101×5 متغیر بود. در واقع 25 درصد از نمونه ها آلوده به اشرشیا 
کلی بودند. این یافته نشان می دهد که شرایط در طول برداشت یا 

پس از برداشت غیربهداشتی بوده است ]33[. 

کیفیت  همکاران،  و  دهکردی  کوهی کمالی  مطالعه   در 
میکروبیولوژیکی 351 نمونه از 9 نوع ادویه جات، از جمله فلفل 
سیاه، زیره سیاه، دارچین، گلپر، پودر کاری، پودر سیر، فلفل قرمز، 
سماق و زردچوبه که در سال 2007 از فروشگاه های خرده فروشی 
باکتری های  تعداد  شد.  تعیین  بود،  شده  تهران جمع آوری  در 
مزوفیل هوازی16، اشرشیا کلی و کپک های قارچی از حد استاندارد 
ملی ایران فراتر بود و به ترتیب در نمونه های مطالعه شده 63/2 
درصد، 23/4 درصد و 21/9 درصد مشاهده شد. آلودگی کلی فرم 

در 24/8 درصد از نمونه ها بیش از MPN/gr17 103 بود ]34[. 

16. Aerobic Mesophilic Bacteria
17. Most Probable Number Per Gram

در مطالعه نامداری و همکاران، 64 نمونه از 8 نوع عصاره گیاهی 
خریداری  تصادفی  به طور  اصفهان  بازارهای  در  خرده فروشی 
کلستریدیوم  کلی  فرم ها18،  به  آلودگی  باکتری ها ،  تعداد کل  و 
آئروژینوزا21،  سودوموناس  انتروکوک20 ،  سولفیت19،  احیاکننده 
کپک ها22 و مخمرها23  بر اساس پروتکل های استاندارد ملی ایران 
)شماره 5272( ارزیابی شد. نتایج این مطالعه حاکی از این بود 
که 37 درصد نمونه ها قابل قبول و مناسب مصرف نیستند ]35[. 

در مطالعه باناچ و همکاران، در اروپا میزان آلودگی به باکتری 
و اشرشیا کلی در گیاه نعنا به ترتیب 5 درصد و 18 درصد بود 
]36[. آلودگی باکتریایی نعنا در پژوهش ما بسیار فراتر از این 
مطالعه بود و حدود 93 درصد و همچنین آلودگی به اشرشیا 
کلی 26/6 درصد بود. در مطالعه کاروانی و همکاران روی گیاهان 
عطاری های ارومیه میزان شمارش کل آلودگی میکروبی نیز در 
نمونه کشت شده )نعنای خوراکی( بیشتر از نمونه طبیعی )پونه 
کوهی( بود. این نتیجه مطابق با نتیجه مطالعه حاضر بود، علت 
این امر به نحوه انجام عملیات مختلف همچون برداشت، انبارداری، 
جابه جایی و نیز کیفیت مراحل مختلف کشت و ویژگی های خاک 

مرتبط است. 

نتایج مطالعه کاروانی و همکاران نشان داد در نمونه های نعنا 
استافیلو  سالمونلا،  میکروب های  همه  کوهی  پونه  و  خوراکی 
کوکوس اورئوس، کلی فرم و اشرشیا کلی مشاهده شدند، میزان 
آلودگی باکتریایی مشاهده شده در نمونه نعنای مطالعه مذکور به 
صورت کلی 109×5/58 بود که در مقایسه با نتایج مطالعه حاضر 

)105×3/39( حاکی از میزان آلودگی بیشتری است ]24[. 

گیاه   132 از  برزیل  ماکاپای  شهر  در  مطالعه  یک  در 
جمع آوری شده 31/8 درصد آلوده به باکتری23/5 درصد آلوده به 
قارچ و 25/8 درصد آلوده به اشرشیا کلی بودند ]11[. همچنین 
اهواز  در  گیاه  نمونه   80 روی  همکاران  و  عبدالقانعی  مطالعه 
حاکی از آلودگی باکتریایی در 45 درصد و آلودگی به اشرشیا 
کلی در31/2 درصد نمونه ها بود ]37[، اما نتایج پژوهش حاضر 
حاکی از میزان آلودگی بسیار بیشتر از مطالعه های ذکر شده است، 
به طوری که 73/7 درصد نمونه ها آلوده به باکتری86/6 درصد 
این  آلوده به قارچ و 44/2 درصد آلوده به اشرشیا کلی بودند. 
تفاوت و آلودگی بالا، به ویژه آلودگی قارچی در مطالعه حاضر 
را می توان تا حدودی با شرایط جغرافیایی استان گیلان و میزان 

رطوبت بالا مرتبط دانست.

18. Coliforms
19. Sulphite Reducing Clostridium
20. Entrococci
21. Pseudomonas Aeroginosa
22. Molds
23. Yeasts
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تنوع  از  ناشی  است  ممکن  مختلف  مطالعات  نتایج  در  اختلاف 
رعایت  میزان  و  گیاهان  و  ادویه  تولید کننده  کشور  جغرافیایی 
استاندارد های بهداشتی در کشور های مبدأ باشد. آلودگی میکروبی 
بعد  فرایند  جمع آوری،  دارویی،  گیاهان  برداشت  هنگام  می تواند 
از برداشت محصول، حمل و توزیع به دلیل شرایط غیربهداشتی و 
فرایندهای ناایمن اتفاق بیفتد ]11، 12[. گیاهان به دلیل قرارگرفتن 
در معرض هوای آزاد به راحتی در معرض آلودگی قرار گرفته و مطمئناً 
در شرایطی که عطاری ها، نمونه های گیاهی را به صورت سنتی و بدون 

بسته بندی نگهداری می کنند، میزان آلودگی افزایش خواهد یافت. 

آلودگی  درصد  بالاترین  نعنا  نمونه های  حاضر،  تحقیق  در 
درصد  کمترین  که  حالی  در  داشتند،  را  قارچی  و  باکتریایی 
بود.  رزماری  نمونه های  به  مربوط  قارچی  و  باکتریایی  آلودگی 
علاوه بر شرایط کشت، برداشت، خشک کردن و نگهداری وجود 
برخی مواد مانند ترکیبات فنلی در گیاهان می تواند مانع از رشد 

میکروارگانیسم ها شود ]38[. 

امکان آلودگی گیاهان دارویی در هر زمان در مراحل مختلف 
آلودگی های  از  جلوگیری  دارد.  برای  وجود  آماده سازی  و  کشت 
میکروبی، گیاهان دارویی باید تحت مقررات سختگیرانه بسته بندی 
شوند. همچنین با توجه به گزارشاتی که از عدم وجود برخی سویه ها 
مانند استافیلوکوکوس، باسیلوس و کلستریدیوم در جوشانده های 
نمونه های گیاهی در مقایسه با گیاه خشک وجود دارد، استفاده از 
روش جوشاندن می تواند راه حل مناسبی برای کاهش بار میکروبی 
صحیح  کردن  خشک  فرایند  باشد.  استفاده شده  دارویی  گیاهان 
گیاهان دارویی نیز اهمیت بسیاری دارد تا از گسترش آلاینده هایی 
مانند آسپرژیلوس در طول ذخیره سازی جلوگیری شود، این می تواند 
با استفاده از روش های صحیح خشک کردن مانند خشک کردن در 
دمای مناسب و با استفاده از تجهیزات صحیح انجام شود. همچنین 
نگهداری در شرایط خشک و تهویه مناسب نیز به حفظ کیفیت 

گیاهان دارویی کمک می کند ]39[. 

در شرایط نگهداری نامناسب، میکروبیوتای موجود در محصولات 
گیاهی ممکن است افزایش یابد و برای مصرف کنندگان، به ویژه 
افرادی که سیستم ایمنی ضعیف دارند مانند سالمندان و کودکان، 
خطرات بهداشتی ایجاد کند؛ بنابراین حداقل سازی میکروبیوتا با 
شست وشو یا حرارت و رعایت بهداشت در آماده سازی بسیار مهم 
است. همچنین توصیه می شود دمای نگهداری را در سطح پایین 
نگه داشته و زمان نگهداری به حداقل ممکن کاهش داده شود ]40[.

نتیجه گیری

بیشتر  میکروبی  آلودگی  می دهد  نشان  مطالعه  این  نتایج 
نمونه های گیاهان بررسی شده بسیار بالاتر از حد مجاز اعلام شده 
است. لازم است سیاست های نظارتی دقیق تری توسط مسئولین 

ناظر بر سلامت فراورده های طبیعی عطاری ها لحاظ شود.

ملاحظات اخلاقي

پیروي از اصول اخلاق پژوهش

این مطالعه توسط کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی گیلان با 
کد اخلاق به شماره  IR.GUMS.REC.1400.124 تصویب شد. 

حامي مالي

انجام شده  این مطالعه تحت حمایت مالی معصومه روحانی 
است.

مشارکت نویسندگان

شیرین  پیش نویس:  تهیه  و  مطالعه  طراحی  مفهوم سازی، 
پروین رو؛ کسب، تحلیل و تفسیر داده ها: الهه رفیعی، معصومه 
شیرین  حصاری،  زهرا  پیش نویس:  نقادانه  بازبینی  روحانی؛ 
الهه  آماری:  تحلیل  روحانی؛  معصومه  و  رفیعی  الهه  پروین رو، 
رفیعی؛ جذب منابع مالی: معصومه روحانی و شیرین پروین رو؛ 

نظارت: شیرین پروین رو و زهراحصاری.

تعارض منافع

بنا بر اظهار نویسندگان، این مقاله تعارض منافع ندارد.

تشکر و قدردانی

نویسندگان بر خود لازم می دانند از دانشکده داروسازی دانشگاه 
علوم پزشکی گیلان که در این پژوهش ما را همراهی کردند، تشکر 

و قدردانی کنند.
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