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چکیده:

شـدید  باکتریایـی  بیمـاری  یـک  آمریکایـی  لـوک  بیمـاری 
بیمـار مـی  را   Apis mellifera زنبورعسـل  لاروهـای  کـه  اسـت 
کنـد. عامـل ایـن بیمـاری باکتـری تشـکیل دهنـده اسـپوری بـه 
نـام Paenibacillus larvae اسـت. اسـتفاده از آنتـی بیوتیـک 
ایجـاد شـدن  باعـث  آمریکایـی  لـوک  بیمـاری  کنتـرل  بـرای  هـا 
اسـترین هـای مقـاوم و باقـی مانـده ایـن آنتـی  بیوتیـک هـا در 
محصـولات کندو می شـود. در حـال حاضـر، آنتی-بیوتیک ها در 
چندیـن کشـور بـه طـور خیلـی جـدی ممنوع شـده اسـت  و کلنی 
هایـی کـه آنتـی بیوتیـک مصـرف می کننـد باید سـوزانده شـوند. 

بنابرایـن، توسـعه روش هـای جایگزیـن برای کنتـرل و جلوگیری 
از گسـترش بیمـاری لـوک آمریکایـی ضـروری بـه نظـر می رسـد. 
کاربـرد  پایـه  بـر  اسـتراتژی طبیعـی  رابطـه، چندیـن  در همیـن 
اسـانس هـای گیاهـی، ترکیبـات گیاهـی، بـره مـوم، ژل رویـال، 
 in و   in vitro باکتریوسـین هـا در محیـط هـای  باکتـری هـا، و 
vivo بـرای جلوگیـری از گسـترش و کنترل بیماری مـورد مطالعه 
قـرار گرفته اسـت. در ایـن مقاله، داده هـای آزمایشـگاهی از این 
مطالعـات مـرور و بحـث مـی شـود کـه مـی توانـد نکتـه جدیـدی 

بـرای مطالعـات آینـده در شـرایط طبیعـی را فراهـم آورد.  
 ،Paenibacillus larvae باکتـری  کلیـدی:  هـای  واژه 
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مقدمه:

بیمـاری لـوک آمریکایـی مهمترین بیماری زنبورعسـل اسـت 
کـه تقریبـاً پراکنـش جهانـی دارد. ایـن بیمـاری فقـط لاروهـای 
آلـوده را از بیـن مـی بـرد امّا، اگـر مورد درمـان قرار نگیـرد، باعث 
از بیـن رفتـن کل کنـدو می شـود. این بیمـاری به عنـوان بیماری 
مسـری و واگیـردار شـناخته مـی شـود، بنابرایـن، یـک بیمـاری 
 .)Djukic et al., 2014( خطرنـاک در کل دنیـا مـی توانـد باشـد
عامـل بیمـاری لـوک آمریکایـی یک باکتـری گرم مثبت تـاژک دار 
اسـت کـه مهمتریـن ویژگـی ایـن باکتـری تولید اندوسـپور بسـیار 
مقـاوم اسـت. ایـن پاتـوژن پـرورش کنـدو را در مرحلـه لاروی یـا 
 )Genersch et al., 2006(  شـفیرگی تحـت تاثیر قـرار می دهـد
و اسـپور ایـن باکتـری باعـث ایجـاد بیمـاری مـی شـود. لاروهـای 
زنبـور عسـل تـا 36 سـاعت بعـد از تفریـخ تخـم بـه ایـن باکتـری 
 Ashiralieva & Generesch( دارنـد  حساسـیت  بیشـترین 
2006( و در واقـع 10 اسـپور نیـاز اسـت تا لارو 24 سـاعته را بیمار 
کنـد. امّـا، در مراحل بعدی رشـد لارو، به تعداد اسـپورهای بیش 
 .)Generesch et al., 2006( تری نیاز اسـت تا لارو آلوده شـود
)پرسـتار(  کارگـر  زنبـوران  توسـط  کـه  تغذیـه  طریـق  از  آلودگـی 

انجـام مـی شـود اتفـاق مـی افتد. 
اسـپورها در معـده لاور جوانـه مـی زننـد و در عـرض چنـد روز 
بـه شـدت تکثیر مـی یابند. در مراحـل بعد، باکتری بـه ماتریکس 
دورغذایـی1  مـی رسـد و وارد سـلول هـای اپیدرمـی مـی شـود و 
تولیـد عفونـت مـی کنـد و درنهایـت باعـث مـرگ لارو مـی شـود. 
در آخریـن مرحلـه، لاشـه های زنبور توسـط سـلول های رویشـی 
باکتریایـی هضـم مـی شـود و بـه پولـک هـای خشـک کـه حـاوی 
 Djukic( میلیـون هـا اسـپور باکتـری اسـت، تبدیـل مـی شـوند
et al., 2014(. علائـم آشـکار بیمـاری در کلنـی شـامل بسـتن 
نامنظـم سـلول هـا )کـه باعـث بـه وجـود آمدن سـلول های بسـته 
و بـاز پراکنـده مـی شـود(، سـلول هـای تیـره، فرورفتـه ،در اغلب 
مانـده  باقـی  و  گندیـده  ماهـی  بـوی  کـه  سـوراخ  پوشـش  مـوارد 
چسـب نـاک قهـوه ای )وقتـی بـا چـوب کبریـت بـه بیرون کشـیده 
مـی شـود، مثـل نـخ کشـیده مـی شـود( و در نهایـت، باقـی مانده 
لارو بـه صـورت پولـک سـخت در انتهـای سـلول باقـی مـی مانـد. 
تشـخیص سـنتی بیماری لـوک آمریکایی بر پایه مشـاهده چنین 
علائـم کلینیکـی در کنـدو و کشـت مـواد آلـوده کنـدو بـوده اسـت 

 .)De Graaf et al., 2006(
مقاومـت اسـپورهای باکتـری مهـم تریـن مسـاله بـرای کنترل 

1- Peritrophic matrix

ایـن  کـه  چـون  اسـت  آمریکایـی  لـوک  بیمـاری  گیـری  پیـش  و 
اسـپور مـی توانـد تـا 35 سـال در عسـل و یـا در لـوازم زنبـورداری 
زنـده بمانـد و مشـخص شـده اسـت کـه ایـن اسـپور بـه دمـای بالا 
و ضدعفونـی کننـده هایـی کـه علیـه آن هـا اسـتفاده مـی شـود، 
از  اسـتفاده  اسـاس  بـر  تیمارهـا  اغلـب  دارنـد.  بالایـی  مقاومـت 
آنتـی بیوتیـک هـای بـا طیـف اثـر وسـیع بـوده اسـت کـه در اغلب 
مـوارد از آنتـی بیوتیـک هـای اکسـی تتراسـایکلین هیدروکلرایـد 
و سـولفاتیازول  بـرای جلوگیـری از رشـد باکتـری بـه طـور وسـیع 
و مـداوم اسـتفاده شـده اسـت، امّـا، اسـتفاده و سـوءمصرف ایـن 
آنتـی بیوتیـک هـا در دهـه هـای قبل، باعـث ظهور اسـترین های 
مقـاوم و باقـی مانـده آنتـی بیوتیـک که باعـث آلودگـی محصولات 
کنـدو می شـود. به ایـن دلیل، اسـتفاده از آنتی بیوتیـک ها برای 
کنتـرل و پیشـگیری بیمـاری لـوک آمریکایـی، در چندیـن کشـور 
ممنـوع شـده اسـت و کندوهایـی کـه بـا آنتـی بیوتیـک تیمـار می 
شـوند سـوزانده مـی شـوند)Mutinelli 2003(. ایـن عمـل یـک 
راه حـل قـوی امّـا پرهزینـه بـرای زنبـورداران اسـت و هـم چنین 
نمـی توانـد بـه عنـوان روشـی بـرای پیشـگیری از بیمـاری لـوک 
آمریکایـی باشـد)Kochansky et al., 2001(. در ایـن رابطـه، 
توسـعه روش هـای موثـر و جایگزیـن بـرای پیشـگیری و کنتـرل 
بیمـاری لـوک آمریکایی ضـروری به نظـر می رسـد. در این روش 
هـا نیـز باید مـواردی همچون پدیـده بـروز باکتری هـای مقاوم را 
در نظـر بگیـرد و هـم چنیـن قوانیـن سـخت گیرانـه اتحادیـه اروپا 
و کنسرسـیوم سـبز را بـرآورده کنـد. در مقالـه حاضـر، مطالعاتـی 
که روی توسـعه اسـتراتژی های طبیعی مثل اسـتفاده از اسـانس 
هـای گیاهـی، ترکیبـات گیاهـی، بـره مـوم، ژل رویـال، باکتـری 
هـا و باکتریوسـین هـا بـرای پیـش گیـری و کنتـرل بیمـاری لـوک 

آمریکایـی تاکنـون انجـام شـده اسـت، را ارائـه مـی دهد.

2- ترکیبـات طبیعـی بـرای پیـش گیـری و کنترل 
آمریکایی لـوک  بیمـاری 

  2-1- اسانس های گیاهی
محصـولات  و  طبیعـی  فـرّار  ترکیبـات  گیاهـی  هـای  اسـانس 
مرکبـی هسـتند کـه بـه عنـوان متابولیـت هـای ثانویـه از گیاهـان 
معطـر کـه اثـرات درمانـی فراوانـی )ضدسـرطان، ضـد التهـاب، 
آنتـی  و  ویـروس  ضـد  میکـروب،  ضـد  حشـرات،  دورکننـده 
اکسـیدان( دارنـد، بـه دسـت مـی آینـد. از آنجایـی کـه اسـانس 
هـای گیاهـی مواضـع هـدف زیـادی در یـک زمـان دارنـد، هیـچ 
مـوردی از مقاومـت یـا سـازگاری بـه این ترکیبـات گزارش نشـده 
 in vitro و in vivo اسـت. چندیـن اسـانس گیاهـی در محیـط
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بـرای کنتـرل باکتـری عامـل بیماری لـوک آمریکایـی و هم چنین 
اثـر سـمیت حـاد بـرای زنبـور عسـل مـورد ارزیابـی قـرار گرفتـه 

 .)Alonso-Salces et al., 2017( اسـت 
  2-2- آزمایشات سمیت روی زنبور عسل

پرتقـال، دارچیـن،  گیاهانـی مثـل  اسـانس هـای  کـه  زمانـی 
زیـره سـبز، میخـک هنـدی، آویشـن و شـاه پسـند بـه همـراه آب 
بـرای  زنبـور خورانـده شـد،  بـه  شـکر در غلظـت هـای مختلـف 
 Gende et al.,( افـراد بالـغ زنبورعسـل سـمیت نداشـته اسـت
ریحـان  و  آویشـن  علف-لیمـو،  گیاهـی  هـای  اسـانس   .)2009
)بـه  و همچنیـن مخلـوط اسـانس هـای علف-لیمـو و و آویشـن 
نسـبت v/v 50/50 ( بـرای افـراد بالـغ سـمیت متوسـط داشـت، 
امـا مخلـوط اسـانس هـای علف لیمو، آویشـن و گشـنیز با نسـبت 
)v/v/v 33.3:33.3:33.3( نمـودار معکـوس مـرگ ومیـر را ارائـه 
داد بـه ایـن معنـی کـه مـرگ و میـر در دزهـای پاییـن تـر بیشـتر 
اسـت. ایـن مسـاله این حقیقت را بیـان می کند کـه زنبورها کیک 
زنبـور آغشـته به دزهـای بالای اسـانس گیاهـی گشـنیز را مصرف 
نمـی کننـد )Albo et al., 2008(. زمانـی کـه محلولـی حـاوی 
مقدار مشـخصی از اسـانس روی گروهی از زنبورها اسـپری شـد، 
مشـخص شـد که اسـانس هـای جعفـری مکزیکـی، و گل اشـرفی 
 Santos et al.,( بـرای افـراد بالـغ زنبـور عسـل سـمیت نداشـت
2012(. در حالـی کـه، اسـانس گیـاه درخـت چـای باعـث مـرگ 
ایـن وجـود،  بـا  روز شـد.   7 از گذشـت  بعـد  تیمـار  تحـت  افـراد 
اسـتفاده از نانـوذرات اسـانس درخـت چـای روی زنبور عسـل اثر 
سـمی نداشـت )Santos et al., 2014(. اسـانس هـای گیاهـان 
 Carapa گیـاه  اسـانس  نانوامولسـیون  و  رزمـاری  و  اکالیپتـوس 
officinals بـرای افـراد بالغ کارگر زنبورعسـل سـمی نبـود زمانی 
داشـتند.  قـرار  هـا  اسـانس  ایـن  معـرض  در  کامـلاً  زنبورهـا  کـه 
نانوامولسـیون C. guianensis روی لاروهـا و افـراد بالـغ زنبـور 
اثر سـمی داشـت درحالی که نانوامولسـیون C. officinalis یک 
اثـر سـمیت بسـیار خفیـف روی لاروهـای زنبـور عسـل داشـت 

 .)de Almeida et al., 2015(
  2-3- آزمایشـات in vitro بـرای کنتـرل بیمـاری لوک 

آمریکایی
روش  به   C. zeylanicum اسانس  با  آلوده  های  کلنی  تیمار 
لوک  بیماری  کنترل  و  گیری  پیش  باعث  سیستمی  مدیریت 
آویشن،  های  اسانس   .)Gende et al., 2009( شد  آمریکایی 
علف-لیمو، مرزنگوش و مرزه به تنهایی و مخلوط با همدیگر روی 
بخش مرکزی  آلوده مصنوعی تست شده است اما هیچ اثر درمانی 

 .)Albo et al., 2003( روی بیماری مشاهده نشده است

3- ترکیبات گیاهی

چندیـن ترکیـب گیاهی در محیـط in vitro برای کنترل عامل 
بیمـاری لـوک امریکایـی و همچنیـن سـمیت حـاد ایـن ترکیبـات 
Alonso-(اسـت گرفتـه  قـرار  ارزیابـی  مـورد  عسـل  زنبـور  روی 

.)Sances et al., 2017
 P. باکتـری  کنتـرل  بـرای   in vitro 3-1- آزمایشـات    

larvae
مختلـف  گیاهـی  ترکیـب  چندیـن  میکروبـی  آنتـی  فعالیـت 
علیـه   F. tortuosa و   Flourensia riparia, F. fiebrigii
باکتـری عامـل بیمـاری لـوک آمریکایی مـورد ارزیابی قـرار گرفته 
اسـت. عصـاره هـای کلروفـرم، اتیل اتـر و هگـزان در غلظت های 
مختلـف )100 تـا 50000 میکروگـرم بر میلی لیتر( نشـان دادند که 
خاصیت بازدارندگی رشـد دارنـد )Reyes et al., 2013(. عصاره 
هـای دی-کلرومتـان و متانـول از گونـه هـای مختلـف گل راعـی 
نشـان داد کـه حتـی اگـر بـه میـزان 25 میکروگـرم مـورد اسـتفاده 
قـرار گیـرد، فعالیـت ضـد باکتریایـی علیـه باکتـری عامـل بیماری 
آبـی درختـان  لـوک دارد. فعالیـت ضـد میکروبـی عصـاره خـام 
چریـش و پنـج انگشـت هنـدی علیـه باکتـری عامل بیمـاری لوک 
نشـان داد کـه وابسـته به دز اسـت که منطقـه بازدارنده بـرای گیاه 
 Anjum et(پنـج انگشـتی هنـدی بیش تـر از درخت چریش بـود
 F. riparia عصـاره اتیـل اتـری و کلروفرمـی گیـاه .)al., 2015
و عصـاره اتیـل اتـری گیـاه F. fiebrigi باعـث ممانعـت از رشـد 
باکتری عامل بیماری شـد  )Reyes et al., 2013(. عصاره های 
 P. larvae آبـی گیاهـان دیگر نیـز باعث ممانعت از رشـد باکتـری
شـد. کمتریـن غلظـت بازدارندگـی2  بـرای عصـاره هگزانـی گیـاه 
A. satureioides از 16 تـا 125 میکروگـرم بـر میلـی لیتـر متغیـر 
بـود )Sabate et al., 2012(. در پژوهشـی دیگـر عصـاره هـای 
 A. satureioides هگزانـی، بنزنی،  اتیل اتر و اتیل اسـتات گیـاه
بـرای کمتریـن غلظـت بازدارندگـی بـه ترتیـب میـزان 60، 131، 
773 و 6545  میکروگـرم بـر میلـی لیتـر بـه دسـت آمـد. کمتریـن 
غلظـت بازدارندگـی عصـاره اتانولـی گیـاه Melia azedarach به 

میـزان 5000 میکروگـرم بـر میلـی لیتـر بود. 
  3-2- آزمایشات سمیت برای زنبور عسل

خشـک  محیـط  در  کـه  کلرومتـان  متانـول-دی  هـای  عصـاره 
تدخیـن و در DMSO پنـج درصـد محلـول شـده بـود، تـا غلظـت 
100 میکروگـرم بـر هـر زنبور اثر سـمی نداشـت. عصاره خـام گیاه 
S. buxifolia کـه بـا نسـبت حجمـی 7:3 با اتانول و آب به دسـت 

2- Minimum inhibitory concentration
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آمـده بـود و با بخشـی از n-butanol، اتیل اسـتات، و کلرومتان و 
دوبـاره در DMSO بـرای رسـیدن به غلظت هـای نهایی 50، 25، 
6.25 و 1.56  میلـی گـرم بـر میلـی لیتـر رسـیده بـود، روی زنبـور 

عسـل اسـپری شد. 
هیـچ اثـر سـمی بعـد از گذشـت 15 روز از اعمـال تیمـار روی 
اثـر سـمی  نحـو، هیـچ  بـه همیـن  زنبـور عسـل مشـاهده نشـد. 
بـرای عصـاره خـام گیـاه N. officinalis  بعد از گذشـت 15 روز از 
تیمـار مشـاهده نشـد. بـه هر حـال، برخی مـرگ ومیرهـای زنبور 
عسـل در طـول سـه روز اول اعمـال تیمـار عصـاره اتیـل اسـتات 
بـرای  شـود.  مـی  مشـاهده   C. domestica و   C. officinalis
آنالیـز اثـر عصـاره کلروفـرم و اتیـل اتـر گیـاه F. fiebrigii   روی 
شـد.  انجـام  کامـل  بـودن  معـرض  در  آزمـون  بالـغ،  زنبورعسـل 
ایـن عصـاره هـا، در اتانـول 96 درصـد دوبـاره حـل شـد و هیچ اثر 
 in vitro کشـندگی بـرای زنبورهـای در معرض عصاره در شـرایط
بالاتریـن غلظـت هـای مـورد مطالعـه، مشـاهده نشـد  حتـی در 

 .)Reyes et al., 2013(

4- بره موم

بـره مـوم ترکیبی طبیعی اسـت که توسـط زنبورعسـل از رزین 
گیـاه سـاخته می شـود تـا با آن سـلول هـای کنـدو و ورودی کندو 
را بپوشـاند. ایـن ترکییـب از مخلـوط مـواد مختلـف از ترکیبـات 
شـیمیایی مختلـف )80 تـا 130 نـوع مـاده ( تشـکیل شـده اسـت 
کـه مهـم تریـن ترکیـب آن پلـی فنـل هـا )فلاونوئیـد و اسـیدهای 
فنولیـک(، ترپنوئیـد، اسـتروئید و آمینواسـیدها اسـت که غلظت 
ایـن ترکیبـات با توجه به منطقـه جغرافیایی و گیاهـان موجود در 
آن منطقـه متفـاوت اسـت )Burdock 1998(. چندین خاصیت 
ویروسـی،   ضـد  ضدقارچـی،  ضدمیکروبـی،  اکسـیدانی،  آنتـی 
ترکیبـات محافظـت کننـده کبـد و ضـد التهابی از بره مـوم گزارش 
شـده اسـت )Alonso-Salces et al., 2017(. در ایـن زمینـه، 
چندیـن گزارش مبنـی بر اسـتفاده از بره موم مناطـق جغرافیایی 
وجـود  آمریکایـی  لـوک  بیمـاری  عامـل  باکتـری  علیـه  مختلـف 

.)Alonso-Salces et al., 2017(دارد
  4-1- آزمایشـات in vitro  بـرای کنتـرل باکتری عامل 

آمریکائی لـوک  بیماری 
کشـور  از  مـوم  بـره   Mlagand & Sulimanovic (1982(
یوگوسـلاوی را علیـه ایـن باکتـری تسـت کردنـد و مشـخص شـد 
کـه عصـاره 5% و 10% بـره مـوم باعـث توقـف رشـد باکتـری عامـل 
بـره مـوم کندوهـای عسـل  اتانولـی  بیمـاری مـی شـود. عصـاره 
ایجـاد توقـف رشـد  باعـث  کـه  Uruguayan نشـان داد  منطقـه 

در باکتـری مـورد نظـر مـی شـود. بـره مـوم برزیلـی کـه از گیاهان 
Baccharis dracunculifolia و Veronia polyanthes و هـم 
چنیـن بـره مـوم در شـمال آمریـکا از گیـاه Populous spp. نیـز 

چنیـن نتایجـی را در بـر داشـت. 
بیوتیـک  آنتـی  بـه  شـبیه  عملکـردی  هـا  مـوم  بـره  ایـن 
 30 بیوتیـک  آنتـی  مصـرف  میـزان  امـا  داشـتند  ونکومیسـین 
میکروگـرم مـورد نیاز اسـت امـا باید 9 میلـی گرم از بره مـوم مورد 
اسـتفاده قرار گیـرد )Bastos et al., 2008(. عصـاره اتانولی بره 
مـوم از رومانـی )10 میلـی گـرم بـر میلـی لیتـر( نیـز رشـد باکتری 
عامـل بیمـاری را متوقـف کـرد کـه ایـن اثر بـه دلیل حضـور فلاون 
Bilik� )ه�ا، فلاونون�ل ها، فلاونون ه�ا و دی هیدرووفلاون�ول بود).
ova et al., 2013( بـره مـوم از درخـت صنوبـر در بلغارسـتان 
باکتـری  روی  را  اتانولـی  عصـاره  و  داد  قـرار  مطالعـه  مـورد  را 
عامـل بیمـاری لـوک آمریکایـی آزمایـش کـرد. در ایـن پژوهـش 
مشـخص شـد کـه 100 میکروگـرم از عصـاره بـره مـوم نیـاز اسـت 
تـا اثـری شـبیه بـه اسـتفاده از 10 میلی گـرم آنتی بیوتیک اکسـی 

شـود.  مشـاهده  هیدروکلرایـد  تتراسـایکلین 
دی  متانولـی،  هـای  عصـاره    )Boonasi et al., 2014(
کلرومتـان و هگـزان از بـره مـوم تایلند را مورد آزمایـش قرار داد و 
مشـخص شـد کـه فقـط عصـاره متانولـی )100 میلی گرم بـر میلی 
لیتـر( دارای خاصیـت ضـد میکروبـی اسـت کـه بـه خاطـر مـاده 
 )Anacardiacea کاردانـول )ترکیـب فنولـی از گیاهـان خانـواده
اسـت. )Lindenfelser (1986 15 بـره مـوم از ایـالات متحـده 
مـورد  آمریکایـی  لـوک  بیمـاری  عامـل  باکتـری  روی  را  آمریـکا 
آزمایـش قـرار داد و کمتریـن میـزان بازدارندگـی را انـدازه گیـری 
کـرد. همـه نمونـه هـا سـطح مشـابهی را نشـان دادنـد و مشـخص 
شـد کـه ترکیبـات بـا غلظـت کمتـر از 10 میکروگـرم بر میلـی لیتر 
کمتریـن میـزان بازدارندگـی را دارنـد. اغلب عصاره هـای اتانولی 
از بـره مـوم هـای جمـع آوری شـده از آمریـکا باعـث ممانعـت از 
 Wilson( رشـد باکتـری عامـل بیماری لـوک آمریکایـی می شـود

 .)et al., 2015
  4-2- آزمایشات سمیت برای زنبور عسل

سمیت حاد گوارشی از چندین بره موم روی زنبورهای عسل 
 Alonso-Salces et al.,( گرفته است  قرار  آزمایش  بالغ مورد 
2017(. عصاره اتانولی بره موم از کشور اروگوئه برای زنبورعسل 
 .)Antunez et al., 2008( در غلظت 50 درصد سمیت نداشت
مصری  قدیمی  شانه  از  موم  بره  اتانولی  عصاره  مقابل،  در 
)LC50 = 1.404( نسبت به بره موم مصری )LC50  = 8.22( و 

چینی )LC50  = 15.04( سمیت بیشتری داشت. 
  4-3- مطالعـات صحرایـی و آزمایشـات in vivo برای 
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لـوک آمریکایی بیمـاری  کنترل 
مطالعـات صحرایـی بـا اسـتفاده از سیسـتم و اسـپری کـردن 
مـورد آزمـون قـرار گرفتـه اسـت. )Lindenfelser (1968 نشـان 
داد کـه علـی رغـم ایـن کـه بـره مـوم جمـع آوری شـده از شـمال 
آمریـکا در محیـط آزمایشـگاه خاصیـت ضد میکروبی نشـان داده 
اسـت، امـا روی کندوهـای آلـوده زنبورعسـل موثـر واقـع نشـده 
اسـت. زمانـی کـه زنبورهـا با بره مـوم که درعسـل بـه غلظت 500 
میکروگـرم بـر میلـی لیتر رقیق شـده بـود، تغذیه شـدند، آلودگی 
جدیـد مادامـی کـه این تیمـار در حـال انجام بود مشـاهده نشـد، 
امّـا زمانـی که تیمـار قطع شـد، بیماری دوبـاره ظاهر گشـت. این 
ترکیب روی زنبورهای بالغ سـمیت نداشـت هرچند که کارگرهای 
تـازه بالـغ شـده بـد شـکل، مشـاهده شـد. کارایـی بـره مـوم های  
چینـی و مصـری بـا موم هـای قدیمـی بـرای کنترل بیمـاری لوک 
آمریکایـی روی کندوهـای نـژاد کارنیـولان کـه بـه طـور مصنوعـی 
آلـوده شـده بودنـد مـورد آزمون قـرار گرفـت. اضافه کـردن 0.05 
درصـد از بـره مـوم مصـری بـه غـذا اثـر بسـیار معنـی دار و مثبتی 
بـر جلوگیری رشـد باکتری عامـل بیماری لوک آمریکائی داشـت؛ 
بـه طـوری کـه باعـث کاهـش 100 درصـدی باکتری شـد. ایـن اثر 
شـبیه زمانـی بود که آنتـی بیوتیـک تیلوزین به میـزان 200 میلی 
گـرم مـورد اسـتفاده قـرار می گیـرد. اثـر عصاره بـره مـوم چینی و 
بـره مـوم مصـری از مـوم قدیمـی در غلظـت هـای 0.1 ، 0.05 و 
0.025 درصـد اثـر بسـیار معنی داری نسـبت به کلنـی های تیمار 
نشـده داشـت)Kamel et al., 2013(. در یـک مـورد دیگـر، در 
کندویـی در اروگوئـه کـه در سـال قبـل بیمـاری لـوک امریکایـی 
داشـت )علائـم کلینیکـی نداشـت( بـا عصـاره اتانولـی بره مـوم )6 
درصـد(  محلـول پاشـی و هم چنین تغذیه شـدند. بعد از گذشـت 
21 و 42 روز از اعمـال تیمـار، تعـداد اسـپورهای باکتـری عامـل 
بیمـاری در هـر گـرم عسـل بـه طـور معنـی داری کمتـر از کلنـی 

 .)Antunez et al., 2008( هـای تیمـار نشـده بـود

5- ژل رویال

ژل رویـال یـا ژلـه لاروی رژیم غذایـی لاروی ملکـه و لارو کارگر 
زنبورعسـل اسـت که توسـط غده های آرواره ای و هیپوفارینکس 
ترشـح می شـود. مـاده اصلـی ژل رویال شـامل کربوهیـدرات ها، 
پپتیدهـا، پروتئیـن هـا، چربـی، و ترکییـات بـا وزن مولکولـی کم 
هسـتند )Bogdanov 2011(. پروتئیـن هـای بـا وزن مولکولـی 
کـم و پپتیدهـای ژل رویـال بـه نظـر مـی رسـد کـه نقـش دفـاع از 
زنبورعسـل را علیـه پاتـوژن هـای زنبورعسـل بـازی مـی کننـد. 
اولیـن ترکیـب آنتـی بیوتیکـی شناسـایی شـده در ژل رویـال یک 

از  بـود. بعـد   10-hydroxy-Δ2-decenoic acid اسـید چـرب 
آن، یـک پروتئیـن ضـد باکتریایـی بـه نـام رویالیسـین )در حـال 
یافـت  رویـال  defensin1 مـی شناسـند( در ژل  نـام  بـه  حاضـر 
شـد. رویالیسـین خاصیـت ضـد باکتریایـی علیـه باکتـری هـای 
گـرم مثبـت در غلظـت پاییـن دارد امـا علیـه باکتـری هـای گـرم 
منفـی اثـری ندارد. مشـخص شـده اسـت کـه ژل رویـال خاصیت 
تومـور،  ضـد  ایمنـی،  سیسـتم  کننـده  تنظیـم  باکتریایـی،  ضـد 
ضـد التهـاب، فعالیـت کننـده تولیـد مثـل، ضـد ویـروس و آنتـی 
میکروبـی  ضـد  فعالیـت  اختصاصـی،  طـور  بـه  دارد.  اکسـیدانی 
ژل رویـال از مناطـق مختلـف جغرافیایـی علیـه باکتـری عامـل 
بیمـاری لـوک آمریکایـی در منابـع مختلـف گـزارش شـده اسـت 

 .)Alonso-Salces et al., 2017(
باکتـری عامـل بیمـاری  بـرای کنتـرل  اسـتفاده از ژل رویـال 
 )Hornitzky et al., 1998( توسـط  بـار  اولیـن  بـرای  لـوک 
تخلیـص  رویالیسـین  کـه  شـد  گـزارش  سـپس،  شـد.  مشـاهده 
شـده حتـی در غلظـت هـای کـم )5.4 میکروگـرم بـر میلـی لیتـر( 
اثـر بازدارندگـی روی پاتـوژن هـا دارد. پروتئین هـای دیگر که در 
ژل رویـال یافـت می شـود، Apalbumin اسـت. بیشـترین ماده 
Apal� و   Apalbumin-2  ای ک�ه در ژل روی�ال حض�ور دارن�د  )
bumin-2a( تخلیـص شـده اسـت و فعالیـت آن هـا علیـه باکتری 
عامـل بیمـاری لـوک در محیـط کشـت مایـع مـورد ارزیابـی قـرار 
گرفته اسـت. Apalbumin-2a به میزان 18.6 میکرومولار رشـد 
باکتـری را مثل آنتـی بیوتیـک اکسی-تتراسـایکلین هیدروکلراید 
ممانعـت مـی کنـد در حالـی کـه Apalbumin-2 هیـچ فعالیـت 
از دو کنـدوی  آنالیـز ترکیبـات ژل رویـال  نـدارد.  ضدباکتریایـی 
متفـاوت کـه یکی از آن ها بیماری لوک مشـاهده شـده بود نشـان 
داد کـه پپتیدهـای ضـد میکروبـی در دو کنـدو متفـاوت اسـت. 
اغلـب کلنـی هایـی کـه بـه بیمـاری لـوک آمریکایـی آلـوده بودند، 
میزان رویالیسـین بیشـتری نسـبت به کندوهای سـالم تولید می 
کننـد. ایـن نتایـج نشـان می دهـد کـه تفـاوت در میـزان پپتیدها 
بـه تنـوع ژنتیکـی بیـن کلنـی هـا مربوط مـی شـود. هرچنـد، این 
احتمـال نیـز وجـود دارد کـه حضـور باکتـری مـی توانـد میـزان 
 Bachanova( رویالیسـین را در ژل رویـال تحـت تاثیر قرار دهـد

.)et al., 2002

6- باکتری ها و باکتریوسین ها

پروبیوتیـک هـا میکروارگانیسـم های زنـده ای هسـتند که اگر 
بـه میزان کافی مصرف شـوند می توانند سـلامتی را بـرای میزبان 
بایـد یـک سـری  ایـن میکروارگانیسـم هـا  بیاورنـد.  ارمغـان  بـه 

نکویی و همتی: استراتژی های طبیعی برای کنترل باکتری Paenibacillus larvae عامل بیماری لوک آمریکایی
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شـرایط را بـا هـم داشـته باشـند: توانایی چسـبیدن به سـلول، از 
بیـن بـردن و یا کاهـش دادن چسـبندگی پاتوژن، بقـا و چند برابر 
شـدن و تولیـد اسـید، هیـدروژن پروکسـید و آنتاگونیسـت هـای 
باکتریوسـین بـرای جلوگیـری از رشـد پاتـوژن هـا. هـم چنیـن، 
مهـم اسـت کـه میکروارگانیسـم هـا ایمـن و غیـر مهاجـم باشـند 
و سـرطان زا و بیمـاری زا نباشـند. یـک پیشـنهاد ایـن اسـت کـه 
میکروارگانیسـم هـا از همـان میزبانـی کـه قـرار اسـت تیمـار علیه 
زنبورهـای عسـل  تخلیـص شـود.  و  اجـرا شـود، جـدا شـده  آن 
میکروبیـوم بسـیار قـوی دارنـد کـه مـی تواننـد منبـع مناسـبی از 
معـده  در  اسـید  لاکتیـک  هـای  باکتـری  باشـد.  هـا  پروبیوتیـک 
کـه  یافـت مـی شـوند و مشـخص شـده اسـت  زنبورهـای عسـل 
میزبانشـان را از طریـق تولیـد متابولیـت های ضـد میکروبی مثل 
اسـیدهای آلـی، هیدروژن پروکسـید، و پپتیدهـای ضدمیکروبی 
و هـم چنیـن تعدیـل در سیسـتم ایمنی حشـرات کمـک می کنند 
هـای  باکتـری  ایـن  از  بسـیاری   .)Parichehre et al., 2017(
مفیـد در افـراد بالـغ زنبورعسـل، لاروهـا، تولیـدات کنـدو مثـل 
گـرده و عسـل مـی باشـند. باکتریوسـین هـا ترکیبـات سنتزشـده 
ریبوزومـی باکتـری ها، پپتیدهـای برون سـلولی و پروتئین هایی 
بـا فعالیـت ضـد باکتریایی کـه اغلـب روی گونه هـای باکتری های 
اسـت.  دارنـد،  فعالیـت  تولیدکننـده  هـای  باکتـری  بـه  نزدیـک 
باکتـری هـا و باکتریوسـین هـا نیـز بـرای کنتـرل باکتـری عامـل 
 Alonso-Salces et( بیمـاری لـوک آمریکایـی مطالعه شـده انـد

.)al., 2017
  6-1- مطالعـات in vitro  بـرای کنتـرل باکتـری عامـل 

ی ر بیما
ایزولـه  باکتـری هایـی کـه از معـده لاروهـا و یـا افـراد بالـغ بـه 
 Brevibacillus, هـای  جنـس  بـه  متعلـق  اسـت  آمـده  دسـت 
 Stenotrophomonas, Bacillus, Acinetobacter,
ضـد  فعالیـت  کـه  اسـت   Bifidobacterium و   Lactobacillus
میکروبـی علیـه باکتری عامـل بیماری لوک آمریکایی نشـان داده 
انـد. اثبـات شـده اسـت کـه بسـیاری از ایـن ایزولـه هـا کـه تولیـد 
سـورفاکتین )آنتی-بیوتیـک بـا اثـر ضدتومـوری و ضدویروسـی( 
هـای  میکروارگانیسـم   .)Sabate et al., 2009( کننـد  مـی 
 Escherichia coli, Providencia alcalifaciens,(
 )Weissella و Splingomonas melonis, Bacillus subtilis
کـه از معـده زنبورعسـل بـزرگ Apis carana japonica جـدا 
باکتـری عامـل  شـده اسـت، دارای فعالیـت ضدمیکروبـی علیـه 
 .)Yoshiyama et al., 2013( دارد  آمریکایـی  لـوک  بیمـاری 
ایزولـه هایـی از گونـه هـای مختلـف باکتـری هـای هـوازی تولیـد 
جـدا  نـوزادان  شـان  و  عسـل  هـای  نمونـه  از  کـه  اسـپور  کننـده 

لـوک  باکتـری  علیـه  آنتاگونیسـتی  فعالیـت  دارای  اسـت،  شـده 
آمریکایـی بـوده اسـت. ده اسـترین تولیـد کننـده اسـپور هـوازی 
 Bacillus subtilis, Bacillus umilus, Bacillus شـامل 
و   licheniformis, Bacillus megaterium, B. cereus
فعالیـت  بـر  عـلاوه  باشـد.  مـی   Brevibacillus laterosporus
آزمایشـگاهی  هـای  لولـه   3 رویـی  فـاز  باکتریایـی،  هـای  سـلول 
 Lactobacillus acidophilus, فاقـد باکتـری از باکتـری هـای
بـه  از معـده زنبـوران کارگـر  کـه   L. jonsonii و    L. crispatas
دسـت مـی آیـد، نیـز فعالیـت ضـد میکروبـی علیـه باکتـری عامل 
بیمـاری نشـان داده اسـت. فعالیـت ضـد باکتریایی علیـه باکتری 
 B. گونـه  از  باکتـری  سـلول  فاقـد  روئـی  فـاز  از  بیمـاری  عامـل 
انتوموسـین  مـاده  و   thuringiensis subsp. Entomocidus
4110 )باکتریوسـین که از گونه مشـابه Bacillus جدا شـده است(  
مـورد آزمـون قـرار گرفت و مشـخص شـد کـه فعالیـت بازدارندگی 
علیـه 17 اسـترین از باکتـری عامـل بیمـاری لـوک آمریکایـی را 
دارد. بـا توجـه بـه عصـاره فـاز روئـی بـدون سـلول باکتـری از 36 
ایزولـه Enterococcus، بیسـت ایزوله دارای قـدرت بازدارندگی 
بازدارندگـی داشـت.  ایزولـه در حـد متوسـط  امـا 16  بـود  قـوی 
از  مناسـبی  منبـع  نیـز  هـای خـاک  باکتـری  هـا،  ایـن  بـر  عـلاوه 
علیـه  ضدمیکروبـی  فعالیـت  کـه  اسـت  هایـی  میکروارگانیسـم 
باکتـری لوک آمریکایـی دارد. ) Nguyen & kim (2015  وجود 
 Bacillus polymachus باکتـری  قـوی  ضدمیکروبـی  فعالیـت 
بیمـاری  عامـل  باکتـری  روی   Streptomyces polymachus و 
لـوک امریکایـی را اثبـات کردنـد.  هم چنیـن، مـاده ضدمیکروبی 
تولیـد مـی شـود   B. amyloliquefaciens باکتـری  کـه توسـط 
نیـز دارای خاصیـت ضـد میکروبـی علیـه اسـپورها و سـلول هـای 

رویشـی باکتـری عامـل بیمـاری لـوک آمریکایـی دارد. 
  6-2- آزمایشات سمیت برای زنبور عسل

از  زنبـور عسـل  هـا روی  باکتریوسـین  و  هـا  باکتـری  سـمیت 
روش سیسـتمی مـورد آزمـون قـرار گرفتـه اسـت. غـذای لاروی 
 B. باکتـری  شـده  خالـص  و  خـام  ضدمیکروبـی  فاکتـور  بـا  کـه 
لاروهـای  گرفـت.  قـرار  آزمـون  مـورد   amyloliquefaciens
کـه  حالـی  در  داشـتند  مرگ-ومیـر  درصـد   25 زنبورعسـل 
آزمایشـات  در  بـود.  درصـد   15 شـاهد  گـروه  در  میـر  و  مـرگ 
از  مخلوطـی  بـا  عسـل  زنبـور  لاروهـای  بـودن،  سـم  معـرض  در 
 Lactobacillus kunkeii, Lactobacillus هـای  باکتـری 
 Bifidobacterium و   sp. , Bifidiobacterium asteroids

3- Supernatant

4- Entomocin

جلد9، شماره 17، سال 1397، ) 11-2 (
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باکتـری  کـردن  اضافـه  کلـی  اثـر  تغذیـه شـدند.   coryneforme
هـای اسـید لاکتیـک بـه غـذای لاروی باعـث کاهش معنـی دار در 

.)Forsgen et al., 2010(شـد آلـوده  لاروهـای 

7- بحث و نتیجه گیری

بـا توجـه بـه اثـرات منفـی باکتـری P. larvae روی کلنی های 
بـرای  سـنتی  و  قدیمـی  هـای  روش  بـه  بازگشـت  و  زنبورعسـل 
کنتـرل بیمـاری لـوک آمریکایـی، توسـعه روش هـای جایگزین و 
موثـر بـرای کنتـرل و پیشـگیری بیمـاری ضـروری اسـت. در بین 
اسـتراتژی هـای طبیعـی کـه  در چنـد سـال اخیـر توسـعه پیـدا 
کـرده اسـت، اسـتفاده از اسـانس هـای گیاهـی یـک روش بسـیار 
بهتریـن  دارچیـن  اسـانس  اسـت.  بـوده  قبـول  قابـل  و  مطمئـن 
ویژگـی یـک ترکیـب طبیعـی را بـرای کنتـرل دارد کـه نشـان مـی 
دهـد بیشـترین اثـر ضـد میکروبـی نیـز دارد که اثـر کنتـرل خوبی 
علیـه بیمـاری لـوک آمریکایـی دارد و  هـم چنیـن سـمیت بـرای 
لاروهـای  بـرای  آن  سـمیت  اگرچـه  نـدارد،  بالـغ  عسـل  زنبـور 
زنبورعسـل بایـد مـورد آزمون قـرار گیرد. نانوامولسـیون اسـانس 
گیـاه همیشـه بهـار C. officinalis نیـز خاصیـت ضدمیکروبـی 
بالایـی علیـه باکتری عامـل بیماری لوک آمریکایی دارد و سـمیت 
کمـی روی لاروهـای زنبـور دارد؛ از ایـن رو پیشـنهاد شـده اسـت 
کـه بـه عنـوان یـک روش جایگزیـن علیه بیمـاری لـوک آمریکایی 
مـورد اسـتفاده قرار گیـرد. به علاوه، نانوامولسـیون هـا می توانند 
میـزان  از  و  کننـد  تقویـت  را  گیاهـی  هـای  اسـانس  بخشـی  اثـر 
فراریـت اسـانس هـا بکاهنـد. اگر اسـانس هـا بـا دیگر مـواد فعال 
مثـل ترکیبـات گیاهی، ترکیبـات طبیعی فردی، یا دیگر اسـانس 
هـا و یـا ترکیبات مهم اسـانس هـا ترکیب شـوند، کارایـی تیمارها 

افزایـش مـی یابد. 
رویـال،  ژل  پروتئیـن  و  رویـال  ژل  و  مـوم  بـره  چنیـن،  هـم 
فعالیـت   in vitro محیـط  در   apalbumin-2a و  رویالیسـین 
داده  نشـان  بیمـاری  عامـل  باکتـری  علیـه  رشـد  بازدارندگـی 
اسـت؛ بنابرایـن مطالعـات آینـده بایـد روی نقـش ایـن ترکیبـات 
بیمـاری  عامـل  باکتـری  علیـه  زنبـور  لاروهـای  از  محافظـت  در 
متمرکـز شـود. عـلاوه بـر ایـن، پروبیوتیک ها مـی توانند سـلامت 
از  کـه  باکتـری  بهبـود ببخشـند در واقـع چندیـن  را  زنبورعسـل 
زنبورهـا و کنـدو جـدا شـده-اند نشـان داده انـد کـه دارای فعالیت 

بازدارندگی رشـد بـرای باکتری عامل بیماری هسـتند و اسـتفاده 
بـرای غـذای  لاکتیـک  باکتـری هـای اسـید  از مخلـوط  خوراکـی 
لاروهـا باعـث کاهـش معنـی دار در تعـداد لاروهـای آلـوده مـی 

شـود. 
علـی رغم همه این پیشـرفت ها در اسـتراتژی هـای جایگزین 
طبیعـی بـرای مبـارزه بـا بیمـاری لـوک آمریکایـی، ایـن حقیقـت 
کـه باکتـری عامـل بیماری یـک باکتری تولید کننده اسـپور اسـت 
حـال  در  بیمـاری  درمـان  بـرای  محدودیـت  دلیـل  تریـن  مهـم 
مقـاوم  بسـیار  باکتـری  ایـن  اندوسـپور  کـه  چـون  اسـت،  حاضـر 
اسـت. برخـی از ترکیبات طبیعی مطالعه شـده مثل اسـانس گیاه 
دارچیـن، برحـی عصـاره هـای اتانولـی بـره مـوم، هایپرفوریـن و 
 B. amyloliquefaciens یک ترکیب تولید شـده توسـط باکتری
دارای فعالیـت آنتـی میکروبـی علیـه باکتری عامل بیماری اسـت 
و دارای فعالیـت اسپورکشـی هسـتند. هرچنـد کـه هیـچ کـدام از 
ایـن ترکیبـات باعـث ریشـه کنی بیماری لـوک آمریکایـی در کندو 

است. نشـده 
تحقیقـات انجـام شـده روی فعالیـت ضـد میکروبـی ترکیبـات 
طبیعـی علیـه بیمـاری لـوک و همچنیـن سـمیت ایـن ترکیبـات 
روی زنبـور عسـل در محیـط in vivo و  in vitro در ایـن مقالـه 
مـورد بحـث قـرار گرفـت. بـا توجـه بـه ایـن کـه لاروهـای زنبـور 
عسـل هـدف اصلـی بیمـاری لـوک آمریکایـی هسـتند، مطالعـات 
آینـده بایـد روی مطالعـه ترکیباتـی کـه روی بیمـاری موثرنـد و 
روی زنبوروهـای بالـغ ولارو اثـر سـمیت ندارنـد، متمرکـز شـود و 
هـم چنین، مطالعـات آینـده روی پراکنش و اثرات ایـن ترکیبات 
روی کنـدو، زنبورهـای بالـغ، لاروهـا، عسـل، ژل رویـال و دیگـر 
دینامیـک  و  دارویـی  اثـرات  تـا  اسـت  ضـروری  کنـدو  تولیـدات 
هم-چنیـن،  شـود.  مشـخص  کنـدو  در  ترکیبـات  ایـن  دارویـی 
تحقیقـات روی کارایـی ایـن ترکیبـات ضـد میکروبـی در شـرایط 
مزرعـه باخاصیـت اسپورکشـی بایـد انجـام شـود تـا از گسـترش 
هـای  روش  توسـعه  کنـد.  جلوگیـری  آمریکایـی  لـوک  بیمـاری 
رسـیدن ایـن ترکیبـات طبیعـی بـه درون کنـدو و دریافت توسـط 
بیمـاری یـک  از  و پیشـگیری   in vivo تیمـاری هـای  زنبـور در 
در  بیشـتری  مطالعـات  بـه  نیـاز  کـه  اسـت  دیگـر  مهـم  موضـوع 
آینـده دارد تـا این ترکیبات و اسـتراتژی های طبیعی در شـرایط 

طبیعـی اسـتفاده شـوند. 
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Abstract
American foulbrood (AFB) is a severe bacterial disease that affects larvae of honey bees (Apis mellifera). 

The causative agent of AFB is the spore-forming bacteria Paenibacillus larvae. The use of antibiotics for 
the control of AFB has led to the appearance of resistant bacterial strains and residues in beehive products. 
Nowadays, antibiotics are legally banned in several countries, and the affected colonies have to be destroyed 
by burning the hives. Therefore, the development of alternative methods for the control and prevention 
of AFB is necessary. In this context, different natural strategies based on the application of essential oils, 
plant extracts, propolis, royal jelly, bacteria, and bacteriocines, have been studied in vitro and in vivo for the 
prevention and control of P. larvae. The experimental data achieved from these studies are reviewed and 
discussed in the present review, which intend to be a starting point for future research in the field.
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