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چکیده:

ویـروس   23 حداقـل   (Apis mellifera L.) زنبورعسـل  در 
بیماری هـای  ویروس هـا  ایـن  از  برخـی  اسـت.  گزارش شـده 
شـدیدی در زنبورعسـل ایجـاد می کنند لذا در پرورش زنبورعسـل 
بـه  می تـوان  ویروس هـا  ایـن  ازجملـه  دارنـد.  زیـادی  اهمیـت 
ویـروس فلجـی حـاد زنبورعسـل )ABPV( اشـاره کـرد. اطلاعـات 
کشـور  هـای  زنبورسـتان  آلودگـی  وضعیـت  خصـوص  در  زیـادی 
بـه ایـن ویـروس در دسـت نیسـت. هـدف از ایـن مطالعـه بررسـی 

میـزان شـیوع این ویـروس در زنبورسـتان های اسـتان کردسـتان 
بـود. در این مطالعـه 50 زنبورسـتان )در دوره 1397-1396( بدون 
هیچ گونـه علائمـی از بیمـاری بـا اسـتفاده از روش RT-PCR مورد 
ارزیابـی قـرار گرفتنـد. نمونه هـا از شهرسـتان های مختلف اسـتان 
 RT-PCR کردسـتان جمع آوری شـده بود. آزمایش نمونه بـا روش
نشـان داد که از 50 زنبورستان موردمطالعه، 13 )26٪( زنبورستان 
بـه ویـروس ABPV آلـوده بودنـد. اثبـات وجـود ایـن ویـروس در 
لازم  تدابیـر مدیریتـی  اتخـاذ  اسـتان مسـتلزم  زنبورسـتان هـای 

جهـت جلوگیـری از توسـعه آن اسـت.
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دوفصلنامه علمی ترویجی علوم و فنون زنبورعسل

حـاد  فلجـی  ویـروس  زنبورعسـل،  کلیـدی:  هـای  واژه 
RT-PCR ملیفـرا،  آپیـس  زنبورعسـل، 

مقدمه

زنبورعسـل اروپایـی به عنـوان حشـره ای کـه نقـش مهمـی در 
گرده افشـانی محصولات کشـاورزی دارد موردتوجه محققین است 
(Teixeira et al., 2008). زنبورعسـل اروپایـی نقـش حیاتـی در 
اقتصـاد و تولیـد محصـولات کشـاورزی بـا کمـک بـه گرده افشـانی 
سـایر  و  شـاهانه  ژلـه  پروپولیـس،  گـرده،  مـوم،  عسـل،  تولیـد  و 
محصـولات خـود در جهـان بـازی می کنـد. به طوری کـه تخمیـن 
زده می شـود کـه تولیـد یک سـوم محصـولات کشـاورزی جهـان، 
به نحوی کـه در سـال  اسـت  زنبورعسـل  بـه گرده افشـانی  وابسـته 
2005 بـرآورد گردیـد کـه ارزش گرده افشـانی زنبورعسـل در تولیـد 
 Gallai) محصولات کشـاورزی حدود 212 میلیارد دلار بوده اسـت

.(et al., 2009
بااین حـال، تحقیقـات موجـود از سـال 1940 نشـان می دهـد 
عوامـل  از  مختلفـی  انـواع  توسـط  زنبورعسـل  فعالیـت  و  حیـات 
اسـت  قرارگرفتـه  تأثیـر  تحـت  بیمـاری زا  غیـر  و  بیمـاری زا 
تهدیـد  یـک  به عنـوان  عوامـل  ایـن  حاضـر  حـال  در  به طوری کـه 
 Chen,) برای تولیدات کشـاورزی در سـطح جهان مطرح هسـتند
Sam-) 2011)، ایـن عوامـل را می تـوان در گروه پارازیت هـا }واروا
mataro et al., 2000)، نوزمـا (Chen et al., 2012){ و پاتـوژن 
هـا } ویروس هـا (Runckel et al., 2011(، باکتری هـا و قارچ هـا 
 Desneux) کشـاورزی  سـموم   ،}(Aronstein et al., 2010)
Crail-) کمبـود مـواد غذایـی و تغذیـه نامناسـب ،(et al., 2007
 Mattila et al.,) کاهـش تنـوع ژنتیکـی ،(sheim et al., 2013
 (Vanengelsdorp et al., 2012) 2007) و شـیوه های مدیریتـی
دسـته بندی نمـود. بـا ایـن اوصاف در حـال حاضـر ویروس ها یکی 
از عوامل عمده تهدیدکننده سـلامتی زنبوران عسـل می باشـند که 
.(Tantillo et al., 2015) نگرانی های بسـیاری را ایجاد کرده انـد
در سـال 1971، تعـداد ویروس هـای بیماری زای شناخته شـده 
زنبورعسـل 3 مـورد بـود (Bailey, 1971)، امـا 5 سـال بعـد تعداد 
آن هـا بـه 6 مورد افزایـش یافـت (Bailey, 1976) و در حال حاضر 
کـه لیسـت بیماری هـای ویروسـی زنبورعسـل بررسـی مـی شـود، 
حـدود 23 ویروس گزارش شـده اسـت و بسـیاری از ایـن ویروس ها 
بـا ایجـاد عفونت هـای مخفی و بـدون علامـت، تأثیرات زیـادی در 
زنبـور و کلنـی دارنـد و زمینه سـاز بـروز بیماری های دیگـر در زنبور 
و کلنـی شـده اند (McMenamin et al., 2015). وجـود عوامـل 
اسـترس زا ازجملـه واروا باعـث می شـود تأثیـرات ایـن ویروس هـا 

 Martin et al.,) گـردد  مشـاهده  بیمـاری  علائـم  و  آشکارشـده 
McMahon et al., 2015 ;2012). علائم بیماری های ویروسـی 
از یـک ویـروس به ویـروس دیگر متفاوت اسـت، ازجمله این علائم 
می تـوان بـه بـال تغییر شـکل یافتـه، تغییر رنـگ، ریزش مـو، نفخ 
شـکم، فلجـی، کاهش حرکـت، مرگ ومیر نـوزادان و بالغین اشـاره 
 .(McMenamin et al., 2015; Singh et al., 2010) کـرد 
و  رفتـار  مشـاهده  طریـق  از  به راحتـی  بیماری هـا  ایـن  از  برخـی 
درحالی کـه  می باشـند  قابل تشـخیص  آلـوده  زنبورعسـل  ظاهـر 
برخـی دیگـر از آن هـا تنهـا از طریق مشـاهدات دقیق و پیوسـته یا 
 Wang et al.,) بـا روش هـای مولکولـی تشـخیص داده می شـوند
ABPV .(2016 بـرای اولیـن بـار در حیـن انجـام آزمایش هـای 
در  علامـت  بـدون  عفونـت  یـک  عامـل  به عنـوان  آزمایشـگاهی 

.(Benjeddou et al., 2001) زنبـوران بالـغ کشـف شـد
ظاهـراً  هـای  درکلنـی  زنبورعسـل  آلوده کننـده  ویـروس  ایـن 
 Allen et) اسـت  گزارش شـده  مختلفـی  کشـورهای  از  سـالم 
 al., 1996; Bakonyi et al., 2002a; Benjeddou et al.,
 2001; Berényi et al., 2006; Ellis et al., 2005; Sanpa
et al., 2009; Tentcheva et al., 2004). ایـن عفونـت بـا تأثیـر 
عوامـل اسـترس زایی ماننـد آلودگـی بـه مایـت واروا، عفونت هـای 
باکتریایـی، اسـتفاده از مـواد شـیمیایی درکلنی و حشـره کش های 
 Bakonyi et al.,) شـیمیایی کشاورزی تشـدید و آشکار می شـود
2002a; Bakonyi et al., 2002b). عفونـت شـدید ABPV بـا 
مرگ سـریع بزرگ سـالان مشـخص می شـود؛ علائم عفونـت پنهان 
لـرزش، عـدم  بـا  کـه  از فلجـی پیش رونـده  ایـن ویـروس عبـارت 
توانایـی پـرواز، تیـره شـدن تدریجـی رنـگ بـدن و از دسـت دادن 
 Bailey et al., 1963;) موهای قفسـه سـینه و شـکم همراه اسـت
 de Miranda et al., 2010a; Maori et al., 2007; Ribière
et al., 2008). ABPV   قـادر بـه آلوده نمودن تمام مراحل رشـد 
و دگردیسـی زنبورعسـل اسـت امـا شـفیرگی مناسـب ترین مرحله 
 Chen et al., 2006; Sanpa et al.,) بـرای رشـد ویـروس اسـت

.(2009
در شـفیره، ویـروس در دو بخـش مغـز و به ویـژه در غـدد بزاقـی 
(de Miranda et al., 2010a( و  تحت فکـی انباشـته می شـود 
 de Miranda et al., 2010a;( در مدفـوع نیـز قابل شناسـایی اسـت
ایـن  به طوری کـه   ،(Hung, 2000; Ribière et al., 2008
مـوارد، انتقـال ویروس از طریق مـواد غذایی و همچنیـن از طریق 
ترشـحات غـدد بزاقـی زنبـوران بالـغ بـه لاروهـای جـوان و اختلاط 
Benjed-)  ویـروس بـا گرده ذخیره شـده درکلنـی را تائیـد می کنـد
dou et al., 2001). لاروهـا در صـورت دریافـت مقادیـر زیـادی 
از ذرات ویـروس، قبـل از ورود بـه مرحلـه شـفیرگی می میرند و در 
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صـورت زنـده مانـدن، به عنـوان زنبـوری آلـوده مرحله شـفیرگی را 
پشـت سـر خواهنـد گذاشـت (Bailey et al., 1991). شناسـایی 
 Yue) در منـی زنبـوران نر به ظاهر سـالم ABPV توالـی مولکولـی
et al., 2006)، احتمـال انتقـال جنسـی ایـن ویـروس را مطـرح 
نمـوده اسـت، هرچنـد بـرای تائیـد ایـن موضـوع مطالعـه بـر روی 
Tantillo Ga-) تتخـم و جداسـازی ویـروس از آن ضـروری اسـ
به عنـوان عامـل اصلـی مرگ ومیـر   mil et al., 2015). ABPV
زنبـوران عسـل آلوده به مایت واروا دسـتراکتور گزارش شـده اسـت 
Antúnez et al., 2005; Bakonyi et al., 2002b; Nord-)
ström, 2000) در ضمـن ایـن ویـروس به عنـوان عامـل مرگ ومیر 
 ،)Siede et al., 2008) کلنی هـای ضعیـف در کشـورهای آلمـان
 Tentcheva et) فرانسـه ،)Bakonyi et al., 2002b( یوگسـاوی
(Forgách et al., 2008) معرفی شـده  و لهسـتان   (al., 2004

است.
به عـلاوه در مطالعـات متعـددی حضـور ایـن ویـروس در مایـت 
 Allen et al., 1986; Bakonyi et al.,) واروا ثابت شـده اسـت
 2002a; Bakonyi et al., 2002b; Chantawannakul et al.,
مایـت  سـندروم  اصطـلاح   .(2006; Tentcheva et al., 2004
انگلـی زنبورعسـل بـرای کلنی هـای آلـوده ویروسـی کـه بـه مایـت 
مشـخصات  از  کـه  می گـردد  اطـلاق  باشـند  آلوده شـده  نیـز  واروا 
 Hung et al., 1995;) آن هـا، مرگ ومیـر زیـاد این کلنی هـا اسـت
بـه  توجـه  بـا  گذشـته  دهـه  طـی   .(Shimanuki et al., 1994
گسـترش سـریع مایت واروا در اروپا، ABPV نیز گسـترش زیادی 
پیداکـرده اسـت (Berényi et al., 2006). مایـت واروا در توسـعه 
یک سـو  از  به طوری کـه  اسـت  دوگانـه  نقـش  دارای  ویـروس  ایـن 
به عنـوان عامـل مکانیکـی انتقـال ویـروس مطـرح اسـت و از دیگـر 
سـو بـه دلیـل ایجـاد اسـترس در زنبـور باعث رشـد سـریع ویروس 
 Bakonyi et al., 2002a;) و توسـعه بیمـاری درکلنـی می شـود

.(Bakonyi et al., 2002b; Berényi et al., 2006
ویروسـی  بیماری هـای  خصـوص  در  انجام شـده  مطالعـات 
زنبورعسـل در ایران بسـیار محدود اسـت و گزارش هـای معدودی 
از بعضـی از نقـاط کشـور وجـود دارد. لـذا بـا توجـه بـه گسـترش 
روزافـزون زنبـورداری در اسـتان کردسـتان، بررسـی ایـن بیماری 
ویروسـی خطرنـاک زنبورعسـل در اولویـت قـرار گرفت تـا نمایی از 
وضعیـت این بیماری در زنبورسـتان های اسـتان مشـخص گردد.

مواد و روش ها

نمونه برداری:
ــتفاده   ــاده اس ــی س ــا از روش تصادف ــه ه ــاب نمون ــرای انتخ ب

شــد. در ایــن روش بــا اســتفاده از فرمــول                  و 
ــرداری  ــه  ب ــورد نمون ــتان م ــی SPC، 50 زنبورس ــب اصلاح ضری
ــور،  ــکی کش ــازمان دامپزش ــتورالعمل س ــر دس ــت. براب ــرار گرف ق
ــه هــر زنبورســتان از 5  درصــد کلنــی هــای موجــود  در مراجعــه ب
 Bokaie et al.,) ــد ــل آم ــه عم ــرداری ب ــه ب ــتان نمون در زنبورس
2010). قبــل از نمونــه بــرداری وضعیــت ســلامت کلنــی هــا 
ــرداری  ــه ب ــورد نمون ــای م ــی ه ــه کلن ــد به طوری ک ــی گردی بررس
فاقــد هرگونــه علائمــی از بیمــاری بودنــد لیکــن در بخــش زیــادی 
از آن هــا آلودگــی بــه وارو دســتراکتور وجــود داشــت.  زنبــوران بالغ 
جمع آوری شــده هــر زنبورســتان مخلــوط و تحــت یــک نمونــه پس 
از ثبــت مشــخصات، تــا  ان انجــام آزمایش هــا در دمــای منفــی 20 

ــد.  ــداری ش ــانتی گراد نگه ــه س درج
اسـتخراج:RNA زنبورهای عسـل در هاون سرامیکی استریل 
بـا اسـتفاده از آب اسـتریل دی اتیـل پیروکربنـات تریتد  له شـده و 
 g 20/000 یـک محلول همـوژن تهیـه گردید. محلـول همـوژن در
به مدت 1 دقیقه سـانتریفیوژ شد، سـپس 140 میکرو لیتر محلول 
 Berényi et) به آن اضافه شد RNA سـوپرناتانت برای اسـتخراج
Jena Bioscience (Biotech- و بـا اسـتفاده از کیـت (al., 2006
nology Company in Jena, Germany) و دسـتورالعمل آن 
نسـبت بـه اسـتخراج RNA اقـدام و محصـول نهایـی بـرای انجـام 

مراحـل بعـد در منفـی 20 درجه سـانتی گراد نگهداری شـد.
قطعـه  بـال  شـدن  دفرمـه  ویـروس  شناسـایی  بـرای  پرایمـر: 
 Benjeddou et al.,) انتخـاب شـد   16S rRNA از ژن   bp460

.(2001
ABPV-F 5’- ttatgtgtccagagactgtatcca-3’
ABPV-R 5’- gctcctattgctcggtttttcggt-3’

آزمایـش واکنـش زنجیـره ای پلیمـراز: ایـن مرحله با اسـتفاده 
 Bioneer شـرکت  از   Rocket Script RT-PCR کیـت  از 
 ((Daedeok-gu, Daejeon 306-220, Republic of Korea
و طبق دسـتورالعمل کیت انجام شـد. برنامه استفاده شـده شـامل 
یک سـیکل 50 درجه سـانتی گراد به مدت 30 دقیقه، یک سـیکل 
95 درجـه سـانتی گراد بـه مـدت 2 دقیقـه و 40 سـیکل 94 درجـه 
سـانتی گراد بـه مـدت 30 ثانیـه، 55 درجـه سـانتی گراد بـه مـدت 
50 ثانیـه، 72 درجـه سـانتی گراد بـه مـدت 1 دقیقـه و یـک سـیکل 
 Berényi et al.,) 72 درجـه سـانتی گراد بـه مـدت 7 دقیقـه بـود
2006). الکتروفـورز: وزن مولکولـی محصـول PCR روی ژل آگارز 
1/2 درصـد کـه بـه آن اتیدیـوم بروماید اضافه شـده بود تعیین شـد 
بـر روی دسـتگاه  bpDNA-1000 اسـتفاده گردیـد و  از مارکـر  و 
UV-Trans illuminator باندهـا مشـاهده و سـپس از ژل عکـس 

شـد. گرفته 
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نتایج

کلیـه نمونـه هـای جمع آوری شـده از 50 زنبورسـتان اسـتان بـا 

روش RT-PCR مـورد ارزیابـی قـرار گرفـت. نتایـج به دسـت آمده 
نشـان داد که از 50 زنبورسـتان موردبررسی، 13 )26٪( زنبورستان 

بـه ABPV آلـوده بودند.

شکل 1( الکتروفورز محصولات حاصل از RT-PCR نمونه های حاوی ویروس ABPV، چاهک 1: مارکر، چاهک 
2: کنترل مثبت، چاهک3: کنترل منفی، چاهک های 4-8: جدایه های مثبت

بحث و نتیجه گیری:

مدیـد  مدت هـای  بـرای  می تواننـد  ویروسـی  عفونت هـای 
درکلنـی هـا به صـورت خفتـه و غیرقابـل تشـخیص وجـود داشـته 
 .(Chen et al., 2007; De Miranda et al., 2010) باشـند 
عوامـل  می دهـد  نشـان  کـه  دارد  وجـود  متعـددی  مطالعـات 
زنبورعسـل  ایمنـی  سیسـتم  تضعیـف  موجـب  کـه  اسـترس زایی 
می شـوند می تواننـد عفونت هـای خفتـه ویروسـی پنهـان درکلنی 
 Locke et al., 2012; Yang et al.,) نماینـد  فعـال  را  هـای 
 Di Prisco et al.,) ایـن عوامـل شـامل حشـره کش ها   .(2005
2013)، تنش هـای زیسـت محیطی، عفونت هـا و آلودگـی با سـایر 
 Nazzi et al., 2012; Yang et al.,) عوامل بیماری زا می باشـند
2005). بیشـتر ویروس هـای زنبورعسـل بدون دارا بـودن علائمی 
دارنـد  وسـیعی  گسـترش  زنبورعسـل  هـای  درکلنـی  بیمـاری  از 
(Allen et al., 1996; Bailey, 1976(، بااین حـال کلنی هـای 
به ظاهـر سـالم ممکـن اسـت به طـور هم زمـان بـه چندیـن ویروس 
آلـوده باشـند (Chen et al., 2004). مطالعـات متعـددی وجـود 
دارد کـه نشـان می دهـد عوامـل اسـترس زایی کـه موجـب تضعیف 
عفونت هـای  می تواننـد  می شـوند  زنبورعسـل  ایمنـی  سیسـتم 

 Locke et al.,) خفتـه ویروسـی پنهان درکلنی ها را فعال نماینـد
Yang et al., 2005 ;2012). ایـن عوامـل شـامل حشـره کش ها 
زیسـت محیطی،  تنش هـای   ،)Di Prisco et al., 2013)
 Nazzi) عفونت هـا و آلودگـی با سـایر عوامل بیمـاری زا می باشـند
et al., 2012; Yang et al., 2005). کنـه وارو در حـال حاضـر 
عـلاوه بـر ایجـاد آسـیب های مسـتقیم بـه زنبورعسـل، به عنـوان 
یـک عامـل منتقل کننـده ویـروس ABPV شناسایی شـده اسـت 
(Tentcheva et al., 2004). ABPV در سـال 2013 از آمریکای 
جنوبی گزارش شـده اسـت (Reynaldi et al., 2013) درحالی که 
در سـال 2006 از اسـترالیا وجـود ایـن ویـروس در زنبورسـتان هـا 
گزارش شـده اسـت (Berényi et al., 2006). وجـود ایـن ویروس 
در سـال 2001 در آفریقـای جنوبـی مـورد تائیـد قرارگرفتـه اسـت 
(Benjeddou et al., 2001). در سـال 2018 بررسـی 16 منطقـه 
 ABPV پرورش زنبورعسـل در یمن نشـان داد که 2 منطقـه آلوده
بودنـد (Haddad et al., 2018). در سـال 2008 بررسـی هفـت 
منطقـه در کشـور اردن جهـت تعییـن میـزان آلودگـی کلنی هـا بـه 
ABPV بـا روش مولکولـی، میـزان آلودگـی را 16 درصـد نشـان 
در  زنبورسـتان   90 بررسـی  در   .(Haddad et al., 2008) داد 
زنبورسـتان   2 از  فقـط  ترکیـه،  هـاکاری  اسـتان  در   2014 سـال 

جلد10، شماره 19، سال 1398، ) 12-4 (



8

ABPV جاسـازی شـد (Rustemoglu et al., 2016) درحالی که 
مطالعـه 11 زنبورسـتان در کشـور صربسـتان نشـان داد کـه تعـداد 
 Simeunović et al.,) آلـوده بودنـد ABPV 10 زنبورسـتان بـه
2014). قرآنـی و همـکاران در سـال 2017 وجـود ایـن ویـروس را 
در ایـران گـزارش کردنـد (Ghorani et al., 2017). بـا توجـه بـه 
عـدم وجـود دارو جهـت کنترل بیماری های ویروسـی، اسـتفاده از 
راهکارهـای مدیریتی تنها روش کنترل و کاهش این بیماری ها در 
زنبورسـتان ها اسـت. برای کنترل و کاهش بیماری های ویروسـی 
و تیتـر ویروس در یـک کلنی انجام یک مدیریـت فعال و جلوگیری 
از مواجهه کلنی با منابع آلودگی و سـایر عوامل اسـترس زا ضروری 
اسـت. بـه این منظور بازرسـی مسـتقیم کلنی ها توسـط فـرد کاملاً 
مطلع ضروری اسـت. مشـاهده شـان های دارای سلول های خالی 
پراکنـده در سـطح آن که نشـان دهنده از بین رفتن شـفیره و خارج 

کردن آن توسـط زنبوران پرسـتار اسـت از علائم مهـم بیماری های 
ویروسـی اسـت. بـرای محافظت بیشـتر کلنی هـا انجام ایـن موارد 
ضـروری اسـت: انجام اقدامات بهداشـتی، اسـتفاده از شـان تازه، 
جایگزینـی تجهیـزات آلـوده، تغذیه های کمکی و مناسـب، تغذیه 
با گرده پاک و سـالم، جلوگیری از مواجهه کلنی با هر نوع اسـترس 
ازجمله آلودگی با واروا دسـتراکتور، سـموم شـیمیایی، گرسـنگی، 
کـوران بـاد و سـرما کـه منجـر بـه تضعیـف سیسـتم ایمنـی زنبـور 
می شـود. تعویـض ملکـه و شـان های کلنـی از بهتریـن روش هـای 
آینـده  و در  اسـت  زنبورعسـل  ویروسـی در  بیماری هـای  کنتـرل 
سـایر راه هـای کنتـرل آلودگـی هـای ویروسـی، پـرورش گونه های 
خـاص زنبورعسـل اسـت کـه قـادر بـه تشـخیص آلودگی زنبـوران، 
شـفیره یـا لاروها بوده و نسـبت به حـذف این عوامـل از کلنی اقدام 

.(Sarwar, 2016) خواهنـد کـرد
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Abstract
At least 23 viruses have been reported in the honey bee (Apis mellifera L.). However, severe diseases 

in honey bees are mainly caused by many viruses, and these are the most important in beekeeping. These 
viruses include deformed wing virus (DWV), acute bee paralysis virus (ABPV), Kashmir bee virus (KBV), 
and Israeli bee paralysis virus (IBPV). In this study, we evaluated 50 Iranian honey bee apiaries (during the 
period 2015-2016) without symptoms of the disease, by employing reverse transcription-PCR (RT-PCR). 
Samples were collected from ten counties of Kurdistan province. Of the 50 apiaries examined, 13 (26%) 
were infected by ABPV. To maintain the health of honey bee colonies, bee viruses should be controlled and 
monitored. The present study evaluated the presence of the ABPV in bee colonies without the symptom of 
infections of the viruses in the Kurdistan province of Iran.
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