
 

 

بررسي ميزان آلودگي عسل هاي توليد شده در زنبورستان هاي استان تهران  به اسپورهاي 

PCR(عامل بيماري لوك آمريكايي) با روش كشت و  لاروا لارواپني باسيلوس 
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چكيده:

عامـل    پني باسيلوس لاروا لاروابيماري لوك آمريكايي زنبور عسل از بيماري هاي بسيار مهم و نابود كننده لاروهاي زنبور عسل مي باشد. جداسازي 

گيري  بيماري لوك امريكايي از نمونه هاي لارو بيمار يا مشكوك به بيماري مهمترين روش تاييد  تشخيص محسوب مي شود. با توجه به اين كه نمونه

ايجـاد مـي   از عسل بسيار آسان تر از سايرروش هاي نمونه گيري (لارو، موم، ...) مي باشد و همچنين مزاحمت كمتري براي كلني ها وزنبـورداران   

امروزه استفاده از نمونه هاي عسل براي تاييد تشخيص باليني و رديابي آلودگي در زنبورستان ها بسيار رايج گرديده است. نمايد.

ز كشت و جدا سازي باكتري ا در زنبورستان هاي استان تهران از طريق پني باسيلوس لاروا لاروان مطالعه تعيين ميزان شيوع آلودگي به هدف از اي

به جاي  تست هاي بيوشيميايي كه بسيار زمان بر و پر هزينه بوده  پني باسيلوس لاروا لارواآن براي تشخيص نهايي باكتري   PCRنمونه هاي عسل و 

  ي باشد.، مو گاهي با نتايج گمراه كننده همراه هستند

ه صورت تصادفي انتخاب و نمونه برداري گرديد. نمونه ها  كشـت   نمونه عسل از زنبورداري هاي سطح استان تهران (قديم) ب 121تعداد روش كار: 

درصد الكتروفورز شد. 8/0روي ژل آگارز  PCRمحصول  و مورد آزمايش قرار گرفتند  PCRروش با شده و 

 PCRجدا سازي و بـا روش   پني باسيلوس لاروا لاروا  نمونه عسل 31استان تهران،  از زنبورستان هاينمونه عسل جمع آوري شده از  121از  نتايج:

% مي باشد. با توجه به امكان آلودگي فراورده هاي زنبور  6/25بنا بر اين ميزان شيوع آلودگي در زنبورستان هاي استان تهران  تاييد نهايي گرديد.

اسايي اين اسپورها در عسل ها بسيار عسل به اين اسپورها و حساسيت آن در تجارت جهاني و تاثير كاملا منفي آن بر روي صادرات، مونيتورينگ و شن

ضروري مي باشد. 
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 مقدمه      

 )AFB)American foulbroodبيماري لوك آمريكايي يا 
  مهمترين بيماري باكتريايي نوزادان زنبور عسل ، محسوب مي شود.

پني اين بيماري در اثر  باكتري گرم مثبت و اسپوردار به نام 
ايجاد مي شود. اسپور ها مي  باسيلوس لاروا تحت گونه لاروا

). (Bakhiet & Stahly, 1985سال زنده بمانند  35 -50توانند
 10براي بيش از  100 خشكي، دماي بالا (C°اسپورها در برابر 

UV بشدت مقاوم هستند. همچنين در تماس با ضد  دقيقه)، و نور
 5%  بيش از  10عفوني كننده هاي متداول مانند محلول فرمالدئيد 

. اسپورها )Heyndrickx et al., 1996(  ساعت زنده مي مانند
دان زنبور عسل را در مرحله لاروي مورد حمله قرار مي دهند. نوزا

ً در طول  ساعت اوليه زندگي) ( & Gregorc 24-36(معمولا
Bowen, 1998 روز  نسبت به عفونت  2). لاروهاي بيش از

اسپور يا كمتر به  10مقاوم تر هستند ولي در لاروهاي خيلي جوان 
). Bailey & Lee, 1962طور موثري سبب بيماري مي شود  (

تحت  36 -37 و دماي C° 6/6حدود  pHجوانه زدن اسپورها در 
اسپور در  %  رخ مي دهد. CO2  10 –  5 شرايط ميكرو آئروفيل

ً يك روز بعد از بلع بوسيله لارو،) pH=  6/6روده مياني ( به  تقريبا
شكل رويشي در مي آيد. سلول هاي رويشي قادر به تكثير در 
روده لارو نيستند بنا بر اين به كمك تاژك ها از سطح اپيتليوم به 

لارو بعلت  داخل حفره بدن نفوذ و در همولنف تكثير مي يابند.
 ).Davidson, 1973(يك باكتريمي سيستميك تلف مي شود 

مول سفيد رنگ هستند به توده بعد از مرگ، لاروها كه به طور مع
قهوه اي تيره تغيير رنگ داده و سپس متلاشي شده و در كف 
سلول قرار مي گيرند. پس از تخريب ديواره بدن، با افزايش 
ويسكوزيته محتويات بدن لاروها به تدريج پس از مدت كوتاهي 
به صورت يك فلس خشك شده به كف و ديواره سلول مي 

 ).  بيماري لوك آمريكاييBailey & Ball, 1991(چسبند 
يك بيماري مهم در تجارت جهاني است و موجب خسارت هاي 
بزرگ اقتصادي مي شود اما در خيلي از موارد با تشخيص زود و 
سريع مي توان به كنترل و پيشگيري آن كمك كرد. نظارت بر 

پني  اسپورهايعسل، لارو و ديگر مواد كندو براي شناسايي 

بسيار پر ارزش مي   AFBدر رديابي اپيدمي هاي  باسيلوس لاروا
درفراورده هاي زنبور عسل در پني باسيلوس لاروا  شناسايي باشد.

خصوص صادرات و واردات اين فرآورده ها  به ويژه عسل، بسيار 
بين  AFBبا اهميت مي باشد و روش با ارزشي در كنترل گسترش

يك روش توانا   بنابر اين راه اندازي  كشورها محسوب مي گردد.
در رديابي عامل بيماريزا هنگامي كه هنوز علائم بيماري ظاهر 
نشده، مي تواند اهرم موثري در مبارزه عليه بيماري لوك امريكايي 
باشد، چرا كه  هر تاخيري در تشخيص نه تنها براي آن كندو بلكه 
براي همسايگان آن اغلب زيان بار است به طوريكه به سرعت 

در تمامي  يماريزا تمامي منطقه را آلوده مي كنند.اسپور هاي ب
براي تشخيص نهايي و رديابي  استفاده از روش PCRموارد فوق 

عامل اين بيماري و همچنين صرفه جويي در زمان و هزينه مي 
مي توان از پرايمر  براي انجام PCR تواندكار برد داشته باشد .
رد. اين ماركر استفاده ك 16S rRNAهاي مشتق شده از ناحيه  

براي بررسي وقوع و انتشار باكتري ها در نمونه ها به صورت 
 ).(Alippi  et al., 2004گسترده مورد استفاده قرار مي گيرد 

PCR براي شناسايي بيماري لوك آمريكايي  استفاده از روش
زنبور عسل براي اولين بار در ايران توسط مديرروستا و محرمي در 

 است.  انجام شده 2012سال 
اسپور هاي باكتري پني هدف از اين مطالعه تعيين ميزان شيوع 

در سطح زنبورداري هاي استان تهران و تاييد  باسيلوس لاروا لاروا
با     PCRآن به وسيله روش تشخيصي مولكولار و استاندارد شده 

استفاده از نمونه عسل مي باشد اين نوع نمونه گيري از نظر 
 زنبورداران روشي غير تهاجمي، بسيار راحت و قابل قبول مي باشد 

 
 واد و روش هام   

 نمونه برداري:   
براي انتخاب نمونه ها از روش تصادفي ساده استفاده شد. در اين 

روش با استفاده از فرمول 
2
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و ضريب اصلاحي  =

SPC   ،121  نمونه از زنبورستان هاي استان تهران به صورت
 تصادفي نمونه گيري به عمل آمد.

4



 

زنبورستان در سطح استان   121با هماهنگي سازمان دامپزشكي، 
تهران به صورت تصادفي انتخاب و نمونه گيري شد. نمونه هاي 
عسل درون ظروف استريل جمع آوري و به آزمايشگاه منتقل 

مناطق نمونه برداري و تعداد نمونه ها مشخص  1جدول گرديد. در 
 شده است.

مطالعه بر حسب شهرستان در : نمونه هاي مورد 1جدول

 استان تهران

درصد نمونه تعداد نمونه منطقه رديف

3/3 فيروزكوه 4  1 

57/11 شميرانات 14  2 

48/2 دماوند 3  3 

93/28 كرج 35  4 

98/42 ساوجبلاغ 52  5 

74/10 ورامين 13  6 

جمع 121 100 7 

 
 :آماده سازي نمونه      

 مخلوط و ميلي ليتر آب مقطر استريل 20 با  ،گرم از نمونه عسل 20
به   g 6000. سپس در هم زده تا كاملا يكنواخت شود به خوبي

ه و رسوب حاصل كه حاوي اسپور شددقيقه سانتريفوژ  40مدت
ميلي ليتر آب  1در   DNAجدا سازي كشت و  براي ،مي باشد

 مقطر استريل سوسپانسيون مي گردد.
 (Antunez et al., 2004)  و(Alessandro B.D et al., 2007) 
 

 :كشت    

به  سانتي گراد درجه 80 بن ماري در ،سوسپانسيون حاوي اسپور
حاوي محيط كشت  پنج پليت در سپس گرفتهدقيقه قرار  20مدت 

MYPGP agar  ، در هر كدامμ 200   از سوسپانسيون  كشت
 درصد  5  -10. پليت ها را در شرايط ميكروآئروفيلداده مي شود

CO2  از هر پليت  باكتري كلني 3-5. تعداد گرديدانكوباسيون
 .رفتبه كار  اوليه هاي تاييدي آزمايشبراي 

(Antunez et al., 2004)   و(Alessandro B.D et al., 2007). 

 آزمايش هاي تاييدي اوليه:  

 رنگ آميزي گرم :   

در رنگ آميزي گرم اين باكتري  بصورت باسيل گرم مثبت ديده 
 مي شود.

 كاتالاز:   

يك كلني بوسيله آنس بر داشته و روي يك لام تميز گذاشته مي 
% روي آن قرار داده  3شود. سپس يك قطره از پراكسيد ئيدروژن  

و كاملا مخلوط مي شود. در صورت ايجاد حباب و كف واكنش 
كاتالاز منفي  پني باسيلوس لاروا سويه هايكاتالاز مثبت مي باشد. 

 OIE 2010 ,( .مثبت ضعيف با تاخير مي باشندو گاهي 

Manual( 
 

  :از باكتري  DNAاستخراج     

آب مقطر سوسپانسيون كرده  μl 50يك كلني از سويه باكتري در 
دقيقه قرارداده شد و بعد  15درجه به مدت  95سپس در بن ماري 

د. از محلول رويي به يدقيقه سانتريفوژ گرد 5به مدت   g5000در 
 .دياستفاده گرد PCRدر  DNAعنوان 

  (Govan et al., 1999) و   (Neuendorf et al. , 2007) 

PCR: 
،  پرايمر هاي اختصاصي كه توسط پيچيني و PCRبراي انجام 
باكتري  16S rDNA) بر اساس توالي ژن 2002همكاران (

يك طراحي شده بود، مورد استفاده قرار گرفت. اين پرايمرها 
 دهند.را تكثير مي bp 700 حدودا قطعه

F: (5´-TCAGTTATAGGCCAGAAAGC-3´), 

R: (5´-CGAGCGGACCTTGTGTTTCC-3´) 

PCR انجام گرفت و از  ميكروليتر 25با يك حجم نهايي واكنش
5/2 10 X PCR 10ميكروليتر محلول  5/0،  ميكروليتر بافر 

dNTP mix ميكرو مولار  10ميكروليتر از غلظت  1، ميلي مولار
Taq (1U)،ميلي مولار  25ميكروليتر از محلول  2،  از هر پرايمر

MgCl2 ،1 DNA استخراج شده و آب مقطر  ميكروليتر از
PCR  .در ترموسايكلر گراديانت اپندورف با  استفاده گرديد

Initial denaturation 1درجه به مدت  95با دماي  شرايط 
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 93با دماي  Denaturationسيكل بعدي به صورت  30دقيقه و 
 30درجه  55با دماي  Annealingدقيقه،  1درجه 

ٍ دقيقه و يك سيكل  1درجه  72با دماي  Extendingثانيه، 
Final extending  دقيقه انجام گرديد 5درجه  72با دماي 

 )et al., 2002 Piccini .( 
ميكروليتر لودينگ بافر به  2با  PCRماكروليتر از محصول  10 

درصد  8/0آگارز خوبي مخلوط و به داخل چاهك هاي ژل 
 DNAاز . براي اين كار اضافه شد ،اتيديوم برومايد حاوي

marker ،1 kb  ،استفاده شد و پس از پايان زمان الكتروفورز

جهت بررسي و  UV-Transilluminatorدستگاه ژل روي 
 ).Sambrook et al., 1989عكس برداري قرار گرفت (

 
PCR  بر روي نمونه هاي عسل: نتايج حاصل ازكشت و 

نمونه عسل كه از مناطق مختلف استان تهران به صورت  121از  
به عمل   PCRتصادفي جمع آوري شده بود ابتدا كشت وسپس 

مثبت بودند. نتايج  نمونه دركشت و PCR  31آمد. از اين تعداد 
.به صورت كلي و به تفكيك مناطق آمده است 2جدول در 

 
 : توزيع فراواني مطلق و نسبي آلودگي به اسپورهاي پني باسيلوس لاروا در نمونه هاي عسل 2جدول 

 

PCR  از كلني باكتري هاي جدا سازي شده بر روي محيط كشت 

انجام شده كه نتايج آن در زير آمده  DNA   ،PCRاز نمونه هاي عسل پس از مراحل آماده سازي، و جداسازي باكتري و سپس جداسازي 
 است.
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 منطقه
مثبت PCRكشت و 

 درصد تعداد
 50 2فيروزكوه 1
 50 7شميرانات 2
 3/33 1دماوند 3
 9/22 8كرج 4
 2/19 10ساوجبلاغ 5
 23 3ورامين 6

 % )6/25(                                                           31                            جمع                            
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L: Ladder 1 Kb , C+: Positive Control , C-: Negative Control , 1-31: Sampel

 شودها مشاهده ميتاييد گرديد در عكس تهيه شده از ژل  PCRنمونه مثبت كه با روش  31باندهاي 

 

 بحث

در گذشته تشخيص آزمايشگاهي بيماري لوك آمريكايي عمدتا 
تفريقي مبتني بر كشت و جداسازي عامل بيماري بوده و تشخيص 

عامل بيماري از ساير باكتري ها  بسيار زمانبر و براساس 
امروزه در مورفولوژي و الگو هاي بيوشيميايي بوده است.

PCR به طور وسيعي توسط محققين   كشورهاي مختلف تكنيك
عامل بيماري  پني باسيلوس لاروا لاروابراي  شناسايي و تشخيص  

لوك امريكايي  مورد استفاده قرار گرفته است. شناسايي 
، در نمونه هاي عسل با استفاده از اسپورهاي پني باسيلوس لاروا

روش بسيار با ارزشي در كنترل و جلوگيري از  PCRتكنيك 
انتشار بيماري لوك آمريكايي در بين زنبورستان ها در مناطق 

محسوب مي شود. مهمترين مشكل  مختلف و حتي ما بين كشور ها
در نمونه هاي  پني باسيلوس لاروادر ارتباط با تشخيص اسپور هاي 

ً كم اين اسپور ها و همچنين حضور ساير پني  عسل، غلظت نسبتا
پني باسيلوس ها و يا باسيلوس ها در عسل مي باشد كه نسبت به 

ي پنسريعتر رشد مي كنند و مانع رشد كلني هاي  باسيلوس لاروا
مي شوند بنابر اين اسپور ها را بايد به روش دياليز و  باسيلوس لاروا

يا سانتريفوژ در نمونه هاي عسل رقيق شده تغليظ نمود و همچنين 
با گرمادهي، با كتري هاي فاقد اسپور را غير فعال و حذف نمود. 

 روش PCR 2012در ايران براي اولين بار مدير روستا و محرمي 
در عسل راه اندازي  ور هاي پني باسيلوس لاروااسپرا در تشخيص 

در مورد كشت باكتريايي   PCRكردند و حساسيت آزمايش 
تعيين كردند. در اين مطالعه با استفاده از  cfu/ml 3-2عسل را 

نمونه هاي عسل استان تهران از نظر ميزان  PCRروش كشت و 
در اين غربالگري شد.  اسپور هاي پني باسيلوس لاروا لارواشيوع 

براي شناسايي سريع كلني هاي   PCRتحقيق از تكنيك تشخيصي
كه از نمونه هاي عسل، جدا سازي شده   پني باسيلوس لاروا لاروا

بود، استفاده شد. استفاده از روش هاي مولكولار علاوه بر صرفه 
نتايج نشان داد كه ن و هزينه، سريع ودقيق نيز هستند. جويي در زما

% )  مثبت بودند، كه  6/25(  ركشت و PCRنمونه د 31تعداد 
ً بالاي عامل بيماري لوك امريكايي در  حكايت از شيوع نسبتا

به عنوان يك استراتژي   روش PCRزنبورستان هاي استان دارد. 
جديد براي غربا لگري عامل بيماري مهم و خسارت بار لوك 
آمريكايي در ايران محسوب مي شود. به كمك اين استراتژي مي 
توان به سهولت تعداد بسيار زيادي نمونه عسل را در مدت زمان 
كوتاهي و با هزينه كمتري مورد ارزيابي قرار داده و قضاوت 
صحيحي از وضعيت بيماري يا آلودگي و اپيدمي هاي احتمالي در 
ً كنترل و مونيتورينگ عامل  سطح منطقه و كشور داشت. قطعا

ك آمريكايي در نمونه بيماري از طريق تشخيص عامل بيماري لو
هاي عسل زنبورستان ها نقش بسزايي در جلوگيري از مصرف 
نابجاي آنتي بيوتيك ها و مواد شيميايي داشته و تاثيرات همه جانبه 
اي در سلامت تغذيه اي جامعه مصرف كنندگان، ارتقاء اقتصادي 
زنبورداران و افزايش صادرات عسل بر جاي خواهد گذاشت. 

ين مطالعه با بررسي هاي انجام شده بوسيله ساير نتايج حاصل از ا
هايي دارد كه علل اين تفاوت ها را ها و تفاوتمحققين مشابهت
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مي توان در وضعيت بيماري، مديريت زنبورستان ها، و روش كار 
 انجام شده و كيفيت آزمايشگاه و كاربران جستجو نمود.

نمونه  26بر روي  2003نتايج بررسي آقاي بيكوني و همكاران 
نمونه از نظر  18قاره) نشان داد كه  4كشور (از  13عسل از 

مثبت بودند. گراف و  اسپورهاي پني باسيلوس لارواآلودگي با 
%   11نمونه عسل آزمايش شده   1328) از 2001همكارانش (

را گزارش دادند. در لهستان  پني باسيلوس لاروا لارواآلودگي با 
نمونه عسل آزمايش شده  251) از 2007ليپينسكي و همكارانش (

پني %) وجود آلودگي با  3/20مورد (  51ناحيه از كشورشان  9از 
را اثبات كردند. كريستيانا و همكارانش  باسيلوس لاروا لاروا

كار  2007و  2005نمونه عسل در سال هاي  242) به روي 2008(
%) از  23مورد ( 34عسل آزمايش شده  142از  2005كردند. در 

نمونه  100مثبت بود. در  پني باسيلوس لاروا لاروانظر آلودگي با 
نيز درصد مشابهي بدست آوردند.   2007عسل آزمايش شده در 

و  2001) در طي سال هاي 2004در اروگوئه آنتونز و همكارانش (
پني ايالت، اسپور  19نمونه عسل از  101با آزمايش از  2002

%) يافتند. در برزيل   5/51نمونه ( 52را در  باسيلوس لاروا لاروا
نمونه  300نمونه عسل وارداتي و  137)، 2001شاچ و همكارانش (

 پني باسيلوس لاروا لارواعسل از برزيل را آزمايش كردند آن ها 
 %) عسل وارداتي جدا كردند. 8نمونه ( 24را از 

 ضمن تحقيقات خود بر روي نمونه هاي عسل 2003ريتر در سال 
اسپورهاي پني %  آلودگي را با  2در زنبورستان هاي آلمان 

نمونه عسل  700% از  98را گزارش كرد. در  باسيلوس لاروا لاروا
 200% از  62وارداتي به آلمان از كشورهاي غير اتحاديه اروپا و 
اسپورهاي پني نمونه عسل وارداتي از كشور هاي اتحاديه اروپا، 

 ناسايي كرد.را ش باسيلوس لاروا لاروا

توسط فاندروئه   1993 -1996مشابه همين تحقيق در سال هاي 
نمونه عسل از  2099)  انجام شده است. به دنبال آزمايش 1997(

%  از عسل هاي  7آلمان و عسل خارجي، در اين تحقيقات فقط در 
آلمان اسپور هاي پني باسيلوس لاروا لاروا رد يابي شد در حاليكه 

ي خارجي كه از كشورهاي آرژانتين، يونان، از نمونه عسل ها
 ايران، روسيه و آمريكا بود اين درصد بسيار بالاتر بود.

PCR از  پني باسلوس لاروارا براي تشخيص  بسياري از محققين
كلني هاي رشد كرده بر روي محيط هاي كشت اختصاصي مورد 

 روش 1999استفاده قرار داده اند. آقاي گوان و همكاران در سال 
PCR  از محيط هاي كشت  پني باسيلوس لاروارا براي تشخيص

پني اختصاصي طراحي كردند با اين روش سويه هاي جدا شده 
از عسل را به سرعت تاييد مي كردند. نتايج  باسيلوس لاروا

تحقيقات مختلف نشان داده است كه بين سطح آلودگي با 
كلينيكي در عسل و وقوع  علائم  اسپورهاي پني باسيلوس لاروا

AFB  در لاروهاي زنبور عسل ارتباط وجود دارد. روش هاي
AFB رديابي به كاهش هزينه ها و كار زياد  در مبارزه عليه 
كمك مي كند. اين كار مي تواند خطر گسترش بيماري را كاهش 

 دهد بدون اينكه نياز به از بين بردن كلني هاي زنبور داشته باشيم.
مده در اين تحقيق ومطالعات ساير با توجه به نتايج به دست آ

محققين تشخيص سريع كلني ها ي باكتري پني باسيلوس لاروا 
لاروا  از ساير باكتري ها در محيط هاي كشت اختصاصي با 

و بدون كاربرد تست هاي بيو شيميايي  PCRاستفاده از تكنيك 
AFB مي تواند يك تكنيك سريع و قابل اطمينان براي تشخيص 

ي عسل، لارو و حتي ساير فرآورده هاي مر بوط به در نمونه ها
زنبورباشد، ضمن اينكه نمونه گيري از عسل بسيار آسان تر از ساير 

 نمونه گيري ها (لارو، موم، ...) مي باشد.
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American foulbrood (AFB), a severe bacterial disease of honeybee brood, caused by the sporeforming 

bacterium Paenibacillus larvae subspecies larvae. The agent, infect and kill larvae and produce billions 

of resistant spores to environmental factors. The spores are distributed in bee colonies and apiaries, thus 

bee products (honey…) are contaminated. For diagnosis, culture and chemical tests are very 

timeconsuming and expensive which occasionally give false result. 

In this study, 121 samples of honey were collected from apiaries in Tehran province. The samples were 

selected by simple random method. Honey samples were diluted with an equal volume of distilled water 

and centrifuged, then the pellet used for DNA extraction. DNA was used for culture and PCR. PCR 

products were electrophoresed on 0.8 % agarose gel.  

The result showed that out of 121 honey samples which collected from beekeeping of Tehran province, 

31(25/6 %) samples were positive by culture and PCR. 

To control and preventive measures before the occurrence of any kind of damages, we can monitor or 

screen of honey samples on regional and national scale by using culture and PCR method. According to 

the possibility of Honey contamination with the spores and its importance in global trade and a clear 

negative impact on exports, monitoring and detection of spores in honeys is very essential. 
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