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دوفصلنامه علمی ترویجی علوم و فنون زنبورعسل

چکیده:

ویـروس  دفرمـه شـدن  بال یکـی از شـایع ترین ویـروس های 
بیمـاری زای زنبورعسـل اسـت کـه بسـیاری از زنبورسـتان هـای 
دنیـا را آلـوده نمـوده اسـت. ایـن ویـروس توانایـی آلـوده نمـودن 
زنبـوران کارگـر، نـر و ملکـه را دارا مـی باشـد بـه طوری کـه امکان 
جداسـازی و شناسـایی آن در مراحل مختلف دگردیسی زنبوران 
شـامل تخم، لارو، شـفیره و زنبور بالغ وجود دارد و معمولاً علایم 

آلودگـی کلنـی هـای زنبورعسـل بـه ایـن ویـروس، جـزء در موارد 
شـدید آلودگـی قابـل مشـاهده نمـی باشـد. هـدف از ایـن مطالعه 
تعییـن میـزان شـیوع ویـروس دفرمـه شـدن بـال زنبورعسـل در 
زنبورسـتان هـای اسـتان کردسـتان بود. زنبورسـتان هـای مورد 
نمونـه بـرداری فاقـد هـر گونـه بیمـاری بودنـد فقـط در تاریخچـه 

آنهـا آلودگـی بـه واروا دسـتراکتور ثبـت شـده بود.
سال  در  زنبورستان   50 در  بالغ  زنبوران  از  برداری  نمونه   
1396 به روش تصادفی ساده انجام شد. نمونه های جمع آوری 

رخزاد1،  بابک  محمدیان1،  بهارک  ترکمن2،  مریم  مدیرروستا2،  حسین  محرمی2،  مجتبی  محمدخضری1، 
هومن خانبابایی1

1- بخش تحقیقات دامپزشکی، مرکز تحقیقات و آموزش کشاورزی و منابع طبیعی کردستان، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی، 
سنندج، ایران

2-بخش تحقیقات زنبورعسل، کرم ابریشم و حیوانات وحشی، موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج 
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شده با روش RT-PCR مورد آزمایش قرار گرفت. نتایج حاصل 
 )%96(  48 شده،   برداری  نمونه  زنبورستان   50 از  که  داد  نشان 
زنبورستان  آلوده به ویروس دفرمه شدن بال زنبورعسل بودند. با 
توجه به نتایج حاصل پیشنهاد می شود جهت کنترل و جلوگیری 
زنبورستان  سطح  در  ویروس  این  بیشتر  چه  هر  گسترش  از 
کاری  اولویت  در  کنترل  استراتژی  تدوین  استان، ضرورت  های 
بیماریزای  ویروسهای   بررسی  و  گیرد  قرار  متولی  های  سازمان 

زنبورعسل در زنبورستان های استان ادامه یابد.
واژه های کلیدی: ویروس دفرمه شدن بال، واروا دسترکتور، 

RT-PCR ، زنبورعسل

مقدمه:

تولیـد  و  اقتصـاد  در  حیاتـی  نقـش  اروپایـی  زنبورعسـل 
محصـولات کشـاورزی بـا کمـک بـه گـرده افشـانی و تولید عسـل، 

دارد. جهـان  در   ... و  رویـال  ژل  مـوم،  بـره  گـرده،  مـوم، 
 بـا ایـن حـال، تحقیقـات موجـود از سـال 1940 نشـان مـی 
از  مختلفـی  انـواع  توسـط  زنبورعسـل  فعالیـت  و  حیـات  دهـد 
عوامـل بیماریـزا تحـت تاثیـر قـرار گرفتـه اسـت، بطـوری کـه در 
حـال حاضـر ایـن عوامـل بیماریـزا بـه عنـوان یـک تهدیـد جـدی 
بـرای حیـات زنبورعسـل و تولیـدات کشـاورزی در سـطح جهـان 
مطـرح هسـتند )Chen, 2011(. مطالعـات موجـود نشـان مـی 
دهـد کـه زنبورعسـل حداقـل مـورد حملـه 19 ویـروس قـرار مـی 
گیـرد )Maori et al., 2007(. ویـروس هـای بیماریـزا با تاثیر بر 
مورفولـوژی، فیزیولـوژی و رفتارهـای حیاتی زنبورعسـل ارتباط 
Ge-( یمسـتقیمی بـا ضعـف و مـرگ کلن هـای زنبورعسـل دارنـد

 .)nersch & Aubert, 2010
برخی از این ویروس ها اهمیت و بیماریزایی شدیدتری دارند 
 IAPV )Israel Acute (از جمله ویروس فلجی حاد اسـرائیلی یا
 ABPV(  ویروس فلجی حاد زنبور عسل یا , )Paralysis Virus
 Acute Bee Paralysis Virus(، ویروس کشـمیر زنبور عسل یا 
)KBV  )Kashmir Bee Virus  و ویـروس دفرمـه شـدن-بال یـا 
)DWV  )Deformed Wing Virus  کـه شـیوع بیشـتری دارنـد 
و تلفـات سـالانه ناشـی از آنهـا در برخـی از مناطـق اروپـا و آسـیا 
نیـز گـزارش شـده اسـت، هـر چنـد ایـن گزارشـات میـزان تلفـات 
 McMenamin & Genersch,( را متفـاوت اعـلام کـرده اسـت
هـای  فـرم  بـه  زنبورعسـل  بیماریـزاری  هـای  ویـروس   .)2015
عمـودی )از زنبـور ملکـه بـه تخم( و افقـی )آن طریق شـهد، گرده 
 Chen,( منتقـل مـی شـوند )و تغذیـه دهـان بـه دهـان زنبـوران
عسـل  و  گـرده  در  بیماریـزا  ویـروس  چندیـن  تاکنـون   .)2011

شناسـایی شـده اسـت، این ویروس ها از طریق گرده و عسـل به 
ملکـه منتقـل و سـپس از طریـق ملکـه به نسـل هـای بعـد منتقل 

 .)Singh et al., 2010( مـی شـوند
DWV برای اولین بار در اوایل سال 1980 در ژاپن شناسایی 
شـد )DWV. )Bailey & Ball, 1991 یکی از مهمترین پاتوژن 
هـای ویروسـی زنبورعسـل اسـت که سـالیانه باعـث از بیـن رفتن 
Tan-( نمیلیـو ها کلنی زنبورعسـل در نیمکره شـمالی می شـود
tillo et al., 2015(. بـا ایـن حـال، نسـبت زنبـوران عسـل با بال 
هـای تغییـر شـکل یافتـه در یـک کلنـی آلـوده معمـولاً کمتـر از 1 
درصـد اسـت، بـه رغـم اینکـه جمعیـت بسـیار زیـادی از زنبوران 
عسـل بـدون دارا بـودن علایـم بیماری بـا مقادیـر نسـبتاً بالایی از 
)Lanzi et al., 2006(، علـت  DWV آلـوده هسـتند  ویـروس 
مشـاهده ایـن تعـداد کـم زنبوران عسـل با بـال های تغییر شـکل 
یافتـه ناشـی از خـارج کـردن شـفیره هـای آلـوده توسـط زنبوران 
 Yang( پرسـتار از سـلول هـا و انتقـال آنهـا بـه خـارج کندو اسـت

 .)& Cox-Foster, 2007
در ابتـدا تصـور مـی شـد کـه تغییـرات ایجـاد شـده در شـکل 
ظاهـری بال هـای زنبوران عسـل مبتلا ناشـی از کاهش همولنف 
 De Jong et(بـه دلیـل فعالیـت تغذیه ای وارو دسـتراکتور اسـت
al., 1982(، هـر چنـد فعالیـت تغذیه ای جرب هـا و کمبود مایع 
همولنـف در بـروز تغییـرات در شـکل بـال هـا موثـر اسـت لیکـن 
بـا تحقیقـات بیشـتر مشـخص گردیـد کـه علـت اصلـی ایجـاد این 
ضایعـات DWV اسـت کـه توسـط جـرب هـا منتقـل مـی شـود 
شـده  ثابـت  عـلاوه  بـه    ،)Bowen-Walker et al., 1999(
 DWV اسـت کـه وارو دسـتراکتور باعـث افزایش سـرعت انتشـار
در کلنـی هـا مـی گـردد )Gisder et al., 2009(، در حالـی کـه 
گسـترش ایـن بیمـاری در غیاب وارو دسـتراکتور سـرعت کمتری 

.)Yue et al., 2007( دارد 
هـای  بیمـاری  خصـوص  در  چندانـی  اطلاعـات  ایـران  در 
ویروسـی زنبورعسـل وجود ندارد و تحقیقـات پراکنده ای در این 
خصوص انجام شـده  اسـت. استان کردستان یکی از استان های 
برخـوردار از لحـاظ پرورش زنبورعسـل اسـت و در رتبه سـیزدهم 
کشـوری از لحـاظ صنعـت زنبورداری قـرار دارد. بر اسـاس برنامه 
هـای در دسـت اجـرای سـازمان جهادکشـاورزی کردسـتان باید 
تعـداد کلنـی هـای موجـود بـه 500000 کلنـی افزایـش یابـد، لذا 
بـا توجـه بـه این برنامـه، ضـرورت بررسـی وضعیت بیمـاری های 
ویروسـی در سـطح زنبورستان های اسـتان در اولویت قرار گرفته 
و ایـن پژوهـش بـا هـدف تعییـن میـزان شـیوع ویـروس دفرمـه 
شـدن بـال زنبورعسـل در زنبورسـتان هـای اسـتان کردسـتان به 

روش RT-PCR انجـام شـده اسـت. 
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مواد و روش ها

نمونه برداری: 
برای انتخاب نمونه ها از روش تصادفی سـاده اسـتفاده  شـد. 
در این روش با اسـتفاده از فرمول n=)Z^2 pq(/d^2   و ضریب 
اصلاحـی SPC، 50 زنبورسـتان مورد نمونه  بـرداری قرارگرفت. 
برابـر دسـتورالعمل سـازمان دامپزشـکی کشـور، در مراجعـه بـه 
هـر زنبورسـتان از  5 درصـد کلنـی هـای موجـود در زنبورسـتان 
از  قبـل   .)Bokaie et al., 2014( آمـد  بعمـل  بـرداری  نمونـه 
بـه  گردیـد  بررسـی  هـا  کلنـی  بـرداری وضعیـت سـلامت  نمونـه 
طـوری کـه کلنی های مـورد نمونه بـرداری فاقد هر گونـه علایمی 
از بیمـاری بودنـد لیکـن در بخـش زیـادی از آنهـا آلودگی بـه وارو 
دسـترکتور وجـود داشـت.  زنبـوران بالـغ جمـع آوری شـده هـر 
زنبورسـتان مخلـوط و تحـت یک نمونـه پس از ثبت مشـخصات، 
تـا زمـان انجام آزمایشـات در دمـای منفـی 20 درجه سـانتیگراد 

شـد.  نگهداری 
سـرامیکی  هـاون  در  عسـل  زنبورهـای   RNA: اسـتخراج 
پیروکربنـات  اتیـل  دی  اسـتریل  اب  از  اسـتفاده  بـا  اسـتریل 
تریتـد  لـه شـده و یـک محلـول همـوژن تهیـه گردیـد. محلـول 
هموژن در g 20/000 به مدت 1 دقیقه سـانتریفیوژ شـد، سـپس 
140میکرولیتـر محلـول سـوپرناتانت بـرای اسـتخراج RNA بـه 
آن اضافـه شـد )Berényi et al., 2006( و بـا اسـتفاده از کیـت 
 Jena Bioscience )Biotechnology Company in Jena,
Germany( و دسـتورالعمل آن نسـبت به استخراج RNA اقدام 
و محصـول نهایـی بـرای انجـام مراحـل بعـد در منفـی 20 درجـه 

سـانتیگراد نگهـداری شـد. 
بـال قطعـه  شـدن  بـرای شناسـایی ویـروس دفرمـه  پرایمـر: 
 Berényi et al.,( شـد  انتخـاب   16S rRNA ژن  از   bp434

 .)2006
’REV 5’- AGATGCAATGGAGGATACAG-3
  ’FOR 5’- ATTGTGCCAGATTGGACTAC-3

آزمایــش واکنــش زنجیــره ای پلیمــراز: ایــن مرحله با اســتفاده 
 Bioneer از شــرکت  Rocket Script RT-PCR از کیت

)Daedeok-gu, Daejeon 306-220, Republic of Korea(
و طبـق دسـتورالعمل کیـت انجـام شـد. برنامـه اسـتفاده شـده 
شـامل یـک سـیکل 50 درجـه سـانتیگراد بـه مـدت 30 دقیقـه، 
یـک سـیکل 95 درجـه سـانتیگراد به مـدت 2 دقیقه و 40 سـیکل 
94 درجـه سـانتیگراد به مـدت 30 ثانیه، 55 درجه سـانتیگراد به 
مـدت 50 ثانیـه، 72 درجـه سـانتیگراد بـه مـدت 1 دقیقـه و یـک 
 Berényi( سـیکل 72 درجـه سـانتیگراد بـه مـدت 7 دقیقـه بـود

 .)et al., 2006
الکتروفـورز: وزن مولکولی محصـول PCR روی ژل آگارز 1/2 
درصـد کـه بـه آن اتیدیـوم برومایـد اضافـه شـده بـود تعییـن شـد 
دسـتگاه  روی  بـر  و  گردیـد  اسـتفاده   bpDNA-100 مارکـر  از  و 
UV-Trans illuminator باندها مشـاهده و سـپس از ژل عکس 

شـد.   گرفته 

نتایج

کلیـه نمونـه هـای جمع آوری شـده از 50 زنبورسـتان اسـتان 
بدسـت  نتایـج  گرفـت.  قـرار  ارزیابـی  مـورد   RT-PCR بـا روش 
آمـده نشـان داد کـه از 50 زنبورسـتان مـورد بررسـی، 48 )%96( 

زنبورسـتان بـه DWV آلـوده بودنـد. 

بحث ونتیجه گیری

عفونـت هـای ویروسـی مـی تواننـد بـرای مدتهـای مدیـد در 
قابـل تشـخیص وجـود داشـته  کلنـی هـا بصـورت خفتـه و غیـر 
هـای  ویـروس  بیشـتر   .)Chen & Siede, 2007( باشـند 
زنبورعسـل بـدون دارا بـودن علایمـی از بیمـاری در کلنـی هـای 
زنبورعسـل گسـترش وسـیعی دارنـد )Bailey, 1976(، بـا ایـن 
حـال کلنـی هـای بـه ظاهـر سـالم ممکـن اسـت بـه طـور همزمان 
 .)Chen & Siede, 2007( بـه چندیـن ویـروس آلـوده باشـند
هـر عامـل اسـترس زایـی کـه موجـب تضعیـف سیسـتم ایمنـی 
زنبورعسـل شـود مـی تواند عفونت هـای خفته ویروسـی در کلنی  

شکل 1( نتایج حاصل از الکتروفورز نمونه ها روی ژل آگارز،
1: مارکر، 2: کنترل مثبت، 3: کنترل منفی، 4-8: نمونه های مثبت
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.)Locke et al., 2012( نمایـد  فعـال  را 
 Di Prisco et al.,( هـا  کـش  حشـره  شـامل  عوامـل  ایـن   
 ،)Nazzi et al., 2012( تنـش هـای زیسـت محیطـی ،)2013
 Yang( عفونتهـا و آلودگـی بـا سـایر عوامل بیمـاری زا می باشـند
ایجـاد  بـر  عـلاوه  دسـتراکتور  واروا   .)& Cox-Foster, 2005
آسـیب هـای مسـتقیم در زنبورعسـل، بعنـوان یک عامـل انتقال 
 KBV و   ABPV,DWV بیماریـزای  هـای  ویـروس  دهنـده 
شناسـایی شـده است )DWV. )Tentcheva et al., 2004  یکی 
از شـایع تریـن ویـروس هـای بیمـاری زا در زنبورعسـل اسـت. 
مطالعـات موجـود نشـان مـی دهد کـه DWV معمـولاً بـه صورت 
یـک عفونـت ناگهانـی و بـدون علایـم قبلـی در کلنـی ظاهـر مـی 
شـود، ایـن ویـروس از طریـق انتقـال عمـودی )از ملکـه بـه تخم( 
و افقـی )انتقـال از طریـق تغذیـه دهانـی از یـک زنبـور بـه زنبـور 
دیگـر( بـه سـرعت در کلنی گسـترش مـی یابد و در صـورت حضور 
واروا دسـتراکتور در کلنـی باعـث مـرگ و میـر وسـیع در کلنـی و 

 .)Chen & Siede, 2007( زنبورسـتان خواهـد شـد
ایـن ویروس به دلیـل توانایی در آلوده نمـودن زنبوران کارگر، 
نـر و ملکـه بسـیار اهمیـت دارد بـه طوری کـه امکان جداسـازی و 
شـامل  زنبـوران  دگردیسـی  مختلـف  مراحـل  در  آن  شناسـایی 
 Chen et al.,( دارد  وجـود  بالـغ  زنبـور  و  شـفیره  لارو،  تخـم، 
RT-PCR میـزان  2004(. در ایـن تحقیـق بـا اسـتفاده از روش 
 96 بـرداری  نمونـه  مـورد  هـای  زنبورسـتان  در   DWV شـیوع 
درصـد بـود کـه نشـان دهنـده شـیوع بسـیار بـالای ایـن ویـروس 
در زنبورسـتان هـای اسـتان اسـت. مـوز و همـکاران )2009( در 
ترکیـه بـا آزمایـش 28 ملکـه زنبورعسـل بـه روش RT-PCR، دو 

مـورد را آلـوده بـه DWV گـزارش کردنـد.  
بررسـی 40 زنبورسـتان در  بـا  لوسـیف و همـکاران ) 2013( 
اعـلام کردنـد، در حالـی  را 40درصـد  آلودگـی  الجزیـره، میـزان 
را در سـوئد 18درصـد  آلودگـی  نوردسـتروم )2003( میـزان  کـه 
گـزارش کـرده اسـت. در اسـترالیا برنلـی و همـکاران )2006( 91 
زنبورعسـل  کلنـی  بررسـی 90  در  را   DWV بـه  آلودگـی  درصـد 
در  زنبورعسـل  هـای  کلنـی  آلودگـی  میـزان  دادنـد.  تشـخیص 
روسـیه، صربسـتان و فرانسـه به DWV به ترتیب 45، 76/4 و 97 
 Kalashnikov & Udina, 2017;( درصـد گـزارش شـده اسـت
و   )Simeunović et al., 2014; Tentcheva et al., 2004

میـزان شـیوع DWV در مناطق مختلف چیـن از 100-41 درصد 
گـزارش شـده اسـت )Ding et al., 2016(. بـه گـزارش قرآنـی 
و همـکاران )2017( میـزان شـیوع DWV  در اسـتان  کردسـتان 
21/73 بـوده اسـت کـه در مقایسـه بـا نتایـج ایـن تحقیـق تفـاوت 
زیـادی در میـزان شـیوع وجـود دارد و دلایـل اختـلاف فاحش در 
نتایـج ایـن دو تحقیـق مـی توانـد ناشـی از نحـوه نمونـه گیـری، 
زنبورسـتان هـای مـورد نمونـه بـرداری، وضعیـت آب و هوایـی 
Mo-( دمناطـق نمونـه بـرداری شـده و زمـان نمونه بـرداری باشـ

 .)harrami & Modirrousta, 2013
تشـخیص  بـرای  سـریع  تشـخیصی  هـای  روش  از  اسـتفاده 
دقیـق عفونـت هـای ویروسـی در زنبورعسـل جـزء وظایـف ذاتـی 
سـازمانهای نظارتـی و کنترلـی بیمـاری های زنبورعسـل اسـت و 
در حـال حاضـر روش RT-PCR بطـور گسـترده بـرای تشـخیص 
مـی  اسـتفاده  حیوانـات  و  گیاهـان  در  ویروسـی  هـای  بیمـاری 
شـود )Grabensteiner et al., 2001( و در ایـن تحقیـق نیـز از 
ایـن روش اسـتفاده شـده اسـت. یافتـه هـای ایـن تحقیـق بیانگر 
حضـور گسـترده DWV در زنبورسـتان هـای اسـتان بـود کـه از 
نظـر اقتصـادی حائـز اهمیت اسـت و بایسـتی اقدامـات کنترلی و 
ارتقـاء بهداشـتی مـد نظر قـرار گیرد. در سـوابق کلیه زنبورسـتان 
هـای مـورد نمونه بـرداری آلودگـی به واروا دسـتراکتور قید شـده 
بـود و بـا توجـه بـه اینکـه نقـش واروا دسـتراکتور بـه عنـوان یـک 
عامـل در انتقـال مکانیکـی و بیولوژیکی DWV به اثبات رسـیده 
اسـت )Yang & Cox-Foster, 2007(، توصیه می شـود جهت 
کنتـرل گسـترش این ویـروس در زنبورسـتان هـا، مبارزه بـا واروا 
دسـتراکتور در اوایـل مهـر ماه )بعد از برداشـت عسـل و افت تخم 
ریـزی ملکـه( و اوایـل فروردیـن مـاه )قبـل از شـروع تخـم ریـزی 

ملکـه( جـزء لاینفـک اسـتراتژی کنتـرل DWV قرارگیـرد. 
هـای  کلنـی  فـروش  و  خریـد  و  تبـادل  اینکـه  بـه  توجـه  بـا 
زنبورعسـل، جمعیتها، خرید و جابجایی ملکه های زنبورعسـل، 
تجهیـزات و وسـایل زنبـور داری از دیگـر راه های انتقـال بیماری 
هـای ویروسـی از نقطـه ای بـه نقطـه ای دیگـر اسـت، آمـوزش 
زنبـورداران و اعمـال دقیـق دسـتورالعمل هـای قرنطینـه ای در 
خصـوص تـردد کندوهـا در اولویـت قرارگیرد، لذا بـرای جلوگیری 
از گسـترش ایـن بیمـاری، نسـبت به کنتـرل و نظارت بـر این امور 

تـلاش بیشـتری بعمـل آید.
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Abstract
Deformed wing virus )DWV( is the most important honey bee viral pathogen causing the death of millions 

of colonies in the world. DWV infection is among the common viral infections in honey bees and the virus 
has established a persistent infection in most apiaries in the world. Infection by DWV was found in different 
bee castes including the queen, drones, and workers as well as in different bee developmental stages including 
eggs, larvae, pupae and adults. A simple random sampling was used to select the samples in 2016. Samples 
of adult bees were collected from 400 colonies in 50 apiaries. The samples were free of any diseases, but 
most of them were infected with Varroa. Bee samples were examined by Reverse Transcription-Polymerase 
Chain Reaction methods )RT-PCR(. The results showed that out of 50 apiaries, 48 )96%( were infected with 
the virus. The results showed that in order to control and prevent the spread of this virus in apiaries of the 
province, the necessity of developing a control strategy should be the priority of the trustee organization and 
to prevent the distribution of viral disease among apiaries, virological investigations should be considered.
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