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 Acute Paralysis Virusبررسي احتمال آلودگي كندوهاي شهرستان لاهيجان به 

  
   4زاده زهره قلي، 3يا غاروريانيحا، 2مهدي آسمار، 1*ميرساسان ميرپور

  ، دانشكده علوم پايه، گروه ميكروبيولوژي، لاهيجان، ايران، دانشگاه آزاد اسلامي واحد لاهيجان -4و 3، 2، *1
  1616: صندوق پستي

s_mirpour@yahoo.com 
  

 چكيده

دير باز در معرض عوامل بيماري رو  از ايـن . زاي مختلف قـرار داشـته اسـت    عسل از مهمترين محصولات كشاورزي است و زنبور عسل از
هـاي   نمونـه آوري  اي انجام اين بررسي اقدام بـه جمـع  بر.  لاهيجان انجام گرديد حعسل در سط زنبورهاييي دلايل ريزش اين مطالعه براي شناسا

 هـر  .بيمار تقسيم شدند از نظر شكلي ارزيابي شده به دو دسته ي سالم و زنبورها .زنبور عسل از چندين كندو در سطح شهرستان لاهيجان گرديد
از (سـالم   زنبورهاينتايج نشان داد كه  .يدنددتلقيح گر SF9كشت سلولي  ةدر رد Virus Acute Paralysis گروه جهت بررسي وجود دو
. ايجـاد نمودنـد   CPEهـا   اين سلول داراي علائم باليني بيماري در زنبورهايكه  در اين رده ايجاد ننمودند در حالي CPEهيچ نوع ) ر ظاهرينظ

ي كـه علائـم   يزنبورهـا طبق بررسي انجام يافته تمامي . ارزيابي شدند )TEM(عسل به شكل مستقيم، با ميكروسكوپ الكتروني  زنبورهايسپس 
امكـان تائيـد نهـايي    ) در دسـترس نبـود  (اما به دليل اين كه آنتي سرم مربوط براي شناسايي خريداري نشـد  . تند حاوي ويروس بودندبيماري داش

هـا نيـز ديـده شـد      سالم اسپري شد و علائم بيماري در آن زنبورهايزنبورهاي آلوده به  ةاز عصار .حضور ويروس در اين زنبورها وجود نداشت
در  Virus Acute Paralysis شـيوع . مسري بودن بيماري و وجود عوامل بيروني در ايجـاد ايـن نـوع بيمـاري اسـت      ةندده اين موضوع نشان

اين موضوع نشـان  . است) درصد 0و 2(بيشتر از پاييز و زمستان ) ددرص 10و6(شيوع بيماري در فصول بهار و تابستان  .فصول سال نيز بررسي شد
 ةجــه بــه ايــن كــه ويــروس جــزء خــانوادبــا تو. ال شــيوع بيشــتري نســبت بــه فصــول ســرد ســال دارددهــد كــه بيمــاري در فصــول گــرم ســ مــي

Picornavriridae  باشد نوع شيوع قابل پيش بيني مي است اين.  
  

  .، زنبور عسل، فلج حادAcute Paralysis Virus لاهيجان، :كلمات كليدي
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  مقدمه
در زنبور عسل همـراه بـا توليـد عسـل نقـش مهمـي       

كـه  اسـت   اي مهـره  نخسـتين بـي   و كنـد  زراعت ايفـا مـي  
ارسـطو در كتـابي   . هاي آن گزارش شـده اسـت   بيماري

هايي اشـاره كـرده   هاي حيوانات به لارو جع به بيماريرا
اروپـايي آلـوده    به لـوك امريكـايي يـا    ه احتمالاًاست ك
توان بـه   عسل را مي زنبورهايهاي  بيماري .)20( اند بوده
امل ايجـاد  واز نظر ع .بندي كرد تقسيم لفيمخت هاي هدست
هـا   هـا و انگـل   قارچها،  ها، باكتري ماري ويروسبي ةكنند
در ايـــن بـــين  .را آلـــوده نماينـــد زنبورهـــاتواننـــد  مـــي

ها مورد توجـه   هاي ويروسي بيش از ساير بيماري بيماري
ي به طور كامل رها در هيچ جاندا درمان آنزيرا  هستند،

پيشـگيري از بيمـاري    هـا راه مطمـئن  و تن شـود  انجام نمي
البته اطلاعات موجـود در زمينـه انتشـار ويـروس،      .است

  .)1( شيوع بيماري و عوامل موثر در شيوع كم است
يـك بيمـاري عفـوني و    ) Paralysis(بيماري فلج 

هـاي   ايـن بيمـاري بـا نـام    . تبالغ اس زنبورهايي در مسر
و  hairless Black Syndromeمختلفــي مثــل  

Little Black Syndrome گـذاري شـده اسـت    نام 
سال پـيش   2000اگر چه علايم اين بيماري بيش از . )2(

عامـل آن تـا سـال    شناسايي شده بود ولي ارسطو توسط 
و همكارانش  Baileyدر اين سال . شناسايي نشد 1963

اين ويروس را شناسايي كردند و عنوان نمودند كـه  ) 2(
Acute Bee Paralysis Virus (ABPA)  و

Chronic Bee Paralysis Virus (CBPA) 
هـيچ ارتبـاطي   . بالغ اسـت  زنبورهايعامل ايجاد فلج در 

 Varroa destructorبــين انتشــار ويــروس بــا انگــل 
 شـود  ها ديده ميشاهده نشده است كه هميشه در كندوم
)19( .  

كـه   Large Filamentous Virusبـه اسـتثناء   
 زنبورهايي كه ها است، همه ويروس DNAداراي ژنوم 
از . اي اسـت  تك رشـته  RNAكنند حاوي  را آلوده مي

داراي  ABPVتنهـــا  RNAويـــروس داراي  18بـــين 
هـاي مهـم در    يكـي از ويـروس  آن . تقارن مكعبي اسـت 

كـه باعـث فلـج شـدن زنبورعسـل      عسل بوده  زنبورهاي
هـاي آن پـيچ    الب ـ ور سـياه شـده،  ب ـبـدن زن . )3( شود مي
 دهد، نايي پريدن را از دست ميبتدا توازنبور ا. خورد مي

در نهايت خواهد  و شود سپس از دوپا يا چهار پا فلج مي
   .)5( مرد

در كنـدوهاي   ABPVاحتمال وجود  در اين مقاله
ارزيابي حضـور  . لاهيجان بررسي شده است ةعسل منطق

ختلـف كشـور ايـن امكـان را بـه مـا       ويروس در مناطق م
ه را در آن منـاطق  هـاي پيشـگيران   دهد كه بتـوانيم راه  مي

  .انجام دهيم
  

  ها مواد و روش
طور تصادفي از ه نمونه ب 100براي هر فصل 

هاي عسل گرفته شد و بر اساس علائم فنوتيپي كندو
بيمار به  زنبورهاي. ر جدا شدندسالم از بيما زنبورهاي

بعد از ي آنان توانايي پرواز ندارند ها گ سياه بوده بالرن
سپس  توانند راه بروند و ميمدتي نيز فلج شده حتي ن

 400بدين ترتيب براي ارزيابي فصلي بيماري . ميرند مي
  .نمونه گرفته شد

از نظر (ا داشتند ي كه علائم بيماري رزنبورهاياز 
اي تهيه گرديد  به اين ترتيب كه سر  عصاره) فنوتيپي
هود  در يك هاون استريل و در زير زنبورها

زيولوژيك استريل فيميكروبيولوژيك همراه با سرم 
وعه هموژنيزه شد و با فيلتر اين مجم. كوبيده شدند

 سپس از آن براي تلقيح. صاف گرديد )22/0( پور ميلي
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سالم استفاده  يزنبورهادر كشت سلولي و آلوده نمودن 
شاهد سالم انجام ن عمل با لازم به ذكر است كه اي. شد

تلقيح استريل تنها سرم فيزيزيولوژيك  ها آنو به  گرديد
  .يا اسپري شد
آلوده گرفته شده  زنبورهاياز  اي كه قبلاً از عصاره

كشت داده شد و وجود  SF9بود در كشت سلولي 
CPE لازم به  .گرديد در اين كشت سلولي ارزيابي

همراه با شاهد بود و در نيز ذكر است كه اين آزمايش 
سرم فيزيزيولوژيك استريل محيط كشت شاهد تنها از 

 .رديداستفاده گ

اي استفاده  خانه 96اي اين كار از ميكروپليت بر
 عصاره هر زنبور آلوده در چهار چاهك حاوي. شد

cm3025/0 سوسپانسيون كشت سلولي همراه با 
cm3025/0  درصد  2محيط كشت حاويFCS به ،
يك رديف كامل به . ريخته شد cm3025/0 ميزان

عنوان شاهد سلولي استفاده گرديد كه هر چاهك 
محيط  cm3050/0كشت سلولي و  cm3025/0 ويحا

سي قبل از برر. بود FCSدرصد  2كشت حاوي 
در صورت . ها، كشت سلولي شاهد ارزيابي شد نمونه

چاهك  3هايي كه حداقل در  ها، نمونه سالم بودن آن
CPE داشتند، مثبت ارزيابي شد .  

ــي   ــكوپ الكترونـــ ــد  TEMدر ميكروســـ ماننـــ
هيــه نمونــه در مقــاطع بــه تميكروســكوپ معمــولي نيــاز 

دسته پرتـو الكترونـي از    TEMباشد زيرا در  باريك مي
. شـود  موده و بدين طريق تصوير تشكيل مينمونه عبور ن

كه دسته پرتو الكتروني به راحتي بتواند از نمونه  براي آن
ايــن كــار . ور كنــد ضــخامت نمونــه بايــد كــم باشــدعبــ
يـك   در )Embedding( گيري نمونه تواند با قالب مي

ماده سخت مانند رزين و سپس برش قطعات با ضخامت 
بـراي بهتـر    .وسيله التراميكروتـوم انجـام شـود   ه ب مناسب

ــزي منفــي  ديــدن تصــاوير از رنــگ   Negative(آمي

Staining ( ــايه زدن ) Shadow Casting(و ســ
  .استفاده شد

  
  نتايج 

   ارزيابي فنوتيپي زنبور عسل
ر اساس ب زنبورهاطور كه ذكر گرديد،  همان

شدند دسته سالم و بيمار تقسيم  2به خصوصيات شكلي 
آمده و  آلوده به رنگ سياه در زنبورهاي). 2و1شكل (

پا  4يا  2پس از چند روز از . خورد آنان پيچ ميهاي  بال
  .شوند فلج مي

  

  
  

  زنبور بيمار :2شكل زنبور سالم:1شكل
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  كشت سلولي سالم با و بيمار زنبورهايبي ارزيا
اده از تغييـرات شـكلي   سلولي با استف ارزيابي كشت

جـدا   ،SF9هـاي   در مورد سـلول ). CPE(د ش آن انجام 
ــار هــم  شــدن از ســطح فلاســك و تجمــع آن  هــا در كن

در شـرايط عـادي    ).3شـكل  (اسـت   CPEدهنـده   نشان
ها در كنار هـم بـاقي مانـده و بـه طـور يكنواخـت        سلول

  ).4شكل (شوند  ديده مي

 
 
  
  
  
  
  
  
  

ونه زنبور مربوط به فصـول مختلـف   نم 400مجموع 
زنبـور بيمـار    18از اين تعـداد  . مورد بررسي قرار گرفتند

شناســايي شــدند كــه بيشــترين شــيوع بيمــاري بــه فصــل 
  .)1جدول (تابستان مربوط بود 

  

  فراواني موارد بيماري در فصول مختلف سال :1جدول 
  بيمار سالم وضعيت

 فراواني
  فصل

  درصد  تعداد  درصد  تعداد

  %6  6 %94 94  هارب
  %10  10 %90 90 تابستان
  %2  2 %98 98  پائيز
  %0  0 %100100 زمستان

400=N 382 5/95% 18  5/4%  
  

هـا   يابي آنسالم و ارز زنبورهايآلوده نمودن 
  كشت سلوليبه شكل فنوتيپي و با استفاده از

ــور ســالم  100 ــوتيپي(زنب ــا اســتفاده از ) از نظــر فن ب
هـا يـك هفتـه     آن. اسپري شدند آلوده زنبورهايعصاره 

هـايي كـه علايـم     سپس از آن. مورد بررسي قرار گرفتند
گيري به عمل آمد  اري را نشان داده و مردند، عصارهبيم

 زنبورهـاي تمـامي  . تلقـيح شـد   Sf9و در كشت سـلولي  
 CPEمورد آزمايش بيمـار شـدند و در كشـت سـلولي     

علايم  شاهد نيز بدون زنبورهايدرصد از  3. نشان دادند
جـدول  (را در كشت سلولي ايجاد نمودند  CPEباليني 

2(.  

 SF9هايدر سلولCPE :3شكل  SF9 هاي سالم سلول :4شكل
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  در كشت سلولي CPEبر اساس  فراواني موارد بيماري: 2جدول
 مواد

  زنبور
  درصد CPEبدون   درصد CPE  تعداد كل

  %0  0 %100 100 100  تست
  %97  97 %3 3 100  شاهد

  
  ميكروسكوپ الكتروني

كتروني هاي بيمار در بخش ميكروسكوپ ال نمونه
 University of Putra( دانشگاه پوترا

Malaysia( گراف  6پس از مشاهده . بررسي شدند
ويروسي در سيستم هاي  تجمع پروتئين. انتخاب شدند

سالم  زنبورهايآلوده ديده شد و با  زنبورهايعصبي 
طور كه مشهود است  همان). 6و5شكل (مقايسه گرديد 

گي و يكنواختي بيمار همبست زنبورهايدر بافت عصبي 

هاي عصبي از بين رفته است و ذرات ويروسي  سلول
 Coreرسد شوند كه به نظر مي زيادي ديده مي

protein هاي ديگر پروتئيني ويروس باشند يا بخش .
هايي از  هاي ديگر تجمع ويروس در بخش در گراف

و سيتوپلاسم ) 9و  7شكل (هاي عصبي  غشائ سلول
ت با استفاده از در نهاي. مشاهده شد) 8شكل (

  ). 10شكل (شد  ديده APVنمايي بيشتر  بزرگ

 

 
  )TEM(باشد  هاي سالم مي ز سر زنبورسالم كه داراي ويزيكولميكروگراف ا :5شكل
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  هايي از سيستم عصبي داراي تجمع هستند روگراف از سر زنبور بيمار كه بخشميك :6شكل

  )TEM(ر پروتئين ويروس باشند هاي ديگ يا بخش Coreprotein رسد كه به نظر مي
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
  
  
  
 
  
  
  

    

 32000) ميتوكندري= M(ذرات ويروسي در سيتوپلاسم  :8شكل  ر نمونه هاي آلودهد APVذرات ويروس  :7شكل 

 APVويروس  :10شكل 40000 (Mb)هاي كوچك در ساختار غشاء سلولي كلني :9شكل
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  بحث
بر اساس نتايج بدست آمده شيوع بيماري در فصول 

ل سرد سال است گرم سال بيشتر از شيوف آن در فصو
 Blanchard )4( ،Carlettoهاي  كه مطابق با بررسي

)7( ،Carter )8( ،Tentcheva )22 (اما با . باشد مي
كه بر روي  غايرت داردم) Chen )10بررسي 
  . ملكه انجام شد زنبورهاي

هاي ميكروسكوپي مشخص شد  با توجه به گراف
و به اين ترتيب كه ويروس مورد نظر تقارن مكعبي دارد 

ABPV توان آن را از  است و ميCBPV  جدا نمود
  ). 16و  15، 14، 13، 9(

طور كه ذكر گرديد انتقال ويروس به طور  همان
مستقيم در اين بررسي ارزيابي شد و از اسپري عصاره 

از نظر (سالم  زنبورهايآلوده بر روي  زنبورهاي
سالم علائم بيماري  زنبورهاي. استفاده گرديد) فنوتيپي

اين موضوع . ا يك هفته مردندرا نشان دادند و ت
طبيعت است كه در دهنده انتقال مستقيم بيماري  نشان

، )19و  17 ،18( Ribiere، )12 وChen )11توسط 
Shen )21 (تغييرات بافت . نيز ارائه گرديده است

مغزي كه در اين بررسي مشاهده شد شبيه مواردي است 
در حشرات توصيف ) Wessnitzer )23كه توسط 
  . شده است

ال ويروس قبه اين نتايج و ارزيابي نحوه انتبا توجه 
هاي پيشگيرانه براي  رسد بيشتر بايد به راه ميبه نظر 

اين مهم با افزايش . كنترل بيماري توجه كرد
هاي زنبورداران و بيشتر شدن امكانات شناسايي  آگاهي

شود كه يك آزمايشگاه پايه  پيشنهاد مي .باشد مقدور مي
زايي ويروس مخصوص زنبور  فونتبراي آزمون ع
فلج  يماريكه فقط بدر مناطقي  عسل، مخصوصاً

دليل وجود ه اما ب. ويروسي شيوع دارد، برپا شود

كننده  تواند گيج هاي غير فعال يا پنهان، نتايج مي ويروس
هاي تجربي با استفاده از  عفونتهمچنين . باشد
اي  عنوان وسيلهه تواند ب هاي شناخته شده مي سرم آنتي

  .براي تشخيص بيشتر در نظر گرفته شود
شناسي مخصوص  گاه آسيبهمراه با يك آزمايش

عسل كه براي تحت پوشش قرار دادن كامل  زنبور
اه هاي آن برپا شده است بايد آزمايشگ بيماري

به دليل . سيس شودأسرولوژيكي و ويرولوژيكي نيز ت
، تعداد قابل اه بودن ما از ماهيت واقعي مسائلگآنا

هاي  مانند يا تحت نام ها ناشناخته باقي مي توجهي از آن
اضمحلال  نوزادان فاسد، اضمحلال بهاري،(لي معمو
هاي  جا كه عفونت از آن. شود عنوان مي) پاييزي

فته شود اغلب سردرگمي توانند ناديده گر ويروسي نمي
قعي خاص كه مسموميت ناشي در موا. آيد به وجود مي

شود اين امكان  ها در زنبور نيز ديده مي كش از حشره
مير اين حشره ناديده  وجود دارد كه ساير علل مرگ و

  .گرفته شود
زنبور عسل يا  هاي آموزشي پرورش دوره
شناسي حشرات بايد مشتمل باشد بر تحقيق روي  آسيب
تر از آنچه كه با  زنبور عسل به شكلي عميق هاي بيماري
 پذيرد و ميكروسكوپي معمولي ساده انجام ميهاي  روش

. استيا از آن طريق آثار بيماري به آساني قابل رويت 
هاي تشخيص بيماري در سطح كشور يا  بايد آزمايشگاه

اي مربوط به  چندان قوي باشند كه اطلاعات پايهمنطقه 
مرده  زنبورهايها را در مورد  كشف و تشخيص بيماري

كه  يا بيمار در اختيار همگان قرار دهند، اعم از اين
زايي ويروسي عمده در كار باشند يا  عوامل بيماري

  .نباشند
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  پاسگزاريس
بدينوسيله از همكاري صميمانه معاونت پژوهشي 
دانشگاه آزاد اسلامي واحد لاهيجان در انجام اين 
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