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جداسازي و شناسائي عوامل بیماري هاي 
قارچي زنبورعسل در استان آذربایجان غربي 

چكيد ه
اين بررس�ي در س�طح زنبورس�تان هاي اس�تان آذربايجان غربي در سه فصل بهار، تابس�تان و پائيز سال 1381 انجام 
گرفته است كه از ميان شهرستان هاي استان 5 شهرستان بطور كاملًا تصادفي انتخاب شده و از ميان زنبورستان هاي 
هر شهرس�تان 8 زنبورستان و در هر زنبورس�تان از 5 كلني، نمونه هاي زنبور بالغ، لارو و شفيره، گرده گل و عسل در 
ش�رايط تميز در ظروف نمونه برداري جمع آوري و در كنار يخ به آزمايش�گاه منتقل گرديده اس�ت )در مجموع تعداد 
2000 نمونه از زنبورس�تان هاي تعيين ش�ده، جمع آوري گرديد(. در آزمايشگاه بعد از آماده سازي نمونه ها، آنها را در 
محيط كش�ت سابرودگستروز آگار كش�ت داده و بعد از چند روز نتايج حاصل از كشت نمونه ها ثبت گرديده است. در 
طول سه فصل نمونه برداري هيچ موردي از قارچ Ascosphera apis، عامل بيماري نوزاد گچي زنبورعسل، جداسازي 
نگرديد. ولي قارچ هاي A. flavus و A.fumigatus، عوامل بيماري نوزاد سنگي، در سه فصل نمونه برداري به ترتيب 
به ميزان 4/29 درصد و 2/04 درصد جداسازي گرديدند. اين ميزان آلودگي بر اساس كلني هاي بازديد شده براي قارچ 
Aspergillus flavus 17/16درصد و براي قارچ A.fumigatus 6/83 درصد بوده است و نهايتاً از كل 100 زنبورستان 
بررس�ي ش�ده در سه فصل نمونه برداري جمعاً از 77 زنبورس�تان)77 درصد( قارچ A. flavus و از 30 زنبورستان )30 

درصد( قارچ A.fumigatus جداسازي گرديده است. 

كلم�ات كليد ي: Ascosphaera apis, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, زنبور عس�ل، آذربايجان 
غربی، بيماری های قارچی
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Veterinary Journal (Pajouhesh & Sazandegi) No 91 pp: 59-67

Isolation and identification of Honey bee diseases fungal agents in West Azarbajan province apiaries
By: Mostafa Moradi and Mojtaba Moharami, Hesarak, Karaj, Iran, Razi Vaccine and Serum Research Institute
A study conducted to Isolation and identification of Honey bee diseases fungal agents in Iran West Azarbaijan province 
apiaries. We collected 2000 samples (Adult honeybee, brood, honey and pollen) of 200 apiaries in three seasons (spring, 
summer and autumn). Samples prepared and cultivated in SDA medium. Finally, Ascosphaera apis, causative agent of 
Chalk brood disease, didn’t isolate of any apiaries, but 4.29 of samples was contaminated with Aspergillus flavus and 
2.04 present of them was contaminated with Aspergillus fumigatus, causative agents of Stone-brood disease.  
 

Key words: Ascosphaera apis, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Honeybee, Fungal diseases, West 
Azarbaijan and Iran.

مقد مه 
  دو بیماري قارچي نوزاد گچي و نوزاد سنگي در زنبورعسل از اهمیت 
خاصي برخوردارند. این دو بیماري داراي علائم مش��خصي در كلني هاي 
زنبورعس��ل بوده و گاهي تلفات شدیدي را در آنها ایجاد نموده و خسارت 
زی��ادي به زنبورداران وارد مي آورند و در اكث��ر نقاط جهان به عنوان دو 

بیماري مهم زنبورداري ها مورد توجه قرار گرفته اند.
بیماري نوزاد گچي براي اولین بار در س��ال 1913 توس��ط ماسن از 
آلمان توصیف گردید بعدها عامل آن قارچ هتروتالیك A.apis تشخیص 
داده شد و مش��خص گردید كه تنها در نوزادان زنبور عس��ل باعث ایجاد 
بیم��اري مي گردد و در زنب��وران بالغ، علي رغم ایجاد آلودگي، هیچ گونه 

.)1991 ،Ball و Bailey( عارضه و علائمي ایجاد نمي كند
لارو زنبورعس��ل از دو طریق گوارشي و جلدي با این قارچ آلوده مي 
ش��ود. در راه گوارشي زماني كه لارو زنبور اس��پورهاي ق��ارچ را از طریق 
 ،)1987 ،Gaze و Heath( غذا توس��ط زنبوران پرستار دریافت مي كند
 اس��پورها در داخ��ل روده آن جوان��ه زده و میس��یلیوم ه��اي قارچ ظاهر 
م��ي شوند و بتدریج در دیواره روده میاني نوزاد نفوذ كرده و كم كم خود 
را به س��طح بدن رس��انده و به علت رشد زیاد میس��یلیوم ها س��طح بدن 
نوزاد بطور كام��ل پوشیده مي گردد كه ابتدا به صورت توده اي كركي یا 
پنبه اي در آمده و بتدریج خش��ك شده و به صورت توده اي گچي شكل 
در مي آید كه مي تواند به دو رنگ س��فید و خاكس��تري متمایل به سیاه 
باشد. تفاوت این دو رنگ به دلیل دو نوع تولید مثل در قارچ اس��ت بدین 
معن��ي كه در صورت تولید مثل جنس��ي و تركیب دو تالك نر )-( و ماده 
)+(، آسكوس��پورهاي خاكس��تري رنگ ایجاد شده و لارو مومیائي شده به 
رنگ خاكس��تري متمایل به س��یاه دیده مي شود. در تولید غیر جنس��ي 
چ��ون تنها یك س��ویه )نر یا م��اده( در آلودگي لارو نق��ش دارند و تولید 
مثل جنسي صورت نمي گیرد، لارو مومیائي شده سفید رنگ خواهد بود 

 .)1934 ،Maurizio(
در آلودگي از طریق جلدي، اس��پور قارچ مذكور در س��طح بدن لارو 
جوانه زده و با فرستادن میسیلیوم ها به داخل بدن باعث مرگ نوزاد شده 
و با رشد میس��یلیوم ها در سطح بدن لارو به صورت توده اي گچي شكل 

 .)1991 ،Ball و Bailey( در مي آید
 ق��ارچ Ascosphera apis در مح��دوده حرارت��ي 25 تا 37 درجه 

س��انتي گ��راد )با اپتیم��وم 31 و 35 درجه( به خوبي رش��د مي كند كه 
این محدوده حرارتي دقیقاً ح��رارت منطقه پرورش نوزاد در داخل كلني 
زنبورعسل است. از طرف دیگر قارچ در محدوده pH 7/8-5 )دقیقاً برابر 
با pH همولنف و محتویات روده لارو زنبور( به خوبي رشد مي كند و در 
pH هاي پائین تر مثلًا pH عس��ل، گ��رده گل و غذاي نوزادان به كندي 
رشد مي كند. لذا این قارچ براي زندگي در لارو زنبورعسل اختصاص یافته 

..)1934 ،Maurizio( است
ه��ر نوزادي كه در اث��ر بیماري نوزاد گچي تلف م��ي شود در حدود 
8 10 ال��ي 109 اس��پور قارچ A.apis تولید خواهد كرد كه بیش��تر این 
تعداد توس��ط زنبوران پرس��تار در حین نظافت قاب ها به بیرون از كلني 
انتق��ال داده مي شوند ولي تع��دادي از آنها در روي ق��اب ها باقي مانده 
و باعث آلودگي نس��ل هاي بع��دي خواهند ش��د )Koenig و همكاران 
 1986(. قارچ A.apis نس��بت به شرایط نامس��اعد محیطي مقاوم بوده و 
م��دت هاي مدیدي در محیط هاي زنب��ورداري به صورت غیر فعال زنده 
مانده و به محض فراهم شدن شرایط، مجدداً رشد كرده و س��یكل زندگي 
خود را تكرار مي كند. این قارچ در حرارت 40 درجه سانتي گراد مرطوب 
ب��ه مدت یك م��اه و در حرارت ات��اق حداقل 6 م��اه و در حرارت 1-12 
درجه س��انتي گراد به مدت یك س��ال و در داخل گرده گل حداقل 12 
م��اه زنده باقي م��ي ماند. در نتیج��ه با توجه به ح��رارت محل نگهداري 
وس��ایل زنبورداري، قارچ A.apis مدت هاي طولاني روي لوازم و وسایل 
زنبورداري زن��ده مانده و به عنوان یك منبع آلودگي عمل مي كند. قارچ 
A.apis در شرایط آزمایش��گاهي روي محیط هاي كشت قارچي از جمله 
سابرودكس��تروز آگار بخوبي رش��د مي كند و براي تحری��ك جوانه زدن 
اس��پور در این محیط ها، باید 24 س��اعت اول در محیط فاقد اكسیژن یا 
در مجاورت CO2 در حرارت 30 درجه سانتي گراد قرار گیرد. ولي ثابت 
 شده اس��ت كه در میس��یلیوم هاي قارچ تنها تح��ت شرایط هوازي رشد 

 .)1982 .Heath. L. A. F( مي كنند
 براي تش��خیص بیم��اري نوزاد گچ��ي در كلني هاي زنبورعس��ل از 
روش هاي مختلفي از جمله كش��ت نمونه هاي مشكوك در محیط كشت 
سابرودكس��تروز آگار)Bailey & Ball, 1991( و استفاده از روش هاي 

مولكولي )PCR( استفاده مي شود )Anderson و همكاران 1998(. 
 بیم��اري ن��وزاد گچ��ي در اكث��ر نق��اط جه��ان گزارش شده اس��ت 
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)Heath. L.A.F. 1985(. این بیماري در بیش��تر كش��ورهاي جهان كه 
در مناطق معتدل نیمكره شمالي زمین قرار گرفته اند مش��اهده مي شود 
)Michael Hornitzky،2001(. ول��ي تابح��ال گزارش مس��تندي در 
م��ورد شی��وع و پراكندگي بیماري نوزاد گچي در زنبورس��تان هاي ایران 

وجود ندارد.
بیماري قارچي نوزاد سنگي )Stone-brood( براي اولین بار توسط 
Masson در س��ال 1906 در آلمان توصیف گردید و از نقاط دیگر جهان 
 ،Roger A. Morse( ه��م گزارشاتي مبني بر حض��ور آن وج��ود دارد
1980(. عام��ل ای��ن بیماري در درج��ه اول قارچ آس��پرژیلوس فلاووس 
)Aspergillus flavus( و در درج��ه بع��د آس��پرژیلوس فومیگات��وس 
)Aspergillus fumigatus( اس��ت كه علاوه بر نوزاد زنبور مي توانند 
زنب��وران بال��غ را هم آلوده و بیم��ار نمایند. این قارچ ه��ا جزو قارچ هاي 
 س��اپروفیت ب��وده و باعث ایجاد بیم��اري در گیاهان، حیوانات و انس��ان 
 م��ي شون��د و ب��ا توجه ب��ه شرای��ط رشدشان در هم��ه جا پراكن��ده اند

.)1991 ،Bailey(
لارو زنبورعس��ل از طری��ق گوارش��ي و جل��دي ب��ا اس��پورهاي این 
 ق��ارچ ها آلوده مي شود. اس��پورها در داخل یا س��طح ب��دن جوانه زده و 
میس��یلیوم ه��اي قارچ به باف��ت هاي اط��راف نفوذ ك��رده و كل بدن را 
م��ي پوشانند. بعضي از میس��یلیوم ها به دیواره هاي مومي س��لول هاي 
 ش��ان نف��وذ ك��رده و در نتیجه لاروه��اي مومیائي شده بط��ور محكم به 
دیواره هاي س��لول چسبیده و به راحتي كنده نمي شوند. تلفات ناشي از 
ای��ن قارچ ها چندان زیاد نبوده و احتم��الاً شرایطي از جمله ضعف كلني 
ها و حس��اس بودن لاروها و زنبوران بالغ، در بروز بیماري و شدت تلفات 

 .)1991 ،Bailey( نقش داشته باشند
آنچ��ه ك��ه در رابط��ه با بیم��اري ن��وزاد س��نگي زنبورعس��ل حائز 
 اهمی��ت اس��ت و بای��د ب��ه دق��ت م��ورد توج��ه ق��رار گی��رد آلودگ��ي 
فراورده هاي زنبورعس��ل با این قارچ ها بخصوص سموم قارچي آنهاست، 
چ��را كه آس��پرژیلوس ه��ا بخص��وص A.flavus تولید س��موم قارچي 
متع��ددي مي كند ك��ه در صورت آلودگ��ي مواد غذائي با آنها س��لامت 

 انس��اني را به مخاطره مي اندازد. در نتیج��ه حضور این قارچ ها در داخل 
كلني هاي زنبورعسل از نظر بهداشت انساني بسیار مهم تر از تلفات ناشي 
از آنها در زنبورعسل است. تا بحال بررسي جامعي روي بیماري هاي قارچي 
زنبورعسل در زنبورستان هاي مناطق مختلف كشور انجام نگرفته است و 
مواردي كه از مناطق شمالي كشور گزارش مي شده اند بیشتر به صورت 
شفاهي بوده و در بررسي هاي آزمایشگاهي و تحقیقاتي به اثبات نرسیده اند. 
 با توجه به اهمیت قارچ ها در بهداشت انسان و فراورده هاي دامي بخصوص 
فراورده هاي زنبورعس��ل، انجام یك بررس��ي روي بیماري هاي قارچي و 
عوامل قارچ��ي آلوده كننده فراورده هاي زنبورعس��ل از اهمیت ویژه اي 
برخوردار بوده و باید در سطح زنبورستان هاي مناطق مختلف كشور انجام 
پذیرد. این بررس��ي براي رسیدن به این هدف و مشخص نمودن وضعیت 
آلودگي كلني هاي زنبورعسل استان آذربایجان غربي انجام گرفته است. 

مواد و روش ها
روش نمونه گيري 

در ای��ن بررس��ي از روش نمون��ه گیري خوشه اي چن��د مرحله اي- 
تصادفي اس��تفاده شد. به ای��ن صورت كه با توجه به گزارشاتي از س��ایر 
كش��ورها كه حداكثر میزان شیوع بیماري هاي قارچي زنبورعس��ل را در 
حدود 15 درصد گزارش نموده اند، با اس��تفاده از فرمول استاندارد تعین 
تع��داد نمونه و با در نظر گرفتن س��طح اطمین��ان 95 درصد و دقت 70 
درص��د تعداد 100 كلني در هر فصل انتخاب گردید كه با توجه به روش 
نمون��ه برداري خوش��ه اي از ضریب اصلاح 2 اس��تفاده گردید. لذا حجم 

نمونه لازم در این مطالعه 200 كلني در هر فصل در نظر گرفته شد. 
انتخاب نمونه ها در س��طح اس��تان به این صورت انجام گرفته كه در 
هر فصل )بهار، تابستان و پائیز( از میان شهرستان هاي استان آذربایجان 
غربي 5 شهرس��تان و از میان زنبورستان هاي هر شهرستان 8 زنبورستان 
و در هر زنبورس��تان 5 كلن��ي را بطور كاملًا تصادف��ي انتخاب كرده و از 
ه��ر كلني ح��دود 30 عدد زنبوربال��غ، 20 عدد لارو و شفی��ره، 10 گرم 
عس��ل و 5×5 س��انتي متر از س��لول هاي مومي حاوي گ��رده گل را در 

نمونه
نام شهرستان رديف

درصد تعداد نمونه

% 20 400 ارومیه 1

% 20 400 خوي 2

% 16 320 سلماس 3

% 16 320 میاندوآب 4

 20 400 اشنویه 5

%4 80 پیرانشهر 6

%4 80 نقده 7

%100 2000 جمع

جدول 1- توزيع فراواني مطلق و نسبي كل نمونه هاي مورد آزمايش بر حسب شهرستان در استان آذربايجان غربي
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ظروف پلاس��تیكي اس��تریل و در شرایط نس��بتاً تمی��ز برداشت نموده و 
 ب��ه آزمایش��گاه انتقال داده مي شد. شهرس��تان هاي م��ورد نظر و تعداد 
 نمونه هاي اخذ شده از آنها در س��ه فص��ل نمونه گیري در جدول 1 ذكر 
ش��ده اند. البته قبل از نمونه برداري از كلني ها، یك فرم پرسش��نامه اي 
 را از اطلاع��ات زنب��وردار در رابطه ب��ا وضع بیماري هاي قارچي و س��ایر 

بیماري ها و درمان آنها پر مي شد. 

روش آزمايش
آماده سازي محيط هاي كشت قارچي

 )SDA( در این بررس��ي از محیط كشت قارچي سابرودكستروز آگار
استفاده گردید كه به دو صورت زیر تهیه مي شد:

1- سابرودكستروز آگار حاوي كلرامفنیكل )براي رشد كل قارچ هاي 
موجود در نمونه ها و جلوگیري از رشد باكتري ها(، براي تهیه این محیط 
به این شكل عمل گردید: مواد لازم براي تهیه یك لیتر محیط كش��ت را 
در آب مقطر اس��تریل حل نموده و براي شف��اف نمودن آن را در حرارت 
مرطوب قرار داده تا به جوش آمده و بتدریج شفاف گردد. سپس در دماي 
121 درجه سانتي گراد به مدت 15 دقیقه استریل گردید. بعد از استریل 
شدن، كلرامفنیكل را به میزان معین در اتر حل نموده و با رعایت شرایط 

لازم و اصول ایمني، به محیط گرم اضافه گردید. 
2- سابرودكس��تروز آگار حاوي كلرامفنیكل و سیكلوهیگزامید )براي 
رشد قارچ آسكوس��فرا آپیس و جلوگیري از رشد قارچ هاي س��اپروفیت و 
باكت��ري ها(، ای��ن محیط هم به شكل محیط قبل تهی��ه گردید و بعد از 
اضافه نمودن كلرامفنیكل، س��یكلوهیگزامید را به میزان معین در استون 

حل نموده و به محیط گرم اضافه گردید.
محیط هاي كش��ت فوق الذكر را بعد از تهیه و خنك نمودن تا دماي 
45 درجه س��انتي گراد، در پلیت هاي شیشه اي استریل تقسیم نموده و 
 تا زمان كش��ت نمونه ها در داخل یخچال 4 درجه س��انتي گراد نگهداري 

مي شدند.

نحوه كشت نمونه ها
1- زنبور بالغ: بعد از بیهوش نمودن و كش��تن زنبورها با پنبه آغشته 
ب��ه اتر در داخل ظ��روف نمونه گیري، لوله گوارشي آنها را با اس��تفاده از 
پن��س كوچ��ك بی��رون آورده و در داخل یك ظرف دیگر ق��رار داده و با 
آب مقطر اس��تریل چند بار شستش��و داده مي شدند. سپس با استفاده از 
 س��رم فیزیولوژي 0/85 درصد استریل از لوله هاي گوارشي هموژني تهیه 
م��ي ش��د و در زیر لامینار هود و در كنار شعله و با رعایت شرایط نس��بتاً 
اس��تریل با استفاده از یك آنس نوك گرد قطراتي از هموژن تهیه شده را 
در س��طح محیط هاي كش��ت فوق الذكر موجود در پلیت هاي شیشه اي 
ق��رار داده و به صورت یكنواخت پخ��ش مي گردیدند و روي پلیت ها كد 
شهرستان، زنبورستان و كلني هاي نمونه برداري شده نوشته مي شدند.

2- لارو و شفی��ره: نمون��ه هاي لارو و شفیره را بع��د از بیرون آوردن 
از ظ��روف نمونه گی��ري، در داخل یك هاون چیني اس��تریل قرار داده و 
 با اس��تفاده از آب مقطر اس��تریل از آنها هموژني تهی��ه نموده و به شیوه 
نمونه هاي زنبوربالغ كش��ت داده مي شدند و كد شهرستان، زنبورستان و 

كلني نمونه برداري شده را روي پلیت ها ثبت مي گردید.

3- عس��ل: نمونه هاي عسل را صاف نموده و در داخل ظرف استریل 
دیگ��ري ریخته مي شدند س��پس یك گرم از آنه��ا را به 9 میلي لیتر آب 
مقط��ر اس��تریل موجود در یك لول��ه آزمایش اضافه نموده و با اس��تفاده 
از دس��تگاه همزن برق��ي به مدت چن��د دقیقه به هم زده ت��ا به صورت 
محل��ول كام��لًا یكنواختي در آید و س��پس طبق روش ذك��ر شده براي 

 

 نمونه هاي زنبوربالغ و لارو و شفیره در سطح محیط هاي كشت، كشت داده 
مي شدند. 

4- گرده گل: نمونه هاي گرده گل را با اس��تفاده از پنس اس��تریل از 
داخل س��لول هاي موم بیرون آورده و در داخل یك ظرف استریل ریخته 
م��ي شدند س��پس یك گرم از آنها را در ح��دود 10 میلي لیتر آب مقطر 
اس��تریل حل نموده و با استفاده از دستگاه همزن برقي به صورت هموژن 
در آورده مي شدند و س��پس طبق روش هاي فوق الذكر در سطح محیط 

كشت، كشت داده مي شدند.

انكوباسيون نمونه ها
1- پلیت هاي حاوي محیط سابرودكستروز آگار واجد كلرامفنیكل را 
به مدت 5 روز در داخل انكوباتور 30 درجه سانتي گراد قرار داده و روزانه 
م��ورد بازدی��د قرار مي گرفتند و قارچ هائي كه در س��طح محیط ها رشد 

كرده بودند را ثبت نموده و پلیت ها بعد از 5 روز حذف مي شدند.
2- پلی��ت ه��اي حاوي سابرودكس��تروز آگ��ار واج��د كلرامفنیكل و 
 A.apis س��یكلوهگزامید را براي تحری��ك جوانه زدن اس��پورهاي قارچ
ب��ه مدت 24 س��اعت در داخل جار ب��ي هوازي و در ح��رارت 25 درجه 
 س��انتي گراد قرار مي دادی��م. بعد از این مدت پلیت ه��ا را از داخل جار 
ب��ي ه��وازي در آورده و ب��ه انكوبات��ور 25 درج��ه منتق��ل نم��وده ت��ا 
مراح��ل رش��د ق��ارچ A.apis تكمیل گ��ردد. این پلیت ه��ا را هم بطور 
روزان��ه مورد مش��اهده ق��رار داده و در ص��ورت رشد ق��ارچ A.apis در 
 ج��داول مربوطه ثب��ت مي شدند. چون ق��ارچ A.apis ب��ه كندي رشد 
مي كند ل��ذا براي حصول اطمینان از وجود یا عدم وجود آن، پلیت هاي 
م��ورد نظر را حداقل تا 3 هفته در داخل انكوباتور نگه داشته و بعد از این 

مدت حذف مي شدند.

تشخيص قارچ هاي رشد كرده
بع��د از انكوباس��یون نمون��ه ه��ا، پلیت ه��ا را روزانه مورد مش��اهده 
ق��رار داده و ق��ارچ هاي رشد ك��رده و تعداد پرگنه ه��اي آنها در جداول 
 مربوط��ه ثبت مي شدند. از قارچ هائي كه از نظر ماكروس��كوپیك و شكل 
پرگنه ها قابل تش��خیص نبودند لام میكروس��كوپي تهیه كرده و با رنگ 
كات��ن بلو رنگ آمی��زي نموده و خصوصیات مورفولوژیك��ي آنها را در زیر 
میكروس��كوپ مورد مش��اهده قرار داده و تش��خیص نهائي داده مي شد. 
 در صورت عدم تش��خیص قارچ ها با این روش، از روش كش��ت روي لام 
طب��ق  لازم،  رش��د  از  بع��د  و  نم��وده  اس��تفاده   )Slide culture( 

دستورالعمل هاي موجود تشخیص داده مي شدند.

نتايج
طي سه فصل نمونه برداري، جمعاً از هركدام از نمونه ها تعداد 500 نمونه 

جمع آوري گردید و بعد از مراحل كشت  تشخیص هاي لازم داده شدند.  

جداسازی و شناسايی ...
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در ج��دول 4-2 توزی��ع فراوان��ي مطل��ق و نس��بي ق��ارچ ه��اي 
و  A.apis، Aspergillus flavus )ق��ارچ  زنبورعس��ل   بیماری��زاي 

Aspergillus fumigatus( ب��ر حس��ب نوع قارچ، ن��وع نمونه و فصل 
نمون��ه ب��رداري ذكر شده اند. بطوري كه مش��اهده مي شود هیچ موردي 
 از ق��ارچ A.apis در می��ان نمون��ه ه��ا وج��ود نداشته اس��ت. ولي قارچ

Aspergillus flavus در فص��ل بهار به می��زان 4/3 درصد و در فصل 
تابس��تان ب��ه میزان 5/5 درص��د و در فصل پائیز به می��زان 3/25 درصد 
و ق��ارچ Asp.fumigaus در فص��ل به��ار به می��زان 2/25 درصد و در 
 فصل تابس��تان به میزان 88/ درصد و در فصل پائیز به میزان 2 درصد از 

نمونه ها جداسازي گردیده اند.

 در ج��دول شم��اره 5 توزی��ع فراوان��ي مطلق و نس��بي ق��ارچ هاي 
بیماري زاي زنبورعس��ل به نس��بت كلني هاي نمونه ب��رداري شده ذكر 
شده اس��ت كه در فصل بهار از 200 كلني نمونه برداري شده در س��طح 
اس��تان، هیچ كدام از كلني ها آلوده به قارچ A.apis نبوده اند ولي 16/5 
درص��د آنها آلوده به ق��ارچ Aspergillus flavus و 9 درصد آنها آلوده 
ب��ه ق��ارچ Asp.fumigaus بوده اند و در فصل تابس��تان در میان 200 
كلني  نمونه برداري شده هیچ موردي از قارچ A.apis مش��اهده نش��ده 
Asp. در 22 درصد آنها و  قارچ Aspergillus flavus است ولي قارچ

fumigaus در 3/5 درصد آنها جداس��ازي شده اس��ت. در فصل پائیز با 
توجه به برودت هواي زود هنگام در استان آذربایجان غربي و عدم امكان 

جمع

- +
وضعيت آلودگي

درصد تعداد
Asp.fumigatus Asp.falvus A.apis

درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد نوع قارچ

200 98/5 197 0/5 1 1 2 0 0 زنبور بالغ

نوع نمونه
200 95/5 191 1 2 3/5 7 0 0 لارو و شفیره

200 84 168 7 14 9 18 0 0 گرده گل

200 96/5 193 /5 1 3 6 0 0 عسل

800 93/6 749 2/25 18 4/13 33 0 0 جمع

جمع

- +
وضعيت آلودگي

درصد تعداد
Asp.fumigatus Asp.falvus A.apis

درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد نوع قارچ

200 100 200 0 0 0 0 0 0 زنبور بالغ

نوع نمونه
200 94/5 189 0 0 5/5 11 0 0 لارو و شفیره

200 83/5 167 3/5 7 13 26 0 0 گرده گل

200 96/5 193 0 0 3/5 7 0 0 عسل

800 93/6 749 /88 7 5/5 44 0 0 جمع

جدول 2- توزيع فراواني مطلق و نسبي قارچ هاي بيماري زاي جدا شده از زنبورستان هاي استان آذربايجان غربي بر حسب نوع قارچ و نوع نمونه در فصل بهار سال 1381 

جدول 3- توزيع فراواني مطلق و نسبي قارچ هاي بيماري زاي جدا شده از زنبورستان هاي استان آذربايجان غربي بر حسب نوع قارچ و نوع نمونه در فصل تابستان سال 1381
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جمع

- +
وضعيت آلودگي

درصد تعداد
Asp.fumigatus Asp.falvus A.apis

درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد نوع قارچ

100 97 97 3 3 0 0 0 0 زنبوربالغ

نوع نمونه
100 96 96 1 1 3 3 0 0 لارو و شفیره

100 86 86 4 4 10 10 0 0 گرده گل

100 100 100 0 0 0 0 0 0 عسل

400 94/75 379 2 8 3/25 13 0 0 جمع

كلني هاي آلوده
قارچ هاي جداسازي شده تعداد كلني هاي بررسي شده فصل

درصد تعداد

0 0 A.apis

200 16/5بهار 33 Asp.falvus

9 18 Asp.fumigatus

0 0 A.apis

200 22تابستان 44 Asp.falvus

3/5 7 Asp.fumigatus

0 0 A.apis

100 13پائیز 13 Asp.falvus

8 8 Asp.fumigatus

24/6 123 500 مجموع

جدول 4- توزيع فراواني مطلق و نسبي قارچ هاي بيماريزاي جدا شده از زنبورستان هاي استان آذربايجان غربي بر حسب نوع قارچ و نوع نمونه در فصل پائيز سال 1381

جدول 5- توزيع فراواني مطلق و نس�بي آلودگي به قارچ هاي بيماري زاي جداس�ازي ش�ده از زنبورستان هاي استان آذربايجان غربي بر حسب كلني هاي نمونه برداري 
شده در سه فصل بهار، تابستان و پائيز سال 1381

جداسازی و شناسايی ...
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نمون��ه برداري از تع��داد كلني هاي تعیین شده، حداكث��ر از 100 كلني 
نمون��ه برداري به عمل آمد كه در می��ان این كلني ها هم هیچ موردي از 
 قارچ A.apis جداس��ازي نگردید و قارچ هاي Aspergillus flavus و

"Asp.fumigaus ب��ه ترتی��ب در 13 درص��د و 8 درص��د كلن��ي ها ي 
نمونه برداري شده جداسازي گردیدند.

در طول س��ه فصل نمونه برداري، در میان 100 زنبورس��تان انتخاب 
 A.apis شده در شهرس��تان هاي مختلف اس��تان هیچ م��وردي از قارچ
 مش��اهده نگردیده اس��ت. ول��ي ق��ارچ ه��اي Aspergillus flavus و

Asp.fumigaus ب��ه ترتیب در 77 درصد و 30 درصد زنبورس��تان ها 
جدا سازي گردیده اند.

بحث
قارچ A.apis براي اولین بار در س��ال 1913 توسط ماسن تشخیص 
داده شد. چرخه زندگي این قارچ توسط اسپیلتویر در سال 1955 توصیف 
گردید و ایش��ان هم این قارچ را آسكوس��فرا نامید. اسپور قارچ آسكوسفرا 
آپی��س به مدت حد اقل 15س��ال زنده باقي مي مان��د) Aronstein و 

Jensen ;2010 ,Murray و همكاران 2009(.
بیم��اري نوزاد گچي در تمام كش��ورهاي مدیترانه اي اتفاق مي افتد 
ول��ي تا س��ال 1988 از كش��ورهاي پرتق��ال، آلجزایر، آلبان��ي و مراكش 
گزارش نش��ده است، بطوري كه تا س��ال 1968 آنرا یك بیماري اروپائي 
مي دانس��تند اما در س��ال 1971 آن��را از نظر اقتص��ادي در آمریكا مهم 
دانس��تند. ولي در حال حاضر این بیماري گس��ترش جهان��ي دارد. قارچ 
آسكوس��فرا آپیس بندرت ی��ك كلني را از پاي در م��ي آورد ولي از بین 
رفتن لاروها منجر به كاهش تعداد زنبوران بالغ شده و نهایتاً میزان تولید 
عس��ل و گرده یك كلني كاهش خواهد یافت. گاهي موارد بس��یار حادي 
از بیماري گزارش شده اس��ت كه منجر به از بین رفتن كلني شده اس��ت 
اما این موارد بس��یار غیر معمولند. عوامل متع��ددي را در شیوع و شدت 
بیماري دخیل دانس��ته اند مهمترین عامل مؤثر در بروز بیماري چائیدن 
ن��وزادان س��رپوشیده مي دانند. از عوامل دیگر مؤث��ر در بروز بیماري مي 
 توان به رطوبت، تضعیف كلني در اثر عوامل بیماریزا و آفات دیگر از جمله 
ویروس ها، واروآ یا بیماري هاي لوك و كاهش نس��بت زنبوران پرس��تار 
به ن��وزادان و رفتار بهداشت��ي ضعیف زنبوران پرس��تار كلني اشاره نمود 

)Puerta و همكاران 2001(. 
مش��خص ش��ده كه در ی��ك كلني كه می��زان آلودگي كمت��ر از 12 
 درصد اس��ت بیماري نوزاد گچي با استفاده از روش هاي معمول بازدید از 
كلني ها تشخیص داده نخواهد شد. در حالي كه در صورت آلودگي بیشتر 
نوزادان بیماري بس��رعت شیوع پیدا كرده و كلني بش��دت ضعیف شده و 

.)1976 .De Jong, D( حتي امكان نابودي آن هم وجود دارد
در ط��ي اجراي این بررس��ي عام��ل بیماري نوزاد گچ��ي یعني قارچ 
A.apis از كلني هاي مورد بررس��ي جداس��ازي نگردی��د و هیچ موردي 
از بیماري مذكور مش��اهده نش��د و از طرف دیگر اكثر زنبورداران مناطق 
م��ورد مطالعه اطلاع زیادي از بیماري نوزاد گچي نداشتند و یا اینكه اصلًا 
آن را نم��ي شناختند. ل��ذا نتیجه گیري مي شود ك��ه احتمالاً عامل این 
 بیم��اري در اس��تان آذربایجان غربي وجود نداشته ی��ا اینكه میزان آن به 
اندازه اي نیست كه علائم بیماري را ایجاد نموده یا در در داخل آزمایشگاه 

جداسازي گردد.
در بررسي هاي انجام گرفته در سایر كشورها به نتایج مختلفي دست 
یافته اند بطوري كه در یك گزارش از آفریقاي جنوبي اشاره شده است كه 
حضور بیماري نوزاد گچي تا سال 1999 در این كشور اثبات نشده بود. در 
بررسي هائي كه توسط سایر محققین انجام گرفته است بیشتر روي موارد 
مشكوك به بیماري بوده است یعني در كلني هائي انجام گرفته است كه 
نوزادان تلف شده اي مش��ابه با بیماري نوزاد گچي وجود داشته است لذا 
امكان جداسازي قارچ از نمونه هائي كه در اثر آن تلف شده اند بطور قابل 
ملاحظه اي زیاد بوده و به میزان بس��یار زیاد در روي محیط كش��ت رشد 
نموده است. ولي در این بررسي از نمونه هاي مختلف داخل كلني ها تنها 
قارچ عامل بیماري جس��تجو شده است كه با توجه به عواملي كه در بروز 
بیم��اري نقش دارند مش��اهده موارد بیماري بس��یار ضعیف بوده و امكان 
 رشد قارچ در س��طح محیط كش��ت وجود نداشته است. ولي با استفاده از 
روش ه��اي مولكول��ي مي توان موارد زیادي از ق��ارچ عامل بیماري را در 
محتوی��ات كلني ها جس��تجو نمود، بطوریكه در یك بررس��ي در كش��ور 
ژاپ��ن ب��ا اس��تفاده از روش PCR از تع��داد 112 كلني بررس��ي شده از 
 تع��داد 27 كلني )24/1 درص��د( قارچ A.apis را جداس��ازي نموده اند 

 )2010 Kiyoshi Kimura و Mikio Yoshiyama(
در یك بررس��ي در كش��ور تركیه ذكر شده كه بیم��اري نوزاد گچي 
ب��راي اولین ب��ار در س��ال 1988 شناس��ائي شده اس��ت و در عرض دو 
 ماه بعد از كش��ف آن در 9 اس��تان این كشور تش��خیص داده شده است 
)Ertag و همكاران 1993(. در گزارشي كه توسط دانشگاه امپریال لندن 
در سال 2008 در رابطه با بهداشت زنبورعسل در انگلیس و ولز ارائه شده 
اس��ت اشاره اي به حضور بیماري هاي قارچي در این س��ال نش��ده است 
)Imperial College، 2008(. در گزارش��ي از اونتاری��وي كان��ادا ذكر 
شده است كه در سال 2006 از تعداد 8694 كلني 2/38 درصد آنها واجد 

)2006,Omafra( بیماري نوزاد گچي بوده اند
در ادامه به دلایل احتمالي عدم وجود این بیماري در استان آذربایجان 

غربي اشاره مي گردد:
عدم وجودعامل بیماري در زنبورستان هاي استان، عدم شرایط آب و 
هواي مناسب رشد قارچ، عدم ارتباط مستقیم و مراوده وسایل و ملزومات 
زنبورداري بین اس��تان آذربایجان غربي و اس��تان هاي شمالي كشور كه 
بیم��اري نوزاد گچي در آنه��ا وجود دارد، عدم خرید وس��ایل و ملزومات 
زنبورداري از كش��ورهاي همس��ایه غربي از جمله تركیه كه بیماري نوزاد 

گچي در آنجا اثبات شده است. 
به هر حال با توجه به نتایج بررسي هاي مختلف مشخص شده است 
ك��ه اگر عامل بیم��اري نوزاد گچي در منطقه اي ه��م وجود داشته باشد 
عوامل متعددي ضروري اس��ت تا این كه بیماري به صورت بالیني خود را 

نشان دهد كه در پائین به تعدادي از آنها اشاره مي شود:
تهوی��ه نامطل��وب )پوشان��دن كلني ه��ا  با پوشش هاي پلاس��تیكي 
غیرقابل نفوذ هو و احتباس رطوبت زیاد در داخل كلني ها(، رطوبت بیش 
از حد منطقه نگهداري كلني ها، دماي مناسب رشد قارچ ها )15 الي 37 
درجه سانتي گراد(، كاهش نسبت زنبور بالغ به نوزادان داخل كلني )عدم 
نظافت كافي داخل كلني و پرس��تاري ن��وزادان(، ناقص پر شدن كلني ها  
در فصل زمس��تان )ایجاد مكان مناس��ب براي رشد قارچ ها(، خالي شدن 
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 س��ریع كلني و شان ها و عدم نظافت دقیق آنها )در زمان بچه دادن زیاد 
ب��ه  )افزای��ش حساس��یت  خویش��اوندي  ه��اي  تلاق��ي  ه��ا(،   كلن��ي 
بیماري ها و تضعیف رفتارهاي بهداشتي كلني ها(، كلني هاي ضعیف )عدم 
 نظافت و پرس��تاري كافي(، عوامل وراثتي )اس��تعداد ابتلا به بیماري ها(، 
 بیم��اري ه��اي تضعی��ف كنن��ده كلني ه��ا )بیم��اري ه��اي باكتریائي، 
 انگل هاي داخلي و خارج��ي، كمبودهاي تغذیه اي(، مصرف بیش از حد 
آنت��ي بیوتی��ك ها )بهم زدن فل��ور قارچي – باكتریائي دس��تگاه گوارش 
 زنبورها و رشد آس��ان ق��ارچ ها(، محیط ه��اي اس��یدي )آلودگي هوا با 
آلاین��ده هاي اس��یدي(، كلني هاي با قاب ثابت )ع��دم برداشت و اصلاح 
آنها(، مدیریت نامناس��ب و غیر صحیح زنبورستان، مصرف علف كش ها و 
بعضي از سموم حشره كش )افزایش استعداد ابتلا زنبورها به عفونت هاي 

قارچي( و انواع تنش ها و استرس ها.

بيماري نوزاد سنگي
بیماری نوزاد س��نگي در اروپا و آمریكای شمال��ی بخوبی شناخته شده 
اس��ت. آلودگي لاروها با قارچ آس��پرژیلوس فلاووس از ونزوئلا گزارش شده 
اس��ت )استیس��كال، 1958(. این بیم��اری در بریتانیا برعك��س حضور رایج 
ق��ارچ و شرایط جوی مرطوب، كه معمولاً اعتقاد بر این اس��ت كه عفونتهای 
قارچی فراوان باشند، نادر اس��ت. احتمالاً قارچ بطور معمول در زنبورها رشد 
نم��ی كند و تنها زمانی این اتفاق می افتد كه زنبورها توس��ط س��ایر عوامل 
 تضعیف شده باشند. در طي این بررس��ي عوامل بیماري نوزاد س��نگي یعني 
ق��ارچ ه��اي A.flavus و A.fumigatus ب��ه ترتی��ب از 13/8 درص��د 
و 6/8 درص��د كلن��ي ه��اي بررس��ي ش��ده جداس��ازي گردیدن��د. ق��ارچ 
 A.fumigatus از 77 درص��د زنبورس��تان ه��ا و ق��ارچ ه��ا A.flavus
 از 30 درص��د آنه��ا جداس��ازي گردی��د. عل��ي رغ��م ای��ن می��زان آلودگي 
زنبورس��تان ه��ا، هی��چ م��وردي از بیماري به ص��ورت بالین��ي در كلني ها 
مش��اهده نگردید و قریب به اتف��اق زنبورداران مناطق مورد بررس��ي اطلاع 
زی��ادي از بیماري نداشته و ت��ا بحال هیچ موردي از آن را مش��اهده نكرده 
بودند. جداس��ازي عوامل بیماري نوزاد س��نگي در كلني ها و عدم مش��اهده 
بیماري به صورت بالیني در این اس��تان را مي توان به شرح زیر مورد بحث 
ق��رار داد: این عوامل در محیط اطراف و روي وس��ایل و ملزومات زنبورداري 
و گیاه��ان و درخت��ان ب��ه صورت س��اپروفیت وج��ود داشت��ه و از راه هاي 
 مختل��ف وارد كلني ها  شده و در روي محتوی��ات آن به صورت نهفته باقي 
 م��ي مانن��د. میزان اس��پور ای��ن قارچ ه��ا در داخل غ��ذاي زنبورعس��ل به 
اندازه اي نیس��ت كه باعث بروز علائم بیماري گردد. خاصیت آنتاگونیس��تي 
برخي از قارچ ها و باكتري هاي موجود در داخل دستگاه گوارش زنبورعسل 
اث��رات بیماریزائ��ي این قارچ ها را كم كرده و مانع ب��روز بیماري مي گردند. 
زنبوران پرس��تار و نظافت گر كلني ها لاروهاي احتمالاً تلف شده را س��ریعاً 
برداشت��ه و مانع گس��ترش بیماري و مش��اهده شكل بالین��ي آن مي شوند. 
بطوري كه در بررسي هاي مختلف نشان داده شده است كه زنبوران عسل در 
مقابل بسیاري از بیماري ها داراي رفتار بهداشتي مناسبي بوده و در صورت 

پائین بودن میزان شیوع و شدت بیماري قادرند بیماري را كنترل نمایند.
و   Spivak  ;1991,  Ball و   Bailey  ;1964,  Rothenbuhler(

)1996 ,Oldroyd 1998 و, Downey و Spivak ;1993, Gilliam
حضور قارچ هاي بیماري زا در داخل كلني ها تنها شرط بروز بیماري 

نبوده و شرایط و عوامل متعددي براي اینكار لازم اس��ت كه به تعدادي از 
آنها در مورد بیماري نوزاد گچي اشاره شد. بطوري كه مشخص شده است 
كه براي بروز بیماري باید دماي منطقه پرورش نوزادان به میزان مشخصي 
كاهش بیابد به گونه اي كه اگر نوزادان س��ر پوشیده به مدت چند ساعت 
چائیده شوند بس��یار مستعد ابتلاء به این بیماري مي گردند كه این اتفاق 
در ابتداي فصل بهار بس��یار اتفاق مي افتد، چ��را كه در این مواقع گاهي 
دماي محیط دچار نوس��ان شده و زماني كه دماي منطقه نوزادان به 25 
درجه برس��د مستعد ابتلاء به بیماري مي گردند.از سوي دیگر با توجه به 
اینكه نوزادان نر در حاشیه قاب ها قرار دارند لذا استعداد بیشتري نسبت 
ب��ه نوزادان كارگر در ابتلاء به بیماري دارند. ع��لاوه بر این عوامل متعدد 
دیگري از جمله میزان جمعیت كلني ها هم در بروز بیماري نقش بسزائي 
دارن��د چرا كه هر چقدر تعداد زنبوران پرس��تار و نظافت گر كمتر باشند 
قابها كمتر نظافت شده و امكان بقا آلودگي بیش��تر است همچنین منطقه 
نوزادان كمتر پوشیده شده و نوزادان نسبت به حالت عادي بیشتر چائیده 

و مستعد ابتلاء به بیماري مي گردند.
و   Bailey و همك��اران 1987;   Koenig   ;1934 ,Maurizio(

)1967 ,Bailey 1976 و, Pederson ;1991 ,Ball
در این بررسي گرچه قارچ هاي عامل بیماري نوزاد سنگي جداسازي 
گردیدند ولي احتمالاً شرایط محیطي و فیزیولوژیكي كلني هاي بررس��ي 
 ش��ده مس��اعد رشد قارچ ه��ا و بروز بیم��اري نبوده و بیماري مش��اهده

نم��ي شود. در یك بررس��ي كه به صورت تجربي كلني هاي زنبورعس��ل 
را ب��ا ق��ارچ هاي عام��ل بیماري نوزاد س��نگي آل��وده ك��رده بودند هیچ 
موردي از بیماري مش��اهده نگردید و نتیج��ه گیري شده بود كه احتمالاً 

 

تنش ها و استرس ها و شرایط نامناسب موجب افزایش حساسیت زنبوران 
به بیماري مي گردد )Roger, A. Morse، 1980(. به هر حال علي رغم 
عدم مشاهده بیماري نوزاد س��نگي در زنبورستان هاي استان آذربایجان 
غرب��ي، نمي توان از خطرات احتمال��ي آن در امان بود چرا كه عوامل این 
بیماري در تعداد زیادي از زنبورس��تان ها یافت شده و در صورت مساعد 
ش��دن شرایط رشد، خط��رات زیادي به دنبال خواهن��د داشت و از طرف 
دیگر وجود این قارچ ها در فراورده هاي زنبورعس��ل بهداشت انس��اني را 
به مخاطره مي اندازن��د. بطوریكه علاوه بر ایجاد بیماري هاي مختلف در 
انس��ان بطور مستقیم، با تولید س��موم قارچي )آفلاتوكسین ها( باعث به 
مخاطره انداختن سلامتي انسان مي گردند و از طریق غیر مصرفي نمودن 
فراورده هاي آلوده زنبورعس��ل براي انس��ان، خس��ارات زیادي به صنعت 
 و اقتص��ادي زنبورداري وارد م��ي آورند. لذا نتایج حاصل از این بررس��ي 
م��ي تواند هش��داري ب��راي زنب��ورداران در جهت رعای��ت اصول صحیح 
رش��د  مس��اعد  شرای��ط  آوردن  فراه��م  از  جلوگی��ري  و   زنب��ورداري 
 ق��ارچ ها در داخل كلن��ي ها و براي تولید كنندگ��ان و مصرف كنندگان 
 فراورده هاي مختلف زنبورعسل در جهت عدم تولید و بسته بندي و مصرف 

فراورده هاي زنبورعسل بدون توجه به آلودگي هاي قارچي آنها باشد.

پيشنهادات
 ب��ا توج��ه ب��ه اینك��ه عوام��ل بیم��اري ن��وزاد س��نگي در س��طح 
زنبورس��تان هاي استان آذربایجان غربي به میزان قابل توجهي جداسازي 
گردیده اند و همچنین قارچ هاي ساپروفیت و حتي بیماري زاي انسان از 

جداسازی و شناسايی ...
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تعدادي از نمونه ها جداسازي شده اند كه اولاً امكان شیوع بیماري نوزاد 
س��نگي در این استان تحت شرایط مساعد رشد عوامل آن وجود داشته و 
ثانیاً آلودگي فراورده هاي زنبورعس��ل )بخصوص گرده و عس��ل( كه اكثراً 
به صورت خام و پالایش نش��ده مصرف مي شوند، مي تواند براي بهداشت 
انس��اني خطراتي به دنبال داشته باشند، در ادامه پیشنهاداتي در رابطه با 
اصول بهداشت كلني ها و اس��تحصال و نگهداري فراورده هاي زنبورعسل 

ارائه شده اند:
1- از پوشاندن كلني ها  با پوشش هاي پلاستیكي غیر قابل نفوذ هوا 

و رطوبت جداً خودداري شود.
2- از قرار دادن كلني ها  در مكان هاي مرطوب و فاقد تهویه مناسب 

خودداري شود.
3- از تهیه شربت شكر با آب هاي آلوده و غیر قابل شرب خودداري شود.

4- از مص��رف آنت��ي بیوتیك ها ب��ه میزان زیاد و بدون مش��ورت با 
مسؤلین خودداري شود.

5- قاب هاي گرده گل ذخیره اي در جاي خشك و خنك نگهداري شوند.
6- قاب هاي عسل را قبل از اینكه درب كل سلول هاي حاوي عسل 
با موم پوشیده شود از داخل كلني بیرون نیاورده و عس��ل آنها استحصال 

نگردد.
7- عس��ل هاي انباري در جاي خشك و خنك و بدور از نور مستقیم 

آفتاب نگهداري شوند.
8- در صورت نگهداري عس��ل هاي صاف شده به مدت طولاني، باید 

با رعایت اصول صحیح پاستوریزه شوند.
9- از خری��د و فروش ق��اب هاي مومي، كلني ها ي مس��تعمل ضد 

عفوني نشده، وسایل زنبورداري سایر زنبورستان ها خودداري شود.
10- گرده گل اس��تحصال شده را بخوبي خش��ك ك��رده و به شیوه 

صحیح بسته بندي شود.
11- كلن��ي ها ي خالي قبل از اس��تفاده مجدد ب��ا شعله یا مواد ضد 

عفوني كننده رایج و سالم، ضد عفوني شوند.
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