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چکید ه 
همزمان با کشــف و مصرف آنتی بیوتیک های جدید، باکتری ها نیز واجد ویژگی هایی می شوند که آنتی بیوتیک ها بر آن ها بی 
اثر می شوند و مســئله مقاومت باکتریایی در چنین شرایطی مطرح می گردد. زهر جانوران دارای اثرات ضد باکتریائي است که 
در این میان زهر زنبور عســل دارای اثرات ضد سرطانی، ضد آرتریت و ضد التهابی می باشد. هدف از انجام این مطالعه بررسی 
اثرات زهر خام زنبور عســل و فراکسیون های آن بر روی تعدادي از باکتری ها می باشد.  در این مطالعه اثرات ضد باکتریایی زهر 
زنبور عســل گونه Apis mellifera و فراکسیون های آن بر علیه 5 گونه باکتری شــامل اشریشیا کولی، سالمونلا تیفی موریوم، 
سودوموناس آئروژینوزا، بورخولدریا مالئی، بورخولدریا ســودومالئی بررسی شد. در این راستا حجم های مختلف از زهر خام، 
همراه با دو فراکســیون آن که با روش ژل فیلتراسیون حاصل شده بودند، با آنتی بیوتیک استاندارد به عنوان کنترل مثبت به 
روش انتشار از دیسک مورد ارزیابی قرار گرفت و هاله ممانعت از رشد باکتري در اطراف دیسک ها اندازه گیری شد.  این بررسی 
نشان داد که زهر خام زنبور عسل و فراکسیون های آن بر روی باکتری های اشریشیا کولی و سالمونلا تیفی موریوم اثر مثبت دارد 
و قطر هاله ممانعت از رشد اطراف دیسک ها در غلظت های 25، 35 و 45 میکرولیتر برای اشریشیا کولی به ترتیب در حدود 7، 
10 و 14 میلی متر و برای ســالمونلا تیفی موریوم به ترتیب در حدود 7، 9 و 12 میلی متر بود. این زهر و فراکسیون های آن بر بقیه 
باکتری های مورد آزمایش تأثیری نداشــت.  بررسی آماری نشان داد که p کمتر از 0/05 است. بررسی حجم های زهر و نمونه های 

آزمایشی ثابت کرد که با افزایش حجم زهر اثر ضد باکتریائي نسبتاً افزایش می یابد. 

کلمات کلیدی: زهر زنبور عسل، ضد باکتریائي، انتشار از دیسک، اشریشیا کولی، سالمونلا تیفی موریوم
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In the world of pharmacology, along with the discovery of new antibiotics, bacteria also gain features that antibiotics 
are ineffective against, and the issue of bacterial resistance in such a situation arises. Venom of animals have anti-
bacterial effects among which, honey bee venom has therapeutic effects including anti-cancer, anti-arthritic and anti-
inflammatory effects. The aim of this study was to evaluate the effects of crude venom of honey bee and its fractions 
on bacteria. In this study, the antibacterial activity of honey bee venom (Apis mellifera) and its fractions against five 
bacterial species including Escherichia coli, Salmonella typhyimurium, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia mallei 
and Burkholderia pseudo mallei was investigated. In this regard, different volumes of crude venom and two fractions 
which were obtained by gel filtration with standard antibiotic as positive controls by disc-diffusion method were evalu-
ated and the inhibition zone was measured. The results showed that crude venom of honey bee and its fractions have a 
positive effect on Escherichia coli and Salmonella typhimurium. The inhibition zone around the disc in concentrations 
of 25, 35 and 45 µl for Escherichia coli was about 7, 10 and 14 mm and for Salmonella typhimurium was about 7, 9 
and 12, respectively. This venom and its fractions had no effect on the other tested bacteria. Statistical analysis showed 
that p-value was less than 0.05. Analysis of the venom volume and the test samples proved that increasing the venom 
volume leads to a relative increase in anti-bacterial effect.

Key words: bee venom, antibacterial, disk diffusion, Escherichia coli, Salmonella typhyimurium

مقدمه
عــدم وجود داروهای مفید و مؤثر بــرای درمان بیماری های عفونی در 
ســال های قبل از کشــف آنتی بیوتیک ها باعث گســترش این بیماری ها و 
مرگ و میر بســیاری از مبتلایان گردید. میــزان مرگ و میر بیماران مبتلا 
به عفونت با کشــف داروهــای جدید کاهش یافت، اما به مــرور زمان و با 
اســتفاده نادرســت و بی رویه از ایــن داروها موضــوع نگران کننده ای بنام 
مقاومــت باکتریایی مطرح گردید )7(. مقاومــت باکتریایی در باکتری هایی 
نظیر اشریشیا کولی، سالمونلا، سودوموناس آئروژینوزا و بورخولدریا مالئی و 

بورخولدریا سودومالئی و ... رو به افزایش می باشد.
اشریشــیا کولی نوعی باسیل گرم منفی از خانواده انتروباکتریاسه  است 

و رایج ترین دلیل بروز عفونت ادراری می باشــد. این باکتری از طریق مسیر 
مدفوعی-دهانی از یک فرد به فرد دیگر منتقل می شــود. داروهای مختلفی 
از جمله سفالوســپورین ها در درمــان عفونت ادراری مورد اســتفاده قرار 
می گیرد. در ســال های اخیر مقاومت نسبت به سفالوســپورین ها به دلیل 
تولید بتالاکتاماز وسیع الطیف از نوع EBSL افزایش یافته است. این باکتری 
بیشترین حساســیت را به آنتی بیوتیک های نیتروفورانتوئین، آمیکاسین و 

جنتامایسین دارد )4(.
ســالمونلا باکتــری گــرم منفی اســت و عامــل یکی از شــایع ترین 
مســمومیت های غذایی می باشــد. اعضای خانواده سالمونلا از نظر مقاومت 
در برابر عوامل فیزیکی و شــیمیایی شــاخص هســتند و به سختی نابود 

بررسی اثر ضدباکتریائي زهر خام زنبور عسل ...
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می شــوند به طوری که شــکل کلرا سوییس آن شــاخصی برای سنجش 
کیفیت ضدعفونی کنندها می باشــند. جدایه های ســالمونلا به آنتی بیوتیک 

جنتامایسین، حساس هستند )13(.
ســودوموناس آئروژینوزا یکی از عوامل بیمــاری زای فرصت طلب و از 
علل شــایع عفونت های بیمارستانی می باشــد. به رغم داروهای گسترده ای 
که دارای فعالیت ضد سودوموناسی هســتند، عفونت های کشنده ای ناشی 
از ایــن باکتری باعث مرگ و میر در بیماران بســتری می شــود. همچنین 
این ارگانیســم به علت افزایش مقاومت آنتی بیوتیکی خصوصاً بصورت چند 
داروئی مشــکلات بســیاری را برای درمان عفونت های ناشی از آن ها ایجاد 
کرده اســت. این باکتری بیشــتر در برابر آنتی  بیوتیک های معمول پایداری 
می کند، ولی برخی گونه ها به جنتامایســین، توبرامایســین، کولیسیتین، 

نورفوکساسین و سیپروفلوکسازین پاسخ می دهند )17(. 
بورخولدریا مالئی )یا ســودوموناس مالئی( عامل بیماری بسیار کشنده 
مشمشه است و از بیماری های مشترک انسان و دام است. انسان نیز در زمره 
جانداران حســاس به این عامل عفونی است که بیشتر موارد بیماری منجر 
به مرگ می شــود. میزان مرگ و میر ناشی از آن در حدود 6۰ درصد حتی 
در صورت درمان آنتی بیوتیکی است و مرگ در عرض چند روز می تواند رخ 

دهد )15(.
محققین برای کشــف داروهای جدیــد و مؤثرتر به منظــور مقابله با 
مقاومت های ایجاد شــده با این باکتری ها و کشف داروهای جایگزین منابع 
طبیعــی مختلفی از جمله پپتیدهای آنتی باکتریــال را مورد آزمایش قرار 
دادند. این پپتیدها در بدن جاندارانی مانند زنبور عســل و مارها بسرعت و 
با هزینه متابولیکی پائین ســنتز شده و به میزان زیاد ذخیره می شوند و در 
کمترین زمان به عنوان اولین خط دفاعی در برابر عوامل بیماري زاي مهاجم 
در محل عفونت وارد عمل می شوند. باکتري هاي گرم منفی به  دلیل ساختار 
و ترکیبات دیواره و وجود غشــای خارجی، در مقایســه با باکتری های گرم 
مثبت، به آنتی بیوتیک ها مقاوم ترند. در تحقیقات اخیر سعي شده که نسبت 
به این مقاومت بیشتر باکتري هاي گرم منفي، روش هایي اتخاذ گردد که بر 
رشــد این نوع باکتري ها تأثیر گذار باشد. از جمله این تحقیقات استفاده از 
زهر )پروتئین ها و پپتیدهاي( زنبور عســل به عنوان جایگزین مناسب براي 

آنتي بیوتیک ها مي باشد )1۰(.
پپتیدهای آنتی باکتریال گاهی در مقایســه با آنتی بیوتیک های موجود 
قابلیت بیشتر و سریع تری در مقابله با پاتوژن های مقاوم نشان داده اند. )6(. 
یکی از منابع طبیعی پپتیدهای آنتی باکتریال، زهر جانوران ســمی از جمله 
زهر زنبورها، عقرب ها، مورچه ها، عنکبوت ها و مارها مي باشد که در بسیاری 
از موارد حضور پپتیدهای آنتی باکتریال در زهر این جانوران به اثبات رسیده 

است )14(. 
زهر زنبور عسل مخلوط پیچیده ای از پروتئین ها، پپتیدها و اجزاء با وزن 
مولکولی کم است و در اکثر موارد این زهر شامل ترکیباتی مانند فسفولیپاز، 

میلیتین، آپامین، هیستامین، دوپامین و گلوکز و ... می باشد )9(.
باکتري هاي مورد اســتفاده در این تحقیق در مقابل آنتي بیوتیک هاي 
اختصاصــي خود مقاومت نشــان داده اند. به همین دلیــل درمان )یا دارو( 
جایگزین برای کنترل این باکتری ها ضروری به نظر می رسد. هدف از انجام 
این مطالعه بررســی اثرات زهر خام زنبور عسل و فراکسیون های آن بر روی 
باکتری های اشریشیا کولی، سالمونلا تیفی موریوم، سودوموناس آئروژینوزا، 

بورخولدریا مالئی و بورخولدریا سودومالئی بود که میزان رشد باکتری ها در 
حضور زهر خام و فراکسیون های آن بررسی شد و فراکسیون ها و پپتیدهایی 

که از رشد باکتری ممانعت می کردند، مشخص گردید.

مواد و روش ها
زهر زنبور عســل گونه Apis mellifera به صــورت لیوفیلیزه از بخش 
جانوران سمی موسسه واکسن و سرم سازی رازی تهیه شد و در دمای 2۰-

درجه ســانتی گراد نگهداری گردید. 5 سویه باکتری شامل اشریشیا کولی 
)25922ATCC(، ســالمونلا تیفی موریوم )14028ATCC(، ســودوموناس 
آئروژینوزا )27853ATCC(، بورخولدریا مالئی )23344ATCC( و بورخولدریا 
ســودومالئی )23343ATCC(، از موسســه تحقیقاتی واکسن و سرم سازی 
رازی تهیه شد. سفادکس G-50، از فارماسیا )سوئد( و سایر مواد شیمیایی و 

معرف ها از شرکت های معروف مواد شیمیایی خریداری گردید.

Lowry اندازه گیری میزان پروتئین زهر خام بر اساس روش
مقدار پروتئین موجود در محلول زهر خام، به روش پروتئین ســنجي 
Lowry و بر اساس منحنی استاندارد حاصل از سنجش غلظت های مختلف 

محلول BSA، تعیین شد )12(.

انجام کروماتوگرافی زهر خام زنبور عسل
ستون ژل کروماتوگرافی ســفادکس 2cm( G-50 ×12۰( به مدت 72 
ســاعت در بافر استات آمونیوم ۰/۰5 میلی مولار با pH برابر 4/75 به تعادل 
رســید. 1۰۰ میلی گرم زهر خام زنبور عســل در 1 میلی لیتر بافر اســتات 
آمونیــوم )۰/۰5 میلی مولار با pH برابــر 4/75( حل گردید. محلول حاصل 
به مدت 15 دقیقه در 4+ درجه ســانتی گراد در g 22۰۰۰ سانتریفوژ شد. 
پس از سانتریفیوژ، محلول پروتئینی به تدریج به روی ستون تزریق گردید. 
بعد از اینکه نمونه به خوبی جذب ســتون شد، شستشوی ستون با بافر ذکر 
شده انجام شد. محلول خروجی از ستون ژل کروماتوگرافی بوسیله دستگاه 
جمع کننده اتوماتیک با ســرعت جریان 6۰ میلی  لیتر در ساعت جمع آوری 
شــد. جذب نمونه های خروجی در 28۰ نانومتر خوانده  شد و منحنی جذب 
بر حســب تعداد لوله ها رسم گردید. تمامی فراکسیون ها 24 ساعت مقابل 
1۰ حجم آب مقطر دیالیز شــدند و در 4 درجه سانتی گراد تغلیظ گردیدند 

.)3(

آزمایش تعیین اثرات آنتی باکتریال زهر خام زنبور عسل و 
فراکسیون های حاصل از آن با روش انتشار از دیسک

 Disk) برای تعیین حساســیت باکتری ها تســت دیســک دیفیــوژن
diffusion) مورد استفاده قرار گرفت )5(. براي تهیه مایه باکتري از محلول 
استاندارد مک فارلند نیم استفاده گردید و بعد از کشت باکتري، مقداری از 
کلونی باکتری بوســیله آنس برداشته و در سرم فیزیولوژی استریل حل شد 
و میزان باکتري موجود در آن با محلول اســتاندارد مک فارلند نیم تنظیم 

گردید. تمامي مراحل در زیر لامینار هود انجام گرفت. 
بعد از تهیه محلول باکتري، با ســواب اســتریل محلول هم زده شد و 
بعد از آبکشــی کردن سواب، به محیط کشت مولر هینتون آگار انتقال داده 
شد. برای تهیه دیســک های حاوی زهر خام، ابتدا یک میلی گرم زهر خام 
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زنبور عســل در یک میلی لیتر از آب مقطر اســتریل حل شد و در دمای 4 
درجه ســانتی گراد قرار گرفت و ســه حجم 25، 35 و 45 میکرولیتر از این 
محلول به دیسک های خام کاغذی آنتی بیوگرام 5 میلی متر اضافه گردید. 
همچنین دیســک آنتی بیوتیک جنتامایســین 1۰ میکروگرم نیز به عنوان 
کنترل مثبت )آنتي بیوتیکي که مانع از رشــد باکتري مي گردد، در مقایسه 
با زهر زنبور عســل( در محیط کشت قرار گرفت. بعد از کشت، دیسک های 
کاغذی )در ســه غلظت از زهر خام و فراکسیون های حاصل از آن( بر روی 
محیط کشــت و در فواصل مناســب قرار داده شد. پلیت ها در انکوباتور 37 
درجه سانتی گراد قرار گرفت و بعد از 24 تا 48 ساعت، قطر هاله ممانعت از 
رشــد اطراف هر دیسک اندازه گیری شد. مراحل بالا برای بررسی اثرات ضد 
باکتریائي فراکسیون های حاصل از زهر زنبور عسل پس از ژل کروماتوگرافی 

تکرار گردید.
برای ارزیابــی اثرات ضد باکتریائــي تأثیر متغیر زهر زنبور عســل در 
سه ســطح و فراکســیون اول و فراکسیون دوم در ســه حجم بر میانگین 
ممانعت از رشد باکتری های مورد آزمایش و همچنین دیسک آنتی بیوتیک 
جنتامایســین در محیط کشت باکتری از نرم افزار آماری SPSS و از آزمون 
آنالیــز واریانس دوطرفه )two-way ANOVA) اســتفاده شــد. نحوه تأثیر 
ســطوح این دو عامل بر ممانعت از رشــد باکتری، با اســتفاده از میانگین 
حاشیه ای (marginal means) این متغیرها در حجم های مختلف هر یک از 
عوامل مطالعه گردید. در مواردی که ســطح معنی داری در هر دو عامل زهر 
زنبور عســل و حجم در سطوح ذکر شــده در ممانعت از رشد باکتری با اثر 
دیســک آنتی بیوتیک جنتامایسین به عنوان کنترل مثبت مشاهده گردید، 

با استفاده از آزمون تعقیبی دانکن به بررسی این دو عامل پرداخته شد. 

نتایج
مقدار پروتئین موجود در محلول زهر خام زنبورعسل، به روش پروتئین 
 mg/ml ،با توجه به فرمول ارائه شــده در نمودار استاندارد Lowry ســنجي

3/6 بدست آمد.
با اســتفاده از ژل کروماتوگرافی تعداد 4 پیک )4 فراکســیون( از زهر 
زنبور عسل بدســت آمد و نمودار مربوط به آن رسم گردید )شکل 1(. این 
فراکســیون ها همراه با زهر خام زنبور عسل برای انجام تست تعیین اثرات 

آنتی باکتریال، به کار برده شدند.
نتایج حاصل از تســت تعیین اثرات آنتی باکتریال بر روی باکتری های 
ســالمونلا تیفی موریــوم، بورخولدریا مالئــی، بورخولدریا ســودومالئی، 
سودوموناس آئروژینوزا و اشریشیا کولی در دو عامل زهر خام و فراکسیون های 
اول و دوم حاصل از آن در 3 حجم 25، 35 و 45 میکرولیتر نشــان داد که 
زهر زنبور عســل بر روی ممانعت از رشد باکتری های سالمونلا تیفی موریوم 
و اشریشــیا کولی اثر مهاري دارد )شکل 2( و در میان 4 فراکسیون بدست 
آمده فقط دو فراکســیون اول بر روی ممانعت از رشد باکتری ها اثر مهاري 
داشتند )شــکل 3(. هاله ممانعت از رشد اطراف دیسک ها بوسیله کولیس، 
اندازه گیری شــد و نتایج آن در شــکل هاي 5 و 6 آورده شده است. این در 
حالی بود که این زهر و فراکسیون های حاصل از آن بر روی سایر باکتری ها 
)بورخولدریــا مالئی، بورخولدریا ســودومالئی و ســودوموناس آئروژینوزا( 

تأثیری نداشتند )شکل 4(.
در ســه نوع باکتــری بورخولدریا مالئــی، بورخولدریا ســودومالئی و 
ســودوموناس آئروژینوزا در هیچ یک از دو تکرار آزمایش، ممانعت از رشــد 
باکتری در اطراف نمونه های آزمایشــی در گروه زهر خام و فراکسیون اول و 

 G-50 شکل 1- ژل کروماتوگرافی 100 میلی گرم زهر خام زنبور عسل با استفاده از سفادکس 
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شکل 2- هاله ممانعت از رشد باکتری هاي سالمونلا تیفی موریوم )راست( و اشریشیا کولی )چپ( توسط مقادیر مختلف زهر خام زنبور 
عسل و آنتي بیوتیک جنتامایسین

شکل 4- هاله ممانعت از رشد باکتری های بورخولدریا مالئی، بورخولدریا سودومالئی و سودوموناس آئروژینوزا توسط مقادیر مختلف 
زهر خام زنبور عسل و آنتي بیوتیک جنتامایسین

شکل 3- هاله ممانعت از رشد باکتري سالمونلا تیفی موریوم، توسط مقادیر مختلف فراکسیون اول )راست( و فراکسیون دوم )چپ( زهر 
خام زنبور عسل و آنتي بیوتیک جنتامایسین
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دوم مشاهده نگردید. به این ترتیب زهر خام زنبور عسل و فراکسیون اول و 
دوم آن در باکتری های نوع 1 تا 3 خاصیت آنتی باکتریال ندارد.

 
 بررسی آماری اثرات متغیر زهر در سه سطح زهر خام، 

فراکسیون اول و دوم و سه حجم 25، 35 و 45 میکرولیتر بر روی 
باکتری های مورد آزمایش

باکتری های بورخولدریا مالئی، بورخولدریا سودومالئی و 
سودوموناس آئروژینوزا

در ایــن باکتری هــا در اطراف نمونه هــای آزمایشــی، در هیچ یک از 
گروه های زهر خام و فراکســیون اول و دوم زهر و همین طور در سه حجم 

25، 35 و 45 میکرولیتر، هاله ای مشاهده نگردید. با توجه به این که صحت 
اجرا به کمک گروه کنترل مثبت ارزیابی شــده است، می توان گفت که زهر 
خام زنبور عسل و فراکسیون اول و دوم آن بر روی باکتری بورخولدریا مالئی 
خاصیت آنتی  باکتریال ندارد و بیان کننده عدم تأثیر هر دو متغیر زهر زنبور 
عسل در سه سطح مورد بررســی و همچنین متغیر عامل حجم در هر سه 

سطح خود بر محیط کشت باکتری است. 

باکتری اشریشیا کولی و سالمونلا تیفی موریوم
آزمون آنالیز واریانس دوراهه برای بررسی تاثیر دو عامل زهر و حجم زهر 
بر میانگین ممانعت از رشــد باکتری اشریشیا کولی و سالمونلا تیفی موریوم 

شکل 5- میانگین حاشیه ای ممانعت از رشد باکتری اشریشیا کولی در سطوح مختلف عامل زهر و عامل حجم زهر

شکل 6- برآورد میانگین حاشیه ای ممانعت از رشد باکتری سالمونلا تیفی موریوم در سطوح مختلف عامل زهر و عامل حجم زهر
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سطح P<۰/۰5 معنی دار خواهند بود )شکل 5 و 6(. بنابراین می توان گفت 
هریــک از اثرات اصلــی نوع زهر و حجم زهر بر میانگین ممانعت از رشــد 
باکتری در سطح P<۰/۰5 معنی دار است. اگر چه بر اساس مجموع مربعات 
بدســت آمده می توان استنباط نمود که نوع زهر نسبت به حجم زهر عامل 
بســیار مهم تری در تغییرات مشاهده شده در متغیر پاسخ است )این عامل 
براي باکتری اشریشــیا کولي 87 درصد کل تغییرات مشاهده شده و براي 
باکتری سالمونلا تیفی موریوم 93 درصد کل تغییرات مشاهده شده را تبیین 
می کنــد(. از طرفی اثر متقابل نــوع زهر و حجم زهر بر میانگین ممانعت از 
رشد باکتری بســیار ناچیز است )حدود 4 درصد از کل تغییرپذیری متغیر 
پاســخ براي باکتری اشریشــیا کولي و حدود 2 درصد از کل تغییرپذیری 

نشان دهنده این است که با توجه به نتیجه بدست آمده به ترتیب 96 درصد 
و 98 درصد تغییرات مشاهده شده در ممانعت از رشد باکتری توسط اثرات 
اصلــی عامل زهر و عامل حجم زهر قابل تبیین اســت. از آن جایی برای هر 
دو تکرار آزمایش در هر یک از سطوح نوع زهر و حجم زهر مقادیر یکسانی 
مشــاهده گردید، اثر مؤلفه خطا، صفر بدســت آمده است. بنابراین در این 
شــرایط قادر به محاسبه مقدار آماره F و همینطور میزان معنی داری اثرات 
نیســتیم. اگر مدل آنالیز واریانس دوطرفه برازش )مناسب سازی( داده شده 
را بدون حضور اثر متقابل نوع زهر و حجم زهر مجدداً برازش دهیم، مجموع 
مربعات بدســت آمده برای اثر متقابل نوع زهــر و حجم زهر با مؤلفه خطا 
مخلوط می شــود. در این صورت اثرات اصلی عامل نوع زهر و حجم زهر در 

شکل 7-  نتیجه آزمون تعقیبی دانکن در مورد باکتری اشریشیا کلی

شکل 8-  نتیجه آزمون تعقیبی دانکن در مورد باکتری سالمونلا تیفی موریوم
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شکل 9- اثر متقابل زهر و حجم زهر بر میانگین ممانعت از رشد باکتری اشریشیا کلی

شکل 10-  اثر متقابل زهر و حجم زهر بر میانگین ممانعت از رشد باکتری سالمونلا تیفی موریوم

متغیر پاسخ براي باکتری سالمونلا تیفی موریوم را تبیین می کند(.
آزمون تعقیبی دانکن برای مقایسه میانگین ممانعت از رشد باکتری در 
سطوح مختلف هریک از عوامل زهر و حجم زهر برای باکتری هاي اشریشیا 
کولی و سالمونلا تیفی موریوم انجام شد و نشان داد که کدام یک از سطوح 
مختلف نوع زهر و حجم زهر بر میانگین ممانعت از رشــد دو باکتری تاثیر 

معنی داری داشته اند، که نتایج آن در شکل هاي 7 و 8 آورده شده است.
در عامل زهر، میانگین ممانعت از رشــد باکتری در هر ســه سطح زهر 
خام و فراکسیون اول و دوم اختلاف معنی داری داشتند. به علاوه با افزایش 
حجــم زهر میانگین ممانعت از رشــد باکتری ها به طور معنی داری افزایش 

یافت )شکل هاي 9 و 1۰(.

بنابراین با توجه به نتایج بدســت آمده دو فرض اصلی پژوهش مبنی بر 
وجود خاصیت آنتی باکتریال برای زهر خام و فراکســیون اول و دوم آن در 
باکتری اشریشیا کولی و ســالمونلا تیفی موریوم تأیید می شود. اگرچه زهر 
خام زنبور عســل دارای بیش ترین آنتی باکتریال و فراکسیون دوم آن دارای 

کم ترین خاصیت آنتی باکتریال است.

بحث
اغلب پپتیدهــای آنتی باکتریال دارای خصوصیاتي از جمله ســاختار 
خطی، زنجیره کوتاه، بار الکتریکی مثبت و قابلیت تبدیل شــدن به مارپیچ 
آلفا در زمان واکنش می باشــند. فعالیت اکثــر پروتئین های آنتی باکتریال 
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به صورت دخالت در نظم و به هم ریختگی غشــاء فســفولیپیدی و یا نفوذ 
به درون ســلول پاتوژن از طریق ایجاد کانال هایی در غشا مطرح می گردد. 
پایه تمامی این فعالیت ها واکنش الکترواستاتیک بین غشاء سلول پاتوژن و 

پپتیدهای آنتی باکتریال می باشد. 
با توجه به اینکــه مقاومت باکتریایي در برابر آنتی بیوتیک های رایج در 
حال افزایش مي باشد و آمار بیماری و مرگ و میر ناشی از آن قابل ملاحظه 
است، ایده اســتفاده از یک آنتی بیوتیک هاي طبیعی )مانند ملیتین( جهت 
درمــان بیماري هاي باکتریایي مطرح گردید. اثرات آنتی باکتریال زهر زنبور 
عســل و فراکسیون های حاصل از آن شــواهدی را فراهم نمود که مشخص 
گردید زهر زنبور عســل بر باکتری اشریشیا کولی و سالمونلا تیفی موریوم 
مؤثر می باشد. همچنین زهر خام زنبور عسل و فراکسیون های مورد آزمایش 
در این پژوهــش بر روی باکتری های بورخولدریا مالئی، بورخولدریا ســود 
مالئی و ســودوموناس آئروژینوزا در محیط کشت باکتری اثر نداشت و هیچ 

گونه ممانعت از رشد باکتری در محیط کشت دیده نشد. 
با فراکسیونه کردن زهر زنبور عسل در این تحقیق و مقایسه آن با سایر 
 )F2 و F1( تحقیقات انجام گرفته، به نظر می رسد که فراکسیون های ابتدایی

شامل ترکیباتی چون ملیتین و فسفولیپاز باشند )1 و 8(.
در ســال 2۰11 یون و همکارانش با به کار گرفتن ملیتین از پانکراتیت 
حــاد به عنوان یکی از بیماری های عفونی جلوگیری کردند. در این مطالعه، 
 ملیتین از زهر زنبور، بدســت آمده بود. مرحله اول این تحقیق تســت های

in vitro بــود تا براســاس نتایــج آن در مطالعه in vivo اســتفاده گردد. 
باکتری های مورد بررســی، هر کدام نماینده مناسب از دسته گرم مثبت ها، 
گرم منفی ها و دســته فرصــت طلب ها یعنی به ترتیب، اســتافیلوکوکوس 
اورئوس، اشریشــیا کولی و سودوموناس آئروژینوزا بودند. نتایج بدست آمده 
نشان داد زهر زنبور عســل )حاوی ملیتین( می تواند بر هر سه نوع باکتری 
بخصوص اشریشــیا کولی اثر تخریبی داشته باشد و تعداد زیادی از آن ها را 
نابود کند )2۰(. به طور مشابه در تحقیق حاضر نیز ثابت شد که این زهر بر 

روی ممانعت از رشد باکتری اشریشیا کولی تأثیر دارد. 
اشریشیا کولی به عنوان یک باکتری گرم منفی دارای دو غشاء خارجی 
و داخلی از جنس فســفولیپید مي باشد و پیچیدگی زیادی ندارد. به همین 
دلیل اثر ضد باکتری ملیتین بر آن، بیشــتر بوده اســت. در نگاه اول به نظر 
می رســد که اســتافیلوکوکس اورئوس از دیگر باکتری ها نسبت به ملیتین 
مقاوم تر باشد و دلیل این موضوع می تواند وجود لایه های پلی ساکاریدی با 

نفوذپذیری کم در اطراف باکتری سودوموناس آئروژینوزا باشد )11(.
ســاهایاریچ و همکارانــش در ســال 2۰۰6 بــر روی زهر دو حشــره 
)Rhynocoris catamirus  و Marginatus brevipennis( کــه نوعــی آفت 
غلات محســوب می شوند تحقیقاتی انجام دادند. نتایج این بررسی مشخص 
کرد که زهر این دو حشــره دارای اثرات آنتی باکتریال می باشــد و بر روی 
باکتری هایی چون سالمونلا تیفی موریوم و اشریشیا کولی اثرات قابل توجهی 
دارد. نتایج این تحقیق با نتایج حاضر هم گرایی دارد و تثبیتی بر اثرات آنتی 

باکتریال پپتیدهای موجود در ساختار سموم طبیعی است )19(. 
همانطور که مشاهده شد هر چه غلظت زهر بیشتر شود اثرات ممانعت 
از رشــد باکتری آن نیز بیشتر می گردد. این تأثیر در موارد زیادی به اثبات 
رســیده است که نتایج آن تأیید کننده اثر سم با غلظت بیشتر آن می باشد 

.)16(

دو توکسین پپتیدی با نام لایکوتوسین 1 و 2 با فعالیت آنتی باکتریال از 
ســم عنکبوت Lycosa carolonensis جدا شده است. این دو پپتید با انجام 
واکنش الکترواســتاتیک با غشــاء لیپیدی پاتوژن و ایجاد اختلال در نظم 
فســفولیپیدهای آن منجر به جلوگیری از رشد باکتری هایی چون اشریشیا 
کولی می گردد که به نظر می رســد همچون زهر زنبور عســل دارای آنزیم 

فسفو لیپاز A2 می باشد )2۰(.
از مهم ترین مکانیسم  های اثر آنتی بیوتیک ها اعمال اثر بر پوشش باکتری 
می باشــد. دانشمندان ضمن مطالعات انجام شده روی زهر از منابع مختلف 
و متعدد مشــخص نمودند که هدف اولیــه پپتیدهای آنتی باکتریال موجود 
در زهر، غشــاء سیتوپلاسمی باکتری می باشــد. پپتیدهای آنتی باکتریال با 
ایجاد کانال هایی در غشای سلولی و یا بر هم زدن نظم فسفولیپدهای غشاء 
وظایف متعدد آن را که برای حیات باکتری ضروری می باشــند، تحت تاثیر 
می گذارند و به این طریق مرگ ســلول باکتری را باعث می شــوند. بخشی 
از تفــاوت در اثر این پپتیدها به علت اختلاف موجود در پوشــش ســلولی 
باکتری ها می باشــد و از آنجا که این پوشــش در باکتری های گرم مثبت از 
اجزای کمتری در مقایســه با باکتری های گرم منفی تشــکیل شده است، 
این پپتیدها برای اثر بر باکتری های گرم منفی باید قدرت بیشــتری داشته 

باشند )18(.
با توجه به حجم های انتخاب شده در این تحقیق، زهر خام زنبور عسل 
دارای اثر آنتی باکتریال مؤثرتر از فراکسیون های آن در این تحقیق می باشد 
و کاهش چشم گیري در ممانعت از رشد باکتری در حجم 45 میکرولیتر در 
زهر خام و فراکســیون های حاصل از آن دیده می شود. هم چنین دیده شد 
که اثر حجم در ممانعت از رشــد باکتری توسط زهر خام و فراکسیون های 
اول و دوم دارای اهمیــت اســت و در حجم های بالاتر میزان بیشــتري از 

ممانعت از رشد باکتری مشاهده مي شود.

نتیجه گیری
یکی از مکانیســم های اثر آنتی بیوتیک ها، اعمال اثر بر پوشش باکتری 
می باشــد. دانشــمندان مشــخص نمودند که هدف اولیه پپتیدهای آنتی 
باکتریال موجود در زهر غشــای سیتوپلاسمی باکتری است. در این بررسی 
زهر زنبور عســل به دلیل وجود فعالیت های آنتی باکتریال انتخاب شد و با 
توجه به روش های کروماتوگرافی فراکسیون های مختلف در آن خالص سازی 
و جدا ســازی گردید. بــا توجه به حجم های انتخاب شــده، زهر خام زنبور 
عسل دارای اثر آنتی باکتریال مؤثرتر از فراکسیون های آن می باشد و کاهش 
چشــم گیري در ممانعت از رشــد باکتری در حجم 45 میکرولیتر در زهر 
خام و فراکســیون های حاصل از آن دیده می شــود. اثــر حجم در ممانعت 
از رشــد باکتری توســط زهر خام و فراکســیون های اول و دوم مؤثر است 
و در حجم های بالاتر میزان بیشــتري از ممانعت از رشــد باکتری مشاهده 

مي شود.
کاربردهای زهر به جز در موارد پزشــکی، هنوز شــناخته شده نیست. 
اســتفاده از تزریقات زهر خالص و اثرات نیش در کشورهای غربی به عنوان 
جایگزین روش دارویی که اغلب همراه با اثرات جانبی متعدد همراه اســت، 
افزایــش می یابد. به همین دلیل، این مــاده به طور اختصاصی برای التهاب 
مفاصل )آرتریت( و دیگر التهابات رماتیســمی اســتفاده می شود )2(. چون 
زهــر زنبور هم تأثیر موضعی و هم عمومی دارد، جایگاه درســت تزریقات، 
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نیش ها و دزها خیلی مهم می باشند، چون در موارد درمان نادرست، ممکن 
اســت کل بدن دچار تورم، تورم عروقی منتشــر، بروز اشــکال در تنفس و 
آنافیلاکسی شدید همراه با شوک و سقوط فشار خون شود. بنابراین، درمان 

با زهر زنبور باید به طور کامل آموزش داده شود. 
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