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چکیده:

زنبورعسل اروپایی نقش حیاتی در اقتصاد و تولید محصولات 
کشـاورزی بـا کمـک بـه گرده افشـانی و تولیـد عسـل، مـوم، گرده، 
پروپولیـس، ژله شـاهانه و سـایر محصـولات خود در جهـان بازی 
نشـان   1940 سـال  از  موجـود  تحقیقـات  بااین حـال،  می کنـد. 
می دهـد حیـات و فعالیـت زنبورعسـل توسـط انـواع مختلفـی از 
عوامـل بیمـاری زا تحـت تأثیـر قرارگرفتـه اسـت به طوری کـه در 

حـال حاضـر ایـن عوامـل بیمـاری زا ازجملـه ویروس هـا به عنوان 
یـک تهدیـد بـرای حیـات زنبورعسـل و تولیـدات کشـاورزی در 
سـطح جهـان مطـرح هسـتند. برخـی از ایـن ویروس هـا اهمیـت 
حـاد  فلـج  ویـروس  ازجملـه  دارنـد  شـدیدتری  بیماری زایـی  و 
 ،)ABPV( حـاد  زنبورعسـل  فلـج  ویـروس   ،)IAPV( اسـرائیل 
ویـروس زنبورعسـل کشـمیر )KBV( و ویروس دفرمه شـدن بال 
)DWV(، از ویروس هایـی هسـتند کـه شـیوع بیشـتری دارنـد و 
تلفـات سـالانه ناشـی از آن هـا در برخی از مناطق اروپا و آسـیا نیز 
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گزارش شـده اسـت، هرچنـد تلفـات سـالانه متفـاوت بوده اسـت. 
بـدون   )1396-1397 دوره  )در  زنبورسـتان   50 مطالعـه  ایـن  در 
 RT-PCR روش  از  اسـتفاده  بـا  بیمـاری  از  علائمـی  هیچ گونـه 
مـورد ارزیابـی قـرار گرفتنـد. نمونه هـا از شهرسـتان های مختلف 
بـا  هـا  نمونـه  آزمایـش  بـود.  کردسـتان جمع آوری شـده  اسـتان 
روش RT-PCR نشـان داد کـه از 50 زنبورسـتان موردمطالعـه، 
27 زنبورسـتان )54%( بـه ویـروس IAPV و 2 زنبورسـتان )4%( به 
ویـروس KBV آلـوده بودنـد. بـا توجـه بـه اینکـه ایـن ویروس هـا 
بـرای اولیـن بـار از اسـتان کردسـتان گزارش مـی گردنـد ضروری 
اسـت تمهیـدات لازم در خصـوص جلوگیـری از گسـترش هـر چـه 

بیشـتر ایـن ویروس هـا بـه عمـل آیـد.
ویـروس فلجـی حـاد اسـرائیلی، ویـروس  کلمـات کلیـدی: 

زنبورعسـل ملیفـرا،  آپیـس   ،RT-PCR زنبورعسـل،  کشـمیر 

مقدمه

ابتـلا بـه بیماری هـای مختلـف از فـرم خفیـف تا حـاد می تواند 
منجـر بـه کاهـش تولید عسـل، موم و ... یـا مرگ لارو و شـفیره ها 
مانـدن  خالـی  و  زنبـوران  دسـته جمعی  فـرار  موجـب  یـا  شـود 
کندوهـا گـردد)Sarwar, 2016( ویروس های زنبورعسـل معمولاً 
لارو یـا شـفیره را آلـوده می کننـد امـا علائـم بیمـاری معمـولاً در 
گـرده  بـا  ویروس هـا  از  بسـیاری  اسـت.  مشـهود  بالـغ  زنبـوران 
جمع آوری شـده و ژله تولیدشـده توسـط زنبوران پرستار با تغذیه 
لاروهـا درکلنـی توسـعه پیـدا می کننـد. ویروس هـای زنبورعسـل 
بـه دو فـرم افقـی)از زنبـور بـه زنبـور( و عمـودی )از زنبـور ملکه به 
فرزنـد( منتقـل می شـوند)Chen, 2011(. چندیـن ویـروس در 
گـرده و عسـل شناسایی شـده اند و ایـن ویروس هـا از طریـق گرده 
و عسـل بـه ملکـه منتقـل و سـپس ایـن ویروس هـای بیمـاری زا 
از تخـم تولیدشـده از ملکـه بـه نسـل های بعـد منتقـل می شـوند 
)Singh et al., 2010(.  انـگل خارجـی واروا دکسـتراتور یکـی 
زنبورعسـل  ویروس هـای  انتقال دهنـده  عوامـل  مهم تریـن  از 
 .)Nazzi & Le Conte, 2016( اسـت IAPV و KBV ازجملـه
ویروس فلجی حاد اسـرائیلی )IAPV( سـومین عفونت ویروسـی 
رایـج درکلنی هـای زنبورعسـل بعـد از DWV و BQCV اسـت 
ویـروس  ایـن  ژنتیکـی  توالـی  بررسـی   .)Chen et al., 2014(
نشـان داد کـه IAPV عضـو دیگـری از خانـواده دیکسـتروویریده 
 Maori et( دارد   ABPV و   KBV بـه  زیـادی  شـباهت  و  اسـت 
al., 2007( . جـدا از رابطـه نزدیـک ژنتیکـی آن هـا، چند ویژگی 
زندگـی  اولیـه  مرحلـه  در  حضـور  ازجملـه،  مشـابه  بیولوژیکـی 
میزبـان، حدت کم اما شـیوع گسـترده بـدون علامـت در میزبان و 

در مقابـل، دارای حدت بسـیار زیاد در آلودگـی تجربی در میزبان 
هسـتند )IAPV.(de Miranda et al., 2010  در کلیـه مراحـل 
رشـد زنبورعسـل و همچنیـن در هـر دو جنـس قـادر بـه فعالیت و 
ایجـاد بیمـاری اسـت، مطالعـات مرتبط بـا تمایل بافتـی ویروس 
نشـان داده اسـت تمرکـز ویـروس در روده، بافـت عصبـی و غـده 
بزاقـی تحت فکـی زنبـور اسـت لیکـن تمرکـز بیشـتر آن بـر روده 
اسـت لـذا انتقـال ویـروس از طریـق مدفـوع بـه قطعیـت رسـیده 
اسـت در ضمـن تشـخیص ویـروس در گـرده و عسـل نیـز امـکان 
انتقـال از طریـق غـذا را مسـجل کـرده اسـت. جداسـازی ویروس 
از غـده بزاقـی تحت فکـی و ترشـحات ژلـه رویـال امـکان انتقـال 
 Chen( ویـروس بـه لاروهـا را از طریق زنبوران پرسـتار ثابت می کنـد
et al., 2014(. جداسـازی ویروس از تخمدان های ملکه، کیسـه 
ذخیـره اسـپرم ملکـه، منـی زنبـور نـر و تخـم نیـز انتقـال عمودی 
ویـروس را قطعـی کرده اسـت )Chen et al., 2014(. در آلودگی 
طبیعـی کلنی هـا بـه IAPV، علائـم ظاهـری مشـاهده نمی شـود 
ولـی مداخلـه عوامـل اسـترس زا ماننـد مایـت واروا، کمبـود مواد 
غذایـی و اسـترس فصل زمسـتان، منجـر به ضعف قـدرت دفاعی 
کلنـی، مرگ سـریع و وسـیع زنبوران، فلجـی پیش رونده، لرزش، 
ناتوانـی در پرواز، تیره شـدن تدریجی رنگ بدن و از دسـت دادن 
مـوی قسـمت های سـینه و شـکم از دیگـر علائـم آلودگـی کلنی به 
)de Miranda et al., 2010(. مطالعـات  ایـن ویـروس اسـت 
انجام شـده نشـان داده اسـت کـه فعالیـت ایـن ویـروس در لاروهـا 
نسـبت بـه زنبـوران بالغ بیشـتر اسـت و کلنی های قـوی در مقابل 
ضعیـف  کلنی هـای  لیکـن  می دهنـد  نشـان  مقاومـت  بیمـاری 
قـادر بـه طـی فصـل زمسـتان نیسـتند، فصـل در ظهـور بیمـاری 
درکلنی هـای قـوی تأثیـر معنـی داری نـدارد لیکـن درکلنی هـای 
ضعیـف فصـل تأثیـر معنـی داری دارد به طوری که شـدت بیماری 
از بهـار بـه سـمت زمسـتان شـدت می یابـد و اوج آن در زمسـتان 
 Chen et al.,( اسـت کـه می توانـد منجـر بـه مـرگ کلنـی گـردد
در  زیـادی  بسـیار  گسـترش   )KBV( کشـمیر  ویـروس   .)2014
اسـترالیا و آمریـکا دارد به طوری کـه بومـی آن مناطـق محسـوب 
دیگـر  دیکستروویروسـهای  از  بسـیاری  ماننـد  لیکـن  می شـود 
اسـت)  گزارش شـده  اروپـا  در  آن  حضـور  از  معـدودی  مـوارد 
KBV.(Berényi et al., 2006 بـا تیتـر بسـیار پاییـن درکلنـی 
هـای به ظاهـر سـالم وجـود دارد تـا زمانـی کـه عوامـل اسـترس زا 
باعـث تکثیـر سـریع ایـن ویـروس درکلنـی شـده و منجر بـه مرگ 
KBV در تمـام مراحـل رشـد زنبورعسـل  کلنـی خواهنـد شـد. 
دارد  وجـود  بیمـاری  علائـم  هیچ گونـه  بـدون  آشـکار  به صـورت 
)Shen et al., 2005(. جداسـازی KBV از غـذا، عسـل، گـرده، 
ژلـه رویـال و مدفـوع امـکان انتقـال از طریـق غذا را تائیـد می کند 
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)de Miranda et al., 2010; Shen et al., 2005(. جداسـازی 
ژنـوم KBV از مایـت واروا و غـده بزاقـی آن، نقـش ایـن میزبـان 
 Shen et al.,( مکانیکـی را در انتقـال ایـن ویـروس ثابت می کنـد

 .)2005
ازلحـاظ  برخـوردار  اسـتان های  از  یکـی  کردسـتان  اسـتان 
پرورش زنبورعسـل اسـت و در رتبه سـیزدهم کشـوری قرار دارد و 
بر اسـاس برنامه های در دسـت اجـرا باید تعـداد کلنی های موجود 
در اسـتان بـه 500000  کلنـی افزایـش یابـد لـذا ضـرورت دارد کـه 
وضعیت بیماری های ویروسـی در سـطح زنبورسـتان های اسـتان 
مـورد ارزیابـی قـرار گیـرد و هـدف از اجـرای ایـن تحقیـق بررسـی 
میـزان شـیوع بیماری هـای KBV و IAPV در زنبورسـتان هـای 

اسـتان کردسـتان بـه روش RT-PCR بـود.

مواد و روش ها

زنبورسـتان   50 تعـداد  اختیـار  در  امکانـات  بـه  توجـه  بـا 
برابـر  گردیـد.  انتخـاب  تصادفـی  به صـورت  اسـتان  سـطح  در 
دسـتورالعمل سـازمان دامپزشـکی در مراجعه به هر زنبورسـتان 
نمونه بـرداری  زنبورسـتان  در  موجـود  کلنی هـای  درصـد   5 از 
بـه عمـل آمـد)Bokaie et al., 2010(. کلیـه کلنی هـای مـورد 
نمونه بـرداری فاقـد هرگونـه علائمـی از بیمـاری بودنـد لیکـن در 
تاریخچـه آنـان آلودگی به کنـه واروا وجود داشـت. نمونه های هر 

زنبورسـتان مخلـوط و تحـت یـک نمونـه پـس از ثبت مشـخصات 
تـا زمـان انجام آزمایش هـا در دمـای منفی 20 درجه سـانتی گراد 

نگهـداری شـد.

   آماده سازی اولیه نمونه:
 Diethyl نمونه هـا در هاون چینی اسـتریل و با اضافـه کردن
همـوژن   pyrocarbonate )DEPC( - treated Water
از  بـه مـدت 1 دقیقـه سـانتریفیوژ شـد و   g 20000 شـده و در 
 Berényi(اسـتفاده گردیـد RNA سـوپرناتانت بـرای اسـتخراج

.(et al., 2006

:RNA استخراج   
 Jena Bioscience )Biotechnology از کیـت  بـا اسـتفاده 
company in Jena, Germany( از سـوپرناتانت مرحلـه قبـل، 
 RNA اسـتفاده شـد و RNA طبق دسـتورالعمل برای اسـتخراج
استخراج شـده بـه دمای 20- یا 80- سـانتی گراد تـا انجام مراحل 

بعـدی منتقل شـد.

:RT-PCR   
 Rocket Script RT-PCR ایـن مرحلـه با اسـتفاده از کیـت
کیـت  دسـتورالعمل  طبـق  و  جنوبـی  کـره   Bioneer شـرکت  از 

انجـام گردیـد.

خضری و همکاران: مطالعه مولکولی دو ویروس بیماری زای زنبورعسل )KBV,IAPV( در استان کردستان، غرب ایران

Cycle 40

 )Reynaldi et al., 2011( در نمونه ها IAPV برای تشخیص RT-PCR برنامه زمانی

T.

30 m

2 m

15 s

30 s

30 s

7 m

Tim.

48 °C

94 °C

94 °C

48 °C

72 °C

72 °C

 

Reverse transcription

Initial Denaturation

Denaturation

Annealing

Extending

Final Extending
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نتایج ژل الکتروفورز:

نتایـج حاصـل از RT-PCR برخـی از نمونه های مثبت روی ژل 
آگاروز در تصاویر زیر قابل مشـاهده می باشـند. سـتون 1 مربوط به 
لـدر )100bp(، سـتون 2 مربـوط به کنترل مثبت، سـتون 3 کنترل 
کنتـرل  می باشـند.  مثبـت  نمونه هـای  سـتون ها  بقیـه  و  منفـی 
مثبـت بـرای هـر 2 ویـروس در بخـش زنبورعسـل موسسـه رازی 

موجـود بـوده و از آن هـا استفاده شـده اسـت.

نتایج

کلیـه نمونه هـای بـه روش RT-PCR بـرای یافتـن ویروس هـای 
KBV و IAPV موردبررسـی قرار گرفتند. نتایج نشـان داد که میزان 
شـیوع ویروسـی های IAPV،KBV به ترتیـب 54 و 4 درصد بود.

Cycle 40

)Berényi et al., 2006( در نمونه ها KBV برای تشخیص RT-PCR برنامه زمانی

T.

30 m

15 m

30 s

50 s

1 m

7 m

Tem.

50°C

95°C

94°C

55°C

72°C

72°C

 

Reverse transcription

Initial Denaturation

Denaturation

Annealing

Extending

Final Extending

پرایمرهای مورداستفاده برای تشخیص KBV و IAPV در نمونه ها

Reference

)Berényi et al., 2006(

)Reynaldi et al., 2011(

Genome Position

5406-5425
5781-5800

6598-6783

Product Size (bp)

394

186

Sequence (5′-3′)

GATGAACGTCGACCTATTGA
TGTGGGTTGGCTATGAGTCA

5'- aggtgccctatttagggtgagga-3'
5'- cgaagcgagttccgtattgtgtac-3'

Primer

KBV f
KBV r

IAPV-F
IAPV-R

،IAPV نمونه های حاوی ویروس RT-PCR شکل 1: الکتروفورز محصولات حاصل از
چاهک 1: مارکر، چاهک 2: کنترل مثبت، چاهک 3: کنترل منفی، چاهک های 4،5،6،7: جدایه های مثبت

500 bp

200 bp
100 bp

186 bp
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 KBV 5 نمونـه کـه دارای بانـد قـوی بودنـد و بـرای ،IAPV از
هـر دو نمونـه مثبـت بـرای تعییـن توالـی ارسـال گردیـد و نتایـج 

مـورد تائیـد آزمایشـگاه مرجـع قـرار گرفت.

بحث

مدیـد  مدت هـای  بـرای  می تواننـد  ویروسـی  عفونت هـای 
درکلنـی  هـا به صـورت خفتـه و غیرقابـل تشـخیص وجـود داشـته 
باشـند)de Miranda et al., 2010(. مطالعـات متعـددی وجـود 
دارد کـه نشـان می دهـد عوامـل اسـترس زایی کـه موجـب تضعیف 
عفونت هـای  می تواننـد  می شـوند  زنبورعسـل  ایمنـی  سیسـتم 
 Locke( نماینـد  فعـال  را  هـا  درکلنـی  پنهـان  ویروسـی  خفتـه 
 Di Prisco( ایـن عوامـل شـامل حشـره کش ها  .)et al., 2012
et al., 2013(، تنش هـای زیسـت محیطی، عفونت هـا و آلودگـی 
 .)Yang et al., 2008( می باشـند  بیمـاری زا  عوامـل  سـایر  بـا 
همـراه  کلنی هـا  تلفـات  بـا  اغلـب   IAPV و   KBV بیماری هـای 
 Berthoud et al., 2010; de Miranda et al.,( هسـتند 
2010(. مطالعات در دسـترس نشـان می دهـد انتقال IAPV پس 
 Diprisco(از مواجهـه زنبورعسـل بـا مایـت واروا اتفـاق می افتـد
et al., 2011( کـه نشـان دهنده انتقال افقـی بیماری بود در ضمن 
جداسـازی ویروس از دسـتگاه گوارش و مدفوع ملکه نیز این روش 
انتقـال را تائیـد می کـرد لیکن جداسـازی ویـروس از تخمدان های 
ملکـه و اسـپرم زنبـوران نـر انتقال عمـودی ایـن ویـروس را قطعی 
نموده اسـت )Chen et al., 2014(. در سـال 2010  از نمونه های 
درصـد   13 اردن،  منطقـه   10 در  زنبورسـتان   100 از  اخذشـده 

نمونه هـا آلوده بـه IAPV بودنـد)Al-Abbadi et al., 2010(. در 
سـال 2011 بـرای اولیـن بـار وجـود IAPV را در زنبورسـتان های 
 RT-PCR آزمایش .)Formato et al., 2011( ایتالیا گزارش شد
بـر روی 71 نمونـه زنبورعسـل از مناطـق مختلـف ترکیه نشـان داد 
 Özkırım &(بودنـد IAPV کـه 21/1 درصـد نمونه هـای آلوده بـه
Schiesser, 2013(. میـزان شـیوع IAPV در اسـپانیا،  فرانسـه 
اسـت  گزارش شـده  درصـد  و 41  ترتیـب 18، 14  بـه  آرژانتیـن  و 
 Blanchard et al., 2008; Garrido-Bailón et al., 2010;(
Ribiere et al., 2008(. در ایـن تحقیـق بـرای اولیـن بـار وجـود 
بیمـاری IAPV در زنبورسـتان هـای اسـتان کردسـتان در غـرب 
ایـران تائید و میزان شـیوع آن در زنبورسـتانهایی کـه فاقد هرگونه 
سـال  در  گردیـد.  تعییـن  درصـد   54 بودنـد  بیمـاری  از  علائمـی 
KBV   2007, در زنبورسـتان های انگلسـتان گزارش شـده اسـت 
)Ward et al., 2007( درحالی کـه گـزارش وجـود ایـن ویروس در 
ایتالیـا بـه سـال 2011 برمی گـردد )Formato et al., 2011(. در 
و گزارش شـده  KBV شناسـایی  آمریـکا  سـال 2018 در جنـوب 
اسـت)Riveros et al.,2018(. بررسـی زنبورسـتان های فرانسـه 
در سـال 2004 نشـان داد کـه میـزان آلودگـی بـه ایـن ویـروس 17 
درحالی کـه   )Tentcheva et al., 2004( اسـت  بـوده  درصـد 
میـزان آلودگی زنبورسـتان هـای دانمارک را 1 درصد گزارش شـده 
اسـت)Nielsen et al., 2008(. حداد و همکاران )2008( نسـبت 
بـه گـزارش عـدم دسـتیابی در بررسـی زنبورسـتان هـای اردن بـه 
تاکنـون   .)Haddad et al., 2010( کردنـد  اقـدام  ویـروس  ایـن 
گزارشـی دال بـر وجود این ویروس در زنبورسـتان های کردسـتان 
 KBV وجود نداشـته اسـت و در این گزارش میزان شـیوع ویروس

،KBV نمونه های حاوی ویروس RT-PCR شکل 2: الکتروفورز محصولات حاصل از
چاهک 1: مارکر، چاهک 2: کنترل مثبت، چاهک 3: کنترل منفی، چاهک های 4-5: جدایه های مثبت، چاهک های 6-8: جدایه های منفی

500 bp
400 bp

394 bp
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4% بـوده اسـت. محرمـی و مدیر روسـتا )2012( نسـبت به بررسـی 
شـیوع KBV در زنبورسـتان های 23 اسـتان کشـور اقدام کردند و 
نتایج تحقیق نشـان می دهد که زنبورسـتان های 10 اسـتان کشـور 
آلـوده بـه KBV بودنـد و اسـتان کردسـتان در بیـن اسـتان های 
بررسی شـده قرار نداشت ))Moharrami et al., 2012(. قرآنی و 
همـکاران )2017( نیـز عدم آلودگی زنبورسـتان های موردبررسـی 
 Ghorani( در اسـتان کردسـتان به این ویـروس را گزارش نمودنـد
et al., 2017(. بـا توجـه بـه اطلاعـات به دسـت آمده واضـح اسـت 
کـه عفونت هـای ویروسـی درکلنی های موردبررسـی وجود داشـته 
کمبـود  بـه  توجـه  بـا  اسـت  قابل بیـان  نکتـه  ایـن  هرچنـد  اسـت 
امکانـات و مشـکلات موجـود، قطعـاً نمونه هـای جمع آوری شـده 
معـرف کل اسـتان نبوده و تعداد نمونه ها بر اسـاس اصـول و مبانی 
نمی توانـد  به دسـت آمده  نتایـج  و  اسـت  نبـوده  اپیدمیولوژیـک 
گویـای وضعیـت واقعـی اسـتان باشـد. جهـت جلوگیـری از بـروز 
علائـم بیماری هـای ویروسـی در زنبورسـتانها پیشـنهاد می شـود 
از ایجـاد اسـترس و تداخـل در شـرایط طبیعـی زنبورعسـل کـه 

منجـر بـه بـروز علائـم بالینی یـا افزایـش میـزان آلودگی می شـود 
خـودداری شـود و همچنیـن بـه دیگـر عوامـل ماننـد نقل وانتقال 
مـزارع  سم پاشـی  کـه  محل هایـی  در  اسـتقرار  عـدم  بی رویـه، 
در آن هـا انجـام می شـود، عـدم اسـتفاده از تجهیـزات و وسـایل 
زنبورداری به صورت مشـترک بین زنبورسـتان ها، عدم اسـتفاده 
از عسـل یـا گـرده ای )برای سـاختن کیک یـا مکمل هـای غذایی( 
که از منابع یا زنبورسـتان های با منشـأ نامشـخص ازنظر بیماری 
تهیه شـده اند توجـه بیشـتری بـه عمـل آیـد. کامـلاً محتمل اسـت 
کـه ابتـلا کلنی هـا به بیمـاری ویروسـی، فاقـد علائم قابل مشـاهده 
درکلنـی باشـد لذا تبـادل و خریدوفـروش کلنی های زنبورعسـل، 
جمعیت هـا، خریـد و جابجایـی ملکه های زنبورعسـل، تجهیزات 
و وسـایل زنبـورداری از راه هـای انتقـال بیماری هـای ویروسـی 
از نقطـه ای بـه نقطـه ای دیگـر اسـت بنابرایـن بـرای کنتـرل ایـن 
بیماری هـا بایـد نسـبت بـه کنتـرل و نظـارت برایـن امـور تـلاش و 

نظـارت بیشـتری بـه عمـل آید.
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Abstract
The European honey bee, Apis mellifera L. plays a vital role in the global economy and food supply 

by assisting in the pollination and by producing honey, beeswax, pollen, propolis, royal jelly, and other 
hive products. However, honey bees are inevitably subject to infection by a wide variety of pathogens and 
populations of honey bees have undergone marked declines since the 1940s, threatening global agricultural 
production. Some of these viruses are important and serious diseases, including the Israeli Acute Paralysis 
Virus )IAPV(, Acute Bee Paralysis Virus )ABPV(, Kashmir Bee Virus )KBV(, and deformed wing virus 
)DWV(, which are more prevalent. In this study, we evaluated 50 Iranian honey bee apiaries )during the 
period 2016-2017( without symptoms of the disease, by employing reverse transcription-PCR )RT-PCR(. 
Samples were collected from counties of Kurdistan province. Of the 50 apiaries examined, 27)54%( were 
infected by IAPV and 2 )4%( infected by KBV. Since these viruses are reported for the first time in the 
province of Kurdistan, it is necessary to take measures to prevent further spread of these viruses.
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