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چکیده  
زمینه مطالعه: بیماری نوزاد گچی  زنبورعسل یکی از بیماری های دوران نوزادی آن است که در مناطق شمالی ایران شیوع نسبی داشته و در 
برخی مواقع می تواند مشکلاتی برای کلنی های زنبورعسل ایجاد نماید. جهت کنترل و مبارزه با این بیماری از مواد شیمیائی استفاده می شود که 
می توانند وارد محصولات کلنی ها شده و مشکلاتی برای مصرف کنندگان آن ها در پی داشته باشند، لذا بررسی اثرات مواد طبیعی و بی ضرر برای 

زنبورها و مصرف کنندگان فراورده های آن از اولویت ویژه ای برخوردار است. 
هدف: در این بررسی اثرات ضد قارچی باکتری های لاکتوباسیلوس کازئی، لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس و بیفیدوباکتریوم بیفیدوم روی قارچ 

آسکوسفرا آپیس جداسازی شده از کلنی های زنبورعسل مبتلا به بیماری نوزاد گچی مورد ارزیابی قرار گرفت. 
روش کار: باکتری های اسیدلاکتیک در محیط MRS و قارچ آسکوسفرا آپیس در محیط SDAکشت داده شدند و با استفاده از روش های 
Simultaneous Inoculation  ،Agar Spot ،Confrontation Assay ،Overlay assay اثــرات ضــد قارچــی آن هــا روی قــارچ 

آسکوسفرا آپیس بررسی شد. 
نتایج: مشخص گردید که باکتری های لاکتوباسیلوس کازئی و لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس موجب مهار رشد قارچ آسکوسفرا آپیس می گردند 
ولی باکتری بیفیدوباکتریوم بیفیدوم تأثیری در مهار رشد قارچ مذکور نداشت، همچنین مایع روئی عاری از باکتری این باکتری ها موجب مهار رشد 

قارچ آسکوسفرا آپیس نشدند. 
نتیجه گیری نهائی: نتایج این بررسی نشان می دهد که برخی از باکتری های اسیدلاکتیک قادر به مهار رشد قارچ آسکوسفرا آپیس در محیط 
کشت بوده و در صورت مهار رشد این قارچ در داخل بدن نوزادان زنبورعسل، می توانند به عنوان یکی از روش های کمکی در کنترل بیماری نوزاد 
گچی در کلنی های زنبورعسل بکار برده شده و تا حدودی از مصرف مواد شیمیائی و اثرات سوء آن ها بر سلامتی زنبورعسل و مصرف کنندگان 

فراورده های آن بکاهند. 
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زنبوران عســل حشرات اجتماعی اند و ارتباط متقابل آن ها با بشر تاریخچه 

طولانی دارد. انسان فراورده های زنبورعسل از جمله عسل، گرده، موم، ژله 

رویال و زهر را علاوه بر مصارف غذائی، درصنایع داروســازی و آرایشــی و 

صنایع دســتی مورد اســتفاده قرار می دهد. زنبوران عسل فایده بسیار مهم 

دیگری برای بشر دارند که گرده افشانی گیاهان و درختان است.گرده افشانی 

گیاهان نقش بسیار مهمی در سلامتی و تغذیه انسان دارد. بطوریکه  از هر 

سه لقمه غذای انسان یک لقمه آن بطور مستقیم و غیر مستقیم وابسته به 

گرده افشانی توسط حشرات است. زنبوران عسل به عنوان مهمترین گرده 

افشــانها نقش بســیار زیادی در رشد و توسعه کشــاورزی مدرن کل جهان 

دارند، بطوریکه بر اساس تخمین ها، 52 نوع از 115 نوع غذای انسان وابسته 

به نقش زنبورعسل است و بدون وجود زنبورعسل، کاهش 10 الی 90 درصد 

در آن ها اتفاق می افتد)22(. ارزش گرده افشــانی زنبورعســل در کشاورزی 

آمریکا بیش از 14 میلیارد دلار در ســال است)29( و ارزش اقتصادی گرده 

افشانی زنبورعسل در کل جهان در سال  2005  بیش از 153 میلیارد یورو 

بر آورد شــده اســت)10(. ارزش زنبورعسل در گرده افشانی گیاهان طبیعی 

براحتی تخمین زده نمی شود)28(.

 Apis. بیمــاری نوزاد گچی یــک مایکوزیس مهاجم زنبوران عســل

 Ascosphaeraاست که بوســیله قارچ آسکوسفرا آپیس mellifera L

apis  ایجــاد می گردد و منحصراً نوزادان زنبور را تحت تأثیر قرار می دهد. 

بیماری گرچه برای لاروها کشــنده اســت ولی منجر به نابودی یک کلنی 

کامل نمی گردد. اما می تواند باعث کاهش چشــمگیر تعداد زنبورها و تولید 

کلنی با کاهش تولید عســل به میزان 5 الی 37 درصد گردد )15(. بیماری 

نوزاد گچی در حال حاضر در کلنی های زنبورعسل سراسر دنیا یافت می شود 

و نشــانه های وجود دارد که در ســالیان اخیر میزان شیوع آن افزایش یافته 

اســت)16(. بیمــاری نوزاد گچی در زنبوران عســل در ابتدای ســال 1900 

تشــخیص داده شد  و تا آخر نیمه دوم قرن بیستم بطور وسیعی در خارج از 

اروپا مشاهده نگردیده بود)2(.

 Ascosphaera عامل بیماری نوزاد گچی قارچ آسکوســفرا آپیــس

apis    اســت که یک قارچ هتروتالیک می باشــد، بدین معنی که اسپورها 

تولیــد دو نوع میســلیوم متفاوت می کنند که به همدیگر وصل می شــوند. 

اســپورها در داخل توده های کروی شــکل در داخل کیســت های اسپوری 

)اجســام میوه ای( قهوه ای تیره سبز رنگ که حدوداً  60 نانومتر قطر دارند، 

تشــکیل می شوند. اسپورها بســیار مقاوم بوده و حداقل 15 سال عفونت زا 

باقی می مانند. لاروهای زنبور اســپورهای قارچ آسکوسفرا آپیس را همراه 

با غذا می بلعند. اسپورها جوانه زده و میسلیوم ها در داخل محوطه ی روده، 

بویژه در انتهای روده)کور(، شــروع به رشــد می کنند. سپس میسلیوم ها به 

داخل دیواره ی روده لارو نفوذ کرده و نهایتاً انتهای روده را سوراخ می کنند. 

غالباً ناحیه ســر بدون آسیب باقی می ماند. هنگام بروز این اتفاقات، اجسام 

میوه ای قارچ در خارج از بدن لارو تلف شــده تشــکیل می شوند. معمولًا در 

طبیعت انتشــار بیماری نوزاد گچی در داخل یک کلنی محدود اســت، که 

احتمالاًً به دلیل کم بودن تعداد لاروهائیست که با میسلیوم های هر دو سویه 

ی قارچ آلوده می گردند که در این صورت اســپورهای عفونت زا تشــکیل 

نمی شــوند )15 ،2(. بهترین شرایط برای رشد این قارچ در داخل کلنی های 

زنبورعسل رطوبت بالا و عدم تهویه مناسب کندوهاست )14( که این شرایط 

در مناطق شــمالی ایران و زنبورســتانهائی که شرایط بهداشتی و پرورشی 

کلنی ها را رعایت نمی کنند فراهم بوده و میزان شــیوع بیماری نوزاد گچی 

در زنبوزستانهای استان های شمالی کشور بسیار بالاتر از سایر مناطق است. 

بطوریکه در مناطق خشک و نیمه مرطوب ایران شکل بالینی بیماری نوزاد 

گچی  کمتر مشاهده می شود. 

برای کنترل و درمان این بیماری از روش ها و مواد مختلفی استفاده شده 

است ولی با توجه به شیوع پائین بیماری، استفاده از داروهای ضدقارچی در 

کلنی های زنبورعسل چندان مقرون به صرفه نبوده و محققین در جستجوی 

روش های سالمتری می باشند. روش های مدیریتی یکی از روش های سالم 

و مقرون به صرفه در مبارزه و کنترل بیماری های زنبورعسل است که مورد 

توجه زنبورداران و محققین بهداشــت زنبورعسل قرار گرفته است از جمله 

ایــن روش ها می توان به تقویت کلنی های ضعیــف از طریق دادن نوزاد از 

کلنی هــای قویتر، ادغام کلنی های ضعیف با کلنی های قوی، محافظت از 

کلنی ها در برابر شرایط نامساعد جوی، کاهش رطوبت داخل کلنی و تهویه 

مناسب آن ها، نابود کردن قاب های آلوده و حتی کلنی های شدیداً آلوده و از 

بین بردن قاب های کهنه نام برد )39، 33(. علی رغم اثرات نامناســب مواد 

شیمیائی روی بهداشت کلنی های زنبورعسل و آلودگی فراورده های آن ها با 

این مواد و بروز خطراتی در مصرف کنندگان آن ها)9(. مواد شیمیائی زیادی 

جهت کنترل بیماری نوزاد گچی زنبورعسل مورد استفاده قرار گرفته است 

که می توان به تعدادی از آن ها ا ز جمله اسید سوربیک، سدیم پروپیونات، 

متیل پاراهیدروکسی بنزوآت، تیابندازول، بنومیل، گریزوفولوین، نپاجین، 

سیکلوهگزامید، آمفوتریسین ب، نیستاتین، مایکوستاتین، مایکوسیدین و 

سیترال اشاره نمود که در شرایط محیط کشت یا داخل آزمایشگاه و داخل 

کلنی های زنبورعســل مورد استفاده قرار گرفته اند )14(. مشکل اصلی این 

مواد این اســت که هیچکدام از آن ها بر اســپورهای قارچ مؤثر نمی باشند، 

از ســوی دیگر این مواد امکان دارد روی بقا و طول عمر نوزادان و زنبوران 

تأثیر منفی داشته باشند )12( و همچنین منجر به بروز سویه مقاومی از قارچ 

مذکور در برابر داروهای مختلف گردند.در کنار بررســی هائی که روی مواد 

شــیمیائی صورت گرفته اســت توجه زیادی هم به مواد طبیعی و کم خطر 

برای زنبورعســل و مصرف کنندگان فراورده های آن شده است و محققین 

موادی از جمله تیمول، اســیدهای آلی از جمله سالیســیلیک اســید، اسید 

استیک و بره موم زنبورعسل را مورد ارزیابی قرار داده اند )1،21،30(. 
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استفاده از باکتری های اسیدلاکتیک یا پروبیوتیک ها در کنترل و درمان 

بیماری های انسان و دام یکی از روش های میانبر است که با توجه به سالم 

بودن برای مصرف کنندگان و حضور آن ها به عنوان فلور طبیعی دســتگاه 

گوارش انســان و دام بسیار مورد توجه قرار گرفته اند. بررسی های مختلف 

نشــان داده است که این باکتری ها دارای اثرات ضدباکتریائی، ضد قارچی 

)25( و ضد انگلی زیادی می باشند و در صورت رعایت اصول لازم، می توانند 

حتی به عنوان دارو هم مورد اســتفاده قرار گیرند. استفاده از این باکتری ها 

در صنعت زنبورداری ســابقه زیادی ندارد و تنها چند بررســی ابتدائی نشان 

داده اند که باکتری های اسیدلاکتیک جداسازی شده از زنبوران عسل دارای 

اثرات چشمگیری روی عوامل بیماریزای باکتریائی آن از جمله باکتری پنی 

باســیلوس لاروا عامل بیماری لوک آمریکائی می باشند و در صورت اضافه 

کردن به غذای نوزادان زنبورعســل می توانند مانع از رشد باکتری مذکور و 

بروز علائم بیماری گردند )6،8،11،31(.

 در مورد اثر ضد قارچی باکتری های اسیدلاکتیک روی قارچ آسکوسفرا 

آپیس بررسی های معدودی انجام گرفته است. Sabaté و همکاران  در سال 

2009 و Li و همکاران در سال 2012 تعدادی از باکتری های همزیست در 

دستگاه گوارش زنبور عسل را مورد بررسی قرار داده اند که دارای اثرات ضد 

 Mohamed O. M. قارچی روی آسکوســفرا آپیس می باشند.  همچنین

Omar  و همکاران در سال 2014 اثرات آنتی گونیستی برخی از باکتری ها 

از جمله باسیلوس های جداسازی شده از روده زنبوران بالغ بر روی این قارچ 

را بررسی و مشخص نموده اند که  باکتری B. subtilis دارای بیشترین اثر 

ضدقارچی روی آن است. 

با توجه به اثرات ضد قارچی باکتری های اسیدلاکتیک روی قارچ های 

مختلف و اهمیت پرداختن به روش های درمانی جدید و سالم در کلنی های 

زنبور عسل، تصمیم گرفته شد اثر ضد قارچی باکتری های لاکتوباسیلوس 

کازئــی ، لاکتوباســیلوس اســیدوفیلوس و بیفیدوباکتریــوم بیفیدوم روی 

قارچ آسکوســفرا آپیس عامل بیماری نوزاد گچی زنبورعسل مورد ارزیابی 

قرار گیرد و شــرایط امکان بررســی های بیشــتری روی اثرات درمانی این 

باکتری ها، ســایر باکتری های اســیدلاکتیک و پروبیوتیک ها روی عوامل 

بیماریزای نوزادان زنبورعســل در داخل کلنی های زنبورعسل فراهم نموده 

و در نهایت بتوان با تقویت فلور باکتریائی زنبورعسل بیماری های میکروبی 

آن را کنترل یا درمان نمود. 

مواد و روش کار
قــارچ آسکوســفرا آپیــس: ابتدا نمونه هــای از لاروهای گچی شــده 

زنبورعسل که از زنبورستانهای شمال کشور جمع آوری گردیده و در بخش 

تحقیقات بیماری های زنبورعسل و کرم ابریشم موسسه رازی مورد بررسی 

و تأیید قرار گرفته بودند تهیه شد. برای کشت و جداسازی قارچ آسکوسفرا 

آپیس  لاروهای گچی شــده را در شــرایط استریل بصورت پودر در آورده و 

مقداری از آنرا در سطح پلیت های حاوی محیط کشت سابرودگستروز آگار 

پخش نموده و به مدت حداقل 5 شــبانه روز در دمای  C˚25 و شــرایط بی 

هوازی قرار داده تا کلنی های ســفید رنگ قارچ ظاهر شوند سپس پلیت ها 

را در شرایط هوازی قرار داده تا اسپورهای قارچ تشکیل شوند. بعد از ظاهر 

شدن اسپورها ســطح پلیت ها را با مقداری آب معمولی یا سرم فیزیولوژی 

اســتریل پوشــانده و با استفاده از پیپت پاســتور کج یا آنس حلقوی، سطح 

کلنی های قارچ را خراش داده تا اســپورها در آب یا ســرم فیزیولوژی وارد 

شوند. بعد از جدا شدن اسپورهای قارچ از میسیلیوم های آن، مایع حاصله را 

با استفاده از سرنگ استریل جمع آوری نموده و در لوله های آزمایش استریل 

ریخته و تا زمان بررسی های بعدی در یخچال نگهداری شدند)1(. 

باکتری هــای اســیدلاکتیک)LAB(: در ایــن بررســی از باکتری های 

لاکتوباســیلوس  لاکتوباســیلوس اســیدوفیلوس)PTCC NO 1643( و 

)1644 PTCC NO( و بیفیدوباکتریوم بیفیدوم )1608 PTCC NO(کازئی

اســتفاده گردید. این باکتری ها را بصورت لیوفیلیزه از سازمان پژوهشهای 

صنعتی ایران تهیه نموده و طبق دســتورالعمل، برای فعال نمودن آن ها از 

محیط کشت MRS  استفاده گردید و پلیت ها و لوله های حاوی باکتری های 

لاکتوباســیلوس اســیدوفیلوس و بیفیدوباکتریوم بیفیدوم را در شرایط بی 

هوازی و دمای  C˚ 37 و باکتری لاکتوباســیلوس کازئی در شرایط هوازی 

و دمای C˚37 به مدت 24 الی 48 ســاعت  قرار داده شــدند)8(. ســپس از 

محتویات لوله ها کشــت مجدد تهیه نموده و در شــرایط لازم قرار داده تا از 

میزان رشد طبیعی باکتری ها اطمینان حاصل گردد.  

بررســی اثــرات ضد قارچــی باکتری هــای اســیدلاکتیک  روی قارچ 

آسکوسفرا آپیس: برای اینکار از روش های زیر استفاده گردید:

Overlay assay روش  .1

در این روش ابتدا باکتری های اسیدلاکتیک را بصورت دو خط موازی 

به فاصله  cm 1 از هم در ســطح محیط کشــت MRS آگار کشت داده و 

در دمای C˚37 و شــرایط بی هوازی به مدت 24 ســاعت قرار داده تا رشد 

کامل نمایند. ســپس مقدار  ml 1 از محلول  اســپورهای قارچ آسکوسفرا 

آپیس که به روش فوق جمع آوری گردیده است را در ml 10 محیط کشت 

سابرودگســتروز آگار نرم)دمای C˚45( ریخته و بصورت یکنواخت درآورده 

و در ســطح پلیت های واجد باکتری های اسیدلاکتیک ریخته و مدتی صبر 

گردید تا محیط منعقد گردد ســپس به مدت 5 شــبانه روز در شــرایط بی 

هوازی و دمای C˚25 قرار داده و هر 24 ساعت میزان رشد کلنی های قارچ 

آسکوســفرا آپیس اندازه گیری شــد. میزان رشد قارچ نسبت به سطح کل 

پلیت سنجیده شد. معیار سنجش به شکل زیر بوده است)25(.

-= عدم مشاهده مهار رشد

+= عدم رشد قارچ در 0.1 الی 3 درصد سطح پلیت

++= عدم رشد قارچ در 3 الی 8 درصد سطح پلیت

+++= عدم رشد قارچ در بیش از 8 درصد سطح پلیت

مصطفی مرادی و عبدالغفار اونق، اثرات باکتری های اسیدلاکتیک روی قارچ آسکوسفرا آپیس
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ابتــدا  روش  ایــن  در   :Confrontation Assayروش  .2

باکتری های اسید لاکتیک به شکل دو نوار موازی به فاصله cm 1 در سطح 

محیط کشت MRS  آگار کشت داده و در شرایط مناسب به مدت 24 ساعت 

قرار داده شدند، بعد از رشد باکتری های اسید لاکتیک، با استفاده از اسکالپل 

یا آنس نوک تیز به اندازه mm25 از کلنی قارچ آسکوسفرا آپیس را برداشته 

و در وسط دو خط باکتری های اسید لاکتیک قرار داده و به مدت 5 شبانه روز 

در شــرایط بی هوازی و دمای C˚25 قرار داده شد بعد از این مدت پلیت ها 

بررسی شد و میزان رشد قارچ مذکور در مقایسه با گروه های کنترل سنجیده 

شد)3(.

باکتری هــای  ابتــدا  روش  ایــن  در   :Agar Spot روش    .3

اسیدلاکتیک را بصورت نقطه ای در سطح محیط کشت MRS  آگار کشت 

داده و در شرایط مناسب به مدت 24 ساعت قرار داده تا رشد نمایند سپس  

ml 1  از مایه اســپور قارچ را در ml 10محیط کشــت سابرودگستروز آگار 

نرم ریخته و به هم زده تا بطور یکنواخت حل گردد و سپس به آرامی روی 

لکه های باکتری های اسیدلاکتیک ریخته و مدت نیم ساعت صبر نموده تا 

منعقد گردد. سپس پلیت ها را در دمای C˚25و شرایط بی هوازی قرار داده 

و 72 ساعت بعد از کشت قطر هاله ممانعت از رشد قارچ در اطراف لکه های 

باکتری های اسیدلاکتیک اندازه گیری شد. 

روش کشــت توأم Simultaneous Inoculation: در این   .4

روش ابتدا باکتری های اسیدلاکتیک را به میزان  CFU/mL 106 در محیط 

کشــت  MRS  آگار نرم مخلوط نموده و بعد از مخلوط شــدن یکنواخت و 

منعقد شــدن محیط کشت، قارچ آسکوســفرا آپیس را در مرکز پلیت های 

مذکور کشت داده و در دمای C˚30به مدت 48 ساعت قرار داده و بعد از این 

مدت قطر کلنی های قارچ سطح محیط کشت را در گروه های کنترل و تیمار 

اندازه گیری نموده و با هم مقایسه گردید)33(.

تهیه محلول روئی عاری از ســلول)CFCS( باکتری های اسید   .5

 Cell Free Culture( لاکتیک:  برای تهیه محلول روئی عاری از سلول

Supernatant(  باکتری های اســید لاکتیک، آن هــا را در محیط براث 

کشــت داده و بعد از 24 ســاعت کــه باکتری ها بطور کامل رشــد نمودند 

محتویــات لوله هــا را در 5000 دور در دقیقه به مدت 10 دقیقه ســانتریفوژ 

نموده و مایع روئی را از فیلترهای استریل µm 22/ عبور داده تا سلول های 

باکتری و قطعات باقی مانده آن ها جداسازی گردد. مایع صاف شده تا زمان 

استفاده در یخچال نگهداری شد)13(.

) CFS(مایــع روئــی عــاری از ســلول  pH انــدازه گیــری  .6

لاکتوباسیلوســه ا: با اســتفاده از دســتگاه pH مترpH  مایع روئی عاری از 

ســلول لاکتوباســیلوس ها را در دمای C˚20اندازه گیری شد که در جدول 

شماره  ذکر شده اند

بررســی اثــرات ضــد قارچــی مایــع روئی عــاری از ســلول   .7

لاکتوباســیلوس ها روی قارچ آسکوسفرا آپیس: برای اینکار ابتدا  ml 1 از 

محلول مایه اسپور قارچ را در داخل ml 20 از محیط کشت سابرودگستروز 

آگار نــرم )C˚45( ریختــه و بطــور یکنواخــت حل نمــوده و در پلیت های 

شیشــه ای ریخته و مدتی صبر نموده تا بطور کامل منعقد و ســفت گردد. 

 µl  ســپس با اســتفاده از پانچر چاهک هایی را در سطح آگار ایجاد نموده و

100از مایع روئی فاقد سلول باکتری های اسید لاکتیک را در چاهک ها آگار 

ریخته و مدتی صبر نموده تا جذب محیط شوند. سپس پلیت ها را در دمای 

C˚25و شرایط بی هوازی به مدت 5 شبانه روز قرار داده تا قارچ آسکوسفرا 
آپیس رشد نماید. بعد از این مدت قطر هاله ممانعت از رشد اطراف چاهک ها 

با استفاده از خط کش اندازه گیری گردید.

نتایج
pH مایع روئی عاری از سلول)CFS (لاکتوباسیلوس ها: pH مایع روئی 

عاری از سلول )CFS(لاکتوباسیلوس ها در جدول 1 ذکر شده اند. همچنانکه 

در جدول مشــاهده می شــود pH  مایعات روئی عاری از سلول و همچنین 

محلول حاوی باکتری های کاملاًً رشــد کرده در محدوده اسیدی می باشند 

ولی pH  محیط کشت سابرودگستروز آگار 6 بوده و قارچ آسکوسفرا آپیس 

در این محدوده قابل رشد است. 

pH محیط هایــی کشــت مورد اســتفاده: برای بررسی اثرات احتمالی 

تغییرات pH حاصل از رشــد باکتری های اســیدلاکتیک روی قارچ مذکور 

تصمیم گرفته شــد که pH محیط هایی کشت قارچ و لاکتوباسیلوس ها در 

دمای C˚20 اندازه گیری شــود. هدف از این کار این بود که مشخص شود 

که قارچ آسکوسفرا آپیس در چه محدوده ای از pH  رشد می نماید و زمانی 

که باکتری های اسیدلاکتیک رشد نموده و pH محیط به حدود 4 می رسد 

آیا قارچ مذکور قادر به رشد خواهد بود. 

روش Overlay assay: نتایج حاصل از این روش در جدول شــماره 

3 ذکر شــده است. همچنانکه مشاهده می شــود دو باکتری لاکتوباسیوس 

کازئی و لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس در اطراف دو خط موازی کشت مانع 

از رشد قارچ آسکوسفرا گردیده اند ولی با توجه به معیار تأثیر باکتری ها روی 

قارچ هــا به این روش این میزان تأثیر چشــمگیر نبــوده و در حد عدم تأثیر 

در نظر گرفته می شــود و باکتری بیفیدوباکتریوم بیفیدوم مانع از رشد قارچ 

آسکوسفرا آپیس نگردید. 

روش Confrontation Assay: بعــد از اینکه پلیت ها به شــیوه ای 

که ذکر شــد آماده گردید و به مدت 5 شــبانه روز در شــرایط بی هوازی و 

دمای C˚ 25 قرار داده شد، میزان رشد قارچ مذکور در مقایسه با گروه های 

کنترل ارزیابی گردید. بدینصورت که اگر قارچ رشد نموده و تشکیل آسک ها 

را بدهد نتیجه منفی، اگر قارچ رشــد نموده ولی آســک ها تشــکیل نشوند 

+ و اگر در ســطح پلیت هیچگونه پرگنه ای از قارچ مشــاهده نشــود ++ در 

نظر گرفته می شــود. همچنانکه در جدول 4 مشاهده می شود باکتری های 

لاکتوباســیلوس کازئــی و لاکتوباســیلوس اســیدوفیلوس مانــع از رشــد 
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میســلیوم های قارچ آسکوسفرا آپیس نشده اند ولی حتی بعد از چندین روز 

هم از تشکیل آسک ها ممانعت به عمل آورده و سطح پلیت فقط پوشیده از 

میسلیوم های سفید رنگ قارچ بود. باکتری بیفیدوباکتریوم بیفیدوم تأثیری 

روی رشد قارچ آسکوسفرا آپیس نداشته است. 

روش Agar Spot: 5 روز بعد از اینکه  پلیت ها در شرایط بی هوازی 

و دمای C˚ 25 قرار داده شد هر 24 ساعت یکبار آن ها را مورد مشاهده قرار 

داده و قطر هاله ممانعت از رشد اطراف لکه های باکتری های اسیدلاکتیک 

اندازه گیری می شــد و اینکار به مدت 144 ســاعت ادامه پیدا کرد. نتایج در 

جدول 10 ذکر شــده اند. با توجه به اینکه قطر لکه حاصل از کشت و رشد 

باکتری های اســیدلاکتیک در سطح پلیت ها حدود mm 5 می باشد لذا در 

حین اندازه گیری قطر هاله ممانعت از رشــد در اطــراف لکه ها اندازه آن ها 

هم جزو هاله ممانعت از رشد در نظر گرفته می شود.  همانگونه که در جدول 

5 مشــاهده می شود قطر هاله ممانعت از رشد اطراف لکه های باکتری های 

 mm لاکتوباســیلوس کازئی و لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس ابتدا بیشتر از

5 می باشــد که بتدریج این میزان کمتر شــده و در روزهای آخر بررسی در 

لاکتوباسیلوس کازئی به mm 5 رسیده و در لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس 

به طور کامل از بین می رود و قارچ سطح لکه های باکتری را هم می پوشاند. 

باکتری بیفیدوباکتریوم بیفیدوم تأثیر زیادی در مهار رشــد قارچ آسکوسفرا 

آپیس نداشــته و از روز دوم بررســی سطح پلیت و لکه های باکتری توسط 

قارچ پوشــیده شد. این نتایج نشــان می دهد که باکتری های اسیدلاکتیک 

استفاده شــده دارای اثر مهاری روی رشد قارچ آسکوسفرا آپیس می باشند 

ولی این اثر به تدریج از بین رفته و قارچ در نهایت رشد کامل خواهد داشت. 

اما باکتری لاکتوباسیلوس کازئی طی مدت بررسی در محل لکه رشد مانع 

از رشد قارچ گردید.  

مایع روئی عاری از باکتری)CFS(: مایع روئی هیچکدام از باکتری های 

اسیدلاکتیک تأثیری در مهار رشد قارچ آسکوسفرا آپیس نداشتند. 

 

بحث
با توجه به نقش بســیار مهم زنبورعســل در اکوسیستم های گیاهی و 

جانوری، گرده افشانی و تکثیر و تولید بسیاری از گیاهان و درختان، افزایش 

کمیت و کیفیت محصولات کشــاورزی و استفاده وسیع از محصولات آن 

بــه عنوان غذا، دارو و مواد آرایشــی و صنعتی و تأثیر بســیار بالائی که در 

افزایش بهره وری اقتصاد کشــاورزی کشورها دارد، پرداختن به تهدیداتی 

از جمله عوامل بیماریزا و آفات و شکارچیان که زندگی زنبورعسل و نهایتاً 

صنعت زنبورداری کشــور را با مخاطره مواجه می سازند، از اولویت ویژه ای 

برخوردار بوده و محققین باید از روش های مختلف در جهت مبارزه و کنترل 

این عوامل بهره جسته و میزان تلفات کلنی های زنبورعسل را کاهش دهند 

و از ســوی دیگر مواد و روش های مورد اســتفاده در کلنی های زنبور عسل 

علاوه بر سالم بودن برای زنبورها، فاقد کمترین اثر سوء در مصرف کنندگان 

محصولات زنبورعسل باشند. در حال حاضر مؤثرترین روش مبارزه با عوامل 

بیماریزای زنبورعسل مواد شیمیائی و داروهای مختلف است که علی رغم 

تأثیر نسبی روی آن ها موجب بروز مشکلاتی ازجمله بروز سویه های مقاوم 

عوامل بیماریزا در مقابل داروها و ورود مواد شیمیائی به داخل فراورده های 

کلنی ها و بروز عوارض ناخواسته در مصرف کنندگان آن ها می گردند. یکی 

از روش های جدید و مؤثر در مبارزه با عوامل بیماریزای انسان و دام استفاده 

از فراورده های طبیعی است که طی بررسی های مختلف سالم بودن تعدادی 

از آن ها به اثبات رسیده و در حال مصرف در انسان و دام می باشند. 

پروبیوتیک ها و باکتری های اســیدلاکتیک طی بررسی های مختلف 
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.20˚C محلول روئی عاری از سلول باکتری های اسیدلاکتیک در دمایpH .1 جدول

CFS نوعpH

4/10لاکتوباسیلوس کازئی

4/15لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

4/94بیفیدوباکتریوم بیفیدوم

.20 ˚C قبل از کشت باکتری و قارچ در دمای MRS, SDA محیط هایی کشت pH  .2 جدول

pHنوع محیط

SDA6/70

MRS6/20

جدول 3. فعالیت ضد قارچی باکتری های اســیدلاکتیک علیه قارچ آسکوسفرا آپیس در روش 
Overlay assay. -= عدم مشاهده مهار رشد، += عدم رشد قارچ در 0.1 الی 3 درصد سطح 
پلیت،++= عدم رشــد قارچ در 3 الی 8 درصد ســطح پلیت،+++= عدم رشــد قارچ در بیش از 8 

درصد سطح پلیت

میزان تأثیر باکتری اسیدلاکتیک 

++لاکتوباسیلوس کازئی 

++لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

_بیفیدوباکتریوم بیفیدوم 

جدول 4. فعالیت ضد قارچی باکتری های اســیدلاکتیک علیه قارچ آسکوسفرا آپیس در روش 
Confrontation Assay. -عدم مهار رشــد قارچ، + عدم تشــکیل آســک ها، ++ عدم رشد 

میسلیوم و و عدم تشکیل آسک ها.

میزان تأثیرباکتری اسیدلاکتیک

+لاکتوباسیلوس کازئی

+لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

-بیفیدوباکتریوم بیفیدوم

جــدول 5. اثر ضد قارچــی باکتری های اســیدلاکتیک علیه قارچ آسکوســفرا آپیس در روش 
.Agar Spot

)mm(قطر هاله ممانعت از رشد

زمان مشاهده ) Hr(باکتری اسیدلاکتیک

24487296120144

1086655لاکتوباسیلوس کازئی

765300لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

500000بیفیدوباکتریوم بیفیدوم
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نقش بسیار مهمی در کنترل و مبارزه با بیماری های دامی و انسانی داشته 

و در مواردی به عنوان دارو و مکمل داروئی در اختیار مصرف کنندگان قرار 

می گیرند و بتدریج جایگاه ویژه ای در فارماکوپه های پزشکی و دامپزشکی 

باز کرده و هر روز دامنه مصرف آن ها گســترده تر می شود. در سالیان اخیر 

توجه زیادی به امکان استفاده از باکتری های اسیدلاکتیک و پروبیوتیک ها 

در کلنی های زنبورعسل به عنوان روشی برای کنترل و مبارزه با بسیاری از 

عوامل بیماریزا و همچنین مکمل رشد زنبورعسل شده است و در بسیاری 

از تحقیقات اقدام به جداســازی باکتری های اســیدلاکتیک از زنبورعسل 

و بررســی نقش آن ها در مهار رشــد عوامل بیماریزا نموده اند و نتایج قابل 

توجهی را بدست آورده اند.

در ایــن بررســی کــه بــرای اولین بــار در ایــران اثرات ضــد قارچی 

باکتری های اسیدلاکتیک علیه عوامل بیماری های قارچی زنبورعسل مورد 

مطالعه قرار گرفته است باکتری های لاکتوباسیلوس کازئی، لاکتوباسیلوس 

اســیدوفیلوس و بیفدوباکتریوم بیفیدوم باعث مهار رشــد قارچ آسکوسفرا 

آپیس عامل بیماریزای نوزاد گچی زنبورعســل در محیط کشــت شده اند. 

گرچه این میزان مهار رشد نسبت به اثر داروهای ضد قارچی ناچیز است ولی 

نشان می دهد که باکتری های اسید لاکتیک قادر به رشد قارچ مذکور بوده 

و با بررسی های بیشتر روی سایر باکتری های اسیدلاکتیک و پروبیوتیک ها 

شاید بتوان به باکتری هائی دست یافت که دارای اثرات بیشتری بوده و در 

صورت دارا بودن شــرایط پروبیوتیکی بتوان به عنوان مکملهای داروئی یا 

غذائی در کلنی های زنبورعسل مورد استفاده قرار داد.  

بیشــتر محققین مکانیسم اثر باکتری های اســیدلاکتیک روی سایر 

میکروارگانیسم ها اثرات ضد باکتریائی متابولیت های حاصل از آن ها می دانند. 

متابولیت ها شــامل مواد ضد میکروبی با وزن کم از جمله اســیدهای آلی 

اسید استیک و اسید لاکتیک، هیدروژن پروکسید،  دی استیل، استالدئید، 

استوئین، دی اکسید کربن، رئوترین، رئوتریسیکلین و مواد ضد میکروبی با 

وزن زیاد از جمله باکتریوسین ها می باشند که هر کدام از این مواد با اثرات 

مختلف موجب نابودی یا کاهش رشد عوامل بیماریزا می گردند. در رابطه با 

باکتری های اســپور دار از جمله باکتری پنی باسیلوس لاروا ذکر شده است 

که باکتری های اســیدلاکتیک مانع از جوانه زدن اسپورها در محیط کشت 

و جلوگیری از رشــد باکتری می گردند.  Laitila و همکاران در سال 2002 

نشان داده اند که سویه های Lactobacillus plantarum دارای اثرات 

ضد قارچی بر علیه سویه های مختلف قارچ Fusarium می باشند. همچنین 

Nora Laref و Bettache Guessas در سال 2013 با بررسی اثرات ضد 

قارچی 54 ســویه باکتری اسیدلاکتیک از جمله لاکتوباسیلوس پلانتاریوم 

روی قارچ های مختلف مشخص کرده اند که این باکتری ها روی قارچ های                                                                                          

 Aspergillus spp., Fusarium roseum, Trichoderma spp.,

Penicillium spp. and Stemphylium spp دارای اثــرات مهاری 

می باشــند. Collins و Hardt در ســال 1980 نشــان دادنــد که باکتری 

لاکتوباســیلوس اسیدوفیلوس مانع از رشد قارچ کاندیدا آلبیکنس می شود.  

Matei و Cornea در ســال 2014 با بررســی اثر ضد قارچی 27 ســویه 

از باکتری های اســیدلاکتیک روی قارچ آلترناریا ســولانی و پنی ســیلیوم 

دیجیتاتوم عامل بیماریزای گیاهان با اســتفاده از روش Overlay متوجه 

شــدند که 11 سویه از باکتری های آزمایش شــده دارای اثرات ضدقارچی 

روی ایــن عوامل می باشــند. Verdenelli و همکاران در ســال 2009 با 

 L. و L.rhamnosus بررســی اثرات ضد میکروبی لاکتوباســیلوس های

 C. albicans جداســازی شــده از مدفوع انسان روی مخمر paracasei

ATCC 10291 متوجــه شــدند که این باکتری ها به میزان بســیار زیادی 

موجب مهار رشــد این مخمر می شوند. Coloretti Fabio و همکاران در 

سال  2007 با جداسازی 65 سویه از قارچ های مختلف از سالامی گوشت و 

بررسی اثرات ضد قارچی آن ها متوجه شدند که 10 سویه دارای اثرات ضد 

قارچی برعلیه قارچ هائی از جمله آسپرژیلوس و پنی سیلیوم بوده و  مؤثرترین 

ترکیبات ضد قارچی این باکتری ها که در مرحله اول رشد آزاد می شوند فنیل 

لاکتات و هیدروکسی فنیل لاکتات می باشند. از سوی دیگر تمام سویه ها در 

مرحله نهائی رشد ترکیبات فعال پپتیدی آزاد نموده اند. 

Ergin. K و همــکاران در ســال 2010 بــا جداســازی 30 جدایــه 

لاکتوباسیلوس از مدفوع کودکان 5 الی 15 ساله و همچنین جداسازی 50 

جدایه کاندیدا از خون، اثر ضد قارچی لاکتوباسیلوس ها را روی قارچ کاندیدا 

مورد بررســی قرار دادند و مشــاهده کردند که این باکتری ها دارای اثر ضد 

 C. albicans, C. parapsilosis, C. قارچــی زیــادی روی مخمرهــای

famata  and C. guilliermondii  می باشند. Muñoz, R و همکاران 

 Lactobacillus fermentumدر سال 2010 اثر ضد قارچی باکتری های

 Saccharomyces cerevisiae و ،  Lactobacillus rhamnosus

علیه قارچ Aspergillus nomius VSC 23 مولد مایکوتوکسین را مورد 

بررسی قرار دادند و مشاهده کردند که این باکتری ها به میزان بسیار زیادی 

مانع از رشد قارچ مذکور می شوند.

Magnusson. J و همکاران در ســال2003 بررســی جامعی را روی 

اثــر ضد قارچــی 1200 جدایه مختلف از باکتری های اســیدلاکتیک روی 

قــارچ آســپرژیلوس فومیگاتوس و تعــدادی دیگر از قارچ ها انجــام داده و 

متوجه شــده اند که 10 درصد از جدایه ها دارای  فعالیت مهاری و 4 درصد 

از آن ها اثر بسیار قوی روی قارچ مذکور دارند. بیشترین فعالیت ضد قارچی 

 S. M. .بوده اســت Lactobacillus coryniformis مربوط به باکتری

Schwenninger و همکاران در ســال 2005 با جداسازی 1424 جدایه 

از باکتری هــای اســیدلاکتیک از مواد غذائی مختلفی از جمله شــیر خام، 

ماســت، پنیــر و دوغ  اثر ضد قارچی آن ها را مورد بررســی قــرار داده اند و 

در نهایت متوجه شــده اند که 82 جدایه دارای بیشــترین اثرات ضد قارچی 

برعلیه قارچ هائی از جمله کاندیدا و پنی سیلیوم می باشند. از بین باکتری های 

اسیدلاکتیک جداسازی شده 25 درصد آن ها مربوط به  گروه لاکتوباسیلوس 



279

کازئــی از جمله L. casei, L. paracasei, L. rhamnosus  بوده اند. بر 

اســاس بررسی هایsabate  و همکاران در ســال 2009 و  Li و همکاران 

در ســال 2012 تعدادی از باکتری های همزیست در دستگاه گوارش زنبور 

عســل دارای اثرات ضد قارچی روی آسکوســفرا آپیس بوده اند. همچنین 

بررســی های Mohamed O. M. Omar  و همــکاران در ســال 2014 

نشان داده است که برخی از باکتری ها از جمله باسیلوس های جداسازی شده 

از روده زنبوران بالغ دارای  اثرات آنتی گونیســتی بر روی قارچ آسکوســفرا 

آپیس بوده  و  باکتری B. subtilis دارای بیشترین اثر ضدقارچی است. 

در این بررسی مشــخص گردید که باکتری های اسیدلاکتیک دارای 

اثر نسبی روی کنترل رشد قارچ آسکوسفرا آپیس عامل بیماری نوزاد گچی 

زنبورعســل در محیط کشــت می باشــند و بیانگر این مسئله است که این 

باکتری ها دارای اثرات بالقوه ای می باشــند کــه می تواند آن ها را به عنوان 

کاندیدهای پروبیوتیک ها در درمان و کنترل بیماری های قارچی زنبور عسل 

مطرح نماید. ولی آنچه که باید در اســتفاده از باکتری های اسیدلاکتیک یا 

پروبیوتیک ها در کلنی های زنبورعســل مورد توجه قرار گیرد مقاومت این 

باکتری ها در برابر ژله رویال، عسل و گرده گل مورد مصرف زنبوران عسل، 

عدم تأثیر منفی این باکتری ها بر روی سلامتی نوزادان و زنبوران بالغ، عدم 

واکنــش منفی بین این باکتری ها و فلور طبیعی دســتگاه گوارش زنبوران 

عسل و مقاوم بودن آن ها در برابر واکنش های ایمنی نوزادان یا زنبوران بالغ 

می باشد، بطوریکه بســیاری از عوامل میکروبی قادر به رشد در داخل مواد 

غذائی مورد مصرف زنبورعســل نبوده و براحتــی از بین می روند)اطلاعات 

منتشــر نشــده(. همچنین سیســتم ایمنی زنبورعسل بســیاری از عوامل 

میکروبی را از بین برده و مجال رشد در داخل بدن آنرا پیدا نمی کنند. لذا در 

بررســی های مشابه باید این موضوعات در نظر گرفته شده و بعد از حصول 

نتایج در محیط کشت یا آزمایشگاه، بررسی های زیستی در داخل کلنی ها یا 

نمونه های داخل آزمایشگاهی صورت گرفته و در نهایت عواملی به عنوان 

کنترل زیستی بیماری های زنبورعسل انتخاب شوند که هم در مقابل عوامل 

ضد میکروبی مواد غذائی یا سیستم ایمنی زنبورعسل مقاومت لازم را داشته 

و هم اثرات منفی زیادی روی سلامتی زنبور نداشته باشند. 

تشکر و قدردانی
بدینوســیله از همکاران بخش میکروبیولوژی دانشــکده دامپزشکی 

دانشگاه ارومیه و همکاران بخش تحقیقات بیماری های زنبورعسل و کرم 

ابریشم موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی کرج بواسطه همکاری 

در تهیه برخی مواد این بررسی تشکر و قدردانی می شود. 

تعارض در منافع
بین نویسندگان  هیچ گونه تعارض در منافع  گزارش نشده است.

مصطفی مرادی و عبدالغفار اونق، اثرات باکتری های اسیدلاکتیک روی قارچ آسکوسفرا آپیس
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Supernatant pH of lactic acid bacteria in 20 oC.

Table 2. MRS and SDA culture media pH in 20 oC.

Table 3. Antifungal activities of lactic acid bacteria on the Ascospharea apis in Overlay assay method.

Table 4. Antifungal activities of lactic acid bacteria on the Ascospharea apis in Confrontation method.

Table 5. Antifungal activities of lactic acid bacteria on the Ascospharea apis in agar spot method.
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Abstract:
BACKGROUND: Honey bee Chalkbrood disease is a fungal disease that is distributed in 

apiaries in the north provinces of Iran. Chalkbrood causative agent is Ascospaharea apis that 
can survive in colonies products for many years. Many chemical materials are used for con-
trol of Chalkbrood disease in honeybee colonies that can make some problems in honeybee 
consumer products, so  that survival of safe material and methods for honeybee colonies treat-
ments is a important aim in honeybee research field.

OBJECTIVES: In this study antifungal effects of the Lactobacillus casei, Lactobacillus 
acidophilus and Bifidobacterium bifidum on the Ascospharea apis causative agent of honey bee 
Chalkbrood disease is examined.

METHODS:  Simultaneous inoculation, Agar spot, Confrontation assay, Overlay assay 
methods are used. LABs are cultured in MRS and A.apis is cultured in SDA media.

RESULTS: L.casei and L.acidophilus had moderate effects on the A.apis growth, but 
B.bifidum and LABs cell free supernatants(CFS) could not  inhibit growth of  this fungi. 

CONCLUSIONS: Results of this survey show that LABs have antifungal activities on 
the honey bee Chalkbrood disease agent in culture medium and may be used as an alternative 
method for control of this disease in the honeybee colonies. 
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