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چکيد‌ه 

در این بررسی اثرات ضد باكتريائي عصاره اتانولی آويشن روي باكتري پني باسيلوس لاروا عامل بیماری لوک آمریکایی زنبورعسل و ميزان 
سالم بودن اين عصاره براي زنبوران بالغ مورد مطالعه قرار گرفت. ابتدا از برگ‌های گیاه آویشن با استفاده از الکل اتانول عصاره‌گیری به 
عمل آمد. سپس رقت‌های مختلف از عصاره در محیط کشت مایع و دیسک‌های کاغذی استاندارد ایجاد گردید و باكتري پني‌باسيلوس لاروا به 
دو شيوه انتشار در آگار و براث ديلوشن تحت تأثير آن‌ها قرار داده شد. همچنين تعدادي زنبورعسل بالغ در گروه‌هاي مختلف با رقت‌هاي 
مختلف عصاره الكلي آويشن مورد تغذيه قرار گرفتند. رقت‌هاي مختلف عصاره الكلي آويشن باعث مهار رشد باكتري پني‌باسيلوس لاروا 
در محيط كشت شد و با گروه‌هاي شاهد تفاوت معني‌داري مشاهده گرديد )p>0/05(. همچنين رقت‌هاي مختلف عصاره الكلي آويشن در 
مقايسه با گروه‌هاي شاهد، منجر به بروز هيچ‌گونه عارضه‌اي در زنبوران بالغ تحت درمان نگرديدند. تحقيق حاضر نشان داد كه عصاره الكلي 
گياه آويشن داراي اثرات ضد باكتريائي زيادي روي باكتري پني باسيلوس لاروا عامل بيماري لوك آمريكائي زنبورعسل در محيط كشت بوده 
و با توجه به سالم بودن براي زنبوران بالغ، در صورت بررسي‌هاي بيشتر مي‌تواند به عنوان يكي از روش‌هاي مبارزه با بيماري مذكور مورد 

توجه قرار گيرد.
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In this study, the antibacterial effects of thyme ethanolic extract on the  Paenibacillus larvae, the Causative agent of  
honeybee American Foulbrood Disease were studied and the effect of this extract was studied on the adult bees. First, 
the leaves of the thyme were extracted using ethanol. Paenibacillus larvae was subjected todifferent dilutions of thymus 
vulgaris extract by two methods: Agar Diffusion and Broth Dilution. Also, adult honey bees were fed with different di-
lutions of thyme extract.Different dilutions of thyme extracts inhibited the growth of Paenibacillus larvae in the culture 
medium, and there was a significant difference between the treatments and control groups (P<0.005). Also, different di-
lutions of thyme extract had not any side effects on the treated adult bees, in comparison with control groups.The results 
of this study showed that alcoholic extract of thymus vulgaris has a high antibacterial effect on Paenibacillus larvae, the 
causative agent of American Foulbrood disease in the culture medium. On the other hand, this extract is safe for adult 
honeybees and can  be used as a remedy for American Foulbrood disease in the bee colonies.
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مقدمه
زنبوران عسل جزو خانواده زنبور Apidae مربوط به راسته بال غشائيان 
Hymenoptera و در جنس Apis قرار دارند كه شامل يك گونه زنبورعسل 
غربي، mellifera Apis و هشت گونه زنبورعسل آسيائي مي‌باشند. زنبورعسل 
نقش بسيار مهمي در اكوسيستم گياهي و جانوري داشته و عدم حضور 
از  انسان  بقای ساير موجودات خواهد زد.  به  آن خسارت جبران‌ناپذيري 
فراورده‌هاي زنبورعسل از جمله عسل، گرده، موم، ژله رويال و زهر علاوه 
بر استفاده غذائي، در صنايع داروسازي و آرايشي و صنايع دستي استفاده‌هاي 
زيادي مي‌نمايد و صنعت زنبورداري بطور مستقيم و غير مستقيم اثرات 
زيادي بر توسعه اقتصاد كشاورزي هر كشوري دارد. زنبوران عسل فايده 
بسيار مهم ديگري را براي بشر دارند كه گرده افشاني گياهان و درختان 
وحشي و پرورشي است. گرده افشاني گياهان نقش بسيار مهمي در سلامتي و 
تغذيه انسان دارد. بطوري‌كه  از هر سه لقمه غذاي انسان يك لقمه آن بطور 
مستقيم و غير مستقيم وابسته به گرده افشاني توسط حشرات است و بر 
اساس تخمين‌ها، 52 نوع از 115 نوع غذاي انسان حاصل از فوايد زنبورعسل 
است و بدون زنبورعسل 10 الي 90 درصد كاهش در آن‌ها اتفاق مي‌افتد 
)13(. ارزش گرده افشاني زنبورعسل در كشاورزي آمريكا بيش از 14 ميليارد 
دلار در سال و ارزش اقتصادي آن در كل جهان بيش از 153 ميليارد يورو 
در سال 2005 بر آورد شده است.ارزش زنبورعسل در گرده افشاني گياهان 

طبيعي براحتي تخمين زده نمي‌شود )18(.
ويروس‌ها،  باكتري‌ها،  جمله  از  زيادي  بيماري‌زاي  ازعوامل  عسل  زنبوران 

ميزان  ساله  هر  و  ديده  آسيب  انگلي  مايت‌هاي  و  قارچ‌ها  ياخته‌ها،  تك 
زيادي از آن‌ها از بين مي‌رود. اين بيمار‌ي‌ها خسارت اقتصادي زيادي را در 
زنبورداري و كشاورزي سراسر دنيا ايجاد مي‌كنند )9(. بيماري لوك آمريكائي 
ساير  و  زنبورعسل  لاروي  مرحله  عفوني  بيماري‌هاي  از  يكي  زنبورعسل 
گونه‌هاي زنبوراست و در تمام نقاطي از جهان كه زنبورعسل پرورش داده 
مي‌شود گسترده است و هر ساله تعداد زيادي از كلني‌هاي زنبورعسل در 
اثر ابتلا به اين بيماري نابود مي‌گردند )11(. با توجه به عدم درمان قطعي 
آن، در بسياري از كشورها كلني‌هاي آلوده از بين برده مي‌شوند و از اين 
طريق زيان‌هاي زيادي به زنبورداري‌ها وارد مي‌شود. پني باسيلوس لاروا، 
عامل ايجاد كننده اين بيماري، يك باسيل گرم مثبت اسپور دار است كه در 
هر لارو مبتلا مي‌تواند بيش از يك ميليارد اسپور ايجاد نمايد )3(. اسپورها 
قادرند كه در فراورده‌هاي زنبور)عسل و موم(، لاروهاي تلف شده و محيط 
اطراف كندو به مدت سه الي 10 سال و در فلس‌هاي خشك شده لاروها به 
مدت 35 سال زنده بمانند. اسپورهاي تخليص شده حتي تا بيش از 70 سال 
هم زنده مي‌مانند.اسپورهاي باكتري پني‌باسيلوس لاروا باعث ايجاد شكل 
عفوني بيماري مي‌شوند. لاروها از طريق خوردن اسپورهاي موجود در غذا 
آلوده مي‌شوند. زماني كه باكتري قبل از مرحله شفيرگي وارد بافت‌هاي لارو 
مي‌شود، لاروها اكثراً در مرحله پيش شفيرگي  در سن 11 روزگي بعد از 
هچ شدن تخم‌ها، بسرعت تلف شده و اسپورها شكل مي‌گيرند )10(. علائم 
بيماري لوك آمريكائي بسيار متنوع و وابسته به ژنوتيپ‌هاي دخيل، مرحله 
بيماري  برابر  در  آن  احتمالي  مقاومت  )و  زنبور  كلني  توانائي  و  بيماري 
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و  برداشته  را  شده  تلف  لاروهاي  كارگر  زنبوران  است.  آمريكائي(  لوك 
سلول را خالي مي‌كنند. قاب‌ها در كلني‌هاي شديداً بيمار حالت متخلخل 
پيدا كرده اند كه دراثر وجود سلول‌هاي سرپوشيده نوزادان، سلول‌هاي 
بدون سرپوش حاوي بقاياي لاروهاي تلف شده و سلول‌هاي خالي بوجود 
آمده است. درپوش سلول‌هاي حاوي نوزاد تلف شده ظاهري مرطوب و 
تيره داشته و به سمت داخل فرو رفته و با پيشرفت عفونت سوراخ‌دار 

مي‌شوند )3(.
با توجه به واگيري شديد بيماري لوك آمريكائي و خسارات زيادي كه به 
آن  براي  زيادي  كنترلي  و  وارد مي‌آورد روش‌هاي درماني  زنبورستان  يك 
بيماري  عامل  تشخيص  آغاز  از همان  و  است  گرفته  قرار  استفاده  مورد 
از مواد شيميائي زيادي از جمله آنتي‌بيوتيك‌ها بر عليه عامل آن استفاده 
از آنتي‌بيوتيك‌هاي  گرديده است و در حال حاضر در اكثر زنبورداري‌ها 
بر  علاوه  كه   )3،10،20( مي‌شود  استفاده  تايلوزين  و  تتراسايكلين  اكسي 
مشكلاتي كه در مصرف كنندگان فراورده‌هاي زنبورعسل بوجود خواهد 
آمد، امكان بروز سويه‌هاي پني باسيلوس لاروا مقاوم به آنتي‌بيوتيك هم 
اتخاذ  بيماري  با  مبارزه  و  كنترل  در  ديگري  روش‌هاي  لذا  دارد،  وجود 
عضو  كشورهاي  بويژه  كشورها  از  بسياري  در  بطوري‌كه  است،  شده 
اتحاديه اروپا استفاده از آنتي‌بيوتيك‌ها ممنوع است و با نابود كردن كل 
به شدت  پراكنش آن‌را  و  ميزان شيوع  آمريكائي  لوك  به  مبتلا  كلني‌هاي 
كه  ايران  از جمله  ديگر  از كشورهاي  بسياري  در   .)20( داده‌اند  كاهش 
حمايت‌هاي مالي زيادي از زنبورداري‌ها صورت نگرفته و امكان نابودي 
استفاده  بيوتيك‌ها  آنتي  انواع  از  ندارد،  وجود  زنبوردار  براي  كلني  يك 
با  باشد.  داشته  دنبال  به  را  ناخواسته‌اي  مشكلات  مي‌تواند  كه  مي‌شود 
توجه به اين مشكلات، محققين در پي يافتن روش‌هاي جديدي هستند كه 
اولاً روي عامل بيماري مؤثر بوده، ثانياً امكان ايجاد مقاومت داروئي در 
عامل بيماري را به حداقل رسانده و ثالثاً باقي مانده آن در فراورده‌هاي 
زنبورعسل خطرات كمتري براي مصرف‌كنندگان داشته باشد. در چند سال 
اخير در مبارزه با بيماري لوك آمريكائي زنبورعسل از عصاره گياهان داروئي 
و فراورده‌هاي خود زنبور از جمله بره موم استفاده گردیده كه در مورد 
نگارنده   .)17،1،2( است  توجهي حاصل شده  قابل  نتايج  داروئي  گياهان 
در يك بررسي تحقيقاتي )در حال انتشار( اثرات داروئي عصاره الكلي گياه 
آويشن را روي تك ياخته نوزما آپيس عامل بيماري نوزموزيس در زنبوران 
بالغ را بررسي نموده و در مقايسه با گروه‌هاي كنترل كاهش چشمگيري در 
ميزان اسپور اين تك ياخته در زنبوران درمان شده با رقت‌هاي مختلف 
عصاره الكلي آويشن مشاهده گرديده است و پيشنهاد شده كه در صورت 
سالم بودن اين عصاره براي كلني‌هاي زنبورعسل مي‌توان از آن در درمان 
و پيشگيري بيماري نوزموزيس استفاده نمود. در اين بررسي سعي شده با 
استفاده از روش‌هاي مختلف تأثير ضدباكتريائي عصاره الكلي آويشن روي 
مورد  زنبورعسل  آمريكائي  لوك  بيماري  عامل  لاروا  پني‌باسيلوس  باكتري 
بررسي قرار گيرد و در صورت دست‌يابي به نتايج قابل توجه در آزمايشگاه، 

سعي در استفاده از اين عصاره در كلني‌هاي زنبورعسل شود. 

مواد و روش‌ها
    تهيه عصاره الكلي از گياه آويشن

گياه آويشن از يكي از عطاري‌هاي معتبر خريداري گرديد و با استفاده از 

دستورالعمل‌هاي هرباريوم مركز تحقيقات كشاورزي شناسائي گرديد. مقدار
g200 از برگ‌هاي تازه خشك شده گياه آويشن را به وسيله آسياب برقي 
آزمايشگاهي به شكل پودر در آورده و آنرا در mL 500 الكل اتانول %70 
ريخته و در محيط آزمايشگاه قرار داده و هر چند ساعت يكبار تكان داده 
تا مواد موجود در گياه آويشن در داخل الكل حل شود و بعد از چند شبانه 
1 صاف  واتمن شماره  كاغذ صافي  از طريق  را  داخل ظرف  محتويات  روز 
انكوباتور  نموده و در داخل پليت‌هاي شيشه‌اي بزرگ ريخته و در داخل 
45 درجه سانتی‌گراد قرار داده تا الكل عصاره‌ها تبخير شود. بعد از اينكه 
عصاره‌ها كاملًا خشك شد با استفاده از تيغه اسكالپل يا كاردك تيز آنرا از 
سطح پليت‌ها برداشته و در داخل ظرف تيره‌اي ريخته و تا زمان آزمايش 

در داخل يخچال يا دماي محيط آزمايشگاه نگهداري گرديد )23، 8، 6(.

    تهيه غلظت‌هاي مختلف از عصاره الكلي آويشن
 mg)1 mgبراي اينكار با استفاده از ترازوي ديجيتالي آزمايشگاهي )با دقت
1000 از عصاره خشك شده را در داخل mL 1 الكل اتانول 70% ريخته و 
با استفاده از همزن الكتريكي آنرا هم زده تا عصاره در الكل بطور كامل 
حل شود و از اين محلول غلظت‌هاي 100،50، 12/25،50 و 6/25 گرم در 

ميلي‌ليتر تهيه گرديد )8،6(.

تهيه ديسك‌هاي كاغذ صافي استاندارد آغشته به غلظت‌هاي مختلف 
عصاره الكلي آويشن

براي اين‌كار ديسك‌هاي كاغذي استاندارد mL 6/6 تهيه شد  و با استفاده از 
اتوكلاو استريل گرديده و سپس با غلظت‌هاي مختلف عصاره آويشن آغشته 
شدند. با توجه به تجارب كسب شده، ميزان Lµ 20 مايع براي آغشتن كامل 
ديسك‌ها كافي به نظر مي رسد، لذا از هر كدام از غلظت‌ها با استفاده از 
سمپلر اپندورف Lµ 20 از عصاره روي ديسك‌ها ريخته شد و با توجه به 
غلظت‌هاي تهيه شده از عصاره آويشن، ميزان عصاره موجود در هر ديسك 

به شرح زير تعيين گرديد:
40، 20، 10، 5، 2، 1، 5/، 25/ و 125/ ميلي‌گرم در ديسك )براي تهيه غلظت
mg 40 در ديسك دو بار به فاصله نيم ساعت 20 ميكروليتر عصاره 1000 
ميلي‌گرم در ميلي‌ليتر ريخته شد(. علت انتخاب غلظت mg 40 در ديسك 
اكسي  داروي   30  mg غلظت  آويشن،  عصاره  حداكثري  غلظت  عنوان  به 
تتراسيكلين موجود در ديسك‌هاي اين آنتي‌بيوتيك بوده است. ديسك‌ها بعد 
نگهداري شدند  آزمايش  زمان  تا  استريل  از خشك شدن در داخل ظروف 

.)21،8،6(

كشت باكتري پني باسيلوس لاروا و تهيه مايه اسپور
بيماري‌هاي  تحقيقات  بخش  از  لاروا  پني‌باسيلوس  باكتري  از  سويه‌ایی 
از  سويه  اين  گرديد.  تهيه  رازي  موسسه  ابريشم  كرم  و  زنبورعسل 
زنبورستان‌هاي آلوده به بيماري لوك آمريكائي جداسازي و  بوسيله روش 
 MYPGP-agar شناسائي شده است. باكتري مذكور را در محيط كشت PCR
سانتی‌گراد شرايط  درجه    37 دماي   در  ساعت   48 بمدت  و  داده  كشت 
بي‌هوازي )CO2 %5( در انكوباتور قرار داده شد تا اسپورها جوانه زده و 
به شكل رويشي تبديل شوند. بعد از اينكه كلني‌هاي باكتري ظاهر گرديد 
پليت‌ها را به مدت چهار روز در شرايط هوازي قرار داده تا باكتري به فرم 
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پليت  از آب معمولي استريل سطح  استفاده  با  تبديل شود. سپس  اسپوري 
جمع‌آوري  ديگري  ظرف  در  حاصله  محلول  و  داده  شستشو  بار  چند  را 
گرديد و تا زمان استفاده در داخل يخچال نگهداري شد. براي تعيين ميزان 
اسپور موجود در هر ميلي‌ليتر از محلول، از دور روش استفاده شد. ابتدا با 
استفاده از لام نئوبار و بزرگنمائي 400 ميكروسكوپ نوري، تعداد اسپورهاي 
موجود در هر ميلي‌ليتر از محلول تعيين گرديد. سپس براي اطمينان از زنده 
بودن اسپورها و بررسي امكان رشد آن‌ها در سطح محيط كشت، رقت‌هاي 
محيط كشت،  در سطح  و  كرده  تهيه  را  اسپور  محلول حاوي  از  مختلفي 
كشت داده و بعد از رشد باكتري تعداد كلني‌هاي آن را در هر رقت شمارش 
نموده و با ضرب تعداد كلني‌ها در فاكتور رقت، تعداد اسپورهاي موجود 
در هر ميلي‌ليتر از محلول تعيين گرديد و از اين رقت‌ها در مراحل بعدي 

استفاده شد )17(.

روش انتشار در آگار
استاندارد  از محلول  با استفاده  از تهيه محلول اسپور به شكل فوق،  بعد 
استريل  از سوآپ  استفاده  با  و  آماده گرديد  تلقيحي  مايه  نيم  فارلند  مك 
سطح  پليت‌هاي حاوي محيط كشت آغشته به اسپور باكتري گرديد. بعد از 
خشك شدن سطح پليت‌ها با استفاده از پنس استريل ديسك‌هاي آغشته به 
غلظت‌هاي مختلف عصاره آويشن را به فاصله‌هاي مشخص از همديگر و 
ديواره پليت روي محيط كشت قرار داده و با اندكي فشار به سطح محيط 
چسبانيده شد. براي هر غلظت سه تكرار در نظر گرفته شد و از ديسك‌هاي 
آنتي   30  mg ديسك‌هاي حاوي  و  منفي  كنترل  عنوان  به  كاغذ صافي خالي 

بيوتيك اكسي تتراسايكلين)داروي انتخابي بيماري لوك آمريكائي زنبورعسل( 
به عنوان كنترل مثبت استفاده گرديد )جدول 1(.

بعد از آماده نمودن پليت‌ها آنها را بصورت وارونه در انكوباتور 37 درجه 
سانتی‌گراد به مدت 48 ساعت قرار داده تا مراحل رشد را طي نمايند. بعد از 
اين مدت قطر هاله ممانعت از رشد اطراف ديسك‌ها با استفاده از خط‌كش 

اندازه گيري گرديد )21(. 

روش براث ديلوشن
 MYPGP-broth  براي اينكار ابتدا باكتري پني باسيلوس لاروا را در محيط
كشت داده و سپس مقادیر مختلف عصاره خشک آويشن را به لوله‌هاي 
48 ساعت  به مدت  و  اضافه نموده  مذكور  باكتري  و  حاوي محيط كشت 
در انكوباتور 37 درجه‌سانتی‌گراد قرار داده شد. براي هر رقت سه تكرار 
در نظر گرفته شد. همچنين دو گروه به عنوان شاهد مثبت)دوز دارویي 
داروي اكسي تتراسيكلين )mg/mL 05/ ( و شاهد منفي )بدون استفاده از 
لوله‌ها  اين مدت محتويات  از  بعد  دارو و عصاره( در نظر گرفته شدند. 
را در سطح محيط كشت آگار كشت گردید و 48 ساعت در انكوباتور 37 
درجه‌سانتی‌گراد و شرايط بي‌هوازي قرار داده شد. سپس تعداد كلني‌هاي 
باكتري موجود در سطح پليت‌ها شمارش گرديد )21،17(. غلظتي از عصاره 
الكلي آويشن كه منجر به ممانعت از رشد باكتري مذكور در محيط براث 
پني  باكتري   )MIC( رشد  مهاركنندگي  غلظت  حداقل  عنوان  به  گرديد 

باسيلوس لاروا در نظر گرفته شد)جدول 2(.
بررسي ميزان سالم بودن عصاره الكلي آويشن براي زنبوران بالغ

جدول 1- گروه هاي مختلف بررسي اثرات ضد باكتريائي عصاره الكلي آويشن روي باكتري پني باسيلوس لاروا در روش انتشار در آگار

غلظت عصاره آويشن يا داروي اكسي تتراسيكلين )mg/disk (گروه )تيمار و كنترل(

1/125

2/25

3/50

41

52

65

710

820

940

30كنترل مثبت)ديسك واجد دارو(

0كنترل منفي)ديسك فاقد دارو(
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با توجه به اينكه تمام داروها و مواد شيميائي كه بصورت خوراكي در اختيار 
همراه  بالغ  زنبوران  توسط  مي‌شوند،  داده  قرار  زنبورعسل  كلني‌هاي 
ذخيره  عسل  با  تركيب  و  مصرف  از  بعد  و  شده  مصرف  شكر  شربت  با 
مواد  در صورتي‌كه  لذا  مي‌شود،  داده  قرار  زنبور  نوزادان  اختيار  در  شده 
مصرف شده براي زنبوران بالغ كشنده باشند، علائم ناشي از آن‌ها در همان 
ابتداي مصرف مشاهده خواهد شد. لذا در اين بررسي بعد از اينكه اثرات 
ضدباكتريائي عصاره الكلي آويشن روي باكتري پني‌باسيلوس لاروا به اثبات 
هرگونه  علائم  بدون  و  سالم  كلني  يك  از  سن  هم  زنبورهای  ابتدا  رسيد، 
درجه   37 انكوباتور  داخل  در  مختلف  گروه‌هاي  در  و  انتخاب  بيماري 
سانتی‌گراد و رطوبت 65% تحت درمان با غلظت‌هاي مختلف عصاره الكلي 

آويشن )حداقل غلظت عصاره آويشن در گروه‌ها mg/mL 5 در نظر گرفته 
شد( همراه با شربت شكر قرار داده شدند و هر روز ميزان مرگ و مير 
و علائم غير طبيعي در آنها در مقايسه با گروه‌هاي شاهد مورد مشاهده 
قرار مي‌گرفت )شکل 3(. هر گروه شامل 10 عدد زنبور بالغ و در سه تكرار 

انتخاب شدند )12،7( )جدول 3(.

آناليز آماري
مقايسه ميانگين قطر هاله‌های عدم رشد اطراف دیسک‌های حاوی عصاره 
آویشن و بررسي قدرت ضد ميكروبي رقت‌های مختلف آن و مقايسه تلفات 
گروه‌های مختلف زنبورهای بالغ تحت درمان با رقت‌های مختلف عصاره 

جدول 2 - گروه هاي مختلف بررسي اثرات ضد باكتريائي عصاره الكلي آويشن روي باكتري پني باسيلوس لاروا در روش براث ديلوشن

غلظت عصاره آويشن يا داروي اكسي تتراسيكلين )mg/disk (گروه )تيمار و كنترل(

1/125

2/25

3/50

41

52

65

710

820

940

30كنترل مثبت)واجد دارو(

0كنترل منفي)فاقد دارو(

جدول 3 -گروه هاي مختلف زنبوران بالغ تحت تغذيه با غلظتهاي مختلف عصاره الكلي آويشن همراه با شربت شكر1+1

غلظت عصاره الكلي آويشن)mg/ml(تعداد زنبورهاگروه ها)تيمار و كنترل(

1305

23010

43020

53040

300كنترل منفی
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آویشن، با استفاده از نرم‌افزار SPSS و آزمون T مورد تجزیه و تحلیل قرار 
آماري معني‌دار  لحاظ  از  از 0/005  P کمتر  تحقیق مقدار  این  در  گرفت. 

می‌باشد.

نتايج
از تأثير غلظت‌هاي مختلف عصاره‌هاي الكلي آويشن در دو  نتايج حاصل 
روش انتشار در آگار و براث دیلوشن به ترتیب در جدول‌های 4 و 5 ذكر 
شده است. همانطور كه مشاهده مي‌شود در روش انتشار در آگار اندازه 
قطر هاله ممانعت از رشد باكتري رابطه مستقيمي با غلظت عصاره موجود 
 MG/ML در ديسك دارد. با توجه به عدم رشد باکتری در محیط براث حاوی
5  عصاره آویشن، این غلظت از عصاره به عنوان حداقل غلظت مهارکننده 
رشد باکتری )MIC( در نظر گرفته شد )جدول 5(. همچنين در شکل‌های 1 و 
2  قطر هاله ممانعت از رشد اطراف ديسك‌هاي حاوي غلظت‌هاي مختلف 

عصاره آویشن و داروی اکسی تتراسیکلین مشاهده مي‌شوند.

بحث
که  است  زنبورعسل  بيماري‌هاي  مهلك‌ترين  از  يكي  آمريكائي  لوك  بيماري 
هر ساله تعداد زیادی كلني زنبورعسل سراسر جهان در اثر ابتلاء به آن از 
بين رفته يا معدوم مي‌گردند. براي درمان اين بيماري از آنتي‌بيوتيك‌هاي 
اكسي  آنتي‌بيوتيك  دو  از  حاضر  حال  در  و  است  شده  استفاده  متعددي 
تتراسيكلين و تايلوزين به اشكال مختلف در كلني‌هاي زنبورعسل استفاده 
كلني‌ها  در  بيماري  علائم  كنترل  رغم  علي  آنتي‌بيوتيك‌ها  مي‌گردد)15(. 

تأثيري در نابودي اسپورهاي عامل بيماري مذكور ندارند و اسپورها ساليان 
متمادي در زنبورستان‌ها و روي ملزومات زنبورداري زنده باقي مانده و 
زنبورعسل  نوزادان  ابتلاء و مرگ  به  فراهم شدن شرايط منجر  به محض 
مي‌گردند. جستجوي روش‌ها و مواد مؤثر و كم خطر براي زنبور عسل و 
اين  است.  برخوردار  ويژه‌اي  اولويت  از  آن  فراورده‌هاي  مصرف‌كنندگان 
را روي  آويشن  الكلي  باكتريائي عصاره‌ي  اثرات ضد  بار  اولين  براي  بررسي 
باكتري پني باسيلوس لاروا عامل بيماري لوك آمريكائي و ميزان سالم بودن 
آنرا براي زنبوران بالغ را مورد مطالعه قرار داده است. با توجه به نتايج 
حاصله و در صورت ادامه اين بررسي مي‌توان از عصاره الكلي آويشن به 
عنوان يكي از راه‌هاي درمان بيماري لوك آمريكائي زنبورعسل استفاده نمود.    
نتايج اين بررسي نشان داد كه عصاره الكلي آويشن در غلظت‌هاي مختلف 
اثرات متفاوتي روي باكتري پنی باسیلوس لاروا داشته و در غلظت نزديك 
به غلظت اكسي تتراسيكلين در ديسك‌هاي آنتي‌بيوتيكي، موجب مهار رشد و 
نابودی باکتری مذکور می‌شود. بطوري‌كه در غلظت disk/mg 40 با ايجاد 
هاله ممانعت از رشد mm 40 موجب مهار رشد باكتري مذكور مي‌گردد. 
اين  كه  است  شده  باكتري  نابودي  باعث   5  mg/mL غلظت  در  همچنين 
باكتري‌ها  ساير  روي  گرفته  انجام  بررسي‌هاي  نتايج  به  توجه  با  غلظت‌ها 
بسيار قابل توجه مي‌باشد. نتايج اين بررسي مشابهت و همخواني زيادي با 
نتايج بررسي‌هاي ساير محققين دارد. بطوري‌كه زهرائی  و همكاران)23( 
با بررسي اثرات ضد باكتريائي اسانس گياه آويشن شيرازي روي باكتري‌هاي 
آگالاكتيه مشاهده  استرپتوكوكوس  و  اورئوس  استافيلوكوكوس  اشرشياكلي، 
كردند كه قطر هاله مهار از رشد باكتري‌هاي مذكور از mg 60- 30متغيير 

جدول 4- نتايج حاصل از بررسي اثر ضد باكتريائي عصاره الكلي آويشن روي باكتري پني باسيلوس لاروا به روش انتشار در آگار. داده ها ميانگين ± انحراف 

معيار سه تكرار مي باشد.

گروه )تيمار و كنترل(
mg/( غلظت عصاره آويشن يا داروي اكسي تتراسيكلين

) disk
 )mm( ميانگين قطر هاله ممانعت از رشد

1/1250

2/2510/33±/466

3/5015/66±1/633

4118±/816

5220/66±1/633

6524/66±/816

71027/66±/816

82035/66±1/247

94040/66±1/247

816/±3059كنترل مثبت)واجد دارو(

00كنترل منفي)فاقد دارو(
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است. البته اين محققين بجاي عصاره الكلي گياه آويشن از اسانس خالص 
آن استفاده نموده‌اند كه مي‌تواند در تفاوت نتايج دو تحقيق مؤثر باشد. 
روی  ایرانی  آویشن  تک‌یاخته‌ای  اثرات ضد  مطالعه  با  همكاران   و  بهنیا 
و  MIC عصاره‌های  هیدروالکلیک  که  دریافتند   Entamoeba histolytica
هگزانیک و روغن اسانسی گیاه آویشن بر روی این تک یاخته بعد از 24 

ساعت به ترتیب mg/ml 4،4 و 7/ می باشد)4(. 
روي  بر  شيرازي  آويشن  گياه  اسانس  اثر  همكاران  و  موسوی  	
ميزان رشد سالمونلا تيفي موريوم در سوپ جو تجارتي مورد مطالعه قرار 
داده و مشاهده کردند كه اين اسانس قادر به مهار رشد باكتري مذكور است 
و مي‌تواند به عنوان نگهدارنده‌ ی مناسب عليه باكتري‌هاي بيماري‌زاي غذائي 
بررسي مشاهده  )19(. سیلوا و همكاران در يك  قرار گيرد  استفاده  مورد 
كرده‌اند كه اسانس آويشن باعث مهار رشد میسلیوم‌ها و تولید آفلاتوکسین 
قارچ‌های مورد مطالعه از جمله آسپرژیلوس فلاووس می‌شود)22(. بنیادیان 
و کریم در بررسی تأثير روغن‌هاي فرار برخي از گياهان از جمله آويشن 
كه  دريافته‌اند  اورئوس  استافيلوكوكوس  و  اكولاي  باكتري‌هاي  روي  بر 
اسانس آويشن نسبت به ساير گياهان بيشترين اثر را دارد و حداقل غلظت 
مهاركنندگي آن براي دو باكتري مذكور به ترتيب 1/ و 05/% و حداقل غلظت 
كشندگي آن 15/ و 1/%است )5(.  دلیر ثانی و همکاران در بررسي اثرات ضد 
باكتريائي عصاره الكلي آويشن و نه گیاه دیگر روي استرپتوكوكوس موتانس 
عامل پوسيدگي دندان، در مقايسه با كلرهگزيدين گلوكونات، دريافتند كه 
اين عصاره روي باكتري مذكور اثرات ضدباكتريائي چشمگيري دارد )6(. فیاد 
و همكاران با بررسي اثرات ضدباكتريائي عصاره‌هاي آبي و الكلي آويشن روي 

باكتري‌هاي استافيلوكوكوس اورئوس و اشريشيا كلي به دو روش انتشار در 
  mg/ml آگار و براث ديلوشن مشاهده كردند كه عصاره الكلي در غلظت
25 به ترتيب باعث ايجاد هاله ممانعت از رشد باكتري‌هاي مذكور به قطر

mm 21 و mm 19 مي‌شود و عصاره آبي آن در اين غلظت هاله ممانعت از 
رشد mm 15 و mm 14 را در دو باكتري ايجاد نمود )8(. صبیحه شریف در 
بررسي اثرات ضد‌باكتريائي عصاره الكلي آويشن علیه سويه‌هايي از  باكتري 
تيفوئيد رنج  از تب  بيماراني كه  از  تایفی موریوم جداسازي شده  سالمونلا 
 µg/mL مي‌بردند مشاهده نمود كه حداقل غلظت مهاركنندگي اين عصاره
2500 است. ايشان همچنين در بررسي اثرات ضد باكتريائي اين عصاره در 
خرگوش‌هایي كه با اين سويه‌ها آلوده شده بودند مشاهده كرد كه تعداد 
خرگوش‌های نجات يافته از بيماري نسبت به گروه‌هاي كنترل بيشتر است 
)21(. در رابطه با مواد ضدباكتريائي مؤثر در عصاره‌هاي الكلي آويشن ذكر 
شده كه بيشترين اثرات ضدباكتريائي آن مربوط به تركيبات فنولي )تيمول 
و كارواكرول( آن است كه بيشترين حجم مواد تشكيل دهنده اين گياه را 
تشكيل مي‌دهند )1(. نتایج این بررسی‌ها و بررسی حاضر نشان می‌دهند 
که گیاهان داروئی می‌توانند به عنوان یکی از روش‌های درمانی بیماری‌های 
قرار  استفاده  آمریکائی( مورد  بیماری‌های عفونی)لوک  بویژه  زنبورعسل 
گیرند. البته برای رسیدن به این هدف باید بررسی‌های بیشتری در شرایط 

آزمایشگاه و مزرعه انجام گیرد. 
گروه‌هاي  و  منفی  شاهد  گروه  زنبورهاي  تلفات  ميزان  بررسي حاضر  در 
آويشن تفاوت معني‌داري )P >/ 005( با هم نداشتند و به نظر نمي‌رسد 
كه عصاره آويشن باعث مرگ زنبورهاي تحت درمان شده باشد، چرا که 

جدول 5- ميزان رشد باكتري پني باسيلوس لاروا در مجاورت غلظت هاي مختلف عصاره الكلي آويشن در روش براث ديلوشن. داده ها ميانگين ± انحراف 

معيار سه تكرار مي باشد.

ميانگين تعداد كلني در سطح آگارغلظت عصاره آويشن يا داروي اكسي تتراسيكلين )mg/ml(گروه )تيمار و كنترل(

غير قابل شمارش1/125

2/25103/66±4/642

3/5066/33±4/305

4121/33±5/288

5215±4/082

650

7100

8200

9400

050/كنترل مثبت )واجد دارو(

غير قابل شمارش0كنترل منفي )فاقد دارو(
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اگر غلظت‌های آويشن استفاده شده در این بررسی براي زنبورها كشنده 
بود بايد در هفته اول آزمايش تلف مي‌شدند در حالي بيشترين تلفات اين 
گروه‌ها در هفته سوم و چهارم است و تفاوت زيادي با گروه‌هاي شاهد 
زنبورهای  از  تعدادي  نداشتند. همچنان‌كه در جدول 1 مشاهده مي‌شود 
زنده  هم  ششم  هفته  اواسط  تا  حتي  آويشن   2  mg/mL دریافته‌کننده 
ماندند در حالي که زنبورهای گروه شاهد منفي و گروه فوماژيلين در پايان 
هفته پنجم تلف شدند. اين امر نشان می‌دهد كه احتمالاً عصاره آويشن 
باعث افزايش طول عمر زنبورها مي‌شود. البته اين موضوع نياز به بررسي 
با سالم بودن تيمول)ماده مؤثره آویشن( در یک  بيشتری دارد. در رابطه 
تلفات  بین  معنی‌داری  تفاوت  که  دريافتند  و همکاران  ایمدورف  بررسی 
زنبورهای بالغ در گروه‌های تحت درمان و گروه‌های کنترل وجود ندارد، 
اثرات  و  عصاره‌ها  این  بودن  سالم  به  توجه  با  که  نمودند  نتیجه‌گیری  لذا 
 T. minuta آویشن  از  حاصل  عصاره  دو  واروآ،  مایت  روی  آنها  درمانی 
در  واروآ  با  مبارزه  برنامه  در  می‌توانند   Heterothecalatifolia گیاه  و 
کلنی‌های زنبورعسل مد نظر قرار گیرند)12(. در بررسی دیگری ابرت و 
از جمله  از گیاهان داروئی  همکاران سالم بودن عصاره‌های تعداد زیادی 
آویشن را در زنبورعسل مورد مطالعه قرار دادند و بعد از مصرف خوراکی 
بالغ مشاهده  تلفات غیر معمولی در زنبورهای  این عصاره‌ها هیچ گونه 
در  براحتی  می‌توان  را  فراورده‌ها  این  که  نموده‌اند  پیشنهاد  لذا  نگردید، 

کلنی‌های زنبورعسل مورد مصرف قرار داد )7(. 
در پایان متذکر می‌شود که با توجه به توسعه پرورش گیاهان داروئی در 
ایران و امکان استحصال فراورده‌های داروئی از آن‌ها، با بررسی‌های بیشتر 
و  بیماری‌ها  درمان  و  کنترل  در جهت  آن‌ها  اسانس  یا  از عصاره  می‌توان 
انواع داروهای شیمیائی  از عوارض  استفاده نمود و  آفات زنبورعسل هم 
در کلنی‌های زنبورعسل و مصرف کنندگان فراورده‌های آن جلوگیری نمود. 
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 ،  /125 mg/disk  شکل 1- هاله ممانعت از رشد باكتري پني باسيلوس لاروا در اطراف ديسكهاي آغشته به غلظت هاي مختلف عصاره الكلي آويشن؛ غلظت

بدون تشكيل هاله؛  غلظت  mg/disk 25/ ،با ايجاد هاله mm 10 ؛ غلظت mg/disk  5/ با ايجاد هالهmm 12 وغلظتmg/disk   1  با ايجاد هاله mm 15؛ 

غلظتmg/disk 2 با ايجاد هالهmm 21، غلظتmg/disk  5 با ايجاد هالهmm 25؛ غلظتmg/disk 10 با ايجاد هالهmm 28 ؛ غلظتmg/disk 20 با ايجا 

هالهmm 35 وغلظت mg/disk 40 با ايجاد هاله mm40 در اطراف ديسك کاغذی استاندارد.
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شکل 2- هاله ممانعت از رشد mm 60 در اطراف ديسك استاندارد حاوي  mg  30 آنتي بيوتيك اكسي تتراسيكلين. 

شکل 3- گروه های مختلف زنبورهای بالغ در داخل قفسهای چوبی- توری تحت تغذیه با شربت شکر حاوی غلظتهای مختلف عصاره آویشن قرار داده شده در 

انکوباتور  C˚ 37  و رطوبت %65 . 
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