
 

المستخلص معالجة مرض تعفن الحضنة الأمریكي على نحل العسل بأستعمال 
 الكحولي لنبات الزعتر ومادة الثایمول المستخلصة منھ
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 2002آذار  7:  ، قبل البحث في 2001تشرین الأول  1استلم البحث في : 

 
 الخلاصة 

 Paenibacillus larvaeفي نمو بكتریا  L Thymbra spicata لنبات الزعتر أختبر تأثیر المستخلص الكحولي    
larvae  المسببة لمرض تعفن الحضنة الأمریكيAmerican Foul Brood(AFB)   على نحل العسل وبتراكیز مختلفة

مایكروغرام / قرص و  3000ووجد أن التركیز  ،التحمیل على الأقراص الورقیة والخلط مع الوسط الزرعي وبطریقتي
 الخام ى التتابع . حددت المادة الفعالة في المستخلصمایكروغرام / مل ھي المثبطة لنمو البكتریا ولكلا الطریقتین عل 3000

البكتریا بطریقة  في) وأختبر تأثیرھا Thymol() ووجد أنھا مادة الثایمولTLCبطریقة كروماتوكرافي الصفائح الرقیقة (
مایكروغرام / قرص ھو الفعال في قتل البكتریا . أختبر تأثیر  1000التحمیل على الأقراص الورقیة ووجد أن التركیز 
خلایا مصابة بمرض تعفن الحضنة الأمریكي عند طریق خلطھ مع  فيالمستخلص الكحولي ومادة الثایمول المعزولة منھ 

 ات نتائجوأعطداخل خلایا نحل العسل على الأطارات المصابة مایكروغرام / مل ورش  3000،المحلول السكري وبتركیز 
یوماً  27المعالجة بمادة الثایمول في حین أختفى المرض بعد مرور  یوماً من بدء 21على المرض بعد مرور  إذ قضيجیدة 

 لنبات الزعتر .من بدء المعالجة بالمستخلص الكحولي 
 

 .: مرض تعفن الحضنة الأمریكي ، الثایمول ، الزعتر الكلمات المفتاحیة
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 المقدمة 
ویتسبب في ضعف الطوائف  یعد مرض تعفن الحضنة الأمریكي من أخطر الأمراض التي تصیب حضنة نحل العسل     

وھي بكتریا عصویة موجبة لصبغة كرام  ،Paenibacillus larvae larvae ومن ثم موتھا . المسبب لھذا المرض بكتریا
عاماً  50طویلة قد تصل إلى  مدهكتریا في طوائف نحل العسل وتحافظ على حیویتھا مكونة السبورات . تمكث سبورات الب

یدخل المسبب المرضي إلى جسم الیرقة عن طریق الغذاء المقدم لھا من الشغالات ، . ] 1عند عدم ملائمة الظروف للنمو [
اخل جسم الیرقة وتنتشر في جسمھا وتؤدي حساسة للإصابة . تتكاثر الخلایا البكتریة د یوم 1-2 وتكون الیرقات التي بعمر 
] . 3البكتریا سریعة الأنتشار داخل الخلیة وبین الخلایا [ ] . ھذه2وتحویلھا إلى قوام مائي لزج [إلى موتھا وتحلل أنسجتھا 

ن الأجراءات المتبعة لمعالجة ھذا المرض الخطیر في معظم دول العالم ھو حرق الخلایا المصابة بما فیھا من حشرات إ
 عمل] ، كذلك تست2ھذا المرض تكون كبیرة حتى في حالة المعالجة [ منوأجزاء خشبیة ولھذا فأن الخسارة الناتجة 

) لمعالجة المرض إلا أن ھذه المضادات لا تقضي Oxytetracyclineالأوكسي تتراسایكلین (لاسیما المضادات الحیویة و
] . یھدف البحث إلى إیجاد طریقة فعالة في معالجة ھذا 4لبكتریا [لنمو الخلایا الخضریة  على السبورات ولكنھا تمنع

 ن الأجراءات المتبعة .مستفادة من النباتات الطبیعیة التي تنمو محلیاً لتكون بدیلاً المرض بالا
،مثل بعض الكائنات المجھریة فيلأحتوائھ على مواد فینولیة وقلویدیة لھا تأثیر  Thmbra spicataأختیر نبات الزعتر      

، Rhizoctonia soloniو ، Fusarium monilifromفطر  الفطریات الموجودة في التربة والممرضة للنبات مثل
وبكتریا ،] Escherichia coli ]5 وبكتریا ،Staphyllococciبكتریا العنقودیات ، مثل وبعض الأنواع البكتیریة

Melissococcus pluton ] 6المسبب لمرض تعفن الحضنة الأوربي على نحل العسل. [   
 

 مواد وطرائق العمل 
 الأستخلاص     

النایلون تحت  فرشت على فرشة منو إلى المختبرنطقة زاویتھ / محافظة دھوك ، و نقلت من مالزعتر  نباتات جمعت     
ستمرار منعاً للتعفن حتى الجفاف ، بعدھا قطعت وسحقت بوساطة طاحونة كھربائیة وغربلت ادرجة حرارة الغرفة وقلبت ب

غم  200لتحضیر المستخلص الكحولي إذ وزن ] 7وآخرون [ Gul) ، أستعملت طریقة mesh 50مش ( 50بغرابیل سعة 
، % 95مل من الكحول الأثیلي تركیز  400مل ثم أضیف  1000عتھ من المسحوق النباتي ووضع في دورق زجاجي س

) Watman No. 2ساعة ثم رشح المستخلص من خلال ورق ترشیح ( 24رج الدورق بوساطة رجاج كھربائي لمدة 
حفظ ) .Rotary evaporator with vacuumر وركز الراشح بوساطة المبخر الفراغي الدوار (نبأستعمال قمع بوخ

 الخام في قناني زجاجیة محكمة الغلق وتحت التجمید لحین الأستعمال.المستخلص 
 

 العزلات البكتیریة 
محافظة بغداد مالزوراء علیھا من منحل  تم الحصول P. larvae larvaeلبكتریا  أستعملت عزلات بكتیریة محلیة      

 جامعة بغداد. –كلیة الزراعة –قسم وقایة النبات  وعزلت وشخصت في
 

 أختبار تأثیر المستخلص الكحولي الخام على البكتریا مختبریاً 
مختبریاً بأستعمال طریقة التحمیل على الأقراص المستخلص الكحولي الخام لنبات الزعتر على البكتریا  أختبرت فعالیة      

مایكروغرام / قرص . زرعت البكتریا (وھي  3000،  1250،  1000،  500الورقیة ، أذ حملت ھذه الأقراص بالتراكیز 
 Brain Heartالزرعي المناسب لنموھا والمسمى ثم على الوسط  Nutrient brothعلى شكل معلق) أولاً على الوسط 
Infusion Thiamin (BHIT)  بطریقة النشر . وضعت الأقراص الورقیة المحملة بالتراكیز أعلاه على الأطباق

ساعة ثم قیست أقطار  48مْ لمدة  35طبق لكل تركیز . حضنت الأطباق بدرجة حرارة  2قرص في كل طبق) وبواقع 3(
لتحدید التركیز الفعال . كذلك أختبر تأثیر المستخلص بطریقة الخلط ) Inhibition zoneمناطق التثبیط حول الأقراص (

 250) حیث حضرت التراكیز Plate dilution technique( مع الوسط الزرعي ، إذ أستعملت طریقة التخفیف بالأطباق
، وخلط كل تركیز على حده مع الوسط الزرعي الصلب بعد تعقیمھمایكروغرام / مل   3000و 1250،  1000،  500، 
. حضنت الأطباق بدرجة  فضلا"عن معاملة المقارنةطبق لكل تركیز 2زرعت البكتریا في الأطباق بطریقة النشر بواقع و

ساعة وحسبت النسبة المئویة للنمو مقارنة مع أطباق السیطرة وحدد التركیز الفعال على أساس عدم  48مْ لمدة  35حرارة 
 ] .4ظھور أي مستعمرة وعدم حصول نمو البكتریا [

 
 تحدید المادة الفعالة المؤثرة في نمو البكتریا 

، إذ أشارت البحوث السابقة إلى وجود مادة  اد على نسبة وجودھا في المستخلص الكحوليحددت المادة الفعالة بالأعتم      
 Abo – Basha et] . أستعملت طریقة 6% مع الزیوت العطریة [55الثایمول وھي مادة فینولیة وتوجد بنسبة تصل إلى 

al. (1995) ]8 أستعملت رقائق بلاستیكیة نوع (] لتشخیص وتنقیة الثایمول في المستخلص الكحولي الخام ، إذEmerck, 
F254 مطلیة بطبقة من أوكسید الألمنیوم مع مادة مضیئة عند تعرضھا للأشعة فوق البنفسجیة . وضع مستخلص الزعتر (

من سم  2ومادة الثایمول القیاسیة (تم الحصول علیھا من الھیئة العامة لوقایة المزروعات / وزارة الزراعة) على مسافة 
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. ترك محلول 1: 1وبنسبة Isopropyl ether : Benzeneة السفلیة للرقیقة ، وأستعمل محلول الفصل المكون من الحاف
فحصت تحت مصدر للأشعة فوق البنفسجیة بطول  .سم ، ثم رفعت الرقائق وتركت لتجف في الھواء  17الفصل یرتفع إلى 

للمركب  RFللمركبات المفصولة وقورنت بقیم  RF یر لتحدید البقع المفصولة ، حسبت قیمتنانوم300 – 245موجي 
 القیاسي .

 الثایمول أستخلاص 
 RFمقاربة لقیم  RF) والتي أعطت قیم TLCقیقة (رأستخلص الثایمول من خلال البقع المفصولة على ألواح الطبقة ال     

للثایمول القیاس ، جمع ما تم قشطھ في أنبوبة أختبار وأضیف إلیھ كلوروفورم لغرض إذابتھ وفصلھ عن المسحوق ، رجت 
ر الأنبوبة بعملیة الطرد المركزي . بخر الكلوروفورم عالأنبوبة برجاج كھربائي لمدة نصف ساعة ثم رسب المسحوق في ق

فراغي الدوار الحصول على الثایمول النقي .أختبر الثایمول المستخلص ال بخرجھاز الم بوساطة(الحاوي على الثایمول) 
 1250،  1000،  500،  250الأقراص الورقیة بالتراكیز على العزلات البكتیریة مختبریاً بطریقة التحمیل على 

 مایكروغرام / قرص للتأكد من تأثیره على نمو البكتریا .
 نحل المصابة بالمرضایمول على خلایا الأختبار مستخلص الزعتر الخام ومادة الث

خلایا ، مع خلیة مصابة أخرى  3مجموعة مكونة من  جموعتین من الخلایا المصابة ، كلأجرى الأختبار على م       
ماء مخلوط معھ مستخلص 1 سكر :  2تركت بدون معاملة كخلیة مقارنة ، رشت المجموعة الأولى بمحلول سكري تركیزه 

مل  500مایكروغرام / مل (وھو التركیز الذي أعطى فعالیة في المختبر) .رشت كل خلیة بـ  3000الزعتر الخام بتركیز 
منھ شمل الرش وجھي كل أطار وقاعدة الخلیة والمتبقي رش على الحشرات العالقة الموجودة داخل الخلیة وذلك لضمان 

أیام . في حین رشت المجموعة الثانیة  5مرات بین مرة وأخرى  3د الطائفة . كررت العملیة وصول العلاج إلى جمیع أفرا
مایكروغرام/ مل . تركت خلیة المقارنة  1000بنفس الطریقة بمحلول سكري حامل لمادة الثایمول المستخلصة بتركیز 

نجات المربعة التي فیھا الأصابة والمأخوذة بدون معالجة لمقارنة تأثیر ذلك على الخلایا المعاملة من خلال حساب عدد الأ
) . سجلت البیانات والملاحظات وإنخفاض Frame countعشوائیاً بأستخدام الأطاري الزجاجي المقسم إلى أنجات مربعة (

نسب الإصابة كل ثلاثة أیام رافق ذلك أخذ عینات من الیرقات والعسل والأغطیة الشمعیة وزراعتھا مختبریاً للكشف عن 
 وجود المسبب المرضي .

 
 والمناقشةالنتائج 

 الزعتر الخام ومادة الثایمول القیاسیة على البكتریا مختبریاً فعالیة مستخلص أختبار 
 أختبار التحمیل على الأقراص الورقیة  –أ 

مایكروغرام/ قرص 1000 و500 لم یكن لھ تأثیر تثبیطي معنوي بالتراكیز  خاممستخلص الالأن  )1جدول (أظھرت النتائج 
 على البكتریا ، إذ لم تظھر أیة منطقة تثبیط حول الأقراص الحاملة لھذه التراكیز ، بینما ظھر التأثیر في التركیزین 

.ظھر من خلال التحلیل الترتیب ملم على 16 و 9مایكروغرام / قرص فقد كان قطر منطقة التثبیط   3000و1250
ھذا  مایكروغرام / قرص ، ولذا یعد 3000 و 1250بین التركیزین  0.05معنوي على مستوى الأحصائي وجود فرق 

مایكروغرام / قرص وبدأ  250أما في أختبار الثایمول فلم یظھر تأثیر بالتركیز ، التركیز  ھو الفعال ضد ھذه البكتریا 
ملم ، وإزداد تأثیر ھذه المادة  20قة التثبیط مایكروغرام / قرص حیث كان قطر منط 500التأثیر التثبیطي یظھر بالتركیز 

ملم على  33 و 32مایكروغرام / قرص  1250 و1000 بأزدیاد التركیز حیث كانت أقطار مناطق التثبیط للتركیزین 
مایكروغرام /  1000و 500بین التركیز  0.05.أظھرت نتائج التحلیل الأحصائي وجود فروق معنویة على مستوى الترتیب

مایكروغرام/  1000مایكروغرام / قرص وأن التركیز  1250 و 1000قرص وعدم وجود فروق معنویة بین التركیزین 
 ص ھو التركیز الفعال ضد البكتریا .قر

 
 أختبار إضافة تراكیز مختلفة من المستخلص الخام إلى الوسط الزرعي  –ب 

مایكروغرام / مل لیس لھ تأثیر تثبیطي حیث ظھر على سطح الطبق  250) أن التركیز 2جدول (أظھرت النتائج       
% مقارنة مع طبق المقارنة وھي نسبة عالیة جداً مما یدل على 50.1مستعمرة أي بنسبة نمو  2757الحامل لھذا التركیز 

مایكروغرام / مل  500یز عدم وجود أي تأثیر تثبیطي لھذا التركیز على البكتریا . في حین كان عدد المستعمرات في الترك
% وھي أیضاً نسبة عالیة إلا أنھا أقل من التركیز الأول ومن ھذا التركیز بدأ 16.7مستعمرة وبنسبة مئویة للنمو  921

مستعمرة  275مایكروغرام / مل فقد ظھرت  1000یظھر التأثیر التثبیطي للمستخلص على النمو البكتري . أما في التركیز 
% . في حین لم تظھر 2.05مستعمریة وبنسبة نمو  113یكروغرام / مل ظھرت ما 1250التركیز  % وفي5وبنسبة نمو 

مایكروغرام / مل ولجمیع الأطباق الحاملة لھذا التركیز مما یدل على أن تركیز مستخلص  3000أي مستعمرة بالتركیز 
 مایكروغرام / مل . 3000الزعتر المثبط للبكتریا ھو 

 
 ة الخلایا المصابة بالمرض بمستخلص الزعتر الخام ومادة الثایمول أختبار معالج -جـ 

أن مادة الثایمول أعطت نتائج إیجابیة وسریعة في القضاء على المرض ، حیث أنتھى المرض  )1شكل  (أظھرت النتائج     
المسبب المرضي في  یوم من بدأ المعالجة ، إذ أختفت الأعراض المرضیة ولم یعزل 21من الخلایا المصابة بعد مرور 
یوم عند  27بعد مرور في حین أختفى المرض من الخلایا  ،ات المأخوذة من ھذه الخلایا عینالفحص المختبري الأخیر من ال
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، وأن ،ریھذا المرض الخط في معالجة فعال وسریع تأثیرلثایمول لمعاملتھا بمستخلص التركیز الخام . ومن ھذا یتضح أن 
الأبتعاد عن أستعمال فضلآ" عن من الخسائر الأقتصادیة المتسببة عن أحراق الخلایا المصابة  قلیلتأستعمالھ سیؤدي إلى ال

المضادات الحیویة التي لھا تأثیر سلبي على المستھلك عند تناولھ لمنتجات النحل الحاویة على بقایا المضادات الحیویة 
 ] .7[ بل أیقافھ مؤقتا"ضاء على ھذا المرض المستعملة في المعالجة ، كما أنھا طریقة غیر فعالة في الق
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التحمیل على الأقراص  بطریقة نمو البكتریا فيومادة الثایمول   الخام ستخلصة للملالمختلفتأثیر التراكیز  : )1ول (جد
 الورقیة 

 التركیز مایكروغرام / قرص المادة
250 500 1000 1250 3000 

 16 9 0 0 - الخاممستخلص ال
 - 33 32 20 0 الثایمول

LSD 0.05     2.81لمادة الثایمول   .1.78 الخام لمستخلصل 
 

 بكتریاالنمو في المضافة إلى الوسط الزرعي  الخام لمستخلصالمختلفة لتأثیر التراكیز : ) 2جدول (

 500 مایكروغرام/قرص 250
 مایكروغرام/قرص

1000 
 مایكروغرام/قرص

1250 
 مایكروغرام/قرص

3000 
 Control مایكروغرام/قرص

عدد 
عدد  % للنمو المستعمرات

عدد  % للنمو المستعمرات
عدد  % للنمو المستعمرات

عدد  % للنمو المستعمرات
 المستعمرات

 %
  للنمو

2757 50.1% 921 16.5% 275 65.0% 113 2.05% 0 0% 5500 
 

12 | Biology 

@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@ÚÓ‘Ój�n€a@Î@Úœäñ€a@‚Ï‹»‹€@·rÓ:a@Âig@Ú‹©@Ü‹1a26@@ÖÜ»€a@I3@‚b«@H2013 

Ibn Al-Haitham Jour. for Pure & Appl. Sci.                                           Vol. 26 (3) 2013 



 

 
 .تأثیر المعالجة بأستعمال المستخلص الخام ومادة الثایمول على الخلایة المصابة بالمرض: ) 1شكل (

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

بة 
صا

للا
ية 

ئو
الم

بة 
نس

ال
% 

 ايام/ الوقت 

 الثایمول
 الزعتر
 السيطرة 
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Abstract 
        Ethanolic extracts of Thyme (Thymbra spicata) were tested for their inhibitory action on 
Paenibacillus larvae the causative agent of American foul brood with different concentration 
by using disc assay and mixed with culture media . Results showd that 3000mg / disc and 
3000 mg / ml was the effective concentroation for the both methods .Thymol was isolated by 
using TLC technique . The effective concentration of thymol on growth of bacteria was 1000 
mg / disc . 
         Thymol and crude extracts of thyme 3000 mg / ml were tested on infected hives by 
mixed with sugar  solution . The symptoms of AFB disease was full disappearance within 21 , 
27 days after treatment with thymol and thyme extracts respectively . 
 
Key wordes : AFB , Thyme , Thymol , Paenibacillus larvae 
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