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خلاصه:
تا کنون گزارشات جامعی از بیماری های کرم ابریشم در استان های مختلف کشور ارائه نشده است. نظر به اينكه 
استان گيلان بزرگترين مركزصنعت نوغان داری در ايران است، بررسي و تشخيص آزمايشگاهي بيماري هاي كرم 

ابريشم در این استان جهت اعمال اقدامات پیشگیری کننده ضروری می باشد.
در این بررسی با روش نمونه گیری تصادفی و از نود و دو نوغان داري استان گيلان نوزادهای بیمار و مرده جمع 
آوری شدند . نمونه ها  با روش هاي متداول تشخيص انگلي، ويروسي، کشت باكتريايي و قارچي و آزمايش هاي 
تكميلي بيوشيميايي، آزمايش يك قطره اسيد و رنگ آميزي اختصاصي مورد بررسي قرار گرفتند. و عوامل مختلف 

بیماری زا جدا سازی گردید .
در  هيچ يك از نوغان داري ها بيماري پبرين مش��اهده نش��د،اگر چه از هشت در صد از  نوغان داري ها آلودگي 
به اسپور میکروسپوریدیایی غير پبرين جدا شد. آلودگي هاي ويروسي از نوع گراسري  يا  پلي هدروزيس هسته اي 
در  بيست و نه نوغان داري )5 /1 3%( تشخيص داده شد.  آلودگي با عوامل  باكتريايي  بیش از سایر اجرام بود و 
هش��تاد وهشت نوغان داري )5/6 9%(مبتلا به  استافيلوكوك طلايي و سفيد که ازعوامل سپتي سمي كرم ابريشم 
محسوب می شوند ،بودند. همچنین در بيست وشش نوغان داري ) 2/ 28 %( آلوده به عفونت های قارچی بودند،که 
از آن میان، )11/5%( مربوط به  قارچ آسپرژیلوس فومیگاتوس و 3/8%  مربوط به  قارچ بیوریا بزیانا یا موسکاردین 

قرمز از عوامل اختصاصی عفونت های قارچی کرم ابریشم بود. 

واژه های کلیدی: عفونت، کرم ابریشم، گیلان. 

تش�خیص آزمایش�گاهی عفونت هاي كرم 
ابريشم  نوغان داری های استان گيلان

 نبیان، ص.*1 ، ايرانمنش، ف.2 ، خسروي، ع.3 ،زهرايي صالحی، ت.3، مرادي، م.4  
دریافت: 1388/5/6            پذیرش: 1388/8/24

1-گروه انگل شناسی  دانشكده دامپزشكي دانشگاه تهران  
2-سازمان دامپزشکی کشور 

3- گروه میکروب شناسی دانشكده دامپزشكي دانشگاه تهران
4- بخش ویروس شناسی حشرات  موسسه تحقيقات واكسن وسرمسازي رازي

 nabian@ut.ac.ir:نویسنده مسئول*

 نبیان و همکاران - دامپزشکی و آزمایشگاه ، دوره 1،شماره 1

36



2

3

2

3

مقدمه :
در ایران تا کنون مطالعه  جامع و گس��ترده ای در باره  بیماری 
های کرم ابریش��م در اس��تان های مختلف انجام  نشده است. 
قابوس��ی و همکاران ) 1375 ( شیوع بیماری نوکلئوپلاسمیک 
) پل��ی هدروزیس( کرم ابریش��م را در اس��تان گیلان گزارش 
نمودن��د. اخیرا" نتیجه  بررس��ی بیماری های کرم ابریش��م در 
منطقه دوغ آباد استان خراسان توسط ایرانمنش و نبیان )1387(  
منتشر گردید. کرم ابريشم در معرض ابتلا با انواع عفونت های 
انگلی، باکتریایی، ویروس��ی و قارچی اس��ت. سموم مترشحه از 
برخی باکتری ها، س��بب مرگ و مير بالايی در کرم ابريشم می 
 Institut Nationale des Recherches 2001 ،Lee ( ش��ود

.)1993 ، Agronomique

نظر به اينكه اس��تان گيلان بزرگترين مركز صنعت نوغان داری 
ايران اس��ت و پرورش كرم ابريشم در اين استان جايگاه ويژه اي 
دارد، بررسی حاضر جهت تش��خیص بیماری های عفونی کرم 
های ابریشم نوغان داری های این استان صورت گرفت تا سبب 
ترويج بهداشت در  نوغان داري ها، كاهش خسارات وارده به آن 

ها و در نتیجه  ایجاد اشتغال بیشتر در این رشته گردد.

مواد و روش کار:
ای��ن بررس��ی در فصل بهار با همکاری س��ازمان دامپزش��کی، 
دانش��کده دامپزش��کی دانشگاه تهران و موسس��ه رازی  و اداره 
كل دامپزش��كي اس��تان گيلان و مركز تحقيقات كرم ابريشم 
ايران انجام گرفت. از تعداد نودو دو نوغان داری اس��تان گیلان 
نود و دو  نوزاد بیمار و یا مرده کرم ابریشم جمع آوری گردید. با 
اس��تفاده از روش های رایج تشخیص  آزمایشگاهی و همچنین 
آزمایش��ات تکمیلی بیوش��یمیایی، آزمایش قطره اسید و رنگ 
آمیزی اختصاصی عوامل انگلی، ویروس��ی، باکتریایی و قارچی 

بافت های مختلف به شرح زیر تشخیص داده شدند.

1-اجرام تک یاخته ای:
تهیه لام مرطوب:

 با استفاده از کی سوآپ از جدار داخلی رودة لاروها نمو نه گیری 
شد پس از اضافه کردن قطره ای  آب یا پتاس به آن و گذاردن 
لام��ل با بزرگنمایی 40 آزمایش ش��د. در ص��ورت مثبت بودن 
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آزمای��ش از نظ��ر ت��ک یاخته ه��ای میکروس��پوریدیایی 
یعنی مش��اهده اس��پورهای تخم مرغی ش��کل به اندازه  
3  ميك��رون، آزمایش��ات تکمیل��ی زیر  -4 ×1 / 5 -2 / 5
طبق توصیه )Poinar، 1998( جهت تشخیص تفریقی بیماری 
پبرین از س��ایر بیماری های  تک یاخته ای مشابه كرم ابريشم  

انجام شد.
الف- روش اس�ید: در این روش کی قطره اسید کلریدرکی 
37% بر روی گس��ترش مستقیم تهیه شده  از روده  ریخته شد. 
در ای��ن آزمایش اگر تک یاخته میکروس��پوریدیایی از نوع نوزما 
بومبیس��یس باشد در برابر اس��ید از بین نمی رود ولی سایر گو 
نه ها یعنی پلیوستوفورا یا تلوهانیا در برابر اسید از بین رفته و 

   .)1998 ،Lee( براحتی محو می شود
ب- روش رنگ آمیزی: گسترشی از محتویات روده بر روی 
لام تهیه و پس ازثابت كردن با  متانول با گیمس��ا رنگ آمیزی 
شد. رنگ آمیزی گیمسا می تواند  جزئیات درون میکروسپوریدیا  
يعني پروتو پلاس��م كمر بندي شكل اطراف اسپور وسه هسته 

آن را بخوبی  نشان دهد. 

2-اجرام باکتریایی:
باس��وزاندن سطح ش��کمی کرم ابریش��م های آلوده با پي پت 
پاس��تور از ای��ن  ناحیه نمونه گیری ودر محی��ط آگار خون دار، 
EMB و مک کانکی آگارکش��ت داده ش��د، سپس روی باکتری 

های جدا ش��ده آزمایشات بیوشیمیایی تکمیلی همانند كاتالاز، 
  IMVIC كواگولاز، تخمیر قندها، تولید س��ولفید هی��دروژن و
ژلاتیناز، کمپ حرکت و لسیتیناز بسته به نوع باکتری جدا شده 
طب��ق توصی��ه Baron و هم��کاران )1990(  و  Quinn و 

همکاران ) 2004 ( انجام شد.

3-اجرام قارچی:  
از س��طح پوست، روده و همولنف لاروها گسترش مرطوب  تهيه  
و با بزر گنمایی 40 ازمایش می ش��د. . برخی از این گسترش ها 
با اس��تفاده از لاکتوفنل کاتن بلو رنگ آمیزی ش��دند. همچنین 
نمو نه برداش��ت ش��ده از ناحیه ش��کمی کرم ابریشم در محیط 
سابورودکس��تروز آگار کش��ت داده ش��د )Anaissie و همکاران، 

. )2003

4-اجرام ویروسی:
گسترش��ی از همولنف لاروها بر روی لام تهیه نموده و به مدت 
کی دقیقه با رنگ بلودومتیلن )2/5 گرم پودر بلودومتیلن، 100 
میلی لیتر الکل اتیلیک 95%( بر اس��اس روش های مش��روحه 
توسط Lee  1998 و Kenneth 1964 رنگ شد.  در این روش 
در صورت حضور پلی هدرای سیتوپلاس��می، آنها به رنگ آبی 
در می آیند و پلي هدرای  هس��ته اي بدون رنگ در زمينه آبي 

ديده مي شود. 

نتایج:
تک یاخته های جدا ش��ده: هش��ت  نمونه،  آلوده به اسپورهای 
میکروس��پوریدیایی غیر  بیماری زای پبرین  بودند ) تصویر 1(. 
ول��ی در ن��ود و دو نمونه موردی  از حض��ور عامل بيماري زای 

پبرين وجود نداشت.

باكتري هاي جدا شده:
 بيش��ترين مي��زان آلودگ��ي باكترياي��ي مرب��وط ب��ه باكتري 
اس��تافيلوكوكوس اورئوس و استافیلوکوکوس اپيدر ميديس بود 
در  هش��تاد وهشت  نوغان داري )5/6 9 %(   این باکتر ی ها از 

عوامل اصلی بيماري سپتي سمي كرم ابريشم بودند. 

تصویر 1. اسپورهای پلیوستوفورا ) عامل پبرین غیر بیماری زا (

قارچ هاي جدا شده:
آلودگي به قارچ ها در بيس��ت وش��ش نمونه )2/ 28%( مشاهده 
شد، از چهار نوغان داري، آسپرژيلوس فوميگاتوس)11/5%( و از 
دو نوغ��ان داري قارچ رنگي بيوريا بزيان��ا )2/02( عامل بيماري 
موسكاردين  قرمز) هر دو گونه اختصاصي كرم ابريشم هستند( 

جدا شد .
ويروس هاي جدا ش��ده:  اجس��ام چند وجهي مش��ا هده شده با 
ميكروس��كوپ معمولي مربوط به ویروس هایی از نوع گراسري 
يا پلي هدروزيس هس��ته اي بودند که در  بيس��ت و نه نوغان 

داری )1/5 3%( مشاهده شد ) تصویر 2(.

بحث  :
تا کنون مطالعات اندکی پیرامون بیماری های کرم ابریش��م در 
ایران انجام ش��ده است با توجه به این موضوع و اهمیت اطلاع 
رس��انی به متخصصین و دست اندر کاران پرورش کرم ابریشم، 
بررس��ی حاضر انجام ش��د. نود و دو نوغان داری مطالعه شده، 
ع��اری از تک یاخت��ه عامل بيماري زای پبري��ن بودند. ولی در 
هشت مورد آلودگي میکروسپوریدیایی پلیوستوفورا مشاهده شد. 
 Iwano گذش��ته از پبرين كه تخم گذر اس��ت، بر اس��اس نظر

)1984( آلودگي هاي ميكروسپوريديايي از جمله پليستو فورا 
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های کرم ابریش��م در اس��تان های مختلف انجام  نشده است. 
قابوس��ی و همکاران ) 1375 ( شیوع بیماری نوکلئوپلاسمیک 
) پل��ی هدروزیس( کرم ابریش��م را در اس��تان گیلان گزارش 
نمودن��د. اخیرا" نتیجه  بررس��ی بیماری های کرم ابریش��م در 
منطقه دوغ آباد استان خراسان توسط ایرانمنش و نبیان )1387(  
منتشر گردید. کرم ابريشم در معرض ابتلا با انواع عفونت های 
انگلی، باکتریایی، ویروس��ی و قارچی اس��ت. سموم مترشحه از 
برخی باکتری ها، س��بب مرگ و مير بالايی در کرم ابريشم می 
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نظر به اينكه اس��تان گيلان بزرگترين مركز صنعت نوغان داری 
ايران اس��ت و پرورش كرم ابريشم در اين استان جايگاه ويژه اي 
دارد، بررسی حاضر جهت تش��خیص بیماری های عفونی کرم 
های ابریشم نوغان داری های این استان صورت گرفت تا سبب 
ترويج بهداشت در  نوغان داري ها، كاهش خسارات وارده به آن 

ها و در نتیجه  ایجاد اشتغال بیشتر در این رشته گردد.

مواد و روش کار:
ای��ن بررس��ی در فصل بهار با همکاری س��ازمان دامپزش��کی، 
دانش��کده دامپزش��کی دانشگاه تهران و موسس��ه رازی  و اداره 
كل دامپزش��كي اس��تان گيلان و مركز تحقيقات كرم ابريشم 
ايران انجام گرفت. از تعداد نودو دو نوغان داری اس��تان گیلان 
نود و دو  نوزاد بیمار و یا مرده کرم ابریشم جمع آوری گردید. با 
اس��تفاده از روش های رایج تشخیص  آزمایشگاهی و همچنین 
آزمایش��ات تکمیلی بیوش��یمیایی، آزمایش قطره اسید و رنگ 
آمیزی اختصاصی عوامل انگلی، ویروس��ی، باکتریایی و قارچی 

بافت های مختلف به شرح زیر تشخیص داده شدند.

1-اجرام تک یاخته ای:
تهیه لام مرطوب:

 با استفاده از کی سوآپ از جدار داخلی رودة لاروها نمو نه گیری 
شد پس از اضافه کردن قطره ای  آب یا پتاس به آن و گذاردن 
لام��ل با بزرگنمایی 40 آزمایش ش��د. در ص��ورت مثبت بودن 
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آزمای��ش از نظ��ر ت��ک یاخته ه��ای میکروس��پوریدیایی 
یعنی مش��اهده اس��پورهای تخم مرغی ش��کل به اندازه  
3  ميك��رون، آزمایش��ات تکمیل��ی زیر  -4 ×1 / 5 -2 / 5
طبق توصیه )Poinar، 1998( جهت تشخیص تفریقی بیماری 
پبرین از س��ایر بیماری های  تک یاخته ای مشابه كرم ابريشم  

انجام شد.
الف- روش اس�ید: در این روش کی قطره اسید کلریدرکی 
37% بر روی گس��ترش مستقیم تهیه شده  از روده  ریخته شد. 
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ب- روش رنگ آمیزی: گسترشی از محتویات روده بر روی 
لام تهیه و پس ازثابت كردن با  متانول با گیمس��ا رنگ آمیزی 
شد. رنگ آمیزی گیمسا می تواند  جزئیات درون میکروسپوریدیا  
يعني پروتو پلاس��م كمر بندي شكل اطراف اسپور وسه هسته 

آن را بخوبی  نشان دهد. 

2-اجرام باکتریایی:
باس��وزاندن سطح ش��کمی کرم ابریش��م های آلوده با پي پت 
پاس��تور از ای��ن  ناحیه نمونه گیری ودر محی��ط آگار خون دار، 
EMB و مک کانکی آگارکش��ت داده ش��د، سپس روی باکتری 

های جدا ش��ده آزمایشات بیوشیمیایی تکمیلی همانند كاتالاز، 
  IMVIC كواگولاز، تخمیر قندها، تولید س��ولفید هی��دروژن و
ژلاتیناز، کمپ حرکت و لسیتیناز بسته به نوع باکتری جدا شده 
طب��ق توصی��ه Baron و هم��کاران )1990(  و  Quinn و 

همکاران ) 2004 ( انجام شد.

3-اجرام قارچی:  
از س��طح پوست، روده و همولنف لاروها گسترش مرطوب  تهيه  
و با بزر گنمایی 40 ازمایش می ش��د. . برخی از این گسترش ها 
با اس��تفاده از لاکتوفنل کاتن بلو رنگ آمیزی ش��دند. همچنین 
نمو نه برداش��ت ش��ده از ناحیه ش��کمی کرم ابریشم در محیط 
سابورودکس��تروز آگار کش��ت داده ش��د )Anaissie و همکاران، 

. )2003

4-اجرام ویروسی:
گسترش��ی از همولنف لاروها بر روی لام تهیه نموده و به مدت 
کی دقیقه با رنگ بلودومتیلن )2/5 گرم پودر بلودومتیلن، 100 
میلی لیتر الکل اتیلیک 95%( بر اس��اس روش های مش��روحه 
توسط Lee  1998 و Kenneth 1964 رنگ شد.  در این روش 
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م��ي توانند باع��ث آلودگي تخم نیز ش��وندكه در زم��ان توليد، 
ص��ادرات و واردات تخم بايد پيوس��ته آلودگی به این تک یاخته 
با آزمايشات تشخيص تكميلي در مراحل مختلف لاروي كنترل 
ش��وند. آلودگي هاي ويروس��ي از نوع گراسري يا پلي هدروزيس 
هس��ته اي در  بيس��ت و نه مورد دیده شد که ویروس عامل آن 
بن��ا به اظه��ار Andreadis )1987( مي تواند علاوه بر راه افقي 
از طريق عمودي نیز به  حش��رات انتقال یابد. بنا براين همزمان 
با كنترل ميكروس��پوريديا  بايد اين بيماري نيز كنترل ش��ود. در 
بررسي سيتولوژيك مايع همولنف و روده و رنگ آميزي به روش 
گيمس��ا، حضور توام دو عامل،  وی��روس پلي هدروزيس و تک 
یاخته ميكروس��پورا رويت ش��د. علت تولید کم کیی از   نوغان 
داري های آس��تانه اش��رفيه ) از هر جعبه  نه يكلو محصول( را 
بيماري با علائم پلي هدروزيس هسته اي می دانند. يكست هاي 
انگلي رويت ش��ده به عنوان تك ياخته ميكروس��پوريديايي غير 
پبرين ) Nosema bombycis Nageli(، از جنس پليستو فورا 
)pleistophora ( مورد تاييد قرار گرفت. بيشترين ميزان آلودگي، 
باكتريايي و مربوط به باكتري استافيلوكوك، عامل بيماري سپتي 
س��مي كرم ابريشم بود که   از هشتاد وهشت نوغان داري )5/6 
9 %(  جدا شد. آلودگي هاي قارچي در  بيست وشش نمونه ) 2/ 

28 % ( مش��اهده گردید  و از چهار نوغان داري، قارچ آسپرژيلوس 
و از دو نوغ��ان داري ق��ارچ رنگي يا بيووري��ا بزيانا عامل بيماري 

موسكاردين قرمز ) اختصاصي كرم ابريشم( جدا شد .
.علت  وجود بیماری های یاد ش��ده، ش��رايط پرورشی وبهداشتی 
نامناس��ب، از جمله عدم ضد عفونی مناس��ب، رطوبت و حرارت 
نامتعادل در نوغان داری خصوصاً نوغان داري هاي سنتي موجود 
كه بيش��تر آن ها در مكان ه��اي نگهداري دام ق��رار دارند می 
باش��د. به منظور غنا بخش��يدن به صنعت نوغان داری و دست 
يابي به بهره وري و س��ود دهي هر چه بيشتر براي نوغان داران، 
توجه به بهبود روش هاي ضد عفوني و تداوم بهداشت در طول 
دوره پرورش ،كاربرد فضا و لوازم مناس��ب پ��رورش ضروری می 
باشد همچنین اتخاذ تدابیر موثر به منظور ارتقاء ‌تكنيك جهت 
دستیابی به  اس��تاندارد جهاني  پرورش، انتخاب گونه هاي كرم 
ابريش��م مقاوم به بيماري هاو انتخاب تخم كرم ابريشم تضمين 
ش��ده و تحويل تخم تفريخ شده به نوغان داران به منظور توليد 
پيله، با اندازه  و يكفيت اس��تاندارد جهان، ترويج بهداشت نوغان 
داري  و ارتق��ا فرهنگ  بهداش��تي نوغان��دان داران، برنامه ريزي 
اصولي نیز باید مورد توجه قرار گیرد تا  به توان اين صنعت را در 

آينده اي نه چندان دور به يك صنعت ارز آور تبديل كرد.

Abstract
There is a lack of survey of silkworm diseases in Iran. Guilan prov-
ince is the largest industry center for sericulture in Iran. It seemed 
that study of sericultuers diseases in this province is necessary for 
preventing various diseases and decreasing the related economic 
loss. 
Specimens including sick and dead larvaes were collected from 
92 sericultuers randomly, in spring 1385. Samples were tested for 
parasitic, viral, bacterial and fungal agents, using complementary 
tests including biochemical tests and specific staining. 
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Using direct microscopic examination, in wet mount prepared from 
intestine wall,  protozoa spores belong to Microsporidia phylum 
were observed in eight  sericultures  which  was not Nosema bom-
bysis. Many polyhedra forms in hemolymph ,were diagnosed  as 
the agent of Polyhedrosis  or Grasserie  disease( NPV) in %31/5 
of sericltuers. The most important prevalent infection was bacte-
rial agents including, Staphylococcus aureus, and S. epidermidis 
as septicemia diseases in %95/6 of sericultuers. Fungal agents 
were diagnosed in 26 of sericultuers (%28/2) containing: Aspergil-
lus fumigatous (%11/5) and Beauveria bassiana or Red Muscardin 
(%3/8).

Key words: Infection, Silkworm, Guilan. 
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