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   علمی پژوهشی  فیزیولوژي و تکوین جانوري فصلنامه
  77تا  71صفحه  ،93، پائیز 4، شماره 7، جلد 27شماره پیاپی

 

    
  
  

-رشد کوکسیبر  Saccharomyces cerevisiae AT-50بررسی تاثًیر دیواره سلولی 

  هاي کوآگولاز مثبت جدا شده از پوست سالم انگشت پا در بیماران دیابتی
  1محمد حسین آرش اسدي راد ،1آزاده توفیقی

  azadeh_t392@yahoo.com .ایران .ی، واحد زنجان، زنجانگروه میکروبیولوژي، دانشگاه آزاد اسلام استادیار-1

 10/8/93تاریخ پذیرش:      2/7/93تاریخ دریافت: 
  چکیده

متعادل ساختن میکروفلور ع ترین بیماري هاي اندوکرینی است. )، از شایDiabetes Mellitusدیابت شیرین ( مقدمه و هدف:
هاي پوستی نقش مؤثري داشته  ی تواند در پیشگیري و یا کاهش ایجاد زخمبومی و کاهش بیماریزاهاي فرصت طلب سطح پوست م

بر مهار رشد کوکسی هاي گرم  AT-50 ساکارومایسس سرویزیهحاضر بررسی اثر پربیوتیکی دیواره سلولی جدایه  . هدف ازتحقیقباشد
  پوست سالم بین انگشتان پا در افراد دیابتی بود. ده از مثبت کاتالاز مثبت جدا ش

سویه هاي  وانجام  مورد بیمار غیر دیابتی 50ابتی و مورد بیمار دی 53نمونه برداري از پوست سالم بین انگشتان پا در  وش کار:ر
با استفاده از سونیکاتور تهیه و  AT-50 ساکارومایسس سرویزیهکوکسی گرم مثبت کاتالاز مثبت جداسازي شدند. دیواره سلولی سویه 

قطر هاله هاي عدم رشد بر  وآن برجدایه هاي کوآگولاز مثبت با استفاده از روش چاهک مورد بررسی  درصد 3و  5/1 اثر پربیوتیکی
  حسب میلی متر محاسبه و به عنوان اثر مهار کنندگی مورد مقایسه قرار گرفت.

نگشتان پا در نمونه هاي هاي بی هوازي به هوازي جدا شده از پوست سالم بین اينسبت کل باکترنتایج نشان داد که   یافته ها:
و نسبت کل باکتري هاي هوازي و بی هوازي جدا شده از نمونه هاي دیابتی به نمونه هاي  24/1و  44/1دیابتی و غیر دیابتی به ترتیب 

 چنین تعداد کوکسی هاي گرم مثبت کوآگولاز مثبت جدا شده از پوست سالم نمونه هاي بود. هم 81/1و  55/1سالم به ترتیب حدود 
  % بیشتراز نمونه هاي کنترل بود. 75دیابتی به میزان 

 افراد غیر دیابتی ازسطح پوست سالم افراد مبتلا به دیابت بدون در نظر گرفتن سن و جنس نسبت به پوست سالم  نتیجه گیري:
گی پربیوتیک دیواره . اثر مهار کنندهاي کوآگولاز مثبت برخوردار است شرایط مناسب تري جهت رشد میکروب ها به ویژه کوکسی

م مقاومتی ذاتی در جدایه هاي پوست سال وابسته به دوز بوده و in vitroدر محیط  ساکارومایسس سرویزیه AT-50سلولی جدایه بومی 
  کنندگی پربیوتیک مورد استفاده دیده می شود. افراد دیابتی نسبت به اثر مهار

  .وتیکدیابت، پوست سالم، کوآگولاز، پربی واژه هاي کلیدي:
  مقدمه

- )، یکی از شایعDiabetes Mellitusدیابت شیرین (

رد درصد موا 90ترین بیماري هاي اندوکرینی است و در 
). بر 7() می باشدII(نوع از نوع غیر وابسته به انسولین

اساس گزارش سازمان بهداشت جهانی در حال حاضر 
 592ان به تعداد مبتلای 2035میلیون نفر و تا سال  382

 ). دیابت با هایپرگلیسمی22(لیون نفر خواهد رسیدمی
ل در ) یا اختلاI(نوع همراه است و در اثر نقص در ترشح

). 7() ایجاد می شودII(نوع عملکرد انسولین و یا هر دو
این بیماري می تواند عامل مشکلات فراوانی از جمله 
بروز تظاهرات و زخم هاي پوستی منجر به قطع عضو 

- پوستی بعد از بروز دیابت ظاهر میلائم معمولاً ع باشد.

شوند ولی ممکن است در برخی موارد حتی از سال ها 
). میزان 12(تشخیص دیابت به وجود آمده باشند قبل از

عفونت درماتوفیتی ناخن و انگشتان پا در بیماران دیابتی 
ده شده برابر افراد غیر دیابتی تخمین ز 77/2حدود 

ف هاي پوستی می توانند ). ماسراسیون و شکا10(است
ورود باکتري هاي عامل عفونت به عنوان محلی براي 

). نتیجه کشت سطحی از زخم هاي دیابتی به 7(باشد
پاتوژن هاي متعددي از جمله کوکسی هاي گرم مثبت و 
منفی و عوامل بی هوازي اشاره دارد، بر اساس همایش 
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رد انجمن دیابت امریکا، یکی از راه هاي درمان استاندا
زخم هاي دیابتی استفاده از آنتی بیوتیک هاست که این 
امر خود می تواند احتمال ایجاد سویه هاي میکروبی 

). پربیوتیک ها 18(وم به آنتی بیوتیک را افزایش دهدمقا
)Prebiotic عوامل غیر زنده اي هستند که معمولاً به (

مختلفی مانند دامپروري، صورت تجاري در صنایع 
وغیره جهت افزایش مقاومت نسبت به پروري آبزي

). دیواره 3(ها و ارتقا سلامتی به کار می رودبیماري 
به عنوان یک  ساکارومایسس سرویزیهسلولی مخمر 

پربیوتیک حاوي ترکیبات محرك سیستم ایمنی، بتا 
گلوکان ها، اسیدهاي نوکلئیک و اولیگوساکاریدهایی 

وزافزون موارد ). با توجه به پیدایش ر19(مانان است مانند
میکروبی مقاوم به آنتی بیوتیک در دنیا، در تحقیق حاضر 

ساکارومایسس اثر پربیوتیکی دیواره سلولی جدایه 
بررشد گونه هاي کاتالاز مثبت  AT-50 سرویزیه

استافیلوکوکوس جدا شده از پوست سالم بین انگشتان 
  پاي افراد دیابتی صورت گرفت. 

  مواد و روش ها
  نمونه برداري

نمونه برداري با کمک سواب استریل و از پوست 
مورد  50ابتی و مورد بیمار دی 53سالم بین انگشتان پا در 

(نمونه کنترل) مراجعه کننده به بیمارستان بیمار غیر دیابتی
بدون در نظر  1392ولیعصر زنجان، در نیمه اول سال 

گرفتن سن و جنس و به صورت کاملاً تصادفی صورت 
  گرفت. 

  ي گونه هاي کاتالاز مثبتجداساز
بلافاصله پس از نمونه برداري نمونه ها تحت شرایط 
استریل جهت جداسازي سویه هاي کاتالاز مثبت 
استافیلوکوکوس به آزمایشگاه تحقیقات دانشگاه ازاد 
اسلامی واحد زنجان منتقل و مورد آزمایش قرار گرفتند. 

 Brain Heartبه این منظور ابتدا از محیط کشت

Infusion Broth (BHIB)   به عنوان محیط غنی کننده و
جهت جداسازي سویه هاي مولد   Blood Agarسپس از

همولیز بتا استفاده شد. از کلنی هاي داراي همولیز بتا 
رنگ آمیزي گرم انجام شد سپس نمونه هاي کوکسی 

  ). 21گرم مثبت تحت آزمون کوآگولاز قرار گرفتند (
ه ساکارومایسس سرویزیه استخراج دیواره سلولی سوی

AT-50  
 AT-50مخمر ساکارومایسس سرویزیه بومی 

)Tofighi .جهت انجام تحقیق مورد استفاده قرار گرفت (
 Potatoابتدا جهت کشت انبوه از محیط کشت

Dextrose Broth  ساعت در  48استفاده شد. به مدت
کشت داده شد.  rpm  150درجه سانتی گراد با  35دماي 

ز جامد از مایع با استفاده از سانتریفیوژ و در جداسازي فا
rpm 3000  انجام گرفت. فاز جامد در سه مرحله به وسیله
). 20(فیزیولوژي استریل شستشو داده شد سرم

 1/0ر بافر فسفات سدیم سرد سوسپانسیون مخمرها د
ه ) تهیه و با استفاده ازسونیکاتور با دامنpH= 2/7(مولار

). سانتریفیوژ 4(سته شدنددقیقه شک 2% به مدت 60
دقیقه به منظور جداسازي فاز  1به مدت  rpm  5000در

(عصاره سیتوپلاسمی) جامد(دیواره سلولی) از فاز مایع
انجام شد. رسوبات حاوي دیواره سلولی طی سه مرتبه به 
واسطه آب مقطر استریل شستشو داده شد و در دماي 

  ).1اري شد (درجه سانتی گراد تا زمان استفاده نگهد -20
اثر پربیوتیکی دیواره سلولی ساکارومایسس سرویزیه 

 in vitroبرجدایه هاي کوآگولاز مثبت در 

به   BHIBجدایه هاي کوآگولاز مثبت در محیط
درجه سانتی گراد کشت شدند.  37ساعت در  24مدت 

جهت استاندارد نمودن غلظت تلقیح، از نیم مک فارلند 
از  CFU/mL 108×5/1حدود استفاده شد. به این ترتیب 

سویه کوآگولاز مثبت استافیلوکوکوس بر روي محیط 
به صورت یکنواخت Nutrient Agar (NA) کشت 

کشت داده شد سپس در چهار گوشه پلیت با فواصل 
مشخص، چهار چاهک تعبیه گردید. در سه چاهک 

درصد از دیواره سلولی استخراج  3و  5/1غلظت هاي 
آب مقطر استریل به عنوان شده و در چاهک چهارم 
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میلی لیتر) ریخته شد. پلیت ها  1(هر یک به میزان شاهد
درجه سانتی گراد  37به مدت یک شبانه روز در دماي 

نگه داري شدند و در پایان قطر هاله هاي عدم رشد اندازه 
  گیري شد.

 ساکارومایسس سرویزیهاثر پربیوتیکی دیواره سلولی 
   بر زنده مانی جدایه ها

ز منطقه هاله عدم رشد اطراف ونه برداري انم
ها با استفاده از سواب استریل صورت گرفت. چاهک

به صورت خطی کشت و به مدت  NAنمونه ها در محیط 

درجه سانتی گراد نگه داري  37یک شبانه روز در دماي 
  شدند.

  نتایج 
نتایج حاصل از نمونه برداري از پوست سالم بین 

بیمار دیابتی  مراجعه کننده به  مورد 53انگشتان پا در 
مورد غیر دیابتی بدون در  50بیمارستان ولیعصر زنجان و 

در جدول  1392نظر گرفتن سن و جنس درنیمه اول سال 
  نشان داده شده است.  1

  بت آن هاتعداد کل باکتري هاي هوازي و بی هوازي جدا شده از نمونه هاي بالینی افراد دیابتی و غیر دیابتی و نس -1جدول 

  کل باکتري هاي هوازي  نمونه ها
CFU/mL 

 کل باکتري هاي بی هوازي
CFU/mL  

کل باکتري هاي بی هوازي / 
  هوازي

  44/1  8/3 ±11/0  64/2 ±61/0  دیابتی
  24/1  1/2 ±21/0  7/1 ±03/0  کنترل

مشاهده می شود تعداد  1گونه که در جدول همان
از پوست کل باکتري هاي هوازي و بی هوازي جدا شده 

ه هاي دیابتی با نمونه هاي سالم بین انگشتان پا در نمون
- ) از نظر آماري داراي تفاوت معنی(غیر دیابتیکنترل

). هم چنین، تعداد کل >P 05/0(داري بوده است
م نمونه هاي دیابتی و غیر هاي بی هوازي در تماباکتري
(کنترل) بیشتر از تعداد کل باکتري هاي هوازي دیابتی
است. از کل باکتري هاي جدا شده از نمونه هاي بوده 

 4و  7پوست سالم نمونه هاي دیابتی و کنترل به ترتیب 
جدایه کوکسی گرم مثبت کوآگولاز مثبت شناسایی شد. 

درصدي دیواره سلولی جدایه  3و  5/1تاثًیرسوسپانسیون 
هاي - بر جدایه AT-50 ساکارومایسس سرویزیه

اده از اندازه گیري قطر کوکسی کوآگولاز مثبت با استف
نتایج نشان داد که  .هاله هاي عدم رشد تعیین گردید

 تحت شرایط یکسان، نمونه هاي کوآگولاز مثبت جدا
ن انگشتان پا درافراد غیر شده از پوست سالم بی

هاي (کنترل) نسبت به نمونه هاي دیابتی، به غلظتدیابتی
 یهسوساکارومایسس سرویزیه پربیوتیک دیواره سلولی 

AT-50  حساس تر بوده است. ازسویی دیگر، درتمام
 قطر هاله عدم رشد با افزایش غلظتموارد، میانگین 

پربیوتیک مورد آزمایش، بیشتر شده است و این امر نشان 
می دهد که تأثیر مهار کنندگی پربیوتیک دیواره سلولی 

مورد استفاده، برجدایه هاي کوآگولاز  ساکارومایسس
  ).2(جدوله دوز بوده است.مثبت، وابسته ب

بر  نمونه هاي  AT-50درصدي پربیوتیک دیواره سلولی ساکارومایسس سرویزیه بر قطر هاله عدم رشد  3و  5/1اثر غلظت  -2جدول 
   کوآگولاز مثبت جدا شده از پوست سالم بین انگشتان پا در افراد دیابتی و غیر دیابتی (کنترل)

  بتی (کنترل)بیماران غیر دیا  بیماران دیابتی
  %3غلظت   %5/1غلظت   %3غلظت   %5/1غلظت 

24/5±4/26  69/6±28/43  3/2±40  8/4±51  

  نشان دهنده اختلاف معنی دار با گروه هاي کنترل*
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  بحث و نتیجه گیري
افزایش چشم گیر بیماران مبتلا به عفونت هاي مزمن 
با ضعف سیستم ایمنی در جوامع بشري، موارد میکروبی 

آنتی بیوتیک و پیش بینی افزایش شیوع آن ها مقاوم به 
در سال هاي آتی باعث شد تا تلاش هاي فراوانی جهت 

یل کننده سیستم ایمنی انجام شناسایی عوامل تعد
میلیون مورد مبتلا به دیابت  382). در حال حاضر 2(گیرد

در کل دنیا گزارش شده است و با چنین روند افزایشی، تا 
میلیون نفر خواهد  592حدود این رقم به  2035سال 

رسید یا به عبارتی دیگر از هر ده نفر یک نفرمبتلا به 
میلیون نفر دیگر هم  316دیابت خواهند بود. علاوه بر آن 

می باشند و انتظار  2در حال حاضر تهدید به دیابت نوع 
ن نفر طی یک نسل آینده میلیو 500افزایش این تعداد به 

شان داده است که ترکیبات ). تحقیقات ن21(وجود دارد
می تواند  ساکارومایسس سرویزیهدیواره سلولی مخمر 

به عنوان تعدیل کننده سیستم ایمنی، عامل از بین برنده 
سلول هاي بدخیم، منبع تغذیه اي مناسب جهت فلور 

). 2(بین برنده پاتوژن ها عمل نمایند نرمال و نیز از
ه به مخمري است که امروز ساکارومایسس سرویزیه

عنوان الگوي تحقیقاتی در زمینه هاي مختلف پژوهشی 
مورد استفاده قرار می گیرد. دیواره سلولی مخمر حدود 

% حجم سلول را 25-50% وزن خشک سلول و 30-15
و چهار  ) و شامل سه لایه اصلی14(تشکیل می دهد

گلوکان محلول  %)، بتا35-40(ماکرومولکول مانوپروتئین
%) و کیتین است که توسط 45- 50(و نامحلول در قلیا

). هم 5، 17(ه هم متصل شده اندپیوندهاي کوولان ب
هاي ها، نوکلئوتیدهاي آزاد، ویتامین چنین می توان آنزیم

و آمینو اسیدها را در مقادیري مناسب جهت  Bگروه 
بیفیدوباکتر  رشد باکتري هاي بومی مانند لاکتوباسیل ها،

یک ها اساساً شامل پربیوت .)11(وغیره به وفور یافت
- که به واسطه داشتن ویژگیعوامل غیر زنده اي هستند 

هاي متعددي از جمله عوامل مهار کننده رشد پاتوژن ها، 

تحریک رشد فلور بومی وغیره در صنایع مختلف کاربرد 
طی  2004فراوان دارند. گیبسون و همکارانش در سال 

راي آزمایشاتی اعلام کردند که یک پربیوتیک باید دا
قابلیت هایی باشد که از آن جمله می توان به مقاوم سازي 
فلور میکروبی درگیر در سلامتی انسان اشاره کرد. امروزه 
با شناخت پربیوتیک ها و عملکرد آن ها در حفظ 
سلامت و اهمیت آن ها در پیشگیري از بیماري ها، از 
میکروارگانیزم ها و محصولات آن ها در صنایع مختلف 

). 3، 19(ر ارتقاي سطح سلامت استفاده می شودبه منظو
مطالعات متعددي بر روي اثر پربیوتیکی دیواره سلولی 

بر افزایش سلامت و رشد  ساکارومایسس سرویزیهمخمر 
آبزیان، طیور با تاثیر مثبت و غیر مستقیم بر میکروب هاي 
روده اي گزارش شده است. پربیوتیک هاي تجاري 

). در سال 16(تهیه شده استددي نیز با این هدف متع
کیم و همکاران تاثًیر عصاره سیتوپلاسمی و دیواره  2003

باکتري هاي پروبیوتیک را بر مهار سلول هاي ناخواسته و 
سرطانی مورد بررسی قرار دادند و نشان دادند که عصاره 

شده بود  K562سیتوپلاسمی باعث مهار رشد سلول هاي 
شده از آن ها چنین اج در حالی که دیواره سلولی استخر

). در مقایسه با باکتري ها، مخمرهاي 13(تاًثیري نداشت
پروبیوتیک در مهار سلول هاي پاتوژن،  ناخواسته و 
سرطانی قوي تر عمل می کنند. طی تحقیقی بنیادي و 
همکاران اثر دیواره سلولی و عصاره سیتوپلاسمی 

 K562را بر سلول هاي رده  ساکارومایسس سرویزیه
وز را در د بررسی قرار دادند و مهار رشد وابسته به دمور

). در تحقیق حاضر نیز خاصیت 6(آن ها به اثبات رساندند
 AT-50ضد میکروبی دیواره سلولی جدایه 

وابسته به دوز بوده و با افزایش  ساکارومایسس سرویزیه
دوز، درصد مهار رشد در نمونه هاي جدا شده از بیماران 

تی  نیز به طور معنی داري افزایش یافته دیابتی و غیر دیاب
). با این وجود میانگین تاثًیر 2(جدول )>05/0P(ستا

درصد پروبیوتیک دیواره  3و  5/1مهاري غلظت هاي 
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بر  AT-50 ساکارومایسس سرویزیهسلولی جدایه 
کوکسی هاي کوآگولاز مثبت جدا شده از پوست سالم 

غیر دیابتی بود انگشتان پا در نمونه هاي دیابتی کمتر از 
که این امر خود مقاومت ذاتی سویه هاي میکروبی 
کوآگولاز مثبت جدا شده از نمونه هاي دیابتی را نسبت 
به نمونه هاي غیر دیابتی نشان می دهد. کورتمن و 

نشان دادند که میکروفلور نرمال  2009همکاران در سال 
موجود در پوست سالم می تواند در برابر میکروب هاي 

طی، گسترش عفونت و تجمع پاتوژن هاي فرصت محی
طلب و به دنبال آن پایداري پوست سالم نقش محافظتی 

). گونتکاروا و همکاران نیز در سال 15داشته باشند (
گزارش کردند که فلور طبیعی زخم هاي مزمن در  2010

مقایسه با پوست سالم، از تنوع محدودي برخوردار است. 
طراف زخم مزمن کلید به نظر می رسد که محیط ا

افزایش، گسترش و تجمع میکروب هاي بیماري زاي 
فرصت طلب است. همچنین درصد میکروب هاي بومی 

). گومز و 9بی هوازي نسبت به هوازي ها بیشتر است (
همکاران نیز در تحقیقی گزارش کردند که ترکیب 
میکروفلور طبیعی با شرایطی مانند آلرژي ها، بیماري 

یابت، سرطان، التهاب ها در ارتباط است و هایی مانند د
تقویت میکروفلور می تواند توانایی سلول ها را در 
افزایش پاسخ به سیستم ایمنی، ترشح مواد محافظت 

چنین کننده در راستاي بهبود دیابت افزایش دهد. هم
تغییر در ترکیب فلور طبیعی می تواند در ایجاد و میزان 

. نتایج  تحقیق حاضر نشان )8التهاب نقش داشته باشد (
داد که نسبت کل باکتري هاي بی هوازي به هوازي جدا 
شده از پوست سالم بین انگشتان پا در نمونه هاي دیابتی و 

و نسبت کل باکتري  24/1و  44/1غیر دیابتی به ترتیب 
هاي هوازي و بی هوازي جدا شده از نمونه هاي دیابتی 

بوده  81/1و  55/1 به نمونه هاي سالم به ترتیب حدود
است. در این میان تعداد کوکسی هاي کوآگولاز مثبت 

% بیشتر از نمونه 75پوست سالم نمونه هاي دیابتی به میزان 

هاي غیر دیابتی (کنترل) بود. خاصیت ضد میکروبی 
ساکارومایسس  AT-50پربیوتیک دیواره سلولی مخمر 

رندگی وابسته به دوز بود و با افزایش دوز، خاصیت بازدا
نیز افزایش می یافت. با این وجود مقاومتی ذاتی در 
کوکسی هاي کوآگولاز مثبت جدا شده از پوست افراد 
دیابتی در پاسخ به تاًثیر ضد میکروبی پربیوتیک دیواره 
سلولی مشاهده شد. این نتیجه خود نشان می دهد که 
پوست سالم افراد دیابتی به واسطه شرایط فیزیکو 

وژیکی و ضعف سیستم ایمنی موجود در شیمیایی، اکول
سطح پوست، محل مناسب تري براي رشد و تکثیر 
باکتري هاي پاتوژن به ویژه کوکسی هاي کوآگولاز 

گري عوامل پربیوتیک ها و مثبت می باشد. میانجی
پروبیوتیک ها به خصوص اثر مهار کنندگی جدایه بومی 

AT-50 می توانند مدیریت  ساکارومایسس سرویزیه
رایط بالینی را تسهیل سازند به گونه اي که از ایجاد و یا ش

پیشروي زخم هاي مزمن مانند زخم هاي دیابتی نقش 
مهار کنندگی و پیشگیري کنندگی داشته باشد و بتوان از 

چنین به آن ها به عنوان بالا برنده سیستم ایمنی و هم
جایگزینی مناسب براي آنتی بیوتیک ها به کار برد. با در 

ظر داشتن نادر بودن تحقیقات در زمینه اثر پربیوتیکی ن
دیواره سلولی مخمر ها به ویژه بر پوست افراد مبتلا به 
ضعف سیستم ایمنی لازم است در آینده مطالعات بیشتري 
جهت بررسی جنبه ها ي محافظتی پربیوتیک ها و 
ماندگاري اثر آن ها بر پوست و میکروفلور آن صورت 

   گیرد.

  قدردانی
ین پژوهش با کمک و حمایت مالی دانشگاه آزاد ا

اسلامی واحد زنجان و از طرح تحقیقاتی درون 
انجام شده است. نویسندگان  3763دانشگاهی شماره  

مقاله مراتب تقدیر و تشکر خود را از مسئولین محترم 
بیمارستان ولیعصر زنجان و همکاران محترم آزمایشگاه 
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نجان که در پیشبرد این تحقیقات دانشگاه آزاد اسلامی ز
  طرح مساعدت نموده اند، ابراز می دارند.
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