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  چکیده

وجود ، آن ایجاد ترین عللاز عمده  .است و نوشیدنی هاي آلوده مسمومیت غذایی یکی از بیماري هاي منتقله از راه غذا

، می از شایع ترین علائم این بیماري و به شمار می آید در مواد غذاییباکتري ها برخی  جملهمیکروارگانیسم هاي عفونی از 

مختلفی از قبیل افزایش  دلایلاستفاده از پپتیدهاي ضد میکروبی به  .استفراغ در فرد بیمار اشاره نمودتوان به بروز اسهال و 

حداقل  ارزیابی، هدف از پژوهش حاضر. ر گرفته استي رایج مورد توجه قرابه آنتی بیوتیک هانسبت مقاومت باکتري ها 

عامل  باکتري مهم 4علیه   4TP ( 4Tilapia Piscidin( نوترکیب  میکروبی ضدپپتید  غلظت مهار کنندگی و کشندگی

 باکتري هاي بر روي، فعالیت ضد باکتریایی پپتید مذکور می باشد. در این تحقیق آزمایشگاهیمسمومیت غذایی در انسان 

به روش میکرو تیتر پلیت براي  و استافیلوکوکوس اورئوس H157O:7، یرسینیا انتروکولیتیکا، اشرشیاکلاي سیلوس سرئوسبا

 Minimum Bactericidal Concentration  (MBCو  ) MIC ) Minimum Inhibitory Concentrationتعیین 

و میکرو گرم بر میلی لیتر  2و  4بت و گرم منفی به ترتیب هاي گرم مث سویه براي TP4در مورد پپتید  MICانجام شد. میزان  )

MBC  و براي استاف اورئوس و اشرشیاکلاي  4براي سویه هاي یرسینیا انتروکولیتیکا و باسیلوس سرئوسO157:H7 8 

باکتري روي ر ضد میکروبی مطلوبی بر اث TP4 نوترکیب پپتید که این مطالعه نشان داد. به دست آمدمیکرو گرم بر میلی لیتر 

   دارد. د،نهاي بیماري زایی که از راه غذا منتقل می شو

 MIC پپتید نوترکیب بر حسب میکرو گرم بر میلی لیتر سویھ ھای باکتریایی منتقلھ از راه غذا

 ٤ باسیلوس سرئوس

 ٤ استافیلوکوکوس اورئوس

 ٢ یرسینیا انتروکولیتیکا

 ٢ O157:H7اشرشیاکلای 

  کلید واژه ها

  ، سویه هاي باکتریایی منتقله از راه غذا4TP، میکروبی ، پپتید ضدمیکروبی فعالیت ضد ت غذایی،مسمومی

  

 مقدمه

 ,Doughari, Pukumaمسمومیت هاي غذایی استر در کشورهاي در حال توسعه ابتلا به یکی از موارد عمده مرگ و می

and De (2007); (Pirbalouti et al., 2009) (Sapkota, Dasgupta, & Rawat, 2012) .ي هاي منتقله ازبیمار 

به عنوان یکی از  ها که سازمان بهداشت جهانی هم در سنوات اخیر از آن جمله بیماري هایی می باشندغذاهاي آلوده از  راه



 

 ,Jahed, Far, Vesoghi, Pahlavanzade, & Dargahi(یاد کرده استمرتبط با سلامت افراد  مهم نگرانی هاي

امراض منتقله از راه ، ویروس ها و انگل ها متداول ترین عواملی هستند که منجر به ایجاد و سموم باکتریاییباکتري ها . )2012

 .)Baldursson & Karanis, 2011; Koek, Bovée, Van den Hoek, Bos, & Bruisten, 2006(غذا می شوند

شیوع  باکتري هاي عاملیکی از رایج ترین  که ندبه وجود می آیز طریق باکتري هاي بیماري زاي متفاوتی این بیماري ها ا

 ,Velusamy, Arshak, Korostynska, Oliwa, & Adley(باسیلوس سرئوس محسوب می گردد مسمومیت غذایی

از شود و می باعث ایجاد مسمومیت غذایی  که ی استگرم مثبت شناخته شدهاز باکتري هاي باسیلوس سرئوس یکی  .)2010

اگرچه مننژیت، ؛ ی باشدمدر فرد بیمار اسهال و یا استفراغ روده اي -دو نوع اختلال معديآن بروز  ابتلا به علائم شاخص

 مواد غذایی مختلفی از. )Drobniewski, 1993(تواند ایجاد کند م می، عفونت زخم و اندوکاردیت هسپتیسمی، استئومیلیت

مواد لبنی و به علاوه، . )Doyle, 1989(توانند حاوي باسیلوس سرئوس باشند، برنج و خشکبار می قبیل لبنیات، سبزیجات

 & ,Le Loir, Baron(براي رشد استافیلوکوکوس اورئوس و یا سبزي ها مانند انواع سالادگوشتی و سایر مواد غذایی 

Gautier, 2003(، یتیکایرسینیا انتروکول)Fazlara, Zarei, & Mavalizadeh, 2016(  و اشرشیاکلايO157:H7 

برخی از انتروتوکسین هاي استاف اورئوس که در برابر  .مناسب هستندهم )2006فروش,  &, یان, عباسیدري(کارگر, ح

کتریمی و اغلب با. )Hr et al., 2013(حرارت و آنزیم هاي گوارشی حساس نیستند، دلیل عمده ایجاد مسمومیت غذایی اند

 Fazlara(سایر اختلالات دستگاه گوارش هم ناشی از وجود یرسینیا انتروکولیتیکاستبه همراه استفراغ و احتمالا  انتروکولیت،

et al., 2016(  است، حتی در دماي یخچال هم قادر به رشد می باشد بدون اینکه و چون این میکروارگانیسم سرمادوست

اشرشیاکلاي اگرچه جزو باکتري هاي فلور . )2016, یمیرح &, بخش, ی(سامانموجب بروز تغییرات در بو و مزه مواد شود

 E.coliایجاد می شود که  سویه هاي پاتوژن آن در انسان تکثیرال ناشی از ولی انواع متفاوت اسهطبیعی روده است 

7:H157O  سندرم اورمیک همولیتیکبیماري هاي خطرناکی همچون یکی از همان جدایه هاست و)HUS1(  کولیت هاي ،

s., Yavarmanesh, & Ansari(آوردرا به وجود می  )TTP3( پورپورا ترومبوسیتوپنیک و ترومبوتیک )HU2(هموراژیک

M., 2017( .  

دهه  دره سلامت عمومی به عنوان یک چالش بزرگ تهدید کنندشمار باکتري هاي مقاوم به آنتی بیوتیک هاي معمول  از طرفی

باید . ضمن اینکه این دارو ها زین و جدید بیش از پیش وجود داردنیاز به کشف داروهاي جایگهاي قبل افزایش یافته است و 

 ,TABATABAEI, Falah, ALIZADEH(تمالی و عوارض جانبی باشندمصرف کننده داراي حداقل خطرات احبراي 

Vasiee, & MORTAZAVI, 2019( .جیر که بخشی از ایمنی ذاتی موجودات زنده را دسته اي از پپتید هاي کوتاه زن

که ترکیبات مناسبی براي رقابت با آنتی بیوتیک ها به حساب می  ، پپتید هاي ضد میکروبی نامیده می شوندتشکیل می دهند

اولین پپتید ضد میکروبی از یک سویه باسیلوس موجود در خاك در سال . )Mookherjee & Hancock, 2007(آیند

، پپتید . بر اساس مطالعات انجام شده)Dubos, 1939(وبی در مقابل پنوموکوك موشی داشتجداسازي شد و اثر خ 1939

 Choi et al., 2013; Liu et(می توانند ایفاي نقش داشته باشندهاي ضد میکروبی نوترکیب در نگهداري مواد غذایی هم 

al., 2017(.  

                                                           
1 Hemolytic uremic syndrome 

2 Hemorrhagic colitis 

3 Thrombotic Thrombocytopenic Purpura 



 

آمینو اسید است که منشاء آن نوعی ماهی  25یک پپتید کاتیونی و شامل   )(TP4 Tilapia Piscidin 4پپتید ضد میکروبی 

از طریق سیستم بیان  و )Pan et al., 2015; Peng et al., 2012() می باشد Oreochromis niloticusتیلاپیا ( 

  .)Neshani, Eidgahi, Zare, & Ghazvini, 2018(تهیه گردیده استPichia pastoris GS115 نوترکیبی 

گرم مثبت کتریایی باهاي علیه گونه  TP4پپتید ضد میکروبی نوترکیب  غلظت هاي مختلف این پژوهش با هدف بررسی تاثیر

 O157:H7و استافیلوکوکوس اورئوس و باکتري هاي گرم منفی یرسینیا انتروکولیتیکا و اشرشیاکلاي باسیلوس سرئوس 

  .صورت گرفت

  

  روش تحقیق

  میکروبی هاي تهیه سوش

 O157:H7)، اشرشیاکلاي PTCC 1785، یرسینیا انتروکولیتیکا ()PTCC 1015(استاندارد باسیلوس سرئوس  هاي سویه

)PTCC 1860 ( استافیلوکوکوس اورئوس) وPTCC 1784 (ان به صورت از سازمان پژوهش هاي علمی و صنعتی ایر

  . گرم انجام پذیرفت ییدي رنگ آمیزيآزمایش تا ها جهت تایید این سویه. لیوفیلیزه خریداري شد

  MIC (Minimum Inhibitor Concentration)تعیین

 در انکوباتورو به مدت یک شب  ند) کشت داده شد NB (براث  نوترینتدر محیط  ها باکتري ، در ابتدااین روشبراي اجراي 

با فیلتر سر گرم بر میلی لیتر میکرو  64با غلظت  TP4. سپس پپتید ضد میکروبی ندرجه سانتی گراد قرار گرفتد 37 شیکر دار

 خانه ته گرد 96پلیت  رقت هاي سریالی آن به هر چاهکمیکرو لیتر از  100استریل و مقدار  0,22 داراي قطر منفذ سرنگی

یتر به هر چاهک انتقال میکرو ل 100استریل به میزان ( MHB )  همچنین از محیط کشت مولر هینتون براث. تلقیح شد استریل

نانومتر غلظت نیم  600هم با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج مختلف باکتریایی  هاي از سوسپانسیون. داده شد

 ي هر ردیفکدام از چاهک هاه هر ب از هر باکتري میکرو لیتر 10 ، سپسرقیق شد 20به  1سازي و به نسبت  آمادهمک فار لند 

محتوي محیط ( و کنترل منفی  ) محتوي محیط کشت و باکتري( رل مثبت کنت ، چاهک هایی جهتلاوه بر اینع. اضافه شد

درجه سانتی گراد انکوبه شد.  37دماي ساعت در  24در خاتمه میکرو پلیت به مدت . در نظر گرفته شدبدون باکتري ) کشت 

در چاهک ها مشاهده ، ودب ها کی از رشد یا عدم رشد باکتريبه صورت بصري وجود کدورت که حا، بعد از پایان انکوباسیون

 37ساعت در دماي  1معرف تري فنیل تترازولیوم کلراید به هر چاهک و انکوباسیون مجدد به مدت  میکرولیتر 50با افزودن و 

ه از ککمترین غلظت مهار کنندگی پپتید ضد میکروبی . یرات رنگی به وجود آمده ارزیابی شدتغی به لحاظ درجه سانتی گراد

این  .(Melvin P. Weinstein, MD, 2018) ثبت شد MIC، به عنوان بودممانعت به عمل آورده ها  رشد باکتري

  . بار تکرار گردید آزمایش سه

  MBC (Minimum Bactericidal Concentration)تعیین 

داشته و بر MICمیکرو لیتر از تمام چاهک هاي قبل و بعد چاهک  10به میزان براي هر باکتري جهت انجام این آزمایش ، 

ی درجه سانت 37در دماي پلیت ها ، عد از آن. بمنتقل شد ( MHA )جداگانه به پلیت حاوي محیط کشت مولر هینتون آگار 



 

، به عنوان شده بود ها روبی که مانع رشد باکتري. کمترین غلظت کشندگی پپتید ضد میکندساعت قرار گرفت 24گراد به مدت 

MBC م با سه بار تکرار انجام پذیرفتاین آزمایش ه. در نظر گرفته شد .(Melvin P. Weinstein, MD, 2018)  

 

  نتایج

میکرو گرم بر میلی لیتر پپتید  32 و 16، 8، 4غلظت هاي  قابل ملاحظه است، 1 شماره تصویرهمان طور که در  ،در این تحقیق

یلی لیتر هم از رشد باکتري هاي گرم میکرو گرم بر م 2هاي گرم مثبت و علاوه بر غلظت هاي فوق غلظت از رشد باکتري 

و استافیلوکوکوس باسیلوس سرئوس هاي سویه  علیه TP4کمترین غلظت ضد باکتریایی پپتید جلوگیري کرد، بنابراین منفی 

هاي یرسینیا  باکتريبراي میکرو گرم بر میلی لیتر و  4 غلظتآن ها شده بود، بازدارندگی رشد  اورئوس که موجب

ویر طبق تص TP4پپتید  اثر کشندگیمیکرو گرم بر میلی لیتر بود. همچنین  2معادل  O157:H7اشرشیا کلاي  انتروکولیتیکا و

و براي باکتري هاي استاف اورئوس و اشرشیا  4در غلظت علیه سویه هاي یرسینیا انتروکولیتیکا و باسیلوس سرئوس  2شماره 

  .یکرو گرم بر میلی لیتر بودم 8غلظت  O157:H7کلاي 

  

  

  MICنتایج  – 1تصویر شماره 

  



 

 

  MBCمشاهده چشمی نتایج  – 2شماره  ویرتص

  

  حثب

مورد استقبال قرار  براي مواجهه با باکتري ها ي مرسومیکی از گزینه هاي جالب توجهی که اخیرا به جاي آنتی بیوتیک ها

 ,Scott(وب هاي زیادي فعالیت دارندمی شود و علیه میکر هایی هستند که منشاء آنان از طبیعت گرفتهگرفته است، پپتید

Davidson, Gold, Bowdish, & Hancock, 2002( . پپتیدهاي ضد میکروبییکی از این TP4 به علت  است که

داراي خواص  ،و خاصیت آب گریزي مطلوب داشتن خصوصیات متعددي مثل وجود آمینو اسیدهاي بازي در ساختار خود

  د. ضد باکتریایی می باش

بود.  in vitroیی در شرایط غذا بر چندین پاتوژن با اهمیت TP4این تحقیق، سنجش تاثیر ضد باکتریایی پپتید انجام هدف از 

بر باکتري هاي گرم مثبت  TP4پپتید  حداقل غلظت مهار کنندگیاثر پپتید مذکور، مطلوب بود. که حکایت از آن داشت نتایج 

این بود.  ایی بالاي پپتید بر باکتري هاي منتقله از راه غذامیکرو گرم بر میلی لیتر بود که بیانگر توان 2و  4و گرم منفی به ترتیب 

ي و نورمحمد به عنوان مثال،دارد.  فته در این زمینه شباهتصورت گر پژوهش هاي با گزارش هاي حاصل از ها نتیجه

پروتئین کنجاله  آلکالاز و پپسین و تریپسین یست فعال حاصل از هیدرولیز آنزیمز هايپپتید  MIC 1396همکاران در سال 

به دست  1و  1,2، 1,4را به ترتیب بر روي باسیلوس سرئوس  طبیعی یضدمیکروب اته عنوان ترکیبب دانه کدو

 2017همچنین مطالعه دیگري در سال . )Mohamadi, Mahonaki, Shahrampoor, & Khamiri, 2017(آوردند

میکرو گرم بر میلی  64باسیلوس سرئوس در برابر  تعداد سلول هاي زنده و همکاران انجام شد، مبنی بر این که Hanتوسط 

کاهش ساعت  4است، پس از گذشت زمان  LI‒Fکه از خانواده آنتی بیوتیک هاي لیپو پپتیدي  jsa9لیتر پپتید ضد میکروبی 

بر استافیلوکوکوس اورئوس و سودوموناس  TP4تاثیر پپتید . )Han et al., 2017(داشته است log CFU/ml3 بیش از 



 

 Chang(میکرو گرم بر میلی لیتر بود 64و  8به ترتیب برابر با  2017و همکاران در سال  Chengائروجینوزا طبق آزمایشات 

et al., 2017( .1397در تحقیقات فیروز آبادي و همکاران در سال )Varasteh, Nazarian, & Ismaili, 2019(  که اثر

را روي باکتري هاي گوناگونی از جمله اشرشیا کلاي و استاف  بایکالر فیلومدوسا مشتق شده از قورباغه B1تید درماسپتین پپ

میکرو گرم بر  90و  180را نیز  MBCو  45و  90ب به ترتی براي سویه هاي مذکور را MICر مقادی اورئوس ارزیابی کردند،

و  B ،Magainin II ،HNP-1 ،Protamineی میکروبیال پلی میکسین پپتید هاي آنت میلی لیتر به دست آوردند.

Magainin I  با توجه به مطالعاتReinés  در مقابل سویه یرسینیا انتروکولیتیکاي رشد یافته در  2012و همکارانش در سال

میکرو  1,7 ± 6,5و  2,2 ± 8,11، 0,07 ± 11,06، 3,0 ± 10,1، 0,2 ± 1,43هاي  MICدرجه سانتی گراد به ترتیب  37دماي 

  . )Reinés et al., 2012(گرم بر میلی لیتر از خود نشان می دهند

کم نسبتا به منظور جلوگیري از رشد باکتري ها به میزان  TP4 نوترکیب بیانگر آن است که دوز لازم پپتیدما نتایج در حالی که 

علیه  TP4پپتید ضد میکروبی  MICد که مشاهده کردن 2012و همکاران در سال  Pengقابل قبولی است. در همین راستا  و

میکرو گرم بر میلی  2کمتر و یا مساوي سودوموناس ائروجینوزا و استرپتوکوکوس آگالاکتیه باکتري هاي بیماري زا مانند  چند

  دارد.  ر نزدیکیپژوهش حاض که این برآوردها با یافته هاي )Peng et al., 2012(باشد لیتر می

 )Hazam & Chen, 2020; Ting, Chen, Wu, & Chen, 2016(ضد سرطانی حقیقاتی هم درباره خواص به علاوه ت

 . )Hazam & Chen, 2020(انجام شده است TP4 تنظیم کنندگی ایمنی و درمان زخم پپتید

 ي هاي بیماري زاي غذازادباکتر اثربخشی ضد میکروبی مناسبی را در مقابل TP4این بررسی آزمایشگاهی، پپتید  بر اساس

هم مورد ارزیابی قرار  اییغذپاتوژن مواد اثرات این پپتید بر سایر میکروارگانیسم هاي  در مطالعات پیش رو، بایستیداراست. 

 به عنوان یک نگهدارنده نوین طبیعی و کارآمد در صنایع غذایی استفاده نمود. گیرد تا بتوان از آن 
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Abstract 

Food poisoning is one of the diseases transmitted through contaminated food and 
beverages. It causes by the presence of infectious microorganisms, including some bacteria in 
food, and one of the most common symptoms of this disease can be Diarrhea and vomiting 
in the patient. The use of antimicrobial peptides has been considered for various reasons 
such as increased bacterial resistance to common antibiotics. The aim of this study was to 
evaluate the minimum inhibitory and bactericidal concentration of recombinant 
an�microbial pep�de (TP4) Tilapia Piscidin 4 against four important bacteria that are the 
cause of food poisoning in humans. In this study, the antibacterial activity of this peptide was 
evaluated on Bacillus cereus, Yersinia enterocoli�ca, Escherichia coli O157: H7 and 



 

Staphylococcus aureus by plate microtiter method to determine MIC (Minimum Inhibitory 
Concentration) and MBC (Minimum Bactericidal Concentration). The MIC of TP4 pep�de 
against gram-positive and gram-negative strains was 4 and 2 μg / ml, respec�vely and the 
MBC for Y.entrocoli�ca and B.cereus was 4 and against S.aureus and E.coli was 8 µg/ml . As a 
result, TP4 has an appropriate antimicrobial effect on foodborne bacterial strains. 
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