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1. مقدمه
مقاومــت میکروبــی بــه یــک نگرانــی جهانــی تبدیــل شــده اســت.
براســاس آخریــن گــزارش مرکــز کنتــرل بیماری هــای ایــالات
ــت ــر مقاوم ــر اث ــان ب ــر همچن ــال 2019، 35900 نف متحــده در س
بــه دارو جــان خــود را در آمریــکا از دســت داده انــد. براســاس
آخریــن گــزارش مرکــز اروپایــی پیشــگیری از بیماری هــا، بــار
ــه ــه و منطق ــی در اتحادی ــای باکتریای ــرل عفونت ه ــی کنت تخمین
ــا ــه ب ــز ک ــل توجــه اســت. در آســیا نی ــژه قاب ــا به وی اقتصــادی اروپ
ــی از ــای ناش ــت، عفونت ه ــه اس ــی مواج ــرم منف ــای گ باکتری ه
ــی ــینتوباکتر بومان ــم و اس ــه کارپاپن ــاوم ب ــه های مق انتروباکتریاس

ــار درمانــی را در آســیای شــرقی و جنــوب ــا پنــم، ب مقــاوم بــه کارب
شــرقی تشــدید می کنــد (1).

ــا، ــعه آنتی بیوتیک ه ــن توس ــادل بی ــدم تع ــد در ع ــکل جدی مش
شــیوع، به دلیــل  درگذشــته،  اســت.  آنتی بیوتیکــی  مقاومــت 
باکتری هــای مقــاوم بــه چنــد دارو افزایــش  یافتــه درحالی کــه
توســعه آنتی بیوتیک هــای جدیــد کاهــش  یافتــه اســت. نــگاه
ــه ــر چ ــه اگ ــد ک ــرح می کن ــه را مط ــن نکت ــار ای ــق و آم ــه حقای ب
عفونت هــای کنتــرل  روی  خوبــی  نقــش  آنتی بیوتیک هــا 
ــریع ــل س ــی تکام ــته اند ول ــته داش ــال گذش ــا در 80 س باکتری ه

چکیده 
ــت ــت. جه ــد دارو multi drug resistant (MDR) اس ــه چن ــاوم ب ــینتوباکتربومانی مق ــتانی اس ــای بیمارس ــایع ترین پاتوژن ه ــه: از ش مقدم

ــود.  ــتفاده نم ــتند اس ــی هس ــای طبیع ــتق از آنتی بیوتیک ه ــه مش ــی ک ــای ضدمیکروب ــوان از پپتیده ــای MDR می ت ــان پاتوژن ه درم
اهــداف: مطالعــه حاضــر به منظــور ارزیابــی فعالیــت ضدباکتریایــی پروتئیــن نوترکیــب دانــه گیــاه حنــا (Ib-AMP4) علیــه اســینتوباکتربومانی

(ATCC19606)  در شــرایط آزمایشــگاهی طراحــی شــد.
 BL21(DE3) به میزبــان بیانــی اشرشــیاکلی pET32a -Ib-AMP4 ســاختار ژنــی Ib-AMP4 مــواد و روش‌هــا‌: جهت بیــان پروتئیــن نوترکیــب
ــق  ــد از طری ــی پپتی ــد و اثربخش ــازی گردی ــکل بهینه س ــی نی ــی تمایل ــتفاده از روش کروماتوگراف ــا اس ــازی ب ــل خالص س ــد. مراح ــل گردی منتق
ــه  ــد علی ــینتیک رش ــی و س ــینتیک باکتری کش ــی minimum inhibitory concentration (MIC)، س ــت مهارکنندگ ــل غلظ ــن حداق تعیی

اســینتوباکتربومانی (ATCC19606) ارزیابــی گردیــد.
ــوص بیــش از 70 درصــد به دســت ــا خل ــور ب ــد. پروتئیــن مذک ــان گردی ــا موفقیــت در E. coli BL21 (DE3) بی ــج: پروتئیــن نوترکیــب ب نتای

ــد نمــود.  ــر تأیی ــه اســینتوباکتربومانی در غلظــت 111 میکروگرم برمیلی لیت ــر Ib-AMP4 را علی ــی مؤث ــرد ضدباکتریای ــد. ســنجش MIC عملک آم
Ib-AMP4 در غلظــت دو برابــر MIC منجــر بــه کاهــش ســریع تعــداد ســلول های زنــده و کاهــش کــدورت تلقیــح باکتریایــی در مطالعــات ســینتیک 

ــد.  باکتری کشــی و ســینتیک رشــد گردی
نتیجه‌گیــری: Ib-AMP4 نوترکیــب تولیدشــده عملکــرد ضدباکتریایــی علیــه اســینتوباکتربومانی نشــان داد. بنابرایــن، نتایــج حاصــل از ایــن 
مطالعــه ممکــن اســت جهــت توســعه و تولیــد داروهــای ضدمیکروبــی جدیــد در درمــان عفونت هــای ناشــی از اســینتوباکتربومانی امیدبخــش باشــد 

و مــورد اســتفاده قــرار گیــرد. 
کلمات کلیدی: پپتیدهای ضدمیکروبی، پروتئین نوترکیب Ib-AMP4  ، اسینتوباکتربومانی 
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باکتری هــا یافتــن راهبردهــای مقابلــه ای بهتــر را بــرای مــا ضــروری
نمــوده اســت (2، 3). یکــی از ایــن راهبردهــا اســتفاده از پپتیدهــای
ــد دارو ــه چن ــاوم ب ــای مق ــا باکتری ه ــه ب ــرای مقابل ــی ب ضدمیکروب

ــت (4). اس
بـــه مقـــاوم  باکتـــری  یـــک  اســـینتوباکتربومانی 
ــتان ها ــتر در بیمارسـ ــت و بیشـ ــی اسـ ــای معمولـ آنتی بیوتیک هـ
شـــناخته می شـــود. ایـــن باکتـــری می توانـــد عفونت هـــای
ـــر ـــا در دیگ ـــا زخم ه ـــی)، ی ـــه (پنومون ـــاری اداری و ری ـــون، مج خ
ــای ــان عفونت هـ ــرای درمـ ــد. بـ ــاد کنـ ــدن ایجـ ــمت های بـ قسـ
به وجـــود آمـــده به وســـیله اســـینتوباکتربومانی مقـــاوم بـــه چنـــد
ــین E) از ــتین (پلی میکسـ دارو (multidrug-resistant)کولیسـ
ــای ــترش عفونت هـ ــروز و گسـ ــا اســـت (5). بـ رایج تریـــن داروهـ
اســـینتوباکتربومانی مقـــاوم بـــه چنـــد دارو و کاهـــش گزینه هـــای
ــن ــان ایـ ــش در درمـ ــن چالـ ــه بزرگ تریـ ــود بـ ــی موجـ درمانـ
عفونت هـــا در ســـال های اخیـــر، تبدیـــل گردیـــده اســـت (6، 7).
ـــای ـــعه ضدمیکروبی ه ـــی و توس ـــه طراح ـــان وادار ب ـــن رو، محقق ازای
پپتیدهـــای آن هـــا  از  یکـــی  کـــه   (9  ،8) شـــده اند  جدیـــد 
ــتند ضدمیکروبـــی (AMPs) (antimicrobial peptides) هسـ

.(10)
Impatiens ــا ــه گیــاه حن پپتیــد ضدمیکروبــی Ib-AMP4 از دان
پپتیــد می آیــد.  به دســت   balsamina (Balsaminaceae)
ــت. ــده اس ــکیل ش ــیدآمینه تش ــی Ib-AMP4 از 20 اس ضدمیکروب
ــاوی ــده اند ح ــذاری ش ــی Ib-AMP4 نام گ ــا از Ib-AMP1 ال پپتیده
ــده سیســتئین (5-6 هیدروکســید آرژنیــن) و حــاوی چهــار باقیمان
Cys اســت کــه دو پیونــد دی ســولفیدی بیــن مولکولــی را تشــکیل
Ib-AMP4 می دهنــد (11، 12) . در یــک تحقیــق مشــخص شــد کــه
دارای ســاختمان β-sheet بــوده کــه بــرای نفــوذ در چربــی خــود را
ــه ــده اســت ک ــی مشــخص گردی ــق تحقیقات ــق می دهــد. طب تطبی
ــرار ــدف ق ــی را ه ــی غشــاهای باکتریای Ib-AMP4 به صــورت انتخاب

ــا ترکیبــات می دهــد (13) . در Ib-AMPs واکنــش ایــن پپتیدهــا ب
ــوراخ در ــاد س ــا ایج ــه ب ــوده ک ــفولیپیدها ب ــا فس ــا ب ــایی اساس غش
غشــای پلاســمایی باعــث تخریــب باکتــری می گردنــد بخــش
ضدمیکروبــی ایــن پپتیــد در قســمت N ترمینــال ژن کدکننــده آن
ــای ــد انته ــی آن بای ــر ضدمیکروب ــش اث ــرای افزای ــوده و ب ــد ب پپتی
هیــچ بومــی   Ib-AMP4 .  (15 باشــد (14،  آزاد  آن  ترمینــال   N
ــان ــر نش ــت 100 میلی لیت ــا غلظ ــمی ت ــک و س ــت همولیتی فعالی
ــه ســلول های انســان، حشــرات ــا نســبت ب ــن پپتیده ــد، ای نمی ده

ــتند (14). ــمی هس ــی غیرس ــلول های گیاه و س

2. اهداف
هــدف از ایــن مطالعــه، ارزیابــی فعالیــت ضدباکتریایــی پروتئیــن
(ATCC19606) ــی ــینتوباکتر بومان ــه اس ــب Ib-AMP4 علی نوترکی

در شــرایط آزمایشــگاهی بــود.

3. مواد و روش‌ها 

3..1. مواد
،Nutrint Broth (NB) بـراث  نوترینـت  از  مطالعـه  ایـن  در 
  (MHA)هینتـون آگار مولـر   ، Nutrint Agar (NA)نوترینـت آگار
MULER HITON هینتون بـراث  مولـر   Muler Hinton Agar
نمـک (آلمـان)،  مـرک  شـرکت  از  شـده  تهیـه   Broth (MHB)
سـدیم رزازوریـن تهیـه شـده از شـرکت سـیگما (آمریـکا) و کیـت
از شـده  تهیـه   (Ni-NTA) نیـکل   رزیـن  پروتئیـن  خالص سـازی 
شـرکت کیـاژن (آمریـکا) و پلی میکسـینE ، آمپی سـیلین تهیه شـده

گردیـد. اسـتفاده  آلدریـچ (آمریـکا)،  شـرکت  از 

3..2. کد اخلاق 
ایـن مطالعـه فاقـد ملاحظـات کار روی انسـان یـا حیـوان بـوده و
دارای کـد اخـلاق بـه شـماره IR.IAU.ARAK.REC.1399.003 اسـت.

3..3. سویه باکتریایی
فعالیــت ضدباکتریایــی پروتئیــن نوترکیــب Ib-AMP4 علیــه
بــا  (ATCC19606) اســینتوباکتربومانی  منفــی  گــرم  باکتــری 
(in vitro experimental study) مطالعــه تجربــی آزمایشــگاهی
(Escherichia coli) ارزیابــی گردید. همچنیــن از باکتــری اشرشــیاکلی
ســویه BL21 (DE3) به عنــوان میزبــان بــرای بیــان پروتئیــن

ــد (19-16). ــتفاده گردی ــب اس نوترکی

Ib-AMP4 3..4. بیان و خالص‌سازی پروتئین نوترکیب
Ib-AMP4(UniProt: پروتئیــن   آمینواســیدی  توالــی  ابتــدا 
024006) از ســایت http://www.uniprot.org اســتخراج شــد
.ســپس از ســایت http://www.ebi.ac.uk بــرای تبدیــل توالــی
ــل ــاس تمای ــردن براس ــیدنوکلئیک و اپتیمایزک ــه اس ــید ب آمینواس
ــت، ــده آن اس ــان بیان کنن ــه میزب ــیاکلی ک ــری اشرش ــی باکت کدون
اســتفاده شــد. توالــی کامــل پــس از اپتمایــز کــردن بــه قــرار ذیــل

ــت (20) . اس
ATGCAGTGGGGTCGTCGTTGTTGCGGCTGGGGACCCG
GTCGCCGCTATTGTCGTCGTTGGTGTTAA
از  ... و  پپتیـد  منشـأ  پپتیـدی،  زنجیـره  طـول  پپتیـد،  عملکـرد 

گردیـد. ارزیابـی   ProtParam و   UniProtKB سـایت های 
در وکتـور بیانـی pET32a، ابتدا و انتهای توالـی کدکننده پروتئین
نوترکیـب هـدف، توالی هـای BamHI و XhoI بـرای هـر پروتئیـن

به صـورت جداگانـه طراحی شـد.
بــر پایــه مطالعــات آزمایشــگاهی و تجربــی، وکتــور بیانــی
pET32a بــرای تولیــد پروتئیــن نوترکیــب در ایــن باکتــری انتخــاب

https://ethics.research.ac.ir/ProposalCertificateEn.php?id=131720
http://www.uniprot.org
http://www.ebi.ac.uk
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گردیــد. سیســتم بیانــی pET از قدرتمندتریــن سیســتم هایی اســت 
کــه به منظــور کلــون و بیــان پروتئین هــای نوترکیــب در اشرشــیاکلی 
ــون  ــور کل ــی کــه ژن هــدف در داخــل وکت اســتفاده می شــود. زمان
 T7 ــاژ ــوی باکتریوف ــر ق ــرل پروموت ــود، رونویســی تحــت کنت می ش
ــرار دارد و  ــری ق ــوم باکت ــراز T7 در ژن ــرد. RNA پلی م انجــام می گی
به صــورت کامــلا اختصاصــی بــه پروموتــر خــود متصــل و رونویســی 
ــاز  ــت ب 5900 جف pET32a دارای  ــمید  ــرد. پلاس ــام می گی انج
Ib-AMP4 (66 جفت بــاز) مجموعــا 5966  همــراه  کــه  اســت 
  pET32a-Ib-AMP4 ژنــی  ســازه   .  (23-21) جفت بــاز  گردیــد 
ــاده  ــان E. coli BL21 (DE3) به صــورت آم ــرای میزب اپتیمایزشــده ب
از شــرکت بیوماتیــک خریــداری شــد. تصویــر شــماتیک از پلاســمید 

ــت. ــده اس ــر 1 آم  pET32a-Ib-AMP4در تصوی

pET32a-Ib-AMP4 تصویر 1. تصویر شماتیک از پلاسمید نوترکیب

جهــت پذیــرش پلاســمید نوترکیــب تهیه شــده ســازه ژنــی 
ســلول های  در  اســتاندارد  پروتــکل  طبــق   pET32a-Ib-AMP4

مســتعدE.coli BL21(DE3)  بــه روش کلســیم کلرایــد تحــت تیمــار 
قــرار گرفــت (23). سوسپانســیون فــوق روی محیــط انتخابــی 
ــد و  ــت گردی ــیلین کش ــک آمپی س ــاوی آنتی بیوتی ــت آگار ح نوترین
 Ib-AMP4 ســلول های ترنســفورم  شــده کــه حامــل توالــی ژن  هــدف
بودنــد، طبــق پروتــکل اســتاندارد تولیــد گردیدند (24، 25). ســپس 
دوکلنــی نوترکیــب حامــل ســازهpET32a-Ib-AMP4  کــه روی 
ــر  ــد، در 2 میلی لیت ــرده بودن ــراه آمپی ســیلین رشــد ک پلیــت  به هم
محیــط نوترینت بــراث دارای آمپی ســیلین در دمــای 37 درجــه 
ــر  ــاعت، 300 میکرولیت ــس از 24 س ــد. پ ــه گردی ــانتی گراد انکوب س
 X) ــراث ــر محیــط نوترینت ب ــه 200 میلی لیت ــی ب ــح باکتریای از تلقی
1/5) دارای آمپی ســیلین بــا غلظــت 100 میکروگرم برمیلی لیتــر 
اضافــه شــد و در 220 دور در دقیقــه در دمــای 37 درجه ســانتی گراد 
انکوبــه شــد. هنگامــی کــه تراکــم ســلولی در 600 نانومتــر بــه 0/6 
 (IPTG) گالاکتوزیــداز-β- Dرســید،200 میکرولیتــر ایزوپروپیــل تیــو
ــلول ها  ــد. س ــه ش ــن اضاف ــان پروتئی ــای بی ــرای الق ــولار ب 1 میلی م

ــا دور 5000  ــانتریفیوژ ب ــط س ــیون توس ــاعت انکوباس ــس از 4 س پ
به مــدت 20 دقیقــه جمــع آوری گردیدنــد. انتقــال پروتئیــن حاصــل 
ســولفات-پلی آکریل آمید  سدیم دودســیل  الکتروفــورز  ژل  بــه 
 Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide) درصــد   12
ــج القایــی را تاییــد کــرد. پروتئیــن  Gel Electrophoresis)  نتای
ــا اســتفاده از کروماتوگرافــی تمایلــی رزیــن  نوترکیــب تولیدشــده ب
آگارز (Ni-NTA) و شــرایط دناتــوره اوره 8 مــولار خالص ســازی شــد 
ــورز  ــتفاده از الکتروف ــا اس ــده ب ــن تخلیص ش ــت پروتئی (26) .کیفی
 Sodium Dodecyl Sulfate-Page (SDS-PAGE) عمــودی 
مــورد بررســی قــرار گرفــت و کمیــت آن بــا دســتگاه اســپکتروفتومتر 

در طــول  مــوج 280 نانومتــر ســنجیده شــد (12).

-bI  3..5. بهینه‌سازی تاکردن مجدد پروتئین نوترکیب
4PMA

بازیابــی  بــرای  دیالیــز  روش  از  اوره،  بین بــردن  از  بــرای 
بافرفسفات ســالین  بدین جهــت  شــد.  اســتفاده  پپتیــد  مجــدد 
اســیدهای  بــا  همــراه   (Phosphate buffered saline)
آمینه هــای گلایســین و سیســتئین، ال-پرولیــن و آرژنیــن هــر 
ــف 5، 6/5،  ــای مختل ــه pH ه ــولار و دامن ــت 0/1 م ــا غلظ ــدام ب ک
ــت (20).  ــرار گرف ــتفاده ق ــز مورداس ــد دیالی ــرای فراین 7، 8/5، 9 ب
دیالیــز در دمــای 4 درجــه ســانتی گراد بــه مــدت 24 ســاعت انجــام 
گرفــت. بــرای بهبــود اثربخشــی دیالیــز، PBS هــر 3 ســاعت یکبــار 
تعویــض گردیــد. در نهایــت پروتئیــن دیالیزشــده در دمــای 4 درجــه 
ســانتی گراد جهــت آزمایش هــای بعــدی نگهــداری گردیــد غلظــت 
ــط  ــز، توس ــه دیالی ــل کیس ــده در داخ ــا ش ــب ت ــن  نوترکی پروتئی
یــک فیلتــر ســانتریفیوژ آمیکــون بــا انــدازه منافــذ 10 کیلودالتــون 

ــت (20، 26).  ــش یاف افزای

3..6. ارزیابی فعالیت ضدباکتریایی پروتئین نوترکیب 
Ib-AMP4

دســتورالعمل های  پایــه  بــر  و  براث دایلوشــن  میکــرو  روش  از 
    MO7-A10آزمایشــگاهی و  بالینــی  اســتانداردهای  مؤسســه 
 (CLSI)  Clinical and Laboratory Standards Institute
 minimumمهارکنندگــی غلظــت  حداقــل  تعییــن  بــرای 
ــد (27، 28).  ــتفاده ش inhibitory concentration (MIC) اس
ابتــدا کلنی هــای باکتــری اســینتوباکتر بومانــی (ATCC19606) در 
ــراث در دمــای 37 درجــه ســانتی گراد  محیــط کشــت مولرهینتون ب
ــه  ــر ب ــوری کشــت در 600 نانومت ــی ن ــا چگال کشــت داده شــدند ت

0/1 (108× 1 ســلول در میلی لیتــر) برســد.
مولرهیتون بــراث  کشــت  محیــط  از  اســتفاده  بــا  آن  از  پــس 
ــداد  ــا تع ــد ت ــق ش ــبت 1:100 رقی ــه نس ــری ب ــیون باکت سوسپانس
ســلول ها بــه 106× 1 ســلول در میلی لیتــر رســید . ابتــدا 50 
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 (2 x) ــتریل ــون براث اس ــر هینت ــت مول ــط کش ــر از محی میکرولیت
بــه تمــام چاهک هــای میکروپلیــت 96 خانــه ای از شــماره 1 تــا 10 
 Ib-AMP4 اضافــه شــد. پــس از آن از پروتئیــن نوترکیــب تغلیظ شــده
50 میکرولیتــر در چاهــک اول اضافــه شــد و تــا چاهــک شــماره 10 
ــر از چاهــک شــماره 10  ــد و 50 میکرولیت رقیق ســازی انجــام گردی
دور ریختــه شــد و بعــد از آن 50 میکرولیتــر سوسپانســیون باکتــری 
ــر آن  ــلاوه ب ــد. ع ــه گردی ــا 10 اضاف ــماره 1 ت ــای ش ــه چاهک ه ب
100 میکرولیتــر از محیــط کشــت مولــر هینتــون بــراث اســتریل بــه 
ــر از  ــی و 100 میکرولیت ــرل منف ــوان کنت ــماره 11 به عن ــک ش چاه
ــرل  ــوان کنت ــماره 12 به عن ــک ش ــه چاه ــری ب ــیون باکت سوسپانس
ــزوده شــد و پــس از گذشــت 24 ســاعت انکوباســیون در  مثبــت اف
ــه  ــن  (W/V)0/02 درصــد ب ــگ رزازوری ــانتی گراد، رن 37 درجــه س
ــا  ــد و پلیت ه ــزوده ش ــک اف ــر چاه ــه ه ــر ب ــزان 20 میکرولیت می
شــدند  انکوبــه  ســانتی گراد  درجــه   37 در  ســاعت  دو  به مــدت 
غلظــت هــر گــروه تیمــار در آخریــن چاهــک آبــی رنــگ به عنــوان 
مقــدار MIC در نظــر گرفتــه شــد (29) . حداقــل غلظــت بازدارنــده 
ــراث  ــه روش میکروب ــی ب پلی میکســین E برعلیــه اســینتوباکتر بومان
دایلوشــن مطابــق بــا CLSI  نیــز تعییــن شــد (30). جهــت ارزیابــی 
 minimum bactericidal باکتری کشــی  غلظــت  حداقــل 
ــک  ــوای چاه ــر از محت concentration (MBC)، 100 میکرولیت
آبــی میکروپلیــت مربــوط بــه حداقــل غلظــت مهارکنندگــی و 
ــط  ــی، در محی ــب ضدمیکروب ــر ترکی ــت بالات ــا غلظ ــی ب چاهک های
درجــه   37 دمــای  در  ســاعت   24 به مــدت  هینتــون آگار  مولــر 
باکتری کشــی،  غلظــت  حداقــل  گردیــد.  کشــت  ســانتی گراد 
ــک  ــه 99/9 درصــد از ی ــی ک ــب ضدمیکروب ــن غلظــت ترکی کمتری
ارگانیســم خــاص را می کشــد. فعالیــت باکتری کشــی براســاس 
MBC/ = 2ــا ــد (1ی ــف گردی ــر MIC تعری نســبت MBC  تقســیم ب
ــی  ــر بازدارندگ ــاMBC/MIC = 16 اث ــی ، 4ی ــر باکتری کش MIC اث

ــری (26، 31). ــد باکت رش

3..7. ســـینتیک باکتری‌کشـــی پروتئین نوترکیب 
 Ib-AMP4

توســط   اســینتوباکتربومانی  باکتــری  مــرگ  زمــان  منحنــی 
ــزم  ــد پری ــراف پ ــزار گ ــتفاده از نرم اف ــا اس ــان ب Ib-AMP4  در زم

نســخه 9 رســم گردیــد. بــرای ایــن موضــوع تلقیــح اولیــه از کشــت 
ــر)  ــلول در میلی لیت ــوری 0/1 (108× 1 س ــی ن ــا چگال ــری ب باکت
ــت  ــد. غلظ ــق گردی ــبت 1:100 رقی ــه نس ــپس ب ــد و س ــه ش تهی
ــه  ــده، ب ــد ش ــب Ib-AMP4  تولی ــن نوترکی ــر MIC از پروتئی دوبراب
ــه  ــه، اضاف ــری موردمطالع ــاوی باکت ــه ح ــای جداگان میکروتیوپ ه
گردیــد. 100 میکرولیتــر از نمونه هــا در 0، 0/5، 1، 3، 5، 7، 11 و 
ــون آگار کشــت شــدند و پــس  ــر هینت 20 ســاعت روی محیــط مول
ــر  ــای ه ــانتی گراد، کلنی ه ــه س ــای 37 درج ــیون در دم از انکوباس
پلیــت شــمارش شــد. از کشــت باکتــری بــدون هیچ گونــه افزودنــی 

به عنــوان کنتــرل منفــی و کشــت باکتــری همــراه بــا پلی میکســین 
E (1 میکروگرم درمیلی لیتــر) به عنــوان کنتــرل مثبــت اســتفاده 
ــا ســه تکــرار انجــام پذیرفــت. بــرای اینکــه  شــد (31) . آزمون هــا ب
ــا  ــد در مقایســه ب ــه شــود، بای فعالیــت ضدباکتریایــی در نظــر گرفت

ــد.  ــری log 10 ≤ 1 کاهــش یاب ــزان باکت ــی، می ــح اصل تلقی

Ib-AMP4 3..8. سینتیک رشد پروتئین نوترکیب
تعییـــن اثـــر پروتئیـــن نوترکیـــب Ib-AMP4  تولیدشـــده روی 
ــتفاده از  ــا اسـ ــینتوباکتربومانی، بـ ــری اسـ ــدی باکتـ ــوی رشـ الگـ
ـــور  ـــری  مذک ـــه باکت ـــاده علی ـــن م ـــد ای ـــی رش ـــه منحن روش مقایس
در مقایســـه بـــا ســـلول های باکتریایـــی تیمـــار نشـــده بـــا هیـــچ 
ــری  ــت باکتـ ــدا کشـ ــت. ابتـ ــام گرفـ ــی، انجـ ــل ضدمیکروبـ عامـ
بـــا کـــدورت 0/6 در 600 نانومتـــر تهیـــه گردیـــد و بـــا محیـــط 
مولرهینتون بـــراث رقیـــق شـــد تـــا غلظـــت ســـلولی، 0/1 در 
ــپس  ــود. سـ ــر) شـ ــلول در میلی لیتـ ــر (108× 1 سـ 600 نانومتـ
سوسپانســـیون تهیه شـــده در لوله هـــای جداگانـــه ریختـــه و بـــه 
 Ib-AMP4 ـــب ـــن نوترکی ـــر MIC از پروتئی ـــت دوبراب ـــه غلظ ـــر لول ه
اضافـــه شـــد. در فواصـــل زمانـــی 0، 1، 5،3، 7، 11 و 20 ســـاعت، 
ـــا اســـتفاده از دســـتگاه اســـپکتروفوتومتر  کـــدورت کشـــت باکتـــری ب
در 600 نانومتـــر اندازه گیـــری گردیـــد و منحنـــی رشـــد آن 
بـــا اســـتفاده از نرم افـــزار گـــراف پـــد پریـــزم نســـخه 9 ترســـیم 
به عنـــوان  میکروگرم درمیلی لیتـــر)   1)  E پلی میکســـین  شـــد. 
ـــی  ـــرل منف ـــوان کنت ـــده به عن ـــری تیمارنش ـــت و باکت ـــرل مثب کنت
ـــت. ـــام گرف ـــرار انج ـــه تک ـــا س ـــون ب ـــد (26). آزم ـــتفاده گردیدن اس

3..9. تحلیل آماری
ــراف  ــزار گـ ــتفاده از نرم افـ ــا اسـ ــاری بـ تجزیه  وتحلیل هـــای آمـ
ــتفاده از  ــا اسـ ــج بـ ــد. نتایـ ــام گردیـ ــخه 9 انجـ ــزم نسـ ــد پریـ پـ
تحلیـــل واریانـــس یک طرفـــه (One-way ANOVA) مقایســـه 
گردیدنـــد. همـــه داده هـــای آزمایشـــگاهی به صـــورت میانگیـــن 
ــده اند و  ــان داده شـ ــار نشـ ــرار ± انحراف معیـ ــه تکـ حاصـــل از سـ
ـــی دار در  ـــاری معن ـــر آم ـــر از 0/05 از نظ ـــا P-value کمت ـــج ب نتای

ـــدند. ـــه ش ـــر گرفت نظ

4. نتایج

4..1. بیــان، تخلیــص و بهینه‌ســازی تاکــردن مجــدد 
ــب Ib-AMP4 در  ــن نوترکی )Refolding( پروتئی

اشرشــیاکلی
ـــیدهای  ـــب آمینواس ـــز درPBS، ترکی ـــای دیالی ـــه یافته ه باتوجه ب
 pH  ــولار و ــا غلظـــت 0/1 مـ ــدام بـ ــن هرکـ ــن و ال-پرولیـ آرژنیـ
ـــل  ـــن حاص ـــت. پروتئی ـــن را داش ـــی پروتئی ـــر کارای ـــر7/2 حداکث براب
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ـــدازه  ـــا ان ـــا اســـتفاده فیلتـــر ســـانتریفیوژ آمیکـــون ب پـــس از تغلیـــظ ب
منافـــذ 10 کیلودالتـــون، غلظـــت 444 میکروگرم برمیلی لیتـــر 
داشـــت. حضـــور باندهـــای خـــاص در ژل SDS-PAGE نشـــان داد 
کـــه پروتئیـــن هـــدف Ib-AMP4  (کیلودالتـــون) به طـــور مؤثـــر 
ـــورز  ـــج الکتروف ـــر 2 نتای ـــر 2). درتصوی ـــت (تصوی ـــده اس ـــان ش بی
بیـــان پروتئیـــن Ib-AMP4  در مراحـــل تخلیـــص، دیالیـــز و 
ـــج  ـــر3 نتای ـــن در تصوی ـــت. همچنی ـــده اس ـــان داده ش ـــظ نش تغلی
ـــده در  ـــکیل ش ـــای تش ـــورز Ib-AMP4  روی ژل SDS و بانده الکتروف
ـــن  ـــده و پروتئی ـــص ش ـــن خال ـــا، پروتئی ـــس از الق ـــاعت پ ـــار س چه
ـــر3).  ـــت (تصوی ـــده اس ـــیده ش ـــر کش ـــه تصوی ـــی ب ـــس از بازآرای پ

ــر 2. نتایــج حاصــل از تخلیــص، دیالیــز و تغلیــظ پروتئیــن نوترکیــب  تصوی
ــون؛  ــا 250 کیلودالت ــی10 ت ــی رنگ ــر پروتئین روی ژل SDS  ؛چاهــک 1: مارک
چاهــک 2 و 3: تخلیــص پروتئیــن نوترکیــب در فازهــای C1 و D1؛ چاهــک 4: 

دیالیــز پروتئیــن نوترکیــب

ــر 3. نتایــج الکتروفــورز Ib-AMP4  روی ژل SDS؛ M- ســایز مارکــر 1.  تصوی
ــیون ؛ 2.  ــس از انکوباس ــاعت پ ــان Ib-AMP4 در E. coli BL21 (DE3) 4س بی
ــن  ــکل؛ 3. پروتئی ــی نی ــی تمایل ــط کروماتوگراف ــده توس ــن خالص ش پروتئی

پــس از بازآرایــی مجــدد

4..2. سنجش فعالیت ضدباکتریایی پروتئین نوترکیب  
Ib-AMP4

 Ib-AMP4 نوترکیـب  پروتئیـن  بـرای   MBC و   MIC مقادیـر 
 111 به ترتیـب   ATCC19606 اسـینتوباکتربومانی  علیـه  بـر 
به دسـت  میکروگرم برمیلی لیتـر   222 و  میکروگرم برمیلی لیتـر 
 0/5 نیـز   E پلی میکسـین  MIC مقـدار همچنیـن  آمـد (تصویـر4). 
 >  2 نسـبت  و    MBC نتایـج  براسـاس  بـود.  میکروگرم برمیلی لیتـر 
MBC/MIC مشـخص شـد که Ib-AMP4  اثر  باکتریو اسـتاتیک دارد 

(تصویـر4).

 A. baumannii (ATCC19606) روی باکتری Ib-AMP4 برای پروتئین  نوترکیب (MIC) تصویر 4. نتایج حاصل از آزمون حداقل غلظت مهارکنندگی

ــب  ــن نوترکی ــی پروتئی ــینتیک باکتری‌کش 4..3. س
 Ib-AMP4

در  اسـینتوباکتربومانی  علیـه  باکتری کشـی  سـینتیک  یافته هـای 

 log 10CFU/mLاز نظر تغییـرات در  Ib-AMP4 از MIC غلظـت دوبرابـر
(Colony Forming Unit/milliliter) سـلول های زنده در تصویر 5 

ارائـه گردیده اسـت.
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 A. baumannii (ATCC19606) تصویر 5. نتایج سنتیک باکتری کشی علیه باکتری
در غلظت دوبرابر MIC از پروتئین  نوترکیب Ib-AMP4. مثلث های سیاه نشان دهنده 
میکروگرم برمیلی لیتر)،   1)  E پلی میکسین  نشان دهنده  قرمز  دایره های  کنترل، 

دایره های آبی نشان دهنده Ib-AMP4 (222 میکروگرم برمیلی لیتر) است.

Ib-AMP4  باعـث بیش از پنج کاهـش در  log 10CFU/mL طی هفت 

 E سـاعت و مرگ سـلولی طی 11 سـاعت شـد. همچنین پلی میکسـین
در غلظـت دوبرابـری MIC خود، پـس از 11 سـاعت  log 10CFU/mL را 
کاهـش داده اسـت و در طول زمان و ادامـه آن تغییر قابل توجهی در تعداد 
کلنی هـا ایجـاد نکـرد. تجزیه وتحلیـل آمـاری و مقایسـه میانگیـن بیـن 
پلی میکسـین E و Ib-AMP4  تفاوت معنی داری را نشـان نداد (تصویر5 ).

4..4. سینتیک رشد باکتری تیمارشده با پروتئین 
Ib-AMP4  نوترکیب

همان گونـه که در تصویر 6 نشان داده شـده اسـت، پروتئین نوترکیب
Ib-AMP4 کدورت کشـت سـلولی اسـینتوباکتربومانی را تـا 95درصد 

 E پـس از پنـج سـاعت کاهش داده اسـت. علاوه بـر این، پلی میکسـین
در غلظـت دوبرابـری MIC خـود باعث کاهـش کدورت سـلولی پس از 
11 سـاعت گردیـد. نتایج تحلیـل واریانس یک طرفه نشـان داد که بین 
تمـام گروه هـای مـورد آزمایش از نظر آمـاری تفاوت معنـی داری وجود 

دارد (P  ˂0/05) (تصویـر 6). 

تصویر 6. نتایج سنتیک رشد علیه باکتری A. baumannii (ATCC19606) در 
غلظت دوبرابر MIC از پروتئین نوترکیب Ib-AMP4. مثلث های سیاه نشان دهنده 
میکروگرم برمیلی لیتر)،   1)  E پلی میکسین  نشان دهنده  قرمز  دایره های  کنترل، 

دایره های آبی Ib-AMP4 (222 میکروگرم برمیلی لیتر) است.

5. بحث 
یـک  به عنـوان  را  میکروبـی  مقاومـت  جهانـی،  بهداشـت  سـازمان 
نگرانـی مهم در حوزه بهداشـت جهانی به رسـمیت شـناخته اسـت که 
بـه تبـع آن تأثیـر مالـی قابل توجهی بـر جهـان دارد. افزایـش مقاومت 
در برابـر آنتی بیوتیک هـای قدیمی، توسـعه داروهای جدیـد را ضروری 
می سـازد (32) و یکـی از گزینه ها، اسـتفاده از پپتیدهـای ضدمیکروبی 
می شـود.  اسـتخراج  مختلفـی  منابـع  از  کـه  اسـت  پاتوژن هـا  علیـه 
جداسـازی پپتیدهـای ضدمیکروبـی از منابـع طبیعـی آن هـا از نظـر 
اقتصـادی مقـرون به صرفه نیسـت. برای تولیـد این عوامـل، روش های 
نوترکیـب بالاتریـن بـازده را دارند. مهندسـی ژنتیـک به عنـوان ابزاری 
مناسـب بـرای تولیـد مقادیر بـالای پپتیدهـای طبیعی پذیرفته شـده 
اسـت. E. coli شناخته شـده ترین سیسـتم بیـان را دارد و معمولاً برای 
تولیـد پپتیدهـای ضدمیکروبـی اسـتفاده می شـود (33). پپتیدهـای 
ویژگی هایـی  بـا  جدیـد،  آنتی بیوتیک هـای  به عنـوان  ضدمیکروبـی 
چـون فعالیـت وسـیع الطیف، سـرعت عمل بـالا و عدم ایجـاد مقاومت، 

به عنـوان ترکیبـات نویـن معرفـی شـده اند (34).
در ایـن تحقیق، ما برای نخسـتین بار فعالیـت ضدمیکروبی این پپتید 
را بـر علیـه باکتـری اسـینتوباکتر بومانـی (ATCC19606) در شـرایط 

آزمایشـگاهی ارزیابـی کردیم.
 Ib-AMP4 نوترکیـب  پروتئیـن  ضدمیکروبـی  فعالیـت  بررسـی 
 pH نشـان داد کـه هنگامـی کـه پروتئیـن در سالین بافرفسـفات بـا
ال- و  آرژنیـن  آمینـه  اسـیدهای  و  گـردد  تـا  مجـدد   7/2 بـا  برابـر 
پرولیـن بـا غلظـت 0/1 مـولار بـه آن اضافـه شـود، منجـر بـه تولید 
پروتئیـن فعـال می شـود. ایـن نتایـج در مطالعـات قبلـی نیـز تأیید 
شـده اسـت (16، 35). آرژنیـن از طریـق تعامل با بخش آب دوسـت 
شـکل  و  می کنـد  جلوگیـری  پروتئیـن  تجمـع  و  رسـوب  از  پپتیـد، 
اتصـال  بـا  هـم  ال-پرولیـن  می نمایـد.  حفـظ  را  پروتئیـن  محلـول 
بـه سـطح آب گریـز پروتئیـن، چین خوردگـی پروتئیـن را تسـهیل 
کـرده و از تداخـل آن جلوگیـری می کنـد، که بـه پایـداری پروتئین 
ارتبـاط  ضدمیکروبـی  پپتیدهـای  چین خوردگـی  می کنـد.  کمـک 
اسـیدهای  وجـود  و  دارد  آن هـا  ایزوالکتریـک  نقطـه  بـا  مسـتقیمی 
آمینـه آرژنیـن و ال-پرولیـن موجب می شـود که پروتئیـن نوترکیب 

در pH بهینـه خـود جمـع شـود (26، 36) .
و  رشـد  سـینتیک  نتایـج  تحلیـل  و   MIC نتایـج  بررسـی  بـرای 
سـینتیک باکتری کشـی Ib-AMP4، از غلظـت دوبرابـر MIC علیـه 
باکتـری اسـینتوباکتر بومانی (ATCC19606) اسـتفاده شـد و نتایج 
هـر سـه تسـت یکدیگـر را تأییـد کردند. بـا توجه بـه نتایـج می توان 
نتیجـه گرفت در طی پنج سـاعت پپتید ضدمیکروبـی Ib-AMP4 علاوه 
بـر اینکـه داری اثـرات بازدارندگـی روی رشـد باکتری اسـینتوباکتر 
ایـن  بـر  کشـندگی  اثـرات  دارای  اسـت   (ATCC19606) بومانـی 
باکتـری نیـز اسـت و بـا توجه به زمـان می تـوان نتیجه گرفـت که اثر 
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بازدارندگـی پپتیـد ضدمیکروبـی Ib-AMP4 (که در طـی حدود پنج 
سـاعت زمـان تاثیـر اسـت) نسـبت بـه پلی میکسـین E (کـه در طی 
حـدود 11 سـاعت زمان تاثیر اسـت)، سـریعتر بوده اسـت. همچنین 
در بررسـی اثـر کشـندگی پپتیـد ضدمیکروبـی Ib-AMP4 (کـه در 
طـی حـدود هفت سـاعت بـه بعد حـادث و شـدت می گیرد) نسـبت 
بـه زمـان پلی میکسـن E (کـه در طـی حـدود 11 سـاعت بـه بعـد 
حـادث و شـدت می گیـرد) سـریع الاثر بـوده اسـت. لـذا بـا توجـه به 
نتایـج، پروتئیـن نوترکیـب دارای اثـر ضدباکتـری قوی و مؤثـر علیه 
اسـینتوباکتر بومانـی بود (در مقایسـه بـا آنتی بیوتیک پلی میکسـین 
باکتری کشـی  پتانسـیل  و  مطالعـه)  ایـن  در  کنتـرل  به عنـوان   E

داد. نشـان  کوتاه تـری  زمـان  در  را  قابل توجه تـری 
تحقیقـات قبلـی نیز خـواص ضدباکتریایی ایـن پپتیدها را نشـان داده 
 Ib-AMP4 و همـکاران، نشـان داده انـد کـه Fan ،اسـت. به عنـوان مثـال
عملکـرد ضدباکتریایـی خـود را بـا اتصـال به غشـای سـلولی باکتـری و 
ایجـاد لیز سـلولی بـا برهـم زدن یکپارچگی غشـاء اعمال می کنـد (14). 
بـه همین ترتیب، سـاده لجی و همکاران، پتانسـیل سـریع ضدباکتریایی 
Ib-AMP4 نوترکیـب را در درمان عفونت های اسـتافیلوکوکوس اورئوس 

مقـاوم به چنـد دارو را اعـلام کرده انـد (35).
Liu و همکاران در سـال 2024 نشـان داده انـد که پپتید ضدمیکروبی 
 Acinetobacter بیوفیلـم  پاکسـازی  در  قـوی  توانایـی   CRAMP-34
lwoffii دارد و بهتـر از پپتید ضدمیکروبـی LL-37 در از بین بردن بیوفیلم 

ایـن باکتری عمـل می کنـد (37).
در مطالعـه ای کـه توسـط صفـری و همـکاران درسـال 2022 انجـام 
  LL-37 پذیرفته اسـت اسـت نشـان داده شـده اسـت که پپتید نوترکیب
روی باکتری اسـینتوباکتر بومانی ATCC19606 اثر باکترسـیدالی داشته 
و نسـبت بـه پپتیـد نوترکیـب انکورسـین ⅠⅠ روی همین باکتـری موثرتر 
عمـل می کند و در قیـاس با اثر پلی میکسـین E (به عنوان کنتـرل)  روی 
همیـن باکتـری، ایـن دو پپتیـد نوترکیـب موثرتر عمـل می نماینـد و در 

زمـان کوتاه تری تاثیـر خـود را می گذارنـد (17) .
در سـال 2018 مطالعـه ای کـه توسـط Jasim انجـام شـد، اعـلام 
گردیـد که پروتئیـن Ib-AMP4  تأثیـر مشـابهی روی باکتری های گرم 
مثبـت و گـرم منفی دارد (38). سـال 2019 پژوهـش  Fan و همکاران 
نشـان دادنـد کـه Ib-AMP4 در مقابـل باکتری های گـرم مثبت به طور 
مؤثـری عمـل می‌کنـد، در حالـی کـه در برابـر گونه‌هـای گـرم منفی 
ایـن   .(39) دارد  کمتـری  ضدباکتریایـی  اثربخشـی   ،E. coli ماننـد 
یافته هـا بـا نتایـج Jasim مغایـرت دارد؛ به خصـوص کـه او از همـان 
محیـط آزمایـش و همان باکتری ها اسـتفاده کرده ولی نتوانسـته نتایج 

اصلـی را تکرار کنـد (38). 
مؤثـری  به طـور  معمـولاً  پپتیدهـا  آنتی میکروبیـال  کلـی،  به طـور 
   Ib-AMP4 باکتری هـای گرم مثبت یا گرم منفـی را هدف قرار می دهنـد
در برابـر هـر دو نـوع باکتری، شـامل اسـتافیلوکوکوس اورئـوس مقاوم 
بـه متی سـیلین و اشرشـیاکلی تولیدکننـده بتـا لاکتاماز وسـیع طیف، 
فعـال اسـت. علاوه بـر ایـن، مقادیر MIC مشـابهی در میان سـویه های 

مقـاوم در برابـر چند دارو و سـویه های حسـاس به دارو مشـاهده شـده 
اسـت. این حساسـیت مشـابه به آنتی میکروبیـال پپتیدها نسـبت داده 

می شـود (10، 12، 16). 
در مطالعـه ای کـه توسـط فرشـادزاده و همـکاران در سـال 2017 
انجـام شـد، مقـدار حداقل غلظـت مهارکنندگـی کولیسـتین در برابر 
سـویه مرجـع (ATCC 19606)  و ایزوله هـای بالینـی اسـینتوباکتر 
آمـد.  به دسـت  میکروگرم برمیلی لیتـر   0/25 بـا  برابـر  بومانـی 
همچنیـن، نتایـج بررسـی کشـتن در زمان نشـان داد که کولیسـتین 
در غلظـت برابـر بـا حداقـل غلظـت مهارکنندگـی، موجـب کاهش 5 
log در تلقیـح باکتـری پـس از 30 دقیقه شـد کـه این نتایـج با نتایج 

به دسـت آمده در مطالعـه مـا مطابقـت داشـت (40).
بـا توجه بـه نتایج این مطالعـه، انجـام کارآزمایی بالینـی و تحقیقات 
بیشـتر ضـروری اسـت کـه می توانـد منجـر بـه اسـتفاده از پروتئیـن 
یـا  به تنهایـی  جدیـد،  آنتی بیوتیـک  به عنـوان   Ib-AMP4 نوترکیـب 
بـرای  شـده  شـناخته  آنتی بیوتیک هـای  بـه  کمک کننـده  به عنـوان 
کنتـرل و درمـان عفونت های مقاوم به چند دارو ناشـی از اسـینتوباکتر 
بومانـی گـردد و از جنبه هـای نوآوری ایـن تحقیق محسـوب می گردد.

5..1. محدودیت‌های پژوهش
مطالعـات بسـیار کمـی در زمینـه ارزیابـی فعالیـت ضدباکتریایـی 
اسـینتوباکتربومانی  باکتـری  بـر    Ib-AMP4 نوترکیـب  پروتئیـن 
(ATCC19606) در شـرایط آزمایشـگاهی انجـام پذیرفتـه اسـت کـه 
امـکان مقایسـه را فراهـم سـازد و از چالش هـای و محدودیت هـای کار 
تحقیقاتـی انجام شـده اسـت از طـرف دیگـر از جنبه هـای نـوآوری این 

تحقیـق نیـز محسـوب می گـردد. 

5..2. نتیجه‌گیری
مهارکنندگـی،  غلظـت  حداقـل  آزمون هـای  از  حاصـل  یافته هـای 
سـینتیک باکتری کشی و سینتیک رشـد، در این پژوهش نشان داد که 
پروتئیـن نوترکیـب Ib-AMP4   به طـور بالقـوه دارای اثـر ضدباکتریایی 
قـوی و سـریع روی باکتـری اسـینتوباکتربومانی (ATCC19606) در 

مقایسـه آنتی بیوتیـک پلی میکسـین E بـود. 
 Ib-AMP4 بنابرایـن این امـکان وجود دارد کـه پپتید ضدباکتریایـی
را بتـوان به عنـوان آنتی بیوتیـک جدیـد، به تنهایـی یـا در ترکیـب بـا 
یکدیگـر یـا به عنـوان مکمـل آنتی بیوتیک هـای شـناخته شـده، بـرای 
کنتـرل و درمان عفونت های باکتری اسـینتوباکتربومانی اسـتفاده کرد. 
ایـن یافته هـا بایـد هنـگام بهینه سـازی درمـان آنتی بیوتیکـی در نظـر 
گرفتـه شـوند. عـلاوه بـر ایـن، به نظـر می رسـد کـه آزمایشـات بالینی 
بـرای تعییـن ارزش واقعـی درمان هـای جایگزیـن و پتانسـیل درمانی 
ایـن پپتیدهـا مورد نیاز اسـت.تجاری سـازی فنـاوری ایـن پپتید های 

ضـد میکروبـی، گام بعدی اسـت که بایسـتی محـک زده شـود (41).
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تشکر و قدردانی:
ایـن مقالـه برگرفته از رسـاله دکتری تخصصـی نویسـنده اول در گروه 
میکروبیولـوژی، دانشـکده علـوم پایـه، دانشـگاه آزاد واحـد اراک اسـت. 
نویسـندگان مقاله از همکاری دانشـگاه علـوم پزشـکی اراک در انجام این 

پژوهـش تشـکر و قدردانـی می نمایند.
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Abstract
Background: Acinetobacter baumannii is a common pathogen found in hospital settings, recognized for its significant resistance 

to various antibiotics. In the fight against multidrug-resistant (MDR) pathogens, researchers are investigating the potential of 
antimicrobial peptides sourced from natural antibiotics. 
Objectives: This study aimed to evaluate the antibacterial efficacy of the recombinant protein Impatiens balsamina-Antimicrobial 

Peptide (IbAMP4) against A. baumannii (ATCC 19606) in a controlled laboratory environment.
Methods: The recombinant protein Ib-AMP4 was synthesized by inserting the gene responsible for encoding Ib-AMP4 into the

Escherichia coli BL21 (DE3) strain through transformation using the pET32a vector. The purification of the protein was optimized
using Nickel-Nitrilotriacetic Acid (Ni-NTA) affinity chromatography. The efficacy of Ib-AMP4 was assessed by determining its
minimum inhibitory concentration (MIC), analyzing bacterial growth kinetics, and evaluating its antibacterial activity against A. 
baumannii (ATCC19606).
Results: The recombinant Ib-AMP4 produced in E. coli BL21 exhibited notable antimicrobial efficacy against A. baumannii, with a

minimum inhibitory concentration (MIC) established at 111 μg/mL. When applied at a concentration twice that of the MIC, Ib-AMP4
markedly decreased both viable cell counts and turbidity, as demonstrated by bacterial growth kinetics and antibacterial assays, 
achieving a purity level greater than %70.
Conclusion: The research illustrated the antibacterial efficacy of the recombinant protein Ib-AMP4 against A. baumannii. These

results offer encouraging opportunities for the development and production of novel antimicrobial agents aimed at addressing
infections induced by A. baumannii.
Keywords: Antibacterial Peptides, Recombinant Proteins, Ib-AMP4  peptide, Acinetobacter baumannii, Antimicrobial Peptides
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