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 1402 اول مهر ی /هفته729 ی/شمارهچهل و یکمسال  مجله دانشکده پزشکی اصفهان
 7/7/1402تاریخ چاپ:  4/6/1402تاریخ پذیزش:  30/2/1402تاریخ دریافت: 

  
 مقاوم به چند دارو آسینتوباکتر بومانیهای  بر سویه TP4-LYC1اثرات ضدمیکروبی فیوژن پپتید 

 
2فاطمه شفیعی، 1، فاطمه صادقی کوپایی1رسول سلطانی

 

 
 

چکیده

هقبٍم بِ چٌذ دارٍ  Acinetobacter baumanniiّبیی ّستٌذ کِ اثربخطی ببلایی در برابر  بیَتیک سیلیي/سَلببکتبم بب دٍز ببلا تٌْب آًتی تبیگسبیکلیي ٍ آهپیکلیستیي،  مقدمه:

اَهل ضذهیکرٍبی جذیذ بب فعبلیت ببلقَُ علیِ ایي پبتَشى ضرٍری  ببرایي، بررسی ع ببضذ. ّذف ایي پصٍّص، تَلیذ یک فیَشى پپتیذ  هیداضتِ ٍ آخریي خط درهبى آى ّستٌذ. بٌ
هقبٍم ٍ  آسیٌتَببکتر بَهبًیٍ ارزیببی فعبلیت ضذهیکرٍبی آى در برابر  (LYC1) 1-ٍ لیکَزیي TP4( Tilapia Piscidin 4تطکیل ضذُ از دٍ پپتیذ ضذهیکرٍبی ضبهل )

 .ببضذ هقبٍم بِ چٌذ دارٍ هی A. baumannii ایي پپتیذ بب کلیستیي ٍ هرٍپٌن بر رٍی ارزیببی اثرات ّوسهبى ّوچٌیي

ببفر برش اًجبم  pHبر اسبض زهبى اًکَببسیَى ٍ  ptwin-1سبزی ضرایط برش ّر پپتیذ بِ هٌظَر کسب بیطتریي پپتیذّبی جذا ضذُ از تگ ایٌتئیٌی در ٍکتَر  بْیٌِ ها: روش

 .ّبی هیکرٍدیلَضي براث ٍ تختِ ضطرًجی، بررسی گردیذ ضذ ٍ اثرات ضذهیکرٍبی ّر پپتیذ، بِ تٌْبیی یب در ترکیب بب کلیستیي یب هرٍپٌن بِ ترتیب بب رٍش

د. ایي ضرایط برای  24برای  pH  ;5/6بب  B2استفبدُ از ببفر  TP4بْتریي ضرایط برای برش  ها: یافته   ببِ ترتی LYC1  ٍTP4-LYC1سبعت زهبى اًکَببسیَى بَ

pH  ;4  سبعت زهبى اًکَببسیَى بِ دست آهذ. فعبلیت ضذببکتریبیی  48ٍ  24برایTP4-LYC1  بیص ازTP4 ًَِشیکی بَد. ّوچٌیي  برای ّر ًو در  TP4-LYC1ی بیَلَ
داکثر هَارد دارای اثرات سیٌرشیست   .بب هرٍپٌن ٍ کلیستیي بَ

اَى یک کبًذیذ برای درهبى عفًَت TP4-LYC1 گیزی: نتیجه ّبی هؤثر هعوَل بِ  بیَتیک در ترکیب بب آًتی A. baumanniّبی ًبضی از  ایي پتبًسیل را دارد کِ بِ عٌ

اَستِ استفبدُ ضَد ّب ٍ ّوچٌیي جلَگیری از برٍز هقبٍهت آًتی بیَتیک هٌظَر کبّص دٍز ایي آًتی  .بیَتیکی ًبخ

هبًی واژگان کلیدی:  پپتیذّبی ضذهیکرٍبی ؛ اثرات سیٌرشیست؛آسیٌتَببکتر بَ

 
مقاوم  آسینتوباکتز بومانیهای  بز سویه TP4-LYC1اثزات ضدمیکزوبی فیوژن پپتید  .ضفیعی فبطوِسلطبًی رسَل، صبدقی کَپبیی فبطوِ،  ارجاع:

 615-623(: 729) 41؛ 1402هجلِ داًطکذُ پسضکی اصفْبى . به چند دارو

 

 هقدهِ

ِّایهقاٍمتِآًتیپاتَطى سؿهذتهش یتیَتیک،یکتْذیذهْنٍسٍته

تیَتیکیًاهٌاػة،تاػثًتهای دسهاىآًتی(.1ذ)ػلاهتػوَهیّؼتٌ

ًاخَؿایٌذ صقثیلهشگٍهیشتالاتش، فض یؾهذتتؼهتشیٍ فهض یؾ

تیههَتیکیدس یههيتههیي،هقاٍهههتآًتههی(.2)ؿههَدتههاس قتلههادیهههی

هٌفی،یکًگش ًیجذی ػت.ّایگشمتاکتشی

Acinetobacter baumanniiهٌفهی ػهتکهِیکپاتَطىگشم

وی،یتههاکتشّههایتیواسػههتاًی صجولههِػفًَههتػههث یدههاد غلههةتا

 صعشفهی(.3ؿَد)هیّایدػتگاُ دس سیپٌَهًَی،هٌٌظیتٍػفًَت

ّهایتیواسػهتاًیدسغػفًَهتایػٌَ ىیهکػاههلؿهتِ یيپاتَطى

ّهایػفهًَیػش ػشجْاىؿٌاختِؿذُ ػتٍتَػظ ًدوهيتیوهاسی

(National Institute of Allergy and Infectious Diseasesآهشیکها)

IDSAِػٌَ ىیکی صؿؾهیکشٍ سگاًیؼنهْنٍخغشًاکهؼشفهیت

ّهههایًاؿهههی ص.دسحهههااحا هههش،ػفًَهههت(4گشدیهههذُ ػهههت)

A. baumanniiُتِیکهـکلجذیدسػش ػهشجْهاىتثهذیلؿهذ

ٍ(Tigecycline)،تایگؼهههایکلیي(Colistin)کلیؼهههتیيٍ ػهههت

ّایتاتأثیشصیهادٍتیَتیکػیلیي/ػَلثاکتام)تادٍصتالا(،تٌْاآًتیآهپی

.(4)تاؿهٌذتیَتیکههیهقاٍمتِچٌذآًتیآػیٌتَتاکتشخظآخشدسهاى

تَ ًهذکوهکصیهادیدستٌاتش یيپیذ کشدىػَ هلدسهاًیجذیهذههی

ّایهَجَدٍدسًتیدِجلَگیشی صتهشٍصتیَتیککاّؾهلشفآًتی
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یٍتکشیه هذیذّایهپپتتیهَتیکیًاخَ ػهتِگهشدد.ّایآًتیهقاٍهت

ّهایههرثشتهشتیَتیک تض سیجز بتش یکاّؾهلشفآًتییًَیکات

تاؿٌذ.ّاهیتاکتشی

ّؼتٌذکِ صهٌاتغهختله یؼیعثػَ هلی،کشٍتیه ذیذّایپپت

ٍییٍپؼههتاًذ س ىؿٌاػههاؼههتاىیّهها،دٍصیحـههش ت،هههاّلیهه صقث

ًقهؾیکشٍتهیهیّهاپاتَطىِیػلیر تیوٌی ًذٍدس ؿذُیجذ ػاص

یکهی صپپتیهذّای هذهیکشٍتیکهِ ثهش تآىتهش(.5د سًذ)یهْو

ّههایهختلهه تاکتشیههاییٍقههاسچیتشسػههیؿههذُ ػههتػههَیِ

(Tilapia Piscidin 4) TP4تاؿهذکهِ صههاّی ػیذآهیٌِههی25تا

Oreochromis niloticusتیلاپیههایسٍدخاًههًِیههلتههاًههامػلوههی

.(6) ػتخش جؿذُ ػت

آػهیٌتَتاکتش ی، ثهش ت هذهیکشٍتی یهيپپتیهذػلیهِدسهغالؼِ

هقاٍمههَسد سصیهاتیقهش سکلثؼیلاپٌَهًَیِهقاٍمتِکاستاپٌنٍتَهاًی

حتههیًؼههثتتههTP4ِگشفههت.ًتههای  یههيهغالؼههًِـههاىد دکههِ

تایگؼههایکلیيّههن ثههش ت ههذهیکشٍتیتیـههتشید سدٍتههشسٍی

(.7) ػهتسًهذٍتهِکلهی یوهيّایػالن ثش تتَکؼیکًذ هَؽ

یدیگشتِ سصیاتی ثش ت ذهیکشٍتی یيپپتیذکِتِكهَستهغالؼِ

تَلیذؿذُتَدپشد ختِ ػهت.دسپیچیاپاػتَسیغًَتشکیةدسهخوش

ّهایگهشمهتثهتٍگهشم یيهغالؼًِیضهـخقؿذکِ صتیيػَیِ

پشٍتئَع،تشیالیؼّایهٌفیهَسد سصیاتی،تیـتشیيحؼاػیتس گًَِ

 (.6)ًـاىد دًذ ًتشٍکَکفکالیغٍٍلگاسیغ

ّهاید س یػنػٌکثَتحاٍی ًَ عهختل پپتیهذّاٍپهشٍتئیي

تاؿذ.یکهی صپپتیهذّایهَجهَددسػهنػٌکثهَت ثش تدسهاًیهی

 ػتکِد س ی ثش تLYC1(lycosin-1)1-پپتیذیتًِاملیکَصیي

تاؿههذ. یههيپپتیههذدسًٍههَمػٌکثههَتیتههًِههام ههذهیکشٍتیهههی

Lycosa singorensis(.8 ػهیذآهیٌِ ػهت)24ٍجَدد سدٍد س ی

ًـاىد دُؿذُ ػتکِ یهيپپتیهذد س ی ثهش ت هذهیکشٍتیػلیهِ

ثؼهیلاکلّایّاٍتِخلَفػَیِّاٍقاسچعی ٍػیؼی صتاکتشی

 ػههههتافیلَکَک پیههههذسهیغٍؿههههیگلادیؼههههاًتشی،پٌَهًَیههههِ

(.9تاؿذ)هی

یدیگههشی ثههش ت ههذهیکشٍتی یههيپپتیههذػلیههِدسهغالؼههِ

هقهاٍمتهِچٌهذد سٍ سصیهاتیآػیٌتَتاکتشتَهاًیّایًاؿی صػفًَت

یهزکَسًیهضًـهاىد دکهِ ثهش ت هذهیکشٍتیگشدیذ.ًتای هغالؼِ

ّههایی صقثیههلآهیکاػههیي،تیَتیههکهقایؼههِتههاآًتههیدس1-لیکههَصیي

(.10هیٌَػایکلیيٍحتیتایگؼایکلیيًیضتیـتش ػت)

تَ ًذیتشکیثی صػَ هل ذهیکشٍتیهیتاتَجِتِ یٌکِ ػتفادُ

ّها،کهاّؾ حتوهااتهشٍصهٌدشتِتشٍص ثهش تػیٌشطیؼهتتهیيآى

ّایکلییاصٍّضیٌِتیَتیکیٍکاّؾدٍصد سٍیهَسدًهقاٍهتآًتی

دسهاىؿَد، ػتفادُ صسٍیکشدپپتیذّایفیَطىکِحاٍیدٍیهاچٌهذ

تاؿذتا یي ّهذ فػهاصگاس ػهت.پپتیذ ذهیکشٍتیدسکٌاسّنهی

تیهَتیکیًؼهثتتهِتٌاتش یي،تاتَجِتِؿهیَعتهالایهقاٍههتآًتهی

ی ص یهيّهایًاؿهٍقاتلیتتالایػفًَتآػیٌتَتاکتشتَهاًیتاکتشی

یحیاتٍ ثهش ت هیهذتخؾّهشکٌٌذُتاکتشیتِػٌَ ىػَ هلتْذیذ

کذ م صپپتیذّایهزکَستِتٌْاییدس ػواا ثش ت ذهیکشٍتیػلیهِ

ػهاصیتَلیهذی ٍا،تْیٌِیحا شدسٍّلِ یيتاکتشی،ّذفهغالؼِ

TP4-LYC1یتیاىٍتخلیق(فیهَطىپپتیهذفشمهحلَا)دسهشحلِ

ؿههذ.ػههپغتؼیههیي ثههش ت ههذهیکشٍتیآىدستش تههشتههاکتشیتاهههی

ِآػیٌتَتاکتشتَهاًی ّهایتهالیٌیهقاٍمتِچٌذد سٍجذ ؿذُ صًوًَه

تیَتیهکتیواس ىٍّوچٌیيتؼیهیي ثهش تػیٌشطیؼهتآىتهادٍآًتهی

هقهاٍمآػیٌتَتاکتشتَههاًیتیَتیکهرثشتشکلیؼتیي)تِػٌَ ىیکآًتی

ّهایههَسدتیَتیکیکِپهاتَطىٍپٌن)تِػٌَ ىآًتیتِچٌذد سٍ(ٍهش

.هغالؼًِؼثتتِآىهقاٍهتد سًذ(تَد



 ّب رٍش

پلاػویذّایتالیٌیٍهَ دهَسد ػتفادُ:پلاػویذّایًَتشکیة،ًوًَِ

Ptwin1ّههایًَتشکیههةکههِتههِتشتیههةحههاٍیطىTP4،LYC1ٍ

TP4-LYC1ٍتَد؛تَػظؿشکتصیؼت قتلهادههادتْهش ى،ػهٌتض

یتهاکتشیههَسد ػهتفادُتهش یتیهاىپپتیهذّایتحَیلگشدیذ.ػَیِ

تَدکِ صکلکؼیَىهیکشٍتی یهش ىE. coli BL21 (DE3)ًَتشکیة

ػیلیي)ؿشکتػهیگوا،آلوهاى()پاػتَس، یش ى(خشیذ سیگشدیذ.آهپی

ّایتش ًؼفشمؿذُتاّشیهک صلًَیتیَتیکؿٌاػاگشکتِػٌَ ىآًتی

پلاػویذّایًَتشکیة ػتفادُؿذ. لقایتیاىّهشیهک صپپتیهذّاتها

 ًدامگشفتکِ صؿهشکتػهیگوا)آلوهاى(تْیهIPTGِ  افِکشدى

ّایتیَلَطیک)تشؿهحاتّایهیکشٍتیهشتَطتًِوًَِگشدیذ. یضٍلِ

ّش )ع( خهزؿهذٍجْهتتش ؿِ(، صآصهایـگاُتالیٌیتیواسػتاى لض

 ّشیک صتشکیثاتکـتگشدیذًذ.MICتؼییي

ٍکتَسًَتشکیةحاٍیهحلَاٍتخلیقپپتیذّا:ػاصیتیاىتْیٌِ

یّشکذ م صپپتیذّاتِتٌْاییٍّوچٌیيپپتیذفیَطىتهاطىکذکٌٌذُ

تش ًؼهفشمE. coli BL21 (DE3)سٍؽؿهَکحش ستهیدستهاکتشی

پلیتحاٍیهحهیظکـهتیسٍ صةیًَتشکیکلٌیک(11ٍگشدیذ)

LBتشد ؿتؿذيیلیػیآهپتشیلیلیتشهکشٍگشمیه100آگاسهحتَی.

.هَسد ػتفادُقش سگشفهتيیپشٍتئاىیتی لقایتش یتشد ؿتؿذُکلٌ

لیتهشتْیهِگشدیهذٍدسهیلی10ؿثاًِتاحدن،کـتتِّویيهٌظَس

ٍتهش  تلقهیگگشدیهذLBـتتاصُلیتشهحیظکهیلی90سٍصتؼذتِ

ّهشیهک صپپتیهذّاهحلَااىی،ت6/0تا4/0 صOD600تِذىیتاسػ

تهاغلظهتIPTGتَػظIntein1ٍIntein2تِكَستفیَصؿذُتا

یدسجهه15ِیدسدهههاػههاػت24ٍتههِهههذتهههَلاسیلههیه15/0

RPMدسَطیفیػهاًتشقیهّها صعشگش د لقاؿذ.ػهپغػهلَایػاًت
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.ًذؿهذجهذ گهش دیػاًتیدسج4ِیدسدهاقِیدق10تِهذت7000

SDS-PAGEتَػهظّهایًَتشکیهةيیپشٍتئاىیتیاتی سصت،یدسًْا

 ًدامؿذ.دسكذ12

TP4،LYC1 صّشیهک صپپتیهذّای1ػاصیتشؽ یٌتئیيتْیٌِ

ٍTP4-LYC1تاتافشB2هَلاس،ػذینهیلی20)تشیغّیذسٍکلش یذ

4ّایهتفهاٍتpHهَلاس(تاهیلیEDTA1هَلاسٍهیلی500کلش یذ

ػهاػتٍدس24،48ٍ72ّای ًکَتاػیَىهختل ٍدسصهاى5/6ٍ

ِیػاًتیدسج25ٍ37ِدهاّایهختل  یگش د ًدامؿهذ.دسهشحله

ٍعثهقپشٍتکهلػیؼهتن1تؼذ،تش ػاعؿش یظتْیٌِتهشؽ یٌتئهیي

IMPACT(12خالق)ا ػتفادُ صسصیيکیتیيٍتها ػهتفادُػاصیت

)تهشیغّیذسٍکلش یهذB3ٍتهافش1تهش یتهشؽ یٌتئهیيB2 صتافش

ههَلاسٍهیلیEDTA1هَلاس،هیلی500هَلاس،ػذینکلش یذهیلی20

 ػهتفادُؿهذ.دس2هَلاس(تش یتشؽ یٌتئهیيهیلی50دیتیَتشیتَا

تش دفهَسدتؼیهیيگشدیهذًْایتغلظتپشٍتئیيخالقؿذُتهاسٍؽ

ّایهَسدتشسػیتا ػتفادُ صسٍؽفیلتش ػهیَى)فیلتهش(ًٍو13ًَِ)

هیکشٍهتش( ػتشیلؿذًذ.22/0ػشػشًگی

10ِتؼهذ د:یکشٍتهیهّهای ًتخابػهَؽ  یکهِ صًظهش یضٍله

حؼاػیتهیکشٍتیتِسٍؽدیؼکدیفیَطىهَسد سصیاتیقش سگشفتِ

یّهایخهاًَ دُتیَتیهکهقاٍهتًؼثتتِآًتیتَدًذٍّوگید س ی

کیههَتتیی)هقاٍهههتتههِحههذ قلػههِدػههتِآًتههMDRکاستههاپٌنٍ

تَدًههذ ص(ذّایههکَصیٌَگلیٍآهّههاٌَلههَىیکفلَسٍّهها،يیػفالَػههپَس

آصهایـگاُتالیٌیتیواسػتاى لضّش )ع( ًتخابؿذٍُدسهحیظکـت

هیکشٍتیَلَطیهٌتقلؿذًذ.ّوضههاى،هَلشّیٌتَىتش  تِآصهایـگاُ

ِ ی علاػاتدهَگش فیکتیواس ى،تخؾتؼتشی،ًهَعػفًَهتٍػهَی

جذ ػاصیؿذُتِكَستهحشهاًِدسیافتگشدیذ.

تؼیهیيتهش یپپتیهذفیهَطى: (MIC)یهْهاسحذ قلغلظتيییتؼ

حذ قلغلظتهْهاسیّهشیهک صپپتیهذّایتْیهِؿهذٍُّوچٌهیي

( ػتفادMicrodilutionُ)لَؿيیکشٍد یسٍؽهکلیؼتیيٍهشٍپٌن ص

تهشیکشٍلیه140خاًهِهقهذ س96تیهپلؿذ.تِكهَستخلاكهِ،دس

سیختهِ(Mueller-Hinton brothتهش  )ٌتهَىیکـتهَلشّظیهح

تهاغلظهتیکشٍتهیهَىیػَػپاًؼهتهشیکشٍلیه20ػپغهقذ سؿذٍ

108cfu/mlِگشدیذ.  افِّاچاّکتِّشکذ م ص یتؼهذدسهشحله

پپتیذکِقثلاًتَػظسٍؽّشغلظت ػتَک صػشیالییهتَ لسقت5

تش دفَسدتؼییيغلظتؿذُتَدًذ)ّشپپتیذتِتٌْاییٍپپتیهذفیهَطى(

هیکشٍلیتهشسیخته20ِّایکلیؼتیيٍهشٍپٌنتهاحدهنتیَتیکٍآًتی

تهشیکشٍلیه20هقهذ ست،یپلّایخاًِیِآخش،تِّویِدسهشحلؿذ.

دس ًکَتاتَستهاپلیت.گشدیذ(  افAlamar blueِهؼشفآلاهاستلَ)

ٍّهشؿهذیػاػتًگْذ س24هذتگش دتِیػاًتیدسج37ِیدها

ؼنیکشٍ سگاًیکِه یخاًِيیآخش ،ی.دسّشسدگشدیذتثث یتاسًتا

کیهَتتییآىآًتهMICتَد،تهِػٌهَ ىیدسآىسؿذًکشدٍُسًگآت

.ؿذآىػَؽ،دسًظشگشفتِیتش 

سٍؽپپتیذفیَطىتهاکلیؼهتیيٍههشٍپٌن:تشسػی ثشػیٌشطیؼت

تختههِؿههغشًدیتههش ی سصیههاتی ثههش تّوضهههاىپپتیههذفیههَطى

(TP4-LYC1تاهشٍپٌنٍکلیؼتیيهَسد ػتفادُقش سگشفتتِ یهي)

کـتهَلشظیهحتشیکشٍلیه120هقذ سپغ ص  افِکشدىتشیتةکِ

تههاغلظههتیکشٍتههیهَىیػَػپاًؼههتههشیکشٍلیه20ٍتههش  ٌتههَىیّ

108cfu/mlّایحهَ لیغلظتّا،چاّکتِّشکذ م صMICیکهی

ٍخاًه96ِپلیهتسدیه  فقهیّهایچاّک صهَ د ذهیکشٍتیدس

ّهایتلقهیگچاّک.سیختِؿذسدی ػوَدیّایچاّکدیگشیدس

یٍُهقههادیش فض یـههی صهههادهههایغحههاٍیهحههیظکـههتیُؿههذ

تٍی هقذ س ذهیکش لٍیتش20تِ ّهشتشکیهةMIC، صكفشتاغلظهتهیکش

ّهایهوکهيآصههایؾکهِتوهامهخلهَطگشفتٌذعَسیقش سهَسدتشسػی

تَهاتَستهادههایّهاچاّهکؿًَذ.پهغ صپشکهشدى 37ِ،دس ًک یدسجه

هذتگش دػاًتی یتغییهشسًهگػاػتقهش سگشفهتٍتهاهـهاّذ24ُتِ

تٍیMICهؼشفآلاهاستلَ تٍیدسکٌهاسػاههل هذهیکش ّشػاهل ذهیکش

ٍ (Fractional Inhibitory Concentration Index)هقهذ سدٍمتؼیهیي

FICI(14عثقفشهَاصیشهحاػثِؿذ.)

 

 FIC index = (MICAB/FICA) + (MICBA/MICB)

 MIC :MICABتشکیةAدسحضَستشکیةB 

MIC :MICBAتشکیةBدسحضَستشکیةA 


IR.MUI.RESEARCH.REC.1400.052هقالههِتههاکههذ یههي

 كهههفْاىتهههِی خهههلاردسپهههظٍّؾدسد ًـهههگاُػلهههَمپضؿهههک

.یذسػیةتلَ


 ّب بفتِی

ًهاهحلَاٍاىیهتًـهاىد دُؿهذُ ػهت،1ّواًغَسیکِدسؿهکل

یتهههاکتشدسTP4-LYC1،TP4ٍLYC1ذیهههػهههِپپتهحلهههَا

E. coli BL21 (DE3)گش دٍتهاغلظهتیػاًتیدسج15ِیدسدها

57،57ٍحههذٍدّایتاًههذ.، لقههاؿههذIPTGهههَلاسیلههیه15/0

LYC1 ،TP4ٍذیهپپتَطىیهفاىیهشتَطتِتتِتشتیةد لتَىلَیک60

 TP4-LYC1صٍکتهَسههَسد1ٍ2يیهیٌتیؿذُتها َصیتِكَستف 

دٍاىیهدسؿکلرکشؿذُتاًذهشتهَطتهِتيی.ّوچٌتاؿذی ػتفادُه

َیک54یثهیتهاٍصىتقشةیهشًَتشکیهتللتِّندسٍکتَسغيیٌتئی  له

هحلَاّهشیهکتیاى2(.ؿکل1ذ)ؿکلتاؿیقاتلهـاّذُهد لتَى

ّاس دسؿش یظتْیٌِتش یتیاىتیـتشیيپشٍتئیيتِكهَست صپشٍتئیي

دّذ.هحلَاًـاىهی
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 هب پروتئین تبم بیبن از حبصل SDS-PAGE. 1 شکل

:هاسکش،1.ػتَى1ٍ2فیَصؿذُتا یٌتئیيLYC1تیاىتامپشٍتئیيالف:

تشکیةE. coli:تیاىتامتاکتشی2ػتَى :تیاىتام3،ػتَىPtwin1حاٍیٍکتَسغیشًَ

E. coli:تیاىتامتاکتشی4قثل ص لقا،ػتَىPtwin 1-LYC1 حاٍیE. coliتاکتشی
یدسج15ِدسدهای IPTGهَلاسهیلی15/0 لقاؿذُتاPtwin 1-LYC1 حاٍی

:تیاىتام2:هاسکش،ػتَى1.ػتَى1ٍ2فیَصؿذُتا یٌتئیيTP4تیاىتامة:گش د.ػاًتی

تشکیةE. coliتاکتشی حاٍیE. coli،تیاىتامتاکتشیPtwin1حاٍیٍکتَسغیشًَ
 Ptwin 1-TP4تیاىتامتاکتشی4قثل ص لقا،ػتَى:E. coliحاٍی Ptwin 1-TP4لقا 

TP4-LYC1تیاىتامج: گش د.یػاًتیدسج15ِدسدهای IPTG هَلاسهیلی15/0ؿذُتا

 Ptwin حاٍیE. coli:تیاىتامتاکتشی2:هاسکش،ػتَى1.ػتَى1ٍ2فیَصؿذُتا یٌتئیي

1-TP4-LYC1تیاىتامتاکتشی3قثل ص لقا،ػتَى:E. coliحاٍی Ptwin 1-TP4-

LYC1هَلاسهیلی15/0 لقاؿذُتا IPTG گش د.یػاًتیدسج15ِدسدهای 



تشؽپپتیذهشتَعِ ص یٌتئیيیتش ٌِیتْظیؿش یتؼییيدسهشحلِ

،هتفهاٍتpHتهایتافشّهاتهأثیشهتفاٍتتحهتیّادسهذتصهاى1

pHتهاB2تهافش ًکَتاػیَىدسLYC1ذیپپتًتای ًـاىد دکِتش ی

.تیـتشیيقاتلیت لقایتشؽس د سدػاػت24تؼذ ص4تش تشتا



 هب پروتئین هحلول بیبن از حبصل SDS-PAGE. 2 شکل

هحلَا:تیاى2هاسکش،ػتَى :1 .ػتَى1ٍ2فیَصؿذُتا یٌتئیيLYC1تیاىپشٍتئیيالف: 

دسدهایIPTGهَلاسهیلی15/0 لقاؿذُتاPtwin 1-LYC1حاٍیE. coliتاکتشی

-Ptwin 1-LYC حاٍیE. coli:تیاىهحلَاتاکتشی3گش د،ػتَىیػاًتیدسج15ِ

:تیاىهحلَا4گش دػتَىیػاًتیدسج15ِدسدهایIPTGهَلاسهیلی15/0ؿذُتا لقا1

دسدهایIPTGهَلاسهیلی15/0 لقاؿذُتاPtwin 1-LYC-1حاٍیE. coliتاکتشی

:هاسکش،1.ػتَى1ٍ2فیَصؿذُتا یٌتئیيTP4تیاىپشٍتئیي:ةگش د.یػاًتیدسج15ِ

:3تذٍى  افِؿذى لقاگش،ػتَىPtwin 1- TP4 حاٍیE. coliهحلَا:تیاى2ػتَى

دسدهایIPTGهَلاسهیلی15/0 لقاؿذُتاPtwin 1-TP4حاٍیE. coliهحلَاتیاى

حاٍیE. coli:تیاىهحلَاتاکتشی4گش د،ػتَىیػاًتیدسج15ِ

 Ptwin 1- TP4هَلاسهیلی15/0 لقاؿذُتاIPTGگش د.یػاًتیدسج15ِدسدهای 

:تیاى2:هاسکش،ػتَى1.ػتَى1ٍ2فیَصؿذُتا یٌتئیيTP4-LYC1تیاىپشٍتئیي:ج

:تیاى3تذٍى  افِؿذى لقاگش،ػتَىPtwin 1- TP4-LYC1 حاٍیE. coliهحلَا

دسIPTGهَلاسهیلی15/0 لقاؿذُتاPtwin 1 TP4-LYC1 حاٍیE. coliهحلَا

حاٍیE. coliّایتاکتشی:تیاىهحلَاپشٍتئیي4گش د،ػتَىیػاًتیدسج15ِدهای

Ptwin 1-TP4-LYC1هیلیهَلاس15/0 لقاؿذُتاIPTGیدسج15ِدسدهای

-Ptwin 1- TP4حاٍیE. coliّایتاکتشی:تیاىهحلَاپشٍتئیي5گش دػتَىػاًتی

LYC1هَلاسهیلی15/0ؿذُتاIPTGگش دیػاًتیدسج15ِدسدهای

ًیهضتیـهتشیيهیهض ىتهشؽتهاTP4ٍTP4-LYC1تش یپپتیهذ

24ٍتِتشتیةتؼهذ ص5/6ٍ4تش تشتاpHتاB2تافشدس  ًکَتاػیَى

(.1تِدػتآهذ)جذٍاػاػت48



 1ی برش پپتیذ از اینتئین  . شرایط بهینه1جذول 

 ًبم پپتید 1ی برش ایٌتیئي  شرایط بْیٌِ

pH 
 ببفر

زهبى اًکَببسیَى 

 )سبعت(

دهبی اًکَببسیَى 

 گراد( ی سبًتی )درجِ

4 24 25 LYC1 

5/6 24 25 TP4 

4 48 25 TP4-LYC1 



-SDS دسًْایتتشسػهیپپتیهذّایخهالقؿهذُتهشسٍیطا

PAGEحاٍیتافشتشیؼهیيتهش یLYC1،TP4ٍ TP4-LYC1ِته

(.3س ًـاىد دًذ)ؿکلد لتَىکیل3،3ٍ6َتشتیةتاًذ




 پپتیذهب.  یصحبصل از تخل SDS-PAGE. 3 شکل
،LYC1ذیپپتقی:تخل3ػتَى،TP4ذیپپتقیتخل:1ػتَى ل :

،NPH: ًؼَلیي2:هاسکش،ػتَى1ػتَى:ب.:هاسکش4ػتَى

TP4-LYC1:تخلیقپپتیذ3ػتَى


ِ یًتا ههَسدیکشٍتیّهشکهذ م صػَ ههل هذه MIC هشتَطته

TP4-LYC1ذیپپتَطىی ثش تّوضهاىفيیٍّوچٌیی ػتفادُتِتٌْا

ًَکیههَتیتیًتههآدسکٌههاسدٍ  صیًاؿههیپشکههاستشددسدسهههاىپٌَههه

 صهدوهَعآهذُ ػت.2تِعَسخلاكِدسجذٍایتَهاًٌتَتاکتشیآػ

تها35ًفشهشدتاسًه ػهٌی7ًفشصى3ٍیهَسد سصیاتی،ًو10ًَِ

ّایهختل تیواسػتاىتَدًذ.ػااٍ صتخؾ77

LYC1،TP4ٍذیهههشتههَطتههِپپتMIC،تههِعههَسهتَػههظ

TP4-LYC94/18،6/8ٍشیتهاهقهادیههَسدتشسػهیّهاِیػَِیػل

ی ًذکغتهش يی يی.ّوچٌذیهحاػثِگشدتشیلیلیتشهکشٍگشمیه3/3

18/107ٍقهذ ستهِهةیتِتشتضیًيیؼتیهشٍپٌنٍکلیّاکیَتیتیآًت

.ذیهحاػثِگشدتشیلیلیتشهکشٍگشمیه22/0
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 زهبن ی هن در استفبده FICهر یک از عواهل ضذهیکروبی و  (تریل یلیبر ه کروگرمی)ه MIC. نتبیج هربوط به 2جذول 

شوبرُ 

 ًوًَِ

 عبهل

 ضدهیکرٍبی
 استفبدُ هَرد

MIC 
 

MIC 
 کلیستیي

  حضَر در
TP4-LYC1 

MIC 
 هرٍپٌن

 حضَر در
TP4-LYC1 

MIC 
 TP4-LYC1 

 حضَر در
 کلیستیي

MIC 
 TP4-

LYC1 در 
 هرٍپٌن حضَر

FICI تفسیر 

 156/0  7/18 مريپىم 1
 

4/9 
 

875/1 
 

 تجمعی 98/0 94/0
 َم بر اثر فاقد 249/1 625/0 کلیستیه
   875/1 لیکًزیه

TP4 875/1   

TP4-LYC1 875/1   
 04/0  4/9 مريپىم 2

 
 

7/4 
 

94/0 
 

 تجمعی 1 47/0
 َم بر اثر فاقد 31/1  32/0 کلیستیه
   15 لیکًزیه

TP4 5/7   

TP4-LYC1 94/0   
 02/0  75 مريپىم 3

 
 
 

15 
 

94/0 
 

 َم بر اثر فاقد 24/1 75/3
 سیىرشیست 25/0  16/0 کلیستیه
   15 لیکًزیه

TP4 5/7   

TP4-LYC1 875/3   
 02/0 250 مريپىم 4

 
25/31 23/0 

 
 سیىرشیست 34/0 47/0

 سیىرشیست 156/0  16/0 کلیستیه
   15 لیکًزیه

TP4 5/7   

TP4-LYC1 94/0   
5 
 

 

 08/0  18 مريپىم
 

15 5/7 
 

 َم بر اثر فاقد 2 5/7
 َم بر اثر فاقد 2  08/0 کلیستیه

   15 لیکًزیه

TP4 5/7   

TP4-LYC1 94/0   
 08/0 125 مريپىم 6

 
5/62 5/7 

 
 َم بر اثر فاقد 5/1 5/7

 َم بر اثر فاقد 2  08/0 کلیستیه
   30 لیکًزیه

TP4 15   

TP4-LYC1 5/7   
 02/0  75 مريپىم 7

 
25/31 94/0 

 
 تجمعی 1 94/0

 تجمعی 56/0  32/0 کلیستیه
   30 لیکًزیه

TP4 15   

TP4-LYC1 875/1   
 02/0  125 مريپىم 8

 
15 75/3 

 
 تجمعی 64/0 75/3

 تجمعی 56/0  32/0 کلیستیه
   30 لیکًزیه

TP4 15   

TP4-LYC1 5/7   
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 زهبن ی هن در استفبده FICهر یک از عواهل ضذهیکروبی و  (تریل یلیبر ه کروگرمی)ه MIC. نتبیج هربوط به 2جذول اداهه 

شوبرُ 

 ًوًَِ

 عبهل

 ضدهیکرٍبی
 استفبدُ هَرد

MIC 
 

MIC 
 کلیستیي

  حضَر در
TP4-LYC1 

MIC 
 هرٍپٌن

 حضَر در
TP4-LYC1 

MIC 
 TP4-LYC1 

 حضَر در

 کلیستیي

MIC 
 TP4-

LYC1 در 

 هرٍپٌن حضَر

FICI تفسیر 

 02/0  250 مريپىم 9
 

25/31 47/0 
 

 سیىرشیست 275/0 94/0
 سیىرشیست 31/0  08/0 کلیستیه
   30 لیکًزیه

TP4 5/7   

TP4-LYC1 5/7   
 01/0  125 مريپىم 10

 
15 47/0 

 
 َم بر اثر فاقد 14/1 47/0

 َم بر اثر فاقد   08/0 کلیستیه
   5/7 لیکًزیه

TP4 875/1    

TP4-LYC1 47/0   



تهاّهشکهذ م صَطىیهفذیهصههاىپپتّنیًتای  ػتفاد1ُجذٍا

ِس گض سؽهیّاکیَتیتیآًت ّها، صهدوهَعکٌذ.تش ػهاع یهيیافته

تدوؼیتیيفیَطىپپتیذهَسدًوًَِ ثش تػیٌشطیؼتییا5ًوًَِ،10

ًوًَِد س ی ثهش تػیٌشطیؼهتییهاتدوؼهیتها5هغالؼِتاهشٍپٌنٍ

تیَتیهکههزکَس،کلیؼتیيتَدًذٍدسّشکذ م،ّهی یهک صدٍآًتهی

. ثش تآًتاگًَیؼتیهـاّذًُگشدیذ



 بحث

ِ ذیهههجذيیپههشٍتئَطىیههفذیههسٍتههاّهههذفتَلؾیپههیهغالؼهه

 TP4-LYC1دسE. coli،ٌِتهِکوهکػاصیفش یٌهذتخلهیقآىتْی

تشیکشٍتی ثش ت ذهیاتی سصتیٍدسًْاIMPACT یٌیٌتئی ؼتنیػ

هقههاٍمتههِچٌههذد سٍجههذ ؿههذُ صیتَهههاًٌتَتاکتشیآػههیّههاِیػههَ

ًٍتای ًـاىد دکِتقشیثاًدسًیوهی ص ًدامؿذواسػتاىیتیّاًوًَِ

تیَتیککلیؼهتیيیهاههشٍپٌنهَ سد ػتفادُّوضهاى ص یيپپتیذٍآًتی

ؿَد.ّاهیهٌدشتِتشٍص ثش تػیٌشطیؼتیدس ثش ت ذهیکشٍتیآى

تهشؽدسی لقهاٌهذیهٌدشتهِتْثهَدفش تَ ًٌذهییهتفاٍتػَ هل

ی،دههاpHشییههتهااتغیتهش .ؿهَدیٌهیٌتئی یّهاؼتنی ػتفادُ صػ

هتههلهختلهه ی حیههاکٌٌههذُػَ هههل ػههتفادُ صایههَىی ًکَتاػهه

غیهشٍُيیؼهتئیػٌِیآهذی ػیحتایهشکاپتَ تاًَا-2ایتَایَتشیتید

pHدسشییههتغ،یتههِعههَسکلهه(.15)ػَ هههلّؼههتٌذيیهه ی صجولههِ

يیه ش یههختله  ػهت.صییایوی  هافِکهشدىههَ دؿهتش صس حت

تهِدًثالهِواًیّذفکِهؼهتقيیپشٍتئٌِیآهذی ػيی ٍلًَعتِی ػتش تظ

کهِییّهايیئهیٌت یکِتش یدسحالؼتیهتلل ػت،ٍ تؼتًِيیٌتئی 

ّا ػهتکهاهلاًتِآىٌذُ ص فضٍدىػَ هلکاّیًاؿیخَدتشؿٌذ یفش

تِعهَس(.16)تاؿذیّذفٍ تؼتِهيیپشٍتئٌاایتشه- C ٌِیآهذیتا ػ

BR2ِیکشٍتی ذهذیپپتیػاصخالقی، هتاادسهغالؼِ یتهاٍ ػهغ

37ِیدسدهاDTTٍ واسیتحتتgyrA یٌتئیي گهش دیػهاًتیدسجه

دسيیآسطًههاًهذُیتهاقکیهػاػتتاتَجِتٍِجَد40حذٍدیتش 

شییکِدسآىتٌْاتغگشی.س ّثشدد(17)آى ًدامؿذلیکشتَکؼی ًتْا

یخَدتشؿهتیفؼالیهٌدشتِ لقاَىی ًکَتاػیصهاىٍدهاٍ pH دس

تش ػت.ػادُؿَد،یهّايیٌتی 

 تهاریدههادسB2تافشیتش 8تاpH3 یهحذٍدُی دسهغالؼِ

ؿذ. ػتفادDFFB118ُتًِاميیتتادفٌؼذیپپتکیػاصیتش یخالق

تها5/5تا5هٌظَس صيی یتش ٌِیتpHْکشدکِذییپشٍطُتأيی  یًتا

هحههیظکـههتهههایغتههشیلدسگههشمیلههیه1-5/0ثههاًیتقشییتههاصدًُْهها

pHدٍيی صته،سٍؾیپهقیهتهِعهَسهـهاتِدستحق(.18)تاؿهذیه

تیخاكهـتشیتی لقایتش  pH 4ظیؿش يیتْتشیهختل هَسدتشسػ

تهَدٍدسههَسدTP4ٍLYC1یّهاذیهدسس تغهِتهاپپتیخَدتشؿ

TP4-LYC1یخَدتشؿهتیخاكهـهتشیتی لقهایتش ظیؿش يیتْتش

تِدػتآهذ. 5/6pHتش تش

4ٍدههایتهشؽهختله ؿهاهلظیؿهش یدیگهشی،هغالؼِدس

 ػتفادُؿذٍَىیػاػت ًکَتاػ24ای3یگش دتش یػاًتیدسج25ِ

خچهااییػهتَىدسدههاَىیکهِ ًکَتاػهیًـاىد دکٌِّگاه یًتا

اتهذیؾی فهض َىیصهاى ًکَتاػهٍ ًدامؿَدگش د(یػاًتیدسج4ِ)

یحاا،تهش يی.تا یاتذ فض یؾهیخالقيیپشٍتئتاصدُػاػت(،24)

شیهقاديیتی،تفاٍتگش د(یػاًتیدسج25ِ) تاریدسدهاَىی ًکَتاػ

(.19)ٍجَدًذ ؿتَىیدسدٍصهاى ًکَتاػيیپشٍتئییًْا

TP4ّهاًـهاى صپهاتَطىیؼیٍػ یعػلیِیقاتلتَجْتیػو

SuکِتَػظTP4یکشٍتی ذهتیگض سؽ صفؼاليیدس ٍل.دّذیه

ؾیآصههایّها کتهشپهاتَطىیتش MICشیٍّوکاس ىهٌتـشؿذ،هقاد

 (.20)لیتشگض سؽگشدیذهیکشٍگشمتشهیلی2کوتش صؿذُ

ظیدسؿههش TP4یکشٍتی ههذهتیهه،فؼالگههشیدیهغالؼههِدس
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ي،یلیػهیتاآهپؼِیهَؽ،دسهقاغیهذاػپؼکیٍدسیـگاّیآصها

یّهاههَؽ،هزکَسیدسهغالؼِ.ؿذیاتیپٌن سصیویٍ يیکلایگؼایت

هقاٍمتهِچٌهذد سٍتهایتَهاًٌتَتاکتشیآػٍکلثؼیلاپٌَهًَیِ تِآلَدُ

TP4هختله )تهایصههاًیّادٍسُیتش یرکشؿذُّاکیَتیتیآًتای

َتیهفؼالTP4.ػاػت(تحتدسهاىقش سگشفتٌهذ168 دستش تهشیقه

K. pneumoniaٍA. baumannii ّیآصهاظیدسؿهش ًـهاىیـهگا

ههَؽ(ّهشدسهیکشٍگهشم50آىتِهقهذ سضیکِتدَی د د،تِگًَِ

ؾیتقاس دسههَؽ فهض یپغ صػفًَتتِعَسقاتلتَجْقِیدق30

(.21،22)د د

ؼهتنیتها ػهتفادُ صػTP4،ٍّوکهاس ىNeshaniیهغالؼِدس

تیههفؼال. یههيپپتیههذؿههذذیههتَلPichia pastoris GS115اىیههت

ٍیقاتلتَجْیکشٍتی ذه َیتهشس حؼهاعٍهقهاٍمتهِیّهاِیػه

μg/ml4تش تهش MIC تهاAcinetobacter baumanniiکیهَتیتیآًت

6ًِـهاىد د) ِدسMICیهحاػهثِؿهذُهقهذ ستها(که یههاهغالؼه

(μg/ml6/8) تاؿذ.قاتلهقایؼِهی

 یکِدستخؾًتاّواًغَس،LYC1دسهَسد ثش ت ذهیکشٍتی

ًؼثتتهِیتاسصی ثش تهْاسیهَسدتشسػیّادسغلظت، ؿاسُؿذ

کٌَى یهيپپتیهذتهاکیهَلَطیهَسد ثش تتًـاىًذ د.دسیکٌتشاهٌف

ِی ًدامؿذُ ػهت.تهش یهغالؼاتهختلف Tanٍیهتهاادسهغالؼه

ٍینتها ثهشهؼهتقیهذپپتیيهـخقؿذکِ ىّوکاس  یغـهایتهشس

.ؿهَدیههّهاکـٌذگیتهشسٍیتهاکتشیتاػث ػواا ثش تّایتاکتش

گلایؿهه،ِیههًَهًَلایکلثؼههیّههاِیػههَیتههشسٍضیههً ثههش تيیـههتشیت

یدسحهاليیه .ذیههـهاّذُگشدغیذسهی پلَکَکی ػتافٍیؼاًتشید

ٍفیهَطىپپتیهذههَسدTP4،يیؼهتیها ثش تکلی ػتکِدسهغالؼِ

 (.23)تَد1-يیکَصی صلـتشیتیتِكَستقاتلتَجْ تشسػی

یکشٍتی ثهش ت هذهیهاتهاحهذٍدیدسهغالؼLYC1ِ گشچِ

ِ MICِکهِتهِعهَسهتَػهظی ًـاىد دتهِگًَه ّهاحهذٍدًوًَه

 μg/ml94/18يیاًگیهتهاهذیه ثشًؼثتتهِپپتيی ها ذیهحاػثِگشد

MICیثیتقشμg/ml6/8 تش یTP4تَدـتشیت يیؼتیٍکل.



 گیری ًتیجِ

َیکشٍتیه هذ ثهش تTP4-LYC1ذیهپپتَطىیف ًِؼهثتیتهشیقه ته

LYC1 ِیػلاٍُتش ذیپپتَطىیفيی يی.ّوچٌؿتد یکوتهش MIC ٌکه

ی دس کتهشههَ سدد سFICتهش ػهاعؿهاخق،ًؼثتتِهشٍپٌند سد

.تاؿذیهضیًيیؼتیتاهشٍپٌنٍکلؼتیٌشطی ثش تػ

ذیهکاًذکیهتهِػٌهَ ىTP4-LYC1ذیهپپتَطىیهفةیتشتيی تِ

هقاٍمتِچٌهذد سٍهغهش یتَهاًٌتَتاکتشیآػیّاِیدسدسهاىػَذیجذ

یٌیتهالّهایییٍکاسآصههایَ ًیهدسػهغگحٌذُیآّای ػتتاپظٍّؾ

کٌٌهذ.دسیعیتداسید سٍکیآىتِلیس تاتثذسٍؾیپشیتتَ ًٌذهؼ

،یَ ًیهثشحردٍصههيیهیتهاتؼتَ ًٌذیهیآتّایّؾخلَف،پظٍيی 

ّهایتشػهلَاذیپپتَطىیفکیٌتیٍفاسهاکَککیٌاهیفاسهاکَدّاییتشسػ

ٍلیهٍتحلیتشسػهتیهًْاٍدسی ًؼاً ِیهیتهاص سد س یجْهتتَػهؼ

.گامتشد سًذذیجذید سٍکیذیتَلشیدسهؼ،ییفشمد سٍيیتْتش



 تشکر ٍ قدرداًی

ِپایهاى صهٌهت هقالِ یي ِػوهَهیدکتهش یهقغهغیًاهه یؿهواسُته

تاتاؿذهید سٍػاصییسؿت140004ِ ػلَمد ًـگاُهالیحوایتکِ

 . ػتسػیذُ ًدامتِ كفْاىپضؿکی
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Abstract 

Background: Colistin, tigecycline and ampicillin/sulbactam (high dose) are the only antibiotics with high efficacy 

against Acinetobacter baumannii making them the last line of treatment. So, the investigation of new antimicrobial 

agents with potential activity against these pathogens is crucial. Antimicrobial peptides are natural agents that play 

an important role in innate immunity against various types of pathogens. In this project, the antimicrobial activity of 

TP4-LYC1, an antimicrobial peptide consisting of Tilapia Piscidin 4 (TP4) with lycosin-1, was investigated against 

resistant A. baumannii as well as the synergistic effects of this chimeric peptide with colistin and meropenem.  

Methods: Optimization of the cleavage process for each peptides (TP4, LYC1, and TP4-LYC1) to obtain the 

maximum amount of peptides was performed based on the incubation temperature, time of incubation and the 

cleavage buffer pH. Finally, the antimicrobial effects of each peptide, alone or in combination with colistin or 

meropenem were analyzed by broth micro-dillusion and checker board methods, respectively. 

Findings: The best conditions for cleaving TP4, were pH 6.5 with a 24 Hours incubation time. These conditions 

for LYC1 and the chimeric peptide were concluded as pH 4 with incubation time of 24 and 48 Hours, 

respectively. The antibacterial activity of TP4 was lower than TP4-LYC1 for each biological sample. Also,  

TP4-LYC1 exhibited synergistic effects with Meropenem and Colistin in most cases. 

Conclusion: TP4-LYC1 shows potential as a candidate for the treatment of infections caused by A. baumanni in 

combination with routine effective antibiotics in order to reduce the dosage of these antibiotics. 
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