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بررسی اثر ضدباکتریایی اسانس نعنا، زیره ی سبز و پپتید باکتریوسین 

انتروسین P بر روی برخی باکتری های مولد ورم پستان گاو در شرایط 

آزمایشگاهی

bb

چکید ه 

دام   به ورم پستان  نیز می گردد، می توان  انسان  تهدید سلامت  به  زیاد منجر  بر خسارات و هزینه های  بیماری هایی که علاوه  از جمله 
اشاره کرد. استفاده از آنتی بیوتیک ها برای درمان این بیماری علاوه بر فواید، مضررات زیادی همچون ایجاد سویه های باکتریایی مقاوم 
به آنتی بیوتیک و ایجاد بقایای دارویی در شیر را در این صنعت ایجاد می کند. امروزه استفاده از جایگزین های طبیعی همچون پپتیدهای 
اثرات ضد  مقایسه  ی  و  بررسی  پژوهش  این  از  گرفته اند. هدف  قرار  موردتوجه  آنتی بیوتیک  بجای  گیاهی  اسانس های  و  میکروبی  ضد 
باکتریایی دو پپتید باکتریوسین اینتروسین p و تاناتین با دو اسانس گیاهی نعناع و زیره سبز می باشد. پپتید نوترکیب باکتریوسین انتروسین 
p در سلول های تخمدان همستر چینی )CHO( بیان شد. فرآیند اسانس گیری نیز توسط دستگاه کلونجر انجام شد. در نهایت تست حداقل 
باکتریوسین  پپتید  دو  داد  نشان  نتایج  باکتری ها صورت گرفت.  بر روی   )MBC( و حداقل غلظت کشندگی )MIC( غلظت مهارکنندگی 
اینتروسین p و تاناتین دارای اثرات ضد باکتری قوی تری در غلظت های کمتری نسبت به دو اسانس نعناع سبز و زیره سبز بر روی باکتری های 
H7 0157 Staphylococcus aureus ، E.coli و E.coli هستند. به طوریکه باکتری Staphylococcus aureus نسبت به پپتید باکتریوسین 
از پپتیدها نسبت به  از مزایای استفاده  از آنجاییکه  تاناتین حساسیت بیشتری داشتند.  H7 0157 E.coli نسبت به پپتید  p و  انتروسین 
اسانس ها می توان به مقاومت نسبت به حرارت، اکسیداسیون و امکان دست ورزی از طریق اتصال به سایر پپتیدها جهت افزایش فعالیت 
آن اشاره کرد، امید است بتوان از این پپتیدها در آینده به عنوان داروی جایگزین آنتی بیوتیک ها در درمان بیماری های دامی از جمله ورم 

پستان دام استفاده کرد.
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Nowadays, milk and dairy products form an important part of the requirements of the people around the world. Animal 
diseases have important impacts on animal productivity and welfare and on human health. Mastitis is the most com-
mon disease in dairy cattle. Unfortunately, using common antibiotics to treat animal infection is increasing in which 
leads to undesirable side effects such as antibiotic residuals in animal products and occurrence bacterial resistance to 
antibiotics. Hence, the use of natural alternatives such as antimicrobial peptides and essential oils has been considered. 
In this study the antibacterial effects of two bacteriocin enterocin P and thanatin peptides with two essential oils of 
mentha spicata and cuminum cyminum against some mastitis pathogens were evaluated. The recombinant bacteriocin 
enterocin p peptide were expressed in CHO cells. The extraction of mentha spicata and cuminum cyminum essential 
oils was performed by Clevenger apparatus. Finally, the minimum inhibitory concentration and minimum bactericidal 
concentration were tested on bacteria. The results have shown that the two peptides have stronger antibacterial effects at 
lower concentrations than the two essential oils. Staphylococcus aurous and Escherichia coli were sensitive to bacterio-
cin enterocin p and thanatin peptide respectively. Since the benefits of using peptides over essential oils associated with 
their high thermal stability, resistant to oxidation and the ability of peptide modification, it is hope that antimicrobial 
peptides provide an excellent potential strategy for treating animal diseases in future. 
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مقدمه
در  ملزومات  از  یکی  به  لبنی  فرآورده های  و  شیر  از  استفاده  امروزه 
بیماری های مختلف  به  دام  ابتلای  تبدیل شده است.  زندگی مردم جهان 
مرتبط با کاهش تولید شیر، خسارات و هزینه های زیادی را در پی دارد 
ورم  کرد.  اشاره  دام   پستان  ورم  به  می توان  بیماری ها  این  ازجمله  که 
یکی  که  می شود  گفته  پستانی  غدد  یا  پارانشیم  بافت  التهاب  به  پستان 
است.  شیری  گاوهای  صنعت  بیماری های  پرهزینه ترین  و  شایع ترین  از 
زیان های اقتصادی ناشی از این بیماری به صورت مستقیم و غیرمستقیم 
آنتی بیوتیک  از هزینه های درمانی و مصرف  قابل توجهی  بوده که سهم 
در گاوداری ها را شامل می شود )10(. این بیماری در اثر عوامل عفونی 
و غیرعفونی ایجاد می شود ولی مهم ترین عامل ایجاد کننده ی آن عوامل 
ایجاد  در  رایج  باکتریایی  عوامل  جمله  از  می باشند.  باکتریایی  عفونی 
و   Staphylococcus مانند  گرم مثبت  باکتری های  به  می توان  بیماری  این 
Streptococcus، باکتری های گرم منفی مانند گونه های E.coli اشاره کرد 
كنترل  جهت  آنتی بیوتیک  درون پستانی  تزریق  از  استفاده   .)9  ،19  ،30(
ورم پستان و بيماریهای سيستميك و موضعي در گلههای گاو شيری به 
امری رايج تبديل شده است )19، 9، 23(. اگرچه استفاده از آنتيبيوتيكها 
بينظيری  نقش  دام  در  عفوني  بيماریهای  درمان  و  پيشگيری،  كنترل  در 

دارند اما استفاده نادرست و بی رویه از آن، سلامت عمومی را به خطر 
غیراصولی  مصرف  از  ناشی  عوارض  مهم ترین  جمله  از   .)1( می اندازد 
آنتی بیوتیک ها می توان به افزایش شمار باکتری های مقاوم به آنتی بیوتیک 
و انتقال آن از دام به انسان )34( و بقایای دارویی در شیر )39( اشاره 
کرد. پیش بینی می شود که تا سال 20۵0؛ تعداد مرگ و میر ناشی از مقاومت 
دارویی به 10 میلیون نفر برسد که این رقم بیش تر از تمام مرگ و میرهایی 
بنابراین لازم   .)43( اتفاق می افتد  بوسیله سرطان در هر سال  که  است 
است برای کاهش مصرف برخی از آنتی بیوتیک ها و جلوگیری از ایجاد 
مشترک  بیماری های  شیوع  و  بروز  احتمال  کاهش  و  مقاوم  باکتری های 
انسانی و دامی راهکارهایی را مد نظر قرار داد.  امروزه طیف وسیعی 
گرفته اند  قرار  پژوهشگران  توجه  مورد  طبیعی  منشاء  با  ترکیبات  از 
از خود  فعالیت های ضد میکروبی  با  ارتباط  در  را  بالقوه ای  پتانسیل  که 
نشان داده اند. از جمله این ترکیبات می توان به اسانس های گیاهی مانند 
اسانس زیره سبز و نعناع سبز و همچنین پپتیدهای ضدمیکروبی مانند 
باکتریوسین انتروسین p و تاناتین شاره کرد. دانه زیره سبز دارای 7 درصد 
است.  تانن  مقداری  و  اسانس  درصد   4 تا   2/۵ رزین،  درصد   12 روغن، 
آن  اسانس  زیره سبز،  دانه  از  استحصالی  تركیب  مهم ترین  و  اصلی ترین 
است كه در صنایع آرایشی، بهداشتی و صنایع غذایی استفاده می شود. 
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اصلی ترین ماده تشكیل دهنده اسانس زیره سبز کومین آلدئید یا كومینال 
)Cominaldehyde( )C10H12O( نام دارد كه حداكثر تا 63% از كل میزان 
باکتریایی  ضد  اثرات  متعددی  مطالعات   .)۵( می دهد  تشكیل  را  اسانس 
این گیاه را به اثبات رسانیده اند )6(. گیاه نعناع سبز نیز یکی از مهم  ترین 
گونه های نعناع می باشد که در سراسر جهان مورد استفاده است. اسانس 
حاصل از این گیاه از ترکیبی بنام کاروون )Carvon( تشکیل شده که 73 
مطالعات   .)16( می شود  شامل  را  گیاه  این  از  حاصل  اسانس  از  درصد 
ضدانگلی   )24( ضدسرطانی  ضدقارچی،  ضدباکتریایی،  اثرات  مختلفی 
بر  علاوه  رسانیده اند.  اثبات  به  را  نعناع  گونه ی   )8( آنتی اکسیدانی  و 
توجه  مورد  امروزه  که  دیگری  مناسب  ترکیبات  از  گیاهی،  اسانس های 
کرد.  اشاره  ضدمیکروبی  پپتیدهای  به  می توان  گرفته اند  قرار  خاص 
پپتیدهای ضدمیکروبی گروه بزرگی از ترکیبات طبیعی با وزن مولکولی 
کم هستند که از گیاهان و حیوانات استخراج می شوند. این پپتیدها در 
طیف  که  بوده  قوی  بسیار  و  طبیعی  منشاء  با  آنتی بیوتیک هایی  واقع 
شامل  میکروارگانیسم ها  برابر  در  را  ضدمیکروبی  فعالیت  از  وسیعی 
چند یاخته ی  و  تک یاخته  انگل های  این ها  بر  علاوه  و  قارچ ها  باکتری ها، 
فعال نشان می دهند )42، 27(. از جمله مزیت های این ترکیبات می توان 
به استفاده ی همزمان همراه با آنتی بیوتیک ها و اثرات سینرژیسم )13(، از 
بین بردن برخی از باکتری های مقاوم به آنتی بیوتیک )37(، قدرت انتخابی 
بالا بین پاتوژن بیماری زا و سلول های بدن میزبان، سمیت کم، گرایش به 
اشاره   )20( ایمنی  کننده ی سیستم  تعدیل  و  دارویی کم  ایجاد مقاومت 
آنیونی  پپتیدهای  و  کاتیونی  پپتیدهای  به  می توان  پپتیدها  این  از  کرد. 
اشاره کرد )28(. از جمله پپتیدهای کاتیونی می-توان به پپتید باکتریوسین 
انتروسین p و تاناتین اشاره کرد. پپتید باکتریوسین انتروسین p یک پپتید 
مربوط  پپتید  این  منشاء  است.  اسیدآمینه   44 از  متشکل  ضدمیکروبی 
 )Enterococcus faecium(  P13 فاسیوم  انتروکوکوس  نام  به  باکتری  به 
می باشد که نوعی باکتری ایمن پروبیوتیکی است. مطالعات متعدد نشان 
بدون  غذایی  مواد  مناسب  نگهدارنده ی  به عنوان  پپتید  این  که  داده اند 
از  وسیعی  علیه طیف  قوی  میکروبی  ماده ی ضد  یک  و  خواص سمیت 
خانواده  کوچک  پپتیدهای  از  یکی  نیز  تاناتین   .)26( می باشد  باکتری  ها 
مارپیچ بتا )پپتیدهای کاتیونی( بوده که دارای بار مثبت، غیرهمولیتیک و 
 Podisus maculiventris آمفی پاتیک بوده که برای اولین بار از حشره ی
بعد از تحریک سیستم ایمنی استخراج شده است. این پپتید جز اولین خط 
پاتوژن های  برابر  در  را  فعالیت گسترده ای  که  است  بدن حشره  دفاعی 
مختلف از جمله باکتری های گرم مثبت و منفی و همچنین قارچ ها نشان 

داده است )14(. 
و  زیره سبز  اسانس  باکتریایی  بررسی خواص ضد  این مطالعه،  از  هدف 
نعناع سبز و مقایسه ی آن با فعالیت ضد باکتریایی پپتیدهای باکتریوسین 
 Staphylococcus aureus،  E.coli و تاناتین بر روی سه باکتری p انتروسین
H7 01۵7 و E.coli به عنوان رایج ترین باکتری های مولد ورم پستان در گاو 

شیری هلشتاین در شرایط آزمایشگاهی می باشد. 

مواد و روش ها
تهیه باکتری های مورد استفاده 

 E.coli و   Staphylococcus aureus، E.coli 0157 H7 باکتری های 

دامپزشکی  دانشکده ی  از  دام  در  پستان  ورم  بیماری  از  شده  استحصال 
اثرات  ایران( تهیه شد و برای بررسی  دانشگاه فردوسی مشهد )مشهد، 
ضد  اثرات  به  مربوط  نتایج  گرفتند.  قرار  استفاده  مورد  باکتریایی  ضد 
باکتریایی پپتید تاناتین از مطالعات قبلی ما در دانشگاه فردوسی مشهد به 

منظور مقایسه مورد استفاده قرار گرفت )2(.

p بیان پپتید باکتریوسین انتروسین
کانستراکت پپتید باکتریوسین انتروسین p از  مطالعات قبلی ما در دانشگاه 
فردوسی مشهد تهیه شد و بررسی به منظور بیان این پپتید انجام گرفت 
)monolayer( چسبیده  یا به صورت تک لایه  )41(. به طور کلی سلول ها 
به سطح و یا به حالت معلق )suspension( می توانند رشد کنند. در این 
صورت  به  سلول ها  اکثر  شد.  استفاده  تک لایه  کشت  تکنیک  از  تحقیق 
تک لایه گسترش یافته و به سطوح شیشه ای یا پلاستیکی بستر کشت لنگر 
می اندازند. این تکنیک روش مناسبی برای تولید پپتیدها و پروتئین های 
ترانسفکت شده  سلول های  برای کشت  می باشد.  واکسن ها  و  نوترکیب 
با   ))Chinese Hamster Ovary Cells )CHO( چینی  همستر  تخمدان 
شد.  استفاده   DMEM کشت  محیط  از   ،p انتروسین  پپتید  سنتز  قابلیت 
 ۵0  ,mM NaHCo3 20  ,g/L glucose  6 محتوی   DMEM محیط کشت 
 FBS )Fetal 7.4 بود که در زمان استفاده 10 درصد mM HEPES, pH
Penicillin-(  1  و 1 درصدX Amphoterypcin 1 درصد ، )bovine serum

1x pen/strep )Streptomycin به هر یک از بطری ها اضافه شد. آنتی بیوتیک 
باکتری های گرم مثبت و  از رشد قارچ و  برای جلوگیری  و آمفوتریپسین 
گرم منفی به آن اضافه گردید. تمامی  مراحل کار در زیر هود لامینار روشن 
انجام گرفت تا احتمال انتقال آلودگی به محیط کشت به حداقل برسد. 
همزمان با رشد و ازدیاد سلول ها، رنگ محیط به دلیل آزادسازی اسید 
لاکتیک تولید شده توسط سلول ها و اسیدی شدن به سمت زرد شدن پیش 
می رود. زیرا با توجه به انجام واکنش های مختلف نظیر گلیکولیز و تخمیر 
گلوکز و تولید اسید و pH ،CO2 محیط با پیشرفت کشت کاهش می یابد 
که باید با اقدامات مناسب از کاهش pH که موجب آسیب دیدن سلول ها 
می شود جلوگیری نمود. همچنین به دلیل کاهش مواد مغذی پس از ازدیاد 
سلول ها بایستی محیط کشت به طور متناوب تعویض شود. پس از اینکه 
رشد سلول ها به حدی رسید که تراکم آن ها در کف فلاسک حدود 80-

اقدام کرد چرا  تراکم سلول ها  به کاهش  بایستی نسبت  بود،  70 درصد 
که تراکم بیش از حد سلول ها موجب از بین رفتن آن ها خواهد گردید. 
)passage( سلولی در زمان مناسبی صورت نگیرد،  در صورتی که پاساژ 
سلول ها به سبب کمبود مواد غذایی از بین رفته و از کف فلاسک کشت 
جدا می شوند. در صورت ادامه این روند و عدم انجام پاساژ، سلول ها به 
طور کامل از کف فلاسک جدا می شوند. وکتور استفاده شده به نحوی 
طراحی شده بود که محصولات بیان شده در داخل سلول سریعاً به محیط 
کشت منتقل گردند. لذا بعد از گذشت 24 ساعت محتویات محیط کشت 
در ظروف استریل جمع آوری شد. به منظور حذف بقایای سلولی از محیط 
کشت جمع آوری شده، مایعات حاصل با سرعت 2000 دور بر دقیقه به 
مدت 2 دقیقه در دمای 4 درجه سانتی گراد سانتریفیوژ شد. مایع رویی 
 JET BIOFill محصول شرکت   0.22  μm ازفیلتر سر سرنگی  استفاده   با 
)Cat.No. 295-4545( تصفیه و جمع آوری گردید. محصولات جمع آوری 
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تا زمان شروع خالص سازی در دمای 4 درجه سانتی گراد نگهداری  شده 
شدند. در نهایت از ستون نیکل به منظور خالص سازی استفاده گردید.

آماده سازی اسانس نعناع و زیره سبز
پس از جمع آوری گیاهان از رویشگاه های طبیعی و انتقال به آزمایشگاه 
سطحی  شستشوی  مشهد،  فردوسی  دانشگاه  باغبانی  گروه  در  گیاهان 
بافت های گیاهی توسط آب مقطر استریل انجام شد و گیاهان در شرایط 
استاندارد )دمای اتاق و سایه( خشک شدند. سپس از قسمت های مختلف 
گیاهان برای تهیه اسانس و عصاره گیاهی استفاده گردید. بدین صورت 
که ابتدا 100 گرم از بافت گیاهی خرد و سپس توسط دستگاه کلونجر از 
طریق فرآیند تقطیر به مدت 6 ساعت استخراج و نهایتا اسانس به دست 
آمده به  وسیله سولفات سدیم آب گیری و در شیشه های تیره استریل در 

دمای 4 درجه سانتی گراد نگهداری شد.

  )MIC( حداقل غلظت بازدارندگی
براث  روش  با  و  استریل  خانه   96 میکروپلیت  در   MIC آزمایش 

از محیط کشت  ابتدا   .)Microdilution broth( انجام شد  میکرودایلوشن 
مولرهینتون براث )مرک آلمان( و در مورد ارزیابی پاتوژن های گیاهی از 
نوترینت براث )مرک آلمان( استفاده شد. 100 میکرولیتر داخل هر یک 
از چاهک های میکروپلیت 96 خانه ای ریخته شد. سپس به اولین چاهک 
ردیف اول 100 میکرولیتر از پپتید یا اسانس مورد مطالعه اضافه گردید 
و پس از چند بار پیپت کردن از چاهک دوم به سوم و به همین ترتیب 
تا چاهک 11 رقیق شد )غلظت های هر چاهک به ترتیب در هر ردیف 
نسبت به ردیف بالایی به نصف تقلیل می یابد(. در آخر به همه چاهک ها 
شد  اضافه   1×108  ml/cfu معادل  میکروبی  سوسپانسیون  میکرولیتر   10
البته چاهک شماره 11 هر ردیف به عنوان شاهد تیمار )کنترل منفی(، 
فقط حاوی محیط کشت، DMSO و ترکیب مورد استفاده بود و باکتری 
نشود و چاهک  بروز خطا  احتمالی سبب  آلودگی  تا  نشد  آن کشت  در 
شماره 12 هر ردیف به عنوان شاهد باکتری )کنترل مثبت( استفاده شد تا 
از شرایط مناسب کشت و رشد نرمال باکتری اطمینان حاصل شود که برای 
تعیین کدورت باکتری حاوی محیط کشت، DMSO و باکتری بود. بعد از 
تلقیح باکتری، میکروپلیت بر روی دستگاه چرخاننده قرار گرفت و 16 تا 
18 ساعت انکوباسیون در دمای 30 درجه سانتی گراد اعمال شد. بعد از 
اتمام انکوباسیون، کدورت یا عدم کدورت در چاهک به صورت چشمی 
 STAT FAX( مشاهده و جذب نوری توسط دستگاه خوانش گر پلیت الیزا
2100( در طول موج 630 نانومتر خوانده شد. برای تعیین MIC از کمترین 

غلظتی که در آن کدورتی مشاهده نگردید استفاده شد.

)MBC( حداقل غلظت کشندگی
فاقد  از چاهک های   ،)MBC( اندازه گیری حداقل غلظت کشندگی  برای 
شرایط  در  میکرولیتر   10 مقدار  بازدارندگی،  حداقل  ارزیابی  کدورت 
استریل برداشته شد و بر روی محیط آگار غذایی )NA( کشت داده شد. 
پس از انکوباسیون 24 ساعته در دمای 28 درجه سانتی گراد، کمترین رقتی 
که توانسته 99/9 درصد از باکتری ها را بکشد، به عنوان MBC در نظر 
صورت  به  نتایج  و  شد  تکرار  بار  سه  آزمایش  مراحل  کلیه  شد.  گرفته 

میانگین ارائه گردید.

نتایج و بحث 
پپتید باکتریوسین انتروسین p تولیدی پس از رنگ آمیزی با کوماسی بلو 
بر روی ژل آکریل آمید به صورت باند KDa ۵/4۵3 مشاهده شد که نشان 
از این داشت که پپتید مورد نظر به درستی بیان شده است )شکل 1(. در 
چاهک شماره ی 2 باندهای بالایی آن مربوط به پروتئین های دیگر موجود 
در محیط کشت از جمله FBS می باشند، که نشان از عدم خلوص پپتید 
مورد مطالعه  دارد. در چاهک شماره ی 4 پپتید به درستی بیان و خالص 

شده است )شکل 1(.
نتایج حداقل غلظت بازدارندگی و کشندگی اسانس های زیره سبز و نعناع 
سبز و همچنین پپتیدهای باکتریوسین P و تاناتین بر روی دو باکتری مورد 
غلظت  حداقل  مقدار  کمترین  گردیده است.  ارائه   1 جدول  در  مطالعه 
بازدارندگی مربوط به پپتید باکتریوسین انتروسین P )µg/mL 6/031( بر 
روی باکتری Staphylococcus aureus و بیشترین میزان مربوط به اسانس 
زیره سبز )µg/mL ۵00( بر روی باکتری های Staphylococcus aureus و 

.SDS-PAGE  توسط p شکل 1. تجزیه و تحلیل پپتید تاناتین و پپتید باکتریوسین انتروسین

1.گروه شاهد

5/p  KDa453 2.پپتید باکتریوسین انتروسین

3.ماکر پروتئینی

5/p  KDa453 4.پپتید تخلیص شده ی باکتریوسین انتروسین
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E.coli گزارش شد. همچنین کمترین مقدار برای حداقل غلظت کشندگی 
 H7  01۵7 E.coli 12.۵( بر روی باکتری µg/mL( مربوط به پپتید تاناتین
و بیشترین میزان )µg/mL ۵00( مربوط به باکتری E.coli می باشد. لازم 
 )1000 µg/mL( به ذکر است که غلظت مورد استفاده از اسانس زیره سبز
در این بررسی بر روی دو باکتری مورد مطالعه اثر کشندگی نداشته و در 

بررسی های بعدی باید از غلظت های بیشتری استفاده شود.
مطالعات مختلفی به بررسی اثر پپتیدها و اسانس های گیاهی مختلف بر 
روی باکتری های مولد ورم پستان پرداخته اند. این مطالعه برای اولین  بار 
به بررسی اثر دو پپتید باکتریوسین انتروسین p و تاناتین بر روی باکتری های 
همکاران   و  نوردین  است.  پرداخته  درگاو  پستان  ورم  بیماری  مولد 
b2007 ،a2007 ،2006 نشان دادند استفاده از آنتی اکسیدان های طبیعی 
 Curcuma و    sunflower, Cuminum Cyminum, Curcuma zedoaria
mangaموجب بهبود بیماری ورم پستان، تولید شیر و باکتری های شکمبه 
غلظت های  همه  که  است  شده  ثابت  هرچند   .)33  ،32  ،31( می شوند 
اثرات   )In vitro( آزمایشگاهی  درون  شرایط  در  سبز  زیره  عصاره ی 
ضد باكتریایی روی اشرشیاكلی دارد، اما غلظت 2% این عصاره بیشترین 
باكتری  این  روی  درصد   1/۵ یا  و   1  ،0/۵ غلظت های  به  نسبت  را  تأثیر 
و  كشت  محیط  در  سبز  زیره  عصاره  زمان  افزایش  با  و  است  داشته 
بطور خطی  اشرشیاكلی  باكتری های  تعداد  آن،  غلظت  افزایش  همچنین 
معرفی   E.coli مهاركننده ی  ماده  یك  به عنوان  سبز  زیره  و  شده اند  كم 
شده است )40(. اثر دو اسانس زیره سبز و سیاه را بر روی فعالیت انواع 
باكتری ها نیز مورد بررسی قرار گرفته و نتایج حاکی از کاهش و مهار رشد 
نشان  بررسی ها  همچنین   .)2۵( بوده است  مختلف  میكروارگانسیم های 
داده است که در بین باكتری ها، باكتری های گرم مثبت )E.coli( بیشترین 
زیره  اسانس  برابر  در  را  مقاومت  بیشترین  پزودوموناس  و  حساسیت 
اسانس زیره سبز که رشد و فعالیت  از  سبز داشته اند و حداقل غلظتی 
 Staphylococcus برای   )MIC( می شود  مهار  آن  در  میکروارگانیسم ها 
 .)40( شده است  گزارش  مثبت  گرم  باكتری های  برابر  دو  تقریباً   aureus

مطابق با نتایج ما، حداقل غلظت اسانس زیره سبز که باعث مهار رشد و 
فعالیت باکتری های Staphylococcus aureus و E.coli مولد ورم پستان 
شده است تقریبا 4 برابر باکتری H7 01۵7 E.coli است و از این رو باکتری 

H7 01۵7 E.coli نسبت به این اسانس حساسیت بیشتری دارد.
پولگون  منتول،  لیمونن،  باکتریایی  اثر ضد  بر روی  انجام شده  مطالعات 
و   Salmonella باکتری های  روی  بر  نعناع  اسانس  در  موجود  منتون  و 
 Salmonella حاکی از اثر بیشتر پولگون روی  monocytogenes Listeria
بوده است )17(. اثرات ضد لیستریایی اسانس نعناع بر گونه های مختلف 
جنس لیستریا نیز مورد بررسی قرار گرفته است )38(. از مجموع مطالعاتی 
اثرهای ضد باکتری نعناع صورت گرفته است، می توان  با  ارتباط  که در 
استنباط نمود که ترکیب هایی چون کارون، لیمونن و پولگون در این گیاه 
دارای اثر مشخص ضد باکتری هستند )7، 29(. اثرات ضد باکتریایی اسانس 
 Vibrio و   E.coli، monocytogenes Listeria باکتری  سویه   3 بر  نعناع 
alginolyticus نیز حاکی از قوی بودن خاصیت ضدباکتریایی اسانس نعناع 
باکتری های  کنترل  در  اسانس  این  از  می توان  که  بوده  باکتری ها  این  بر 
بیماری زا استفاده کرد )3(.  همچنین اثر ضد باکتریایی اسانس نعناع سبز 
بر روی هشت گونه باکتری بیماری زای مهم در دستگاه گوارش نیز مورد 
باکتریایی  ضد  اثرات  وجود  نشان دهنده ی  نتایج  و  گرفته  قرار  بررسی 
این گیاه بوده است. بطوریکه بیشترین حساسیت در  انتخابی در اسانس 
 Klebsiella و کمترین حساسیت مربوط به باکتری Bacillus cereus باکتری
pneumoniae و Staphylococcus aureus بوده است )3(. اما پیرستانی و 
 mentha نعناع سبز  اسانس  از  استفاده  که  دادند  نشان  همکاران، 2013 
Staphylococcus aureus ، E.coli و  تاثیری بر روی باکتری های   spicata
Streptococcus agalactiae مولد ورم پستان گاو ندارند )36(. با این وجود 
طبق نتایج ما، حداقل غلظت مهارکنندگی اسانس نعناع سبز در هر سه 
باکتری مورد مطالعه یکسان بوده اما حداقل غلظت کشندگی در باکتری 
 H7 01۵7 E.coli و E.coli دو برابر باکتری های Staphylococcus aureus

بود.

جدول1- نتایج حداقل غلظت بازدارندگی و حداقل غلظت کشندگی اسانس زیره سبز، نعناع سبز، پپتید باکتریوسین و پپتید تاناتین بر روی باکتریهای مولد ورم پستان.

-  غلظت مورد استفاده بر روی دو باکتری مورد مطالعه اثر کشندگی نداشته است. غلظت اسانس ها در استوک اولیه در ابتدای آزمایش µg/mL 1000 بود.

اسانس زیره سبزاسانس نعناع سبزپپتید باکتریوسین انتروسین Pپپتید تاناتین

نام باکتری  MBC

)µg / mL(

 MIC

)µg / mL(

 MBC

)µg / mL(

 MIC

)µg / mL(

 MBC

)µg / mL(

 MIC

)µg / mL(

MBC

)µg / mL( 

 MIC

)µg / mL(

2۵12.۵24.12۵6.0312۵012۵-۵00Staphylococcus aureus

12.۵6.2۵96.۵24.12۵12۵12۵-12۵H7 01۵7 E.coli

1002۵96.۵48.2۵12۵12۵۵00۵00 E.coli
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فعالیت آنتی باکتریایی پپتید باکتریوسین انتروسین p نیز مورد بررسی قرار 
گرفته و گزارش شده که این پپتید علاوه بر تأثیر روی برخی از باکتری های 
این  است.  مؤثر  نیز  آنتی بیوتیک  به  مقاوم  باکتری های  روی  گرم مثبت، 
برابر گرما و غلظت بالای نمک مقاوم است و همچنین وجود  پپتید در 
His-taq )توالی از شش تا نه باقیمانده اسیدآمینه هیستیدین است که به 
انتهای کربوکسی یا آمینه یک پروتئین نوترکیب جهت بیان و خالص سازی 
مثبت  بار  افزایش  اهداف خالص سازی موجب  برای  متصل می شود(  آن 
و در نتیجه افزایش خاصیت ضد باکتری پپتید می شود )41(. استفاده از 
پپتیدهای ضدمیکروبی این مزیت را دارد که مقاومت دارویی را نسبت 
مکانیسم های  و  هدف  سایت  چندین  داشتن  دلیل  به  آنتی بیوتیک ها  به 
pH، لئوفلایز  برابر  غیراختصاصی آنها کاهش می دهد. باکتریوسین ها در 
به عنوان  می توان  آن ها  از  نتیجه  در  هستند  مقاوم  حرارت  و  کردن 
نگهدارنده های غذایی طبیعی و غیرسمی نیز استفاده شوند که یک ویژگی 
مهم است )4۵( و اثر ضدمیکروبی این پپتید در برابر باکتری ها به ویژه 
 Listeria monocytogenes جمله  از  غذایی  مواد  از  منتقله  پاتوژن های 
 Staphylococcus و ،Clostridium perfringens ،Clostridium botulinum
 pH اثبات رسیده است )4۵؛ 18(. علاوه بر این، این پپتید در aureus به 
و لیوفیلیزاسیون پایدار است )18، 21 ، 11، 4۵( و از رشد انواع مختلف 
باکتری ها و همچنین باکتری های مقاوم به چند دارو در محیط نمکی بالا 
 .)41( قبول جلوگیری می کند  قابل  پایداری حرارتی  با  انسانی  پلاسما  و 
 E.coli باکتری  در  ما،  مطالعه  در  پپتید  این  مهارکنندگی  غلظت  حداقل 
باکتری  برابر  باکتری اشرشیاكلی تقریبا 8  برابر و در  H7 01۵7 تقریبا 4 
Staphylococcus aureus بود. همچنین حداقل غلظت کشندگی در باکتری  
 Staphylococcus aureus تقریبا 4 برابر باکتری E.coli و H7 01۵7 E.coli
بود که حاکی از حساسیت بیشتر باکتری Staphylococcus aureus به این 

پپتید می باشد.
قابلیت تاناتین در ایجاد محدودیت رشد و ممانعت از شکل گیری بیوفیلم 
و همچنین  رسیده  اثبات  به  استافیلوکوک ها  برابر  در  مقاومت  عامل  و 
ارزیابی های  در  نامطلوبی  اثرات  و  سمیت  تاناتین  که  شده  داده  نشان 
برخی  با  مقایسه  در  پپتید  این  این،  بر  )46(. علاوه  ندارد  انسانی  اولیه 
اثر  بررسی   .)44( دارد  کمتری  بسیار  آلرژی زایی  بیوتیک ها  آنتی  از 
 Methicillin- نظیر  آنتی بیوتیک  به  مقاوم  باکتری های  روی  بر  تاناتین 
پپتید  این  معرفی  به  منجر  نیز   epidermis Resistant Staphylococcus
به عنوان یک جایگزین برای آنتی بیوتیک ها برای درمان گستره ی وسیعی 
که  است  قادر  تاناتین  نوترکیب  پروتئین   .)22( است  شده  بیماری ها  از 
فعالیت برخی از آنتی بیوتیک ها ازجمله کلرامفنیکل و تتراسایکلین را بر 
اثر قابل توجهی  E.aerogenes بهبود بخشد )3۵( و نه تنها  روی باکتری 
دارد  رایج  درمان های  به  نسبت   Pseudomonas aeruginosa روی  بر  را 
شیمیایی  آنتی بیوتیک های  برای  جایگزین  یک  عنوان  به  می تواند  بلکه 
هیبریدی  ژنی  سازه  ضدمیکروبی  خواص  بررسی  همچنین   .)12( باشد 
و   E.coli باکتری  در  آن  بیان  و  تاناتین  و  گاوی  از لاکتوفریسین  متشکل 
کایمر حاصل  افزایش عملکرد ضد میکروبی  از  سپس خالص سازی، حاکی 
بود )1۵(. در مطالعه حاضر، حداقل غلظت مهارکنندگی و کشندگی پپتید 
 E.coli تقریبا 2 برابر باکتری Staphylococcus aureus تاناتین در باکتری
 H7  01۵7  E.coli باکتری  برابر   4 تقریبا   E.coli باکتری  در  و   H7  01۵7

این پپتید  H7 01۵7 E.coli به  بود که حاکی از حساسیت بیشتر باکتری 
می باشد.

نتیجه گیری کلی
پپتید های  که  داد  نشان  مطالعه  این  در  انجام شده  آزمون ضد باکتریایی 
در  قوی تری  ضد باکتری  اثرات  دارای  تاناتین  و   p انتروسین  باکتریوسین 
غلظت های کمتری نسبت به دو اسانس نعناع سبز و زیره سبز بر روی 
 Staphylococcus aureus، برخی باکتری های مولد ورم پستان در گاو مانند
 Staphylococcus هستند. به طوریکه باکتری E.coli و H7 01۵7 E.coli
aureus نسبت به پپتید باکتریوسین انتروسین p و H7  01۵7 E.coli نسبت 
به پپتید تاناتین حساسیت بیشتری داشتند. از میان دو اسانس گیاهی مورد 
مطالعه نیز، باکتری های Staphylococcus aureus و E.coli نسبت به هر دو 
 E.coli اسانس نعناع سبز و زیره سبز حساسیت یکسانی داشت اما باکتری
H7 01۵7 نسبت به زیره سبز حساسیت بیشتری داشت. هرچند دلایلی 
برای جلوگیری از استفاده از برخی پپتیدهای ضد میکروبی به عنوان مثال 
سمیت همولیتیک وجود دارد، اما از مزایای استفاده از پپتیدها نسبت به 
اسانس ها می توان به مقاومت نسبت به حرارت، اکسیداسیون و همچنین 
امکان دست ورزی از طریق اتصال به سایر پپتیدها جهت افزایش فعالیت 
آن اشاره کرد. امید است بتوان از این پپتیدها در آینده به عنوان داروی 
جایگزین آنتی بیوتیک ها در درمان بیماری های دامی از جمله ورم پستان 

دام مورد استفاده قرار داد. 
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