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 جدا شده از شیر خام با روش کلبسیلا پنومونیهبررسی مولکولی ژن های مولد کولی باکتین 
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 چکیده

ز ا کل است. آنای شلهدارای کپسول، تخمیر کننده لاکتوز، بی هوازی اختیاری و می ،باکتری گرم منفی، غیر متحرک لبسیلا پنومونیهک

 ییهامینزآpks  یه ژناست. خوش یمارستانیب یهاعفونت عیعلت شا کیو  طلب مورد توجه قرار گرفته استفرصت پاتوژن به عنوان دیرباز

 باشود و می  DNAبه بیکه باعث آس است نیژنوتوکسیک باکتین کولی باکتین هستند.سنتز کولی دیکه مسئول تولکند یم دیرا تول

. در این مطالعه اشدنقش داشته ب باکتین در توسعه سرطان کولورکتالکولیشود که حدس زده می همچنین مرتبط است. لانسرویو شیافزا

نه از شیر خام به دست نمو 220در این مطالعه  .مورد بررسی قرار گرفت کلبسیلا پنومونیههای ر جدایهد clbB و  pks،clbNی هاشیوع ژن

ا هازی باکتریای جداسآگار بر شکلاتآگار و  یآگار، مک کانک ویولت رد بایل آگار و سپس بلاد ها در محیط کشتآمد. سپس تمام نمونه

از کیت  ستفادهاتمام جدایه ها با  از DNAد. انجام ش یباکتر دییتا یابر یولوژیکروبیو م ییایمیوشیب یهاشیکشت شدند. آزما
ها نشان یافته .ام شدانج یاختصاص یبا استفاده از پرایمرها ز چندگانهپلیمرا یواکنش زنجیره ا سپساستخراج شد.  ژنومی  DNAاستخراج

پی استاندارد مورد تایید فنوتیهای شده با استفاده از تستدرصد( جداسازی  27/27نمونه ) 220از  کلبسیلا پنومونیهمورد از  60داد که 

های ر نمونهمثبت د  pksکلبسیلا پنومونیه .ودندبclbN و clbB ی هاژن دارای( درصد 10) هیسو 6نشان داد که  PCR قرار گرفتند. آزمون

د شویم DNAاختلالات  جادیث اگذارد، باعیاثر م یلولس یولوژیزیبر ف قایباکتین عمآن، کولی کیوترروپیما شایع بود. با توجه به اثرات پل

برای جلوگیری  یرورض اریبس ریدر شمثبت   pksکلبسیلا پنومونیه ییشناسارسد به نظر می .شودیم سیا آپوپتوزیشدن  ریکه منجر به پ

 .است سرطان کلورکتال از

 .ز چندگانهمراپلی یواکنش زنجیره ا ،clbB، clbN یه،کلبسیلا پنومون: کلید واژه ها

 مقدمه

یک بیماری پاتولوژیک برجسته است  کلبسیلا پنومونیه

که باعث ایجاد عفونت دستگاه تنفسی فوقانی، اسهال، 

و سپتیسمی  (UTI) پنومونی، عفونت مجاری ادراری

 ,.Fang et al., 2004; Azadpour et al) دشومی

 کلبسیلا پنومونیه(. شیوع مقاومت به دارو در 2015

ش یافته است که به دلیل آنزیم بتالاکتاماز طیف افزای

مقاوم به چند دارو  کلبسیلا پنومونیهای و ظهور گسترده

(MDR) ت اس(Drawz et al., 2014; Chander et 

al., 2013; ،دارای  کلبسیلا پنومونیه(. علاوه بر این

عوامل مختلف ویرولانس است که به بیماری پاتوژن آن 

 ساکاریدلیپوپلیO جانبی  زنجیر کند از جملهکمک می

(LPS) ها د کپسولی، ادهزین)اندوتوکسین(، پلی ساکاری

 ,.Lery et al., 2014; Chander et al) و سیدرفورها

، هسته و Aساکارید شامل لیپید (. لیپوپلی2013

Oساکاریداست. کپسول پلی ساکاریدپلی (CPS)  عامل

 77 ست و بها کلبسیلا پنومونیه مهمی برای ویرولانس

(. Lin et al., 2011) دشونوع سرولوژیک تقسیم می

گیرند و ها را در برمیهای کپسولی سطوح باکتریلایه
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کنند. آنتی ژنهای ها جلوگیری میاز فاگوسیتوز باکتری

 ,.Lin et al)د مهمترین هستن K2و  K1کپسولی 

( چهارمین عامل CRC(. سرطان کولورکتال )2014

ناشی از سرطان در جهان است و  اصلی مرگ و میر

ترین پیشگیری و تشخیص زودهنگام آن یکی از ضروری

کولون انسان توسط درنیازهای بهداشت عمومی است. 

تواند به شود که میباکتری کولونیزه می 1014بیش از 

بندی شود، تشکیل آن چیزی گونه طبقه 1000حداقل 

نیم تا است، طبیعی است که فرض کوبه نام میکروبی

انسان مرتبط  CRCها با پاتوژنز برخی از این باکتری

  (.Arthur et al., 2012; Buc et al., 2013)د هستن

ها های احتمالی، تمام پروتئین ORFو  ClbMبه جز

باکتین مورد نیاز کدگذاری شده در خوشه ژن کولی

هماهنگ  clbهای ژن .شوندبرای ترکیب فعال سنتز می

یاری از وظایف متابولیک مهم . بسشوندمی بیان

 mRNAها به عنوان اپرون سازماندهی شده، کهباکتری

-RTکنند. با استفاده از سیسترونیک تولید میپلی 

PCRتوانند تعیین ، حداقل هفت واحد رونویسی می

-شود شوند. بزرگترین رونوشت شش ژن را شامل می

clbI   تا clbN-  د، شوباز می کیلو 3/23و شامل حدود

-کننده برای پپتید غیرهای کدسیسترون ژندر این پلی

کیتید ( و همچنین پلیNRPS)سنتتاز  ریبوزومی

اند. های هیبرید واقع شده( و پروتئینPKSs)سنتاز 

( و یک پمپ افلاکس ClbL) علاوه بر این، یک آمیداز

( MATEاکستروژن چند دارویی و ترکیبات سمی )

(ClbMدر این رونوشت کدگذ )شود. این اری می

یافت  PKS/NRPSها تا کنون در سیستم پروتئین

نشده است. این حقیقت که هر دوی آنها بر روی 

باکتین با هم رونویسی رونوشت اصلی خوشه ژن کولی

شوند ممکن است اهمیت نقش خاص پروتئین را در می

دهد، اگر میکیتید فعال نشان مسیر مونتاژ پپتید پلی

های دیگر تواند توسط پروتئینمی ClbMچه عملکرد 

کیلو  2/6سیسترون بزرگ از تکمیل شود. دومین پلی

-دهد. این ژنرا پوشش می clbG تا clbCهای باز، ژن

تشکیل  PKS / NRPSها بخش غیر معمول از خوشه 

دهند زیرا آنها پروتئین با ساختار غیر معمول کد می

 های اسیلفاقد دومین ClbEو  ClbCکنند. می

شود هستند یافت می PKSترنسفراز مورد انتظار که در 

آ ترنسفراز و احتمالا توسط فعالیت مالونیل کوآنزیم

(ClbG) های شوند. ژنتکمیل میclbD و clbF 

که احتمالا  دکننگذاری میکدرا  های تغییردهندهآنزیم

 3 -بر روی به ترتیب سوبستراهای اسیل یک

هیدروژناز و یک اسیل آ داسیل کوآنزیم هیدروکسی

 Staunton andکنند )آ دهیدروژناز عمل میکوآنزیم

Weissman, 2001های (. مصرف شیر آلوده یکی از راه

ای و در های رودهانتقال باکتری به انسان و ایجاد عفونت

هدف  نهایت ایجاد سرطان از طریق التهاب موجود است.

و  clbBتین باکهای مولد کولیاز این مطالعه بررسی ژن

clbN های شیر جدا شده از نمونه کلبسیلا پنومونیه

های جداسازی شده از تانک نگهداری شیر در دامداری

 پلیمراز چندگانه بود. یواکنش زنجیره ابا روش صنعتی 

 روش کار

به صورت تصادفی از ی فیتوص یمقطع مطالعه نیا در

تانک نگهداری شیر خام در مراکز نگهداری شیر  220

برداری صورت گرفت. در تهران نمونه 1395سال  در

درجه سلسیوس و تحت  4های شیر در دمای نمونه

شرایط استاندارد به آزمایشگاه میکروبیولوژی منتقل 

شدند، سپس شیر مطابق روش رایج میکروبیولوژی بعد 

مطابق  آگار لیبا رد ولتیو از تهیه رقت در محیط

گار، شکلات آگار و های بلاد ااستاندارد بر روی محیط

کشت داده شدند. از  (Merckشرکت مکانکی آگار )

، MRVPاوره از،  های کشت افتراقی اندول،محیط

TSI،SIM ( شرکت ، سیتراتMerck)  جهت انجام

 37های بیوشیمیایی استفاده شد و در دمای آزمایش

ساعت انکوبه گردیدند.  24درجه سلسیوس به مدت 

های موکوئیدی در محیطهای صورتی رنگ سپس کلنی

افتراقی مکانکی و ائوزین متیلن بلو که مشکوک به 
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بودند جدا و مورد بررسی قرار گرفتند  کلبسیلا پنومونیه

های تأییدی جهت تشخیص قطعی و سپس تست

 انجام شد. کلبسیلا پنومونیه

 استخراجها با استفاده از روش کیت نمونهDNA ابتدا 

DNA ( ایران ژن انتقال شگامانیپ)شرکت  ژنومی

ر میکرولیت 50استخراج گردید. به طور خلاصه به حدود 

نده میکرولیتر بافر لیز کن 180از نمونه شیر جدا شده، 

ول به محل Kمیکرولیتر آنزیم پروتئیناز  20اضافه شد و 

درجه  55دقیقه در حرارت  10افزوده و به مدت 

سلسیوس انکوبه گردید. پس از اطمینان از لیز شدن 

 360کامل نمونه و به دست آمدن محلول یکنواخت، 

ه میکرولیتر بافر متصل شونده به محلول اضافه شد و ب

درجه سلسیوس انکوبه  70دقیقه در دمای  10مدت 

میکرولیتر الکل اتانول مطلق اضافه  270گشت. سپس

شد و کاملا ورتکس گردید و در نهایت محلول به روی 

 1ل شد و به مدت های فیلتردار مخصوص منتقستون

سانتریفیوژ گردید. محلول خارج  xg 8000دقیقه در 

شده از ستون دور ریخته شد و دو بار شستشوی ستون 

با محلول شستشو انجام گرفت. پس از سانتریفیوژ در 

دقیقه جهت خارج شدن  10به مدت  xg 12000دور 

پ کامل الکل از ستون و انتقال ستون به روی میکروتیو

میکرولیتر محلول حل کننده  100د، استریل جدی

DNA  دقیقه در دمای اتاق  3روی ستون ریخته شد و

 xgانکوبه گردید. در نهایت پس از سانتریفیوژ در 

های استخراج DNAدقیقه، محلول  1به مدت  8000

شده جهت استفاده در آزمایشات بعدی بلافاصله به 

 . تنددرجه سلسیوس انتقال یاف 20فریزر با دمای منهای 

میکرولیتر،  1از هر یک از پرایمرها  PCRبرای واکنش 

DNA میکرولیتر و  3 الگوMaster mix (شرکت 

Fermentas 25 میکرولیتر در حجم نهایی 10 (کانادا 

نمونه کنترل مثبت در واکنش  .میکرولیتر استفاده شد

PCR  بود.  1084 هیپنومون لایکلبسباکتری

اه ترموسایکلر )شرکت با استفاده از دستگ  PCRواکنش

Eppendorf )اولیه در  تحت شرایط دناتوراسیون آلمان

 35دقیقه و پس از آن  5درجه سلسیوس به مدت  94

 1درجه سلسیوس به مدت  94دوره در دناتوراسیون 

 1درجه سلسیوس به مدت  57دقیقه، اتصال پرایمر در 

درجه  57و اتصال پرایمر در clbB دقیقه برای 

، سپس clbN برای دقیقه 1دت سلسیوس به م

ثانیه و  70درجه سلسیوس به مدت  72گسترش در 

 5درجه سلسیوس به مدت  72گسترش نهایی در 

ها بر روی ژل سپس آمپلیکون دقیقه صورت گرفت.

ژل  هیته یصد الکتروفورز شدند. برادر کیآگاروز 

 تریل یلیم 100ز در وگرم آگار 100 یک درصد،ز وآگار

درجه  100 یل شد و در دماحx5/0  TBE ر باف

تا محلول شفاف به دست  دیگراد کاملا ذوب گرد یسانت

شده در تانک  هیته عی. پس از انتقال ژل مادیآ

 5و بسته شدن ژل،  یمخصوص الکتروفورز افق

 تریکرولیم 2شده با  هیته DNAاز محلول  تریکرولیم

DNA Loading Buffer  شرکت(Fermentas 

 لیتشک یهاچاهکاز  یکیو در  مخلوط شدکانادا( 

 5 زیمجاور ن چاهک. در افتیژل انتقال  یشده بر رو

 )شرکت bp 100DNA Ladderاز مارکر  تریکرولیم

Fermentas یجداساز تیشد و در نها ختهیر( اکاناد 

DNA  ژل  ولت الکتروفورز انجام گرفت. 100با ولتاژ

در دستگاه ژل داکیومنت تحت نور ماوراء بنفش 

 -1برداری شد. جدول شماره عکس Bio Rad) ت)شرک

برای شناسایی ژن  PCR های مورد استفاده درپرایمر

 ,.Chen et al)دهد را نشان می clbB, clbNهای 

افزار  ها با استفاده از نرمتجزیه و تحلیل داده. (2017

SPSS ها با انجام یافت. مقایسه آماری بین گروه

کمتر از p و کای بررسی های مجذور آزمون استفاده از

 درصد معنی دار در نظر گرفته شد. پنج
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 clbB, clbNبرای شناسایی ژن های  PCR های مورد استفاده درپرایمر -1جدول شماره 

 منبع نام پرایمر '5-'3د توالی الیگونوکلئوتی

GATTTGGATACTGGCGATAACCG clbB Chen et al., 2017 

CCATTTCCCGTT TGAGCACAC clbB Chen et al., 2017 

GTTTTGCTCGCCAGATAGTCATTC clbN Chen et al., 2017 

CAGTTCGGGTATGTGTGGAAGG clbN  Chen et al., 2017 

 نتایج

نمونه شیر جداسازی  220در مطالعه حاضر از مجموع 

جداسازی گردید.  کلبسیلا پنومونیه جدایه 60شده،

ی منف MR، ثبتاوره از م منفی، نتایج به صورت اندول

VP  ،مثبتTSI /اسید  اسیدS2H ،منفی SIM  ،منفی

های آزمایشگاهی سیترات مثبت بود. نتیجه بررسی

 6با پرایمر نشان داد که  PCRالکتروفورز محصولات 

بودند clbN و  clbBهای ( واجد ژندرصد 10) سویه

 (. 1)شکل 

 
 -ستون + کنترل مثبت، ستون  مارکر، M ستون  -1شکل

کلبسیلا پنومونیه های جدایه 24تا  13ستون  کنترل منفی،

 clbN ژن bp725 و  clbBژن  bp 539 باندهای

 بحث

ها سموم باکتریایی هستند که با چرخه سیکلومودلین

، سه 2006کنند. تا سال سلولی یوکاریوتی تداخل می

شناخته شده است:  اشریشیا کلای در نوع سیکلومودلین

( CDT)توکسین سیتولتال،  دو مورد قادر به مهار تکثیر

( و یکی قادر به تحریک  Cifکننده چرخه؛ و عامل مهار

در  (. CNFتکثیر )عامل نکروتیزینگ سیتوتوکسیک

 اشریشیا کلای و همکارانش در نوگارده، 2006سال 

باکتین یک سم به نام کولیIHE3034 مننژیت سویه 

باکتین ترکیب شیمیایی طبیعی شناسایی کردند. کولی

کیتید پلی نوتوکسیک است که توسط سنتزهایو ژ

های هیبریدی ریبوزومی و آنزیمسنتاز، پپتید سنتاز غیر

بازی تعیین شده  کیلو 54که توسط یک جزیره ژنومی 

کدگذاری شده است. این سموم شکستن pks به عنوان 

، اختلال کروموزومی و توقف چرخه DNAدو رشته 

کند. جالب توجه  ا القا میر G2 / M سلولی در مرحله

از میکروبیوتای روده به  اشریشیا کلای است که باکتری

های عفونی مانند عنوان باکتری کامنسال و در بیماری

سپتیسمی، مننژیت نوزاد تازه متولد شده و عفونت 

 اشریشیا کلایادراری جدا شده است. علاوه بر این، 

 بیش از باکتین در سرطان کولورکتالتولید کننده کولی

های و تعداد تومورها را در مدل شودحد نمایان می

دهد. بنابراین این مختلف افزایش میCRC ش مو

تواند تأثیر قابل توجهی بر سلامت انسان توکسین می

 pksشناخته شده است که جزایر مرتبط با  .داشته باشد

های کنند. از این رو، فعالیتتولید ترکیبات متعدد می

کسیدی تحقیق شده است. دیگر نسبت به ژنوتو

مطالعات بیولوژیک به وضوح نشان داده است که 

-باکتین دارای اثرات ضدهای تولیدکننده کولیباکتری

درد است. بنابراین، به جای بیوتیکی و ضدالتهابی، آنتی

احتمالا چندین ترکیب  pksتولید یک ترکیب، جزیره 

 . (Faïs et al., 2018)د کنتولید می

های شیر خام نمونهدرصد  27/27حاضر در مطالعه 

 چراغییافته های  بودند و در کلبسیلا پنومونیهحاوی  

درصد این  3/27های بیوپسی هم از نمونه و همکاران

. در (Cheraghi et al., 2016)باکتری جداسازی شد 

 20 ش،یمورد آزما رینمونه ش 130 مطالعه دیگری از

 بودند هیپنومون لایکلبسآلوده به  (درصد 38/15)نمونه 

 1000 (. در مطالعه دیگری از1389)کریمی و ممتاز، 
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 8/4 در هیپنومون یلاکلبس شیمورد آزما رینمونه ش

در  (.1389 ،دادخواهها مشاهده شد. )نمونهدرصد 

 یمورد بررسنمونه شیر گاوها که  26مطالعه دیگری از 

 هیپنومون یلاکلبسدرصد به باکتری  25/81قرار گرفتند 

علت اختلاف  (.1391 سالکی و مرادی،د )لوده بودنآ

ها و تعداد نمونه ،در شرایط بهداشتیتفاوت  تواندمی

ها اخذ شده گاوهای مبتلا به اورام )نمونه هانمونه بعمن

 باشد.پستان( 

 توسط کلبسیلا پنومونیه در pksاولین گزارش از حضور 

 141از  2009و همکاران منتشر شد. در سال  پوتز

مثبت  pks درصد( برای 5/3)مورد  پنجنمونه جدا شده، 

و  لای، 2014در سال . (Putze et al., 2009)د بودن

ی گونه 207درصد از  6/25همکارانش حضور جزیره در 

مورد آزمایش قرار گرفته را مشاهده  کلبسیلا پنومونیه

 10در مطالعه حاضر (. Lai et al., 2014) دکردن

تفاوت در  .بودند clbNو  clbBهای واجد ژن درصد

تعداد  تفاوتبه دلیل  لایمطالعه  ه حاضر بامطالع

-نمونه بعمن و نمونه(، مناطق جغرافیایی 207ها )نمونه

پ یسروتباشد.  تواندهای کبدی( میهای آبسه)نمونه ها

 Fung)ت شایع ترین در تایوان اس K1 بسیار ویرولانت

et al., 2000) رتبه بندی شده است ، اما هشتم در اروپا

(Thompson et al., 1993و بیشتر ) هایسویهK1  

و لای درصد( در مطالعه انجام شده توسط  66)

 Lai) دبودن pks رسید مثبت برایهمکاران به نظر می

et al., 2014بیش از حد (. بیان pks در سوسپانسیون 

 K1تایی  400های توسط غربالگری مجموعه جدایه

های درصد سویه 8/78نشان داد که  کلبسیلا پنومونیه

K1 ،pks دمثبت بودن (Chen et al., 2017.)  

در  clbN و pks ،clbB شیوع خوشه ژنلان  در مطالعه

درصد  8/26 کلبسیلا پنومونیههای خونی میان جدایه

به دلیل لان مطالعه  ه حاضر باتفاوت در مطالعبود. 

های منشاء سویهنمونه(،  190) هاسویهتعداد  تفاوت

 2016) یبررس مورد سال های بیوپسی(،)نمونه کلبسیلا

تا به باشد.  تواند( و مناطق جغرافیایی می2018تا 

امروز، تعداد کمی گزارش های اپیدمی در مورد ظهور 

مثبت در سرزمین اصلی چین  pks کلبسیلا پنومونیه

بلی (. در دو مطالعه قLan et al., 2019)د وجود دار

مثبت در میان  pksانجام شده در تایوان، میزان 

 6/25جدا شده از نواحی مختلف بدن  کلبسیلا پنومونیه

ت درصد، به ترتیب گزارش شده اس 7/16درصد و 

(Chen et al., 2017 ،Faïs et al., 2018 در .)

درصد  5/31بالا بود، از  pks، شیوع ژن اشریشیا کلای

ه به طور قابل توجهی درصد گزارش شده است ک 58تا 

نشان داد که میزان  lanبا باکتریمی همراه است. نتایج 

pks از خون  کلبسیلا پنومونیههای مثبت در بین جدایه

مثبت در  pksجمع آوری شده بالاتر از میزان کلی 

 Lan et) بود اشریشیا کلایتایوان و کمتر از آن در 

al., 2019.)  

ایی است که مسئول هکدکننده آنزیم pks ی ژنخوشه

باکتین هستند، یک ژنوتوکسین که نشان سنتز کولی

شود، میزبان می DNA داده شده است باعث آسیب

بنابراین ممکن است به سایر نهادهای بیماری کمک 

کلبسیلا و اشریشیا کلای کند و ویرولانس را در 

افزایش دهد. با این حال، اطلاعات در مورد  پنومونیه

های یکروبیولوژیکی مرتبط با جدایهشیوع و عوامل م

مثبت محدود هستند. مطالعه  pks کلبسیلا پنومونیه

 pksباکتین نشان داد که شیوع خوشه ژنی کولی چن

از  کلبسیلا پنومونیههای بالینی در میان جدایه

 7/16های چندگانه در مناطق مختلف تایوان بیمارستان

 pks مطابق با شیوع بالای چنبود. نتیجه  درصد

از یک  لایتوسط مطالعه  کلبسیلا پنومونیهدرمیان 

های باکتریایی بیمارستان در تایوان بود. از آنجا که سویه

 لایبوده است و مطالعه  2012از سال  چندر مطالعه 

بوده  2002های مورد استفاده از سال و همکاران جدایه

ر د pks است، نتایج وی نشان دهنده پایداری خوشه ژن

ت در تایوان اس کلبسیلا پنومونیههای بالینی جدایه
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(Chen et al., 2017.)  400) هاتعداد نمونهدر تفاوت 

های غذایی در مقایسه با نمونهها )منبع نمونه( ، مورد

تواند علت و فاصله جغرافیایی می های بالینی(نمونه

 باشد. چن هبا مطالعحاضر تفاوت در مطالعه 

-های بالینی نشان داد که جدایهتجزیه و تحلیل ویژگی

های اکتسابی از جامعه مثبت بیشتر در عفونت pks های

 pks هایاین بدان معنی است که جدایه .وارد شدند

ممکن است نقش مهمی در عفونت اکتسابی از  مثبت

ایفا کنند، که معمولا به عنوان  hvKPجامعه مانند 

ان، به های اکتسابی از جامعه در افراد جوعلت عفونت

گزارش  (PLA)های کبدی پیوژنیک خصوص آبسه

 Guo et al., 2017; Shon and Russo) تشده اس

های (. اطلاعات به دست آمده از داده2012

ها در آزمایشگاهی کاهش قابل توجه میزان لنفوسیت

-مثبت بود. در مقایسه با جدایه pks هایمیان جدایه

  pksهایههای جدایمنفی میزان لنفوسیت pks های

تر بود. کشف مشابهی مثبت به طور معنی داری پایین

 عامل اشریشیا کلای باکتین توسطکه تولید کولی

 توسط است لنفوپنی عمیق در سپسیس مدل موشی

Ingrid نوشته شده استهمکارانش  و (Johnson et 

al., 2008 و همکاران بود که  لان(. بنابراین حدس

مثبت   pkکلبسیلا پنومونیهباکتین تولید شده از کولی

ها ممکن است سمیت ژنوتوکسیتی برای لنفوسیت

 داشته باشد.  اشریشیا کلایهمانند 

 کلبسیلا پنومونیه 30 و همکاران چراغییافته های در 

( از بیماران درصد 3/27بیوپسی ) 110جدا شده از 

مبتلا به سرطان کولورکتال نشان داد که در آن همه 

میایی و میکروبی از جمله رنگ های بیوشیآزمایش

ها را تأیید کرد. همچنین آمیزی گرم منفی این باکتری

 هایدرصد مثبت بود، فراوانی ژن clbN 23/23فراوانی 

clbB 20  جدا شده  کلبسیلا پنومونیهدرصد مثبت در

 و clbBدرصد برای هر دو ژن  33/13بود و فراوانی 

clbN د مثبت بو(Cheraghi et al., 2016)  تفاوت در

 DNAکیفیت به دلیل  چراغی هبا مطالعحاضر مطالعه 

ها )جداسازی با روش جوشاندن(، منبع ایزوله هانمونه

و  های بیوپسی(های شیر در مقایسه با نمونه)نمونه

مطالعات بر روی . ( استمورد 30ها )ایزولهتعداد 

و توزیع ژنتیکی بین دیگر  PKSساختار ژنتیکی 

که  شدهو گزارش  شدهانجام  تروباکتریاسهانهای باکتری

انتروباکتر آئروژینوزا، مانند  انتروباکتریاسهاعضای دیگر 

اشریشیا علاوه بر  کلبسیلا پنومونیه، سیتروباکتر کروزئی

 (. نتایج مطالعهPutze et al., 2009وجود دارد ) کلای

 5/9 نمونه جدا شده، 1565نشان داد که از میان  وی

درصد با  5/3بود،  اشریشیا کلای درصد مربوط به

و  انتروباکتر آئروژینوزادرصد با  3/27، کلبسیلا پنومونیه

 و clbB، که همه آنها سیتروباکتر کروزئیدرصد  100

clbN  مثبت بودند. پس این نتیجه نشان داد که فراوانی

های بیش از دیگر جدایه اشریشیا کلایها در این ژن

از  (.Cheraghi et al., 2016) تاس انتروباکتریاسه

عدم ها و تعداد کم نمونهی این مطالعه هامحدودیت

شود پیشنهاد میباشد. می pksهای دیگر ژن بررسی

ارتباط  و clbQو   clbAمانند pksهای دیگر ژن

های ، ارتباط ژنpksهای بیوتیکی با ژنمقاومت آنتی

، pksهای ژنبا wcaG  و p‐rmpAویرولانس مانند 

 و K1های مرتبط با کپسول باکتری مانند ط ژنارتبا

K2  های ژنباpks .در مطالعات بعدی بررسی گردند 

 کلی نتیجه گیری

میکروبیوتای دستگاه گوارش در ایجاد بیماری کولیت 

اولسراتیو نقش دارند که یکی از مهمترین آنها باکتری 

میزان بار است.  pksواجد ژن  کلبسیلا پنومونیه

صول گرم سال بیشتر از فصول سرد است میکروبی در ف

بنابراین باید تمهیدات لازم در مراحل مختلف اعم از 

التهاب و انتقال و نگهداری شیر اندیشیده شود  ،تولید

توانند  طولانی مدت روده و بیماری هایی مانند آن می

شخص را به سرعت در معرض ابتلا به سرطان قرار 

پیگیری  زمند کنترل وها نیادهند بنابراین این بیماری

در  pksوجود جزیره ژنی  .باشندموثر بیش از پیش می
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زایی آن ها دارد باکتری های مختلف نشان از بیماری

باشد که به تحقیق حاضر از این جهت حائز اهمیت می

نحوه ی مصرف شیر در بین عوام و اهمیت 

پاستوریزاسیون و در نتیجه جلوگیری افزایش ابتلا به 

 .ورکتال پرداخته استسرطان کل

 دانیقدر تشکر و

نویسندگان این مقاله از کادر محترم آزمایشگاه 

پژوهشی پاسارگاد که در انجام بخش های عملی این 

 .رسان بودند کمال تشکر را دارندتحقیق یاری

 منابع

 نییتع (.1389کریمی، سپیده.، ممتاز، حسن. ) .1

 یلاسکلب یهاهیدر جدا یکیوتیب یمقاومت آنت یالگو

 یهایاورام پستان گاو در گاودار از جداشده هیپنومون

 ،69ه ، شمار22دوره  . مجله نوید نو،شهرستان شهرکرد

 .1-14 صفحه

 یبررس (.1391سالکی، خلیل، مرادی، حسین. ) .2

 یها یورم پستان گاو در گاودار ییایعوامل باکتر

ره دو ،لامیا یدانشگاه علوم پزشک مجله .لامیشهرستان ا

 .88-95 صفحه ،4 مارهش، 20

 وعیش زانیم یبررس (1389) ی.محمدعل ،دادخواه .3

خانواده  یها یاز باکتر یتورم پستان ناش یماریب

 یآنت تیحساس نییتع فرم ها( و ی)کل اسهیآنتروباکتر

شهرستان  یسنت یها یآن ها در گاودار یکیوتیب
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Abstract  

Klebsiella pneumoniae is a Gram-negative, non-motile, encapsulated, lactose-fermenting, 

facultatively anaerobic, rod-shaped bacterium. It has traditionally been considered an 

opportunistic pathogen and is a common cause of nosocomial infections. The pks gene cluster 

encodes enzymes responsible for the synthesis of colibactin. Colibactin is a genotoxin that has 

been shown to induce DNA damage and contribute to increased virulence. Colibactin is also 

strongly suspected of being involved in the development of colorectal cancer. The present 

study investigated the prevalence of pks, clbN, and clbB genes in Klebsiella pneumoniae 

isolates. In this study, 220 samples were obtained from raw milk. Then, all samples were 

cultured in the violet red bile agar and then cultured in blood agar, MacConkey agar, and 

chocolate agar for bacterial isolation. Biochemical and microbiological tests were performed 

for confirmation of the bacteria. DNA was extracted from all isolates using a genomic DNA 

extraction kit. Then multiplex polymerase chain reaction (M-PCR) method was performed 

using specific primers. It was found that 60 K. pneumonia isolates out of 220 samples 

(27.27%) were confirmed by standard phenotypic tests. The PCR test indicated that 6 (10%) 

strains carried clbN and clbB genes. The pks positive K. pneumoniae was more prevalent in 

our samples. Owing to its pleiotropic effects, colibactin profoundly influences cellular 

physiology, inducing DNA breaks that lead to senescence or apoptosis. It seems that the 

identification of the pks positive K. pneumoniae in milk is essential to prevent colorectal 

cancer. 
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