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 لتشخيص بعض جينات الضراوة لبكتريا Multiplex PCR استخدام تقنية        
Klebsiella sp.  بيئية مختمفة مواقعالمعزولة من. 
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عينممة مممئ بيمممات موتمتممة والتممر رممممت السممريرية وال يممر سممريرية حيممث 933تضمممنت  الدراسممة جممم   
سممريرية االتربممة والميمما ا ن ممد كممائ  حممرو و وممروجو  رمم ا اممما ال يممر عينممة سممريريةاادرارو جممروحو339جمعممت 
عزلمممة  26.تممممم ترممموي  3062ول ايمممة رمممبا   3062عينمممة ومممتر التتمممرة ممممئ ترمممريئ ال مممانر  601مجموعهممما

بأسمتودام  مر  الترموي  الممممةهرية والمممزرعية والكيموحيويمة K. pneumoniae بكمتيرية تعممود الممم  بكتريمممما 
.أةهمرت نتماما اوممتبار م اوممممة  vaitek2التايتم  تودام جهمازوبأسم API20Eوتم تأكيمد الترموي  بأسمتودام 

ممممئ  63البيميمممة االتربمممةوالميا ا لمممم المممممضادات لمعينمممات الممممممعزولة مممممئ الحمممالات المرضمممية الموتمتمممة والمصمممادر
المضادات الحياتية ممئ موتممف الممجامي  تباينا نيما بينهما بميئ م اوممة وحساسمة لهمم  المضمادات بينمما كانمت 

.صمممت عممدد مممئ المممبادمات المتوصصممة Imipenem% ن م  لممضماد الحيمو  600لبكتريما حساسمة وبنسمبةا
لمممممكرف عممممئ البكتريمما بمممماستودام جمميئ مميممز نيهمما والكرممف ايضمما عممئ م اومتهمما لممضممادات بأسممتودام ت نيممة 

 مانيمة انموام ممممئ الجينمات لمكرف عمئ وجمود او ايماب  Multiplex PCRتتاعممر البممرة الممتسمممسممر الممتعدد 
magA, rmpA ,htrA ,Uge-1 ,gent-2, blaCTX ,terA-, StrA-2  المرمترة لعواممر الضمراوة

.واةهمرت النتماما وجمود تبمايئ نمر المحتمون الجينمر بميئ العمزلات ن مد K. pneumoniaeالرميسمية لترموي  
ترويصمر ونمر نتمس التتاعمر تمم  والمم  يمكمئ ائ يتومم كم رمر rmpAعزلة بكتيرية عمم  الجميئ 22احتوت 

 StrA, terAجينات ممم اومة لأربعة مممئ المضادات الحياتية العامدة الممم  مجامي  موتمتة ا الكرف عممئ وجود
,blaCTX, gent-2ا حيممث احتمموت كممر عممزلات K.pneumoniae  عممممم  جمميئStrA  ومممممئ وممتر ـمممممممم .

ممموتمتة  ة المتعددة كوسيمة لممتمييز الممبكتريا المممعزولة مممئ ممممصادرالدراسة يمكئ است مار ت نية البممرة التسمسمي
بصورة د ي ة وتروي  م اومتها لممضادات الحياتية الرامعة الاستعمار بو ت  صير وجهمد ا مر دوئ الرجموم 

 .ال  التحوصات الروتينية المعرونة

 

 الكلواث الوفتاحيت:
multiplex PCR,  
antibiotic resistance,  
Klebsiella pneumonia, 
virulence gene. 

  

 

 

 

 

 

 

 المقدمة
 السالبة البكتيرية الأجناس أك ر بيئ مئ الرموية الكميبسيت تعد

 ماكئام نر الرموية الكميبسيت . وتنترر[1] للأمراض المسببة ممرامكم لمموئ
م والنباتات والميا  التربة ممروـ البيمة مئ واسعة  أصبحت مماالبكتريم مممم وـ
 . [ 2]الصناعية الصممممممممرف ميممممما  ت  ر
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مممم  العدون تسبب ترممال المهمة الانتهازية الممرضات ئمممم روـ
 مراضالأمم وتسبب ممماةالحي تهدد والتممممممر المسترتيات مممئ المكتسبة
 تصيب الممتر والالتهابات الممدم مجرن كالتهاب المكتسبة السريرية
 الكمبسيت تلاتممس وائ المركزة العناية مداتوحممممم نممر المممودج الأ ممتار

 صمة ومات متزايدة وأصبحت الأدوية مممممئ لعمممدد م اوممممممة رمويةممممال
 الويارات جعر  الم ت د  مما العالم انحممماء جمي  نر ال بية بالمراكر
 سمممتراتيجيممممات لت ويممممرا برزت الحاجة لم محدودة السريرية العتجية
 الت ميديمة الحيوية بالمضممادات مممتجالع عمممممئ نضتا  جممديمممدة عممممتجية

 الكمبسيت مئ اازيه عزلات الاويرة ال ت ة الع ود نر ةهرت ل د.[3]
 با ئ والتهابات الكبد ت يحات تتضمئ و يرة اصابات تسبب الرموية
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م  السحايا والتهابات العيئ  ا ترنت و د الموت ال  ت د   د الاصابات وـ
 ـم  . وتعدK2و K1الرمويه لمكمبيسيت المصمية بالانما  الاصابات ـم 

 مئ تمكنها ضراوة عوامر لامتتكها المصمية الانما  او ر مئ الانما 
  م ومئ الدم مجرن ال  والتسمر لممضيف رمممالمناع الجهاز مئ التهرب
 همموا يمالم زوجيهمممال ر ممن هريةالمة صتهممال وواصة الانسجه ازو

[4]Hyper mucoviscosity phenotype. م مممعالبكتريا  وزممممتت 
 البولر والجهاز gastro intestinalهضمرممال الجهاز رممممن واس  ا ن م

urinary tract التنتسر جهازممموال respiratory tract تمموجد مل ممموك 
ر الاصحاء الاروا  لممممممدن  بيعية بصورة  الأنتهازية العدون تسبب وـ

 الجهاز التهاب الممرض ـما ويسبب المسترتيات دونممع ̋وصوصا
 ةمالناج الاورن الأمراض ئممموم الرمو  الالتهاب م ر الحاد التنتسر

 urinary tractموليةبمممممال ال المسممممم التهاب ترمر الكامئ ـما ئممممع
infection مروحمممالج مابممموالتهwound infection  
 diarrheaوالاسهارsepsis  والتسمم  abscessesوالومممممممراجات

 اما المسترت  نمممممر الونيات دربمعم مرتب ة الرموية الكمبسيت ومعةم
 مئ العديدالرموية  الكميبسيت تمتم  .[5]صحيح ايممممممر بركر عمممممممولجت
 يسبب كروموسومر يئمممممج magA جيئ  يعد ام الجديدة الضراوة جينات
 حددت كما hyper mucoviscosityممةممممالموا ي ممةالمزوجمممممم نممممممر 

 مادةمموال زوجةممالم مةمممسمممس أوتبارات رممممنم الأيجابية النتاما بواس ة
 اريدممممسك ئممم جزءا يعتبر الجيئ مممماوـ  mucoviscosityالموا ية
 نر ويساـم  K1المصمر نم مممممبال رتب ممالم polysaccharide المحتةة
 الضراوة جيئ بأنهmag Aالجيئ تحديد مممت ل د. [6] البكتريا نوعة
 تايوائ نر للأمراض مبةالمسب الستلات مممرنم بالمزوجة المرتب  جيمئممموال

 ممممئ عامر بأعتبار  الجيئ ـما وصف و د الكبد لت رحات والمتسببة
 ممرن الضراوة زيادة ئممممع المس ولة الجديدة اوالضراوة التوعة مرمموامع

  [7]. ةالمرمموي الكميبسيت ستلات بعض
 مرامممممممممم وم أصبح زوجيةمممممبم يرتب  الم magA الضمراوة جيئ أئ 
 عنه الكرف وتم الرموية الكميبسيت نر المرضية الستلات مممممرن معمممروف

 الكبد وراجات مئ مممةالمعزولمم الرموية الكميبسيت نر العةم  ال البية نر
 والبمعممة المصر  بر مممئ لم تر م ممماومة تكوئ والتمممر HIVم  والمرتب ه

 المزوجة نر  المةهرية الصتة عئ المس ور rmpA جيئ يعد . كما[8]
و الموا ية  الجنس رممن الموجودة الاورن الضراوة عوامر مئ وـ

Klebsiella المةهر  النمممم  منةمممم وائ البتزميد  ري  عممممممئ والمن ولة 
 يزيد  د الجيئ ـما المحتةةو سكريات تصني  يرتر م ممممممالAالموا ر

 .[9]الكبيرة التاجات  بر مممئم البمعمة ئممممم التهرب عم  البكتريا  درة مممممممئ
 المتعددة ماتالسكريم تصني  وينةم الةاـر  لمنم  عالية لزوجية يمنح

 ازالة ائ اوضح والم Nassif  بر  ممئ مرة لاور فممموص و د لممحتةة
 ائ الدراسات و دا بتتو الضراوة مممممئ ي مممر ائ يمكئ rmpAالجيئ

 مم الم المةهر  النم  م  مرتب ة rmpAجيئ تحمر رممممالت الستلات
 rmpAائ اورن ناحيةئ مممممممو  .[5]الموا ية المزوجية ممر ن مأسممب مرفيع

 المصمر النم  وجممممممممممود م  م ارنة الضراوة ممرن ̋ انويا̋ دورا يمعب
K2,K1ممد الم  الةاـر  الموا ر النم  مممينة المرتر الجيئ ـممممما وائ  
 .[7] البتزميد عم  او البكتريا كروموسوم عم  موجودا   يكوئ

  الحامض تصني  نر الجيئا ـم يرار ن Uge جيئ اممام
galacturonic acid مئUDP-glucoronic acid مم  الجيئ ممامممممموـ

 Lipoالدـنر السكريمممد مديدلمعم المصنعة الحيوية الكتمة مئ مممزءج يعتبر
poly saccharide عم  يحتو  المحتةة اريدسك ائ بسبب 

 .[10]تركيبها نر يدور الم  glucoronicالحامض
ا Cefotaximeلمسيتوتاكسيم ا الأنت امر بتحممهاCTX-Mتتميز

 أنوام بعض ائ مئ الرام ا عم Ceftazidimeسيتاتزيديم ا مئ مدلابم
CTX-Mم رCTX-M-15 [11]تحمر ائ يمكمئCeftazidim.. 
 عئ س ولةممممالم الجينات مئHtrA  جيئ يعتبر 
 ورا يا المتميزة الرموية ميتالكميبس مرن  Lipopolysaccharideتصني 
 الجينر التحمير الرموية .أئ الكميبسيت لضراوة الجديدة الأليات مممئمويعد

م HtrAجيئ نمممر نوا ر ممودوج حددت الم ترة لمكروموسومات  وممممممممموـ
 ـما ممراتتم  وائ الحية الكامنات مئ موتمتة مموامان ضراوة نر يرار 
  يد عم  الب اء عم   درتها نر وتاضاممأن أةهرت الانوام ـم  نر الجيئ
 للأجهاد الحساسية مممادةزيم بسبب ربما الكبيرة التاجات نمر الحياة

 أوكسجيئ مم عم تعتمد التر ال تر لأليات عرضمة أك ر يجعمها التأكسد 
 الحية الكامنات مساعدة رممممممن كبير دور هممممل مماالجيئوـ [12]المضيف

 الأجهاد م ر ممماةالحي  يد عم  البيمية الض و  تحت الب اء م عم
 .[13]العالية الحرارة ودرجات د ممممممممممالتأكس

 المواد وطرائق العمل
 -جمع العينات وتشخيص العينات:

ممت ممممر رمممات موتمتة والتمممممئ بيممممة مممعينا 933تم جم  ا
عينة مئ حالات سريرية  339حيث جمعت  سريرية سريرية وال يرممممال

 ر امئ  مسترت   حرو و جروحو وروجو موتمتة رممتاادرارو
والميا اجمعت  الرماد  التعميمر العام اما ال ير سريرية رممت االتربة
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ولمتترة الوا عه مئ ترريئ ال انر وتمتة مممعينة مئ اماكئ م 601
. واجريت التحوصات الزرعية 3062ربا   ول اية رهر3062
جهرية والكيموحيوية اعتمادا عم  المصادر العممية المتبعة عالميا مممموالم

  استودام نةام مممماضانة ال[16]و [14],[15],لتروي  البكتريا
API20E ستودام جهاز واويرا تم استودام التروي  الكيموحيو  با

vitek2  ومئ  م اوتبرت م اومة العزلات البكتيرية لممضادات الحياتية
زلات ممدن حساسية العممملمتعرف عم  م [17]ب ري ة الا را   ب ا لمم

البكتيرية  يد الدراسة لممضادات الحياتية بأستودام مجموعة مئ ا را  
 العرا ية  Al-Razeالمضادات الحياتية المجهزة مئ  بر رركة 

 -استخلاص وتنقية الدنا الجينومي:
ئ رركة ممممأستعمار عدة الاستوت  المجهزة ممممم الاستوت  بمممت

Geneaid  واعتمادا عم  تعميمات الرركة المصنعة تمت عممية
مئ العزلات البكتيرية البالغ عددـا  DNAاستوت  الحمض النوو  

 عزلة بكتيرية التر تم ترويصها مسب ا.26
 

 -البادئات المستخدمة:
صممت عدة بادمات نوعية والتر تم تصميمها بركر وا  لهم  

 اتيةممممممة جينات الضراوة وم اومة المضادات الحيمرض دراسممالدراسة ل 
 ميبسيتمممممالك كترياممممجينية لبممممموار ة الممممموال Primers3بأعتماد برناما
 ,htrAهدف امممممينات الممممممر تستهدف جممممموالتNCBIو   مم  ممممممالموجود  عم

Uge, magA, rmpA, gentamycin, terA, blaCTX, StrA ا
مئ رركة  اLyophilizedهزت بركر مسحو  مجتداممممتر جمممممموال

Bioneer  و د تمت اعادة تمويبها بحجم مئ الماء الم  ر والمع م
بادئ بحسب توصيات الرركة والحصور عم  محمور وزيئ لكر 

 .م30- م حتة ـما المحمور الوزيئ بدرجة حرارة  Pmol/µl600بتركيز
 

 Primer Selection(البادئات المستخدمة في الدراسة 1جدول )
حجن 

الناتج 

(bp) 

 اسن البادئ تسلسل البادئ

447 

5'-

GCTGGTGAACCTCAACGGCGAA-3' 
htrA.  F 

ACCTGGGTCTGGTTGCTCTGCT-3 -

'5 
htrA.  R 

260 

5'-

TGTAATCCCGCAGGCCAATGCC-3' 
uge.    F 

CCTTCACTGACGTTTGCGGCCT-

3'5'- 
uge.    R 

323 

5'-

AGGTCAGGCAGCTGTTGTGAACG-

3' 
magA.F 

ACTGGCCATATTGCTCCGTTGC-

3'5'- 
magA.R 

191 

5'-

ATGTGGCTTGACGTTTCGGGGG-3' 
rmpA.F 

5'-

CATTGCAGCACTGCTTGTTCCTTT-

3' 
rmpA.R 

390 

5'-

ATGCATCGATGGTCGCGGTTGG-3' 
gent.  F 

AGCACTGAGCAAAGCCCACGAC-

3'5'- 
gent.  R 

103 

5'-

CCGTGAACAGCTTTCGTGGGCA-3' 
terA.  F 

TCCGTCAGCTGATAACGGGCCA-

3'5'- 
terA.  R 

497 

5'-

GCTTTGCGATGTGCAGCACCAG-3' 
blaCTX   F 

AACCCAGGAAGCAGGCAGTCCA-

3'5'- 

blaCTX   

R 

299 

5'-CGCAATGCCGTCAATCCCGACT-

3' 
strA.   F 

AAGGCGCGCTCTGCTTCATCTG-

3'5'- 
strA.   R 

HtrA: high temperature requirement A ,Uge: 

uridinediphosphate galacturonate4-epimerase , magA: 

mucoviscosity associated geneA , terA: tetracyclines ,StrA: 

streptomycinA, rmpA: regulatore of mucoidphenotypeA 

,gent: gentamycin, blaCTX: B-Lactamase   cefotaxime 

 
التحري عن الجينات البكتيرية باستعمال تفاعل البممرة المتسمسل 

Multiplex PCR:- 
 DNAمزيا التتاعر الرميسر  ال ير حاو  عم  الم  حضر

لبكتريا  MultiplexPCRالمستوم  مئ العزلات البكتيرية لعمر تتاعر 
K. pneumoniae عينة  26وتم تحضير مزيا تتاعر لمDNA  مئ ـم
  مل  تم اضانة عينة سي رة سالبة م  البادمات مممممالبكتريا بالأضانة ال

تر مئ المتترض ائ تع ر نتيجة سالبة لهم  البكتريا ليصبح عدد ممممال
المحمور التتاعر عينة ومئ  م وزم 23العينات الكمية لكر مزيا تتاعر 

مايكروليتر لكر انبوبة 33وبحجم  مميميتر0.3الرميسر عم  انابيب سعة 
الوا  بكر DNAمايكروليتر مئ الم 9بعدـا اضيف ال  كر انبوبة 

مايكروليترباست ناء السي رة 32عينة ليصبح الحجم النهامر لكر عينة 
 البممرة الحرار  وضب ت السالبة بعدـا وضعت العينات نر جهاز

ا  م حمر 3كما نر الجدور ر ما PCRالةروف الم م  لتنتيم ت نية 
 7ود ي ة10%ا6.2بتركيز  المحضر المزيا نر حتر ـتم الاكاروز

 .ا لمكرف عئ وجود الجينات3نولت/ سم
 ( الظروف المثمى لمتفاعل2جدول)

No.of 

cycles 
Time Temperature Step 

 3 min 95 Cᵒ Pre-Denaturation 

 

30 

30 sec 95 Cᵒ Denaturation 

1 min 58 Cᵒ Annea  ling 

1 min 72 Cᵒ Extension 

 7 min 72 Cᵒ Final Extension 
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 النتائج والمناقشة
لمعزلات البكتيرية المعزولة بعد اجراء التحوصات الكيموحيوية 

ئ مممممعزلة م 26سريرية تم تروي   ئ المصادر السريرية وال يرممم
صادر موتمتةاادراروحرو و ممئ ممممممعزولة مممممكمر والمممالمجموم العينات 

 ر ووروج وجروحوالتربة واويرا الميا  وتعد الاويرتائ مئ 
لزرعية ومل  اعتمادا عم  الصتات ا 933مغ عددـا مالمصادرالبيميةاوالبا

وكمل  استودم API20Eاستودام نةاموالمجهرية والكيموحيوية وب
المجهر  والتصبيغ بصب ة كرام  التح هر .ام اةvitek2جهازالتايت 
او مزدوجة  ات  صيرة سالبة لصب ة  كرام مرتبة بركر متردمممبانها عصي

ر  أوتبار م اومة مم.اج[18]او بركر ستسر  صيرة م اب ة لما جاء نر
زلات ممدن حساسية او م اومة عمممممالمضادات ب ري ة الا را  لمعرنة م

مضادا حيويا.اعتمادا عم    رمن  ة 63 تجاةK.pneumpniaeبكتريا 
الت بي  المحي ة با را  ـم  المضادات ومئ  م م ارنتها م  الجداور 

ا ائ 9. واةهرت النتاما المبينة نر الجدور ا[19]ال ياسية الواردة نر
ر م اومة العزلات  يد الدراسة تجاة المضادات ممـنال  تباينا واضحا ن

 يا ائ العزلات المحمية لبكتر  المستعممة ن د اوضحت النتاما
K.pneumoniae  المعزولة مئ منا   اصابات موتمتة ومصادربيمية

رممت التربة والميا  كانت م اومة لاامب المضادات الحيوية واوتمتت 
العزلات نيما بينها بيئ م اومة  وحساسة لممضادات الحيوية  يد الدراسة. 

%ن   لممضاد الحيو  600ة بنسبة ممممانت البكتريا حساسمممبينما ك
Imipenem. الاستعمار مممعود السبب المممو عة ربما يمممم  النتيجة متممموـ  

الواس  والعروامر لممضادات الجر ومية و مة الوعر الصحر بالأضانة 
ما  ال  استودام مع مات عروامية مئ  بر السكائ لتع يم ميا  الررب وـ

  K.pneumoniae ر ستلات بكتريا ني ود ال  ت ور اليات م اومة 
 .[20]لممضادات الحيوية

 
 Klebsiellapneumoniaeمقاومة البكتريا    (3جدول)

  لممضادات الحيوية من مختمف مناطق العزل
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 Multiplex PCRوتر استودام تتاعر البممرة المتسمسر  مئ

وباستودام  مانية بوادئ حيث  سمت ـم  البوادئ ال  
المجموعة الاول  رممت البادمات الاربعة المستودمة لمتعرف ومجموعتيئ

را ا حيث htrA,gent-2,terA, Uge-1عم  ارب  منا   جينية وـ
تبيئ عند دما ـم  الجينات الاربعة نر تتاعر واحد اةهرت النتاما 

ا ةهور الجيئ الترويصر اضانة ال  جينات 6الموضحة نر الصورةا
انر جمي  gent-2,Uge-1,terA-1البوادئ لممضادات الحيويةا

ااما 61و1و2و3و6العزلاتالبكترية م  ةهور حزم واضحة نر العزلات ا
ما البادئ نر ب ية العزلات وائ ةهور  htrAبالنسبة لمبادئ  لم يةهرـ

جينات الضراوة الاربعة نر اامب عينات البكتريا المعزولة مئ الادرار 
يرير ال  ضراوة العزلات نضت عئ م اومتها لاامب المضادات الحيوية 

ما ما ي كدائ لبكتريا  دورا مهما نر احداث الوما K.pneumoniaeوـ
.نضت عئ متعدد السكرايد المكوئ [21]ما مكر بالمجار  البولية  ب ا ل

تمتم   K.pneumoniaeلممحتةه ومتعدد السكرايد الرحمر نائ بكتريا 
اليات اورن لم اومة التا يرال اتر نر نةام المتمم وترمر تم  الاليات 

والم   انتاج الانزيم المحمر لبروتيئ السيريئ المحتزبالصدمة الحرارية
نر Ugeواوضحت النتاما وجود جيئ .htrA [22] جيئيرترمئ  بر 

العزلات البكتيرية يدر عم  حممها لاحد عوامر الضراوة التر لها دور 
كبير نر امراضية البكتريا ام يعبر الجيئ عئ متعدد السكريات م  

 .[23]م  وجود الكبسولة عم  جدرائ البكترياOالمستضد 
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 ئالضراوىبأستعمال  البوادلمكشف عن جينات  PCRتفاعل  (:1صورة)
 260ميا حجو  uge-1زوج قاعده ,  103وحجميا terA - 1الاربعة )

 447وحجميا   htrAزوج قاعده ,  390وحجميا  gent-2زوج قاعده ,
عزلات الخروج , 3-1قياسي ,المسار  M DNAزوج قاعدة (,المسار 

-14عزلات الماء , المسار 13-10عزلات الحروق ,المسار 9-4المسار
 7دقيقة , 60% )1.5عزلات الادرار , بأســـتعمال ىلام الاكـــــاروز18

 .(2سم\فولت
 

 ,rmpA, magAا رممت الجينات اما المجموعة ال انية
StrA, blaCTXحيث تبيئ بانه عند دما ـم  الجينات نر تتاعر  ا

ا ةهور المنا   الجينية  3واحد اةهرت النتاما الموضحة نر صورة ا
ا مئ عزلة ال  مممممممالاربعة نلمجينات  ر جمي  العزلات وتتتاوت ةهورـ

اورن اعتمادا عم  نوم ومكائ عزر البكتريا وضراوتها و د ةهر بائ 
  امتت  مممممما يدر عمrmpAجمي  العزلات تمتم  جيئ الضراوة 

والم  ي   عم   rmpAالعزلات نر  لزوجة موا ية منتجة مئ جيئ 
وائ امتت  ,[25][24]لحجم حسب ما ارار اليهابتزميد ا ترانر كبير ا

مئ الصتات الترويصية وتدر ال  ائ العزلة مات  rmpAالعزلات لجيئ
 rmpAجيئ ممحاممة لممممومعةم العينات ال. K2[26]نم  مصمر نوم 

ما ي blaCTXتحمر ايضا جينات انتاج انزيم   27] اب  ما ارار اليةموـ
 بالنم  ـومحددmagAجيئ مممموائ امتت  العينات ل.[28],[
ويرتب  بالصتة نر  المزوجية الموا ية نتحة مئ وتر K1المصمر

ـم  النتاما الحصور عم  نسبة  ميمة مئ البكتريا تابعة لمنم  المصمر 
K1  وت مب النم  المصمرK2 عمK1[29]  بينما تمتم  جمي  العزلات

ها تمما يدر عم  ضراوة العزلات وم اوم StrAعم  جيئ الضراوة
 .لممضادات الحيوية  يد الدراسة

 

 
راوة  باستعمال  لمكشف عن جينات الض PCR( : ناتج تفاعل 2) ةصور 

 299وجحميا   strAزوج قاعده ,  191وحجميا rmpAالبوادئ الأربعة
وحجميا  bla CTXزوج قاعده ,  323وحجميا  mag Aزوج قاعده ,  

عزلات الخروج  3-1قياسي , المسار    M DNAزوج قاعدة (,المسار  497
-14عزلات الماء , المسار 13-10عزلات الحروق , المسار 9-4, المسار
 7دقيقة , 60% )1.5عزلات الادرار ,  بأســـتعمال ىلام الاكـــــاروز18

 ( .2سم\فولت
 

ال  الاسس الجزيمية لم اومة المضادات  [30]كما أرار
المعزولة مئ احدن مسترتيات  K.pneumoniaeالحيوية نر بكتريا 

البيتالاكتاميز بينها بركر بكيئ وجدوا انترار الجينات المرترة لانزيمات
ا بيئ العزلات ويعزن مل  ال   واس  ولكنها اوتمتت نممممر نسبة انترارـ

ا ترانية تنترر بمممركر اسرم عئ  كوئ الجينات المحمولة عممممم  بتزميدات
عئ اوتتف الجينات عئ بعضها نر نسبة  ري  عممية الا ترائ نضت 

 انت الها بعممية التحور.
 

 المصادر
[1]Manikandan C and Amsath A.(2013) Antibiotic 

susceptibility pattern of KlebsiellaPneumoniae 

isolated from urine samples.International Journal of 

Current Microbiology. APP.Sci Vol.2 No.8 

PP.330-337. 

[2]Brisse S, GrimontF,andGrimont P.A.D(2006) The 

Genus KlebsiellaProkaryotes 6:159-196 

CHAPTER3.3.8 

[3]Hackstein H, Kranz S, LippitschA,Wachtendorf A, 

Kershaw O,  Gruber A.D, Michel G, Lohmeyer J, 

Bein G, Baal N and Herold S.(2013) Modulation of 

respiratory dendritic cells during 

KlebsiellaPneumoniae infection . Respiratory 



P- ISSN  1991-8941 ,  E-ISSN 2706-6703                 (JUAPS)                                                       Open Access        هجلت جاهعت الانبار للعلوم الصرفت                    

2015 ,( 9), ( 1 ) :60-66 

 

06 

Research :14:91 PP. 1-11 http:// respiratory-

research.com/ content/14/1/91. 

[4]Fang C.T., Shan Y.L.,Wen C.Y., PoR. H., Kao 

L.L.(2010). The Function of wzy-k1 (maga) the 

Serotype K1 polymerase Gene in klebsiella 

pneumonia CPS Gene cluster. The Journal of 

Infections Diseases. 201:1268-1269.   

[5]Al-Jailawi M. H, Zedan T.H and Jassim K.A, 

(2014). Multiplex PCR Assay for Identification of 

Klebsiella pneumonia. Int.J.Pharm .Sci. Rev .Res 

.,26(1) No.18 Pages: 112-117. 

[6]Aher, T, Roy ,A. and Kumar P( 2012). Molecular 

Detection of Virulence Genes Associated with 

Pathogenicity of Klebsiella spp. Isolated from the 

Respiratiry Tract of Apparently Healthy as well as 

Sick Goats. Israel Journal of Veterinary Medicine 

Vol. 67(4) .PP. 249-252. 

[7]Abdul RazzaqM.S,Trad J.K and Al-Maamory E .H 

.KH. (2013). Genotyping and Detection of Some 

Virulence Genes of Klebsiella pneumonia Isolated 

from clinical Cases. Medical Journal of Babylon 

Vol.10,No.2,PP.387-399. 

[8]Zamani A, Mashouf R.Y, Namvar A.M.E and 

Alikhani M. Y.(2013). Detection of magA Gene in 

Klebsiella spp. Isolated from Clinical Samples 

.Iranian Journal of Basic Medical Sciences 

;16(2),PP. 173-176. 

[9]Turton J.F, Perry C, Elgohari S and Hampton 

C.V(2010).PCR characterization and typing of 

Klebsiella pneumonia using capsular type- specific, 

variable number tandem repeat and virulence gene 

targets. Journal of Medical Microbiology, 

59;PP.541-547. 

[10]Fevre C, Passet V, Detetoile A, Barbe V, Frangeul 

L, Almeide A.S, SansonettiPh, Tournebize R and 

Brisse S(2011).PCR-Based Identification of 

KlebsiellaPneumoniae Subsp. Rhinoscleromatis, 

the Agent of Rhinoscleroma . PLOS NEGLECTED 

TROPICAL DISEASES VOL.5,Issue 5,e1052 pp. 

1-7. 

[11]Ahmed O.I, EL-Hady S.A, Ahmed T.M and 

Ahmed I.Z (2013). Detection of blaSHV and 

blaCTX-M genes in ESBL producing Klebsiella 

pneumonia isolated from Egyptian Patients with 

suspected nosocomial in fections .The Egyptian 

Journal of Medical Human Genetics ,14, PP.277-

283. 

[12]Cortes G, AstorzaB.d, Benedi V .J and 

AlbertiS(2002). Role of the htrA Gene in Klebsiella 

pneumonia Virulence.INFECTION AND 

IMMUNITY.Vol.70 ,No.9 PP. 4772-4776. 

[13]Ibrahim Y.M (2013) Attenuated HtrA-mutant of 

streptococcus pneumonia induces protection in 

murine models of pneumococcal pneumonia and 

bacteraemia.African Journal of Microbiology 

Research Vol.7(3), PP. 237-244 

[14]Bergeron M. G and Kee D.(2001). New DNA-

Based PCR Approaches For Rapid Real-Time 

Detection and Prevention of GBS Infection In New 

borns and Pregnant women. J.Molec.Medi.;3:1423. 

[15]Macfaddin, J.F.(2000).Biochemical Tests for 

Identification of Medical Bacteria. 3rd ed. 

Lippincott,Williams and Wilkins. Philadelphia 

.London. 

[16]Prescott ,L.M.;Harly, J.P.and Klein, D.A. (1996). 

Microbiology, 3
rd

 ed., The McGraw-Hill 

Companies, Inc., U.S.A. 

[17]Vandepitte J, Engback K., Piot,P. and Heuck 

C.C.(1991).Basic Laboratory Procedures in clinical 

Bacteriology. WHO, Geneva.,PP: 78- 110. 

[18]Holt , J.J., Krieg , N.R., Sneath , B.H.A., Staley 

,J.T. and Williams ,S.T. (1994).Bergey’s manual 

determinative bacteriology. 9th Ed. Williams and 

Wilken , Baltimore , PP.175-248. 

[19]CLSI, (Clinical and laboratory standars in statute) 

(2007). Performance standard for antimicrobial 

susceptibility testing; seventeenth informational 

supplement M100-S17. Vol. 27 No (1). 

[20]Woodford, N.; ward, M.E.; kanfmann, M.E.; 

Fagan, J.; James, D.J.; Johnson, A.D., warner, R.; 

pearson, A.; Leach, J.S.; warren, M and Livemore, 

D.M. (2006).Molerular characterization of 

Escherichia coli isolates producing CTX-M-5 

extended spectrum B-Lactamases (ESBLs)in the 

united kingdom. Health protection Agency., 57: 

154-155. 

[21]Petite, p.l., schneeberger, p., lidala, V., Butter, M., 

Wamola, IA. (1991). Bacteriology of infections in 

aural tropical area of Kenya: isolates and antibiotic 

Susceptibility. (abs). East. Afr. Med. J., 68 (7): 

500-6. 

[22]Cortés G., de Astorza B., Benedi V.J andAlberti S. 

(2002).Role of the htrA Gene in 

Klebsiellapneumoniae Virulence.Infection and 

Immunity; 70(9) pp 4772- 4776. 

[23]Regue, M., Hita, B., Pique, N., Izquierdo, L., 

Merino, S., Fresno, S., Benedi, V. J., and Tomas J. 

M.: A Gene, uge, Is Essential for 



P- ISSN  1991-8941 ,  E-ISSN 2706-6703                 (JUAPS)                                                       Open Access        هجلت جاهعت الانبار للعلوم الصرفت                    

2015 ,( 9), ( 1 ) :60-66 

 

00 

K.pneumoniaVirulence. Infect. Immun. 54–61, 

2004 

[24]Lin H. An ,HuangYa. Li, Yeh K. M, Siu L.K, Lin 

J.Ch and Chang F.Y,(2014) Regulator of the 

mucoid phenotype A gene increases the virulent 

ability of extended- spectrum beta-lactamase- 

producing serotype non-K1/K2 Klebsiella 

pneumonia .Journal of Microbiology ,Immunology 

and infection (2014) xx,1-8. 

[25]Gonza´ lez-Zorn, B., Catalan, A., Escudero, J. A., 

Dominguez, 

L,Teshager,T.,Porrero,C.andMoreno,M.A.(2005).G

enetic basis for dissemination of armA.JAntimicrob 

Chemother.56,583-585. 

[26]Galimand, M., Courvalin, P. & Lambert, T. 

(2003). Plasmid-mediatedhigh-level resistance to 

aminoglycosides in Enterobacteriaceae due to16S 

rRNA methylation.Antimicrob Agents Chemother 

47, 2565–2571. 

[27]Yan, J. J., Wu, J. J., Ko, W. C., Tsai, S. H., 

Chuang, C. L., Wu, H. M., Lu,Y. J. & Li, J. D. 

(2004). Plasmid-mediated 16S 

rRNAmethylasesconferring high-level 

aminoglycoside resistance in Escherichia 

coliandKlebsiellapneumoniaeisolates from two 

Taiwanese hospitals. JAntimicrobChemother 54, 

1007–1012. 

[28]Yang Zhang,1 Hua Zhou,1 Xiao-qiang Shen,2 

Ping Shen,1 Yun-song Yu1and Lan-juan Li. 

Plasmid-borne armAmethylase gene, together with 

blaCTX-M-15 and blaTEM-1, in a 

Klebsiellaoxytocaisolate from China. Journal of 

Medical Microbiology (2008), 57, 1273–1276  . 

[29]Lin,Y.T., Yuan,Y. J., Chen ,T. L., Chang,P. F. 

(2010). Bacteremic community-acquired 

pneumonia due to Klebsiellapneumoniae: Clinical 

and microbiological characteristics in Taiwan, 

2001-2008. BMC Infectious Diseases, 10:307. 

[30]Li B., Yi Y., Wang Q., Woo P.C.Y., Tan L., Jing 

H., Gao G.F and Liu C.H. (2012). Analysis of Drug 

Resistance Determinants in Klebsiellapneumoniae 

Isolates from a Tertiary-Care Hospital in Beijing, 

China. PLoS ONE 7(7): e42280 

.

 

 

Use Multiplex PCR For Detection of Some Virulence Genes of  Klebsiella 

Isolated From Different Environmental loci. 
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Abstract:- 

This study includes collected of 399 samples from different sources included clinical and non clinical samples. 

293 clinical samples (urine, wounds, burns, stool, sputum). Non- clinical samples included 106 samples (water, soil) 

from November 2014 through February 2015. 51 samples were diagnosed as K. pneumoniae using phenotypic, 

biochemical and cultural diagnosis features and definitely diagnosed with API20E and vaitek test. Results of antibiotic 

resistance against different antibiotics showed that K. pneumoniae isolated from clinical and non- clinical samples 

varied  in their resistance to these antibiotics and all isolates were sensitive 100% to Imipenem. A number of specific 

primers were designed to detect bacteria by using distinct gene and also to detects resistance to antibiotics using 

multiplex PCR technology for the presence or absence of 8 genes(magA, rmpA, htrA, Uge-1, gent-2,blaCTX, terA-

1,StrA-2) that encodes for main virulence factors to diagnose K. pneumoniae. The result showed that that 45 isolates 

had rmpA which might be used as detection marker, in the same reaction of multiplex PCR detection of 4 genes 

related with resistance to different antibiotic groups(StrA,terA,blaCTX,gent-2) were done all K,pneumoniae contained 

StrA gene. According to this study we can concluded that multiplex PCR can use to distinguish isolated bacteria from 

different sources more correctly and also to determine its antibiotic resistance that are widely used in short time and 

little effort without need to routine testing. 


