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 لتشخيص بعض جينات الضراوة لبكتريا Multiplex PCR استخدام تقنية        
Klebsiella sp.  بيئية مختمفة مواقعالمعزولة من. 
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شممممت السممريرية والسيممر سممريرية حيممث عينممة مممئ بيمممات موتمتممة والتمم  933تضمممنت  الدراسممة جممم   
سممريرية االتربممة والميمما ا ن ممد كممائ  حممرو و وممروجو  شمم ا اممما السيممر عينممة سممريريةاادرارو جممروحو339جمعممت 
عزلمممة  26.تممممم تشممموي  3062ولسايمممة شمممبا   3062عينمممة ومممتر التتمممرة ممممئ تشمممريئ ال مممان   601مجموعهممما

سمتودام  مر  التشموي  الممممةهرية والمممزرعية والكيموحيويمة بأK. pneumoniae بكمتيرية تعممود الممم  بكتريمممما 
.أةهمرت نتماما اوممتبار م اوممممة  vaitek2التايتم  وبأسمتودام جهماز API20Eوتم تأكيمد التشموي  بأسمتودام 

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

.صمممت عممدد مممئ المممبادمات المتوصصممة Imipenem% ن م  لممضماد الحيمو  600البكتريما حساسمة وبنسمبة
ت بأسممتودام ت نيممة لمممممكشف عممممئ البكتريمما بمممماستودام جمميئ مميممز نيهمما والكشممف ايضمما عممئ م اومتهمما لممضممادا

لمكشف عمئ وجمود او ايماب  مانيمة انموان ممممئ الجينمات  Multiplex PCRتتاعممر البممرة الممتسمممسمم  الممتعدد 
magA, rmpA ,htrA ,Uge-1 ,gent-2, blaCTX ,terA-, StrA-2  المشمترة لعواممر الضمراوة

لمحتمو  الجينم  بميئ العمزلات ن مد .واةهمرت النتماما وجمود تبمايئ نم  اK. pneumoniaeالرميسمية لتشموي  
تشويصم  ونم  نتمس التتاعمر تمم  والمم  يمكمئ ائ يتومم كم شمر rmpAعزلة بكتيرية عمم  الجميئ 22احتوت 

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

ممموتمتة  الدراسة يمكئ است مار ت نية البممرة التسمسمية المتعددة كوسيمة لممتمييز الممبكتريا المممعزولة مممئ ممممصادر
بصورة د ي ة وتشوي  م اومتها لممضادات الحياتية الشامعة الاستعمار بو ت  صير وجهمد ا مر دوئ الرجمون 

 .ال  التحوصات الروتينية المعرونة

 

 الكلواث الوفتاحيت:
multiplex PCR,  
antibiotic resistance,  
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 المقدمة
 السالبة البكتيرية الأجناس أك ر بيئ مئ الرموية الكميبسيت تعد

 ماكئام ن  الرموية الكميبسيت . وتنتشر[1] للأمراض المسببة ممرامكم لمموئ
م والنباتات والميا  التربة مم وـ البيمة مئ واسعة  أصبحت مماالبكتريم مممم وـ
 . [ 2]الصناعية الصممممممممرف ميممممما  تس  
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مممم  العدو  تسبب ت ممال المهمة الانتهازية الممرضات ئمممم  وـ
 مراضالأمم وتسبب ممماةالحي تهدد والتمممممم  المستشتيات مممئ المكتسبة
 تصيب الممت  والالتهابات الممدم مجر  كالتهاب المكتسبة السريرية
 الكمبسيت تلاتممس وائ المركزة العناية مداتوحممممم نمم  المممودج الأ ممتار

 صمة ومات متزايدة وأصبحت الأدوية مممممئ لعمممدد م اوممممممة رمويةممممال
 الويارات جعر  الم ت د  مما العالم انحممماء جمي  ن  ال بية بالمشاكر
 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 ن  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 مجر  ال  والتسمر لممضيف  مممالمناع الجهاز مئ التهرب
 همموا يمالم زوجيهمممال ر ممن هريةالمة صتهممال وواصة الانسجه ازو

[4]Hyper mucoviscosity phenotype. م مممعالبكتريا  وزنمممتت 
 البول  والجهاز gastro intestinalهضم ممال الجهاز  ممممن واس  ا ن م

urinary tract التنتس  جهازممموال respiratory tract تمموجد مل ممموك 
 الأنتهازية العدو  تسبب وـ  الاصحاء الاشوا  لممممممد   بيعية بصورة

 الجهاز التهاب الممرض ـما ويسبب المستشتيات دو ممع ̋وصوصا
 ةمالناج الاور  الأمراض ئممموم الرمو  الالتهاب م ر الحاد التنتس 

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

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

 مادةمموال زوجةممالم مةمممسمممس أوتبارات  ممممنم الأيجابية النتاما بواس ة
 اريدممممسك ئممم جزءا يعتبر الجيئ مممماوـ  mucoviscosityالموا ية
 ن  ويساـم  K1المصم  نم مممممبال رتب ممالم polysaccharide المحتةة
 الضراوة جيئ بأنهmag Aالجيئ تحديد مممت ل د. [6] البكتريا نوعة
 تايوائ ن  للأمراض مبةالمسب الستلات ممم نم بالمزوجة المرتب  جيمئممموال

 ممممئ عامر بأعتبار  الجيئ ـما وصف و د الكبد لت رحات والمتسببة
 مم ن 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 الكشف وتم الرموية الكميبسيت ن  المرضية الستلات ممممم ن معمممروف

 الكبد وراجات مئ مممةالمعزولمم الرموية الكميبسيت ن  العةم  السالبية ن 
 والبمعممة المصر  بر مممئ لم تر م ممماومة تكوئ والتممم  HIVم  والمرتب ه

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

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

 .[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  ممممالت الستلات
 rmpAائ اور  ناحيةئ مممممممو  .[5]الموا ية المزوجية ممر ن مأسممب مرفيع

 المصم  النم  وجممممممممممود م  م ارنة الضراوة مم ن ̋ انويا̋ دورا يمعب
K2,K1ممد الم  الةاـر  الموا   النم  مممينة المشتر الجيئ ـممممما وائ  
 .[7] البتزميد عم  او البكتريا كروموسوم عم  موجودا   يكوئ

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

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

 .[10]تركيبها ن  يدور الم  glucoronicالحامض
ا Cefotaximeلمسيتوتاكسيم ا الأنت ام  بتحممهاCTX-Mتتميز

 أنوان 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 م ن  Lipopolysaccharideتصني 
 الجين  التحمير الرموية .أئ الكميبسيت لضراوة الجديدة الأليات مممئمويعد

م HtrAجيئ نممم  نوا ر ممودوج حددت الم ترة لمكروموسومات  وممممممممموـ
 ـما ممراتتم  وائ الحية الكامنات مئ موتمتة مموانان ضراوة ن  يشار 
  يد عم  الب اء عم   درتها ن  وتاضاممأن أةهرت الانوان ـم  ن  الجيئ
 للأجهاد الحساسية مممادةزيم بسبب ربما الكبيرة التاجات نم  الحياة

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

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

 المواد وطرائق العمل
 -جمع العينات وتشخيص العينات:

ممت مممم  شمممات موتمتة والتمممممئ بيممممة ممما عين933تم جم  ا
عينة مئ حالات سريرية  339حيث جمعت  سريرية سريرية والسيرممممال

 ش امئ  مستشت   حرو و جروحو وروجو موتمتة شممتاادرارو
والميا اجمعت  الرماد  التعميم  العام اما السير سريرية شممت االتربة
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وتمتة ولمتترة الوا عه مئ تشريئ ال ان  مممعينة مئ اماكئ م 601
. واجريت التحوصات الزرعية 3062شبا   ولساية شهر3062
ة المتبعة عالميا جهرية والكيموحيوية اعتمادا عم  المصادر العمميمممموالم

  استودام نةام مممماضانة ال[16]و [14],[15],لتشوي  البكتريا
API20E  واويرا تم استودام التشوي  الكيموحيو  باستودام جهاز

vitek2  ومئ  م اوتبرت م اومة العزلات البكتيرية لممضادات الحياتية
زلات ممد  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 شركة 

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

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

 عزلة بكتيرية الت  تم تشويصها مسب ا.26
 

 -البادئات المستخدمة:
صممت عدة بادمات نوعية والت  تم تصميمها بشكر وا  لهم  

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

Uge, magA, rmpA, gentamycin, terA, blaCTX, StrA ا
مئ شركة  اLyophilizedهزت بشكر مسحو  مجتداممممت  جمممممموال

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

 .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 

 
اعل البممرة المتسمسل التحري عن الجينات البكتيرية باستعمال تف

Multiplex PCR:- 
 DNAمزيا التتاعر الرميس   السير حاو  عم  الم  حضر

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

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

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

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

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

 .ا لمكشف 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 تشوي   ئ المصادر السريرية والسيرممم
صادر موتمتةاادراروحرو و ممئ ممممممعزولة مممممكم  والممممجمون العينات ال

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

وكمل  استودم API20Eاستودام نةاموالمجهرية والكيموحيوية وب
المجهر  والتصبيغ بصبسة كرام  التح .ام اةهر vitek2جهازالتايت 
او مزدوجة  ات  صيرة سالبة لصبسة  كرام مرتبة بشكر متردمممبانها عصي

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

مضادا حيويا.اعتمادا عم    رمن  ة 63تجاة K.pneumpniaeبكتريا 
داور الت بي  المحي ة با را  ـم  المضادات ومئ  م م ارنتها م  الج

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

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

ربة والميا  كانت م اومة لاامب المضادات الحيوية واوتمتت شممت الت
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  والعشوام  لممضادات الجر ومية و مة الوع  الصح  بالأضانة 
ما  ال  استودام مع مات عشوامية مئ  بر السكائ لتع يم ميا  الشرب وـ

  K.pneumoniae ن  ستلات بكتريا ي 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  شممت البادمات الاربعة المستودمة لمتعرف ومجموعتيئ

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

ا ةهور الجيئ التشويص  اضانة ال  جينات 6الموضحة ن  الصورةا
ان  جمي  gent-2,Uge-1,terA-1البوادئ لممضادات الحيويةا

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

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

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

تمتم   K.pneumoniaeلممحتةه ومتعدد السكرايد الشحم  نائ بكتريا 
اليات اور  لم اومة التا يرال اتر ن  نةام المتمم وتشمر تم  الاليات 

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

العزلات البكتيرية يدر عم  حممها لاحد عوامر الضراوة الت  لها دور 
كبير ن  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 شممت الجينات اما المجموعة ال انية
StrA, blaCTXحيث تبيئ بانه عند دما ـم  الجينات ن  تتاعر  ا

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

اور  اعتمادا عم  نون 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 اشار اليهابتزميد ا تران  كبير ا

مئ الصتات التشويصية وتدر ال  ائ العزلة مات  rmpAالعزلات لجيئ
 rmpAجيئ ممحاممة لممممومعةم العينات ال. K2[26]نم  مصم  نون 

ما ي blaCTXتحمر ايضا جينات انتاج انزيم   27] اب  ما اشار اليةموـ
 بالنم  ـومحددmagAجيئ مممموائ امتت  العينات ل.[28],[
ويرتب  بالصتة نر  المزوجية الموا ية نتحة مئ وتر K1المصم 

ـم  النتاما الحصور عم  نسبة  ميمة مئ البكتريا تابعة لمنم  المصم  
K1   وتسمب النم  المصمK2 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 أشار
المعزولة مئ احد  مستشتيات  K.pneumoniaeالحيوية ن  بكتريا 

البيتالاكتاميز بينها بشكر بكيئ وجدوا انتشار الجينات المشترة لانزيمات
ا بيئ العزلات ويعز  مل  ال   واس  ولكنها اوتمتت نمممم  نسبة انتشارـ

ا ترانية تنتشر بمممشكر اسرن عئ  كوئ الجينات المحمولة عممممم  بتزميدات
عئ اوتتف الجينات عئ بعضها ن  نسبة  ري  عممية الا ترائ نضت 

 انت الها بعممية التحور.
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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. 


