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 البحث معلومات
 2318/  4/  33تأريخ الاستلال: 

 2318/  1/  14تأريخ القبول: 
 

 الممخص
( عيناة ترباة، خِّصتصات العاالت النامياة  59( عيناة ماا  و   71عينة بيئية من التربة والماا     131جمعت 

 51بعد ارعها عمى الأوساط الارعياة الصاصاة ومظحظاة الصااات المظهرياة والمجهرياةت نظهارت نتاائ  با ن 
عالااة ماان التربااة  18% و52.4عالااة ماان المااا  بنساابة  33، وبواقاا  %4559 بنساابة E.coliعالااة تعااود  لااى 

مضاادات حيوياة مان المضاادات المصتمااة وقاد تااوتات  9دِّرِست حساسية العالت البيئية لاا .  %37.5بنسبة 
العاااالت مااان حياااث المضاوماااة لممضاااادات الحيوياااة، بينماااا كانااات نعماااى نسااابة مضاوماااة لمعاااالت البيئياااة لمضااااد 

cephalexin 8154%، ي مضاوماااة لمضااااد بينماااا لااام تظهااار العاااالت البيئياااة نAmikacin  ومضاوماااة بنسااابة
اعتمااااادا عمااااى  E.coliعالااااة بيئيااااة ماااان عااااالت 24وقااااد انتصباااات  .Chloramphenicol% لمضاااااد 555

مضاومتهااا العاليااة لممضااادات الحيويااة ولمعرعااة التنااوع الااورا و لهاا ا العااالت ودراسااة المةخاارات الورا يااة بتضنيااة 
PCR مسااااامة الااااااوهاااااو ر مةخااااارات التضااااااع  العخاااااوائو لسDNA Randomly Amplified 

Polymorphic DNA (RAPD)).  وقاااد اسااات مرت هااا ا المةخااارات عاااو كخااا  التبايناااات الورا ياااة باااين
عميهااااا عااااو مةخاااارات ال  PCRالنااااواع ا  تاااام عااااال مااااادة الاااادنا ماااان الصظيااااا البكتيريااااة  اااام نااااا ت تااااااعظت 

RABD نظهاارت هاا ا البادئااات حامااا  روا وقاادماا   ااظث بااوادئ عخااوائية وماان  اام ترحيمهااا عمااى هااظم الأكااا
 اام ندصماات  polymorphic bands، وحامااا متباينااة المواقاا   Monomorphic bands"متما مااة المواقاا 

 NTSYS-PC version 2.02 البيانات التو تم الحصول عميها  لى الحاساوب ووعاق البرناام  ااحصاائو 
 الصاص به ا النوع من الدراساتت

العالت الكممات المفتاحية:  
، تضنية E.coliالبيئية، جر ومة 

RAPD 
 المراسمة مع:

 شيماء منشد مرشد الاسم:
 البريد الاليكتروني:

 
 رقم الهاتف:

 
  

 

 المقدمة
عاو الترباة والبيئاة المائياة وهاو التماوث البارااي الخاريكيا الضالونياة تتواجد 

 Polymeraseتضنياة تااعال البممارة المتسمسال  ونظرا لما تمتااا با  (1 

chain reaction  عضاااد اساااتصدمت  العالياااة الصصوصاااية والسااارعةمااان
، ويعااد التناوع الااورا و نحاد الجوانااب الأساسااية  (2  ملمتحاري عاان الجارا ي
( التااااااو تعناااااو التنااااااوع الموجااااااود بااااااين Biodiversityلمتناااااوع الحيااااااوي  

الأحيااااااا  المصتماااااااة كالكائنااااااات الدقيضااااااة عااااااو مجتمعاتهااااااا الطبيعيااااااة ونن 
اً لمحااااظ المحاعظااة عمااى مسااتو  عااالن ماان التنااوع الحيااوي ضاارورية جااد

 عمى النظام البيئوت
مااان الجااارا يم واساااعة النتخاااار عاااو الطبيعاااة عهاااو توجاااد عاااو  E.coli ان

التربة والمياا السطحية ا  انها تطرح ما  ااائظ النساان والحياوان بخاكل 

 اباات عهااو تتواجااد عااو التربااة الممو ااة ببااراا النسااان والحيااوان وهااو ماان 
دم كاحااااااااد الاااااااادلئل التااااااااو تسااااااااتص Coliformsمجموعااااااااة الضولونيااااااااات 

لتحديد صظحية المياا مان الناحياة  Indicator bacteriumالجر ومية 
الصاحية ويعااد وجودهااا احاد المةخاارات لتواجااد احياا  مجهريااة اصاار  ماان 

 وقاااد اسااات مرت صااااة ايخاااريكيا ت(3  والاايروساااات والبتااادائيات الجااارا يم
الضولااااون عااااو تواجاااادها الاااادائم والمميااااا عااااو المعااااا   اي عااااو البااااراا( ، 
وقابميتهااااا عاااال السااااتمرار عااااو هاااا ا الوجااااود صااااارج المعااااا  ماااان صااااظل 
مضاومتهااااا الظاااارو  البيئيااااة المصتماااااة التااااو قااااد تواجههااااا لاتاااارة معينااااة ، 
وبخاااااكل صااااااص عناااااد وصاااااولها الاااااى مصاااااادر ميااااااا الخااااارب او ال ااااا ا  

حدوث تموث لها بالبراا عو اساتصدام ها ا الصااة  كالحميب او ايرا، بعد
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،  جارا يمها ا العو الكخ  عن ه ا التموث عو ه ا البيئات بدللة وجاود 
الضولونياة تنتخار بك ارة عاو بيئاة المستخاايات  جرا يملوحظ ان انواع الوقد 

وبما انها انواع معوية عان  لك يدعو باان كال مان ال ا ا  والماا  وامعاا  
 4)  ث بهاا ين عاو المستخاايات تعاد المصادر الهام لمتماو المرضى الراقد

العدياد مان الصاابات المعوياة وهاو ماان  E.coliحياث تتسابب ساظلت 
اك ر المسببات خيوعا لظمراض الناجمة من المياا والا ياة الممو اة عاو 

ممياااااون اصاااااابة بحاااااالت  651 البمااااادان النامياااااة، عهاااااو تسااااابب سااااانويا 
دون الصامسااة ماان العماار ، كمااا انهااا تعااد ماان  السااهال صاصااة لظطاااال

لصااااار  اهمهاااااا اصاااااابات المساااااببات الرئيساااااية لمعدياااااد مااااان الصاااااابات ا
لعديااااااد ماااااان المةخاااااارات الورا يااااااة ا توجاااااادت (U.T.I)(5الجهاااااااا البااااااول  

تخااااترك بمواصاااااات عامااااة ولكاااال منهااااا  PCRدة عمااااى تضانااااة ال المعتماااا
اصتياااار المةخااار اماااا اهااام السااام التاااو ياااتم بموجبهاااا  ،ومسااااوئمحاساان 

دون الصاار هااو ان يكااون المةخاار سااهل التطبيااق، واياار مكماا ، وعنااد 
ومان باين ها ا المةخارات مةخارات  العاادة يعطاو قابمياة تكارار صاحيحة
 ت(RAPD)ال  التضاع  العخوائو متعدد الخكال

 الهدف من الدراسة:
مصتماااااة بيئااااة  عينااااات عااااال وتخااااصيص بكتريااااا اليخااااريكا الضولونيااااة ماااان

تهااااا لاااابعض المضااااادات التحااااري عاااان مضاوم، و  التربااااة والمااااا (بتتم اااال 
تحدياد التناوع ل( RAPD-PCR  بتضنياةدراساة جايئياة الحياتية  ام اجارا  

 تلهاالورا و 
 العمل طرائقالمواد و 

 راولًا: جمع العينات
ترباااة    عيناااة مااان بيئاااة59بواقااا  ترباااة بيئياااة مااان العيناااة  131 جمعااات

الممو ااة ببااراا النسااان والحيااوان( وامااا عينااات اارع والحاادائق والتاارب مااال
و لاااك مااان  ة، خاااط(عيناااة  بحيااارة ، بركاااة، سااااقي71الماااا  عضاااد تضااامنت 

مظبباة  انابياب اساتصدمتوقاد  مناطق مصتماة من داصل مديناة كركاوك ت
مان مديناة  خممت المنااطق البيئياةو  (Sterial plane tubesمعضمة   –

نهااار الصاصاااة جااااي الااا ي يمااار مااان مركاااا مديناااة عضاااظً عااان  كركاااوك
موقعاً لجم  عيناات الميااا والترباة وبواقا   22مايضارب  ا  حددكركوك ، 

عينااات لمموقاا  الواحااد وبعااد عمميااة الجماا  نضماات العينااات   6الااى  5ماان 
مااا  ت وخاااممت منااااطق ج مباااردةالاااى المصتبااار مباخااارة بواساااطة حاوياااة  

 –الضورياة  –المصامى  –تساعين  –ة ارناطاالعينات من الحيا  التالية  
 –الواسااطو  –الصاايادة  –واحااد ا ار  –دوميااا  –الضادسااية  –العسااكري 
 –العروبااااااااة –النصاااااااار  –عرعااااااااة  –المااااااااام  –الخااااااااورجة  –رحاااااااايم اوا 
 الصضرا (  –المعممين

 تشخيص العزلات البكتيرية : ثانياً: 

Identification of Bacterial Isolates 

   -_التشخيص البكتريولوجي الاولي: 1
خصصااات المساااتعمرات النامياااة عماااى ساااطة الوسااااط الارعياااة الصاصاااة 
 بالارع الولو مبدئياً بالعتماد عمى الصاات الارعية مان حياث الخاكل،

، وتحمااال الااادم عماااى وساااط اكاااار الااادم وتصميرهاااا الحجااام، الماااون،  الضاااوام
اهرة العاااااااا  ونكو ، وظااااااااسااااااااكر الظكتااااااااوا عمااااااااى وسااااااااط اكاااااااااد الماااااااااكل
 Swarming كمااااااا درساااااات صاااااااات الصظيااااااا البكتيريااااااة عاااااان طريااااااق )

(  ام Gram stainالاحص المجهري و لك بعد تصابي ها بصاي ة كارام  
عحصااها تحاات العدسااة الايتيااة لممجهاار الضااوئو لمظحظااة حجاام وخااكل 

وقاااد  (6 الصظياااا البكتيرياااة وطريضاااة تجمعهاااا وتااعمهاااا مااا  صاااب ة كااارام 
وخصصاات  اسااتصدمت عاادد ماان الوساااط الارعيااة والكواخاا  والمحالياال 

اعتماااااداً عمااااى الصتبااااارات الكيموحيويااااة الصاصااااة بتخااااصيص الخااااريكيا 
  (8) .   (7وحسب ما ورد عو المصدرين  

 : اختبار فحص الحساسية لممضادات الحيوية2
راسااة ممضااادات الحيويااة عمااى العااالت قيااد الداجااري اصتبااار الحساسااية ل

( المعدلاة Kirby-bauer  methodبطريضاة القاراص وبحساب طريضاة 
( انااواع 9تاام اصتيااار 9)  والموصااوعة ماان قباال منظمااة الصااحة العالميااة 

 .(1كما موضة عو الجدول رقم   من المضادات الحيوية
 

 لممضادات الحيوية. E.coli( :اقراص المضادات الحيوية المستخدمة في اختبار حساسية الـ 1)رقم  جدول
 تركيز القرص الرمز المضادات الحيوية ت

 بالمايكروكرام
µg/disc 

 الشركة المصنعة قطر منطقة التثبيط القياسية بمممم
 مقاومة < متوسطة الحساسية حساسة >

1 Ampicllin Am 10 14 13-12 11 Bioanalyse 

(turkey) 2 Cephalexin cI 30 18 17-15 14 

3 Amikacin Ak 30 22 21-20 21 

4 Gentamicin Gn 10 23 22-20 19 
5 Tobramycin Top 10 23 20-22 19 

6 Ciprofloxacin Cip 5 21 20-16 15 

7 Nitrofurant F 300 17 15-14 13 
8 Chlorampheicol C 30 17 16-14 13 

9 Trimethoprim Tmp 5 16 15-11 10 
 

 RAPDثالثاً : تفاعلات الــــ
بيئيااااة لجاااارا  اصتبااااار  ( E.coliعالااااة    24ااااا  DNAاصاااا ت عينااااات 

 RAPD عميهاا ، وتام اجارا  تاااعظت الاا )RAPDبالساتناد عماى ). 

(10)  
 (Primer selectionالبادئات المستخدمة في الدراسة )

 Alpha  ا  تااام تحضاااير محاليمهاااا الصايناااة حساااب تعميماااات خاااركة

DNA باساتعمال الماا  2قام  ر ( المجهاة لها وكما موضة عو الجدول )
بيكولول/ماااااايكروليتر، 111 المضطاااار الظايااااونو لمحصاااااول عمااااى تركيااااا 

وبإضاااعت   مااايكروليتر ماان المحمااول الصاااين لكاال بااادي  11و لااك باصاا  
مايكروليتر من الماا  المضطار الظنياونو، ومااج جياداً وحااظ عاو  91الى 

 ال ظجة  لحين الستعمالت 
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 Alpha)( يوضح البوادئ ، وتسمسمها  والشركة المنتجة 2جدول رقم )

DNA)  10تركيزبو picomol 
 ت اسم البادئ تسمسل البادئ

AAGGCGGCAG OPI-06 1 

GGTGACTGTG OPE-16 2 

GTCGCCGTCA OPD-3 3 
 

1-  Accupower  PCR  master  Mix  
 Accupower  PCR.Masterاستصدمت الطريضة المرعضة ما  العادة  

Mix  وحسااب تعميماااات الخاااركة المصااانعة )Bioner واجاااري التااعااال )
 مايكروليتراً ت  21بحجم 

 طريقة العمل  -2
تم ضبط تركيا الدنا عو كاعة العينات المدروسة لمحصاول عماى التركياا 

( 50ng-25( ويكاون تضريبااً مان RAPDالمطموب لجارا  تاااعظت ال 
 تاام تحضااير صماايط التااعاال الرئيسااونااانو ااارام / مااايكروليتر لكاال عينااة، 

 Master Reaction ماااااايكروليتر ماااااان الاااااادنا  3( و لاااااك بإضاااااااعة
الااى النبوبااة الحاويااة عمااى صماايط التااعاال  ادئماان كاال باامااايكروليتر 2و
 Master  Mix) كماال الحجام النهاائو لمتااعالل اضاعة الما  المضطر 

ادصماااات انابيااااب التااعاااال الااااى جهاااااا المبمماااار  تمااااايكروليتر 21 ليصاااابة
( لجاااارا  التااعاااال التضاااااعاو وباسااااتصدام Thermocyclerالحااااراري  
دورة  45دقاااائق  ااام  5لاتااارة ° م 94التاااالو دورة واحااادة بدرجاااة البرناااام  

لدقيضااة واحاادة  اام ارتباااط البااادئ بدرجااة ° م 94تتاا ل  ماان مسااة بدرجااة 
واصيااارا عخاااارة ° م 72ولدقيضاااة واحااادة  اااام الساااتطالة عناااد درجااااة ° م 36

 دقائق لظستطالة النهائية وبنام الدرجة ولدورة واحدةت
 عماااى مااان الناااات ماااايكروليتر  5حجااام  ترحيااالبعاااد انتهاااا  وقااات التااعااال 

 و بصااب ة بروميااد ال يااديوم لماادة  اام يصااب  1,5بتركيااا هااظم الكاااروا 
 (10) تE.graphظم باستصدام جهاا هتصوير البالتالو 

 -التحميل الاحصائي :
تم حساب معامل البعد الورا و وك لك معامال التخااب  ماا باين الأصانا   

التحميااال  اام نجااري  (،11ت  Nei’s 72المدروسااة باسااتصدام معاماال  
( وتم رسم مصطاط البعاد الاورا و ماا باين Cluster analysisالعنضودي  

 The unweighted pair group( 12 المدصظت باستصدام طريضةر 

method for the arithmetic average (UPGMA).ت نجريات 
 برناااااااام ر باساااااااتصدام بواساااااااطة الحاساااااااوبكااااااال التحاليااااااال ااحصاااااااائية 

Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis 

System 2.02 NTSYS-pc, 13   ت) 
 
 

 النتائج والمناقشة 
 اولًا: العزل:

 –الأمااكن العاماة  –من الترباة   تارب الحادائق  E.coliعالت جر ومة 
% بينما عالات 3553عالة وبنسبة  18الأرصاة ( بواق   –المستخايات 

النتيجااة ماا  مااا % ت وتتاااق هاا ا 6457عالااة بنساابة 33ماان المااا  بواقاا  
والتاااو اخاااارت الاااى ان نسااابة عاااال جر وماااة  (6  توصااامت اليااا  الباح اااة

E.coli  من التربة كانت اقل من نسبة عالهاا مان الماا  عضاد عالتهاا مان
% ت ان نسابة الضميماة 5455ومان الماا  بنسابة   )%1359   الترباة بنسابة

دة لأنا  المعاولة من الترباة تادل عماى  ان ها ا البكترياا ايار محباة لمبارو 
تاام عالهااا عااو عصاال الخااتا  ولهاا ا ظهاارت هاا ا النساابة الضميمااةت نمااا عيمااا 
يصاااص عيناااات الماااا  عضاااد جمعااات مااان ميااااا الأنهاااار والبااارك والساااواقو 
واتاضاات نساابة العااال التااو حصاامنا عميهااا عااو هاا ا الدراسااة  ماا  عاادد ماان 

المعاولااة ماان  E.coli  الدراسااات الأصاار  التااو نكاادت ساايادة جر ومااة 
المائياااة مضارناااة باااالأنواع البكتيرياااة الأصااار ت كماااا نظهااارت دراساااة البيئاااة 

التااو نجرتهااا عمااى مياااا راعااد الااااب السااال ونهاار الصاصااة الجاااي  (14 
تم اال نك اار الأنااواع  E.coliومياااا نبااار مدينااة كركااوك عضااد كاناات جاارا يم 

المعاولااة صااظل ماادة الدراسااة ممااا يةكااد وجااود تمااوث باارااي حااديث لممياااا 
 بخرية وحيوانيةت من مصادر 

  Identification التشخيص  ثانياً:
 التشخيص والفحوصات الكيموحيوية -1

عياااة عماااى الصااااات الار اعتماااادا"  البيئياااة E.coliتااام تخاااصيص عاااالت 
ا  تام تنميتهاا عماى اوسااط والاحص نلمجهاري والاحوصاات الكيموحيوياة 
 وعماى وساط اكاار الادم و تخصيصية مصتماة تتم ل بوسط اكار مااكونكو

اكااااار اليوسااااين اارق المي مااااين وتبااااين ان جمياااا  العااااالت تعااااود  وسااااط
 ت(E.coli 15 لبكتيريا 

المعزولـة   Escherichia coliيـا اختبار حساسية عـزلات بكتيـر -2
   بيئيا" لممضادات الحيوية

عالاة اتجااا  24والباال  عاددها  E.coliدرست حساسية عالت بكتريا   
مضادات حيوية لمعرعة مد  حساساية او مضاوماة ها ا العاالت اتجااا  9

هااا ا المضاااادات الحيوياااة الخاااائعة الساااتصدام والمتداولاااة عاااو المةسساااات 
الصااااحية عااااو معالجااااة ننااااواع مصتماااااة ماااان الصماااااج التااااو يتعاااارض لهااااا 
اانسااااان وقااااد تاااام تحديااااد مااااد  حساسااااية العااااالت لممضااااادات الحيويااااة 

عماااى قطااار منطضاااة الت بااايط المحيطاااة بااا قراص هااا ا المضاااادات  اعتماااادا"
وقاااد تباينااات  (16 مااا  الجاااداول الضياساااية الاااواردة عاااو ومااان  ااام مضارنتهاااا 

عااااو حساساااايتها لممضااااادات الحيويااااة  E.coliالعااااالت البيئيااااة لجر ومااااة 
 ر( 3رقم  ،كما موضة بالجدول المستصدمة قيد الدراسة الحالية
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 المعزولة بيئيا" E.coli( اختبار حساسية عزلات 3) رقم جدول
 المجموع الكمي العدد )%( S العدد )%( I العدد )%( R الحيوي المضاد ت
1 Ampicillin 14 (27.5) 1 (1.9) 36 (70.6) 51 (100) 

2 Cephalexin 41 (80.4) 8 (15.7) 2 (3.9) 51 (100) 
3 Amikacin 0 (0) 0 (0) 51 (100) 51 (100) 
4 Gentamicin 8 (15.7) 2 (3.9) 41 (80.4) 51 (100) 
5 Tobramycin 3 (5.9) 2 (3.9) 46(90.2) 51 (100) 
6 Ciprofloxacin 5 (11.8) 3 (5.9) 42 (82.3) 51 (100) 
7 Nitrofurantoin 2 (3.9) 0 (0) 49 (96.1) 51 (100) 
8 Chloramphenicol 0 (0) 0 (0) 51 (100) 51 (100) 
9 Trimethoprim 32 (62.7) 0 (0) 19 (37.3) 51 (100) 

R – Resistance        S – Sensitive            I – Intermediate 
 

ان الصتظ  عو نسب مضاومة الجرا يم لممضادات الحيوية قد يعاود الاى 
عاااادة نسااااباب ماااان نهمهااااا  نااااوع العااااالت واصااااتظ  مصاااادر العااااال ماااان 
الأساااباب التاااو ندت الاااى اصاااتظ  نساااابة المضاوماااة عااان بااااقو الأبحاااااث 
بااضااااعة الاااى حجااام العيناااة المدروساااة ت ان الأساااام الاااورا و لمضاوماااة 

ون ناتجااااً عااان وجاااود جيناااات مساااةولة عااان هااا ا المضاااادات الحيوياااة يكااا
المضاوماااة والمحمولاااة عماااى الكروموساااوم او عماااى البظامياااد والتاااو تخاااار 
لأنايماات مساةولة عاان تحطايم المضاادات الحيويااة وتحويمهاا الاى الخااكل 

ت كماااااا قاااااد تظهااااار البكترياااااا المضاوماااااة لمعدياااااد مااااان  (17 ايااااار الاعاااااال 
الا ي قاد  R-factorالمضاوماة المضادات الحيوياة كنتيجاة لنتضاال عامال 

يكاااون المسااائول عااان اياااادة المضاوماااة ا  تعاااد مضاوماااة العاااالت البكتيرياااة 
الأك ر من مضاد حيوي واحد من المخاكل الصطيرة والكبيارة مان الناحياة 
الطبيااة و لااك لصااعوبة اصتيااار العااظج المناسااب لممااريض وماان الأسااباب 

ل العخااوائو لممضااادات الرئيسااة لظهااور المضاومااة المتعااددة هااو السااتعما
الحيويااة دون العتماااد عمااى  جاارا  عحااص الحساسااية لهااا ممااا يايااد ماان 
عاااارص تكياااا  البكتريااااا ومضاومتهااااا لممضااااادات الحيويااااة المسااااتصدمة عااااو 

% مان المضاادات الحيوياة المعروعاة 91وبخاكل عاام عاإن  (18 العظج 
كاارام اياار قااادرة عمااى ت باايط الك ياار ماان نجنااام الجاارا يم السااالبة لممااون 

ويعااود هاا ا الااى طبيعااة جاادارها الصمااوي وامتظكهااا لمعديااد  E.coliومنهااا 
نتااج   Efflux pumpمان للياات المضاوماة م ال ننظماة الادعق الاعاال  وا 

ننايمااات التاااو تساااهم عاااو مضاوماااة العدياااد مااان نناااواع المضاااادات الحيوياااة 
 .(19 

 كشف التباين الوراثي:
 :RAPDتفاعلات الـ

 لدراساااة التبااااين الاااورا و باااين العاااالت البيئياااة ضااامن العاااالت المضاومااااة
، تااااااام اسااااااتصدام تضنياااااااة عالااااااة 42لممضااااااادات الحيويااااااة والباااااااال  عااااااددها
 ت(RAPD)التضاع  العخوائو المتعدد الخكال 

واعتمااااداً عماااى ظهاااور او عااادم   RAPDومااان صاااظل تحميااال نتاااائ  الاااا 
حجاااام الجايئياااة لتماااك ظهاااور حاااام التضااااع  وكااا لك الصاااتظ  عاااو ال

الحااام والتااو تصتماا  باااصتظ   عاادد المواقاا  المكممااة لتتابعااات البااادي  
عمااى خااريط الاادنا المجينااو وكاا لك تصتماا  باااصتظ  المساااعة بااين موقاا  

 ت(20 واصر
 : OPI – 06_البادئ 1

لمعاالت البيئاة  OPI – 06لمباادئ  RAPDاظهرت نتائ  تاااعظت ال 
( موقعاا لمحاام تراوحات احجامهاا الجايئياة ماا 14عضد اظهر ها ا الباادئ  

ورا ياة ماا عت اعداد الحام باين التراكياب ال، وتوا  bp(200-1500بين  
( حامة وقد كانت جميا  الحاام متبايناة ولام يظهار ها ا الباادئ 4-9بين  

( 145حاماة عامااة لمعينااات المدروسااة، حيااث بماا  عاادد الحااام المتباينااة  
 (ت  1  رقم الصورة حامةت كما موضة عو

 

 
لمكشف عن التنوع الوراثي باستعمال  PCR( ناتج تفاعل 1صورة رقم )

 OPI-06البادىء 
 

 :OPE-16:البادئ 2
 OPE-16لمباااااااادئ  RAPDيتباااااااين مااااااان صاااااااظل نتاااااااائ  تاااااااااعظت ال 

( موقعااااا لمحااااام، 13لمعيناااات البيئااااة عضااااد اظهاااارت النتاااائ  لهاااا ا البااااادئ  
، حيث تواعات  bp(250-1500 تراوحت الحجام الجايئية لها ما بين 

( حامة، وقد اظهر ه ا الباادئ حاماة 4-9اعداد الحام لمعالت ما بين  
ان ظهااور حامااة عامااة  bp(540عامااة لجمياا  العينااات بحجاام جايئااو  

لجمياااا  العينااااات المدروسااااة تاااادل عمااااى تخاااااب  المااااادة الورا يااااة عااااو تمااااك 
بموقاا   و الجينااو لكاعااة العااالت والتااو تخااترك  DNAالمنطضااة ماان ال 

حجم جايئو محدد وهو تدل عمى وجود تخاب  ورا او باين العاالتت وماا 
يمكااان مظحظتااا  ايضاااا ظهاااور حاااام لكاعاااة العيناااات ماااا عااادا العيناااة رقااام 

من مياا نهر الصاص  جااي  عناد ( الم صو ة 82( المتم مة بالعالة  15 
ر الراباا ( والتااو لاام تعطااو حامااة و لااك لعاادم وجااود موقاا  لرتباااط الجساا

ت  bp(1250جينو لها ا العالاة و لاك عناد الموقا   مالبادئ عمى الدنا ال
، وال ي اظهر وجود الحاام  bp(1500ك لك هو الحال بالنسبة لمموق   

( 113( المتم مااااة بالعالااااة  22عااااو كاااال العااااالت مااااا عاااادا العينااااة رقاااام  
رباااة منطضاااة حاااو تسااعينت وقاااد تباينااات بااااقو المواقااا  عاااو المعاولااة مااان ت

 تحامة 131الحام المنتجةت وقد بم  عدد الحام المتباينة 
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لمكشف عن التنوع الوراثي باستعمال البادىء  PCR( ناتج تفاعل 2صورة )

OPE-16 
 : OPD-03_البادئ 3

لمعينااات البيئااة  OPD-03لمبااادئ  RAPDاظهاارت نتااائ  تااااعظت ال 
( موقعااا تراوحاات احجامهااا الجايئيااة مااا بااين 14اظهاار هاا ا البااادئ  عضااد 

 1300-200)bp   1-5، وتواعاات اعااداد الحااام بااين العااالت مااا بااين )
حامااة وقااد تميااا  74 مااة، وكاناات جمياا  الحااام متباينااة وكااان عااددهاحا 

( 4( المتم مااة بالعالاااة  1هاا ا البااادئ بانتاجااا  لحامااة عرياادة لمعيناااة رقاام  
وتعااد هاا ا   bp(1250تربااة حااو الواسااطو عنااد الموقاا   المعاولااة ماان 

الحامااة صاااة تميياياا  لهاا ا العالااة عاان باااقو العااالت الصاار  عنااد  لااك 
الحجم الجايئو، وما يمكن مظحظت  هاو عادم اظهاار ها ا الباادئ لمحاام 

( المعاولاة مان ميااا نهار الصاصاة 82( المتم مة بالعالاة  15عو العينة  
( 102( المتم ماااااة بالعالاااااة  20( والعيناااااة  جااااااي  عناااااد الجسااااار الكبيااااار

المعاولة من مياا منطضة رحيماوا، ك لك ما يمكان مظحظتا  هاو اظهاار 
( المتم ماااة بالعالاااة 13هااا ا الباااادئ لحاماااة واحااادة لكااال مااان العيناااة رقااام  

 ( المعاولة من تربة حو الخورجة عو كركوكت78 
( المتم مااة بالعالااة 5وكاا لك العينااة رقاام   bp(2000و لااك عنااد الموقاا   

، اماا bp(500المعاولة من مياا حاو الواساطو و لاك عناد الموقا    37
باقو العينات عضد تباينت من حياث اعاداد الحاام واحجامهاا الجايئياة كماا 

 (ت3  الصورةموضة عو 
 

 
لمكشف عن التنوع الوراثي باستعمال البادىء  PCR( ناتج تفاعل 3صورة )

OPD-03 
 

تباينااا ورا يااا واضااحا  عااو هاا ا الدراسااة التااو اسااتصدمتاظهاارت البادئااات 
بااين العااالت المدروسااة حيااث نظحااظ ظهااور حامااة رئيسااة عامااة وحااام 

مميااة عرياادة وحااام ظهاارت عااو عينااات وااباات عااو عينااات اصاار  وكاناات 
ها ا الحااام بكال انواعهااا مصتمااة عااو احجامهاا الجايئيااة عكال هاا ا النتااائ  
تدل عمى كم التباين الاورا و باين العيناات المدروساة ا  ان حجام الضطعاة 

والااا ي يساااتند  RAPDالمتضااااعاة مااان السااام المعتمااادة عاااو مةخااارات 
الضالاب  DNAاقا  ارتبااط الباادئ عماى خاريط سمسامة ال الى بعد بين مو 

ا  ان البااادئ يااارتبط بمواقاا  مكمماااة لاا  وبناااا  خااريط جدياااد يمتااد الاااى ان 
الضالاااااااب  DNAيسااااااتوقا  موقااااااا  ارتباااااااطو اصااااااار او نهايااااااة خاااااااريط ال 
 annealingبالضااااعة الاااى عامااال الوقااات المحااادد لرتبااااط الباااادئ  

timeرتبااااط هاااو التاااو ستخااامل ( عالمنطضاااة المحصاااورة باااين ماااوقعو ال
حجام الضطعاة المتضااعاة كاون الباادئ سايكرر ارتباطا  بها ا المواقا  عاو 

 (21 كال دورا ليضاي  قطعاة دنااا جديادة تعمال قالبااا عاو الادورة الظحضااة 
وبمااااا ان تماااااك المواقااااا  منتخااااارة عمااااى المجاااااين بخاااااكل عخاااااوائو وتتااااا  ر 

مسااااتح ة التااااو بااااالت يرات الورا يااااة الناتجااااة عاااان الطااااارات التمضائيااااة او ال
مان العوامال المهماة  ك ينعكم عمى البعد بين موقا  واصارتحدث ع ن  ل

الصاار  التااو تساااهم عااو بنااا  حجاام هاا ا الضطاا  هااو نخاااط انااايم البمماارة 
( م ولا  نخااط صااص 70-80وال ي تتراوح درجة ععاليت  عو البنا  باين  

ياة اناايم ( نيوكميوتيدا عاو ال انياة لكال جائ35-100عو البنا  يتراوح ب  
 ا  يضي  الضواعد عند نهايةت

النتااااائ  التااااو حصاااامنا عميهااااا التباااااين عااااو الحجااااام الجايئيااااة  تضااااحواو 
لمحاااام الناتجاااة ا  يم ااال حجااام الحاماااة البعاااد باااين موقااا  واصااار لرتبااااط 
البادئ كما  كر اعاظا اي كمماا اادت المسااعة بينهماا كبار حجام الضطعاة 

عاادد تمااك المواقا  ويعااود الساابب المتضااعاة كمااا يتم ال عاادد تمااك الحاام ب
عو تباين اعداد حام التضاع  باستصدام كال باادئ الاى نتاائ  تاااعظت 

باستصدام بادئات عخوائية تتناسب م  حجم المجاين لمكاائن  RPADال 
ويرجاا   (22 الماادروم وكاا لك اعااداد النيوكميوتياادات لمبااادئ المسااتصدم 

عاة باااين عاااالت الساابب عاااو وجاااود اصتظعااات عاااو اعاااداد الحااام المتضاااا
الى وجود اصتظ  عو اعداد المواق  التو يتعار  عميهاا  E.Coliبكتريا 

الباااااادئ وكااااا لك عااااا ن اصاااااتظ  المسااااااعة باااااين موقااااا  واصااااار ياااااةدي الاااااى 
 الحصول عمى قط  الحجام الجايئيةت

ععندما يجد البادئ مناطق مخابهة ل  وعاو خاريط الادنا يتضااع  الناات  
ان الحاام  (24 ، كماا اكاد  (23 وعند تحميل النات  تظهر حاام مصتمااة 

هاا الجايئياة حجامالمتضاعاة التو تظهر هظم الكاروا والتاو تصتما  با
تعتمااااد عمااااى نااااوع البااااادئ المسااااتصدم، ا  انهااااا تااااة ر عمااااى حجاااام الحااااام 

ةت ان اصاااتظ  عااادد الحاااام الناتجاااة بااااصتظ  العيناااات يبااادو المتضااااعا
منطضيا بسبب الت يير عو تسمسل الدنا لمعاالت ا  ان التاااوت عاو اعاداد 
الحام الناتجة يعود الاى اصاتظ  ترتياب الضواعاد النتروجينياة عاو النمااط 

ماا  دراسااات عدياادة عااو  ات المدروسااة وهاا ا النتيجااة تنسااجمالورا يااة لمعيناا
 ت(25  (22 ه ا المجال منها  

-RAPDان ناات  عممياة تحميال لضد اظهرت نتاائ  تحميال البعاد الاورا و 

PCR   تعتمااد عمااى نااوع البااادئ المسااتعمل وبوجااود بادئااات مصتماااة تناات
انماااط مصتماااة ماان الحااام ايضااا، ان الصااتظ  عااو هاا ا الحااام واعاادادها 

التبااين الاورا و باين العاالت ان  حجاميحدد  واحجامها الجايئية هو ال ي
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ه ا التنوع الورا و هو احاد عاروع التناوع الحياوي والا ي يمكان العاراد مان 
التكياا  ماا  الت يياارات البيئيااة وهااو نااات  عاان مجموعااة ماان الصتظعااات 

والصصاااائص البايوكيميائياااة   DNAالورا ياااة باااين العاااراد عماااى مساااتو  
 .والاسمجية والصصائص الخكمية 
 البعد الوراثي لمعينات البيئية :

كماا  (0.290-0.985البعد الورا و لمعينات البيئية ماابين   تراوحت قيمة
( 15291حيث كانات اقال قيماة لمبعاد الاورا و   ت( 1  الخكلموضة عو 

المعاولاة مان ترباة منطضاة  91( المتم مة بالعالة رقام 16بين العينة رقم  
المعاولااة ماان نااام المنطضااة  112المتم مااة بالعالااة  21والعينااة  رحيماااوة

تان تواجاااد هااااتين العاااالتين عاااو ناااام المنطضاااة الج راعياااة ياسااار التضاااارب 
الورا و بين العالتين وه ا يدل عمى ننهما يمتمكان اكبار نسابة تخااب  عاو 
المادة الورا ية و لك بحسب نتائ  البادئات المستصدمة عاو ها ا الدراساةت 

ا تتمياااا هااااتين العاااالتين بااخااااتراك عاااو المضاوماااة لااا ظث مضااااادات كمااا
 حيوية ت

( 22( المتم ماة بالعالاة  3عضاد كانات العيناة رقام   اماا نبعاد عاالتين ورا يا 
المعاولاة مان  99( المتم ماة 19المعالة من ترباة حاو المصامى والعيناة  

لتين ( باين العاا 15985تربة حو دوميا حيث كانات قيماة البعاد الاورا و  
عضاااد يعاااود البعاااد الاااورا و الاااو  صاااتظ  مكاااان العاااال اي كااال عيناااة مااان 
منطضااااة ج راعياااااة تصتماااا  بطبيعتهاااااا عاااان المنطضاااااة الصاااار  مااااان حياااااث 
الظرو  البيئية لمتربة كالرطوبة ودرجة الحارارة بااضااعة لتصاتظ  عاو 
المواقاا  التااو يتعاار  عميهااا البااادئ ضاامن الجااين او عاادد المواقاا  التااو  

 نتيجة لحدوث ت يرات عمى مستو  كالطاراتتقد تت ير 
د تاضاادت الااو عاادة امااا العااالت الباقيااة التااو تضاا  بااين هاا ين البعاادين عضاا

 ر( 2مجامي  وكما عو الخكل  
 

   0.000 
     0.654     0.000 
     0.635     0.522     0.000 
     0.493     0.446     0.439     0.000 
     0.532     0.632     0.570     0.540     0.000 
     0.535     0.626     0.576     0.612     0.433     0.000 
     0.820     0.694     0.544     0.598     0.485     0.779     0.000 
     0.617     0.536     0.559     0.452     0.481     0.526     0.604     0.000 
     0.549     0.766     0.661     0.714     0.561     0.458     0.982     0.443     0.000 
     0.790     0.723     0.556     0.592     0.561     0.634     0.536     0.572     0.875     0.000 
     0.493     0.611     0.397     0.430     0.391     0.413     0.613     0.461     0.616     0.581     0.000 
     0.682     0.665     0.490     0.613     0.581     0.692     0.594     0.502     0.529     0.464     0.573     0.000 
     0.596     0.478     0.533     0.682     0.699     0.766     0.769     0.617     0.663     0.746     0.663     0.608     0.000 
     0.623     0.569     0.699     0.759     0.836     0.756     0.536     0.720     0.693     0.652     0.616     0.711     0.480     0.000 
     0.682     0.702     0.845     0.738     0.623     0.779     0.843     0.660     0.672     0.905     0.631     0.651     0.364     0.554     0.000 
     0.661     0.579     0.701     0.594     0.756     0.784     0.775     0.719     0.687     0.764     0.728     0.640     0.382     0.549     0.435     0.000 
     0.796     0.584     0.788     0.567     0.694     0.763     0.713     0.657     0.785     0.830     0.820     0.578     0.435     0.785     0.567     0.369     0.000 
     0.624     0.519     0.575     0.662     0.705     0.634     0.679     0.528     0.581     0.719     0.566     0.608     0.414     0.404     0.467     0.413     0.376     0.000 
     0.770     0.539     0.985     0.739     0.880     0.829     0.854     0.654     0.760     0.971     0.837     0.772     0.414     0.509     0.487     0.419     0.635     0.452     0.000 
     0.724     0.456     0.719     0.612     0.665     0.868     0.884     0.741     0.756     0.896     0.601     0.732     0.405     0.634     0.469     0.290     0.507     0.425     0.458     0.000 
     0.805     0.468     0.667     0.522     0.975     0.969     0.832     0.729     0.794     0.843     0.697     0.720     0.553     0.438     0.560     0.485     0.487     0.486     0.553     0.492     0.000 
     0.582     0.637     0.624     0.740     0.804     0.741     0.827     0.640     0.643     0.720     0.758     0.631     0.548     0.443     0.517     0.524     0.622     0.472     0.577     0.664     0.575     0.000 
     0.703     0.468     0.738     0.592     0.602     0.634     0.710     0.643     0.736     0.613     0.514     0.672     0.448     0.437     0.416     0.517     0.625     0.404     0.403     0.365     0.373     0.443     0.000 
     0.683     0.703     0.645     0.651     0.709     0.821     0.830     0.702     0.634     0.801     0.636     0.732     0.501     0.458     0.735     0.569     0.683     0.570     0.606     0.580     0.425     0.526     0.426    0.000 

 ( قيم الابعاد الوراثية لمعزلات البيئية1شكل رقم )
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Abstract 
The environmental samples we were collected about 130 samples from the soil and water and were dividing to 

(71) , (59) water and soil samples resectively.  

The growth isolation on the different cultural media was diagnosed from the appearance, microscopically, and 

cultural characteristics. 

The results of the diagnosis for the environmental samples showed that (51) of the isolations refers to E. coli 
bacteria about (45.9%) divvied to 33 isolates from the water by (52.4%) and (18) isolates from the soil by 

(37.5%). 

The ecological isolates was studied against nine antibiotics, broadly the isolates variables wherefrom the 

resistance of the antibiotic. The highest resistance was to the antibiotic cephalexin which reach to (80.4%).while 

there was no resistance for antibiotics (Amikacin) and (5.5%) to chloramphenicol  

It has been selected 24 clinical isolations, and 24 ecological isolates from E. coli isolates depending on here 

resistance to many of antibiotics. To study the genetic variation for these isolates and the genetic markers it has 

been used a type of molecular markers which is depending on PCR technical it is: Randomly Amplified 

Polymorphic DNA (RAPD), and polymorphism bands then the observed data were enters to the computers for 

statistical analysis according to NTSYS-PC program, version 2.02 for this kind of the researches. 

 

 

 

 


