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 الممخص
عينتتة متتا مصتتادر  صتتافات مرتم تتة لمروتتا راقتتديا ومتتراجعيا لكتتا متتا مست تت ا ازاد  العتتام 333جمعتتت 

ومست  ا كركتو  العتام ومست ت ا اال تاا حتف محاحكتة كركتو ، ومتا تعمتار مرتم تة ولكتع الجنستيا لعتزا 
 urine ، 45عينتة  140وت ريصها ودراستة التنتوا التوراوف والتتف توزعتت  لتا  Escherichia coliفكتريا 

 Burnعينة متا الحتروق  wound swab ،43عينة ما الجروح  Diarrhea ، 40عينة لحالات الإسهاا 

swab ،35  عينة ما ترماج ااذا الوستلاotitis media  و قتد تتم ت تريل العتزلات الناميتة فعتد زرعهتا
تكهتتتترت نتتتتتا   عمتتتتا ااوستتتتال الزراعيتتتتة المرتم تتتتة متتتتا رتتتتعا الصتتتت ات المكهريتتتتة والمجهريتتتتة والزراعيتتتتة و 

عتتزلات فنستتفة  9، توزعتتت فواقتت  E.coli% تعتتود لفكتريتتا 6538.عزلتتة ستتريرية ت  فنستتفة 75الت تريل فتت ا 
% متتا 19عتتزلات فنستتفة  4% متتا ارمتتاج الجتتروح و26 .1عتتزلات فنستتفة  6% متتا ترمتتاج الحتتروق و31

% متتتتا 3.84عزلتتتتة فنستتتتفة  43% و6.43عزلتتتتة متتتتا حتتتتالات الرتتتتروج فنستتتتفة  13ترمتتتتاج ااذا الوستتتتلا و
موتتادات حيويتتة متتا الموتتادات  9لتتت  E.coliارمتتاج المستتال  الفوليتتةر تتتم دراستتة حساستتية عتتزلات فيكتيريتتا  

لمموتتتادات الحيويتتتةر حيتتتث فمستتتت تعمتتتا نستتتفة مقاومتتتة  المقاومتتتةالمرتم تتتة وقتتتد ت اوتتتتت العتتتزلات متتتا حيتتتث 
التتوالفر كانتت تقتا % عمتا 92و  %397.فنستفة ampicillin ، cephalexinلمعزلات السريرية لممواديا 

عزلتة ستريرية متا 24%رو قتد تتم انترتا  1773فنستفة   Amikacinنسفة مقاومتة لمعتزلات الستريرية لموتاد 
وذلتت  لدراستتة التنتتوا التتوراوف لهتتذ   اعتمتتادا عمتتا مقاومتهتتا لمعديتتد متتا الموتتادات الحيويتتة E.coliعتتزلات 

وهتتف ؤمت تترات التوتتاعو الع تتوا ف لسمستتمة  PCRالعتتزلات ودراستتة المت تترات الوراويتتة المعتمتتدة عمتتا تقنيتتة 
والتتف استتومرت حتف ك تو (ر(DNA Randomly Amplified Polymorphic DNA CRAPDالتت

المعزولتة متا مصتادر ستريرية مرتم تة حيتث تتم عتزا متادة التدنا متا E.coli التفاينات الوراوية فتيا عتزلات اا
فتتوادع ع تتوا ية  3متت   RAPDمت تترات التتت  عميهتتا فاستتتعمااPCRالرعيتتا الفكتيريتتة وتتم ن تتذت ت تتاععت اا 

( ومتتا وتتم ترحيمهتتا عمتتا هتتعم الاكتتاروزر وقتتد تكهتترت هتتذ   OPF-16،OPA-O6 ، OPE-20وهتتف  
 polymorphic bands،وحزمتا متفاينتة المواقت   Monomorphic bandsالفاد ات حزمتا ممتماومتة المواقت 

 NTSYS-PC وتتم تدرمتتت الفيانتتات التتتف تتتم الحصتتوا عميهتتا  لتتا الحاستتو  ووحتتق الفرنتتام  الإحصتتا ف

version 2.02ر 
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 المقدمة
 لتتتتتتتتتتتتتتتتتتا العا متتتتتتتتتتتتتتتتتتة المعويتتتتتتتتتتتتتتتتتتة    Escherichiaينتمتتتتتتتتتتتتتتتتتتف جتتتتتتتتتتتتتتتتتتنس  

Enterabacteriaceae  1)  ويعتتتتتد النتتتتتوا ،E.coli   تكوتتتتتر اانتتتتتواا
   رالتافعة لهذا الجنس  يوعا  

وهتتتتف ميتتتتر ممروتتتتتة لكتتتتا فاستتتتتتلاعتها  حتتتتداث العديتتتتتد متتتتا اارمتتتتتاج 
فإمكانهتتا اا تصتتتي  ت  مكتتاا حتتف جستتتم الإنستتاا عنتتتدما   ذالانتهازيتتة، 

تكوا دحاعات الجسم اللفيعيتة حيتض وتعي ة، لتذل  حهتف تصتي  اال تاا 
 ر(2 حديوف الولادة والمتقدميا فالعمر مالفا  

الممروتة الموجتودة فصتورة تعاي تية حتف القولتوا  E.coliوتمتاز جتراويم 
عمتتتتتا الانتقتتتتتاا التتتتتا منتتتتتالق الجستتتتتم الارتتتتتر  والتسمتتتتت  عمتتتتتا دحاعتتتتتات 

اذ تمتمت  هتذ  الستعلات (3)   ويو واحداث الاصافات المتعددة حتفالم
تنوعتتتتتا جينيتتتتتا مميتتتتتزا والعديتتتتتد متتتتتا عوامتتتتتا الوتتتتتراوة تمكنهتتتتتا متتتتتا متتتتتزو 
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 Adhesion factorsواستتتتتعمار الانستتتتجة منهتتتتا عوامتتتتا الالتصتتتتاق 
وانتتتاج الهيمولاستتيا ومتعتتدد الستتكريد ال تتحمف  Toxinsوانتتتاج الستتموم 

LPS  والمح كةCapsule  وعواما السزوInrasive factors   4)ر 
متا الفكتريتا التتف تستف  اصتافات مروتية  E.coliاا فكتريتا  (5 وذكر 

لانساا هتف ارمتاج الاصافات التف تحدوها حف اعديدة حف الانساا واهم 
ما مجموا مستففات  (%80-90)ر اذ انها ت كا حوالف المسال  الفولية

كمتتتتا تعتتتتد هتتتتذ  الفكتيريتتتتا متتتتا ،الاصتتتتافات المروتتتتية حتتتتف هتتتتذ  المنلقتتتتة 
  enteric infectionsالمسففات الر يسية لعصتافات المعويتة المرتم تة 

 PCR   )Polymeraseمتسمستا  وفعتد كهتور تقنيتة ت اعتا الفممترة ال

Chain Reaction  وفاستتتردام مت تترات التتدنا )DNA markers 
 Rondomومنها مت رات التواعو الع وا ف لمدنا ومتعدد اا تكاا  

Amplified polymorphic DNA  تمكتتا استتتنتاج صتتورا  متتا ،)
( تستتتمد فدراستتتة تراكيتتت   DNAنتتتتا   التوتتتاعو لمحتتتام) النتتتوو    

ا المت تترات الوراويتتة تلعديتتد ويجتتد ا  (6 حيتتاا المرتم تتة العديتتد متتا اا
ت تتتتتر  فمواصتتتت ات عامتتتتة ولكتتتتا منهتتتتا  PCRدة عمتتتتا تقانتتتتة اا عتمتتتتالم

عمتتتا العمتتتوم حفعتتتد تحديتتتد الهتتتدو متتتا الدراستتتة يتتتتم  ،ومستتتاوعمحاستتتا 
وتحديتتتتد ا  منهتتتتا يمكتتتتا اا  ،الالتتتتعا عمتتتتا المت تتتترات فصتتتتورة عامتتتتة

التتف يتتم فموجفهتا ارتيتار المت تر اما اهم الاسس ،يحقق اهدو الدراسة 
وعنتتد  ،وميتتر مكمتتو ،دوا الارتتر هتتف اا يكتتوا المت تتر ستتها التلفيتتق

 ر(7 الاعادة يعلف قافمية تكرار صحيحة
  ت تتتريل فكتريتتتا الا تتتريكيا القولونيتتتةعتتتزا و الهـــدف مـــن الدراســـة: 

 ما المروا الراقديا والمتراجعيا التا كتا متا مست ت ا ازاد المعزولة 
العام ومست  ا كركو  العام ومست  ا الال اا حف كركتو  والمصتافيا 
 فارمتتتاج الجتتتروح والحتتتروق والاذا الوستتتلا والمستتتال  الفوليتتتة والاستتتهاا

اتجتتتا  تستتتعة انتتتواا مرتم تتتة متتتا  E.coliفكتيريتتتا  التحتتتر  عتتتا مقاومتتتةو 
(  RAPD-PCR   فتقنيتتةجزي يتتة وتتم اجتتراا دراستتة الموتتادات الحيويتتة 

لتحديتد التنتوا  المعزولتة متا مصتادر ستريرية مرتم تة ( E.coli لعزلات 
 رالوراوف لها

 المواد وطرق العمل
 ؤ  اولًا: جمع العينات

 -الحتروق–الجتروح  -الرتروج -متا  الادرار عينض ستريرية 333 جمعت
الاذا الوستتتتلا( وتحتتتتت ا تتتتراو الالفتتتتاا المرتصتتتتيا  لكتتتتع الجنستتتتيا 

ستتنة(  متتا المروتتا الراقتتديا  والمتتراجعيا 63-1متتا   وفاعمتتار مرتم تتة
الا كا ما  مست  ا ازاد   العام ومست ت ا كركتو  العتام  ومست ت ا 

ولسايتتتة  2315-2-15ال تتتاا حتتتف محاحكتتتة كركتتتو  لم تتتترة الممتتتتدة متتتا 
 ر1-8-2315

   تشخيص العزلات البكتيرية ثانياً:

Identification  of Bacterial  Isolates  
ة  اعتمتتتتتتادا  عمتتتتتتا ال حوصتتتتتتات المكهريتتتتتتة فكتيريتتتتتتلات ال رصتتتتتتت العتتتتتتز 

   -والارتفارات الكيموحيوية و ما ت ريل العزلات الفكترية مايمفؤ
   -التشخيص البكتريولوجي الاولي:  -1

 رصتتتت المستتتتعمرات الناميتتتة عمتتتا ستتتلد الاوستتتال الزرعيتتتة الراصتتتة 
 ،افالزرا الاولف مفد يا  فالاعتماد عما الص ات الزرعية متا حيتث ال تك

وتحمتتتتا التتتتدم عمتتتتا وستتتتل اكتتتتار التتتتدم  ،الدا متتتتة ،القتتتتوام ،المتتتتوا ،الحجتتتتم
كمتتتا درستتتتت  ،وترميرهتتتا لستتتكر العكنتتتتوز عمتتتا وستتتل اكتتتتاد المتتتاكنونكف

صتتتت ات الرعيتتتتا الفكتيريتتتتة عتتتتا لريتتتتق ال حتتتتل المجهتتتتر  وذلتتتت  فعتتتتد 
وتتتم ححصتتتها تحتتتت العدستتتتة  (Gram stainتصتتتفيسها فصتتتيسة كتتترام  

حجم و كا الرعيتا الفكتيريتة ولريقتة الزيتية لممجهر الوو ف لمعحكة 
وقتتتد استتتتردمت عتتتدد متتتا الاوستتتال  تجمعهتتتا وت اعمهتتتا متتت  صتتتفسة كتتترام

 ر(8  الزرعية والكوا و والمحاليا وحس  ما ورد حف المصدر
لممضـادات  Escherichia coliعـزلات بكتريـا  اختبار حساسـية  -2

 الحيويه

عزلتتتتة  75والفتتتتالد عتتتتددها   E.coliدرستتتتت حساستتتتية عتتتتزلات فكتريتتتتا   
موتتادات حيويتتة  9اتجتتا  وعتتة  ستتريرية عزلتتت متتا حتتالات مروتتية متن

لمعرحتتتة متتتد  حساستتتية او مقاومتتتة هتتتذ  العتتتزلات اتجتتتا  هتتتذ  الموتتتادات 
الحيويتتتتة ال تتتتا عة الاستتتتتردام والمتداولتتتتة حتتتتف المتسستتتتات الصتتتتحية حتتتتف 

رمتتاج التتتف يتعتتر) لهتتا الإنستتاا وقتتد تتتم معالجتتة تنتتواا مرتم تتة متتا الا
تحديتتد متتد  حساستتية العتتزلات لمموتتادات الحيويتتة اعتمتتادام عمتتا قلتتر 
منلقتتة التوفتتيل المحيلتتة فتت قرال هتتذ  الموتتادات ومتتا وتتم مقارنتهتتا متت  

 فكتريتتالفاينتتت العتتزلات الستتريرية وقتتد ت (9 الجتتداوا القياستتية التتواردة حتتف 
E.coli  1 كمتتتا مووتتتد فالجتتتدواحتتتف حساستتتيتها لمموتتتادات الحيويتتتة)

 

 

 لممضادات الحيوية. E.coliاقراص المضادات الحيوية المستخدمة في اختبار حساسية الـ : (1دول رقم )ج
 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 
 

R – Resistance        S – Sensitive            I – Intermediate 
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 النتائج والمناقشة -3
 اولا: العزل

( عينتتتة 194تكهتتترت نتتتتا   التتتزرا المرتفتتتر  وجتتتود نمتتتو فكتيتتتر  حتتتف  
%( متتا 6477اعلتتت نمتتوام موجفتتام عمتتا ااوستتال المستتتعممة وفنستتفة  

( عينتتة جمعتتت متتا حتتالات ستتريرية متنوعتتة حتتف حتتيا اا 333مجمتتوا  
%( لم تعلف نموام جرووميام ويفتيا الجتدوا 3573( عينة وفنسفة  136 
الم ويتتتتة لمنمتتتتو الجروتتتتومف المتتتت روذ متتتتا عينتتتتات ( ااعتتتتداد والنستتتت  2 

 رسريرية مرتم ة
 

 ( الأعداد والنسب المئوية لوجود وعدم وجود النمو حسب مصدر العزل2جدول )
 ت نوا العينة العدد النسفة الم وية العدد النسفة الم وية المجموا
 Urine 1 الادرار 89 63.6 51 36.4 140

 Stool 2لاسهاا    ا 32 71.1 13 28.9 45

 Burn swab 3  مسحات الحروق 29 72.5 11 27.5 40

 Wound  swab 4ارماج الجروح   23 57.5 17 42.5 40

 ear swab 5مسحات الاذا  21 60.0 14 40.0 35

  المجموا 194 64.7 106 35.3 300

 

والتتتذ   (10 لافقتتتة لمتتا توصتتتا اليتتض الفاحتتتث وقتتد جتتتاات هتتذ  النتتتتا   م
%( وتمتتتا 66،22ت تتار التتتا اا النمتتو الجروتتتومف لمعينتتتات كهتتر فنستتتفة  
%(  متا 37777العينات التف لم تعلف نمو جروومف حقد كانتت فنستفة  

رتتعا دراستتة تجراهتتا عمتتا عتتدد متتا المروتتا الراقتتديا والمتتراجعيا التتا 
 ركركو مست  يات محاحكة 

اا النسفة العالية لمنمو الجروومف التف كهرت حتف هتذ  الدراستة قتد تعتود 
التتتتا الاستتتتتردام المتزايتتتتد لمموتتتتادات الحيويتتتتة فصتتتتورة ع تتتتوا ية وفتتتتدوا 
است تتتتارة اللفيتتتت  المرتتتتتل ممتتتتا اد  التتتتا جعتتتتا الستتتتعلات الفكتيريتتتتة 
مقاومتتتة عمتتتا التتترمم متتتا  نتتتتاج تجيتتتاا جديتتتدة متتتا الموتتتادات الحيويتتتة 

عتتتتدم  تفتتتتاا ااستتتتالي  الصتتتتحية متتتتا حيتتتتث النكاحتتتتة وعتتتتدم  ذلتتتت ( 11 
الاكتتتراث فقواعتتد التعقتتيم متتا قفتتتا العتتامميا حتتف المست تت ا حوتتعم عتتتا 
عوامتتا ترتتر  تتعمتتق فالنكاحتتة ال رصتتية لممتتري) ن ستتض والكتتادر اللفتتف 

 فتالانواامقارنتة  E.coliلقتد كانتت اعمتا نستفة عتزا هتف فيكتيريتا  (12 
الفكتيريتتتة الارتتتر  والتتتتف تموتتتتا محتتتور الفحتتتث الحتتتتالف حقتتتد عزلتتتت متتتتا 

 4376عزلتة متا الرتروج فنستفة  13% و 4873عزلة فنسفة  43الادرار 
عتزلات متا الجتروح فنستفة  6% و31عزلات ما الحروق فنستفة  9% و
اا النتيجتتة التتتف % 19عتتزلات متتا مستتحات الاذا فنستتفة  4% و2671

مت  الدراستات التتف ت تارت التا ستيادة  ةعميهتا جتاات مواحقت تم الحصتوا
والتذ   (10 حف تسففها لعرماج المرتم ة ومنهتا دراستة   E.coliفكتريا 
متا المجمتوا الكمتف  %47.3وفنستفة   E.coliالا سيادة جروومة  ا ار  

التتذ  ا تتار التتا ستتيادة  (13 وكتتذل  دراستتة  ،لعنتتواا الفكتيريتتة الارتتر  
 ومتا حتالات مروتية مرتم تة ودراستتة %54.1وفنستفة  E.coliجروومتة 

ويعتتتز  ستتتف  ارت تتتاا نستتتفة الإصتتتافة فهتتتذ  الفكتريتتتا لكونهتتتا متتتا ر  (14 
ال متتورا اللفيعيتتة المتواجتتدة حتتف امعتتاا الانستتاا والحيتتواا وتكتتوا الاصتتافة 

وقتتد تكتتوا متتا مصتتدر رتتارجف  ،فهتتا حتتف معكتتم الاحيتتاا دارميتتة المن تتا 
 اريتتتتتوتتميتتتتز هتتتتذ  الفك ،ووتتتتة كمتتتتا حتتتتف حالتتتتة تنتتتتاوا الميتتتتا  والامذيتتتتة المم

ولكنهتتتا تمتمتتت  فعتتت) العوامتتتا التتتتف تستتتاعدها عمتتتا  ،انتهازيتتتة  افكونهتتت
ما الالتصاق فرعيا الموتيو وقتدرتها عاحداث الاصافة التف تساعدها 

عما انتاج التذي انات المعويتة واحتتواا جتدارها عمتا متادة متعتدد الستكريد 
 ر15) ال حمف كما تعد سففا مهما لعدو  المست  يات 

          Identification التشخيص ثانيا: 
اعتمتادام عمتا الصت ات الزراعيتة الستريرية   E.coliتم ت ريل عزلات 

تكهتتتترت جميتتتت  حيتتتتث ر لكيموحيويتتتة وال حتتتل تلمجهتتتتر  وال حوصتتتتات ا
الصتتم  وكانتتت جميتت   العتتزلات القتتدرة عمتتا النمتتو عمتتا وستتل متتاكونكف

المستتتعمرات صتتسيرة الحجتتم ومرمتترة لستتكر العكتتتوز كمتتا كهتترت ف تتكا 
مستعمرات فيواا معتمة قميعم م  وجود او عدم وجود تحما التدم عمتا 

-βوستتتتل تكتتتتار التتتتدم حهتتتتف امتتتتا اا تكتتتتوا محممتتتتة لمتتتتدم تحميتتتتا كامتتتتتا  

hemolytic    تذ كهتترت حالتتة  تت احة حتتوا المستتتعمرة او محممتتة لمتتدم
اذ كهرت هالتة روتراا حتوا المستتعمرةر   α-hemolyticجز ف  تحما

لتتم تكهتتر لا هالتتة  ولا  non- hemolytic او تكتتوا ميتتر محممتتة لمتتدم
 نتتتتاجلتتتوا حتتتوا المستتتتعمرة وهتتتذا دليتتتا عمتتتا عتتتدم قتتتدرة الفكتريتتتا عمتتتا  

حنميتتتت العتتتزلات عمتتتا وستتتل تكتتتار الايوستتتيا ازرق  (16 الهيمولايستتتيا 
%  لهتا القتدرة 133وفنستفة  جميت  العتزلاتوتفيا اا  ( EMBالمويميا  

ر E.coliعمتتا النمتتو عمتتا هتتذا الوستتتل   حهتتو  وستتل   ت ريقتتف لفكتريتتتا 
حيث تكهر المستعمرات فموا متامق ما تا التا المتوا الفنتف وذات فريتق 

والتتتف تعتتد صتت ة  مميتتزة   Green metallic sheenمعتدنف مروتتر 
القولتوا متا ميرهتا متا الاجنتاس الفكتيريتة العا تدة التا العا متتة  اي تريكيا

المعويتة وهتتذا يعتتود التتا وجتود صتتفستف الايوستتيا والمويتتا اازرق وستتكر 
    لكاهر رذ  االعكتوز المتاا ترتفلاا م  فعوهما وتترسفاا لتكونا ه

  Escherichia coliيــــا اختبــــار حساســــية عــــزلات بكتيــــرؤ  ثالثــــاً 
 لممضادات الحيوية  اً المعزولة سريري

والفتتالد عتتددها   Escherichia coliدرستتت حساستتية عتتزلات فكتريتتا  
 9عزلتتتتتة ستتتتتريرية  عزلتتتتتت متتتتتا حتتتتتالات مروتتتتتية متنوعتتتتتة  اتجتتتتتا   75

موتتتادات حيويتتتة لمعرحتتتة متتتد  حساستتتية او مقاومتتتة هتتتذ  العتتتزلات تجتتتا  
هتتتذ  الموتتتادات الحيويتتتة ال تتتا عة الاستتتتردام والمتداولتتتة حتتتف المتسستتتات 

ة حتتف معالجتتة تنتتواا مرتم تتة متتا الارمتتاج التتتف يتعتتر) لهتتا وقتتد الصتتحي
حتتتف حساستتتيتها لمموتتتادات الحيويتتتة  E.coli  تفاينتتتت العتتتزلات لجروومتتتة



 ISSN: 1813 – 1662 (Print) 2018 (  5 ) 23مجلة تكريت للعلوم الصرفة ،  
E-ISSN: 2415 – 1726 (On Line) 

 

68 

 ر(3  ذات مقاومة عالية حس  الجدواالمستردمة قيد الدراسة الحالية وقد تكهرت النتتا   اا العتزلات الستريرية 
 

 .E.coliحساسية عزلات  نتائج( 3جدول )
 المجموا الكمف العدد  %( S العدد  %( I العدد  %( R الحيو  المواد ت
1 Ampicillin (97.3) 73 (0) 0 (2.7) 2 75 (100) 
2 Cephalexin (92) 69 (2.7) 2 (5.3) 4 (100) 75 

3 Amikacin (17.3) 13 (0) 0 (82.7) 62 (100) 75 
4 Gentamicin (52) 39 (6.7) 5 (41.3) 31 (100) 75 
5 Tobramycin (42.7) 32 (0) 0 (57.3) 43 (100) 75 
6 Ciprofloxacin (41.3) 31 (0) 0 (58.7) 44 (100) 75 
7 Nitrofurantoin (38.7) 29 (0) 0 (61.3) 46 (100) 75 
8 Chlorampheenicol (36) 27 (1.3) 1 (62.7) 47 (100) 75 
9 Trimethoprim (69.3) 52 (0) 0 (30.7) 23 (100) 75 

R – Resistance               S – Sensitive               I – Intermediate 

 متوسط الحساسية                      حساس                          مقاوم
 

 :كشف التباين الوراثي
 :RAPDتفاعلات الـ
وتما العتزلات المقاومتة لمموتادات  ايا التوراوف فتيا العتزلاتلدراسة التف

عزلتتتتة والتتتتتف تتتتتم ارتيارهتتتتا فالاعتمتتتتاد عمتتتتا  24الحيويتتتتة والفتتتتالد عتتتتددها 
تقنيتتتة  تموتتتم استتتتردالمقاومتتتة لاممفيتتتة الموتتتادات الحيويتتتة المستتتتردمة 

والتتتتتتتتف تتصتتتتتتتو  (RAPD)التوتتتتتتتاعو الع تتتتتتتوا ف المتعتتتتتتتدد الا تتتتتتتكاا 
فحساسيتها لا  تسيير حف مكونات ت اععتهتا لهتذا تعتفتر متا الت تاععت 
التتتتتتتتتتتتتتف يصتتتتتتتتتتتتتع  اعادتهتتتتتتتتتتتتتا والحصتتتتتتتتتتتتتوا عمتتتتتتتتتتتتتا النتيجتتتتتتتتتتتتتة ن ستتتتتتتتتتتتتها 

Reproducibility  حنتا جهتتتتا تتسيتتتتر فتسيتتتتر تراكيتتتتز مكونتتتتات الت اعتتتتا
والكتتروو المحيلتتة فتتض لستتر) الحصتتوا عمتتا نتتتا   جيتتدة يجتت  اجتتراا 

التتتتتتتتا الكتتتتتتتتروو المومتتتتتتتتا لمت اعتتتتتتتتا  عتتتتتتتتدة تجتتتتتتتتار  لستتتتتتتتر) الوصتتتتتتتتوا
optimization،  وهنتتا  عتتدة عوامتتا يمكتتا متتا رتتعا الستتيلرة عميهتتا

اعتتتتتادة الت اعتتتتتا والحصتتتتتوا عمتتتتتا النتتتتتتا   ن ستتتتتها ومنهتتتتتا تركيتتتتتز التتتتتدنا 
ومع متتتتتتة الفرنتتتتتتام  المن تتتتتتذ عمتتتتتتا جهتتتتتتاز المفممتتتتتتر الحمقتتتتتتف  ،المجينتتتتتتف

thermocycler ، وتركيتتتتتتتتز ايونتتتتتتتتات  ،وتركيتتتتتتتتز الفتتتتتتتتاد ا المستتتتتتتتتردم
Mgسنستتتتيوم الم

 ،ودقتتتتة المستتتتاحة المستتتتتردمة حتتتتف اجتتتتراا التجتتتتتار  ،2+
ر وتتتتتم اجتتتتراا هتتتتذ  التقنيتتتتة لدراستتتتة  (17 انتتتتزيم الفممتتتترة وتركيتتتتز ونوعيتتتتة 

التفاينتتتات الوراويتتتة فتتتيا العتتتزلات وتحديتتتد التفتتتايا التتتوراوف لانتتتواا الجتتتنس 
E.coli  تحميتتتتا نتتتتتا   التتتتتوRAPD تتتتتم ايجتتتتاد التفاينتتتتات فتتتتيا العتتتتزلات 

واعتمتادا  عمتا كهتتور او عتدم كهتتور حتزم التوتتاعو وكتذل  الارتتتعو 
حتف الاحجتتام الجزي يتتة لتمتت  الحتتزم والتتف ترتمتتو فتتارتعو  عتتدد المواقتت  
المكممتتتة لتتافعتتتات الفتتتاد ا عمتتتا  تتتريل التتتدنا المجينتتتف وكتتتذل  ترتمتتتو 

 ر  (18) فارتعو المساحة فيا موق  وارر
الستتريرية تفاينتتا  حتتف الاحجتتام  لعتتزلاتاكهتترت ا :OPF-16لبــاديء _ا1

مواقتتت   (8)اذ فمتتتد عتتتدد مواقتتت  الحتتتزم النا تتت ة  ،الجزي يتتتة لمحتتتزم الناتجتتتة
وقتتد كانتتت  ،bp (100-1500)تراوحتتت الاحجتتام الجزي يتتة لهتتا متتا فتتيا 

جميتتتت  الحتتتتزم متفاينتتتتة ولتتتتم يكهتتتتر هتتتتذا الفتتتتاد ا حزمتتتتة عامتتتتة لمعتتتتزلات 
ولا حزم حريدةر وما يمكتا معحكتتض حتوا عمتا هتذا الفتاد ا  ،المدروسة

المعزولتتة متتا الادرار  (5)عمتتا العتتزلات قيتتد الدراستتة هتتو اا العينتتة رقتتم 
المعزولتتتة متتتا ارمتتتاج الاذا الوستتتلا لتتتم تنتتتت  حتتتزم  (21)والعينتتتة رقتتتم 

وا  حجم جزي ف ويعتود الستف  حتف ذلت  التا عتدم وجتود موقت  لارتفتال 

المجينتتف لهتتذ  العتتزلاتر وكتتذل  يمكتتا معحكتتة اا الفتتاد ا عمتتا التتدنا 
 (24)المعزولة ما ارمتاج الاذا الوستلا والعينتة رقتم  (10)العينة رقم 

لكمتتتا العينتتتيا متت  عتتدم  pb800 قتتد انتجتتت حزمتتا  عنتتد التتوزا الجزي تتف
وجتتود حتتزم لعحجتتام الجزي يتتة الارتتر  المعزولتتة متتا الرتتروج وعينتتة رقتتم 

اكهارهتتا لحتتزم عنتتد ن تتس الحجتتم الجزي تتف  المعزولتتة متتا الادرار حتتف (1)
وهنالتت   ،ا  ا تتتركت فمتتوقعيا ،bp(1150، 800)وذلتت  عنتتد الموقتت  

عتتزلات ا تتتركت فتتوعث مواقتت  حتتف اكهارهتتا لمحتتزم وت تتما الحتتزم عينتتة 
المعزولتة متا الحتروق  (8)والمعزولتة متا الجتروح وعينتة رقتم  (96)رقم 

وا تتتركت  ،pb(1150، 800، 500)حيتتث ا تتتركت فتتالمواق  التتوعث 
 المذكورة اعع ر (1)و (4)م  العينتيا  bp(1150، 800)فموقعيا 

اا كهور حزم م تركة فيا العزلات يتدا عمتا ت تافض المتادة الوراويتة حتف 
 ،المجينتف لمعتتزلتيا الم تتركيا فتالموق  ن ستتض DNAتمت  المنلقتة متتا التت

والتتذ  قتتد يموتتا ت تتافض حتتف التكيتتو التتوراوف لممتلمفتتات العينيتتة المع متتة 
حيتتث اا العتتزلات الم تتتركة فمواقتت  ذات احجتتام جزي يتتة واحتتدة قتتد تفتتيا 
انهتا مقاومتة لمموتتادات الحيويتة المستتتردمة حتف ارتفتتار الحساستية عمتتا 
الرمم ما الارتعو حف مصدر العزار وقد اكهرت فتاقف العينتات تفاينتا  

 (1-4)اعداد الحزم حيث توزعتت اعتداد الحتزم فتيا العتزلات متا فتيا  حف
 الصتتورةد حتتف حزمتتة وكمتتا مووتت 56وفمتتد عتتدد الحتتزم المتفاينتتة  ،حزمتتة

 ر(1)
 

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

OPF-16 
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 : OPA-06البادئ _2
الجزي يتتتة لمحتتتزم الناتجتتتة لمعينتتتات اكهتتتر هتتتذا الفتتتادع تفاينتتتا حتتتف الاحجتتتام 

( مواقتت  تراوحتتت الاحجتتام 9الستتريرية اذ فمتتد عتتدد مواقتت  الحتتزم الناتجتتة  
( وقد كانت جمي  الحزم متفاينتة ولتم 200 - 1500الجزي ية لها ما فيا  

وقتتد توزعتتت اعتتداد  ،يكهتتر هتتذا الفتتادع حزمتتة عامتتة لمعينتتات المدروستتة
ومتتتتتا يمكتتتتتا  ،لكتتتتتا عينتتتتتة ( حزمتتتتتة2-9الحتتتتتزم فتتتتتيا العتتتتتزلات متتتتتا فتتتتتيا  

( و 11معحكتض عما هذا الفادع انض لتم ينتت  حتزم لكتا متا عينتة رقتم  
ا  ن تتتتس مصتتتتدر  Stool( عمتتتتا التتتتتوالف المعتتتتزوليا متتتتا الرتتتتروج 12 

ويعز  السف  حتف ذلت  التا اا هتذا الفتادع لتم يجتد مواقت  مكممتض  ،العزا
 لض عما الدنا الجينف لهاتيا العزلتيار

( عمتتا التتتوالف حيتتث اا العزلتتة 10( و  4اا رقتتم  فينمتتا ا تتتركت العينتتت
معزولتتة  4معزولتتة متتا ارمتتاج الاذا الوستتلا والعزلتتة رقتتم  (105  رقتتم

ا تتتركتا حتتف انتتتاج هتتذا الفتتادع لرمتتس حتتزم م تتتركة فتتيا  ،متتا الرتتروج
 550 ، 600 ، 700 ،900هتاتيا العتزلتيا وفاحجتام جزي يتة م تتركة  

،200 )bp ة فيا العزلتيا يدا عمتا ت تافض اا وجود هذ  الحزم الم ترك
المادة الوراوية حف تم  المنلقة ما الدنا الجينف لمعتزلتيا ممتا يتتد  التا 
استنستتاج هتتو وجتتود ت تتافض وراوتتف فتتيا هتتاتيا العتتزلتيا عمتتا التترمم متتتا 
الارتتتعو حتتف مصتتدر العتتزا الا انهتتا تنحتتدر متتا اصتتا م تتتر ر كتتذل  

كتتا الاحجتتام الجزي يتتة متتا يمكتتا معحكتتتض هتتو انتتتاج هتتذا الفتتادع حتتزم ل
المعزولتتتة متتتا الحتتتروق والتتتتف ت تتتردت حتتتف كونهتتتا  24وذلتتت  لمعينتتتة رقتتتم 

اكهرت جمي  الحزم ولجمي  المواقت ر وقتد فمتد عتدد الحتزم المتفاينتة لهتذا 
 (ر  2  صورةكما موود حف ال 104الفادع 

 

 
 البادئلمكشف عن التنوع الوراثي باستعمال  PCR( ناتج تفاعل 2صورة )

OPA-06 
 

 : OPE – 20البادئ _3
 OPE – 20لمفتتتادع  RAPDيتفتتيا متتتا رتتتعا نتتتا   ت تتتاععت اا 

لمعزلات السريرية انتاجتض حتزم فاحجتام جزي يتة مرتم تة اذ فمتد عتدد مواقت  
وقتد  ، bp( 1200-1350الحزم الناتجة موقعيا حقتل وفاحجتام جزي يتة  

وهتتذا   bp(1350انتتت  هتتذا الفتتادع حزمتتة عامتتة عنتتد الحجتتم الجزي تتف  
اا  ،يتتدا عمتتا وجتتود ت تتافض وراوتتف فتتيا العتتزلات التتتف تعتتود لمنتتوا ن ستتض

هتتتذ  النتتتتا   مت تتتافهة الحتتتزم متتتا حيتتتث العتتتدد او الحجتتتم يلمتتتق عميهتتتا 
وهتتتف تعكتتتس المستتتاحة المتماومتتتة فتتتيا  Main bandsالحزمتتتة الر ستتتية 

مواقتتت  ارتفتتتال الفتتتادع عمتتتا دنتتتا العتتتزلات المدروستتتةر وهتتتف تموتتتا موقعتتتا 
وتتتتزداد اهميتهتتا نستتفيا كممتتتا  (19 ا احتتتراد النتتوا المتتدروس ت تتتر  فتتض كتت

حتتتف  (20 كفتتتر حجمهتتتا وازداد عتتتددها لتكتتتوا ذات قتتتدرة تمييزيتتتة اعمتتتا 
وتوزعتتت  ، bp1200حتيا كانتتت الحزمتة الوانيتتة متفاينتة وفحجتتم جزي تف 

حيتتث فمتتد عتتدد الحتتزم  ،( حزمتتة1-2اعتتداد الحتتزم فتتيا العتتزلات متتا فتتيا  
 (ر3 الصورةا هو موود حف ( حزمةر كم21المتفاينة  

 

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

OPE-20 
 

اويتا واوتتحا وحتف هتذ  الدراستة اكهترت الفاد تات التتف استتردمت تفاينتا ور 
اذ اا الفتتتتادع يتتتترتفل فمواقتتتت  مكممتتتتة لتتتتض وفنتتتتاا ستتتتض فتتتتيا العتتتتزلات المدرو 

 تتريل جديتتد يمتتتد التتا اا يستتتوق ض موقتت  ارتفتتالف ارتتر او نهايتتة  تتريل 
القالتت  فالاوتتاحة التتا عامتتا الوقتتت المحتتدد لارتفتتال الفتتادع  DNAاا 

 annealing time حالمنلقتتة المحصتتورة فتتيا متتوقعف الارتفتتال هتتف )
لفتتتادع ستتتيكرر ارتفالتتتض التتتتف ست تتتما حجتتتم القلعتتتة المتوتتتاع ة كتتتوا ا

فهتتتذ  المواقتتت  حتتتف كتتتا دور  ليوتتتيو قلعتتتة دنتتتا جديتتتدة تعمتتتا قالفتتتا حتتتف 
   ر (21 الدورة العحقة 

ويتوتتد متتتا النتتتتا   التتتتف حصتتتمنا عميهتتا التفتتتايا حتتتف الاحجتتتام الجزي يتتتة 
لمحتتتزم الناتجتتتة اذ يموتتتا حجتتتم الحزمتتتة الفعتتتد فتتتيا موقتتت  وارتتتر لارتفتتتال 
الفادع كما ذكر اعتع  ا  كممتا زادت المستاحة فينهمتا كفتر حجتم القلعتة 
المتوتاع ة كمتتا يتموتا عتتدد تمتت  الحتزم فعتتدد تمتت  المواقت  ويعتتود الستتف  

يا اعداد حزم التواعو فاستردام كتا فتادع التا نتتا   ت تاععت حف تفا
فاستردام فاد ات ع وا ية تتناس  م  حجم المجتيا لمكتا ا  RPADاا 

ويرجتت   (22 المتتدروس وكتتذل  اعتتداد النيوكميوتيتتدات لمفتتادع المستتتردم 
الستتف  حتتتف وجتتتود ارتعحتتات حتتتف اعتتتداد الحتتزم المتوتتتاع ة فتتتيا عتتتزلات 

ود ارتتتتعو حتتتف اعتتتتداد المواقتتت  التتتتف يتعتتتترو التتتا وجتتتت E-Coliفكتريتتتا 
عميهتتا الفتتادع وكتتذل  حتت ا ارتتتعو المستتاحة فتتيا موقتت  وارتتر يتتتد  التتا 

 الحصوا عما قل  الاحجام الجزي يةر
حعندما يجد الفادع منالق م افهة لض وحتف  تريل التدنا يتوتاعو النتات  

كمتتتتا اكتتتتد اا الحتتتتزم  ، (23 وعنتتتتد تحميتتتتا النتتتتات  تكهتتتتر حتتتتزم مرتم تتتتة 
المتوتتاع ة التتتف تكهتتر هتتعم الاكتتاروز والتتتف ترتمتتو فاوزانهتتا الجزي يتتة 

اذ انهتتتتا تتتتتتور عمتتتتا حجتتتتم الحتتتتزم  ،تعتمتتتتد عمتتتتا نتتتتوا الفتتتتادع المستتتتتردم
المتوتتتاع ةر اا ارتتتتعو عتتتدد الحتتتزم الناتجتتتة فتتتارتعو العينتتتات يفتتتدو 

حتف اعتداد  منلقيا فسف  التسيير حف تسمسا الدنا لمعتزلات اذ اا الت تاوت
الحزم الناتجة يعود التا ارتتعو ترتيت  القواعتد النتروجينيتة حتف الانمتال 
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الوراوية لمعينات  المدروسة وهذ  النتيجة تستردم م  دراستات عديتدة حتف 
 ر(22  (24 هذا المجاا منها  

تعتمتتتتتتتد عمتتتتتتتا نتتتتتتتوا الفتتتتتتتادع  RAPD-PCRاا نتتتتتتتات  عمميتتتتتتتة تحميتتتتتتتا 
 ،انمال مرتم تة متا الحتزم ايوتا وفوجود فاد ات مرتم ة تنت  ،المستعما

اا الارتتتتعو حتتتف هتتتذ  الحتتتزم واعتتتدادها واحجامهتتتا الجزي يتتتة هتتتو التتتذ  
يحتتدد كميتتة التفتتايا التتوراوف فتتيا العتتزلات اا هتتذا التنتتوا التتوراوف هتتو احتتد 
حروا التنوا الحيو  والذ  يمكا الاحراد ما التكيو م  التسييترات الفي يتة 

ت الوراوية فتيا الاحتراد عمتا مستتو  وهو نات  عم مجموعة ما الارتعحا
DNA  25)   

 البعد الوراثي لمعزلات السريرية
 (0.215-0.997) تراوحت قيمة الفعتد التوراوف لمعينتات الستريرية متا فتيا

( رحيتتتتث كانتتتتت اقتتتتا قيمتتتتة لمفعتتتتد التتتتوراوف 1كمتتتتا مووتتتتد حتتتتف ال تتتتكا  
المتمومتتتة  3وذلتتت  فتتتيا العينتتتة رقتتتم   0.215فالنستتفة لمعتتتزلات الستتتريرية 

المتمومتتة  4والعينتتة رقتتم   Stoolالمعزولتتة متتا الرتتروج 23فالعزلتتة رقتتم 
ا  انهمتا معتزوليا   Stoolالمعزلتة متا الرتروج ايوتا  29فالعزلتة رقتم 

متا ن تس مصتدر العتتزا وهتذا يتدا عمتا انهمتتا يمتمكتاا تكفتر ت تافها  حتتف 
المستتتتردمة حتتتف هتتتذ  الدراستتتة و  المتتتادة الوراويتتتة فالإستتتتناد التتتف الفاد تتتات

فالإوتتتتاحة لمصتتتتدر العتتتتزا حتتتتإا هتتتتاتيا العتتتتزلتيا مقاومتتتتتاا لمموتتتتادات 
الحيوية المستردمة حف ارتفار الحساسية حف هذ  الدراسة فالإوتاحة التف 
قتتدرة هتتذ  العتتزلات عمتتا التكيتتو التتوراوف متت  الكتتروو الفي يتتة المرتم تتةر 

( المتمومتة فالعزلتة 2رقتم   فيا العينتة  (0.997)تما تعما فعد وراوف كاا
المتمومتة فالعزلتة  19والعينة رقم  Urineدرار لإ( الم روذة ما ا11رقم  
وهتتذا يعنتتف وجتود اقتتا نستتفة  , Stool(المعزولتتة متا الرتتروج 232رقتم  

لمت افض حف المادة الوراوية فيا هاتيا العزلتيا حقد ا تركنا ف قتا عتدد متا 
رتم تتتت العزلتتتتاا حيمتتتا فينهمتتتا متتتا رتتتر  وقتتتد ااُالحتتتزم فالنستتتفة لمعتتتزلات ا

رتتتتعو حتتتف مكتتتاا العتتتزا احيتتتث مصتتتدر العتتتزا حالفعتتتد التتتوراوف يعتتتود ا
ولفيعة مصدر العزا  المادة المعزولتة منهتا الفكتريتا( فالإوتاحة التا اا 
هذا الإرتتعو قتد يعتود التا  رتتعو المواقت  التتف يتعترو عميهتا الفتادع 

قتتد يتسيتتر لكتتروو معينتتة وتتما الجنتتيا او التتا عتتدد هتتذ  المواقتت  التتذ  
كالإتحتتادات الجديتتدة تو الل تتراتر وقتتد تراوحتتت الافعتتاد الوراويتتة لمعتتزلات 

رتتر  فتتيا هتتذ  القتتيم روتتتم استتتومار قتتيم الفعتتد التتوراوف فتتيا العتتزلات اا اا
 groupsلإيجاد الععقة الوراوية التف ترفلها جميعت  ف تكا مجتامي   24

متتاد عمتتتا نتتتا   التحميتتتا تتتتم تقستتيم العتتزلات التتتف مجتتامي  فععت  حيتتث
 ( ؤ  2الاحصا ف كما حف ال كا  

0.000 
0.517    0.000 
0.417     0.513    0.000 
0.300     0.438     0.215    0.000 
0.470     0.661     0.513     0.529    0.000 
0.523     0.529     0.430     0.455     0.629    0.000 
0.472     0.590     0.259     0.362     0.389     0.401    0.000 
0.514     0.689     0.339     0.330     0.632     0.527     0.433    0.000 
0.319     0.811     0.634     0.545     0.885     0.756     0.723     0.543    0.000 
0.531     0.404     0.311     0.302     0.604     0.456     0.496     0.448     0.566    0.000 
0.717     0.995     0.336     0.529     0.647     0.484     0.435     0.524     0.931     0.650    0.000 
0.457     0.658     0.579     0.693     0.910     0.644     0.651     0.693     0.429     0.665     0.651    0.000 
0.648     0.757     0.596     0.609     0.826     0.661     0.621     0.720     0.591     0.693     0.803     0.636    0.000 
0.626     0.856     0.736     0.744     0.787     0.590     0.768     0.693     0.677     0.722     0.596     0.719     0.693    0.000 
0.498     0.658     0.628     0.598     0.716     0.470     0.504     0.693     0.569     0.614     0.599     0.573     0.361     0.474    0.000 
0.850     0.930     0.736     0.862     0.930     0.690     0.768     0.693     0.738     0.665     0.708     0.665     0.435     0.560     0.431    0.000 
0.746     0.944     0.811     0.815     0.944     0.704     0.782     0.764     0.817     0.797     0.782     0.790     0.596     0.434     0.532     0.311    0.000 
0.668     0.763     0.615     0.631     0.763     0.540     0.537     0.580     0.556     0.552     0.537     0.760     0.348     0.461     0.355     0.418     0.520    0.000 
0.927     0.997     0.955     0.797     0.996     0.671     0.846     0.968     0.816     0.941     0.772     0.915     0.688     0.592     0.484     0.535     0.667     0.522    0.000 
0.506     0.653     0.537     0.602     0.653     0.442     0.599     0.642     0.618     0.523     0.553     0.577     0.451     0.480     0.380     0.291     0.414     0.441     0.584    0.000 
0.617     0.869     0.564     0.629     0.661     0.529     0.536     0.689     0.677     0.604     0.436     0.841     0.575     0.276     0.458     0.450     0.513     0.358     0.532     0.339    0.000 
0.563     0.772     0.722     0.676     0.647     0.624     0.693     0.735     0.552     0.596     0.818     0.651     0.567     0.450     0.550     0.650     0.510     0.446     0.772     0.599     0.484    0.000 
0.598     0.671     0.692     0.657     0.566     0.482     0.517     0.654     0.687     0.678     0.563     0.541     0.502     0.403     0.418     0.487     0.545     0.262     0.497     0.429     0.426     0.389    0.000 
0.511     0.517     0.458     0.482     0.566     0.523     0.472     0.514     0.533     0.403     0.774     0.632     0.597     0.444     0.541     0.487     0.746     0.444     0.602     0.506     0.343     0.472     0.470    0.000 

 قيم الابعاد الوراثية لمعزلات السريرية (1شكل رقم )
 

 

 لمعزلات السريرية المخطط الشجري لمعلاقة الوراثية ( 2شكل رقم )
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 Abstract 
300 samples from different infection sourcel for a patients and revisers in Azadi hospital, Kirkuk generic 

hospital, and children hospital, from various ages for both genders, to isolate Escherichia coli bacteria and 

diagnosis it, and study the genetic variety which distribution to clinical samples by (140) urine samples, (45) 

diarrhea samples, (40) wound swab, (40) burn swab, and (35) from otitis media infection.  
The growth isolation on the different cultural media was diagnosed from the appearance, microscopical, and 

cultural characteristics. The results the diagnosis showed that (75) clinical isolation about (38.65%) refers to E. 

coli bacteria distributed by (9) isolation at ratio (31%)    from the burn swab, (6) isolation at ratio (26.1) from 

wound swab, (4) isolation from otitis media infection (19%), (13) isolation from the stool about (40.6%), and 

(43) isolation (84.3%) from the urinary tract infection (UTI).  

The sensitivity of the clinical and ecological isolations was studied for nine antibiotics from different antibiotics, 

broadly. Where the highest resistance for the antibiotics in the clinical isolations to both (ampicillin and 

cephalexin) reaching in the rate of (97.3%) and (92%), respectively. While the lowest resistance rate for the 

clinical isolations was to the (Amikacin) in the rate of (17.3%). 

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

resistance to many of antibiotics. To study the genetic variation for these isolations 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). 

 


