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 البحث معلومات
 2018/  4/  30تأريخ الاستلال: 

 2018/  1/  14تأريخ القبول: 
 

 الملخص
ِّصتصات العاالت النامياة  59( عيناة ماا  و   71عينة بيئية من التربة والماا     130جمعت  ( عيناة ترباة، خ 

 51بعد ارعها على الأوساط الارعياة الِّاصاة ومظح اة الصااات الم هرياة والمجهرياةت ن هارت نتاائ  با ن 
عالااة ماان التربااة  18% و52.4عالااة ماان المااا  بنساابة  33, وبواقاا  %45.9 بنساابة E.coliعالااة تعااود  لااى 

مضاادات حيوياة مان المضاادات المِّتلااة وقاد تااوتات  9د رتست حساسية العالت البيئية لاا .  %37.5بنسبة 
العاااالت مااان حياااة المضاوماااة للمضاااادات الحيوياااة، بينماااا كانااات نعلاااى نسااابة مضاوماااة للعاااالت البيئياااة لمضااااد 

cephalexin 80.4%, ي مضاوماااة لمضااااد بينماااا لااام ت هااار العاااالت البيئياااة نAmikacin  ومضاوماااة بنسااابة
اعتمااااادا علاااااى  E.coliعالااااة بيئياااااة ماااان عااااالت 24وقااااد انتِّباااات  .Chloramphenicol% لمضاااااد 5.5

مضاومتهااا العاليااة للمضااادات الحيويااة ولمعرعااة التنااوذ الااورا و لهاا ا العااالت ودراسااة المةخاارات الورا يااة بتضنيااة 
PCR لسااااالة الااااااوهاااااو ر مةخااااارات التضااااااع  العخاااااوائو لسDNA Randomly Amplified 

Polymorphic DNA (RAPD)).  وقد است مرت ه ا المةخرات عو كخا  التبايناات الورا ياة باين الناواذ
ماا   RABDعليهااا عااو مةخاارات اد  PCRا  تاام عاااد مااادة الاادنا ماان الِّظيااا البكتيريااة  اام نااا ت تااااعظت 

ن هااارت هااا ا البادئاااات حاماااا  متما لاااة  روا وقاااد اااظة باااوادئ عخاااوائية ومااان  ااام ترحيلهاااا علاااى هاااظم الأكاااا
 اام ندِّلاات البيانااات  polymorphic bands, وحامااا متباينااة المواقاا   Monomorphic bandsالمواقاا 

الِّاا   NTSYS-PC version 2.02 التو تم الحصود عليها  لى الحاسوب ووعا  البرناام  اصحصاائو 
 به ا النوذ من الدراساتت

العالت الكلمات المفتاحية:  
، تضنية E.coliالبيئية, جر ومة 

RAPD 
 المراسلة مع:

 شيماء منشد مرشد الاسم:
 البريد الاليكتروني:

 
 رقم الهاتف:

 
  

 

 المقدمة
عاو الترباة والبيئاة المائياة وهاو التلاوة البارااي الخاريكيا الضالونياة تتواجد 

 Polymeraseتضنياة تااعاا البلمارة المتسلساا  ون را لما تمتااا با  (1 

chain reaction  عضاااد اساااتِّدمت  الِّصوصاااية والسااارعة العالياااةمااان
، ويعاد التنااوذ الاورا و نحااد الجواناب الأساسااية  (2  مللتحاري عان الجاارا ي
( التاااااو تعنااااااو التناااااوذ الموجااااااود بااااااين Biodiversityللتناااااوذ الحيااااااوي  

الأحيااااااا  المِّتلاااااااة كالكائنااااااات الدقيضااااااة عااااااو مجتمعاتهااااااا ال بيعيااااااة ونن 
الحيااوي ضاارورية جااداا للحاااا  المحاع ااة علااى مسااتو  عااادن ماان التنااوذ 

 على الن ام البيئوت
مااان الجااارا يم واساااعة النتخاااار عاااو ال بيعاااة عهاااو توجاااد عاااو  E.coli ان

التربة والمياا الس حية ا  انها ت رح ما  ااائا النساان والحياوان بخاكا 

 اباات عهااو تتواجااد عااو التربااة الملو ااة ببااراا النسااان والحيااوان وهااو ماان 
التااااااااو تسااااااااتِّدم كاحااااااااد الاااااااادلئا  Coliformsمجموعااااااااة الضولونيااااااااات 

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

وقاااد اسااات مرت صااااة ايخاااريكيا  ت(3  والاايروساااات والبتااادائيات الجااارا يم
و المعااااا   اي عااااو البااااراا( , الضولااااون عااااو تواجاااادها الاااادائم والمميااااا عاااا

وقابليتهااااا عااااا السااااتمرار عااااو هاااا ا الوجااااود ِّااااار  المعااااا  ماااان ِّااااظد 
مضاومتهااااا ال ااااروة البيئيااااة المِّتلاااااة التااااو قااااد تواجههااااا لاتاااارة معينااااة , 
وبخاااااكا ِّاااااا  عناااااد وصاااااولها الاااااى مصاااااادر ميااااااا الخااااارب او ال ااااا ا  

ا الصااة كالحليب او ايرا, بعد حدوة تلوة لها بالبراا عو اساتِّدام ها 
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,  جارا يمها ا العو الكخ  عن ه ا التلوة عو ه ا البيئات بدللاة وجاود 
الضولونياة تنتخار بك ارة عاو بيئاة المستخاايات  جارا يملوحا ان اناواذ الوقد 

وبما انها انواذ معوية عان  لا  يادعو باان كاا مان ال ا ا  والماا  وامعاا  
 4)  ة بهاا تلاو المرضى الراقدين عاو المستخاايات تعاد المصادر الهام لل

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

مليون اصابة بحاالت الساهاد  650 البلدان النامية, عهو تسبب سنويا 
دون الِّامساة مان العمار , كماا انهاا تعاد مان المساببات  ِّاصة لظ ااد

لِّااار  اهمهاااا اصاااابات الجهااااا الباااود الرئيساااية للعدياااد مااان الصاااابات ا
 5)(U.T.I) دة علااى تضانااة لعديااد ماان المةخاارات الورا يااة المعتمااا توجاادت

اماااا  ,ومسااااوئ تخااتر  بمواصااااات عاماااة ولكاااا منهاااا محاسااان  PCRاد 
اِّتياار المةخار دون الِّار هاو ان يكاون اهم السس التو يتم بموجبهاا 

المةخار ساها الت بيا , وايار مكلا , وعناد العاادة يع او قابلياة تكارار 
ومان باين ها ا المةخارات مةخارات التضااع  العخاوائو متعادد  صاحيحة
 ت(RAPD)اد  الخكاد

 الهدف من الدراسة:
مِّتلاااااة بيئااااة  عينااااات عاااااد وتخااااِّي  بكتريااااا اليخااااريكا الضولونيااااة ماااان

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

 تلهاالورا و 
 العمل طرائقالمواد و 

 راولًا: جمع العينات
ترباااة    عيناااة مااان بيئاااة59بواقااا  ترباااة بيئياااة مااان العيناااة  130 جمعااات

الملو ااة ببااراا النسااان والحيااوان( وامااا عينااات اارذ والحاادائ  والتاارب مااال
و لااا  مااان  ة, خااا (عيناااة  بحيااارة , بركاااة, سااااقي71الماااا  عضاااد تضااامنت 

م بباة  انابياب اساتِّدمتوقاد  منا   مِّتلاة من داِّا مديناة كركاو  ت
مان مديناة  خملت المناا   البيئياةو  (Sterial plane tubesمعضمة   –

نهااار الِّاصاااة جااااي الااا ي يمااار مااان مركاااا مديناااة عضاااظا عااان  كركاااو 
موقعاا لجما  عيناات الميااا والترباة وبواقا   22مايضارب  ا  حددكركو  , 

عينااات للموقاا  الواحااد وبعااد عمليااة الجماا  نضلاات العينااات   6الااى  5ماان 
مااا  ت وخاااملت مناااا   ج مباااردةالاااى المِّتبااار مباخااارة بواسااا ة حاوياااة  

 –الضورياة  –المصالى  –تساعين  –ة ارنا االعينات من الحيا  التالية  
 –الواساا و  –الصاايادة  –واحااد ا ار  –دوميااا  –الضادسااية  –العسااكري 
 –العروبااااااااة –النصاااااااار  –عرعااااااااة  –الماااااااااس  –الخااااااااورجة  –رحاااااااايم اوا 
 الِّضرا (  –المعلمين

 تشخيص العزلات البكتيرية : ثانياً: 

Identification of Bacterial Isolates 

   -_التشخيص البكتريولوجي الاولي: 1
خِّصااات المساااتعمرات النامياااة علاااى سااا ة الوسااااط الارعياااة الِّاصاااة 
 بالارذ الولو مبدئياا بالعتماد على الصاات الارعياة مان حياة الخاكا,

ساكر , وتحلا الدم على وس  اكار الادم وتِّميرهاا لالحجم, اللون,  الضوام
( Swarmingاهرة العااا   ونكو , و اااالظكتاااوا علاااى وسااا  اكااااد المااااك

كما درست صاات الِّظيا البكتيرية عن  ري  الاحا  المجهاري و لا  
(  اام عحصااها تحاات العدسااة Gram stainبعااد تصاابي ها بصااي ة كاارام  

الايتية للمجهر الضوئو لمظح ة حجم وخكا الِّظياا البكتيرياة و ريضاة 
وقاد اساتِّدمت عادد مان الوسااط  (6 تجمعها وتااعلها م  صب ة كارام 
وخِّصااااات اعتمااااااداا علاااااى الِّتباااااارات  الارعياااااة والكواخااااا  والمحالياااااا 

وحساااااااب ماااااااا ورد عاااااااو الكيموحيوياااااااة الِّاصاااااااة بتخاااااااِّي  الخاااااااريكيا 
  (8) .   (7المصدرين  

 : اختبار فحص الحساسية للمضادات الحيوية2
راسااة لمضااادات الحيويااة علااى العااالت قيااد الداجااري اِّتبااار الحساسااية ل

( المعدلاة Kirby-bauer  methodب ريضاة القارا  وبحساب  ريضاة 
( انااواذ 9تاام اِّتيااار 9)  والموصااوعة ماان قبااا من مااة الصااحة العالميااة 

 .(1كما موضة عو الجدود رقم   من المضادات الحيوية
 

 للمضادات 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 بلملم
 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  اِّتبااااار  ( E.coliعالااااة    24ااااا  DNAاِّاااا ت عينااااات 

 RAPD عليهاا , وتام اجاارا  تاااعظت الاا )RAPDبالسااتناد علاى ). 

(10)  
 (Primer selectionالبادئات المستخدمة في الدراسة )

 Alpha  ا  تااام تحضاااير محاليلهاااا الِّايناااة حساااب تعليماااات خاااركة

DNA باساتعماد الماا  2قام  ر ( المجهاة لها وكما موضة عو الجدود )
بيكولود/ماااااايكروليتر, 100 المض ااااار الظاياااااونو للحصاااااود علاااااى تركياااااا 

وبإضاااعت   مااايكروليتر ماان المحلااود الِّاااين لكااا بااادي  10و لاا  باِّاا  
مايكروليتر من الماا  المض ار الظنياونو, وماا  جياداا وحااا عاو  90الى 

 ال ظجة  لحين الستعمادت 
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 Alpha)( يوضح البوادئ , وتسلسلها  والشركة المنتجة 2جدول رقم )

DNA)  10تركيزبو picomol 
 ت اسم البادئ تسلسل البادئ

AAGGCGGCAG OPI-06 1 

GGTGACTGTG OPE-16 2 

GTCGCCGTCA OPD-3 3 
 

1-  Accupower  PCR  master  Mix  
 Accupower  PCR.Masterاستِّدمت ال ريضة المرعضة ما  العادة  

Mix  وحسااب تعليماااات الخاااركة المصاانعة )Bioner واجاااري التااعاااا )
 مايكروليتراا ت  20بحجم 

 طريقة العمل  -2
تم ضب  تركيا الدنا عو كاعة العينات المدروسة للحصاود علاى التركياا 

( 50ng-25( ويكاون تضريبااا مان RAPDالم لوب لجارا  تاااعظت اد 
 تاام تحضااير ِّلااي  التااعااا الرئيسااونااانو ااارام / مااايكروليتر لكااا عينااة، 

 Master Reaction ماااااايكروليتر ماااااان الاااااادنا  3( و لااااا  بإضاااااااعة
الااى النبوبااة الحاويااة علااى ِّلااي  التااعااا  ادئماان كااا باامااايكروليتر 2و
 Master  Mix) كمااد الحجام النهاائو للتااعاال اضاعة الما  المض ر 

ادِّلاااات انابيااااب التااعااااا الااااى جهاااااا المبلماااار  تمااااايكروليتر 20 ليصاااابة
( لجاااارا  التااعااااا التضاااااعاو وباسااااتِّدام Thermocyclerالحااااراري  
دورة  45دقاااائ   ااام  5لاتااارة ° م 94التاااالو دورة واحااادة بدرجاااة البرناااام  

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

 دقائ  لظست الة النهائية وبناس الدرجة ولدورة واحدةت
 علاااى مااان الناااات ماااايكروليتر  5حجااام  ترحياااابعاااد انتهاااا  وقااات التااعاااا 

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

 -التحليل الاحصائي :
تم حساب معاما البعد الورا و وك ل  معاماا التخااب  ماا باين الأصاناة  

التحلياااا  اام نجااري  (،11ت  Nei’s 72المدروسااة باسااتِّدام معامااا  
( وتم رسم مِّ ا  البعاد الاورا و ماا باين Cluster analysisالعنضودي  

 The unweighted pair group( 12 المدِّظت باستِّدام  ريضةر 

method for the arithmetic average (UPGMA).ت نجريات 
 برناااااااام ر باساااااااتِّدام بواسااااااا ة الحاساااااااوبكاااااااا التحالياااااااا اصحصاااااااائية 

Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis 

System 2.02 NTSYS-pc, 13   ت) 
 
 

 النتائج والمناقشة 
 اولًا: العزل:

 –الأمااكن العاماة  –من الترباة   تارب الحادائ   E.coliعالت جر ومة 
% بينما عالات 35.3عالة وبنسبة  18الأرصاة ( بواق   –المستخايات 

النتيجااة ماا  مااا % ت وتتااا  هاا ا 64.7عالااة بنساابة 33ماان المااا  بواقاا  
والتاااو اخاااارت الاااى ان نسااابة عااااد جر وماااة  (6  توصااالت اليااا  الباح اااة

E.coli  من التربة كانت اقا من نسبة عالهاا مان الماا  عضاد عالتهاا مان
% ت ان نسابة الضليلاة 54.5ومان الماا  بنسابة   )%13.9   الترباة بنسابة

دة لأنا  المعاولة من الترباة تادد علاى  ان ها ا البكترياا ايار محباة للبارو 
تاام عالهااا عااو عصااا الخااتا  ولهاا ا  هاارت هاا ا النساابة الضليلااةت نمااا عيمااا 
يِّااا  عيناااات الماااا  عضاااد جمعااات مااان ميااااا الأنهاااار والبااار  والساااواقو 
واتاضاات نساابة العاااد التااو حصاالنا عليهااا عااو هاا ا الدراسااة  ماا  عاادد ماان 

المعاولااة ماان  E.coli  الدراسااات الأِّاار  التااو نكاادت ساايادة جر ومااة 
المائياااة مضارنااااة باااالأنواذ البكتيرياااة الأِّاااار ت كماااا ن هااارت دراسااااة البيئاااة 

التااو نجرتهااا علااى مياااا راعااد الااااب الساااا ونهاار الِّاصااة الجاااي  (14 
تم ااا نك اار الأنااواذ  E.coliومياااا نبااار مدينااة كركااو  عضااد كاناات جاارا يم 

المعاولااة ِّااظد ماادة الدراسااة ممااا يةكااد وجااود تلااوة باارااي حاادية للمياااا 
 بخرية وحيوانيةت من مصادر 

  Identification التشخيص  ثانياً:
 التشخيص والفحوصات الكيموحيوية -1

عياااة علاااى الصااااات الار اعتماااادا   البيئياااة E.coliتااام تخاااِّي  عاااالت 
ا  تام تنميتهاا علاى اوسااط والاح  نلمجهاري والاحوصاات الكيموحيوياة 
 وعلاى وسا  اكاار الادم و تخِّيصية مِّتلاة تتم ا بوس  اكار مااكونكو

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

المعزولـة   Escherichia coliيـا اختبار حساسية عـزلات بكتيـر -2
   بيئيا" للمضادات 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 الساااتِّدام والمتداولاااة عاااو المةسساااات 
الصااااحية عااااو معالجااااة ننااااواذ مِّتلاااااة ماااان الِّمااااا  التااااو يتعاااارض لهااااا 
اصنسااااان وقااااد تاااام تحديااااد مااااد  حساسااااية العااااالت للمضااااادات الحيويااااة 

علاااى ق ااار من ضاااة الت باااي  المحي اااة بااا قرا  هااا ا المضاااادات  اعتماااادا 
وقاااد تباينااات  (16 مااا  الجاااداود الضياساااية الاااواردة عاااو ومااان  ااام مضارنتهاااا 

عااااو حساساااايتها للمضااااادات الحيويااااة  E.coliالعااااالت البيئيااااة لجر ومااااة 
 ر( 3رقم  ,كما موضة بالجدود المستِّدمة قيد الدراسة الحالية
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 المعزولة بيئيا" E.coli( اختبار حساسية عزلات 3) رقم جدول
 المجموع الكلي 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 الِّتظة عو نسب مضاومة الجرا يم للمضادات الحيوية قد يعاود الاى 
عاااادة نسااااباب ماااان نهمهااااا  نااااوذ العااااالت واِّااااتظة مصاااادر العاااااد ماااان 
الأساااباب التاااو ندت الاااى اِّاااتظة نساااابة المضاوماااة عااان بااااقو الأبحاااااة 
باصضااااعة الاااى حجااام العيناااة المدروساااة ت ان الأسااااس الاااورا و لمضاوماااة 

ون ناتجااااا عااان وجاااود جيناااات مساااةولة عااان هااا ا المضاااادات الحيوياااة يكااا
المضاوماااة والمحمولاااة علاااى الكروموساااوم او علاااى البظامياااد والتاااو تخاااار 
لأنايماات مساةولة عاان تح ايم المضاادات الحيويااة وتحويلهاا الاى الخااكا 

ت كماااااا قاااااد ت هااااار البكترياااااا المضاوماااااة للعدياااااد مااااان  (17 ايااااار الاعااااااد 
الا ي قاد  R-factorالمضاوماة المضادات الحيوية كنتيجاة لنتضااد عاماا 

يكاااون المسااائود عااان اياااادة المضاوماااة ا  تعاااد مضاوماااة العاااالت البكتيرياااة 
الأك ر من مضاد حيوي واحد من المخاكا الِّ يرة والكبيارة مان الناحياة 
ال بيااة و لاا  لصااعوبة اِّتيااار العااظ  المناسااب للمااريض وماان الأسااباب 

د العخااوائو للمضااادات الرئيسااة ل هااور المضاومااة المتعااددة هااو السااتعما
الحيويااة دون العتماااد علااى  جاارا  عحاا  الحساسااية لهااا ممااا يايااد ماان 
عاااار  تكياااا  البكتريااااا ومضاومتهااااا للمضااااادات الحيويااااة المسااااتِّدمة عااااو 

% مان المضاادات الحيوياة المعروعاة 90وبخاكا عاام عاإن  (18 العظ  
كاارام اياار قااادرة علااى ت بااي  الك ياار ماان نجناااس الجاارا يم السااالبة لملااون 

ويعااود هاا ا الااى  بيعااة جاادارها الِّلااوي وامتظكهااا للعديااد  E.coliومنهااا 
نتاا    Efflux pumpمان للياات المضاوماة م اا نن ماة الادع  الاعااد  وا 

ننايماااات التاااو تساااهم عاااو مضاوماااة العدياااد مااان نناااواذ المضاااادات الحيوياااة 
 .(19 

 كشف التباين الوراثي:
 :RAPDتفاعلات الـ

 لدراساااة التبااااين الاااورا و باااين العاااالت البيئياااة ضااامن العاااالت المضاومااااة
, تم استِّدام تضنياة التضااع  عالة 42للمضادات الحيوية والبال  عددها

 ت(RAPD)العخوائو المتعدد الخكاد 

واعتمااااداا علاااى  هاااور او عااادم   RAPDومااان ِّاااظد تحلياااا نتاااائ  الاااا 
حجاااام الجايئياااة لتلااا   هاااور حاااام التضااااع  وكااا ل  الِّاااتظة عاااو ال

الحااام والتااو تِّتلاا  باااِّتظة  عاادد المواقاا  المكملااة لتتابعااات البااادي  
علااى خااري  الاادنا المجينااو وكاا ل  تِّتلاا  باااِّتظة المساااعة بااين موقاا  

 ت(20 واِّر
 : OPI – 06_البادئ 1

للعاالت البيئاة  OPI – 06للباادئ  RAPDا هرت نتائ  تاااعظت اد 
( موقعاا للحاام تراوحات احجامهاا الجايئياة ماا 14عضد ا هر ها ا الباادئ  

ورا ياة ماا عت اعاداد الحاام باين التراكياب ال, وتوا  bp(200-1500بين  
( حامة وقد كانت جميا  الحاام متبايناة ولام ي هار ها ا الباادئ 4-9بين  

( 145حامااة عامااة للعينااات المدروسااة, حيااة بلاا  عاادد الحااام المتباينااة  
 (ت  1  رقم الصورة حامةت كما موضة عو

 

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

 OPI-06البادىء 
 

 :OPE-16:البادئ 2
 OPE-16للباااااااادئ  RAPDيتبااااااين مااااااان ِّاااااااظد نتاااااااائ  تاااااااااعظت اد 

( موقعااااا للحااااام, 13للعينااااات البيئااااة عضااااد ا هاااارت النتااااائ  لهاااا ا البااااادئ  
, حياة تواعات  bp(250-1500 تراوحت الحجام الجايئية لها ما بين 

( حامة, وقد ا هار ها ا الباادئ حاماة 4-9اعداد الحام للعالت ما بين  
ان  هااور حامااة عامااة  bp(540عامااة لجمياا  العينااات بحجاام جايئااو  

لجمياااا  العينااااات المدروسااااة تاااادد علااااى تخاااااب  المااااادة الورا يااااة عااااو تلاااا  
بموقاا   و الجينااو لكاعااة العااالت والتااو تخااتر   DNAالمن ضااة ماان اد 

حجم جايئو محدد وهو تدد على وجود تخاب  ورا او باين العاالتت وماا 
يمكااان مظح تااا  ايضاااا  هاااور حاااام لكاعاااة العيناااات ماااا عااادا العيناااة رقااام 

من مياا نهر الِّاص  جااي  عناد ( الم ِّو ة 82( المتم لة بالعالة  15 
ر الراباا ( والتااو لاام تع ااو حامااة و لاا  لعاادم وجااود موقاا  لرتباااط الجساا

ت  bp(1250جينو لها ا العالاة و لا  عناد الموقا   مالبادئ على الدنا ال
, وال ي ا هر وجاود الحاام  bp(1500ك ل  هو الحاد بالنسبة للموق   

( 113( المتم لااااة بالعالااااة  22عااااو كااااا العااااالت مااااا عاااادا العينااااة رقاااام  
رباااة من ضاااة حاااو تسااعينت وقاااد تباينااات بااااقو المواقااا  عاااو المعاولااة مااان ت

 تحامة 131الحام المنتجةت وقد بل  عدد الحام المتباينة 
 



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

 

77 

 
للكشف عن التنوع الوراثي باستعمال البادىء  PCR( ناتج تفاعل 2صورة )

OPE-16 
 : OPD-03_البادئ 3

للعينااات البيئااة  OPD-03للبااادئ  RAPDا هاارت نتااائ  تااااعظت اد 
( موقعااا تراوحاات احجامهااا الجايئيااة مااا بااين 14ا هاار 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 لااة بالعالاااة  1هاا ا البااادئ بانتاجاا  لحامااة عريااادة للعينااة رقاام  
وتعااد هاا ا   bp(1250تربااة حااو الواساا و عنااد الموقاا   المعاولااة ماان 

الحامااة صاااة تميياياا  لهاا ا العالااة عاان باااقو العااالت الِّاار  عنااد  لاا  
الحجم الجايئو, وما يمكن مظح تا  هاو عادم ا هاار ها ا الباادئ للحاام 

( المعاولاة مان ميااا نهار الِّاصاة 82( المتم لة بالعالاة  15عو العينة  
( 102( المتم لاااااة بالعالاااااة  20( والعيناااااة  جااااااي  عناااااد الجسااااار الكبيااااار

المعاولة من مياا من ضة رحيماوا, ك ل  ماا يمكان مظح تا  هاو ا هاار 
( المتم لاااة بالعالاااة 13هااا ا الباااادئ لحاماااة واحااادة لكاااا مااان العيناااة رقااام  

 ( المعاولة من تربة حو الخورجة عو كركو ت78 
( المتم لااة بالعالااة 5وكاا ل  العينااة رقاام   bp(2000و لاا  عنااد الموقاا   

, اماا bp(500المعاولة من ميااا حاو الواسا و و لا  عناد الموقا    37
باقو العينات عضد تباينت مان حياة اعاداد الحاام واحجامهاا الجايئياة كماا 

 (ت3  الصورةموضة عو 
 

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

OPD-03 
 

تباينااا ورا يااا واضااحا  عااو هاا ا الدراسااة التااو اسااتِّدمتا هاارت البادئااات 
بااين العااالت المدروسااة حيااة نظحااا  هااور حامااة رئيسااة عامااة وحااام 

مميااة عرياادة وحااام  هاارت عااو عينااات وااباات عااو عينااات اِّاار  وكاناات 
هاا ا الحااام بكااا انواعهااا مِّتلاااة عااو احجامهااا الجايئيااة عكااا هاا ا النتااائ  
تدد على كم التباين الاورا و باين العيناات المدروساة ا  ان حجام الض عاة 

والااا ي يساااتند  RAPDالمتضاااعاة مااان الساااس المعتمااادة عاااو مةخااارات 
الضالاب  DNAاقا  ارتبااط الباادئ علاى خاري  سلسالة اد الى بعد بين مو 

ا  ان البااادئ ياارتب  بمواقااا  مكملااة لااا  وبنااا  خااري  جدياااد يمتااد الاااى ان 
الضالاااااااب  DNAيسااااااتوقا  موقااااااا  ارتبااااااا و اِّااااااار او نهايااااااة خاااااااري  اد 
 annealingبالضااااعة الاااى عاماااا الوقااات المحااادد لرتبااااط الباااادئ  

timeرتبااااط هاااو التاااو ستخاااما ( عالمن ضاااة المحصاااورة باااين ماااوقعو ال
حجم الض عاة المتضااعاة كاون الباادئ سايكرر ارتبا ا  بها ا المواقا  عاو 

 (21 كاا دورا ليضاي  ق عاة دنااا جديادة تعماا قالبااا عاو الادورة الظحضااة 
وبمااااا ان تلااااا  المواقااااا  منتخااااارة علااااى المجاااااين بخاااااكا عخاااااوائو وتتااااا  ر 

مسااااتح ة التااااو بااااالت يرات الورا يااااة الناتجااااة عاااان ال ااااارات التلضائيااااة او ال
مان العواماا المهماة    ينعكس على البعد بين موقا  واِّارتحدة ع ن  ل

الِّاار  التااو تساااهم عااو بنااا  حجاام هاا ا الض اا  هااو نخاااط انااايم البلماارة 
( م ولا  نخااط ِّاا  70-80وال ي تتراوح درجة ععاليت  عو البنا  باين  

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

النتااااائ  التااااو حصاااالنا عليهااااا التباااااين عااااو الحجااااام الجايئيااااة  تضااااحواو 
للحاااام الناتجاااة ا  يم اااا حجااام الحاماااة البعاااد باااين موقااا  واِّااار لرتبااااط 
البادئ كما  كر اعاظا اي كلماا اادت المسااعة بينهماا كبار حجام الض عاة 

عاادد تلاا  المواقا  ويعااود الساابب المتضااعاة كمااا يتم اا عاادد تلاا  الحاام ب
عو تباين اعداد حام التضاع  باساتِّدام كاا باادئ الاى نتاائ  تاااعظت 

باستِّدام بادئات عخوائية تتناسب م  حجم المجاين للكاائن  RPADاد 
ويرجااا   (22 الماادروس وكااا ل  اعااداد النيوكليوتيااادات للبااادئ المساااتِّدم 
عاة باااين عاااالت السااابب عاااو وجاااود اِّتظعاااات عاااو اعاااداد الحاااام المتضاااا

الى وجود اِّتظة عو اعداد المواق  التاو يتعارة عليهاا  E.Coliبكتريا 
البااااادئ وكااااا ل  عااااا ن اِّاااااتظة المسااااااعة باااااين موقااااا  واِّااااار ياااااةدي الاااااى 

 الحصود على ق   الحجام الجايئيةت

ععندما يجد البادئ منا   مخابهة ل  وعاو خاري  الادنا يتضااع  الناات  
ان الحاام  (24 , كماا اكاد  (23 وعند تحليا النات  ت هار حاام مِّتلااة 

هاا الجايئياة حجامالمتضاعاة التو ت هر هظم الكاروا والتاو تِّتلا  با
تعتمااااد علااااى نااااوذ البااااادئ المسااااتِّدم, ا  انهااااا تااااة ر علااااى حجاااام الحااااام 

ةت ان اِّاااتظة عااادد الحاااام الناتجاااة بااااِّتظة العيناااات يبااادو المتضااااعا
من ضيا بسبب الت يير عو تسلسا الادنا للعاالت ا  ان التاااوت عاو اعاداد 
الحام الناتجة يعاود الاى اِّاتظة ترتياب الضواعاد النتروجينياة عاو النمااط 

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

-RAPDان ناات  عملياة تحلياا لضد ا هرت نتاائ  تحلياا البعاد الاورا و 

PCR   تعتمااد علااى نااوذ البااادئ المسااتعما وبوجااود بادئااات مِّتلاااة تناات
انماااط مِّتلاااة ماان الحااام ايضااا, ان الِّااتظة عااو هاا ا الحااام واعاادادها 

التبااين الاورا و باين العاالت ان  حجاميحدد  واحجامها الجايئية هو ال ي
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ه ا التنوذ الورا و هو احاد عاروذ التناوذ الحياوي والا ي يمكان العاراد مان 
التكياا  ماا  الت يياارات البيئيااة وهااو نااات  عاان مجموعااة ماان الِّتظعااات 

والِّصاااائ  البايوكيميائياااة   DNAالورا ياااة باااين العاااراد علاااى مساااتو  
 .والاسلجية والِّصائ  الخكلية 
 البعد الوراثي للعينات البيئية :

كماا  (0.290-0.985البعد الورا و للعينات البيئية ماابين   تراوحت قيمة
( 0.290حية كانات اقاا قيماة للبعاد الاورا و   ت( 1  الخكاموضة عو 

المعاولاة مان ترباة من ضاة  90( المتم لة بالعالة رقام 16بين العينة رقم  
المعاولااة ماان ناااس المن ضااة  102المتم لااة بالعالااة  20والعينااة  رحيماااوة

تان تواجاااد هااااتين العاااالتين عاااو نااااس المن ضاااة الج راعياااة ياسااار التضاااارب 
الورا و بين العالتين وه ا يدد على ننهما يمتلكان اكبار نسابة تخااب  عاو 
المادة الورا ية و ل  بحسب نتائ  البادئات المستِّدمة عاو ها ا الدراساةت 

ا تتمياااا هااااتين العاااالتين باصخااااترا  عاااو المضاوماااة لااا ظة مضااااادات كمااا
 حيوية ت

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

لتين ( باين العاا 0.985تربة حو دوميا حية كانات قيماة البعاد الاورا و  
عضاااد يعاااود البعاااد الاااورا و الاااو  ِّاااتظة مكاااان العااااد اي كاااا عيناااة مااان 
من ضااااة ج راعياااااة تِّتلاااا  ب بيعتهاااااا عاااان المن ضاااااة الِّاااار  مااااان حياااااة 
ال روة البيئية للتربة كالر وبة ودرجة الحارارة باصضااعة لتِّاتظة عاو 
المواقاا  التااو يتعاارة عليهااا البااادئ ضاامن الجااين او عاادد المواقاا  التااو  

 نتيجة لحدوة ت يرات على مستو  كال اراتتقد تت ير 
د تاضاادت الااو عاادة امااا العااالت الباقيااة التااو تضاا  بااين هاا ين البعاادين عضاا

 ر( 2مجامي  وكما عو الخكا  
 

   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 للعزلات 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. 

 

 

 

 


