
 ISSN: 1813 – 1662 (Print) 2016(  5) 12مجهت حكزيج نهعهىو انصزفت،  
E-ISSN: 2415 – 1726 (On Line) 

 

21 

من المرضى البالغين المصابين بالتهاب  Pseudomonas aeruginosaعزل وتشخيص بكتريا 
 %G+Cوايجاد محتواها من  مقاومتها لممضادات الحيوية الاذن الوسطى القيحي وتحييد 

 1عبدالكريم فتاح عمر،  2انتصار عبدالجبار شمخي

     ، تكريت ، العراق   جامعة تكريت،  كمية العموم قسم عموم الحياة ،  1
  ، تكريت ، العراق جامعة تكريت،  كمية التربية لمبنات ، قسم عموم الحياة 2
 

 الممخص
المعزولمممة ممممن المرصمممن المتمممابين بالتيمممال احين الوسمممطن ال يحممم  الممممزمن  Pseudomonas aeruginosaعزلمممة ممممن جر وممممة  16تمممم جمممم  

 التشخيت  لتأكيد احختبارات. API 20Eاحختبارات الكيموحيوية وباستخدام نظام  م باجراءللاشخاص البالغين. شختت ىيه الجرا ي
، التتراسمايكمين، الراامبسمين، السبروالاكسمين، احميكاسمين، ، السيفوتاكسميم، احموكسممينمتيا لممصادات الحيوية احمبسميناختبرات العزحت لتحديد م او 

م حزالمة م اوممة العمزحت  47. اسمتخدمت الحمرارة عنمد درجمة حغممل المصمادات عاليمةيم وقمد اظيمرت م اوممة الكموروامفينكول ، الجنتمايسين والترايم بر 
 لممصادات وكانت ىيه الطري ة كفوءة ا  تحييد الم اومة ا د ظيرت نتائج عاليو لمتحييد وبعض العزحت اتبحت حساسة.

واظيمرت النتمائج بمان النسمبة المئويمة ليما اىميمة مميمزة باعتبارىما تمفة   %G+Cالكروموسموم  لمعمزحت وحسمال محتواىما ممن DNAتمم اسمتخلاص المم
 (.(67.3 -66.1تشخيتية لتتنيف الكائنات المجيرية ا د كانت النسبة صمن مدى 

 المقدمة  -1
 مممممممممن المسمببممممممممات Pseudomonas aeruginosaتممممممممعد  بممممممممكتريا 

التمممم  نممممادرا  (Opportunistic Pathogens)المممممممرصية احنتميمازيمممممة 
المرض ام  اششمخاص اشتمحاء ل ولكنيما تشمكل خطمرا ح ي يما  ماتسبل

لممرصممممن الراقممممدين امممم  المستشممممفيات ل تي تممممتمكن مممممن  ن تتواجممممد عمممممن 
 رصممممية ردىممممات المستشممممفيات وتمممماحت العمميممممات، واشدوات الجراحيممممة 

 .(1)وغيرىا ل
وىمممم  عتمممميات سممممالبة لتممممبغة كممممرام غيممممر مكونممممة لمسممممبورات متحركممممة 
بوسمماطة سمموط واحممد قطبمم ، ىوائيممة لمعظميمما ال ابميممة عمممن اممرز تممبغة 
البايوسممميانين يات الممممون احخصمممر واحخصمممر الممممزرق اصممملًا عمممن تممممون 
بعصمميا بممالمون البنمم  المحمممر، ومممن التممفات الميمممة احخممرى والمميممزة 

مئموي وعمدم  41-44ا عممن النممو بدرجمة حمرارة لييه البكتريا ى  قابميتيم
وتعمد ىميه البكتريما واحمدة  (.2مئموي   4 قمدرتيا عممن النممو بدرجمة حمرارة

حيمممث  الممممزمن مممن المسمممببات الرئيسمممية حلتيمممال احين الوسممطن ال يحممم  
حالة المرصن اليين ليم غشاء طبمة م  ول ناتج عمن التيمال يعبر عن 

( مم  وجمود  (Acute Otitis Media, AOMاشين الوسمطن الحماد  
ممن سمتة  سمابي  تلمن  Mucoid materialتداق مستمر لماد ة مخاطيمة 

 Chronic) لا ممممة  شممممير بالتيممممال اشين الوسممممطن ال يحمممم  المممممزمن 

Suppurative Otitis Media, CSOM)  نتيجمة وتحمدث احتمابة
 و  دخممول الممرصممات تلممن اشين الوسممطن مممن منط ممة اشنممف البمعمموم 

 Pseudomonas aeruginosaيحممممدث بممممدخول الممرصممممات م ممممل 
الموجممودة امم  الممماء عممن طريممق ال  ممل الموجممود امم  غشمماء طبمممة اشين 

 (.3 خلال السباحة واحستحمام.
ال ممدرة عمممن م اومممة مممدى واسمم  ومتنمموع  P.aeruginosaتمتمممك بكتريمما 

مممممن المصممممادات الحيويممممة لالشمممم ء المممميي جعميمممما مممممن بممممين  خطممممر و ىممممم 
المسممممببات لضمممممراض التمممم  تتمممميل اانسممممان وكمممميلك امممم ن انتشممممار ىمممميه 
البكتريمممما امممم  مختمممممف منمممماطق الجسممممم ل وتعرصمممميا المسممممتمر لمصممممادات 

ع ممماقير الحيممماة  دى تلمممن نشممموء سممملاحت تمتممماز بتمممفة تعمممدد الم اوممممة لم
(1). 

عممممن احمممداث اتمممابات متعمممددة قمممد  P. aeruginosaان قمممدرة بكتريممما 
يكون نتيجة ل ابميتيا الكبيمرة عممن انتماج ممدى واسم  ممن عواممل الصمراوة 
المرتبطممة بالخميممة  داخممل خمويممة( والعوامممل خممارج الخمويممة. اعمممن سممبيل 

زغممل الم ممال تمتمممك ىمميه البكتريمما عوامممل صممراوة مرتبطممة بالخميممة م ممل  ال
 pili عواممل الصمراوة خممارج الخمويمة ا مد تصمم السممموم   مما( ، واحسمواط

يات احوزان الجزيئيمممة المنخفصمممة التممم  تفرزىممما البكتريممما م مممل  الفينمممازين 
البلازميد ىو عبارة عن حم مة تتكمون ممن خيطمين حممزونيين ممن  (.2،4 

 البكتيمممري ويعمممد ممممن العناتمممر الورا يمممة خمممارج الكروموسمممومية DNAالمممم 
وعمممادة مممما تحممممل البلازميمممدات جينمممات مسممماولة عمممن عواممممل الصمممراوة او 

 (.5،6  )الم اومة ا  البكتريا
والتممم  تمممم تمييزىممما  DNA ممممن التمممفات الميممممة اممم  الحمممامض النمممووي

واتمممممبحت ليممممما اىميمممممة اممممم  التتمممممنيف ىممممم  النسمممممبة المئويمممممة لمكممممموانين 
   (G+C% ) 7والسايتوسين  

 ركزت الدراسة عمن ما يأت  
مممممن  Pseudomonas aeruginosaعممممزل وتشممممخيص بكتريمممما  -1

 المرصن البالغين المتابين بالتيال احين الوسطن ال يح  

 تحييد المحتوى البلازميدي لمبكتريا   -2

 البكتريا . DNAا    %G+Cحسال قيمة   -3

 المواد وطرق العمل  -2

 Pseudomonasعزلممممممة مممممممن بكتريمممممما  14تممممممم الحتممممممول عمممممممن 

aeruginosa  ممممن المرصمممن البممممالغين الواامممدين الممممن مستشمممفن تكريممممت
التعميمممممم  اممممم  استشمممممارية احنمممممف واحين والحنجمممممرة لمفتمممممرة ممممممن تشمممممرين 

، وقمممد شختمممت البكتريممما  2413كمممانون ال مممان  31ولغايمممة  2412ال مممان 
% ممممن دم احنسمممان 5بعمممد تنميتيممما عممممن وسمممط اكمممار المممدم الحممماوي عممممن 
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 15ة دمئويمة ولمم 121جمة المع مم بالماتمدة بدر   MacConkeyووسمط
 (8دقي ة  اعتمادا" عمن التفات الشكمية والفحوتات الكيموحيوية .  

ححتوائممو عمممن العديممد مممن الفحوتممات  API 20Eكممما اسممتخدم نظممام 
 ( 9التأكيدية .  

وتركيزهرررا  Antibiotic disksاقرررراص المضرررادات الحيويرررة -2-1
، Amikacin 30اسررررررتخدمت اقررررررراص المضررررررادات : بالمررررررايكرو رام
Amoxicillin 30  ،Chloramphenicol 30  ،Cefotaxime 

30  ،Ciprofloxacin 10  ،Gentamicin 10  ،Tetracycline 
30  ،Refambicin 10  ،Trimethoprim 10   وAmpicillin 
10 

تحضررير المحاليررل الخزينررة لممضررادات الحيويررة المسررتخدمة فرري  2-2
 تجربة التحييد 

 تمفممممممممو مممممممممن المصمممممممماداتخلتحصممممممممير تراكيممممممممز م( 10اتبعممممممممت طري ممممممممة  
Tetracycline ،Ampicillin ،Trimethoprim ،Amoxicillin  و

Amikacin   عمن التوال 30،  5، 100،  25، 15وبتراكيز نيئاية )   
 وسط المضادات الحيوية  -2-2-1

 ب صممااة المصمماد الحيمموي الممن وسممط اكممار مولرىنتممون حصممر ىمميا الوسممط
وبمممممممالتراكيز النيئايمممممممة  54 -45المع مممممممم  والمبمممممممرد المممممممن درجمممممممة حمممممممرارة  

  مايكروغرام/مل( المستخدمة.
 تحييد البلازميدات  -2-3

 5تي ل مممم   (11 تبعممممت طري ممممة  اسممممتخدام الحممممرارة كعامممممل محيممممد حيممممث 
 ممم حصممن الوسممط  ممميتممر مممن وسممط المممرق المغمميي بمسممتعمرة جر وميممة

ممميتمممر ممممن المزرعمممة الجر وميمممة  0.1 خمممي  Cº 37 دسممماعة عنممم 24مممدة 
ممميتمممر مممن وسمممط المممرق المغمميي وحصمممن الوسممط عنمممد  5و صمميف الممن 

ممميتر ممن المزرعمة  0.1اصلا عن  خي ساعة  24م مدة °47Cºدرجة 
ممميتممممر مممممن وسممممط المممممرق المغمممميي  5الجر وميممممة نفسمممميا و صممممااتو الممممن 

 سماعة حسمتخدامو كنممويج 24ولممدة  37Cº درجمة حمرارةوتحصينو ا  
 0.1نشممممرو سممميطرة. حصممممرت تخمممماايف عشممممرية لممممممزرعتين الجر مممموميتين 

 ممميتممممر مممممن التخمممماايف ال لا ممممة اشخيممممرة عمممممن  طبمممماق اشكممممار المغممممييل
 مممم ن ممممت  .سممماعة 24ولممممدة  37Cºحمممرارة درجمممةحصمممنت اشطبممماق اممم  

مستعمرة جر ومية من المستعمرات الت  تم معاممتيا بمالحرارة عممن  100
وحصمنت ام     Master plates وسماط اشكمار المغميي التم  تم مل ال 

 مممم ن ممممت ىممميه المسمممتعمرات المممن  سممماعة. 24ولممممدة  37Cº درجمممة حمممرارة

 24ولممدة  Cº 37وسط حيوي مناسملل وبعمد تحصمينو ام   درجمة حمرارة
تعمرات الجر وميممة المحيممدة التمم  اشمممت امم  سمماعة تممم التحممري عممن المسمم

 .النمو عمن وسط المصاد الحيوي المستخدم
 لمعزلات البكتيرية   %G+Cحساب  – 2-4
 الكروموسومي DNA استخلاص -2-4-1

( حسممممممممتخلاص Kitبأسمممممممتخدام الط ممممممممم الجممممممماىز  (  DNAتمممممممم عممممممممزل  
 DNAمممممن العينممممات ل حسممممل )Wizard genomic DNA 

PURIFICATION. Bacterial DNA Kit  المنممتج مممن شممركة
Promega   وباستخدام المحاليل الخاتة بالكت. 

 Estimation of DNAحسرررراب تركيررررز الرررردنا  -2-4-1

concentration 

 260 ممن قيماس الك اامة الصموئية عنمد  DNAيمتم حسمال تركيمز المدنا 

nm  باستخدام جيازUV-Visible Spectrophotometer   وTE 

buffer    كمحمول  سيطرة  وحسل المعادلة احتية 
Unknown µg/ml = 50 µg/ml × Measured A260 nm × 

Dilution factor (12) 
 DNA Determination of DNAحديد نقاوة الردنا ت  -2-4-3

purity 

ت مممماس مممممن خمممملال ت سمممميم قمممميم احمتتاتممممية لمعينممممة  DNA ن مممماوة الممممدنا
 (nm   . 13 280عمن قيم احمتتاتية عند  nm 260المخففة عند

   Determination of Tmقياس درجة الذوبان : -2-4-4
بالماء الم طر وبدقو وباسمتخدام حممام ممائ  قابمل   DNAيتم تخفيف ال

لمتغييمممر وبعمممدة درجمممات حراريمممة قيسمممت  م ابميممما احمتتاتمممية باسمممتخدام 
UV Spectrophotometer حتمن نتمل المن درجمة الميوبان  Tm )

 14). 
  تقاس من خلال المعادلة التالية %G+Cالنسبة المئوية 

%G+C = 2.44 (Tm - 69.4)  (15). 
 :النتائج والمناقشة-3

 Pseudomonas aeruginosa تممم الحتممول عمممن عممزحت جر ومممة
مممممن حمممماحت التيممممال احين الوسممممطن ال يحمممم  المممممزمن وشختممممت ىمممميه 

الكيموحيويمممة وباسمممتخدام اختبمممار العمممزحت مختبريممما" بواسمممطة احختبمممارات 
( يوصمممم  2وجممممدول   (9 التأكيممممدي حسممممل طري ممممة   API 20Eالممممم

 ( يبممين تشممخيص البكتريممما بواسممطة1احختبممارات الكيموحيويممة وشممكل  

API 20E. 
 

 Ps.aeruginosa الكيموحيوية المستخدمة في تشخيص بكتريا ( الاختبارات1جدول : )
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( A ) Control 

 

 
( B ) Pseudomonas aeruginosa 

 API20Eبواسطة  Pseudomonas aeruginosa(  تشخيص بكتريا 2شكل )
 

 مقاومة المضادات الحيوية 
 Pseudomonas اجمممممممري احمممممممص الم اوممممممممة لعمممممممزحت جر وممممممممة

aeruginosa  لعشرة من المصمادات الحيويمة وكانمت النتمائج كمما مبينمة

حغمممممل المصممممادات  عاليممممة( ا ممممد ابممممدت البكتريمممما م اومممممة 2امممم  جممممدول  
 .الحيوية المستخدمة

  
 أعداد ونسب العزلات الجرثومية المقاومة لممضادات الحياتية :2جدول 

 عذد عشلاث

     Psedomonas aeruginosa 

 اعذاد ونسب انعشلاث انمقبومت نهمضبداث انحيىيت

AMC AM CTX C CIP AK CN RIF TE TMP 

16 

 
13 

81.3% 

13 

81.3 

12 

75% 

14 

87.5 

4 

25% 

10 

71.4% 

9 

56.2 

8 

57.1 

12 

75% 

14 

87.5 

AK, Amikacin; AMC, Amoxicillin  ; C, Chloramphenicol; CTX, Cefotaxime; CIP, Ciprofloxacin; CN, 

Gentamicin; TE, Tetracycline; TMP, Trimethoprim ,  RIF, Refambicin  AM: Ambicillin 
 

ان م اوممممممة البكتريممممما لممصمممممادات قمممممد تكمممممو طبيعيمممممة او مكتسمممممبة، تعمممممزى 
الميي   Target siteالم اومة الطبيعية الن اات ار البكتريا لمموق  اليمدف

اممممما الم اومممممة المكتسممممبة اتحتممممل نتيجممممة  يعمممممل عميممممو المصمممماد الحيمممموي
وىممميه قمممد تكمممون حمممدوث تغيمممرات ورا يمممة تكسمممل البكتريممما تمممفة الم اوممممة 

م اومة الكروموسومية وتكمون بحتمول ايمة طفمرة او تغييمر ام  موقم  مما 
ت  تكون بسمبل عواممل لوا خارج كروموسوميةاو ( 16 من الكروموسوم 

 الكروموسوم موجودة ا  البكتريا والت  تسمن البلازميدات ورا ية خارج 

دائممري  DNAالتمم  ىمم  عناتممر ورا يممة خممارج كروموسممومية مكونممو مممن 
 نممائ  الخمميط ليمما ال ممدرة عمممن التصمماعف والتمموارث بشممكل مسممت ل و ابممت 

  .(17الكروموسوم   DNAعن 
 تحييد البلازميدات 

البلازميممدات اممم  العمممزحت الجر وميمممة ل ممد تمممم دراسمممة ال ابميممة عممممن تحييمممد 
اسمممممتخدام الحمممممرارة  م 47المدروسمممممة باسمممممتخدام الحمممممرارة العاليمممممو وبدرجمممممة 

 .كعامل محيد
  

 Cº47بواسطة تنميتها عند درجة حرارة  Ps.aeruginosa(: ازالة المقاومة لممضادات الحيوية في عزلات من جرثومة 3جدول )
 درجت انحزارة انعشلاث انبكخيزيت

47
 

 اننسبت انمئىيت نفقذان انمسخعمزاث انبكخيزيت مقبومت انمضبداث انحيىيت

AK AMC AM TE TMP 

Ps.aeruginosa  S S S 89% S% 

Ps.aeruginosa  80% S S 77% 72% 

Ps.aeruginosa  S 83% 78% S 88% 

Ps.aeruginosa  71% 88% S 87% 76% 

,AK: Amikacin,  AMC: Amoxicllin, , AM: Amoxcilline  TE: Tetracyclin ,  TMP Trimethoprim:   
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ممممن الجمممدول نلاحمممظ ظيمممور تحييمممد واصممم  لمعمممزحت الجر وميمممة حغممممل 
المصادات الحيوية المستخدمة ا  عممية التحييمد ا مد تمم الحتمول عممن 

 AK   ،AMC  ،AM  ،TEلتحييمد الم اوممة لممصمادات  نسبة عاليو
ان حمممدوث التحييمممد لم اوممممة ، وبعصممميا ا مممدت الم اوممممة كميممما" TMPو 

المصمممادات الحيويمممة باسمممتخدام درجمممات الحمممرارة العاليمممو يعتبمممر ممممن اكفمممأ 
الطرق المستخدمة ا  عمميات التحييد وممكن ان يكون السمبل ام  ىميا 

تتمممما ر  DNA  عمميممممة تصمممماعف الممممن ان احنزيمممممات التمممم  تشممممترك امممم
وتتوااممق النتمممائج التممم  حتمممنا عمييممما مممم   (18بممدرجات الحمممرارة العاليمممو  

( الممميي حتمممل عممممن ااصمممل تحييمممد بمممدرجات الحمممرارة 19نتمممائج الباحمممث  
 (.13العالية  وكيلك جاءت نتائجنا متف ة م  نتائج الباحث  

 

 البكتريا  DNAفي  G+C %تحديد النسبة المئوية  -
الكروموسوم  من العزحت الجر ومية تمم اختبمار DNA بعد استخلاص 

ن اوتممو وتركيممزه حن عنممد التعامممل ممم  الحممامض النممووي مممن الميممم جممدا" 
لكل عينمة بحيمث  µg/ml 20–5معراة تركيزه ويكون مدى التركيز بين 

 meltingتكمممممممون مناسمممممممبة حسمممممممتخداميا ل يممممممماس درجمممممممة الممممممميوبان 

temperature. 
ت ممممماس بواسمممممطة النسمممممبة  DNAوة الحمممممامض النمممممووي امممممما حسمممممال ن ممممما

A260/A280  260 قيممممممممماس احمتتاتمممممممممية عنمممممممممدnm  م سممممممممممة عمممممممممممن
–1.7المناسممبة تكممون بممين  DNA، ون مماوة 280nmاحمتتاتممية عنممد 

غير مناسل حي تطبيمق لكمن  DNAح تجعل الم  1.6لكن ال راءة  2.0
 ..(20)نسبة اقل تشير الن وجود تموث 

 

 البكتريا DNAالتي تم تقديرها من من  %G+Cنسب   (4جدول )
 نقبوة A 260 A 280 انعشلاث انبكخيزيت ث

 DNA 

 حزكيش

 DNA 

 درجت انذوببن

Tm 

G+C% 

1 Ps.aeruginosa 0.214 0.138 1.55 10.7 95 62.5 

2 Ps.aeruginosa 0.222 0.138 1.6 11.1 97 67.3 

3 Ps.aeruginosa 0.591 0.386 * * - - 

4 Ps.aeruginosa 0.241 0.131 1.83 12.05 97 67.3 

5 Ps.aeruginosa 0.220 0.140 1.56 11 97 67.3 

6 Ps.aeruginosa 0.588 0.139 * * * * 

7 Ps.aeruginosa 0.223 0.139 1.6 11.15 97 67.3 

8 Ps.aeruginosa 0.225 0.139 1.6 11.25 96.5 66.1 

9 Ps.aeruginosa 0.221 0.136 1.62 11.05 95 62.5 

10 Ps.aeruginosa 0.227 0.137 1.65 11.35 97 67.3 

11 Ps.aeruginosa 0.231 0.140 1.65 11.55 97 67.3 

12 Ps.aeruginosa 0.219 0.141 1.55 10.95 97 67.3 

13 Ps.aeruginosa 0.499 0.341 * * * * 

14 Ps.aeruginosa 0.239 0.140 1.70 11.95 96.5 66.1 

15 Ps.aeruginosa 0.236 0.138 1.71 11.8 97 67.3 

16 Ps.aeruginosa 0.234 0.139 1.68 11.7 97 67.3 

 * تعن  بان العينة ممكن ان تكون ممو و كون قيمة التركيز او الن اوة ليست صمن المدى المحدد .
 

ىمو  DNAالتفة الفريدة والمميزة الت  تم تمييزىا من الحمامض النمووي 
امتلاكمممممو لخاتمممممية تتمممممنيفية ميممممممة تتم مممممل بالنسمممممبة المئويمممممة لمكمممممموانين 

ىمميه ال مميم النسممبة  تممم  امم  دراسممتنا الحاليممو .G+C )%(7)والسايتوسمين  
تحديمممدىا باسمممتخدام طري مممة التفكمممك الحمممراري ممممن خممملال عمميمممة تسمممخين 

DNA  بعمممدة مراحمممل وقيممماس احمتتاتمممية اممم  جيمممازultraviolet 

spectrophotometer  درجمة الحممرارة التمم  نحتممل عمييمما مممن قيمماس ،
 meltingاحمتتاتية م ابل كل درجة حرارية تسمن درجة اليوبان   

temperature  او )Tm  ىميه الدرجمة ليما ارتبماط و يمق بمحتموىG+C 
الحتممول  % تممم G+Cوىمميه ال مميم  .DNA (22)لمحممامض النممووي  %

 Bergeyʼs Mannual ofعمييمما لكممل عزلممو قورنممت ممم  جممداول امم 

Systematic Bacteriology ((23 اي ان  %67 ا مد كانمت نسمبتيا
 نتائجنا كانت مطاب ة ليا.

ليما والتم  ليما  Tmالت  تم تأشيرىا بمم *( لمم يمتم الحتمول عممن  العزحت
ن مممماوة واطئمممممة جمممممدا" وايصممممما" اظيمممممرت قممممراءة غيمممممر واصمممممحة اممممم  جيممممماز 

عنمممممد   ultraviolet spectrophotometerاحمتتاتممممية الفائ ممممة 
260 nm  ليمميا كممان مممن التممعل الحتممول عمممنTm  تممحيحو وىمميا

او  nm 260نممد يعممود الممن وجممود تممموث حتممل خمملال احمتتاتممية ع
 .DNAخمل حدث خلال عممية استخلاص 
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Abstract 
Sixteen isolate of  Pseudomonas aeruginosa were collected from patients infected of otitis mediafor adelt people 

and diagnosed by biochemical teset and API20E these isolate tested for their resistance to Ampicillin,  

Amoxillin, Chloramphenicol,  Trimethoprime, Tetracyclin, Cephotaxim, Amikacin, Gentamycin, Rifampicin and 

ciproflaxin. For the removal of the resistance  against the antibiotics in our isolates plasmid curing experiment 

was performed by using physical agent (elevated temperature). The results indicated that high temperature 

(47°C) was efficient to cure all the plasmids, and some isolates became sensitive to antibiotics. The extraction of 

chromosomal DNA was done to estimate the mol% of G+C of  DNA content to all  isolates the results the results 

showed that it was a taxonomic importance and it was at range (66.1- 67.3%). 
 


