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 Pseudomonas  aeruginosaالتشخيص الجزيئي للكتينات بكتريا         
 and LecB)  LecA  ( باستخدام تفاعل البلمرة المتعدد 
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مستشتتتتيات عينتتتة ستتتشمشمة يتتتمل  عينتتتات ال تتتشوو والتهتتتاب الا   وال تتتشو  متتت  بعتتت   152جمعتت   
امتتا عتتالات التليتتس القيستتل عقتتد حنتتل عليهتتا متت  علبتتة الدراستتات العليتتا عتتل معهتتد الهندستتة الوراثيتتة  ،بغتتداد

عالتتة متت  باتشمتتا   83وبعتتد العتتال والتشتت يل صتت  ال نتتول علتت   ،عينتتة ئيةيتتة 67( وكمتتا جمعتت  6وعتتدد ا  
Pseudomonas aeruginosa   . 10ة ستتتتشمشمة وعالتتت  44عالتتتة يتتتمل   54اختيتتتشت بشتتتال عشتتتتوائل 

عالتتة اعتمتتاداى علتت   35واختيتتشت  نوع م  المضتتادات ال يومتتة 11عالات ئيةية لاجشاء اختبار ال ساسية ص اه 
ا  اظهتتشت العتتالات  ، LecBو  16S rRNA، LecAجيناا اختبار ال ساسية لاجشاء اختبارات القشف ع  

, 90.7% ،%94ئلغتت   Nalidixic acidو    Ampicillin، Amoxicillin لمضتتاداتمقاومتتة عاليتتة 
  ،Cefotaxime، Ceftazidimimعلتتتتتتت  التتتتتتتتوالل ثتتتتتتتت  صتتتتتتتتدرج  متتتتتتتتتقاومة الباتتتتتتتتتتشما لمتتتتتتتتتضادات  %92.5

Tetracycline،  Amikacin ,Augmantin، Vancomycin  وChloramphenicol   عل حي  كان
. اظهشت نتائج التشحيل القهشبائل لنواصج صفاعتتل 22.2%ئلغ    Imipenemنسبة المقاومة من فضة لمضاد

 956الذي يعتبش جيناى صش ينياى حاماى ضم  ال    المتوقع لل تتي    16S rRNA)) البلمشة المتسلسل ل ي  
تتتائج التشحيتتل القهشبتتائل للقشتتف عتت  جينتتات كمتتا اظهتتشت ن  ،زوج قاعتتدي ( ول ميتتع العتتالات الستتشمشمة والبيةيتتة

LecA  وLecB      زوج قاعدي( عل  التوالل ول ميع العالات السشمشمة والبيةية 226و  369حاماى ب . 

 

 الكلمات المفتاحية: 
 الاائف الان ارمة,

 ، صفاعل البلمشة المتسلسل 
 16S rRNA،   

   ،اختبار ال ساسية
 . اللقتينات

  

 

 

 

 

 

 

 :المقدمة
باتشما    الاجناس م Pseudomonas aeruginosa صعد 

امشاضيه   و ات  الطبيعة  عل  الانتشار  واسعة  للانسا  الباتيشمة  عالية 
والنبات يعشف   ،وال يوا   لما  المسببة  الباتيشمة  الانواع  أ    أحد  عهل 

وصسبب امشاضاى عديدة عل   ،(1)بالاصابات الماتتتسبة عتتتل التتتمستتشتتيات  
الانسا  واخماج   ،جس   العي   واخماج  وال شوو  ال شو   اخماج  منها 

الد وص شث   الوسط   والا    البولية  والم اري  العظام ال لد  واخماج  م 
 .   (2)والمفاصل 
 

* Corresponding author at: College of Science, University 

of Anbar. E-mail address:  

الشديدة   الاصابات  احداث  عل   الباتشما  قدرة  ذه  سبب  يعاى 
آليات   ،وانتشار ا امتلاكها  بسبب  عديدة   مواقع  استعمار  عل   لقدرصها 

ومقاومتها  معقدة  صغذومة  لمتطلبات  احتياجها  وعدم  ععالة  التناو 
الماياشوبية الغشاء ال يوي   للمضادات  وانتاج انام  وقدرصها عل  صقوم  

القدرة عل  مقاومة مدى   P. aeruginosa. صمتلك باتشما    (3)البشوصيا
ال يومةواسع   المضادات  أ      ،ومتنوع م   ئي   الذي جعلها م   الشلء 

 .  (4) و أخطش مسببات الأمشاض للإنسا  
لقتي  اللقتينات  ما  م   نوعي   الباتشما  لقتي   Aصنتج    ، Bو 
لقتي  يشصبط  ا   بالقشبو يدرات  القتينات   بساش   Aوصشصبط  ذه  ص ديداى 

صلعب  ذه اللقتينات دوراى بساش الفيوكوز و   Bالقالقتوز ئينما يشصبط لقتي 
المضيفة   ال لايا  سطو   عل   الباتشما  التناو  عل  صقم  5مهماى   .  )
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الضشاوة  عوامل  مع  يشصبط  ضشاوة  عامل  كونها  عل  اللقتينات  ا مية 
الاخشى و صنتج الباتشما  ذه اللقتينات  عندما صنل ال  الطور الثائ  

عل   موجودة  جينات  لها  يشفش  والتل  نمو ا  مشاحل  الوراثية  م   مادصها 
الضشاوة الاخشى و ذا  بع  عوامل  بالمشاركة مع  التعبيش عنها  ومنظ  

الت سس ظا شة  سيطشة  ص    يقع  اللقتينات  ل 6    التنظي    .  )
الدم  كشمات  مع  التلازنية  التفاعلات  عل   بقدرصها  صتنف  ئشوصينات 
سطح  عل   الساش  م   م ددة  جامةات  مع  التفاعل  عشمق  ع   ال مش 
كشمات الدم ومما  صثبيط مثل  ذه التفاعلات ئواسطة انواع م تلفة م  

عل 7الساشمات   او  الباتشما  خلايا  عل  سطو   اللقتينات  صتواجد   .   )
ال اومة عليها ال لايا  لما   ،مست لل  باللقتينات  الباحثي   ا تمام  وازداد 

الباتشم ئي   التفاعل  صعشمس عند  صعمل ك امةات  ا   ا لها م  دور كبيش 
البلعمية وال لايا  الطلائية  الارصباط   ، وال لايا  عل   لت ننها  ونتي ة 

السط ية  المستقبلات  صمييا  عل  المهمة  الادوات  م   صعد  بالساشمات 
لباتشما   .  (8)لل لية   اللقتينات  جينات  صش يل  ال   الدراسة  و دع  

عوامل  وبي   ئينها  الطشدية  العلاقة  وجود  لاثبات  الان ارمة  الاوائف 
 وة الأخشى. الضشا

 المواد وطرق العمل  
العينات   م تلف   152جمع     :جمع  م   يعانو   مشض   م   عينة 

و   ال شو   ال شوو،  أخماج  يمل   المشضية  ال الات 
ال نول عل  العينات م     . إ  ص    التهاب الا   الوسط 

مستشف    يمل   بغداد  عل  المستشتيات  بع   م تبشات 
ومستشف    التعليمل  التعليمية اليشموك  والم تبشات  القندي 

زايد الشيخ  عقد    ،ومستشف   القيسل  التليس  عينات  اما 
الهندسة   العليا عل معهد  الدراسات  حنل عليها م  علبة 

عينة مأخو ة م     67وجمع      ،عينات  6الوراثية والبالغة  
م  يهش صششم  الثانل  مواقع ئيةية م تلفة   صشبة و مياه ( 

 . 2016ال  يهش نيسا    2015
باستعمال الطشو    (9اعتماداى عل     ي ن  العالات  :تشخيص العزلات

اكار   وسط  منها  زرعية  اوساط  عدة  باست دام  الارعية 
الستشمايد   اكار  وسط  و  الدم  اكار  وسط  و  الماكونقل 
الاوكسيديا   مثل  البايوكيميائية  الف وصات  واستعمل  
وعوكاس  المثيل  واحمش  الاندول  واختبار  والقاصليا 

الستشات   واستهلاك  عل   ئشوسااور  ال نول  ص     83ا  
 . P. aeruginosaعود لباتشما عالة ص 

بكتريا   عزلات  حساسية  للمضادات   P. aeruginosaاختبار 
عشمقة:الحيوية ع ل    لاجشاء Kirby Bauer   اعتمدت 

ال ساسية للمضادات ال يومة وباستعمال وسط اكار مولش 
ال يومة  المضادات  مقاومة  واختبشت     نتو  

(10)Ampicillin،  (25)Amoxicillin,  

(30)Nalidixic acid ،  (30)Cefotaxime ،  

(10)Ceftazidimim، (30)  Tetracycline،(30)   

Amikacin,(10 )  Augmantin ،  

(30)Vancomycin،  Chloramphenicol(30)  

القياسية    ،Imipenem(10)و ال داول  مع  وقورن  
 ( 10  لمنظمة الن ة العالمية

 DNAاست لن  عينات  :الكروموسومي DNAاستخلاص 
 DNAاست لاص  عدةالقشوموسومل للعالات الباتيشمة باست دام 
   .Promega(USA)القشوموسومل للباتشما المنتج م  يشكة 

 : PCRالتحري عن الجينات باستعمال تفاعل البلمرة المتسلسل 
المتسلسل ص   ظشوف معقمة التبلمشة  صفاعلات  ( 35ل   أجشم  

بالاضاعة ال  عينة    Pseudomonas aeruginosaعالة م  باتشما  
الإ   ،السيطشة مواقع  الم تلفةانت ب  م   انتاجها   صابات  عل   اعتماداى 

عالات م  ال شو     8عالات م   ال شوو و  8وبواقع    لعوامل الضشاوة
ئيةية  8عالات م  الا   و  5و ال دول   البوادئوباست دام    عالات  عل 
جي    .  (1  لقل  المتسلسل  البلمشة  ئتفاعل  ال اصة  البشامج  واست دم  

 ( . 3( و 2عل ال دول     الموض ه
 

 . PCR( البادئات المستخدمة في تفاعل البلمرة المتسلسل 1جدول ) 
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( برنامج جهاز المبلمر  الحراري الخاص بمزيج تفاعل الـبلمرة  2جدول ) 
 6S rRNA1المتسلسل للبادئ 

 الخطوة الرقم
درجة 
 الحرارة 
(С˚) 

 الوقت 
عدد  
 الدورات

1 Initial 

denaturation 
 1 دقيقة  2 95

2 Denaturation 94 30  30 ثانية 
3 Annealing 64 30  30 ثاصية 
4 Extension 72 1  30 دقيقة 
5 Final  

extension 
 1 دقيقة  7 72

 
( برنامج جهاز المبلمر الحراري الخاص بمزيج تفاعل الـبلمرة  3جدول ) 

 LecBو  lecAالمتسلسل  للبادئ 

 الخطوة الرقم
درجة 
 الحرارة 
(С˚) 

 الوقت 
عدد  
 الدورات

1 Initial 

denaturation 
 1 دقيقة  2 95

2 Denaturation 94 30  25 ثانية 
3 Annealing 58 30  25 ثاصية 
4 Extension 72 30  25 ثاصية 
5 Final  

extension 
 1 دقيقة  7 72

عل   لام   العينات  ئتشحيل  التضاعف  نواصج  ع   كشف  
 100مع صشحيل الدليل ال  مل    ( %5.1الاكاروز والم ضش ئتشكيا  

بعد التنبيغ ساعة    1.5   -  1عول  لمدة    70بفشو جهد    زوج قاعدي  

, ع ل الهلام بعد ماياشوليتش/لتش  40ئتشكيا    الاثيديومئشوميد  بنبغة  
البنفس ية   عوو  الايعة  لمندر  صعشمضه  التشحيل م  خلال  وص  انتهاء 

 صنومشه بااميشا رقمية .  
 النتائج والمناقشة 

ال نول عل   أظ والتش يل  العال  نتائج  صعود   83هشت  عالة 
ئواقع    P. aeruginosaلباتشما   ال شوو   25صوزع   م    14  ،عالة 

عالات م  التليس   6  عالة م  ال شو  و  17عالة م  التهاب الا    و
( 4عالة م  المياه كما عل جدول    8عالة  م  التشبة و  13  القيسل و

. 
 

في العينات المرضية    P. aeruginosaاعداد ونسب  بكتريا  ( 4جدول ) 
 والبيئية

 التسلسل 
مصدر 

 العينة 

عدد  

 العينات

 .P عزلات 

aeruginosa 
 النسبة %

 %40.3 25 62 الحروق  -1

 %  33.33 14 42 الأذن -2

 %  35.4 17 48 الجروح -3

4- 
التليف  

 الكيسي 
6 6 100 % 

 %  32.5 13 40 التربة  - 5

 % 29.6 8 27 المياه  -6

 % 36.88 83 225  المجموع 

جاءت   ال شوو  عالات  ا   المشضية  للعالات  النتائج  أظهشت 
ئلغ    إ   العالات  بقية  مقارنة مع  الأول   باتشما   25بالدرجة  عالة م  

ئنسبة   الاوائف ا   ذه %  40.3الان ارمة  ال   سبب  لك  يعود  وقد 
التل صنتها عشصة حدوث خلل عام أو  الباتشما م  الممشضات الانتهازمة

كليهما  أو  المناعية  أو  المياانياية  ال س   دعاعات  أحدى  عل  موضعل 
 ( .  11معاى لاحداث الاصابة   

 
    للمضادات الحيوية P. aeruginosaاختبار حساسية عزلات بكتريا 

نتائج   والبيةية    اختبارأظهشت  المشضية  العالات  أ     حساسية 
باتشما   عالات  أئدصها  جداى  عالية  مقاومة   P. aeruginosa   ناك 

 Ampicillin بم موعة البنسلي ( مثل  لمضادات البيتالاكتام والمتمثلة
% عل  التوالل  و ذا يتفق   90.7% و94وبنسبة      Amoxicillin  و 

عليها   حنل  التل  النتائج  لهذي  12مع  المقاومة  نسبة  كان   إ    )
النتائج   100المضادي    عسش  ذه   . الباتشما )   13 %  مقاومة  ا  
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عل  مساعدة  عوامل  إمتلاكها  إل   صعود  البيتالاكتام  لمضادات  العالية 
مقاومة  ذه المضادات والتل صتمثل بإنتاج إناممات البيتا لاكتاميا التل 
إل   يتؤدي  مما  المضادات  لهذه  البيتالاكتام  حلقة  ص طي   عل   صعمل 

ة النتائج ا  نسبة مقاوم  اظهشت.  ص ومتش صشكيب المضاد وإبطتال صأثيشه  
لمضاد   العالات  وصتفق  ذه   ،%92.5كان     Nalidixic acid ذه 
الباحث   مع  مقاومة 14النتي ة  نسبة  عل   عالاصها  حنل   ا    )

 .  % 100ئلغ      Nalidixic acidلمضاد
لمضادات   العالات  مقاومة  نسبة  ا   النتائج  ئين  

% اما مضاد   70.3كان     Ceftazidimimالسيفالوسبورمنات المتمثلة  
Cefotaxime    المقاومة نسبة  كان   النتائج   ،%83.3عقد  اصفق   ذه 
دراسة   لمضاد   (15 مع  المقاومة  نسب  أ   وجدت  التل 

Ceftazidimim  71%،    مع نتائ نا  اصفق   وجد   الذي (  16كذلك 
لمضاد   المقاومة  صفسي   ،Cefotaxime  90%نسبة  المقاومة  ومما   ش 

ئين     .م موعة م  المضادات إل  كثشة إست دامها  العالية ص اه  ذه ال
 ، %22 2.كان    Imipenemالنتائج ا  نسبة    المقاومة   لمضاد  

. ئين     %17 33.( حيث حنل عل  نسبة17اصفق   ذه النتي ة مع  
لمضاد    العالات  مقاومة  نسبة  ا     Amikacinالنتائج 

 ا  نسبة المقاومة الذي  كش    (18   اصفق  النتائج مع   ،%   272.كان   
. اظهشت النتائج ا  نسبة مقاومة      % 75كان  Amikacin لمضاد

( 19و ذا  يتفق مع    %  481.كان     Tetracyclineالعالات لمضاد  
الباتشما   مقاومة  نسبة  ا   ال   ايار  المعاولة   P. aeruginosaحيث 

عسش   ،%  587.م  النما ج المشضية الم تلفة  لهذا المضاد قد ئلغ    
 ذه النتائج  عل  انها بسبب  ععالية أنظمة دعق العقاقيش التل صعد (20 

جشثومة   عل  الفعالة  الممياة  الأنظمة  ئين      P. aeruginosaم    .
لمضاد   المقاومة  نسبة  ا   كان     Chloramphenicolالنتائج 

مع      ،%  44.4 النتائج  نسب  الذي حنل  ( 21 اختلف   ذه    ة عل  
 باتتشمتا ا  سبب مقاومة     (22عسش     ،%  100مقاومة لهذا المضاد    

aeruginosa  P.   لهذا المضاد  يعود ال  ايتشاك  مض ات الدعق مع
لمضاد  المقاومة   انتاج  عل  لغشائها  المن فضة  النفا ية 

Chloramphenicol     لمضاد المقاومة  نسبة  ا   النتائج  ئين     .
Augmantin     الذي وجد   (23    اصفق  النتائج مع     ،%51.8ئلغ

كان    المضاد  لهذا  المقاومة  نسبة  لمضاد   ،%47.5ا   بالنسبة  أما 
Vancomycin    و ذا لايتفق مع  8.38عقد كان  نسبة المقاومة له %

 % .  41.74الذي وجد ا  نسبة المقاومة لهذا المضاد   (24 

 
 :   P.  aeruginosaلبكتريا   16S rRNAالكشف عن جين 

التضاعفل   التفاعل  لنواصج  القهشبائل  التشحيل  نتائج  اظهشت 
لل ي    البادئ  باست دام  الدنا   عل   16S rRNAلسلسلة  يقع  الذي 

القشوموسومية م     ،المنطقة  يعد  عل   ال يناتوالذي  عليها  يعتمد  التل 
زوجاى   956حام  ات ح   جامةل    P. aeruginosaصش يل باتشما  

ميعها مما يعنل وجود ال ي  المستهدف لهذه قاعدياى للعالات الباتيشمة ج
الاعتيادية 1الشال    العالات بالطشو  التش يل  نتائج  يدع   و ذا   .  )

باتشما  والبايوكيميائية  المظهشمة   ال   صعود  العالات  أ   ذه   .P م  

aeruginosa  .   وم  خلال النتائج  وجد أ  صفة  ذا ال ي   ل صفة
سلالات   كل  عل  أ   ذه   P. aeruginosaباتشما  سائدة  يعنل  مما 

الباتشما صمتلك ال ي  ال امل  للشفشة  الوراثية  ال اصة لنفة صش يل 
وبذلك صشيش  ذه النتائج إل  أ   ذا ال ي    16S rRNA  ذه الباتشما  

ال لهذه  صش ينياى  جيناى  نتائج يعد  مع  نتائ ه  صطائق  خلال  م   باتشما 
اللذا   (25) الف وصات الشوصينية التش ينية . صتفق  ذه النتائج مع  

 16S rRNA .وجدا ا  جميع العالات المدروسة ص توي ال ي  

 
الترحيل الكهربائي لنتائج تفاعل البلمرة المتسلسل لسلسلة الدنا   (1الشكل ) 

على وسط هلام   زوج قاعدي16S rRNA   (956 )باستعمال البادئ 
  C ،زوج قاعدي  100   : الدليل الحجمي   M%    1.5الأگاروز بتركيز 

 .P: أرقام العزلات لبكتريا (1 – 14) ،معامل السيطرة السالبة

aeruginosa. 

 LecAالكشف عن جين 
المتسلسل      البلمشة  صفاعل  لنواصج  القهشبائل  التشحيل  نتائج    أظهشت 
باست دام البوادئ الم ددة لهذا ال ي  عل   لام الاكاروز   LecAل ي   

  عالة   35يمل   زوج قاعدي(   369حام ضم  ال    المتوقع لل ي    
النتائج مع  (2   الشال اصفق   ال ي  عل    26)  (  .  لوجود  ايار  الذي 

  Aصنظي  التعبيش ال ينل للقتي    الان ارمة . الاوائف باتشما جميع عالات
 Aبالاضاعة ال  ا  انتاج لقتي    ظا شة الت سسمعقد ومقع ص   سيطشة 

البلمشة   انام   العامل ساما عل  العناصش   ،(27يعتمد عل   ال   اضاعة 
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( ا  التعبيش ال ينل (29( . عسش الباحث  28المنظمة بعد الاستنساخ  
جي    Aللقتي  يعتبش    . الان ارمة  للاوائف  العددية  القثاعة  عل    يعتمد 

MvaT    المنظ  للتعبيش ال ينل لعوامل الضشاوة وله دور مه  عل صنظي
حيث ا  الطفشة عل  ذا ال ي  المنظ  يؤدي ال     Aالتعبيش ع  لقتي 

لقتي    ع   التعبيش  اضاعة    ، Aصعاما  ا   -N-acyl-L  كما 

homoserinelactons(AHLs )   التعبيش صعاز  خارجل  مندر  م  
 .   (27ال ينل  

 
( الترحيل الكهربائي لنتائج تفاعل البلمرة المتسلسل لسلسلة الدنا    2)   الشكل

:   M%  1.5على وسط هلام الأگاروز بتركيز  LecAباستعمال البادئ 
 (1 – 18) ، معامل السيطرة السالبة  C  ، زوج قاعدي 100   الدليل الحجمي

 P.  aeruginosa لباتشما: أرقام العزلات 
 

 LecBالكشف عن جين 
البلمشة        صفاعل  لنواصج  القهشبائل  التشحيل  نتائج    المتسلسلاظهشت 
باست دام البواديء الم ددة لهذا ال ي  عل   لام الاكاروز  LecBل ي  

لل ي    المتوقع  زوج قاعدي( ول ميع العالات   226حام ضم  ال    
مع3 الشال   النتائج  اصفق   ذه   . عل 6 (  ال ي   لوجود  ايار  الذي   )

ع  . المدروسة  العالات  بع  ) 30سش  جميع  عل  ال ي   وجود  ا  
التلاز  يعود ال  الطفشة عل  التعبيش عنه وحدوث  يت   العالات ولق  ل  
ال ي   البشمة مع العالات الطاعشة لهذا  ال ي  نفسه ععند مقارنة العالات 
 ، وجد ا  العالات البشمة اعط  صلازناى قوماى بالمقارنة مع العالات الطاعشة

الذي يشفش لبشوصينات الغشاء ال ارجل   OprF  او ال  الطفشة عل جي 
لقتي  ئشوصي   وصثبي   ارساء  عل  صساعد  وبذلك   Bالتل  الغشاء  عل  

 لايما  القشف عنه .

 
( الترحيل الكهربائي لنتائج تفاعل البلمرة المتسلسل لسلسلة الدنا    3)   الشكل

:   M%  1.5على وسط هلام الأگاروز بتركيز  LecBباستعمال البادئ 
 (1 – 13) ، معامل السيطرة السالبة  C  ، زوج قاعدي 100   الدليل الحجمي

 .P. aeruginosa: أرقام العزلات لبكتريا 
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Abstract 

One hundred fifty-two (152) clinical samples included burns, otitis, and wounds samples and were collected 

from some Baghdad hospitals. About cystic fibrosis samples, 6 samples were obtained from postgraduate students in 

Institute of Genetic Engineering. Also, 67 environmental samples were collected. After isolation and identification, 83 

isolates of Pseudomonas aeruginosa had been identified. Fifty-four (54) isolates, includes 44 clinical isolates and 10 

eco isolates, were selected to investigate the Susceptibility Test toward 11 types of antibiotics. 35 isolates were 

selected for the discovering tests of 16S rRNA، LecA and LecB gene.  Indeed, the bacterial isolates exhibited a high 

resistance against Ampicillin, Amoxicillin and  Nalidixic acid; then decreased against Cefotaxime, Ceftazidimim, 

Tetracycline, Amikacin, Augmantin, Vancomycin, and Chloramphenicol, while the antibiotic Imipenem recorded a 

low resistance . The results of electrophoresis for PCR productions of gene 16S rRNA, which considered identification 

gene, showed peaks in the suspected size (956 bp) in all clinical and environmental isolates. The results of 

electrophoresis for the detection of LecA gene ، LecB bands in the size of (369 and 226 base pairs)  respectively for all 

isolates . From another hand, these results showed peaks for LecA and LecB genes with sizes 369 and 226 pb 

respectively for all clinical and environmental isolates. 


