
    
 جʺهʨرȄة العʛاق

 وزارة الʱعلʦॽ العالي والʘʴॼ العلʺي
 جامعة دǽالى                                                     

 كلॽة الॽȃʛʱة للعلʨم الʛʸفة
 قʦʶ علʨم الॽʴاة 

 

Ȃʚʱف الʵؒالأال ʥȂʦؒʯة لʙفʵʸات الʹʻʱال ʥي عʭ ةȂʦʻʲة الॻʵغ
 الʸعʚولة مʥ الʙʸضى في الʚائفة الʚنʱارȂة
 لىإمقʙمة  رسالة

 دǽالى جامعة –مʳلʝ ؗلॽة الॽȃʛʱة للعلʨم الʛʸفة 
 في الʺاجʛʽʱʶوهي جʜء مʧ مʢʱلॼات نʽل درجة 

 الॽʴاة علʨم
 مʥ قʮل الʠالॺة

 الʦʱرانيدعاء مʗʸʲ رضا 

 علوم الحياة / كلية التربية للعلوم الصرفة/ سبكالوريو

 2016جامعة ديالى   

 Ǻإشʙاف

 د. آمال عʤȂʙؕ ʚȂʚأ. م.               د. علي جعفʙ سلʤॻ أ. م. 
   
 
 

ه 1445                                                                   م 2024  

       



Republic of Iraq 
Ministry of Higher Education 
and Scientific Research 
University of Diyala 
College of Education for Pure Science 
Biology Department 
 

 
Molecular Detection of Biofilm Encoding 

Genes in Pseudomonas aeruginosa Isolated 

from Patients 
A Thesis 

Submitted to the Council of College of Education for Pure Science, 
University of Diyala in Partial Fulfillment of the Requirements for 

the Master Degree of Science in Biology 
 

By 

Duaa Mohammed Ridha Al-Jorany 
B.Sc. Biology/ College of Education for Pure Science 

University of Diyala 2016 

 

Supervised By 

Dr. Ali Jaffar Saleem                 Dr. Amal Aziz Kareem 

Assist. Prof                                  Assist. Prof 

 
 

2024 AD                                                       1445 AH 
 



                1                                                               لʸقʗمة لفʶل الاول: اا

 Introduction  الʸقʗمة. 1
ʛʷʱة بॽʯʽاً. ʣهʛت هي ȄʛʽʱȞǼا مPseudomonas aeruginosa ʻالʜائفة الʜنʳارȄة      

 ʙعلى أنها أحʛʲاض الإ أكʛات الأمॼʰʶمʱة. و نʶॽئʛة الȄʛȄʛʶلة الʸة ذات الȄهيهاز  ʧم

اهʺʗ على نʢاق واسع في العʙوȐ أكʛʰ مॼʰʶات الأمʛاض العامة في الʺॽɿʷʱʶات، وقʙ س

-Abd AlنʱهازȄة الʙʷيʙة، خاصةً في الʺʛضى الʚيǽ ʧعانʨن مʧ ضعف الʺʻاعة (الإ

Mayali  وSalman ,2020 لʽʳʶت ʦاض، تʛة على الأمʛʢॽʶال ʜ ʛؗʺوفقًا ل .(ʛʲأك  ʧم

حالة وفاة  ʜ400نʳارȄة ؗل عام في الʨلاǽات الʺʙʴʱة مع إصاǼة سȄʛȄʛة Ǽالʜائفة ال 51000

 ).CDC  ،2018سȄًʨʻا (

      ʙتع Ǽ ةȄارʳنʜوائف الʜغة الॼʸة لॼة سالॽائʨة هȄʨʸا عȄʛʱȞؗ ة ʛؗʴʱام, مʛةʡساʨب 

رȄة مʨʺʳعة مʨʻʱعة مʧ بʨاغ. تʱʻج الʜوائف الʜنʳاسȋʨ قʰʢي واحʙ وغʛʽ مʨȞنة للأ

 ʛʹʵSameet) (ʺ(الأزرق ال Pyocyaninالॼايʨسॽانʧʽ هʺها صॼغة أ  الॼʸغات، و

 ,تʖʰʶ هʚه الȄʛʽʱȞॼا عʙة أنʨاع مʧ العʙوǼ Ȑʺا في ذلʥ الʱهاǼات الʛʳوح ).2020, وآخʛون 

دون الʖʰʶʱ مʧ في الʛʷॼ الأصʴاء  وقʙ تʱʶعʺʛ أǽʹاً  ,والʳهاز الʻʱفʶي ,والʳهاز الʨʰلي

ॽع أنʴاء العالʖʰʶǼ ʦ آلॽات الॼقاء في الʺʛض. تʜʱايʙ الإصاǼات بهʚه الȄʛʽʱȞॼا في جʺ

، Gaburو  Abdallahوالʅॽؔʱ والʺقاومة لأنʨاع مʱʵلفة مʧ مʹادات الʺʛȞॽوȃات (

). ʸǽعʖ علاج عʙوȐ الʜائفة الʜنʳارȄة ȞʷǼل خاص ʖʰʶǼ العʙيʙ مʧ الآلॽات 2021

تعʙ عʙوȐ الʜائفة  ).Wijaya ،2021الʚاتॽة والʺॼʶʱȞة لʺقاومة الʺʹادات الȄʨʽʴة (

الʜنʳارȄة مȞʷلة ʛʽʰؗة نʛʤاً لʺقاومʱها الʚاتॽة والʺॼʶʱȞة للعʙيʙ مʧ مʨʺʳعات الʺʹادات 

الȄʨʽʴة الفعالة. تُعȐʜ مقاومʱها الʺʱعʙدة للʺʹادات إلى الʻفاذǽة الʺʙʴودة للغʷاء الʵارجي، 
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, وآخʛون  Mohamedونʤام الʙفȘ الʺʱعʙد الأدوȄة ( β-lactamaseنȄʜʺات إوȂنʱاج 

2019.( 

ʙʺʱ الʅॽʢ الʨاسع للعʙوȐ الʱي تʰʰʶها الʜائفة الʜنʳارȄة على وجʨد العʙيʙ مʧ عʨامل ǽع    

ها نّ إيʦʱ تعʅȄʛ الأغॽʷة الȄʨʽʴة على  .Biofilmsالʹʛاوة مʲل تʧȄʨؔ الأغॽʷة الȄʨʽʴة 

مʤʻʺة مʧ الȄʛʽʱȞॼا أحادǽة أو مʱعʙدة الأنʨاع الʱي تلǼ Șʸʱالأسʢح الॽʴة أو غʛʽ  تʳʺعات

), وتعʙ قʙرتها على تʧȄʨؔ الأغॽʷة الȄʨʽʴة على 2021، وآخʛون  Da Costaالॽʴة (

ا ʶǽاهʦ في الʖʰʶʱ في الإصاǼة Ǽالʜوائف الʜنʳارȄة  ,الأسʢح الॽʴة ً̋ وغʛʽ الॽʴة عاملاً مه

)Saffari  ونʛات  ).2017، وآخʛʺॽلʨب ʧة مȄʛʽʱȞॼة الȄʨʽʴة الॽʷفة الأغʨفʸن مʨؔʱت

والʠʺʴ الʨʻوȑ خارج الʵلॽة  ,الʛʰوتʻʽات و ,ةʙȄʛ الʵارجॽمʲل عʙيʙات الȞʶ ,مʱʵلفة

)eDNA .(ʙتع Ȟʶات الʙيʙة عॽɿॽʣʨات الʻʽوتʛʰوال ʧʽانॽسʨʽʰة والॽارجʵال ʙȄʛ املʨالع ʧم

 ʛȄʨʢفي ت ʦاهʶي تʱة (إالȄارʳنʜوائف الʜلل ȑʨʽʴاء الʷة الغǽار وحʺاʛقʱسHynen 

صاǼات وتعʜز ȞʷǼل ).  تʺʱلʥ الأغॽʷة الȄʨʽʴة مʜʽة في العʙيʙ مʧ الإ2021, وآخʛون 

 Sameetكʛʽʰ قʙرة الȄʛʽʱȞॼا على مقاومة الʺʹادات الȄʨʽʴة والʛʤوف الॽʯʽʰة القاسॽة (

). ǽُعʙ تʧȄʨؔ الأغॽʷة الȄʨʽʴة آلॽة مهʺة لॼقاء الʜائفة الʜنʳارȄة وتʺʲل 2020، وآخʛون 

  Costa –Limaaلعلاجات الʺʛضى ( اً Ǽʺقاومة مʹادات الʺʛȞॽوȃات تǽʙʴعلاقʱها 

 ).2018, وآخʛون 

) ملʨʽن زوج قاعȑʙ 6.5الʛʽʰؔ ( الʜوائف الʜنʳارȄة مʛونة وتعقʙʽ جʨʻʽمتʷؔف      

لʱغʛʽات في الʽʲʺʱل الغʚائي ا مʧ ضʺʻها الॽؔʱفات الʨʢʱرȄة الʱي تʙʴثʗ مع هʚا الʨʻع

 Șابʢʱم الʙة إصلاح عʺʤلفة وأنʱʵʺات الʯʽʰال ʧم ʙيʙمع الع ʅॽؔʱوالmismatch repair 

systems )Mahmood  ونʛ2020, وآخ( . ʘʽمع ح ȍʨفʴم أساسي مʨʻʽج ʧن مʨؔʱي
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جʨʻʽمॽة لʧʽʶʴʱ سʺات  جʜاءأ كʶʱابإأو  ǼفقʙانمʻاȘʡ سلالة خاصة تʶʺح للʶلالات 

الʵʱلȘʽ الǽ .( ȑʨʽʴعJoon-Heo ,2016 ʙو  Wendtبʯʽات مʱʵلفة (في  والʅॽؔʱالॼقاء 

أحʙ الʺʨȞنات الأساسॽة لʧȄʨؔʱ الأغॽʷة الȄʨʽʴة في  alginate biosynthesis لʻʽʳاتللأ

، الʺʷفʛة عʧ الإنʱاج الʻهائي للألʻʽʳات مʕʶولاً ، alg-Dمʷغل  ǽعʙو  الʜائفة الʜنʳارȄة.

 ʙȄʛ وتʨجʙ في بॽʻة الأغॽʷة الȄʨʽʴةهي نʨع شائع مʧ عʙيʙ الalgD ،Ȟʶ جʧʽ بʨساʡة

)Farhan نّ إ و ).2023, وآخرون ʽʴال ȘʽلʵʱالǼ وفةʛة الʺعॽارجʵات الȄʛȞʶلل ȑʨإ ʦس

) ʙȄارȞʶال ʜʽمʛضع تʨمpel) ʙȄارȞʶال Șʽلʵضع تʨوم (psl ،(ʧم ʙتع  ʛȞʶال ʦات أهȄ

 ʦʱي يʱة الॽة الأساسॽارجʵا (إالȄʛʽʱȞॼة في الȄʨʽʴة الॽʷالأغ ʧȄʨؔغلالها في تʱسMoradali 

ʵلȘʽ ) تʷارك في تpslA-Oجʽً̒ا ( 15على  Psl). ȑʨʱʴǽ مʷغل Rham ،2019و 

Ȟʶال ʙيʙارجي (عʵال ʙȄʛEPS ʦمه ʛأم ʨا) وهȄʛʽʱȞॼه الʚله ȑʨʽاء حʷغ ʧȄʨؔʱل ʧʽʳال .

 ʧʽج ʨها هʱانॽها وصʛȄʨʢة وتȄʨʽʴة الॽʷالأغ ʧȄʨؔʱل ʛالآخ ʦالʺهPel ʘʽح  ʧن مʨؔʱي

، وآخʛون  Zimmer) وʷȄارك في تʧȄʨؔ الغʷاء الpelA-G) ȑʨʽʴسॼعة عʨامل جॽʻʽة (

2013 ʧʽج ʛʰʱعǽ اʺ ة في إنʱاج الأسʨاȋ نʛًʤا لʙوره في أحʙ الʻʽʳات الʛئfliC ʶॽ). وؗ

ʧʽلʽة، فلاجॽɺʛة الفʙحʨال ʧʽوتʛب ʛʽفʷي في الإتʡʨʶال ʖ ʛؗʺال ʦاهʶǽ . ائيॽʺॽؔاب الʚʳن

ة العʨʷائॽة و ʛؗʴح إ والʢالأسǼ Șعلʱخلال ال ʧة مॽة الأساسॽائʚالغ ʛاصʻاب العʶʱو ك

 ).2016، وآخʛون    Suriyanarayanan(العʙوʶǽ  Ȑاهʦ في إحʙاث

تهʙف الʙراسة الʴالॽة إلى تʙʴيʙ الʻʽʳات الʺʱʵلفة الʺʕʶولة عʧ تʧȄʨؔ الاغॽʷة الȄʨʽʴة    

)pelF ,pslD ,algD ,fliCʱال ʧلها مʜع ʦي تʱة الȄارʳنʜوائف الʜلات الʜات ) في عǼها

الʙم, وحʖʶ الʨʢʵات  و ,القʷع و ,ذن الʨسʢىالأ و الإدرار, و ,الʛʳوح و ,الʛʴوق 

 تॽة:الآ
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م16SrRNA  ʧ جʧʽ سʙʵʱامإوجॽʻʽاً Ǽ . عʜل وتʟॽʵʷ الʜائفة  الʜنʳارȄة مʤهȄʛاً 1

 عʻʽات سȄʛȄʛة مʱʵلفة.

ʜʽ الʺȌॼʲ لʺʹادات ال . تʙʴيʙ حʶاسॽة عʜلات الʜائفة  الʜنʳارȄة2 ʛؗʱال ʙيʙʴة وتȄʨʽʴل

 .Polymyxin Bلʺʹاد  MICدنى الأ

الʜائفة الʜنʳارȄة على تʧȄʨؔ  . الʷؔف عǼ ʧعʠ عʨامل الʹʛاوة وفʟʴ قابلॽة عʜلات3

 . Biofilmغॽʷة الȄʨʽʴة الأ

) pelF ,pslD ,algD ,fliC.الʷؔف عʧ جʻʽات الʺʕʶولة عʧ تʧȄʨؔ الاغॽʷة الȄʨʽʴة (4

 في عʜلات الʜوائف الʜنʳارȄة.

 لʝʺʵ عʜلات تʗʴ الʙراسة. 16SrRNAجʛاء الʴʱلʽل الʱʱاǼعي لʧʽʳ إ .5
 



Summery 

Summery    
   The current study include the diagnosis of 50 isolates of 

Pseudomonas aeruginosa out of (250) clinical specimens from 

wounds, burns infection, urinary tract infection, sputum and ear swab 

specimens from patients attended Baqubah Teaching Hospital, 

Baladruz General Hospital, and Al-Batoul Teaching Hospital / Diyala 

Governorate, during the period from September 2022 to January 

2023. Identification of the isolates was carried out using 

microscopical, cultural characterization and biochemical tests, and 

further identification was carried out by detection of diagnostic gene 

16SrRNA. The results of virulence factors tests showed that all the 

isolates were producer for hemolysin, protease and biofilm. 

    The antibiotics sensitivity test was performed using 7 antibiotics 

including Cefepem, Ceftazidim, Azetronam, Piperacillin-tazobactam ,

Meropenem , Amikacin  and Ciprofloxacin. The rates of resistance 

were 88 ,%80 ,%72 ,%66 ,%54 ,%52  %and 40% respectively  . The 

minimum inhibitory concentration (MIC) for Polymyxin B ranged 2-

16  mg/ml . The results revealed that 64% of isolates were MDR while 

18% were XDR. The relationship between all bacterial isolates under 

study was found using a Dendogram. 

    Biofilm-production was assessed using three different ways: congo 

red agar method results revealed that only 16 (32%) were biofilm 

producer while tube method results revealed that all isolates (100%) 

were biofilm producers and the quantitative microtiter plate method 

results showed that 100% of isolates were positive for biofilm 

production in different levels, distributed into 16 (32%) strong 

biofilm producer 19 (38%) intermediate, and 15 (30%) weak. The 

ability of Pseudomonas aeruginosa to form biofilms on expired 

human red blood corpuscles and serum was also detected in five 



Summery 

isolates, and the results showed that all isolates were 100% biofilm 

producers. Red blood corpuscles had a higher rate of biofilm 

formation than serum, and the results also varied between blood 

groups where blood group AB was the highest in productivity on 

RBCs, followed by O, B and A respectively. The results also varied 

between the blood groups in the serum, as the O and AB group were 

the most productive in the blood serum, followed by B and A, 

respectively. 

    Polymerase chain reaction (PCR) was used to detect the genes 

(algD, pelF, pslD and fliC) which are involved in biofilm formation, 

contributing to surface adhesion, microcolony formation and 

spreading. The results showed 96% of the isolates had algD gene 

while 100% of isolates had pslD gene, also 88% of isolates had pelf 

gene and 58% of isolates had fliC gene.  

The genotype pattern for biofilm formation showed 58% (n = 14) of 

the isolates had algD-pslD-pelF-fliC pattern from different isolation 

sources. The algD-pslD-pelF pattern appeared in 7 isolates (29%), 

and algD-pslD pattern appeared in two isolates (8.3%). Meanwhile, 

one isolate showed the pattern pslD only.  DNA sequencing of 

16SrRNA gene was conducted for five isolates, and the results 

revealed the presence of a number of Point mutations. These isolates 

were registered on NCBI website with register numbers LC777471.1, 

LC777472.1, LC777470.1, LC777473.1, and LC777474.1 for 

isolates numbered 11 and 19. And 22, 37, and 42, respectively, which 

indicates the presence of unique sequences in the local isolates under 

study. 
 


