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 الشكر والتقدير

 آل وعلى عليه الله صلى محمد نبينا المرسلين سيد على والسلام والصلاة العالمين رب لله الحمد
 .وبعد الدين يوم إلى بهديه اهتدى ومن ،أجمعين وصحبه الطيبين بيته

 بخالص اتقدم ان الوفاء واجب ومن لزاما   أجد الرسالة، هذه بإنجاز تعالى الله وفقني أن بعد 
 في طالبة   لي   استقبالها على الحياة علوم قسم ورئاسة -العلوم كلية عمادة إلى والعرفان الشكر

 هذا في ايديهم على تتلمذت مم ن خيرا   الجميع الله فجزى  علمائها، معين من انهل كي العليا الدراسات
 .الموقر العلمي الصرح

مثنى  الدكتور الأستاذالفاضلين  يالاستاذ إلى والامتنان الشكر بجزيل أتقدم أن إلا يسعني ولا
 ماوملاحظاته القيمة العلمية ولرعايته الرسالة على مالإشرافهعبد القادر والدكتور احمد اسمر منخي 

خراجها الرسالة أغناء في أسهمت التي السديدة  الجزاء خير تعالى الله مافجزاه ، الصورة، بهذه وا 
 

 التخصصي على ما والتنفسية الصدرية الأمراضمنتسبي مركز  إلى والتقدير بالشكر أتوجه كما
و زميلاتي         ( ودعاء وساره نور)اشكر اخواتي  كمان عون ودعم لتذليل صعوبات البحث قدموه لي م

طوال رحلة الدراسة كما اشكر لمساندتهم لي ولما قدموه من دعم معنوي  ()رغده وقطر الندى وميسون 
 .يا واخص بالذكر احمد زملاء الدراسات العل

عائلتي داعية  من الباري )عزوجل( أن يمنَ عليهم بالصحة  إلىشكري العميق  أقدم وأخيرا   
 جانبي إلى وقفوا الذين كل إلى امتناني و شكري  بخالص اتقدم واخيرا   ،والعافية انه سميع مجيب 

 لإتمام الاثر اطيب لهم كان مما نصائحهم وصادق آرائهم وصائب   تشجيعيهم بحسن أزري  من يشدون 
 . الجزاء خير الله فجزاهم. الرسالة هذه
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 الخلاصة 

 

 إلى( 1\9\2016بغداد لمدة من )/ الصدرية والتنفسية  الأمراضهذه الدراسة في معهد  أجريت  
ي عن ر مختلفة للتح وبأعمارعينة سريرية مختلفة من كلا الجنسين   500جمعت ، إذ (1\1\2017)

ودراسة التغاير بين العزلات وكذلك دراسة   ةوالجزيئيباستخدام الطرق التقليدية  M. tuberculosisبكتريا 
 . Multidrud-resistantعن  مقاومة البكتريا لمضاد المتعددة ةالمسؤولالطفرات 

 Ziehl-Neelsen حيث بينت نتائج الفحص المجهري المباشر للمسحات المصبوغة  بصبغة
، زرعت النماذج على الوسط عينة 500 أصلمن  12.8نموذج لمرض التدرن وبنسبة % 63ايجابية 
نمو  أظهرت 18عينة بنسبة % 90 أنوقد بينت النتائج   Lownstein Jensen media(L.Jالصلب )

على الوسط الصلب حيث  زرعلفحص المجهري واللايجابية  الأعلى، وكانت  عينات القشع هي حقيقي
ة باستخدام الفحوصات وشخصت المستعمرات البكتيري  التواليعلى  23.1و % 15.9شكلت نسبة %

     . M.tuberculosis تعود لبكتريا أنهابين والتفريقية لجميع العزلات وت الكيموحيوية
لمرض التدرن كانت بين  الذكور حيث شكلت نسبة  للإصابةنسبة  أعلى أنالنتائج  هرتظأ

(. وكذلك p> 0.05) اختلافات معنوية عند مستوى  هرتظأ%  حيث 40 الإناثبينما كانت  في  %60
بالتدرن  الإصابةفي عدد  (P> 0.01هناك فروق معنوية عند مستوى ) أن الإحصائيبينت نتائج التحليل 
و  (31-40يليها  الفئتين )  30-%23نسبة وبلغت  أعلى( 21-30سجلت فئة ) إذفي الفئات العمرية 

عزلة من بكتريا التدرن لمضادات الخط  90، ثم تم اختبار حساسية  22.20( حيث شكلت 50-41%)
( بالطرق التقليدية Isoniazid ،Rifampicin  ،Streptomycin ،Ethambutol) الأولالدوائي 

Proprotion method   عزلة مقاومة لهذه   90 أصل%من  53.3عزلة وبنسبة    48وكانت
  90 أصلمن  % 38.9حيث شكلت   Isoniazidنسبة مقاومة هي لمضاد  أعلىالمضادات وكانت 

نسبة  أماعينة ،    90 أصلمن  %25.6لت حيث شك Rifampicinعزلة يليها المقاومة لمضاد 
اقل نسبة مقاومة فكانت  أما،  ةعين  90 أصل% من  17.8كانت  Streptomycinالمقاومة لمضاد 

معنوية عالية عند مستوى  ق رو فعينة وب  90 أصل% من  11.1حيث شكلت ،  Ethambutolلمضاد 
p> 0.01 .  
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عزلننة بنسننبة  11مقاومنة مضنناد مننايكروبي واحند و 30 %عزلننة وبنسنبة  27أظهننرت أخنرمنن جانننب 
(    MDR-TB) ةنسنننبة المقاومنننة المتعنننددة المايكروبيننن امنننا، منننن مضننناد منننايكروبي  لأكثنننر%مقاومنننة  12

( عنزلات 10)نلن DNAوبعند ذلنك تنم اسنتخلاص الحنامض الننووي ، % 11.1عنزلات وبنسنبة   10وكاننت 
ئينة بنالطرق التقليدينة وذلنك لغنرض التشنخيص الجزيئني من بكترينا التندرن التني اضنهرت مقاومنة متعنددة دوا
تننم  إذ   polymerase chain reaction( PCRلهننذه العننزلات باسننتخدام تفاعننل البلمننرة المتسلسننل )

 أعطننتجميننع العننزلات  أنالترحيننل   الكهربننائي   أوضنن لهننذا الغننرض حيننث  16SrRNAاسننتخدام جننين 
حينننث   IS6110، ثنننم شخصنننت  بعننند ذلنننك باسنننتهدا  عنصنننر الغنننر   16SrRNAنتنننائج موجبنننة لجنننين 

عائديننة هننذه العننزلات لبكتريننا  ولتأكينندتحتننوي علننى هننذا  العنصننر الننوراثي بينننت النتننائج ان جميننع العننزلات 
Mycobacterium tuberculosis   تم استخدام تقنية تحليل تتابع سلسلة القواعدsequencing PCR  

مننع  ومطابقننة  Macrogen Companyمننن قبننل شننرك   IS6110  وعنصننر الغننر  16SrRNAلجننين 
 % بالنسنننبة لجنننين  99، فكاننننت النتنننائج مطابقنننة بنسنننبة   NCBIتسلسنننل الجنننين نفسننن  علنننى موقنننع 

16SrRNAلعنصر الغر  100و % 
 80وفنني هننذه الدراسننة تننم الكشنني عننن التغنناير الننوراثي بننين عننزلات بكتريننا التنندرن حيننث وجنند ان     

% تحتنوي علنى 20( نسخ و10-6) IS6110توي على نسخ متعددة من عنصر الغر  %من العزلات تح
هننذا  إعنندادهننناك تبنناين بننين العننزلات مننن خننلال الكشنني عننن  أننسننخ قليلننة مننن هننذا العنصننر وهننذا يبننين 

 .العنصر
لدراسة وتحديد الطفرات  inhA, KatG, rpoBات ظبعد ذلك استخدم تقنية تحليل تتابع القواعد لح

فعالية ،  الأولمضادات الخط  أكثروهي من  Isoniazid ,Rifampicinلة عن المقاومة لمضاد و المسؤ 
% 100كانت  Rifampcinلة عن مقاومة لمضاد و والمسؤ  rpoBوان نسبة الطفرات الحاصلة في جين 

 أما ، %80نسبة   katGفقد كانت في جين  isoniazidلة عن المقاومة لمضاد و الطفرات المسؤ  أما، 
 عزلات  3هرت في ظ Isoniazidلة عن المقاومة لمضادو والمسؤ  InhAالتغيرات الحاصلة في جين 

تحتوي على عنصر الغر    M. tuberculosisجميع عزلات بكتريا  أننتائج الدراسة  أظهرت
IS6110  وان هناك تغايرpolymorphism  بالاعتماد على عنصر الغر  هذا  وان هناك علاقة بين
وكذلك بين الطفرات الحاصلة في جين   Rifamicinوالمقاومة لمضاد  rpoBلحاصلة في جين الطفرات ا

inhA,KatG  والمقاومة لمضادIsoniazid . 
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 Introductionالمقدمة :  الفصل الأول 

 

 المقدمة 1.1
قبننل  عصنور منا هنو منرض منندمر للبشنرية كنان موجنود بالفعننل مننذ TB))Tuberculosis التندرن 

       Mycobacterium tuberculosisبالتندرن هني بكترينا  الإنسنان لإصنابةوان السنبب الرئيسني  التناريخ ،
(MTBوهننننننني بكترينننننننا مقاومنننننننة للحموضنننننننة ) Acid -fast غينننننننر متحركنننننننة ،Non motile ،                       

                           Aerobic bacilli، عصننننننننوية الشننننننننكل  هوائيننننننننة  Slow-growingئ يننننننننوذات نمننننننننو بط
(moreira et al.,2013)   البكترينا التني تكنون  أننواعيتسبب مرض التدرن بواسطة العديد منن  أنويمكن     

Closelyr elated  لبكتريناM. tuberculosis  جميعنا يطلنق عليهنا الأننواعهنذه M. tuberculosis 

complex (MTBC)  مثننل M. microti, M. africanum ,M. bovis  وبننالطليع M. 

tuberculosis (Aleyader et al .,2010) . 
 أنبالمرض لكن يمكن  الإصابةهو الشكل الشائع من  Pulmonary TBي ئو ويعد التدرن الر 

انتشار المرض في الهواء  أن ، Extra pulmonary TBمن الجسم  أخرى  أماكنيصيب المرض 
ي لذلك فان تشخيص البكتريا من العينات الرؤية ئو يحدث فقط من خلال المرضى المصابين بالسل الر 

 .(Reddigton et al.,2012) السيطرة على انتشار المرضمهم جدا في 
لايزال التدرن واحد من الامراض المعدية الاكثر تدميرأ على الصعيد العالمي ويعتقد ان حوالي 
ثلث سكان العالم يكون مصاب بعصيات التدرن وان نسبة انتقال المرض وحدوث حالات اصابة جديدة 

ووفقا لمنضمة الصحة العالمية فان مرض التدرن  (WHO,2007يقدر بمعدل شخص واحد لكل ثانية )
يسجل ثاني اعلى معدل وفيات من بين الامراض المعدية في جميع انحاء العالم وعلى الرغم من التقدم 
والتطور في تشخيص وعلاج هذا المرض لايزال يشكل عبئ  صحي في جميع انحاء العالم ، حيث 

مليون شخص اخر من جراء هذا  1.8لسل وتوفي حوالي مليون شخص مصاب با 10.4سجل مايقدر 
                        .(WHO, 2015) 2015المرض في عام 

صابة بمرض للانسبة  اعلى ويعد العراق من بين ثمانية بلدان في اقليم الشرق الاوسط تشكل 
بالتدرن       التدرن. ووفقا لتقديرات صدرت موخرا عن وزارة الصحة فقد قدر معدل الاصابة 

مختبر للسل ، وبرنامج متابعة مرضى السل تحت 124نسمة ،ومع هذا فان العراق لدي   (100,000/45)
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العلاج ، ومختبر مرجعي يقع في بغداد في مركز الامراض الصدرية والتنفسية المتخصص 
(MOH.NTP,2013).   

 Isoniazidو  1941ام ع streptomycin الفعالة لمكافحة مرض التدرن مثل  الأدويةدخلت 
في علاج مرض التدرن حيث انخفضت معدلات  الأمل وأعطت 1970عام Rifampicin  1952 عام 

منظمة  أعلنت 1993تغير بشكل غير متوقع ففي عام  الأحداثسير  أن إلا %75بنسبة  الإصابة
الصحة العالمية عن حالة طوارئ صحية عالمية بسبب وباء مرض نقص المناعة البشري  وارتفاع معدل 

هرت بكتريا التدرن المقاومة للعلاج .وفي تقرير لمنضمة الصحة ظالاصابة بهذا المرض وعندها فقد 
المتعددة  للأدويةوم من نصي مليون حالة جديدة من التدرن المقا أكثرسجلت بان هناك  2009العالمية 

  2009 (Margad2009.Deunis,2009)حدثت خلال  عام
في السيطرة على المرض وينجم عن سلالات  ا  كبيرا  تهديد للأدويةيشكل مرض التدرن المقاوم 

 الأدويةوهي  Isoniazid, Rifampicinلمضاد  الأقلالتي تقاوم على   M. tuberculosisالبكتريا
ان تطور بكتريا التدرن لهذه  (Loddeukempal et al .,2002مرض التدرن ) فعالية في علاج الأكثر

  .inhA, katG, rpoB (Aragon.,2006 ) المضادات ناتجة عن الطفرة الحاصلة في جين
كانت  Rifampicinنسبة المقاومة  أن 2014وحسب تقديرات منظمة الصحة العالمية لعام 

 .رمرصد مست إلى% ولذلك فهي تحتاج 5.9يتجاوز  Isoniazid %7.6عالية تصل 
تستخدم التقنيات التقليدية في تشخيص مرض التدرن  مثل الفحص المجهري المباشر بواسطة 

والفحص  تحت المجهر الضوئي وهي من الطرق السهلة والسريعة   Ziehl-Neelsenاستخدام  صبغة  
المقيا   Lowenstein- jeusien agarالصلبة  الأوساطوالرخيصة في حين تعتبر طريقة الزرع على 

  .(Hung et al.2007,حساسية من الفحص المجهري ) أكثروهي  gold .staudarالذهبي للتشخيص 
ازداد استخدام الطرق الجزيئية في تشخيص بكتريا التندرن وقند اثبنت هنذه الطريقنة جندارتها  ا  خر ؤ وم

وان التقنينات المعتمندة ،  (Nakajlma et al.,2010في تميز بكتريا التدرن على مستوى الجنن  والننوع )
(                                                            PCRعلنننننننننننننننننننى تضنننننننننننننننننننخيم الحمنننننننننننننننننننض الننننننننننننننننننننووي باسنننننننننننننننننننتخدام تفاعنننننننننننننننننننل البلمنننننننننننننننننننرة المتسلسنننننننننننننننننننل )

Polymerase Chain Reaction   وحساسة في تشنخيص بكترينا التندرن و كنذلك  جدا  هي طرق سريعة
 polymorphismالحساسننية للمضننادات الميكروبيننة  وفنني دراسننة الوبائيننة والتغننايرفنني اختبننارات  فحننص 
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 Ruiz et) أيام إلى أسابيعلبكتريا التدرن ويمكن لهذه الطرق ان تقلل الوقت التشخيصي للمرض من عدة 

al., 2004). 
في تصنيي العزلات البكترية بواسطة توليد بصمة وراثية مميزة  PCRتستخدم تقنية  أنويمكن 

الصلبة والتفريق بينهما من خلال  الأوساطمن البكتريا المزروعة على  ة  مباشر  DNAللحامض النووي 
 (Nieimark et al., 1996المقارنة البصرية ضمن وقت قصير )

 

   Aim of The Studyالهدف من الدراسة  2.1
بواسطة الطرق  الأخرى من عينات  القشع والعينات   M. tuberculosisعزل وتشخيص -1

  . (PCRالتقليدية والجزيئية باستخدام )
بواسطة الطرق التقليدية ودراسة الطفرات  الأولالكشي عن بكتريا التدرن لمضادات الخط  -2

يل تتابع بواسطة استخدام تقنية تحل Isoniazid ,Rifampicinلة عن المقاومة لمضاد و المسؤ 
 Sequencing PCRسلسلة القواعد 

 .PCR Finger printingباستخدام  polymorphismدراسة التغاير  -3
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 Literatures Review الفصل الثاني: استعراض المراجع

 
 نبذة تاريخية   1.2

المسبب الرئيسي لمرض  Mycobacterium tuberculosisتُعد بكتريا العصية الفطرية الدرنية           
وهو من أكثر الإمراض المعدية والتي سببت عدد كبير من الوفيات في  tuberculosisالتدرن 

إن أول انتقال لمرض السل للإنسان عن  إلى ة. وقد افترضت الدراسات السابقةالمجتمعات ولازمن  المختلف
على M. tuberculosisوتشير الاكتشافات المبكرة لبكتريا السل  .(Bos et al.,2013طريق العجول )

                               سنة مضت17,000حوالي إلىوجود أدلة للمرض في بقايا الثيران الميتة التي تعود 
 (Rothschihd et al.,2001). 

الإنسان، أو إن   إلىظهور مسبب مرض التدرن في الحيوان ثم انتقل  أصلعن  بغض النظر          
(، كانت نتيجة المقارنة  Deaece-Duret,2006حة لحد ألان )اشتق من أسلا  مشتركة لازال غير واض

( في MTBCفي الإنسان و ) Mycobacterium tuberculosis complex (MTBCبين جين )
(من الحيوانات خلال تدجين الحيوان كما كان الاعتقاد MTBCالحيوان تبين أن الإنسان لم يكتسب )

الإنسان في العصور  إلىكل من السلالتين قد انحدرت من أسلا  مشتركة قد تكون عائدة  أنسائد، إذ 
فريقياهناك أدلة على وجود المرض في قارة أسيا  (.Comas and Gagneux,2009الحجرية ) في  وا 

في مصر والهند والصين  M. tuberculosisببكتريا  ةالإصاب أثارفترة ما قبل التاريخ، حيث لوحظت 
بمرض التدرن لأشخاص  ةالإصاب أثار(. فقد وجدت عظام عليها Danid,2006سنة مضت )5000 قبل 

سنة كما في مومياء قدما المصرين وقد ذكر المرض أيضا في الألواح الطينية الآشورية  4000ماتوا قبل 
(2003 ,.Zink et al.) 

وساهموا في الكشي عن هذا  tuberculosisعر  أطباء العرب  والمسلمون مرض التدرن           
المرض منذ عدة قرون، إذ يصي ابن سينا علامات المرض فيقول "حمى رقيقة لازم  تشتد عند الليل، 

وصي مرضى السل   نفث الدم، ويأخذ البدن بالذبول، كما إلىوالسعال الذي كثيرا ما يستبد بهم فيؤدي 
اما الرازي فقد قال "ان القرحة  الية من اللحم "بقول  "أنهم طويلوا الأعناق، ضيقوا الصدر، وأكتافهم خ

مدة طويلة جدا في برئها وفي هذه المدة إما  إلىتبرئ لان مثل هذه القرحة تحتاج  الحادثة من التدرن لا
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                      تتصلب وتصب  في حد ما لا يمكن أن تلتئم " وأمايتكون تعفن فتتاكل الرئة كلها 
 ( (.2000سن  الطبع) الرازي،;( 2004ع ))ابن سينا، سن  الطب

قدم العالم الألماني روبرت  إذميلادي مهما في تاريخ المرض  1882 آذار عام24 ويعد يوم             
محاضرت  الشهيرة التي ألقاها في جمعية الفسيولجين في برلين .حيث استخدم  Robork Kochكوخ 

رض التدرن في الأنسجة، ووصف  ببكتريا عصوي  الشكل لذاك التقنيات المجهرية، وحدد العامل المسبب لم
 Combauأصب  هذا اليوم هو اليوم العالمي للتدرن الذي تتضافر في  الجهود للتصدي لمرض السل )

and Draucout,2014.)  استحدثت تسميةMycobacterium  من قبل العالمان ليمان ونيومان
(Lenman and newman عام )العصية الفطرية الدرنية، لأنها تكون نمو حلفي في حيث تعني 1896

(. أما بالنسبة لتسمية 2009منخي،; Denkantor et al.,1898الوسط السائل يشب  النمو الفطري )
التي تعني وجود عقيدات   Tuberculumفقد اشتق من الكلمة اللاتينيةTubercuiosis التدرن الرئوي 

 (.Bhamdi,2009في النسيج الرئوي )
عُر  بالعديد من الأسماء. حيث 1882قبل اكتشا  المرض من قبل العالم روبرت كوخ عام           

وهي تعني الاستهلاك في اليونانية، لأن  يستهلك جسم المريض  Phthisisوضعوه الإغريق تحت تسمية 
صاب ( وقد أطلق على مرض التدرن بالطاعون الأبيض لأن  يظهر على المCDC,2009ويجعل  ناحلا )

بمرض التدرن الشحوب وبشدة. ولا يزال هذا المرض من كوارث المجتمعات المدنية  
(Bhamidi,2004.) 

 Mycobacterium tuberculosisتصنيف بكتريا   2.2
كائن حي منذ وقت اكتشاف ، وهذا يمكن اي شخص من تحديد نف  الكائن  أييبدأ تصنيي           

                البكتريا فان تشخيص وتصنيي بكتريا أنواع، وكما في باقي الجغرافيةالحي في مختلي المواقع 
M. tuberculosis  اعتمادا على الصفات المظهرية التي تتضمن الخواص المورفولوجية  البدايةتم في
وان التطور الحديث واستخدام  Antigenic make upالشكل المستضدي  إلىوالكيمائية بالإضافة 

 (.(Hanukah et al .,2007. الوراثية القرابةا على دسم  بتصنيي البكتريا اعتما  ئيةالجزيالتقنيات 
     

التي تعيش بصورة حرة  Mycobacteriaceaeاحد أنواع عوائل  M. tuberculosisتعتبر بكتريا        
ن والحيوانات ذوات في المياه والتربة والتي تعد بيئتها الطبيعية، إما المكان الملائم لها هو أنسجة الإنسا

ويلاحظ في  mycobacteriumنوع من  200(. يوجد هناك اكثر من Ray et al.,2004الدم الدافئ )
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 ( تصنيي هذه البكتريا متضمنا  بعض الانواع ذات الاهمية المرضية للانسان  1نن 2الجدول )
(palomino,2007). 

 

 M. tuberculosis( يوض  تصنيي 1-1جدول )
Taxonomic level Name 

Kingdom Bacteria 

Phylum Actinobacteria 
Class Actinobacteria 

Subclass Actinobacteridae 

Order Actinomycetales 

Suborder Corynebacterineae 

Family Mycobacteriaceae 

Genus 
Mycobacterium 

Unique genus 

Species 

M. tuberculosis 

M. bovies 

M. africanum 

M. microti 

M. canetti 

M. caprae 

M. pinnipedii 

 
  M. tuberculosisالصفات العامة لبكتريا   3.2

مايكروليتر  (2-4طولها من )  Rod shapedعصوية الشكل  M. tuberculosis  تكون بكتريا        
، Obligate anaerobic ، هوائية مجبرة Non-motileمايكروليتر، غير متحركة  (0.2-0.5وعرضها )

 Murray etمْ ) 37، حيث تنمو في Mesophilicمحبة لدرجات الحرارة المعتدلة 

al.,2005;Todra,2009  ةمحفظ(. لا تحتوي على Non-capculatedت   ، غيرمكونة للسبورا
Non-sporeforming احتمال قدرة   إلى، ولكن هناك بحوث حديثة تشيرM. marinum وربما            

M. bovis  ( على تكوين سبوراتGhosh et al.,2009 على كل حال هناك جدل بين العلماء في ،)
 (.Traag et al.,2010هذا الموضوع )

وعادة ما  Obligate intracellular parasite.تُعد هذه البكتريا طفيلية إجبارية داخل خلوي           
 .Mزمن انقسام Phagocytes. مثل الخلايا البلعمية  Mononuclearتصيب الخلايا أحادية النواة 
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tuberculosis  هذه اذ تنقسم ( التي تحتاج دقائق لانقسامها )بطئ جدا مقارنة مع البكتريا الأخرى
تستطيع هذه العصيات الصغيرة تحمل المطهرات بتراكيزمخففة، وكذلك تحمل  ساع . 20-15كل البكتريا 

عتيادي  لاع. و السبب الأساسي وراء قدره المقاومة لهذه البكتريا مكونات جدارها غير االجفا  لمدة أسابي
 (. Murray et al.,2005;Todra,2009الغنية بالدهون وتعد من عوامل الظراوه المهم  لهذه البكتريا )

غيها لا يمكن تصنيي بكتريا السل على أنها سالبة أو موجبة لصبغة كرام، وذلك عند تصب         
بالصبغة القاعدية لا يمكن إزالة الصبغة بواسطة القصر بالكحول. و تعتبر عصيات السل مقاومة 

سو  يقصر %  الهايدوكلوريك  3% كحول اثيلي يحتوي 95. فعند القصر Acid fastnessللحوامض 
ارتفاع نسبة المواد  إلىصفة المقاومة للحموضة  ع. وترجM. tuberculosisبسرعة جميع البكتريا عدا 

 (.Jawtz,2015في جدارها الخارجي ) mycolic acidالشمعية وحامض المايكولك 
 Cell wallجدار الخلية  4.2

تركيب  الذي يعد ذو  M.tuberculosiيعد الجدار الخلوي من أهم الصفات المميزة لبكتريا          
بدائي  النواة. يتكون من طبقات داخلية وخارجي  تتالي الطبقات الداخلي  من الببتيدوكلايكان  مميز من بين

peptidoglycan  وهذه الطبقات هي المسؤولة عن إعطاء الشكل الخاص للبكتريا ويمنع التحلل الازموزي
ا الاخرى إذ يحتوي يختلي تركيب طبقات جدار هذه البكتريا عن التراكيب الشائعة في البكتري كما للخلية.

 (.(Kim et al.,2014العدد الكبير من الأواصر الرابط   إلىعلى مواد كيمائية خاص  بالإضافة 
هي حامض  M. tuberculosisوهناك ثلاث عناصر مهمة تدخل في تركيب جدار بكتريا           
يشكل حامض  . .Corfactorو عامل التجميع  D  Wax-D-والشمع Mycolic acidالمايكولك 
 M. tuberculosisمن الوزن الجا  للخلية ويترسب بشكل قشرة دهنية حول البكتريا  % 50المايكولك 

التي تزيد من حالة عدم النفاذية كما يجعلها تقاوم الشوارد الاوكسجيني  الحره والإنزيمات الحالة  داخل 
يعطي صف  مهمة   Mycolic acidان التركيب المميز لحامض  . Macrophageالخلايا البلعمية 

 High و  Gas liquidمثل مختلف  للبكتريا  تسم  في تميز العديد من أجناسها  بواسطة تقنيات 

performance liquid   وThin-layer chromatography هناك ثلاث أنواع من حامض .
)يحتوي methoxymycolotes و  ketoو  alphaالمايكوك تختلي في محتواها من ذرات الكاربون هي 

 (.ذرة كاربون على توالي    96-83و 89-84و 82-76على
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(، حيث يعطي Bhamidi,2009من المكونات الأساسية لجدار بكتريا السل ) wax-Dيعد           
العديد من المميزات لهذه البكتريا مثل مقاومة المضادات الحياتية و عدم نفاذية غشاء الخلية للصبغات و 

و مقاومة العوامل    macrophageاومة عوامل الاكسدة القاتلة  و البقاء حية داخل الخلايا البلعمية مق
 ( .           Tadar ,2009الكميائية مثل الأحماض بتراكيز معينة )

هو عامل سمي هذه البكتريا يكون مرتبط بصوره اساسي  بعوامل ضراوه  Corfacto  أما بالنسبة           
ويرجع  .  (Ameeru addin ,2014)(PMNSا الثدييات  و يعد مثبط لكريات الدم الحبيبية   )لخلاي

مثل   Glycolipidبعض الدهون السكرية  إلىالاواصر الرابط  في جدار البكتريا من العدد الكبير 
(Lm) LipomannanوLipoarabin mannan(LAm)   التي  تثبت نفسها في الغشاء البلازمي من

داخل الجدار الخلوي من جهة أخرى. اما الطبقات الخارجية من  الجدار الخلوي   فإنها  إلىجهة وتمتد 
  (.(Takayama et al.,2005  (1-1)ترتبط  مع  الدهون الحرة  كما مبين في الشكل

 

(Park and Bendelac,2000 كتريا التدرن   )(  يوضح الجدار الخلوي لب  شكل (1-1
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 M. tuberculosisعوامل ضراوة بكتريا  5.2
متنوعة ومعقدة جدا، وعلى الرغم من كون هذه البكتريا لا  M. tuberculosisتعد ضراوة بكتريا 

خواص فسيولوجية و تركيبية تمتلكها هذه البكتريا،  إلىتنتج  إي نوع من السموم، لكن يعود سبب الضراوة 
مراض (. ومن هذه Uematsu,2006 ; Jo,2008تها )يالتي هي معروفة في مساهمتها في ضراوتها وا 

 : يلي ما المهمةالخواص 
                ترتبط: Special mechanisms for cell entry: الخاصة لدخول الخلية الآليات .1

 M. tuberculosis   بصورة مباشرة مع مستقبلات المانوزMannose recepter  الموجودة
 من نوع glycolipid السكريةبواسطة الشحوم  Macrophageعلى الخلايا البلعمية 
Lipoarabinomaunau  وكذلك ترتبط بصورة غير مباشرة عن طريق مستقبلات الجزء ،

سط  الخلايا البلعمي                مستقبلات المتمم على  و الأضدادفي جزيئ    FCالمتبلور
(Nigou et al.,2001;Kang et al.,2005.) 

داخل الخلايا،  M. tuberculosis:  تنمو بكتريا Intracellular growthالنمو داخل الخلايا   .2
وتعد هذه الخاصية من الطرق الفعالة لتجنب دفاعات الجهاز المناعي وخاصة الأجسام المضادة 

 .M روتينات المتمم التي تكون غير فعالة في هذه الحالة، وعندما يتم  بلعمة ب إلىبالإضافة 

tuberculosis  تتمكن من تثبيط اندماج الفجوهphagosome  بالجسيم الحالlysosome ،
عندها إما  أن تبقى داخل الفجوة أو خارجها، وفي كلتا الحالتين سو  تجد البكتريا البيئة الملائمة 

 (.Haarding and Boom,2010لايا البلعمية)للنمو داخل  الخ

: هو معقد مكون من مجموعة من البروتينات،  Anrtigen 85 complex 85معقد المستضد .3
من الجهاز المناعي ويسهل   M. tuberculosisالتي تساعد في تكوين جدار يحمي بكتريا 

 (.(Bbennan,2003;Guinn et al .,2004تكوين درنات   البكتريا  
                        ونتيجة لبطئ  زمن جيل بكتريا Slow generation timeبطئ زمن الجيل   .4

M. tuberculosis فلا يتم التعر  عليها بسرعة من قبل الجهاز المناعي، أو قد لا يتم تحفيز ،
 (. Murray et al .,2005;Todar,2009الجهاز المناعي بشكل كافي لأزالتها)
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 M. tuberculosisكتريا ب ةمراضيإ 6.2

( من 1-3المعدية، حيث ينتقل عن طريق استنشاق من ) الأمراضيعد مرض السل من           
والتي تطلق من شخص  M. tuberculosisالحاوية على بكتريا  droplet nucleiالقطيرات النووية 

 إلى ةويصل قطر القطيرة الواحد بعد جفافها. ةالقطير  ةنوي إلىوتتحول  السعال، أومصاب عند العطا  
تبقى في الهواء لمدة طويلة من الزمن، وان كل قطيرة تحتوي ثلاث عصيات.  أنمايكروميتر لذا يمكن  5

قطيرة عن طريق السعال، بينما يتولد نف  العدد من القطيرات عند  300يقل عن  لا يتولد ما أنفيمكن 
بعد  ىتنتشر القطيرات عل أن، وتستطيع عدد هائل منها دعند العطا  فيتول أمادقائق،   5الكلام لمدة 

 (.Cambier et al .,2014 ; WHO,2014)  أقدام 10
 TB diseaseومرض السل  TB infectionبمرض السل  ومن الضروري التميز بين العدوى  

   M. tuberculosisتعني وجود بكتريا  TB infectionالإصابة بمرض السل  أن حيث أمر ضروري،
 الأشخاص% من 90 -95 داخل المضيي  بغض النظر عن حدوث المرض من عدم ، بالحقيقة  فان

 5%، وان   Latent TB infectionيسمى بالتدرن الكامن  وهذا ما أعراضالمصابين لا تظهر عليهم 
حيث تظهر  M. tuberculosisبكتريا  إلى الأوليفقط يتطور لديهم التدرن الفعال مباشرة بعد التعرض 

من العوامل  أن(. Kumar et al.,2010) عليهم أعراض مثل السعال والحمى وفقدان الوزن والتعرق ليلا  
الكامنة هي نقص المناعة الناتجة عن التقدم بالعمر، وسوء التغذية  الإصابةالتي تساعد على تنشيط 

 (. Kumar et al.,2010بفايرو  العوز البشري ) الإصابة إلى ةبالإضاف
رئتي الشخص  إلى M. tuberculosis  وحال دخول القطيرات النووية الحاوية على بكتريا         

داخل الخلايا البلعمية الموجودة في الحويصلات الرئوية وتنمو داخل الخلايا  إلىالمصاب، سو  تتحرك 
بواسطة الجهاز تجنب التحلل  M. tuberculosis مكن بكتريافي فجوات محاطة بغشاء وهذا ي ةالبلعمي

، ولكونها داخل خلوية فأنها  Lysosomesتمنع الارتباط مع الجسيمات الحالة  فجواتالمناعي لان هذه ال
 إلىفقط  ةوتكون معرض cytosolic proteasomes البروتيزات في السايتوسول تأثير إلىلا تتعرض 

 د هذه المرحلة تبدآ البكتريا بالتضاعيوبع داخل هذه الحويصلات. ةالموجود ةتأثير البروتينات الأقل فعالي

للإصابة في الرئة يسمى معقد  الأوليبشكل متواصل وان الموقع  macrophage ةداخل الخلايا البلعمي
 .(Kumar et al.,2007وهو يقع في الجهة السفلى من الفص العلوي للرئة ) Ghon focuseكون 

حتى تنفجر، وان عدد من الخلايا الدم    macrophageستمر تضاعي البكتريا داخل الخلايا البلعميةي
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خلايا بلعمية  إلى وتتمايز الدموية الأوعيةتترش  من  blood monocyteوحيدة النوى البيضاء  
macrophage  وتستمر عملية البلعمة ولكن من غير جدوى حيث تكون غير فعالة ولا يتم القضاء على

 .                                                   (HerrmannandLagrange,2005;mccann,2009)البكتريا 
مواقنع   إلنىالتسنلل  T cell ةالخلاينا اللمفاوينة التائين تبندأ الإصنابةمنن  أسنابيعوبعند منرور ثنلاث           
المعروضة عن طريق معقد  M. tuberculosis تنشيطها بالتعر  على مستضدات بكتريا  ويبدأ الإصابة

العديند  مننن  بننإفرازونتيجنة لهننذا التنشنيط سننو  تقنوم  علنى سننط  الخلاينا البلعميننة التطنابق النسنيجي الثنناني
 البلعميننننةتنشننننيط  الخلايننننا  إلننننىالننننذي يننننؤدي  gamma interferon (IFN)مثننننل  ةيننننالالتهابالوسننننائط 

macrophage  تحطننننننننننننننيم  البكترينننننننننننننننا والقضننننننننننننننناء عليهنننننننننننننننا بالإمكنننننننننننننننانتنشنننننننننننننننيطها يسنننننننننننننننتطيع  عننننننننننننننندو                    
(Macmicking et al .,2003.) 

 الاستجابةنتيجة لدور  skin testingوفي هذه المرحلة يصب  الشخص موجب لاختبار الجلد            
يؤدي  T-cellوخلايا  ةتنشيط الخلايا البلعمي أنcell mediate immune (CMI .)  الخلوية المناعية
وكمية من الحركيات  IL12.IL6,TNFمثل  الأخرى العديد من الوسائط الالتهابية  إفراز إلى أيضا  

ظهور   إلىالحركيات الخلوية يؤدي  إنتاجعدم السيطرة على  أن IL-4,IL-10مثل  cytokinesالخلوية 
 أما(.  Van crevel et al.,2002مرض السل مثل ارتفاع درجات الحرارة والهلاك ) أعراضالكثير من 
 .Mفهي غير فعالة ضد Antibody mediate immune ةالخلطي المناعية للاستجابةبالنسبة 

tuberculosis   وكذلك لاحتوائها على كمية كبيرة من الدهون البلعميةوذلك لأنها تنمو داخل الخلايا ،
 (. Ferguson et al.,2004;Dheda et al.,2005التي تقاوم المتمم )

يطلننق علننى مركننز الدرنننة   Tubercle formationالدرنننة بننالظهور تبنندأ  حلننة   وفنني هننذه المر           
caseation Necross  النننننذي يكنننننون شنننننبي  بنننننالجبن الابنننننيض الطنننننري  (Li et al.,2002)  ؛

(Rosenktands    et al., 2002)  ولا تنتمكن البكترينا منن التضناعي بعند تكنوين الدرننة وذلنك لننقص .
 الخاملة. الإصابةحدوث  إلىوانخفاض الرقم الهيدروجيني فتبقى البكتريا خاملة وهذا يؤدي  الأوكسجين

نننادرا  مننا يسننتطيع الجهنناز المننناعي إزالننة البكتريننا بشننكل كامننل حيننث ممكننن أن تبقننى بكتريننا التنندرن لعنندة    
الشننكل  إلننى% مننن المرضننى الننذين تطننور المننرض لننديهم  10نننن5أن يننتم تنشننيطها . إن نسننبة  إلننىسنننوات 

 Granuluma يننةالنشننط لا يسننتطيع الجهنناز المننناعي إيقننا  الالتهنناب مننن خننلال تكننوين التكننتلات الحبيب
وتبدأ البكتريا بالتضاعي مع تكوين المزيند منن التنخنر الكنازيني وتكنوين التجناويي وتندمير الأنسنجة . وان 

% من هذه الحالات تبقى محصورة داخل الرئة مع ظهور أعراض المنرض وفني حنالات ننادرة غالبنا  منا 80
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ن طرينق الجهناز اللمفناوي ع ليكون في لأطفال والمرضى ذوي المناعة الضعيفة تتمكن البكتريا من الانتقا
 extraحننندوث التننندرن خنننارج الرئنننة مسنننبب أجنننزاء أخنننرى منننن الجسنننم  إلنننىالننندم النننذي ينقلهنننا  ى مجنننر  إلنننى

pulmanary tuberculosis  مختلفننة مننن أنسننجة  أنحنناءتكننوين العدينند مننن النندرنات فنني  إلننىممننا يننؤدي
قامةالجسم  ديد من مرض السل يندعى بالسنل تكوين نوع ج إلىبؤر عديدة فيها ونتيجة لهذا سو  يؤدي  وا 

وجننننناءت هنننننذه التسنننننمية بسنننننبب كنننننون انتشنننننار بشنننننكل يشنننننب  حبنننننة  Miliary tuberculosisالننننندخني 
 إلنىفنان نسنبة الوفينات تصنل   2005وحسنب منا ذكنرت منظمنة الصنحة العالمينة  (.CDC,2005الندخن)

 إلنننىبة الوفيننات % إذا لننم يعننالج فننني المرحلننة الأولننى، حينننث يسنناعد العننلاج المبكنننر علننى خفننض نسننن100
                          ل أكثننننننننننننر شننننننننننننيوعا عننننننننننننند الرضننننننننننننع والمسنننننننننننننين، يكننننننننننننون الإصننننننننننننابة بهننننننننننننذا النننننننننننننوع مننننننننننننن السنننننننننننن%10

(Golden and Vikram ,2005) . 
 

  M. tuberculosisبكتريا  ةوبائي 7.2
  عالميا   1.7.2

يصني   إذ .الأوليعد السل من الإمراض شديدة العدوى المدمرة التي تصيب الرئة في المقام           
 أعلنتيرو  العوز البشري وقد بف الإصابةحدوث وفيات بعد مرض  إلىالسل على ان  ثاني مرض يؤدي 
مليون حالة إصابة  8عن وجود حالة طوارئ عندما قدر حوالي  1993منظمة الصحة العالمية في عام 

مليون حالة وفاة سنويا 1.3-6ثلث سكان العالم تقريبا مصاب بالسل وحوالي من  أنبالسل .ويقدر 
(CDC, 2004.)  حالة لكل  125 إلىبالسل وهي مقارنة  إصابةمليون حالة  8.7وقد سجل حوالي

 (WHO,2012;CDC,2013; Bozzano et al.,2014) .  2011 شخص عام 100,000`

من  أخرمليون شخص  1.8مليون شخص بالسل وتوفي  10.4 أصيب، فقد 2015في عام  أما         
من  95%يرو  العوز البشري( وان نسبة شخص مصاب بف مليون  0.4جراء هذا المرض )من بينهم 

مليون طفل في السل وتوفي  إصابةقدر  الوفيات تحدث في البلدان المتوسطة والمنخفضة الدخل. وكذلك
ندونيسيا والصين ونيجيريا وباكستان وجنوب 2015طفل جراء هذا في عام  170,000 . وتتصدر الهند وا 

 .(WHO,2016)% من حالات الإصابة 60 إفريقيا
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%  و 61بنسبة  آسياتقع في  2015بالسل لسنة  الإصابةالمقدرة في حالة  الأعدادمعظم           
تحدث بنسبة  وأمريكافي أوربا  أما، 7%حوالي   الأوسط% وبنسبة قليلة في مناطق الشرق 26 إفريقيا
 .(WHO,2015) (1-2)كما في الشكل  %3

  
 

 
  (WHO,2016) 2015( يوضح معدل حالات الإصابة بالتدرن لعام1-2الشكل)

. وينبغي تسريع هذه 2000% سنويا منذ عام  1.5بالسل بنسبة الإصابةيقدر معدل انخفاض          
 ةإستراتجيبموجب  2020% سنويا. من اجل تحقيق المهمة المستهد  بلوغها لعام 9-5النسبة لتبلغ من 
 للفترةعن طريق تشخيص السل وعلاج   الأرواحمليون من  49ما  يقدر بحوالي  إنقاذدحر التدرن. تم 

من بين الغايات التي تنص  2030ويعد القضاء على وباء التدرن بحلول 2015  إلى 2000من عام 
 (. WHO,2016مؤخرا )  العالمية الصحةالتنمية  المستدامة التي اعتمدتها منظم   أهدا عليها 

 ة  نتيجنن بمننرض التنندرن، للإصننابةخطننورة  العوامننل  أكثننريننرو  العننوز البشننري مننن بف الإصننابةتعنند           
بمننرض السننل كبيننر جنندا عننند  ةالإصنناباحتمننال  يننرو  وتكننون المصننابين بهننذا الف الأشننخاصتنندهور مناعننة ل

 ة                                 الكامنننننننننننننننننننن ةذوي الإصننننننننننننننننننناب الأشنننننننننننننننننننخاصالتعنننننننننننننننننننرض للبكترينننننننننننننننننننا او تنشنننننننننننننننننننيط المنننننننننننننننننننرض لننننننننننننننننننندى 
(American Lung Assbciation,2013 ) ةمليون حالة وفا1.5 من 360,000. حيث سجلت حوالي 

 (.                Programme, 2014) 2013يرو  العوز البشري في عام فمصابين بلدى أشخاص 
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 العراق 2.7.2
دولة التي  44 أعلىبمرض السل في العراق عالية، حيث صني ضمن  الإصابةتعد وبائية 

 شكلحيث ي الأوسط( وسابع دولة من بين مناطق الشرق WHO,2002بالسل)فيها  الإصابةسجلت 
مريض.  ألي 20، ويقدر عدد المرضى المصابين بالعراق بنحو المسجلة الحالات%من مجموع عدد 3

  في الشكل ظ(. ويلاحWHO,2004شخص سنويا ) 9000وتقدر الوفيات الناجمة عن السل بحوالي 
 العالمية الصحةتقدير لمنظم   آخروحسب   2014عام  ولغايةمرض التدرن في العراق  ةوبائي (2-3)

 . (WHO,2016) 2016 عام المنشورة



 استعراض المراجع الفصل الثاني

 

15 
 

 
 ( يوضح وبائية السل في العراق1-3الشكل )
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Mycrobacterium tuberculosis complex 8.2 

التربة  والأساسيةتحلل المواد العضوية، وتكون بيئتها الطبيعية   Mycobacterium أنواعمعظم           
بكتريا ممرض . وتعد  إلى Mycobacterium عا أنو والمياه. وفي مسار التطور تحولت بعض 

Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC هي من بين )البكتريا المرضية المهمة  أنواع
 ومضائفها وخصوصا   أمراضيها( في MTBC) أنواعوتختلي  M.bovisو M. tuberculosis وخاصة 

 .M. african( (Somokovi,2000 و M. microit و  M. bovisو    M. tuberculosisبين
  M. microtiأماممرضة للإنسان  M.canettii و  M.africanو M. tuberculosisتعد            

والحيوان )ماشية  الإنسانفأنها تصيب  M. bovis إلىفأنها تصيب القوارض بصورة رئيسية، بالإضافة 
(.                               Schluger,2001)أكثرللحيوان تكون  إصابتها أن ،ماعز ،فيلة، غزلان، القطط( على الرغم من

 Mycobacterium tuberculosis  أنواعوان للطرق الجزيئية الحديثة دور في توض  الاختلا  بين  

 complex(Danid,2004;Tanja et al., 2006).  

  M. tuberculosisالمكون الوراثي لبكتريا  9.2

في    M. tuberculosis لبكتريا Complete genomeتم نشر المكون الوراثي الكامل           
 4000مليون زوج قاعدي يحتوي على حوالي  4.4، وقد تبين ان  حلقي  الشكل ويتألي من  1998عام

 (.Sala et al., 2009( )1-4كما في الشكل ) gene موروث 

 
 M. tuberculosis( يوضح الخريطة الكرموسومية لبكتريا 1-4الشكل )
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 GCة يذو نسب  مرتفع  من القواعد النايتروجين M. tuberculosisيعد المكون الوراثي لبكتريا           
 aerobicالكائنات بدائية النواة الهوائية  ة  وهذا النسبة تمتاز بها عاد 65.6%حيث تشكل نسبة 

prokaryates من   52%يعادل ما أيمن هذه الموروث  2058 وظيفةتم دراسة  الأخيرة. وفي السنوات
ملها المكون الوراثي للبكتريا، وبينت الدراس  ان هذه  البكتريا تمتلك جميع الجينات يحالتي  الموروثات

وقد اوضحت ، enzym cofactersلانزيم  ا الضرورية لبناء الحوامض الامينية والفيتامينات  والمرافقات
الدراسات ايضآ ان هناك نسبة عالية من هذه الموروثات تشفر انزيمات تدخل في عملية تخليق وتحليل 

 lipolysis,lipogenisis(Camus et al.,2002.)الدهون 
 العديد من العناصر التكرارية M. tuberculosisلبكتريا     DNAتمتلك المادة الوراثية           

repetitive   DNA sequences  من تتابعات الغر             أنواععده  ومن هذه العناصر 
insertion sequences (IS ومناطق التكرارات المباشرة )direct repeat region(DR والتتابعات )

و التتابعات  Major polymorphic tandem repeats (MPTR)  ةالرئيسي ةالتكراري ةالمترادف
 Polymorphic GC-rich repetitive sequenceبالكوانين والسايتوسين   ةالغني ةالمتغاير  ةراريالتك

(PGRS)  وتعد الموروثات الواقعة ضمن منطق ،PGRS وMPTR  مرتبطة بالتنوع المستضدي
Antigenic variability   ( وضرواه هذه البكترياCole et al.,1998;Karboul et al.,2006.) 

 .Mلبكتريا  كشي تحليل المكون الوراثي للعزلات المختبرية من العينات السريرية           

tuberculosis تماثل في تسلسل القواعد  بدرجة عالية ،Sequence homogencity  وقد اوض  .
ت وهذه التسلسلا 99.9%الدراسة ان نسبة التشاب  في تسلسلات الحامض النووي لهذه البكتريا اكبر من 

، حيث لا تتجاوز نسب  الاختلا  في MTBCالمتشابهة تقع حتى ضمن الانواع المختلفة في مجموع  
                      % فقطm.bovis  0.05 و M. tuberculosis بين بكتريا DNAتسلسل الحامض النووي 

(Magee et al.,2014.) 
                      على المكون الوراثي لبكتريا 1994عام  Cole أجراهاالدراسة التي  أوضحت          

M. tuberculosis يضية حيث تحول من المسار على الانتقال بين المسارات الأ القدرة، امتلاك البكتريا
المعتمد على اختزال   المسار اللاهوائي إلى Oxidative phosphorylation  ةالتاكسدي ةالهوائي الفسفر 

هذه المرونة في المكون الوراثي هي مهمة في المحافظة على بقاء  إن. Nitrate reduction النترات 
M. tuberculosis  من الظرو  الهوائية داخل  الإنسانعند تغير الظرو  البيئية داخل جسم

قليلة  أوالظرو  اللاهوائية  إلىمتوفر بكثرة  الأوكسجينالحويصلات الهوائية الرئوية حيث يكون 
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للمكون الوراثي  الأخرى الرئة. ومن المميزات  تكيسات الموجودة داخل micro aerophilic الأوكسجين
الدهون من الحوامض الدهنية  أنواعلهذه البكتريا هي وجود موروثات التي تساهم في بناء وتحطيم جميع 

جمالا مثل المايكولك.   ةعقدالجزيئات الم إلىالبسيطة    معرو  إنزيم 250 إلىهناك موروثات تشفر وا 
 .fatty  acidللحوامض الدهنية   ةييساهم في المسارات الايض

الموجودة في المكون الوراثي  للاهتمام ومن بين عوائل الموروثات المشفرة للبروتين والمثيرة         
وهذا الاسم اشتق لها % من المكون الوراثي 10التي تشكل حوالي  PPE،PEموروثات لبكتريا التدرن، 

 -Pro-Glu الذي يحتوي تسلسل PE ثل الحوامض الامينية التي يشفر لها هذا الموروث م سلسلاتمن ت
ويعتقد ان لهذا البروتين دور مهم في الحفاظ على بقاء هذه البكتريا    Pro-Pro-Glu يحتوي  PPEو

 .( Marri et al.,2006)حية ويحافظ على استمرار تضاعي البكتريا ضمن مختلي البيئات 
 Functional riboseالحامض النووي الرايبوسي الوظيفي  إلىشفر موروث ي 50ووجد 

nucleic acid(mRNAS  )et al.,1492)  Kempsell أوبرون (. وهناك operon  واحد فقط يشفر
 1500وبرون يقع على بعد (، وان هذا الأrRNA)ribosomalRNA للحامض النووي الرايبوسومي 
              هذا العامل يساهم في بطئ نمو عصيات أنوقد افترض  Ori locusزوج قاعدي من منشا التكرار 

M. tuberculosis(Brosch et al.,2002وقد كشفت الدراسات الجزيئية لسلالات ،)                
M. tuberculosis H37RV  ةأحادي الشكليةالمعزولة من العينات السريرية ندره حدوث التغايرات 

 insertion and والإضافةوان كميات الحذ  Single Nucletid poly morpohism  ةالنيوكليوتيدي

deletion  أو ةبواسطة تتابعات الغر  والزياد ةوتنشأ عمليات الحذ  والإضاف للتغير أساسيهي مصدر 
 .(Fleischmann et al.,2002) النقصان في تتابعات الدنا التكراري أو من أخطاء التكرار

 insertion sequenceعنصر الغرس    2.10
لها  DNAمن الحامض النووي  ةعن قطع قصير  ةعبار  insertion sequenceعنصر الغر  

 (تسلسلات العناصر الانتقالية )لذلك يطلق علي  أيضا   DNAالقدرة على الانتقال من موقع لأخر على 
يشكل  الذي) الأخرى ، ان  صغير نسبيا مقارنة مع العناصر الانتقالية يمتلك عنصر الغر  ميزتين مهمتين

البروتينات التي تشارك في عملية  إلىان  يشفر فقط و زوج قاعدي (،   2500 إلى700  طول  حوالي من 
مثل  إضافيةموروثات  ا  يضأالعناصر الانتقالية التي تحمل  ي عن النقل الفعال لهذا العنصر وهذا يختل

 transposaseعادة هي بروتين الغر  المشفرة المقاومة للمضادات الحياتية. وهذه البروتينات مورثات 
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، وكذلك البروتينات التنظيمية ISعنصر الغر   ةمكن حركالتي ت الإنزيميةيقوم  بتحفيز التفاعلات الذي 
regulatory protien المناطق المشفرة من   وتكون هذه،او تثبيط فعالي  الانتقال التي تقوم بتنشيط

 . (1-5)عنصر الغر  محاطة بالتتابعات الطرفية المعكوسة  كما في الشكل 
(Mahillon et al., 1998; Campbell et al., 2002; prescott et al., 2002; Shulter et al., 

2002). 

 
 (.wikipedia,2010b) في الانتقاليةالعناصر  تتابعات الغرس في تكوين يوضح دور (5-1الشكل)

على تسلسلات تكرارية  مشاب   لأن  يحتوي  IS3 Familyضمن عائلة  IS6110 تتابع يصني         
 . لتلك  التسلسلات  الموجودة ضمن هذه العائلة

(Timmerman and Tu,1985;Lshiguro and  Sota,1988)    
حيث يكون طول   IS3تماثلا  لتتابعات الغر  العائدة لعائلة  IS6110يظهر عنصر الغر  

زوج قاعدي ، وعند طرفي  تحتوي  28زوج قاعدي وتحتوي تتابعات مقلوبة غير تامة مؤلفة من  1361
أزواج قاعدية يحتمل أنها نشأت من تكرار  3مواقع لتطابق خاطئ ويحتوي كذلك تكرار مباشر من  3على 

النيوكلوتيد المستخرج من هذا التتابع يستخدم للكشي عن بكتريا السل في العينات التتابع الهد  . عديد 
 DNA (MCAdam et al.,1990)السريرية بعد إكثار

 1995عام  M. tuberculosisلأول مرة في بكتريا  IS6110تم وصي عنصر الغر             
(Thierry et al., 1995 و ان هذا العنصر موجود في المكون الو ) الأنواع في مجموع  راثي لباقي 

Mycobacterium tuberculosis complex  . وهذا يدل على أنM. tuberculosis   قد ورثت
من الكائنات الحية. وقد كشفت الدراسات الجزيئية لتحليل المكون الوراثي  أسلافهاعنصر الغر  هذا من 

وهي موزعة بصورة غير متساوية عبر الكروموسوم  IS6110نسخة من عنصر الغر   16بان هناك 
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بواسطة تضاعي عنصر الغر   DRعنصر الغر  يهاجر بعيد عن منطقة  أن إلىوهذا بدوره يقود 
(philipp et al.,1996). 

المعزول من العينات السريرية بالإضافة  IS6110الاختلا  في عدد نسخ عنصر الغر   أن
ام موحد لبصمة الحامض ظنإنشاء  إلىلانتقال هذا العنصر وهذا قاد  الطبيعة العشوائية المفترضة إلى

لبكتريا التدرن وفي التحاليل المتعلقة  وذلك لتصنيي العزلات السريرية M. tuberculosisالنووي لبكتريا 
 (.  Van Embden et al.,1993; Soolingen et al.,1994لهذه البكتريا ) بالدراسة الوبائية 

عتمد على النوع وعلى السلالة إذ يالموجود في المكون الوراثي  IS6110إن عدد عنصر الغر  
نسخة من هذا العنصر على مواقع مختلفة من المكون  25نن1إن معظم سلالات التدرن تحمل ما بين من 

 .(Sreevatasan et al.,1997) الوراثي على الرغم من تسجيل سلالات عديدة ذات نسخة واحدة 
 علاج التدرن  11.2

لم  إذكان يعالج مرض التدرن في المنزل   M. tuberculosisقبل اكتشا  عصيات التدرن           
ذاك على قدرت الجهاز المناعي  أنواعتمد العلاج  والأعشابيكن هناك علاج فعال ل  فاستعملت الزيوت 
بنقل  الأطباء أوصىعالم كوخ من قبل ال M. tuberculosisومقاومة المريض للمرض وبعد اكتشا  

علاج مرض السل في  أصب مناطق ذات مناخ معتدل وهواء نقي ومنذ ذلك الوقت  إلىالمرضى 
توفر المصحات  الغذاء الصحي وسبل الراحة والتهوية الجيدة وانتشرت  إذ(. Hurt,2002المصحات )

حيث طور هذه   1850عام  ألمانيافي   مص أولوقد بني   باور وأالشمالية  أمريكاالمصحات والحجر في 
 المناخ الجيد في جبال الهملايا إلىتم شفائ  خلال الانتقال  أنهيرمان بعد  الفكرة من قبل برايمر

(Condrau,2001 بعد ذلك وقبل ظهور .)في علاج مرض التدرن استعملت العمليات الجراحية الأدوية 
تستخدم  العمليات  فلافي الوقت الحاضر  أماي المصاب بالمرض، ئو حيث يتم استئصال الجزء الر 

 (. Naidoos Reddi,2005بعض حالات التدرن المقاوم للأدوية ) إلا فيالجراحية 
 والذي اطلق علي  Gurin & Calmetteالعالمان  وتم اكتشا  لقاح هذا المرض على يد          

Bacillei-Calmette-Guerin   وهو عبارة عن لقاح مضعيlive attenuated vaccine  مشتق من
M. bovis  تستعمل في تحفيز الجهاز المناعي لمنع انتشار بكترياM. tuberculosis ائي ضفي الم

قاح غير فعال للبالغين حيث ان  يستخدم في السنوات ل(. وان هذا الNicholes et al.,2006)ة الملقح
 (.                                                     Kany et al.,2005من عمر الطفل للوقاية من مرض التدرن ) الأولى
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الثورة  1944عام  Waksm & Schatsمن قبل العالمان  streptomycinيعد اكتشا  مضاد           
الحقيقية في علاج مرض التدرن، وقد انتشر الدواء بصورة سريعة وخاصة في الولايات المتحدة ولسوء 

 إلى أدىالحظ لم يستمر لفترة طويلة. نتيجة لاستخدم هذا المضاد لوحده لفترة طويلة في علاج المرض 
حدوث ضرر في  عن فضلا، لهذا المضاد  ةجعلها مقاوم M. tuberculosisحدوث طفرة في بكتريا 
. فيما بعد تم اكتشا  العديد من المضادات عند الاستخدام الطويل لهذا المضاد العصب القحفي الثامن

 .(Gillespie,2006من  مضاد لتقليل المقاومة البكتيرية ) أكثرلعلاج مرض التدرن وقد استخدم 

أربع  الذي يتكون من First lineول المستوى الأ رئيسين، مستويين إلىيقسم علاج مرض التدرن           
 أووقد يعطى بطورين  Pyrazinamide ,Ethambutol , Rifampicin ,Isoniazid  مضادات

 الأتيثم يتبع بطور القضاء. ويرمز ل  بالشكل  أولا  مكثي يعطي  أوليبرنامجين  طور 
2HREZ/4HR3  مضاد  إعطاءالذي يعنيIsoniazid وRifampicin وEthambitol 

 Isoniazid، Rifampicinومن ثم يعطى  الأولييوميا ولمدة شهران وهو الطور   Pyrazinamidو
 (.Edwards Nardell,2009) أشهر أربعةلمدة  أسبوعيا  ثلاث مرات 
 هرت الحاجةظ الأولالمقاوم لمضادات الخط  M. tuberculosisونتيجة لزيادة انتشار بكتريا           

عديدة من  أنواعمن  ةوالتي هي مشتق second lineمضادات الخط الثاني  مضادات جديدة، فظهرتل
                     ،,Streptomycin Ciprofloxacin, Capreomycin, Ethionamidالمضادات مثل 

D-cycloserine,Amikacin, Aminosalicylic acid  ( يوض  مضادات الخط 1-2والجدول  )
 (.         Kolyva and karakousis,2012الاول والثاني )

 ( يوضح مضدات التدرن وسنه الاكتشاف1-2الجدول )

Drugs 
Discovery 

Year 
Target Activity 

First-Line available drugs 

Rifampicin 1963 RNA Polymerase Bactericidal 

lsoniazid 1952 Cell wall Bactericidal 

Pyrazinamide 1952 Ribosome Bactericidal 

Ethambutol 1962 Cell  wall Bacteriostatic 

Second-Line available druge 

Streptomycin 1944 Ribosome Bactericidal 

Ciprofloxacin 1987 DNA ayrase Bactericidal 

Capreomycin 1960 Ribosome Bacterostatic 



 استعراض المراجع الفصل الثاني

 

22 
 

Ethionamide 1956 Cell wall Bacteriostatic 

Aminosalicylic acid 1949 ThyA gene Bacteriostatic 

Amikacin 1970 rRNA Bactericidal 

D-Cycloserine 1955 Cell wall Bacteriostatic 

 Isoniazid أعطاءبالنسبة لعلاج مرض التدرن الكامن يستخدم العلاج الوقائي وهو عبارة عن  أما       
وهذا يكون  أشهر 3ولمدة  Isoinozid ،Rifampicinقد يعطى  أووهذه فترة طويلة  أشهر  9لمدة

 (.Sterling et al.,2011) أشهر 9مكافئ  في التأثير لنظام 
 المباشر الإشرافتحت  الأمدبرنامج العلاج قصير  12.2

 الإشرا تحت  العلاج إستراتيجية تنفيذبذلت منظمة الصحة العالمية جهود كبيرة من خلال          
  يطلق على ل(  هو مصطDOTS)  Directly observed therapy short – courseالمباشر

الكشي عن مرض  هدفهاالعالم و  أنحاءالشاملة والتي خداماتها الصحية منتشرة في جميع  إستراتيجية
رشادمراقب   نالصحيي( ويجب على العاملين DOTS) إستراتيجيةالتدرن وعلاج . وكجزء من  مرضاهم   وا 

يستمر  أنعند تناولهم لكل جرعة دواء وكذلك مراقبة مدى تقدم  حالة المريض حتى يشفى ويجب 
 (.WHO,1995) أشهر 6يستمر  أنلمدة شهرين ومن الناحية المثالية يجب  الإشرا 

يكمن في عدم جعل  المريض هو المسؤول عن  الإستراتيجيةالسبب الرئيسي لنجاح هذه  أن          
 أسابيعبعد عدة   ن لأين، وذلك يية على المشرفين الصحجعلت المسؤول إذللشفاء.  وصولالعلاج وال اخذ

التخلص من عصيات  أنمن اخذ الدواء  يشعر المريض بالتحسن فيتوقي عن اخذ العلاج  وفي الحقيقة 
M. tuberculosis  رهأشيتطلب وقت طويل يستغرق عدة (Klaudt,1996.) 

تعميمها لجميع في مراكز قليلة ثم تم  1998عام  الإستراتيجية في العراقطبقت هذه           
 (.NTP,2011)  أيضا  كردستان  إقليم شملتحيث  2008كردستان حتى عام  إقليمالمحافظات باستثناء 

 لمضادات التدرن  المتعددة  M. tuberculosisبكتريا  ةمقاوم 13.2
و Isoniazid مثل ) M. tuberculosisعلاج ضد البكتريا ال استخدامبعد فترة قصيرة من           

Stryptomycin  وPara-aminsalicylic)   ظهرت المقاومة لهذا العلاج في البكتريا المعزولة من
للمضادات  قيا  ومراقبة المقاومة إلى(، ومن هنا ظهرت الحاجة Raba et al.,2006العينات السريرية )

 ةنسب في بلدان مختلفة، إن الدول النامية كانت لديها1960 عام أجريتالدراسات التي  أظهرتوبدقة. وقد 
 (.Espinal,2003الإصابة بالتدرن المقاوم  للمضاد عالية )
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مضادات خليط من و استخدام  مع  1960في نهاية عام  Rifampicinوبعد ظهور علاج          
في علاج مرض التدرن، فقد انخفضت نسبة المقاومة للمضادات في البلدان النامية. وبعدها  أخرى 

( Espinel,2003سنة التالية ) 20لم يكن هناك رصد ملمو  خلال  إذالدراسات انخفضت تمويل هذه 
                    بكتريا الإصابة( زادت نسبة HIVبمرض نقص المناعة المكتسب ) الإصابةوبعد ظهور 

M. tuberculosis  المقاوم للأدوية المتعددة  Multi drug resistant(MDR-IB)  وفي بداية
التسعينات تم معاوده إجراء الدراسات في البلدان النامية لكن لم تكتمل المعلومات بشكل واض  عن بكتريا 

                                                                         (.                                     Cohn et al.,1997)ة التدرن المقاوم
التي تكون مقاومة على  M. tuberculosis( على ان  سلالات بكتريا MDR-TBويعر  )          

من ضمنها. وان  Rifampicinو Isoniazidيكون  أناثنين من المضادات الحياتية على  إلى الأقل
لا تصني  Isoniazid ,Rifampicinعدا  الأدويةمن  أخرى البكتريا التي تكون مقاومة لأي مجموعة 

 Extensive بكتريا  التدرن الشديدة المقاومة للمضادات أما .((MDR-TB CDC,2013 أنهاعلى 

drug resistance  البكتريا  المقاومة   أنهاالمقاومة وتعر  على  هي نوع نادر نسبيا من البكتريا
واحد من  الأقلوعلى  Fluoro quinalone إلىبالإضافة   Isoniazidو Rifampicinلمضادات 

                                       amikacin -kanamycin -capreamycin التي تشمل  مضادات الخط الثاني
(Kolyva and kara kousis,2012 .) مفرطة للمضادات الحياتيةالمقاومة ال في حين وصفت 

(EXDR  )Xtremelly-Drug resistant  أنهانقطة نهاية مقاوم  البكتريا للمضاد وتعر  على بأنها 
 (.  Andrews,2007والثاني ) الأولتكون مقاومة  للمضادات الخط   إلىسلالات البكتريا 

المريض ببكتريا  إصابة أنومقاومة مكتسبة  أوليةمقاومة  إلىكما يمكن تصنيي مقاومة البكتريا           
 أو لأيفترة المحددة مقاومة نتيجة التخلي عن العلاج قبل ال إلى لاحقا تحولت والتدرن الحساسة للمضاد 

الشخص السليم ببكتريا مقاومة للمضاد  إصابةالمقاومة المكتسبة هي  أما. أوليةالمقاومة  تسمى أخرسبب 
يحدث هذا في الملاجئ والمستشفيات  أنلمقاوم  للعلاج،  ويمكن مصاب بالتدرن ا آخرمن شخص 
طول فترة العلاج  م المقاو  متعدد هور التدرن ظ أسباب أهممن . (Maryann et al.,1996والسجون )

، عدم أشهر 9 إلى 6والتي تصل من  Rifampicin ,Isoniazidوخاصة  الأولبمضادات الخط  
 أويصنعون علاج لا يلائم المريض،  الأطباء أن أوالانتظام في اخذ العلاج حيث يأخذ بشكل متقطع 

          HIV(CDC,2010                                                                                               .) العوز المناعي  بفيرو  الإصابةعند نقص المناعة نتيجة 
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علاج  التدرن المقاوم للأدوية لي  بالأمر السهل وذلك لكون مضادات الخط الثاني غير  إن          
التكلفة  إلى ةبالإضافجانبية خطيرة  أضرارولها  الأولسمية من مضادات الخط  أكثرحيث تكون  آمنة

مضادات من مضادات  أربع الأقلعلى  إعطاءبرنامج متخصص يتكون من  إلىالعالية الثمن. وتحتاج 
مهم للغاية  DOST(. وهنا يكون دور برنامج Sterling et al .,2011) أشهر 8الخط الثاني ولمدة 

يستمر اخذ العلاج عن طريق الفم لمدة عامين حتى يتم الحصول على  أنخلال فترة العلاج. ويجب 
 Kharsany et al .,2007 ;Iseman et alنتيجة فحص قشع  سالبة من مختبرات موثوق بها )

.,2009.) 
 العلاج على الصعيد العالمي  والعراق ةمقاوم 2.14

بعد  (WHOبدأت منظمة الصحة العالمية ) بعد ظهور تهديد المقاومة الدوائية لمرض التدرن          
نشر  1997(. وفي عام WHO,2012بمشروع المراقبة العالمي للمقاومة الدوائية وذلك ) 1994عام  
(                                1996-1994منطقة جغرافية للفترة من ) 35تقرير والذي يتضمن  أول
(WHO,1997;Poblos-Mendez et al.,1998 .)  هذا التقرير بان مقاومة التدرن للمضاد  وأوض

( 0-54الجديدة  ومن ) الإصابة%في حالات 14- 0تتراوح من  MDR-TBموجودة عالميا  وان نسبة 
 (. Tukvadze et al., 2012بالتدرن المعالج مسبقا ) الإصابةي حالات ف

لازال دحر التدرن   إستراتيجيةعلى الرغم من الجهود الواسعة لمنظمة الصحة العالمية لتنفيذ           
قررت منظمة الصحة العالمية ان هناك   2015(.  وفي عام WHO,2008مشكلة صحية رئيسية ) عدي

من الحالات المعالجة مسبقا  مصابة بالتدرن  المقاوم المتعدد   21%لات الجديدة و من الحا  3.9%
    480,000ما يقدر بنحو  أصيب( وقد MDR/RP-TB)  Rifampicinوكذلك المقاوم للمضاد 

شخص بالتدرن المقاوم للأدوية  المتعددة على الصعيد العالمي وفضلا عن ذلك نشأت مقاومة 
Rifampicin  (لدى  الأولالخط  أدوية أكثر )علاج  إلىشخص تقريبا واحتاجوا   100,000فعالية

بلدان هي الهند   3التدرن  المقاوم للأدوية المتعددة. ويقع عبئ التدرن  المقاوم للأدوية المتعددة  في 
   2014والصين والاتحاد الروسي  التي تشهد معا نصي الحالات الموجودة في العالم تقريبا. وفي عام 

مستويات المقاومة  أننتائج المس   وأظهرتمس  للمقاومة الدوائية  في العراق  أولتم الانتهاء من 
 رصد  وذلك لان نسبة مقاومة مضاد إلى( لكن  بحاجة 1.1المتعددة للعلاج كانت منخفضة )
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Rifampicin  وIsoniazid  على  5.9و  %7.6تقدر بحوالي  إذكانت مرتفعة
 (.WHO,2015التوالي.)

    M. tuberculosis بكتريا  ةلمقاوم الجزيئية ةالآلي 2.15
مقاومة البكتريا للعلاج  آليةدراسة وفهم المكون الوراثي  لمختلي  السلالات يساعدنا  في معرفة  إن. 
(MDR-TB وهذا يساعدنا في )أفضل للمرضتقديم علاج و نهج جديد  في تشخيص  إتباع 
(Morgan et al., 2005;WHO,2013                                                                                                     ) 

سلالات البكتريا  الاستخدام الغير منتظم للعلاج من قبل المريض ساعد على تطور ظهور إن         
المشفرة للهد  الذي يعمل سومية في الموروثات مو كرو  اتحدوث طفر و  لوجود الضغط المقاومة نتيجة
لطفرات في الموروث الهد  يؤدي ا(. وان  تراكم  Ahmad and mokaddas ,2009علية العلاج )

 .(  MDR-TB) سلالات المقاومة المتعددة تطور إلى
.(Ong et al.,2010; WHO,2010; Almutaril etal.,2011 )   

 

1.15.2 Isoniazid  
                ( عامisonicotinic acid  hydrozid  ()INH)  Isoniazid المضاد الحياتي  اكتشي

يعد   (. Chandra et al .,2010ضد بكتريا التدرن ) المستخدمةالعلاجات  أهموهو من  1952 
 pyridin نالمرتبطة ب   hydrazid groupحيث يتكون من  ،بسيط Isoniazidنالتركيب الكيماوي لل

ring    ال    عمل آليةعك   علىو( تي تكون معقدة جداArjomand zadegan et al., 2012).   

. وان pyrazinamidوRifampicin مرض التدرن مع  ضدمن العلاجات المفضلة  ا  واحد يعد           
 والذي يعطيهالجدار البكتريا  الأساسيهي حجب تكوين حامض المايكولك  الذي يعد  المكون  عمل    آلية

القابلية على مقاومة المواد الكيميائية،  الجفا  ويمنع نشاط المضادات الحياتية الكارهة للماء بالإضافة 
النمو داخل الخلايا البلعمية   M. tuberculosisذلك فان حامض المايكولك يساعد بكتريا  إلى

macrophage الرئيسية لاختيار حامض  الأسبابتجنب الجهاز المناعي، وهذه  مما يمكنها من
 .(Somasundaram et al., 2014المايكولك كهد  للعلاج )

بواسطة الانتشار السلبي               أوليكعلاج  M. tuberculosisيدخل بكتريا  INHويعتقد أن 
Passive diffusion  ومن  ثم ينشط بواسطة انزيمGatalase -peroxidase  الذي يشفر من قبل

هد    أفضلحتى يولد الجذور الحرة السالبة التي تهاجم عدة مواقع في جدار البكتريا. katG روث و م
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، الكاربوهيدرات، DNAلهذا الجذور الحرة في جدار الخلية  هي حامض المايكولك  وان الحامض النووي 
 (.Arjomandzadegan et al.,2012لعمليات الايضية للحامض النووي )ا الدهون ربما يستهد  أيضا

 inhA enoyl -acyl carrier protein (ACP)يعد البروتين المشفر من قبل موروث           

redutase  التي يعمل  عليها علاج  الأهدا واحد منIsoniazid .نويقترح أن ال inhA   اولي هد
   NADD complex- معقد عم المنشط يرتبط Isoniazid حيث أن. Isoniazidلمقاومة علاج 

InhA  ليكون ( مركب ثلاثي الذي يعمل على تثبيط حامض المايكولكChandra et al., 2010 .)  
لكنها لا   INHوالمرتبطة بمقاومة مضاد  inhA تحدث ضمن المورثطفرات نقطي   6هناك 

 تحدث في حفاز اخرى اكثر تكرارا تحدث  بصورة متكررة  في العزلات السريرية، اذا ان هناك طفرات
-A)16و (T-G/A)8وهذه الطفرات هي   INHن المسؤولة عن مقاومة وتكو  inhA الموروث

G)24و(G-T) 15و(C-T)  (Santos,2012).     
 

Rifampicin 2.15.2 
( واحد  من مضادات الطيي الواسع  methyl-1-piperazinamiyl)   Rifampicinيعد

   RNAالذي يعمل على تنشيط بناء الحامض النووي   broad spectrum lipophilicالمحب للدهون 
 RNAمن انزيم بلمرة   β-subunitبواسطة الارتباط بالوحدة الثانوية بيتا    M. tuberculosisلبكتريا 

  RNAاستنساخ بوالذي يقوم   DNA   DNA-depended RNA polymeraseالمعتمد على 
(Somasundaram et al.,2014 .) 

زوج    18هي طفرات تحدث في تسلسلات قصيرة مكونة من  RIFوان سبب المقاومة لعلاج            
    DNAالموجودة في انزيم بلمره  β-subunitالذي يشفر للوحدة الثانوية   rpoBقاعدي في موروث 

(mokousov et al.,2003 وتعد الطفرات  الحادثة في شفرة .)rpoB 526  وشفرةrpoB531     هي و
 (.  Noviaua et al., 2007الطفرات تكرارا ) أكثرمن 

تحدث   RIFحدوث  المقاومة ضد إلى% من الطفرات التي تؤدي 95وقد اشارت الدراسات ان           
. وان معظم المحفزات التي تستخدم rpoBزوج قاعدي الموجودة على موروث 81 ضمن منطقة طولها 

وتقوم بالتحري عن الطفرات   RIFلعلاج  M. tuberculosisالتقنية الجزيئية للتحري عن مقاومة بكتريا 
 والتي تسمى بالمنطق  المحدده لمقاوم  الريفامبسين  زوج قاعدي من هذا الموروث. 81في موقع 

RRDR Rifampin resistance determining region . 
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(Madaniq  et al.,2012;Veluchamy et al., 2013).  
 الاختبارات والفحوصات الطبية    2.16

  الفحص بالأشعةRadiological examinad 
التدرن وهو من بلفحص صدر المرضى المصابين   X-Ray  تستخدم الاشعة السينية          

بالمرض اذ يمكن من خلال  الاستدلال على الإجراءات  المهمة وخاصة في المرحلة الاولى من الاصابة 
(. وقد اوضحت الدراسات بان CDC,2012درجة تطور المرض اذ يظهر بشكل اخدود او ظلال )

التغيرات التي تطرأ على الفص العلوي للرئة يكون مرتبط مع النتيجة الموجبة لفحص الاستنبات الجرثومي 
 . M. tuberculosis (Wisnivesky et al.,2000)لبكتريا 
 ( اختبار الجلدSkin test ) 
 M. tuberculosisكان الشخص مصاب بيكتريا  إذاوهو من الطرق التشخيصية التي تبين فيما         

بروتين منقى ومشتق  ن محلولمليلتر م 0.1حيث حقن  tuberculinويسمى أيضا اختبار التوبركيولاين 
مساحة وحجم  ( تحت الجلد وبعد ذلك يتم قيا Purified protein Derivative) (PPD)بكتريا المن 

ساعة بشكل انتفاخ وان هذا الاختبار لا يمكن الاعتماد علية كطريق  48-74تفاعل الذي يظهر بعد
 (.                 Anderson et al .,2006;CDC2009تشخيص مثالية  وذلك لأن  يمكن ان يعطي نتائج خاطئة )

 الفحص المجهري للقشعMicroscopy   
يعد التشخيص المجهري هو التشخيص الاساسي في بلدان العالم الفقيرة ويتم فحص القشع اما         

اوباستخدام المجهر  Ziehl-Neelsenمع صبغة  light microscopyباستخدام المجهر الضوئي 
 Auramine-rhodamine  (Mizuno etمع صبغة  Fluorescent Microscopeالوامض 

al.,2009 وعند استخدام صبغة .)Ziehl-Neelsen  عصية بالمليلتر التي  10,000وجود  إلىيحتاج
بالون الاحمر. ويجب التصبيغ لثلاث مرات متتالية  M. tuberculosisتظهر النتيجة موجبة. وتظهر 

يكون ناقل للعدوى  وكانت النتيجة موجبة فذلك يعني ان المريض مصاب بالتدرن وبالحالة النشطة  فإذا
(Streingart and Henry,2006;Pasipauodya,2010 . ) 
  الاستنبات الجرثوميCulture  

يعد الاستنبات الجرثومي هو مقيا  عالمي في تشخيص مرض التدرن. وتكون حساسية هذا 
في  M. tuberculosisعصيات من  10 إلىالتشخيص اكبر بكثير من الفحص المجهري  حيث يحتاج 

حساسية هذا الاختبار  إلىبالإضافة . (Yeager et al.,1967المليمتر الواحد لتظهر النتيجة موجبة )



 استعراض المراجع الفصل الثاني

 

28 
 

اجراء اختبار فحص الحساسية للدواء.  فضلا عنفيمكن ان يميز الصفات المظهرية وتحديد جن  البكتريا 
تمد على البيض المع Lowenstein Jensen medinmLJومن الاوساط التقليدية  المستخدمة  وسط 

ان الطرق المعتمدة على الاوساط  Agarالمعتمد على الاكار middle brooks medium سطو 
انظمة متطورة تتميز  إلىاسابيع، لذلك تم التوصل  حديثا  6-8وقت طويل يستمر  إلىالتقليدية تحتاج 

مثل  Bacteccsystemبحساسيتها العالية وقصر الوقت مقارنة بالأوساط الصلبة ومن هذه الأنظمة هي 
 . Bactec960ومنظومة BacteGmIT960منظومة  

  (Palomino et al.,2008; Muyoyeta et al.,2009 ;Parrish et al.,2009;Sorlozano et 

al.,2009)   
 

   تقنيات بلمرة الدناPolymerase chain reaction (PCR)   
الناتجة من اختبار الاستنبات  M. tuberculosisتم تطوير الاختبارات الوراثية لتحديد          

 Polymerase chain reaction (PCR)الجرثومي الموجب  باستخدام  تقنية تفاعل البلمرة التسلسلي
الموجودة في العينة بالاعتماد على  M. tuberculosis complexومن الممكن التشخيص المباشر 

للبكتريا. ومؤخرا تم تطوير الاختبار المعتمد على  DNAتسلسلات معينة موجودة في الحامض النووي 
 .Mحيث يمكن الكشي عن بكتريا  Gene Xpert MTB/RF إلىمضاعفة الحامض النووي 

tuberculosis   والطفرة التي تعطي المقاومة لعلاجRifampicin  في وقت واحد في عينة القشع ضمن
بة لعينات القشع ذات الفحص المجهري بالنس 98.2%الحساسية هذه الطريقة ساعتين  وقد اظهر 

                      بالنسبة لعينات القشع التي يكون الفحص المجهري لها سالب %72الموجب ونسبة 
(Boehme et al.,2010;Helb et al.,2010.) 

من الطرق السريعة والمتخصصة حيث يتم الكشي عن البكتريا بعد عدة ساعات  PCRوتعد تقنية 
حتى لو كانت بكمية قليلة وهي سريعة جدا مقارنة بالطرق التقليدية الاخرى                                                        

(Dinnes et al.,2007.) 
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 Materials and Methods المواد وطرائق العمل: الفصل الثالث

 

 المواد  1.3
 لأجهزة و المستلزمات المختبريةا 1.1.3

 ( في الدراسة الحالية .1 -3اُستخدمت الأجهزة والمستلزمات المختبرية المدرجة في الجدول )
 الأجهزة والمستلزمات المختبرية المستخدمة في الدراسة ( :1-3جدول )

 الشركة المصنعة/ المنشأ الأجهزة والمستلزمات المختبرية
 Centrifuge           Cooling Sigma 1-13,Harz,Germany المركزي المبردجهاز النبذ 

 Autoclave Hirayama manufacturingالموصدة                                  

Company,Tokyo,Japan 

 Oven Memmert,Germany     الفرن الكهربائي                                

 Incubator Memmert,Germany     الحاضنة                              
 Light microscope Olympus , Japan    المجهر الضوئي                

 Kimo,24700Montpon, France (BSC – ll)                         حجرة الأمان      

 Vortex mixer Sigma 1-13,Harz,Germanyجهاز الرج الكهربائي                     

 Sensitive balance Sartorius ,Germany                 الميزان الحساس 

 pH meterمقياس الأ س الهيدروجيني                   
Biomax ,Desaga ,Heidelberg ,   

Germany 

 Micropipettes Gilson instrument ,Franceالماصات الدقيقة                       

 Screw-capped Schott , Germany   زجاجات ذات غطاء حلزوني          
 Flasks Schott , Germany                           الدوارق    

 Slides Schott , Germanyالشرائح الزجاجية                                
 Falcon tube BioMerieux                     ألانبوب الفالكون     

 Pasteur pipette BioMerieuxماصة باستور                         
 Refrigerator Diora (Turkey)                                  ثلاجة

 جهاز النبذ المركزي المبرد عالي السرعة
High Speed Cold centrifuge 

((Germany Memmert 

 Electrophoresis set Helena ( USA)            الترحيل الكهربائي     
 Gel documentation Herolab ( Germany) جهاز تصوير الهلام 

 Thermal Cycle Eppendorf (German) البلمرة التسلسلي  جهاز
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 الشركة المصنعة/ المنشأ الأجهزة والمستلزمات المختبرية
 Nanodrop specrophotometer Thermo (U.S.A) جهاز القطرة النانوية

 UV- transilluminator Herolab ( Germany) مصدر الأشعة فوق البنفسجية
 DdH2O Lab.Tech (Korea)                جهاز ماء منزوع الايونات 

Blue, yellow and white tips           (100 µL) Promega (USA) 

 Micropipettes Brand ( Germany)        ماصات دقيقة بأحجام مختلفة

Magnetic stirrer China 

 
 المواد الكيميائية المستخدمة 2.1.3

 ( خلال مدة الدراسة.2-3اُستخدمت المواد الكيميائية المبينة في الجدول )
 ( المواد الكيميائية المستخدمة في الدراسة2-3جدول )

 الشركة المصنعة المادة
 مسحوق فوسفات أحادي البوتاسيوم

Potassium mono  phosphate   powder  KH2 PO4 
Becton Dickinso & company-USA 

 مسحوق كبريتات المغنيسيوم
Magnesium sulfate MgSo4 powder 

Becton Dickinso &company-USA 

 مسحوق سترات المغنيسيوم
Magnesium citrate powder 

Becton Dickinso & company-USA 

 أسبارجين)حامض اميني(
Asparagine (amino acid) 

Becton Dickinso & company-USA 

 Glycerolالجلسرول              
Scherman chemicals Ltd,              

Edmonton, London 

 مسحوق صبغة أخضر الملاكايت

Malachite green powder 
Becton Dickinso & company-USA 

 مسحوق صبغة الكاربول فوكسين القاعدي
Carbol Fuchsin  powder 

Scherman chemicals Ltd,              

Edmonton, London 

 Ethanol70% B.D.H.(England)كحول الأيثانول                   
 Phenol B.D.H.(England)حبيبات الفينول                          

              ,Methyl blue   powder Scherman chemicals Ltdمسحوق أزرق المثيل 

Edmonton, London 

 sulfuric acid  Conc. B.D.H.(England)حامض الكبريتيك المركز 
 حامض الهيدروكلوريك المدخن

Fuming sulfuric acid  73% 
B.D.H.(England) 
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 الشركة المصنعة المادة
 NaOH   4% Prolabo 12,Rue palee,75.Prolabo  محلول هيدروكسيد الصوديوم     

 Oil Himedia\ Indiaزيت الفحص                              
 مسحوق بارانايترو بنزويك

Para nitro benzoic powder  (PNB) 
Becton Dickinso & company-USA 

 (TCH) حامض كاربوكسيل المهدرج -2مسحوق ثايوبين 

Thiopene-2-carboxylic acid   Hydrazide powder 
Becton Dickinso & company-USA 

 مسحوق فوسفات ثنائية الصوديوم
sodium di phosphate Na2HPO4 

Becton Dickinso & company-USA 

 مسحوق بيروفات الصوديوم
Pyruvate sodium powder 

Becton Dickinso & company-USA 

 NaCl B.D.H.(England)كلوريد الصوديوم

 KH2po4 Becton Dickinso –USAفوسفات احادي البوتاسيوم 

 BaCl2 .H2 O)) BDH (England) كـلوريد البـاريوم المـائي

  ثنائي أمين رباعي حامض الخليكاثيلين 

Diamine Tetra Acetic Acid Ethylene 
BDH (England) 

 Tris-HCl)) Fluka (Switzerland)ترس حامضي
 Agarose Promega (USA) اكاروز 

 Ethidium Bromide Promega (USA)صبغة بروميد الاثيديوم     

 TBE-buffer (10x) Promega (USA) محلول بفر       

 Loading dye Promega (USA) صبغة التحميل   

 
 الأوساط الزرعية المستخدمة 3.1.3

 ( خلال مدة الدراسة.3-3ا ستخدمت المستنبتات الجرثومية المبينة في جدول )

 المستخدم في الدراسة(: الوسط الزرعي 3-3جدول )

 المصدر اسم الوسط الزرعي

 وسط لوفنشتاين جنسن
Lowenstein Jensen media 

HiMedia Laboratories Pvt. Limited,Mumbai-

400 086, India 
 2009دليل العمل ألمختبري، Stone brink mediaوسط ستون برينك 

TCH media WHO, 1998 

PNB media WHO, 1998 
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 (  Antibioticsالمضادات الحيوية  )  .4.1.3
 لاختبار(  Sigmaالمضادات الحيوية على هيئة مساحيق مجهزة من شركة )  استخدمت

 .  M. tuberculosisالحساسية الخاصة ببكتريا  
 دات التدرن للخط الدوائي الاولضابم ةالخاص ة( العد4-3جدول )

 التركيز الرمز المضاد الحياتي
Rifampicin RIF 40 µg / ml 
Ethambutol EMB 2 µg / ml 

Streptomycin STM 4 µg / ml 
Isoniazid INH 0.2 µg / ml 

  
 The diagnostic kits ةالتشخيصي ةالعد 5.1.3

 ( : العدد المختبرية المستخدمة في الدراسة3-5جدول )

 الشركة المصنعة والمنشأ العدة
Master Mix PCR Bioneer / Korea 

DNA Ladder 100bp/1000bp Promega (USA) 

(GenoTypeMTBDRplus) Hain lifes scinence(Germany) 

Taxo TB niacin test kit Becton Dickinso&company-USA 

Quantoflx nitrate/nitrite test kit Germany 

 
 المستخدمة والأوساطتحضير الصبغات والمحاليل  2.3

 stain    Ziehl – Neelsonنلسون  تحضير صبغة زيل  1.2.3
  Carbol fuchsin  تحضير محلول الكاربول فوكسين  1.1.2.3
غرام  0.3أُذيبت    Solution  A : basic fuchsinالمحلول الأول : الكاربول فوكسين القاعدي  

من الأيثانول المطلق في قارورة حجمي   مليلتر 100 إلىمن مسحوق صبغة الكاربول فوكسين القاعدي 
     .(2009وطبقا لما ورد في) دليل العمل ألمختبري، 
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  Phenol solution  تحضير محلول الفينول 2.1.2.3
غرام حبيبات الفينول في قارورة  50سُيلت  Solution B :Phenol solutionالمحلول الثاني :  

 100بعد ذلك يمزج ، ملليتر من الماء المقطر 950في حمام مائي بتسخين خفيي ثم أُضيي إليها 
، رُشحت الصبغة وحُفظت في زجاجة بنية اللون   Βملليتر من المحلول  900مع   Αملليتر من المحلول 

 ( . 2009تبري، بعيدا عن الحرارة والضوء )دليل العمل ألمخ
 Decolorizing agentتحضير المحلول القاصر للصبغة  3.1.2.3

 1000قارورة بحجم  إلى Conc.sulfuric acidملليتر من حامض الكبريتيك المركز 100أُضيي  
% من حامض الكبريتيك المخفي وسُيل 25ملليتر من الماء المقطر لتحضير  300ملليتر تحوي على

 ( . 2009)دليل العمل ألمختبري، الحامض المركز ببطء على جدار القارورة لارتفاع حرارة المزيج،  
 : solution Counter Stainالمقارنة   تحضير الصبغة. 4.1.2.3
 إلىغرامات من مسحوق صبغة أزرق المثلين  0.3أزرق المثلين بإضافة  محلول% من 0.3حُضر 
م بحسب طريقة  25مليلتر من الماء المقطر ثم تم مزج  لأذابت  جيدا وحفظ تحت درجة حرارة   100

 ( Selvakumar, et al.,2002التحضير المذكورة  )
  Lowenstein Jensen mediaوسط لوفنشتاين جنسن  2.2.3
  : تحضير الأملاح وهي 

 ( غم  KH2PO4  ( )2.4فوسفات إحادي البوتاسيوم )  -
 ( غم  0.24)          ( Mg SO4كبريتات المغنيسيوم )  -

 ( غم 0.6)           سترات المغنيسيوم                 -

 ( غم  3.6)               إسبراجين                      -

 ( مليلتر 12)               كليسيرول                     -

 ( مليلتر 600)              ماء مقطر                    -

أضيي الماء المقطر قبل إضافة الكليسيرول وأذيب الخليط في حمام مائي وبعد إضافة الكليسيرول أذيبت 
 ( دقيقة.   30ولمدة )  ◦( م 120الأملاح جيدا ثم عقمت في الموصدة عند درجة حرارة ) 

 
  ( لتر 1تحضير البيض ) 
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أستخدم بيض طازج وحديث الأنتاج ) أسبوع أو أقل (، غسل البيض جيدا بالفرشاة ونقع في 
( دقيقة . شطي بالماء الجاري لأزالة الصابون كليا ثم 30% ( وترك لمدة ) 5صابون سائل) 

( دقيقة.  بعد ذلك كسر البيض كل على حدة في  15%( لمدة ) 70جفي ووضع في كحول ) 
ن أن  طازج بوساطة ملعقة معقمة ووضع في دورق معقم ثم مزج صفار طبق  بتري للتأكد م

                                            البيض بالبياض ورش  من خلال طبقات عدة من الشاش المعقم بوساطة قمع معقم . 
  (  2( مليلتر )  20أخضر الملاكايت  ) % 

( مللتر ماء  100أخضر الملاكايت + ) ( غم من  20حُضّر في فلاسك معقم حيث يوزن ) 
ذيب في حمام مائي ولايعقم في الموصدة  .   مقطر معقم وا 

( لتر والملاكيت الأخضر، بعد أن صب  1بعد أن تبرد الأملاح أضيي لها مزيج البيض )  -
 ( ،  screw Cappedالمزيج في زجاجات خاصة معقمة ذات غطاء حلزوني )

( في وضع مائل عند  Inspissatorسُوي في فرن التسوية )   ( مليلتر لكل زجاجة . ثم6) 
  -(  دقيقة . بعد عملية التسوية يجب التأكد من  :  50لمدة )  ◦( م 85درجة حرارة ) 

ولي  أكثر والدليل على ذلك عدم وجود فقاعات هواء  ◦( م 85تسوية المستنبت في حرارة )   -
 كثيرة . 

ثم  ◦( م 37( ايام عند درجة حرارة )  4 – 2الحضان لمدة )  خلوها  من التلوث بوضعها في  -
 ( .   ; Elbir et al., 2008 2009دليل العمل المختبري،  تحفظ بعد ذلك في الثلاجة . ) 

 
 TCHغرام/مليلتر من يمل 2تحضير  3.2.3
و ذوبت في   Thiophen-2-carboxylic Acid Hydrazideغرام من مسحوق  0.206وُزن  
مليلتر  4.5 إلىمليلتر وأُضيفت  0.5منها  مليلتر من الماء المقطر وبوساطة ماصة دقيقة سُحب  120

مليلتر من التخفيي الأول   0.5من الماء المقطر ) التخفيي الأول( ومرة أخرى سُحب بالماصة الدقيقة 
مليلتر  4.8ساطة ماصة دقيقة سُحب مليلتر من الماء المقطر ) التخفيي الثاني (، بو   4.5 إلىوأُضيي 

مليلتر من وسط لوفنشتاين جنسن المحضر في الخطوة السابقة  240 إلىمن التخفيي الثاني أُضيي 
مايكروغرام/مليلتر، صُبّ بعدها المزيج في زجاجات خاصة معقمة ذات غطاء  2ليصب  التركيز النهائي 
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 Inspissator مليلتر لكل زجاجة بعدها سُويت المستنبتات في فرن التسوية screw capped 6حلزوني 
 ملاحظة ما يلي :( دقيقة . بعد عملية التسوية تم 50( م لمدة )85في وضع مائل عند درجة حرارة )

  مْ ولي  أكثر والدليل على ذلك عدم وجود فقاعات هواء كثيرة.  85تسوية المستنبت في حرارة 
  ( مْ ثم حُفظت 37( أيام عند درجة حرارة )4-2التلوث بوضعها في الحاضنة لمدة )خلوها من

 ( .  (WHO,1998بعدها في الثلاجة
 :   PNBملغرام/مليلتر من مسحوق  500تحضير  4.2.3
مليلتر من  100و ذوبت  في  Para Nitro Benzoic (PNB)غرام من مادة  5.1وُزن  

proplean glycol  240 إلىمليلتر بوساطة ماصة دقيقة من التحضير السابق و أُضيي  2.4، اُخذ 
 ملغرام/مليلتر.  500مليلتر من وسط لوفنشتاين جنسن فأصب  التركيز النهائي  

مليلتر لكل  screw capped 6صُبّ المزيج بعدها في زجاجات خاصة معقمة ذات غطاء حلزوني 
( مْ 85في وضع مائل عند درجة حرارة ) Inspissator فرن التسويةزجاجة بعدها سُويت المستنبتات في 

 يلي : ( دقيقة . بعد عملية التسوية تم ملاحظة ما50لمدة )
  مْ ولي  أكثر والدليل على ذلك عدم وجود فقاعات هواء كثيرة.  85تسوية المستنبت في حرارة 
 ( أيام عند درج4-2خلوها من التلوث بوضعها في الحاضنة لمدة )( مْ ثم حُفظت بعدها 37ة حرارة )

 (.,WHO 1998 في الثلاجة)

 : Stonebrink mediaتحضير الوسط الزرعي الصلب ستون برينك   5.2.3
غرامات من فوسفات ثنائية KH2 PO4 ،4غرامات من فوسفات أحادية البوتاسيوم  7يبذأُ  

مليلتر من الماء المقطر وعُقمت  1000%من بيروفات الصوديوم في 12.5و Na2 HPO4الصوديوم 
،)دليل العمل دقيقة 30باوند/الأنج المربع ولمدة 15وضغط  ˚م 123بالموصدة تحت درجة حرارة 

  (.2009ألمختبري،
  Physiological Saline Solution الفسلجي الملحي المحلول 6.2.3

 أكمل و المقطر الماء من مل ( 900 ) في الصوديوم كلوريد من غم ( 8.5 )بإذابة حُضر

  . الإستعمال م  لحين 4درجة  في حُفظ و بالموصدة عُقم ثم المقطر، بالماء لتر إلى الحجم
 Tris-HClحامض الهيدروكلوريك  -دارئ ترس 7.2.3
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( مل 80( غم من التر  الحامضي في )31.52( مولار بأذاب  )2حضر هذا المحلول بتركيز )
المركز واكمل الحجم  HCL( باستعمال حامض 7.5) إلىمن الماء المقطر، ثم عدل الرقم الهيدروجيني 

 .بالموصدة( مل وعقم 100) إلى

  TE محلول دارئ  8.2.3
مل  100حضر  إذ، EDTA( مولار من 0.05و) Tris-HCl(  مولار من 0.05يتكون من )

( مل 100) إلىالحجم  وأكمل الفقرة أعلاه المحضر وفق  Tris-HCI( من محلول  2.5من  بأخذ) 
 (م.4في ) الثلاجةوحفظ بعدها في  بالموصدةبالماء المقطر وعقم 

 solution  MCFrlandند  تحضير محلول ماكفرلا  9.2.3
عدد تقريبي للخلايا البكتيرية عند إجراء فحص الحساسية  أستعمل هذا المحلول لإعطاء  

 -للمضادات الحيوية و يتكون من جزئين :
 ( غنم منن مسنحوق كنلوريد البناريوم المنائي1.175الجزء الأول : حُضّر بإذابة ) BaCl2.H2O) )

                (مليلتر من الماء المقطر .100في )

 ( مليلتر من محلول حامض الكبريتيك المركز 1الجزء الثاني : حُضّر بإضافة )H2SO4                                        
 ( مليلتر من الماء المقطر .                                                    100) إلى

( مليلتر                99.5) إلىر من المحلول الأول تمليل (0.5عند استخدام محلول ماكفرلاند أُضيي )
 (Brown,2007) ،من المحلول الثاني

  Petroffتحضير محلول التعادل في طريقة  10.2.3
% محلول 1مليلتر من  1% محلول حامض الهيدروكلوريك المدخن مع 73مليلتر من  72زج مُ      

بعدها الناتج في  بّ مليلتر من ماء مقطر معقم، صُ  1000ضيي للمزيج الفينول الأحمر في قارورة، اُ 
باوند  15وضغط  ˚م123في جهاز الموصدة لغرض التعقيم تحت درجة حرارة  عتْ زجاجات معقمة ووض  

 .(2009،ألمختبري  العمل دليل) على الأنج المربع،
 ةالمايكروبي للمضادات الخزينة المحاليل 11.2.3

 التدرن  لبكتريا الحساسية بفحص الخاصة  المايكروبي للمضادات الخزينة المحاليل حضرت
 وكالاتي: ; Sattie et al., 2010 ; who,2001;provvedi et al.,2008) 2009منخي،بحسب ) 

 مضادات التدرن الخط الاول
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 (Rifampicinتحضير الريفامبيسين ) 

في   Ethylen glycolمليلتر أثيلين جليكول  5ملغم من مضاد الريفامبسين في  21أُذيب  -
 ( م 70حمام  مائي عند درجة حرارة ) 

 ( مايكروميتر.0.22بعد تمام الذوبان عُقم باستعمال المرش  الغشائي ذي ثقوب بقطر)  -

 (( L.Jمل من الوسط المحض 200 إلىمليلتر وأُضيي  2المحلول ) أ ( أخذ من  هذا يعد  -
 مايكروغرام/مل. 40 التركيز النهائيليكون 

  الأيثامبيتولتحضيرEthambutol) ) 
 ذا المحلول ) أ (( .ھمليلتر ماء مقطر )يعد  20ملغم من المضاد في  270.3أُذيب  -
مليلتر ماء مقطر معقم ليكون  4.5 إلىمليلتر من المحلول ) أ ( واضيي  0.5أخذ  -

 المحلول)ب( .
مليلتر ماء مقطر معقم ليكون  4.5 إلىمليلتر من المحلول ) ب ( واضيي  0.5أخذ  -

 المحلول)ج( .
  ( ليكون L.Jمليلتر من الوسط المحضر ) 200 إلىمليلتر من محلول )ج( واضيي  4أخذ  -

 ( مايكروغرام/ مل2التركيز النهائي ) 
   تحضير الستروبتومايسينStreptomycin) ) 

 د هذا المحلول ) أ (.مليلتر من ماء مقطر ) يع 20ملغم من المضاد في  263.8أُذيب  -
مليلتر من ماء مقطر معقم ليكون  4.5 إلى وأضييمليلتر من محلول ) أ (  0.5أخذ  -

 المحلول)ب( .
 مليلتر ماء مقطر معقم ليكون المحلول )ج( 2 إلى وأضييمليلتر من المحلول ) ب (  2أخذ -
( L.Jمليلتر من الوسط المحضر ) 200 إلى وأضييمل من المحلول ) ج (  1.6أخذ  -

 ( مايكروغرام/ مل .4)  التركيز النهائي ليكون 
  تحضير الأيزونيازيدIsoniazid) ) 

 ذا المحلول ) أ ( (.ھمليلتر من ماء مقطر معقم )يعد  20ملغم في  200.2أُذيب -
             مليلتر ماء مقطر معقم ليكون المحلول 4.5 إلى وأضييمليلتر من المحلول ) أ (  0.5أُخذ -

 ) ب (.
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           مليلتر ماء مقطر معقم ليكون محلول 4.5 إلى وأضييمليلتر من المحلول ) ب (  0.5أُخذ -
 ) ج(.

( L.Jمليلتر من الوسط المحضر ) 200 إلى وأضييمليلتر من المحلول ) ج (  0.4أُخذ -
 ( مايكروغرام/ مل. 0.2 ) النهائيالتركيز  ليكون 

 
  Specimensالنماذج   3.3

التخصصي/المختبر المرجعي للتدرن الكائن  ةوالتنفسي ةالصدري الأمراضأجريت الدراسة في مركز        
. وقد وزعت استمارة استبيان 1/1/2017 إلى 1/9/2016من  ةفي منطق  باب المعظم في بغداد للفتر 

(، تحتوي هذه الاستمارة على اسم المريض، وعمره 1خاصة بالمريض الذي خضع للفحص ملحق )
كر، أنثى(، والعنوان حسب القطاع الذي يسكن في  المريض، صني المريض )ذ،والجن  

، Bronchial washing، عين  غسيل القصباتSputum( و نوع العينة )القشع قديم،جديد،ومقاوم)
 (Cerebrospinal Fluid، السائل النخاعيPleural fluid عين  سائل الجنب

   specimen collectionجمع العينات   4.3
في مركز الأمراض الصدرية والتنفسية /المختبر المرجعي للتدرن  إلىجمعت من المرضى الوافدين       

في بغداد في عبوات بلاستيكية نظيفة شفافة محكمة الغطاء وذات فوهة واسعة .أجريت عليها الفحوصات 
لكل العينات بوساطة الصبغة المقاومة للحامض وتم زرع   للقشع تم إجراء الفحص المباشر ذ،إالمطلوبة 

ووسط ستون برينك   (L.J) بة والموجبة للصبغة على أربعة أوساط من لوفنشتاين جنسنالعينات السال
( م، اُجريت الفحوصات 35-37( أسابيع عند درجة حرارة )8-6وحضنت في الحاضنة لمدة )

وتم استنباتها على مجموعة الأوساط الزرعية  البايوكيميائية والتشخيصية للمستعمرات الموجبة للزرع
( أسابيع عند درجة 8-6وحضنت في الحاضنة لمدة )ضادات الحياتية للخط الدوائي الأول الخاصة بالم

للكشي التشخيصي  DNA( م. بعد استحصال نتائج الخط الدوائي الأول تم عزل 35-37حرارة )
 ، ودراس  الجزيئي  للمقاوم  المتعدده للمضاد.PCRبواسط  تفاعل البلمره المتسلسل 

     Smearingتحضير اللطخات 5.3 
فرش جزء من عينة القشع على الثلث  ذإتم عمل لطخات القشع بوساطة استخدام عيدان خشبية  

الوسطي من الشريحة الزجاجية وبصورة منتظمة على شكل بيضوي في صورة دوائر متداخلة ومتكررة 
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سم بحيث تكون المسحة متجانسة وغير سميكة ثم تترك المسحة لتجي في الهواء أو  2× 1 ةوبمساح
 (. 2009بوساطة مجفي، )دليل العمل المختبري، 

   Stainingصبغ الشرائح     6.3
وضعتْ الشرائ  على منصة التلوين مع ترك مسافة كافية بين الشرائ  لمنع انتقال المواد من  
ت اللطخات بتمرير مصباح بنزن لبرهة من الوقت ولعدة مرات، أضيي محلول أخرى، ثُبت إلىلطاخة 

( بحيث غطى السط  بأكمل  وسُخن بمصباح 1.1.2.3صبغة الكاربول فوكسين المحضر في الفقرة )
بنزن حتى تصاعد البخار الأبيض من  ثم تُرك لمدة خم  دقائق، بعد دلك غُسلت الشرائ  بتيار خفيي 

عَت الشرائ  بشكل مائل ليزاح ماء الشطي الزائد ثم غُطيت الشرائ  بأكملها من ماء الحنفية و  وض 
( وتُركت لمدة دقيقتين حتى 3.1.2.3( المحضر في الفقرة )H2SO4% )25بحامض الكبريتيك المخفي 

زال اللون الأرجواني للكاربول فوكسين القاعدي ، غُسلت الشرائ  مرة أخرى بتيار خفيي من ماء الحنفية 
ضعت الشرائ  بشكل مائل لإزالة الماء الزائد غُطيت الشرائ  بأزرق المثلين المحضر في الفقرة وو 
( وتُركت لمدة دقيقة واحدة، غُسلت الشرائ  لمرة أخرى بماء الحنفية ثم جُففت وبعدها فُحصت 4.1.2.3)

حقل منها  300بالمجهر الضوئي الاعتيادي بعد وضع قطرة من زيت السدر على اللطاخة وتم فحص 
لية بلون أحمر أو وردي مع خلفية زرقاء بشكل عصنيات أو  تحت العدسة الزيتية فظهرت العصيات السُّ

 (. 2009خينوط رفينعة أو بشنكل حنزم أو مجناميع، )دليل العمل المختبري، 
       Samples culture  زرع العينات 7.3

لزرع العينات بحسب الطريقة التي وصفها دليل   Petroff decontaminationاعتمدت طريقة 
            (، وتتلخص بما يلي :2009العمل ألمختبري )

دقيقة في درجة  15لمدة  وأُبقيت  NaOH% 4أضيي حجم مساوي لعينة القشع  من محلول 
عتْ (  بعدها Shakerآخر بوضعها في جهاز الهزاز ) إلىحرارة الغرفة، رُجت المحتويات من آن  وض 
لَ  GX( 3000دقيقة وبسرعة )  15في جهاز الطرد المركزي المبرد لمدة  ، وتم إهمال الرائق ثم عُود 

 إلى( و بصورة تدريجية وباستخدام ماصة باستور 10.2.3المحضر في الفقرة ) HClالراسب باستخدام 
وفنشتاين جنسن الأصفر وهي نقطة التعادل لُقحت أربع زجاجات  من وسط ل إلىأن يتحول اللون 

(HiMedia, India( وزجاجة واحدة  من وسط ستون برينك المحضر في الفقرة )بوضع 5.2.3 )    
 ( .2009(  قطرة من الراسب المتعادل بوساطة ماصة باستور، )دليل العمل المختبري،2-3)
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توزيع ( أيام  في الحاضنة حتى يتم 4-2وضعت الأوساط الزرعية  الملقحة في وضع مائل لمدة  )
الراسب على سط  المستنبت مع مراعاة عدم غلق الغطاء كاملا، ثم عُدّل وضعها بقية مدة الحضن التي 

( مْ مع ضرورة غلق الغطاء بإحكام لمنع جفا  35-37( أسابيع عند درجة حرارة )8-6استمرت )
 (.2009)دليل العمل ألمختبري، ،المستنبت

 
 

   Resultقراءة النتائج   
ساعة للتأكد من تبخر السائل من المستنبت واغُلقتْ الزجاجات  72اُختبرت المزارع بعد مرور   

سريعة النمو  Rapid grower Mycobacteriaبعد أسبوع لتعيين عصيات  الزجاجاتبأحكام وفُحصتْ 
لية بعد مرور  لية، ظهرت المستعمرات الدرنية للعصيات السُّ أسابيع  8-6حتى لاتختلط بالمتفطرات السُّ

بلون ابيض سكري، خشنة السط  ومتعرجة كالقرنبيط، واخذ جزء منها بإبرة الزرع ومُزج بقطرة من محلول 
المل  الفسيولوجي على شريحة زجاجية )علما إن العصية السلية لا تتأثر بالمل ( وتُركت لتجي ثم ثُبتت 

أو ورديننننننننننة كل عصيات حمراء على النار باستخدام مصباح بنزن وُصبغت بصبغة زيل نلسون فبدت بش
 منننننننع خلفينننننننة زرقنننننننناء بشكننننننننل عصيات أو خينننننوط رفيعننننننة أو بشننننكل حنننزم أو مجاميننننع )دليل العمل

 (. 2009ألمختبري، 
 الكيموحيوية الفحوصات 8.3

 Central Tb division,2009;Cho andفي) الواردة التشخيصية الاختبارات اعتمدت

Breean,2009.) 
 Niacin Testفحص النياسين  1.8.3
                      قدرة بكتريا التدرن  لاختبار  Niacin paper strip testاستعملت شرائط النياسين        

M. tuberculosis  النياسين وكالاتي : إفرازعلى 

المحضر  Physiological Saline Solutionمل من المحلول الملحي الفسلجي  1 أضيي .1
 مستعمرة .  50( للمزرعة التي تحتوي على مستعمرات عددها لايقل عن 6.2.3وفق الفقرة )

 وضع المزروع بشكل افقي حتى يغطي السائل سط  المزرعة كليآ . .2

 دقيقة حتى يفرز النايسين في السائل .  30تركت مدة  .3
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مل  0,5الأسفل، ثم سحب  إلىئق حتى يهبط السائل دقا 5وضع المزروع بشكل عمودي لمدة  .4
 من السائل ووضع في انبوبة ذات غطاء محكم . 

دقيقة رجت الانبوبة   15-20وضع شريط النياسين بالانبوبة ثم تركت في درجة حرارة الغرفة لمدة  .5
 ولن تقلب.

صفر يدل على ورقة( ان ضهور لون ا (لوحظ لون السائل في قاع الانبوبة بوجود خلفية بيضاء  .6
 نتيجة موجبة .

 

 Nitrate reductionفحص اختزال النترات  2.8.3

قابلية العزلات البكتيرية على اختزال لاختبار   Quantoflx nitrate/nitrite test kit استعملت شرائط
 :  كالآتيالنترات 
المحضر  Physiological Saline Solutionمل من المحلول الملحي الفسلجي  1 أضيي .1

 مستعمرة .  50( للمزرعة التي تحتوي على مستعمرات عددها لايقل عن 6.2.3وفق الفقرة )

 .اوضع المزروع بشكل افقي حتى يغطي السائل سط  المزرعة كلي .2

مل  0,5الأسفل، ثم سحب  إلىدقائق حتى يهبط السائل  5وضع المزروع بشكل عمودي لمدة  .3
 محكم . من السائل ووضع في انبوبة ذات غطاء 

دقيقة رجت الانبوبة ولن   1بالانبوبة ثم تركت في درجة حرارة الغرفة لمدة  نتراتوضع شريط ال .4
 تقلب 

ان تغير اللون قرن الشريط مع المقيا  الوني المثبت على علب  الشريط، ولوحض تغير اللون.  .5
  خلال خم  دقائق يدل على إيجابية الفحص. الون الاحمر الارجواني إلى

  Lowenstein Jensen mediaفحص قابلية البكتريا على النمو في وسط لوفنشتاين جنس 3.8.3 
 para nitro benzoic acid(PNB) المحتوي على مادة 

مايكروغرام/مل المحضر وفق  500( بتركيز PNB( المحتوي على مادة )L.Jلق  وسط ) .1
قيد  M.tuberculosis( كسيطرة بعالق بكتريا PNB( غير محتوي)L.J( ووسط )4.2.3)

 الاختبار.
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يومآ، اختبرت الأوساط بعد ثلاثة أيام من حضنها بصورة 21 م لمدة  37حضنت الأوساط بدرجة  .2
افقية وقد تم مراعاة اغلاق الانبايب باحكام لمنع جفا  الوسط الزرعي وحضنها بصورة عمودية 

 لبقية مدة الحضن. 

                                النمو من عدمة قرأت النتائج بعد انتهاء مدة الحضن بمراقبة ضهور  .3
Dekantor et al., 1998; Varma- Basil et al., 2007) .) 

 Lowenstein Jensen medioفحص قابلية البكتريا على النمو في وسط لوفنشتاين جنس4.3.8 
 Thiophen- 2-Carboxylic Acid Hydrazide (TCHالمحتوي على مادة )

انبوبة  إلىمعقم  Loopبواسطة  L.Jاجري الفحص بنقل مستعمرة بكتريا)حديثة النمو( من وسط  .1
                لعالق بكتريا  5-10و  3-10اختبار وعمل عالق بكتري وقد تم اجراء تخفيي 

M. Tuberculosis ( قيد الاختبار ولقحت بها وسطL.J(المحتوي على مادة )TCH)  2بتركيز 
 كسيطرة.( TCHغير المحتوي على)  LJ(  ووسط 3.2.3)مايكروليتر/مل المحضر وفق الفقرة 

يومآ، اختبرت الأوساط بعد ثلاثة أيام من حضنها بصورة   21م لمدة 37ت الأوساط بدرجة نحض .2
ة افقية وقد تم مراعاة اغلاق الانابيب باحكام لمنع جفا  الوسط الزراعي وحضنها بصورة عمودي

 لبقية مدة الحضن.

 أكثر أو( مساوي TCHكان النمو في الوسط الحاوي ) إذا( TCHعدت البكتريا مقاومة لمادة) .3
 (.Giampaglia et al., 2005على وسط السيطرة ) الظاهرمن النمو   ٪1من 

 
 للمضادات المايكروبية M.tuberculosisاختبار حساسية عزلات بكتريا 5.8.3 
 لفحص الحساسية Porportion methodطريقة 9.3 

                              حسب  Proportion methodاجري فحص الحساسية باستعمال طريقة 
 -( وكالاتي :palomina &  Martin، ,2009;2010  )منخي

( المحتوية  على المضادات المايكروبية الخاصة بفحص screw cappedأولا : استعملت الانابيب )
 (.11.2.3المحضرة وفق فقرة ) M. tuberculosisريا الحساسية لبكت

 ثانيا : تحضير العالق البكتري 
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 Mycobacterium tuberculosisتعود لبكتريا   L.Jاخذت مستعمرة نامية على وسط  .1
ذات   Glass beedsمل من ماء مقطر معقم داخل قنينة محكمة الغطاء محتوية  1وعلقت في 

 ملم لمجانسة النموذج وفصل الخلايا عن بعضها.  3قطر 

( لمدة دقيقة واحدة بعدها تركت الانابيب لمدة عشر Vortexوضعت الانابيب في جهاز المازج ) .2
 دقائق لكي تترسب المحتويات. 

انبوبة ثانية ولحين ضهور عكورة  إلى( مل من الرائق في كل انبوبة 1اهمل الراسب وانقل ) .3
نت عكرة النمو البكتيري مع عكرة محلول ثابت العكرة قياسي المحضر وفق بالوسط الزرعي قور 

 (.9.2.3فقرة )

حضرت التخافيي اللازمة لعملية الزرع، حيث اخذت خمسة انابيب معقمة وضع في كل انبوبة  .4
 إلى( مليلتر من العالق البكتيري المحضر واضيي 0,5( مليلتر من الماء المقطر واخذ )4,5)

انبوبة رقم  إلى( وهكذا 2انبوبة رقم ) إلى( 1(، نقلت الكمية نفسها من ابوبة رقم )1انبوبة رقم )
 (.5( مايكروليتر من الانبوبة رقم )0,5( واهمل اخر )5)

  3-10والتخفيي  1-10( مايكروليتر من التخفيي 100( ونقل )4( و )2) الأنبوبتان أهملت .5
للزرع على الأوساط الزرعية الحاوية على المضادات المايكروبية )الخط الأول(  5-10والتخفيي 

المعدة لدراسة   Streptomycinو  Rifampicinو  Ethambutolو  lsoniazidوهي 
حساسية وكذلك للزرع على الأوساط الزرعية غير محتوية على مضادات مايكروبية كأنابيب 

 (.Control tubes (سيطرة 

أيام في الحاضنة حتى تم توزيع المزروع  2-3ابيب وحضنت بشكل افقي لمدة أغلقت الان .6
البكتيري مع مداعاة عدم غلق الغطاء كاملا ثم وضعت بشكل عمودي بقية مدة الحضن التي 

م مع ضرورة غلق الغطاء باحكام لمنع جفا  الوسط  37( أسابيع بدرجة حرارة 8-6استمرت )
 الزراعي.

السلالة القياسية  باستعمالالسيطرة  أنبوبةبمقارنة النتائج مع   لوحظ وجود نمو من عدم .7
(ATCC27294 )M. tuberculosis H37Rv. 

تمت قراءة النتائج بأعتبار العزلة مقاومة اذا كان النمو في الوسط الزرعي الحاوي على المضاد  .8
المضاد  اكبر من النمو على الوسط الزرعي غير الحاوي على 3-10المايكروبي في التخفيي 

وعدت العزلة حساسة اذا كان النمو في الوسط الزرعي الحاوي على المضاد  5-10في التخفيي 
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اقل من النمو على الوسط الزرعي غير الحاوي على مضاد في  3-10الحيوي في تخفيي 
       .5-10التخفيي 

 
 PCRالتشخيص الجزيئي بتقنية  10.3

 من البكتريا Genomic DNAعزل  1.10.3
في  ةالاستخلاص المجهز  ةعد بواسطة (LJ)من وسط Genomic DNAتم استخلاص 

(GenoTypeMTBDRplus)  في طريق  العمل  المثبتةوحسب التعليمات 
انابيب ابندرو  تحتوي  إلىواضيي  Loopباستخدام  LJكشطت مستعمرات البكتريا من وسط  .1

 . TBمن محلول  1.5على 

وسحب العالق دقائق   5ةدوره/دقيق  لمد10000المركزي بسرع  رسبت خلايا البكتريا بالطرد  .2
 .ماص  وترك الراسب ةبواسط

( ثم وضع في حمام A-LYSIS)Lysis bufferمايكروليتر من  100 ةعلق الراسب باضاف .3
  .دقائق 5م لمده  95مائي بدرج  حراره 

حلول جيد الم تم مجانسة( و A-NB) Neutralization Bufferمايكروليتر من  100 أضيي .4
 .دقائق 5دوره/دقيق  لمده  14000باستخدام المازج ثم وضع في الجهاز الطرد المركزي بسرع 

م لحين 20-ابندرو  جديده ويحفظ بدرج  حراره  ةانبوب إلىبعد الطرد المركزي نقل العالق  .5
 الاستعمال.

  Estimation DNA Concentration and Purityتقدير تركيز الدنا ونقاوته2.10.3 
 specrophotometer Nanodropتركيز الدنا في العينة باستخدام جهاز مطيا  القطرة النانوية   قدر 
                مايكروليتر / رام غفي النانو الجهاز لتقدير التركيز  إلى  من الدنا المستخلص 1µlوذلك بإضافة ، 
( ng/µl) ،260/280من خلال الامتصاصية  وقدرت النقاوة nm،  لتحديد في ما اذا كانت العينة ملوثة

 260/280)وتتراوح نسب  قيم الامتصاصية ) ،RNAبالبروتينات أو بالحامض النووي الرايبوسومي 
  .((Russel and Sambrook,2001 نانوميتر 2 -1.8 لتركيز الدنا النقي بين

 Primers Preparationتحضير البادئات  3.10.3
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ذيبت هذه البادئات (. وأُ lyophilizedعلى شكل )  (Bioneer) شركةجُه زت البادئات من قبل 
لتحضير محلول التخزين الذي يكون  Deionized distilled waterخالي الايونات بالماء المقطر 

مْ لحين الاستعمال،  استخدمت هذه البادئات بتحضير 20-( وتحفظ عندpmol/μl 100بتركيز )
( stock solution) ( من محلول التخزين10µl) بأخذ( وذلك working solutionمحلول )
( للحصول على تركيز ddH2Oمن الماء المقطر  خالي الايونات) 90µl إلىواضافت  

(10pmol/µl( من محلول )working solution( الجدول )6-3)   ادئوتتابعات البو  أسماءيوض 
 . ةالمستخدم

 
 
 
 

 ةالمستخدم( تتابعات البوادئ لجينات 6-3جدول )

Source Sequence Primer Target 

Richard et al., 

2003 

5
'
 ACG GTGGGTACTAGG TGTGGGTTTC'3 F 

16sr RNA 
5

'
 TCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTT'3 R 

Van Embden et 

al., 1993 

5'CGTGAGGGCATCGAGGTGGC'3 F 
IS6110 

3'AAACAGTGGCTGCGGATGCG'5 R 
Niemark et al., 

1996 

5'CGCCAGAGACCAGCCGCC'3 F1 
IS6110 

3'ACGCACTCGCCCGCCACGCC'5 F2 
Rzenteno-cuevas 

et al., 2009 

AGCGGATGACCACCCAGGAC F 
rpoB 

TCAGGGGTTTCGATCGGGCA R 

Rzenteno-cuevas 

et al., 2009 
GCAGATGGGGCTGATCTACG F 

katG 
AACTCGTCGGCCAATTCCTC R 

Shu-ting tesng et 

al., 2015 

TGGTCAGCTTCCTGGCTTCC F 
InhA 

GACCGTCATCCAGTTGTAG R 

 
  PCRتحضير وسط تفاعل البلمرة المتسلسل 4.10.3

 (.7-3جدول )مكونات تفاعل البلمرة المتسلسل والكميات التي تم مزجها موضحة في 
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 DNA( مكونات وسط التفاعل المستخدمة لتضاعف الدنا7-3جدول )

PCR Master mix Volume 

DNA template 1μl 

Forward primer (10pmol) 1μl 

Reveres primer (10pmol) 1μl 

PCR water 17μl 

Total volume 20μl 

 
القياسية                       العدةفي  الموجودة الأنابيبتوضع في  أعلاه المذكورةمكونات التفاعل 

(Accupower PCR primer kit ) التفاعل  لأجراء ةعلى جميع المكونات الاخرى الازموالتي تحتوي
 Tag DNA Polymerase،Tris-Hcl PH 9.0 ،dNNTPs ،KCL ،Mgcl2 ،Stabilizer)وهي

،tracing dye PCR بواسطةالتفاعل مزجت  أنابيب( وجميع Vortex 3000 وبسرعةrpm  3ولمده 
 Convential PCR النظاموباستخدام  PCR Thermocyclerك وضعت في جهاز لدقائق وبعد ذ

thermocycler system ن.والخاص بكل جي  
 PCR( برمجة جهاز 8-3جدول )

Final 

Extention Extention Annealing denaturation No. Of 

Cycle 

Initial 

denaturation 
Gene 

72 C° for 

10min. 

72 C° for 

1 min. 

60C°for 

1min 

94C° for 

1 min. 
30 

95C° for 

5min. 16sr RNA 

72 C° for 

5min. 
72 C° for 

2min. 
65C°for 

1min 

94C° for 

1 min. 
35 94C° for 

5min. 
IS6110 

72 C° for 

7min. 

72 C° for 
1 min. 

58C°foe 

1min 

94C° for 

1 min. 
35 94C° for 

5min. 
IS6110 

72 C° for 

7min 

72 C° for 

1 min 

65C for 

1 min 

94C° for 

1 min 
30 

94C° for 

5min. 
rpoB 

72 C° for 

7min 

72 C° for 

1 min 

65C for 

1 min 

94C° for 

1 min 
30 

94C° for 

5min. 
katG 

72 C° for 

7min 

72 C° for 

1 min 

55 for 

1min 

94C° for 

1 min 
30 

94C° for 

5min. 
InhA 
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 بتقنية الترحيل الكهربائي ةالكشف عن نواتج تفاعل البلمر  5.10.3

مل من  50غرام من مسحوق الاغاروز في  0.7% وذلك بإذابة 1.5اروز بتركيز كهلام الا حضر       
شكل  إلىسُخن المحلول حتى الغليان وتم مجانسة المحلول  حتى يتحول  .((1X TBE buffer محلول 

                      مو مايكروليتر من صبغة بروميد الاثيدي1م، يُضا  50رائق، وبعدها ترك ليبرد بدرج  حراره 
 0.3mg/ml  للمحلول ويمزج بشكل جيد؛ وذلك برج المحلول برفق. يصب الخليط في لوح التحميل

((Tray   والذي يكون مثبت ب  مسبقا المشطCombo) الخاص بتكون الحفر اللازمة لتحميل عينات )
حوض الترحيل  إلىم المتصلب ينقل الهلا دقيقة، 45الدنا، ويترك في درجة حرارة الغرفة ليتصلب لمدة 

((Gel tank  ويرفع المشط بهدوء، وتوضع تحت حوض الترحيل صفيحة سوداء معتمة  لظهور الحفر
( حتى تغطي الهلام. توضع عينات (1X TBE bufferبشكل واض  و يملأ حوض الترحيل بمحلول 

 مراعاة من كل عينة مع ماكروليتر 10( وبحجم Micropipetteالدنا في الحفر بواسطة ماصة دقيقة )
 ل  المخصصة الحفرة ( في(DNA ladderالحفرة ويوضع الدليل الحجمي  سط  من العينة خروج عدم
مايكروليتر من دارء التحميل، بعدها تجرى  3مايكروليتر ويمزج مع  7الهلام  وبحجم  جانبي أحد على

فولت  65 بقدرة ويجهز الكهربائي التيار أقطاب بإيصال ((Electrophoresisعملية الترحيل الكهربائي 
 الهلام نهاية ما قبل إلى الزرقاء الصبغة وصول وعند ساعة 1 وبعد الموجب القطب باتجاه الترحيل ويتم

( وعلى (UV Trans-illuminatorجهاز الأشعة فوق البنفسجية   إلىالترحيل ونُقل الهلام  إيقا  تمي
 وصوّر الحجمي الدليل مع المقارنةب الجزيئي حجم ُ  وتقدير الدنا حزم لرؤيةنانومتر  320طول موجي 

 .((Russel and Sambrook,2001 التصوير جهاز باستعمال الهلام
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 Result and discussionالنتائج والمناقشة  : الفصل الرابع

 
  Mycobacterium tuberculosisعزل وتشخيص بكتريا  1.4

مركز الأمراض الصدرية والتنفسية  إلىدين فمختلفة من المرضى الوا يريةعينة سر  500جمعت 
بمرض التدرن  الإصابة( للكشي عن  2017/1/1) إلى( 9/1 / 2016)من ي/ بغداد للفترة صالتخص
 % BRW 15.8 يليها عينات غسيل القصبات 66.6%شكلت  إذ SP شعقالالعدد الأغلب عينات وكان 

 pusعينات  وكان عدد Ascitic fluid %4  (ASF)عيناتثم  PLF  %12.4وعينات سائل الجنب
فحصت العينات بطريقة تصبيغ المسحات بصبغة  . عينة لكل واحدة 3 (CSF)وعينات السائل النخاعي

Ziehl-Neelsn  والفحص المباشر ، وتم التعر  على البكتريا من شكلها تحت المجهر الضوئي وبقوه
100X ون أجمر أو وردي مع خلفي  حيث ظهرت بشكل عصيات رفيعة مستقيمة أو منحنية قليلا  ذات ل

 .(1-4زرقاء كما في الشكل )

%( نتائج موجبة وكانت عينات القشع هي الاعلى ايجابية 12.8عينة ) 67 ةهذه الدراس أعطت
ثم  8.9غسيل القصبات % ثم عينات 33.3السائل النخاعي % ويليها عينات 15.9للفحص بنسبة %

وكانت الفروق بين  PUSSوعينات   ASFولم يسجل إصابة في عينات  4.8عينات سائل الجنب %
 (P<0.05)العينات في ايجابية النتائج ذات معنوية عالية 

 ( نتائج الفحص المجهري لبكتريا التدرن 1-4جدول)
النسبة المئوية 
 للنتيجة الموجبة

 الفحص المجهري 
 العينات العدد

VE- +VE 
15,9% 280 53 333 Sp 
8,9% 72 7 79 BRw 

4,8%  59 3 62 PLF 
0% 20 0 20 ASF 

33,3% 2 1 3 CSF 

0% 3 0 3 PUSS 

12,8 436 67 500 Total 

P>0.01 
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 (Z.N( ي بين بكتريا التدرن تحت المجهر الضوئي عند استخدام صبغة )1-4شكل)

زرع نتائج ال وبينت Lowenstein Jensen media (L.J)وتم زراعة جميع العينات على وسط 
على نوع العينة  اعتمادا   زرع( يوض  نتائج ال4-2والجدول ) %18نسبة عزلة ب 90ظهور نمو حقيقي في 

على لون المستعمرة وشكلها وقوامها،  ( اعتمادا  L.Jتم تشخيص بكتريا التدرن بعد تنميتها على وسط )وقد 
الصفرة خشنة السط  ومتعرجة تشب  زهرة القرنابيط كما في  إلىهرت المستعمرة عديمة اللون مائلة ظحيث 

 (.4-2الشكل )

( عزلة كانت سالبة للفحص المجهري 27هناك ) أن( L.Jعلى وسط )زرع أوضحت نتائج ال
وسط الصلب أكثر حساسية في الكشي الزرع العينات على  نأوهذا يبين وأعطت نمو بكتيريا ،  المباشر

حيث تتراوح حساسية الفحص المجهري المباشر من ،  من الفحص المجهري المباشر عن بكتريا التدرن 
على الرغم من مل لتشخيص البكتريا، و /( عصية 10,000-5000وجود ) الأقلوتحتاج على   22-76٪

سهولة تحضيرها وقلة لسرعة و  وسيلة مهمة في الكشي عن بكتريا التدرن  الفحص المجهري  ذلك يعد
 (.Ajobiewe and Tiri, 2013) ها كلفتها وبساطة طريقة عمل
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 (L.J)( يوضح نتائج الزرع على وسط 2-4الجدول )

النسبة المئوية 
 للنتيجة الموجبة

 الفحص المجهري 
 العينة العدد

VE- +VE 

23,1% 256 77 333 SP 

10,1% 71 8 79 BRW 
6,5% 58 4 62 PLF 
0%  0 20 ASF 

33,3% 2 1 3 CSF 
0%  0 3 PUSS 
18% 410 90 500 Total 

P > 0,01 
 

 

 ((L.J( شكل مستعمرات بكتريا التدرن على وسط 2-4الشكل )

 Biochemical Testsالفحوصات الكيموحيوية  2.4
الناسين(  إنتاجوتضمنت)فحص اختزال النترات، فحص  ةالمعتمدالأختبارات الكيموحيوية  أجريت
كانت جميع العزلات موجبة لفحص  إذاعن الأنواع البكتيرية الأخرى  M. tuberculosis لتمييز بكتريا

ومن جهة أخرى ، (4b-3)وان جميع العزلات موجبة لفحص اختزال النترات، (4a-3)الشكل النياسين
تعد صفة  إذ( TCH( الحاوي على مادة )L.Jالنمو على وسط )رت جميع العزلات قابليتها على أظه

الذي يحتوي على مادة  ((L.Jط هر نمو البكتريا عند زرع العزلات على وسظي مميزة لهذا النوع كذلك لا
(PNB حيث تثبط )اهذه البكتري ( 4الشكلc-3.) 
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يمكن لبعض  ت بكتريا التدرن في نتائج بعض الاختبارات الكيموحيوي  حيث لاتختلي سلالا
لان العديد من سلالات البكتريا تعطي نتائج موجبة في حين تعطي نتائج دقيق  جدا وذلك  أنالاختبارات 

نف   M. tuberculosis, M.microti, M.africanum تعطي ، وكذلكونتائج سالبة في الحين الأخر
  (.Vincent et al., 2008فحص النياسين والنترات ) إلى (أما موجبة أو سالبةالنتائج )

ه القدرة على اختزال النترات يعطي القابلية على تمييز هذ  M. tuberculosisبكتريا امتلاك إن
الأخرى التي تمثل نف  الصفات مثل شكل المستعمرة ولونها وكذلك البكتريا  أنواععن بعض  البكتريا 

 .معدل النمو

التي تحدث خلال العمليات الأيضية  والاختزالأنتاج النياسين يلعب دور مهم في تفاعل الأكسدة 
تنتج كميات كبيرة من النياسين وان الكشي  M. tuberculosis إن إذ،   Mycobacteriaفي جميع 

 (.Wellman Ribon, 2012عن هذه المواد المتجمعة ضروري في تشخيص هذا النوع )

   Mycobacteriumواع ( يثبط نمو العديد من الأنPNB( الحاوي على مادة )L.Jأن وسط )

tuberculosis  complex مثل M. tuberculosis ,M.africaum ,M.bovis ,M.microti  وأن
وهذا مفيد  ويثبط الانواع الاخرى  M. tuberculosis( يساعد على نمو TCHالوسط الحاوي على مادة )
                  Mycobactorium tuberculosis complexانواع عن باقي  في تميز هذه البكتريا

(Sharma et al.,2010.) 

 
 اختبار النياسين (4a-3)الشكل 

 
 اختبار اختزال النترات  (4b-3)الشكل



 النتائج والمناقشة الفصل الرابع

 

52 
 

 

 لبكتريا التدرن  التفريقية الزرعية الأوساط (4c-3)الشكل 

 العمر بمرض التدرن  ةعلاق 3.4
 إلىسن  ،إذ وزعت  96 إلى ةواحد ةمن سن ةالحالي ةتتراوح أعمار المرضى المشمولين بالدراس 

فروق معنوية عند وب عمري   كل فئةالمرضى في  أعداد( يوض   تغاير 4-4فئات عمري  والشكل )
التدرن  لمرضى أعداد أعلى( وكانت 1-10للفئات العمرية من ) إصابةتوجد  لا إذا( p<0.01) مستوى 

( اذ 41-50)،(31-40تليها الفئات العمرية )  %23.3لغت ( سنة والتي ب21-30ضمن الفئة العمرية )
حيث بلغت  ةسن 85تتراوح  فوق  أعمارهمللمرضى الذين كانت اقل نسبة فكانت  أما %22,2بلغت 
 . 500من مجموع  1,1%

أما ،  BCGأعطاء الأطفال لقاح  إلى( قد يعزى 1-10)عدم وجود إصابة في الفئة العمريةإن 
   ،(31-40)( و30-21في الدراسة الحالية والتي سجلت في الفئات العمرية ) ةالمرتفع ةنسب الإصاب

تثبيط الجهاز المناعي الأخرى  إلىالتدخين والعوامل المؤدية أسباب منها  ةبعدة ( قد تكون مرتبط50-41)
ي أجراها الربيعي تالدراسة ال وهذا يتوافق مع ما أشارت إلي  دراسات أخرى مثل مثل بعض الأمراض.

سنة، وتتفق أيضا   35متوسط أعمارهم  بالتدرن في أشخاص للإصابةأعلى نسبة  أن( حيث وجد 2011)
في الفئة العمرية  للإصابةنسبة ى في بغداد حيث سجل أعل  Khalida (2008) جرهامع الدراسة التي أ

 أن إلى أفريقياأشارت دراسات أجريت في جنوب وعلى مستوى العالم  . %36.6 ( سنة وبلغت30-21)
في البلدان المتقدمة التي تتصي بالشيخوخة فوبحسب المناطق الجغرافية عمريا وبائية التدرن متباينة 

( سنة أما في البلدان النامية تحدث 65في فئة كبار السن ) أكبر من  أعلى حالات التدرن  السكانية تكون 
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 ز المناعي غير ناضج وضعييفي الأطفال الرضع الذين تكون أعمارهم اقل من سنة حيث يكون الجها
 .( schaff et al., 2010) وضعي برامج التطعيم الوقائي

 

 

 
P>0.0 

 الفئات العمرية ( يمثل النسب المئوية لحالات التدرن حسب4-4شكل)

 الجنس بمرض السل ةعلاق 4.4
( بين نسبة الأصابة P>0.05هرت نتائج الدراسة الحالية فروق معنوية وعند مستوى معنوية )ظأ

التي  مقارنة بالأناث %60ارتفاع نسبة الأصابة عند الذكور فبلغت  حيث سجلبالتدرن في كلا الجنسين 
 (.4-5كما موض  في الشكل ) %40 بلغت 

على من أ بالذكور  الإصابةاذ سجل نسبة  2011))وي يبد تقترب هذه النتائج مع ما توصل الي 
وكذلك  %34,58أما نسبة الأصابة بالأناث فبلغت  %65,42حيث كانت نسبة الأصابة بالذكور  الإناث

بالذكور أعلى من الأناث  الإصابةأن نسبة  إلىالذي أشارة  2006))تتفق هذه النتائج مع نتائج الجبوري 
طة اذ رو  المحيظويعود سبب ذلك ان الذكور تكون اكثر تما  اجتماعي من الأناث وهذا بسبب ال
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مة ظل عن كسب لقمة العيش مما يجعل  أكثر عرضة لمرض التدرن وأشارت منو يكون الذكر هو المسؤ 
ان الأصابة بمرض التدرن والوفيات الناتجة عن هذا المرض تكون  ,WHO( 2012الصحة العالمية )

ات بين أنحاء مرض التدرن من اهم الأمراض المعدية والمسببة للوفاي ويعدفي الرجال اعلى من الأناث، 
 3امرأة بسبب هذا المرض وأصابة حوالي  750,000نسبة الوفيات في النساء حوالي حيث بلغ العالم، 

 ملايين امرأة.

 الإصابةوالتي بينت نسبة  Abood( 2004) أجراهابينما لا تتفق نتائج هذه الدراسة مع الدراسة التي 
وجد  فقدالمرض عند الذكور، وعلى النقيض من ذلك  إصابةتفوق نسبة  الإناثبمرض التدرن عند 

Rosales (  2010وجماعت )من  أعلىوهي  %66.5بمرض التدرن في الذكور تكون  الإصابةنسبة  أن
 في هندورا . %33,5نسبة الإصابة بالاناث 

 

 
P>0.05 

 ( النسب المئوية لحالات التدرن حسب الجنس5-4الشكل)

 لمضادات الخط الأول M .tuberculosisحساسية بكتريا   5.4
 ةللخط الأول للمضادات المايكروبي M. tuberculosis ( عزلة من بكتريا90حساسية ) اختبرت

 Rifampicin(R)و  lsoniazid(I) الآتيةللمضادات المايكروبية  هي  التدرن والتي لعلاج ةالمستخدم
( اختبار حساسية بكتريا التدرن 4-6يوض  شكل )، Streptomycin(S) و Ethambutol(E)و

60% 

40% 

 النسبه المئوية لعدد اصابات التدرن

 ذكر

 انثى
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رعية على تركيز ز تحوي هذه الأوساط ال إذ proportion methodبطريقة  وذلك  لمضادات الخط الأول
ي ر خالين من المضاد، ويتم التح Controlبط الأدنى لمضادات التدرن المذكورة فضلا عن وسطين ثالم

البكتريا على الأوساط  مستعمراتهري لظلنمط المعن المقاومة الدوائية لبكتريا التدرن اعتمادا على ا
 رعية الصلبة.ز ال

 

 
 ( اختبار حساسية بكتريا التدرن لمضادات الخط الاول6-4شكل)

 
( ان اعلى نسبة مقاومة كانت لنوع واحد من المضادات المايكروبية اذ بلغ 4-6يبين الشكل )

 اما نسبة المقاومة %4,4وان اقل نسبة مقاومة كانت لأربع أنواع من المضادات حيث بلغت  30%
لثلاث أنواع من  نسب  المقاوم  7.8وشكلت% 11.1لنوعين من المضادات المايكروبي  فكانت%

( اذ كانت اعلى نسبة للمقاومة 2011اتفقت هذه النتائج مع نتائج دراسة بديوي ) المضادات المايكروبية.
اما اقل نسبة للمقاومة فكانت لأربع مضادات  %37,8لنوعين من المضادات المايكروبية وبنسبة 

( اذ كانت المقاومة 2006الدراسة مع نتائج دراسة الجبوري) ولم تتفق هذه .%3,9مايكروبية وبنسبة 
وهي المقاومة لمضاد  %4ت تشكل نسبة فكان امااقل %40للمضادات الأربعة تشكل اعلى نسبة 

 .مايكروبي واحد
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P<0.01 

 ( النسب المئوية لأعداد المقاومة الدوائية لبكتريا التدرن 6-4الشكل)
 

. ( P>0.01نتائج الدراسة الحالية لفحص الحساسية فروقا معنوية عالية عند مستوى ) أظهرت
، أما %30( عزلة وبنسبة 90من مجموع )( عزلة 27كان عدد العزلات المقاومة لمضاد مايكروبي واحد )

 10وان   %12,20 ( عزلة وبنسبة 90( عزلة من أصل )11كانت ) ادالعزلات المقاومة لأكثر من مض
عزلة حساسة لجميع أنواع   43بينما كان % 11.1عزلات كانت متعدده المقاوم  الدوائي  وبنسب  

(. تتفق هذه 4-7عزلة كما في الشكل ) 90 من مجموع %47,8نسبة المذكوره اعلاه وشكلت المضادات 
ية لفردي ئو ( اذا كانت النسبة المBijaya, et al.,2012في النيبال  ) أجريتالنتائج جزئيا مع دراسة 

عزلة وشكلت عدد العزلات المتعدد المقاومة الدوائية  50من أصل  %19,2القاومة هي الأعلى اذ بلغت 
 عزلة. 50من مجموع  %16,1النسبة الأقل حيث شكلت 
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P>0.01 

 ة( يبين النسب المئوية لمقاومة بكتريا التدرن للمضادات المتعدد7-4الشكل)
   

 35بلغت  إذنسبة مقاومة  أعلى lsoniazidتشكل نسبة المقاومة لمضاد  آخر بومن جان 
عزلة من   23فبلغت Rifampicin قاومة لمضادمال أما، %38,9عزلة وبنسبة   90عزلة من مجموع 

 أصلعزلة من  16كانت  Streptomycinسبة المقاومة لمضاد ن أما، %25,6عينة وبنسبة  90أصل 
عزلات  10شكلت  إذ Ethambutolاقل نسبة مقاومة فكانت لمضاد  أما،  %17,8عزلة وبنسبة  90
 (.4-8كما في الشكل ) %11,1عزلة وبنسبة   90 أصلمن 
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P>0.01 

 الأحادية لبكتريا التدرن لمضادات الخط الاول ( شكل المقاومة8-4الشكل)
 

اذ اضهرت دراست  بأن اعلى نسبة  2006))ناصر  إلي توصل  تتفق نتائج الدراسة الحالية مع ما
( اذ بلغت نسبة المقاومة لهذا المضاد 2008للمقاومة كانت لمضاد الايزونيازد ومع دراسة الكعبي )

( اذ بلغت نسبة المقاومة لهذا المضاد 2011ولم تتفق هذه النتائج مع ماتوصل الي  بديوي ) 4,5%
21,05%. 

تتفق هذه الدراسة مع نتائج دراسة  .%25,6امبسين فكانت بنسبة فير مقاومة العزلات لمضاد ال ماأ      
سة البديوي حيث كانت ولم تتفق مع نتائج درا %67,64الكعبي حيث كانت نسبة المقاومة لهذا المضاد 

فقد كانت بنسبة  streptomycinاما مقاومة العزلات لمضاد  .%6,7نسبة المقاومة لهذا المضاد 
( اذ بلغت نسبة المقاومة لهذا المضاد 2011وتتفق نتائج هذه الدراسة مع ماتوصل الي  البديوي ) 17,8%

Streptomycin  22%.  فقد سجلت هذه الدراسة اقل نسبة مقاومة لمضاد  آخرومن جانب
Ethambutol  ( حيث لم 2006الجبوري ) إلي توصل  وتختلي هذه النتائج مع ما %11,1فقد بلغت

( 2011وأتفقت هذه النتائج مع نتائج دراسة بديوي )،  .Etham butolهر أي عزلة مقاومة لمضاد ظي
 وكانت الأخيرة بالنسبة لمقاومة المضادات الأربعة.  %5,27فقد بلغت نسبة المقاومة لهذا المضاد 
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 Molecular الدوائية المقاومة المتعددةلبكتريا التدرن  التشخيص الجزيئي6.4 

Diagnosis of MDR-TB  
  PCRبواسطة  M .tuberculosisالكشف عن  1.6.4

تتراوح تراكيز الحامض ونقاوة الحامض النووي المستخلص من عزلات البكتريا ذات المقاومة  
نانوغرام لكل مايكروليتر وطبقت النقاوة بالاعتماد على قيم  900-500عزلات( بين  10المتعددة )

لاص الاستخ ةوهذه النتائج بينت ملائمة طريق 1( ملحق 1.8-1.4تتراوح بين )  260/280الامتصاصية 
من خلال الكشي  M. tuberculosisوقد تم الكشي الجزيئي عن بكتريا  المستخدمة للدراسة الجزيئية .

برايمرات  باستخدام PCRالخاص بها بواسطة تفاعل البلمرة المتسلسل  rRNA 16Sعن الجين 
(، 4-9زوج قاعدي من خلال الشكل ) 549 تعطي نواتج تفاعل حجومها  حيثلهذه البكتريا متخصصة 

 Mycobacterium إلىثبت من خلال النتائج أن جميع العزلات المستخدمة في هذه الدراسة تنتمي  وقد

tuberculosis complex .16تضخيم جين  إنsrRNA  الخاص ببكتريا التدرن يستخدم لتأكيد
 .(Hanetal, 2003) ةات السريريفي العين  Mycobacterium tuberculosis complexوجود

 96,6( اذ كانت نسبة العزلات التي تحتوي على هذا الجين 2013ه الدراسة مع دراسة علي )توافقت هذ
 . عزلة 344من اصل 
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زوج  549 بحجم 16S rRNA لجينلبكتريا التدرن  PCRشكل الترحيل الكهربائي لناتج تفاعل  (9-4الشكل)
( 10-1(  زوج قاعدي،)100الدليل الحجمي) Mدقيقه، 45فولت لمده  75 ةالفولتي ،1.5.تركيز الهلام قاعدي

 السيطرة الموجبة P ، السيطرة السالبة PCR   ،Cالنتائج الموجبة لتفاعل 

 

 .Mفي بكتريا IS6110 رسغالكشف عن وجود عنصر التشخيص بكتريا التدرن من خلال  2.6.4

tuberculosis  

 1S6110ر  غعنصر المن خلال الكشي عن وجود  M. tuberculosisتم الكشي عن بكتريا 
 .Mلغرض الكشي عن هذا العنصر الخاص ببكتريا  لبكتريا التدرن  حيث استخدم برايمرات متخصصة

tuberculosisجميع العزلات كانت تحتوي على هذا العنصر والذي  ان . اذ اظهرت الدراسة الحالية
يمكن  IS6110  ر غالكشي عن وجود عنصر ال إن (.4-10) الشكل زوج 245يكون على شكل حزمة 

 أيضا  ولأجل تشخيص المرض بصورة متخصصة  M. tuberculosisان يستخدم كبصمة وراثية لبكتريا 
(willi et al., 1999)  ،(حيث 2006توافقت نتائج الدراسة الحالية مع الدراسة التي اجراها الجبوري )

 .IS6110ر  غكانت جميع العزلات حاوية على عنصر ال
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 245بحجم  IS6110لبكتريا التدرن لعنصر الغرس PCR(شكل الترحيل الكهربائي لناتج تفاعل 10-4الشكل)

 (  زوج قاعدي،100الدليل الحجمي) Mدقيقه، 45فولت لمده  75، الفولتيه 1.5زوج قاعدي.تركيز الهلام 
 السيطرة الموجبة Pالسيطرة السالبة ،  PCR   ،C( النتائج الموجبة لتفاعل 1-10)

 

PCR Finger printing 3.4.6 

سناعد  M. tuberculosisالطنرق الجزيئينة الحديثنة للتميينز النوراثي بنين سنلالات بكترينا اسنتخدام 
بننين العننزلات العائنندة لمننناطق جغرافيننة مختلفننة  polymorphism يراغننكننأداة فنني معرفننة الت فنني اسننتخدامها

وجننند ان هنننناك صننننفين لننننمط البصنننمة  IS6110ر  لغننعلنننى عنصنننر ا وباعتمنننادوفنني الدراسنننات الوبائينننة، 
الوراثية في العراق النمط الأول يحتوي على نسخ قليلة من عنصر النر  والثاني يحتوي على نسخ متعددة 

علننى  بالاعتمننادفنني هننذه الدراسننة  عننن التغنناير الننوراثي  تننم الكشنني. (2006مننن هننذا العنصننر ) الجبننوري، 
بواسنطة تفاعنل البلمنرة  M. tuberculosisلبكترينا  للمكنون النوراثي  التابعة lS6110ر  غعنصر ال عدد

ت نتننائج الدراسننة ضننحم فقنند أو حننز التبنناين فنني كثافننة الو  عنندم وجننود الحننزم أوالمتسلسننل ومننن خننلال وجننود 
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% 20( نسنننخ  منننن عنصنننر الغنننر  المنننذكور ونسنننب  10-6% منننن العنننزلات تحتنننوي علنننى )80أن الحالينننة 
عندد  علنى بالاعتمنادهنناك تبناين بنين العنزلات  أنوهذا يعني ( 11-4نسخ   الشكل ) (5-1تحتوي على )

( حينث وجند ان 2006وتقترب نتنائج الدراسنة الحالينة منع نتنائج دراسنة الجبنوري ).ر  هذا غعنصر ال نسخ
بينمننا كانننت نسننبة  6اقننل مننن  IS6110ر  غننمننن العننزلات تحتننوي علننى نسننبة قليلننة مننن عنصننر ال 28%

 .Mهنننذه الدراسننننات بنننأن  بيننننت. وقنننند %72نسنننخة  6العنننزلات الحاوينننة علننننى نسنننخ متعنننددة اكثننننر منننن 

tuberculosis  المعزولنننننننننة منننننننننن العنننننننننراق هننننننننني مشنننننننننابهة للبكترينننننننننا المعزولنننننننننة منننننننننن البلننننننننندان الأخنننننننننرى                     
(Soini and James, 2001.) 

 
 .IS6110لبكتريا التدرن لإعداد عنصر الغرس PCR شكل الترحيل الكهربائي لناتج تفاعل  (11-4الشكل)

( 10-1(  زوج قاعدي،)100الدليل الحجمي) M،ة دقيق 45فولت لمده  75الفولتيه  ،1.51.5تركيز الهلام 
 السيطرة الموجبةP السيطرة السالبة ،  PCR   ،Cالنتائج الموجبة لتفاعل 

 
  IS6110 وعنصر الغرس و  16SrRNA قواعد جين ةسلسلتتابع  4.6.4

 IS6110  غر وعنصر ال 6srRNA1جين للقطعة المضاعفة من  تابعيلتسلسل التاتم تحليل 
الموجود في  نفس لجين ات مع التسلسل نور قجهاز التحليل الوراثي و  باستخدام M. tuberculosisلبكتريا 
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 Conventialسل التقليدي تسلوذلك لتأكيد التشخيص الجزيئي الناتج عن تفاعل البلمرة الم NCBLموقع 

PCR   وتمييز بكترياM. tuberculosis   عن باقي أنواعMycobacterium tuberculosis 

complex16ت نتائج الدراسة الحالية بأن نسبة التطابق لجين ظهر .وقد أsrRNA  وان  %99كانت
-4) ( و12-4كما مبين في الشكل ) %100مع العنصر الأصلي  Is6110ر  غر النسبة تطابق عنص

13) 

 
 (1رقم ) ةللعين NCBIعلى موقع   16SrRNA( نتائج تحليل التسلسل التتابعي لجين 12-4الشكل)
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 (1رقم) ةللعين NCBI(نتائج تحليل التسلسل التتابعي على موقع 13-4شكل)

 inhA gen,katG gen,rpoB genدراسة التسلسل التتابعي لجينات  5.6.4
عزلات اظهرت المقاوم  لمضاد  10نل inhAو katGو  rpoBتم الكشي عن وجود جينات          

Rifampicin   وIzoniazid  التسلسل التتابعي لهذه الجينات  دراسةعلى الاوساط الصلب  ثم تم
وقورنت مع التسلسل التتابعي   Magrogene companyباستخدام جهاز التحليل الوراثي من قبل شرك  

 Mycobacterium لعزل  ( NC_000962.3تحت رقم ) NCBIللجين نفس  الموجود على موقع 

tuberculosis H37Rv   ةعن المقاوم ةلو وذلك للكشي عن الطفرات الحاصلة في هذه الجينات والمسؤ 
مع تسلسل الحوامض  ةالمترجم ةنييالنايتروجوكذلك تم مطابقة التسلسل التتابعي للقواعد  Iو Rلمضاد 
رنة مع الدليل ابعد المق PCRن الذي يشفر ل  هذا الجين. كان حجم الجينات الناتجة من تفاعل ال ةالاميني

             كما في الشكل   katGلجين  580( و 16-4كما في الشكل )   rpoBن جيل 280الحجمي هي 
 (14-4كما في الشكل ) inhAلجين  810( و4-17)

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/448814763?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=V7254Z22016
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 ،1.5تركيز الهلام  rpoBلبكتريا التدرن لجين  PCR( شكل الترحيل الكهربائي لناتج تفاعل 14-4الشكل)
( النتائج الموجبة لتفاعل 10-1(  زوج قاعدي،)100الدليل الحجمي) M ،ةدقيق 45 ةفولت لمد 75 ةالفولتي

PCR   ،C السيطرة السالبة ،P السيطرة الموجبة 

 

 
، 1.5تركيز الهلام  katGلبكتريا التدرن لجين  PCR( شكل الترحيل الكهربائي لناتج تفاعل 15-4شكل )
( النتائج الموجبة لتفاعل 10-1(  زوج قاعدي، )100الدليل الحجمي) Mدقيقه، 45فولت لمده  75 ةالفولتي

PCR   ،C السيطرة السالبة ،P السيطرة الموجبة 
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تركيز الهلام  inhAلبكتريا التدرن لجين  PCR( شكل الترحيل الكهربائي لناتج تفاعل 16-4شكل )

( النتائج الموجبة 10-1(  زوج قاعدي،)100الدليل الحجمي ) Mدقيقة ، 45فولت لمده  75،الفولتية 1.5
 السيطرة الموجبة P، السيطرة السالبة PCR   ،Cلتفاعل 

 
في هذه الجينات والتغير الحاصل على مستوى القواعد  ةالطفرات الحاصل (3-4الجدول)يوض          

  rpoB geneعزلات اذ ان جميع العزلات كانت تحتوي على طفره في جين  10والحامض الاميني في 
  TGC% من الطفرات حاصل  في الشفره 80وكانت  Rifampicinوهو المسؤل عن المقوم  لمضاد 

والتي تشفر   TCC% من هذه الطفرات حاصل  في شفرع 40، وان   Serوالتي تشفر للحامض الاميني 
  katGفي جين  تحدث Izoniazid اما الطفرات المسؤل  عن المقاومع لمضاد  .Serللحامض الاميني 

التي تشفر  AGCوتحديدا في شفره   katG% من الطفرات تحدث في جين 80حيث ان   inhAو
التي تشفر   ATGو شفره   CCA% في شفره 30بنسب  % و  80بنسب    Serللحامض الاميني
  GTC% في شفره 10بنسب   inhA% في جين 30على التوالي و   Met و  Gleللحامض الاميني 

 Metالتي تشفر للحامض الاميني  ATG% في شفره 20و  Ieuالتي تشفر للحامض الاميني 

 

 



 النتائج والمناقشة الفصل الرابع

 

67 
 

 

 ( نتائج التحليل الوراثي للتسلسل التتابعي3-4الجدول)

ةالعين  
rpoB gen KatG gen inhA gen 

AA 

change 

Nucleotide 

change 
AA change 

Nucleotide 

change 

AA 

change 

Nucleotide 

change 

1 S-L TCG-TTG ____ ____ I-V 
GTC-

ATC 

2 S-L TCG-TTG S-T AGC-ACC ____ ____ 

3 S-L TCG-TTG S-T AGC-ACC ____ ____ 

4 S-W TCC-TGG 
S-T 

Q-K 

AGC-ACC 

CCA-CAA 
____ ____ 

5 S-W TCC-TGG 
S-T 

Q-K 

AGC-ACC 

CCA-CAA 
____ ____ 

6 S-W TCC-TGG 
S-T 

M-I 

AGC-ACC 

ATG-ATT 
M-I 

ATG-

ATA 

7 S-W TCC-TGG S-T AGC-ACC ____ ____ 

8 S-L TCG-TTG ____ ____ M-I ATG-ATT 

9 S-L TCG-TTG 
S-T 

M-I 

AGC-ACC 

ATG-ATT 
____ ____ 

10 S-L TCG-TTG 

S-T 

M-I 

Q-K 

AGC-ACC 

ATG-ATT 

CCA-CAA 

____ ____ 

 
% من الطفرات 82.5(  حيث وجد أن 2013علي) دراسةلم تتفق نتائج الدراسة الحالية مع نتائج 

%  42 ةونسب  Rifampicinومة لمضاد الة عن المقو المسؤ   rpoBمن جين   TCGحاصل في شفره 
ولكن اتفقت مع هذه الدراسة  ، Izoniazidل عن مقاوم  و المسؤ   katGمن الطفرات حاصلة في جين 

 دراسةولم تتفق مع نتائج ،  %37.3حيث كانت  Isoniazidفي نسب  الطفرات الحاصلة في جين 
Zenteno (2009) الطفرات الحاصلة في جين  ةحيث وجد أن نسبrpoB  ونسب  الطفرات 47كانت %
 . inhA الطفرات الحاصلة في جين دراسة% ولم يتم 52هي   katGالحاصلة في جين 
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 Conclusions and Recomandation الاستنتاجات والتوصيات

 
  Conclusionsالاستنتاجات 

كانت من عينات القشع مقارن  بالعينات   M. tuberculosisلعزلات بكتريا  ةأن أعلى نسب .1
 السريرية الأخرى. 

بمرض التدرن في  ةبالتدرن في الذكور مقارن  بالإناث وارتفاع نسب  الإصاب الإصابةارتفاع نسب  .2
 فئ  الشباب مقارنع بفئات كبار السن.

 ةعلى نسبأ لمضادات الخط الأول، إذ كانت  ةمن عزلات بكتريا التدرن مقاوم ةوجود نسب  عالي .3
 .Ethambutolواقلها في   Isoniazidلمضاد  ةمقاوم

ك يمكن أن تستخدم كأدات ذلل  IS6110 تحتوي على عنصر الغر  توجد هناك سلالات لا لا .4
 تشخيص.

ت بكتريا التدرن في العراق اعتمادا على أعداد عنصر هناك صنفين لنمط البصمة الوراثية لسلالا .5
من عنصر الغر  والثاني يحتوي على  ةالنمط الأول يحتوي على نسخ قليل  IS6110 الغر 

 نسخ متعددة من هذا العنصر.

بكتريا التدرن  لمضاد  ةلة عن مقاومو هي المسؤ  rpoBن الطفرات الحاصلة في جين إ .6
Rifampicin  أما الطفرات الحاصلة في جين،katG   وinhA   عن المقاومة  لةفهي المسؤو

 . Isoniazidلمضاد 

 

 Recommendationالتوصيات 
-MDRالمقاومة المتعددة للمضاد ذات  M. tuberculosisالتحري المستمر عن عزلات بكتريا  .1

TB لك الواسعة المقاومة للمضاد وكذXDR-TB  . 

  M. tuberculosisالحد من الاستعمال الغشائي للمضادات الميكروبية تجنبا لمقاوم  بكتريا  .2
 .لهذه المضادات 

ي وف M. tuberculosisفي التحري المبكر لبكتريا  PCRالمتسلسل  ةاستخدام تقني  تفاعل البلمر  .3
  . من عينات  القشع والعينات السريرية الأخرى  ة  فحص الحساسية للمضادات مباشر 
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 . عن مقاوم  البكتريا للمضاد ةلو للجينات والمسؤ  الأفقيحول لانتقال  وراثية دراسة إجراء .4

و  DR probesو  RFLPمثل   Finger printingاستعمال طرق البصمة الوراثية الأخرى  .5
AFLP وSpoligotyping  والمقارنة بينهم . 

 .وثيق التاريخ الطبي والوبائي للمرض ونوعي  العلاج المستخدم تمن الضروري  .6

 . عن المقاومة للمضادات الأخرى  ةلو الطفرات المسؤ  ةدراس .7
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 الملاحق

 
 LJ( : البيانات الأولية وفحص القشع والزرع على وسط 1الملحق )

 زرع مجهري  ةالحال ةالعين العمر الجنس ت

 sp mdr sca pos 60 ذكر 1

 sp old 3 pos 48 ذكر 2

 sp old ne pos 17 انثى 3

 sp mdr ne pos 25 انثى 4

 plf new ne pos 23 انثى 5

 sp new 2 pos 70 انثى 6

 brw new 1 pos 50 انثى 7

 sp mdr 1 pos 40 انثى 8

 bal new ne pos 39 انثى 9

 sp mdr 1 pos 41 ذكر 10

 SP mdr ne pos 26 ذكر 11

 old 2 pos اشتباه 60 ذكر 12

 sp new 1 pos 25 ذكر 13

 pos عصيةsp mdr 3 55 ذكر 14

 sp old ne pos 45 ذكر 15

 sp mdr ne pos 20 انثى 16

 sp new 2 pos 17 ذكر 17

 brw new 1 pos 37 ذكر 18

 sp old 2 pos 40 ذكر 19

 sp mdr sca pos 40 ذكر 20

 sp old 1 pos 58 انثى 21

 sp new sca pos 41 ذكر 22

 plf new ne pos 58 ذكر 23

 sp mdr sca pos 30 ذكر 24

 sp mdr 1 pos 42 انثى 25

 sp mdr sca pos 25 ذكر 26

 sp mdr 1 pos 40 ذكر 27
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 زرع مجهري  ةالحال ةالعين العمر الجنس ت

 sp new ne pos 45 ذكر 28

 sp mdr 2 pos 48 ذكر 29

 bal new 1 pos 73 انثى 30

 brw old ne pos 69 انثى 31

 sp old 1 pos 35 ذكر 32

 sp mdr 1 pos 22 انثى 33

 sp old 1 pos 15 انثى 34

 sp new 2 pos 20 انثى 35

 sp mdr 2 pos 43 ذكر 36

 sp old sca pos 50 انثى 37

 plf new ne pos 21 انثى 38

 sp mdr ne pos 30 انثى 39

 sp mdr 1 pos 25 انثى 40

 sp new sca pos 11 ذكر 41

 pos 1 اشتباه sp 39 ذكر 42

 csf new ne pos 36 انثى 43

 sp old 1 pos 28 انثى 44

 brw new ne pos 45 ذكر 45

 sp new ne pos 58 انثى 46

 sp mdr ne pos 45 ذكر 47

 sp old 2 pos 40 ذكر 48

 sp new ne pos 74 انثى 49

 sp old 1 pos 35 ذكر 50

 sp old ne pos 40 ذكر 51

 sp mdr 1 pos 43 ذكر 52

 sp new 1 pos 45 ذكر 53

 sp mdr ne pos 35 ذكر 54

 sp new sca pos 50 ذكر 55

 brw new ne pos 76 ذكر 56

 sp old sca pos 25 ذكر 57

 sp old 1 pos 61 انثى 58

 sp old 1 pos 33 ذكر 59
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 زرع مجهري  ةالحال ةالعين العمر الجنس ت

 sp new ne pos 45 ذكر 60

 SP new ne pos 96 ذكر 61

 انثى 62
 

sp new ne pos 

 sp mdr sca pos 19 انثى 63

 sp new ne pos 20 انثى 64

 sp mdr ne pos 30 انثى 65

 sp mdr sca pos 35 انثى 66

 sp old 1 pos 45 انثى 67

 sp mdr sca pos 48 انثى 68

 sp new ne pos 72 ذكر 69

 sp mdr sca pos 30 ذكر 70

 sp old 2 pos 55 ذكر 71

 sp old 1 pos 22 انثى 72

 sp mdr sca pos 35 ذكر 73

 sp mdr 1 pos 40 ذكر 74

 sp mdr 1 pos 38 ذكر 75

 sp new 1 pos 23 انثى 76

 sp old sca pos 50 انثى 77

 sp old sca pos 20 انثى 78

 sp old 1 pos 30 ذكر 79

 sp mdr ne pos 40 انثى 80

 brw new ne pos 25 انثى 81

 30 انثى 82
 

mdr sca pos 

 sp old 3 pos 18 ذكر 83

 sp puss sca pos 67 انثى 84

 sp mdr 1 pos 47 ذكر 85

 sp new ne pos 74 ذكر 86

 sp mdr 3 pos 30 انثى 87

 sp new 1 pos 60 ذكر 88

 plf old ne pos 35 انثى 89

 sp old 2 pos 17 انثى 90
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 الاختبارات الكيموحيوية(: 2الملحق )

 PNB PYRO TCH NIACIN NIT ت

1 S S R POS POS 

2 S S R POS POS 

3 S S R POS POS 

4 S S R POS POS 

5 S S R POS POS 

6 S S R POS POS 

7 S S R POS POS 

8 S S R POS POS 

9 S S R POS POS 

10 S S R POS POS 

11 S S R POS POS 

12 S S R POS POS 

13 S S R POS POS 

14 S S R POS POS 

15 S S R POS POS 

16 S S R POS POS 

17 S S R POS POS 

18 S S R POS POS 

19 S S R POS POS 

20 S S R POS POS 

21 S S R POS POS 

22 S S R POS POS 

23 S S R POS POS 

24 S S R POS POS 

25 S S R POS POS 

26 S S R POS POS 

27 S S R POS POS 

28 S S R POS POS 

29 S S R POS POS 

30 S S R POS POS 

31 S S R POS POS 

32 S S R POS POS 

33 S S R POS POS 

34 S S R POS POS 

35 S S R POS POS 

36 S S R POS POS 

37 S S R POS POS 

38 S S R POS POS 

39 S S R POS POS 

40 S S R POS POS 
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 PNB PYRO TCH NIACIN NIT ت

41 S S R POS POS 

42 S S R POS POS 

43 S S R POS POS 

44 S S R POS POS 

45 S S R POS POS 

46 S S R POS POS 

47 S S R POS POS 

48 S S R POS POS 

49 S S R POS POS 

50 S S R POS POS 

51 S S R POS POS 

52 S S R POS POS 

53 S S R POS POS 

54 S S R POS POS 

55 S S R POS POS 

56 S S R POS POS 

57 S S R POS POS 

58 S S R POS POS 

59 S S R POS POS 

60 S S R POS POS 

61 S S R POS POS 

62 S S R POS POS 

63 S S R POS POS 

64 S S R POS POS 

65 S S R POS POS 

66 S S R POS POS 

67 S S R POS POS 

68 S S R POS POS 

69 S S R POS POS 

70 S S R POS POS 

71 S S R POS POS 

72 S S R POS POS 

73 S S R POS POS 

74 S S R POS POS 

75 S S R POS POS 

76 S S R POS POS 

77 S S R POS POS 

78 S S R POS POS 

79 S S R POS POS 

80 S S R POS POS 

81 S S R POS POS 

82 S S R POS POS 
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 PNB PYRO TCH NIACIN NIT ت

83 S S R POS POS 

84 S S R POS POS 

85 S S R POS POS 

86 S S R POS POS 

87 S S R POS POS 

88 S S R POS POS 

89 S S R POS POS 

90 S S R POS POS 

 
 ( : فحص الحساسية3) الملحق

 E R I S TYPE ت

1 S S S S SEN 

2 S R S R POLY 

3 S R S S MONO 

4 S S R S MONO 

5 R S R R POLY 

6 S S S S SEN 

7 R R S S POLY 

8 R R R R MDR 

9 S S R S MONO 

10 S R S S MONO 

11 S S S S SEN 

12 S S S S SEN 

13 S R S R POLY 

14 S R S S MONO 

15 S S S S SEN 

16 S S S S SEN 

17 S S S S SEN 

18 R R R R MDR 

19 R R R R MDR 

20 S S S S SEN 

21 S S S S SEN 

22 R S R S POLY 

23 S S S S SEN 

24 S R S S MONO 

25 S S S S SEN 

26 S S R S MONO 

27 S S R S MONO 

28 R R S R POLY 

29 S S S S SEN 

30 S S S S SEN 

31 S R S S MONO 
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 E R I S TYPE ت

32 S S R S MONO 

33 S S R S MONO 

34 R R R R MDR 

35 S S S S SEN 

36 S S S S SEN 

37 S S S S SEN 

38 S S S S SEN 

39 S S S S SEN 

40 S S S S SEN 

41 S S S S SEN 

42 S S S S SEN 

43 S S S S SEN 

44 S S S S SEN 

45 S S S S SEN 

46 R S R R POLY 

47 S S S S SEN 

48 S R S S MONO 

49 S S S S SEN 

50 R R R R MDR 

51 S S S S SEN 

52 R R R R MDR 

53 S S R S MONO 

54 S S R S MONO 

55 S S R S MONO 

56 S S R S MONO 

57 S S S S SEN 

58 R R R R MDR 

59 R R R R MDR 

60 S S S S SEN 

61 S S S S SEN 

62 S S R S MONO 

63 S S S S SEN 

64 S S R S MONO 

65 R R R R MDR 

66 S S S S SEN 

67 S S S S SEN 

68 S S S S SEN 

69 S S S S SEN 

70 S S S S SEN 

71 S S R S MONO 

72 S S R S MONO 

73 S S R S MONO 

74 S S R S MONO 

75 S R S S MONO 

76 S R S S MONO 
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 E R I S TYPE ت

77 S S R S MONO 

78 S S R S MONO 

79 S S S S SEN 

80 S S S S SEN 

81 S S S S SEN 

82 R R R R MDR 

83 S S R S MONO 

84 S S S S SEN 

85 S S S S SEN 

86 S S S S SEN 

87 S S R S MONO 

88 S S S S SEN 

89 S S S S SEN 

90 S S R S MONO 

 
 

 Nanodrop جهاز في الامتصاصية وقيم DNA النووي  الحامض ( : تراكيز4الملحق )

spectrophotometer 
 /lμngالتركيز 260/280 الامتصاصية رقم العينة

1 1.68 600 

2 1.54 800 

3 1.70 900 

4 1.40 689 

5 1.8 570 

6 1.85 900 

7 1.53 780 

8 1.83 689 

9 1.67 789 

10 1.37  
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SUMMARY 

 

 This study was conducted in the specialized center for chest and 

respiratory disease/Baghdad from (1/9/2016) to (1/1/2017), it was included 500 

different clinical sample were collected from both sexes and different age of 

patients to investigated mycobacterium tuberculosis by using conventional and 

molecular methods, study polymorphism among isolates and study mutation that 

cause multidrug resistant (MDR-TB). 

The result of  Direct smear examination of  Zeihl-Nelsen stain for the 

clinical sample have shown that 63 sample 12.8%  out of 500 sample were 

positive, all sample  were cultured on sold Lowen-stein Jensen media, a result of 

90 sample that represent 18.9% from 500 sample were showing a real growth 

that belong to mycobacterium tuberculosis and the largest proportion of direct 

microscopy and bacterial growth on L.J was from sputum sample (15.9% and 

23.1) respectively, the result of biochemical test showed all isolates was belong 

to M.tuberculosis     

 A result showed there was significant difference at the level (p<0.05) in 

the number of tuberculosis patient among male 60% compared to female 40% 

and the result showed a significant value at the level (p<0.01) in the number  of 

TB-infection  by age group, (21-30) has highest rate of TB-infection follow (31-

40) and (41-50) recorded 22.20% , 

 From 90 sample isolates tested to first line drug (Isoniazid, Rifampicin, 

Streptomycin, Ethambutol) we found 48 isolates 53.30% were resistant to 

antimicrobial drug by using traditional proportion method, and the highest 

percentage of single resistance was to Isoniazid (38.9%) follow the resistance to 

rifampicin was (25.60%), and the resistance of  streptomycin was (17.80%), 

while the lowest rate of  resistance was to Ethambutol was 11.10%  at the 

significant value at level (p<0.01) . On the other side 27 isolates have highest 
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rate 30% resistant to one type of antibiotic and 11 isolates 12% resistance to 

more than one antimicrobial while the percentage of multidrug resistance 

(MDR-TB) was 10 isolate 11.1% 

 The genomic DNA of 10 isolates that shown multi drug resistant   (MDR-

TB) on (L.J) media was extracted to molecular diagnosis by polymerase chain 

reaction (RCR) using 16S rRna and insertion sequence 1S6110, the result of gel 

electrophoresis showed all isolate was positive of the 16s rRNA, and all isolates 

contain insertion sequence after that the puduct for PCR sequences in the 

sequencing unit of the MACROGEN COMPANY to confirm the diagnosis of 

M.tuberculosis , the result show 99% identity of 16s rRNA and 100% identity of 

IS6110 with same gen and insertion sequence on NCBI 

 In this study the polymorphism of M.tuberculosis has analyzed to study 

the diversity between them, depended on the  copy number of insertion sequence  

the result show some isolate has large copy of  IS6110 80% and the other has 

low copy of is6110 and this show there was diversity between isolates of 

M.tuberculosis.  

The PCR product of rpoB, katG and inhA gene  sequences to detect the 

presence of mutation that responsible of multidrug resistance, the sequence 

analysis show there was mutation in rpoB  in all isolate 100% that responsible of 

Rifampicin mutation and mutation in katG and inhA (80% and 30%) 

respectively that responsible of Isoniazid mutation.  

This result show that all isolate of mycobacterium positive for 16s rRNA 

and IS6110 and the identity on NCBI was 99% and 100% respectively, there 

was diversity between isolates of M.tuberculosis and there was related between 

the mutation om rpoB and rifampicin resistance and katG and inhA and isoniazid 

reactance . 
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