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Immunological and molecular detection 

of Cryptosporidium parvum parasite 

infection causing diarrhea in some areas of 

Mosul city. 
 

A B S T R A C T  

 A
lm

a
’

ri
fa

 J
o

u
rn

a
l 

o
f 

H
u

m
a

n
it

ie
s 

  
  
  
  

 

Fecal samples were collected from 154 children suffering from 

chronic watery diarrhea from the beginning of July 2023 to the 

end of December 2023 from Ibn Al-Atheer Teaching Hospital for 

Children The aim of the study was to immunologically and 

molecularly detect infection with the Cryptosporidium parvum 

parasite in children under five years of age. in Nineveh 

Governorate, where 52 (33.76%) samples showed a positive 

result, while the number of negative samples was (102). through 

the use of ELISA technology 

The Nested polymerase chain reaction method was also used to 

diagnose the presence of the parasite in the samples. The number 

of samples examined was 32, with 6 (18.75%) samples out of the 

total showing a positive result for the presence of the parasite. 
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 الخبيئ  الكشف المناعي والجزيئي للإصاب  بطفييي الأبواغ 
parvum Cryptosporidium  الموصل  المسبب للإسهال وي بعض مناطق مدين 

 

 3الخشاب، وراس محمد بشير 2السبعاوي  محمد ابراهكم رنا، 1*الطائي قاسم يونس  هب 

 ، كيك  التربك  ليبنات، جامع  الموصل، الموصل، العرا  حكاة عيومقسم  1)،2، 3)
 

 لاص  الخ
وإلى نهاية    2023طفل مصاب بالإسهال المائي المزمن من بداية شهر تموز    154جمعت عينات الغائط من  

الدراسة هو الكشف المناعي  وكان هدف   من مستشفى ابن الأثير التعليمي للأطفال  2023شهر كانون الأول  

في الأطفال دون الخمس سنوات من العمر    Cryptosporidium parvum  والجزيئي عن الاصابة بطفيل

بينما كان عدد العينات  ( عينة نتيجة موجبة52% )33.76في محافظة نينوى حيث ظهرت نسبة إصابة  

 . ELISAمن خلال استخدام تقنية ال   ( عينة102السالبة )

في تشخيص وجود الطفيل في العينات    Nested polymerase chain reaction واستخدمت أيضاً طريقة

( عينات من المجموع الكلي نتيجة موجبة  6% )18.75حيث أظهرت    32وكان عدد العينات المفحوصة  

 لوجود الطفيلي.

  التشخيص ،Cryptosporidium parvum، التشخيص المناعي لطفيلي Cryptosporidium parvum  : الكيمات المفتاحك  

https://uomosul.edu.iq/womeneducation/jwups/
mailto:Hiba.23gep110@student.uomosul.edu.iq
mailto:Hiba.23gep110@student.uomosul.edu.iq
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 .Cryptosporidium parvumالجزيئي لطفيلي 

 :التعريف بالبحث  1-
صحية    أحادية  النواة   حقيقية  المجهرية  الأحياء  من  الابتدائية  الطفيليات   تعتبر تأثيرات  لها  التي  الخلية 

على المضيف   تاثيرهااهم المسببات المرضية للحيوان والأنسان وتختلف في شدة   منواقتصادية حيث تعد 
وموقع   والسلالة  النوع  طفيل1]  الإصابةحسب  ينتمي   ]Cryptosporidium    القمة معقدة  شعبة  إلى 

Apicomplexa   ات ويغ سبب داء البي[ و 2ق خلية المضيف] قمي يساعده في اخترا لاحتوائه على تركيب
  Zoonotic diseasesالأمراض المشتركة بين الحيوان والانسان    منوهو    Cryptosporidiosisالخبيئة
يسبب هذا الطفيل في الأفراد   [3] الدقيقة الأمعاء تجويف   في المعوية  الظهارية للخلايا  القمي السطح يغزو

القوية الاسهال لفترة زمنية قصيرة، اما الافراد ذوي المناعة الضعيفة والعوز المناعي والرضع  ذوي المناعة
[ كما  4في البلدان النامية والعالم الثالث فان الاسهال يستمر معهم لفترة طويلة مشكلًا خطراً على حياتهم] 

مسؤولًا عن الاسهال الشديد وتأخر النمو وضعف الوظائف   Cryptosporidium يعد طفيل الابواغ الخبيئة
[ كما ويعتبر 6[]5الادراكية لدى صغار السن والأفراد قليلي المناعة، ويرتبط ايضاً بقوة بسرطان القولون]

والتي تحدث عند    Cryptosporidiosis% من وفيات داء الابواغ الخبيئة    50  -  30السبب في حوالي  
الاطفال في جميع انحاء العالم. وهو السبب الرئيسي بعد الفايروس الدوار للإصابة بالإسهال والوفاة الرضع و 

 [. 7بين الاطفال]
ينتقل الطفيل إلى المضيف النهائي دون الحاجة إلى مضيف وسطي وذلك بطريقتين، مباشرة من خلال 

،  8]اكياس البيض إلى الفرد السليم]  التماس المباشر مع الاشخا  أو الحيوانات المصابة، وذلك بانتقال 
أو غير مباشرة عن طريق تناول اكياس البيض الملوثة للماء والطعام، كما أن وجود اكياس البيض في 

يعد خطراً كبيراً على الصحة العامة، وهذا بدوره يؤدي إلى انتشار أوبئة في مساحة واسعة من العالم    المياه
[, كما  9ز المسببات للأمراض التي تنتقل عن طريق المياه عالمياً]احد ابر   Cryptosporidiumوان طفيل  

الملوثة للمياه والغذاء ذات مقاومة كبيرة لمعظم    Cryptosporidium parvumتعد اكياس بيض طفيل  
المطهرات الكيميائية بالإضافة الى مقاومتها لمعالجات المياه الشائعة الاستخدام مثل الكلور، ومن الصعب 

عل الترشيح  القضاء  انظمة  بواسطة  ازالتها  الصعوبة  من  يجعل  ان صغر حجمها  كما  الطرق،  بهذه  يها 
نمطاً    120وأكثر من    Cryptosporidiumنوع من طفيل    44تم تحديد أكثر من   11]]  [10]النموذجية

النوعان   ويعتبر  اهم    Cryptosporidium hominisو    Cryptosporidium parvumوراثياً،  من 
 [. 12الانواع التي تصيب الانسان] 

 العمل   طر   -2
 : الغائط عينات ومعامي   جمع 2-1
(  70واناثاً)  (84)  ذكوراً   بالإسهال جمعت عينات الغائط من الاطفال دون سن الخامسة من العمر المصابين   
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في مركز محافظة نينوى للفترة من بداية شهر تموز الى    للأطفالالمراجعين لمستشفى ابن الاثير التعليمي  
المريض من اجل اجراء الفحوصات    كل  بعد استحصال موافقة ولي امر  2023نهاية شهر كانون الاول  
 ،غم  15- 10( عينة بحجم يتراوح بين  154تم جمع )  ،Cryptosporidiumالخاصة بالكشف عن طفيل  

مة الاغلاق للحفاظ على العينات رطبة ومنع جفافها مع تثبيت م وضعها في علب بلاستيكية معقمة محكتو 
تم نقلها الى مختبر البحوث والدراسات العليا في كلية التربية للبنات  ثم   ،اسم المريض وعمره وجنسه عليها

المرضى من حيث   الاطفال  المعلومات عن  بجمع بعض  استمارة خاصة  اعتماد  مع  الموصل(  )جامعة 
 . السكن والجنس والعمر

 

  Immunological Examination        الفحص المناعي  2-2

مضادة نوعية للطفيلي    بأجسامالتي تعتمد على طلي الحفر  ELISA  اجري الفحص باستخدام تقنية الاليزا 
Cryptosporidium  في الحفر Wells  ( عينة من الغائط وعند اضافة العينة التي تحتوي 154على )

كافة المواد غير المرتبطة بعدها يضاف المحلول   لإزالةالطفيل ترتبط معها بعد ذلك تغسل   Antigen على
يرتبط HRP - Conjugate reagent بالأنزيمالمقترن   مع   والذي  المرتبطة  المستضدات  مع  بدوره 

 Tetra  للأنزيمكافة المواد غير المرتبطة بعدها نضيف محلول المادة الأساس    لإزالةالاضداد بعدها تغسل  
methyl benzidine  (TMB  أنزيم اللون الازرق بوجود  الى  يتحول  بعدها    Catalaseاليز    kit(الذي 

نانومتر    450التفاعل ويقاس التغير في اللون عند الطول الموجي    لإيقافيضاف محلول حامض الكبريتيك  
  kitوأجريت طريقة العمل حسب التعليمات الموجودة في  GUTOFF  بعدها يقارن مع قيمة الحد الفاصل
 . kit مع  المرفقة النشرةخلال  منالصينية  (IDEALوالمعتمدة من قبل الشركة المصنعة )

 سكري المشبعطريق  التطويف بالمحيول ال 2-3
 : طريق  العمل

 .طبقات من الشاش الطبي  4( مل ماء مقطر ورشح المزيج بواسطة  9( مل من الغائط مع )1مزج ) -1
خاصة -2 اختبار  أنبوبة  في  الراشح  الطرد  Test tube وضع  جهاز  في  وضعها  وتم 

 .دقائق 10 لمدة دقيقة/  دورة Centrifuge  1000المركزي 
مل من المحلول السكري إلى الراسب ومزج بشكل   10% من الجزء الطافي واضيف    20سحب   -3

 . جيد 
 .دقيقة 15دورة/  500نقل انبوبة الاختبار إلى جهاز الطرد المركزي  -4
( مل  1% من الجزء الطافي من العينة ووضعه في انبوبة اختبار جديدة واضيف له )  20سحب   -5

( مل من العينة لمنع تاثير السكر على  1لكل )phosphate buffer saline (PBS)  من محلول
  . اكياس البيض 
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 .دقائق 10دورة / دقيقة لمدة  1000بعدها نقلت انبوبة الاختبار الى جهاز الطرد المركزي  -6
 .% من الجزء الطافي والاحتفاظ بالراسب 30اهمل  -7
% وذلك لقصر العينة  1( مل من العينة بتركيز 1( مل من هايبوكلورات الصوديوم لكل )1اضافة ) -8

Bleaching .والتخلص من البكتريا والخمائر وتنقية العينة من الشوائب 
 .دقائق 10دورة / دقيقة لمدة  700تم وضع انبوبة الاختبار في جهاز الطرد المركزي  -9

مل من العينة )الراسب( 1لكل   PBS مل من محلول1% من الجزء الطافي واضيف    30سكب   -10
  10دورة / دقيقة لمدة    700دها نقلت الانبوبة إلى جهاز الطرد المركزي  للتخلص من الكلور بع

 .دقائق وهذا ما يسمى بالغسل والترسيب 
ووضعت على الشريحة الزجاجية وتم صبغها    100Pتم اخذ جزء من الراسب بواسطة سلك معدني   -11

 .وفحصت تحت المجهر للتأكد من وجود اكياس البيض للطفيل MZN بواسطة
مل لكل  1% وبمقدار    2.5واضيف له المادة الحافظة ثنائي كرومات البوتاسيوم بتركيز  أخذ الراسب   -12
 . Npcr [13-14]مل من الراسب وحفظت في المجمدة بدرجة التجميد لحين الاستخدام في تقنية 1

 

  

 Molecular Examinationالفحص الجزيئي   2-4
  من عينات الغائط DNA استخلاص الحامض النووي 1 -24-

 .ووضعت في الثلاجة bead tubeمايكروليتر من العينة الى انابيب  200اضيف  -1
  Proteinase K مايكروليتر من محلول  20و   SDE1 Buffer مايكروليتر من  300اضيف   -2

 .دقائق 5لمدة  vortex الى العينة ومزجت بواسطة جهاز المازج الدوار
بالحمام المائي ووضعت الانابيب في    دقيقة  20درجة مئوية لمدة    60بعدها حضنت الانابيب عند   -3

 دقائق خلال فترة التحضين .   5جهاز المازج الدوار كل 
ومزجت في جهاز المازج الدوار وحضنت  SDE2 Buffer مايكروليتر من محلول  100اضيف   -4

 .دقائق 5الانابيب في الثلاجة لمدة 
 .دقائق 5لمدة / دورة  130000وضعت الانابيب في جهاز الطرد المركزي بسرعة  -5
 .مل 1.5سعة  micro centrifuge tube بعناية الى انابيب  Supernatant نقل الراشح -6
في   SDE3Buffer مايكروليتر من  200اضيق   -7 الانابيب  الدوار وحضنت  المازج  في  ومزجت 

 دقيقة.  2درجة حرارة الغرفة لمدة 
 . دقيقة 2وضعت الانابيب في جهاز الطرد المركزي لمدة  -8
 .مل 1.5سعة micro centrifuge tube ايكروليتر من الراشح إلى انابيب م 250نقل  -9

  100مايكروليتر من الايثانول بتركيز )%  250و   SDE4 Buffer مايكروليتر من   250اضيف   -10
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 .( ثم مزجت في المازج الدوار96 -
 micro  الحاوية على فلتر وتم وضعها في انابيب صغيرة SDE Column جهزت انابيب العمود  -11

centrifuge tube  وتم نقل كل العينة إلىSDE Colum . 
 / دورة لمدة دقيقة واحدة ثم بعدها نقلت   13000وضعت الانابيب في جهاز الطرد المركزي لمدة   -12

SDE Column الى انابيب جديدة. 
وتم وضعها   SDE Column الى  Wash Buffer مايكروليتر من محلول الغسل  750اضيف   -13

  SDE Column / دورة لمدة دقيقة واحدة بعدها اخذت   13000المركزي بسرعة  بجهاز الطرد  
 .ووضعت في انابيب جديدة

 .قمنا بإعادة الخطوة السابقة -14
 .دقائق في جهاز الطرد المركزي  3/ دورة لمدة  13000عند  SDE Column جفف عمود  -15
   E ColumnSDإلى العمود    O2dd Hاو  Elutionمايكروليتر من محلول الشطف  200اضيف   -16

 .دقيقة بدرجة حرارة الغرفة 2وترك لمدة 
 ./ دورة 13000ثم وضع بجهاز الطرد المركزي لمدة دقيقة واحدة عند السرعة   -17
 مئوية لحين اجراء الفحص الجزيئي. درجة  (20حفظ الحامض النووي المستخلص بدرجة ) -18
 . Nanodropبجهاز  DNAوقد تم قياس نقاوة الحامض النووي  -19
 

   Nested PCR تفاعل البيمرة المتسيسل  2-4-2
لطفيلِ الابواغ الخبيئة من خلال استخدام بادئات متخصصة    18SrRNAتم تضخيم جزء معين من جين  

(Specific primers( كما موضح في الجدول )والتي جهزت من قبل شركة  1 )(Macrogen)    اذ ثبت
  Master, mix reactionلتفاعل الرئيسي  مايكروليتر من خلاله حضر مزيج ا  25حجم التفاعل الرئيس 

ومزجت عينات الدنا والبادئ الخا  لجين الطفيل مع مزيج التفاعل الرئيسي في انابيب    PCRلتفاعل الـ  
دقائق، ثم ادخلت   3مل وضع المزيج في جهاز الطرد المركزية الدقيق لمدة    0.2ابندروف ذات الحجم  

لغرض إجراء عملية التضخيم وبعدها الترحيل    Thermocycler  انابيب التفاعل في جهاز المدوار الحراري 
 [.15 [الكهربائي لنواتج عملية تفاعل البلمرة المتسلسل

 

   preparation Master mix تحضير مزيج التفاعل الرئكسي  2-4-3

والمكون من جزئين من التفاعل، حيث    Nested PCRمن النوع    PCRتم اجراء تفاعل البلمرة المسلسل  
الرئيسي   المزيج  المتسلسل    Master mixتم تحضير  البلمرة  باستخدام عدة مزيج    PCRلتفاعل  الأول 

وذلك بحساب الاحجام اللازمة لمكونات التفاعل لكل عينة    ،Addbio, Koreaلشركة  التفاعل الرئيسي  
مايكرولتر    23لمضافة بشكل جيد ووزعت بحجم  (. حيث تم مزج المواد ا2كما هو موضح في الجدول )
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خاصة بإجراء تفاعل البلمرة المتسلسل بعد ذلك تم    ml 0.2حجم    PCR tubeعلى الأنابيب الصغيرة  
وبشكل منفصل في الأنبوب الخا  بكل   ( مايكرولتر2المستخلص من العينات بحجم )  DNAاضافة  

 PCRمايكرولتر . كما تم اجراء تفاعل البلمرة المسلسل    25  ةأنبوبعينة ليصبح الحجم الكلي في كل  
للبادئ الثاني وذلك باتباع نفس الخطوات السابقة الذكر انفاً وبنفس ظروف التفاعل للبادئ الأول ماعدا 

لتفاعل   templateكقالب    First PCRبلمرة المتسلسل الاول  من تفاعل ال  PCR Productأضافة الناتج  
( )التعليمات الموجودة مع عدة 3وكما هو موضع في الجدول )  Second PCRالبلمرة المتسلسل الثاني  

 ( Master mixالعمل 
 للطفيل   18SrRNA( البادئات المستخدمة للكشف عن جين 1لجدول )ا

 (bp)حجم الناتج  الطول  Primer 5 sequence 5-3 البادئ  ت

1 Crypto-F1 TTCTAGAGCTAATACATGCG 20 
1325 

2 Crypto-R1 CCCATTTCCTTCGAAACAGGA 21 

3 Crypto-F2 GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG 26 
830 

4 Crypto-R2 CTCATAAGGTGCTGAAGGAGTA 22 

 

 ي ولتفاعل البلمرة المتسلسل الا زيج( مكونات م2الجدول )

 (ml)الحجم  المكونات 

 2X Master Mix 12.5محلول المزيج الرئيسي 

 Crypt-F1 l0 pmol/M1 1 البادئ الامامي

 Crypt-R1 l0 pmol/M1 1راجع البادئ ال

 PCA grade water 8.5ماء مقطر خال من الانزيمات 

 2 ( DNA templateتخلص من العينة )سالدنا الم

 25 الحجم النهائي

 

 

 ثانيتفاعل البلمرة المتسلسل ال ل الرئيسي زيجمال( مكونات 3الجدول )

 (ml)الحجم  المكونات 

 2X Master Mix 12.5محلول المزيج الرئيسي 

 Crypt-F2 l0 pmol/M1 1 البادئ الامامي

 Crypt-R2 l0 pmol/M1 1راجع البادئ ال

 PCA grade water 10ماء مقطر خال من الانزيمات 

 PCR Product 0.5عل الأول افتالناتج من ال

 25 الحجم النهائي

 

 Ti TM Thermocyclerبعــــدهــــا تم أدخــــال أنــــابيــــب التفــــاعــــل في جهــــاز المبلمر الحراري في جهــــاز
Thermal Cycler (Bio-Rad, USA) [  16] واســــــتخدام البرنامج الخا  بتفاعل البلمرة المتســــــلســــــل

ــعت في الثلاجة  4وكما موضـــــــــع بالجدول ) درجة مئوية    8-4( وبعدها رفعت الانابيب من الجهاز ووضـــــــ
 .DNAلحين إجراء الترحيل الكهربائي للكشف عن نواتج عملية تضخيم الحامض النووي 
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 ل( عاف( خطوات عمل برنامج تفاعل البلمرة المتسلسل ) ظروف الت4الجدول )

 عدد الدورات الوقت م oدرجة الحرارة  الخطوة
 1 دقائق Primary denaturation 94 3لي المسخ الاو

 ثانية  Denaturation 94 45المسخ 

35X ارتباط البادئ Annealing 55 45  ثانية 

 دقيقة Extension 72 1الة البادئات طاست

 1 دقائق Final extension 72 7ئية الاستطالة النها
 - ∞ Cooling 4 التبريد

 

 : والمناقش النتائج  -3
 : تشخكص الإصاب  بطفيل الابواغ الخبيئ  باستخدام تقنك  الاليزا1-3 

%  33.76  لعينات الغائط كانت   ELISAاظهرت نتائج الدراسة الحالية أن نسبة الاصابة باستخدام تقنية  
حيث كانت نسبة الاصابة مرتفعة   (5عينة غائط كما هو موضح في الجدول رقم )  )154) من اصل (52)

% من اصل 24.59بلغت نسبة الاصابة    [ في مدينة دهوك اذ  [17دراسة   مقارنة بالعديد من الدراسات منها
[ في مستشفى الفيوم العام في مصر اذ بلغت نسبة الاصابة لعينات  18عينة غائط كذلك دراسة ]  122

عينة, بينما هناك دراسات اخرى اشارت الى انخفاض   152% من اصل  ELISA  21.05الغائط بتقنية
  813ة الرمادي اذ تم جمع  في مدين  [19]منها دراسة    ELISAنسبة الاصابة لعينات الغائط باستخدام تقنية  

 كذلك دراسة ]  ،ELISA  611.5%عينة غائط للاطفال دون سن الخامسة وكانت نسبة الاصابة بتقنية
 %.12.5في مدينة بني سويف في مصر اذ بلغت الاصابة بطفيل الابواغ الخبيئة  18]

دراسات اعلاه ربما  والذي تم ملاحظته في ال  ELISAان هذا الاختلاف في نتائج الفحص المناعي بتقنية
  ، ELISA  (ELISA Kit)المستخدم في تقنية    kitيعود إلى عدة اسباب منها عدد العينات المفحوصة، ونوع  

 حجم العينة، عدد اكياس البيض الموجودة في العينة , كفاءة ودقة الشخص الفاحص.
 

  المناعي حص( نتائج الف5الجدول )

 النسبة المئوية عدد العينات الموجبة  المفحوصةعدد العينات  الفحوصات المختبرية

 % 33.76 52 154 الفحص المناعي 
  

 : nPCRتشخكص الإصاب  بطفيل الابواغ الخبيئ  باستخدام تقنك    2-3
  DNA نتائج استخلاص الل

على الرغم من الصعوبات التي واجهتنا عند اجراء تفاعل البلمرة المتسلسل المتداخل نتيجة استخلا  المادة  
الوراثية من اكياس بيض الطفيل المعزولة من عينات الغائط لكن تم انجاز العمل بدقة متناهية وكان السبب 

تفاعل   الغائط على مثبطات  بعد    PCRفي هذه الصعوبات هو احتواء  العينة حتى  تبقى موجودة في  قد 
العينات الأمر الذي ادى بدوره إلى قلة المادة الوراثية    بعض او لقلة اعداد الطفيل في   DNA استخلا  
  - 820.7–   760.6  بين تتراوح.  Nano drop  الاكاروز لعينات جهاز  DNAقراءات    كانت   وقد المستخلصة  

0.826 -0.947  ng/µl (أما بقية فقط المنخفضة )( 246.2–181.3العينات تتراوح بين ng/µl.) 
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نتائج الفحص    nPCRتم الاعتماد على تقنية تفاعل البلمرة المتسلسل المتداخل   من اجل الحصول على 
من خلال استخدام زوجين من البادئات المتخصصة لجين    DNAالجزيئي اذ تم تضخيم الحامض النووي الـ  

18SrRNA  ( 1كما تم توضيحه في الجدول)،    اظهرت النتائج في التضخيم الأولPrimary PCR    عن
  DNAزوجاً من القواعد النتروجينية في الـ    1325وجود حزمة واحدة في هلام الاكاروز ذات وزن جزيئي  

المستخلص من اكياس بيض طفيل الابواغ الخبيئة والتي تم عزلها بطريقة التطويف بالمحلول السكري وهذا  
فقد بينت النتائج وجود حزمة واحدة   Second PCRبينما في التضخيم الثاني  يدل على الاصابة بالطفيل،

ذات وزن جزيئي   الأكاروز  المريض   830في هلام  يدل على إصابة  النتروجينية وهذا  القواعد  زوجاً من 
هو اكثر دقة من التضخيم    Second PCRتبين من خلال نتائج دراستنا الحالية أن التضخيم الثاني  .  بالطفيل
الاول)  Primary PCRلأول  ا التضخيم  في  أصل)3اذ ظهرت  من  موجبة  عينات  في  32(  كما  عينة   )

 .(2( كما في الشكل)32( عينات موجبة من اصل) 6بينما في التضخيم الثاني فقد ظهرت) ،(1الشكل)

 

للكشف  PRIMERY PCR الاوليل تفاعل البلمرة المتسلسيمثل الترحيل الكهربائي لهلام الاكاروز لناتج ( 1الشكل )

تمثل  .Cryptosporidium spp. Mالخاص بـالكشف عن  18S rRNA gene external fragmentsعن جين 

تمثل   7 الحفرة bp 1325تمثل عينات موجبة وبحجم ناتج  6و  3و  1الحفر  .bp 100حجم Marker المؤشر

 .السيطرة السالبة

 

تفاعل   SECOND PCR ل الثانيتفاعل البلمرة المتسلسالترحيل الكهربائي لهلام الاكاروز لناتج  يمثل( 2الشكل )

الخاص بـالكشف عن   18S rRNA gene internal fragmentsللكشف عن جين  PCR البلمرة المتسلسل

Cryptosporidium spp. M. تمثل المؤشر Marker 100حجم bp.  تمثل عينات موجبة   6إلى  1الحفر من

 .تمثل السيطرة السالبة  7الحفرة  bp 830 ناتجوبحجم 
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تزداد فر  الكشف عن التراكيز القليلة من المادة الوراثية    nPCRكما تبين انه من خلال استخدام تقنية  
وقد بينت الدراسة الحالية ان نسبة الاصابة بطفيل    بسبب قلة عدد اكياس البيض في العينة ,  DNAالـ  

 ( 5% وكما تم توضيحها في الجدول )18.75الابواغ الخبيئة بلغت 
% كذلك 18[ في محافظة المثنى اذ بلغت نسبة الاصابة  21] كانت نتائج الدراسة الحالية متقاربة مع دراسة

[ في قطر حيث بلغت نسبة  22]  راسة% , ايضاً د 21.0[ في مصر اذ بلغت نسبة الاصابة  20] دراسة
 %.17.6[ في نيجيريا اذ بلغت نسبة الاصابة 23] % , كذلك دراسة17.5الاصابة 

بابل اذ بلغت نسبة الاصابة بطفيل الابواغ    [24]اما النسب المرتفعة فقد سجلت في دراسة في محافظة 
في    [27]ودراسة    ،%74.5بنسبة    [26]كذلك دراسة  ، %82[ بنسبة  25] % , كذلك دراسة92الخبيئة  

% ,  nPCR  59في مصر حيث بلغت نسبة الاصابة بتقنية    15]] ايضاً دراسة  ،%39.6مدينة الكوت  
 % . 85.2اذ بلغت نسبة الاصابة   [28] ةايضاً دراس

المئوية   النسب  في  الاختلاف  هذا  سبب  في    للإصابة ان  ملاحظته  تم  الذي  الجزيئي  بالفحص  بالطفيل 
الدراسات اعلاه ربما يعود إلى عدة اسباب منها عدد العينات المفحوصة، نوع الجين المستهدف وطريقة  

المستخدم في   Kit [ او ربما يعود السبب إلى نوع[DNA 29 وكفاءة التقنية المستخدمة في استخلا  ال
وكفاءة عملية الاستخلا  وعدد اكياس البيض الموجودة في   DNAـعملية استخلا  الحامض النووي ال

 العينة ودقة الشخص الفاحص، وطريقة حفظ العينات. 
يعد التشخيص الجزيئي لطفيل الابواغ الخبيئة باستخدام تفاعل البلمرة المتسلسل المتداخل احد اهم اهداف 

عة اضافة إلى أنه يمكن من خلالها تشخيص  الدراسة الحالية حيث تتميز الطرق الجزيئية بالسهولة والسر 
 . 30]] عوامل ضراوته الطفيل بشكل موثوق به وتحديد مصدر الاصابة به بالاضافة الى تحديد 

، بينما ]31 [( مل من العينة1(كيس بيض في    20إلى القدرة على تحديد   PCR تصل حساسية تقنية 
، يستخدم التحليل الجزيئي  32]البسيط]  PCR ( مرات اكثر من تقنية4-5)  nPCR تصل حساسية تقنية

طفيل لانواع  الوراثي  التركيب  معرفة  او  لوصف  الطرق   ،Cryptosporidium ايضاً  ان  اثبات  تم  وقد 
اضافة الى ذلك لقد ثبت ان استخدام   ]33الجزيئية تمتلك حساسية عالية ولها القدرة على تحديد انواع الطفيل]

سلسل الاولي تز المينتائج افضل واكثر دقة من تفاعل البوليمر  يعطيnPCR  في تقنية  18SrRNAجين  
 . Cryptosporidium[[34في تشخيص انواع طفيل 

يتم استخدام تحليل الوحدة الفرعية الصغيرة لجين   للكشف عن الحامض النووي للطفيل    18SrRNAأذ 
  nPCRوتقدر حساسية فحص    [35]  ةوتحديد الانواع والانماط الجينية في العينات البشرية والحيوانية والبيئي

الكشف عن الحالات السالبة    nPCR% مقارنة مع الفحص المجهري, كذلك يمكن من خلال تقنية  100
 Primary PCR .[36]في كل من الفحص المجهري و 
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 الاستنتاجات -4
  نسبة   بلغت   اذ   الأليزا  بطريقة  الغائط  لعينات   المناعي  التشخيص   في  ظهرت   اصابة  نسبة  أعلى -1

 . الطفيلي لتشخيص  الطرق  أفضل من تعتبر فهي لذلك%   33.76 الإصابة
ظهرت إذ    Primary PCRهو أكثر دقة من التضخيم الأول  Second PCR  الثاني  التضخيم   أن -2

قد ظهرت  ف( عينة بينما في التضخيم الثاني  32(عينات موجبة من اصل )  3في التضخيم الاول )
   نة( عي32( عينات موجبة من أصل )6)
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