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 مقاله تحقيقي     کد مقاله: 21

طراحی و ساخت كنترل داخلی جهت تشخیص یرسینیا پستیس 
PCR بوسیله

                                                                                          چكيده         

زمينه: یرســینیا پســتیس، عامل طاعون، باكتری گرم منفی، غیر متحرک و كند رشد 
متعلق به خانواده انتروباكتریاســه می باشــد. بر اساس طبقه بندی CDC این باكتری 
به دلیل نرخ بالای مرگ و میر و انتقال آســان انســان به انســان در دسته A عوامل 
بیوتروریسمی قرار گرفته است. علی الرغم حساسیت و دقت بالای PCR، ممكن است 
نتایج منفی كاذب به علت وجود مهاركننده موجود در نمونه های بالینی مشاهده شود. 
هدف از این مطالعه ســاخت كنترل داخلی جهت تشخیص اختصاصی یرسنیا پستیس 

می باشد.
روش کار: در این پژوهش، پرایمرهای تشــخیصی بر اساس ناحیه حفاظت شده ای 
از ژن های caf1 و pla توســط نرم افزار Allele ID 7.6 طراحی گشــت. پرایمرهای 
هیبرید برای كنترل داخلی با اســتفاده از توالی ژن AOX1 مخمر پیكیا پاستوریس و 
ژن هدف طراحی شــد. واكنش PCR بر روی DNA ژنومیک یرسینیا پستیس انجام 
گشــت. محصول آن جهت ســاخت كنترل داخلی در وكتور pTZ57R/T قرار گرفت. 
سپس، عملكرد كنترل داخلی توسط پرایمرهای تشخیصی مورد بررسی قرار گرفت.

يافته ها: در الكتروفــورز محصول PCR ژن های caf1 و pla به ترتیب باندهایی به 
طول 117 و 136 جفت باز و نتیجه تكثیر كنترل داخلی caf1-IC و pla-IC به ترتیب 
قطعاتی با طول 227 و 250 جفت باز  رویت گردید، بنابراین محصول كنترل داخلی از 

نظر اندزه اختلاف مناسبی با محصول ژن های هدف دارا می باشد.
نتيجه گيری: نتایج نشان داد كنترل مثبت داخلی ابزاری مؤثر برای جلوگیری از نتایج 

منفی كاذب و تأیید صحت نتایج می باشد.
واژگان کليدي: یرسینیا پستیس، طاعون، PCR، كنترل داخلی

تاريخ دريافت مقاله: 95/4/20           تاريخ اصلاح نهايي: 95/11/18            تاريخ پذيرش مقاله: 95/10/12
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                                                       مقدمه

یرســینیا پســتیس عامل بیماری طاعون، باسیل گرم منفی، بدون 
حرکت واسپور از خانواده انتروباکتریاسه می باشد ]1[. جنس یرسینیا 
شــامل یازده گونه است اما تنها سه گونه یرسینیا پستیس، یرسینیا 
انتروکولیتیکا و یرسینیا سودوتوبرکلوزیس در بیمار زایی انسان نقش 
دارند. هر ســه گونه دارای پاســمید pCD1 که سیتم ترشحی 
تیپ ســه توســط آن کد می گردد ]2و3[. این ارگانیسم معمولًا از 
طریق نیش کک گزنوپسیا کئوپیس1 به انسان و جوندگان منتقل 
می گردد. بر اســاس طبقه بندی مرکز کنترل و پیشگیری بیماری ها 
در آمریکا باکتری مذکور در دسته A عوامل بیولوژیک قرار گرفته 
است که به راحتی از طریق آئروسل های تنفسی از انسان به انسان 
منتقل می شــود و از این ویژگی جهت ســاخت ساح ها بیولوژیک 
استفاده گردید است. همچنین عاوه بر این مناطق طبیعی آلوده به 
طاعون تقریباً در همه کشــورها به جز استرلیا، مدار استوا و اطراف 

آن و مناطق گرمسیری دارای دمای cِْ  55-40 می باشد ]4-8[.
آخرین گزارش رســمی مبنی بر مشاهده طاعون در بین جوندگان 
در ســال 2011 توســط تیم تحقیقاتی انیستیتو پاســتور ایران به 
منظــور مطالعه بــر روي حیوانات مخزن طاعــون در ناحیه غرب 
ایران )محدوده مرز بین اســتان هاي کردستان و همدان منطقه اي 
به مســاحت 2000 متر مربع( را ثبت گردیده است که در طی این 
بررســی  یک قاده ســگ آلوده به طاعون شناسایی گشته است. 
در ادامه تحقیقات در ســال 2012 منطقــه اي در حدود 1200 متر 
مربع )منطقه اي که ســگ آلوده مشاهده شــده بود( بررسی و سه 
قاده ســگ و یک جونده مبتا به طاعون مشاهده شد. نتایج آنها 
نشــان داد، اگر چه گزارش رسمی از طاعون انسانی از سال 1966 
این منطقه گزارش نشده اســت اما این منطقه همچنان به عنوان 
یک کانون طاعون خیز فعال مطرح می باشــد ]9[. جهت تشخیص 
میکروارگانســیم مذکور روش های تشخیصی کاسیک، سرولوژی 
و مولکولی متعددی وجود دارد. امروزه جهت تشــخیص سریع آن 
Real- و PCR تســت های تشخیص مولکولی بر اســاس انواع

time PCR طراحی و ساخته گشته است ]10-14[. 
علیرغم حساسیت و ویژگی بالا روش های تشخیص مولکولی، مشاهده 
نتایج منفی کاذب بســیار نگران کننده است. برای غلبه بر این مشکل 
در طــی یک آزمایش PCR  از کنترل های متفاوتی همچون کنترل 

Xenopsylla Cheopis -1

واکنش گرها، کنترل مثبت و ... استفاده می گردد ]17-15[. اما تمامی 
این کنترل های در یک تیوب جداگانه بررسی می شود در نتیجه نتایج 
آن نمی تواند نتایج منفی کاذب را تأیید کند. در طی بررسی های متعدد 
محققین دریافتند کنترل های مذکور تنها بــرای اطمینان از عملکرد 
دســتگاه، اجزای واکنش و ... قابل استفاده می باشند. در یک آزمایش 
PCR عواملی از جمله خطای انســانی، وجــود چرخه های حرارتی 
متعدد، عملکرد نادرست ترموسایکلر، فعالیت ضعیف DNA پلیمراز 
و ... ســبب می شود نتایج PCR چندان قابل اعتماد نباشد و از سوی 
بســیاری از محققین با وجود تمام مزایایی که PCR دارد به عنوان 
یک استاندارد طایی معرفی نشود. در چنین شرایط وجود یک کنترل 
داخلی IC(2( در تیوب واکنش نمونه می تواند سبب قطعیت نتایج مثبت 
و منفی شــود. کنترل داخلی یک سکانس DNA است که در همان 
تیوبی که نمونه اصلی قرار دارد به طور همزمان با سکانس هدف تکثیر 
می شــود. در یک واکنش PCR بدون IC عدم وجود سیگنال و باند 
در پایان واکنش نشــان دهنده عدم حضور سکانس DNA هدف در 
واکنش است. این نتیجه منفی می تواند دلایل متعددی داشته باشد اما 
در یک واکنش PCR که در آن IC وجود دارد، در صورت عدم وجود 
سکانس DNA هدف همیشه یک باند یا سیگنال IC تولید می شود 
که می تواند تأییدی برای صحت نتایج منفی و عدم و جود مهارکننده ها 
در واکنش باشد ]22-18[ هدف از این مطالعه طراحی و ساخت کنترل 
داخلی جهت تأیید صحت حساسیت و اختصاصیت تشخیص مولکولی 

یرسنیا پستیس و جلوگیری از نتایج منفی کاذب می باشد.

                                                   روش کار

 طراحی پرایمر: در این مطالعه ژن های Caf1 )بر روی پاسمید
pMT1( و pla )بــر روی پاســمید pPCP1( جهت طراحی 
کنترل داخلی انتخاب گشــت. این دو ژن از عوامل ضروری برای 
بیمارزایی باکتری در بدن محسوب می شوند. ژن pla برای عفونت 
زیــر جلدی لازم اســت و ژن caf1 در جلوگیری از فاگوســیتوز 
باکتــری نقش دارد. از طرفی در مطالعات مختلف گونه هایی از این 
باکتری مشاهده شده اســت که یکی از پاسمیدهای pMT1 یا 
pPCP1 را از دســت داده اند اما جزء گونه های بیمارزا محسوب 
می شوند در نتیجه انتخاب تنها یک ژن برای تشخیص و یا طراحی 
کنتــرل منجر به نتیجه منفی کاذب می گردد اما با هدف گذاری هر 
دو ژن می تــوان بر این مشــکل غلبه کــرد ]24و 23، 1[. پس از 

Internal Control -2
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 ،NCBI3 از سایت caf1 و pla تهیه ترادف های کامل ژن های
 Allele ID 7.6 پرایمرهای ژن های مذکور با استفاده از نرم افزار
طراحی گردید. پرایمرهای طراحی گشــته در این مطالعه در جدول 

یک آمده است. 

جدول 1- پرایمرهای طراحی گشته برای ژن های 
pla و Caf1

caf1- PCR
CCGCATCACTCTTACATAF - caf1

GTGGTTCCTGTTTTATAGCR- caf1
pla- PCR

GCTCACGTTATTATGGTACF-pla
TCTCCACTATTCTTATCAATG R-pla

تهیه پلاســمیدهای کنترل مثبــت دارای ژن caf1 و 
pla: کنتــرل مثبت خارجــی در آزمایشــات PCR جهت تأیید 
کیت تشخیصی از اهمیت بالایی برخوردار است. در مطالعات قبلی 
DNA ژنومیک ایــن باکتری را تهیه و ژن های caf1 و pla را 
تکثیر و در وکتور pTZ57R/T کلون کردند. در مطالعه پیش روی 
 pTZ57R/T - caf1 به صورت پاســمیدهای DNA نیز از 

و pTZ57R/T - pla به عنوان کنترل مثبت استفاده گردید.
واکنش PCR: جهت ارزیابی ژن های هدف و تشخیص یرسینیا 
پستیس، بهینه سازی غلظت اجزای واکنش و برنامه حرارتی، واکنش 
PCR در حجم µl 25 انجام گشت. واکنش µl 25 بر اساس کلرید 
منیزیــوم )25mM( ،)10mM( ،)dNTPs(، بافــر 10X، یک 

 National center for biotechnology information -3

واحد آنزیم Taq DNA Polymerase، پرایمر جلویی و عقبی 
pTZ57R/T - caf1 پاسمیدی )pmol/ µl( ،)DNA 10( 

 pTZ57R/T - pla و   )ng/µl  100( 
)ng/µl 100( تهیه گشت. یک واکنش واکنش µl 25 به عنوان 
کنترل منفی با اســتفاده از آب دیونیزه شده به جای DNA هدف 
تهیه شــد. برنامه دمایی ترموسایکلر برای 40 چرخه برای ژن های 
caf1 و pla بــه ترتیب دمای واسرشــت اولیــه 94 و 95 درجه 
ســانتی گراد به مدت 10 دقیقه، 10 دقیقه ســپس در دمای 94 و 
95 درجه ســانتی گراد به مدت 1 دقیقه و 1 دقیقه، دمای اتصال 55 
و 35 درجه ســانتی گراد به مــدت 50 ثانیه و 45 ثانیه دمای طویل 
شــدن 72 درجه ســانتی گراد به مدت 45 ثانیه و 50 ثانیه و دمای 
طویل شدن نهایی 72 درجه سانتی گراد برای هر دو ژن به مدت 30 
 PCR 7 از محصول µl دقیقه تنظیم گشت. پس از پایان واکنش
بر روی ژل آگارز %1 همراه با بافر TBE X 0/5 و رنگ اتیدیوم 
 بروماید با ولتاژ 100 توســط دستگاه عکسبرداري از ژل الکتروفورز 
)Syngene documentation system Gel( مشاهده گردید.

طراحی کنترل داخلی: جهت ســاخت کنتــرل داخلی رقابتی 
نیاز به پرایمرهای هیبرید اســت که بتواند سکانس هدف و کنترل 
داخلی را تکثیر کند. برای ســاخت سکانس کنترل داخلی از توالی 
ژن AOX1 مخمر پیکیا پاستوریس4 استفاده گشت. به دو انتهای  
ســکانس AOX1 توالی پرایمرهای ژن های هدف افزوده گردید 
)جدول2(. به منظور تهیه سکانس caf1-IC و pla-IC از وکتور 
pPiczα A که دارای ژن Aox1 اســت و پرایمرهای هیبرید 
اســتفاده گشت. در طی واکنش PCR پرایمرهای هیبرید طراحی 

شده با تکثیر سکانس Aox1 به دو انتهای آن می چسبند. 

Pichia pastoris -4

pla- IC و caf1 - IC جدول دو: پرایمرهای طراحی گشته برای ژن های

PCR - caf1- IC
CCGCATCACTCTTACATAAGATCTAACATCCAAAGF- caf1- IC

CCAGCCCAGTTAGCTATAAAACAGGAACCACR- caf1- IC
PCR - pla- IC

GCTCACGTTATTATGGTACAGCAGACCGTTGCF-pla- IC
CAAGCTCCGCATCATTGATAAGAATAGTGGAGAR-pla - IC

،)10mM( ،)dNTPs( بر اساس کلرید منیزیوم  PCR واکنش 
 Taq DNA آنزیــم  واحــد  یــک   ،10X بافــر   ،)25mM(

،)pmol/µl 10( پرایمر جلویی و عقبی  هیبرید ،Polymerase 
 pPiczα A پاســمیدی   DNA 

243 PCR طراحی و ساخت کنترل داخلی جهت تشخیص یرسینیا پستیس بوسیله
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)ng/µl 20( برای هر یک از ژن ها به طور جداگانه تهیه گشــت. 
برنامه دمایی ترموســایکلر برای 35چرخه برای ژن های caf1 و 
pla به ترتیب دمای واسرشــت اولیه 94 و 94 درجه سانتی گراد به 
مدت 5 دقیقه، 5 دقیقه ســپس در دمای 94 و 94 درجه سانتی گراد 
به مدت 1 دقیقه و 1 دقیقه، دمای اتصال 55 و 35 درجه سانتی گراد 
به مدت  50 ثانیه و 45 ثانیه دمای طویل شدن 72 درجه سانتی گراد 
به مدت 50 ثانیه و 45 ثانیه و دمای طویل شــدن نهایی 72 درجه 

سانتی گراد برای هر دو ژن به مدت 30 دقیقه تنظیم گشت.
برای واکنش اتصال نیاز به وکتوری برای انتقال قطعه اینسرت 
به ســلول میزبان اســت. در این پژوهش از روش کلون سازی 
 InsTAclone™ کیــت   pTZ57R/T وکتــور  و   TA
اســتفاده   Fermentase شــرکت  از   PCR Cloning
شــده اســت. در این حامل ها از فعالیت ترمینال ترانســفرازی 
DNA پلیمر از Taq به منظور کلون ســازی اســتفاده شــده 
اســت و پاسمیدهای کلون ســازی PCR به گونه ای طراحی 
شــده هســتند که حاوی یک T در انتهای ‘3 دنباله های خود 
 DNA باشــند تا کلون سازی مســتقیم محصولات حاصله از 
پلیمــر از Taq حــاوی آدنین اضافی در انتهــای ‘3 را ممکن 
ســازند ]17[. بنابرایــن قطعــه حاصل از PCR که توســط 
pTZ57R/T به  پرایمرهای هیبرید تکثیر گشــته در وکتور 
مدت 17 ســاعت در دمای 37 درجه ســانتی گراد قرار گرفته 
ســپس در باکتری اشرشیا کلی ســویه باکتری E.coli سویه 
JM107 برای ترانســفورم گردید. جهت انتخاب کلنی حاوی 
کنترل داخلــی محصول حاصل از کلونیگ توســط غربالگری 
ســفید آبی در محیط LB-Agar شــرکت Merck حاوی 
X-Gal ،IPTG و آمپی ســیلین بررســی شــد. کلون های 
حــاوی کنتــرل داخلی انتخاب گشــته بر روی محیط کشــت 
LB Broth شــرکت Merck کشــت داده شــد ســپس 
اســتخراج پاسمیدهای حاوی کنترل داخلی بر روی کلنی های 
Mini Extraction kit رشــد کرده بــه وســیله کیــت 

)K-31111, K-3112( بیونیر انجام گشت.
بررسی عملکرد کنترل داخلی با استفاده از پرایمرهای 
هدف: جهت بررســی تکثیر کنترل داخلی واکنش PCR توسط 
 پرایمر های هدف راه اندازی گشت. سه واکنش جداگانه کنترل داخلی 
 )pTZ57R/T-caf1( کنترل مثبت ،)pla-IC, caf1-IC(
و )pTZ57R/T-pla(، کنترل منفی )آب دیونیزه شده( برای هر 

یک از ژن ها به طور جداگانه تهیه گردید.

                                                      يافته ها

در این مطالعه ژن های caf1 و pla یرسینیا پستیس جهت طراحی 
 PCR ســاخت کنترل داخلی انتخاب گردید. الکتروفورز محصول
بهینه شــده ژن های caf1 و pla توســط پرایمرهای اختصاصی 
طراحی شــده به ترتیب باندهایی به طول 117 و 136 جفت باز بر 
روی ژل مشخص گردیده که در شکل 1 و 2 نشان داده شده است.

caf1 شکل 1- نتایج تکثیر ژن
M: مارکر pTZ57R/T- caf1 :1 ،100bp، 2: کنترل منفی

pla شکل 2- نتایج تکثیر ژن  
  M: مارکر pTZ57R/T- pla :1 ،100bp، 2: کنترل منفی

نتایج تکثیر ژن Aox1 با استفاده از پرایمرهای هیبرید 
caf1-IC و pla-IC: برای ســاخت سکانس IC با استفاده از 
caf1- یک واکنش pPiczα A پرایمرهــای هیبرید و وکتــور 
caf1- انجام شد. نتیجه واکنش pla-IC-PCR و IC-PCR

IC و pla-IC به ترتیــب قطعاتی با طول 227 جفت باز و 250 
جفت باز است که در شکل های 3و 4 نشان داده شده است.    
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caf1-IC شکل 3- نتایج سکانس
 – 4 ،caf1-IC 100، 3 -1 سکانسbp مارکر :M

کنترل منفی

pla-IC شکل 4- نتایج سکانس
M: مارکر 100bp، 1و2سکانس pla-IC ، 3 – کنترل منفی

جهت بررســی تکثیر کنترل داخلی توســط پرایمر های هدف واکنش 
 PCR انجام گردید. نتیجه pla - IC و caf1- C بــر روی PCR
بر روی  caf1- C و pla - IC به ترتیب قطعاتی با طول 227 جفت 
باز و 250 جفت باز است که در شکل های 5 و 6 نشان داده شده است. 

شکل 5- نتایج تکثیر سکانس caf1-IPC به وسیله  
Colony PCR

 ، pTZ57R/T- caf1:1 ،100bp مارکر :M
caf1-IPC:2-10، 11: کنترل منفی

شکل 6- نتایج تکثیر سکانس pla-IC بوسیله     
Colony PCR

pla-:2-6 ، pTZ57R/T- pla:1 ،100bp مارکر :M
IC ، 7: کنترل منفی

                                   بحث و نتيجه گيری

در واکنش هــای PCR معمولًا انواع مختلفــی از کنترل از جمله: 
کنترل مثبت خارجــی، کنترل منفی خارجی، کنترل واکنش گرها و 
کنترل غلظت های استاندارد استفاده می گردد ]25و17[. اما تمامی 
این کنترل ها خارجی می باشــد و به یک کنترل داخلی جهت تأیید 
واکنش های تیوب حاوی ژن هدف نیاز می باشد. کنترل های داخلی 
شــامل کنترل داخلی رقابتی و غیر رقابتی می باشــد. هدف از این 
مطالعه طراحی و ساخت یک کنترل داخلی رقابتی جهت تشخیص 
یرسینیا پستیس می باشد. در این روش از پرایمرهای مرکب استفاده 
می شود. بر روی سکانس هدف و IC با یک جفت پرایمر مشترک 
تحت شــرایط یکسان در یک تیوب واکنش PCR انجام می شود. 
در این نوع از IC بین سکانس هدف و قطعه IC برای تکثیر رقابت 
وجود دارد و میزان IC به لحاظ محدودیت تشخیص حائز اهمیت 
است. در شرایطی که دو قطعه متفاوت و نزدیک به هم با یک جفت 
پرایمر یکســان تکثیر پیدا می کنند، مهارکننده ها و تقویت کننده ها 
می توانند بر روی محصول یک یا هر دو آن ها تأثیر گذارند که این 
امر وابســته به مولاریته، طول قطعات، توالی و تشکیل ساختارهای 
ثانویه قطعات DNA است ]31-26[. استفاده از IC رقابتی سبب 
پایین آمدن راندمان تکثیر ســکانس هدف و در نتیجه کاهش حد 
 IC تشــخیص می شود. در چنین شــرایطی تعیین غلظت مناسب
بسیار حائز اهمیت اســت و باید برای انتخاب آن بسیار دقت کرد. 
کمترین غلظتی از IC که بتواند در طی واکنش PCR تکثیر شود 
بسیار مناسب اســت در غیر این صورت با سکانس DNA هدف 
در اســتفاده از پرایمرها و تکثیر رقابت می کند و سبب می شود هیچ 
ســیگنال یا باندی از سکانس هدف تشــکیل نشود و سبب نتیجه 
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منفی کاذب  می شــود. در شــرایطی که غلظت IC بالا اســت و 
غلظــت DNA هدف در تیوب نمونه پایین اســت، مهارکننده ها 
 IC هدف می شوند اما نمی توانند بر روی تکثیر DNA مانع تکثیر
اثری داشته باشند در نتیجه سکانس IC تکثیر می شود و سکانس 
هدف تکثیر نمی شــود و نتیجه منفی کاذب به دنبال خواهد داشت 

]33 و 32،26[.
نکته دیگری که در طی طراحی IC باید در نظر گرفت طول قطعه 
IC اســت. بر اساس کینتیک واکنش PCR در طی یک واکنش، 
هر چه قطعه تکثیری کوچکتر باشــد تکثیر بهتری دارد. اگر طول 
ســکانس هدف بزرگتر از IC باشد واکنش به نفع قطعه کوچک تر 
یعنی IC انجام می شــود. بهترین اندازه بــرای قطعه IC کمتر از 
 PCR پیشــنهاد شده اســت تا بر روی حساسیت ذاتی bp500
تأثیری نداشته باشد. به هر حال طول قطعه IC طوری باید در نظر 
گرفته شــود که از ســکانس هدف بزرگ تر باشد و از رقابتی بودن 
واکنش اطمینان داشته باشیم. اگر سکانس هدف تکثیر پیدا کند اما 
اثری از تکثیر IC مشاهده نشود، نتیجه مثبت آن قابل قبول است 
 IC ســکانس هدف در تیوب واکنش بیشتر از DNA زیرا مقدار
بوده به عاوه استفاده از IC برای کنترل واکنش است و تکثیر آن 
ضروریت ندارد. در طی آزمایشات، تکثیر سکانس هدف مهم است. 
اگر هم IC و هم ســکانس هدف تکثیر پیــدا نکنند نتیجه منفی 
فاقد هر گونه ارزشــی است و مطمئناً در واکنش PCR مهارکننده 
وجود دارد. به هر حال، نقطه ضعف این اســتراتژی پایین آمدن حد 
تشخیص است زیرا IC و سکانس هدف برای استفاده از  پرایمرها 

و تکثیر با هم در رقابت هستند ]36 و 35،26[.
در مطالعه حاضر جهت جلوگیری از نتایج کاذب یک کنترل داخلی 
 Aox1 رقابتی طراحی شــد. در ساخت این کنترل از سکانس ژن
مخمر پیکیا پاستوریس اســتفاده شد. پروب کنترل داخلی با لیبلی 

متفاوت از پروب ژن هدف نشانه گذاری شد.

Zhang و همکاران در ســال 2013 یک کنتــرل مثبت داخلی 
رقابتی برای تشــخیص یرسینیا پســتیس در مناطق طاعون خیز 
 Multiplex PCR طراحی کردنــد. آن های یــک واکنــش
 Multiplex ،راه اندازی کردند. در مقایســه این روش با کشــت
PCR دارای سرعت و دقت بالاتری است عاوه بر این و جود یک 
کنترل داخلی از نتایج منفی کاذب جلوگیری می کند. این محققین 
تشخیص یرسینیا پستیس با استفاده از کنترل داخلی را روشی بسیار 

مفید و مناسب ارزیابی کرند ]37[.
Janse و همکاران در ســال 2010 جهت تشــخیص باسیلوس 
آنتراســیس، فرانسیســا تولرانســیس و یرســینیا پستیس یک 
Multiplex qPCR و کنتــرل داخلی طراحــی کردند. نتایج 
نشــان داد این روش بسیار سریع و دقیق اســت، همچنین وجود 
کنترل داخلی سبب کاهش نتایج منفی کاذب و اطمینان بخشیدن 

به قطعیت نتایج مثبت می شود ]38[.
در مطالعه حاضــر جهت جلوگیری از نتایــج کاذب یک کنترل 
داخلی رقابتی طراحی شــد. در ساخت این کنترل از پرایمرهای 
هیبریــد جهــت تکثیــر ســکانس ژن Aox1 مخمــر پیکیا 
پاستوریس استفاده گشت. پس از تکثیر سکانس مذکور عملکرد 
کنترل داخلی رقابتی طراحی گشــته توسط پرایمرهای ژن های 
هدف مورد بررســی قرار گرفت. در این نــوع کنترل بر خاف 
کنتــرل داخلی غیر رقابتــی عملکرد پرایمرهــای هدف نیز در 
تیوب واکنش حاوی ژن هدف نیز مورد بررسی قرار می گیرد. در 
تشــخیص مولکولی میکرو ارگانیسم مذکور نتایج منفی می تواند 
دلایل متعددی داشته باشد اما در یک واکنش PCR که در آن 
 DNA کنترل داخلی وجود دارد، در صورت عدم وجود سکانس
هدف همیشــه یک باند کنترل داخلی تولید می شود که می تواند 
تأییدی برای صحــت نتایج منفی و عدم و جود مهارکننده ها در 

واکنش باشد.
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