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AIMS. Today, one of the most important problems in detection of human pathogens, is lack of 

positive control. The idea of using hybrid vectors, containing genes of different pathogens, can 

overcome this limitation. We can design specific primers for each region and use the hybrid 

vector as positive control sample in PCR. In this research we designed an in silico hybrid vector 

and relevant primers for detection of Francisella, Variola, Burkholderia and Yersinia. 

MATERIALS & METHODS. In this study, fopA, caf1, 16srRNA and HA genes were chosen to be 

located on the vector, to respectively represent Francisella, Yersinia, Burkholderia and Variolla,. 

The sequence of these genes were obtained from NCBI in FASTA format and were aligned in 

BioEdit 7.0.5.3 software for finding conserve region of each gene, then some purposeful changes 

were applied in the sequence of each gene and the sequences were placed next to each other and 

the construct was designed. Specific primers were designed for each region using Oligo7, BioEdit, 

OligoAnalyzer tool as well as NCBI database. Finally, the construct was cloned in PUC57 in 

SnapGene 3.2.0.1 and PCR was simulated on hybrid vector using designed primers. 

FINDINGS. Analysis confirmed that conserved regions for each gene were located on hybrid 

vector, and simulation of PCR proved the accuracy of designed primers. 

CONCLUSION. A genetic simulator hybrid construct with the types of primers required to identify 

the four factors Francisla, Varivola, Borghuleria and Yersinia has been designed in silico so that 

such factors could be identified under positive control in emergencies. 
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 چکیده

شامل  یدیبریه یهااستفاده از حامل ۀدیکمبود کنترل مثبت است. ا ،یانسان یهاپاتوژن صیمشکلات در تشخ نیتراز مهم یکیامروزه  اهداف:

 یهاو از حامل یطراح یاختصاص یمرهایپرا هیهر ناح یبرا میتوانیغلبه کند. ما م هاتیمحدود نیبه ا تواندیمختلف، م یهاپاتوژن یهاژن
مربوطه را  یمرهایو پرا دیبریحامل ه کیپروژه، ما  نی. در امیاستفاده کن مرازیپل یارهیکنترل مثبت در واکنش زنج ۀنمون عنوانبه  یدیبریه

 .میکرد یطراح یکیصورت انفورماتبه اینیرسیو  ایبورخولدر ولا،یوار سلا،یفرانس صیتشخ یبرا

 ولایارو و ایبورخولدر ا،ینیرسی سلا،یاز فرانس یندگیبه نما بیبه ترت HAو  fopA ،caf1 ،16srRNA یهامطالعه ژن نیدر ا ها:مواد و  روش

 ۀشدحفاظت یۀناح افتنی یاستخراج شد و برا FASTAبه فرمت  NCBI ۀداد گاهیها از پاژن نیا یحامل انتخاب شدند. توال یدادن روقرار یبرا
رار ق گریکدیدر کنار  هایو توال دیاعمال گرد یدر هر منطقه ژن یخاص راتییشد. سپس تغ یسازفیردهم BioEdit 7.0.5.3 رافزاهر ژن، در نرم

ابزار  نیو همچن Oligo 7 ،BioEdit یافزارهابا استفاده از نرم یژن یهیهر ناح یبرا یاختصاص یمرهایشد. پرا یگرفتند و سازه مدنظر طراح
OligoAnalyzer ۀدادگاهیو پا NCBI افزار در نرم انیشد. در پا یطراحSnapGene 3.2.0.1در حامل  ، سازهPUC57 شد و واکنش  یسازهمسانه

 .دیگرد یسازهیشب شده،یطراح یمرهایبا استفاده از پرا یدیبریحامل ه یرو مرازیپل یارهیزنج

 مراز،یپل یارهیواکنش زنج یسازهیقرار گرفتند و شب یدیبریحامل ه یهر ژن رو یشده براحفاظت یکردند که نواح دییتأ زهایآنال ها:یافته

 کرد. دییرا تأ شدهیطراح یمرهایصحت پرا

 ایبورخولدر ولا،یوار سلا،یچهار عامل فرانس ییشناسا یبرا ازیمورد ن یمرهایبه همراه انواع پرا یکیژنت سازهیشب یدیبریسازه ه کیگیری: نتیجه

عوامل  گونهنیا میتوانب یاضطرار طیمثبت، در شرا شده است تا بتوان با استفاده از آن به عنوان کنترل یطراح یکیوانفورماتیصورت ببه اینیرسیو 
 .میکن ییشناسا را

 اینیرسی ا،یبورخولدر ولا،یوار سلا،یفرانس ،یسازحامل همسانه ها:کلیدواژه
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 مقدمه
 یو مصنوع شدهیمهندس ییهایابزار ،یکیژنت یهاحامل

مورد استفاده قرار  یمولکول (Cloning) یسازهستند که در همسانه
است،  یخارج یکیقطعه ژنت یکه حاو یکیحامل ژنت کی. رندیگیم

 یها. حاملشودیم دهینام بینوترک (Vector) یکیحامل ژنت
 انیب ای ریانتقال، تکث یبرا یابزار ،یدیبریه ای بینوترک یکیژنت

 چند ای کیزمان در صورت هممختلف به یکیقطعه ژنت نیچند
در  یکیژنت یهاحامل ژهیو تی[. وجود قابل1خاص هستند ] زبانیم

 یازهایرفع ن یبرا تواندیمختلف م یکیژنت یهاحمل قطعه
 یرامناسب ب یکیمانند عدم وجود کنترل مثبت ژنت یشگاهیآزما
خاص استفاده شود. در واقع،  یروسیو و یکروبیاز عوامل م یبعض

ص، مشخ یکیژنت یچند توال ای کیبا  یکیژنت یهاساخت حامل

 کی ریقطعات با تکث نیبه ا ازیباعث شود که در هنگام ن تواندیم
، مدنظر ما است یکینتحامل ژ یکه حاو زبانیم یاز باکتر یکلن

. مینآن استفاده ک ازکرده و  ریتعداد مناسب از قطعه مورد نظر را تکث
مورد استفاده در  ییایباکتر یهازبانیم نیتریاز اصل یکی

 یهاهیبا سو (E. Coli) یاکُلیشیاشر یباکتر ،یمولکول یسازهمسانه
هستند؛  هاشگاهیجهت استفاده در آزما یمختلف ۀشدیمهندس

که اکثراً جهت اهداف  است DH5α ،یباکتر نیا هیسو نیپرکاربردتر
مورد  ،یکیژنت یهاموجود در حامل یکیقطعات ژنت ادیو از یریتکث

 [.8د ]ریگیاستفاده قرار م
 قیکه غالباً از طر زیدآمیعوامل تهد عیانتشار سر لیدل به

 صیبالا توسط آنها، تشخ ریمونرخ مرگ نیاستنشاق است و همچن
 یها[. روش9است ] تیحائز اهم اریعوامل بس نیموقع او به عیسر
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صرف  ندازمین ک،یمونولوژیا یهاوابسته به کشت و روش یصیتشخ
 جینتا ،یمولکول یصیتشخ یهاوشهستند اما ر ییبالا نهیوقت و هز

 نیا صیتشخ ی[. برا1، 4] کنندیم جادیا ینانیو قابل اطم ترعیسر
 میرو هستروبه ییهاتیبا محدود یمولکول یهاعوامل توسط روش

 ،یمنیا نیبا توجه به قوان (1: میکنیکه در ادامه به چند مورد اشاره م
به  زیدآمیتهد واملع یهااز گروه کینوکلئ یدهایآوردن اسدستبه

و در واقع استفاده به عنوان کنترل  هاکیتکن کردنبرهیمنظور کال
 نیاز عدم حضور ا نانیدر جهت اطم (8دشوار است.  اریمثبت بس

طور به سمیکروارگانیعوامل، همواره مجبور به آزمودن چند م
حضور () 9[. 6] میمختلف هست یهازمان و با استفاده از کنترلهم
ساز است. کنترل مثبت، مشکل یکاذب به علت آلودگ ثبتم جینتا
موجود  جیرا یهاموجود و روش یهاشگاهیآزما زاتیسطح تجه (4

 جیرا یتجار یهابه تست یو عدم دسترس ینیبال یهاشگاهیدر آزما
 [.0] رودیبه شمار م یاصل تیمحدود کی

 یبرا سازها،هیشامل شب یهااستفاده از روش اگرچه
از مواجهه با عوامل  یاز مشکلات ناش یاریکردن بسبرطرف

 اریبس یسازهاهیتاکنون شب است اما یخوب دهیا ،یستیز زیدآمیتهد
 یعداد کمت یستیدفاع ز نهیاند. در زمقرار گرفته ییمورد شناسا یکم
 نیگزی)به عنوان جا سیلیوبتس لوسیباس یهاجمله هاگاز سازهیشب
تمام  نیگزی(، پانتوآ آگلومرانس )به عنوان جاسیآنتراس لوسیباس

)به عنوان  M13 وفاژی( و باکتراهانیگ دکنندهیتهد یهایباکتر
د؛ اما ان( مورد استفاده قرار گرفتهیروسیو داتیتمام تهد نیگزیجا

ناکارآمد  اریبس ک،یدنوکلئیبر اس یمبتن یهادر روش سازهاهیشب نیا
رار که ق یواقع زیدآمیبا عوامل تهد یژن مشترک چیه رایهستند ز

 یهاو ساخت حامل یطراح جهیکنند، نداشته و درنت دیاست از آن تقل
 [.1] کارآمدتر است یروش ب،ینوترک یکیژنت

ه با مشاب یکیقطعات ژنت یدارا ب،ینوترک یکیژنت یهاحامل
ه عوامل استفاد نیا یکه به جا یهستند اما زمان کیولوژیعوامل ب

فوق  ۀشداشاره یهامشکلات و نقص یندارند و تمام یانیز شوند،یم
 یستیز زیدآمیعامل تهد استفاده از یجا. امروزه به کنندیرا مرتفع م

و  ولایوار روسیو یعنی) DNA ژنوم یدارا یاهمانند عامل یواقع
 نیگزیجا ی( از نوعرهیو غ ایو بورخولدر اینیرسی سلا،یفرانس یباکتر

اده )کنترل مثبت( استف یعامل واقع سازهیبه عنوان شب ،یکیژنت
 یتسیو عامل ز یکیژنت سازهیشب یدیبریسازه ه رای. زشودیم

 یمشابه یهایژگیکه و شوندیانتخاب م یابه گونه زیدآمیتهد
تفاوت که  نیمربوطه( داشته باشند، با ا یدیاس کینوکلئ یهای)توال

ه ب توانیم یدیبریه یهانوع سازه نیهستند. از ا زایماریربیغ
 زایماریربیغ نیجانش کیکه  ییمثبت و در هر جا عنوان کنترل

به  شود، یواقع زیدآمیعوامل تهد نیگزیبتواند به صورت مؤثر جا
 نیتریاز اصل یکیاستفاده نمود.  زیدآمیتهد یستیعامل ز کی یجا

 یبرا PCR ندیفرآ هیبر پا دیجد یهاتیک یموانع موجود بر سر طراح
 یاسب برامن یکیفقدان کنترل مثبت ژنت ،یستیز زیدآمیعوامل تهد

 یهاپروب ای مرهای)شامل پرا یصیتشخ تیک ییآزمودن کارا
 یکینتژ یهانوع از کنترل مثبت نیا دیتول جه،یموردنظر( است. درنت

حسوب کشور م یستیحوزه پدافند ز یپژوهش یهاتیاز اولو سازهیشب
 د.شویم

 یهااز حامل ینوع یپژوهش در گام اول، طراح نیاز ا هدف
ند چ ژهیمرجع و و یکیبود که در آن قطعات مختلف ژنت یکیژنت

شده باشد و  یسازمشخص، همسانه یروسیو ای یکروبیعامل م
طعه ق سهیهمان قطعه و با مقا یبرا یاختصاص یمرهایبتوان با پرا

 سمیدر ژنوم خود ارگان اصخ هیاز آن ناح شدهریبا قطعه تکث یریتکث
استفاده کرد.  PCR ندیاز آن به عنوان کنترل مثبت در فرآ ،یاصل
مختلف بر اساس  کیولوژیعوامل ب انیمنظور از م نیا یبرا

 سلا،یفرانس کیولوژیچهار عامل ب ران،یموجود در ا یهاتیاولو
 یدیبریدر حامل ه یریبه منظور قرارگ اینیرسیو  ایبورخولدر ولا،یوار

 یایمزا لیدر گام دوم، بدل گر،ید ی[. از سو9-11, 0شدند ] انتخاب
به صورت چندگانه  (PCR) مرازیپل یارهیانجام واکنش زنج ادیز

 کیمورد نظر را بر اساس  یمرهایسازه و پرا گانه،ینسبت به حالت 
ز ا میبتوان یتا در مراحل بعد میکرد یگانه طراحچهار PCR واکنش

 یصیتشخ تیک کیکامل  یسازادهیپ یبرا هایاطلاعات و طراح نیا
 .مییاستفاده نما PCR ندیچهارگانه براساس فرآ

 

 هاو روش مواد
در گام اول با هدف  هر پاتوژن: یشده براژن حفاظت انتخاب

، عامل خاص ایگونه  کی ییبردن دقت و صحت کار در شناسابالا
الا ب اریبا دقت بس یاختصاص هیناح کیها( هر گونه )گونه یبرا

ها ونهگ گریدر د ژهیوموجودات، به ریدر سا هیناح نیانتخاب شد که ا
. به حضور نداشت زیها نگونه ایآن گونه  یزایماریربیغ یهاهیسو ای
شدۀ چهار عامل کاملاً محافظت یهاژن افتنی یمنظور برا نیا

رتبط در ، مقالات م اینیرسیو  ایبورخولدر ولا،یوار سلا،یپاتوژن فرانس
 [.16-81] قرار گرفتند یابیمورد ارز INSDC و NCBI ۀداد گاهیپا

 اهگیها از پاژن یتوال هیته یبرا مربوط به هر ژن: یتوال هیته
اطلاعات مربوط به  ،یداده مرکز گاهیپا نیاستفاده شد. ا NCBI داده
وط مرب یادیز اریو امکانات بس هانیآنها، پروتئ یهاها و رونوشتژن

 [.88ید ]نمایرا فراهم م یستیبه علوم ز
شده ظتحفا یتوال نییتع یبرا شده هر ژن:حفاظت یتوال نییتع

 BioEdit. استفاده شد BioEdit 7.0.5.3 هر ژن از نرم افزار
 به کمک روش هایتوال یسازفیردجهت هم یافزار قدرتمندنرم

Clustalw Multiple Alignment [.89] است 
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 Oligo 7افزار از نرم مریپرا یبه منظور طراح :مریپرا یطراح
و  هیو تجز یجهت طراح یافزار ضرورنرم کی Oligoاستفاده شد. 

به  شدههیته یمرحله، توال نیاست. در ا PCR یمرهایپرا لیتحل
 یمرهایشدۀ هر ژن پراحفاظت ینواح یمنتقل و برا  Oligoافزار نرم

 یمختلف بررس یهاشد و مجموعه حالت یطراح رویو پ شرویپ
از  مرهایاپر نیترمطلوب یجهت طراح ،یصورت تصادفبه مرهایپرا

 رهیاتصال و غ یدما ،یداری، طول محصول، پاCGدرصد  مر،ینظر دا
 قرار گرفت. یابیمورد ارز

 زانیمرحله م نیدر ا :مرهایپرا بودنیاختصاص یبررس
 هر عامل با استفاده از ابزار یمرهایجفت پرا بودنیاختصاص

PrimerBlast ۀداد گاهیدر پا NCBI ۀ با انتخاب بانک دادNR  
حالت چهارگانه  %177 یریپذیتشخص یشدند. جهت بررس یبررس

کنند  دیتول راتنها چهار محصول مدنظر ما  مرهایکه پرا یطوربه
رت به صو مریهشت پرا نینشود(؛ ا دیتول یراختصاصی)قطعات غ

 .قرار گرفتند یابیحالت( مورد ارز 98) یدو و تصادفدوبه
 لیلو تح هیتجز ه،یاول یپس از طراح :مرهایپرا لیو تحل هیتجز

 ییها یژگیشد و بر اساس و یعوامل مختلف در بررس یمرهایپرا
اول با  ۀمرحل OligoAnalyzer ،یداریو پا مریدا لیهمچون تشک

 یشدند. در مرحله یمناسب طراح یمرهایاستفاده از ابزار برخط پرا
 با NCBI ۀداد گاهیدر پا PrimerBlast ربا استفاده از ابزا زین یبعد

عوامل مختلف به صورت دوبه  یمرهای، پراNRی انتخاب بانک داده
 .شدند دییو تأ یبررس ،یعامل چیه ییدو با هدف عدم شناسا

 هیدر ناح یخاص راتییمرحله تغ نیدر ا :یدیبریه ةساز یطراح
 انیدر سازه انجام شد که در ادامه ب یریهدف به منظور قرارگ یژن
 :گرددیم

در نظر گرفته  هایداخل توال یبرا bp 177 با طول یتوال -1
قطعه به  نیبود. ا NotI و EcoRI برش یهاگاهیجا یشد که دارا

نترل با ک یاصلۀ نمون ی: اول، در صورت آلودگدیدو منظور اضافه گرد
اذب(. از جواب مثبت ک یریشگی)پ ردیصورت پذ یمیمثبت، حذف آنز

 ۀسازه نسبت به انداز یهر عامل رو انیم یادوم، تفاوت اندازه
 ها،مینکردن آنزشود که در صورت عمل جادیا یاصل ۀدر نمون یعیطب

 .فراهم شود یبر ژل آگارز، جواب قطع زیتفاوت سا نیبا کمک ا
نظر گرفته شد که در هایتوال نیب یبرا bp 41 با طول یتوال -8

 یمیآنز ماریتشیبود. پ BamHI و XhoI برش یهاگاهیجا یدارا
قطعات  دیاز تول یریموجب جلوگ PCR قطعه قبل از شروع نیا

 .شودیم خودش ۀدر محدود مریهر پرا ریتکث نیناخواسته و همچن

در  یینها یدو طرف کل توال یبرا  bp 97 با طول یتوال -9
است که به منظور  SacI برش گاهیجا ینظر گرفته شد که دارا

 .قرار داده شد ،یو جداساز یسازهمسانه
از  بیحامل نوترک یبه منظور طراح :بیحامل نوترک هیته

 زیاستفاده شد. در دو طرف سازه ن  SnapGene 3.2.0.1 افزارنرم
  .قرار داده شد SacI میبرش آنز گاهیجا

به منظور  :PCRواکنش  یسازهیشب لهیسازه به وس یةدییتأ
افزار در نرم PCRگرفته، واکنش صورت یهایطراح دییتأ

 شدهویژگی پرایمرهای طراحی (0جدول 
 

 قطعه زیسا %Tm GC مریطول پرا مریپرا یتوال ژن هدف نام پاتوژن

 fopA سلایفرانس
F 5′- TGCAGCTAATAATTTCATTGCTCC 84 8/11 1/90 

 bp817 
R 5′- CTACACCTAAGTACCACTGGC 81 1/10 4/18 

 HA ولایوار
F 5′- AATCCACAACAGACAAGACGT 81 1/10 9/48 

 bp999 
R 5′- ACCAAATACTTTGACATAGTC 81 8/11 9/98 

 16srRNA ایبورخولدر
F 5′- TTCTGGCTAATACCCGGACTG 81 8/19 4/18 

 bp491 
R 5′- TATCTAATCCTGTTTGCTCC 87 18 9/48 

 caf1 اینیرسی
F 5′- AAAATCAGTTCCGTTATC 11 1/40 9/99 

 bp677 
R 5′- TTAGATACGGTTACGGTT 11 0/49 9/91 

 

 

 

 جفت پرایمر به صورت دو به دو:  4بررسی اختصاصیت  (1جدول

 (R4و  F4یرسینیا پستیس ) -(R3و  F3بورخولدریا ) -(R2و  F2واریولا ) -(R1و  F1فرانسیسلا تولارنسیس )
 

 F1 حالات انواع
F1 

F1 
F2 

F1 
F3 

F1 
F4 

F2 
F2 

F2 
R2 

F2 
F3 

F2 
F4 

F3 
F3 

F3 
F4 

F1 
R1 

F4 
F4 

R1 
R1 

R1 
R2 

R1 
R3 

R1 
R4 

R2 
R2 

R2 
R3 

 - - - - - - - + - - - - + - - - - - جینتا
 - - - - - - - 117 - - - - 899 - - - - - محصول طول

 R3 حالات انواع
R3 

R3 
R4 

F3 
R3 

R4 
R4 

F1 
R2 

F1 
R3 

F1 
R4 

F2 
R1 

F2 
R3 

F2 
R4 

F3 
R1 

F3 
R2 

F3 
R4 

F4 
R4 

F4 
R1 

F4 
R2 

F4 
R3 

R2 
R4 

 - - - - + - - - - - - - - - - + - - جینتا
 - - - - 177 - - - - - - - - - - 991 - - محصول طول
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SnapGene هیهت یسازهیشب نیو ژل آگارز حاصل از ا یسازهیشب 
 .دیگرد

 

 

 هایافته
براساس  هر پاتوژن: یشده براژن حفاظت نیانتخاب بهتر

 یشده برامحافظت یها[، ژن16-81] شدهیمقالات بررس
 ایبورخولدر س،یپست اینیرسی س،یتولارنس سلایفرانس یهاپاتوژن

، fopA ،caf1 بیبه ترت ولایوار روسیو ،یو سودومالئ یمالئ
16srRNA  وHA شدند نییتع. 

موجود در  یهایتمام توال مربوط به هر ژن: یهایتوال هیته
 FASTA ، مربوط به چهار ژن فوق به فرمتNCBI داده گاهیپا

 .شدند رهیاستخراج و ذخ
در  شدهرهیذخ یهایتوال :ژن هر ةشدحفاظت یتوال نییتع

 منظور به ژن هر ۀشدحفاظت یو نواح یسازفیردهم قبل ۀمرحل
 .شدند نییتع یینها ۀبر ساز یریقرارگ

 
 bp 8789کلون سازۀ هیبریدی با طول  شماتیک وکتور هیبریدی: (1شکل

 EcoRI)آبی( با دو جایگاه برش فرانسیسلا تولارنسیس  ، توالیSacI )جایگاه برش
، توالی BamHIو  XhoIبا دو جایگاه برش  bp 177، توالی بین ژنی NotI و

با دو  bp 177، توالی بین ژنی NotIو  EcoRI)سبز( با دو جایگاه برش واریولا 
 EcoRI)قرمز( با دو جایگاه برش بورخولدریا ، توالی BamHIو  XhoIجایگاه برش 

 ، توالیBamHIو  XhoIه برش با دو جایگا bp 177، توالی بین ژنی NotIو 

( در SacI، جایگاه برش NotIو  EcoRI)زرد( با دو جایگاه برش  یرسینیا پستیس
سیلین و درنهایت دارای ژن مقاومت به آمپی bp 8017با طول  PUC57وکتور 

 .bp 4079ایجاد یک وکتور هیبرید با طول 

 یهامجموعه حالت یحاصل از بررس جینتا :مریپرا یطراح
 نیترمطلوب یجهت طراح ،یبه صورت تصادف مرهایمختلف پرا

 .قابل مشاهده است 1جدول در  مریپرا
مرحله  نیدر ا :مرهایپرا بودنیاختصاص یةدییتأ
 دییتأ شده،یهر عامل طراح یمرهایجفت پرا %177 یریپذصیتشخ

 مشابه مریچهار جفت پرا زیدر حالت چهارگانه ن نیشد. علاوه بر ا
 .(8جدول عمل کردند ) یکاملاً اختصاص گانه،یحالت 

د شده در موااشاره راتییپس از اعمال تغ :یدیبرهی ةساز یطراح
 کی 1شکل مطابق با  گر،یکدیدر کنار  هایدادن توالو روش و قرار

 جادیا یدیبریه ۀدر ساز یریقرارگ یبرا یدینوکلئوت 8789 یتوال
 . شد

در  SacI میبرش آنز تیسا از مدنظر ۀساز :بیحامل نوترک هیته
 یطراح 8شکل مطابق با  بیکلون و حامل نوترک PUC57 دیپلاسم
 .دیگرد

 
فرانسیسلا  (، به ترتیبbp 177سازی ژل آگارز )مارکر مولکولی شبیه (1 شکل

یرسینیا پستیس ( و bp 491)بورخولدریا (، bp 999)واریولا (، bp 817) تولارنسیس
(bp 677) 

 

 
با دو  bp 177 ژن ، توالی بینNotI وEcoRI  )آبی( با دو جایگاه برش تولارنسیس فرانسیسلا، توالی SacIشماتیک سازه، به ترتیب از چپ به راست: جایگاه برش  (0شکل 

)قرمز( با دو  بورخولدریا، توالی BamHI و  XhoIبا دو جایگاه برش bp 177 ژنی ، توالی بینNotI و EcoRI)سبز( با دو جایگاه برش واریولا، توالی BamHIو   XhoIجایگاه برش
 .SacI ، جایگاه برشNotI و EcoRI)زرد( با دو جایگاه برش یرسینیا پستیس ، توالی BamHI و  XhoIبا دو جایگاه برش bp 177 ژنی توالی بین، NotI و EcoRI جایگاه برش
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 یسازهیبا شب: PCRواکنش  یسازهیشب لهیسازه به وس یةدییتأ
اساس،  نی(. بر ا9شکل مشاهده شد ) %8ژل آگارز  PCRواکنش 

د. بو کسانیمورد انتظار  یزهایبا سا PCRدر  شدهیسازهیقطعات شب
 بیترت به ولایو وار ایبورخولدر ولا،یوار سلا،یفرانس یهاپاتوژن یبرا

مورد انتظار  دینوکلئوت 677و  491، 999، 817 یزهایبا سا یقطعات
 بود.

 

 بحث
ه همراه ب یکیژنت سازهیشب یدیبریسازه ه کیپژوهش،  نیدر ا
 یبه صورت چندگانه برا PCR ندیدر فرآ ازیموردن یمرهایانواع پرا

 یکیوانفورماتیصورت ببه DNA یدارا زیدآمیعامل تهد 4 ییشناسا
وع ن نیدر مورد سابقه استفاده از ا یکم اریشد. اسناد بس یطراح
 منتشر شده نترنتیا یدر فضا جهاندر سطح  یدیبریه یهاحامل

و در کشور فرانسه انجام  8774مطالعه که در سال  کیاست.در 
ور به منظ ،یدیبریه یکیژنت یهانوع حامل نیاست از ا رفتهیپذ

 یادهیکنترل مثبت با هدف غلبه بر مشکلات عد ینوع یآورفراهم
 د،انهخطرناک با آن مواجه بود یزایماریعوامل ب صیکه در راه تشخ

مختلف به عنوان  دیپلاسم دو شیآزما نیاستفاده شده است. در ا
 چهار و شش یدارا بیشده است که به ترت یمثبت طراح کنترل

 نیخطرناک هستند. همچن یزایماریاز عوامل ب یکیژنت یتوال
 دیمپلاس یهر قطعه، چه بر رو صیتشخ یبرا ییهاو پروب مرهایپرا

 نیاند. در اکرده یطراح ،یاصل واملع یمثبت و چه بر روکنترل 
داده  رییتغ ر،گید یدهایاسکینوکلئ ینیگزیبا جا یاصل یتوال شیآزما

که  دینوکلئوت 87آن با  دیکه هشت نوکلئوت گونهنیشده است بد
 [.84] بود  NotIر برشگ میبرش آنز گاهیجا یحاو

به دو ثبت  توانیحوزه م نیشده در امطالعات انجام گرید از
است  دهیبه ثبت رس 8771اشاره کرد که در سال  کایاختراع در آمر

 ژهیو یهایزمان، توالصورت همبه سازهیشب یآن، نوع یکه در ط
. در شودیرا شامل م زیدآمیتهد یستیعامل ز 87از  شیمربوط به ب

استفاده شده  هایتوال نیب یبرا  BamHI برش گاهیاز جا قیتحق نیا
و همکاران در  ینیالدنیز انریدر ا گرید ۀ[. در مطالع81-81] است
 سلایزمان فرانسهم صیتشخ یبرا یدیبریسازه ه کیاز  8719سال 

 قیتحق نیاند. در اچندگانه استفاده کرده PCR در روش اینیرسیو 
انتخاب شده است که  اینیرسیاز  caf1 و ژن سلایاز فرانس  fopA ژن

[. 89اند ]کرده جادیا یدینوکلئوت 106, 170 زیبا سا یقطعات بیبه ترت
 سلایدر مورد عوامل فرانس رانیا توپاستوریکه در انست یادر دو مطالعه

مثبت به عنوان کنترل  یدیبریه ۀساز کیانجام گرفته،  اینیرسیو 
 [.91، 97] است          و استفاده شده  یطراح گانهیصورت به

آزاد  یبه عدم دسترس توانیپژوهش م یهاتیمحدود ازجمله
با توجه به ضرورت وجود  شودیم شنهادیاشاره کرد و پ هاهیوبه س

ناک، عوامل پاتوژن خطر ییدر روند شناسا یکیژنت یهاکنترل مثبت
 تیک کی تیپژوهش، درنها نیحاصل از ا جیاست براساس نتا دیام

ظور به من یآت یهاشود در پژوهشیم شنهادی. پدیحاصل آ یاتیعمل
 نیا یطراح ایشوند  یبررس یشتریب یهادقت ژن بیضر شیافزا

 طیراش یسازهیبه منظور شب یافزارپروژه با پروب انجام شود و نرم
Multiplex PCR گردد. یطراح زین 

 
 گیرینتیجه

ه همراه ب یکیژنت سازهیشب یدیبریسازه ه کیپژوهش،  نیدر ا
 یبه صورت چندگانه برا PCR ندیدر فرآ ازیموردن یمرهایانواع پرا

صورت به DNA یدارا زیدآمیچهار عامل تهد ییشناسا
 شده است تا بتوان با استفاده از آن به عنوان یطراح یکیوانفورماتیب

 نانیو با اطم دیشک و ترد دونب یاضطرار طیمثبت، در شرا کنترل
 .میکن ییعوامل را شناسا گونهنیا شتریب

 
 .گزارش نشده است سندگانیتوسط نو یمورد :یتشکر و قدردان

 .گزارش نشده است سندگانیتوسط نو یمورد :یاخلاق هیدییتأ
 .گزارش نشده است سندگانیتوسط نو یموردمنافع:  تعارض

 ی)نویسنده اول(، پژوهشگر اصل خواهمیمونا س :سندگانینو سهم
)نویسنده دوم(، پژوهشگر  یآباد(؛ محمدجواد دهقان عصمت97%)

 یسوم( پژوهشگر کمک سندهی)نو ینیالدنیز ی(، مهد%97) یاصل
 .(%87)ی چهارم( پژوهشگر کمک سندهی)نو یپورمهد سهی(، نف87%)

 گزارش نشده است. سندگانیتوسط نو یمورد :یمال منابع
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