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 چکیده

ها پاتوژن یهاژن صیتشخ برای نیتحول آفر کردیرو یک عنوانبه سپر،یکربر یمبتن ییشناسا یهاروش

 یاستفاده از ابزارها با (gRNA) راهنما RNA یگام طراح نیاول ،راستا نیا. دردشویماستفاده 

های کریسپری جزئی است که منجر به شناسایی هدف، استقرار در سیستم gRNA است. یکیوانفورماتیب

طراحی  ،حاضر پژوهشهدف از د. شومی Casبرشی  عملکردفعال شدن و  کمپلکس کریسپری روی آن

gRNA  برای شناسایی سه ژنinvA ،fimA  وfimY  استفاده در کیت  برای سالمونلا تیفیموریوماز

)ورژن  cas designer و (3)ورژن  chop chop افزارنرم دو از پژوهش این درتشخیص این باکتری است. 

 RNA Fold افزارنرم توسط شده طراحی هایتوالی ثانویه ساختار و شد استفاده طراحیاین  برای (2016

 پرایمرهای ،LAMP ایزوترمال روش با اولیه ژن مورد نظر تکثیر برای ریزیبرنامه به توجه با. شد بررسی

 راهنما RNA طراحی ،همچنین. شد طراحی NEB LAMP Primer Designer برخط ابزار توسط مربوطه

 بیشتر اطمینان برای. شد انجام کریسپر، کمپلکس در استفاده برای Cas12a پروتئین شدن گرفته نظر در با

 از گیریبهره با نتایج و مقایسه یکدیگر با افزارنرم دو از آمده دستهب توالی گرفته، صورت طراحی از

 اهداف از کدام هر برای نهایت در. شود برگزیده توالی بهترین تا شدند تفسیر، RNA Fold داده پایگاه
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 حاصله، هایتوالی کارگیریبه با و gRNA طراحی در سازیشبیه مطالعات از استفاده درنتیجه با. شد داده

  .است حصول قابل کاذب، مثبت جواب بدون و دقیق صورتهب غذاهای آلوده، در پاتوژن ژنوم تشخیص

 

 ، کریسپر، تشخیص ایزوترمال.سالمونلاراهنما،  RNA کلید واژگان:

 

 مقدمه-1

های تطبیقیی دفیاعی عنوان سیستمهای کریسپری بهسیستم

ها در برابر فاژها در طبیعت شناخته شدهها و آرکیباکتری

از دو جزء آنزیم کریسپری تحت عنیوان ها اند. این سیستم

هیای انید. آنیزیمراهنمیا تشیکیل شیده RNAو  casآنزیم 

جزئی است که از هیر  gRNAباشند اما کریسپری ثابت می

باکتری به باکتری دیگر متغیر بیوده و منجیر بیه شناسیایی 

 .دشیوپاتوژن مهاجم و متعاقبا راه اندازی پاسی  ایمنیی می

های سیستمبتوانند  پژوهشگرانهمین ویژگی باعث شد که 

کریسپری را طبق اهداف خودشان در محیط آزمایشیگاهی 

 .[1و2] مهندسیی کننیدو توسط ابزارهای بیوانفورمیاتیکی 

gRNA  های مهندسی شده از دو بخیشspacer  وrepeat 

هیا هسیتند gRNAها نواحی ثابت  repaetاند. تشکیل شده

 casسنتز شدن باعث واکنش و اتصال به آنیزیم  پس ازکه 

توالی ثابت و  cas نوع آنزیمشوند. این نواحی برای هر می

کشی  و در  پژوهشیگرانبه فردی دارد که توسط  منحصر

ها نیواحی   spacerاست. شدهمقالات معتبر علمی گزارش 

افزارها طراحیی قابل برنامه و متغیری هستند که توسط نرم

د. نیشده و باید مورد آنالیزهای بیوانفورمیاتیکی قیرار بگیر

این نواحی برای هر ناحیه ژنومی متفاوت بوده و به نیوعی 

  .[3-5] دنکهای کریسپری را تعیین میاختصاصیت روش

عنوان یک روش ویرایشی ابداع فناوری کریسپر در ابتدا به

توانید کاربردهیای مدتی نشان داد کیه میی پس از، . اماشد

اسییدی و ای در تشیخیص اهیداف نوکلئییکخارق العیاده

هییای اسیییدی داشییته باشیید. ویژگییی آنییزیمغیرنوکلئیییک

هییای در ایجییاد بییرش cas14و  cas12 ،cas13کریسییپری 

هییای منجییر بییه توسییعه روش ،هییدفی کییه دارنیید خییار 

اتصیال بیه  پیس ازهیا . این آنزیمشدتشخیصی کریسپری 

هیر ژنیومی  شیروع بیه برییدن ،ناحیه هدف و برش آنجیا

همین ویژگی باعیث شید کنند. موجود در اطراف خود می

بتوانند ویژگی تشخیصی کریسپری را کشی   پژوهشگران

گزارشیگر نوکلئییک توان تعیدادیکنند. به این ترتیب می

خیاموش -گزارشیگر اری شده با میواداسیدی برچسب گذ

تشخیصیی  مخلیوطدر اختییار  (کیوینیچر-فلورفور) کننده

تشخیص ناحییه هیدف توسیط  پس ازکریسپر قرار داد تا 

های کریسیپری کمپلکس کریسپری و برش خوردن، آنزیم

گزارشگرها را برش داده و منجر به سیات  شیدن سییگنال

هیای برشیی، casجیدای از  .[6] ردییابی شیوندهای قابل 

cas9  وdcas9 هیای نیز توانایی تشخیصی دارند امیا روش

توسعه یافته با این دو آنزیم از پیچیدگی بیشتری برخوردار 

 1هیای تقطیه مراقبیتآزمیونبوده و عموما توانیایی ابیداع 

(POCT) 7 [ با آنها وجود ندارد[. 

تشخیصی کریسپری حساسییت های روش ،در حال حاضر

هیای روشنیاز است که آنهیا توسیط  بنابراین، .کمی دارند

بایید  به عبیارتیتکثیری چند دما یا هم دما تقویت شوند؛ 

یک مرحلیه تکثییر دمیایی  ،از آغاز واکنش کریسپری پیش

 هیایروش برای افزایش غلظت ژنیوم هیدف اجیرا شیود.

ای کیه دلییل ماهییت سیادهبیه RPAو  LAMP ایزوترمال

دارند و تنها با ییک دمیا انجیام شیده و محتیا  ابزارهیای 

هیای روشپیذیری بیالایی بیا تطبییق ،باشیندنمییپیچیده 

پرایمرهیای واکینش تکثییری بایید بیرای کریسپری دارند. 

طراحیی  ایگونیهبیهاز ژنیوم هیدف، ناحیه حفاظت شده 

گییری هدف ،همان ناحیه براینیز  gRNAشوند که توالی 

ایمرها منجر به افزایش تعداد ییک پر این معنی کهه ب .شود

                                                           
1 Point-of-care testing 
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 gRNAنوکلئوتیدی شیده و سیپس  300 مپلیکون حداکثرآ

شناسیایی قیرار مییمپلیکون را مورد ناحیه مورد نظر در آ

های کریسپری یک ییا دو مرحلیه تشخیصدر ضمن دهد. 

گییذاری هییدف ،گیرنیید کییه در حییال حاضییرانجییام مییی

ای مییییک مرحلیههیای روشروی توسعه  پژوهشگران

کیه در  هسیتند هاییروشای، های یک مرحلهروشباشد. 

طیور تکثییری بیه واکنش مخلوطکریسپری و  مخلوطآنها 

)بخییش  همزمییان در دو ناحیییه متفییاوت از میکروتیییوب

قرار گرفتیه و واکینش  انتهایی و بخش درب میکروتیوپ(

طور همزمیان و بیدون نییاز تکثیری و واکنش کریسپری به

 . ]9و  8 [ شوندمیکروتیوب انجام می بز شدن دربه با

سالمونلا تیفیموریوم یک باکتری گرم منفیی از سوی دیگر 

باشد کیه توانیایی ای میدو رشته DNAبا ژنومی از جنس 

سازی مواد غیذایی، لبنییات، محصیولات گوشیتی و آلوده

گییری ایین . در صورت بروز همیهاستسبزیجات را دارا 

های فراوان به صنعت وارد آمدن خسارتباکتری علاوه بر 

مواد غذایی و اقتصاد یک جامعه، افراد نیز در خطر بیماری 

مرگبار این پاتوژن قرار خواهند گرفیت. سیه ژن شیاخص 

که عموما این سیه  است fimYو  invA ،fimAاین پاتوژن 

. ]10 [ دنباشیهای تشخیصیی مییروشژن هدف طراحی 

DNAتوانایی تشخیص و برش  cas14و  cas12های آنزیم

را دارد.  RNAتوانایی تشخیص و برش  cas13ها و آنزیم 

پرکاربردترین آنیزیم  cas12 ،cas12a ،مختل  انواعاز بین 

گیری کرونیا در همهاست توانسته که  باشدمیاین خانواده 

، بیه جوامی  های تشخیص خانگیسازی کیتتجاری برای

 .]11 [ بکنیدکمیک فراوانیی  پیشرفته چون کشور آمریکیا

تری که نسیبت های پاییندلیل هزینهبهنیز  LAMPترکیب 

های تکثییری دارد و عیدم وابسیتگی آن بیه روشبه سایر 

توانید مسیتقیما ژنیوم که میی cas12aپیچیده، با  ابزارهای

باشیند را میورد شناسیایی قیرار  DNAهایی که از جینس 

تشخیصیی بیرای هیای روشتیرین یکیی از مناسیب ،دهد

طراحییی  .]12 [ باشییدردیییابی سییالمونلا تیفیموریییوم مییی

gRNAبیرخط  صیورتبهصیورت دسیتی و هیم ها هم به

 دلییلباشد اما بهپذیر میامکانافزارهای طراحی توسط نرم

اسیتفاده  ،های دستی و مراحل زیاد آنالیزهیاسختی طراحی

 پیژوهشدر ایین  .]13 [ دشیوافزارهیا پیشینهاد مییاز نرم

و  invA ،fimAدر ابتیدا بیرای سیه ژن تلاش شده اسیت 

fimY  پرایمرهایLAMP افیزار توسط نرمNEB LAMP 

Primer Designer  بررسیی پیس از سیپس و شدهطراحی 

افیزار های طراحی شیده توسیط هیر دو نیرمgRNAتوالی 

chop chop  وcas designer ،هیر ژن، ییک  بیرایgRNA 

بیرای  ،مپلیکون حاصلهمناسب از آای شناسایی ناحیه برای

 .شودو پیشنهاد برگزیده  ،بعدی هایپژوهشانجام 

 روش-2

اسیتخرا   NCBIمورد نظر از سایت  سه ژندر ابتدا توالی 

و هیر ژن شید  تعیینهای مربوطه در توالی ژن ،. سپسشد

 LAMPپرایمرهای  ابتدا. شدجداگانه ارزیابی  کاملا طوربه

مپلیکون هدف توسیط برای آ gRNAسپس  و شدطراحی 

طراحی شد تا  cas designerو  chop chopافزار هر دو نرم

در نهایت یک توالی برای هر ژن برگزیده شود. در مرحلیه 

بیرای سینتز  RNAهم بیه فیرم  gRNAهای انتهایی توالی

 T7 transecriptionبرای انجام  DNAمستقیم و هم به فرم 

in vitro  به همراه توالی پروموتر و ترمیناتور مربوطه مورد

قیرار گرفیت. مشخصیات  RNA Foldافیزار آنالیزهای نرم

 است:به شرح زیر  آزمایشسویه مورد 
Salmonella enterica subsp. enterica serovar 

Typhimurium str. LT2, complete genome NCBI 

Reference Sequence: NC_003197.2 
 

 NEB LAMP افزارنرمتوسط  LAMPطراحی پرایمرهای 

Primer Designer  برای سه ژنinvA ،fimA  وfimY  بیه

نییاز  LAMPواکنش تکثیری هم دما  شکل زیر انجام شد:

( F1c/B1c ،F2/B2 ،F3/B3 ،LF/LB)پرایمییر  8تییا  6بییه 

واکینش  مخلیوطهیای متفیاوت بیه دارد که باید با نسیبت

تنها  LBو  LFاستفاده از  سنتز و .(1 )جدول افزوده شوند
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پرایمر دیگر نتوان نتایج  6در صورتی ضروری است که با 

افیزار بیرخط در ابتدا با ورود به نیرم .کرددلخواه را کسب 

NEB LAMP Primer Designer های مربوطه به توالی ژن

تفکیک مورد آنالیز قرار گرفت تا پرایمرهایی کیه ویژگیی

جموعهمطراحی  پس از طراحی شوند. مناسبی دارندهای 

، هر توالی توسیط نیرمآنترین های پرایمری و انتخاب به

شییید تیییا از  بررسیییی، NCBI BLASTافیییزار بیییرخط 

اطمینیان حاصیل  ،اختصاصیت پرایمرها برای سویه هیدف

 .(2 )جدول شود

مربوط به هر ژن برای آمپلیکون هدف نیز  gRNA طراحی

به شکل زییر cas designer و  chop chopافزار توسط نرم

 انجام شد:

پس از مشخص شدن آمپلیکون هدف توسیط پرایمرهیا از 

، توالی آمپلیکون هر ژن بیه fimYو  invA ،fimAژن های 

افیزار و یکبار در نرم chop chopافزار تفکیک یکبار در نرم

cas designer  وارد شد تاgRNA های پیشینهادی نمیایش

هیا افزار طراحیی، برخیی ویژگیداده شوند. در هر دو نرم

گییرد و بیه هیر تیوالی ییک امتییاز مورد بررسی قیرار می

شیود. ایین درصید نبایید عنوان درصد عملکیرد داده میبه

های مورد بررسیی شیامل باشد. ویژگیدرصد  60کمتر از 

ها )صفر و چم(، تعداد میسدرصد 40)بالاتر از  GCدرصد 

ای )ترحیجیا فاقید ثانوییه ( و تعداد سیاختارهای1حداکثر 

باشیید. می ،دهییدسییاختار ثانویییه( کییه تییوالی تشییکیل می

افزارها ناحیه اتصیال تیوالی بیه امپلیکیون همچنین، در نرم

و مکیان احتمیالی ایجیاد بیرش  PAMهدف در مجاورت 

یه شود. شایان ذکر است تنها ناحروی ژنوم نمایش داده می

spacer  به فرمDNA شود.افزارها طراحی میدر نرم  

 .LAMPهای عمومی پرایمرهای ویژگی 1 جدول

Lengths (min/max) 

F1c/B1c 20 nt  -  22 nt 

F2/B2 18 nt  -  20 nt 

F3/B3 18 nt  -  20 nt 

LF/LB 15 nt  -  25 nt 

Tm (min/max) 

F1c/B1c 64 °C  -  66 °C 

F2/B2 59 °C  -  61 °C 

F3/B3 59 °C  -  61 °C 

LF/LB 64 °C  -  66 °C 

% GC 
Min/Max 40 %  -  65 % 

Min/Max (Loop) 40 %  -  65 % 

ΔG threshold 

5′ Stability -4 Kcal/mol 

3′ Stability -4 Kcal/mol 

3′ Stability (Loop) -2.0 Kcal/mol 

Dimer check -2.5 Kcal/mol 

Dimer check (Loop) -3.5 Kcal/mol 

Distances (min/max) 

(F2-B2) 120 nt  -  160 nt 

Loop (F1c-F2) 40 nt  -  60 nt 

F2-F3 0 nt  -  60 nt 

F1c-B1c 0 nt  -  100 nt 
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، spacerترین هیا و انتخیاب مناسیبپس از بررسیی توالی

که تحت عنوان  5/چهار نوکلئوتید ابتدایی توالی در سمت 

PAM  نوکلئوتییدی در ژنیوم هیدف کیه بیه  4)یک توالی

شناسایی بهتر ناحیه هدف کمیک کیرده و نبایید در تیوالی 

gRNA باشد را حذف کیرده، تیوالی را بیه قرار بگیرد( می

 repeatتییوالی  PAMبرگردانییده و بییه جییای  RNAفییرم 

 گیرد.مخصوص قرار می

از مقییالات مربوطییه  cas12aمربییوط بییه  repeatتییوالی 

  :[12]استکه به شرح زیر  شداستخرا  
/_ UAAUUUCUACUAAGUGUAGAU _ 3 /5

 

هییا درون وارد کییردن تییوالی هییر کییدام از ژن پییس از

 افیزارنرم، در هر cas designerو  chop chopهای افزارنرم

هییای ارزیییابی طراحییی شییده در آن، بییر اسییاس الگییوریتم

 spacerتعدادی توالی طراحی و امتیازبنیدی شید. نیواحی 

بنیدی براسیاس درصید طراحی شیده بیه ترتییب اولوییت

، ارزییابی افیزارنرمعملکرد نمایش داده شده توسط هر دو 

 افیزارنرم. برای هر ژن دو توالی بیا بیالاترین امتییاز از شد

chop chop  افیزارنرمو دو توالی با بالاترین امتییاز از cas 

designer  انتخاب شد، توالیrepeat  در ابتدای آنهیا قیرار

در نهاییت  شد.بررسی  RNA Foldبا ساختار آن گرفت و 

توالی انتخاب شده، یک توالی که علاوه بر کسب  4از بین 

هیای طراحیی، سیاختار افزارنرمآل توسیط امتیازهای اییده

عنیوان کسیب کیرده بیود بیه RNA Foldدر  نییزمناسیبی 

gRNA  کیه . لازم به ذکر است از آنجاییشدنهایی گزارش

نوکلئوتید داشته باشید، چیه  18حداقل باید  spacerناحیه 

، در صورت عدم نمایان DNAو چه در فرم  RNAدر فرم 

نوکلئوتیید  4مجاز به حذف حداکثر  ،ساختار مناسبشدن 

توالی های طراحی شده تا تشکیل یک ساختار  3/از سمت 

 .باشیم، میثانویه مناسب

توضیحات داده شده در بالا مربیوط بیه زمیانی اسیت کیه 

طراحیی  RNAرا به فرم  gRNAمستقیم  طوربه پژوهشگر

طراحیی  RNAدر این صیورت  .کند سنتز آن اقدام برایو 

 cas12aکریسیپری شیده، بیا  مخلیوطشده مسیتقیما وارد 

دهید. را تشیکیل میی RNPواکنش داده و کمپلکس فعیال 

های راهنما آن اسیت کیه میا ابتیدا RNAنحوه دیگر سنتز 

تیوالی  5/طراحیی کنییم، در سیمت  DNAتوالی را به فرم 

آن توالی ترمینیاتور را قیرار دهییم.  3/پروموتر و در سمت 

ومیورد تجزییه RNA Fold افزارنرماین ساختار با  ،سپس

 DNAبیه فیرم  gRNA. در این حالت گیردمیتحلیل قرار 

ضیمن راه در آزمایشیگاه پژوهشگرسپس شود و سنتز می

از روی آن  T7 transecription in vitro فراینییدانییدازی 

RNA به ایین منظیور ابتیدا آورد. دست میمورد نظر را به

gRNAبیه فیرم  برگزیده شده در مرحلیه قبیل هایDNA 

 دو ، سپس تیوالی ترمینیاتور و پرومیوتر بیههشد برگردانده

و ساختارها بیرای بررسیی وارد  دشومیانتهای آنها افزوده 

 T7. عمیییل آنییزیم شییودمیییی RNA Fold افییزارنرم

transcriptase  منوط به حضور یک الی سه گیوانین میابین

باشید و از می spacerانتهای توالی پروموتر و ابتدای ناحیه 

در این ناحیه ممکین اسیت روی  Gکه تعداد بالای آنجایی

بهترین تعداد  ،اثر منفی بگذارد casبه  gRNAنحوه اتصال 

باشید. هیر سیه تیوالی مییها یک و نهایت دو عدد گوانین

 با تعدادهای متفاوت گوانین در در مرحله قبل، نهایی شده

RNA Fold  در  .شودآنالیز گردید تا بهترین گزینه انتخاب

نوکلئوتیید از  4مجاز بیه حیذف حیداکثر  مااین مورد هم 

، تا رسیدن به ساختاری مناسب spacerهای توالی 3/انتهای 

 .باشیممی، RNA Fold افزارنرمدر 

 نتایج-3

، invAهرای بررای ژنLAMP طراحی پرایمرهای  3-1

fimA  وfimY  

 افیزارنرمهیای میورد نظیر در وارد کردن توالی ژن پس از

NEB LAMP Primer Designer ،مجموعییه ویژگییی 

 بررسیی 1جیدول مطابق بیا  ی نمایش داده شده،رایمرهاپ

هر شده برای ترین مجموعه پرایمری برگزیده مناسب شد.

  داده شده است. نشان 2جدول ژن، به تفکیک در 
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برای اجرا شدن به یک آنیزیم بیه  LAMPواکنش تکثیری 

احتیا  دارد و با اعمیال ییک  Bst DNA Polymeraseنام 

دقیقیه  90الی  60درجه به مدت  65تا  60دما در محدوده 

های متداول انجام میدر یک گرمکن ساده، مانند بن ماری

پرایمیر وابسیته  8الیی  6برای اجرا شدن بیه د. واکنش شو

است که پرایمرها به نواحی مختلفی از ژنوم هدف متصیل 

دلیل دهند. بهشده و توسط آنزیم مربوطه تکثیر را انجام می

از اختصاصییت بیالایی  LAMPزیاد بودن تعداد پرایمرها، 

. جایگیاه اتصیال مجموعیه ]15و  14[باشید میبرخوردار 

 صییورتبه invAی شییده بییرای ژن پرایمرهییای طراحیی

 نشان داده شده است. 1شکل شماتیک در 

، invAهرای هرای اتتاایری ژن gRNAطراحی  3-2

fimA  وfimY  

و دو  chop chop افزارنرمانتخاب دو توالی برتر از  پس از

های ، انجیام بررسییcas designer افیزارنرمتوالی برتر از 

افزودن توالی  پس ازقبل و  RNA Fold افزارنرممربوطه با 

ها، به شیرح زییر بررسیی  gRNAپروموتر و ترمیناتور به 

 :شد

ها برای سینتز مسیتقیم بیه فیرم gRNAنتایج طراحی -ال 

RNA  ناحییه  شده)توالی که با زیرخط مشخصrepeat  و

 باشد(:می spacerتوالی زرد رنگ شده ناحیه 

 
 مجموعه پرایمرهای طراحی شده برای سه ژن شاخص سالمونلا تیفیموریوم فهرست 2جدول

fimY fimA invA  

CAGTACGCGAAGCCTTGTT GTGGCTTTCTCTGGTCAGG GAACGTGTCGCGGAAGTC F3 

CGAAGAAAGCTTTGCCTGTG GCCTTATAGCGTGCGGTAA CGGCAATAGCGTCACCTT B3 

ATCATCAACCAGTCAGTACGGC GTAGTGCTATTGTCCGCAGAGG GCCTTCAAATCGGCATCAATACTCA LF 

ATCATCGTGTAGTTTACCGGCTTAA  AAGGGAAAGCCAGCTTTACGG LB 

AGAGGCGCCTTGCGCTAAAG CTCAATCCCGACGCCGGTTG GCGCGGCATCCGCATCAATA F1c 

CTCCAAACCTCGCTTATCGG CCCTAATTTGCTGGCTGTCT TCTGGATGGTATGCCCGG F2 

TAGCACGTCAGCAAAGCGTACC TACCTCTTCACCGTTGAAGCCG GAACGGCGAAGCGTACTGGA B1c 

GGGAAGGTTAAGGAGGGTGA CTTCAACCAGCGACTGCT CATCGCACCGTCAAAGGAA B2 

 

 
 مپلیکون هدفروی آ invAنمایش مجموعه پرایمرهای طراحی شده برای ژن  1شکل
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gRNA ژن  نهییایی بییرایinvA افییزارنرم توسییط cas 

designer  و میییزان درصیید  1/73بییا عملکییردGC 5/52 

حذف دو نوکلئوتید از انتهیای و ضمن  شدطراحی  درصد

 RNA fold افزارنرمساختار ثانویه مناسب در  RNAتوالی 

 .(2)شکل  نمایان شد
_  /5

UUAAGCGAUAAUUUCUACUAAGUGUAGAU
/_ 3 ACGUGUUUCCGUG 

 

gRNA  ژن نهییایی بییرایfimA  افییزارنرمتوسییط cas 

designer  و میزان  درصد 73با عملکردGC 9/60 درصید 

حذف دو نوکلئوتید از انتهیای تیوالی  و ضمن شدطراحی 

RNA  افییزارنرمسییاختار ثانویییه مناسییب در RNA fold 

 .(2)شکل  نمایان شد
_  /5

CUGGCUGUUAAUUUCUACUAAGUGUAGAU
/_ 3 CUCCUCUGCGGAC 
 

gRNA  نهایی برای ژنfimY  افیزارنرمتوسط chop chop 

 شیدطراحی درصد  GC 46و میزان درصد  61با عملکرد 

 RNAو ضییمن حییذف یییک نوکلئوتییید از انتهییای تییوالی 

نماییان شید  RNA fold افزارنرمساختار ثانویه مناسب در 

 .(2)شکل
_  /5

AAUCAUCAUAAUUUCUACUAAGUGUAGAU
/_ 3 ACCAGUCAGUACGGC 

 RNA Fold بیا اسیتفاده از ابیزارلازم به توضیح است کیه 

 گیییرد.مییورد بررسیی و تحلیییل قییرار می gRNA سیاختار

gRNA لییوپ یییک و بییاز بییزر  لییوپ یییک دارای باییید 

 تیوالی آزاد انیرژی تیا باشد ساقه به چسبیده بسته کوچک

 در cas12 بیه و هیدف ناحییه به اتصال برای شده طراحی

 سیاختار همچنیین،. باشید داشیته قیرار سطح ترین آلایده

 بیا تیوالی و خیورده تیا خیودش روی نبایید شده طراحی

 اتصیال توانایی صورت این در چراکه شود، مکمل خودش

ساختار لیوپ و . باشدمی کاهش نظر مورد امپلیکون به آن

ساقه در سمت چپ تصاویر نیز دقیقا مطابق همان حیالتی 

گییرد تیا بیه در شرایط طبیعی به خود می repeatکه ناحیه 

 متصل شود. cas12aپروتئین 

بیرای سینتز  DNAهیا بیه فیرم  gRNAنتایج طراحی -ب

در محییط آزمایشیگاهی )تیوالی  T7 transcriptaseتوسط 

کشیی شیده آبی رنیگ ابتیدایی پرومیوتر، تیوالی زییرخط

repeat توالی زرد رنگ شده ،spacer  و تیوالی آبیی رنیگ

 باشد( :انتهایی ترمیناتور می

gRNA  نهایی برای ژنinvA  به فرمDNA  افزارنرمتوسط 

cas designer  و مییزان درصد  1/73با عملکردGC 5/52 

افیزودن تیوالی پرومیوتر و  پیس ازو  شیداحی طر درصد

طراحی شده با حذف سه نوکلئوتید از  gRNAترمیناتور به 

 افیزارنرمسیاختار ثانوییه مناسیب در  DNAانتهای تیوالی 

RNA fold  (.3)شکلنمایان شد 

 

 

 
، invAژن  به چیپ: . به ترتیب از سمت راستRNA Fold افزارنرمدر  RNAهای طراحی شده به فرم  gRNAساختار ثانویه  2شکل

   fimYو ژن  fimAژن 
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 repeat، به همراه توالی ترمیناتور و یک گوانین افزوده شده در ابتدای ناحیه DNAهای طراحی شده به فرم  gRNAساختار ثانویه  3شکل

 fimYو ژن  fimA، ژن invA. به ترتیب از سمت راست به چپ: ژن RNA Fold افزارنرمدر 

 
 /5

TAATTTCTACATTAATACGACTCACTATAG_

TTAAGCGAACGTGTTTCCGTAAGTGTAGAT

T 

AACCCTGCGAGGCCTCTTCGGAGGTCTCGC
/_ 3 AGGGTTTTTTTT 

gRNA  نهییایی بییرای ژنfimA  افییزارنرمتوسییط cas 

designer  و میزان  درصد 73با عملکردGC 9/60  درصید

افزودن تیوالی پرومیوتر و ترمینیاتور  پس ازو  شدطراحی 

طراحی شده با حذف چهار نوکلئوتید از انتهای  gRNAبه 

 RNA fold افزارنرمساختار ثانویه مناسب در  DNAتوالی 

 (.3)شکلنمایان شد 
_  /5

TAATTTCTACTATTAATACGACTCACTATAG

CTGGCTGTCTCCTCTGCGG AAGTGTAGAT

AACCCTGCGAGGCCTCTTCGGAGGTCTCGC
/_ 3AGGGTTTTTTTT  

gRNA  نهایی برای ژنfimY  افیزارنرمتوسط chop chop 

 شیدطراحی  درصد GC 46 و میزان درصد 61با عملکرد 

 gRNAافزودن تیوالی پرومیوتر و ترمینیاتور بیه  پس ازو 

چهیار نوکلئوتیید از انتهیای تیوالی  حیذفطراحی شده با 

DNA  افییزارنرمسییاختار ثانویییه مناسییب در RNA fold 

 (.3)شکلنمایان شد 

 
TAATTTCTAGATTAATACGACTCACTATA_/5

AATCATCAACCAGTCAGTCTAAGTGTAGAT

ACGG 

AACCCTGCGAGGCCTCTTCGGAGGTCTCGC
/_ 3AGGGTTTTTTTT  

 

ترین سیطح انیرژی آزاد بابیت اتصیال برای داشتن مناسب

توالی طراحی شده به ناحیه هدف و به پروتئین کریسیپری 

و  DNAو برای فراهم شدن شرایط چسبیدن پرومیوتر بیه 

حالیت  در RNA Foldسیاختار شروع فعالیت رونویسیی، 

DNA  باید دارای یک لوپ بزر  باز، یک ساختار لوپ و

قه بلنید در ساقه در سمت چپ و یک ساختار لوپ و سیا

 ،ناحیه ترمیناتور در سمت راسیت داشیته باشید. همچنیین

 RNA افزارنرملازم به ذکر است حین وارد کردن توالی در 

Fold هیای گوانین ید توالی را بدون پروموتر و از ابتدایبا

 کرد وارد  افزارنرمافزوده شده، درون 

تیوالی کیه درصید  دودر پایان بایید گفیت بیرای هیر ژن 

توالی  دوو  chop chop افزارنرمعملکرد بالاتری داشتند از 

برگزیده شید و  cas designer افزارنرمبا بالاترین امتیاز از 

توالی برگزییده شیده بیرای  چهار. در مجموع از شدآنالیز 

نهیایی در فیرم  gRNAهر ژن، بهتیرین تیوالی بیه عنیوان 

RNA  و فرمDNA  نهایی توالی .شدگزارش gRNA  برای

طراحی شد و  cas designerتوسط  fimAو  invA هایژن

طراحیی  chop chop افیزارنرمتوسیط نیز  fimYبرای ژن 

به اکثیر گزارشیات منتشیر شیده توسیط  البته با توجه .شد

شییود ورود بییه فییاز مقییالات علمییی معتبییر پیشیینهاد مییی

های سنتز شده منوط بیه  gRNAآزمایشگاهی و استفاده از 

کیه  چیرا ،شیود سنتزحداقل سه توالی یک توالی نباشد و 

عملکییرد تییوالی طراحییی شییده  in vitroتنهییا در شییرایط 

  .خواهد شدمشخص 

 بحث -4

هیا های مربوطیه، تیوالیgRNAطراحی پرایمرها و  پس از

روش. در شیودباید سنتز شوند و وارد فیاز آزمایشیگاهی 
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ای کییه در حییال حاضییر مرحلییههییای تشخیصییی یییک 

روشجیایگزینی آنهیا بیا  برایسراسر جهان  پژوهشگران

کریسپری را  مخلوط، باید دهندانجام میای های دو مرحله

 درمخلوط واکینش تکثییری )میکروتیوب و  بروی دربر 

های همیدما ماننید ای باید از واکنشهای یک مرحلهروش

LAMP  کردرا در انتهای میکروتیوب تعبیه  (شوداستفاده .

ط را برای انجام با اعمال دمای واکنش تکثیری شرای ،سپس

بییا اسییپین کییردن  و در انتهییا هدشییدن آن فییراهم کییر

 مخلیوطر اختییار د محصول واکنش تکثیری ،میکروتیوب

ترین مزیت اصلی ،طور کلیبه. شودمیه کریسپری قرار داد

کیه بیه تنهیایی ) کریسیپریهای با واکنش LAMPترکیب 

بیالا بیردن حساسییت تشیخیص  ،(حساسیت پایینی دارند

علاوه بر افزایش تعداد نسیخهزیرا  ،باشدپاتوژن هدف می

گیرد که به نوعی تشخیص دو بار انجام میهای امپلیکون، 

لیهکریسپر دو مرح-LAMPهای این موضوع هم در روش

احتمال  ،همچنین. باشدای و هم در یک مرحله مشهود می

بزرگیی در روش  نقیصکه )های مثبت کاذب بروز جواب

LAMP تا حد قابل قبیولی کیاهش میی (به شمار می رود

بیا توجیه بیه حضیور  gRNAطراحیی  ،کهیابد. از آنجایی

PAM ای که از ژنوم هدف انجام طور خاص برای ناحیهبه

و تکثیییر  LAMPتشییخیص اولیییه بییا  پییس ازگیییرد، مییی

، پاتوژن مورد نظر بیا gRNAامپلیکون حاوی ناحیه هدف 

. ]18-16[ .اختصاصیت قابل قبولی شناسایی خواهید شید

به این صورت است  cas12aمکانیسم تشخیص با کریسپر 

کریسیپری،  فرایندکه در دمای انکوباسیون برای اجرا شدن 

متصل شیده و کمیپلکس فعیال  casبه آنزیم  gRNAابتدا 

 ،شیود. سیپستشیکیل میی RNPکریسپری تحیت عنیوان 

موجیود در سیویه  PAMو توالی  gRNAکمپلکس توسط 

نوکلئوتییدی از  4ییک تیوالی  cas12aبرای  PAM)هدف 

TTTV ناحیه مورد نظر را شناسایی کرده، به آن باشد(می ،

مرحله برش این زند. درشود و ژنوم را برش میمتصل می

آغییاز شییده و  cas12aهییای خییار  از هییدف آنییزیم 

هیای ssDNAکریسپری ) مخلوطگزارشگرهای موجود در 

کوتاه برچسب شده با مواد فلورفور و کیوینیچر( را بیرش 

. کنییدمیهییای قابییل ردیییابی را سییات  زنیید و سیییگنالمییی

های تشخیصی کریسیپری مییروشتشخیص با این قبیل 

دقیقیه بیا حساسییت و اختصاصییتی  20تواند در حیداقل 

و  شیود، با کمترین امکانات انجیام real time PCRمعادل 

هیای تشخیصیی های میدانی و توسعه کیتقابلیت استفاده

 .]20و  19[ داردنیز خانگی را 

روشتیوان از میی ،های کریسپریدر مرحله تکثیر واکنش

روشاز  چنیینو هم RPAو  LAMPهای هم دمیا ماننید 

. علاوه بیر سیه واکینش بهره برد PCRهای چند دما مانند 

 RCA ،NASBA ،CHA ،RAA روش هیای ،نام برده شده

های تشخیصی کریسیپر را روشپذیری با نیز قابلیت تطبیق

آمییز از در تعدادی از مقیالات اسیتفاده موفقییت دارند که

بیر حسیب هیدفی کیه  پژوهشگرگزارش شده است.  ،آنها

ایر های تکثیری را انتخیاب کیرده و سیروشدارد یکی از 

اما نکته قابیل توجیه آن  ،دکنمراحل واکنش را طراحی می

های چند دما، پر هزینه و وابسیته روشاست که استفاده از 

هییای هییدف واکیینش بییوده و بییه تجهیییزات آزمایشییگاهی

از همییین رو امییروزه، بییه  .باشییدنمییی POCکریسییپری 

هیا توصییه روشبیشتر از سایر  RPAو  LAMPکارگیری 

دلیل تک آنزیمی بودن، هزینهبه LAMP ،شود. همچنینمی

سیازی و دقیت بیالاتر نسیبت بیه تر برای پییادههای پایین

RPA، براین . ]23-20 [تری پیدا کرده استکاربرد گسترده

در  cas12aو  LAMP با تلفیقی و تشخیصی یروش اساس

دوران کرونییا راه انییدازی و منجییر بییه توسییعه یییک ابییزار 

با ظرفیت تشخیص همزمیان  سیارتشخیصی قابل حمل و 

کیه توانیایی تشیخیص اهیداف  ابداع شید ،میکروتیوب 5

 (LFA) یهیای نیوارکیتدقیقه توسط  40پاتوژنی را طی 

های تشخیصی قابلیت تعمیم به انیواع روشاین قبیل  دارد.

ها را داشته و به راحتی بیا تغیییر برنامیه پاتوژنمختلفی از 

تیوان اهیداف مختلفیی را جدید می gRNAآنها و طراحی 
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 cas12aدیگری کیه از  روش .]24[توسط آنها پوشش داد 

سییالمونلا بییرای ردیییابی دو گونییه شییاخص  LAMPو 

 LAMP-CRISPR cas12a basedتوسعه یافته  تیفیموریوم

LFB دقیقیه انجیام  70هیا را طیی نام دارد کیه تشیخیص

جرییان زیستی حسگرهای  و نتایج کیفی را توسط دهدمی

مورد استفاده در این  gRNAد. کننمایان می (LFBجانبی )

معیادل  روش،را شناسایی کیرده و دقیت  invAژن  روش

real time PCR  همانطور کیه ]12[تخمین زده شده است .

، تشخیصی دارنیدهای نیز قابلیت dcas9و  cas9عنوان شد 

 CALL ی تشخیصیی تحیت عنیوانروشی در مثال عنوانبه

(dCas9-assisted LAMP-based LFB)، از روش 

LAMP  به کمکdcas9  سالمونلا توانمی دقیقه 40و طی 

 .کیرداسیایی نشهیا  LFBرا در نمونه ردیابی و نتایج را با 

ها مراحیل زییاد انجیام شیدن روشاین دسته از  نقص ،اما

روشهیا نسیبت بیه تشخیصی و بیشتر بودن هزینه فرایند

 ،همچنین .دکنفعالیت می cas13و  cas12هایی است که با 

هیای و طراحی تکنیک dcas9و  cas9پیچیدگی استفاده از 

 POCهیای باشد و عمیوم روشتشخیصی با آنها بیشتر می

نسیبت بیه  cas12aانید. با این دو پیروئتین توسیعه نیافتیه

cas13  ایین مزییت را دارد کیه میی سالمونلادر تشخیص

باشد را تشخیص  DNAتواند مستقیما ژنومی که از جنس 

هییای روشتوسییعه  بنییابراین، .بییرش دهییدداده و آن را 

میورد نظیر  cas12هیا بیشیتر از تشخیصی برای ابداع کیت

 cas14نسییبت بییه  cas12a ،همچنییین .]25و  12 [ اسییت

یکی از مزایای استفاده از  تر کهکوتاه gRNAضمن داشتن 

های اسیتفاده از باشد، توسعه بیشتری داشته و چالشآن می

طییور کلییی و بییا توجییه بییه بییه ،امییا .باشییدآن کمتییر مییی

  های انجام شده،پژوهش

cas14 دلیل اندازه کوچک و عیدم نیازمنیدی بیه ناحییه به

PAMترین پروتئین، پتانسیل تبدیل شدن به یکی از اصلی

   .]6[داردهای تشخیصی را 

، روش اسییتاندارد سییالمونلا تیفیموریییوم تشییخیصبییرای 

باشید کیه جیدای از دقیت و میی real time PCR ،طلایی

عنیوان ییک تیوان آن را بیهحساسیت بالایی که دارد نمیی

چراکه علاوه بر وابستگی بیه  ،نظر قرار دادمد POC روش

متخصییص و تجهیییزات آزمایشییگاهی نیازمنیید نیروهییای 

هیای باشید و پییاده سیازی آن هزینیهمی آموزش دیده نیز

 هیای دیگیر،روشد. از بیین کنینسبتا زیادی را تحمیل می

 سییالمونلاهییای در ردیییابی نیییز LAMPو  PCR آپتامرهییا،

هیای ها در آزمایشیگاهاما عموم این روش .اندشدهاستفاده 

تیوان آنتحقیقاتی کاربرد دارند و هنگام شیوع پاتوژن نمی

های روشکار گرفت. علاوه بر این، طور گسترده بهها را به

ها مانند الایزا و همچنیین بادیسنجی و مبتنی بر آنتیایمنی

هیای تشخیصیی پرکیاربرد عنوان روشکشت سلولی نیز به

شوند که همگام با حساسیت بالا نتیایج قابیل برشمرده می

هیای روشایین دسیته از  نقیصاما  ،ندکاعتمادی ارائه می

و وابسیتگی بیه محییط  فراینیدبیر بیودن زمیان تشخیصی

. با گذشت حدودا یک دهیه از معرفیی باشدآزمایشگاه می

های تشخیصی مبتنی بر کریسپر، توسعه انواع شدن تکنیک

 نظیرهایی های تشخیصی و فعالیت شرکتمختلفی از کیت

نیید توامییاموت و شییرلوی، اییین فنییاوری اثبییات کییرد مییی

های تشخیصیی قبلیی باشید، برای روشجایگزین مناسبی 

و  کنییدارائییه  real time PCRبییا قابییل مقایسییه نتییایجی 

هییا را نداشییته باشیید. های دسییت و پییاگیر آنمحییدودیت

های کریسپری و به دنبال آن رسییدن توسعه کیت بنابراین،

هییای کریسییپری یکییی از اهییداف اصییلی بییه ریزآرایییه

ها در این سازیبهینه. باشدمیحوزه تشخیص  پژوهشگران

صیورت طراحیی ییک بیازه بیرای ها عموما بیهقبیل روش

 ،عنیوان مثیالگیرد؛ بیهفعالیت جداگانه هر المنت انجام می

ترین زمیان فعالییت آنیزیم چندین زمان برای انتخاب بهیته

شییود و مییزان سیات  شییدن کریسیپری در نظیر گرفتیه می

د تیا بتیوان شیوگیری میشیده، انیدازهای برییده فلورفوره

سیازی هیر بیا پیاده ،بهترین شیرایط را برگزیید. همچنیین
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آزمایش در حداقل سه مرتبه و ثبیت نتیایج حاصیل از آن، 

. کیردهیا را اثبیات توان به نیوعی تکرارپیذیری آزمیونمی

هایی است که بتواننید ابداع روش پژوهشگرانهدف دیگر 

اصییت میورد نظیر، ضمن حفظ کردن حساسییت و اختص

بیه  .های طبیعیی ردییابی کننیدمستقیما پاتوژن را در نمونه

نیییازی بییه جداسییازی بییاکتری از نمونییه  اییین معنییی کییه،

 سیالمونلامشکوی به آلودگی و سپس اسیتخرا  ژنیوم از 

در تشیخیص اییین  هییاتییرین چیالشچراکییه اصیلی نباشید

در مراحیل ابتیدایی آلیودهباکتری، شناسایی زودهنگام آن 

 باشیدهای طبیعی میینمونهو ردیابی مستقیم آن در ازی س

]26-28[. 

روش نسبت بههای تشخیصی روشبرای  gRNAطراحی 

تیرین های ویرایشی پیچیده و دشوار نیست که شاید مهیم

های تشخیصی هیدف ر  دادن روشکه در  دلیل آن باشد

هیای روشامیا در  ،باشیدهای خیار  از هیدف مییبرش

هیا را کیاهش داد. حد امکیان ایین بیرش ویرایشی باید تا

ها توسعه یافتیه gRNAبرای طراحی  افزارنرمزیادی  تعداد

های منحصر به فردی در اختیار قابلیت افزارنرماست و هر 

بیرای  افیزارنرمدهید. حتیی امیروزه چنید کاربران قرار می

هیا و ییا برای انجام وییرایش gRNAهای طراحی کتابخانه

مهمترین . چندگانه در حال توسعه می باشندهای تشخیص

پوشیش  gRNAبیرای طراحیی  افیزارنرمنکته در انتخاب 

مربوطه بیه casو حضور  افزارنرمدادن سویه هدف توسط 

زییرا  ،باشیدهیا بیرای طراحیی مییعنوان یکیی از گزینیه

هیای دلییل متفیاوت بیودن تیوالیفته شد بههمانطور که گ

repeat  برای هرcas انتخاب ،cas هیا صیحیح در طراحیی

بیه  gRNAاز  spacerچراکیه تیوالی  باشدحائز اهمیت می

. از اثرگذار باشد cas12aتواند روی اتصال آن به شدت می

فاکتورهای مخصوص به خیود را بیرای  افزارنرمطرفی هر 

توالی GCکلی میزان طوربه ،اما .ها داردبندی توالیاولویت

ای ها در ناحیهمیس مچو  باشددرصد  40ها نباید کمتر از 

ترجیحیا نبایید از  ،شیودکه توالی با ژنوم هدف مکمل می

نمیایش داده شیده  یک عدد تجاوز کند. درصید عملکیرد

درصد باشد، عیلاوه  60نباید کمتر از که ها افزارنرم توسط

در  افزارنرمهایی که خود دو فاکتور گفته شده به بررسیبر 

دهید جهت عدم تشکیل شدن ساختارهای ثانویه انجام می

هیوش  در ایین راسیتا. نیز بستگی دارد casو مکان برشی 

را بررسیی  بیالاصورت خودکار تمامی میوارد مصنوعی به

های طراحی شیده را نمیایش میییرده و در نهایت توالک

هیا در میوارد ویرایشیی از  gRNAدهد. آنالیزهای ثانوییه 

هیای روشامیا در  .باشیداهمیت بیالاتری برخیوردار میی

تییری از مطالییب اضییافه ،تشخیصییی عمومییا اییین آنالیزهییا

 آنالیزهییای هییای طراحییی ارائییه نخواهنیید داد.افزارنرم

انتخاب توالی بیا بهتیرین عملکیرد و  برایبیوانفورماتیکی 

امیا  .باشیدجوابدهی قابل قبول در شرایط آزمایشگاهی می

های طراحی شده حتی نباید فراموش کرد که فعالیت توالی

تیرین سیاختار ثانوییه با بالاترین درصد عملکرد و مناسب

در شیود کیه ممکین اسیت تخمین زده مییدرصد  50هم 

. بهترین راهکار جاب ندهدجواب بدهد یا  in vitroمحیط 

 سیهطراحی و سنتز حداقل  ،برای غلبه بر این عدم اطمینان

توالی برای ورود بیه فیاز آزمایشیگاهی و سیپس انتخیاب 

. لازم به ذکیر اسیت باشدترین توالی از بین آنها میمناسب

طبییق اسییتناد بییه مقییالات متعییدد منتشییر شییده در حییوزه 

بییوده و عمییوم  T7 ،تییرین پرومییوترمناسییب ،کریسییپری

 انییدکردهاز اییین نییوع پرومییوتر اسییتفاده  پژوهشییگران

  .]3و6و29[

 گیرینتیجه -5

و معرفیی تعیداد  فنیاوریدر زیسیت های نوینبا پیشرفت

هیای های بیوانفورماتیکی بیرای طراحییافزارنرمزیادی از 

زیستی و آنالیزهیای ثانوییه، مباحیث مربیوط بیه طراحیی 

کریسیپری ماننید سیابق پیچییده و  هایgRNAپرایمرها و 

شاخص برای طراحی  افزارنرماز بین سه باشد. دشوار نمی

، LAMP Designerهییای بییه نییام LAMPپرایمرهییای 

PrimerExplorer V5  وNEB LAMP Primer Designer ،



 1404بهار  ،2، شماره 16 دوره  مدرس تیترب دانشگاه یفناور ستیز

102 

دلییل بیه NEB LAMP Primer Designerبرخط  افزارنرم

تر اطلاعات جام سادگی کار با آن، به روز بودن و نمایش 

 برگزییده شید. پیژوهشهای موجود در ایین برای طراحی

با پیشرفت سیری  فنیاوری کریسیپر و ابزارهیای  ،همچنین

بیرای  افیزارنرمتعداد بسیار زیادی  ،بیوانفورماتیکی مربوطه

نیام  ،دلییل کثیرتاند که بهها توسعه یافته gRNAطراحی 

امییا مشییهورترین و مییورد  .باشییدبییردن آنهییا دشییوار مییی

، chop chop افییزارنرم، سییه هییاافزارنرماعتمییادترین اییین 

CRISPOR  وcas designer از این بیین تنهیا دو  .دباشمی

سییالمونلا سییویه  cas designerو  chop chop افییزارنرم
هیای بررسیی بنیابراین، .نیدکرا پشیتیبانی میی موتیفیموری

. شیدانجام  افزارنرمط این دو توس پژوهشحاصله در این 

gRNA های انتخابی در پژوهش فوق درصد عملکرد بالای

درصد داشتند تیا ایین اطمینیان  40بالای  GCو میزان  60

ضیمن برقیراری ییک اتصیال محکیم و  کیه حاصل شیود

 repeatمپلیکون هدف و بین ناحییه و آ gRNAکارآمد بین 

و ایجیاد  ، آنزیم کریسپری توانیایی فعیال شیدنcas12aبا 

سالمونلا های خار  از هدف، تا شناسایی دقیق سویه برش
درنتیجییه از پرایمرهییا و  خواهیید داشییت.را  تیفیموریییوم

gRNA تیوان بیرای میی پیژوهشهای طراحی شده در این

 LAMPبا دو روش  مویموریفیسالمونلا تتشخیص تلفیقی 

 .کرداستفاده  cas12-کریسپرو 

 تضاد منافع

 کنند.مقاله هیچ تضاد منافعی را اعلام نمینویسندگان این 

 تشکر و قدردانی

اییین پییژوهش بییا حمایییت بنیییادعلم ایییران بییا کیید طییرح 

 در فیوق مطالعیاتانجام شده است، همچنیین  4025034

مالیک  صینعتی دانشگاه زیستیفناوری و علوم پژوهشکده
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Abstract 

CRISPR-based detection methods are used as a revolutionary approach to 

detect pathogen genes. In this regard, the first step is the design of guide 

RNA(gRNA) using bioinformatics tools. gRNA is a component in CRISPR 

systems that leads to the recognition of the target, the establishment of the 

CRISPR complex on it and the activation of Cas cleavage activities. The aim 

of the current research is designing gRNA to identify invA, fimA and fimY 

genes from Salmonella Typhimurium to be used in its detection kit. In this 

research, Chop Chop (version 3) and Cas Designer (version 2016) software 

were used for design, and the secondary structure of the designed sequences 

was analyzed by RNA Fold software. According to the planning of the 

primary amplification by the isothermal LAMP method, the relevant primers 

were designed by NEB LAMP Primer Designer online tool. Also, the design 

of the guide RNA was carried out considering the Cas12a protein for use in 

the CRISPR complex. To be more sure of the design, the sequences obtained 

from two software were compared with each other and the results were 

interpreted using the RNA Fold database to select the best sequence. Finally, 

for each of the gene targets, the best sequence was selected and suggested for 

the next diagnostic path based LAMP and CRISPR-Cas12. By using 

simulation studies in the design of guide RNA and by using the resulting 

sequences, it is possible to detect the genome of the pathogen in 

contaminated food accurately and without false positive results. 
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