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چرا ضروریست در انجام و طراحی آزمایش‌های 
مولکولی کنترل داخلی در نظر گرفته شود

خلاصه
آزمایش��ات مولکول��ی بیش از دو دهه می‌باش��د که وارد 
آزمایش��گاه‌های تش��خیص طبی شده اس��ت و توانسته‌اند 
پاس��خگوی بس��یاری از معضلات تش��خیصی بیماری‌های 
انس��انی باش��ند. به همین لحاظ ش��اهد بوده‌ای��م که حجم 
گس��ترده‌ای از تحقیق��ات در ای��ن حیطه ص��ورت گرفته و 
ش��رکت‌های تجاری س��رمایه گذاری عظیمی را به واسطه 
درخواس��ت‌ها در ای��ن حوزه انج��ام داده‌ان��د. همچنان که 
حساس��یت و ویژگی تس��ت از اهمیت به سزایی برخوردار 
است، استاندار س��ازی و تکرار‌پذیر نمودن نتایج هر یک از 
تست‌های مولکولی نیز هیچگاه تا به این اندازه مکتوب نشده 
بود. معهذا مش��اهده می‌شود که تعداد قابل توجهی از نتایج 
منفی گزارش شده مورد رضایت پزشکان نمی‌باشد. در این 
مقاله سعی شده علل این مهم و نقش کنترل‌ها به ویژه کنترل 

داخلی بررسی شود.

کلید واژه: تشخیص آزمایش��گاهی، آزمایشات ملکولی، 
کنترل داخلی

مقدمه
ب��ا رجوع به منابع و گزارش‌ه��ای آزمایش‌های مولکولی 

در آزمایش��گاه‌های معتبر مش��اهده می‌ش��ود که 75 الی 85 
درصد از آزمایش‌های مولکولی در آزمایش اول قابل اعتماد 
نیس��ت و امکان اعلام نتیجه میسر نمی‌باشد به عبارتی باید 
آزمایش مجدداً از ابتدا تکرار گردد. البته این میزان متناسب با 
کمیت و تنوع تست‌های بکار گرفته شده در آزمایشگاه‌ها و 
همچنین تنوع نمونه‌های دریافتی می‌تواند کمتر و یا بالاتر از 
آن باشد. در واقع این مهم بستگی به این دارد که آزمایشگاه 
اس��تانداردهای مرتبط با نمونه از بدو تهیه تا خاتمه آزمایش 
را چگونه رعایت نموده باش��د. در م��واردی مثل نمونه‌های 
مشکوک به HPV و یا HBV میزان تکرارها می‌تواند بالاتر 

باشد گر چه علل آن هم اساساً ممکن است یکی نباشد.
حال با تصور اینکه آزمایش در شرایط مناسب انجام شده 
و تمامی اس��تانداردهای لازمه در نظر گرفته شده باشد باید 
توجه داش��ت که نتیجه منفی درصد قابل توجهی از نمونه‌ها 
در آزمایش اول می‌تواند به واس��ط وج��ود مهار کننده‌هایی 
باش��د که س��بب بلوکه ش��دن آزمایش و وقوع منفی نتیجه 
کاذب باشد. متاس��فانه هنوز مشاهده می‌شود که تعداد قابل 
توجهی از آزمایش��گاه‌ها در آزمایش‌های روزانه خود تنها به 
اس��تفاده ید و لوله آزمایش به عن��وان کنترل مثبت و کنترل 
منفی برای هر نوب��ت کاری اکتفا می‌نمایند که این خود نیز 
می‌تواند ناکافی و حتی گمراه کننده باشد )رفرانس(. حال در 
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صورت مناس��ب بودن و رعایت شرایط صحیح بکار گیری 
کنترل منفی و مثبت س��ؤال این است اگر در نمونه آزمایش 
ما با نتیجه منفی مواجه باش��یم آیا در صورت مثبت ش��دن 
کنترل می‌توان به نتیجه منفی آزمایش اطمینان نمود؟ واضح 
اس��ت که هر نمونه مورد آزمایش و هر لوله آزمایش مرتبط 
با نمونه خاص دارای ش��رایط خاص آن نمونه می‌باش��د که 
ممکن اس��ت سبب مهار انجام واکنش در آن لوله شده باشد 

خواه کنترل مثبت کار کرده باشد یا کار نکرده باشد.

ممانعت کننده‌ها
نمونه‌های کلینیکی معمولاً حاوی موادی هس��تند که 
در صورت ع��دم حذف کامل می‌توان��د در انجام مؤثر 
واکن��ش PCR خل��ل وارد نماید. این مه��ار کننده‌های 
واکنش ممکن اس��ت ناشی از خود نمونه بالینی باشد که 
بس��ته به منش��اء اولیه متفاوت خواهد بود و یا مرتبط با 
ویژگی معرف‌های استفاده شده در مراحل تخلیص مانند 
دترجنت ها، فنل، پروتئیناز K و نمک‌ها و سیس��تم‌های 
بافری باش��د. برخ��ی از ممانعت کننده‌ها ممکن اس��ت 
تحت ش��رایط دیگری، همانند آلودگی‌های ظرف نمونه 
به مواد شیمیایی متفاوت به نمونه، راه پیدا نموده باشند. 
در بسیاری اوقات دیده شده که نمونه‌های سرم و خون 
تهیه ش��ده به لوله‌های آزمایش به ظرف‌هایی انتقال داده 
می‌ش��وند که دارای مواد ضد انعقاد مانند هپارین هستند 
و یا این که این ظرف‌ها توسط محلول‌های اسیدی رقیق 
و غیره شست‌وش��و داده شده است، که این می‌تواند در 
میزان موفقیت روش تخلیص تأثیر گذار باشد. همچنین 
در برخ��ی موارد دیده ش��ده اس��ت که نمون��ه خون به 
محیط‌های کش��ت خون انتقال داده ش��ده است. در این 
حالت با رقیق ش��دن میزان نمونه از ش��انس جداسازی 
اس��ید نوکلئیک نیز کاسته می‌شود و شاید به نتیجه منفی 
کاذب بیانجام��د. یک��ی از نکات دیگری ک��ه باید بدان 
توجه داش��ت، تحت درم��ان بودن بیمار اس��ت. وجود 
داروهای گوناگون در نمونه‌های خون و س��رم در میزان 
تکثیر ارگانیس��م مربوطه تأثیر داش��ته و می‌تواند سبب 
کاهش بازیافت اسید نوکلئیک شود. گرچه ممکن است 
به واس��طه اثرات ممانعت کنندگ��ی احتمالی در فرآیند 

آزمایش PCR نیز تأثیر گذار باشد.
چرا کنترل داخلی ضروری است

یک علت ابتدایی می‌تواند خود آن کنترل مثبت باشد. در 
موارد متعدد گزارش می‌ش��ود که نتیجه کنترل مثبت بس��یار 
ق��وی بوده که به واس��طه غلظت بالای در نظر گرفته ش��ده 
می‌باش��د. اس��تفاده از این نوع کنترل مثبت بدیهی است که 
نتواند کاهش کیفیت مواد و آنزیم به کار گرفته شده را نشان 
دهد. اما مهم تر آن که ممکن است به واسطه مهارکننده‌هایی 
که معمولاً در نمونه تهیه شده وجود داشته باشد و در فرآیند 
استخراج حذف نشده سبب وقوع نتیجه منفی شده باشد که 
منفی کاذب خواهد بود و برای آن باید چاره ای اندیش��یده 
ش��ود. راهکار مناسب استفاده از کنترل داخلی برای هر یک 
از نمونه‌هایی می‌باش��د ک��ه در کنار کنت��رل مثبت و کنترل 
منفی هر نوبت آزمایش می‌توان از آن اس��تفاده نمود. بر این 
اس��اس با توجه به اهمیت تمایز موارد منفی کاذب از موارد 
منفی حقیقی، استفاده از کنترل‌های داخلی از اهمیت بالایی 

برخوردار است.

 انواع شیوه‌های بکار گیری کنترل داخلی
از آنج��ا که در آزمایش��گاه تش��خیص طبی ک��ه با تعداد 
بیش��ماری نمونه مواجه می‌باش��یم ممکن است تعیین میزان 
موفقیت روش استخراج و همچنین میزان خلوص با استفاده 
از روش جذب نوری توسط اس��پکتروفتومتر عملی نباشد. 
لذا محققین سعی نموده‌اند روش‌های عملی برای این منظور 
 PCR معرفی نمایند. اس��تفاده از کنترل داخلی در آزمایش
به صورت‌های گوناگون مورد اس��تفاده قرار گرفته است که 
می‌توان آن‌ها را به دو دسته کلی رقابتی و غیر رقابتی تقسیم 

نمود.

کنترل داخلی غیر رقابتی
در این ش��یوه علاوه برای پرایمر ه��ای اختصاصی ژنوم 
هدف، از ی��ک جفت پرایم��ر دیگر نیز اس��تفاده می‌گردد. 
ای��ن جفت پرایم��ر معمولاً برای ژن‌هایی طراحی ش��ده که 
اطمینان نسبت به حضور آن‌ها در انواع نمونه صرف نظر از 
مثبت بودن یا نبودن آزمایش PCR وجود داش��ته باش��د. از 
مزیت‌های این روش آن اس��ت که آن را می‌توان برای انواع 
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متفاوت آزمایش مورد استفاده قرار داد. از محدودیت‌های این 
ش��یوه متفاوت بودن شرایط آزمایش آن با شرایط لازم برای 
ژنوم هدف می‌باشد. نتیجه منفی حاصل از ست اختصاصی 
و ست کنترل داخلی نتیجه منفی کاذب تلقی شده و به معنی 
موفق نبودن روش خالص سازی است که باید مجدد نمونه 
کلینیک��ی م��ورد تخلیص قرار گی��رد. در صورتی که هر دو 
ست پرایمر در یک لوله و از آنجا که مواد و آنزیم پلی مراز 
توسط ست کنترل داخل مورد استفاده قرار می‌گیرد ضروری 
است غلظت پرایمر های کنترل داخل در حداقل لازم مورد 
اس��تفاده قرار گیرد و همچنی��ن در طراحی اولیه برای اندازه 
محصول، مورد بررسی دقیق قرار گرفته باشد. یکی از اولین 
روش‌هایی که برای این منظور در آزمایش��گاه مورد استفاده 
قرار گرفت انجام یک PCR ابتدایی با پرایمر‌های اختصاصی 
برای ژنوم انسانی بود. از آنجا که در یک نمونه بالینی همواره 
سلول‌های انسانی وجود دارند انجام موفقیت آمیز PCR با 
پرایمر های مذکور نشان دهنده آن می‌باشد که مواد ژنومیک 
حاصل از پروس��ه تخلیص ع��اری از ممانعت کننده بوده و 

عمل خالص سازی به درستی صورت گرفته است.

کنترل داخلی رقابتی
پرایم��ر موجود علاوه ب��ر اتصال به الگ��وی اختصاصی 
ق��ادر به اتصال به ی��ک قطعه دیگر می‌باش��د که در داخل 
کیت افزوده گردیده اس��ت. این قطعه معمولاً از پلاسمیدی 
تشکیل ش��ده اس��ت که نواحی مکمل پرایمر در داخل آن 
ایجاد گردیده و قادر به تولید محصولی با اس��تفاده از همان 
پرایمر با طول بیشتری خواهد بود. در صورت عدم حضور 
DNA اختصاصی در نمونه خالص ش��ده بیمار، این ناحیه 
تکثیر یافته و محصولی متفاوت از محصول اصلی با اندازه‌ای 
ب��ه مراتب بزرگ‌تر را تولید می‌نماید که قابل تش��خیص و 
تفکیک از طول محصول اختصاصی خواهد بود. در صورت 
وجود DNA اختصاص��ی پرایمر در رقابت با قطعه کنترل 
داخلی به واسطه اندازه کوچک‌تر بیشتر تکثیر خواهد یافت 
و فرص��ت چندانی برای تکثیر کنت��رل داخلی باقی نخواهد 
مان��د و نهایتاً در صورت عدم وج��ود محصول اختصاصی 
و محص��ول کنترل داخلی به معن��ی نتیجه منفی کاذب بوده 
که ناش��ی از عدم موفقیت روش خالص س��ازی می‌باشد. 

در ای��ن روش باید توجه داش��ت ک��ه پایین‌ترین غلظت از 
قطعه کنترل داخلی در مخلوط واکنش��ی استفاده گردد. چرا 
که در غیر‌این‌صورت بواس��طه مقادیر بالای آن تکثیر ژنوم 
هدف تحت تأثیر قرار خواهد گرفت و س��بب کاهش سطح 
تشخیصی تست و بالطبع کسب نتیجه منفی کاذب می‌گردد.
البته باید توجه داشت که حساسیت تست کاملًا با سطح 
تش��خیص متفاوت می‌باشد. میزان حساسیت تست اصولاً 
به میزان توانایی تست در شناسایی انواع تایپ‌های شناخته 
شده از یک ارگانیسم تعریف می‌شود. در صورتی که یک 
پروت��کل اصولاً قادر به شناس��ایی برخی از تایپ نباش��د 
آن آزمایش از حساس��یت کامل برای تش��خیص ارگانیسم 
مربوطه برخوردار نخواهد بود. بر اساس این تعریف سطح 
تش��خیصی تس��ت برای آن تایپ‌هایی که قابل شناس��ایی 

هستند کاربرد خواهد داشت.
 در ص��ورت عدم بهینه س��ازی لازم بدیهی اس��ت که 
پروتکل مورد اس��تفاده حتی قادر به شناس��ایی آن تعداد 
از تایپ‌ها نیز نباش��د. وجود حساس��یت مناسب بستگی 
به طراحی اولیه پروتکل و انتخاب سکانس مناسب برای 
پرایمر دارد اما س��طح تشخیصی بس��تگی به بهینه‌سازی 
مناس��ب ش��رایط تکثیر خواهد داش��ت. علاوه ب��ر تأثیر 
بهینه‌سازی صحیح در سطح تشخیصی، ارتقاء روش‌های 
ردیاب��ی محص��ول نیز واجد تأثیر تعیین کننده در س��طح 

تشخیصی می‌باشند.
 یک��ی از اهدافی که محقیقین در طراحی انواع پروتکل‌ها 
مد نظر داش��ته‌اند همانا این مهم بوده که بتواند دامنه س��طح 
تشخیصی را افزایش داده و توانایی تست را جهت پایین‌ترین 
میزان شناسایی ژنوم موجود در نمونه بهبود بخشند. لذا نوع 
کنترل داخلی در نظر گرفته شده در طراحی هر تست باید به 
گونه ای باشد که سبب کاهش سطح تشخیصی تست نگردد.

نتیجه گیری
بکار گیری کنترل داخلی در انجام آزمایش بر روی نمونه 
بالین��ی در صورت تأیید کیفیت مناس��ب پروتکل اجرایی و 
نح��وه صحیح انجام آزمایش می‌تواند م��ا را در اعتماد لازم 
نس��بت به انجام صحیح پروسه استخراج نمونه‌های بالینی و 

کسب نتایج منفی یاری نماید.
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