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Abstract 

Background: Vibrio cholera is an important agent causing cholera in human. The expression 
of Flagellum and the movement of the bacterium are critical in the colonization and virulence of 
Vibrio cholera. FlaA gene is one the five genes encoding Flagellin which plays an important role in the 
activity and movement of the bacterium and its colonization which has a significant role in its 
immunogenicity. The aim of this study was to express and produce the recombinant FlaA protein in 
E.coli using Western blot method.  

Materials and Methods: In this experimental study, FlaA gene was proliferated by PCR 
method using the specific primers and cloned with BamHI and Xhol in pTz57R/T. Then it was 
proliferated and sequenced in DH5a vector of E.coli. The cloned FlaA gene was inserted into pGEX-
4T-1 vector. The cloned vector was transformed to BL21-DE3 of E. coli and successfully expressed by 
induction of IPTG. The expressed protein was purified by GST affinity resin. For preparation of the 
primary antibody, the purified recombinant protein was injected to rats. Western blot assay method 
was used for determining the antigenicity of the recombinant FlaA.   

Results: Determination of gene sequencing showed that this gene has been proliferated 
properly and the antibody used in Western blot verified the production of the recombinant protein. 

Conclusion: The results of this study demonstrate that FlaA protein is immunogenic and can 
be evaluated in vaccine designing and as a diagnostic tool for detection of cholera infection. 
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 چکیده
ن و وبیان فلاژل و تحرك باکتري در کلونیزاسی. باشد  ویبریو کلرا عامل بیماري کلرا در انسان می:زمینه و هدف

باشد که نقش اصلی در حرکت   یکی از پنج ژن کد کننده فلاژلین میFlaAژن .  بسیار مهمی استعاملن آیرولانس و
 FlaAدر این مطالعه کلونینگ و بیان ژن . باشد ن دارد و از نظر ایمنی بخشی نیز مورد توجه میآباکتري و کلونیزاسیون 

  .شود ش وسترن بلات تائید میکلی و بیان پروتئین نوترکیب با رودر باکتري اشرشیا
 و BamHIهاي  نزیم آ تکثیر و باPCR با پرایمرهاي اختصاصی با flaAژن در این مطالعه تجربی،  :اه روشمواد و 
XhoI در وکتور pTZ57R/Tو در   کلونE.coliسویه DH5α در وکتور .  تکثیر و تعیین توالی شد PGEX4T-1 و

 جهت خالص سازي پروتئین نوترکیب استفاده  G.S.Tاز کیت.  بیان شدIPTG با القاBL21- DE3  سویهE.coliدر 
 تایید نهایی پروتئین نوترکیب در وسترن دي اختصاصی سنتز شده در موش براينتی باآشد و پروتئین به موش تزریق و 

 .بلات مورد استفاده گرفت
 تولید ،نتی بادي استفاده شده در وسترن بلاتآو شده است  تکثیر ژن فوق بدرستی والی نشان داد که تعیین ت:ها یافته

  . پروتئین نو ترکیب را نشان داد
تزریق پروتئین تولید شده به .  با مقدار مناسب بیان گردیدE.coli در میزبان flaAترکیب پروتئین نو :نتیجه گیري

ه توان از آن ب این میبنابر. ندک ن را حفظ میآموش نشان داد که این پروتئین ضمن داشتن خاصیت آنتی ژنی به خوبی 
 .عنوان یک ابزار تشخیصی استفاد نموده عنوان یکی از اجزا موثر در طراحی یک واکسن ایمنی بخش و نیز ب

  ویبریو کلره،پروتئین نوترکیببیان ژن، فلاژلین، ، اشرشیاکلی: واژگان کلیدي
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  مقدمه
ویبریوکلرا یک باسیل گرم منفی و عامل بیماري 

این باکتري از طریق آب و غذاي . )2، 1(باشد میوبا در انسان 
واسطه فلاژل قطبی قادر است خود را  به و منتقل شده آلوده

به دستگاه گوارش انسان رسانده و توسط عوامل چسبندگی 
در . )3-5(ود در اپیتلیوم مخاط روده میزبان مستقر گرددخ

ترین آن   بیماریزایی باکتري که مهمعواملسطح مخاط 
کلرا . گردد میاست رها ) کلرا توکسین(توکسین وبا 

توکسین از طریق تاثیر بر روي آدنیلات سیکلاز و افزایش 
ب و آها سبب دفع   در سطح غشا انتروسیت cAMPمیزان

هاي داخل سلول به مجراي گوارشی شده و باعث  الکترولیت
 ، ارگانیسمزایی بیماريدر . )6-9(گردد میوبا مشخص اسهال 

 مهم عواملدخیل بوده و یکی از متعددي هاي  مکانیسم
زائی  هاي غیر متحرك بیماري سویه. )10-12(باشد میفلاژل 

بنابراین . باشند هاي متحرك دارا می کمتري نسبت به سویه
 مهم در عامل حرکت در باکتري به عنوان یک فلاژل و

، 10، 2(باشد میباکتري مطرح زایی  بیماريکلونیزاسیون و 
.  ژن کد کننده فلاژل است5ژنوم ویبریوکلرا شامل . )17-13

 ,FlaA, FlaB, FlaCهاي فلاژلین ها پروتئین این ژن

FlaD, FlaEپروتئین . )5 ،2، 1(کنند  را کد میFlaA براي 
واحدها و عملکرد فلاژل ضروري بوده و تجمع زیر 

 فاقد این ژن قدرت ایجاد فلاژل و جهش یافتههاي  سویه
زایی خود  باشند؛ بنابراین قدرت بیماري حرکت را دارا نمی

فلاژلین خالص شده از ویبریوکلرا . دهند را نیز از دست می
. )4، 1(باشد میداراي خواص آنتی ژن و محافظتی 

هاي قوي ایمنی   ویبریوکلرا فعال کنندههاي فلاژلین پروتئین
که تخلیص شکل  به دلیل این. )18(باشند التهاب و سلولی می

طبیعی پروتئین از باکتري در مقادیر بالا کاري سخت و 
چنین تولید   و همباشد میدشوار و داراي راندمان پائین 

هاي بالا خواهد بود  پروتئین به این شکل نیازمند صرف هزینه
 نوترکیب این شکلکه هنوز بر روي  جه به اینو با تو

اقدامی صورت نگرفته است؛ لذا  نآپروتئین و نحوه بیان 
 لازم بود و FlaA  نوترکیب پروتئینشکلضرورت تولید 

شکل سعی شده است در این مطالعه ضمن موفقیت تولید 

ن نیز آنوترکیب آن به مقادیر بالا؛ روش بهینه کردن تولید 
این مطالعه با استفاده از استخراج ژن در . مشخص گردد

flaAکارهاي مربوط ، از سویه ویبریوکلراي سروتایپ اینابا 
ن انجام آبه کلونینگ، تکثیر ژن در میزبان اول و تعیین توالی 

سپس بیان ژن در میزبان دوم و تخلیص پروتئین  شد و
هاي  نتی باديآن به رت و تولید آنوترکیب و تلقیح 

   .ته شداختصاصی پی گرف
  

  اهمواد و روش 
) Inaba(از سویه اینابا  ،تجربیدر این مطالعه 
 ژنوم کروموزومی پس از DNA. ویبریو کلرا استفاده گردید

هاي غنی شده مناسب از این سویه  کشت باکتري در محیط
   براي تکثیر ژن DH5αاشریشیاکلی سویه. استخراج گردید

FlaAاشریشیاکلی سویه وBL-21  فلاژلین براي بیان 
تهیه شده بود   که از شرکت فرمنتازFlaA DE3 پروتئین

از ، FlaA  جهت  تکثیر ژن. مورد استفاده قرار گرفت
 سویه E.Coli و از باکتري pET32aپلاسمید وکتور 

DH5aبراي  سپس. به عنوان میزبان اولیه استفاده شد 
حامل  PGEX4T-1  وکتور،کلونینگ و بیان ژن مورد نظر

.  انتقال یافت BL21- DE3 سویهE.Coliتري ژن به باک
هاي مورد  ناترینت براث و ناترینت آگار محیط کشت

  .استفاده در این مطالعه بود
 ابتدا کروموزوم flaAبراي تکثیر و جداسازي ژن 

کروموزومی با استفاده از DNA  .باکتري جداسازي گردید
ابتدا ویبریوکلرا سویه .  تهیه گردیدCTAB/NaClروش 

مقدار .  سانتریفیوژ شد5000  دقیقه و با دور2نابا به مدت ای
 TE  بافر میکرولیتر567لیتر از محلول حاصل در   میلی5/1

 لیز K و پروتئیناز SDSسپس سلول باکتري توسط . حل شد
خراج ت اسCTAB/NaCl توسط محلول DNAشده و 

ها و مواد اضافی با دو بار اضافه کردن  پروتئین .گردید
از ) 25/24/1 (ایزوآمیل الکل – کلروفرم –نل محلول ف

 از ایزوپروپانول DNAبراي رسوب . محلول خارج شد
 درصد شستشو داده و 70در پایان آن را با اتانول . استفاده شد

  . محلول گردیدTE  بافر میکرولیتر100در
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هاي  طراحی پرایمرهاي مورد نیاز بر اساس ترادف
ت استاندارد در طراحی به دست آمده و در نظر گرفتن نکا

، دماي اتصال، ) باز25 تقریباً(پرایمر از جمله طول پرایمر 
G+C%) ایجاد دایمر، تولید لوپ یا ) درصد50 بیش از ،

 سایر  مناسب وGΔحلقه در درون هر یک از پرایمرها، 
  رفتپرایمرهاي. دیگرد  انجام موارد

)5'CTGGATTCATGACCATTAACGTAAA3' (
 برگشت و
)5'CCTCGAGCTGCAATAACGAGATT3' (

 از باکتري ویبریو کلرا مورد flaAبراي جداسازي ژن 
جهت سهولت در مراحل کلونینگ و  .استفاده قرار گرفت

هاي ممکن براي کلون سازي در پلاسمید  با توجه به جایگاه
 در ابتدا و انتهاي XhoI و BamHIدو جایگاه آنزیمی 
  .)19(پرایمر طراحی گردید

 تکثیر و جداسازي ،ي کروموزومپس از جدا ساز
 صورت PCRژن انجام گرفت که این فرایند به روش 

 دقیقه براي 5گراد به مدت   درجه سانتی94حرارت . گرفت
 درجه 94در حرارت واسرشت فرایند . شروع انتخاب شد

مرحله اتصال  سیکل به مدت یک دقیقه، 30گراد در  سانتی
 در باز آراییقه و مدت یک دقیه گراد ب درجه سانتی 63در 
مواد . مدت یک دقیقه انجام گرفته گراد ب  درجه سانتی72

  الگو،DNA  نانوگرم500  شاملPCR در فرایند به کار رفته
 1 ،رفت میکرولیتر پرایمر 1 میلی مول کلرید منیزیم، 5/2

 dNTP ،5/0 میکرولیتر 200 ،برگشتمیکرولیتر پرایمر 
پلیمراز expand زیم  میکرولیترآن5/0 و میکرولیتر بافر

 و  درصد1 در ژل آگاروز PCRمحصول ). فرمنتاز (باشد می
با دستگاه الکتروفورز افقی و در محلول رنگی اتیدیوم 

 مورد مشاهده و بررسی قرار UVبروماید با استفاده از نور 
 از ژل آگاروز جدا و فرایند خالص PCRمحصول . گرفت

 1ورز در ژل آگاروز  و با الکتروفسازي طبق پروتوکل انجام
  .)20( مورد ارزیابی قرار گرفتدرصد

   در وکتور بیان کننده پروتئینflaAکلونینگ ژن 
زمان   همPGEX4T-1 و پلاسمید PCRمحصول 

 با flaA برش داده شد و ژن XhoI و BamHIبا دو آنزیم 

 درجه 22 لیگاز در حرارت DNA T4استفاده از ژن 
پلاسمید .  وارد گردیدPGEX4T-1گراد در پلاسمید  سانتی

 و سپس به DH5a سویه اشرشیاکلیحامل ژن وارد باکتري 
 ترانس فرم BL21- DE3 سویه اشرشیاکلیدرون باکتري 

ازمحیط کشت ناترینت آگار و ناترینت براث حاوي . شد
هاي ترانسفرم شده  گري باکتري آنتی بیوتیک براي غربال

  .)19، 17(استفاده گردید
  flaA ژن بیان و خالص سازي

محیط ناترینت براث  از کلنی حاوي پلاسمید در
 میکرولیتر از 500. بیوتیک کشت داده شد حاوي آنتی

لیتر از محیط لوریا برتانی براث اضافه و بر  میلی 50باکتري به 
گراد  درجه سانتی 37روي انکوباتور شیکردار و حرارت 

. د نانومتر رسی600 در طول موج OD 5/0انکوبه شد تا به 
 را به محیط کشت اضافه کرده و IPTG میکرولیتر 50سپس 

استفاده از  با.  آن مورد محاسبه قرار گرفتOD ساعت 6تا 
 و بر اساس پروتکل، پروتئین بیان شده تخلیص  G.S.Tکیت

-SDSاستفاده از  در پایان پروتئین خالص شده با. گردید

PAGE11( و روش برادفورد مورد ارزیابی قرار گرفت(.  
   تولید شده به رتflaAتزریق پروتئین 

 نوترکیـب تولیـد     flaAزایـی    براي بررسـی ایمنـی    
هاي کنتـرل   گروه اول رت  .  گروه رت استفاده شد    3 از   ،شده

گـروه دوم  . منفی بودند که تزریقی روي آنها انجـام نگرفـت    
هاي کنترل مثبت بود که ویبریوکلرا کشته شـده بـه آنهـا       رت

 نوترکیـب  flaAهایی بودند کـه     تزریق شد و گروه سوم رت     
براي تولیـد بـاکتري کـشته       . گردیدتولید شده به آنها تزریق      

باکتري زنده از استوك بـر روي  . شده از فرمالین استفاده شد    
 سـاعت  24محیط بلاد آگار کشت داده شد و سپس به مدت         

مقـدار زیـادي   . گراد انکوبه گردیـد   درجه سانتی37در دماي  
ــالی  ــاکتري در فرم ــد  1ن از ب ــوط گردی ــد وارد و مخل .  درص

 درجـه  37 سـاعت در دمـاي      2سوسپانسیون باکتري به مـدت      
براي اطمینان از کشته شدن بـاکتري       . گراد قرار گرفت   سانتی

از سوسپانسیون باکتري بر روي محیط بلاد آگار کـشت داده      
قرار سانتی گراد  درجه 37 ساعت در انکوباتور     24و به مدت    

 از میلـی لیتـر   1 ،هاي کنترل مثبت  رتبراي تزریق به  . گرفت
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bp1000 

 از ادجوانـت  میلـی لیتـر   1سوسپانسیون باکتري کشته شده بـا      
بـه شـکل   میکرولیتـر   200کامل فروند مخلوط و به هر موش 

 تزریق فوق دوبـاره  ، روز20بعد از . زیر جلدي تزریق گردید  
تزریـق سـوم بـه    .  ناقص فروند انجـام گرفـت    ادجوانتهمراه  

وانت ناقص ج روز همراه با اد   10 از گذشت    همین ترتیب بعد  
گیري  ها خون  دو هفته بعد از سومین تزریق از رت       . انجام شد 

. گردیـد شد و از سـرم آن بـه عنـوان کنتـرل مثبـت اسـتفاده                
ــق     ــب تزری ــین ترتی ــه هم ــز ب ــب نی ــروتئین نوترکی ــدپ از . ش

گیري کرده و از سـرم آن بـه    هاي کنترل منفی نیز خون  موش
هـا بـراي     از سـرم رت   . فـی اسـتفاده گردیـد     عنوان کنتـرل من   

  .)18(دشفاده توسترن بلاتینگ اس
  

   یافته ها
براي تکثیر ژن  : PCR توسط flaA تکثیر ژن 

 هاي مختلف یون منیزیوم و دماهاي متفاوت فوق از غلظت
بهترین غلظت یون منیزیوم .  استفاده گردیداتصال پرایمرها
لار و دماي مناسب میلی مو 5/1 غلظتflaA براي تکثیر ژن 

. بوددرجه سانتی گراد  52براي اتصال پرایمرها به ژن فوق 
 این ژن بر روي ژل آگارز PCRنتیجه مربوط به محصول 

  .  آمده است1درصد در شکل 1
 

                                           2             1   

  
  ستون.مارکر : 1 ستون . PCR توسط flaA تکثیر ژن .1شکل 

  PCRمحصول  : 2

 pTZ PCR-Bluntکلونینگ ژن در وکتور 

cloning vector : جهت اطمینان از کلون شدن ژنflaA 
 از هضم آنزیمی و PCR-Blunt cloning vectorدر 

PCRدست آمده از هضم آنزیمی با ه نتایج ب.  استفاده شد
 پلاسمیدهاي حاوي PCR و ) XhoI وBamHI(ها  آنزیم

ناقل پلاسمیدي کلون  دهند که این ژن در  می نشانflaAژن 
  . آمده است2نتایج هضم آنزیمی در شکل . شده است

  
         5            4          3              2             1  

  
 و BamHI با آنزیم هاي pTZ- flaAبرش آنزیمی . 2شکل 
xhoI.  
 ،pTZ- flaAپلاسمید برش نیافته : 2 ستون ،مارکر: 1 ستون
 و BamHIهاي    با آنزیمpTZ- flaAبرش آنزیمی  : 3 ستون
xhoI . 

 
ردیفی   و همsequencingنتایج تعیین توالی ژن 

Alignment :ها به روش ختم زنجیره  تعیین ترادف ژن
ژن از هر دو طرف خوانده . انجام گرفت) Sangerروش(

  flaAدست آمده از ترادف نوکلئوتیدي ژنه نتایج ب. شد
 .بر صحت ترادف جدا شده بوددال 

جهت اطمینان  : pGEX-4T-1کلونینگ ژن در 
از هضم آنزیمی pGEX-4T-1  درflaAاز کلون شدن ژن 

دست آمده از هضم آنزیمی ه نتایج ب . استفاده شدPCRو 
 پلاسمیدهاي حاوي PCR  وXhoI  وBamHIهاي  با آنزیم

ناقل پلاسمیدي  دهند که این ژن در نشان می flaA ژن
pGEX-4T-1نتایج هضم آنزیمی و .  کلون شده است

PCR آمده است 3 در شکل .  
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                      4           3           2            1 

  
 با pGEX-4T-1 درپلاسمید  flaA  تایید کلونینگ ژن.3شکل 
   و هضم آنزیمی PCRکمک 
-pGEX-4Tپلاسمید برش نیافته : 2 ستون؛ مارکر: 1 ستون

1- flaAبرش آنزیمی : 3 ستون ؛pGEX-4T-1- flaA با 
 ناشی PCRمحصول  : 4 ستون  ؛xhoI و BamHIهاي  آنزیم

  pGEX-4T-1- flaAاز 
  

ین با استفاده ئالقاي تولید پروت:  flaAبیان پروتیین
 در flaAین ئبراي القاي پروت. گیرد  انجام میIPTGاز 

 با OD600 و در IPTGمولار از  غلظت نهایی یک میلی
ین در ئبالاترین مقدار پروت  انجام شد و1 و8/0 و6/0مقادیر 

نتیجه القاي . لوکز تولید شدگ و محیط فاقد 8/0جذب نوري 
  .  آمده است4 در شکل flaAین ئپروت

  

 
توسط باکتري flaA - pGEX-4T-1 القا پروتئین.4شکل 

   ؛IPTG با استفاده از اشرشیاکلی
نمونه بعد : 3نه قبل از القا؛ستون نمو :2مارکر ؛ ستون : 1ستون 
  از القا 

 ین ئخالص سازي پروت: ین نوترکیبئتخلیص پروت
flaA  با استفاده از کیتG.S.Tپس ). 5شکل( انجام گرفت

غلظت پروتئین با . از تخلیص، محلول پروتیین تغلیظ گردید
 .سنجیده شد) Bradford(استفاده از روش براد فورد 

نظور موش قبلا با عصاره براي این م: وسترن بلات
تزریق اول از ادجوانت (کشت ویبریوکلرا ایمیونیزه شد 

پس از  ). هفته ادجوانت ناقص استفاده شد2کامل و به فاصله 
ین، سرم حیوان ئبالا رفتن تیتر آنتی بادي بر علیه این پروت

نتایج نشان داد که پروتئین نوترکیب ما خاصیت . تهیه گردید
هاي ایمن شده  تواند با سرم رت  و میآنتی ژنیسیته دارد
مده آ 6نتیجه وسترن بلات در شکل . واکنش نشان دهد

  .است

 
    flaA تخلیص پروتئین .5شکل

: 3ستوننمونه قبل از القا؛  :2 ستونمارکر پروتئین؛ : 1ستون 
  نمونه تخلیص شده : 4 ستوننمونه بعد از القا؛ 

  

 
ژلین ویبریوکلرا؛ وسترن بلات پروتئین نوترکیب فلا. 6شکل 

وسترن بلات پروتئین نوترکیب با  :2ستون  ،مارکر :1ستون 
  کنترل منفی :3 ستونسرم رت ایمن شده؛ 
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 بحث 
 مختلفی دخالت عواملدر ایجاد بیماري کلرا 

 فلاژل زایی، بیماريترین عوامل  جمله یکی از مهم از. دارند
یل باکتري است که از مجموع پروتئینی بنام فلاژلین تشک

فلاژل باعث افزایش تحرك باکتري و . )22، 21(شده است
افزایش چسبندگی باکتري در سطح مخاط میزبان 

دهد که  نشان می شواهد ژنتیکی. )22، 2(گردد می
هاي ویرولانس در  هاي متحرك و بیان برخی از ژن فنوتایپ

هاي غیر  ارتباط است؛ موتانت ویبریو کلرا با یکدیگر در
ن از آهاي متحرك  نسبت به سویهمتحرك ارگانیسم 

  .)23، 16(ویرولانس کمتري برخوردارند
از طرفی فلاژلین به عنوان یکی از اهداف مهم 

به عنوان یک لیگاند براي  سیستم ایمنی به شمار رفته و
هاي میزبان   سلولTLR5(Toll-like recepton5) گیرنده

هاي   توسط پاتوژنTLR5تحریک . )15(نماید عمل می
هاي  سازي پاسخ  از جمله عامل کلرا منجر به فعالمختلف

 .)25 ،24(گردد میایمنی ذاتی و به دنبال آن ایمنی اکتسابی 
هاي کد کننده فلاژلین در  چون نوترکیبی ژنتیکی در ژن

هاي کد  هر پنج پروموتر ژن افتد و ویبریوکلرا اتفاق نمی
 فلاژلین  بنابرایند،شون زمان بیان می کننده فلاژلین به طور هم

ویبریوکلرا به عنوان یکی از اهداف مناسب براي مطالعات 
 .)26،27(باشد زایی مورد توجه می ایمنی

پروتئین خالص شده فلاژلین در ویبریوکلرا یک 
بنابراین پروتئین فلاژلین به . باشد میآنتی ژن محافظت کننده 

عنوان یکی از اهداف مناسب و کاربردي در تهیه و تولید 
  .)29 ،28(یماري وبا مورد مطالعه قرار گرفته استواکسن ب

 وبا ایمن  ازگیري پیشمهم در یکی از مسائل 
نبود یک مدل حیوانی با این وجود . باشد سازي با واکسن می

مناسب براي مطالعات در زمینه ساخت واکسن؛ نداشتن 
تر  کارایی مناسب؛ زمان محدود مصونیت و از همه مهم

باکتري در محیط زیست از جمله عوارض جانبی و شدینگ 
دست آوردن فلاژلین ه ب. هاي فعلی است معایب اکثر واکسن

 بنابراین بیان ،در مقادیر بالا کاري سخت و پر هزینه است

تواند در  در شرایط آزمایشگاه می  flaAنوترکیب پروتئین
 .)30 ،27(جهت حل مشکلات فوق موثر باشد

  
  نتیجه گیري

العه نشان داده شد با همان طور که در این مط
هاي مناسب  نزیمآ از ژنوم باکتري با flaAموفقیت کامل ژن 

ن در وکتور و میزبان آبرش داده شد و بعد از وارد کردن 
ن در آکلونینگ ژن ژن و وارد کردن . اولیه تکثیر گردید

 flaAمیزبان بیان کننده ژن با موفقیت انجام شد و پروتئین ژن

نتایج وسترن بلات ضمن . مدآدست ه  در مقادیر مناسبی ب
تائید مجدد درست بودن پروتئین نوترکیب نشان داد که این 
پروتئین از قدرت آنتی ژنیسیته مناسبی برخوردار بوده و 

تواند به عنوان یک کاندید مناسب براي تولید واکسن و  می
  .نیز ابزار  تشخیصی براي بیماري وبا مورد استفاده قرار گیرد

  
  ردانیتشکر و قد

 با 600این پایان نامه مطابق تصویب نامه شماره 
  . هزینه دانشگاه علوم پزشکی اراك انجام گرفته است

وسیله از دانشگاه علوم پزشکی اراك و اعضاي هیئت  بدین
ویژه جناب ه ن دانشگاه بآعلمی گروه میکروب شناسی 

دریغ ایشان  هاي بی دلیل مساعدته آقاي دکتر ابطحی ب
  .گردد دانی میتشکر و قدر
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