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 مقاله پژوهشی                                                                                                               مجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك

 58-1391،65، مهر )64شماره پیاپی  (5، شماره15                                                                                   سال                                   
  

 New  سویهA) H1N1جداسازي و کلونینگ ژن نورآمینیداز ویروس آنفلوانزا 
Caledonia  (کیبدر وکتور بکمید به منظور ساخت باکیولوویروس نوتر  

  
  4، جلیل فلاح مهرآبادي 3، فاطمه فتوحی چاهوکی*2، فریدا بهزادیان 1سارا نجفی

  
   واحد زنجان، زنجان، ایران،کارشناسی ارشد میکروبیولوژي، گروه میکروبیولوژي، دانشگاه آزاد اسلامی -1

 علوم و فناوري زیستی، تهران،ه شکد مهندسی ژنتیک، پژوه گروه دانشگاه مالک اشتر،،شناسی استادیار، دکتري تخصصی ویروس -2

  ایران
  شناسی، انستیتو پاستور ایران، مرکز تحقیقات آنفلوانزا، تهران، ایران   تخصصی ویروسياستادیار، دکتر -3
  شناسی، گروه میکروبیولوژي، دانشگاه آزاد اسلامی واحد مینودشت، مینودشت، ایران   تخصصی باکترييدکتر استادیار، -4
  

 23/9/90:  تاریخ پذیرش 23/6/90 :فتتاریخ دریا
 

  چکیده
هاي متوسط تا شدید با میزان پراکندگی وسیع در سرتاسر  هاي اخیر ویروس آنفلوانزا باعث عفونت در سال: زمینه و هدف
. بر این اساس، واکسن آنفلوانزایی که تنها یک دوز آن محافظت ایجاد نماید هنوز در دسترس نیست. دنیا شده است

در تحقیق حاضر . باشد ال می این، تهیه یک واکسن عمومی و فراگیر بر اساس ذرات شبه ویروسی غیرتکثیري ایدهبنابر
  . هاي مولکولی براي ساخت این ذرات مد نظر قرار گرفته است یکی از سازه

 A/New براي تکثیر ویروس آنفلوانزاي انسانی تیپ MDCKرده سلولی در این مطالعه تجربی،  :ها مواد و روش
Caledonia H1N1سپس کل .  استفاده شدRNA،استخراج شده و با استفاده از پرایمر   سلولrandom hexamer 

تکثیر داده شد و در وکتور  PCR با روش bp(NA 1413(قطعه .  ساخته شدcDNA به عنوان پرایمر عمومی
pBluescript SK سپس قطعه نورآمینیداز در پلاسمید . کلون شدpFastBac11هاي برش آنزیمی   از طریق محل

SalI و XhoI وکتور . یابی دو طرفه مورد تایید قرار گرفت کلون گردیده و صحت آن با توالی سابpFastBac1NA به 
  .که حاوي بکمید و پلاسمید کمکی بود منتقل شد تا بکمید نوترکیب نورآمینیداز ساخته شود E.coli DH10Bacمیزبان 
این . و بکمید به وجود آمد pFastBac1NAب نورآمینیداز با روش نوترکیبی هومولوگ بین بکمید نوترکی: ها یافته

  .تایید گردید M13 نورآمینیداز و عمومی  و پرایمرهاي اختصاصیPCRمحصول با استفاده از 
 ساختمانی هاي  به همراه بکمیدهاي نوترکیب، حاوي سایر ژنمطالعهاز بکمید نوترکیب ساخته شده در این  :گیري نتیجه

توان براي ساخت ذرات شبه ویروسی آنفلوانزا استفاده نمود و یا پروتئین حاصل از بیان این سازه را در  ویروس، می
  . واکسن شناسی استفاده نمودتحقیقاتهاي حشرات خالص نموده و در  سلول

  ذرات شبه ویروسی  ،بکمید نوترکیبویروس آنفلوانزا، نورآمینیداز،  :واژگان کلیدي
  
  
  
  

  
  گروه مهندسی ژنتیک  مرکز تحقیقات علوم و فناوري زیستی،،لویزان، تهران :نویسنده مسئول* 

Email: fbehzadian@yahoo.com 
www.SID.ir
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  مقدمه
ده ویروس آنفلوانزا، متعلق به خانوا

اي از  رشته قطعه قطعه تک مویریده، داراي ژنو اورتومیکسو
آنفلوانزا بیماري است که داراي  .)1(باشد  میRNAس جن

هاي انسانی بلکه در  اهمیت جهانی بوده و نه تنها در جمعیت
این بیماري به صورت . باشد حیوانات قادر به گسترش می

سیر هنگام زمستان و در نواحی گرمسیر  فصلی در مناطق سرد
ود هاي آنفلوانزا محد پاندمی. دهد در فصول بارانی رخ می

. تواند رخ دهد باشد و در هر زمان از سال می به فصول نمی
گیري از آنفلوانزا،  اقدام بهداشتی جهت پیشترین  مهم

باشد که از  هاي غیرفعال شده آنفلوانزا می استفاده از واکسن
 در آن سال شایع   که احتمالاBًو  Aهاي آنفلوانزاي  ویروس

تحقیقات، تولید در بسیاري از . شوند خواهد بود تهیه می
هاي زیر واحدي یا غیرفعال داراي پروانه ساخت  واکسن

براي انسان با تأکید بر ساخت واکسن مؤثر با کمترین 
از سه دهه پیش . عوارض جانبی مورد توجه قرار گرفته است

بادي علیه هماگلوتینین و  نشان داده شده است که آنتی
 ایجاد نماید و این حافظت تواند علیه آنفلوانزا نورآمینیداز می

، 2(شود ایمنی با واکسن غیرفعال آنفلوانزاي انسانی ایجاد می
علیه آنفلوانزا، بیشتر  هاي متعدد رغم تهیه واکسن علی .)3

 Virus)هاي شبه ویروسی یا  تحقیقات به سوي تهیه ذره

Like particle-VLP)هاي  که این ذره باشد به طوري  می
یکی از . اند ی مختلف تولید شدههاي بیان نوترکیب در میزبان

استفاده از سیستم  ،VLPهاي مطرح در تولید  بهترین سیستم
در . باشد هاي حشرات می بیانی باکیولوویروس در سلول

ها به صورت طبیعی  سیستم باکیولوویروسی، این پروتئین
ایی بیان شده و به طور  با تمام تغییرات پس از ترجمه خود

مده و همانند ذرات تو خالی خود به خودي گرد هم آ
در تحقیق حاضر بکمید  .)4(آید ویروس آنفلوانزا در می

این VLP نوترکیبی ساخته شد تا بتوان از آن در تهیه 
  . استفاده نمود ویروس

  ها مواد و روش
 هاي سلولدر این مطالعه تجربی آزمایشگاهی 

MDCK)Madin- Darby Canine Kidney 

Epithelial Cell( در محیط DMEM  سرم  درصد5با 
 Newسویه   H1N1ویروس .شد جنین گوساله کشت داده 

Caledoniaهاي  به سلول  MDCK تلقیح و عیار آن با
استفاده   عیار ویروسی).5(تست هماگلوتینین تعیین گردید

 RNAاستخراج .  بود512شده در این تحقیق برابر 
  میکرولیتر مایع رویی300 تا 250 از) Total RNA(تام

  کیتاز  آلوده، با استفادهMDCKهاي  سلول
RNXTM)براي انجام  .انجام شد) سیناژن، ایرانRT-

PCR میکرولیتر از50، ابتدا RNA  استخراج شده با 
برداري معکوس و پرایمرهاي  استفاده از آنزیم نسخه

Random Hexamer  تبدیل بهcDNA براي ). 6(شد
 یک ، باcDNA و سنتز RNA بررسی صحت استخراج

 دهد، می را تکثیر HAجفت پرایمر که ناحیه کوتاهی از ژن 
PCRتوالی پرایمرهاي مورد استفاده به صورت .  انجام شد

  : بودزیر 
  

HA-Reverse-1013: TTCCTTAGTCCTGTAACCAT 
HA-Forward-797: TAATAGCGCCATGGTATG  

  
پرایمرهاي  براي تکثیر ژن هدف با PCRسپس 

باشد انجام  هاي زیر می والیکه به صورت ت  NAاختصاصی
و از  Generunnerبراي طراحی پرایمر از نرم افزار . شد

استفاده CY033624  توالی ثبت شده با شمارة دسترسی
  ).7(شد

NA1 Forward: 
CGGTCGACTTTAAAATGAACCCAAATC 3' 
NA1 Reverse: 
5'ATCTCGAGCTACTTGTCAATGGTGAAC 3' 

  
رش  ب سایتپرایمرهاي طراحی شده داراي 

 به ترتیب در پرایمرهاي پیشرو و XhoI  و SalIهاي  آنزیم
 .بودندمعکوس 

 میکرولیتر و در 25 در حجم PCRواکنش 
برنامه . لیتري انجام گرفت  میلی5/0هاي استریل  میکروتیوب

  . آمده است1در جدول  PCRزمانی و دمایی واکنش 
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اکنش   در وNA برنامه مورد استفاده براي تکثیر ژن . 1جدول 
PCR  

  زمان  درجه حرارت  نوع عملیات
  )دقیقه(

  تعداد سیکل

  cْ 93  3  1 واسرشت اولیه 
  cْ 93  1  35 واسرشت

  cْ 50  1  35  اتصال
  cْ 72  2  35 طویل سازي

طویل سازي 
 نهایی

cْ 72  10  1  

 
با استفاده از کیت  PCRسازي محصول  خالص

ام براي انج. انجام شد)  لیتوانی-فرمنتاز(DNA استخراج 
با آنزیم  -pBluescript SKکلونینگ، ابتدا وکتور 

 و سپس  به صورت صاف برش خوردهEcoRVمحدودگر 
مطابق دستور )  لیتوانی-فرمنتاز(لیگاز   T4با استفاده از آنزیم

محصول . لیگاسیون گردید  وارد واکنشPCRبا محصول 
کلی سویۀ  هاي مستعد شدة اشریشیا لیگاسیون در سلول

TOP10Fشده و در محیط کشت  وارد LB agar  حاوي
هاي  گري کلنی  براي غربالIPTGو  X-galسیلین،  آمپی
به منظور انتخاب کلون حاوي . آبی کشت داده شد-سفید

چند  وکتور نوترکیب و تایید صحت کلونینگ، پلاسمیدهاي
 Salهاي  با هضم آنزیم هاي سفید استخراج و نمونه از کلنی

I و  XhoIیکی از وکتورهاي . ار گرفتآنالیز قر مورد
نوترکیب انتخاب شده و براي تعیین توالی ژن کلون شده به 

تعیین ترادف دو طرفه و با . آلمان ارسال شد MWGشرکت 
 تکثیر داده شده NAاستفاده از همان پرایمرهایی که ژن 

م در تولید باکیولوویروس اولین قد. بود، صورت گرفت
پلاسمید دهنده کلون کردن ژن هدف در  ،نوترکیب

pFastBac11 براي برش . باشد میpFastBac1  و وکتور
 XhoI  و SalIاز دو آنزیم  pBluescript/NAنوترکیب 

 DNAمحصول برش با استفاده از کیت تخلیص . استفاده شد
 لیگاسیون، T4شده و با واکنش  خالص)  لیتوانی-فرمنتاز(

از .  کلون گردیدpFastBac1 در وکتور NAقطعۀ 
هایی که رشد کرده بودند استخراج پلاسمید صورت  یکلن

به داخل  NAکلونینگ قطعۀ  گرفت و با برش آنزیمی، ساب
این سازه . تایید شد pFastBac1/NAوکتور و تکوین سازه 

 وارد DH10Bacکلی سویۀ  به داخل باکتري میزبان اشریشیا

ساخت در این میزبان، قطعۀ  با انجام نوترکیبی هم. گردید
NAز وکتور نوترکیب  اpFastBac1/NA  به بکمید وارد

 هاي براي شناسایی کلنی .شده و بکمید نوترکیب ساخته شد
DH10Bac،پس از انجام   داراي بکمید نوترکیب
سفید  هاي آبی و گري کلنی ن، از روش غربالوترانسفورماسی
چنین براي تأیید بکمید نوترکیب و براي  هم. استفاده شد

بکمید واجد .  استفاده گردید PCR از،یبینشان دادن نوترک
در دو سوي  M13هاي مکمل پرایمرهاي یونیورسال  توالی

باشد و از این ویژگی  می LacZمحل ترانسپوزون در داخل 
کمک  PCR توان براي تائید ترانسپوزیشن با روش می

  M13 از پرایمرهاي مستقیم و واژگونPCR براي. گرفت
 با توجه به  PCRاندازة محصول. استفاده شد

  ).8( محاسبه شد pFastBac11نقشه
  

  ها یافته
برداري  و نسخه RNA عمل استخراج پایش جهت

سنتز شده به عنوان الگو براي تکثیر  cDNAمعکوس، از 
نتیجه  1شکل  .استفاده شد HA از ژن bp 200یک ناحیه 

  .مذکور می باشد  PCRالکتروفورز محصول 
  
  
  
  
  
  

 که HAاي ژن  ناحیهPCRز محصول  ژل الکتروفور.1شکل
انجام cDNA  و سنتزRNAصحت عمل استخراج پایش براي 

 مربوط به سه واکنش مجزاي 3 تا 1هاي چاهک  نمونه. شد
 100bp plus DNA : 4چاهک . باشد میcDNA سنتز 

ladder  
  

 با اندازة NA براي تکثیر ژن هدف یعنی قاب خواندنی
1420 bp،PCR یم  با استفاده از آنزHigh fidelity 

PCR Enzyme mix ) و پرایمرهاي )  لیتوانی-فرمنتاز
  ).2شکل (اختصاصی انجام شد

200 bp 

100 bp 
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  NA نتیجه ژل الکتروفورز تکثیر قطعه .2شکل 
 با اندازة NAقطعه : 2 ، چاهک 1Kb Ladder : 1چاهک 

1413 bp  
  

ناقل نوترکیب حاصل از مرحله قبلی، تحت هضم 
ر گرفته و قطعه کلون شده از آن قرا XhoI  وSalIدو آنزیم 

 با انجام ژل الکتروفورز مورد واکنشاین . خارج گردید
 بدین ترتیب ناقل نوترکیب. بررسی قرار گرفت

pBluescript/NA  واجد قطعۀNAبه  . شناسایی گردید
 از سیستم NAمنظور تولید گلیکوپروتئین نوترکیب 

تم واجد این سیس. استفاده شد Bac-to-Bacباکیولوویروسی 
و یک شاتل وکتور  pFastBac1یک پلاسمید دهنده به نام 

باشد که در داخل میزبان  باکیولوویروسی به نام بکمید می
DH10Bacعلاوه بر استفاده از .  قرار داده شده است

pFastBac11هاي  از سایتSalIو XhoI براي دخول ژن 
 SalIوXhoI  هاي که از آنزیم در صورتی. استفاده گردید

 کیلو 4/1 قطعه ،راي هضم پلاسمید نوترکیب استفاده شودب
که محل اثر  با توجه به این. آید  به دست میNAبازي ژن 

 در وکتور وجود دارد و یک محل اثر براي BamHIآنزیم 
 و 1200 وجود دارد در نتیجه قطعه NAاین آنزیم در ژن 

 نوکلئوتیدي از پلاسمید نوترکیب خارج شده و این 4995
دهد که جایگیري ژن هدف در وکتور فوق همان   مینشان

طور که قابل انتظار بود در جهت صحیح انجام گرفته است و 
شکل .( هیچ جایگاه برشی وجود نداردHindIIIبراي آنزیم 

 ساخته pFastBac1/NAتا این مرحله، وکتور نوترکیب ) 3
  .شد
  

  
 
 
 
 
  
  
  
  
  

                          1  
  

  pFastBac11/NAأیید هضم آنزیمی کلون نوترکیب ت.3شکل 
 برش با 2، ردیف Ladder 1kb، 1ردیف 

 به صورت خطی در NA که وکتور به اضافه ژن  HindIIIآنزیم
 برش با 3ردیف . دهد  را نشان میbp 6195آمده و وزنی برابر 

 را خطی  pFastBac11NA انجام شده و کلونXhoIآنزیم
 نشان 4 و 2ردیف . دهد  را نشان می1کرده و وزنی معادل ردیف 
 1200 و حاصل شدن قطعه  BamHIدهنده برش توسط آنزیم

bp 4995 و bpهضم دو تایی 5ردیف شماره . دهد  را نشان می 
 را نشان  NA و بیرون آمدن ژنXhoI / SalI هاي با آنزیم

  .دهد می
  

 PCRبراي بررسی بکمید نوترکیب از روش 
دو طرف محل ترانسپوزون واجد بکمید در . استفاده گردید

با . باشد  میM13هاي مکمل پرایمرهاي یونیورسال  توالی
در موقعیت صحیح  NAاستفاده از این ویژگی، وجود ژن 

 pFastBac1با توجه به نقشه . آن مورد تأیید قرار گرفت
که از  صورتی در. اندازه قطعات مورد انتظار محاسبه گردید

 استفاده شود انتظار M13پرایمرهاي رفت و برگشت 
وجود آید و در ه  کیلو باز ب85/3اي با طول  رفت قطعه می

 300اي به طول  صورتی که بکمید دست نخورده باشد قطعه
 تایید بکمید نوترکیب 4در شکل . کند نوکلئوتید را تولید می
نوترکیب  pFastBac1-NAچنین  هم. نشان داده شده است

نگ اطمینان کامل حاصل یابی شد تا از صحت کلونی توالی
  .شود

  
  

1500 bp 

1000 
bp 

1500 bp 
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 PCR تایید بکمید نوترکیب با .4شکل 
 نوکلئوتید 1420 به اندازه NAتوالی : 2مارکر، ردیف : 1ردیف 

کنترل منفی، : 3 نوکلئوتید به آن اضافه شده، ردیف 2430که 
  . نوکلئوتید می باشد300بکمید خالی که 

  
  بحث

فاده از سیستم اولین گزارشات در مورد است
ور تولید پروتئین نوترکیب نورامینیداز ظباکیولوویروس به من

در این سال وان ویکه و همکاران . گردد می  بر1987به سال 
ژن نورامینیداز ویروس آنفلوانزاي انسانی را در این سیستم 
بیانی تولید نموده و در آزمایش روي موش نشان دادند این 

در این پژوهش، با ). 9( داردزایی پروتئین خاصیت ایمنی
توجه به طراحی وکتورهاي بیانی جدید، از وکتوري استفاده 

ساخت در آن شانس بیشتري  شده که میزان نوترکیبی هم
نکته قابل توجه در مقایسۀ کار ما با کارهاي . داشته باشد

ست که در تمام تحقیقات مربوط به استفاده از  ااولیه در این
 تاکنون، 1987هاي  وویروس از همان سالسیستم بیانی باکیول

هیدرین استفاده شده است و این نشان   پلیوراز پروموت
تواند براي تولید   میوردهد تا چه اندازه این پروموت می

هارلی و همکاران در . ویروس نوترکیب کارایی داشته باشد
 ژن نوکلئوپروتئین ویروس آنفلوانزا را در اشریشیا 1990سال 

یولوویروس کلون نموده و در گزارش خود عنوان کلی و باک
نمودند میزان بیان پروتئین نوترکیب در باکیولوویروس بیش 

این مطلب باز هم موید ). 10(کلی بوده است از اشریشیا

هیدرین در تولید پروتئین   پلیورکارایی مناسب پروموت
 نیز گزارشی مبنی بر تولید 1992در سال . نوترکیب است

ز نوترکیب در سیستم بیانی باکیولوویروس ارائه نورامینیدا
 تا این زمان براي تولید باکیولوویروس ).11(گردیده است

 بنابراینشد  نوترکیب از روش معمول کلونینگ استفاده می
که  وريط به ،شانس تولید ویروس نوترکیب بسیار کم بود
در کار انجام . میزان نوترکیبی کمتر از یک درصد بوده است

استفاده شده  Bac-to-Bacه در پروژة حاضر از سیستم گرفت
ساخت براي تهیۀ بکمید نوترکیب  تا میزان نوترکیبی هم

 آن مدبه دست آحاضر اي که در پژوهش  نتیجه. بیشتر شود
بود که از هر پنج بکمید استخراج شده دو مورد داراي ژن 
مورد نظر بودند و این نشان داد میزان نوترکیبی همساخت با 
استفاده از این سیستم بسیار مناسب بوده و کارایی مطلوبی 

 جانسون و همکاران پروتئین نورامینیداز 1995در سال . دارد
را در سیستم بیانی باکیولوویروس تولید نموده و میزان 

شده از  ژن طبیعی تخلیص ژنیسیته آن را معادل آنتی آنتی
آزمایش الایزا و براي این کار از . اند ویروس آنفلوانزا دانسته

polyclonal antisera in functional assays (NI)  
ژن نوترکیب را  اند و مدعی شدند آنتی استفاده نموده

با توجه به نتایجی . )12(توان بدون ادجوانت استفاده نمود می
 در نظر است این مده است به دست آحاضرکه در پژوهش 

ا در حال لذ. مناسب انجام شود VLPکار تا تولید یک 
توان میزان ایمونوژنیسیتۀ کاست ساخته شده را  حاضر نمی

 .بینی نمود پیش

 درو و همکاران پروتئین نورامینیداز 1996در سال 
را به صورت ترشحی در سلول حشرات و با کمک سیستم 

در این گزارش میزان . بیانی باکیولوویروس تولید نمودند
لیتر محیط  م بر میلی میکروگر8 تا 6تولید پروتئین نوترکیب 
اي که در کار ما نیز به   نتیجه).13(کشت عنوان شده است

 درصد کل 20دست آمد نشان داد پروتئین نوترکیب تا 
لذا این نتیجه با کارهاي مشابه . شود پروتئین سلولی تولید می

خارج از کشور و با توجه به مقالات آنها قابل مقایسه بوده و 
 1999در سال . شگاهی مطلوب استبراي مراحل تولید آزمای

 از ایزوله HA و NAهاي  ژن جانسون آنتی
A/Nanchang/933/95  را در سیستم بیانی باکیولوویروس
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. زایی آنها را روي موش بررسی نمود تولید نموده و ایمنی
وي تولید واکسن با استفاده از این سیستم بیانی را توصیه 

 در تحقیق ).14(کردنموده و آن را مقرون به صرفه معرفی 
استفاده شده  A/New Caledonia H1N1حاضر از سویۀ 

گزارشات  .هاي اخیر شیوع بیشتري داشته است که در سال
 نوترکیب در سیستم بیانی NAدیگري نیز در مورد تولید 

باکیولوویروس وجود دارد که در آنها نیز از این سیستم به 
ژن نوترکیب نام  عنوان روشی مناسب براي تولید بالاي آنتی

 از 2005گالارزا و همکاران در سال . )16، 15(برده شده است
هاي  ژن سیستم بیانی باکیولوویروس استفاده نموده و آنتی

NA ، HA ، M1 و M2 را به صورت VLP در سلول Sf9 
به عنوان ادجوانت  IL-12در ادامه آنها از . تولید نمودند

به صورت استنشاقی استفاده کرده و واکسن مورد نظر را 
بادي قابل توجه  میزان تیتر آنتی. روي موش آزمایش نمودند

 گزارشی 2008 و همکاران در سال کوکس. )17(بوده است
اند میزان تولید  ارائه نمودند که در آن سعی کرده

در این مورد . باکیولوویروس نوترکیب را افزایش دهند
ي ویروس و دار  مانند زمان کشت، دما، شرایط نگهعواملی

 در تحقیق حاضر این ).18(فرایند تخلیص دخالت دارند
شرایط بهینه مد نظر قرار گرفت تا بیشترین تولید ویروس 

، FBS درصد 10کشت در محیط حاوي . حاصل شود
جاي کشت ه استفاده از کشت سلول در حالت سوسپانسیون ب

stationaryسازي سلول میزبان در ابتداي مرحلۀ   و آلوده
 حاوي VLPتهیه .  لگاریتمی از جملۀ این شرایط بودندرشد 
 2010 و 2009هاي   در سالM2 و NA  ،HAهاي ژن آنتی

تمامی این مقالات نشان . )19،20(نیز گزارش شده است
اند این سیستم براي تهیۀ واکسن آنفلوانزا مناسب  داده
باشد و بر همین اساس در تحقیق حاضر از این سیستم  می

  . استاستفاده شده
  

  گیري نتیجه
 حاضر این مسئله مورد توجه قرار گرفته مطالعهدر 
توان از سیستم بیانی باکیولوویروس براي تهیۀ  است که می

هدف از انجام  .واکسن مناسب علیه آنفلوانزا استفاده نمود

باشد تا  NAاین تحقیق تهیه بکمیدي بود که حاوي ژن 
نیز  M1 وHAايه بتوان در ادامه بکمیدهاي مربوط به ژن

 . نمودتهیه 

  
  تشکر و قدردانی

وسیله از کلیه همکارانی که ما را در انجام  بدین
. نماییم اند تقدیر و تشکر می این پژوهش یاري نموده

همچنین از موسسه انیستیتو پاستور ایران به جهت همکاري 
  .نماییم در این طرح تشکر و قدردانی می
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