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  چکیده 
و غیر  O1سروتیپ هاي غیر . ویبریو کلرا داراي سروتیپ هاي مختلف توکسیژنیک و غیر توکسیژنیک می باشد: سابقه و هدف

O139 روش هاي تایپینک مختلفی براي بررسی . ندتوکسیژنیک نبوده و در ایجاد اپیدمی و پاندمی هاي بزرگ وبا در جهان نقشی ندار
هدف این مطالعه تعیین قرابت ژنتیکی . مولکولار اپیدمیولوژي سویه هاي بالینی و محیطی ویبریو کلرا مورد استفاده قرار می گیرند

 .وژیک می باشدبه عنوان یک نشان گر اپیدمیول IS1004میان سویه هاي محیطی این باکتري با استفاده از تعیین الگوي ژنتیکی 
کشت  TCBSنمونه هاي محیطی جمع آوري شده از آب هاي سطحی نهر هاي شهر تهران پس از فیلتراسیون در محیط : روش کار

از کشت باکتري . کشت مجدد داده شد BHIیک کلنی انتخاب شده و برروي محیط  TCBSداده شدند و پس از رشد کلنی ها روي 
ایزوله ها به منظور  DNA. هاي بیوشیمیایی تشخیصی و تعیین سروگروپینگ سویه ها استفاده شد بر روي این محیط براي انجام تست

. بودن سویه ها، استخراج گردید O1به منظور تایید غیر  wbeTجهت شناسایی گونه اختصاصی کلرا و نیز شناسایی ژن  PCRآزمون 
  . ی شدقرابت ژنتیکی سویه ها با استفاده از تکنیک ساترن بلات ارزیاب

هیچ یک از سویه ها باند اختصاصی این  wbeTژن  PCRسویه ویبریو کلرا محیطی شناسایی شده، در آزمون  20از مجموع : یافته ها
الگوي باندي  7از میان ایزوله هاي محیطی که از نظر الگوي باندي در ساترن بلات الگوهاي قابل آنالیز ایجاد کردند، . ژن را نشان ندادند

در مقایسه با مطالعات قبلی . بودند (non-typeable)ایزوله با این روش غیر قابل تیپ بندي  13ست آمد در حالیکه تعداد مختلف بد
  .صورت گرفته بر روي سویه هاي بالینی، هیچ الگوي یکسانی با سویه هاي بالینی این باکتري در ایران بدست نیامد

وله هاي ویبریو کلرا محیطی در تکنیک ساترن بلات، هتروژنیسیتی بالایی را در ایز IS1004تفاوت الگوي باندي در : نتیجه گیري
میان سویه هاي محیطی جدا شده از آب هاي سطحی در ایران نشان داد که این سویه هاي هتروژن هیچ تشابه ژنتیکی با سویه هاي 

  .بالینی این باکتري ندارند
  ی، آبهاي سطح IS1004ویبریو کلرا، : واژگان کلیدي

  
  

  مقدمه
 120000ویبریو کلرا باکتري گرم منفی است که سالانه باعث بیش از 

ویبریو کلرا را می توان بر اساس تنوع در ). 1(مرگ و میر در جهان می شود
 200لیپوپلی ساکارید دیواره سلولی اش به بیش از  Oساختار آنتی ژن 

ل ایجاد عام O139و  O1سروتیپ ). 2(سروتیپ مختلف تقسیم بندي کرد
سویه هاي ). 2(اپیدمی ها و پاندمی هاي بزرگ در سراسر جهان هستند

دسته  O139و غیر  O1متعلق به سرو گروه هاي دیگر تحت عنوان غیر 

اگرچه این دو سروگروه به عنوان سروگروه هاي محیطی . بندي می شوند
ان شناسایی شده اند اما گزارشاتی مبنی بر حضور این سروگروه ها در بیمار

مبتلا به اسهال در کشورهاي مختلف جهان از جمله هند و تایلند موجود 
، غیر توکسیژنیک بوده  O139و غیر  O1سویه هاي غیر ). 3- 8(می باشد

و عامل بیماري هاي اپیدمیک نیستند اما به صورت همه گیري هاي 
و اغلب شامل ژن ) 9(کوچک با موارد پراکنده در گذشته گزارش شده اند

  ).6-8و 10(جاد کننده گاستروانتریت ملایم تا حاد هستندهاي ای
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سروگروه اینابا ، اوگاوا و  3سیک و التور و به دو بیوتیپ کلا O1ویبریو کلرا 

 kbبا وزن  wbeدسته ژنی به نام ) .11(هیکوجیما طبقه بندي می شود
قرار دارد و  rigو   gmhDبر روي کروموزوم شماره یک بین دو ژن  22

در این ناحیه قرار می  O1در ویبریو کلرا  Oژن هاي سنتز کننده آنتی ژن 
در آن جهت  wbeTژن است که ژن  13اي این اپرن دار). 12(گیرند

سروگروه اوگاوا به اینابا و بالعکس  (serotype conversion)تبدیل 
در ویبریو کلراي غیر  Oژن هاي سنتز کننده آنتی ژن ). 13(ضروري است

O1  و غیرO139  ٭نیز بر روي یک دسته ژنی مشابه به نامwb  قرار
و  gmhDنیز بین ژن هاي ، این دسته ژنی O1دارندکه مانند سروتیپ 

rig  قرار دارد ولی وزن این دسته در بین سروتیپ هاي مختلف ویبریو هاي
به رغم وجود برخی شباهت ها ). 2(متغیر است kb 28-18از  O1غیر 

، تفاوت هایی نیز بین این دو دیده می  wb٭و  wbeمیان دو کلاستر 
  wb٭کلاستر  در wbeTشود که از آن جمله می توان به عدم حضور ژن 

  ). 14(اشاره کرد O1در سویه هاي غیر 
IS1004 یک عنصر ژنتیکی متحرك در ویبریو کلرا می باشد که انحصارا″ 

به عنوان یک مارکر اپیدمیولوژیک در تایپینگ هاي مولکولی در ویبریو کلرا 
این عنصر ژنتیکی متحرك قادر است در میان ). 15و16(استفاده می شود

 non-O139و  non-O1لف ویبریو کلرا از جمله سروتیپ هاي مخت
 IS1004تعداد نسخه هاي . نیز جا به جا شود ) سویه هاي محیطی(

موجود در سروتیپ هاي مختلف ویبریو کلرا، به عنوان یک روش جهت 
بررسی قرابت ژنتیکی میان سویه هاي مختلف ویبریو کلرا مورد استفاده 

  ). 16(قرار می گیرد
ان داده اند که ژن هاي ویرولانس و همولوگ هاي آنها مطالعات اخیر نش

علاوه بر سویه هاي بالینی در سویه هاي محیطی ویبریوکلرا نیز منتشر 
شده اند که این ژن ها در واقع به سروگروه هاي متنوعی که بنظر می رسد 

اگر چه نقش ). 17و 18(مخزن ویبریوکلرا هاي محیطی هستند تعلق دارند
س در ویبریوکلرا هاي محیطی و علت بقاي بیشتر ویبریو ژن هاي ویرولان

هاي محیطی حاوي ژن هاي ویرولانس نسبت به سایر سویه هاي محیطی 
شناخته نشده است اما این احتمال می رود که این سویه هاي محیطی 
حاوي ژن هاي ویرولانس، منشاء سویه هاي پاتوژنیک باشند یا در فرآیند 

یجاد سویه هاي پاتوژنیک می شود نقش داشته انتقال ژن که منجر به ا
به منظور تشخیص و ردیابی نحوه ایجاد ویبریوکلرا هاي ). 19(باشند

پاتوژنیک از انواع غیر پاتوژنیک لازم است سویه هاي حدواسط که داراي 
قدرت پاتوژنیک کمتري نسبت به سویه هاي اپیدمیک هستند شناسایی 

اري منتقله از آب است، شناسایی سویه از آنجایی که کلرا یک بیم. گردند
هاي محیطی و بررسی ژنتیکی آنها به منظور شناسایی منبع سویه هاي 
ایجاد کننده اپیدمی هاي کلرا و یا گاستروانتریت هاي پراکنده حائز اهمیت 

  .است
با استفاده از تکنیک ساترن بلات  IS1004در این مطالعه الگوهاي باندي 

لف محیطی ویبریو کلرا جدا شده از نهر هاي در میان سویه هاي مخت
  . گوناگون شهر تهران و اطراف آن ، بررسی شد

  
  روش کار 

نمونه هاي محیطی با هم اهنگی سازمان آب و فاضلاب استان به طور 
نهر بزرگ داخل و  6متناوب و در فواصل زمانی یک هفته اي از محل 

شهریور، بهشتی،  17باد، اطراف شهر تهران شامل نهر فیرورزآباد، یاخچی آ
در هر مرحله نمونه گیري حدود . افسریه، و نهر امین آباد گرفته شد

ml500  از آب از محل گرفته شد و در شیشه هاي استریل به آزمایشگاه
سپس توسط . فیلتر گردید No.1  Whatmanآورده و توسط کاغذ

مبران سپس م. عبور داده شد µm 45/0سیستم خلا از خلال ممبران هاي 
 -Phosphate- bufferedاز ml2قطعه بریده شده و و در  8ها به 

saline (PBS pH: 7.4)  10 mM دقیقه ورتکس شد 3براي مدت.  
میلی لیتر از آب پپتونه  10یک میلی لیتر از سوسپانسیون به 

پپتون % 1(v/w)حاوي  Alkaline- peptone- water (APW)قلیایی
ساعت در  18-16جهت غنی سازي به مدت  افزوده شده و  8برابر  pHبا 

حدود نیم میلی لیتر از این . قرار داده شد C37°انکوباتور شیکر دار 
 -Thiosulfate- Citrateسوسپانسیون روي پلیت هاي حاوي محیط 
Bile- Salt-Sucrose agar (TCBS)   18بعد از . کشت داده شد-

در +) ساکارز (رنگ  ، تک کلنی هاي زرد C 37°ساعت انکوباسیون در  24
صورتی که شباهت مورفولوژیک با کلنی هاي ویبریو کلرا  داشتند بر روي 

کشت داده  BHI (Brain Heart Infusion)محیط ، بر روي محیط 
  .شد

از کشت باکتري بر روي این محیط براي انجام تست هاي بیوشیمیایی 
تست هاي ). 20(تشخیصی و سروگروپینگ سویه ها استفاده شد

 -یوشیمیایی مورد استفاده براي تشخیص ویبریو کلرا شامل تست اکسیدازب
 - TSI –اندول  -آرژنین دهیدرولاز - اورنیتین دکربوکسیلاز -حرکت

% 4و% 8و% 16(استرینگ تست و تست نیاز به غلظت هاي مختلف نمک 
براي رشد می باشند که طبق پروتوکل هاي استاندارد جهت تعیین ) 2%و

سویه هایی که ). 8و  21(ي ویبریو کلرا به کار گرفته شدندهویت سویه ها
هاي بیوشیمیایی آن ها با ویبریو کلرا مطابقت داشت، جهت  نتایج تست

سویه استاندارد ویبریو کلرا . انجام بیوتایپینگ و سروتایپینگ انتخاب شدند
ATCC 14035 به عنوان کنترل مثبت در تمامی تستها بکارگرفته شد.  

 16s-23s  intergenicناحیه  PCRیکی سویه ها با استفاده از تایید ژنت
space توالی پرایمرهاي . اختصاصی براي گونه ویبریو کلرا انجام شدVC-

F  وVCM-R  22(آمده است  1در جدول.(  
  

  توالی پرایمرهاي مورداستفاده در این مطالعه. 1جدول 

  
 

 O139 و O1سروتایپینگ سویه ها با استفاده از آنتی سرم هاي پلی والان 
هده در دراین روش که بر اساس رویت یک رسوب قابل مشا .انجام شد 

در نتیجه آگلوتیناسیون بین آنتی ژن هاي موجود در سطح  واکنش مثبت 
باکتري و آنتی سرم هاي اضافه شده بر روي لام می باشد، سروتیپ ها ي 

اساس واکنش پرسی (سویه هاي مختلف ویبریو کلرا شناسایی شدند 
به منظور تایید نتایج حاصل از سروتایپینگ سویه ها، ). پیتاسیون است

PCR  این ژن با استفاده از جفت پرایمر هاي طراحی شده در این مطالعه
  .انجام شد 2با توالی هاي مشخص شده در جدول 

  

 نام پرایمر توالی پرایمر  رفرنس

22  5'  AGTCACTTAACCATTCAACCCG 
3' 

VC-F 

22 5'  TTAAGCGTTTTCGCTGAGAATG 
3' 

VCM-
R 

23  5'GGTATGCGTCACTGGATTGTT3' WbeT-
F 

23  5'CAGGAATTCACAGCACATCG'3' WbeT-
R  
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ایزوله هاي رشد یافته در محیط  DNAبا استفاده از تکنیک ساترن بلات 

BHI  ایزو آمیل الکل  - ساعت با استفاده از روش فنل کلروفرم 24پس از
هضم  HpaIIهاي استخراجی با استفاده از آنزیم  DNA. استخراج شد

ورز نمونه ها، پس از هضم آنزیمی، قطعات ایجاد شده توسط الکتروف. گردید
سپس نمونه ها از روي ژل بر روي غشاي . روي ژل آگارز جداسازي شدند

 DIG DNAبا استفاده از کیت . کاغذ نایلون با شارژ مثبت انتقال یافت
labelling and detection kit (Roche Diagnostic GmbH) 

نشان دار شده بودند ، تهیه  Digoxigeneinکه با  IS1004پروب ژن 
دقیقه در بافر  30در مرحله پیش هیبریداسیون ، کاغذ به مدت . شد

، محلول متوقف )سالین سدیم سیترات( SSC 5Xهیبریداسیون که شامل 
 %(لوریل سارکوزین  -2% w/v  ،N (Blocking Reagent)کننده 
(wv-1  0.1 وSDS )0.02% (wv-1  سپس کاغذ . می باشد، قرار گرفت

ن دار و دناتوره شده تازه ، هیبرید شد و ساعت با پروب نشا 24به مدت 
دقیقه  5به مدت  SDS (wv-1) %0.01و  SSC2Xسپس دو مرتبه با 

 %0.01و  SSC 0/5Xسپس شستشو با . در دماي اتاق شستشو داده شد
(wv-1) SDS  درجه سانتیگراد دوبار  68دقیقه در دماي  15به مدت

  . انجام گرفت
با پروب نشان دار با استفاده از  هیبرید شده DNAآشکار سازي قطعات 

بر اساس دستور العمل شرکت سازنده  Digoxigeneinآنتی بادي ضد 
  . صورت گرفت

  
  یافته ها

از . ساعت مورد بررسی قرار گرفتند 18- 24پس از  TCBSکشت هاي 
میلی متر جهت  2-4کلنی هاي زرد رنگ، نسبتا مسطح باقطر تقریبی 

از کلنی هاي رشد یافته برروي . داستفاده ش BHIکشت برروي محیط 
براي انجام تست هاي بیوشیمیایی و سروتایپینگ استفاده  BHIمحیط 

 2در جدول نتیجه تست هاي بیوشیمیایی جهت شناسایی ویبریو کلرا . شد
  .ده استآم

که توسط  3سویه هایی با مشخصات بیوشیمیایی ذکر شده در جدول 
PCR یه اختصاصی گونه ویبریو کلرا در ناح intergenic space 

16srRNA-23srRNA سروتایپینگ انتخاب   تایید شدند، جهت انجام
سویه از ایزوله هاي جدا شده که  تست هاي بیوشیمیایی  20تعداد . شدند
منطبق با الگوي فوق را نشان دادند مورد آنالیزهاي بعدي قرار  "کاملا

ها را بعنوان  اختصاصی گونه، آن PCRگرفتند و نتایج بدست آمده از 

سویه ها  PCRنمایی از نتایج حاصل از  1تصویر (ویبریو کلرا معرفی کرد 
سروتایپینگ سویه ها با استفاده از آنتی سرم هاي پلی ). را نشان می دهد

صورت گرفت و نشان داده شد که تمام سویه ها O139  وO1 والان 
ام نمونه تم .می باشند  non-O139و  non-O1متعلق به سروتایپ هاي 

مورد بررسی  wbeTبراي ژن  PCRهاي شناسایی با استفاده از آزمون 
بجز درسویه بالینی کنترل  wbeTقرار گرفتند که باند حاصل از تکثیر 

تصویر (، مشاهده نشد ) 0/ 48(مثبت در هیچ یک از نمونه هاي محیطی 
2. (DNA  همه سویه هاي ویبریو کلرا محیطی با استفاده از آنزیمHpaII 

تعداد هفت سویه . هیبرید گردیدند IS1004هضم شدند و با پروب 
 bp 1500 -1000  ،bp 1500 ،bpقطعه در اندازه هاي  9 "مجموعا
2000 ،bp 3000،bp 4500  وbp6000   و شش باند با بیش از وزنkb 

 3داشتند، متعلق به  kb 10شش باندي که وزنی بالاتر از . ایجاد کردند 10
سویه از لحاظ الگوي باندي  2تلف بودند که از میان آنها سویه محیطی مخ

لازم به . (شبیه یکدیگر بودند و یک سویه تفاوت الگوي باندي را نشان داد
بوده لذا  kb 10یاداوري است، مارکر مورد استفاده در این مطالعه، مارکر 

سایر ). گزارش می شوند‹   kb 10باندهاي با وزن بیش از آن به صورت 
ها هیچ الگوي واضحی را در ساترن بلات ایجاد نکردند و به عنوان  سویه

. طبقه بندي می شوند (Non-typable)سویه هاي غیر قابل تیپ بندي 
نتایج حاصل از ساترن بلات نشان دهنده تفاوت کلی در الگوي باندي 

IS1004  در میان اغلب سویه هاي مختلفnon-O1  بود  
  

شیمیایی مورد استفاده جهت مشخصات تست هاي بیو. 2جدول 
  تعیین هویت ویبریو کلرا

 واکنش نوع آزمایش
 + اکسیداز

 + اندول
 + نمک% 0رشد در 

  + اورنیتین دکربوکسیلاز
 _ آرژینین دهیدرولاز

 + حرکت
 + استرینگ تست

TSI 
 

A/A  بدون تولید گاز وH2S 

  

 
  : 1تصویر 

  

  
  

PCR  ناحیه اختصاصی گونه ویبریو کلرا در intergenic space 16srRNA-23srRNA   نتایج  1-5شماره هايPCR  سویه هاي محیطی و
  .می باشد kb 1مارکر  7. را نشان می دهد 14035ATCCسویه کنترل مثبت  6شماره 

  

    ٣٠٠ bp 

     ٧           ٦       ٥       ٤        ٣        ٢         ١ 
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   : 2تصویر 

   
 

  PCR  ژنwbeT  14035سویه کنترل مثبت  1شماره . سویه هاي محیطیATCC . سویه هاي محیطی مورد بررسی در این  2- 8شماره هاي
  آئروژینوزاسویه کنترل منفی سودوموناس  10شماره .  kb3مارکر  9. مطالعه

 
  : 3صویر ت

        
  

  .در میان ایزوله هاي محیطی ویبریو کلرا در روش ساترن بلات IS1004پروفایلینگ 
  

  بحث
بر روي تمام  wbeTبه منظور شناسایی ژن  PCRدر این مطالعه آزمون 

صورت گرفت  (non O1-non-O139)ایزوله  هاي ویبریو کلرا محیطی 
نتایج . م سویه هاي محیطی مشاهده گردیددر تما wbeTکه نبود ژن 

در سویه هاي محیطی ، تایید  wbeTمطالعه حاضر پیرامون بررسی ژن 
که بر روي ) 14(و همکاران Yamasakiکننده نتایج حاصل از مطالعه 

سویه هاي بالینی و محیطی جدا شده از کشورهاي هند، چین، تایلند، نپال 
در  wbeTر دو مطالعه نبود ژن در ه. و بنگلادش انجام شد، می باشد

در سویه هاي  wbeTژن . مورد بررسی به اثبات رسید ایزوله هاي محیطی
) 13(می باشد serotype conversionمسئول  (O1)بالینی ویبریو کلرا 

که وجود این ژن در ایزوله هاي بالینی جدا شده از بیماران در بررسی هم 
  ) .23(یدزمان، در این مطالعه حاضر به اثبات رس

از طریق  IS1004سویه هاي محیطی به منظور تعیین الگوي باندي 
 6مورد ارزیابی قرار گرفتند و  (Southern blot)تکنیک ساترن بلات 
باند با طول هاي بیشتر  2الگوهاي اول و دوم شامل (الگوي باندي متفاوت 

،  1000-1500باند مختلف با طول هاي  4، الگوي سوم شامل kb 10از 
جفت باز، الگوي چهارم شامل یک باند با طول  6000و  3000،  2000

bp4500  2000و  1000-1500باند با طول هاي  2و الگوي ششم شامل 
  .در ایزوله هاي مورد بررسی شناسایی شد) جفت باز

اي  DNAساترن بلات تکنیکی براي بررسی تعداد نسخه هاي یک توالی 
در این مطالعه با استفاده از این  ).24(خاص و یا یک ژن خاص می باشد
در ایزوله هاي ایرانی بدست  IS1004ساترن بلات، تنوع الگوهاي باندي 

در مطالعه انجام شده . آمده از نهرهاي شهر تهران و حومه، شناسایی شد
، نتایجی مشابه مبنی بر وجود تنوع 1996و همکاران در سال  Bikتوسط 

  ).16(له هاي غیر بالینی ، بدست آمددر ایزو IS1004در الگوهاي باندي 
بر روي  IS1004مطالعات گوناگونی در ارتباط با بررسی الگوهاي باندي 

سویه هاي بالینی انجام گرفته است که در تمام این مطالعات، الگوهاي 
باندي مشابه از نظر تعداد و وزن باند ها در همه ایزوله هاي بالینی مشاهده 

اوت آشکاري را با نتایج بدست آمده از الگوهاي شده است که این نتایج تف
در مطالعه پیشین . در ایزوله هاي محیطی نشان می دهد IS1004باندي 

که بر روي ویبربوکلرا هاي بالینی جدا شده از بیماران طی اپیدمی هاي 
سال متوالی در ایران انجام شد مشخص گردید که تعداد  4مختلف در طی 

متفاوت ) کپی 10تعداد ( O1یوکلرا هاي التوردر ویبر IS1004کپی هاي 
می باشد، این در حالی ) کپی 5- 6تعداد ( 569Bاز سویه ي کلاسیک 

مورد  O1میان تمام سویه هاي التور IS1004است که الگوي ژنتیکی 
بررسی کاملاً مشابه بوده و هیچ  تفاوتی با الگوي ژنتیکی سویه استاندارد 

  ).23(شتندا O1 ATCC 40315وبیریوکلرا 

    ٨٠٠ bp 

١                   ٢           ٣                 ٤              ٥                        ٦            ٧  
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مشخص  1996و همکاران در سال  Bikeدر تحقیق انجام شده توسط 
بسیار  O1در میان سویه هاي ویبریوکلرا  IS1004گردید، الگوي ژنتیکی 

در تمام سویه هاي مورد  HpaIIمشابه و قطعات حاصل از برش با آنزیم 
 2500و  2200، 1500باند با اندازه هاي  3بررسی تقریباً مشابه و شامل 

در میان بیوتیپ هاي التور و  IS1004الگوي ژنتیکی . جفت باز می باشد
داراي  IS1004در تعداد کپی هاي موجود از  کلاسیک بسیار مشابه و تنها

تفاوت بودند که تعداد این کپی ها در بیوتیپ هاي کلاسیک بیشتر از 
در مقابل این قرابت ژنتیکی بین سویه . بیوتیپ هاي التور گزارش شدند

) O139و غیر  O1غیر (هاي پاتوژنتیک در بین سویه هاي محیطی 
نشان دادند که  IS1004لگوي بررسی شده پلی مورفیسم فراوانی در ا

تنوع این . شباهت و ارتباطی به الگوي سویه هاي التور و کلاسیک نداشتند
الگوي  31سویه مورد مطالعه  43سویه ها به گونه اي بود که در بین 

  ).16(مشاهده شد IS1004متفاوت براي 

  
 نتیجه گیري

 IS1004نتایج حاصل از مطالعه حاضر تفاوت الگوي باندي فراوانی در 
در تکنیک  non-O1, non-O139ایزوله هاي محیطی ویبریو کلرا 

ساترن بلات، نشان داد که این نتیجه موید عدم قرابت ژنتیکی میان سویه 
هاي محیطی جدا شده از آب هاي سطحی در ایران می باشد و بیان گر 

چنین تنوع . تنوع ژنتیکی بالاي سویه هاي محیطی ویبریو کلرا می باشد
که نسخه هایی از آن نیز در کلاسترهاي ژنی  IS1004یی در پروفایل بالا

قرار دارند می تواند بیانگر تنوع بالاي ژنتیکی در  Oبیوسنتز آنتی ژن 
در میان سویه هاي محیطی ویبریو کلرا  Oژنهاي سنتز کننده آنتی ژن 

  .باشد
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