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  چكيده
-روش. باشدسر دنيا مي عفوني در سرتا هايترين بيماريو هنوز يكي از مهمشود ايجاد مي تيفيتب تيفوئيد توسط سالمونلا  :و هدفزمينه 

 بعضاً ،فراوانو هزينه بودن بر زمانعلاوه بر كه  استفاده شده استاين باكتري يي هاي بيوشيميايي و الايزا براي شناساروشهاي متعددي از جمله 
كه روشي سـريع، ارزان و   باشدمي PCRهدف از اين تحقيق شناسايي باكتري سالمونلا تيفي از طريق روش لذا . باشدميكاذب همراه با پاسخ 

  .است اختصاصي
جهـت شناسـايي    polymerase chain reaction (PCR)از  انجـام شـد  تشـخيص  روش به كه توصيفيدر اين مطالعه  :هامواد و روش

طراحي  نسبت به، PCRوسيله هناسايي بجهت ش .ييد قرار گرفتأهاي بيوشيميايي مورد تروشتوسط  اين سويه قبلاً .استفاده شد تيفيسالمونلا 
در معـرض هضـم بـا آنـزيم     اقـدام و محصـول آن    PCRاكـنش  نسبت به انجام و سپس .اقدام گرديد  ViaBژن اختصاصي  يك جفت پرايمر

جهـت  . سويه مختلف باكتري به عنوان كنترل منفـي اسـتفاده شـد    6براي ارزيابي اختصاصيت اين روش از . قرار گرفت Taq1ي  محدودكننده
  .از سريال رقت استفاده شد PCRواكنش  بررسي حساسيت 

براي ارزيابي اختصاصيت اين . ئيد شدأت PCRبا هضم آنزيمي صحت محصول  باز بود كهجفت  530 تيفيسالمونلا  PCRمحصول  :هايافته
بوتولينيوم، استافيلوكوكوس اورئوس و باسيلوس سابتيليس كلستريديوم كلاي،  ، شيگلا فلكسنري، اشريشياموريوم تيفيسالمونلا باكتري از  روش

 CFU/ml 50حساسيت اين روش در حـدود   .طراحي شده منفي بود آن با پرايمر PCRبه عنوان كنترل منفي مورد استفاده قرار گرفت و نتايج 
    .ارزيابي شد
-مـي  كلينيكي هايدر نمونه براي تشخيص سالمونلا تيفي PCRوش ربا  viaBشناسايي ژن  كهدهد مينشان  نتايج اين تحقيق :گيرينتيجه

مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درمـاني  ( .مورد استفاده قرار گيرد لابه عنوان روشي سريع، ارزان، اختصاصي و با حساسيت با تواند
  .) 221-227صص/  4شماره/16سبزوار، دوره

  .ViaB – PCRتوالي  ؛سالمونلا تيفي :هاي كليديواژه
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  مقدمه
وسيله باكتري سالمونلا تيفي ايجـاد  هتب تيفوئيد ب  

عفـوني   هـاي تـرين بيمـاري  مه ـهنوز يكـي از م و شود مي
موجـود،  هـاي  بـر اسـاس تخمـين   . باشدمطرح در دنيا مي

ميليون نفر به اين بيماري مبتلا شـده و بـيش از    16سالانه 
در حـال   .)1( ميرنـد خاطر اين بيماري ميبه هزار نفر 600

آن از شناسايي ايـن بـاكتري از طريـق جداسـازي      ،حاضر
 خون، مغز استخوان، مـدفوع، ادرار و سـاير مايعـات بـدن    

كشت خون مبتلايان به تب تيفوئيد به . باشدپذير ميامكان
ايـن   .درصد مثبت گردد 70تا  45 تنهايي ممكن است بين

 خـون  ليتـر ميلـي  30تـا   20حالي است كه حداقل بين  در
   .جهت شناسايي استفاده نمودبتوان از آن لازم است تا 

در تشـخيص  توانـد  ميتست كمكي اين روش كه   
اين روش نيز به دليل . تست ويدال است ،كننده باشدكمك

قابـل  كـاملاً   ،كنـد صورت غير اختصاصي عمل ميهكه بآن
هاي ديگر به دلايلي از جمله گراني روش. باشداعتماد نمي

يكـي از   .)2(باشـند  مان بر بودن كمتر مورد توجه مـي زو 
زا اسـتفاده از تكنيـك   هاي شناسايي عوامـل بيمـاري  روش
PCR از سـرعت و حساسـيت بسـيار بـالايي     باشد كـه   مي

هـاي خاصـي از اسـيد نوكلئيـك     رديـف . برخوردار است
. استفاده شده اسـت  تيفيجهت شناسايي باكتري سالمونلا 

انجــام  2005ســلطاني در ســال اي كــه توســط در مطالعــه
نسبت به شناسايي اين جفت پرايمر  3گرديد با استفاده از 

 multiplexكه روش نشان داده شـد باكتري اقدام نموده و 

PCR سلول مورد شناسـايي   250تواند تا مورد استفاده مي
-توانسته PCRروش  با استفاده از محققين .)3( قرار گيرد

ــا  ــد ت ــاكتري ســالمونلا  40ان را در مــواد غــذايي  تيفــيب
هاي سالمونلا تيفـي كـه از   تمام سويه .)4( شناسايي نمايد

 ViaBه به ناحيه ك( Viژن خون جدا شده است داراي آنتي
ژن به عنـوان يـك عامـل    كه اين آنتي باشدمي) ناميده شده

-اين آنتي ژن در تعدادي از سويه .باشدزا مطرح ميحدت

، تعــدادي از C تيفيســالمونلا پــاراهــاي ديگــر از جملــه 
در . )5( سالمونلا دوبلـين گـزارش شـده اسـت    هاي سويه

تيفـي  با هدف شناسـايي بـاكتري سـالمونلا    حاضر  تحقيق
يك جفت پرايمر اختصاصي بـر اسـاس   نسبت به طراحي 

گرديــد تــا بتــوان بــا ســرعت و  اقــدام ViaBتــرادف ژن 
 .وددام شاقباكتري  اين اختصاصيت نسبت به شناسايي

  
  ها روشمواد و 
ــوع    ــه از ن ــن مطالع ــوده  توصــيفياي ــهب روش و ب
 50 ،جامعه آماري در ايـن تحقيـق   .انجام گرديد يتشخيص

 ...اكـه بـه بيمارسـتان بقيـه     بود ه از بيمارانيسويه جدا شد
 .انـد هقرار گرفت ـ آزمايشمورد  مراجعه كرده و) عج( اعظم

ــاكتري ــاي ب ــايش  ه ــورد آزم ــامل  م   14028ATCCش
Salmonella typhimoriumــه ــاي، نمونـ ــي  هـ كلينيكـ

Salmonella typhi، Shigella flexneri، Staphylococcus 

aureus  ATCC=25923  ، Escherichia coli،Bacillus 

subtilis، Clostridium botulinium و Salmonella typhi 

P ATCC =1185 از  دو سوشي كه قبلاًدر اين تحقيق . بود
 Salmonellaعنوانهاي معمول آزمايشگاهي بهطريق روش

Dublin   وSalmonella paratyphi C  شناســايي شــده
  .مورد بررسي قرار گرفتنيز بودند 
يـك   :هـاي مناسـب   قطعات ژني و تهيه پرايمـر  انتخاب

در باكتري سـالمونلا  viaB ) 1جدول (از ژن جفت پرايمر 
 ـتيفي طراحي و سپس  افزارهـاي مولكـولي    وسـيله نـرم  هب

BLAST  و Oligo ــوپ ــاير  ،وجــود ل ــاي ذوب و س دم
پـس از   .مـورد بررسـي قـرار گرفـت     خصوصيات پرايمـر 

 بـه مرهـا  پرايجهت سـاخت   ،بررسي و تأئيد خصوصيات
  . سفارش داده شدسيناژن شركت 

شناسايي باكتري سـالمونلا تيفـي بـه روش مولكـولي     
PCR 

 DNAبراي اسـتخراج و تخلـيص    :تخليص ژنوم  

، بـراي ايـن منظـور   . استفاده شد CTABژنوميك از روش 
هـاي مـورد   ليتر از محـيط كشـت بـاكتري   ميلي 5/1مقدار  

سانتريفوژ  rpm6000-5000دقيقه در  2-5مطالعه به مدت 
 10(ميكروليتر بافر  567حاصل در ) Pellet(شد و رسوب 



  سعادتي و همكاران 
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mM Tris HCl, 10 mM EDTA(TE ،30   ميكروليتر بـافر
SDS 10 ميكروليتر آنـزيم  3 و درصدProteinase K (20 

mg/ml)  درجه سـانتي  37ساعت در  1-3 مدتو به حل-

 100، مقــدار بــه مخلــوط حاصــل. گــراد نگهــداري شــد
 ــ ــر نم ــول   80و  NaCl 5Mك ميكروليت ــر محل ميكروليت

CTAB/NaCl )Cetyltrimethylammonium bromide (
) DDWميلي ليتر  80و  CTABگرم  NaCl ،10گرم  1/4(

گـراد  درجـه سـانتي   65دقيقـه در   10-15 مدتو به اضافه
ميكروليتـر   780 سپس بـه مخلـوط حاصـل   . گرمادهي شد

لروفرم و ك 24به نسبت (مخلوط كلروفرم ـ ايزوآميل الكل  
-25 مـدت تكان دادن به و پس از اضافه) ايزوآميل الكل 1

محلول روئـي بـه   . سانتريفوژ شد rpm2500  دقيقه در 20
 – تيوب ديگري منتقل شده و هم حجم آن مخلـوط فنـل  

اضافه شد و پـس از  ) 25/24/1(ايزوآميل الكل  - كلروفرم
، عمـل ترسـيب   rpm 2500اي در دقيقه 20-25 سانتريفوژ

DNA در ) درصــد 70(وســيله ايزوپروپــانول و اتــانول هبــ
  در نهايـت  گراد انجـام گرفـت و  درجه سانتي -20دماي 
DNAميكروليتر بـافر   50-100 حاصل درTE  )pH=8 ( و

   .حل شد Rnase Aميكروليتر آنزيم  5-3
ينـد  آبـراي انجـام فر   ):PCR(اي پليمراز واكنش زنجيره

PCR ،2  ميكروليتــر ازDNA بــا غلظــت (ده تخلــيص شــ
ng/µl200 (ميكروليتـر از   23بـا   تيفـي سالمونلا باكتري  از

 اين اجزا عبارتند از. مخلوط شد PCRديگر اجزا واكنش 
 /pmolغلظـت   ميكروليتر از هر يـك از پرايمرهـا بـا   يك 

µl20 )ميكروليتـر از مخلـوط    2، )ميكروليتر 2 در مجموع
dNTP غلظـت   با mM5/2، 25/1  ميكروليتـر MgCl2   بـا 

 10PCR buffer X ،15ميكروليتـر   mM50 ،5/2 غلظـت  
ميكروليتـر   25/0و ) DDW( اسـتريل  ميكروليتر آب مقطر

  PCRبرنامـه   .Taq DNA polymerase (5 unit/µl)آنـزيم  
گـراد بـه   درجه سـانتي  94شامل يك مرحله واسرشت در 

-درجه سـانتي  DNA )94 چرخه تكثير 30دقيقه،  5مدت 

درجـه   72، ثانيـه  30گـراد  درجه سانتي 59، ثانيه 30گراد 
درجـه   72و يـك مرحلـه نهـايي در    ) ثانيه 45سانتي گراد 

 5 ،پس از انجـام واكـنش  . دقيقه بود 5گراد به مدت سانتي
ميكروليتر از محصولات واكنش به همراه يـك ميكروليتـر   

 2توســط ژل آگــارز  (Loading buffer)زا محلــول رنــگ
الكتروفورز  100ثير ولتاژ أدقيقه تحت ت 20مدت به درصد
 ـ PCRمحصـولات  سپس  .شد  ژل داكوسـيله دسـتگاه   هب

  .گرفت مورد بررسي قرار
از هضـم  بـراي ايـن منظـور     :ييد محصـولات واكـنش  أت

هاي محدودكننـده  آنزيمي محصولات واكنش توسط آنزيم
مورد انتظار توسـط نـرم    پس از بررسي توالي. ده شداستفا
 مـورد نظـر  براي هضم قطعه  Taq1آنزيم  ،DNASISافزار 

صـورت  پس از تكثير هر يك از قطعات به. انتخاب گرديد
يكروليتـر از آنـزيم   م 2 هـا توسـط  ميكروليتر از آن 8مجزا، 

گـراد مـورد   درجه سـانتي  65ساعت در  4 مدتمربوطه به
ژل  بـر روي محصول هضـم آنزيمـي    هضم قرار گرفت و

  .الكتروفورز شد درصد 1 آگارز
براي ايـن    :PCRاختصاصي بودن واكنش  تعيين ميزان

بـاكتري   8با ژنوم تخلـيص شـده از    PCRمنظور، واكنش 
 درصـد  2ژل آگـارز   ر رويانجام شد و محصول واكنش ب

  .الكتروفورز شد
بـراي محاسـبه    :PCRتعيين ميزان حساسـيت واكـنش   

حساسيت واكنش بر اساس تعداد باكتري، پـس از كشـت   
محـيط كشـت،    ODه گيري و انداز BHIباكتري در محيط 

رقت تهيه كـرده و بـراي    10-8ابتدا از محيط مورد نظر تا 
انجام شـد و جهـت محاسـبه     PCRها واكنش تمامي رقت

تعداد باكتري در هر رقت فرآيند شـمارش بـاكتري انجـام    
 .ديدگر

  
  هايافته

هــاي وســيله روشهمــورد اســتفاده بــ يهــاســويه  
پرايمرها و قطعات . استاندارد آزمايشگاهي شناسايي شدند

 افزارهـاي مولكـولي  توسـط نـرم   PCRانتخاب شده جهت 
جفت پرايمر جهت تكثير  يك مورد بررسي قرار گرفتند و

ها در الكتروفورز طراحي شده و كيفيت آن مورد نظر هقطع
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ــا  ــراي . ييــد گرديــدأو ت آميــد بررســياكريــلژل پلــيب ب
بـا يـك جفـت     PCRواكـنش   تيفـي جستجوي سـالمونلا  

 530قطعـه   مشـاهده انجام شـد كـه    viaBايمر ويژه ژن پر

جـود  ودهنده نشان viaBمربوط به بخشي از ژن  بازجفت 
  .)1ستون  1شكل (بود  تيفياين ژن در باكتري سالمونلا 

پس از بررسي قطعـات   :PCRييد محصولات أت  

 7654321

500bp

530bp

  
   .PCR تعيين ميزان اختصاصي بودن واكنش  :2 تصوير
  PTCC=1185تيفي  سالمونلا: 2ستون ، جفت باز 100 ماركر: 1ستون 

   =ATCC   25923استافيلوكوكوس اورئوس   :5ستون ،  اشريشياكلي :4ستون ، شيگلا فلكسنري:3ستون 
 كلستريديوم بوتولينوم: 7ستون ، باسيلوس ساب تيليس :6ستون 

bp500 

bp530 

خصوصيات پرايمر طراحي شده:1جدول
 نام پرايمر توالي پرايمر باز تعداد  اندازه محصول

bp    530 24 
25 

5'   TGA CTC TAA TGC AAA CAT CTA GCG  3' 
5'   GAA GTC TCC TTA TGC  TGA AAT AAC C  3' 

VF 
VR 

 
 3        2       1   

500bp 

530bp 

224bp 

306bp 

  
  )DNA Ladder Mix SM0333(ماركر  :1ستون  :PCRبرش آنزيمي محصول : 1 تصوير
  ميقطعات حاصل از برش آنزي :3ستون  ،PCR محصول :2ستون 
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هضـم  بـراي   DNASIS،Taq1افـزار  تكثير شده توسط نرم
-مـي انتظـار   گونه كههمان .اين قطعات در نظر گرفته شد

مـورد   306را در جايگـاه   viaBقطعـه   Taq1 آنزيم ،رفت

 224دو قطعـه   ،يندآكه در نتيجه اين فربود برش قرار داده 
  . )2، ستون 1شكل ( گرديدايجاد جفت باز  306 و

پـس از انجـام    :PCRميزان اختصاصي بـودن واكـنش   

10   9    8    7   6    5    4    3     2      1      

530  bp 

500  bp 

  
   با ديگر سويه هاي سالمونلا PCR تعيين ميزان اختصاصي بودن واكنش  :3تصوير
  ،  نمونه هاي كلينيكي سالمونلا تيفي: 5، 4 ،3، 2 ستون، جفت باز 100ماركر : 1ستون 
  نمونه كلينيكي سالمونلا تيفي موريوم : 7 ستون،   ATCC=14028سالمونلا تيفي موريوم : 6 ستون

  نمونه كلينيكي مشكوك به سالمونلا دوبلين: 9ستون ،  نمونه كلينيكي سالمونلا تيفي موريوم: 8ستون 
 Cمونلا پاراتيفي نمونه كلينيكي مشكوك به سال: 10ستون 

 
 6    5     4     3    2    1    

500bp 
530bp 

  
باكتري، رقت هاي زير از باكتري جهـت بررسـي حساسـيت      10-8پس از تهيه غلظت : تعيين حساسيت بر حسب تعداد باكتري  :4 تصوير

   مورد استفاده قرار گرفت PCRواكنش 
  ،  باكتري 5000: 3ستون شماره ،  باكتري 50000   :2ستون شماره ، ماركر: 1ستون شماره 

 باكتري 5: 6ستون شماره ،  باكتري 50: 5ستون شماره ، باكتري 500 :4ره ستون شما



  PCRبا استفاده از  ViaBشناسايي سالمونلا تيفي بر اساس توالي 
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 ،PCR و الكتروفورز محصولات باكتري 6با  PCRواكنش 
در ايـن  . مـورد بررسـي قـرار گرفـت    نتيجه حاصـل از آن  

 يافتهتكثير تيفي  سالمونلا قطعه مورد نظر تنها در ،آزمايش
ايـن   ،ديگـر   بـاكتري  5و در مورد  )2ستون  2شكل ( ،بود

در ايـن  . )7تـا   3سـتون   2شـكل  ( بـود قطعه تكثير نشده 
هاي معمـول در  دو نمونه كلينيكي كه توسط روش ،تحقيق

زمايشگاه به عنوان سالمونلا دوبلين و سالمونلا پـاراتيفي  آ
C با استفاده از پرايمرهاي طراحي شده  ،معرفي شده بودند

 )10و ستون   9ستون   3شكل (قرار گرفت مورد بررسي 
جفـت بـاز در ايـن دو     530و مشخص گرديـد كـه قطعـه   

جايي كه در بررسي جفت پرايمر از آن .باكتري وجود دارد
، هيچ بـاكتري بـه   افزارهاي مولكولي وسيله نرمهبمورد نظر 

 نسـبت بـه بـرش   غير از سالمونلا تيفي شناسايي نگرديـد،  
  توسـط آنـزيم  با ژنوم دو بـاكتري    PCRمحصول واكنش

ينـد دو  آدر نتيجـه ايـن فر   و اقدام شد TaqIمحدود كننده 
دهنـده  كه نشـان  گرديد ايجادجفت باز  306 و 224قطعه 

تشخيص اشتباه در آزمايشگاه بود و هر دو سويه سالمونلا 
نتيجه  ،هاي بيوشيميايي مجددبا انجام تست. تيفي مي باشد

  .ييد قرار گرفتأمورد ت PCRدست آمده توسط روش هب
پس از تهيه سـريال  : PCRميزان حساسيت واكنش   

. ديـد نسبت به ميـزان حساسـيت واكـنش اقـدام گر     ،رقت
 10-4تا رقـت   PCRتكثير قطعه مورد نظر توسط واكنش 

از محيط كشت باكتري انجام شده است كه در ايـن رقـت   
باشـد كـه نشـان دهنـده      مـي  cfu/µl50تعداد باكتري برابر 

  .)4شكل ( استاكنش بر حسب تعداد باكتري حساسيت و
  

  بحث
شناسايي سريع و قطعي هاي متعددي جهت روش  

تست ويدال و كشـت خـون   از جمله  كتري عامل حصبهبا
اشـتباه در تشـخيص و   به دلايلي از جملـه  وجود دارد كه 
ايـن در   .)6( مورد استفاده قرار مي گيرنـد  ترهزينه بالا كم
هاي متداول تشخيص سالمونلا تيفـي  روش حالي است كه

يي لازم جهـت  آنيازمند زمـان طـولاني بـوده و فاقـد كـار     

روش  اخيراً. مي باشند تشخيص سريع و دقيق اين باكتري
PCR    جهت تشخيص عامل حصبه و تفكيـك آن از سـاير

  .شده استتوجه قرار گرفته  مورد هاباكتري
ــال    ــارانش    1993در س ــونگ و همك ــيلادي س م

شناسـايي   flagellinتوانستند سالمونلا تيفي را توسـط ژن  
 16Sو همكارانش از ژن تركوو ،1998در سال . )7( نمايند

rRNA  پاتماناتـان و همكـارانش از ژن    ،2003ال و در س
hilA      جهت شناسـايي جـنس سـالمونلا اسـتفاده نمودنـد 

در اين دو روش، گونه سالمونلا قابل شناسايي نبود . )9,8(
هاي سـالمونلا بـراي انسـان    كه همه جنسو با توجه به آن
يي لازم بـراي  آهـاي فـوق كـار   باشند، روشخطرناك نمي

  .ندارند را اي كلينيكيهاستفاده در آزمايشگاه
محققين جهت تشخيص مولكولي سالمونلا تيفـي    

هـاي شـناخته   پرايمرهاي مختلفي را بر اسـاس رديـف ژن  
 طراحي و بررسي نموده اند flic-aو  tyv ,prt ,flic-dشده 

ــال  . )10( ــري در ســ ــق ديگــ -از ژن ،2005در تحقيــ

جهت تشخيص مولكـولي سـالمونلا    tyv ,prt invA, هاي
در اسـتفاده  مورد تعداد پرايمرهاي كه  تفاده گرديدتيفي اس

  .)11( زياد بوده استها آن
ــر،  در    ــه حاض ــاكتري مطالع ــوم ب ــه ژن ــاي نمون ه

استاندارد و كلينيكي سالمونلا تيفي، سالمونلا تيفي موريوم 
 شـيگلا، اشريشـياكلي،  : هـاي ديگـر شـامل   همراه با گونـه 

ــيس    ــاب تيل ــيلوس س ــوس، باس ــتافيلوكوكوس اورئ و اس
كلستريديوم بوتولينوم با يك جفت پرايمـر مـورد بررسـي    

ها مشخص نمود كه پرايمـر  نتايج اين بررسي. قرار گرفت
طور اختصاصي قـادر بـه تشـخيص عامـل     انتخاب شده به

  .باشدسالمونلا تيفي مي
اين روش شناسايي بر اسـاس تـوالي نوكلئوتيـدي      

ه حضور بستگي بشته و قرار دا viaBباشد كه در ناحيه مي
هـاي  سوش ،در حقيقت. ندارد Viيا عدم حضور آنتي ژن 

منفي نيز داراي اين ناحيه بوده و توسط  Viسالمونلا تيفي 
 .)12,11( باشــندايــن جفــت پرايمــر قابــل شناســايي مــي

 ViaBستفاده از ترادف ژن ابا نيز موشيموتو و همكارانش 
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 كـه  نداقدام نمود تيفينسبت به شناسايي باكتري سالمونلا 
واكـنش داده و   C تيفيترادف انتخاب شده با سالمونلا پارا

  .)5(آن مثبت بوده است  PCRنتيجه 
ترادفي انتخاب شد كـه پـس از    حاضر، در تحقيق  

مشاهده گرديد كه هيچ واكنشي  هاي ژنيجستجو در بانك
بررسـي  بـا  طور كلي، به .هاي ديگر سالمونلا نداردبا سويه

 c.f.uحـدود   كـه در  ديدگرمشخص اين روش حساسيت 
ــل   50 ــه قاب ــاكتري در نمون ــيتشــخيص از ب در . باشــدم

كه توسط سونگ و پاتماناتان انجـام شـد،   نيز هايي بررسي
از  c.f.u1200 و  10تــا  1ميــزان حساســيت بــه ترتيــب 

كـه دوز عفـوني   با توجه بـه آن . )7،9( باكتري گزارش شد

ــان   ــي در انس ــالمونلا تيف ــاكتري س ــاكت 100ب ــزار ب ري ه
از ايـن روش قبـل از ايجـاد    تـوان   مـي باشد، در نتيجه  مي

 .شناسايي اين باكتري اقدام نمود بيماري نسبت به

  
  تشكر و قدرداني

اين پژوهش مصوب شوراي پژوهشي دانشگاه امام   
باشد كه بدينوسيله از مسؤولين محترم و نيز مي) ع(حسين 

ر انجـام  خاطر مشاوره داز آقاي دكتر ميرزا خليل بهمني به
  .شودپژوهش تشكر و قدرداني مي
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