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  چکیده 
ترین عامل  مهماشریشیا کلیاست که شایع ترین بیماري هاي عفونی  یکی ازعفونت هاي دستگاه ادراري  :هدف زمینه و

چهار گروه فیلوژنتیک  دراشریشیا کلیآنالیزهاي فیلوژنتیکی نشان داده است که سویه هاي . ستاین عفونت هاایجاد کننده 
)A ،B1 ،B2  وD (جدا شده از هاي اشریشیا کلیفیلوژنتیک  هايگروه هدف از این پژوهش تعیین . تقسیم می شوند

 .بود عفونت هاي ادراري

هاي جدا شده از کشت ادرار بیماران مشکوك به عفونت ادراري انجام اشریشیا کلیمطالعه بر روي این  :روش بررسی
طبقه بندي گروه هاي . از آزمون هاي بیوشیمیایی و میکروبی جهت تعیین هویت باکتري هاي جدا شده استفاده شد. شد

و یک قطعه از ) yjaAو  chuA(ژن  دو Multiplex PCRتکنیک با استفاده از  اشریشیا کلیفیلوژنتیک سویه هاي 
DNA )TSPE4.C2( سویه ها بر اساس حضور یا عدم حضور ژن ها و قطعه  بعد از الکتروفورز،. انجام شدDNA  در     

  .گروه هاي فیلوژنتیک قرار گرفتند
%) B2 )65(% ،D )19شناسایی شده، شایع ترین گروه هاي فیلوژنتیک شناسایی شده اشریشیا کلیسویه  100از  :یافته ها

 بر طبق یافته هاي این تحقیق . شناسایی نشد B1اما در هیچ کدام از نمونه هاي مورد بررسی گروه . بودند %)A )16و 
گروه  متعلق به جدا شده از عفونت هاي دستگاه ادراري بیشتر اشریشیا کلیسویه هاي بیماري زاي خارج روده اي 

  .بودند B2فیلوژنتیک 
روشی ساده و  DNAژن ها و قطعه  PCRروش مولکولی فیلوژنتیک تایپینگ بر پایه ج نشان داد که نتای: گیرينتیجه

     جهت کسب اطلاعات بیشتر راجع به پاتوژنز همچنین این تکنیک. است اشریشیا کلیسریع در تایپینگ سویه هاي 
 .ردعفونت ها، کنترل عفونت هاي بیمارستانی و مطالعات اپیدمیولوژیکی کاربرد دا

  فیلوژنتیک تایپینگ، عفونت دستگاه ادراري ،اشریشیا کلی :هاي کلیديواژه

  اسلامی آزاد دانشگاه میکروبی فناوري زیستی پژوهش -علمی مجله
  29-36 صفحه ،سیزدهم شماره ،چهارم دوره ،1391 تابستان
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

 ...اشریشیا کلیررسی فیلوژنتیک تایپینگ سویه هاي ب

  مقدمه
فلور نرمال مجاري گوارشی بیشتر جانوران و نیز   اشریشیا کلی

     بیماري زا نیستند،  اشریشیا کلیاغلب سویه هاي . انسان است
می توانند باعث  اشریشیا کلیاما بعضی سویه هاي پاتوژنیک 

اي مانند سپتی  انواعی از بیماري هاي روده اي و خارج روده
       سمی، مننژیت نوزادي، گاستروانتریت، عفونت هاي زخمی، 

عفونت ادراري یکی از ). 1-3(عفونت هاي مجراي ادراري شوند 
شایع ترین عفونت ها است که رتبه دوم پس از عفونت هاي 

هاي  باکتري. دستگاه تنفس را به خود اختصاص داده است
در سیستم ادراري هستند که در فراوانی قادر به ایجاد عفونت 

به عنوان شایع ترین عامل مطرح  اشریشیا کلی بین آنها
  اشریشیا کلیدر واقع در تمام دنیا هنوز  . باشد می

% 80-90میکروارگانیسم غالب در عفونت هاي ادراري است که 
  ).4- 6(موارد عفونت هاي ادراري را ایجاد می کند 

 متعلق به   اشریشیا کلی با بررسی کتابخانه ژنی سویه هاي
گروه هاي فیلوژنتیک مختلف و تعیین خصوصیت قطعات ژنی 

 DNAمتفاوت مشخص شد که ژن هاي خاص یا قطعاتی از 
       باکتري می توانند مارکرهاي تخصصی گروه بندي فیلوژنتیک 

این سه مارکر پیشنهاد ). 7-8(باشند   اشریشیا کلیسویه هاي 
اشریشیا ژنی که براي انتقال هم در  ،chuA :شده عبارتند از

، ژنی yjaA .انتروهموراژیک ضروري است O157:H7  کلی
 K-12  اشریشیا کلیکه اولین بار در سکونس کامل ژنوم 

شناسایی شد، عملکرد این ژن هنوز ناشناخته است و قطعه 
TSPE4.C2  ازDNA  به   اشریشیا کلیکه از کتابخانه ژنی

بر اساس   اشریشیا کلییه هاي سو ).9-11و  7(دست آمد 
چنین ساختار ژنتیکی با روش ریبوتایپینگ و یا روش 

 Multi Locus Enzyme)   الکتروفورز آنزیم چند لوکوسی
Elecrophoresis or MLEE)  در گروه هاي فیلوژنتیکی

 ).12-13(تقسیم بندي می شوند  (A, B1, B2, D)مجزایی  
Clermont  پاریس براي اولین  در 2000و همکاران در سال

این روش با . را جایگزین روش هاي فوق کردند PCRبار روش 
ژن هاي  PCRبه وسیله   اشریشیا کلیسویه  230تست 
chuA  وyjaA  و قطعهTSPE4.C2  مورد ارزیابی قرار گرفت

که همه این سویه ها قبلا توسط روش هاي مرجع 
از آن لذا . گروه بندي شده بودند) MLEEریبوتایپینگ و (

به عنوان روشی ساده تر و سریع تر در مطالعات  PCRپس 
گروه بندي فیلوژنتیک استفاده شد؛ زیرا دو تکنیک مرجع دیگر 
پیچیده و زمان بر هستند و به مجموعه اي از سویه هاي الگو 

قابلیت اطمینان بالا، حساسیت و  PCRهمچنین . نیاز دارند
و  8(الذکر دارد اختصاصیت بیشتري نسبت به روش هاي فوق 

از این مطالعه تایپینگ و گروه بندي فیلوژنتیکی  هدف ).14
به دست آمده از عفونت هاي ادراري   اشریشیا کلی سویه هاي

 DNAبر اساس حضور یا عدم حضور ژن ها و قطعه اي از 
     جهت کسب اطلاعات بیشتر راجع به پاتوژنز و کنترل 

  .عفونت هاي ادراري می باشد
  

  رسیروش بر
نمونه مشکوك به عفونت ادراري از بیمارستان  100تعداد 

کلیوي فوق تخصصی شهید هاشمی نژاد تهران در فاصله زمانی 
جمع آوري شده و با توجه به  1390تا تیر  1389دي 

گلبول هاي سفید و قرمز، سلول هاي اپی (میکروسکوپی ادرار 
مورد  و نیز کانت قابل قبول رشد باکتري،) تلیال و باکتري

و پس از کشت روي محیط هاي بلاد آگار و بررسی قرار گرفته 
 اشریشیا کلیآگار، تشخیص باکتري  EMBمک کانکی آگار و 

با روش هاي میکروب شناسی شامل رنگ آمیزي گرم، تست 
، TSIکاتالاز و اکسیداز و استفاده از محیط هاي افتراقی مانند 

SIM ،Lys ،MRVPنین آگار، ، سیمون سیترات، فنیل آلا
اوره و نیز تست هاي تکمیلی بیوشیمیایی مانند تخمیر قندها و 
استفاده از آمینواسیدها، طبق جدول تشخیص میکروب شناسی 

  . انجام گرفت
    از  (Boiling)بعد از تشخیص نهایی با روش جوشاندن 

براي . به عمل آمد DNAنمونه هاي باکتریایی استخراج 
دن، چند لوپ باکتري از کشت به روش جوشان DNAاستخراج 

سی سی آب مقطر استریل سوسپانسیون  5/1ساعته در  24
. دقیقه در آب جوش قرار داده شد 20-30شده و به مدت 

نانومتر با  260در طول موج  DNAسپس اندازه گیري کمی 
استفاده از دستگاه اسپکتروفوتومتر به منظور اطمینان از خلوص 

DNA  یدانجام گرداستخراج شده.  
    هاي سویه فیلوژنتیک بندي گروه و تایپینگ منظور به

 استفاده Multiplex (triplex) PCR روش از کلی اشریشیا
 قطعه و yjaA و chuA ژن دو مطالعه مورد مارکر سه. شد

TSPE4.C2 از DNA براي که بوده PCR پرایمرهایی آنها 
 منظور هب). 1 جدول( گرفت قرار استفاده مورد زیر هاي توالی با

 مواد مناسب هاي غلظت تعیین یعنی PCR سازي بهینه
 آوردن دست به جهت پرایمرها اتصال مطلوب دماي و واکنشگر
 از یک هر براي مختلفی آزمایشات نیز مناسب محصول
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  و همکاران زهرا اعتبارزاده

 PCR هاي سیکل تعداد و پرایمرها اتصال دماي مثل پارامترها
 نیز و پرایمرها نوع و PCR محصول بررسی با سپس شد، انجام

 این در که گردید انتخاب سیکل و دما بهترین واکنش، شرایط
 انتخاب سیکل 30 تعداد و سانتیگراد درجه 57 دماي بررسی

 ).2 جدول( شد
 
 )8(پرایمرهاي مورد استفاده در این مطالعه  .1جدول  

R
eference  

A
m

plicon 
Size (bp) 

Prim
er 

Sequence 
(5´- 3´) 

Prim
er

  
8 279  GAC GAA CCA ACG 

GTC AGG AT  
chuA (F)  

8 279  TGC CGC CAG TAC 
CAA AGA CA  

chuA (R)  

8 211  TGA AGT GTC AGG 
AGA CGC TG  

yjaA (F)  

8 211  ATG GAG AAT GCG 
TTC CTC AAC  

yjaA (R)  

8 152  GAG TAA TGT CGG 
GGC ATT CA  

TSPE4.C2 
(F)  

8 152  CGC GCC AAC AAA 
GTA TTA CG  

TSPE4.C2 
(R)  

    
 PCRشرایط  .2 جدول

Time Tempreture Stage 
5min  94°C  Initial 

denaturation 
30s  94°C  Denaturation 
30s  57°C  Annealing 
30s  72°C  Extension 

5min  72°C  Final 
Extension 
 Cycle Number (30) 

 
و قطعه  yjaAو  chuAسپس به منظور شناسایی دو ژن 

TSPE4.C2  محصولاتPCR ورز کرده و از نمونه را الکتروف
پس از . نیز به عنوان کنترل منفی استفاده شد DNAبدون 

الکتروفورز، سویه ها بر اساس حضور یا عدم حضور ژن ها و 
) B2 +, chuAگروه  :گروه بندي می شوند DNAقطعه 

yjaA +) گروه ،D (chuA +, yjaA -) گروه ،B1 (chuA 
-, TSPE4.C2 +)  و گروهA (chuA -, TSPE4.C2 -) 

          ).3جدول (
  
  
  

     پروفایل تشخیص گروه هاي فیلوژنتیک سویه هاي .3جدول 
E. coli  بر اساس توزیع باندهايPCR 

B2  B2  D  D  B1  A  A 

  گروه فیلوژنتیک 

                   
مارکر

                                                            

+  +  +  +  _  _  _ chuA  
+  +  _  _  _  +  _ yjaA  
+  _  +  _  +  _  _ TSPE4.C2  

  
 

 یافته ها
شیوع عفونت دستگاه ادراري در همه گروه هاي سنی و در 

      % 65جنس مونث بیشتر مشاهده گردید، به طوري که 
مربوط به مردان % 35نمونه هاي مورد مطالعه مربوط به زنان و 

علق به نمونه هاي مورد مطالعه در این تحقیق مت% 75. بود
مربوط به بیماران % 25و  (out-patient)بیماران سرپایی 

  .در بیمارستان بود (in-patient)بستري 
سویه ها متعلق به ) مورد 65% (65نشان داد که  PCRنتایج 

متعلق به گروه ) مورد B2 ،19) %19گروه فیلوژنتیک 
 Aمتعلق به گروه فیلوژنتیک ) مورد16% (16و  Dفیلوژنتیک 

در بین سویه هاي مورد مطالعه  B1گروه فیلوژنتیک  .دمی باشن
  ).1و شکل  1نمودار (در این تحقیق مشاهده نشد 

  
 

 E. coliتوزیع گروه هاي فیلوژنتیک سویه هاي  .1نمودار 
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

 ...اشریشیا کلیررسی فیلوژنتیک تایپینگ سویه هاي ب

و  chuA هاي ژن PCR از حاصل الکتروفورز ژل تصویر .1شکل
yjaA  و قطعهTSPE4.C2  

 
 

شرکت  DNA Marker 1kb 1از چپ به راست ستون 
Vivantis فیلوژنتیک گروه 3و  2، ستون هاي D (chuA +, 

yjaA -)،  گروه  5و  4ستون هايA (chuA -, TSPE4.C2 -) ،
  B2 (chuA +, yjaA +)گروه  7و  6ستون هاي 

  
 بحث

عفونت هاي دستگاه ادراري جزء شایع ترین بیماري هاي عفونی 
در جهان به عنوان  میلیون نفر 150می باشند که سالیانه حدود 

 UTI (Urinary Tract Infection)بیماران مبتلا به 
       از خانواده انتروباکتریاسه،  E. coli. شناخته می شوند

غالب ترین پاتوژن ایجاد کننده عفونت هاي دستگاه ادراري 
     درصد موارد عفونت ادراري به 80-90است؛ به طوري که 

E. coli مطالعات نشان می دهد که . نسبت داده شده است
کومنسال معمولا در گروه هاي فیلوژنتیک  E. coliسویه هاي 

A  یاB1   جاي دارند؛ در حالی که سویه هايE. coli  پاتوژن
  . می باشند Dیا  A ،B1روده اي جزء گروه هاي فیلوژنتیک 

در مقابل سویه هاي بیماري زاي خارج روده اي عموما در گروه 
و  8(قرار دارند  Dبه میزان کمتر در گروه  و B2فیلوژنتیک 

15-14.(  
در مطالعه حاضر به منظور تایپینگ و گروه بندي فیلوژنتیکی 

به دست آمده از عفونت هاي ادراري،  E. coliسویه  100
و پس از آن  B2در گروه فیلوژنتیکی ) 65(%اکثریت سویه ها 

 .تندقرار گرف 16%و  19%به ترتیب با  Aو  Dدر گروه هاي 
توزیع سویه هاي مورد مطالعه ما در گروه هاي فیلوژنتیکی با 

و  Clermontنتایج و الگوي به دست آمده از مطالعات 
همکارانش مبنی بر این که اغلب سویه هاي بیماري زاي خارج 

قرار می گیرند  Dو بعد از آن در گروه  B2روده اي در گروه 
تعلق به گروه لازم به ذکر است که سویه م. مطابقت دارد

در بین سویه هاي مورد مطالعه ما یافت نشد  B1فیلوژنتیک 
و  2007در در روسیه  و همکاران Grudeتحقیق  باکه 

sawma-Aouad  بر رويدر لبنان  2009و همکاران در       
از این  ادراري هاي هاي به دست آمده از عفونتاشریشیا کلی

 B1متعلق به گروه  اهسویه کدام از تشابه دارد که هیچ نظر 
  ).17و  16و  8( نبودند

در چین بر روي  2009و همکاران در سال  Zhaoدر تحقیق 
جدا شده از عفونت ادراري، گروه هاي  اشریشیا کلیسویه  202

D  وB2 18( فراوان ترین گروه هاي فیلوژنتیک بودند.(  
سویه  105بر روي  2008و همکاران در  Rijavecدر مطالعه 
  % 51: ادراري در اسلوونی، این نتایج به دست آمد لیاشریشیا ک

و  Aبه گروه % D ،15به گروه % B2 ،20سویه ها به گروه 
تعلق دارند که این نتایج از جهت این که  B1به گروه % 13

 Dو پس از آن گروه هاي  B2اکثریت سویه ها متعلق به گروه 
مچنین در ه. می باشند، با نتایج تحقیق ما هم خوانی دارد Aو 

و در ژاپن  2006و همکاران در  Kanamaru هاي پژوهش
Jahnson  نیز فراوان ترین در آمریکا  2005و همکاران در

سویه هاي جدا شده از بیماران مبتلا به عفونت هاي ادراري در 
  ).20و  19و  2( قرار گرفتند B2گروه فیلوژنتیک 

 Ho در دانمارك و 2009و همکاران در  Hancockمطالعات 
و همکاران در همان سال در هنگ کنگ نشان داد که اغلب 

  Dو  B2نمونه هاي ادراري متعلق به گروه هاي فیلوژنتیک 
  ).21( می باشند

که  2011در دانمارك در سال  Ejrnaesاین مطالعه با مطالعه 
ادراري تحقیق کرده بود، از اشیریشیا کلیبر روي سویه هاي 

لب سویه ها از نظر فیلوژنتیک این جهت مشابهت داشت که اغ
        . و سپس در گروه هاي دیگر قرار می گرفتند B2در گروه 

    بر روي 2008و همکاران در ایتالیا در  Piattiدر تحقیق 
      B2از سویه ها در گروه % 56ادراري اشریشیا کلیسویه هاي 

در گروه فیلوژنتیک  65(%قرار گرفتند که با نتایج تحقیق ما 
B2 (اما با مطالعه . نیز هم خوانی داردMoreno  و همکاران و
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و  Aو همکاران که به ترتیب سویه هاي گروه  Johnsonنیز 
D یکی از دلایل عدم . ، مطابقت نداشتغالب بودآنها  در نتایج

مطابقت می تواند تفاوت توزیع سویه ها در مناطق جغرافیایی 
  ).22-24و  14(مختلف باشد 
    سویه 29بر روي  2009در پاکستان در سال  در مطالعه اي
به دست آمده از عفونت هاي زخمی که همگی  اشریشیا کلی

 داراي مقاومت چند دارویی بودند، بر خلاف انتظار اکثریت 
بوده و بعد از آن در گروه  Aمتعلق به گروه %) 8/44(سویه ها 

قرار ) 9/6(% B1و گروه ) 1/24%هر کدام ( Dو  B2هاي 
. که نتایج این تحقیق نیز با مطالعه ما هم خوانی نداردند گرفت

می رسد که با افزایش پروفایل مقاومت دارویی، تغییر از   به نظر
  ).3(مشاهده شده است  Aبه سمت گروه  B2گروه فیلوژنتیک 

یکی از دلایل اختلافات این است که اکثر مطالعات در 
ایط جغرافیایی، کشورهاي اروپایی صورت گرفته که از لحاظ شر

الگوي مصرف آنتی بیوتیک و توزیع سویه هاي مقاوم به دارو با 
    طرفی تعداد سویه هاي از. کشور ما تفاوت بسیار دارند

مطالعه شده در مقالات فوق الذکر نسبت به مطالعه ما بسیار 
به علاوه یکی از اختلافات ممکن است به علت . می باشد کمتر

این مطالعه سویه هاي جدا شده از ادرار  منبع نمونه باشد که در
مورد بررسی ) 3(و در سایر منابع به طور مثال سویه هاي زخم 

قرار گرفته است، که همه این عوامل می تواند تفاوت گروه هاي 
  .فیلوژنتیک را در بر داشته باشد

به جهت آن که در مطالعات انجام شده در کشور ما گزارشی در 
ینگ وجود ندارد، امکان مقایسه در خصوص فیلوژنتیک تایپ

مورد سویه هاي بومی وجود نداشت و به نظر می رسد که آنالیز 
دا شده از عفونت ادراري و ج اشریشیا کلیمجموعه سویه هاي 

حتی دیگر عفونت هاي خارج روده اي به ویژه از مناطق مختلف 
جغرافیایی کشور می تواند در جهت کسب اطلاعات 
اپیدمیولوژي توزیع فیلوژنتیکی و توزیع سویه هاي بیماریزا و 
              نیز سویه هاي مقاوم به دارو جهت کاربرد صحیح

و ) بیماران و حتی براي محصولات دامی براي(آنتی بیوتیک ها 
امروزه با  .نیز کنترل عفونت هاي بیمارستانی بسیار مفید باشد

استفاده از تایپینگ مولکولی در بیمارستان ها از شیوع بسیاري 
از عفونت هاي بیمارستانی جلوگیري شده و از این نظر به 

  .اقتصاد و سلامت جوامع مختلف کمک شایانی می گردد
         ي از عفونت ها ناشی از میکروب هاي کومنسال تعداد

می باشند، بنابراین تعیین این که ایزوله جدا شده از فرد بیمار، 
سویه پاتوژن می باشد یا این که سویه کومنسال سبب ایجاد 

    همچنین با تایپینگ. عفونت شده است، حائز اهمیت است

که دچار  می توان مشخص کرد که ایجاد آلودگی در فردي
عفونت مجدد شده، در اثر عود بیماري می باشد یا این که 
توسط سویه اي غیر از سویه ایجاد کننده عفونت اولیه به وجود 

  .آمده است
تکنیک هاي ژنتیک مولکولی مانند تایپینگ  در حال حاضر

  باکتري ابزاري مهم و کارامد در شناسایی و طبقه بندي 
رفت روش هاي مولکولی در دو باکتري ها می باشد و با پیش

دهه اخیر، انواع روش هاي تایپینگ مانند فیلوژنتیک تایپینگ 
بر اساس ویژگی هاي ژنتیکی باکتري ها نسبت  PCRبه روش 

به روش هاي کلاسیک تیپ بندي و نیز روش هاي تایپینگ 
         فنوتیپی با فراوانی بیشتر در سراسر دنیا در حال انجام

ایپینگ مولکولی می توان شیوع عفونت هاي با ت. می باشند
بیمارستانی، شناسایی مخازن آلودگی ناشی از غذا و حتی 
انتشار سویه هاي پاتوژنیک گیاهی در محیط را مشخص کرد و 
هم چنین این روش ها به ما آگاهی بیشتري درباره اصول 
اپیدمیولوژي و تکامل و انتشار بسیاري از بیماري هاي باکتریال 

  .ندمی ده
 آگاهی از اصول اپیدمیولوژي جمعیت هاي میکروبی در 
میکروب شناسی به ویژه میکروب شناسی پزشکی بسیار حائز 
اهمیت است و در کاربردهاي عملی تایپینگ، بررسی توزیع 
پاتوژن در مطالعات اپیدمیولوژیکی اهمیت ویژه اي دارد، چرا 

وش هایی که تعیین اپیدمیولوژي پاتوژن و عفونت به طراحی ر
نقش تایپینگ . جهت کنترل پاتوژن کمک فراوان می کند

پاتوژن این می باشد که مشخص کند اگر ایزوله هایی از نظر 
اپیدمیولوژیکی وابسته هستند، آیا از نظر ژنتیکی نیز به هم 

به کارگیري روش هاي مولکولی همچون . مربوط می باشند
دهی دقیق بین  تایپینگ براي تیپ بندي پاتوژن ها در ارتباط

     اثبات ارتباط. ر اساسی می باشدسویه ها و گونه ها بسیا
کلون هاي یک پاتوژن به ما این امکان را می دهد که منبع 

را پیدا کرده، سویه هاي عفونی را از ) انسان یا محیط(آلودگی 
سویه هاي غیر عفونی متمایز نموده و در نهایت عود بیماري را 

  .فکیک نماییماز عفونت مجدد آن ت
  

 نتیجه گیري
در  اشریشیا کلینتایج نشان داد که سویه هاي بیماري زاي 

و به میزان  B2ایجاد عفونت ادراري عموما در گروه فیلوژنتیک 
همچنین نتایج نشان داد که روش . قرار دارند Dکمتر در گروه 

ژن ها و قطعه اي از  PCRمولکولی فیلوژنتیک تایپینگ بر پایه 
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

 ...اشریشیا کلیررسی فیلوژنتیک تایپینگ سویه هاي ب

DNA نوان روشی ساده و سریع در تایپینگ و به ع        
و نیز جهت کسب  اشریشیا کلی طبقه بندي باکتري هاي

 اطلاعات بیشتر راجع به پاتوژنز و کنترل عفونت هاي ادراري
  .کاربرد دارد

 
دانیتشکر و قدر  

از مسئولین آزمایشگاه تحقیقاتی سلولی و مولکولی دانشگاه 
       ب شناسی بیمارستانتهران، پرسنل آزمایشگاه میکرو

      شهید هاشمی نژاد و کارشناسان محترم آزمایشگاه 
میکروب شناسی دانشکده پیراپزشکی دانشگاه علوم پزشکی 
تهران به ویژه سرکار خانم شادي سیدمحمود که در انجام این 

  .مطالعه صمیمانه همکاري نمودند، سپاسگزاري می گردد
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