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 19/6/92 :، پذيرش مقاله   10/4/92 : دريافت مقاله

 ایان قارههاا    شناساای  برای  و سریع یافتن یک روش دقیق. با بیماریهای انسان مرتبط هستندبعضاً  ی آسپرژیلوسهاگونه :مقدمه

 .ثر باشدؤتواند در غربالگری بیماری و اهداف اپیدمیولوژیک مو م  دارد ایاهمیت ویژه

 های بالین  و محیط  ههار بیمارستان آموزشا  بودناد  های مختلف آسپرژیلوس  از نمونههای ما شامل گونهنمونه: هامواد و روش .

های سابورود براث اساتخرا  شاده   های میسلیوم  آسپرژیلوس  از کشتتوده. مورفولوژیک شناسای  شدندها ابتدا با روش آسپرژیلوس

هاای  با استفاده از پرایمار  rDNAآمپلیفیکاسیون ژن . گلاسبید  مورد استفاده قرار گرفتند -به روش فنل کلروفرم  DNAبرای استخرا 

        -PCR باا اساتفاده از روش    MwoIای قابل هضا  باا آنازی  محدودسااز     جیرهانجام شد و محصولات واکنش زن ITSیونیورسال ناحیه 

RFLP تفکیک قرار گرفتند مورد. 

 آساپرژیلوس فالاووس، آساپرژیلوس ناایجر، آساپرژیلوس      : ما موفق به شناسای  هشت گونه مه  آساپرژیلوس شاامل   :هایافته

با  دولانسینفومیگاتوس، آسپرژیلوس ترئوس، آسپرژیلوس کلاواتوس، آسپرژیلوس اکراسئوس، آسپرژیلوس آمستلوئیدام  و آسپرژیلوس 

و  سااتته  33های آسپرژیلوس بدست آمده از کشات کوتااه مادت    مهمترین گونهشناسای  و افتراق . کاربرد روش مولکول  آزمون شدی 

های آزمون شده زمان  در حدود یک تمام نمونه اًو هض  آنزیم  برای تقریب DNA ،PCR استفاده از پروفایل معرف  شده شامل استخرا  

 .روز کاری نیاز داشت

 روش  :گیریبحث و نتیجهPCR-RFLP  مبتن  بر ژنDNA  ی آسپرژیلوس  مورد استفاده هاگونهریبوزوم ، برای تعیین

ی آسپرژیلوس  ایجااد نماایی  و   هاگونه را در بینرا قادر نمود که بیشترین افتراق  ماMwoI کاربرد آنزی  محدودساز  .قرار گرفت

 .های مه  آسپرژیلوس  را در مدت زمان کوتاه  شناسای  کنی گونه

 آنزی  محدودسازآمپلیفیکاسیونآسپرژیلوس، : های کلیدیواژه ،. 
 

 چكيده
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 مقدمه

 یهای انسانبا بیماری ی جنس آسپرژیلوسهاگونهبرخی از 

بیماری برونکوپولمونری آلرژیک، کراتیت قارچی، عفونت  از جمله

های مهاجم و همچنین عفونت بینی هایقارچی گوش، سینوزیت

عنوان ه اگرچه آسپرژیلوس فومیگاتوس ب. (1) مرتبط هستند ریه

 33مهمترین عامل آسپرژیلوزیس مهاجم مطرح است، اما حداقل 

توان از های انسان در ارتباطند که میگونه دیگر نیز با بیماری

های آسپرژیلوس فلاووس، آسپرژیلوس گونه مهمترین این عوامل،

نیدولانس، آسپرژیلوس  نایجر، آسپرژیلوس ترئوس، آسپرژیلوس

 . (2) کالر را ذکر کردیوستوس و آسپرژیلوس ورسی

های بیماریزای آسپرژیلوس، تفاوتدر عین حال بین گونه

های ضد قارچی وجود دارد، در برخی هایی از نظر پاسخ به درمان

که به داروهای ضد لحاظ اینه سسات آسپرژیلوس ترئوس بؤم

ای یافته دهد اهمیت ویژهقارچی حساسیت کمتری نشان می

که در مقایسه با آسپرژیلوس فومیگاتوس به داروی چنان. است

همچنین  .دهدحساسیت کمتری نشان می Bآمفوتریسین 

آسپرژیلوس نیدولانس در مقایسه با آسپرژیلوس فومیگاتوس از 

ترتیب آسپرژیلوس  نحساسیت کمتری برخوردار است و به همی

عامل نادر عفونت مهاجم تلقی می که یکیوستوس با وجود این

آسپرژیلوس  حال مقاومت بیشتری در مقایسه با گردد در عین

های ضد قارچی از جمله بیوتیکفومیگاتوس نسبت به آنتی

 (.3) دهدوریکونازول نشان می

     موقع  هبا این اوصاف، یافتن یک روش صحیح، دقیق و ب

های بالینی در نمونه های آسپرژیلوسبرای تشخیص و شناسایی گونه

تواند در پایش و غربالگری بیماری و یابد، و میای میاهمیت ویژه

در شناسایی  های سنتی و رایج روش. ثر باشدؤاهداف اپیدمیولوژیک م

میکروسکوپی  وماکروسکوپی  رفولوژیکوها بررسی م آسپرژیلوس

ت کشت، ها ارزان قیمت بوده و تنها نیازمند امکانا این روش .دنباش می

های اما در عین حال روش. (4) مشاهده و بررسی میکروسکوپی است

کلاسیک از نقایصی نظیر زمانبری طولانی از سه روز تا چند هفته، 

از . برندضرورت نیروهای متخصص با تجربه و دقت پایین رنج می

و اشتباهات  گردندها همیشه به اسپورزایی منتهی نمیطرفی کشت

   .دنده ها رخ می سایی با این روشمتعددی که در شنا

با دقت و سهولت انجام و ولکولی های مروشاخیراً 

برای تشخیص و شناسایی عوامل قارچی پاتوژن  حساسیت بالا 

. (5) اندهای آسپرژیلوس مورد استفاده قرار گرفتهاز جمله گونه

پلیمراز در ترکیب با  ایهواکنش زنجیر)ها یکی از این روش

( PCR-RFLP)روش پلی مورفیسم طول قطعه محدود شده 

با  PCR-RFLPمطالعه حاضر به کاربرد روش . (6) باشدمی

به صورت تکی با توانایی  MwoIکاربرد آنزیم محدود ساز 

 . پردازدافتراق بین هشت گونه آسپرژیلوس می

 هامواد و روش

 مطالعات مورفولوژیک

گونه آسپرژیلوس عامل  33دار جهانی از شناسنامه هایسویه   

ه ب 1های میکروبی ژاپنهای انسان از کلکسیون کشتبیماری

های بالینی نمونهاز  که ای اصلی ماهیهسوو دست آمدند، 

شناسی دانشکده بهداشت دانشگاه  ارجاعی به آزمایشگاه قارچ

ری های مثبت بیماران بستکشت علوم پزشکی تهران و نیز از

از آموزشی در تهران، اصفهان و کرمانشاه و  بیمارستانچهار در 

 یتمام .نددست آمدهبها بیمارستاناین های محیطی نمونه

و بالینی، در محیط ( بیمارستانی)دست آمده محیطی ههای بنمونه

 22 تلقیح گردیده در دمای %4کشت پایه سابورود دکستروز آگار 

اسپورولاسیون کامل که اینگراد رشد داده شدند تا درجه سانتی

یه سو دست آمده متعلق به هرهاز هر کشت ب. ظاهر گردید

یک سوسپانسیون تلقیحی شامل بخش اسپورزای  آسپرژیلوسی

% 5/3آگار باکتریولوژیک و % 2حاوی تلقیحی  کشت در محیط

                                                
1. Japanese Collection for Microorganisms  
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های کشت از آن به محیط حجم کوچکتهیه شده، یک  23توئین 

 .راقی چهارگانه انتقال یافتافت

های آسپرژیلوسی با استفاده از خصوصیات تمامی ایزوله      

کمک کلیدهای با و مورفولوژیک میکروسکوپی و ماکروسکوپی 

های میزان رشد، ویژگیاز جمله رفرانس  شناسایی

و ( شکل، رنگ، بافت، توپوگرافی و غیره)ماکروسکوپی کلنی 

، طول و 1ییرئوس کونیدیا)کلنی  های میکروسکوپینیز ویژگی

ها، شکل و اندازه قطر کونیدیوفور، شکل و اندازه وزیکول

یک ردیفی یا دو ردیفی بودن فیالیدها و شکل و ، فیالیدها

های میکروسکوپی مورد و سایر ویژگی( ها اندازه کونیدی

   (.7) دنبررسی قرار گرفت

های  سویهاعم از  یهای آسپرژیلوسکلنیهایی از نمونه      

های آوری شده از نمونههای جمع مربوط به کلکسیون و ایزوله

، %(23)محیط کشت عصاره سیب زمینی  ،بالینی و محیط

روز  7کشت داده شد و پس از  2%(5/1)و آگار %( 2)دکستروز 

ها از لحاظ کلنی ،گراددرجه سانتی 22انکوباسیون در حرارت 

های میکروسکوپی و نیز ویژگی های ماکروسکوپی کلنیویژگی

 (.2) دنکلنی مورد بررسی قرار گرفت

 مطالعات مولکول  

  DNAکشت و استخرا   (الف

 روزه در 7های براث با تلقیح یک نیدل از کشت کشت      

SGA  4%  میلی لیتر از محیط  پنجاهبه SG 4%  broth  

سپس در دمای . لیتری تهیه گردیدمیلی 253های در فلاسک

 72مدت  هگراد بر روی یک سطح متحرک بدرجه سانتی 33

آوری هایفی قارچ پس از این مدت با ساعت قرار گرفت، جمع

و شستشو با بافر ( μm45/3)پورهای میلیاستفاده از فیلتر

Tris-EDTA و نیز آب مقطر دو بار تقطیر استریل انجام شد 

(9) .  

های استریل به لوله Mattنام ههای میسلیومی بتوده     

گراد نگهداری درجه سانتی -23منتقل گردیده و در دمای 

– Glass beadsروش ه ب  DNAاستخراجدر  .شدند

Phenol Chloroform  دست آمده پس از هتوده هایفی ب

 کاملاً vacuum drierای در دستگاه گذراندن مرحله

در یک لوله  سپس قطعه کوچکی از آن .گرددمیشکننده 

 433 ومیکرولیتر از بافر استخراج  433یکروفیوژ حاوی م

نهایتاً  متر مخلوط نمودهمیلی 5/3با قطر  گلاسبیدگرم از میلی

مخلوط گرم از محلول فنل کلروفرم اضافه گردید، میلی 433

 1333-933شدت ه بدر دیسممبراتور دقیقه  3-2مدت به 

ها در لولهسپس . زده تا یک سوسپانسیون هموژن فراهم گردید

دقیقه  پنجمدت ه ب g5333میکروفیوژ قرار گرفته با سرعت 

 . (13) گیری شدرسوب

میزان هم حجم ه مایع رویی به لوله جدید منتقل شده ب

از فنل کلروفرم افزوده دوباره سانترفوژ با شرایط قبلی انجام 

میزان ه بار دیگر مایع رویی به لوله جدید منتقل شده ب. گرفت

حجم از استات سدیم به  1/3پروپانل و  -2حجم از برابر  دو

مدت ه گراد فریزر بسانتیدرجه  -23لوله افزوده در دمای 

گیری در دقیقه رسوب دهسپس . دقیقه سرمادهی شد بیست

 . انجام شد g 12333میکروفیوژ با سرعت 

در این مرحله رسوب تشکیل شده است که درانتهای لوله 

بار ذف نمک و الکل با درصد بالا، یکبرای ح. قابل مشاهده بود

انجام گردید و رسوب انتهایی با افزودن % 73شستشو با اتانل 

دوباره حل شده در آب مقطر دو بار تقطیر میکرولیتر از  بیست

 .(11) گراد ذخیره شدسانتیدرجه  -23دمای 

                                                
1. Conidial heads 

2. Potato Dextrose Agar (PDA) 
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ای پلیمراز هدف با استفاده از واکنش زنجیره DNAتکثیر  (ب

(PCR) 

 :باشدمی به قرار زیری مورد استفاده توالی پرایمرها :انتخاب پرایمرها -1

Forward: 5´-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G -3´ 

Reverse: 5´-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3´ 

، پس از انجام PCRبرای انجام موفق  :PCRشرایط  -2

های ذکر شده برای آزمایشات متعدد سرانجام مواد زیر با غلظت

 PCR ،5بافر :میکرولیتری استفاده شد 133انجام یک واکنش 

پرایمر برگشت ، پیکومول 53( ITS1)پرایمر رفت ، میکرولیتر

(ITS4 )نوع نوکلئوتید  ، چهارپیکومول پنجاه(dNTPs )233 

آب  و میکرولیتر 5الگو  DNA، واحد Taq 5/2آنزیم ، میکرو مولار

. حجم لازم تا رسیدن به حجم کلی یک میکرولیتر با مقطر دیونیزه

سایکر با برنامه دمایی ها در دستگاه ترمالسپس میکروتیوب

درجه برای  55، 1درجه برای دناتوراسیون PCR (95استاندارد 

برای مشاهده . قرار گرفتند( 3درجه برای اکستنشن 72، 2انیلینگ

 (.12)فاده گردید ، از آگاروز ژل الکتروفورز استDNAنتایج تکثیر 

آنزی   استفاده ازبا  PCRهض  اندونوکلئازی محصولات  ( 

                                                                                             محدودساز

، PCRمحصولاز  میکرولیتر RFLP ،13برای اجرای تست    

آنزیم از  میکرولیتر5/3و بافر ویژه آنزیم از میکرولیتر  5/1

میکرولیتر در تیوب  15ی واکنش یحجم نهابرای محدودالاثر 

-65ساعت در حرارت  3لیتری ریخته شد و مدت میکرو 233

     .قرارداده شد( بسته به نوع آنزیم)گراد سانتی درجه 33

 DNAالکتروفورز  (د

، آگاهی از اندازه DNAبه منظور تفکیک قطعات 

یت کردن آنها، ؤو نیز قابل رنگ آمیزی وقابل ر PCRمحصول 

 RFLPو  DNA ،PCRهر کدام از محصولات استخراج 

و به روش اتیدیوم بروماید  روی ژل آگارز الکتروفورز گردید

آن با استفاده از دستگاه ترانس  و پس ازرنگ آمیزی شد 

 .(13)گردید برداری میرویت و عکس 4دیجیتال تورایلومینا

 ها یافته

شکل، رنگ، بافت، )ماکروسکوپی کلنی  نتایج بررسی

های میکروسکوپی کلنی و نیز ویژگی( توپوگرافی و غیره

، طول و قطر کونیدیوفور، شکل و اندازه (ییس کونیدیائور)

یک ردیفی یا دو ردیفی  ها، شکل و اندازه فیالیدهاوزیکول

ای هو سایر ویژگی( ها بودن فیالیدها و شکل و اندازه کونیدی

  . گرددمشاهده می 1در جدول میکروسکوپی 

ریبوزومی  DNAژن کدکننده  ITSآمپلیفیکاسیون قطعات 

-bp633با سایز  PCRها محصولات های استاندارد آسپژیلوسسویه

 .(1شکل ) داد را تقریباً در یک دامنه ثابت نشان می 563

برخی  ITSبر روی قطعات ژنی  MwoIآنزیم محدودساز 

نماید که های برش مختلفی ایجاد میآسپرژیلوس مکانهای گونه

با  DNAتوسط آن تشکیل باندهای  DNAحاصل هضم 

باشد که بر خلاف الگوی باندی سایزهای متفاوت برای هر گونه می

ای در آمپلیفیکاسیون، قادر است یک الگوی افتراق بین گونه

 2دول که در جچنان. های مهم بیماریزا ایجاد نمایدآسپرژیلوس

در روش  MwoI  گردد، استفاده از آنزیم محدودسازمشاهده می

الگویی ایجاد نمود که قادر بود هشت  PCR-RFLPمولکولی 

هرچند (. 2شکل )دهد  افتراق گونه با اهمیت پزشکی را از یکدیگر

اما با کاربرد این روش  ،این نتیجه با پیش بینی نظری متفاوت بود

های بالینی های جدا شده از نمونهما قادر بودیم شناسایی اکثر گونه

های یافت شده با را انجام دهیم و گونه( بیمارستانی)و محیطی 

 .گرفتفراوانی بالا در میان هشت گونه افتراق داده شده قرار می

                                                
1. Denaturation 

2. Annealing 

3. Extension 

4. Gel doc system
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های مختلف مربوط به گونه PCRالکتروفورز افق  محصولات  .1شکل 

بدون در نظر .  1شامل موارد ذکر شده در جدول ( 1-8ستون ) آسپرژیلوس 

یکسان  تقریباًًبا سایز ( 1-8ستونهای) گرفتن شیب ژل تقریبا تمام  باندها 

( bp366-066 ) گردندمشاهده م . 

 
 یهادر گونه MwoI  یهض  آنز یاز الگو  الکتروفورز افق ریتصو .2شکل 

 یباند یالگو انگرینما بیبه ترت 1-8 یستونها.  مورد بررس لوسیآسپرژ

 لوسیفلاووس، آسپرژ لوسیآسپرژ گاتوس،یفوم لوسیآسپرژ یهاگونه

کلاواتوس،  لوسیآسپرژ دولانس،ین لوسیآسپرژترئوس، لوسیآسپرژ جر،ینا

 .باشند م  دامیآمستلوئ لوسیاکراسئوس و  آسپرژ لوسیآسپرژ

 های بالین  و محیط های آسپرژیلوس در نمونهشناسای  شده گونه هایفراوان  و درصد کلن .  1جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 MwoIمحدودساز  در هشت گونه مختلف آسپرژیلوس بوسیله آنزی    ITSالگوی هض  آنزیم  قطعات  . 2جدول 
(bp) سایز باند بعد از هض  آنزیم        (bp) گونه حج  اصل  نمونه 

237،125،132،29،21،9 595 A.  fumigatus 

325،92،65،43،23 595 A.  flavus 

192،175،123،132،33،21،9 633 A.  niger 

223،139،136،96،29،9 637 A.  terreus 

162،135،134،31،29،9 562 A.  nidulans 

213،125،136 576 A.  clavatus 

423،93،39،9 633 A.  ochraceus 

226،136،133،29،9 592 A. amstelloidami 

  

، نتایج بودبجز موارد معدود که مربوط به خطای فردی 

های مورفولوژی های آسپرژیلوسی با روشحاصل از آزمایش ایزوله

اما در نتایج . داری نشان ندادتفاوت معنی RFLP))و مولکولی 

RFLP سازبا کاربرد آنزیم محدود MwoI چه مهم است آن،  

های جدا شدهکلون  دتعدا  

های محیط نمونه جمع  گونه       بالینیهای نمونه 
  تعداد   درصد                تعداد درصد تعداد درصد

55 132 2/42              73 5/74  32 A.flavus 

7/31  63 3/41              63 2/5  3 A.niger 

7/2  12 2/7              12 7/11  6 A.fumigatus 

1 2 2/6              1 96/1  1 A.nidulans 

1 2 2/6              1 96/1  1 A.terreus 

5/3  1 3             3 96/1  1 A. clavatus 

5/3  1 3             3 96/1  1 A.ochraceus 

5/3  1 2/6              1 3 3 A.amstelloidami 

  جمع 51 133 145             133 235 133
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های مورد مطالعه ای هشت گونه از آسپرژیلوسافتراق بین گونه

دست ه های آسپرژیلوس بترین گونهشناسایی و افتراق مهم. است

و استفاده از پروفایل معرفی  ساعته 36آمده از کشت کوتاه مدت 

 و هضم آنزیمی برای تقریباً DNA ،PCRشده شامل استخراج 

های آزمون شده زمانی در حدود یک روز کاری تمام نمونه

 . اختصاص داد

 بحث و نتیجه گیری

اپیدمیولوژیک شناساسی عوامل آسپرژیلوسی  لحاظاز 

چه برای شناخت هر چه بیشتر پاتوژنز بیماری و چه برای قطع 

های های انتقال و کنترل آنها به خصوص در طغیانزنجیره

رفولوژیک برای وهای م روش .ضروری و مهم است ،بیمارستانی

د و لذا نباشها کافی و معتبر نمی تعیین گونه آسپرژیلوس

 های مبتنی برروشهای معتبرتری همچون  اده از روشاستف

DNA (DNA-based  یاPCR-based )ضروری است. 

های به  دهد که تقریباً تمامی روش مرور مقالات نشان می

ی یشناسا برایکه تا به حال  DNA-basedاصطلاح 

 تعیین سکانس ه استثناءبکار رفته است،  ها به آسپرژیلوس

(Sequencing ) ها  تعداد معدودی از آسپرژیلوستنها به

برای شناسایی  PCRبر پایه  یهای متعددروش. ندامحدود بوده

کار گرفته شده که عمدتاً آمپلیفیکاسیون ه های آسپرژیلوس بگونه

عنوان ه برا   ITS1, ITS2, 5.8s در نواحی  rDNAژن 

ای و ثبات درون بین گونه تغییرنواحی ژنی که تا حدود زیادی از 

: توان بهها میاز این روش. برندکار میه ای برخوردارند، بهگون

PCR-Sequencing   ناحیهITS (14)، PCR-EIA (15)، 

Nested-PCR با هدف نواحی ITS-rDNA (16)،  و

همگی در اشاره نمود که  PCR-RFLP (17،12)همچنین 

در . اندکار رفتهه ها در سطح جنس و گونه بشناسایی آسپرژیلوس

ریبوزومی   DNAمبتنی بر ژن  PCR-RFLP طرح روشاین 

آسپرژیلوس معرفی، از جنس گونه  سیبرای تعیین گونه حدود 

از یک جفت پرایمر در این روش تنها . گردیدراه اندازی و استفاده 

و  ITS1این جفت همان پرایمرهای همگانی شد که استفاده 

ITS4  18است که در نواحیS  28وS  مربوط بهDNA 

زومال و به عبارت دیگر در نواحی بسیار حفاظت شده قرار ریبو

ها و اعم از مخمر)ها لذا پرایمرهای مزبور برای قارچ .اند گرفته

عمومی بوده و ناحیه ژنی مربوطه در هر نوع قارچی با ( ها کپک

 . شود این پرایمر تقویت می

به الکتروفورز مربوط  یک طور که در شکلهمان

به دست  PCRباندهای  ،شود مشاهده می PCRمحصولات 

ها کم و بیش یکسان  آمده با این پرایمرها در همه آسپرژیلوس

توان  به تنهایی نمی PCRبوده و لذا با ( جفت باز 633حدود )

 گونه آسپرژیلوس را شناسایی کرد و لذا تست مکمل دیگر

(RFLP) آنزیمبه کار گرفته شد که ها  برای تشخیص گونه 

به عنوان آنزیمی که بیشترین افتراق را در  MwoI محدودساز

، مورد استفاده قرار کند های آسپرژیلوس ایجاد می بین گونه

  .دهدمی

رفت، این گونه که انتظار می پس از کاربرد آن و همان

گونه آسپرژیلوس را در چند  15حداکثر آنزیم قادر بود که 

یک گروه را در  یا حداقل هشت گونه مهم بیماریزاگروه 

ای شناسایی نماید و الگوی هضم آنزیمی تفکیک بین گونه

  . (2شکل )مطلوب ایجاد کند 

الگوی هضم آنزیم  ،گرددمی که در شکل مشاهده چنان    

MwoI آسپرژیلوسی مورد مطالعههای برای گونه A. flavus ، 

A. fumigatus، A. ochraceus  وnidulans A.  ًکاملا

 A. amstelloidami هایدر مورد گونهباشد و متمایز می

clavatus ,A . tereus,  A.   وA. niger   اختلاف هر چند

به . ت، اما قادر به تفکیک نسبی استالگوی برش فاحش نیس

های برتر نظیر کاربرد الکتروفورز علاوه با به کارگیری تکنیک

 bp)توان این اختلافات کوچک عمودی و ژل پلی اکریلامید می
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های شناسایی و افتراق گونه. را قابل مشاهده نمود( 33-5

از کشت کوتاه در این سیستم شناسایی تک آنزیمی آسپرژیلوس 

 و استفاده از پروفایل معرفی شده شامل استخراج 24-36مدت 

DNA ،PCR ًنمونه که  6-13 و هضم آنزیمی برای تقریبا

مراتب  هتواند در طی یک روز کاری انجام گردد، بهمگی می

باشد که های شناسایی سنتی و مورفولوژیک میتر از روشسریع

با کاربرد  PCR-RFLPروش مولکولی . طلبدچندین روز را می

از حساسیت و ویژگی بالایی برای  MwoIآنزیم محدودساز 

روش . های آسپرژیلوس برخوردار استتشخیص اکثر گونه

های آسپرژیلوسی مولکولی برقرار شده قادر به شناسایی و سویه

های بالینی مختلف به دست آمده از بیمارستانهای که از نمونه

 .     آموزشی مورد مطالعه بوده است

 تشکر و قدردان 

بدین وسیله از کلیه شرکت کنندگان در این طرح تقدیر و 

  .گرددتشکر می
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