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 مقاله تحقیقی
 

 Clostridium difficile های کدکننده توکسینسویهبه منظور شناسایی  qPCR استفاده از تکنیک
 

 3زاده، مهدی علیجانیان*،2، مهدی ابراهیمی1لیلا نوری
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 پیشوا، دانشگاه آزاد اسلامی، پیشوا، ایران-و بیوفیزیک، دانشکده علوم زیستی، واحد ورامین گروه بیوشیمی .2
 گروه علوم زیستی و بیوتکنولوژی، دانشگاه صنعتی مالک اشتر، تهران، ایران .3

 
 mahd_ebrahimi@yahoo.com  مکاتبات:*مسئول 

 
 پیشوا-دانشگاه آزاد اسلامی، واحد ورامینمحل انجام تحقیق: 

 
 4/9/97تاریخ پذیرش:        13/3/97اریخ دریافت:ت

 
 چکیده

كه به عنوان فاكتور شایع  هوازی و اسپوردار بودهمثبت، بی، باكتری گرم (Clostridium difficile)دیفیسیل كلستریدیوم 
طبیعی روده، توسط  هنگامی كه میکروفلور .وكولیت با غشاءكاذب است و عامل گاستروآنتریت شناخته شده اسهال بیمارستانی

كلستریدیوم دیفیسیل فرصت تکثیر یافته  شود،درمانی و غیره آشفته میها، شیمیبیوتیکفاكتورهای خطر، مانند درمان با آنتی
كد   TcdB و TcdAهایهستند،كه توسط ژن Aو B توكسین زایی این باكتری، دوعوامل اصلی بیماری .شودو باعث بیماری می

 غشایی، كولیت شدید، اسهال علامت، بدون سازی كلنی از كلستریدیوم دیفسیل دامنه ای عفونت بالینی اتتظاهر .شوندمی
توسعه  جداسازی باكتری های كلستریدیوم دیفیسیل از نمونه های مدفوع و هدف از این تحقیق .است مرگ و سمی مگاكولون

و  TcdA هایق طراحی پرایمرهای اختصاصی برای ژندیفیسیل از طریبه منظور شناسایی عفونت كلستریدیوم qPCRروش 
TcdB الله آیت درمانی و پزشکی مركز در درمان تحت بیماران از ماه 6 طی بالینی نمونه 100باشد. در این مطالعه ابتدا می 

ق نواحی با بررسی دقی. شد تهیههمچنین یک سویه استاندارد از بانک میکروبی انستیتو پاستور  .شد آوری جمع طالقانی
شد. سپس ، دو جفت پرایمر برای تکثیر اختصاصی نواحی مورد نظر طراحیTcdBو  TcdA هایشده در توالی ژنحفاظت

باكتری  DNAهای مختلف شد. حساسیت روش با استفاده از غلظتبا استفاده از این پرایمرها انجام qPCRسازی روش بهینه
های مولد اسهال )اشرشیاكلی، شیگلا باكتری DNAمنظور بررسی اختصاصیت روش از مورد ارزیابی قرارگرفت. علاوه براین، به 

نمونه  100شده با تعداد سازیدیسانتری، سالمونلا تیفی و یرسینا انتروگلیتیکا( استفاده شد. در نهایت عملکرد روش بهینه
تعیین  %100سازی شده ت روش بهینهو اختصاصی DNAاز pg100حساسیت روش به میزان بالینی مورد ارزیابی قرارگرفت. 

با توجه به نتایج بدست آمده مورد مثبت شناسایی شد.  9سازی شده های بالینی مورد مطالعه با روش بهینهشد. در نمونه
تواند به عنوان رویکرد مناسبی برای شناسایی سریع و دقیق می TcdBو  TcdA هایاستفاده از پرایمرهای اختصاصی برای ژن

 .مورد استفاده قرارگیرد qPCRدر تکنیک  C. difficile عفونت
 

 tcdB، توكسین tcdA، توكسینqPCRكلستریدیوم دیفیسیل، : واژه های کلیدی
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 مقدمه 
هوازی و گرم مثبت، بی باسیلیوم دیفیسیل، یدكلستر
این باكتری اولین  .استو تولیدكننده توكسین  اسپوردار
ط آن با اسهال ناشی از اما ارتبا كشف شد 1935 باردرسال

. (1) مشخص نشد 1970بیوتیک تا اواخر دهه مصرف آنتی
 باكتری كلونیزاسیون با دیفیسیل كلستریدیوم زاییبیماری

 فلورمیکروبی تعادل خوردن برهم .شودمی شروع روده در

 در شدنبستری یا و هابیوتیکآنتی مصرف اثر در روده

 تکثیر و شدن ط را برای كلونیزهشرای بیمارستان

 با . درمان(2) كندفراهم می كلستریدیوم دیفیسیل درروده

 الطیف،وسیع هایبیوتیکآنتی ها بخصوصبیوتیکآنتی

 باشندمی مهمی عوامل جمله از غیره و سن درمانی،شیمی

 باكتری این توسط شدید هایعفونت مستعد را روده كه

 .(2) كنندمی
  Aهایكلستریدیوم دیفیسیل دو توكسین مهم به نام

-در بیماریقش اصلی ها نكند. این توكسینتولید می Bو
 2710متشکل از  Aتوكسین  زایی باكتری دارند.

 2366متشکل از  B( و توكسین kDa308آمینواسید )
( و TcdA)A  ژن توكسین( است. kDa270ینواسید )آم

( در فاصله نزدیک به هم و در TcdB)B ژن توكسین
قرار دارند. (PaLoc)  زاییای به نام لوكوس بیماریناحیه

 . (3) ها هستندزا فاقد این ژنسویه های غیرتوكسین
 نیز سرطانی افراد در درمانیشیمی كه است شده ابتث

 كلستریدیوم توسط سازیكلنی و تکثیر برای را روده شرایط

 نئوپلاستیکآنتی . داروهای(4)سازد می آماده دیفیسیل

 مستقل عوامل عنوان به درمانی،شیمی مورد استفاده در

 تشخیص دیفیسیل كلستریدیوم هایعفونت كننده ایجاد

 از مراحلی كه دهندمی نشان هابررسی اما اند،نشده داده

-می است، بیوتیکآنتی با درمان مستلزم كه درمانیشیمی
 .(5) كند تسریع را باكتری این از ناشی هایبیماری تواند

-های بالینی عفونت كلستریدیومكه نشانه ییاز آنجا
هایی باشد كه توسط تواند مشابه با اسهالدیفیسیل می

-غذایی، درمان با آنتیعوامل دیگری مانند: تغییر در رژیم
ها مثل: سالمونلا ایجاد بیوتیک و یا عفونت با دیگر پاتوژن

شود، تشخیص دقیق و سریع وجود عفونت می
یفیسیل به منظور درمان به موقع بیماران و كلستریدیوم د

های بیمارستانی ضروری محسوب  كنترل مناسب عفونت
های های رایج تشخیص پاتوژن. روش(6) شودمی

های  راساس روشهای تشخیصی، بباكتریایی در آزمایشگاه

های بیوشیمیایی و ایمونولوژیکی كشت، آزمون مبتنی بر
گیر بوده و از طرفی در ها وقت است كه اغلب این روش

-در شناسایی عامل بیماریزا می لازم مواردی فاقد دقت
 qPCRاز جمله  مولکولی هایباشند. در مقابل روش

(quantitative polymerase chain reaction)  دارای
 میکروبی هایپاتوژن تشخیص اسیت و دقت بالا درحس

در  درمانیشیمی اثرات به توجه با ،همچنین .(7) باشندمی
 و داشته لا به سرطانمبت بیماران ایمنی تضعیف سیستم

 هایعفونت از جمله هاعفونت انواع به نسبت را آنها

 توانندمی بیماران این سازد،می حساس كلستریدیومی

 نظر به به این ترتیب. باشند هاسویه این از ایبالقوه منبع

 منظور به سریع تشخیصی وجود یک روش رسدمی

 به ،حساس بیماران در باكتری این تشخیص و شناسایی

 باشدمی ضروری بیماری علائم ظهور از پیشگیری منظور
(8). 

با استفاده از پرایمرهای  qPCRدر این مطالعه روش 
( و ژن TcdA) A اختصاصی برای شناسایی ژن توكسین

یافته و همچنین میزان ( توسعهTcdB) B توكسین
اختصاصیت و ویژگی روش مورد ارزیابی قرارگرفته است. 
علاوه براین، به منظور بررسی عملکرد روش توسعه یافته 

 نمونه بالینی 100ی بالینی از تعداد هادر مواجهه با نمونه

توسط پزشک  كلستریدیوم دیفیسیل كه وجود عفونت به
 معالج تشخیص داده شده استفاده شد.

 
 هامواد و روش

 سویه های استاندارد و نمونه های بالینی
های استاندارد مورد مطالعه در این تمامی سویه

 .ه شدندتهیبانک میکروب انستیتو پاستور ایران تحقیق از 
Difficil; ATCC 9689, Escherichia coli; 
ATCC:25922 Yersinia Entrocolitica; ATCC 23715, 
Shigella dysenteriae; ATCC 11835, Salmonella 

typhi; ATCC 19430) ،ی نمونه 100تعداد . علاوه براین
شده دارای علائم ماه از بیماران بستری 6بالینی طی مدت 
مركز پزشکی آموزشی و درمانی آیت ( در گوارشی )اسهال

توسط  كلستریدیوم دیفیسیلكه وجود عفونت  الله طالقانی
 آوری گردید.پزشک معالج قطعی تشخیص داده شده جمع

های بالینی توسط پزشک به وسیله سواپ استریل از نمونه
گردید و به فالکن محتوی آوری ناحیه ركتوم بیماران جمع

تقل شد. پس از انتقال نمونه به محیط كشت انتقالی من
ها با رعایت شرایطلیتر از نمونهآزمایشگاه، یک میلی
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لیتری منتقل میلی 5/1های استریل به میکروتیوپ 
 از آن صورت گرفت.  DNAشده و مراحل استخراج 

 
های و تکثیر قطعات مربوط به ژن DNAاستخراج 

TcdA  وTcdB 
DNA بررسی با استفاده های مورد تام از تمامی نمونه

، كره جنوبی( Bioneerژنومی ) DNAاز كیت استخراج 
شده و كیفیت آن با استفاده از الکتروفورز مورد استخراج

 سازیخالص DNAبررسی قرارگرفت. پس از تائید كیفیت 
شده، از آنها برای تکثیر قطعات مورد نظر با استفاده از 

برای انجام استفاده شد. پرایمر مورد نیاز  PCRتکنیک 
PCR های با بررسی توالی ژنTcdA  و TcdB با استفاده از

و  TcdAهای شد. توالی ژنطراحی primer3افزار نرم
TcdB  از سایتNCBI شد. به این ترتیب مجموعا دریافت

های ر قطعات مورد نظر از ژنیدو جفت پرایمر برای تکث
TcdA  وTcdB شد طراحی (Error! Unknown switch 

argument..)  مراحلPCR  پارامترهای موثر با تغییر در
 !Errorشده مطابق با شده و شرایط بهینهسازیبهینه

Unknown switch argument.  در مراحل  3جدول و
 قرارگرفت.  بعد مورد استفاده

 
 .TcdBو  TcdAهای توالی پرایمرهای طراحی شده جهت تکثیر قطعات مورد نظر از ژن - 1جدول 

 نام پرایمر توالی پرایمر طول پرایمر طول آمپلیکون

 168  
22 GGCTATAGTTGAATCTTCTACC TcdA F 
21 ATTATCAAATTGAGGATTTTG TcdA R 

168 
23 CTTTGAAGAATTTAAAGGTGGAG TcdB F 
22 GTCTGGTTGTATTCCTGAATAG TcdB R 

 
 .PCRتركیبات و مقادیر مورد نیاز جهت انجام  - 2 جدول

  كنترل مثبت )میکرولیتر( كنترل منفی )میکرولیتر(
- 1 DNA (50ng/µl) 

4 4 Primer Mix* 
(10 pmol/µl) 

5/12  5/12  PCR Master Mix (2X) 
5/8  5/7  H2O (ddW) 

25 25 Total 
،  8.5HCl pH=  –Trisمولار(، میلی 3)2MgClالمللی بر میکرولیتر(، واحد بین 2/0) Taq DNA Polymerase آنزیمحاوی:  *
4SO2)4(NH،2/0  و  20درصد توئینdNTP ( میلی 4/0ها)مولار. 
 

 .PCRبرنامه دمایی و زمانی مورد استفاده در دستگاه  - 3جدول 
 تعداد سیکل زمان (°Cما )د مراحل

 1 دقیقه 95 5 (Initial Denaturation)  واسرشت اولیه-1
 دقیقه 95 1 (Denaturation)واسرشت -2

 ثانیه 57 30 (Annealing)هااتصال پرایمر -3 35
 ثانیه 72 40 (Extension) سنتز-4
 1 دقیقه 72 5 (Final Extension)سنتز نهایی  -5

 
 qPCRارکر مولکولی در روش عملکرد م بررسی

پس از اطمینان از عملکرد پرایمرهای طراحی شده در 
، روش PCRتکثیر قطعات مورد نظر با استفاده از تکنیک 

qPCR  با استفاده از تركیبات اختصاصی برای تمامی

علاوه (. 4 جدول)شد های استاندارد و بالینی انجامنمونه
ژنومی  qPCR ،DNAبراین، جهت تعیین حساسیت روش 

كلستریدیوم دیفیسیل، بدست آمده از نمونه استاندارد 
سازی شده و مورد ارزیابی قرارگرفت. برای تعیین رقیق
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1 2 3 4 

های ژنومی باكتریDNA، ازqPCRاختصاصیت روش 
لا دیسانتری، سالمونلا تیفی و یرسینیا اشریشیا كلی، شیگ

بدست  نتایجلازم به ذكراست تیکا استفاده شد.انتروكلی

مورد آنالیز قرارگرفته  SPSSبا استفاده از نرم افزار آمده 
 شد.

 
 .Real time PCR تركیبات مورد استفاده در - 4 جدول

  یکرولیتر(نمونه بیمار )م كنترل منفی )میکرولیتر(
- 1  DNA (50ng/µl) 
4 4 Primer Mix (10 pmoles/µl) 
6 5 DDW 

10 10 Master Mix (2X)* 
20 20 Total 

 KCl ،4SO2)4(NH دارای dATP،dCTP،dGTP،dUTP،buffer Reactionها،كننده، تثبیتqPCR Polymeraseحاوی: *
 .SYBR Greenرنگ فلورسنت  .2MgClو
 

 نتایج
نتایج بدست آمده از الکتروفورز محصولات با توجه به 

PCR  در ژل آگارز، مشخص است كه پرایمرهای طراحی
توانند با تکثیر همزمان نواحی مربوط به شده بخوبی می

بدون ایجاد باند اضافی بصورت  TcdBو  TcdAهای ژن
توان از این ین میبنابرا(  1شکل اختصاصی عمل كنند )

در  TcdBو  TcdAهای پرایمرها به منظور شناسایی ژن
مورد استفاده  qPCRر روش د استفاده نمود. qPCRروش 

برای  SYBR Greenدر این مطالعه از رنگ فلورسنت 
-شده استفاده می تولید PCRاندازه گیری مقدار محصول 

 شود. این تركیب قادر است تا با قرارگیری در بین دو
نشر فلورسنس ایجاد نماید. بنابراین شدت  DNAرشته 

ای موجود در دو رشته DNAفلورسنت ایجادشده با میزان 

به تنهایی  PCRمحیط ارتباط مستقیم دارد. روش 
حساسیت بسیار بالایی دارد و به همین دلیل به عنوان 

ها مورد استفاده های شناسایی وجود پاتوژنیکی از روش
تفاده از این روش در كنار حساسیت ذاتی گیرد. اسقرارمی
( qPCRهای تشخیصی مبتنی بر فلورسنت )روش سیستم

ها را تواند به میزان قابل توجهی حساسیت این تکنیکمی
مورد استفاده  qPCRافزایش دهد. بررسی حساسیت روش 

-نشان می TcdBو  TcdAهای ژنبرای تشخیص همزمان 
 DNAپیکوگرم از  100تواند تا دهد، این سیستم می

و  TcdAهای ژنباكتری كلستریدیوم دیفیسیل دارای 
TcdB  را شناسایی كند. به این ترتیب امکان شناسایی

سریع عفونت به كلستریدیوم دیفیسیل توسط این سیستم 
 وجود خواهد داشت. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

نمونه كنترل مثبت،  4و  1های استخراج شده سویه استاندارد )چاهک  DNAانجام شده بر روی PCRواكنش  نتیجه - 1 شکل
 كنترل منفی(. 2جفت بازی،.چاهک  50جفت بازی با فواصل  50نمونه ماركر  3چاهک 

168 bp 
 

76bp 
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 DNAقادیر باكتری كلستریدیوم دیفیسیل. به ترتیب از چپ به راست م DNAدر شناسایی  qPCRبررسی حساسیت روش  - 2 شکل
برای انجام . (31) پیکوگرم 100( و 29) نانوگرم 1(، 24) نانوگرم 10(، 22) نانوگرم 100بدست آمده عبارت است از:  ctرقیق شده و 

سویه باكتری مولد اسهال استفاده شد كه فقط نتیجه تست  4ژنومی كلستریدیوم دیفیسیل از ژنوم  DNAتست اختصاصیت، همراه با 
 یدیوم دیفیسیل مثبت بدست آمد. مربوط به كلستر

 

 
 .بررسی اختصاصیت پرایمرهای طراحی شده برای شناسایی كلستریدیوم دیفیسیل - 3 شکل

در نهایت به منظور بررسی عملکرد روش مورد ارزیابی 
نمونه بدست  100های بالینی از تعداد در مواجهه با نمونه

 كلستریدیوم دیفیسیلعفونت  آمده از بیماران مبتلا به
نمونه از  9ها تنها تعداد استفاده شد. دربین این نمونه
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 شدند. مثبت شناسایی  TcdBو  TcdAهای ژنلحاظ وجود 
 

 
 

 .نمودار تکثیر نمونه های بالینی و كنترل مثبت )نمونه ها با سه بار تکرار انجام شده است( - 4 شکل
 

 بحث
تواند به دیفیسیل می عفونت ناشی از كلستریدیوم

ها به ویژه در عنوان یک مشکل عمده در بعضی بیمارستان
درمانی بوده و بیمارانی های شیمیمراكزی كه دارای بخش

. كه نیاز به بستری طولانی دارند، مطرح می باشد
 .CDAD (Cفاكتورهای مستعد كننده در ابتلا به 

difficile–associated disease)  ،بیماریشامل سن بالا-
ها و مدت طولانی بیوتیک ای، استفاده از آنتیهای زمینه

هر چند در گذشته  .(9) باشدبستری در بیمارستان می
باشد، اعتقاد بر این بود كه منشأ این ارگانیسم داخلی می

-در بیمارستان CDADهای متعددی از اما شیوع اپیدمی
دهد كه منشأ ارگانیسم، سایر های مختلف نشان می

باشد بیماران، پرسنل بیمارستان و یا محیط بیمارستان می
یک سیل كلستریدیوم دیفیو بنابراین عفونت باكتری 

 .(8) عفونت بیمارستانی است
های ای كه روی میزان شیوع اسهالبر اساس مطالعه

شد، عفونت به بیمارستانی در بیمارستانی در تركیه انجام
كلستریدیوم دیفیسیل به عنوان پنجمین عفونت 

های بیمارستانی درصد عفونت 7 ءبیمارستانی و منشا

. در همین بیمارستان كلستریدیوم (9) شدگزارش
های درصد اسهال 2/22 دیفیسیل به عنوان عامل

سال گذشته نقش  20 شد. در طیبیمارستانی شناخته
لیت غشاءكاذب و كلستریدیوم دیفیسیل در ایجاد كو

بیوتیک به وضوح ثابت شده كولیت وابسته به مصرف آنتی
این باكتری از نمونه اكثر مبتلایان به اسهال . است

بیمارستانی جدا شده است، به طوریکه میزان جداسازی آن 
درصد و  100 تا 95 در بیماران مبتلا به كولیت غشاءكاذب

 بیوتیکآنتیدر بیماران مبتلا به اسهال مرتبط با مصرف 
 . (10) گزارش گردیده است 25 تا 15

نمونه مدفوع كه  3921 فرانسه در 1996 در سال
آزمایشگاه بالینی این كشور  11 جهت كشت روتین به

فرستاده شده بودند جهت بررسی میزان شیوع كلستریدیوم 
 3/3 دیفیسیل مورد بررسی قرار گرفتند كه از این میان

درصد موارد واجد كلستریدیوم دیفیسیل توكسیژنیک 
 .(11) بودند

ای كه ، هالست و همکاران طی مطالعه1981 سال در
سال  15 هفته تا 2 بچه با سنین بین 218 بر روی مدفوع

 انجام دادند موفق به جداسازی كلستریدیوم دیفیسیل از
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همچنین اناد و . (12) ها شدنددرصد این نمونه 20
نمونه مدفوع نوزادان را  87 تعداد 1997 همکاران در سال

مورد آزمایش قرار دادند و توانستند حضور كلستریدیوم 
درصد نمونه های مدفوع تست شده  52 دیفیسیل را در

از آنجایی كه میزان كلونیزاسیون بدون . (13) نمایند اثبات
دو  لذا در ،(9) (درصد 50ها بالاست )علامت در بچه

های مدفوع مورد آزمایش از مطالعه بالا كه تمامی نمونه
ها انتخاب شده اند، نتایج به دست آمده بالاتر از بین بچه

 های بدست آمده در مطالعه حاظر است.یافته
 تا 2002 هاینورخداصادقی فرد و همکاران طی سال

 بیمار مبتلا به اسهال 924 ای را بر رویمطالعه 2006
در  بیوتیک انجام دادند وناشی از مصرف آنتی بیمارستانی

 سویه توكسیژنیک كه معادل 57 نهایت موفق به جداسازی
بهی در مطالعه مشا. (14) ها بود شدنددرصد كل نمونه 1/6

الحسینی مجرد و توسط احسان ناظم 2011 كه در سال
نمونه مدفوع را مورد  356 همکاران انجام شد ایشان

 19 آزمایش قرار دادند كه از این میان موفق به جداسازی
ها بود درصد كل نمونه 3/5 سویه توكسیژنیک كه معادل

 . (15) شدند
در انگلیس  2009 كلایتون و همکارانش در سال

جهت های كشت میکروبی و الایزا ای با روشمطالعه
 122 دیفیسیل بر رویشناسایی توكسین كلستریدیوم

 آنها. بیمار سرپایی دارای فرم غیر فعال التهاب روده داشتند
را شناسایی نمودند كه با روش ( درصد 7/10) بیمار 13

 كشت میکروبی نتیجه مثبت داشتند و از بین این ایزوله ها
. شتندتوانایی تولید توكسین را دا( درصد 2/8)  ایزوله 10

در بیماران  (درصد 4/9)  ایزوله 6 ایزوله، 10 از بین این
در  (درصد 9/6 ) ایزوله 4 و( نفر 64)  كولیت زخمی

. در مطالعه ای كه (16) بیماران كرون شناسایی شده بود

-ژاپن انجام گرفت، شیوع سویه در كشور 1998 در سال
كلستریدیوم دیفیسیل در بزرگسالان بدون  +A-Bهای 

 .(17) گزارش شد درصد 12 علامت،
ه در زمینه روش به كار رفته در این مطالعه و مقایس
و  آن با سایر مطالعات باید اظهار داشت كه روش جداسازی

های كلستریدیوم تشخیص ژن كد كننده توكسین
دیفیسیل دهها سال است كه در دنیا مورد مطالعه قرار 

ا این محوریت در زمینه گرفته است و بیشتر مطالعات ب
. های جدا شده بوده استجدا سازی و تایپینگ سویه

-مطالعات گسترده ای در گذشته در خصوص ابداع محیط
های اختصاصی جداكننده كلستریدیوم دیفیسیل انجام 
شده است كه در حال حاضر در تمام دنیا شناخته شده 
بوده و به طور گسترده در مطالعات اپیدمیولوژی مورد 

ین پرایمرهای مورد استفاده در ا. گیرداستفاده قرار می
 ولدهای ممطالعه بر اساس مطالعات بیوانفورماتیک برای ژن

طراحی شد. اختصاصیت و همچنین  BوA های توكسین
در مقایسه با   Real Time PCRحساسیت و دقت روش

یک  تواند به عنوانها نشان داد كه این روش میدیگر روش
و دقیق و همچنین به صورت روتین در روش سریع 

 .های تشخیصی مورد استفاده قرار گیردآزمایشگاه
 

 تشکرتقدیر و 
این مقاله از پایان نامه دوره كارشناسی ارشد مصوب و 

پیشوا  -دفاع شده در دانشگاه آزاد اسلامی واحد ورامین
 دانند می لازم خود استخراج شده است. لذا نویسندگان بر

اساتید دانشگاه  و از مسئولین را خود صمیمانه تشکر مراتب
 و تمامی پایان نامه آزاد اسلامی واحد ورامین، هیئت داوران

ارتقاء  و انجام در را ما كه عزیزانی و همکاران دوستان،
  .نمایند اعلام دادند، یاری پژوهش این كیفی
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