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Backgroundm:Enteroaggregative E. coli (EAEC), after enterotoxigenic E. coli (ETEC) is the leading cause 
of traveler’s diarrhea in developing and developed countries. According to importance of chronic diarrhea, 
especially in children, and inappropriate traditional methods, and insufficient information about frequency of 
EAEC, molecular techniques can be very helpful.   In the current study, EAEC frequency were evaluated among E. 
coli isolates among patients with and without diarrhea, which were referred to selected hospitals of Tehran using 
PCR. 
Materials and Methods: In this case-control study, 165 diarrheal and 165 non-diarrheal samples were tested for 
E.coli   using culture methods. Then DNA of isolates was extracted by the boiling method. All E. coli isolates were 
investigated for the presence of uidA gene. EAEC pathotypes were identified by amplification of the aggR gene 
using PCR. The statistical analysis was performed by chi-square and fisher tests.
Results: By culture methods, among 165 diarrheal and 165 non-diarrheal samples, 154 and 146 E. coli isolates 
were detected, respectively.  According to uidA gene PCR results, 140 of diarrheal and 136 of non-diarrheal E. 
coli isolates were confirmed and others were excluded. The aggR gene was detected in 6 (4.28%) E. coli   isolates 
of diarrheal and not found in non-diarrheal isolates.
Conclusion: The results showed that EAEC pathotypes have remarkable role in diarrhea, which is usually ignored 
due to weakness of culture methods. According to importance of diarrhea, especially in infants and immune 
compromised patients, applying molecular methods such as PCR can be helpful for diagnosis and treatment of 
acute and life-threatening cases. 
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فراوانی ایزوله‌های انترواگریگیتیو اشریشیاکلی در بیماران مبتلا به اسهال 
مراجعه کننده به بیمارستان‌های تهران

محمد محمدزاده، حسین گودرزی*، حسین دبیری، فاطمه فلاح

1- گروه میکروب‌شناسی پزشکی ، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، تهران

چكيده:

مقدمه:
اسهال يكي از عوامل اصلي مرگ در كشورهاي در حال توسعه و دومين عامل مرگ 
اثر اسهال مي‌تواند باعث  كودكان در سراسر دنيا است. از دست دادن مايعات در 
از دست رفتن آب بدن و به هم خوردن تعادل الكتروليت‌ها در بدن شود. در سال 
2009 تخمين زده شد كه اسهال باعث مرگ 1.1 ميليون نفر در افراد پنج ساله و 

بالاتر و 1.5 ميليون نفر كودكان زير پنج سال شده است.)1(

انترواگریگیتیو اشریشیاکلی (EAEC) کیی از شش پاتوتایپ شناخته شده‌ اشریشیاکلی  
است و بعد از انتروتوکسیژنیک اشریشیاکلی (ETEC) به‌عنوان دومین عامل اسهال 
مسافرتی در کشورهای توسعه‌یافته و در حال توسعه شناخته می‌شود.)1( پاتوتایپ 
EAEC باعث به وجود آمدن اسهال مزمن در کودکان و بزرگسالان می‌شود که 
می‌تواند از یک اسهال آبکی تا اسهال شدید با دفع خون و موکوس متغیر باشد.)1،2( 
 )Aggregation adherence( به دلیل ایجاد الگوی اتصال تجمعی EAEC سویه‌های
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سابقه و هدف: انترواگریگیتیو اشریشیاکلی (EAEC) بعد از انتروتوکسیژنیک اشریشیاکلی (ETEC) به‌ عنوان دومین عامل اسهال مسافرتی در کشورهای 
توسعه‌یافته و در حال توسعه است. با توجه به اهمیت تشخیص اسهال مزمن به‌خصوص در کودکان و نامناسب بودن روش‌های سنتی در تشخیص EAEC و 
اطلاعات ناکافی از شیوع اسهال به واسطه EAEC ، استفاده از روش‌های مولکولی می‌تواند بسیار مفید باشد. در این مطالعه می‌خواهیم با استفاده از روش 
PCR، فراوانی پاتوتایپ‌های EAEC در میان باکتری‌های اشریشیاکلیای که از نمونه‌های بیماران مبتلا به اسهال مراجعه‌کننده به چند بیمارستان در تهران 

جدا شده‌اند، بررسی شود.
روش بررسی: در این مطالعه موردی شاهدی، 165 نمونه اسهالی و 165 نمونه غیر‌اسهالی از بیماران مراجعه کننده به بیمارستان‌های منتخب تهران با 
استفاده از روش‌های کشت برای جداسازی اشریشیاکلی بررسی شدند. سپس با استفاده از روش جوشاندن DNA ایزوله‌های اشریشیاکلی استخراج شد. 
تمامی ایزوله‌ها از نظر وجود ژن uidA و سپس از نظر وجود ژن aggR برای شناسایی EAEC با روش PCR بررسی شدند. نتایج با استفاده از آزمون‌های 

آماری کای2 و فیشر ارزیابی شد.
یافته‌ها: از میان 165 نمونه اسهالی و 165 نمونه غیر اسهالی براساس نتایج آزمایش‌های کشت، به ترتیب 154 و 146 ایزوله اشریشیاکلی شناسایی شد. 
طبق نتایج PCR برای ژن uidA جهت تایید مولکولی ایزوله‌های اشریشیاکلی، 140 ایزوله از نمونه‌های اسهالی و 136 ایزوله از نمونه‌های غیر‌اسهالی دارای 
این ژن بودند و ایزوله‌های فاقد این ژن از مطالعه خارج شدند. ژن aggR در شش ایزوله )4/28 درصد( از نمونه‌های اسهالی شناسایی شد و در نمونه‌های 

غیراسهالی یافت نشد.
نتیجه‌گیری: به نظر می‌رسد پاتوتایپ‌های EAEC از عوامل فعال در بیماری اسهال هستند که به طور معمول به دلیل ضعف تشخیصی در روش‌های کشت 
نادیده گرفته می‌شوند. با توجه به اهمیت این بیماری به خصوص در کودکان و بیماران دچار نقص ایمنی، استفاده از روش‌هایی مثل PCR برای تشخیص 

و درمان به موقع موارد حاد و تهدید‌کننده حیات می‌تواند بسیار مفید باشد.

واژگان کلیدی:  اسهال، واکنش زنجیره‌ای پلی‌مراز، انترو اگریگیتیو اشریشیاکلی

تاریخ دریافت مقاله:1394/6/7          تاریخ پذیرش مقاله:1395/4/9
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رده‌  HEp-2شناخته  سلول‌های  روی   (Stacked break) انباشته  آجر  شکل  به 
می‌شود.)3( اتصال و ایجاد التهاب در سطوح مخاطی روده و ترشح توکسین‌ها و 
ایجاد اسهال به کار می‌گیرد. سایتوتوکسین‌ها مکانیسمی است که EAEC برای 

)4،5( تمامی این اعمال از سوی ژن‌های ویرولانسی انجام می‌شود که روی جزایر 
تجمعی  اتصال  فیمبریه‌های  دارند.)6(  قرار  ترانسپوزون‌ها  و  پلاسمید  بیماریزایی، 
می‌شوند،   (HEp2)  2 نوع  انسانی  اپی‌تلیال  سلول‌های  به  اتصال  باعث   (AAFs)
ولی در تعداد کمی از سویه‌ها وجود دارند. همچنین پروتئین سطحی دیگری به نام 
دیسپرسین وجود دارد که باعث اتصالات مستحکم تجمعی باکتری و نفوذ به بافت 
مخاطی می‌شود.)7( یک توکسین موسیناز به ‌نام Pic و یک انتروتوکسین به نام 
انتروتوکسین 1 شیگلا(ShET1)  از سوی کروموزوم باکتری کد می‌شود که نقش 
دقیق آن‌ها در بیماری‌زایی باکتری به طور دقیق مشخص نیست.)8،9( همچنین 
EAEC دارای پلاسمیدی به نام pAA است که یک انتروتوکسین به نام توکسین 
مقاوم به حرارت EAEC (EAST-1) و یک توکسین به نام توکسین کد شونده به 
واسطه پلاسمید (Pet) را کد می‌کند.)10( پلاسمید pAA دارای یک تنظیم کننده به 
نام aggR است که به طور تقریبی بیشتر فاکتورهای بیماری‌زایی EAEC را کنترل 

میک‌ند.)7( این باکتری با استفاده از فاکتورهای ویرولانس خود به سلول‌های 
سایتوتوکسین‌ها  و  توکسین‌ها  ترشح  با  و  شده  متصل  روده  مخاطی  بافت 
مانند   EAEC برای  تشخیصی  روش‌های  می‌شود.)11(  اسهال  ایجاد  باعث 
بقیه‌ پاتوتایپ‌های دیگر اشریشیاکلی بسیار محدود هستند و احتیاج به صرف 
هزینه و وقت زیادی دارند. طور معمول این روش‌ها فقط در آزمایشگاه‌های 
تحقیقاتی و مرجع انجام می‌شود. از آنجا که نمونه‌های اسهالی بیماران کمتر 

معمول  طور  به   EAEC پاتوتایپ‌های  می‌شوند،  داده  ارجاع  آزمایشگاه‌ها  این  به 
نادیده گرفته می‌شوند. با این وجود استفاده از روش‌های مولکولی مثل 
PCR برای تشخیص این باکتری‌ها در حال گسترش است و در برخی 
اغلب   aggR EAEC استفاده شده است. ژن  برای تشخیص  مطالعه‌ها 
به‌عنوان توالی هدف برای تشخیص این پاتوتایپ استفاده می‌شود.)15-
12( همچنین از ژن uidA برای تایید مولکولی ایزوله‌های اشریشیاکلی 
استفاده می‌شود. این ژن کد‌کننده‌ آنزیم بتا-D-گلوکورونیداز است که 
در باکتری اشریشیاکلی یک ژن House  keeping است.)16( با توجه 
بیماری اسهال که گاهی در موارد شدید تهدیدکننده‌ حیات  به اهمیت 
کمتر  معمول  طور  به  که  بیماری  این  ایجاد  در   EAEC نقش  و  است 

کنار  در   PCR روش  از  استفاده  با  می‌خواهیم  مطالعه  این  در  می‌شود،  شناسایی 
روش‌های کشت، فراوانی پاتوتایپ‌های EAEC در باکتری‌های اشریشیاکلی‌ای که 
از نمونه‌های بیماران مبتلابه اسهال مراجعه کننده به چند بیمارستان در تهران در 

سال 1393 جدا شده‌اند، بررسی شود.
مواد و روش‌ها:

در این مطالعه‌ موردی-شاهدی، 165 نمونه ‌ اسهالی و 165 نمونه‌ غیراسهالی از 
بیماران سرپایی و بستری مراجعه‌کننده به  بیمارستان‌های آموزشی امام حسین‌)ع(، 
لقمان حیکم و آیت الله طالقانی بررسی  شد. آزمایش‌های تشخیصی در آزمایشگاه 
تحقیقاتی گروه مکیروب‌شناسی پزشکی دانشگاه علوم پزشکی شهیدبهشتی انجام 

شد.
محیط‌های  روی  غیراسهالی  و  اسهالی  نمونه   330 تمامی  کشت:  روش‌های 
آلمان( کشت داده شد و به مدت 24 ساعت در 37  EMB و مک‌کانکی )مرک، 
آزمایش‌های  از  استفاده  با  مثبت  لاکتوز  کلونی‌های  انکوبهشد.  سانتی‌گراد  درجه‌ 
 MR،VP ، ،برای تایید ایزوله‌های اشریشیاکلی روی محیط‌های سیترات IMViC
SIM و TSI کشت داده شد و م دوباره 24 ساعت در 37 درجه سانتی‌گراد انکوبه 
LB )مرک،  برتانی  لوریا  ایزوله‌های اشریشیاکلی شناسایی شده در محیط   شد و 
آلمان( حاوی 20 درصد گلیسرول و در دمای منفی  ‌70درجه‌ سانتی‌گراد برای انجام 

مراحل مولکولی ذخیره شد.
میلی‌لیتری   1.5 مکیروتیوب‌های  در  اشریشیاکلی  ایزوله‌های   :DNA استخراج 
دمای  در  شکیردار  انکوباتور  در  ساعت   24 و  شد  داده  کشت   LB محیط  از 
37 درجه‌سانتی‌گراد انکوبه شد. مکیروتیب‌ها در دور rpm 3000 به مدت سه دقیقه 

به  دیونیزه  آب  و 100مکیرولیتر  تخلیه  کامل  به طور  رویی  مایع  سانتریفیوژ شد. 
کینواخت شد.  ثانیه  به مدت چند  از شکیر  استفاده  با  و  اضافه شد  مکیروتیوب‌ها 
مکیروتیوب‌ها 10 دقیقه در بن ماری جوش با دمای 95 درجه قرار گرفتند و سپس 
پنج دقیقه روی یخ گذاشته شدند. نمونه‌ها دوباره در rpm 12000 به مدت دودقیقه 
مکیروتیوب  به   PCR انجام  برای    DNA حاوی  رویی  مایع  و  شدند  سانتریفیوژ 
درصد  یک  آگارز  ژل  روی  شده  استخراج  نمونه‌های  تمامی  شد.  منتقل  دیگری 

الکتروفورز شد تا از وجود DNA اطمینان حاصل شود)15(.
 PCR تایید مولکولی ایزوله‌های اشریشیاکلی: تمامی ایزوله‌ها با استفاده از
و با استفاده از پرایمرهای اختصاصی )تگ کوپنهاگن، دانمارک( مندرج در جدول 
تایید   uidA ژن  بر  وجود  نظر  از   2 جدول  در  مندرج  واکنش  شرایط  طبق  و   1
شدند. ایزوله‌هایی که از نظر وجود این ژن منفی بودند، به‌ عنوان باکتری‌های غیر 
اشریشیاکلی  سویه‌ی  شدند.  مطالعه حذف  از  و  شدند  گرفته  نظر  در  اشریشیاکلی 
K12 )گروه مکیروب‌شناسی، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی( به‌عنوان سویه‌ 

کنترل مثبت استفاده شد.
PCR جدول‌1- پرایمرهای اختصاصی برای انجام

PCR جدول 2- شرایط دمایی

شناسایی پاتوتایپ‌های EAEC: ایزوله‌های اشریشیاکلی تایید شده به روش 
بررسی   PCR روش  با   EAEC شناسایی  برای   aggR ژن  وجود  نظر  از  مولکولی 
شدند. پرایمرهای اختصاصی و شرایط واکنش به ترتیب در جدول‌های فوق ذکر 
شده است. سویه‌ EAEC17-26 )انستیتوپاستور،‌ایران( به‌عنوان سویه‌ کنترل مثبت 

استفاده شد.
آماده‌   Mastermix  12/5  µl شامل   25  µl حجم  در   PCR واکنش‌های  تمامی 
 Reverse و Forward 1 از هر کدام از پرایمرهای µl ، )مصرف )فرمنتاس، آلمان
و µl 9/5 آب مقطر دیونیزه و µl 1 از DNA الگو انجام شد. برای هر دو ژن از 

30 سکیل استفاده شد.
 graphpad محاسبات‌آماری: آزمون فیشر و کای2 با استفاده از نرم‌افزار آنلاین
نظر  در  معنادار  ارتباط  به‌عنوان   )p<0.05( از 5درصد  P value کمتر  و  انجام شد 

گرفته شد.
یافته‌ها:

 154 ، IMViC از میان 165 نمونه‌ اسهالی کشت شده و براساس نتایج آزمایش‌های
ایزوله )93.3 درصد( و از میان 165 نمونه‌ غیراسهالی، 146 ایزوله‌ )88.5 درصد( 
برای  که   uidA برای ژن   PCR نتایج  اشریشیاکلی شناسایی شد. همچنین طبق 
ایزوله‌   140 که  شد  داده  نشان  شد  انجام  اشریشیاکلی  ایزوله‌های  مولکولی  تایید 
اشرشیاکلی )84.8 درصد( به دست آمده از نمونه‌های اسهالی و 136 ایزوله‌ )82.4 
ایزوله‌های  از نمونه-های غیراسهالی دارای این ژن بودند.  درصد( به دست آمده 
دارای ژن uidA برای بررسی از نظر حضور ژن aggR آزمایش شدند و ایزوله-های 

فاقد این ژن از مطالعه خارج شدند‌)تصویر 1(.

بررسی نقش ایزوله‌های انترواگریگیتیو اشریشیاکلی در بیماری اسهال /  70  
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 سایز توالی پرایمرژن هدف
مرجع(Kb)محصول

uidA
5-GCGTCTGTTGACTGGCAGGTGGTGG-3

5- GTTGCCCGCTTCGAAACCAATGCCT-3
50316

aggR
5-GTATACACAAAAGAAGGAAGC-3

5-ACAGAATCGTCAGCATCAGC-3
25417

شرایط دمایی واکنشژن هدف

uidA)5 دقیقه( º72 ،)30 ثانیه( º72 ،)30 ثانیه( º65 ،)30 ثانیه( º95 ،)5 دقیقه( º95

aggR)5 دقیقه( º72 ،)30 ثانیه( º72 ،)30 ثانیه( º60 ،)30 ثانیه( º95 ،)5 دقیقه( º95
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uidA. از سمت چپ نخستین  PCR برای شناسایی ژن  نتایج  تصویر‌1-  
چاهک نمونه کنترل مثبت )سویه E.coli k12(، دومین چاهک کنترل منفی و 

.uidA چاهک‌های یک تا 15 نمونه‌های مثبت از نظر وجود ژن
ایزوله‌ اشریشیاکلی به دست  ایزوله )4/28 درصد( در میان 140  ژن aggR در 6 
فاقد  یافت شد در حالی‌که همه نمونه‌های غیراسهالی  از نمونه‌های اسهالی  آمده 

این ژن بودند

نخستین  چپ  سمت  از   .aggR ژن  شناسایی  برای   PCR نتایج  تصویر‌2. 
چاهک نمونه کنترل مثبت )سویه EAEC17-26(، دومین چاهک کنترل منفی 

و آخرین چاهک نمونه مثبت برای ژن aggR است.
 EAEC پاتوتایپ  عنوان  به‌  بودند  مثبت   aggR نظر حضور ژن  از  که  ایزوله‌هایی 
بیماری  و   EAEC وجود  مابین  معنادار  ارتباط  حاصل  نتایج  شدند.  گرفته  نظر  در 
اسهال را تایید کرد )P :0/02() جدول 3(. اطلاعات تکمیلی بیماران مورد مطالعه 
که باکتری اشریشیاکلی از نمونه مدفوع‌شان ایزوله شده بود در جدول 4 نشان داده 

شده است.
جدول 3-ارتباط ژن aggR با بیماری اسهال

براساس  اسهال  به  غیر‌مبتلا  و  مبتلا  بیماران  جنس  و  سن  جدول‌4- 
ایزوله‌های مورد مطالعه

بحث:
اشریشیاکلی‌ای  ایزوله‌های  از  درصد   4/28 حداقل   که  داد  نشان  حاضر  مطالعه‌ 
می‌توانند  می‌شوند  گزارش  غیر‌بیماری‌زا  ایزوله‌های  به‌عنوان  روتین  به‌صورت  که 
به‌ صورت بالقوه بیماری‌زا باشند. در مطالعه‌ای مشابه در سال 2010 ، اصلانی و 
همکاران مابین 140 ایزوله‌ اشریشیاکلی از کودکان زیر 12 سال مبتلا به اسهال 
در بیمارستان بعثت همدان ، EAEC را در  ‌10/7درصد از موارد گزارش کردند. در 
این مطالعه علاوه بر ژن aggR از ژن‌های aap و astA نیز استفاده شد.)18( در 
این مطالعه فراوانی بالاتری نسبت به مطالعه حاضر گزارش شده است که تفاوت 
زمانی و مکانی مطالعه و جمعیت مورد بررسی که شامل فقط کودکان است، در این 

اختلاف می‌تواند دخیل باشد.
اسهال  نمونه-های  در  را   EAEC فراوانی   2014 سال  در  همکاران  و  عباسی   
از ژن  استفاده  با  و  ایران  نواحی جنوب  در  این مطالعه  کردند.  ‌0/7درصد گزارش 
aggR انجام شد.)19( در این مطالعه EAEC روی تمام نمونه-های اسهال  انجام 
شده است، در حالی‌که در مطالعه‌ حاضر ایزوله‌های اشریشیاکلی از نمونه‌های اسهال 

از نظر وجود EAEC بررسی شده‌اند.
کودکان  بین  در   2013 سال  در  را  مطالعه‌ای  همکارانش  و  مصطفی  همچنین 
از  درصد   30/7 در   EAEC که  دادند  انجام  اسهال  به  غیرمبتلا  و  مبتلا  مصری 
موارد اشریشیاکلی جدا شده از این کودکان گزارش شد. همچنین ارتباط معناداری 
بین حضور EAEC در موارد اسهالی و غیراسهالی مشاهده کردند.)20( این مطالعه 
تفاوت که جمعیت  این  با  به مطالعه‌ حاضر شباهت دارد.  از نظر متدولوژی بسیار 
کودکان مطالعه شده است. تفاوت قابل ملاحظه‌ای بین ایزولاسیون EAEC در این 
مطالعه و مطالعه ما وجود دارد که می‌تواند دلیلی بر اهمیت تفاوت بهداشتی و تفاوت 

جغرافیایی و محدوده سنی در شیوع EAEC داشته باشد.
در سال 2009 ، اوسین و همکارانش فراوانی پاتوتایپ‌های مولد اسهال را مابین

 اشریشیاکلی‌های جدا شده از کودکان مبتلا به اسهال در رومانی مطالعه کردند. در 
این مطالعه از روش‌های سرولوژی و مولکولی استفاده شد و EAEC با 11/6 درصد 

بیشترین فراوانی را در بین پاتوتایپ‌های اشریشیاکلی جدا شده داشت.)21( 
در   EAEC فراوانی  در  تفاوت  از  حاکی  مطالعه‌ها  بقیه  و  حاضر  مطالعه‌  مقایسه‌   
داشته  مختلفی  عوامل  می‌تواند  اختلاف  این  که  است  مختلف  جغرافیایی  نواحی 
باشد. شرایط اقلیمی، بهداشتی و سنی جمعیت مورد بررسی و روش‌های استفاده 
شده در مطالعه و تفاوت زمانی می‌توانند از عوامل دخیل در گزارش‌های متفاوت 
باشند. همچنین در مطالعه‌هایی که روی کودکان  انجام شده، فراوانی بالاتری از 
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aggR ژن    

 نوع اسهال
مجموعمثبتمنفی

134 اسهالی
6140 )4/28 درصد()95/72 درصد(

1360136 )100 درصد(غیر اسهالی
P value: 0.02

 جمعیت ایزوله‌های مورد
مطالعه

 جنسیت
بیماران

 میانگین سن
بیماران

EAEC

 ایزوله اشریشیاکلی تایید
شده از نمونه اسهال

n=140

مرد

n=76
4 ایزوله30±29

زن

n=64
2 ایزوله29±27

ایزوله اشریشیاکلی تایید 
شده از نمونه غیر‌اسهال

n=136

مرد

n=69
یک ایزوله26±24

زن

n=65
27±260
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EAEC را نشان می‌دهد که تاییدکننده اهمیت آن در بیماری اسهال کودکان است، 
اما در نهایت تمام مطالعه‌ها نشان دادند که پاتوتایپ‌های اشریشیاکلی و به خصوص 
دلیل  به  معمول  طور  به  هستند،   اسهال  بیماری  در  فعال  عوامل  از  که   EAEC
ضعف در تشخیص نادیده گرفته می‌شوند. به همین دلیل مطالعه‌های متعددی مانند 
مطالعه‌ حاضر برای شناسایی این پاتوتایپ‌ها در نواحی مختلف جهان  انجام می‌شود 
که با به کارگیری روش‌های مولکولی اطلاعاتی از فراوانی این عوامل ایجادکننده‌ 
با  اما  هستند،  محدودشونده  خود  اسهال  موارد  این  از  بسیاری  کنند.  ارائه  اسهال 
توجه به فراوانی EAEC و با توجه به اهمیت این بیماری به‌خصوص در کودکان 
تهدیدکننده‌ حیات  به موقع می‌تواند  ایمنی، عدم تشخیص  بیماران دچار نقص  و 

بیماران مبتلا باشد. 
نتیجه‌گیری:

با توجه به هزینه‌های سنگین و زمانبر روش‌هایی مثل کشت سلولی، استفاده از 
روش‌های مولکولی  برای تشخیص و تعیین فراوانی و متعاقبا درمان به موقع موارد 

حاد و تهدیدکننده‌ حیات می‌تواند بسیار مفید باشد.
تشکر و قدردانی:

از معاونت پژوهشی دانشکده پزشکی دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی به دلیل 
حمایت‌های صورت گرفته در انجام این مطالعه کمال سپاسگزاری را داریم.
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