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  چكيده

هاي حاصل از ها، كلونيپس از فرآوري و كشت نمونه. اطراف كرمان بطور تصادفي گرفته شد نژاد كرماني نمونه مدفوع از گوسفندان 130ر اين مطالعه د
درصـد   30ه هـاي جـدا شـد   كلسـتريديوم . هاي آنها شناسايي شدهاي بيوشيميايي، گونهآميزي بررسي شدند و با استفاده از آزمون نظر مورفولوژي و رنگ

، بوتريكـوم اورانتـي ، لپتـوم ، اسـپورجنس ، بيفرمنتـانس ، ابسـونيوم ، بـاراتي ، هـاي پرفـرينجنس  كلسـتريديوم شدند كه عبارت بودنـد از  ها را شامل مينمونه
 هـت تعيـين تيـپ   گرديـد و ج جدا شده انجـام   باكتري 39بر روي  DNAاستخراج عمل . سردليو  راموزوم، اسكاتولوجنس، زومسيمبي، اسپوراسفيريدس

هاي اين باكتري بر اساس طـول قطعـه سـنتز    در نتيجه تيپدر آخر نوع توكسين و  .آزمون شدند Triplex PCRي استخراج شده با هاDNA، هاباكتري
را ايجـاد   324bp، همگـي قطعـه   هاي بيوشيميايي جدا شـده بودنـد  كه با آزمون كلستريديوم پرفرينجنسنمونه  23از كه  ، شناسايي گرديدPCRشده در 
   .تشخيص داده شد Dتيپ  مورد 6 و Cتيپ  مورد B ،8پ يت مورد 5از اين تعداد  .كردند

  
   DNA،Triplex PCRهاي بيوشيميايي، ، آزمايشكلستريديوم پرفرينجنس :كليدي هاي واژه

  
    1  مقدمه

هـوازي، گـرم مثبـت و    يك باكتري بـي  كلستريديوم پرفرينجنس
). 10و 8(شود مي ايجاد بيماري در انسان و دامباعث اسپورزا است كه 

كنند كه تمام آنها توكسين توليد مي 15هاي اين باكتري حداقل سويه
چهـار گـروه   ). 9(باشند و خاصيت پـادگني دارنـد   از جنس پروتئين مي

و  ، اپسـيلون شـامل آلفـا، بتـا   كلستريديوم پرفرينجنس اصلي توكسين 
پـنج تيـپ   صـوزت  اين باكتري بـه   بنديباشد كه اساس طبقه يوتا مي
مختلـف ايـن بـاكتري عامـل      هـاي تيـپ ). 19( است Eتا  Aمختلف 
هـاي  هاي مختلفي است و حتي ممكن است يك سويه بيماريبيماري

  ).18و  17(كند هاي مختلف ايجاد متفاوتي را در ميزبان
ها جهت تعيين و تشخيص توكسين بـاكتري،  در بعضي آزمايشگاه

ي سـازي سـرم در مـوش و خوكچـه هنـدي اسـتفاده       از آزمايش خنث ـ
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 كرمان –

روش جسـتجوي توكسـين در محتويـات روده بـه ايـن      ). 7(شـود   مي
تا  قرار دادهمحلول كلروفرم  در مجاورت صورت است كه ابتدا نمونه را

بـه   را سپس نمونـه صـاف شـده    ،خاصيت پادگني توكسين حفظ شود
به علت وجود  در خوكچه هندي. كنندآزمايشگاهي تزريق مي اتحيوان

ساعت در محل تزريق مناطق نكـروز   48توكسين نكروز دهنده بعد از 
كه موش به علت وجود توكسين كشنده بعـد  حاليشود، درمشاهده مي

اين روش شناسايي بسيار مشـكل،  ). 2(شود  ساعت تلف مي 12تا  4از 
از طرفـي انجـام آن روي    .گير، پر هزينـه و تـك ظرفيتـي اسـت    وقت

). 12و 7(زمايشگاهي از نظر اخلاقي غير قابـل قبـول اسـت    حيوانات آ
طي تحقيقي آنتي توكسين اپسيلون در سرم ) 1996(فرزان و همكاران 

يزا اندازه گرفتند و به اين نتيجـه  الا خون گوسفند را با استفاده از روش
و از نظر اقتصادي مقرون به  ي اختصاصي، سريعيزا روشرسيدند كه الا

). 15(سرم گردد واند جايگزين آزمايش خنثي سازي تصرفه است و مي
كلونـال بـراي تشـخيص    هـاي پلـي  روش شناسايي الايزا از پـادتن  در

مشـكل  ). 4(شـود  استفاده مـي  كلستريديوم پرفرينجنسهاي توكسين
هـاي توليـد شـده عليـه     اين روش، ايجاد واكنش متقاطع بـين پـادتن  

نـوع توكسـين اخـتلال     توانـد در شناسـايي  باشد كه ميها ميتوكسين
نيست و براي  2βشناسايي توكسين  به قادر همچنين الايزا. ايجاد كند
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هـاي  ي روشتشخيص و تعيين توكسـين بايـد اسـپورزايي را بوسـيله    
هاي بيوشيميايي نيز قادر نيستند آزمون). 5(كشت خاص تحريك كرد 

  ).6(هاي اين باكتري را از هم تشخيص دهند تيپ
ــاوريآخــرين  ديــدي كــه اســتفاده كــاربردي در تشــخيص  ج فن

 ).4(است ) PCR(اي پليمراز هاي عفوني دارد، واكنش زنجيره بيماري
PCR   يك تكنيك مولكولي است كه در شرايط آزمايشگاهي قادر بـه

 DNAتركيـب   زنـده  موجـود  هـر  در. تكثير اسيدهاي نوكلئيك است
 اسـاس  بـر  را موجـودات  PCRتكنيك و  است موجود آن به مختص
DNAتـوان  بـا ايـن تكنيـك مـي     .نمايـد مـي  جدا هايشان از يكديگر

). 1(هاي كلينيكي تشـخيص داد  از نمونه اًباكتري را سريعتر و مستقيم
-استفاده ميمتفاوت  آغازگر جفتاز سه  Triplex PCRدر تكنيك 

تـوان شناسـايي    هاي مختلف را ميطور همزمان تيپشود، در نتيجه به
جهت  Triplex PCR مطالعه، استفاده از تكنيكاز اهداف اين  .نمود

لازم بـه  . بود كلستريديوم پرفرينجنس D و  B،Cهاي تيپشناسايي 
ذكر است كه تاكنون تحقيق مستندي در ايـن مـورد در ايـران وجـود     

  .ندارد
  

 ها مواد و روش

نمونه  130كرمان  روستاي حومه 9هاي در اين مطالعه از دامداري
گيري بصورت تصادفي، از هر دو جنس نر و ماده هنمون. مدفوع اخذ شد

ها به آزمايشگاه تحقيقاتي موسسه نمونه. و در سنين متفاوت انجام شد
مليـات كشـت و جداسـازي    عمنتقـل و   رازي شعبه جنوب شرق كشور

فيزيولوژيـك   هـا در آزمايشـگاه بـا سـرم    نمونه. روي آنها انجام گرفت
بـراي تفكيـك   . شـدند رقيـق و مخلـوط    10بـه   1نمكـي بـه نسـبت    

هـاي غيـر اسـپورزا و    هـاي اسـپورزا و از بـين رفـتن بـاكتري      باكتري
 10شده بـه مـدت   ها، محلول رقيق و صاف هاي رويشي باكتري جوانه
يـك قطـره از   سپس . قرار داده شد C°80در بن ماري با دماي  دقيقه

خـون   درصـد  5سوسپانسون حرارت داده شده روي بلاد آگـار حـاوي   
هاي بلاد آگار كشت داده شـده  پليت. كشت داده شدگوسفند دفيبرينه 

هوازي درون جار قرار داده و محيط جار توسط را همراه با انديكاتور بي
سـاعت در   48هوازي و به مـدت  بي) Martمدل (دستگاه انوكسومت 

هاي ايجاد شده روي بـلاد  كلوني. انكوباتور قرار داده شد C°37دماي 
پـس از  . و مورفولوژي بررسي شدندايجاد شده ليز آگار از نظر نوع همو

رنگ آميزي گرم و آزمون كاتالاز، جهت خـالص سـازي و رشـد تـك     
 رم مثبـت و كاتـالاز منفـي را مجـدداً    هاي گ هاي مجزا، باكتريكلوني

 48هوازي بـه مـدت   روي محيط بلاد آگار كشت داده و در شرايط بي
هاي رشد تك كلوني. ه شدقرار داد C°37ساعت در انكوباتور با دماي 

هاي كرده پس از بررسي ظاهري و رنگ آميزي مجدد، همراه با سويه

هاي بيوشـيميايي  ، با آزمايشواكسينال به عنوان كنترل مثبت و منفي
ر قنـدهاي  تيناز، ليپاز، تجزيـه شـير، توليـد انـدول، تخمي ـ    يژلاتيناز، لس

). 11(سـي شـدند   برر و آزمايش حركتساكارز گلوكز، لاكتوز، مالتوز و 
ها، با جداول راهنماي برگي مطابقـت داده  نتايج حاصل از اين آزمايش

هاي كلستريديوم بـر ايـن اسـاس از يكـديگر تفكيـك      و گونه) 6(شد 
  .گرديد

روي ) 13(بـا روشـي كـه قـبلاً توصـيف شـده        DNAاستخراج 
هـاي  تيـپ هاي واكسينال هاي جدا شده و همچنين سويهكلستريديوم

B ،C  وD ــرينجنس ــت و   كلســتريديوم پرف ــرل مثب ــوان كنت ــه عن ب
كنتـرل منفـي   بـه عنـوان    راموزومو  باراتي، هاي سپتيكومكلستريديوم
طور خلاصه چندين كلوني خالص از باكتري رشـد كـرده   به. انجام شد

ليتر آب مقطر روي محيط بلاد آگار درون ميكروتيوب حاوي يك ميلي
و  دور 13000يك دقيقه در  مدتحل كرده و پس از مخلوط شدن، به 

از بـافر   350µlمقدار . سانتريفوژ شدند تا باكتري رسوب كند C°4در 
STET (100mM Tris HCl, 10mM EDTA, 100mM 

NaCl, 5% (v/v) Triton 100X)  به ميكروتيوب حاوي باكتري
 3اضـافه و  بـه آن  ) 10mg/ml(ليـزوزوم   µl  25بعـد از آن افزوده و 

ثانيه در بشرآب جوش  40ها به مدت ميكروتيوب .ثانيه ورتكس گرديد
دور در دمـاي اتـاق    13000دقيقـه در   15قرار داده و سپس به مـدت  

اسـتات   40µlبراي رسوب اسيدهاي نوكلئيك مقدار  .سانتريفوژ شدند
ايزوپروپانول بـه محلـول اضـافه و ورتكـس      µl 420مولار و 3سديم 

هـا بـا دور   ميكروتيـوب . شـد دقيقه در دماي اتاق قرار داده  5گرديد و 
دقيقـه سـانتريفوژ شـدند و بعـد از      10به مدت  C°4و دماي  13000

. شسته و خشك شـد % 70خارج كردن محلول رويي، رسوب با اتانول 
حـل و تـا    20mg/ml RNaseحـاوي   TEبـافر   µl 50 رسـوب در 

  .)13(قرار داده شد  -C°20 زمان استفاده در برودت
انجـام   µl 50با حجم  ml5/0هاي در ميكروتيوب PCRواكنش 
پليمـراز، بـافر    Taqها، dNTPها، آغازگرالگو،   DNAشد كه حاوي

PCR ،MgCl2  ميـــزان و غلظـــت . آب عـــاري از نوكلئـــاز بـــودو
  .آمده است 1واكنشگرها در جدول 

مـي  باكتري  DNAها مكمل قسمتي از ژن توكسين روي آغازگر
آمده  2اين تحقيق در جدول  درهاي مورد استفاده آغازگرتوالي  .باشند

ها براي اولين بـا  آغازگراين . است كه توسط شركت سيناژن سنتز شد
. )14( توسط سانجر و همكاران طراحـي و سـاخته شـد    1997در سال 

 )16(همچنين توسط محققين ديگري از جمله ون آسـتن و همكـاران   
  .نيز استفاده گرديد
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   Triplex PCRت واكنشميزان و غلظت واكنشگرها جه - )1جدول (
  )ميكروليتر(حجم  غلظت تركيب

  PCR X10 5 بافر
  2 ميلي مولار50 كلريد منيزيم

واحد برTaq polymerase  5آنزيم 
  1  ميكروليتر

  1 ميلي مولار dNTP 5/2 مخلوط
α-toxin primer R 1025/1 ميلي مولار  
α-toxin primer F 1025/1 ميلي مولار  
β-toxin primer R 1025/1 ميلي مولار  
β-toxin primer F 1025/1 ميلي مولار  
ε-toxin primer F 1025/1 ميلي مولار  
ε-toxin primer  R 1025/1 ميلي مولار  

DNA … 5  
  5/28 … آب
  50 … كل

  
  هااطلاعات در مورد آغازگر - )2جدول (

َ ژن نوع توكسين  طول قطعه تكثير شده   كننده توكسينجايگاه روي ژن كد 5َ-3توالي آغازگر
 plc (cpa)  GCTAATGTTACTGCCGTTGA  آلفا

CCTCTGATACATCGTGTAAG968-663  324 جفت باز  

 cpb  GCGAATATGCTGAATCATCTA  بتا
GCAGGAACATTAGTATATCTTC1045 -871  196 جفت باز  

 etx  GCGGTGATATCCATCTATTC  اپسيلون
CCACTTACTTGTCCTACTAAC

  ت بازجف 655  862-267
  

ها اضـافه   به ميكروتيوب روغن معدني µl 10جهت كاهش تبخير،
مـدل  ( ترموسـايكلر  وندر 3جـدول   موجود در پروتكل دمايي با شد و

Bio-Rad(  داده شدندقرار.  
  

  PCRپروتكل دمايي  - )3جدول (
  

 تعداد سيكل مدت زمان )سانتي گراد(دما  مرحله
 1 دقيقه10  95  دناتوره شدن اوليه

 وره شدندنات
  چسبيدن

  سنتز

94  
53  
72  

 ثانيه30
  ثانيه 90
  ثانيه 60

  
35  

 1 دقيقه10  72 سنتز نهايي
  
 µl10  از محصــولاتPCR  بــاµl2 6ازX Loading dye  
 ژلروي مولكـولي اسـتاندارد    نشـانگر  µl 6گرديد و همراه با مخلوط
. شـد  الكتروفـورز ولـت   80ولتاژ با ساعت  2به مدت درصد  5/1آگارز 
دقيقـه در محلـول اتيـديوم     20از اتمام الكتروفور، ژل را به مدت پس 

رنـگ  تكثير شده  PCRقرار داده تا محصولات ) µg/ml 10(برومايد 
قرار داده شد و  UVترانسلوميناتور صفحه روي  بر احتياط با ژل. شود

عمل عكسبرداري از ژل و ذخيره آن به شكل فايـل تصـويري انجـام    

يـد شـده بـا اسـتفاده از برنامـه كـامپيوتري       طـول قطعـات تول  . گرديد
Onedscan گيري شد و سپس با استفاده از طول قطعات، نـوع  اندازه

  .هاي مختلف اين باكتري تشخيص داده شدتوكسين و در نتيجه تيپ
  

  نتايج و بحث
كلسـتريديوم   Dو  B ،Cتيـپ   واكسـينال هـاي  سويه 1در شكل 
هـاي  كلستريديومهاي  ويهبه عنوان كنترل مثبت و سكه  ،پرفرينجنس

در واكـنش   بـه عنـوان كنتـرل منفـي    كه  ،راموزومو  باراتي، سپتيكوم
PCR كيفيـت   .ند قابل مشاهده استاستفاده شدDNA  ي اسـتخراج

با  PCRواكنش . شده بر روي ژل آگارز يك درصد بررسي و تأييد شد
هـاي كدكننـده   اي از ژنسه جفت آغازگر اختصاصي كه مكمل قطعـه 

 .انجـام شـد   ندبود كلستريديوم پرفرينجنسبتا و اپسيلون باكتري آلفا، 
هاي مكمـل خـود و سـنتز قطعـه مـورد نظـر،       چسبيدن آغازگر به ژن

هـاي مختلـف،   دهنده وجود ژن توكسين خاص اسـت كـه تيـپ    نشان
 1كه در شكل همانطوري .شوندتوكسينشان شناسايي مينوع براساس 

باشـد  ه ژن توكسين آلفـا مـي  مربوط ب 324bpشود قطعه مشاهده مي
مربـوط بـه ژن    198bpقطعه . ها مشترك استكه در بين همه گونه

قطعـه  . وجـود دارد  Cو  Bهاي كدكننده توكسين بتا است كه در تيپ
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655bp  متعلق به ژن توكسين اپسيلون است كه در تيپD   مشـاهده
  .شودمي

  
ــدول   ــه در ج ــانطور ك ــود   4هم ــي ش ــاهده م ــه  23از مش نمون

، هاي بيوشيميايي جدا شده بودندكه با آزمون ريديوم پرفرينجنسكلست
، Bپ يت مورد 5را ايجاد كردند كه از اين تعداد  324bpهمگي قطعه 

در . )2 شـكل ( تشـخيص داده شـد   Dتيـپ   مورد 6 و Cتيپ  مورد 8
نتـايج  باشـد و  ايران تاكنون تحقيق مستندي در اين مورد موجود نمـي 

هـاي ديگـر   در كشـور ) 19و 17، 8(محققين گر دياين تحقيق با نتايج 
اين تفاوت بدين خاطر است كـه وجـود و بـروز هـر     . متفاوت استنيز 

تيپ به ميزان بسيار زيادي به منطقـه جغرافيـايي وابسـته اسـت و در     

بعضي مناطق ممكن است بطور كلي يك يا چند تيپ از باكتري وجود 
غالـب   Aي شمالي تيپ گزارش شده كه در آمريكا مثلاً .نداشته باشد
  .)15( غير معمول است Dو  Cاست و تيپ 

  
نوع توكسين و تيپ هاي تشخيص داده شده در اين  - )4جدول (

  مطالعه
  تيپ  تعداد توكسين

  ---   23  آلفا
 C  8  آلفا و بتا

 D  6 آلفا و اپسيلون
 B  5  آلفا، بتا و اپسيلون

  

  
  و منفيواكسينال و كنترل هاي مثبت هاي سويه -)1شكل (

M :100مولكولي استاندار  نشانگرbp ،هاي تيپ واكسينالهاي كنترل مثبت و سويه: 1- 3 هايچاهكB ،C  وD كنترل منفي، شامل : 4-6 هايچاهك، كلستريديوم پرفرينجنس
  راموزومو  باراتي، هاي سپتيكومكلستريديوم

  

  
  

  هانمونهجدا شده از  كلستريديوم پرفرينجنسهاي مختلف تيپ -)2شكل (
M :100مولكولي استاندار  نشانگرbp،  324باند  :1چاهكbp تيپ  :14و  13، 6، 2هاي چاهك ،هامشترك بين همه تيپDتيپ  :12تا  7و  3هاي ، چاهكC و  4هاي و چاهك
  Bتيپ : 5
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 مخـتص  و واحد DNAتركيب  زنده موجود هر در كه آنجايي از

اسـاس   بـر  را داتموجـو كـه   PCRتكنيـك   اسـت،  موجـود  آن بـه 
DNAاسـت  اختصاصـي  بسيار تكنيكي نمايد جدا هايشان از يكديگر .
اختصاصي بودند و فقـط   هاي استفاده شده در اين تحقيق كاملاًآغازگر

 كلسـتريديوم پرفـرينجنس  هاي بـاكتري   مكمل ژن كدكننده توكسين
 آغـازگر نشـان داده شـده اسـت ايـن      1كه در شكل همانطور. باشدمي

از حساسـيت   PCRهمچنـين  . كنـد ري را شناسايي نمـي ي ديگسويه
كمتـر از  ( DNAكه بـا كمتـرين ميـزان    طوريبالايي برخوردار بود به

lµ1 ( و با هر روش استخراجDNA  قادر به شناسايي بـاكتري بـود ، .
، همـه  PCRهمچنين به منظور بررسي حساسيت و ويژگـي واكـنش   

) Single PCR(آزمـون شـدند    آغـازگر ها ابتدا بـا يـك جفـت    سويه
 بـا هـم در يـك واكـنش اسـتفاده شـد       آغـازگر سپس هر سه جفـت  

)Triplex PCR (كه نتايج حاصل از هر دو روش يكسان بود.  
هاي زيادي در انسان و دام عامل بيماري كلستريديوم پرفرينجنس

با توجه به وجود اسـپور بـاكتري در منـاطق مختلـف و احتمـال      . است
ولــوژيكي و تروريســتي، شناســايي ايــن اســتفاده از آن در حمــلات بي

سـنجش بيولوژيـك يكـي از    . باكتري از اهميت خاصي برخوردار است
امـا ايـن    ،اسـت  كلستريديوم پرفرينجنسهاي مهم در تشخيص روش

يكي از ايـن معايـب طـولاني بـودن      .روش داراي معايب زيادي است
است ساعت زمان نياز  72تا  24كه  طوريهب ،هاستزمان اين آزمايش

يكـي ديگـر از معايـب     .)2( تا بتوان جواب اين تست را مشاهده كـرد 
هـاي غيـر اختصاصـي حيـوان آزمايشـگاهي      مرگ ،سنجش بيولوژيك

هاي موجـود  پادتن. تواند باعث تشخيص غير واقعي گردداست كه مي
-كلونال بوده كه باعث واكنش غير اختصاصي پـادگن اغلب از نوع پلي

. كنـد عيين تيپ توكسين را دچار اخـتلال مـي  پادتن شده و گاهي نيز ت
مواردي كه در استفاده از يك تكنيك داراي اهميت اسـت، دو ويژگـي   

داراي چنـين   PCRحساسيت و اختصاصي بودن اسـت كـه تكنيـك    
طـور همزمـان   بـه  آغـازگر در اين آزمايش از سه جفـت  . امتيازي است

لسـتريديوم  ك باكتري استفاده شد كه امكان شناسايي همزمان سه تيپ
از مزاياي مهـم ايـن روش سـرعت    . را فراهم آورده است پرفرينجنس

شناسـايي و تعيـين    ،ساعت 4بالاي آن است به طوري كه در كمتر از 

-با توجه به نتايج اين تحقيق مـي . باكتري امكان پذير استاين تيپ 
نسبت بـه   كلستريديوم پرفرينجنستوان با تهيه كيت تشخيص سريع 

توليد كننده توكسين در نمونه و محـيط قبـل از توليـد     شناسايي سويه
مولكـول   يـك  تنهـا  روي از PCR در كـه  آنجـايي  از. سم اقدام نمود

DNA شودمي توليد آن از توجهي قابل مقادير، PCR مناسبي ابزار 
 صـورت  در حتـي ، مـوارد  ايـن  در .باشدمي هابيماري تشخيص براي

 حساسـيت  ،تكثيـر  الگـوي  وانعن ـ به ارگانيسم خام عصاره از استفاده
  .)3( شد خواهد نتيجه به منجر و بوده بالا بسيار هاواكنش
بندي هاي مولكولي بينش جديدي در مورد طبقهروشطور كلي به

  PCRمفيد بسيار و كاربردي هايجنبه از يكي. دهدباكتري به ما مي
 مـورد  موجـود  مـورد  در مهم ژنتيكي اطلاعات توانمي كه است اين
 طـور  بـه  PCRهـاي  آغازگركـه   آنجـايي  از .آورد دسـت  بـه  العهمط

 مختلـف  انـواع  و هـا گونـه  بين در توان مي كنند،مي عمل اختصاصي
-نمونه بر علاوه .)1( نمود رديابي را خاص سويه يا گونه يك جانداران

 نيز را ديگر مختلف منابع از هاي حاصلنمونه توانمي كلينيكي، هاي
موجـودات   ،مثـال  بـراي  .نمـود  آنـاليز  PCRتوسـط   مشابه روشي در

 و گياهـان  حيوانـات،  مـدفوع  حامـل،  حشرات در توانمي را زابيماري
. )3( داد تشـخيص  غـذايي  هـاي  ونهمن و آب منابع چون محيطي منابع

 بـر  متكي كه تشخيصي هايساير تكنيك با مقايسه در  PCRروش 
 ،باشـند مـي  زايمـاري ب عامل يا سلول از انبوه مقادير دادن رشد و توليد
 نمونه تهيه در مرحله اولين ر است زيراتايمن بسيار مجري افراد براي
 ،اسـت  آن DNAكـردن   آزاد و سـلول  شكستن ،PCRانجام  براي

-از بين رفته و خاصـيت بيمـاري   سلول مرحله اين در كه است طبيعي
  .)3( دهدميزايي خود را از دست 

  
  قدرداني و تشكر
موسسـه تحقيقـات واكسـن و     تجهيزات و اناتامك تحقيق با اين

 است پذيرفته كرمان انجام-سرم سازي رازي شعبه جنوب شرق كشور
 قـدرداني  و محترم اين موسسـه تشـكر   مسئولين هايهمكاري از لذا
  .شودمي
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