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Abstract 

Background and Objective: Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen that is a major cause of mortality in 

immunocompromised patients. One of the most important mechanisms of resistance of this bacterium is biofilm formation. 

The aim of this study was done to determine the Effect of Morin on Expression of Biofilm Gene of Pseudomonas aeruginosa 

Isolated from burn wounds by Real time PCR. 

Methods: In this descriptive-analytic study 60 sample were collected from burn wounds of patients admitted to the hospitals 

in Tehran, Iran. Samples were identified by using biochemical methods. The DNA of the isolates was extracted and then 

antimicrobial activity of morin analyzed by microbroth dilution assay. The presence of biofilm production genes was 

investigated by PCR. Finally, the expression of lasI gene in combination with Sub-MIC concentration of morin in biofilm-

producing bacteria was evaluated using Real time PCR. 

Results: From 60 samples that analyzed by Multiplex-PCR, 12 (20%) Pseudomonas aeruginosa strains were isolated in 

which 12 isolates (100%) were carried lasI and lasR, genes, respectively. 3 isolates (25%) were carried rhlI gene. Sub-MIC 

concentration of morin in biofilm-producing bacteria reduced lasI gene expression in Pseudomonas aeruginosa. 

Conclusion: Morin has significant efficacy on Pseudomonas aeruginosa and could be a good alternative for treatment of 

antibiotic resistant isolates. 
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 سنسینگ کوروم هایژن بیان بر مورین اثر

 سوختگی زخم از شده جدا آئروژینوزا سودوموناس در
   3کاوسی مهسادکتر  ،  2*امینی کیومرث دکتر ،  1بابازاده ثمین

 آزاد دانشگاه ساوه، واحد پایه، علوم دانشگاه میکروبیولوژی، گروه دانشیار، 2 .ایران تهران، اسلامى، آزاد دانشگاه شرق، تهران واحد شناسی، زیست گروه ،میکروبیولوژی ارشد کارشناس 1

 .ایران تهران، اسلامى، آزاد دانشگاه شرق، تهران واحد شناسی، زیست گروه ،استادیار 3 ایران. ساوه، اسلامی،

 

 دهیچک

 سنسینگ کوروم است. ایمنی سیستم ضعف با بیماران در میر و مرگ عمده عامل ،طلب فرصت یپاتوژن آئروژینوزا سودوموناس هدف: و نهیزم
 هایژن بیان بر مورین اثر تعیین منظور به مطالعه این .است باکتری این در ضدمیکروبی مواد به مقاومت و بیماریزایی در مهم عوامل از یکی

 شد. انجام سوختگی زخم از شده جدا آئروژینوزا سودوموناس در سنسینگ کوروم

 انجام تهران هایبیمارستان در بستری بیماران از شده آوریجمع سوختگی زخم نمونه 06 روی تحلیلی - توصیفی مطالعه این :یبررس روش
 براثمیکرو روش از استفاده با سپس شد. استخراج هاایزوله DNA شد. هویت تعیین بیوشیمیایی و کشت هایروش از استفاده با هانمونه شد.

 سنسینگ کوروم اختصاصی هایژن حضور همچنین شد. سنجیده آئروژینوزا سودوموناسعلیه  مورین میکروبی ضد خاصیت دایلوشن
 در سایبرگرین روش و Real time PCR استفاده با نهایت در گرفت. قرار بررسی مورد Multiplex-PCR از استفاده با آئروژینوزا سودموناس

 شد. بررسی آئروژینوزا سودوموناس باکتری در lasI ژن بیان فزایشا یا و کاهش مورین مجاورت

 (درصد266) ایزوله 21 که ندشد جداسازی آئروژینوزا سودوموناس باکتری درصد( 16) نمونه Multiplex-PCR 21 روش از استفاده با ها:افتهی
خاصیت ضدمیکروبی مورین علیه یک  د.بودن rhlI ژن حامل درصد( 12) لهایزو 3 و lasR ژن حامل (درصد266) ایزوله lasI ، 21 ژن حامل

و  بودهنشان داد که این ماده دارای خاصیت ضدمیکروبی علیه سودموناس آئروژینوزا  QSایزوله سودموناس آئروژینوزا دارای هر سه ژن تولید 
 ژن بیان کاهش سبب آئروژینوزا سودوموناس باکتری در مورین Sub-MIC غلظتتعیین شد.  لیترمیکروگرم بر میلی 212حداقل غلظت مهاری آن 

lasI گردید آئروژینوزا سودموناس در (62/6P<). 

 داشت. آئروژینوزا سودوموناس علیه توجهی ابلق و اثربخش ضدمیکروبی خاصیت مورین :یریگجهینت

 دارویی مقاومت ،Real time PCR ، مورین ، بیوفیلم ، آئروژینوزا سودوموناس :یدیکل یهاواژه
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 مقدمه
 باسیلی (Pseudomonas aeruginosa) آئروژینوزا سودوموناس

 است. اسپور فاقد و متحرک اجباری، هوازی ساپروفیت، منفی گرم
 سیستم نقص با افراد و است طلب فرصت یپاتوژن ارگانیسم این

 وریدی، داخل کاتترهای از کنندگان استفاده سوختگی، مانند ایمنی
 عامل صورت به سرطان و ایدز به مبتلایان نوتروپنی، دچار بیماران
 عوامل کننده تولید هایژن اکثر بیان 1.کندمی عمل بیماریزا

 ژنی سیستم یک وسیله به آئروژینوزا سودوموناس باکتری بیماریزای
 گردند.می تنظیم و کنترل Quorum Sensing (QS) سیستم نام به

 از استفاده با سلول به سلول ارتباطی سیستم سنسینگ کوروم

 به هالمولکو این ترشح طریق از که ک استکوچ هایلمولکو
 و کرده عمل گیرنده هایپروتئین به نهاآ اتصال سپس و محیط داخل

 قرار تاثیر تحت را ترجمه و رونویسی غیرمستقیم یا مستقیم طوربه
 دو از QS سیستم باکتری این در د.کننمی مبادله را اطلاعات و داده

 و lasI هایژن .است شده تشکیل RhlR-RhlI و LasR-LasI سیستم
rhlI هستند. سنتتاز لاکتون هموسرین آسیل آنزیم دو کننده بیان 

 کننده تنظیم هایپروتئین تولیدکننده rhlI و lasI هایژن که درحالی
 سبب خود اختصاصی سیگنال به اتصال با که هستند رونویسی

 در زیادی هایژن 3و2.شوندمی بیماریزا هایژن سازیفعال
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 بیان و کنترل سنسینگ کوروم توسط آئروژنوزا سودوموناس
 هاژن این 4.دارند نقش باکتری این ییبیماریزا در حتی که شوندمی
 سودموناس در بیوفیلم کننده ایجاد تولید و بیان تنظیم عوامل از

 یک در که هستند هاباکتری از تجمعاتی بیوفیلم 5هستند. آئروژینوزا
 هایمکانیسم از یکی بیوفیلم کنند.می رشد و کرده پیدا اتصال سطح

 این که زمانی است. آئروژینوزا سودموناس بیوتیکیآنتی مقاومت
 است این مقاومت دلایل از یکی ؛دهندمی تشکیل بیوفیلم هاباکتری

 در و ندارند را بیوفیلم هایلایه از نفوذ توانایی هابیوتیکآنتی که
 شناسایی با 7و6.شوندمی مقاوم هابیوتیکآنتی به هاباکتری نتیجه
 (Multi-drug resistance) دارو چندین به مقاوم به هایسویه

 هایژن گسترش و انتشار مختلف، کشورهای در گسترده صورتبه
 از استفاده 9و8.است برخوردار ایویژه اهمیت از مقاومت به مربوط
 جایگزین ضدمیکروبی عوامل عنوان به درمانی جدید هایروش
 مورین 11و11.است کرده پیدا ایویژه اهمیت هابیوتیکآنتی

 فلاونوئیدها خانواده از عضوی فلاون( پنتاهیدروکسی-7 ،5 ،4 ،3 ،2)
 گیاهان از برخی در موجود زرد به مایل هایرنگدانه از که است

 در ضدبیماریزایی و ضدمیکروبی عاملی یک عنوان به ماده این است.
 اکسیدانیآنتی آثار است. شده شناخته منفی و مثبت گرم هایباکتری

 گیاهان و سبزیجات مصرف که طوری به .است رسیده اثبات به آنها
 مورین کند. می جلوگیری هابیماری بسیاری بروز از مورین حاوی
 سیتوتوکسیک، زخم، ضد ضدالتهابی، خواص قبیل از اثراتی دارای

 روی بر مختلفی اثرات دارای همچنین اکسیدانی،آنتی خواص
 داروهای به نسبت طبیعی منشا داشتن علت به و هستند هاآنزیم

 بدن جمله از زنده هایارگانیسم با بیشتری سازگاری دارای شیمیایی
این مطالعه  13و12د.کننمی ایجاد کمتری جانبی عوارض و بوده انسان

در  های کوروم سنسینگمورین بر بیان ژن به منظور تعیین اثر
 شد.انجام  سودوموناس آئروژینوزا جدا شده از زخم سوختگی

 بررسی روش
 زخم سوختگی نمونه 61 روی تحلیلی - این مطالعه توصیفی

شد.  انجام 1398طی سال  های تهرانبیماران بستری در بیمارستان
 آوریجمع سوختگی دارای افراد زخم از تصادفی صورتها بهنمونه

 واحد تهران شرق اسلامى آزاد دانشگاهمطالعه مورد تایید  ند.شد
 ،آزمایشگاه به هانمونه انتقال از پس .قرار گرفت (486)شماره 

 و ستریماید محیط روی بر کشت شامل ییبیوشیمیا هایتست
 تست حرکت، تست ،گرادسانتی درجه 42 دمای در آگار نوترینت
 و اکسیداز تست ،MRVP تست ،اندول تست ،OF تست ،سیترات
 سودوموناس عنوان به که هاییایزوله .شد انجام آنها روی بر کاتالاز

 گلیسرول و TSB محیط از استفاده با ؛شدند داده تشخیص آئروژینوزا
 و نگهداری شدند. ذخیره گرادسانتی درجه 21 منفیدمای  در

 خاصیت بررسی برای شد. فراهم دارو تهران شرکت از مورین
 سودوموناس هایایزوله علیه مورین MIC میزان و ضدمیکروبی

 هاباکتری ابتدا .شد استفاده دایلوشن میکروبراث روش از آئروژینوزا
 درجه 37 در ساعت 24 مدت به آگار نوترینت کشت محیط روی بر

 ایجاد فارلند مک نیم کدورت سپس .ددنش داده کشت گرادسانتی
 نسبت به اولیه استوک باکتری، نهایی سوسپانسیون تهیه برای شد.

 حلال عنوان به درصد 4 غلظت با DMSO از شد. سازیرقیق 1221
 هایغلظت لاندا 111 چاهک هر درون شد. استفاده مورین پودر

 5/1 و 1 ،2 ،4 ،8 ،16 ،32 ،64 ،128 ،256 ، 512 ، 1124 ،2148
 تمامی به سپس شد. ریخته مورین از میکرولیتر بر میکروگرم

 به هاپلیت و گردید اضافه باکتری سوسپانسیون از لاندا 11 هاچاهک
 سویه شدند. انکوبه گرادسانتی درجه 37 دمای در ساعت 24 مدت

 مثبت کنترل سویه عنوان به آئروژینوزا سودوموناس PAO1 استاندارد
 شد. گرفته نظر در

 اساس بر آئروژینوزا سودموناس هایایزوله تایید از پس
 هایتست و میکروسکوپی خصوصیات کلنی، ظاهری خصوصیات
 کننده تنظیم در دخیل هایژن حضور شناسایی برای بیوشیمیایی

 ستفادها Multiplex-PCR از rhlR و lasR، lasI شامل بیماریزا عوامل
 DNA استخراج کیت از باکتری DNA استخراج منظور به شد.

 واکنش انجام برای .شد استفاده ایران( ژنتیک مرکز ذخایر )کیت
 دانمارک( آمپیکون )شرکت Master mix کیت از پلیمراز ایزنجیره
 باندهای اندازه همچنین و استفاده مورد پرایمرهای توالی شد. استفاده

 یک جدول در رفرنس اساس بر الکتروفورز ژل روی بر محصولات
 آمده است.

 Real time RCR و PCR انجامبرای مورد استفاده  پرايمرهای:  1جدول 

 پرایمر 1-3توالی پرایمر  اندازه منبع

01 132 bp GAAATGGTGGTCTGGAGCGA 
GGAAAGCACGCTGAGCAAAT 

rhlR-F 
rhlR-R 

01 131bp TGAAGCCCAGGTTTTCGGTT 
AACGGCTGAGTTCCCAGATG 

lasI-F 
lasI-R 

01 128 bp TCGAACATCCGGTCAGCAAA 
GTTCACATTGGCTTCCGAGC 

lasR-F 
lasR-R 

 میکرولیتر 25 نهایی حجم در پلیمراز ایزنجیره واکنش انجام برای
 مسترمیکس، میکرولیتر5/12 کردن مخلوط از اپندروف هایلوله در
 حجم و نظر مورد پرایمر از pmol 11 باکتری، DNA از میکرولیتر 3

 واکنش واکنش مراحل شد. استفاده استریل مقطر آب از مناسبی
 گرادسانتی درجه 95 اولیه سازی واسرشت شامل پلیمراز ایزنجیره

 درجه 95 سازی واسرشت سیکل 35 برای دقیقه، 2 مدت به
 درجه 72 بسط ثانیه، 31 اتصال ثانیه، 31 مدت به گرادسانتی
 به گرادسانتی درجه 72 نهایی بسط ثانیه، 45 مدت به گرادسانتی
 ایزنجیره واکنش آزمایش انجام از پس به عمل آمد. دقیقه 5 مدت

 61 مدت به بافر TBE در درصد 5/1 ژل در را محصولات پلیمراز
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 به را آن ژل آمیزیرنگ برای کردیم. الکتروفورز 91 ولتاژ در دقیقه
 سپس و دادیم قرار بروماید اتیدیوم حاوی تانک در دقیقه 15 مدت
 15و14.شدند مشاهده Geldocument دستگاه توسط نتایج

 RNA استخراج برای Real time PCR2 روش با lasI ژن بیان میزان
 تکثیر فاز در کشت و (Qiagen )شرکت RNeasy میکروکیت از

 استفاده با CDNA سنتز شد. استفاده آئروژینوزا سودموناس باکتری
 (Roche )شرکت lµ/unit 25 غلظت با Reverse AMV آنزیم از

 11 شامل میکرولیتر 21 حجم در Real time PCR واکنش شد. انجام
 آب از میکرولیتر 5 ،(2X) سایبرگرین مسترمیکس از میکرولیتر

 پرایمر از میکرولیتر یک فوروارد، پرایمر از میکرولیتر یک ،دیونیزه
 CDNA از میکرولیتر 2 و Rox dye از میکرولیتر یک ریورس،

 اولیه دناتوراسیون شامل تکثیر برای دمایی برنامه همچنین شد. استفاده
 درجه 95 شامل تکثیر دقیقه، یک برای گرادسانتی درجه 95

 و ثانیه 41 مدت برای گرادسانتی درجه 59 ثانیه، 31 برای گرادسانتی
 14.شد انجام چرخه 35 در ثانیه 61 برای گرادسانتی درجه 72

 ون کای اسکوئر آزموو  SPSS-22 افزارنرم استفاده از ها باداده
T-test تجزیه و تحلیل شدند. 15/1داری کمتر از در سطح معنی 

 هایافته
ایزوله  (درصد 21)نمونه  12مورد مطالعه، در  نمونه 61 تعداد از

 42 دمای در هاایزوله تمامی شد. جداسازی آئروژینوزا سودوموناس
 رشد آگار نوترینت و ستریماید محیط روی بر گرادسانتی درجه
 ،مثبت سیترات تست .شد تولید آبی به مایل سبز پیگمان و کرده
 متیل تست غیرتخمیری، OF تست مثبت، حرکت ،منفی اندول تست

 گردید. مثبت کاتالاز و اکسیداز تست ،منفی VP و رد

 سودوموناس شده تایید ایزوله 12 روی بر PCR واکنش نتایج
 نشان rhlI و lasR، lasI کدکننده هایژن شناسایی برای آئروژینوزا

 ایزوله lasR ، 12 ژن حامل (درصد111) ایزوله 12 که داد
 rhlI ژن حامل درصد( 25) ایزوله 3 و lasI ژن حامل (درصد111)

 ایزوله 3 همچنین دار نشدند.ها از نظر آماری معنیو این تفاوت بودند
 ژن سه هر حامل همزمان طور به آئروژینوزا سودموناس (درصد25)

 یک هر حضور و PCR محصولات باند اندازه بودند. QS در دخیل
در  آئرژینوزا سودموناس ایزوله 12 در بیوفیلم در دخیل هایژن از

 نشان داده شده است. شکل یک
 میکروبراث روش از استفاده با مورین ضدمیکروبی خاصیت

 ژن سه هر دارای آئروژینوزا سودموناس ایزوله یک علیه دایلوشن
 علیه ضدمیکروبی خاصیت دارای ماده این که داد نشان QS تولید

 125 با برابر آن مهاری غلظت حداقل واست  آئروژینوزا سودموناس
 سودوموناس در lasI ژن بیان آمد. دستبه  لیترمیلی بر میکروگرم
 ژن بیان که داد نشان مورین sub-MIC غلظت تاثیر تحت آئروژینوزا

lasI برابر -13/1 شده غیرتیمار گروه به نسبت شده تیمار گروه در 
 .(>15/1P) است یافته کاهش

 بحث
 21 در آئروژینوزا سودوموناس باکتری با توجه به نتایج این مطالعه،

 به ینوزاژآئرو سودوموناس ایمطالعه در .شد جداسازیدرصد موارد 
 سوختگی بخش در بیماران از زخم عفونت عامل ترینشایع عنوان

 در مطالعه دیگری همچنین 16تعیین شد. درصد 31 به میزان بیمارستان
 ترینشایع عنوان به درصد 6/21 ه میزانب ینوزاژآئرو سودوموناس

 17.شد گزارش سوختگی زخم از شده جداسازی باکتری

 ابر روی باکتری سودوموناس آئروژينوز Multiplex-PCR نتیجه آزمايش:  1شکل 

 نشان دهنده ايزوله های سودموناس آئروژينوزا 12تا 1 شماره های ؛ کنترل منفی: - ؛ کنترل مثبت: + ؛bp 100 چپ به راست: مارکر به ترتیب از
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 25و  lasR ژن و lasI ژن حاملایزوله  12در مطالعه حاضر همه 
 هیچکدام ازای در مطالعه بودند. rhlI ژن حاملها درصد ایزوله

 حمل را rhlI ژن شده بررسی آئروژینوزا سودموناس هایایزوله
 نظر از آئروژینوزا سودوموناس ایزوله 12 از ایزوله 5 تنها نکردند و

 rhlI ژن فراوانیای در مطالعه 18ارزیابی شدند. مثبت rhlI ژن وجود
 عوامل سایر کنار در مورد آئروژینوزا سودموناس ایزوله 67 در

 حمل هاایزوله (درصد 7/53) ایزوله 36 بررسی شد و ویرولانس
 در حذفی جهش شده داده نشان ایمطالعه در بودند. ژن این کننده

 توجهی قابل طور به آئروژینوزا سودموناس رامنولیپید از crc ژن
 QS که شودمی باعث و داده کاهشرا  RhlI پروتئین ثبات و فراوانی
 بر دلیلی تواندمی حاضر مطالعه همانند موضوع این 19.یابد کاهش
 .باشد آئروژینوزا سودموناس ایزوله 9 در rhlI ژن فقدان

 آئروژینوزا سودموناس علیه مورین ضدمیکروبی خاصیت بررسی
 علیه توجهی قابل ضدمیکروبی خاصیت دارای ماده این که داد نشان

 سبب باکتری در مورین Sub-MIC غلظت است و باکتری این
که مشابه یافته  شد آئروژینوزا سودموناس در lasI ژن بیان کاهش

 همکاران و Woźnickaاست.  21و همکاران Woźnickaمطالعه 
 سویه شش مقابل در را مورین و کوئرستین باکتریالآنتی فعالیت
 یلوکوکوساستاف آئروژینوزا، سودوموناس اشریشیاکلی، باکتری

 دیسک هایروش از استفاده با و دادند قرار بررسی مورد اورئوس
 خاصیت دارای مورین که نمودند اعلام مایکرودایلوشن و دیفیوژن

 اثر بیشترین آنها گزارش مطابق واست  قوی بسیار ضدمیکروبی
 (MIC=3/9µg/ml) اورئوس یلوکوکوساستاف سویه مقابل رد مهاری

 نهمکارا و Woźnicka توسطانجام شده دیگری  مطالعه در 12.بود
 به مثبت و منفی گرم هایباکتری علیه مورین ضدمیکروبی خاصیت

 علیه مورین بررسی شد و نتایج نشان داد دایلوشن میکروبراث روش
 امااست؛  ضدمیکروبی خاصیت دارای و فعال منفی گرم هایباکتری

 در 12.بود ضدمیکروبی خاصیت فاقد مثبت گرم هایباکتری علیه
 با کوئرستین مورین، روتین، سینرژیستی اثر همکاران و Amin مطالعه

 به مقاوم اورئوس استافیلوکوکوس برابر در سیلینمتی بیوتیکآنتی
 دارای تنهایی به مورینشد. نتایج نشان داد  بررسی سیلینمتی

 پیگمان )یک روتین با ترکیب در ولی نیست؛ ضدمیکروبی خاصیت
 و سینرژیستی خاصیت دارای بیوتیکآنتی و گیاهی( فلاونوئیدی

 آن در ضدمیکروبی خاصیت زمینه در تفاوت 22است. ضدمیکروبی

 روی بر مورینباشد که  دلیلاین  بهتواند می حاضر مطالعه با مطالعه
 .کندمی عمل متفاوت مختلف هایمیکروارگانیسم

 کوروم سیستم lasI ژن یبه ارزیاب همکاران و ملاییآقادر مطالعه 
 نتایج پرداخته شد. آئروژینوزا سودوموناس هایایزوله در سنسینگ

 در مطالعات 23.بودند lasI ژن دارای هاایزوله درصد 111 داد نشان
 در. است شده گزارش محدود بسیار مورین QS ضد خاصیت زمینه

 ضدمیکروبی، خاصیت روی برکه  همکاران و سیوارانجانی مطالعه
؛ نتایج نشان شد انجام مورین QS ضد و ویرولانس ضدفاکتورهای

 توجهی قابل طور به و است ضدمیکروبی خاصیت دارای مورین داد
 هایبررسی طرفی از شود.می ویرولانس فاکتورهای کاهش باعث

 این وبوده  دارا را QS تولید مهار توانایی مورین نمود مشخص آنها
 معرفی QS کنترل برای امیدبخش ترکیب یک عنوان به را ترکیب
 ضدکوروم خاصیت همکاران و Chemmugil مطالعه در 13.نمودند

 به مقاوم ائوروس استافیلوکوکوس هایایزوله علیه مورین سنسینگ
 دارای مورین داد نشان نتایج شد. بررسی ونکومایسین و سیلینمتی

 استافیلوکوکوس هایایزوله علیه ضعیفی ضدمیکروبی خاصیت
 کوروم مهار با امااست؛  ونکومایسین و سیلینمتی به مقاوم ائوروس

 از آمده بدست نتایج 24.داد نشان QS ضد قوی خاصیت سنسینگ
 نتایج با مورین سنسینک ضدکوروم خاصیت زمینه در فوق مطالعات

 مطابقت داشت. حاضر مطالعه از آمده دستبه 
 روی برنیز اثرگذاری  و مورین عمل مکانیسم که این به توجه با

 حیوانات روی بر بیشتر مطالعاتانجام  ؛نیست مشخص ایمنی سیستم
 گردد.پیشنهاد می آزمایشگاهی

 گیرینتیجه
 ضدمیکروبی خاصیت دارای موریننتایج این مطالعه نشان داد که 

است. لذا مورین  آئروژینوزا سودموناس علیه توجهی قابل QS ضد و
ناشی از  عفونی هایزخم درمان برای مناسبی گزینه عنوان به تواندمی

 مورد استفاده قرار گیرد. آئروژینوزا سودوموناس

 قدردانی و تشکر
 برای بابازاده ثمین خانم (486شماره ) نامهپایان حاصل مقالهاین 

 آزاد دانشگاه از میکروبیولوژی رشته در ارشد کارشناسی درجه اخذ
 دانشگاه ازوسیله تشکر خود را بدین بود. شرق تهران واحد اسلامى

 اعلام تکنیکی هایحمایتبه خاطر  شرق تهرانواحد  اسلامی آزاد
 داریم.می
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