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  چکيده 
و تشكيل سنگ كيسه صفرا   هليكوباكترءقات اخير حاكي از احتمال وجود يك ارتباط بين عفونت ناشي از بعضي از اعضاتحقي: زمينه

ي بوده وهاي دستگاه صفرا هاي كيسه صفراي بيماران مبتلا به بيماري هليكوباكتر در سنگباکتري هدف از اين تحقيق تشخيص . باشند مي
  . است

اي پليمراز  واكنش زنجيرهز سريع، كشت و آ هاي اوره با تست  بيمار۳۳هاي مايع صفراي   و نمونهياو صفريها سنگ: ها مواد و روش
و   به ترتيب جنس هليكوباكتر تشخيصِيبراروژناز  دهيد  و ايزوسيترات16S rRNAكه بر اساس دو ژن ) Multiplex-PCR (چندتايي

 كيسه ۴۰هاي مايع صفراي  روي نمونه  همچنين بر PCRن روشاي. ند هليكوباكترپيلوري طراحي شد، مورد بررسي قرار گرفتةگون
  . انجام گرفتشاهدنرمال از نظر پاتولوژي، بعنوان گروه  صفراي اتوپسي شده و

.  تشخيص داده شدPCRهاي مايع صفرا، ژنوم هليكوباكترپيلوري با روش   درصد از نمونه۱/۱۲ ها و  درصد از سنگ۱/۱۸در : ها يافته
  . شناسايي نشد ژنوم هليكوباكترPCR در گروه كنترل با روش . ها منفي بود ز سريع و كشت براي كليه نمونهآ ورههاي ا تست
 ـ ،هاي سنگ كيسه صفراي بيماران مشاهده شـد         هليكوباكترپيلوري در نمونه   DNAاين مطالعه    در مجموع در   :گيري نتيجه ا در مـورد     ام

هـاي   هاي هليكوبـاكتر در بيمـاري      براي آشكار نمودن نقش كلينيكي گونه      .اطمينان حاصل نشد   ها زنده بودن اين ارگانيسم در اين نمونه      
  .شود يه ميتوص تر گستردهكيسه صفرا، مطالعات 

  

  Multiplex-PCR ،پيلوري، صفرا، سنگ كيسه صفرا هليكوباكتر: واژگان کليدي
   ۲۰/۱۲/۸۴: پذيرش مقاله ‐ ۲/۳/۸۴: دريافت مقاله
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 ۱۳۸۴ اسفند/ ۲ شماره هشتم سال                                                طب جنوب                                                     /۱۰۴

  مقدمه 
 نقش عفونت ،فراوان مطالعات بر اساس
 ت در پاتوژنز گاستري)H. Pylori(پيلوري  هليكوباكتر

 معده مزمن، زخم اثني عشر و گسترش سرطان
پيشنهاد  هاي اخير بررسي). ۱-۳(مشخص شده است 

هاي هليكوباكتر مقاوم به صفرا كه  كنند كه گونه مي
شوند ممكن است با بيماري  در مايع صفرا يافت مي

هاي  در نمونه). ۵ و ۴(فرا در ارتباط باشند كيسه ص
هايي شناسايي شد  صفرا و مخاط كيسه صفرا باكتري

 بعلاوه ،)۶‐ ۹( هليکوباکترپيلوري شباهت دارند هكه ب
بر اساس پيشنهاد فيگورا و همكارانش ممكن است 

هاي صفرا يك  هليکوباکترپيلوري حاضر در نمونه
صفرا هاي كيسه  ريسك فاكتور در تشكيل سنگ

هاي هليكوباكتر در  كلونيزاسيون گونه). ۸(  باشد
تواند باعث يك التهاب مزمن در  مي صفرا  كيسه

اين التهاب ممكن است . صفرا شود  مخاط كيسه
باعث اختلال در ترشح اسيد در مخاط و 
اسيديفيكاسيون محتواي داخل كيسه گردد كه خود 

هاي كلسيم در صفرا و  اليت نمكمنجر به كاهش حلّ
). ۱۰(  شود فزايش خطر رسوب آنها در لومن ميا

 DNAنتايج يك بررسي نيز بر اساس حضور 
هاي كلسترولي، ارتباط  هليكوباكترپيلوري در سنگ

صفرا با تشكيل  بين عفونت هليکوباکترپيلوري در
دهد  هاي كيسه صفرا را نشان مي انواعي از سنگ

با توجه به اين نتايج در مورد نقش اعضاي ). ۱۱(
س هليكوباكتر بعنوان يك عامل در ايجاد جن

رسد كارهاي  هاي دستگاه صفراوي، بنظر مي بيماري
بنابراين . باشد يدي بيشتري نياز مييأتكميلي و ت

هدف از اين مطالعه ارزيابي وجود ژنوم جنس 
 هليكوباكترپيلوري بطور ةهليكوباكتر بطوركلي و گون

از هاي كيسه صفرا با استفاده  اختصاصي در سنگ
  .است PCRروش 

  

  کار  مواد و روش
  بيماران  ‐الف

نمازي شيراز   بيمار كه در بيمارستان دنا و۳۳تعداد 
تحت عمل لاپاروسكوپيك كله سيستكتومي قرار 

در اتاق عمل . شدندگرفته بودند، در اين مطالعه وارد 
از هر بيمار دو نمونه شامل سنگ و مايع صفرا گرفته 

ت در يك لوله حاوي از هر نمونه يك قسم. شد
غني ) Brain Heart Infusion broth(محيط انتقال 

 قرار داده، بلافاصله به )۱۲ (گلوكز درصد ۲۰شده با 
 ساعت جهت ۲ت كمتر از در مد آزمايشگاه منتقل و

يك بخش ديگر . جداسازي هليكوباكتر كشت داده شد
 از هر نمونه نيز در يك شيشه استريل قرار داده و در

 PCR گراد تا زمان انجام  درجه سانتي‐۷۰ حرارت
هاي صفرا نيز براي بررسي  كيسه. نگهداري شد

پاتولوژيك به يك آزمايشگاه پاتولوژي ارسال شد و بر 
ي به دو  بيماران بطور كلّ،هاي پاتولوژيك اساس يافته

  مزمن خفيفيار صفه التهاب کيس:گروه تقسيم شدند
 لامت صفرا بدون عهسنگ کيسو ) ۲۵=تعداد(
  ). ۸=تعداد(

  هاي كنترل نرمال   نمونه‐ب
 كيسه صفراي اتوپسي شده ۴۰هاي مايع صفرا از  نمونه

ولوژي نرمال تشخيص داده شده بودند، ـكه از نظر پات
 PCRاين تحقيق مورد آزمايش  بعنوان كنترل نرمال در

  .ندـقرار گرفت
   كشت ‐ج

  و برندهاي كيسه صفرا به آرامي هموژنيزه شد سنگ
آگار حاوي  آز سريع و بروسلا وي محيط تست اورهر

هاي  بيوتيك  و آنتيگرديدند خون اسب ليز  درصد۱۰
متوپريم و ناليديكلسيك اسيد  ، تريBآمفوتريسين 

 ميكروليتر از هر نمونه صفرا نيز ۵۰. كشت داده شدند
هاي  محيط. هاي مشابه انتقال داده شدند به محيط

 ۳۷روآئروفيليك در آگار در يك شرايط ميك بروسلا
 ۵ ‐۱۰گراد و در يك جار براي مدت  درجه سانتي
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 ۱۰۵/  و همکاران                                                                         ژنوم هليکوباکتر پيلوری در سنگ کيسه صفرافرشاددکتر 

هاي صفرا و  نمونه. )۱۲ (روز نگهداري شدند
هاي هموژنيزه شده همچنين از نظر وجود  سنگ

 بطور مستقيم  گرمهكيلوباكتر با روش رنگ آميزي
  .مورد بررسي قرار گرفتند

   DNA استخراج ‐د
يسه صفرا از هاي ك نگ س:هاي كيسه صفرا سنگ ‐۱

ليتري   ميلي۵/١ و در يك تيوپ  شدهفريزر در آورد
 هضم کننده ميكروليتر بافر ٢٠٠اپندورف به آن 

-Tris-HCl 20mM [PH , 8], EDTA( استريل

N2 2mM, Triton-X100 1.2%(اضافه شد و  
به هر . ژنيزه شدندوها هم بطور استريل محتويات لوله

 )ليتر گرم بر ميلي ي ميل۵۰( ميكروليتر ليزوزيم ٧لوله 
درجه ۳۷  دمای دقيقه در٣٠ت اضافه و بمد 

 ١٠ ،پس از اين مدت. نگهداري شدگراد  سانتي
به ) ليتر گرم بر ميلي  ميليK) ۲۰ ميكروليتر پروتئيناز

 ٢ به مدت گراد  درجه سانتي۵۶ هر لوله اضافه و در
 ٣٧ها در  سپس اين هموژنات. ساعت اينكوبه شدند

در .  تا روز بعد نگهداري شدندادگر درجه سانتي
ها سانتريفوژ و مايع رويي به   ليزات،نهايت

  .)١٠ (هاي جديد منتقل شدند ميكروتيوب
 ١٠٠از هر نمونه مايع صفرا  :نمونه مايع صفراـ ۲

 تا زماني ، شد شستشو دادهPBS بار با ٢‐۳ ،ميكروليتر
 رسوب آن در .شد تنظيم ۴/٧‐۶/۷حد  آن تا PHكه 
، SDS %١( ليز كننده ميكروليتر بافر ١٧٠‐٢٠٠
mM۱۰۰ NaCl ،mM۱۰۰EDTA ،]۸ ،PH [mM۵۰ 

Tris-HCl( ليتر گرم بر ميلي ميلي ۰/۵ به اضافه 
به گراد  درجه سانتي ۵۶  حل شد و درKپروتئيناز 

ها تا روز بعد  سپس نمونه.  ساعت اينكوبه شد۲مدت 
پس از . )۱۰ (قرار گرفتندگراد  درجه سانتي ۳۷در 
هاي جديد منتقل   مايع رويي به ميكروتيوبژتريفوسان
  .شد

هاي   از مايعDNA ،با استفاده از روش فنل كلروفرم
 ۱۰رويي بدست آمده در مراحل قبل استخراج شد و 

 تخليص شده بعنوان الگو در DNA ميكروليتر از
PCRبكار رفت .  

   كنترل مثبت DNAـهـ 
ده از هاي هليکوباکترپيلوري خالص جدا ش از نمونه

سي معده كه بر اساس مورفولوژي در پهاي بيو نمونه
آز  هاي مثبت اكسيداز، كاتالاز و اور لام مستقيم، تست

 PCR بعنوان كنترل مثبت در ،يد شده بودندأيسريع ت
ها نيز با روش فنل  ژنوم اين ارگانيسم. استفاده شد

  .كلروفرم استخراج گرديد
  اي پليمراز ـ واكنش زنجيرهو

 تشخيص همزمان جنس هليكوباكتر بطور به منظور
كلي و گونه هليكوباكترپيلوري بطور اختصاصي و نيز 

، در اين تحقيق يك PCRكاهش تعداد دفعات واكنش 
يمر ا با استفاده از دو سري پرMultiplex-PCRروش 

 يمر بر اساس ترادف ژنيايك سري پر. طراحي شد

۱۶ S rRNAجنس هليكوباكتر و با ترادف   
5′-GTA AAG GCT CAC CAA GGC TAT-3′ 

 CCA CCT ACC TCT CCC ACA CTC-3′-′5 و
). ۱۳(كار رفت ه بbp ‐۳۸۹ براي تكثير يك قطعه

يمرها كه بر اساس ترادف ژن اسري دوم پر
   و با ترادفH. pyloriايزوسيترات دهيدروژناز گونه 

5′-TCA CAT GTT TTC AAT CAT CAC GC-3′ 
 ATG GCT TAC AAC CCT AAA ATT-′5 و

TTA CAA AAG CC-3′ بودند، براي تكثير يك 
 در يك حجم PCR). ۱۴( بكار رفتند bp‐۱۲۰۰ قطعه

 µl ۱۰ يمر،ا از هر پرpmol ۵۰  ميكروليتري حاوي۵۰
 پليمراز، TagDNA  واحد آنزيم۲ نمونه، DNAاز 
۰/۲ mM۲ اكسي نوكلئوزيد تري فسفات و  دي mM 

سه  شامل PCRواكنش .  انجام گرفتMgCl2از 
درجه  ۹۴ دقيقه در ۵ل  اوةمرحل. مرحله بود

 ، سيكل انجام شد۳۰ م كه براي دوة مرحلگراد، سانتي
  دقيقه در٢گراد ،  درجه سانتي ۹۴ دقيقه در ۱شامل 

درجه  ۷۲  دقيقه در۲و گراد  درجه سانتي ۵۵
 دقيقه ۱۰نيز به مدت   آخرةدر مرحل. بودگراد  سانتي
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 ۱۳۸۴ اسفند/ ۲ شماره هشتم سال                                                طب جنوب                                                     /۱۰۶

٣٨٩bp- 

١٢٠٠bp- 

    ١١ ١٠  ٩  ٨   ٧   ٦  ٥  ٤   ٣   ٢   ١ 

 سپس محصول . گرفتندقرارگراد  درجه سانتي ۷۲ در
PCRدرصدي آناليز شد و ۵/۱روي ژل آگاروز   بر 
 قطعات تكثير يافته در مقايسه با ماركرهاي ةانداز
۱۰۰‐ pbدر هر مرحله . تعيين گرديدPCR واكنش ،

 استخراج DNAكنترل منفي با آب مقطر و مثبت با 
  .گرفت شده از كنترل مثبت نيز انجام مي

  زـ تعيين حساسيت 
تايي از يك غلظت مشخصي از  ي متوالي دهها رقت

DNAتهيه (  استخراج شده از هليکوباکترپيلوري خالص
 بر Multiplex-PCRو ) ۶‐۱۰ تا ۱‐۱۰شده از غلظت 

سپس بر اساس وزن مولكولي . روي آنها انجام گرفت
DNA ژنومي هليکوباکترپيلوري حساسيت اين تست 

 مورد  كه در آن قطعاتDNAبر مبناي بالاترين رقت 
  ).۱۵(نظر تكثير يافته بودند تعيين گرديد 

  ـ تعيين ويژگي  ح
 بكار رفته در اين تحقيق با Multiplex-PCRويژگي 

 باكتري كنترل غير ۹ استخراج شده از DNAاستفاده از 
، )Salmonella typhi( سالمونلا تيفي: لهليكوباكتر شام
وکوکوس ويريدنس ــ، استرپت)E. coli(اشريشيا کلي 

)Streptococeus viridance(س ميرابيليس ، پروتئو
)Proteus mirabilis(لوانزا ــلوس انفــوفيــــ، هم
)Heamophilus influenza(رــاکتــيلوبــ، کمپ 
)Campylobacter sp(گلا ــ، شي)Shigella sp( ،

ر ــاکتــتروبــو ان) Klebsiella sp( يلاــسـکلب
)Enterobacter sp ( تعيين گرديد.  

   ـ تست مهار كنندگي صفراط
 براي تعيين اثر مهار كنندگي تركيبات صفرا بر واكنش

PCRهليکوباکترپيلوري خالص غلظتي معادل با  ، از
هاي ده تايي سريالي   مك فارلند تهيه و رقت۵/۰لوله 

 نمونه صفرا ۵ها به  سپس اين رقت. از آن فراهم شد
تري  باكDNA. اضافه گرديد  آنها منفي بودPCR كه

ها  كنار ساير نمونه هاي صفرا نيز در از اين نمونه
 .گرفت انجام PCRروي آنها  استخراج شد و بر

   ها يافته
آز سريع و لام مستقيم براي  نتايج كشت، اوره

هاي سنگ و مايع صفرا از نظر وجود  نمونه
حاليكه با آزمايش  در.  منفي بودپيلوريهليكوباكتر

Multiplex-PCRهاي   نظر با وزن دو قطعه مورد
از درصد  ۱/۱۸ در bp ۱۲۰۰ و bp ۳۸۹مولكولي 

هاي مايع صفرا تكثير   درصد از نمونه۱/۱۲ و ها سنگ
 هليكوباكترپيلوري در DNAيافت كه نشانگر وجود 

 براي PCR نتيجه). ۱شكل (ها بود  اين تعداد نمونه
   . مثبت نبودل،هاي صفراي گروه كنتر هيچكدام از نمونه

  
و ژن ) bp‐٣٨٩(S rRNA ۱۶ناحيهتكثير : ١شكل 

: هليكوباكتر پيلوري) bp ‐١٢٠٠(ايزوسيترات دهيدروژناز 
نمونه مثبت ، )٢( منفي صفرا ، نمونه)١( نمونه مثبت صفرا

 ،)۹(، كنترل منفي )۷،۶،۴(، نمونه منفي سنگ )٨،۵،٣(سنگ 
  ).١١(، ماركر وزن مولكولي )١٠(كنترل مثبت 

  

  
  

در صد براي هليکوباکترپيلوري   صدMultiplex-PCRاين 
هاي  اختصاصي بود و هيچگونه مثبت كاذبي براي ساير گونه

حساسيت اين تست نيز . باكتريايي مورد آزمايش مشاهده نشد
 هليكوباكترپيلوري يعني معادل DNAپيكوگرم  ۰۳/۰حداقل 

مورد نظر در ة همچنين دو قطع.  ارگانيسم تعيين گرديد۱۵۰با 
ي كه به آنها هليکوباکترپيلوري و نمونه مايع صفرا۵تمامي 

هاي   در حاليكه در نمونه،خالص اضافه شده بود تكثير يافت
 PCRمايع صفرا كه به آنها هليکوباکترپيلوري اضافه نشده بود 
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 ۱۰۷/  و همکاران                                                                         ژنوم هليکوباکتر پيلوری در سنگ کيسه صفرافرشاددکتر 

همچنين نتايج حاكي از عدم اثر مهار كنندگي صفرا . منفي بود
  . بودندPCRروي واكنش  بر
  

  بحث
صفرا  درهليکوباکترپيلوري  تشخيص بارلين از او

، ۱۹۹۵و همكاران در سال ) Lin(لين توسط 
گزارشات ضد و نقيضي مبني بر تشخيص اين 

هاي صفراوي كبدي انسان وجود  ارگانيسم در بيماري
در يك گزارش با مشاهده ژنوم ). ۱۶ و ۷(دارد 

 PCR  در صفرا با استفاده از روشهليکوباکترپيلوري
احتمال افزايش خطر تشكيل سنگ كيسه صفرا مطرح 

و ) Chen( چنست كه ي ااين در حال). ۸(شده است 
همكاران با مشاهده وجود ژنوم هليكوباكتر در كيسه 
صفراي بيماران مبتلا به سنگ كيسه صفرا و نيز در 

، استدلال كردند كه عفونت هليكوباكتر شاهدگروه 
ل توجهي در تشكيل ممكن است به تنهايي نقش قاب

 مونستن ،هرچند). ۱۷(سنگ نداشته باشد 
)Monstein(وجود همکاران  و DNA 

هاي   از سنگ درصد۵۵هليكوباكترپيلوري را در 
 حاضر، مشابه ةدر مطالع. ندا كلسترولي گزارش نموده

با ساير مطالعات در زمينه تشخيص هليكوباكتر در 
، )۵(كشت هاي كيسه صفرا با استفاده از روش  نمونه

ما نيز موفق به جدا سازي اين ارگانيسم از نمونه مايع 
تواند اين  يكي از دلايل آن مي. و سنگ صفرا نشديم

هايي كه با استفاده از ساير  مسئله باشد كه سوش
ها غير از روش كشت در كيسه صفرا شناسايي  روش
با اين . باشند هاي غير قابل كشت مي اند، سوش شده

شكيل سنگ در كيسه صفرا يك فرآيند ، فرآيند توجود
هايي كه درون سنگ گير  باكتري  واستت طولاني مد

 .يا تخريب شوند افتند ممكن است كشته و مي
 از ويژگي و PCR، با توجه به اينكه تكنيك بنابراين

هاي روتين كشت  حساسيت بالايي نسبت به روش
 براي تشخيص ژنوم  حاضردر تحقيق، برخوردار است

 Multiplex-PCRها يك روش  اكتر در نمونههليكوب

با استفاده از . شدبا استفاده از دو جفت پريمر طراحي 
 درصد از ۱/۱۸اين روش ژنوم هليکوباکتر پيلوري در 

هاي مايع صفراوي   درصد از نمونه۱/۱۲ها و  سنگ
ه ـوط بـز مربـت نيـتمامي موارد مثب. شدشناسايي 

 Mild chronic cholecystitisه ـلا بـماران مبتـبي
هاي مايع صفراي گروه كنترل  هيچكدام از نمونه. بود
رسد كه نتايج حاصل  بنظر مي.  مثبت نبودندPCRدر 

از نقاط مختلف جهان با هم همخواني ندارند كه 
هاي  تواند بعلت تفاوت در انتشار گونه بخشي از آن مي

علت ديگر اين . هليكوباكتر مقاوم به صفرا باشد
هاي  تواند مربوط به صحت تست ها مي يناهماهنگ

از آنجايي كه در تحقيقات . تشخيصي مختلف باشد
يمرهاي متفاوتي براي تشخيص امختلف پر

اند كه با بعضي از ديگر  هليکوباکترپيلوري بكار رفته
هاي  و حتي ديگر ارگانيسم هاي هليكوباكتر گونه

 و ۱۸(مشابه هليکوباکترپيلوري واكنش متقاطع دارند 
هاي خود از يك   و همكاران در تست)Roe(رو  ،)۱۹

يمر ثانويه مربوط به يك ژن متفاوت، بعنوان اجفت پر
 با  نيزدر اين تحقيق). ۵(يدي استفاده نمود يأعامل ت

دهيدروژناز ژن ايزوسيترات  يمرهاي دوااستفاده از پر
)icd( ۱۶ و S Rrna، يك Multiplx-PCR طراحي و 

تواند در برقراري ارتباط   مي مورد ديگر كه.رفتبكار 
و سنگ كيسه صفرا دخيل  بين عفونت هليكوباكتر

هاي  ست كه در مطالعات مختلف نمونه اباشد اين
در ). ۱۷ و ۱۱(اند  متفاوتي مورد آزمايش قرار گرفته

مطالعه حاضر براي رد هر گونه احتمال آلودگي 
 در مايع صفرا بعنوان هاي موجود ها با ارگانيسم سنگ

 مايع صفرا و سنگ را با ة، ما همزمان نمونر نرمالفلو
بعلاوه، در بررسي اثر . هم مورد بررسي قرار داديم

 PCRروي واكنش  مهار كنندگي مايع صفرا بر
بنابراين بر . هيچگونه اثر مهار كنندگي مشاهده نشد

رسد كه وجود  اساس اين اطلاعات بنظر مي
قايسه با هاي سنگ در م هليکوباکترپيلوري در نمونه

تواند  تر است و اين ارگانيسم نمي مايع صفرا شاخص
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 ۱۳۸۴ اسفند/ ۲ شماره هشتم سال                                                طب جنوب                                                     /۱۰۸

 اين سؤال اکنون. نرمال محيط كيسه صفرا باشد فلور
سنگ كيسه   درهليکوباکترپيلوريكه ژنوم است مطرح 
؟ چندين احتمال براي آن وجود يي داردأچه منشصفرا 
 DNAبعلت چرخش اين پديده  يكي اينكه ؛دارد

از طرف ديگر . باشد وي ميدرون سيستم كبدي صفرا
ممكن است عفونت هليکوباکترپيلوري بعنوان يك 
عامل آغازگر در تشكيل سنگ كيسه صفرا نقش داشته 

 DNAدر هر دو حالت هليکوباکترپيلوري و يا . باشد
تواند در طي مراحل تشكيل سنگ درون آن گير  آن مي

  .افتد و تغليظ گردد
 کترپيلوري دراين تحقيق ژنوم هليکوبا در نهايت در

اده هاي سنگ كيسه صفراي بيماران تشخيص د نمونه
حاصل  اين ارگانيسم ده بودنـبر زن نانيـيطماا ، امشد
هاي   براي روشن نمودن نقش كلينيكي گونه.نشد

هاي كيسه صفرا مطالعات  در بيماري هليكوباكتر
روي تعداد  هاي صحيح و بر بيشتري بر پايه تست
باشد تا مشخص  كنترل نياز ميبيشتري بيمار و گروه 

شود كه آيا اين ارگانيسم يك عامل فعال در تشكيل 
 بيش تأثير گري بي سنگ كيسه صفرا است و يا نظاره

  .نيست
  :تشكر و قدرداني

اعتبار لازم جهت انجام اين تحقيق از طرح پژوهشي 
شناسي   مربوط به مركز تحقيقات ميكروب۸۱-۳شماره 

از جناب آقاي . ين شده استمأباليني استاد البرزي ت
دكتر نظمي و سركار خانم دكتر پناهي نيز كه در تهيه 

هاي اتوپسي با ما همكاري داشتند تشكر و  نمونه
  .گردد قدرداني مي
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