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Abstract 
Background and Objectives: Tetanus is a deadly zoonotic infectious 

disease. For nearly a century, tetanus vaccine has been produced and 

used. This study was carried out with the aim of preparation and 

evaluation of immunogenicity of chitosan nanoparticles containing 

tetanotoxin in comparison with Freund's adjuvant in mouse model for 

improvement of tetanus vaccine after subcutaneous onjection. 

 

Methods: In this experimental study, chitosan nanoparticles synthesis 

containing tetanus toxoid was performed using ionic gelation method. 

The morphology of nanoparticles was investigated using SEM and 

AFM, then, the nanoparticles were subcutaneously injected into mice 

and two weeks after the end of injection, blood was taken. Antibody 

titer was measured by indirect ELISA. Data were analyzed using one-

way one-way ANOVA and Tukey test at significance level of p<0.05.  

 

Results: High-load antigen (uniform spherical morphology and the 

mean size of 144), were encapsulated in chitosan nanoparticles. After 

serum analysis, IgG antibody titer was significantly different between 

the mice that received antigen as nanoparticle and the control group, 

but no significant difference was observed in the antigen with Freund’s 

adjuvant group. 
 

Conclusion: Based on the results of this study, tetanus toxoid injection 

using nanoproces is able to induce humoral immune response almost 

equal to Freund’s adjuvant and can be an appropriate alternative. 
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 چکیده
یك بیماری عفونی کشنده مشترك بین انسان و بیشتر پستانداران است.  ،کزاز زمینه و هدف:

گیرد. این تحقیق با هدف  واکسن کزاز نزدیك به یك قرن است که تهیه و مورد استفاده قرار می

ایسه با ادجوانت زایی نانوذرات کایتوزان حاوی تتانوتوکسین در مق ساخت و ارزیابی میزان ایمنی

 فروند پس از تزریق زیرجلدی در مدل موشی برای بهبود واکسن در بیماری کزاز صورت گرفت.

در این مطالعه تجربی، سنتز نانوذرات کایتوزان حاوی توکسوئید کزاز با روش  روش بررسی:

، مورد بررسی قرار گرفت AFM و SEMای شدن یونی انجام شد. مورفولوژی نانوذرات با  ژله

هفته بعد از اتمام تزریقات، خونگیری  2صورت زیرجلدی به موش تزریق شد و  سپس نانوذرات به

ها با استفاده از  گیری شد. داده با روش الایزای غیرمستقیم اندازه بادی آنتیبه عمل آمد. میزان تیتر 

 د.تجزیه و تحلیل شدن p<05/0در سطح طرفه و آزمون توکی،  آزمون آنالیز واریانس یك

ژن با لودینگ بالا )دارای خصوصیات مورفولوژیك کروی یکنواخت و متوسط  آنتی ها: یافته

ها، میزان تیتر  (، درون نانوذرات کایتوزان قرار گرفت. پس از آنالیز سرم144سایز برابر با 

صورت نانوذرات در مقایسه با گروه شاهد،  ژن به کننده آنتی های دریافت در موش IgGبادی  آنتی

داری  ژن همراه با ادجوانت فروند، اختلاف معنی داری داشت، اما در گروه آنتی اختلاف معنی

 مشاهده نشد.

طبق نتایج این مطالعه، تزریق توکسوئید کزاز با استفاده از فرآیند نانو جهت  گیری: نتیجه

تقریباً برابر بوده  زایی در مقایسه با ادجوانت فروند دارای توانایی القای پاسخ ایمنی هومورال ایمنی

 تواند جایگزین مناسبی برای آن باشد. و می

 نانوذرات؛ کزاز؛ کایتوزان؛ ادجوانت فروند. ها: واژه کلید
 

 مجله دانشگاه علوم پزشکی قم
 96 اردیبهشت، دوم، شماره یازدهم دوره

  28الی  19صفحه 
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 و همکاران مجدالدین قلاوند                                                    ...مقایسه با ادجوانت فروند  زایی نانوذرات کایتوزان حاوی تتانوتوکسین در تهیه و ارزیابی میزان ایمنی

 

 مقدمه 
بیماری عفونی بسیار کشنده مشترك بین انسان و بیشتر  یكکزاز 

 شدیدهای  رولوژیك با گرفتگیون بوده که در سیستمپستانداران 

یکی از  کلستریدیوم تتانی(. 1) شود عضلات مشخص می

کند که دوز  شده را تولید می های شناسایی ترین توکسین قوی

نانوگرم  175نانوگرم برکیلوگرم است؛ یعنی  5/2کشنده آن تقریباً 

 (.2-4کیلویی را از بین ببرد ) 70تواند یك انسان  آن می

پروتئین تتانوس توکسین از دو جزء تشکیل شده که هر دوی آنها 

ی، عملکردهای زای زایی ضروری هستند، اما در بیماری برای سمّیت

 150صورت یك زنجیره  (. این توکسین به6،5متفاوتی دارند )

شود، ولی در ادامه به دو  ( سنتز میkDa-150~کیلودالتونی )

هم متصل  سولفیدی به شود که با یك باند دی قسمت تقسیم می

شود از طریق زیرواحد  که توکسین وارد بدن می هستند. زمانی

زیرواحد سبك که جزء اصلی است یابد، سپس  سنگین اتصال می

(. با 8،7کند ) از آزادشدن نوروترانسمیترهای مهاری جلوگیری می

گسترش علم نانو جهت تحقق بهتر اهداف واکسیناسیون ازجمله 

ها و داروها  افزایش نفوذ، جلوگیری از تخریب انواع واکسن

های هیدرولیزکننده، افزایش ثبات و بهبود  وسیله آنزیم به

های دارورسانی نوین  ت نسبت به هدف؛ نیاز به سیستماختصاصی

های مختلف دارورسانی، نانوذراتی  مرتفع گردید. در میان سیستم

پذیری هستند توانایی بالایی  تخریب  که دارای خاصیت زیست

ها  ، داروها، ژنها جهت انتقال عوامل درمانی ازجمله انواع واکسن

ساختاری با ساکارید  پلییك (.کیتین 10،9ها دارند ) و پروتئین

یك کردن آن  پوستان است که از داستیله سختفراوان در پوسته 

گلوکز  های دی خطی متشکل از شبکه ساکارید کاتیونیك پلی

شود  به نام کایتوزان استحصال میاستیل گلوکز آمین  -N و نآمی

(. کایتوزان نیز یك پلیمر پرکاربرد در علوم پزشکی و دیگر 11)

(. در این تحقیق تولید نانوذرات کایتوزان، 13،12) صنایع است

های سیستم ایمنی در  زایی و افزایش پاسخ تحریك بهتر ایمنی

منظور بهبود  به ،مقایسه با ادجوانت فروند از طریق تزریق زیرجلدی

 واکسن کزاز بررسی گردید.
 

 روش بررسی

 تهیـه در این مطالعه تجربی، پروتئین مـورد نظـر از مـؤسـسه رازی 

 

 باغلظت پروتئین  های مختلف، ابتدا گردید که جهت انجام تست

شد و سپس آلبومین سرم  برادفورد تعیینسنجی  پروتئینروش 

. شد عنوان استاندارد آن در نظر گرفته ( }سیناژن{ بهBSAگاوی )

ها و بررسی خلوص  همچنین جهت جداسازی و تفکیك پروتئین

با جریان   SDS-PAGE) %9 ,%12( ( پروتئین، از ژل الکتروفورز

 .آمپر )در چند رقت مختلف از پروتئین( استفاده شد میلی 25ثابت 

شو با رنگ کوماسی بلو، بررسی صورت و در ادامه، بعد از شست

(. در مرحله بعد جهت ساخت نانوذرات، روش 14گرفت )

( به کار برده شد که ابتدا محلول Ionic Gelationژلاسیون یونی )

کردن پودر کایتوزان از  درصد وزنی به حجمی( با حل1ان )کایتوز

% 1)با وزن مولکولی متوسط( در اسید استیك  Sigmaشرکت 

ژن پروتئینی به آن اضافه  و میزان مورد نظر از آنتی گردیدتهیه 

، سپس جهت ایجاد اتصالات عرضی و تشکیل نانوذرات از شد

 Sodium Tripolyphosphate TPP) (با  برهمکنش کایتوزان

 60دقیقه، مقدار  15مرحله متوالی به فواصل  3و در  گردیداستفاده 

 10( با غلظت TPPپلی فسفات )  ماکرولیتر از محلول سدیم تری

تا اینکه حالت  شدصورت قطره قطره اضافه  به لیتر گرم برمیلی میلی

و کدورتی  کرد شدن تغییر پیدا  شفاف محلول به سمت شیری

شدن  منظور کامل . سپس بهشد ل ایجاد یکنواخت در محلو

اجازه داده شد تا  ؛ژن و آنتی TPPهای بین کایتوزان،  واکنش

زده شود. در نهایت،  هم 300دقیقه در دور  60محلول به مدت 

 14000تمام محلول وارد یك فالکون شد و عمل سانتریفوژ )در 

 دقیقه( انجام گرفت، سپس نانوذرات موجود 20-40دور، به مدت 

آوری و محلول رویی دور ریخته شد. درصد  در کف، جمع

شده در نانوذرات( از فرمول  انکپسولاسیون )میزان پروتئین محبوس

 زیر محاسبه گردید.

EE% =   

 

که سانتریفوژ به اتمام  دست آوردن نتیجه این فرمول: زمانی برای به

سنجی  ا روش برادفورد پروتئینرسید، محلول رویی برداشته شد و ب

شده کم شد تا در نهایت  انجام گرفت و از کل پروتئین اولیه ریخته

اند.   ها وارد نانوذرات شده چند درصد از پروتئین یدمشخص گرد

جهت بررسی خصوصیات مورفولوژیك نانوذرات نیز از 

 ( و SEM( )KYKY – Chineمیکـروسکـوپ الکتـرونـی گـذاره )
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ررسی میزان کنتراست، زبری و صافی نمونه، اندازه برای ب 

نانوذرات، همچنین قابلیت مشاهده سه بعُدی نانوذرات؛ از 

{ DME- Denmark (}AFM)  میکروسکوپ نیروی اتمی

 استفاده گردید. 

کلونال علیه پروتئین  بادی پلی منظور تولید و بررسی آنتی به

تزریق به چهار  موردنظر در حیوانات آزمایشگاهی، عوامل مورد

 موش سوری( به شرح زیر تقسیم شدند.  5گروه )هرگروه شامل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ژن را به همراه ادجوانت ناقص و کامل  گروه اول تزریق آنتی

صورت  ژن را به فروند دریافت کردند؛ گروه دوم تزریق آنتی

همراه بافر به  TT ژن سوم )آنتی  گروه ؛نانوذرات دریافت کردند

ژن به همراه بافر  )نانوذرات فاقدآنتی فسفات( و گروه چهارم

 فسفات( شاهدهای آزمایش بودند.

روزها و فواصل زمانی تزریق، همچنین میزان حجم تزریق پروتئین 

 (.2و  1های آزمایش، یکسان بود )جدول شماره  در همه گروه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ژن، بازه زمانی تزریق و روش تزریق در گروه اول : میزان تزریق آنتی1 جدول شماره

 روش تزریق گروه اول ژن/موش مقدار آنتی روز شماره تزریق

 زیرجلدی جوانت کاملدا میکروگرم 20 1 تزریق اول

 زیرجلدی ادجوانت ناقص میکروگرم 20 14 دومتزریق 

 زیرجلدی ادجوانت ناقص میکروگرم 10 34 تزریق سوم

 زیرجلدی ادجوانت ناقص میکروگرم 8 48 تزریق چهارم

 

 های کنترل ژن، بازه زمانی تزریق و روش تزریق در گروه دوم + گروه : میزان تزریق آنتی2 جدول شماره

 روش تزریق شاهد شاهد روه دومگ ژن مقدار آنتی روز شماره 

 زیر جلدی PBS TT+ PBS نانوذرات+ نانو ذرات +TT میکروگرم 20 1 تزریق اول

 زیرجلدی PBS TT + PBS نانوذرات+ نانو ذرات +TT میکروگرم 20 21 تزریق دوم

 زیرجلدی PBS TT + PBS نانوذرات+ نانو ذرات +TT میکروگرم 10 34 تزریق سوم

 زیرجلدی PBS TT + PBS نانوذرات+ نانو ذرات +TT میکروگرم 8 48 تزریق چهارم

 
ها در تزریق اول،  شده به تناسب وزن موش ژن تزریق آنتی میزان

 8، 10، 20میکروگرم و در یادآورها )بوستر( به ترتیب 20

 نوبت تزریق گردید.  4رم از پروتئین مورد نظر بود که در میکروگ

ژن، ادجوانت کامل فروند اضافه  حجم آنتی در گروه اول، هم

صورت زیرجلدی استفاده شد. در سه  گردید و برای تزریق اول به

میکروگرم به همرا  8و  10، 20ژن تزریقی  مرحله بعد، میزان آنتی

 20فاصله تزریق اول و دوم، ادجوانت ناقص فروند انجام گرفت. 

روز در نظر  14هم نیز  روز و فاصله تزریقات بعدی نسبت به

 گرفته شد. 

اندازه آن  برای گروه دوم نیز مشابه فواصل زمانی گروه اول و هم

علاوه، برای انواع حالات  نانوذرات ساخته شد و تزریق گردید. به

روز  20ند.آزمایش؛ دو گروه شاهد یا کنترل در نظر گرفته شد

ها صورت  پس از آخرین تزریق، خونگیری از سینوس چشم موش

 گرفت. 

درجه سانتیگراد(  4روز در یخچال )دمای  ها به مدت یك نمونه

درجه  4دور در دقیقه، دمای  5000نگهداری و پس از سانتریفوژ )

دقیقه( سرم آنها جداسازی شد. از روش  30سانتیگراد، به مدت 

گردید. میزان  بادی استفاده کردن آنتیالایزای غیرمستقیم برای تیتر

های  بود. رقت میکروگرم 2 ژن قرارگرفته در هر چاهك، آنتی

 شدند. ضافهاز سرم، تهیه و به چاهك ا 1:12800تا  1:100

بادی موش کانژوگه با پراکسیداز( با  بادی ضدآنتی کانژوگه )آنتی

. پس از توقف گردیدها اضافه  به همه چاهك 1:15000رقت 

نانومتر در  495ها با طول موج  نش با اسید سولفوریك، پلیتواک

 (. 15شرکت بیوتك( خوانده شدند )) ELISA riderدستگاه 

افزار  بادی توسط نرم آمده از تیتر آنتی دست اطلاعات به

GraphPad InStat طرفه و  و با آزمون آماری آنالیز واریانس یك

 نظر در p<05/0ی، دار معنیآزمون توکی تحلیل شدند. سطح 

 .شد گرفته
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 ها یافته 
سنجی به روش برادفورد، برای  نجام مراحل پروتئینپس از ا

سنجش میزان خلوص پروتئین و اینکه پروتئین دیگری با آلودگی 

 استفـاده شـدکـه به دلیل  SDS-PAGE 12% همـراه نباشـد از ژل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

وسیله فرمالدئید، در همان بالای ژل  مجتمع بودن تمام پروتئین به

قی ماندند و نتیجه ژل نشان داد پروتئین خالص بوده و هیچ باند با

 (.1دیگری مشاهده نشد )شکل شماره 
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75  
 ها نمونه شاهد. مابقی چاهک ؛نمونه پروتئین 1- 4: چاهکD: مارکر پروتئین؛ قسمتMهای  چاهک: SDS-PAGE %12 الگوی الکتروفورز: 1شکل شماره 

 
به دست آمد  SEMپس از ساخت نانوذرات با تصاویری که از 

مشخص گردید شکل نانوذرات و توزیع آنها مناسب بوده و تجمع 

 زیادی در آن مشاهده نشد. 

 

نانومتر محاسبه گردید  100-140میانگین سایز نانوذرات نیز بین 

 (.2کل شماره )ش

  
 .SEMوسیله میکروسکوپ  : نانوذرات کایتوزان به2 شکل شماره

 
( به دست آمد، AFM)که از میکروسکوپ اتمی  تصاویری

 ی ـنانوذرات از پراکنش و سطح مناسباد د نشان

 

 (.3برخوردار بوده است )شکل شماره 
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 .AFMوسیله میکروسکوپ  انوذرات کایتوزان به: ن3شکل شماره 

 
پس از ساخت نانوذرات، میزان درصد کارآیی انکپسولاسیون 

دست آمد. پس از انجام تزریقات و  % به76کایتوزان برابر با 

کلونال با استفاده از  بادی پلی ها، میزان تیتر آنتی خونگیری از موش

روش الایزای غیرمستقیم در چند گروه آزمایش مشخص گردید 

 .(عدد بود 5ها در هرگروه برابر  )تعداد موش

ژن به همراه ادجوانت  بادی )آنتی در گروه اول بالاترین تیتر آنتی

ژن بدون  بود که در مقایسه با گروه آنتی 2/2ند( برابر فرو

( )نمودار p<05/0داری داشت ) ادجوانت )کنترل(، تفاوت معنی

بادی )نانوذرات حاوی  (. در گروه دوم، بالاترین تیتر آنتی1شماره 

 روهـا گـه بـم در مقایسـه باز هـبه دست آمد ک 8/1ژن( برابر  آنتی

داری داشت  ژن بدون ادجوانت )کنترل(، تفاوت معنی آنتی

(05/0>p در نهایت، از مقایسه تمامی 2( )نمودار شماره .) ها  گروه

هایشان مشخص گردید نتایج در هر دو گروه تست  به همراه کنترل

اما بین گروه دوم دار بوده است،  های کنترل، معنی نسبت به گروه

ژن را همراه  کننده نانوذرات( با گروه اول که آنتی )دریافت

داری مشاهده نشد  ادجوانت دریافت کردند، تفاوت معنی

(05/0>p 3( )نمودار شماره.)  

داری در جدول  انحراف معیار و میزان معنی ±مقدار میانگین 

 آورده شده است. 4و  3شماره 
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 های آزمایش داری بین گروه : مقایسه میزان معنی3جدول شماره 

 داری معنی خطای معیار ها مقایسه گروه

 ادجوانت فروند

 PBS 268041/0 028/0ژن+ آنتی

 873/0 295294/0 نانوذرات

 PBSژن+ آنتی

 028/0 268041/0 ادجوانت فروند

 01/0 184301/0 راتنانوذ

 نانوذرات

 873/0 295294/0 ادجوانت فروند

 PBS 184301/0 01/0ژن+ آنتی

 
 های آزمایش انحراف معیار گروه±: بررسی میانگین4جدول شماره 

 انحراف معیار±میانگین ها گروه

 31713/1±707327/0 ادجوانت فروند

 1175/1±444161/0 نانوذرات

 PBS 272868/0±445/0ژن+ آنتی

 

  
 برپایه ادجوانت فروند. ،TT  ژن زایی با آنتی بعد از ایمنی IgGبادی  : میانگین تیتراسیون آنتی1نمودار شماره 

 

  
 .قرارگرفته در نانوذرات کایتوزان، TT  ژن زایی با آنتی بعد از ایمنی IgGبادی  : میانگین تیتراسیون آنتی2نمودار شماره 
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 مایش.زایی در سه گروه مختلف آز بعد از ایمنی IgGبادی  : مقایسه تیتراسیون آنتی3نمودار شماره 

 
 بحث

، ساخت واکسن جهت مقابله با کزاز شروع شد و 1950از سال 

اکنون سرم ضدتتانواسپاسمین ساخته شده که بدن را در مقابل  هم

(. با گسترش علم نانو جهت تحقق 17،16کند ) کزاز محافظت می

فوذ، جلوگیری از بهتر اهداف واکسیناسیون ازجمله افزایش ن

ای ـه مـزیـه آنـلـوسی هـا بـا و داروهـه نـسـواع واکـب انـریـتخ

هیدرولیزکننده، افزایش ثبات و بهبود اختصاصیت نسبت به هدف؛ 

(. 18-20های دارورسانی نوین مرتفع گردید ) نیاز به سیستم

کریستالی به حالت جامد است و مطالعات  کایتوزان یك پلیمر نیمه

دهد از نظر بیولوژیکی قابل بازیافت بوده و خواصی  نشان می

ژنیك،  سازگاری، غیرآنتی  پذیری، زیست تخریب  همچون زیست

 (.21باشد ) و دارای عملکرد زیستی می غیرسمی 

Nishimura نتی کیتین وافعالیت ادجو (،1985)سال  همکاران و 

با  اه بادی در القای آنتی را کایتوزان مشتقات این پلیمر ازجمله

آمیلاز  تحریك ایمنی سلولی علیه آنزیم آلفا ماندگاری طولانی و

همراه با القای  اشرشیاکلی عفونت ناشی از باکتریایی و

خوکچه هندی  تزریق درون صفاقی موش و وسیله به ها، ینایتوکاس

 ( نیز1991)سال  همکاران و Burbouze مورد بررسی قرار دادند.

نشان دادند  %70رجه داستیلاسیون با دکایتوزان  رویطی مطالعه 

، 1 - اینترلوکین ها، ینایتوکاتواند باعث القای س میکایتوزان 

ماکروفاژها در شرایط و  (CSFفاکتور محرك کلونی )

همکاران نشان  و Zaharoff. پس از آن (22) آزمایشگاهی شود

بادی اختصاصی  میزان آنتی ،توجهی صورت قابل بهکایتوزان  دادند

 س ازـژن را پ یـی آنتـاصـاختص CD4ر +ـتکثین ـ، همچنیژن یـآنت

عنوان  به گالاکتوزیداز-βتزریق زیرپوستی همراه با محلول آبی 

(. با توجه به 23) دهد ژن افزایش می آنتی -کایتوزان یك مدل 

های مختلف؛ در این تحقیق  ژن انجام مطالعات پیشین بر روی آنتی

نیز ساخت نانوذرات کایتوزان )با توجه به خواص ویژه کایتوزان 

سازگاری و قابلیت  پذیری، زیست  ریبتخ ازجمله: زیست 

سلولی( جهت بررسی افزایش میزان  های بین شکستن موقت پل

زایی در واکسن کزاز مدنظر قرار گرفت. همچنین با توجه به  ایمنی

زایی،  های فروند در تحریك ایمنی خاصیت بسیار قوی ادجوانت

بادی  یزایی و تولید آنت عنوان گروهی برای مقایسه ایمنی از آن به

های موشی )با روش تزریق جلدی( استفاده گردید  در گروه

های مختلف ساخت نانوذرات؛ روش  (. از انواع روش25،24)

چون هم مقرون به صرفه بوده و هم  شدژلاسیون یونی انتخاب 

کند  تر تولید می و مناسبتر های کوچک نانوذراتی با اندازه

بندی  وذرات و تقسیم(. در مطالعه حاضر پس از ساخت نان27،26)

ژن به همراه ادجوانت کامل و  که آنتی ها، ابتدا در گروهی گروه

زایی بالا و افزایش میزان  ناقص فروند تزریق شد تحریك ایمنی

IgG  ،مشاهده گردید که در کنار آن گروه شاهد فاقد ادجوانت

(. همچنین p<05/0داری با گروه ادجوانت داشت ) تفاوت معنی

ها درون نانوذرات قرار گرفته بودند  ژن آنتی که  در گروهی

کننده نانوذرات  های دریافت همراه چند گروه شاهد(، بین موش )به

دار بود، ولی از  معنی IgGمیزان  ها، تفاوت نسبت به سایر موش

که نانوذرات را دریافت کرده بودند در مقایسه با   مقایسه گروهی

مراه ادجوانت دریافت ژن را ه هایی که آنتی دسته از موش آن

 .(p<05/0داری مشاهده نشد ) کرده بودند، تفاوت معنی
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 گیری نتیجه 
توانایی القای  ،ژن به تنهایی نتایج این تحقیق نشان داد تزریق آنتی

بادی را ندارد. این در حالی است که با تزریق پروتئین  پاسخ آنتی

بادی  زان ایمنی هومورال و پاسخ آنتیصورت نانوذرات، می به

ژن  که آنتی یابد. همچنین زمانی توجهی افزایش می طور قابل به

بادی افزایش  همراه ادجوانت فروند تزریق شود میزان تیتر آنتی

های  چشمگیری دارد. با توجه به اینکه در آنالیز آماری بین گروه

نانوذرات داری بین ادجوانت فروند و  آزمایش، اختلاف معنی

 توان از نانوذرات کایتوزان با توجه به خـواص  مشاهده نشد، لذا می

 

عنوان جایگزین  پذیری به تخریب  سازگاری و زیست زیست 

 تری برای ادجوانت فروند استفاده کرد. مناسب

 

 تشکر و قدردانی

های  اساتید، دوستان و همکاران دانشگاه بدین وسیله از تمامی 

)ع( و معاونت پژوهشی بیمارستان  جامع امام حسین الله )عج(،  بقیه

الله)عج( که ما را در انجام این تحقیق یاری رساندند،  بقیه

 سپاسگزاریم.
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