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  چكيده

بررسـي   ،هـاي غـذايي   موجود در شير به عنوان يكي از منابع عمده مسـموميت  استافيلوكوكوسهاي  نتروتوكسينآبا توجه به اهميت    
نمونـه بـاكتري    75 يتوصـيف  در ايـن مطالعـه   .ها ضروري اسـت  نتروتوكسينآاين  بندي شناسايي و دسته ،هاي متعدد جداسازي روش

هـاي معمـول    آنتروتوكسـين  هـاي مربـوط بـه   ژن حضـور  جدا شده از شير گاوميش براي بررسي وجـود و  اورئوس وساستافيلوكوك
ها استخراج  نمونه DNAبدين صورت كه ابتدا  .گرفتندمورد ارزيابي قرار   Multiplex PCRبا استفاده از روش استافيلوكوكوس آرئوس

نتايج حاصل نشـان داد كـه از ايـن    . گرفتند ييد قرارأمورد ت PCRها به روش  س بودن تمام نمونهواز استافيلوكوك سپس براي اطمينان
فقـط داراي   ديگـر  سـه جدايـه  بـود و    secو آنتروتوكسـين  sebهـاي هر دو باند آنتروتوكسينداراي يك جدايه ي يتعداد نمونه باكتريا

ميزان شـيوع   بر اساس نتايج اين تحقيق .ها شناسايي نشددر هيچكدام از جدايه Aروتوكسين و ژن مربوط به آنت بودند secنتروتوكسين آ
هاي جدا شده از شير گاوميش در شهرسـتان تبريـز پـايين    استافيلوكوكوس آرئوسهاي معمول در آنتروتوكسينهاي مربوط به تنوع ژن

     . باشدمي
  Multiplex PCR توكسين، شير گاوميش،نتروآژن ، ورئوسآاستافيلوكوكوس : كليديهاي هواژ
  

  

  
  مقدمه

يك گونـه باكتريـايي بسـيار     آرئوس استافيلوكوكوس   
مهم مولد مسموميت غـذايي در بسـياري از كشـورهاي    

باكتري طيـف وسـيعي از ترشـحات     اين. باشد جهان مي
 شـده  در ميـان سـموم توليـد    .نمايـد  مـي  سمي را توليد

. )Shimi, 1996( رنـد ها اهميت بسـزايي دا  نتروتوكسينآ
هاي محلول در آبي هستند كه توسط  اين سموم پروتئين

به عنوان عامل اسـتفراغ  و شوند  سلول باكتري ترشح مي
ا مطـرح  ه ـ تيهـاي غـذايي و گاسـتروآنتر    يتمدر مسمو

ــي ــند  م ــينآ ).Shivram et al., 1985(باش  نتروتوكس
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ــي ــين) SE( استافيلوكوكوس ــرخلاف آنتروتوكس ــاي ب  ه
هاي اپيتليال عمل  ثل كلراتوكسين روي سلولكلاسيك م

زايي آنها به علت اثر روي عصب  اثر استفراغنكرده بلكه 
را  SEتوان سـموم   واگ و سمپاتيك است و بنابراين مي

 Soleimani Rahbar(تر نوروتوكسين ناميد   بطور صحيح

and Maleknejad, 2007  .(  
 هـاي  نـام  ها تحت سروتيپ از آنتروتوكسين 5 در ابتدا   
A ،B ،C ، DوE      شـناخته شـده بودنـد)Quinn et al., 

2003 Roberson et al., 1996; .( البته سروتيپC  تحت
به . دارد نيزرا  C3و  C1 ،C2 تري به نام هاي كوچك گونه

معرفي شده اسـت   Fدنبال آن سروتيپ ديگري تحت نام
اسـت   TSST-1 توكسين  مشخص شد كه همان اًكه بعد

 Iسروتيپ  و اخيراً Gو  Hهاي آن هم سروتيپو بعد از 
 ،هــا نتروتوكســينآاز ميــان ايــن  .انــد  گرديــدهگــزارش 

نتروتوكســـين آ ،Eو  A ،B ،C ،D يهـــا نتروتوكســـينآ
 Aنتروتوكسـين  آ .شـوند  ناميـده مـي   كلاسيكمعمول يا 

 ,.Aragon-Alegro et al( شـود  بيش از همه توليـد مـي  

 ســتافيلوكوكوسازاي  هـاي آنتروتوكسـين   سـويه  ).2007
هـايي را   وانند يك يا چندين نوع از توكسينت مي آرئوس

توليـد   زمـان  هـم كه از نظر سرولوژيكي متفاوت هستند 
و پـي   SEروش استاندارد براي تشـخيص سـموم   . كنند

هـــاي  بــردن بـــه وجــود آنهـــا در مــواد غـــذايي راه   
بـا   .باشـد  ايمونولوژيكي، بيولوژيكي و سرولوژيكي مـي 

هـاي   اي مولكولي براي تشـخيص ژن ه اين وجود روش
. انـد  توسعه يافتـه اي  نيز به طور گسترده SEمولد سموم 

از  PCRهــاي مولكــولي مبتنــي بــر  در ايــن ميــان روش
تا امروزه حدود چند روش . اهميت فراواني برخوردارند

ــس   ــولتي پلكـ ــايي    PCRمـ ــراي شناسـ ــاوت بـ متفـ
 هاي كلاسيك باكتري پيشنهاد شـده اسـت   نتروتوكسينآ

)Baron et al., 1994; Borelli et al., 2006; Iandolo, 

1989; Shivram et al., 1985;  .( هـا   از ميان ايـن روش
و همكــاران داراي كــاربرد  Mehrotraروش پيشــنهادي 

  . تري است فراوان
با توجه به اهميـت شـير گـاوميش كـه دومـين شـير          

ژه آسيا بعد از شير گاو محسـوب  مصرفي جهان و به وي
شود و نيز مصـرف بسـيار آن در كشـورمان اهميـت      مي

هاي  استافيلوكوكهاي  نتروتوكسينآهاي مولد  بررسي ژن
دهـد   گـاوميش را بسـيار افـزايش مـي    جدا شده از شير 

مولد هاي  دف از اين مطالعه بررسي فراواني و تنوع ژنه
شده جدا هاي   آرئوساستافيلوكوكوس نتروتوكسين در آ

بـه روش مـولتي    سـتان تبريـز  هاي شهر از شير گاوميش
  .باشد مي PCR پلكس

  
  هامواد و روش

  هانمونه
جـدا شـده    استافيلوكوكوس آرئوسباكتري  75تعداد    
 هـاي سـنتي   از سـطح دامـداري   كه قـبلاًً ميش شير گاواز

 ه و بـه عنـوان  ي ـشده بـود ته  يآور ز جمعيشهرستان تبر
 ـ .شـد اسـتفاده   هاي مورد استناد در اين مطالعـه  نمونه ر ب

هاي كامل بيوشيميايي انجـام   ها آزمايش روي كليه نمونه
اثبات  آرئوس استافيلوكوكوسشده و تعلق آنها به گونه 

  . شده است
 DNAاستخراج 

ــتخراج     ــه 75از  DNAاس ــده در  نمون كشــت داده ش
ليتـر از   ميلـي  كي. شدانجام  مغز -آبگوشت قلبمحيط 
 دقيقـه  5به مدت  g 10000 هاي باكتريايي در دور كشت

بعد از ريخـتن   .شدسانتريفيوژ و مايع رويي دور ريخته 
، كلريـد  )=pH 5/7(مـولار  1شامل تريس  كننده بافر ليز
بـر  درصد  C-TAB 2،مولار EDTA 5/0مولار،  5سديم 
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بـه   سلسـيوس درجة  65در دماي  رسوب مخلوط يرو
 سـپس  ه وقـرار داده شـد   در بن ماريدو ساعت  مدت 
دقيقه در  5اي ليز شده به مدت ه هاي حاوي سلول ويال
هـاي   سانتريفيوژ و مايع رويـي بـه ويـال    g 12000دور 

ايزوآميل الكـل بـا    -ديگر منتقل و هم حجم آن كلروفرم
 .و به آرامي تكان داده شـد به آن اضافه  1:24هاي  نسبت
برداشـتن لايـة    مـايع در ويـال و   دو فـاز از تشكيل پس 

 5/0يتـري ديگـر،   ميلـي ل  5/1رويي و انتقال بـه تيـوپ    
 30به آن اضافه گرديد و بـه مـدت    RNAaseميكروليتر 

ري قـرار  در بـن مـا   سلسيوسدرجة  37دقيقه در دماي 
ها را برداشته و هم حجـم   دقيقه، ويال 30بعد از . گرفت

دقيقـه در   15آنها ايزوپروپانول اضافه شـد و بـه مـدت    
ــا ســانتريفيوژ در دور  . قــرار داده شــد  -20دمــاي   gب
12000  ،DNA ها در دمـاي   ترسيب و با قرار دادن ويال
خشك شده  DNAدر پايان، . خشك گرديد DNAاتاق، 

 . ميكروليتر آب ديونيزه حل گرديد 50در 

  براي ژن نوكلئاز PCRانجام 
ليتـر،  ميكـرو  25در حجم  مراز واكنش زنجيره اي پلي   

 يمرهـا يميكروليتـر، پرا  PCR 5/12شامل كيـت مسـتر   
ــ ــولار   4/0 ياختصاصـ ــدول (ميكرومـ  DNA و )1جـ

انجـام   )نـانوگرم  50(ميكروليتـر  1استخراج شده شـامل  
ــت ــه   .گرف ــا چرخ ــرازي ب ــرة پليم ــنش زنجي ــاي  واك ه
 4مـدت  ه ب لسيوسدرجه س 94سازي اوليه در  واسرشته

درجـه   94سـازي در  چرخه با مرحله واسرشته 32دقيقه، 
دقيقه، مرحلـه اتصـال آغـازگر در     1مدت ه ب لسيوسس

 72دقيقه، بسط در  1مدت ه ب لسيوسسدرجه  55دماي 
يـك چرخـه    دقيقه و نهايتـاً  1مدت ه ب لسيوسسدرجه 

 ـ لسيوسس درجه 72بسط نهايي در  دقيقـه   10مـدت  ه ب
ــد  ــام ش ــله در   از .انج ــولات حاص ــارز محص  %5/1آگ
ي بـردار  عكـس ومنت يو با استفاده از ژل داك الكتروفورز
   .انجام گرفت

  

  

  جهت تشخيص ژن نوكلئاز PCRاي مورد استفاده در واكنش پرايمره - 1جدول
  منبع اندازه باند توالي نام پرايمر نام ژن

nuc NucF 
NucR  

5'-GCGATTGATGGTGATACGGTI-3' 
5'-AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC-3' 

275 Brakstad et al., 1992 

    
  هاي آنتروتوكسينبراي ژن PCRانجام مولتي پلكس 

هـاي   ه روش تعيين حضور آنتروتوكسيندر اين مطالع   
طراحي شـده   PCRكلاسيك با استفاده از مولتي پلكس 

 .بـه انجـام رسـيد   ) 2000(وهمكاران  Mehrotra توسط
اســتفاده از  بــاليتــر، ميكــرو 25واكــنش در حجــم ن يــا

هــا  يبــراي بــاكتر  seaو see ،sed ،sec ،seb پرايمرهــاي
 2 در جـدول  ياختصاص ـ يپرايمرها يانجام شد كه توال

ميكروليتـر،   PCR 5/12كيـت مسـتر    .آورده شده اسـت 

استخراج  DNAو ميكرومولار 4/0ياختصاص يمرهايپرا
وط واكـنش را  لمخ) نانوگرم 50(ميكروليتر 1شده شامل 

 هاي واكنش زنجيرة پليمرازي با چرخه. ندداد يل ميتشك
 4مـدت  ه ب لسيوسسدرجه  94سازي اوليه در  واسرشته

درجـه   94سازي در  ه با مرحله واسرشتهچرخ 32دقيقه، 
دقيقه، مرحلـه اتصـال آغـازگر در     1مدت ه ب لسيوسس

 72دقيقه، بسط در  1مدت ه ب لسيوسسدرجه  57دماي 
يـك چرخـه    دقيقه و نهايتـاً  1مدت ه ب لسيوسسدرجه 
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 ـ لسيوسسدرجه  72بسط نهايي در  دقيقـه   10مـدت  ه ب
%  5/1آگـــارز محصـــولات حاصــله در  . انجــام شــد  

مـورد  ومنـت  يژل داكدستگاه و با استفاده از  كتروفورزال
  .گرفت قراربرداري  عكس

   
  آنتروتوكسين كلاسيك هايجهت تشخيص ژن PCRپرايمرهاي مورد استفاده در واكنش  - 2جدول

  منبع اندازه باند توالي نام پرايمر نام ژن

sea GSEAR-1 
GSEAR-2 

F; GGTTATCAATGTGCGGGTGG 
R; CGGCACTTTTTTCTCTTCGG 

102 Mehrotra et al., 2000 

seb GSEBR-1 
GSEBR-2 

F; GTATGGTGGTGTAACTGAGC 
R; CCAAATAGTGACGAGTTAGG 

164 Mehrotra et al., 2000 

sec GSECR-1 
GSECR-2 

F; AGATGAAGTAGTTGATGTGTATGG 
R; CACACTTTTAGAATCAACCG 

451 Mehrotra et al., 2000 

sed GSEDR-1 
GSEDR-2 

F; CCAATAATAGGAGAAAATAAAAG 
R; ATTGGTATTTTTTTTCGTTC 

278 Mehrotra et al., 2000 

see GSEER-1 
GSEER-2 

F; AGGTTTTTTCACAGGTCATCC 
R; CTTTTTTTTCTTCGGTCAATC 

209 Mehrotra et al., 2000 

   
  هايافته

  براي تأييد گونه آرئوس PCRواكنش 
با استفاده از جفـت آغازگرهـاي   ها  يباكتر ژن نوكلئاز   

اي پلـي   طي واكنش زنجيرهها  ذكر شده در مواد و روش
 محصـولات تكثيـري بـا   . )1شكل  ( مراز تكثير داده شد

جفت نوكلئوتيد و به صورت تـك   275تقريبي  ي هانداز

قطعـات   ي هنشـان دادن انـداز  بـراي  . نوار حاصل شدند
همـه   .اسـتفاده شـد   bp DNA Ladder100  تكثيـري از 

ر ژن نوكلئـاز مـورد   ي ـتوسـط تكث  يجداسـاز  يها زولهيا
  . د قرار گرفتندييأت

  

  
  

  
  شير گاوميششده از  يجداساز 60تا 35 يها نمونه PCRالكتروفورز محصول  - 1شكل 
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Multiplex PCR نهاي آنتروتوكسيبراي حضور ژن  
نشـان   2در شكل  PCRنتايج مربوط به مولتي پلكس    

نشانگر وجود ژن  bp 164 ضور باند ح ،داده شده است
seb بانـد بــه انـدازه    ، حضـورbp 451  نشــانگر ژنsec ،

 به ترتيب bp 209 وbp 278و  bp102  يحضور باندها

 در seaو  see ،sed يهـــانينشـــانگر حضـــور توكســـ
   .اند مورد آزمايش يها نمونه

جدايـه داراي هـر   جدايه مورد مطالعه يك  75از ميان    
 secو  sebجفت بازي يعنـي داراي   451و  164 دو باند

ــد   ــا حضــور بان ــه  ب ــوده و ســه نمون داراي  bp451 ب
  .بودند secآنتروتوكسين 

 

 

  
  درصد 5/1گارز ار در آ يس يپ يتروفورز محصول مولتكال-2شكل                                       

  
  گيريبحث و نتيجه

ــر روي مســموميت    ــا منشــا  مطالعــه ب هــاي غــذايي ب
ــه قــرن  آرئــوس اســتافيلوكوكوس ــاز مــي 19ب  گــردد ب

)Abbar, 2010(،  د شـير و يرس ـ بـه نظـر مـي    زماني كـه 
هميــت زيــادي در خصــوص چنــين هــاي آن ا فــرآورده
بيشتر مطالعات آلـودگي شـير را در   . ها دارند مسموميت
كننـد   تر گزارش مي هاي آن پائين ساير فرآورده مقايسه با

هـاي شـير    اعتقاد بر اين است كه ميزان آلودگي فرآورده
در طي فرآينـد توليـد آنهـا    كه ي است يها بدليل آلودگي

  ).Bennet, 1986(افتد  اتفاق مي
تا كنون چندين مطالعه در خصـوص ميـزان آلـودگي       

ين توسـط  توكس ـوهـاي مولـد آنتر   شير گاو به انـواع ژن 
در دنيا و نيز در كشور ما انجام  آرئوساستافيلوكوكوس 
ــه اســت   ,Gilmour et al., 1990; Rahimi(پذيرفت

خصـوص   نون مطالعات مشابه اندكي درولي تاك). 2011
ــواع    ــه انـ ــاوميش بـ ــير گـ ــودگي در شـ ــي آلـ فراوانـ

اسـتافيلوكوكوس  توليد شـده توسـط     هاي توكسينوآنتر
ه مطالعـه مسـتقلي در ايـن    ك انجام شده بطوري اورئوس

 ).Rahimi, 2011(خصوص وجود ندارد 

هاي گاوي در دنيا  تحقيق مشابه بر روي نمونه چندين   
 : شود فته كه به برخي از آنها اشاره ميانجام گر

اي توسط رحيمـي و همكـاران بـر روي  شـير      مطالعه   
هـاي اصـفهان، چهـار     بز و گاوميش در اسـتان  گوسفند،

و خوزسـتان انجـام گرفـت كـه درصـد       محال بختياري
درصد گزارش  8/15را بالاتر يعني آلودگي شير گاوميش

  .)Rahimi, 2011(كرده است 
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نشان  Gilmour  پژوهش ديگر صورت گرفته توسط    
 شـير  از شـده  جـدا  هـاي  سويه درصد از 9/3-6كه  داد

 دارنـد  نتروتوكسـين آ قـدرت توليـد   طبيعـي  گاوهـاي 
)Gilmour et al., 1990(. 

و  و همكـاران  Morandiتوسـط   نتايج مطالعات ديگر   
Normanno نشان دادند كه درصد همكاران در ايتاليا و 

 راSED و SEAجدا شدند  گاو از كه ها سويه از بالايي

 و بـز  از شـده  جدا هاي كه سويه كنند در حالي مي توليد
 ;Morandi et a l.,2007) كنندمي را توليد SECگوسفند 

Normanno et al., 2005).    
 و Ghaleb Adwanكــه توســط  يگــريدرمطالعــه د   

ــاران ــر روي  در  همك ــطين ب ــينآفلس ــاي  نتروتوكس ه
از  كه مشاهده شد گرفتانجام  آرئوس وساستافيلوكوك

 نمونه 52(شده  جدا آرئوس وساستافيلوكوك نمونه 100
 نمونـه  37، )از شـير گـاو   نمونـه  48از شير گوسـفند و  

 هـاي كدام از نمونههيچ. بودند SEهاي ژنداراي %) 37(
حامـل  ، شدهجدا  آرئوس وساستافيلوكوكنتروتوكسين آ

 هـاي  نتروتوكسينآبيشتر . ندژن توكسين نبود 1بيش از 

جدا شده در مطالعه فوق شامل  وس آرئوساستافيلوكوك
 da( بودنـد   SED يـا  و SEC، SEAهـاي   نتروتوكسينآ

Silva et al., 2005.(  
نتروتوكسـين  آهـاي   عه ديگري كه بـر روي ژن درمطال   

ورم پسـتان گــاو و مخــزن   از وس آرئــوساسـتافيلوكوك 
 sei ،seg ،sedي ها ژن خيره شير در ايتاليا انجام گرفت،ذ

   .(Andrea,. 2004)گزارش شده است  seaو 
 و Rahimi  سـط درمطالعه ديگري كه در اصـفهان تو    

هاي كلاسـيك   نتروتوكسينآ بر روي جستجوي همكاران
در شير خام گاو به روش الايزا  وس آرئوساستافيلوكوك

براي ايـن هـدف   : انجام گرفت، نتايج زير مشاهده شدند

جايگـاه   12هـاي ذخيـره شـير از     نمونه شير از تانك 72
زمسـتان،  (فصل مختلف  3حيوانات اهلي شيرده در طي 

دادند كه قرار  يشآوري و مورد آزما جمع) بهار، تابستان
 SE مثبت براي حداقل %) 8/20(نمونه  15نمونه،  72 از

  .)Rahimi, 2011(باشد  مي 1
اسـتافيلو كوكـوس   جدايه  75ه از تعداد عدر اين مطال   

ــوس ــه     آرئ ــورد مطالع ــاوميش م ــده از گ ــدا ش  4 ،ج
ــه ــه   %)  4/5(جداي ــوط ب ــك ژن مرب ــداقل ي ــاوي ح ح

اي كـه توسـط    اگرچـه در مطالعـه  . آنتروتوكسين بودنـد 
Rahimi ــفند،   و ــير گوس ــر روي ش ــاران ب ــز و  همك ب

هاي اصفهان، چهار محال بختيـاري و   گاوميش در استان
خوزستان به روش الايزا انجام شده درصد آلودگي شـير  

. درصـد گـزارش شـده اسـت     8/15گاوميش بالاتر يعني
را  يـدي تول يهـا  ينتواند آنتروتوكس يم يزاالبته روش الا

هـاي مولـد    وانـي ژن بايسـت فرا  مي و احتمالاً نشان دهد
وجود بدليل  با اين. توكسين بيش از اين باشدوتوليد آنتر

) نمونه 19(هاي گاوميشي مطالعه مذكور  حجم كم نمونه
نياز به مطالعه ديگري با حجم نمونه بالاتر و روش قابل 

 ,Rahimi(باشـد   جهت مقايسه نتايج لازم مـي  تر مقايسه

2011.(  
مطالعاتي كه در خصوص مطالعه حاضر  در مقايسه با    

هاي مولد آنتروتوكسـين در خصـوص    ميزان حضور ژن
درصـد نيـز شـيوع آن     20شير گاو انجام شده و گاه تـا  

 نمايـد  گزارش گرديده است ميزان اندكي را گزارش مـي 
)Rahimi,. 2011 .( بـه ميـزان    نيزشايد يكي از دلايل آن

گردد كـه در خصـوص شـير گـاوميش     ردخالت اندكي ب
ات ديگري نيز وجود دارند كه عالبته مطال. گيرد يانجام م

 Gilmour et(اند  درصد گزارش كرده 4اين ميزان را تا 

al., 1990(  
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نمونـه سـه نمونـه داراي     4العه حاضر از تعداد طدر م   
و يـك نمونــه عـلاوه بـر ايــن    Sec  توكسـين نـوع  وانتر
البته ايـن  . بودنيز   Sebتوكسين همزمان حاوي ژن وآنتر
عمـدتا   Secدر نوع خود چيز تازه اي نيست چراكـه  امر 

كه غالبا نسـبت بـه    Seaاز منشا حيواني جدا مي شود و 
جـدا مـي گـردد بيشـتر منشـا      فراوانتـر  بقيه توكسين ها 

اين امر خود به كم بـودن ميـزان دسـتكاري    .انساني دارد
. گـذارد   انساني در خصوص شـير گـاوميش صـحه مـي    

را Sea او ميـزان ف در خصـوص شـير گ ـ  لمطالعات مخت
 Ebrahim,. 2011، Gilmour et(اند بيشتر گزارش كرده

al. 1990( . اين ميزان در مطالعهRahimi   و همكاران تـا
. )Rahimi, 2011( درصــد گــزارش شــده اســت 5/12

و همكاران  Gilmourنتروتوكسين توسط آبررسي توليد 
ها از نوع  ژن% 80دهد كه  در خصوص شير گاو نشان مي

sea  ها از نوع  ژن% 33وseb باشند  مي)Gilmour et al., 

ر يزان را در ش ـي ـن مي ـران اي ـدر ا گريمطالعات د). 1990
بــه  sea ،seb ،seb+sea يهــا نتروتوكســينآ يگــاو بــرا

 گـزارش نمـوده اسـت    درصد 2/6و  3/9، 6/15ب  يترت
)Ahari et al., 2008 .(قات مشابه در كشور مـا بـر   يتحق

ــير و  يرو ــرآوردهش ــايف ــ آن ه ــزارش  يو ش ــه گ ر ب
ــانجام seeو  sec ،seb ،sea يهــا نتروتوكســينآ ده كــه ي

 ,.Ahari et al( شـتر اسـت  يوع بين ش ـي ـاز ا seaسـهم  

ــا .)2008 ــالاً ي ــر احتم ــاط ب  ن ام ــت ارتب ــه عل ــتر يب ش
ه ي ـثانو يبا منابع آلودگ ير گاويو شهاي شيري  فرآورده

  .شود يم مربوط يوانيژه منابع حيبه و
  

  سپاسگزاري
ارشـد  اين مقاله برگرفته از پاياننامـه دوره كارشناسـي      

نويسنده اول است كه بدينوسيله از دانشگاه آزاد اسلامي 
 .گردد واحد تنكابن تشكر و قدرداني مي
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