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مقایسه اثر استفاده از باکتری کشته شده آئروموناس هیدروفیلا به سه روش حرارت، 

بنفش بر میزان بقاء، برخی از فاکتورهای خونی و ایمنی در فرمالین و اشعه ماوراء

 (Oncorhynchus mykissکمان )آلای رنگینماهی قزل
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 چکیده

باشد که متاسفانه شیوع و گسترش آن منجر به افزایش آئروموناس هیدروفیلا یکی از باکتری های مهم و شایع در امر پرورش ماهیان می

ان شده است. لذا در مطالعه حاضر به منظور ارائه راحل و افزایش ایمنی در ماهی قزل آلای رنگین کمان، به مصرف آنتی بیوتیک در تولید آبزی

تکرار برای هر گروه باکتری زنده و باکتری کشته شده آئروموناس هیدروفیلا به سه روش حرارت، فرمالین و  3تایی از ماهیان با  21گروه  0

UV سلول در میلی لیتر به ماهی معرفی شد. براساس نتایج، آنتی ژن باکتری کشته شده به  5به نمای  01ت بصورت تزریق درون صفاقی با غلظ

و  M( و حفظ گلبول های قرمز شده است. همچنین سطح ایمنوگلوبین نوع P˂15/1موجب افزایش گلبول های سفید ) UVروش فرمالین و 

رض باکتری زنده و باکتری کشته شده به روش حرارت قرار داشتند، شرایط بهتری در این دو گروه نسبت به گروهی که در مع 0و 3کمپلمان 

توان انتظار افزایش ایمنی ماهی می UV های کشته شده آئروموناس هیدرو فیلا به روش فرمالین و داشت. لذا براساس نتایج با استفاده از باکتری

 را داشت.

 رنگین کمان، ایمنی، ایمنوگلوبینآئروموناس هیدروفیلا، قزل آلای   :کلیدیکلمات 

 

                                                           
  changizi@baboliau.ac.ir, hoseinifard@baboliau.ac.ir عهده دار مکاتبات *
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 مقدمه

های طبیعی نظر به محدودیت شرایط و زیرساخت    

درگسترش صنعت پرورش ماهیان سردآبی ایران، 

ناگزیر به افزایش بهره برداری از منابع مساعد آب و 

لازمه این  .باشیمخاك جهت پرورش این آبزی می

های شکار، افزایش تراکم تولید بعنوان یکی از رو

باشد. اما این امر ممکن است ابتلا افزایش بازده تولید می

به بیماری را در ماهی پرورشی به سبب پایین آمدن 

زا افزایش کیفیت آب و به وجود آمدن شرایط استرس

پرورشی  (. اغلب ماهیانGatlin et al., 2007دهد )

-زمانی که تحت تأثیر عفونت های باکتریایی قرار می

زا به خطر م ایمنی شان در شرایط استرسگیرند سیست

دهندگان به استفاده افتد. لذا اغلب اوقات پرورشمی

های ها تمایل پیدا کنند. در سالبیوتیکگسترده از آنتی

های شدیدی ها با مخالفتبیوتیکاخیر استفاده از آنتی

روبه رو شده است. زیرا این مواد اثرات مخربی و بلند 

گذارد. کننده نهایی میت و مصرفزیسمدتی بر محیط

تواند باعث به هر حال استفاده بلندمدت از این مواد می

به وجود آمدن مقاومت باکتریایی شود و همچنین در 

تواند تأثیر منفی بر روی رشد و دوزهای بالاتر نیز می

et  Verschuere) سایر فاکتورهای ایمنی داشته باشد

., 2015et alSealey., 1999; al).  از این رو

مندی وسیعی در معرفی جایگزینی مناسب برای علاقه

ها به وجود آمده ها و کاهش استفاده از آنبیوتیکآنتی

تواند یکی از این است که تحریک سیستم ایمنی می

 مطالعات(.  201al etHarikrishnan ,.1) موراد باشد

 هایی مانندگلوکان،دهد محركانجام شده نشان می

باعث تحریک  کیتوزان و لوامیزول ین، کیتین،لاکتوفر

-شوند. فاکتورهای تغذیهسیستم ایمنی ماهی و میگو می

ای نظیر ویتامین ب، ث و برخی هورمونها مانند هورمون 

نیز به عنوان محرك ایمنی گزارش  و پرولاکتین رشد

این محرکها سبب تسهیل (. Liu et al., 2010) اندشده

های فاگوسیت کننده و افزایش عمل بیگانه خواری سلول

 Kakuta and) شوند ضد باکتریایی آنها می فعالیت

Kurokura, 1995 .) در این خصوص رحمتی و

های جدا شده  از ( از لاکتوباسیلوس0311همکاران )

آلای روده ماهی کپورمعمولی در تغذیه ماهی قزل

براساس نتایج گزارش شده  .کمان استفاده نمودندرنگین

سئله سبب بهبود پارامترهای رشد و مقاومت این م

ها شده است. همچنین در مطالعه باکتریایی در آن

با استفاده از   (0311ای، جعفریان و همکاران )مشابه

های جدا شده از ماهیان خاویاری توانستند باسیلوس

کمان را  در برار آلای رنگینرشد و بقا لارو ماهی قزل

 اسیدیته افزایش دهند.  های شوری، حرارت واسترس

از این رو با توجه تغییر سیاست در مصرف آنتی     

پروری و نیاز به توسعه راهکارهای ها برای آبزیبیوتیک

ها در مطالعه حاضر جایگزین در جهت کنترل بیماری

در نظر داریم امکان بهبود سیستم ایمنی ماهی قزل 

ضعیف شده های کمان را با استفاده از سویهرنگینیآلا

های مختلف مورد آئروموناس هیدروفیلا به روش

م و درصورت حصول نتایج مطلوب ادیبررسی قرارد

ها بعنوان راهکار جایگزین برای استفاده از آنتی بیوتیک

 معرفی نماییم.

 

 هامواد و روش
 طراحی آزمایش

قطعه ماهی قزل 201جهت انجام این تحقیق، تعداد     

تانک پرورشی با حجم آب  02کمان در آلای رنگین

عدد ماهی در هر واحد  11لیتر با تراکم  311حدود 

گرم مورد بررسی  0پرورشی با میانگین وزنی 
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قرارگرفت. به منظور کاهش استرس ناشی از انتقال 

ساعت قبل از انتقال به واحد  08ماهیان به مدت 

شد و در طول دوره آزمایش به نشدنآزمایشی غذادهی 

با غذای معمول تغذیه شد. به منظور  روز 21مدت 

بررسی ایمنی زایی باکتری آئروموناس هیدروفیلا، 

های حرارت، های غیر فعال شده به روشباکتری

پرورش با  21فرمالین و اشعه ماورای بنفش در روز 

سلول/میلی لیتر/ ماهی در سفاق  5به نمای  01غلظت

تیمار و  ماهی تزریق شد. بنابراین مطالعه حاضر با چهار

سه تکرار در قالب طرح کاملًا تصادفی انجام گرفت. در 

پایان دوره پرورش آزمایشی پس از ایمن سازی میزان 

(، سطح Mکتورهای خونی، ایمنوگلوبین )ابقا، ف

 مورد ارزیابی قرار گرفت. C4و  C3کمپلمان 

 سویهباکتریبیماریزای

آئروموناس اریزای ــویه بیمــتهیه سپس از      

اتی ـی تحقیقبه صورت رشد یافته از موسسهروفیلا هید

تاندارد بر روی ـدر شرایط اس، ازی رازیـسرمـو س

شگاه ـه آزمایـ( بTSAمحیط مغذی تریپتون سویا آگار )

تربیت مدرس منابع طبیعی دانشگاه  یلات دانشکدهـش

توك باکتریایی در ـــپس اســـد. سـال داده شـانتق

( در انکوباتور TSBراث )ـبمحیط کشت تریپتون سویا 

 20ه مدت ـراد بـگانتیـی سهـدرج 33شیکردار در دمای

س از ـز پـساعت کشت گردید و براث حاصل نی

ه ـدقیق 01دت ـه مـدور در دقیقه ب 0111سانتریفیوژ در 

س از دو ــایی لازم پــی باکتریرهــذخی، انتریفیوژــس

( pH: 2/3ار شستشو با محلول بافر فسفات نمکی )ــب

(. به Joseph and Carnahan, 1994تهیه گردید )

 51ان زورد نظر میـویه مـزا بودن سمنظور تأیید بیماری

LD  5ون صفاقی ردتزریق آن در آزمایشی به صورت-

 گردید. تعیین  01

 تهیه باکتری کشته شده 

محلول حاوی باکتری بعد از شمارش با  فرمالین:

به حجم محلول حاوی  %3 هموسیتومتر، فرمالین به میزان

ساعت در یخچال  20باکتری اضافه و به مدت 

سانتریفیوژ نگهداری شد. در ادامه پس از شستشو و 

تا زمان استفاده در یخچال نمکی  فسفات بافر بامحلول

 ,Akhlaghi)گراد نگهداری شد سانتیدرجه 3در دمای 

2002). 

محلول حاوی باکتری بعد از شمارش با  حرارت:

-سانتیدرجه 11گرم با دمای حمام آب یتومتر درهموس

ساعت قرارگرفت و تا زمان استفاده در  0گراد به مدت 

گراد نگهداری شد سانتیدرجه 3یخچال در دمای 

(Akhlaghi, 2002). 

UV : در این روش ابتدا سوپرناتانت حاوی باکتری به

باکتری با روش هموسیتومتری  شمارش تراکممنظور 

 31گرفت و سپس محلول در فاصله ی قرارمورد ارزیاب

 2وات به مدت  05با توان  UVسانتی متری لامپ 

گراد تحت تاثیر درجه سانتی 25ساعت و در دمای ثابت 

 ,.Campos-Perez et al)تابش پرتو قرارگرفت 

1997). 

در پایان مراحل کشته شده باکتری با هر یک از      

منظور تایید کشته  ونه از آنها بهمن یک های فوق،روش

گردید و پس از شدن باکتری در محیط کشت تست

 تایید کشته شدن باکتری مورد استفاده قرارگرفتند.

 خونسنجش فاکتورهای شمارشی 

ی آزمایش ماهیان بازمانده از هر تیمار در پایان دوره

ساقه دمی، تعداد  رگگیری از خوناز صید و پس 

سازی خون ز رقیقهای قرمز و سفید خون پس اگلبول

گردید با استفاده از لام هماتوسیتومتر شمارش
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(, 1997Houstonشمارش کلی گلبول .) های قرمز و

سفید ماهی به روش دستی و با استفاده از لام نئوبا 

برای اینکار و برای رقیق نمودن نمونه از  . رصورتگرفت

هریک استفاده شد. همچنین –محلول رقیق کننده نات

گیری هموگلوبین از کیت سنجش زهبرای اندا

شیمی تهران و هموگلوبین ساخت شرکت زیست 

هماتوکریت مورد سنجش قرارگرفت. برای این منظور 

سی سی 5میکرولیتر خون با  21پس از مخلوط نمودن 

محلول تجارتی درابکین )معرف سیانو مت هموگلوبین( 

 ای با استفاده از اسپکتروفتومتردقیقه 5با یک وقفه 

نانومتر در   501موج محلول فوق در طول  ،جذب نوری

سپس میزان  .مقابل بلانک معرف قرائت گردید

لیتر با استفاده از هموگلوبین بر حسب گرم در دسی

فرمول، طبق دستورالعمل شرکت سازنده محاسبه شد. 

هماتوکریت نیز با روش میکروهماتوکریت بررسی 

سایر  (.0380)حافظ امینی و عریان،  صورت پذیرفت

های استاندارد های خونی با استفاده از رابطهشاخص

ردید گطبق منبع موجود براساس رابطه ریاضی محاسبه 

(Gohari et al., 2010.) 

 سنجش فاکتور ایمنی خون 

در انتهای دوره آزمایشی پس از یک روز قطع 

عدد ماهی از هر تکرار بصورت تصادفی  5غذادهی، 

هوشی در عصاره گل میخک با انتخاب و پسس ار بی

و  (Velisek et al., 2005)گرم بر لیتر میلی 31غلظت 

کوس اضافی از ساقه وخشک نمودن بدن از آب و م

در  هاهای خون شد. نمونهدمی اقدام به اخذ نمونه

های فاقد ماده ضد انعقاد انتقال مجاورت یخ به اپندروف

فیوژ با دور داده و در آزمایشگاه با استفاده از سانتری

گردید. برای دقیقه جدا  01دور در دقیقه به مدت  3111

از  C3و  C4های گیری سطح سرمی کمپلماناندازه

کیت مخصوص و روش کدورت سنجی ایمنی استفاده 

شد. برای این منظور از دستگاه اسپکتووفتومتر با طول 

سرم بر حسب  IgM نانو متر استفاده شد. 311موج 

ی لیتر بوسیله دستگاه نفلومتری گرم در دسمیلی

Minineph (Binding site –  و با استفاده از )انگلستان

به روش نفلومتری  Binding siteکیت آزمایشگاهی 

 گیری شد.اندازه

 

 نتایج

جدول درفاکتورهای شمارشی خون  دامنهیتغییرات     

ساس نتایج پس از تزریق باکتری ابراست.  شده ارائه 0

دروفیلابه تیمارهای آزمایشی مقادیر آئروموناس هی

در  هماتوکریت هموگلوبین، ،سفیدولـگلب،گلبولقرمز

برای کشتن باکتری  UVگروهایی که از فرمالین و 

بطوریکه با دوگروه  .استفاده شده بود افزایش یافت

دیگر )دما و شاهد( از لحاظ آماری داری اختلاف 

-ولـگلبالته مقدار  .(P˂15/1) داری بوده استمعنی

در تیمار حرارت با شاهد نیز داری اختلاف هایسفید 

 .(P˂15/1)بود دار معنی

ارائه  2نتایج مربوط به فاکتورهای ایمنی در جدول     

هر سه فاکتور ایمنی در تیمارهای مختلف  شده است.

دار بوده است نسبت به شاهد متفاوت و معنی

(15/1˂P). 

ای مورد آزمایش در بررسی تلفات ماهیان تیماره    

 33/83پس از معرفی باکتری آئروموناس هیدروفیلا 

که  .ماهیان گروه شاهد تا روز بستم تلف شدند درصد

درحالیکه در  ارائه شده است. 0 شکلنتایج آن را در 

تیمارهای آزمایش این مقدار بسیار کمتر بود. بطوریکه 

 کمترین میزان تلفات مشاهده شد. UVدر تیمار 
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-آلای رنگینهای مختلف غیر فعال سازی باکتری آئروموناس هیدروفیلا  بر فاکتورهای خونی ماهی قزلتاثیر روش: 0جدول 

 (S.Eکمان )میانگین 

 تیمار های آزمایشی فاکتور های شمارشی خون

 UV فرمالین حرارت شاهد 

 a18/1±0 0/0 a15/1 ±03/0 b13/1 ± 20/0 b11/1 ± 25/0 (mL610-1گلبولقرمز )

 a00/1 ± 1/01 b23/1 ±3/02 c31/1 ±8/05 c21/1 ±0/05 (mL310-1ول سفید )ـگلب

 a31/1 ± 0/1 a00/1 ±18/1 b53/1 ±33/3 b23/1 ±80/3 (gdL-1هموگلوبین )

 a03/0± 83/21 a80/1 ±13/23 b13/0±13/31 b11/0±13/31 هماتوکریت )%(

 a81/5±08/203 a00/5±12/205 a28/0±33/203 a32/0±51/205 (fLمتوسط حجم گلبول قرمز )

 a52/2±13/58 a85/0±22/51 b58/0±18/12 b02/0±18/12 (Pgمتوسط هموگلوبین گلبول قرمز )

 a32/1 ±85/23 a01/1 ±05/20 b03/1 ±32/25 b82/1 ±53/25 (gdL-1متوسط غلظت هموگلوبین گلبول قرمز)

 (.P<15/1) دار استوجود حروف غیر همسان در هر ردیف نشانه اختلاف معنی

های مختلف غیر فعال سازی باکتری آئروموناس هیدروفیلا  فاکتورهای ایمنی ماهی قزل آلای رنگین کمان : تاثیر روش2جدول 

 (S.E)میانگین 

 تیمار های آزمایشی فاکتورهای ایمنی

 UV فرمالین حرارت شاهد 

 M (IgM( )mg dL-1) a08/0± 1/11 b35/2 ±15/12 c23/0 ± 25/020 c01/5 ± 13/000ایمنوگلوبین نوع 

 a 11/1 ± 03/23 a05/0 ±85/22 b13/0 ±52/33 b83/2 ±28/33 (C3( )mg dL-1) 3کمپلمان 

 a 38/1± 18/5 b15/1 ±05/1 c33/1 ± 23/02 c01/1 ± 22/03 (C3( )mg dL-1) 0 کمپلمان

 باشد.می P<0.05ر در سطح اختلاف آماری معنی دادارای یکسان در هر ردیف غیر * اعداد دارای حروف 

 
-های مختلف آزمایشی تا بیست روز پس از معرفی باکتری آئروموناس هیدروفیلا  به ماهی قزل: درصد تلفات در گروه0 شکل

 کمانآلای رنگین
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 بحث

باکتری  ،همانگونه که در مقدمه به آن اشاره شد     

کی از عوامل بیماری زا آئروموناس هیدروفیلا ی

باشد که به عنوان باکتریایی شناخته شده در آبزیان می

 استعامل سپتی سمی هموراژیک شناخته شده

(Akhlaghi, 2000 .) لذا در مراحل پیشرفته بیماری با

های مختلف موجود وارد های جدی که به بافتآسیب

ختلالات فیزیولوژیک و برهم کند، منجر به بروز امی

زایی خوردن هموستازی خواهد شد. مکانیسم بیماری

های پروتئاز، لیپاز، این باکتری را به عواملی نظیر آنزیم

های سمی درون سلولی و الاستاز و ... ، انتروتوکسین

 دهند.آئرولیزین مترشحه از باکتری نسبت می

های ه روشدرمطالعه حاضر تاثیر باکتری کشته شده ب   

کمان مورد بررسی آلای رنگینمختلف در ماهی قزل

براساس پیشینه تحقیق باتوجه به تاثیر بیشتر  .قرار گرفت

های مرسوم استفاده از روش تزریق نسبت به سایر روش

این روش برای انجام مطالعه استفاده شد )پیغان و 

توان به میزان تلفات (. براساس نتایج می0381همکاران، 

( نسبت به سایر تیمارها درصد 33/83گروه شاهد ) در

های مورد استفاده در غیر که موید تاثیر روش ،بیشتر بود

 باشد.فعال سازی باکتری می

-درادامه بیست روز پس از معرفی باکتری به گروه    

های آزمایشی، فاکتورهای شمارشی خون مورد ارزیابی 

داری تحت که براساس نتایج بطور معنی، قرارگرفتند

تاثیر قرارگرفتت. مطابق انتظار و نتایج مطالعات موجود 

های قرمز خون و متعاقب آن در این زمینه، تعداد سلول

کنترل کاهش  هموگلوبین و هماتوکریت در گروه

که شاخص بارز کم خونی در این ، داری داشتمعنی

باشد. البته این موضوع در گروهی از گروه از ماهیان می

های حرارت دیده قرار که در معرض باکتریماهیان 

لذا ممکن است حرارت یا  .داشتند، نیز مشاهده شد

روشی که ما برای این امر در نظر گرفتیم امکان غیر 

فعال کردن این باکتری را نداشته باشد. در مقابل در 

برای غیر فعال  UVدوگروه دیگر که ار فرمالین و 

های قرمز به د گلبولها استفاده شد، تعداسازی باکتری

مقدار قابل توجهی، که از لحاظ آماری نیز معنی دار 

-، در سطوح بالاتری قرارداشت. کاهش تعداد سلولبود

توان به آئرولیزین مترشحه از این های قرمز خون را می

باکتری که یک پروتئین سمی همولیتیک است مرتبط 

سایر های (. براساس یافته1994alet  Parker ,.دانست )

محققین، متصل شدن این پروتئین به گلیکو فسفاتیدیل 

های قرمز خونی و نفوذ به اینوزیتول درسطح سلول

 .شوددرون غشای سلولی سبب متلاشی شدن سلول می

)حرارت( به دلیل  2در نتیجه در گروه شاهد و گروه 

ها همولیز شدن گلبول قرمز شاهد کاهش در تعداد آن

نکه یک گلبول قرمز اساسا شامل . با توجه به ایبودیم

-غشایی است که محلولی از همو گلوبین را در بر می

پروتئین داخل سلولی  %15گیرد )هموگلوبین حدود 

گردد( از این رو شباهت نتایج گلبول قرمز را شامل می

گیری میزان هموگلوبین با نتایج به دست آمده از اندازه

رابطه ای های قرمز حاصل از شمارش تعداد گلبول

 باشد.منطقی می

های سفید نتایج مشابهی با گلبول درخصوص گلبول    

قرمز مشاهد گردید. اینگونه بیان شده که تحریک 

ها در ارتباط است ایمنی با افزایش سطح آنتی بادی

(Irianto and Austin, 2002). برخی عوامل  چرا که

 Jonesهای سفید )سلولی از قبیل فاگوسیتوزیس گلبول

et al., 1993) ها )و فعالیت لنفوسیتAnderson et 

al., 1982ها ایفا ( نقش مهمی را در سیستم ایمنی ماهی
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نماید. در این ارتباط گزارشی پیرامون تنظیم ایمنی می

های سفید انسان توسط باکتری های اسید گلبول

(، بعلاوه Oyetayo et al., 2005لاکتیک موجوداست )

Aattouri ( گزارش کردند که الحاق 2112ان )و همکار

های اسید لاکتیک به موش موجب افزایش باکتری

ها مطرح کردند که آثار مفید آن شود.ها میلنفوسیت

این عمل منجر به افزایش مقاومت موش در برابر 

های آئروموناس گردد. آنتی ژنها میعفونت

هیدروفیلای غیر فعال شده ممکن است از طریق فعال 

ها به افزایش پاسخ ایمنی موجود آبزی لنفوسیتسازی 

( این 2112) Austinو  Iriantoمطالعات  منجر گردد.

نظریه را که تحریک سلولی )یعنی افزایش لنفوسیت ها 

گلبول سفید و کل تعداد ماکروفاژها و افزایش بیگانه 

باشد خواری ( بیشتر از ایمنی همورال دارای اهمیت می

Austin (2115 )و  Bruntچنین هم .کندرا تایید می

نشان دادند که ماکروفاژهای تیمار پروبیوتیکی نسبت به 

گروه شاهد توانایی بیشتری برای بیگانه خواری دارند . 

نتایج به دست آمده از تحقیق حاضر با نتایج سایر 

 Austin و Iriantoدر مطالعه  .محققین نیز مطابقت دارد

ترل عامل بیماری ( که از پروبیوتیک برای کن2112)

 ،کمان استفاده نموندآلای رنگینفرونکلوزیس در قزل

های سفید خون در تیمار هایی که از تعداد گلبول

 پروتیوبیک تغذیه کرده بودند افزایش یافت. 

-و سطح سرمی کمپلمان IgMدرتحقیق حاضر میزان     

های مختلف غیر فعال ، تحت تاثیر روشC3و  C4های  

-براساس نتایج اثر باکتری .قرار داشتسازی باکتری 

نسبت روش  UVهای غیرفعال شده به روش فرمالین و 

حرارت بیشتر بوده و این اختلاف از لحاظ آماری نیز 

باشد. در این خصوص باید اظهار داشت داری میمعنی

ها که سیستم ایمنی غیر اختصاصی توسط پروبوتیک

آنجاکه  (.از 2006et alPérez ,.) گرددتحریک می

های پروبیوتیکی تولید آنتی بادی را در انسان باکتری

توان (، پس میMalin et al., 1996)کنند میتحریک 

 Tتحت تاثیر تیمارها باشد IgMانتظار داشت که سطح 

که با نتایج تحقیق حاضر مطابقت دارد. اما همانطور که 

تر به آن اشاره شده به دلیل تاثیر مخرب حرارت پیش

های باکتری میزان این پارامترها در این گروه تی ژنبر آن

تری قرار نسبت به دو گروه دیگر در سطوح پایین

 داشت.

در تهیه واکسن و ایجاد ایمنی در ماهیان مشخص     

 .بودن تعداد باکتری از اهمیت ویژه ای برخوردار است

از این رو در مطالعه حاضر براساس سوابق موجود 

(Austin., 1994Loghothetis and  از غلظت )به 0 

سلول باکتری به ازای هر گرم وزن ماهی مورد  5نمای 

استفاده گردید. لازم به ذکر است که عامل اصلی 

-های باکتری میتحریک فاکتورهای ایمنی آنتی ژن

ها ژن لذا در فرآیند غیر فعال سازی هرچه آنتی .باشد

شد. براساس بدون تغیر باقی بمانند این امر میسر خواهد 

مطالعه تاثیر استفاده روش فرمالین و  نتایج حاصل از این

UV   بودبرای این موضوع مشهود تر. 

 

 سپاسگزاری

که ما بدین وسیله نویسندگان مقاله از کلیه کسانی

نمودند تشکر و قدردانی را در انجام این پژوهش یاری

 می نمایند.
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