
 

   

 CEF ،BT ،MDBK بررسی حساسیت رده های سلولی
و Vero در مقایسه با سلول RBK نسبت به تکثیر ویروس 
)bPI3V( 3 پاراآنفلوانزا گاوی تیپ

bb

چكید ه 

یکی از متداول ترین عوامل ویروسی ایجادکننده کمپلکس بیماری تنفسی گاو، ویروس پاراآنفلوانزا گاوی تیپ 3  است که متعلق به جنس 
این ویروس به منظور تشخیص، تولید واکسن و پروژه های تحقیقاتی درکشت های  از آنجایی که رشد و تکثیر  رسپیروویروس می باشد. 
سلولی صورت می گیرد، تعیین مناسب ترین سویه سلولی اهمیت زیادی دارد. مطالعه حاضر به منظور تعیین حساسیت سلول های لاین 
Vero ،BT ،MDBK و همچنین سلول پرایمریCEF نسبت به تکثیر bPI3V در مقایسه با رده سلولی RBK انجام شده است. بدین منظور 
ابتدا مناسب ترین میزان MOI برای سویه مورد نظر تعیین، سپس ویروس bPI3 به هر رده سلولی با MOI معلوم و سه بار تکرار تلقیح 
گردید. میزان تکثیر با تیتراژ مایع رویی بعد از حداکثر 90 درصد تخریب سلولی به روش کربر برآورد شد. تجزیه و تحلیل داده ها با روش 
صورت گرفت. نتایج نشان داد که تفاوت  )SAS9.4( LSD نمونه های مستقل و نیز در قالب طرح کاملًا تصادفی با روش t-test آزمون آماری
بین میزان رشد ویروس بر روی سلول RBK با سلول های MDBK و BT به صورت دو به  دو معنی دار نبوده، اما نتایج آزمایش در مورد 
سلول های Vero و CEF در مقایسه با سلول RBK به صورت مجزا با 99 درصد اطمینان، معنی دار می باشند. نتایج آزمون LSD حاکی از 
عدم وجود اختلاف معنی دار بین سه سلول MDBK ،RBK و BT و همچنین بین سلول های Vero و CEF می باشد، اما میان سلول های 
MDBK ،RBK و BT با Vero و CEF با 99 درصد اطمینان، اختلاف معنی داری وجود دارد. در مجموع با توجه به حساسیت بالای سلول 
RBK نسبت به تکثیر ویروس bPI3، همچنین کشت آسان تر و سریع تر این سلول، استفاده از آن به عنوان سوبسترا برای bPI3V ارجحیت 

دارد. 

CEF ،Vero ،BT ،MDBK ،RBK ،3 کلمات کلیدی: حساسیت سلولی، ویروس پاراآنفلوانزا گاوی تیپ
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Bovine parainfluenza virus type 3 (bPI3V), as one of the most common viral agents causing bovine respiratory disease 
complex, belongs to the genus Respirovirus. The aim of this study was to compare the sensitivity of RBK, MDBK, BT, 
Vero cell lines and CEF primary cell for proliferation of bPI3V. For this purpose, first the best MOI for the selected 
bPI3V strain was determined on RBK cell line, and then used for sensitivity assay of each above cell lines. Tests re-
peated three times in the same condition and data were analyzed with independent samples t-test also as a completely 
randomized design with LSD method (SAS 9.4). According to the results of the t-test, there is no significant difference 
between the growth of the bPI3V on the RBK with MDBK and BT cell lines, whereas the RBK cell line showed a sta-
tistically significant difference with respect to Vero and CEF cell lines separately (P-value 0.01). No significant differ-
ences were seen between the RBK, MDBK, and BT cell lines as well as between Vero and CEF cells based on LSD test 
results, but RBK, MDBK and BT in comparison with Vero and CEF are significantly different with 99% confidence. It 
can be concluded that the RBK cell line, due to its higher sensitivity to bPI3V, as well as easier and faster cell culturing, 
is the superior to the other cell lines in this study.

Key words: Cell sensitivity, Bovine parainfluenza virus type 3, RBK, MDBK, BT, Vero, CEF

مقدمه
دامداری و دامپروری از مهم ترین صنایع هر کشوری می باشند و در 
این میان پرورش گاوهای شیری و گوشتی از دیرباز مورد توجه بوده و 
گردش مالی بسیار زیادی در این صنعت وجود دارد. شیوع بیماری های 
واگیر از جمله بیماری تنفسی گاو، مسئول خسارات عمده اقتصادی در 
از  بسیاری   .)2۴  ,2۳ می باشد)۶,  گوشتی  فرآورده های  و  لبنی  تولیدات 
بیماری هایی که بر دستگاه تنفسی گاو اثر دارند در یک دسته کلی، تحت 

عنوان کمپلکس بیماری تنفسی گاو )BRD) قرار می گیرند)2, ۳(.
گاو  تنفسی  بیماری  کمپلکس  که  می دهند  نشان  اخیر  بررسی های 
ناشی از اثرات متقابل ویروس، باکتری و ضعف در فاکتورهای مدیریتی 
از جمله استرس های ناشی از حمل و نقل، عدم وجود تهویه مناسب در 
دامداری ها و نبود تجهیزات لازم برای مقابله با استرس دمایی است )5, 
با تضعیف پاسخ  8(. به نظر می رسد ویروس ها علت اصلی می باشند و 
رایج ترین  می کنند)۱8(.  فراهم  را  باکتری ها  تهاجم  زمینه  میزبان  ایمنی 
عفونی  نای  و  بینی  تورم  عامل   ،BRD در  ویروسی شرکت کننده  عوامل 
گاوها )IBR)، ویروس پاراآنفلوانزا گاوی تیپbPI3V( ۳)، ویروس اسهال 
ویروسی گاو )BVDV)، آدنوویروس گاوی و ویروس سین سیشیال تنفسی 
گاو )BRSV) هستند و از عوامل باکتریایی می توان مانهمیا همولیتیکا و 

پاستورلا مولتوسیدا را نام برد )۱, 2, ۹(.

عوامل  این  از  یکی  عنوان  به   ۳ تیپ  گاوی  پاراآنفلوانزا  ویروس 
ویروسی، متعلق به جنس رسپیروویروس از خانواده پارامیکسوویریده و 
راسته مونونگاویرالز بوده )۹, 22, 2۳( و دارای ژنوم RNA تک رشته ای 
پیوسته با پلاریته منفی است )bPI3V .)7  معمولاً سبب بیماری خفیف تا 
تحت  بالینی می شود. بیماری ایجاد شده توسط این ویروس در اکثر نقاط 

دنیا از جمله ایران وجود دارد )5(.
ویروس ها انگل اجباری سلول ها بوده و رشد و تکثیر آن ها به منظور 
تشخیص، تولید واکسن، پروژه های تحقیقاتی و توسعه ای در کشت های 
سلولی صورت می گیرد لذا شناسایی مناسب ترین سویه سلولی برای هر 

ویروس حائز اهمیت می باشد.
 ,2۰  ,۱۶  ,۱۳  ,۱۱(  MDBK سلول های  متعدد،  مقالات  و  منابع  در 
۱5( BT ،)28 ,2۶(، CEF )۱7( و Vero )25( به عنوان سویه های سلولی 

مناسب برای رشد bPI3V معرفی شده اند.
نر  گوساله  کلیه  اولیه  سلول های  از  بار  نخستین   RBK سلولی  رده 
دو روزه نژاد هلشتاین گرفته شد. حساسیت این رده سلولی برای تکثیر 
است  رسیده  اثبات  به  این  از  پیش   ۳ تیپ  گاوی  پاراآنفلوانزا  ویروس 
)۱۴( و به نظر می رسید این رده سلولی می تواند به عنوان سوبسترایی 
بسیار مناسب برای رشد bPI3V در نظر گرفته شود. لذا در این مطالعه، 
حساسیت رده های سلولی CEF، BT، MDBK و Vero نسبت به تکثیر 
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نیز  و  گردید  تعیین  مجزا  به صورت   RBK با سلول  مقایسه  در   bPI3V
ویروس  با  ارتباط  در  مذکور  های  سلول  تمامی  بین  حساسیت  مقایسه 

پاراآنفلوانزا گاوی تیپ ۳ به طور همزمان انجام پذیرفت.

مواد و روش ها
سلول ها

 ،(NCBI code:  C541, IRKHBK) RBK از چهار رده سلولی پیوسته 
و  (ATCC,CRL-1390) BT ،(ATCC,CCL-22) MDBK 

منظور  به   CEF پرایمری  سلول های  نیز  و   (ATCC,CCL-81) Vero
تعیین حساسیت سلول ها نسبت به تکثیر bPI3V استفاده شد. 

محیط  تحقیق،  این  سلولی  رده های  تمامی  تکثیر  و  کشت   برای 
 (FBS,Gibco( غنی شده با ۱۰ درصد سرم جنین گاو (Sigma) DMEM
تمامی  رشد،  شرایط  بهینه سازی  منظور  به  و  گرفت  قرار  استفاده  مورد 
سلول ها در محیطی با دمای ۳7 درجه سانتی گراد، 5 درصد دی اکسیدکربن 

و ۹5 درصد رطوبت انکوبه شدند )۴, ۱۴, ۱5, 27(.
ویروس

از سویه ایرانی M13 تهیه شده در موسسه تحقیقات واکسن و سرم 
بود  گردیده  تیتراژ   RBK سلول  روی  بر  کربر  روش  با  که  رازی  سازی 

)107.9CCID50/ml)، استفاده شد.

RBK مناسب در سلول MOI تعیین

بدین منظور سلول لاین RBK با MOIهای ۰/۰۱، ۰/۱، ۰/2، ۰/۳ و 
تلقیح گردید و سرعت تخریب سلول   M13 bPI3 سویه  با ویروس   ۰/5
آن ها  نهایی  تیتر  و  بررسی  یکسان  در شرایط  ویروس  تکثیر  واسطه  به 
25 سانتی متر  ابتدا فلاسک های  راستا  این  در  یکدیگر مقایسه شدند.  با 
مربعی سلول RBK تهیه و برای هر MOI، سه فلاسک با شرایط یکسان 
در نظر گرفته شد. یکی از فلاسک ها، برای شمارش سلولی، دیگری برای 
استفاده  مورد  منفی  کنترل  عنوان  به  نیز  فلاسک  یک  و  ویروس  تلقیح 

قرار گرفت.
برای تلقیح نمونه ویروسی، مقدار محاسبه شده از ویروس تهیه و به 
فلاسک کشت سلول اضافه می شد و به مدت یکساعت و نیم در انکوباتور 
۳7 درجه سانتی گراد جذب داده می شد. سپس محیط کشت DMEM و ۳ 
درصد سرم گوساله به فلاسک مذکور اضافه شده و دوباره در انکوباتور 

قرار می گرفت. 
مراحل فوق برای تمامی MOI های مورد نظر سه بار تکرار شد. پس 
می رسید،  فلاسک  هر  در  درصد   ۹۰ حدود  به  سلولی  تخریب  اینکه  از 
فلاسک مذکور فریز می شد؛ سپس از فریز خارج و پس از ذوب، به مدت 
2۰ دقیقه در دور rpm 2۰۰۰ سانتریفوژ شده و در نهایت نتایج MOIهای 
 RBK با روش کربر بر روی سلول  با تیتراژ مایع رویی هر یک  مختلف 

مقایسه می شدند.
  M13 مقایسه حساسیت سلول های مختلف نسبت به سویه

قبلی  درمطالعات  که   CEF و   Vero ،BT ،MDBK سلولی  رده های 
سومین  از  پس   )28  ,2۶  ,25  ,2۰  ,۱7-۱5  ,۱۳  ,۱۱( بودند  شده  معرفی 
پاساژ بعد از خروج از تانک ازت، برای تعیین حساسیت استفاده شدند. 
بدست   MOI مناسب ترین  از  استفاده  با  فوق  سلول های  منظور  این  به 

آمده در مرحله قبل روی سلول RBK، با ویروس bPI3V تلقیح گردیدند. 
تکثیر ویروس در آن، طی سه  به واسطه  روند و سرعت تخریب سلول 
پاساژ ویروس روی سلول مورد نظر در شرایط یکسان بررسی و تجزیه و 
 تحلیل داده ها با روش آزمون آماری t-test نمونه های مستقل با نرم افزار

.)P-value ≥ ۰/۰۱( انجام شد  SAS 9.4
همچنین با توجه با اینکه آزمایش در شرایط یکسان انجام شده بود به 
منظور مقایسه میزان رشد bPI3V بر روی سلول های مورد بررسی بطور 
 LSD با روش  قالب طرح کاملًا تصادفی  آزمایش در  بار دیگر  همزمان، 

.)P-value ≥ ۰/۰۱(نیز آنالیز شد )SAS 9.4 نرم افزار(

 نتایج
در دمای ۳7  انکوباسیون  از  2۴ ساعت پس  تقریباً   RBK سلول های 
را  اپی تلیالی  شبه  ظاهر  با  چسبنده  سلولی  لایه  تک  سانتی گراد،  درجه 
ایجاد کردند )شکل ۱ الف( و پس از بررسی ۴8 ساعته پوشش سلولی کامل 
مشاهده شد. کمتر از 2۴ ساعت پس از تلقیح bPI3V، اثرات سایتوپاتیک 
بر روی سلول RBK آغاز و سین سیشیا و کنده شدن سلول از سطح فلاسک 
مشاهده گردید و روند جدا شدن سلول از کف فلاسک حداکثر پنج روز 

پس از کشت ویروس تکمیل شد )شکل ۱ب و ج(.
سلول های MDBK نیز ۴8 ساعت پس از کشت، پوشش سلولی کاملی 
را ایجاد کردند )شکل 2 الف( و تقریباً یک روز پس از تلقیح bPI3V اثرات 
سایتوپاتیک به صورت تشکیل سین سیشیا و سلول های غول پیکر مشاهده 
شد. تقریباً سه تا پنج روز پس از کشت ویروس ۹۹ درصد سلول ها از کف 

فلاسک جدا شده بودند)شکل 2 ب(.
سلول های فیبروبلاستی BT سلول هایی نسبتاً دیر رشد بودند و مدت 
زمان تقریبی 72 ساعته برای پرکردن کف فلاسک نیاز داشتند )شکل ۳ 
الف(. این سلول ها تا ۴8 ساعت پس از تلقیح bPI3V اثرات سایتوپاتیک 
قابل مشاهده ای نشان ندادند و تقریباً پس از پنج روز، 5۰ درصد سلول ها 
از کف فلاسک جدا شده بودند)شکل ۳ب و ج( و این روند پس از هفت 

روز تکمیل شد.
قابل  سایتوپاتیک  اثرات  ویروس  کشت  از  پس   CEF سلول های 
شدن  کهنه  دلیل  به  مدتی  گذشت  از  پس  و  ندادند  نشان  مشاهده ای 
سلول ها، مرز بین سلول ها قابل تشخیص نبود و پس از زمان تقریبی ۱۰ 

روز بدون جدا شدن سلول ها از کف فلاسک فریز شدند )شکل ۴(.
از  پس  روز  یک  تقریباً  بود،  متغیر  بسیار   Vero سلول  کشت  نتایج 
کشت ویروس، سین سیشیا مشاهده می شد اما در برخی موارد حتی پس 
از گذشت مدت زمان حدود ۱۰ روز هم مقدار سلول های جدا شده از کف 

فلاسک قابل توجه نبود و به همان صورت فریز شدند)شکل 5(.
بار  سه  با   ،RBK سلول  روی  بر   CCID50/ml اساس  بر   bPI3V تیتر 
میان  از  فوق،  نتایج  به  توجه  با  MOIهای مختلف حاصل شد.  با  تکرار 
سلول های  روی  بر  کار  ادامه  برای   MOI  =۰/2 بررسی شده،  MOIهای 
منتخب در نظر گرفته شد )نمودار ۱(. نتایج حاصل از رشد bPI3V بر روی 

سلول های مورد نظر در جدول ۱ ذکر شده است.
سپس نتایج فوق با استفاده از آزمون t نمونه های مستقل )نرم افزار 

SAS 9.4) آنالیز شدند )جداول 2 تا 5(.
نتایج مقایسه میانگین با روش LSD نیز در قالب نمودار 2 آمده است.

... Vero و CEF، BT، MDBK بررسی حساسیت رده های سلولی
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شکل 1- الف( کشت 24 ساعته سلول شبه اپی تلیال RBK با بزرگنمایی ×100 

 ب و ج( ضایعات سایتوپاتیک ناشی از تکثیر ویروس bPI3 در سلول RBK پس از چهار روز با بزرگنمایی ×100

شکل 2- الف( کشت 72 ساعته سلول شبه اپی تلیال MDBK با بزرگنمایی×100 ب( ضایعات سایتوپاتیک ناشی از تکثیر 

ویروس bPI3 در سلول MDBK پس از پنج روز با بزرگنمایی×100
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شکل 3- الف( کشت پنج روزه سلول فیبروبلاستی BT بزرگنمایی ×40 ب و ج( ضایعات سایتوپاتیک ناشی از تکثیر ویروس 

bPI3 در سلول BT پس از چهار روز با بزرگنمایی ×100

... Vero و CEF، BT، MDBK بررسی حساسیت رده های سلولی
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شکل 4- الف( کشت 24 ساعته سلول فیبروبلاستی CEF بزرگنمایی ×100، ب و ج( سلول CEF به ترتیب پس از دو روز و 

چهار روز تلقیح ویروس bPI3 با بزرگنمایی ×100

شکل 5 - الف( کشت 48 ساعته سلول شبه اپی تلیالی Vero با بزرگنمایی ×40ب( ضایعات سایتوپاتیک ناشی از تکثیر ویروس bPI3 در 

سلول Vero پس از سه روز با بزرگنمایی ×100
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نمودار 1- میانگین تیتر bPI3V با سه بار تکرار روی سلول RBK با MOIهای مختلف براساس 

CCID50/ml (GraphPad Prism 6.07(

جدول 1- نتایج حاصل از رشد bPI3V با MOI=0/2 بر روی سلول های منتخب با سه بار تکرار و تیتراژ آن ها بر روی 

CCID50/ml براساس RBK سلول

میانگینتکرار 3تکرار 2تکرار 1سلول

RBK10 7/710 7/910 7/910 7/84

MDBK10 7/310 7/710 7/910 7/69

BT10 7/910 7/310 7/510 7/64

Vero10 6/110 6/910 6/710 6/67

CEF10 1/7010 2/310 1/92

... Vero و CEF، BT، MDBK بررسی حساسیت رده های سلولی

LSD با آزمون CEF و Vero ، BT ،MDBK ،RBK بر روی سلول های  MOI=0/2 با bPI3Vنمودار 2- مقایسه میانگین تیتر
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جدول 2- مقایسه میانگین تیتر bPI3V با MOI = 0/2  دو سلول MDBK و RBK با آزمون t نمونه های مستقل )ns: فاقد اختلاف معنی دار(

جدول 3- مقایسه میانگین تیتر bPI3V با MOI = 0/2  دو سلول BT و RBK با آزمون t نمونه های مستقل )ns: فاقد اختلاف معنی دار(

جدول 4- مقایسه میانگین تیتر bPI3V با MOI = 0/2  دو سلول Vero و RBK با آزمون t نمونه های مستقل)**:دارای اختلاف معنی دار در سطح 1 درصد(

جدول5- مقایسه میانگین تیتر bPI3V با MOI = 0/2  دو سلول CEF و RBK با آزمون t نمونه های مستقل )**:دارای اختلاف معنی دار در سطح 1 درصد(

CCID50/ml سلولمیانگین

107/84RBK

107/69MDBK

1nst Value

3/747t(4, 0/99)

CCID50/ml سلولمیانگین

107/84RBK

107/64BT

1/26 nst Value

3/747t(4, 0/99)

CCID50/ml سلولمیانگین

107/84RBK

106/67Vero

**6/52t Value

3/747t(4, 0/99)

CCID50/ml سلولمیانگین

107/84RBK

101/92CEF

**7/13t Value

3/747t(4, 0/99)
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بحث
خسارات   سالانه  که  است  بیماری هایی  از  یکی  گاو  تنفسی  بیماری 
کشورهای  دامپروری  و  دامداری  صنعت  به  را  فراوانی  اقتصادی 
پرورش دهنده گاو وارد می کند )۶, 2۳, 2۴(. در این میان با وجود نقش 
بسیار مهم ویروس پاراآنفلوانزا گاوی تیپ ۳ به عنوان یکی از اصلی ترین 
عوامل ویروسی ایجادکننده کمپلکس بیماری تنفسی گاو، مطالعات انجام 
شده در مورد آن محدود می باشد و به نوعی می توان آن را یک بیماری 
براساس  ویروس  این  شیوع  میزان  ایران  در  کرد.  تلقی  شده  فراموش 
زیر  به شرح  که  تعیین شده  در چند شهر  مطالعات سرواپیدمیولوژیک، 
شهرکرد   ،)۱۹( درصد  مشهد۹۰   ،)2۱( درصد   ۱۰۰ کرمان  می باشند: 
 ۴5/2 خوزستان  و   )2۳( درصد   8۴/۴ اصفهان   ،)۱۰( درصد   2۹/75

درصد )۱2(.
روند رشد و تکثیر ویروس ها چه به عنوان جداسازی ویروس )روش 
استاندارد طلایی در تشخیص( و یا در تولید واکسن و پروژه های تحقیقاتی 
به نوعی با کشت سلول مرتبط هستند، لذا شناسایی مناسب ترین سویه 
سلولی برای هر ویروس حائز اهمیت می باشد. در مطالعاتی که بر روی 
bPI3V صورت گرفته از سلول های مختلفی استفاده شده است )۱۱, ۱۳, 
ویروس  این  به  نسبت  سلول  اما حساس ترین   )28  ,2۶  ,25  ,2۰  ,۱7-۱5

تاکنون تعیین نشده بود .
به منظور دستیابی به شرایط بهینه تکثیر ویروس، تلقیح ویروس بذر 
تعیین کننده است. در مطالعه حاضر طی بررسی  MOIهای مشخص  با 
این  که  آمد  بدست   RBK سلول حساس  روی  نتایج  مختلف،  MOIهای 
 MOI=۰/2 در  آمده  بدست  ویروسی  تیتر  بالاترین  دادند  نشان  نتایج 
می باشد و با افزایش نسبت ویروس بذر به سلول، تغییری در افزایش تیتر 
حاصل نشد بلکه رو به کاهش نیز نهاد )نمودار ۱(. بنابراین برای تکثیر 
حساسیت  مقایسه  منظور  به  سپس  شد.  استفاده   MOI=۰/2 از  ویروس 
سلول RBK با سلول های Vero ،BT ،MDBK و CEF تلقیح ویروس به 

همه این سلول ها با سه دفعه تکرار انجام شد.
با توجه به نتایج تیتراژ حاصل شده برای هر سلول، تفاوت بین میزان 
رشد ویروس بر روی سلول RBK با سلول های MDBK وBT به صورت 
دو به دو معنی دار نبود اما نتایج، در مورد میزان رشد ویروس بر روی 
سلول RBK در مقایسه با دو سلول Vero و CEF به صورت مجزا، با ۹۹ 

درصد اطمینان، معنی دار می باشند )P-value ≥ ۰/۰۱( )جداول 2 تا 5(.
با توجه با اینکه آزمایش در شرایط یکسان انجام شده بود به منظور 
مقایسه میزان رشد bPI3V بر روی سلول های مورد بررسی بطور همزمان، 
بار دیگر آزمایش در قالب طرح کاملًا تصادفی با روش LSD )نرم افزار 
SAS 9.4) نیز آنالیز شد. نتایج این آزمون حاکی از عدم وجود اختلاف 
معنی دار بین سه سلول MDBK ،RBK و BT و همچنین بین سلول های 
 Vero با BT و MDBK ،RBK می باشد، اما میان سلول های CEF و Vero
و CEF به لحاظ آماری با ۹۹ درصد اطمینان اختلاف معنی داری وجود 
دارد یعنی تفاوت چشم گیری میان حساسیت دو گروه سلول فوق برای 

.)P-value ≥ ۰/۰۱( می باشد bPI3V رشد
MDBK ،RBK و  علی رغم نتایج آماری حاصل شده بین سلول های 
BT که بیانگر این موضوع هستند که تمامی سلول های مذکور سوبسترایی 
مناسب برای رشد bPI3V هستند اما با نگاه کلی به خصوصیات ویژه ی 

تیتر  و  این ویروس  به  بالا نسبت  مانند حساسیت   RBK سلول چسبنده 
بالای ویروس تکثیر شده در آن،  همچنین کشت آسان تر و سریع تر این 

سلول، استفاده از آن به عنوان سوبسترا ارجحیت دارد.

تشکر و قدردانی
و  واکسن  تحقیقات  موسسه  کیفی  کنترل  بخش  محترم  کارکنان  از 
سرم سازی رازی کرج و دیگر عزیزانی که در طول این پژوهش از مساعدت 

و همکاری صمیمانه شان برخوردار بوده ایم تشکر و قدردانی می نماییم.
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