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  خلاصه
 پيدايش مقاومت به عوامل ضد قارچي تعيين طرح دليل به.  از كشورها افزايش يافته استبسياريهاي قارچي در   اخير، ميزان وقوع عفونتدر چند دهه : مقدمه

  .شناسي باليني است هاي قارچي يك موضوع مهم در قارچ استراتژيك مؤثر براي درمان بيماري
زيادي به مقالات . است، فلوسيتومتري براي حل مشكل معرفي شده اًاخير. اند معرفي شدهآزمايشگاهي هاي زيادي براي تعيين تست حساسيت  روش :روش كار

هاي باليني از كانديدا   و تعدادي ايزولهPTCCيك سوش استاندارد آزمايشگاهي حساسيت اين مطالعه با هدف بررسي .اند مفيد بودن اين تكنيك استناد كرده
ر روي قارچ ها در دانشگاه  اين مطالعه توصيفي ب.نجام شده است با روش ماكروديلوشن براث و تست حساسيت فلوسيتومتري اNCCLSمطابق با دستورالعمل 

، فلوكونازول، كلوتريمازول، كتوكونازول، Bينيسنمونه هاي باليني كانديدايي جدا شده تحت اثر دارهاي ضدقارچي مانند آمفوتر. علوم پزشكي ايران انجام شد
 پرسشنامه و برگه مشاهده جمع آوري و سپس با استفاده از مشخصات نمونه ها، نتايج آزمايشات در. ميكونازول به روش فلوسيتومتري و ماكروديلوشن قرار گرفتند

  .آمار توصيفي و جداول توزيع فراواني پردازش شد
كتوكونازول، كلوتريمازول، ، B براي آمفوتريسين MICها نشان دادند كه روش ماكروديلوشن براث و فلوسيتومتري نتايج مشابه در تعيين  داده :نتايج 

  .اشتندفلوكونازول و ميكونازول د
هاي باليني نشان  طور ايزوله  و همينPTCC5027مقايسه نتايج حاصله با روش ماكروديلوشن براث و فلوسيتومتري در مورد كانديدا آلبيكنس  :نتيجه گيري

 و MIC ابزار قوي در تعيين عنوان يك شود كه تست حساسيت فلوسيتومتري به پيشنهاد مي.هاي براث است تر و سريعتر از روش داد كه فلوسيتومتري خيلي راحت
  .خصوص كانديديازيس سيستميك استفاده شوده هاي كانديدائي ب تجويز بهترين داروي ضد قارچي در درمان بيماران با عفونت

   روش ماكروديلوشن،فلوسيتومتري،  داروهاي ضد قارچي:كلمات كليدي
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  مقدمه
طــي دهــه هــاي اخيــر شــمار بيمــاران مــستعد بــه عفونــت بــا  
ميكروارگانيسم هاي فرصت طلب از قبيل سوش هاي كانديـدا،          

طـور قابـل    ه   بـا نقـص سيـستم ايمنـي، ب ـ         خصوص در بيمـاران   ه  ب
 و همچنـين    يلي از كـشور هـا افـزايش يافتـه اسـت           توجهي در خ  

نشان داده شده است كه مخمرهاي پاتوژن زيادي مقاومت ذاتي          
   .يا اكتسابي نسبت به داروهاي ضد قارچي دارند

بنابراين تعيين طرح استراتژيك موثر براي درمان بيماريهـاي         
  .)1 - 9 (در قارچ شناسي باليني استقارچي يك موضوع مهم 

كميتــــه بــــين المللــــي اســــتانداردهاي آزمايــــشگاهي     
ــاليني ــراث  )NCCLS1(ب ــن ب را در ) M27-A(، روش ديلوش

ــ ــوان روش ه آزمايــشگاههاي تشخيــصي ب ــراي تــست منبــععن  ب
حساسيت ضد قارچي مخمر هاي پاتوژن معرفي كرده اند، ولـي           

  .)10(ي دارد نياز به زمان زياداين روش استفاده از 
 روش فلوسيتومتري را براي بدسـت       تعداد زيادي از محققين   

 آوردن سريع نتايج حساسيت براي كانديداها گزارش كرده انـد         
)9 - 1(.   

مكانسم عمل فلوسيتومتري براي تست حساسيت ضد قارچي 
جا افتراق ميكروارگانيسم هاي مرده از زنـده  بـا اسـتفاده       در اين 

  . سلول استDNAونده به  شمنتقلرنگ حياتي  از
ــزايش      ــراي اف ــولات ب ــسي ك ــديم داك ــن روش از س       در اي
نفوذ پذيري و پروپيديوم يديد، يك رنگ حياتي متصل شـونده           

براي تشخيص افزايش نفوذ پذيري غشاء سلولي بعد         ،DNAبه  
  .از درمان ضد قارچي استفاده شده است

ــاي      ــاني داروه ــرات درم ــدف بررســي اث ــا ه ــه ب ــن مطالع اي
 ، فلوكونازول، كلوتريمازول،    B  آمفوتريسين    :ضدقارچي مانند 

ــنس    ــدا آلبيكـ ــر روي كانديـ ــازول را بـ ــازول، ميكونـ كتوكونـ
(PTCC 5027)    ،كانديـدا آلبيكس،كانديـدا پاراپـسيلوزيس ،

 بـا دو    دابلينينـسيس كانديدا گلابراتا،كانديـدا كفـاير و كانديـدا         
  .ده است انجام شروش ماكروديلوشن براث و فلوسيتومتري 

                                                 
1NCCLS: National Criteria of Clinical Laboratory  
Standards  

  روش كار
         در آزمايـــشگاه  ايـــن مطالعـــه توصـــيفي بـــر روي قارچهـــا 

انگل شناسي و قارچ شناسي دانشگاه علوم پزشكي ايـران انجـام            
يـدا  دهـاي مـورد اسـتفاده شـامل كان          ميكروارگانيسم. شده است 
هـا و    كه از مركز كلكـسيون قـارچ  (PTCC 5027)آلبيكنس 
ــاكتري ــر  ب ــوني اي ــاي صــنعتي و عف ــازمان و  (ان ه ــه س ــسته ب واب
تهيه گرديـد و نيـز كانديـدا        ) هاي علمي و صنعتي ايران      پژوهش

آلبيكس، كانديـدا پاراپـسيلوزيس، كانديـدا گلابراتـا، كانديـدا           
بوده هاي باليني جدا شده        كه نمونه  دابلينينسيسكفاير و كانديدا    

 ه بودنـد  تعيين گونه شدAPI20C AUXو با استفاده از كيت 
ــاي و ــارچي داروهـــ ــد قـــ ــسين    ضـــ ــامل آمفوتريـــ  Bشـــ

(C47H73No13-A4888-10T47H1247)     كه از شركت 
 :Batch no) شد و نيـز داراي فلوكونـازول   يسيگما خريدار

 Lot)و كلوتريمازول ) دارو اهدايي شركت پارس ((104/70

Number = 200211060136)  كتوكونـازول (Batch 

Number: Det “50” 02-03) ــازول  :Lot) و ميكون

ZRO14889pud67)) اهـــدايي شـــركت بهـــوزان رشـــت (
  .بودند

 تـا  18هاي مخمـري    از نمونه  تهيه سوسپانسيون تلقيحي   براي  
 استريل چند تكه كلني در كنـار شـعله          نس ساعته به كمك آ    24

دار حاوي سـرم فيزيولـوژي اسـتريل منتقـل           به داخل لوله در پيچ    
بعـــد از يكنواخـــت شـــدن  .داده شـــدكـــرده و خـــوب تكـــان 

انــسيون مقــداري از سوسپانــسيون فــوق روي لام شــمارش سوسپ
هاي  سلولهاي خوني قرار داده و تعداد سلولهاي مخمري در خانه   

محاسبه   زيرهاي سفيد شمرده شده و طبق فرمول       شمارش گلبول 
  : گرديد

  )در يك خانه(تعداد مخمر  * mL = 104مخمر در 
ر رقت حاصله طوري تهيه شده كه مقدار سلولهاي موجود د         

  . ليتر سوسپانسيون مخمري باشد ازاي هر ميلي  سلول به106آن 
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 نـانومتر بـا دسـتگاه       530سوسپانسيون حاصل در طـول مـوج        
گيـري    است كـه انـدازه    % 90اسپكتروفتومتري داراي عبور نوري   

مايع تلقيحي تهيه شـده بايـد بلافاصـله مـورد اسـتفاده قـرار               . شد
د كردن، تكثيـر صـورت      ستانداراز ا   گيرد تا در فاصله زماني پس     

  .)12، 11، 10( نگيرد
ــدازه در   بــه روش  در محــيط مــايع MICگيــري  روش ان

ليتر محلول استوك هر يك       يك ميلي ماكروديلوشن براث ابتدا      
ليتر از محيط مايع استريل        ميلي 9از داروهاي مورد آزمايش را با       
ليتــر را   ميكروگــرم در ميلــي128رقيــق كــرده و غلظــت نهــايي 

 32 از غلظـت نهـائي   B بـراي آمفوتريـسين      آورده شـد  ت  دس ـ  به
  .كنيم ليتر استفاده مي ميكروگرم در ميلي

 لولـه   11براي آزمايش هريك از داروها بر روي هـر قـارچ،            
ليتر محيط     ميلي 1يك حاوي    كه هر ) mm16*110(دار    در پيچ 

 11 تـا  1اي قـرار داده و از شـماره      مايع استريل بوده در جـا لولـه       
ليتر از داروي مورد آزمايش       يك ميلي  سپس   .ذاري شد گ  شماره

بـه اولـين لولـه اضـافه        ) ليتـر    ميكروگرم در ميلي   128(رقيق شده   
ليتر از محتويات لولـه اول         ميلي 1ده و پس از مخلوط كردن،       كر

در پـي تـا    يب رقيق شدن پـي  ت و اين تر   مي يابد به لوله دوم انتقال     
ليتر مخلوط ماده داروئي       ميلي 1لوله نهم ادامه يافته و از اين لوله         

ترتيـب     بـدين  .دوش ـمي   و محيط كشت مايع خارج و دور ريخته       
ليتــر مــاده مــورد  ميلــيميكروگــرم در %) 25تــا64(هــاي  غلظــت

 تـا   16هـاي     يسين غلظت تر و براي آمفو   مي آيد آزمايش بدست   
به كمك سمپلر    .آوريم  ليتر بدست مي   ميلي ميكروگرم در    03/0
 لولـه   10سوسپانسيون قارچي مورد آزمايش بـه        ميكروليتر از    50

  .اول اضافه كرده
 11، شاهد مثبـت و فاقـد دارو و لولـه شـماره           10 لوله شماره   

  . شاهد منفي بوده و فاقد دارو و ميكروارگانيسم است
 و در    درجه سـانتيگراد قـرار داده شـد        35ها در گرمخانه      لوله
در گرفـت و      ساعت مـورد بررسـي قـرار       72 و   48،  24هاي    زمان
 ساعت كه شاهد مثبت رشد كرده بـود       48 مخمرها بعد از     نهايت

ري ينتايج خوانده شد و كمترين غلظتي كه از رشد قارچ جلـوگ           
گرديـد    دارو براي گونه مربـوط ثبـت         MICعنوان    كرده بود به  

)10 ،11 ،13(.  

ري  ابتـدا بايـد      وسيله فلوسيتومت   براي انجام تست حساسيت به    
را براي مخمـر تنظـيم     )FACS  كاليبر BD (هگاپارامترهاي دست 

 كار ابتدا يـك سوسپانـسيون مخمـري زنـده را بـا              براي اين . دكر
داده آميزي كرده و به دستگاه        رنگ) PI (پروپيديوم يديد رنگ  
  سپس يك سوسپانسيون مخمري كشته شده با حرارت را بـا       .شد

 و در نهايــت دوشــمــي تهيــه آميــزي كــرده و   رنــگPIرنــگ 
آميـزي    رنـگ PI  رنـگ از سلولهاي زنده و مرده را بـا       مخلوطي  
  .گرفته مي شود در دستگاه قرار نموده و

يـك رنـگ فلورسـنتي اسـت كـه از            (PI)پروپيديوم يديـد    
 ايـن سـلولها     DNAكنـد و بـه        غشاء سـلولهاي مـرده عبـور مـي        

اين رنگ قادر به عبور از غـشاء سـلولهاي زنـده            . شود   مي متصل
ــا طــول مــوج PI. نيــست ــور   تحريــك مــيnm488 ب شــود و ن

ــوج   ــا طــول م ــا550فلورســنس ب ــشر nm 670 ت  را از خــود منت
در مطالعه اخير از سديم داكسي كـلات بـراي افـزايش             .كند  مي
ارة سـلولي    از بـين ديـو     (PI)پذيري رنگ پروپيديوم يديـد        نفوذ

ابتــدا از در ايــن روش . ه اســتد شــســلولهاي مخمــري اســتفاده
ــشت  ــر  18 -24كـ ــاعته مخمـ ــد( سـ ــيط  جـ ــده روي محـ ا شـ

، سوسپانسيون مخمري در سرم فيزيولوژي      )سابوردكستروزآگار
وســيله ه هــاي مخمــري بـ ـ  دانــسيته ســلول . تهيــه شــد % 85/0

يك .  مك فارلند تنظيم شد    5/0اسپكتروفتومتر برابر با استاندارد     
ليتر محلول استوك هريك از داروهاي مورد آزمايش را با            ميلي

 128استريل رقيق كرده و غلظت نهائي   ليتر از محيط مايع        ميلي 9
 Bبـراي آمفوتريـسين      (آمـد دسـت     ليتر را به    ميكروگرم در ميلي  

  ).ليتر  ميكروگرم در ميلي32غلظت نهائي 
 لولـه   11براي آزمايش هريك از داروها بر روي هـر قـارچ،            

كــه هريــك حـاوي نــيم ميلــي ليتــر  ) mm16*110(دار  در پـيچ 
RPMI 1640 كربنات كه با  بي حاوي گلوتامين بدونMOPS 

 بـافري شـده     PH  =7 در) مورفولين پروپـان سـولفونيك اسـيد      (
گـذاري     شـماره  11 تا   1اي قرار داده و از شماره         است در جالوله  

ليتر از داروي مورد آزمايش رقيـق شـده بـه اولـين               نيم ميلي  .شد
ــه اضــافه شــده و پــس  ــيم ميلــي  لول ــر از  از مخلــوط كــردن، ن ليت

 را به لوله دوم انتقال داده و اين ترتيـب رقيـق             محتويات لوله اول  
ليتـر    درپي تا لوله نهم ادامه يافته و از اين لوله نـيم ميلـي               شدن پي 
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  .دور ريخته شد
ليتـر    ليتر از سوسپانسيون مخمري به نـيم ميلـي          سپس نيم ميلي  

لولـه  . شـد   انكوبـه  C35°رقت داروئي سريال اضافه كـرده و در   
 RPMI1640يون مخمري و محيط     كنترل مثبت حاوي سوسپانس   

لوله كنترل منفي حاوي محيط كـشت و بـدون        . بدون دارو است  
  .مخمر است

ــسين   ــراي آمفوتري ــسيون مخمــري ب ــوط دارو و سوسپان مخل
B4-2        سـاعت انكوبـه شـدند     4-6 ساعت و براي ديگر داروهـا  .
 در پايان انكوباسيون اضافه شد و    PIسديم داكسي كلات و     ) 1(

 (Becton Dickinson)شدت فلورسـنت بـا فلوسـيتومتري    

FACS calibourگيري شد  اندازه.  

  )پروپيديوم يديد (PIوسيله  آميزي به مرحله رنگ
 در پايان   :(SDC)بدون سديم داكسي كولات     ) الف

 ميكروليتـــر از مخلـــوط مخمـــر و دارو را در 400انكوپاســـيون 
 PI از رنـــگ  µl10 ريختـــه و  12*75 فـــالكون  هـــاي  لولـــه 

)ml/µg200 (      4 تـا    5/1 و بـه مـدت       گرديـد به هر رقت اضـافه 
كنيم   ولوژي مخمر انكوبه مي   ساعت بسته به نوع دارو و نوع فيزي       

  . گذاشته شد دستگاه درسپس
 ابتـدا يـك     :(SDC)با سـديم داكـسي كـولات        ) ب

، سديم داكسي كـولات تهيـه كـرده و          mM25غلظت استوك   

را به ميزان     آن
8
1 ،  

16
 و   1

32
 200،گرديـد  با آب مقطر رقيق      1

 ميكروليتـر از هـر      200 رقيق شـده را بـه        SDCميكروليتر از اين    
 ميكروليتـر از    5رقت داروئي درون لوله فالكون اضـافه كـرده و           

هـا را      و لولـه   شـد اضـافه   نيز  ه  به هر لول  ) PI) ml/µg 200رنگ  
 دقيقـه تـا     10 بسته به نوع فيزيولوژي مخمر و نوع دارو بين زمان         

  .گداشته شد دستگاه دركنيم و سپس نمونه   دقيقه انكوبه مي30

ــين  ــهMICتعي ــرين : (FCM)وســيله فلوســيتومتري    ب كمت
 در مقايـسه بـا كنتـرل        MCF2افـزايش در    % 50غلظت دارو كه    

مشخصات . )1( برگزيده شد    MICعنوان    هد به د  مثبت نشان مي  
نمونه هاي، نتايج هر يـك از آزمايـشات در پرسـشنامه اي ثبـت               
گرديد و سپس به وسيله آمار توصيفي و جداول توزيع فراوانـي            

  .پردازش گرديد
  

  نتايج
، فلوكونـازول،   Bاثرات ضد قارچي داروهـاي آمفوتريـسين        
هـاي     روي سـوش   ميكونازول، كلوتريمازول و كتوكونـازول بـر      

ــيكس   ــد آلب ــري كاندي ــاير،  PTCC5027مخم ــدا كف ، كاندي
كانديدا آلبيكنس، كانديدا گلابراتـا، كانديـدا پاراپـسيلوزيس و          

يلوشـــن بـــراث و دكانديـــدا دابلينينـــسيس بـــه دو روش ماكرو
 نــشان داده شــده 1  كــه در جــدولفلوســيتومتري تعيــين گرديــد

  .است
شـكل   .تكرار گرديـد   بار   2ها براي هر دارو حداقل        آزمايش

 بـر روي   BآمفوتريسينMIC)( كمترين غلظت مهار كنندگي    1
 بــه روش PTCC5027ســوش اســتاندارد كانديــدا آلبيكــنس 

ــشان    ــيتومتري را نـ ــه روش فلوسـ ــراث  و بـ ــن بـ             ماكروديلوشـ
  . كه در هر دو روش جواب يكسان است.مي دهد

                                                 
2   Mean Channel Fluorescence 



 

 

                     كامبيز عليزاده و همكارانت بين جريان خون سيستميك و پولمونراستفاده از شريان توراسيك داخلي جهت ايجاد شن  93

  خمرهاي انواع مختلف كانديداآلبيكانسرات ضدقارچي داروهاي ضدقارچ بر روي ماث -1جدول 
  

  كلوتريمازول  فلوكونازول  Bآمفوتريسين   ميكونازول  
  FCM NCCLS  FCM  NCCLS FCM  NCCLS FCM  NCCLS  FCM  NCCLS  سوش قارچي

  2  1  2  1 8  16 5/0 5/0 1 1 كانديداآلبيكانس
  32  64 5/0 1 2 4 5/0  1  5/0 1 كانديدا كفير

 4 2 5/0 5/0 8 8  125/0  5/0  2 2 كانديدا آلبيكانس

 8 4 8 8 4 4  125/0  25/0 1  1 كانديدا كلابراتا

  2 1 4 4 2 1 5/0  5/0 1  2  كانديدا پاراپلوزيس
 32  64 5/0 5/0  4 2 25/0  1 1 5/0 كانديدا دابلينيسيس

  
  بحث

 امروزه به علت كشف داروها و تركيبات ضد قارچي جديد          
امل قارچي نسبت به    اي از عو    از يك سو و مشاهده مقاومت پاره      

 و همچنـين    Bبعضي داروها مانند فلوروسيتوزين و آمفوتريسين       
افزايش ميزان بروز عفونتهاي قارچي و استفاده از داروهاي ضـد           
قارچي مختلف، از طرف ديگر بـيش از پـيش نيـاز بـه آزمـايش              

 ).12 (شـود   ها احـساس مـي      تعيين حساسيت داروئي جهت قارچ    
ي درمـان مناسـب بيمـاراني كـه بـه           پزشكان معتقدند حداقل بـرا    

هاي سيستميك و خطرناك قارچي مبـتلا هـستند، انجـام          عفونت
آزمايش براي تعيين حساسيت عامل بيماري نسبت بـه داروهـاي           

  .)14، 13(ضد قارچي ضروري است 
هـاي ديگـر كانديـدا نيـز          علاوه بر كانديـدا آلبيكـنس گونـه       

بعـضي  . شـوند   ميمكرراً باعث عفونت در بيماران با نقص ايمني         
ها مقاومت ذاتي يا الگـوي حـساسيت متفـاوت در             از اين پاتوژن  
  .هاي معمولي دارند برابر آزول

باتوجه به مراتب ياد شدة بالا روش حساسيت سـنجي دقيـق،            
هـاي    در ايـن بررسـي آزمـايش      . سريع و كارآمد مورد نياز است     

 بـا هـم     NCCLSروش فلوسيتومتري و نيـز روش         انجام شده به  
پذير بودند و از آنجائي كـه تعـداد           ل مقايسه و همچنين تكرار    قاب

  شوند و سلولهاي مرده و زنده حتي در  زيادي سلول آزمايش مي
توان   گيرند مي   حد تعداد بسيار كم مورد تجزيه و تحليل قرار مي         

  .گفت از دقت بالائي برخوردار است
كـه زمـاني كـه بـراي انجـام           در مورد سرعت نيز نظر به ايـن       

   ساعت است كه در مقايسه با 4-6مايش لازم است حدود آز

  
  
باشد از اين بابـت هـم          ساعت مي  48هاي ديگر كه حداقل       روش

  .گردد ارزش اين روش مشخص مي
ضمن تجربيات اين نتيجه بدسـت آمـد كـه سـرعت كـار در               
شرايط يكسان براي آزمايش بـستگي بـه نـوع دارو، نـوع رنـگ               

  .رچ مورد استفاده داردفلورسنس و گونة و حتي نژاد قا
 بـا   PIبا مراجعه به كارهاي انجام شده در اين مطالعـه رنـگ             

عنوان رنگ فلورسانس و محـيط كـشت           به 200µg/mlغلظت  
RPMI1640 ــروژن  و ــاوي نيتــ ــستروز جهــــت % 1حــ دكــ

ســازي دارو و از ســديم داكــسي كــولات جهــت افــزايش  رقيــق
ه از ايـن    نتـايج بدسـت آمـد      .)12 (پذيري رنگ استفاده شد     نفوذ

هـاي   تحقيق نشان داد كه اثر داروهاي ضد قارچي بر روي گونـه  
وسـيله  ه   سـاعت انكوباسـيون ب ـ     4-6توان در طـي       مخمري را مي  

فلوسيتومتري بدست آورد و نتايج بدست آمـده در ايـن تحقيـق             
و ) 7،1(و همكـارانش     3رامانيمشابه مطالعات انجام شده توسط      

ــود) 8(و همكــارانش  4گــرين ــ .ب ــد روش در اي ــه همانن ن مطالع
پذيري   محققين ديگراز سديم داكسي كولات براي افزايش نفوذ       

ــه داخــل ســلول اســتفاده شــد  ــا  غلظــت . )15، 7، 1 (رنــگ ب ام
بـر روي مخمرهـاي     ) mM25(پيشنهادي توسـط ايـن محققـين        

زنده مـورد مطالعـه اثـر كـشندگي داشـت كـه طـي يـك رشـته                   
ب انجـام شـد و    جهت انتخاب غلظـت مناس ـ    نمونه  هاي      آزمايش

                                                 
3 Ramani  
4 Green 
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  از غلظت پيشنهادي آنها براي مطالعه        8/1 و   16/1،  32/1غلظت  
  .مناسب شناخته شد

  
  نتيجه گيري

ها به علت حلاليت كم در آب      بعضي از تركيبات نظير آزول    
هــاي كــشت تعيــين دقيــق و صــحيح  و ايجــاد تيرگــي در محــيط

MIC              براي آنها براسـاس روشـهاي كـدورت سـنجي دشـوار و 
ر ممكن باشـد كـه در چنـين مـواردي بـراي درگيـر               شايد هم غي  

توان از فلوسيتومتري سود جـست كـه          نشدن با اين مشكلات مي    
. باشـد   اين يكي از دلايل كارآمد بودن روش فلوسـيتومتري مـي          

توان نتيجه گرفت كه اين روش دقيق، سـريع و     روي هم رفته مي   
  .باشد كارآمد مي

  
  تشكر و قدر داني

هاي دارويي بهوزان رشت وپارس دارو      به اين وسيله از شركت    
 .  جهت اهداي داروهاي ضد قارچي تشكر وقدر داني مي شود

                                                                           
********** 
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