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 چکیده:
مقایسه  و PCRآباد باروش  در خرم لوده و حامل تک یاخته تیلریا و بابزیاآاین مطالعه به بررسی میزان گوسفندان 

دامپهروری ایهن   ی  منطقهه  5 دررأس گوسفند 111از نمونه خون  ،در طی تحقیق .با روش میکروسکوپی می پردازدآن 

از لحاظ كمی و كیفهی  ß.actin با پرایمرهای  PCRاستخراج و با آنالیز برروی ژل آگارز تأیید و طی  DNAشهرستان 

با پرایمرهای طراحی استخراج شده از نمونه های خونی  DNA ها،سپس برای تشخیص وجود پیرو پلاسم .آزمایش شد

تکثیر داده بر روی  PCRبا روش  و تیلریابابزیا  18S rRNAمتغیر ژن توالی نوكلئوتیدی محیط كننده ناحیه شده از 

در این مطالعه نمونه ها ابتدا بها روش مشهاهده   ارزیابی گردید.  UVبا استفاده از اتیدیوم بروماید تحت اشعه گارز آژل 

گسترش خونی اجرام پیروپلاسمی  15در آمیزی شده بررسی شدند كه میکروسکوپی گسترش نازک خون محیطی رنگ

نمونهه اجهرام بابزیهایی مشهاهده      3اجرام تیلریهایی و در   گسترش خونی از نمونه های مثبت 12 . درقابل رویت بودند

%( بهه  6نمونهه )  6به تیلریا و از آن %( 22نمونه ) 22مثبت ارزیابی شدند كه نمونه خونی  PCR  ،22با روش  گردیدند.

به عنوان یک آزمهون طلایهی    PCR% می باشد ودرصورتیکه 21بابزیا آلوده بودند. میزان توافق ظاهری دوتست برابر 

 % محاسبه می گردد.2/95% و 9/42درنظر گرفته شود میزان حساسیت و ویژگی تست آزمایش مستقیم به ترتیب 

 

 PCRو پلاسموز، كلمات كلیدی: تیلریا، بابزیا، پیر
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 مقدمه 
پیرو پلاسموز بیماری گوسفند و دیگرر نشراوار   

از حیروانی بره    کنندگان اسرت کره از یریرن کنره    

 تیلریا و بابزیرا مری  وشامل شده منتقل حیوان دیگر 

سالانه باشد. بیماری های ناشی از این اجرام پاتوژن 

خسارت اقتصادی زیرادی را بره عرنعت دامپرروری     

هرا میلیرون   کند. ایران برا داشرتن ده  جهان وارد می

های بزرگ دامپروری از لحاظ گوسفند و بز از قطب

پرورش نشاوار کنندگان کوچک در جهان است. از 

ین آب و هروایی  بررای سیسرت     ترین منرا مناسب

ن اسررتان پرورشرری چرررای آزاد و مرتعرری در ایرررا  

 5/3واحد دام در هر کیلرومتر آن   لرستان است که 

برابر میانگین کشورمی باشرد و چنرد هرزار ترن در     

هرای  پلاسر  سال تولیرد شریر و گوشرت دارد. پیرو   

خونی از عوامل تضعیف کننده تولید محصولات این 

وسفندان حامل و بدون علامت د و گنباشعنعت می

نیز در مانردگاری و گسرترش ایرن بیمراری دخیرل      

 هستند.

میزان تولیرد محصرولات گوسرفند شهرسرتان      

 4332شریرخام  عبارتنرد از  9331آباد در سال خرم

تن )با استناد به ایلاعات  4535گوشت قرمز  و تن

 33/9کره  آبراد(. در حرالی  امور دام شهرستان خررم 

در استان لرسرتان واقرش شرده    درعد وسعت کشور 

 5/5میلیرون واحرد دامری     5/6است برا دارا برودن   

درعد جمعیت دامی کشور را در خود جرای داده و  

 .هرای کشرور اسرت   دارای رتبه شش  در بین استان

میانگین واحد دامی استان لرستان در هرر کیلرومتر   

در کشرور  است در حالی که این میرزان   واحد 239

امری لرسرتان   درعد واحرد د  32 .باشدواحد می 36

استان به دلیل سیست   . دراینگوسفند و بز هستند

هرای  پرورشی چرای آزاد، چرای مرتعی و وجود کنه

های خونی، هرساله خسارت میزبان ناقل پیروپلاس 

هرد    .کنرد ناپذیری به این عنعت وارد مری جبران

ایررن بررسرری مقایسرره روش هررای میکروسررکوپی   

در تشررایگ گوسررفندان آلرروده و برردون    PCRو

 علامت منطقه مذکور بود. 

 

 مواد و روش كار

 جمع آوری نمونه

راس گوسررفند برره  رراهر سررال  پررن    933از  

منطقه دامپروری خرم آباد از اواسط اردیبهشرت ترا   

اوسط خرداد ماه به عرورت تصرادفی نمونره خرون     

.از گردیرد درعرد فریک     33گرفته شد و با اتانول 

یطی آنها نیز دو عدد گسترش نازک تهیره  خون مح

 گردید.

 

رنگ آمیزی گسترش های خون بها رنهگ   

 گیمسا

دانشررکده دامپزشررکی دانشررگاه   در آزمایشررگاه

، لام های خونی در سبد رنگ آمیرزی چیرده   تهران

دقیقره در   3 شده و جهت فیک  کرردن بره مردت   

 برا دقیقره   45متانول خالگ قرار گرفتند. به مردت  

برا برافر    93بره   9رنگ گیمسا رقین شده به نسبت 

گسترش های خرونی   .رنگ آمیزی گردیدندگیمسا 

بررا اسرررتفاده از  از نظررر وجررود پیروپلاسررر  هررا    

   میکروسکوپ نوری مورد ارزیابی قرار گرفتند.

 

  از خون DNAاستخراج 

میکرولیتر از نمونه خرون در تیروب    233حدود 

 3333ا سانتریفوژ میلی لیتر استریل ریاته و ب 9.5

دور به مدت دو دقیقه سانتریفوژ شد الکل رویی آن 

با سمپلر خارج، تیوب با درب باز برای تبایر کامرل  

الکل در محریط زیرر هرود قررار گرفرت و برا کیرت        

و  DNA (MBST, Iran) ماصرروا اسررتاراج

نمونره اسرتاراج    DNAیبن دستورالعمل کیرت،  

% با استفاده از اتیردیوم  9و بر روی ژل آگارز  گردید

 ارزیابی شد. UVبروماید تحت اشعه 
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اسههتخراج شههده بهها  DNAارزیههابی كیفههی 

 ß- actin های آغازگراستفاده از 

 DNAبررسی کنترل کیفی نمونه هرای  جهت 

( جهرت  9یک جفت پرایمر )جدول استاراج شده، 

یراحری   β-actinبر روی ژن  PCRانجام واکنش 

از  ng 10و توسط شرکت سریناژن سرنتز گردیرد.    

DNA  933استاراج شده در یک محلول واکنش 

 X 10میکرولیتررر بررافر  93میکرولیتررری شررامل 

PCR ،2.5 U Taq polymerase 

(Cinnagen, Iran) ،2   20میکرولیترر ازμM  از

 2سررنتز شررده،  antisenseو  senseهررر پرایمررر 

یررک از دزوکسرری از هررر  mM 20میکرولیتررر از 

 ,dATP, dTTP, dCTPریبونوکلئوتیرد هرای   

dGTP (Fermentas)  1.5و mM  از محلررول

MgCl2 (Cinnagen, Iran)  در دسرررتگاه

 ,MWG Biotech Primus)ترموسررایکلر 

Germany)  بررا اسررتفاده از برنامرره یراحرری شررده

 :جهت واکنش به عورت زیر انجام گرفت

درجره سرانتی گرراد جهرت      15دقیقه دمای  5

از  DNAدناتوراسیون و جداسازی کامل دو رشرته  

 35، سررپ   (Denaturation step)یکرردیگر  

 درجه سانتی   15ثانیه دمای  45سیکل متشکل از 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

درجه سانتی گرراد جهرت    66ثانیه دمای  45گراد، 

 DNAاتصال پرامر الیگونوکلئوتیدی به تک رشرته  

(Annealing step) ،45   درجره   32ثانیه دمرای

سانتی گراد جهت انجام واکنش همانند سازی و در 

درجره   32دقیقره در دمرای    5سریکل،   35انتهای 

سانتی گراد جهت هماننرد سرازی کامرل محصرول     

PCR  ،میکرولیتررر از  93. پرر  از اتمررام واکررنش

 DNA Loadingمیکرولیتر  2با  PCRمحصول 

buffer  در کنار 9.5روی ژل آگارز مالوط شد و %

در گوده های مجرزا   100bpمیکرولیتر از مارکر  4

ولرت   933دقیقه با ولتراژ   33ریاته شد و به مدت 

 دید. در خاتمه ژل مورد نظرر پر  از  الکتروفورز گر

رنگ آمیزی با محلول اتیردیوم برومایرد زیرر اشرعه     

UV .مورد بررسی قرار گرفت   

 

بررسی حضور پیروپلاسم ها در نمونه های 

  PCRاخذ شده با استفاده از روش 
( جهرت  9در ابتدا یرک جفرت پرایمرر )جردول     

کره   18S rRNAبر روی ژن  PCRانجام واکنش 

 موجود بابزیا و تیلریا این ژن در بصورت مشترک در 

 حی گردید و توسرط شررکت سریناژن   ارمی باشد ی

   از آنجایی که اندازهسنتز و در دسترس قرار گرفت. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 : توالی نوكلئوتیدی آغازگرهای مورد استفاده در این تحقیق1جدول

PCR-Product 
NucleotidSeguences 

Accession No. in 

Gen Bank 
Name of Primer 

bp022 5
/
-ACCCACACGGTGCCCATCT -3

/
 U39357.1 ß- actin all Sense 

bp022 5
/
-CGGAACCGCTCATTCC-3

/
 U39357.1 

ß- actin all  anti - 

sense 

389-

401bp(Bab.) 
5/-CACAGGGAGGTAGTGACAA-3/ AY260178 

Babesia/ theileria 

all Sense 

426-

430bp(Theil.) 

5/-CTAAGAATTTCACCTCTGACA-

3/ 
AY260178 

Babesia/theileria 

all anti Sense 
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و  bp-401 bp 389در بابزیا بین  PCRمحصول 

می باشرد، مری    bp- 430 bp 426در تیلریا بین  

توان با این تک جفت پرامر به عورت همزمان برین  

 DNAاز  ng 10. (3)بابزیررا و تیلریررا تمررایز داد 

تاراج شرررده در یرررک محلرررول واکرررنش    اسررر

 X 10میکرولیتر برافر   93میکرولیتری شامل 933

PCR ،2.5 U Taq polymerase 

(Cinnagen, Iran) ،2   20میکرولیترر ازμM  از

 2سررنتز شررده،  antisenseو  senseهررر پرایمررر 

از هررر یررک از دزوکسرری  mM 20میکرولیتررر از 

 ,dATP, dTTP, dCTPریبونوکلئوتیرد هرای   

dGTP (Fermentas)  1.5و mM  از محلررول

MgCl2 (Cinnagen, Iran)  در دسرررتگاه

 ,MWG Biotech Primus)ترموسررایکلر 

Germany) ده از برنامرره یراحرری شررده بررا اسررتفا

 جهت واکنش به عورت زیر انجام گرفت:

درجره سرانتی گرراد جهرت      15دقیقه دمای  5

از  DNAدناتوراسیون و جداسازی کامل دو رشرته  

 35، سررپ   (Denaturation step)یکرردیگر  

درجه سرانتی   15ثانیه دمای  45سیکل متشکل از 

درجه سانتی گرراد جهرت    56ثانیه دمای  45گراد، 

 DNAتصال پرامر الیگونوکلئوتیدی به تک رشرته  ا

(Annealing step) ،45   درجره   32ثانیه دمرای

سانتی گراد جهت انجام واکنش همانند سازی و در 

درجره   32دقیقره در دمرای    5سریکل،   35انتهای 

سانتی گراد جهت هماننرد سرازی کامرل محصرول     

PCR  ،میکرولیتررر از  93. پرر  از اتمررام واکررنش

 DNA Loadingمیکرولیتر  2 با PCRمحصول 

buffer  در کنار 5/9مالوط شد و روی ژل آگارز %

در گوده های مجرزا   100bpمیکرولیتر از مارکر  4

ولرت   933دقیقه با ولتراژ   33ریاته شد و به مدت 

الکتروفورز گردید. در خاتمه ژل مورد نظرر پر  از   

رنگ آمیزی با محلول اتیردیوم برومایرد زیرر اشرعه     

UV رسی قرار گرفت.  مورد بر 

 

 نتایج

ترش های خونی با روش رنهگ  سارزیابی گ

 آمیزی گیمسا
نمونه خون محیطری گسرترش خرونی     933از  

تهیه شد و پر  از رنرگ آمیرزی لام هرای بدسرت      

 933آمده به روش گیمسرا برا اسرتفاده از عدسری     

میکروسکوپ نوری، گلبول های قرمز مورد بررسری  

گسررترش خررونی اجررررام    95قرررار گرفتنررد. در   

 95گسترش از  92پیروپلاسمی مشاهده گردید. در 

 3( و در 9)تصرررویر گسرررترش اجررررام تیلریرررایی 

(قابل رویت بودند.9گسترش اجرام بابزیایی )تصویر 

 
 

 

 

 
 

 

 

 تیلریایی و بابزیایی در گسترش های خونی م: اجرا1تصویر 
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  PCRبررسی خون محیطی با روش 
نمونرره خررونی ت بیررت شررده در اتررانول  933از 

DNA    استاراج و بر روی ژل آگارز برا اسرتفاده از

ارزیرابی گردیرد.    UVاتیدیوم بروماید تحت اشرعه  

استاراج شرده   DNAنشان می دهد که  2تصویر 

 % قابل رویت می باشد.  9بر روی ژل آگارز 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 استخراج شده DNAنمونه های  6تا  1ماركر شماره های   – Mاستخراجی  DNA: الکتروفورز نمونه های 2تصویر 

 

هرای   DNA ،DNAجهت تعیین ارزیابی کیفیت 

 استاراج شده با پرایمر های اختصاعی برای ژن  

 

β-actin  نشان می دهد کره   3تک یر شدند. تصویر

DNA بلیت تک یر شردن برا   اهای استاراج شده ق

 استفاده را دارند.پرایمرهای مورد 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ß-actin غازگرهایآبا PCRاستخراجی  DNA: آنالیز كیفیت 3تصویر 



 1393پاییز وزمستان /3/شمارهدوم/سال "هیستوبیولوژی دامپزشکی "تخصصی-فصلنامه علمیدو     

 

های استاراج شرده از لحراظ    DNAپ  از اینکه 

مرهرای  یکیفی مورد ارزیابی قرار گرفتند، آنها برا پرا 

تیلریرا و بابزیرا    18S rRNAاختصاعی بررای ژن  

 آنالیز شدند. 

اسرتاراج   DNAنمونره   933از  PCRدر بررسی 

اختصاعری   PCRنمونه خونی محصول  6شده، در 

 (.4برای پیروپلاس  بابزیا تک یر داده شد )تصویر 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

بابزیا مثبت  5و  3نمونه های  Babesia / theileria allتیلریا و بابزیا با جفت آغازگر  DNA: بررسی تکثیر 4تصویر 

 می باشند

 

PCR  باDNA  استاراج شده از نمونه های خون

 نمونه قابل تک یر بودند.  22محیطی نشان داد که 

 

در این نمونه هرا برا انردازه     PCRاندازه محصولات 

 (.5تعیین شده برای تیلریا هماوانی داشت )تصویر 

 

 

 

 

 

 

 

 

bp 111  ،Cماركر  M :5تصویر 
C:كنترل مثبت ،  +

 : تیلریا مثبت4و 2،  1:كنترل منفی، نمونه های  -
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% مری باشرد   39میزان توافن  اهری دوتست برابرر  

به عنوان یرک آزمرون یلایری     PCRودرعورتیکه 

درنظر گرفته شود میزان حساسیت و ویژگی تسرت  

% 3/15% و 1/42آزمررایش مسررتقی  برره ترتیررب    

 محاسبه می گردد.

منطقه نمونه بررداری   5بررسی آلودگی گوسفندان 

نشان داد که آلودگی به تیلریرا   PCRبا روش شده 

% بیشترین وسپیددشت با 45منطقه چغلوندی بادر 

 (.9)نمودار  لودگی را داشتندآ% کمترین 93

 

 
 

 

 

 

  

 

 
 

 در مناطق مورد مطالعه PCRبه تیلریا و بابزیا باروش  آلودگی -1نمودارشماره

 

مطلن ونسربی آلرودگی بره    توزیش فراوانی  2جدول 

را نشان  MEو  PCRبابزیا برحسب نتای   وتیلریا 

توزیررش فراوانری مطلررن   4و 3در جرداول  مری دهررد. 

و  PCRونسبی آلودگی به تیلریرا  برحسرب نترای     

ME    ه ، و توزیش فراوانی مطلرن ونسربی آلرودگی بر

آورده شررده  MEو  PCRبابزیررا برحسررب نتررای   

 است.

 
 MEو  PCRبابزیا برحسب نتایج  وتوزیع فراوانی مطلق ونسبی آلودگی به تیلریا  -2جدول 

 
 

 PCRنتیجه  

 جمع منفی م بت

 درعد فراوانی درعد فراوانی درعد فراوانی  MEنتیجه 

 95 95 3 3 92 92  م بت

 35 35 61 61 96 96  منفی

 933 933 32 32 23 23  جمع

 

ستون روشن:تیلریا    

ستون تیره: بابزیا   
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میزان توافن  راهری دوتسرت برابرر     3یبن جدول

مری   3/ 459% می باشد و مقدار آماره کاپا نیرز  39

اما آزمون مک نمرار اخرتلا     .باشد)توافن متوسط(

(. P<0.01دانسررررت ) دو تسررررت را معنرررری دار

به عنوان یرک آزمرون یلایری     PCRودرعورتیکه 

درنظررر گرفترره شررود میررزان حساسرریت و ویژگرری  

% 15/3% و 42/1آزمایش میکروسکوپی بره ترتیرب   

 .محاسبه می گردد

 
 MEو  PCRتوزیع فراوانی مطلق ونسبی آلودگی به تیلریا  برحسب نتایج  -3جدول 

 

 PCRنتیجه  

 جمع منفی م بت

 درعد فراوانی درعد فراوانی درعد فراوانی MEنتیجه 

 3/92 92 2/3 3 6/1 1 م بت

 2/33 32 4/33 61 3/93 93 منفی

 933 14 6/36 32 4/23 22 جمع

 

میزان توافن  اهری دوتسرت برابرر     4یبن جدول

مری   3/436% می باشد و مقدار آماره کاپرا نیرز   33

باشد)توافن متوسط(   اما آزمون مک نمار اخرتلا   

(. P<0.05دو تسررررت را معنرررری داردانسررررت ) 

به عنروان یرک آزمرون یلایری     PCRودرعورتیکه 

درنظررر گرفترره شررود میررزان حساسرریت و ویژگرری  

% 15/3% و 49آزمررایش میکروسررکوپی برره ترتیررب 

 .محاسبه می گردد

 
 MEو  PCRتوزیع فراوانی مطلق ونسبی آلودگی به بابزیا برحسب نتایج  -4جدول

 
 PCRنتیجه  

 
 جمع منفی م بت

 درعد فراوانی درعد فراوانی درعد فراوانی MEنتیجه 

 4 3 3 3 4 3 م بت

 16 32 12 61 4 3 منفی

 933 35 12 61 3 6 جمع

 

میزان توافن  راهری دوتسرت برابرر     4یبن جدول

مری   3/634% می باشد و مقدار آماره کاپرا نیرز   16

(  آزمون مک نمارنیز  اخرتلا   اساسی )توافن  باشد

(. P=0.250دانسرررت )  دو تسرررت را معنررری دار 
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به عنوان یرک آزمرون یلایری     PCRودرعورتیکه 

درنظر گرفته شود میزان حساسیت و ویژگی تسرت  

% محاسربه  933% و 53رتیب آزمایش مستقی  به ت

 گردد. می

 

 بحث

Altay و ( 2333 )و همکارانAktash  و

کرده اند که تشایگ گونه های   همکاران بیان

تیلریا و بابزیا و شناسایی دامهای حامل به وسیله 

مشاهده میکروسکوپی بسیار مشکل یا غیر ممکن 

شایان و رهبری . با این حال (3و93)می باشد

دادند که می توان از گسترش های  ( نشان2335)

استاراج و آنالیز  DNAخونی رنگ آمیزی شده 

 PCRکرد و گونه های تیلریا و بابزیا را با روش 

تئودور پلوس و  2336در سال (.99تشایگ داد)

را برای تشایگ بابزیا  PCRحساسیت  همکاران

که در یک بررسی (. 92اعلام کردند) 710اوی  

بر روی کبد گوسفندان ارجاعی به ( 9335نویدپور )

درعد کبدها به  4/1  کشتارگاه اهواز انجام داد،

. (6اجسام آبی کخ )شیزونت تیلریا( آلوده بودند )

 این تحقینروش میکروسکوپی نتای  تقریبا به 

حاجیکلایی وهمکاران در بررسی  نزدیک است.

علامت ن بدون ( فراوانی آلودگی گوسفندا9331)

با  کهبود% 93شهر آلوده به تیلریا در کشتارگاه قائ 

 ر مورد تیلریا در این تحقینروش میکروسکوپی د

الودگی به  حیدر پور و همکاران (.3)هماوانی دارد

درگوسفندان زابل، لار، فردوس، سمنان و  تیلریا را

و میکروسکوپی به  NPCRگرگان با روشهای 

د که نتای  روش % بیان داشتن22.23% و63ترتیب

این تحقین  PCRمیکروسکوپی آنها باروش 

عادقی یی تحقیقی که زیور  .(3)هماوانی دارد

در گوسفند دارای  (9331)دهکردی و همکاران

علائ  ایران داشتند یبن مشاهدات میکروسکوپی 

%( گزارش کردند و 26درعد بابزیا و تیلریا) 63/24

نیز کار را تکرار کردند  Nested – PCRبا روش 

نتای  والوده بودندتیلریا به % 53به بابزیا و% 53/5

 Nested – PCR تشایگ بابزیا با روش

قین هماوانی درموردبابزیا دراین تحPCRباروش

در بررسی  9334و در سال حاج حسینل.(4)دارد

مشاهده مستقی  بابزیا در گوسفند به روش 

رعد و د 39/6را میکروسکپی  در کشتارگاه ارومیه 

این PCRنتای  وی با روش. (2اعلام نموده است )

، غیاثی در 9336.در سال تحقین هماوانی دارد

با روش میکروسکپی   رأس گوسفند 353بررسی 

به بابزیا  درعد( را  35/3)در شهرستان ارومیه 

 PCR شایگ داد که این نتای  نیز با روشآلوده ت

در  .(5)هماوانی دارداین تحقین درمورد بابزیا 

توسلی و رهبری با مطالعات  9333سال 

سرواپیدمیولوژیک در تمام مناین آب و هوایی 

ویژه مناین کوهستانی عفونت بابزیا اوی  ایران به

 92را گزارش کردند در مطالعه مذکور که در 

منطقه آب و هوایی بر روی  4استان کشور در 

را در رأس گوسفند انجام شد،  آلودگی  9631

درعد در  13/95منطقه یک )سواحل دریای خزر( 

درعد، در  39/53منطقه دو )منطقه کوهستانی( 

درعد و  34/92فارس( منطقه سه )سواحل خلی 

درعد  22/93در منطقه چهار )کویر مرکزی( 

ونتای  با هیچکدام از نتای  این تحقین  عنوان شد

 .(9)هماوانی ندارد

 

 تقدیروتشکر

قررای مهنرردس  آهمکرراری برردین وسرریله از  

اسرردالهی مرردیر امرروردام جهادکشرراورزی اسررتان  

 گردد. لرستان  قدردانی می
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