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The present study was aimed to assess the house fly susceptibility to pyrethroid 

insecticides using molecular analysis. Flies were collected from poultry farms in four 

different cities of West Azerbaijan and were transferred to the laboratory to evaluate 

their resistance to pyrethroids using insecticide resistance bioassay. Genomic DNA 

was extracted from susceptible and resistant flies. Using a technique called polymerase 

chain reaction (PCR) amplification of specific allele (PASA), PCR was employed to 

reveal the presence of allelegenetic variations in the para-type sodium channel (para) 

gene to recognize knockdown resistance (kdr) mutation from the homozygous type of 

complete susceptibility (sus/sus) to the mutated-homozygous type of complete 

resistance (kdr/kdr) or to the mutated-heterozygous type (kdr/sus). In this study, these 

genotypes were targeted using specific primers to identify these genetic variations. The 

results of bioassay showed more than 50% resistance in all studied populations , and 

the highest level of resistance was reported from houseflies in Urmia city (86%). A 

polymerase chain reaction test for identifying kdr homo- or heterozygote house flies 

was used to determine the frequency of kdr. The L1014 F allele was found in all 

populations tested. The frequency of KDR in the studied populations was high and 

varied from 37% to 81%.The maximum percentage (71%) of homozygous genotype 

(kdr/kdr) occurred at Urmia, followed by Takab (61%), and the minimum percentage 

occurred at Sardasht (30%). Flies with kdr/kdr genotype were identified in all tested 

populations. 
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Extended Abstract 

Introduction 

The Diptera order is divided into three sub-orders, Cyclorapha, Brachycera and Nematocera. The housefly 

is in the Cyclorapha sub-order and the Musidae family. The house fly, Musca domestica, is a common pest 

that is necessary to control due to its role as a disease vector in humans, livestock, and poultry. Pyrethroid 

insecticides combine high insecticidal activity with low mammalian toxicity and lack of environmental 

persistence, thus promoting their widespread use to control many pests that are important to agriculture and to 

human health. However, their intensive use has led to development Resistance in many insect species, which 

often leads to Control failures. The present study was aimed to assess the house fly susceptibility to pyrethroid 

insecticides using molecular analysis. 

 

Materials and Methods 

In this study, sampling was done from four different geographical areas of West Azarbaijan province in 

2023 (2023) and in the summer season and were transferred to Urmia University parasitology laboratory for 

bioassay and genotype determination. The resistance of collected housefly larvae was evaluated using 

Whatman papers impregnated with insecticide. Genomic DNA of the larvae that survived after the effect of 

the insecticide, as well as the larvae that died, was extracted using a DNA extraction kit (MBST, Tehran, Iran) 

according to the manufacturer's instructions. After extracting the DNA of house fly larvae, the PCR kit of 

Cinagen Company (Cinagen, Tehran) was used to perform PCR. For this purpose, Two outer allele-specific 

primers (kdr1,kdr4) and two inner allele-specific primers(kdr2,kdr3) were designed to detect the Kdr mutation 

(L1014 F; CTT to TTT) in house flies. Eventually, PCR products were electrophoresed using 1.5% agarose 

gel.  

 

Results 

The results of bioassay showed more than 50% resistance in all studied populations , and the highest level 

of resistance was reported from houseflies in Urmia city (86%) And the lowest level of resistance reported was 

related to Takab city(65%). The frequency of the L1014 F kdr mutation in four housefly populations that 

showed different levels of pyrethroid resistance was determined using molecular analysis. The L1014 F allele 

was found in all tested populations. The frequency of Kdr in the studied populations was high and varied from 

37% (Sardasht) to 81%(Urmia). In addition, houseflies with the kdr/kdr genotype were identified in all tested 

populations. The highest number of houseflies with kdr/kdr genotype was reported from Urmia(71%), followed 

by Takab (61%). While the lowest number was related to Sardasht (30%). 

 

Conclusion 

 The results obtained from this study indicate that resistance has been developed in houseflies of West 

Azerbaijan province to different groups of pyrethroid insecticides, which are the most common insecticides 

used for pest control. When an insect population shows resistance to an insecticide, control programs using 

this insecticide are no longer effective. Based on this, the list of pyrethroid insecticides used to control house 

flies in the province should be re-evaluated to reduce the frequency of kdr resistance allele in the population 

of flies. 
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  ها:واژهکلید
 مقاومت، کش،حشره د،یرتروئیپا

 .خانگی مگس

 مولکولی آنالیز از استفاده با پایرتروئیدی هایکشحشره به مگس خانگی حساسیت بررسی هدف با حاضر مطالعه

برای ارزیابی مقاومت شدند و  آوریجمع غربی آذربایجان مختلف شهر چهار هایمرغداری از هامگس .شد انجام

 DNAها به آزمایشگاه منتقل شدند. کشآنها به پایروتروئیدها با استفاده از سنجش زیستی مقاومت به حشره

 از خانگی، مگس اختصاصی الل تکثیر برای مطالعه این های حساس و مقاوم استخراج شد. درژنومی از مگس

 پارا نوع  سدیم کانال ژن در ژنتیک آلل تغییرات وجود که شد استفاده(  PCR)پلیمراز ایزنجیره واکنش تکنیک

(para )کامل حساسیت با هموزیگوت نوع از جهش شناسایی برای را(sus/sus )یافته جهش هموزیگوت نوع به 

-ژنوتیپ این این مطالعه، در .میدهد نشان(  kdr/sus)یافته جهش هتروزیگوت نوع یا( kdr/kdr)کامل مقاومت با

نتایج حاصل از  گرفتند. قرار هدف مورد ژنتیکی تغییرات این شناسایی برای خاص پرایمرهای از استفاده با ها

های مورد مطالعه نشان داد که بالاترین میزان مقاومت ی جمعیترا در همه %50سنجش زیستی مقاومت بالای 

 پلیمراز ایزنجیره واکنش آزمایش درصد( گزارش شد.  از 86با فراوانی )  های خانگی شهرستان ارومیهاز مگس

 L1014 شد وآلل استفاده kdr فراوانی تعیین هتروزیگوت در مگس خانگی به منظور یا همو kdr شناسایی  برای

F فراوانی شد. یافت آزمایش مورد جمعیت تمام در kdr 81 درصد تا 37 از و بالا مطالعه مورد هایجمعیت در 

 61) تکاب آن از پس و ارومیه در( kdr/kdr) هموزیگوت ژنوتیپ درصد( 71) درصد بیشترین .بود درصد متغیر

 هایجمعیت تمام در kdr/kdr ژنوتیپ با هامگس .داد رخ درصد( 30)  سردشت در درصد کمترین و درصد(

 شدند. شناسایی شده آزمایش
 یمگس خانگ یدرلاروها یدیرتروئیمقاومت به سموم پا یمولکول یبررس(. 1403) میرح ،ییفرد، فرناز و مولا یملک ژن؛ینژاد، ب لیاسمع ؛یموس ،یتوسل م؛یمر ،یقبادیک: استناد

()Musca Domestica( 477-492(، 3) 55 ،رانیا نشریه علوم دامی. رانیتخمگذار شمالغرب ا هاییدر مرغدار.     DOI:

https://doi.org/10.22059/ijas.2024.362430.653959 
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 مقدمه
های جانوری شناخته درصد گونه 80مهرگان متعددی هستند که بیش از انگیز از بیای گسترده و شگفتبندپایان مجموعه

های رده حشرات با بیش از از بزرگترین راسته (Diptera)شوند و دارای پراکندگی جهانی هستند. دوبالان شده را شامل می
سرا و راسته دو بالان به سه زیر راسته سیکلورافا، براکی . (Wall & Shearer, 1997 )باشند گونه شناخته شده می 120000

 خانگی، مگس .(Tavassoli, 2009) مگس خانگی در زیر راسته سیکلورافا و خانواده موسیده قرار دارد .شوندنماتوسرا تقسیم می
Musca domestica، شود،  کنترل باید انسان، دام و طیور در بیماری ناقل عنوان به آن نقش دلیل به که است رایج آفت یک

شوند می هابیماری از زیادی تعداد ایجاد باعث که اندشده شناخته هاپاتوژن مکانیکی هایناقل عنوان به خانگی هایمگس
 Ugbogu et al., 2006)آمیبی  خونی اسهال و پاراتیفوئید حصبه، باسیلی، وبا، خونی اسهال هپاتیت، اطفال، فلج سالمونلوز، مانند

; Greenberg et al., 1970 )را بیوتیک آنتی به مقاوم باکتری هایسویه و شوند تصادفی میاز باعث توانندمی همچنین . آنها 
 .(Macovei & Zurek, 2006; Hemmatinezhad et al., 2015, Rahman et al., 2015)کنند  منتقل

 فصل در مختلف های محیط در خانگی های مگس جمعیت کنترل برای شیمیایی های کش حشره از عمدتا حاضر، حال در
 ترکیبات از پی در پی استفاده اما شود می حشرات جمعیت کاهش باعث سموم از استفاده چند هر. شود می استفاده آنها فعالیت

 بر علاوه تازه های جمعیت این که شود می آنها جمعیت بازگشت و حشرات های جمعیت در مقاومت ایجاد باعث شیمیایی
 و ها شیوه از مختلفی انواع با آفات کنندگان کنترل گرچه. هستند نیز ها کش آفت به مقاوم های ژن دارای تعداد، افزایش
 به مقاومت ایجاد نشاندهنده مطالعات اما کنند می مبارزه ها مگس با پایرتروئیدی ترکیبات مانند شیمیایی کشهای حشره

 (Peck et al., 2014) باشد می خانگی های مگس در پایرتروییدها

محیطی  پایداری کم  و برای پستانداران کم سمیت با بالا کشیحشره ترکیبی از فعالیت  پایرتروئیدی هایکشحشره
رایج  هستند، مهم انسان سلامت و کشاورزی برای که آفات از بسیاری کنترل برای آنها از گسترده استفاده هستند. بنابراین

 است شده آفات هایگونه از بسیاری در مقاومت ایجاد به منجر پایرتروئیدها از جهانی گسترده . استفاده (Elliott  (1980 ,است 

(Georghiou, 1990). است  کاربردی آفات کنترل ها درچالش بزرگترین از یکی هاکشحشره رابرب در مقاومت(Metcalf , 

پایش و مدیریت  برای درگیر هایشناسایی ژن و هاکشحشره به مقاومت هایاز مکانیسم درستی درک بنابراین،(.  1989
 (.NRC, 1986)شوند می گرفته نظر در حیاتی مقاومت،

 مقاومت اصلی مکانیسم دو. کنندمی عمل( Vssc) ولتاژ به حساس سدیم کانال در که هستند هایینوروتوکسین پایرتروئیدها
 هدف محل حساسیت عدم به منجر که (Vssc)ولتاژ  به حساس سدیم جهش درکانال: شامل پایرتروئید هایکشحشره برابر در

 (.Scott, 1999; scott, 2001)مونوکسیژناز  P450 سیتوکروم واسطه با زداییسم و ( Shono, 1985; Huang, 2004)شود می
 ;Elliott, 1978)خانگی دارد  مگس در پایرتروئید اثر برای اولیه هدف یک عنوان به مهمی نقش ولتاژ حساس به سدیم کانال

Miyazaki, 1978)آلل . سه Vssc نقش دارند به پیرتروئیدها مقاومتخانگی در  مگس :kdr ،kdr-his  وsuper-kdr(. 

Williamson et al., 1993; Rinkevich et al., 2006 .) الل kdr درآلانین  فنیل به لوسین از منفرد آمینهاسید تغییر دلیل به 
 L1014F (Rinkevich +ترئونین(  به )متیونین M918T جهش دو دلیل به super-kdr آلل. است (L1014F) 1014 آمینهاسید

et al., 2013 ) و در مواردی که از قبلkdr  دارند رخ میدهد(Rinkevich, et al., 2012b .)آلل kdr-his اسید تغییر دلیل به 
 سطح در آلل سه . هر ( Liu & Pridgeon, 2002) است( L1014 H) 1014 آمینه اسید در هیستیدین به لوسین از منفرد آمینه

 ;Williamson et al., 1993 )است  متفاوت چشمگیری طور به هامکان بین هاآلل فراوانی اگرچه شوند،می یافت جهانی

Rinkevich et al., 2006; Rinkevich et al., 2012a; Shono et al., 2002; Wang et al., 2012 )در هاجهش این . نقش 
 این توسط شده اعطا حفاظت سطح (Rinkevich et al., 2013)است  شده تایید الکتروفیزیولوژیک مطالعات توسط مقاومت

 kdr-his (Rinkevich et برای کمترین و kdr دنبال ان به super-kdrاست  از به ترتیب بالاترین عبارت  بدن داخل در هاآلل
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al., 2006; Farnham et al., 1987 .) در جهش اولین Vssc پیرتروئیدی مقاومت ایجاد برای که (L1014F )عنوان به شد یافت 

kdr شد شناخته(Milani. & Travaglino, 1957 .)جهش رو پیش یمطالعه در رو این از kdr قرار انتخاب مورد بررسی برای 
 .گرفت

 مقاومت ایجادکننده نوکلئوتیدی هایجایگزینی تشخیص برای (PCR) پلیمراز ایزنجیره واکنش بر مبتنی تشخیصی روش
رو با هدف، ی پیشمطالعه (.Williamson et al,. 1996a) است یافته توسعه M. domestica جمله از مختلف، هایگونه در

 های استان آذربایجان غربی صورت گرفت.های خانگی مرغداریدر مگس kdrبررسی میزان فراوانی جهش 

 

 پیشینۀ پژوهش

آوری شده از شمالغرب ایران مورد های خانگی جمعرا در مگس  Kdr، فراوانی جهش2018کامدار و همکاران در سال 
 و بارتره ها،لبنیاتی ها،قصابی حیوانی، و انسانی هایپناهگاه بررسی قرار دادند که در این مطالعه نمونه های مگس خانگی از

از پرایمرهای اختصاصی، هیچ یک از با استفاده   PCRو انجام فرایند  DNAبعد از استخراج  .بودند شده آوریجمع هازبالهدان
 . (Kamdar et al., 2018)که از پیش گزارش شده بودند، شناسایی نشد.  (M918T+L1014Fو  (L1014F جهش های رایجی

در امارات متحده عربیه انجام گرفت که در این مطالعه مگس های خانگی   Al-Deebمطالعه مشابهی توسط  2014در سال 
درصد( ظهور ژنوتیپ 70، حداکثر نرخ) PCRو انجام فرایند  DNAمکان مختلف جمع اوری گشتند و بعد از استخراج  5از 

این مطالعه حشرات  مربوط به یکی از جمعیت های مورد مطالعه بود، همچنین قابل به ذکر است در (kdr/kdr)هموزیگوت 
 .(Al-Deeb, 2014)در تمامی پنج جمعیت مورد آزمایش، شناسایی شدند  (kdr/kdr)مقاوم با ژنوتیپ 

جمعیت  14در مگس خانگی را مورد بررسی قرار دادند.   Kdr، فراوانی ژن 2004و همکاران در سال   Huang هم چنین  
آوری شده بود را مورد آزمایش قرار دادند که نتایج حاکی از حضور آلل معمختلف  از مگس خانگی که از مزارع دام دانمارکی ج

L1014 F  در تمام جمعیتهای مورد آزمایش بود و فراوانیkdr درصد 99 تا درصد 46از های مورد مطالعه بالا بود ودر جمعیت 
های ژنوتیپهای اللی مقاومت پایرتروئیدی در مگس  2019و همکاران، در سال  Alfatlawi  . (Huang et al., 2004)بود  متغیر

منطقه القادسیه عراق جمع آوری شد و بعد از انجام واکنش  6مگس خانگی از  60خانگی در عراق را مورد مطالعه قرار دادند، 
درصد در تمامی مگس های مورد 100س )حساس( با نرخ فرکان sus/sus زنجیره ای پلیمراز نتایج نشاندهنده وجود ژنوتیپ 

 .(Alfatlawi et al., 2019)ها در هیچ یک از مگس ها دیده نشد مطالعه بود و سایر ژنوتیپ

به  دیبا جمعیت مگس ها در تاسیسات دامپروری و مرغداری،مبارزه و محدود کردن  یشناخت بهتر راه ها یبرا
 گریمانند د موسکا دامستیکاداشت.  یآنها آگاه یگذار در سلامت و زندگ ریو عوامل تاث یرفتار ،یستیز اتیخصوص

رو  نیاز ا است.از مقاومت از خود بروز داده  ییبا انواع حشره کش ها نشانه ها یدر پ یپ یبرخورد ها یحشرات در ط
مقاومت نسبت به سموم   جادیمربوط به ا یساز و کار ها ژهیحشرات و شناخت همه جانبه آنها بو نیدانش نسبت ا شیافزا

 بخش باشد یاریمبارزه با آنها  نهیتواند در زم یم

 

 روش شناسی پژوهش

 در  غربی آذربایجان استان مختلف جغرافیایی ناحیه چهار تخمگذار هایمرغداری از مطالعه دراین :منطقه مورد مطالعه
 شده آوریجمع( آنها لارو همراه به بالغ خانگی مگس تعدادی) زنده صورت به هانمونه تابستان فصل در و( 2023)1401 سال

که  .گشتند دانشگاه ارومیه منتقل دامپزشکی یدانشکده شناسی، انگل آزمایشگاه به  ژنوتیپ تعیین  و سنجی زیست برای و

نیمه خشک(، شرقی( )نوع اقلیم: معتدل مایل به سرد و 44٫5586° شمالی°39٫2867)  این مناطق شامل: شمال استان شهر ماکو

ای با باران بهاره( جنوب استان  شهر شرقی( )نوع اقلیم:مدیترانه 0421/45°شمالی،  3319/37 °)  مرکز استان شهر ارومیه
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( ) نوع اقلیم:معتدل مایل به سرد و نیمه مرطوب( و شرق استان شهر تکاب 45/ 476772 °شمالی، 15785/36 °)سردشت 

)نوع اقلیم: رژیم بارانی نیمه بیابانی یا نیمه خشک( . در انتخاب مناطق مورد مطالعه شرقی( 1115/47°شمالی، 36 /4015°)
مند های تخمگذار در آنها،  از موقعیت جغرافیایی و نوع آب و هوای متفاوت بهرهتلاش بر این بود که علاوه بر حضور مرغداری

 باشند.

 
 مورد مطالعه هاینقشه استان آذربایجان غربی: موقعیت شهرستان. 1شکل 

 

 بستر در ضایعات مقداری و  حفاظ آن اطراف و شدند داده انتقال بستر با همراه لاروها :آوری و نمونه برداریروش جمع
 در 30x30 شناسی حشره انسکتاریوم در مگس خانگی بالغین .( Freeman et al., 2019) کنند رشد ها لارو تا شد داده قرار

مخلوط   درصد 5/2 شکر محلول با بالغ هایمگس. شدند داده پرورش درصد 70رطوبت  و تاریکی/نور  12: 12 در 28-24دمای
زمانی که تخم گذاری شد تخم ها برداشته شدند و در (. Singh & Jerram, 1976) شدند و زرده تخم مرغ تغذیه شیر با پودر

 آبجو مخمر ،(گرم100) کامل شیر پودر: شامل که شد تهیه لارو مختص مصنوعی رژیم محفظه ای جداگانه قرار گرفتند و یک
 . (اصلاحات کمی با Singh & Jerram, 1976 :براساس) آب بود و( گرم 30) آگار (گرم 25) خشک

شهر  چهار از های مرغ تخمگذارشده مگس خانگی مربوط به مرغداری آوریجمع لاروهای مقاومت :سنجی زیست روش
 .گرفت قرار ارزیابی مورد کش حشره به آغشته واتمن کاغذهای از استفاده با استان

 است. شده داده نشان 1جدول شماره  در مطالعه مورد مناطق از یک هر برای مورد استفاده لاروها تعداد
 

 . تعداد لاروهای مورد استفاده برای مناطق مورد مطالعه1جدول 

 لاروهامجموع  تکرار سوم تکرار دوم تکرار اول منطقه مورد مطالعه
 180 60 60 60 ماکو

 180 60 60 60 ارومیه

 180 60 60 60 تکاب

 180 60 60 60 سردشت

 

ل جای تریبا آب مقطر اس مارل منفی تحت تیترتایی به عنوان گروه کن 60در سه گروه  لارو مگسعدد  180همچنین 
دقیقه  2به مدت  وهارلا قبل از انجام آزمایشمورد استفاده قرار گرفتند.  لارو مگس خانگیعدد   900گرفتند که در مجموع 

 5/8 قطر با) 1ره نمن تمسطح داخل کاغذ وا ،با استفاده از یک پیپت .روی یخ قرار گرفتند تا مقداری از تحرک آنها کاسته شود
 ,®MAC-TOMIL 10%ECبازارقابل خرید از ( 100ppm) درصد 10 سایپرمترین سم از میکرولیتر 500 به میزان( متر سانتی

National) Agrochemical Company, Iran )های لبه سپس گردید.  آغشته سازنده شرکت توسط شده توصیه دوز با مطابق
به طرف داخل تا شده و با استفاده از گیره فلزی به خوبی محکم گردید. در سطح خارجی  ترمیلی م 10ن به اندازه تمکاغذ وا
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های تهیه شده قرار گرفتند. در  در داخل پاکت متحرک و لاروهای زندهکاغذ، مشخصات هر گروه یادداشت شده و سپس 

ساعت  24به مدت  درصد 90تا  70درجه سانتیگراد و رطوبت نسبی   1±27ها در داخل انکوباتور با دمای مرحله آخر، پاکت
مانی مورد بررسی قرار گرفتند. مبنای زنده  از لحاظ زنده لاروهاساعت  24بعد از  . (Farooq & Freed, 2016) قرار گرفتند

 هیچ که زمانی لاروها. در زیر لوپ بود آزمایشگاهی پنس ی وسیله به، مشاهده عدم تحرک آنها بعد از تحریک لاروهانبودن 
 .(Shepprad & Hinkle, 1987)شدند  گرفته نظر در «مرده» لارو عنوان نداشتند تحت حیاتی علایم گونه

حاسبه گشت. متکرار  3جدول بندی شده و میانگین مرگ و میر در  MS Excelداده های بدست آمده در  تحلیل آماری:
 .(El-Hamid et al., 2018 )سپس با استفاده از فرمول  زیر کارایی سم را در هر مرغداری محاسبه شد

تعداد حشرات زنده در  ldh -درمانتعداد حشرات زنده در گروه  میانگین  /کنترلتعدادحشرات زنده در گروه میانگین *100
 گروه  کنترل

بودند با استفاده از  ژنومی لاروهایی که بعد از تاثیر سم زنده ماندند و نیز لاروهایی که تلف شده :DNA DNA استخراج
 صه، ابتدا لاروها ، تهران، ایران( براساس دستورالعمل شرکت سازنده استخراج شد. به طور خلا MBST) DNA کیت استخراج

ها ر گرفتند تا الکل نمونهتک به تک داخل یک پلیت با استفاده از اسکالپل به خوبی تکه تکه کرده و مدتی در دمای اتاق قرا
ها سپس  نمونه . شدند تبدیل هموژن حالت به و شدند کوبیده آرامی به استریل هاون با سپس. گردد خشک زدوده شود و نمونه

حاصل از استخراج  بدست امده DNA میلی لیتری منتقل شدند. مقدار 1.5های استریل توسط  قاشقک استریل به میکروتیوپ
 جهت یکروتیوب،مهر  روی کامل مشخصات درج ی موجود در کیت مخلوط گردید و بامیکرولیتر بافر شستشودهنده 100در 

 .شد نگهداری گرادسانتی درجه -20 در بعدی آزمایشات و PCR انجام

 سیناژن،) سیناژن شرکت PCR کیت از PCR انجام برای لارو مگس خانگی، ،DNA استخراج از بعد PCR : انجام روش
ازنده، مواد مورد نیاز، س شرکت دستورالعمل طبق. گردید انجام میکرولیتر 25 نهایی حجم در PCR واکنش. شد استفاده( تهران

 نشان داده شده است. 2نمونه در جدول شماره  هر غلظت و مقادیر آنها برای

 

 PCRمواد مورد نیاز، غلظت و مقادیر آنها برای انجام  .2جدول

 xPCR Mgcl2 dNTP Tag DNA بافر نام مواد

Polymerase 
 پرایمرها DNA آب دیونیزه

 10 - - - 10 - 10 غلظت)پیکومولار(

 5/0 3 5/15 5/0 5/0 2 5/2 میکرولیتر((حجم

 
 گرفته نظر در نفیم کنترل یک واکنش هر برای. شد ریخته میکرولیتری 2/0 مخصوص هایمیکروتیوب در نهایت مواد به 

 قطرات تا شدند نتریفیوژسا ثانیه 10به مدت هامیکروتیوب سپس. بود DNA نمونه از غیر به واکنش اجزای تمامی که شامل .شد
 استفاده( Quants Biotech, England, QB-96) ترموسایکلر دستگاه از PCR برای. گردد جمع لوله ته در لوله دیواره از محلول

 .شد
PASA)ای پلیمراز تکثیر آلل اختصاصی مگس خانگی با استفاده از واکنش زنجیره

برای تعیین  kdr-آلل جهش :(1
 Williamson)  مورد بررسی قرار گرفت S6حضور جایگزینی اسید آمینه لوسین به جای اسید آمینه فنیل الانین در کانال سدیمی 

et al., 1996b) . ،خارجی آلل اختصاصی آغازگر دوبه این منظور (kdr1 & kdr4)   که فرایند تکثیر مربوط به قطعه خارجی از
که مسئول فرایند تکثیر مربوط به قطعه داخلی   (  kdr2  & kdr3)را بر عهده دارند و دو آغازگر اختصاصی آلل داخلی   kdrژن 

                                                                                                                                                                 
1. PCR Amplification of Specific Alleles 
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را در مگس خانگی تشخیص دهند، به طوریکه  Kdr  (L1014 F; CTT to TTT)طراحی شدند تا جهش،هستند kdrاز ژن 
 . منفرد متمایز کرد  PCRتوان در یک واکنش های هموزیگوت و هتروزیگوت را میجهش

 با استفاده از پرایمرهای :  Kdrمربوط به قطعه خارجی از ژن   DNAفرایند تکثیر 
Kdr1 5′- -AAGGATCGCTTCAAGG-3′ 

Kdr4  5′--TTCACCCAGTTCTTAAAACGAG-3′ 
 : پرایمرهای از استفاده با  Kdr ژن از داخلی قطعه به مربوط  DNA تکثیر و فرایند

Kdr2 5′--TCGTGATCGGCAATT-3′ 
Kdr3 5′--GTCAACTTACCACAAG-3′ 

جهش یافته مربوط به آلل مقاومت  TTTشود تا با کدون ختم می Tکه به  Kdr2انجام گردید. اغازگر اختصاصی آلل داخلی 
مربوط به آلل  CCTختم میشود تا با کدون  Gبه یک  Kdr3مطابقت داشته باشد، همچنین آغازگر اختصاصی آلل داخلی 

لارو  DNA دقیقه 2 به مدت ابتدا که بود چرخه 40 شامل  PCR  واکنش هر منظور این حساسیت مطابقت داشته باشد. برای
 درجه 94در سازی ثانویه واسرشت مرحله شامل که چرخه 40 سپس و شد ابتدایی واسرشت سانتیگراد درجه 95 دمای در مگس

 به گرادسانتی درجه 72 در بسط اولیه و ثانیه 30 مدت به سانتیگراد درجه54 در پرایمرها اتصال ثانیه،  45 مدت به سانتیگراد
 صورت نیز دقیقه10 مدت به گرادسانتی درجه 72دمای نهایی در تکثیر جهت نهایی بسط مرحله. پذیرفت انجام ثانیه 90 مدت

 گرفت. 
 susحساسیت آللی یا قطعه  (bp200 )پرایمرهای با استفاده از kdr1 و kdr3 و kdr مقاومت آللی یا قطعه (bp280 )با 

 صورت گرفت. kdr4 و kdr1 پرایمرهای نیز با استفاده از (  bp480) کنترل قطعهتکثیر  شدند. تکثیر kdr4 و kdr2 پرایمرهای

 ترتیب این به شد، استفاده   PCRنهایی محصول الکتروفورز در %5/1 غلظت با آگارز ژل از PCR :محصولات الکتروفورز
 شد بارگذاری PCR محصول بعدی چاهکهای در و منفی کنترل دوم چاهک میکرولیتر، 3 میزان اول نشانگر به چاهک که در

 -BTSداخل به ژل مذکور، زمان از بعد شد. انجام الکتروفورز سانتیمتر بر ولت 100 جریان شدت با دقیقه 70 حدود برای و

20M, Japan ) UV-Transilluminator  ( باندهای با مقایسه که گردیدند، ثبت و مشاهده شده تکثیر باندهای شد و منتقل 
 .شد زده تخمین مگس خانگی مورد در انتظار مورد قطعه اندازه نشانگر، در موجود

 

 های پژوهشیافته

 تفکیک به را شده آوریجمع لاروهای مگس خانگی حساسیتمقاومت و  وضعیت میانگین 2 شماره  شکل: سنجش زیستی 
 کنترل گروه سه هر در موجود لاروهای تمام است ذکر به لازم (.2 شکل) دهدمی نشان را گانه 4 نواحی به مربوط هایشهر
 نشان داده شده است. 3میزان کارایی سم در هر یک از مناطق مورد مطالعه در جدول شماره  .بودند زنده

 
 %10 سایپرمترین سم با گذاری معرض در از بعد مختلف شهرهای به مربوط خانگی مگس لارو حساسیت یا و مقاومت میانگین وضعیت .2شکل 
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 . میزان کارایی سم)%( در مرغداری های مناطق مورد مطالعه3جدول 

 ماکو سردشت تکاب ارومیه منطقه

 003/0 003/0 002/0 001/0 اثربخشی سم)%(

 

 را پایرتروئید به مقاومت مختلف سطوح که خانگی مگس جمعیت چهار در L1014 F kdr جهش فراوانی :آنالیز ملکولی
 جمعیت در هاکشحشره به مقاومت توسعه و وضعیت تعیین برای (2023)1401 سال در هامگس. شد تعیین دادند، نشان
هتروزیگوت در مگس  یا همو kdr شناسایی برای PCR ساده تست یک .شدند آوریهای خانگی آذربایجان غربی جمعمگس

 استخراج خانگی هایمگس از ژنومی   DNAبعد از انجام آزمایشات زیست سنجی، .شد استفاده kdr فراوانی تعیین خانگی برای
 kdr فراوانی. شد یافت شده آزمایش هایجمعیت تمام در L1014 F الل. گرفتند قرار آزمایش مورد جمعیت هر از مگس 60. شد
 پرایمرهای با (bp 200حساسیت )  آللی مربوط به قطعه .بود متغیر درصد 81 تا درصد 37 از و مورد مطالعه بالا هایجمعیت در

kdr1 و kdr3 مربوط به مقاومت  قطعه آللی  و (bp 280با ) پرایمرهای kdr2 و kdr4 سه درصد (.3شدند) شکل شماره  تکثیر 
(.  ژنوتیپ 4بود )جدول شماره  متفاوت شده آزمایش مگس جمعیت چهار بین در (sus/sus، و kdr/kdr ،kdr/sus) ژنوتیپ

kdr/kdr است و باند آن   دارای ژن مقاومتbp 280 ،sus/sus  دارای ژن حساسیت بوده و باند آنbp200  وkdr/sus   هردو
ژنوتیپ  درصد( با 71خانگی)را نشان داد. بیشترین تعداد مگس  bp280و  bp200ژن مقاوم و حساس را دارد و نیز هردو باند 

Kdr/kdr   درصد( بود  30مربوط به سردشت ) تعداد کمترین که حالی درصد(. در 61و بعد از آن در تکاب قرار داشت) ارومیهدر
 (. 4شدند)شکل شماره  شناسایی شده آزمایش هایجمعیت تمام در kdr/kdr ژنوتیپ با حشرات این، بر (. علاوه3) شکل شماره 

                        A.                                                                                                 

B. 

 
 با( bp 280) مقاومت آللی قطعه  و kdr3 و kdr1 پرایمرهای با( bp 200)  حساسیت آللی قطعهPASA  (A) . توسط kdr جهش ژنوتیپ .3 شکل

 های مگس از هریک به متعلق PCR محصولات(B)  .شد تکثیر kdr4 و kdr1 پرایمرهای با(  bp480) کنترل قطعه شدند. تکثیر kdr4 و kdr2 پرایمرهای
 منفی کنترل=  bp100، NC نشانگر=  M.  درصد 1.5 آگارز ژل روی جداسازی از پس خانگی
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 غربی اذربایجان مختلف شهرهای در پایرتروئیدی مقاومت  Kdr آلل فراوانی و خانگی مگس هایژنوتیپ .4 جدول

 kdr فراوانی Kdr/kdr Kdr/sus Sus/sus تعداد محل

 %81 6 11 43 60 ارومیه

 %53 19 18 23 60 ماکو

 %37.5 33 9 18 60 سردشت

 %72.5 10 13 37 60 تکاب

 

 

 
 

 شهرهای مختلف آذربایجان غربی. در خانگی مگس هایجمعیت در هاژنوتیپ درصد .4شکل 

 

 بحث

باشد، زیرا زمانی که افراد با مشکل مقاومت ها پدیده ایست که بر روی محیط زیست تاثیر گذار میکشمقاومت به حشره 
 مر ممکندهند که این اکش را، نسبت به دوز توصیه شده افزایش میشوند میزان دوز مصرفی حشرهها روبرو میکشبه حشره

از سوی دیگر،  .(Khan & Akram, 2017)شود  عمومی سلامت برای خطر و زیست محیطی آلودگی افزایش به منجر است

های اماده برای استفاده )نظیر : اسپری(  موجبات این امر را دسترسی آسان به سموم و سهولت خریداری آنها و فرمولاسیون
 هاییفرمولاسیون چنین آسان تلقی شود و افراد ترجیحا از و ارزان کاربردی روش یک عنوان به فراهم نمود که کنترل شیمیایی

 ابداع بنابراین، .(khan, 2019)کنند  استفاده آفات کنترل برای( فیزیکی و..  مکانیکی، مانند:) پیشگیرانه اقدامات اتخاذ جای به
 Khan et)است  مطلوب زیست محیط بر منفی اثرات کاهش برای تلاش در هاکشحشره به مقاومت مدیریت هایاستراتژی

al., 2018 .) طور به همچنان احتمالاً یافته، کاهش مقاومت تکامل با آنها اثربخشی اینکه پایرتروئید  علیرغم هایکشحشره 
های در گونههای پایرتروئیدی کشمقاومت به حشره  .(scott, 2017)شوند می استفاده خانگی هایمگس کنترل برای گسترده

 Anopheles stephensi (khan et al., 2018)  ،(scott et al., 2015)  مختلف آفات در سراسر جهان گزارش شده است مانند

Culex pipiens Aedes   aegypti و Aedes  albopictus  (Smith et al., 2016) ،Anopheles albimanus   (Kusimo et al., 

 Varroa destructorو   Hyalella azteca (Y-Fung et al., 2021)   ،Cimex hemipterus (Ghavami et al., 2021)و    (2022

(Vlogiannitis et al., 2021). 
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-حشره به مقاومت با مرتبط منفرد جهش چندین شناسایی و خانگی مگس در هاکشحشره مختلف هایکلاس به مقاومت

 ,.Williamson et  al., 1996a; Rinkevich et al., 2006; Rinkevich et al)  است شده گزارش مختلف کشورهای از هاکش

2012; Scott et al., 2013; Mazzoni et al. 2015 .) 

های خانگی مقاوم به پایرتروئیدها در سطح استان ی حاضر بیانگر این بود که مگسآزمایشات زیست سنجی  در مطالعه
( دیده شد،  بعد از آن به ترتیب %86بیشترین مقاومت مگس خانگی به سموم پایرتروئید در شهرستان ارومیه )  حضور دارند. 

( بود.میزان کارایی %65( و کمترین میزان مقاومت مربوط به سردشت)66/%6(، ماکو)%80بیشترین مقاومت مربوط به تکاب)
از زیست سنجی در هر چهار جمعیت مورد مطالعه نرخ مقاومت در نتایج حاصل  سم در هر مرغداری نیز زیر یک درصد بود.

درصد بود که این نتایج بیانگر عدم حساسیت هر چهار جمعیت های مورد مطالعه به سم پایرتروئید است. اپراتورهای 50بالای 
مگس خانگی و سایر درصد(  برای کنترل  10کنترل آفات در مناطق مختلف معمولا از سموم پایرتروئیدی) غالبا سایپرمترین 

های محلی در دسترس هست، استفاده گیرند و مردم نیز اغلب از این محصولات که به آسانی در فروشگاهآفات  کمک می
شوند، که این امر  نمی استفاده درستی به تعداد کاربرد و غلظت نظر از اغلب پایرتروئیدی هایکشحشره نتیجه، کنند. درمی
ها به مگس خانگی و سایر آفات شود. با گذر زمان،سبب افزایش میزان کشن فشار غیر ضروری حشرهتواند موجب وارد آمدمی

 مقاومت مگس خانگی به سم پایرتروئید و عدم اثر بخشی آن میشود. 
مطالعات مشابهی نیز در ایران انجام شده است که میزان مقاومت به پایرتروئیدها را در  مگس خانگی به روش زیست  

آوری شده های خانگی جمع، سطح حساسیت مگس1371اند برای مثال، لدنی و موسوی ایوانکی در سال بررسی کردهسنجی 
های مختلف مورد مطالعه قرار دادند. در این مطالعه برخلاف نتایج بدست آمده کشاز مرغداری واقع در کرج را، نسبت به حشره

رتروئیدی نسبت به دیگر سموم مورد آزمایش  بیشتر بود، با توجه به این از مطالعه حاضر، حساسیت مگس خانگی به سموم پای
موضوع که مطالعه مذکور در چندین سال قبل صورت گرفته، بیانگر این حقیقت است که در طول سالیان متمادی، مصرف بی 

چنین مطالعه ای توسط رویه سموم پایرتروئیدی منجر به ایجاد مقاومت در مگس خانگی و عدم اثر بخشی آن شده است. هم
و   های استان اصفهانآوری شده از گاوداریدر ارتباط با میزان مقاومت مگس خانگی جمع 2020احمدی و همکاران در سال 

چهارمحال بختیاری نسبت به سموم پایرتروئیدی )پرمترین، سایپرمترین و دلتامترین( انجام شده است. که همانند مطالعه حاضر، 
در سراسرجهان نیز  درصد( در مگس خانگی نسبت به سموم پایرتروئیدی مشاهده کردند. 50الایی)بالاتر از میزان مقاومت ب

 هاپایرترویید برخی به مقاومت همکاران و Ranian، 2020 سال مقاومت مگس خانگی به سموم پایرتروئید گزارش شده است، در
 که داد نتایج حاصل نشان کردند بررسی نسل سه در را مقاومت و دادند قرار مطالعه مورد خانگی مگس در را هاارگانوفسفره و

 2013 سال در همکاران و  Khan هستند. همچنین، ترمقاوم هاارگانوفسفره به نسبت پایرتروئیدها به خانگی مگس جمعیت
که در مطالعه آنها مقاومت به کردند  ارزیابی  از پاکستان شده آوریجمع خانگی هایمگس در پایرتروئید را به سموم  مقاومت

. مطالعه مشابه  درصد( داشت. 30-درصد 70های مورد آزمایش همانند مطالعه حاضر نرخ بالایی )سم سایپرمترین در جمعیت
در ایالات متحده انجام گرفته شده که نتایج آن مشابه با مطالعه حاضر  2001و همکاران در سال  Kaufman دیگری توسط

 درصد به سموم پایرترویید در مگس خانگی را گزارش کردند.  50الای است و مقاومت ب
 ارزشمند هاجمعیت فنوتیپ تعیین در کشحشره به مقاومت توسعه و وضعیت ارزیابی برای سنجیزیست استاندارد هایروش

 سنجش مزایای از یکی. دارند نیاز نمونه زیادی تعداد به و برزمان همیشه زیستی هایآزمایش ،PCR روش با مقایسه در. هستند
 پایش در که کند، شناسایی موفقیت با را هاهتروزیگوت تواندمی که است این استاندارد زیستی سنجش به نسبت مولکولی
 که است، مهم هستند، هاهتروزیگوت از زیادی بخش دارای که حالی در دهندمی نشان را حساس فنوتیپ که هاییجمعیت

مطالعه حاضر . ( Soderlund & Knipple, 2003) بگذارد تأثیر پایرتروئیدها کنترل کارایی بر توجهیقابل طور به تواندمی
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 است قدرتمندی ابزار kdr فراوانی و مقاومت هایفنوتیپ تعیین برای PASA مولکولی تشخیصی دهنده این بود که روشنشان
 .گیرد قرار استفاده مورد مقاومت و آفات مدیریت مورد در هاییتوصیه با ارتباط در اطلاعات ارائه برای تواندمی و

 گسترش یابند جهان سراسر در توانندمی تکامل از پس و هستند نادر معمولاً مقاومت ایجاد مسئول هایژن تئوری، نظر از

1991)  (Raymond et al.,. هایجهش انتخاب زیاد، احتمال به kdr از استفاده با همزمان شد، آغاز 1940 دهه در DDT در و 
 .(Scott &  Georghiou, 1986; Rinkevich et al., 2006) یافت افزایش پایرتروئیدها از استفاده با 1980 دهه

 که داد نشان PASA از استفاده با kdr مقاومت آلل حضور برای بررسی  خانگی  مگس هر در مطالعه حاضر،تعیین ژنوتیپ
  bp-280 Kdr/Kdrاین یافته با تکثیر قطعه آللی هموزیگوت  .دارد وجود آزمایش مورد چهار جمعیت مگس خانگی در آلل این

-bp و kdr برای bp-280) آللی قطعه دو تکثیر با که بودند( kdr/sus) و دارای آلل هتروزیگوت هامگس تایید شد. تعدادی از
در مناطق  kdrبودند.درصد فراوانی آلل  (sus/sus)ها نیز دارای آلل حساس شدند و تعدادی از مگس مشخص( sus برای 200

همچنین درصد  ( بود.%72.5( و تکاب )%37.5(، سردشت )%53(، ماکو)%81مختلف مورد مطالعه به این صورت بود: ارومیه)
( و %55(،سردشت)%31.6(، ماکو)%10در شهرستان های مورد مطالعه بدین شرح بود: ارومیه)  sus/sus  فراوانی ژنوتیپ

 که داد نشان نتایج هستند، مقاوم پایرتروئیدی هایکشحشره به kdr/kdr ژنوتیپ با هاییمگس که ( بود.آنجایی%16.6تکاب)
 منجر تواندیابد که این امر می افزایش غربی  استان آذربایجان هایمگس جمعیت در زمان گذشت با تواندمی مقاومت سطح

 سه درصدهای در تنوع حاضر، مطالعه در بررسی شده خانگی مگس هایشود. جمعیت های کنترلی آفاتبرنامه شکست به
تنوع در ژنوتیپ  .است  پایرتروئیدی مقاومت متفاوت سطوح دهندهنشان که دادند نشان را(kdr/kdr, kdr/sus , sus/sus) ژنوتیپ
 هایآلل ترکیب گزارش شده بود،که بیان کرد 2006و همکاران نیز در سال  Rinkevichهای مگس خانگی توسط جمعیت

 حاضر مطالعه در .است متغیر بسیار اندشده آوریجمع آن از خانگی هایمگس مناطقی که پایرتروئیدی بین کشحشره به مقاوم
 هموزیگوت دارای ژنوتیپ مکان، آن هایدرصد از جمعیت مگس 71 بنابراین،. شد ارومیه یافت  در kdr آلل فراوانی بیشترین
kdr/kdr بعد از آن بیشترین فراوانی ژنوتیپ  . بودند مقاومkdr/kdr ( بود.اما 6/61متعلق به تکاب )30) تعداد کمترین درصد 

 kdr/kdrاز جمعیت مورد مطالعه دارای ژنوتیپ  %38در ماکو نیز تنها  .شد یافت سردشت در kdr/kdr ژنوتیپ با مگس درصد(

 نتیجه در و بوده حساس هایمگس سلطه سردشت و ماکو نسبتا تحت خانگی مگس جمعیت که داد نشان یافته این بودند.
رد مطالعه مربوط به ارومیه و با آنها به مبارزه پرداخت. ولی در دو جمعیت مو پایرتروئیدی هایکشحشره از استفاده با توانمی

درصد از جمعیت مگس خانگی دارای ژنوتیپ مقاومت هستند که بیانگر عدم اثر بخشی سم پایرتروئید روی  50تکاب بیش از 
ای که توسط آنهاست پس ملزم به مدیریت مقاومت به طرق مختلف هستند  نتایج مطالعه حاضر با نتایج حاصل از بررسی

در شمال غرب ایران گزارش شده بود مغایرت داشت، جمعیت مگس مورد آزمایش در مطالعه   2018کامدار و همکاران در سال 
آوری شده بودند همچنان حساس به ها جمعدانبار و زبالهها، ترهها، لبنیاتیهای انسانی و حیوانی، قصابیآنها  که از پناهگاه
ها در سال ی آنها جمعیت مگسدر آنها مشاهده نشده بود، با توجه به این موضوع که در مطالعه   kdrجهش  پایرتروئید بودند و

ی آنها نسبت به مطالعه حاضر، تفاوت در نتایج بدست آمده آوری شده بود و تفاوت زمانی چندین سال از مطالعهجمع 2015
باشد. مطالعات مشابهی نیز در سموم شیمیایی و توسعه مقاومت می احتمالا مربوط به گذشت زمان نسبتا زیاد و مصرف بیشتر

های مگس خانگی مزارع را در جمعیت  kdr، فراوانی ژن  2004و همکاران در سال   Huangسراسر جهان انجام گرفته، 
   درصد(  23.9های )یدانمارک بررسی کردند و نتایج آن با نتایج مطالعه حاضر همخوانی داشت، آنها هر سه آلل را با فراوان

sus /sus ( 36و  )درصدkdr/sus ( 45.5و  )درصدkdr/kdr  ،در جمعیت مورد مطالعه مشاهده کردند. همچنینAl-Deeb   در
های خانگی بررسی کرد و در مطالعه آن نیز همانند مطالعه را در مگس  kdrدر امارات متحده عربی فراوانی ژن  2014سال 

مشاهده نمود. هر دو  kdr/kdrدرصد(  45.9و ) kdr/susدرصدsus/sus ،(19.7 )درصد(  39.3فراوانی ) را با حاضر هر سه آلل
 ,kdr/kdr)های سه ژنوتیپ همانند مطالعه حاضر تنوع در درصد (Huang et al., 2004; Al-Deeb, 2014)مطالعه ذکر شده 

kdr/sus, sus/sus)  نیز  2019را نشان دادند.در سالAlfatlawi  های خانگی در حضور ژن مقاوم به پایروتروئید را در مگس
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 sus/susهای تست شده تنها دارای ژنوتیپ عراق بررسی نمود و برخلاف نتایج مطالعه حاضر و سایر مطالعات مشابه تمام مگس
    بودند.

DNA آزمایش. شد استخراج حاضر مطالعه در محدود بودجه و زمان دلیل به خانگی هایمگس از کمی تعداد از نسبتاً ژنومی 
  kdr از فراوانی آلل تری دقیق تخمین  ،بیشتر هایمگس تعداد زیرا شود،می توصیه آینده مطالعات در هامگس از بیشتری تعداد

 هایجمعیت در kdr آلل اینکه بر مبنی کافی را شواهد کنونی مطالعه حال، این با .دهدمی ارائه پایرتروئیدی را مقاومت سطوح و
 کشحشره به نسبت حشره جمعیت یک که هنگامی .دارد را ارائه کرد وجود استان آذربایجان غربی در شدهآزمایش خانگی مگس

 هایکشحشره فهرست اساس، این بر .نیستند موثر دیگر کشحشره این از استفاده با کنترل هایبرنامه دهد،می نشان مقاومت
 آلل فراوانی تا شود ارزیابی دوباره باید شود،می استفاده در سطح استان در خانگی هایمگس کنترل برای که پایرتروئیدی

 به مقاومت مدیریت برای جهانی طرح یک کاربردی اجرای این، بر علاوه .یابد کاهش هامگس جمعیت در kdr مقاومت
 است. ضروری نیز کشور سطح در هاکشحشره

 

 و پیشنهادها  نتیجه گیری
استان آذربایجان غربی  خانگی مگس هایجمعیت در پایرتروئید کشحشره به مقاوم kdr آلل که دهدمی نشان مطالعه این

 آذربایجان غربی استان های خانگیمقاومت در مگس  که است آن از حاکی مطالعه این از آمدهدستبه نتایج .شودمی یافت
  هستند، آفات کنترل برای استفاده مورد هایکشحشره ترینرایج که پایرتروئید هایکشحشره مختلف هایگروه به نسبت

 به منجر تواندمی است مقاوم آنها برابر در هدف آفت که مناطقی در شیمیایی هایکشحشره از توسعه یافته است. استفاده
 و انسان به فراوان ،آسیب هدف آفت کنترل عدم بر علاوه هاکشحشره در محیط اطراف شود و  کشحشره حجم افزایش
 حذف آن یا کاهش برای هاییبرنامه ارائه و ناقلین و آفات در مقاومت پدیده تشخیص بنابراین،. کنندزیست وارد می محیط

 است. امری ضروری
 

 سپاسگذاری
دریغ ها و همچنین زحمات بی آوری نمونهها و اقای دکتر خوش نژاد برای همکاری در جمعاز زحمات مسئولین مرغداری

 گردد.آقای دکتر آوات سمیعی در انجام مراحل پژوهش و تهیه نسخه خطی عمیقا قدردانی می
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