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  NBTآزمايش 
 نام تست: -1

  ) به روش تحريكي Reduction Test-NBTآزمايش احياي رنگ نيتروبلو تترا زوليوم(
  ) NBTموسوم به آزمايش (

  )Resp. Burstبررسي عملكرد فاگوسيت ها از نظر انفجار تنفسي ( كاربرد: -2
 نهايي عمل فاگوسيتوز است.كاربرد اين تست در بررسي توانايي يا كفايت مرحله 

 درصد) و بازوفيلها4درصد) و مونوسيتها(تقريباً 35درصد) لنفوسيتها (حدوداً 60مقدمه: گلبولهاي سفيد خون تشكيل شده از نوتروفيلها (حدوداً 
بينيم مگر اينكه با رايت رنگ آميز (قريب يك درصد؛ كه بازوفيلها را با رنگ آميزي هاي هماتولوژي معمولي مثل گيمسا نمي %1هاحدود ائوزينوفيل

باشند زيرا كه اولاً آنها در واكنشهاي فاز حاد التهابي زودتر از تر ميي كنند.) از بين اين سلولها، نوتروفيلها در برخورد با پاتوژن هاي معمولي مهم
شوند وثانياً تعدادشان در نمونه خون بيشتر از ساير لكوسيت ها است و ثالثاً در هنگام نياز، سريعتر از بقيه در مغز استخوان قيه سلولها وارد عمل ميب

  رود.توليد مي شوند وتعدادشان به فوريت بالا مي

  مراحل اصلي فاگوسيتوز از اين قرار است:
) معروف diapedesis( دياپدز به كه رگ ديواره از عبور حتي و پاتوژن سمت به حركت و كشيدن بو – motionشيميو تاكسي يا  -1

ترشح ميكنند كه برروي سلول هاي اراف از جمله ديواره رگ اثر ميگذاردوباعث TNFاست.ماكروفاژها پس ازتماس با ميكروب فعال شده و 
ه آن هامولكول هاي چسبان مي گويند.سلول ها(مثل نوتروفيل ومونوسيت)  بيان آنتي ژن هاي روي سطح سلول هاي ديواره رگ ميشود كه ب

  براي اين آنتي ژن هاي بيان شده گيرنده دارند درنتيجه به اين گيرنده ها متصل شده و طي دياپدز وارد بافت ميشوند.
 با مولكولهاي سطح باكتري) TLR مثلاً ( ليگاندها با سلول سطح هاي رسپتور بين واكنش طريق از – adhesionاتصال يا  -2

 هاياندامك با كه فاگوزوم نام به هاييواكوئول ايجاد و سلول درون به ميكروبي ذرات فروبردن –) Ingestionيا  engulfmentبلعيدن( -3
 .سازندمي را فاگوليزوزوم و شده تركيب ليزوزومي

حسوب مي شود به نحوي كه گاهي كتاب هاي ايمونولوژي م فاكوسيتوز مرحله ترين اصلي – )Digestionيا  killingهضم كردن ( -4
اي باشد. مرحله هضم با تاثير كردن دو سيستم آنزيمي در درون مرحله كنند و منظورشان همينرا استفاده مي "فاگوسيتوز "كلمه 

باشد و ديگري وليتيك (مثل ليزوزيم) ميپروتئ -گيرد. يكي از اين دو سيستم متشكل از آنزيم هاي هيدروليتك فاگوليزوزوم شكل مي
 اكسيدار، ميلوپراكسيداز ديسموتاز، سوپراكسيداز) كه مورد بحث امروز ماست. NADPH سيستم آنزيمي راديكال ساز است (شامل:

اكسيژن و نيتروژن هاي سيستم واسطه -2سيستم هضم آنزيمي؛  -1كنند: ها اين دو سيستم را به اين صورت معرفي ميتذكر: در بسياري كتاب
  هاي كشتار مستقل از اكسيژن.مكانيسم -2مكانيسم هاي كشتار وابسته به اكسيژن؛  -1تقسيم بندي بصورت: ياو 

) كه يك نقص ارثي ايمني ذاتي CGD )Chronic Granulomatous Diseaseبراي تشخيص بيماري  NBTبطور خلاصه اين تست 
  يشتري درباره اين بيماري داده خواهد شد.است كاربرد دارد كه در ادامه توضيحات ب

  اساس تست:  -3
  (محلول و زرد) به فورمازان (نامحلول و آبي) در جريان انفجارتنفسي فاگوسيت هاي سالم NBTتبديل 

اساس تست هنوزبخوبي مشخص نيست ولي از آنجائيكه يكسري واكنشهاي قوي اكسيداسيون و احيا در داخل نوتروفيلها به دنبال بلع 
نيز كه به رنگ زرد كمرنگ است در  NBTرسد درجريان انفجار تنفسي و اكسيداسيون برخي مواد، دهد، بنظرميمواد بيگانه رخ مي

شود كه درداخل فاگوسيتها (عمدتا نوتروفيلها) به صورت به ماده آبي پررنگ و نامحلول فورمازان مبدل ميدرون فاگوليزوزوم احيا شده و 
  اي) نمايان مي شود. فاگوسيت هاي معيوب قادر به ايجاد رسوب رنگي نيستند.لكه هاي رنگي(رسوب سرمه
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  :ملزومات و روش كار -4
  آميزي خون، ساير موارد نام برده شده در ذيل:نل مطلق، لام، وسايل رنگلوله آزمايش يا ميكروتيوب پلاستيكي، سمپلر، متا

 (PMA, NBT)هاي لازم: تهيه روش ساخت معرف -الف

  

  طريقه انجام: -ب
 ريزيم.) درون لوله ميCBCشبيه خونگيري معمولي براي  EDTAميكرو ليتر نمونه خون بيمار(همراه با ضد انعقاد 100برداشت  . 1

  N.B.Tميكروليتر محلول 100افزودن  . 2

كه نوتروفيل ها را وادار به فعاليت  بعنوان محرك P.M.A (Phorbol Myristate Acetate)ميكرو ليتر محلول 100افزودن  . 3
ها مقدار كند و جواب هاي دقيق تري به دست مي دهد. در برخي روشمي كند و البته به سرعت انجام آزمايش نيز كمك مي بيشتر

 مي افزايند. NBTبعنوان محرك به محلول رنگي  LPSمعيني لاتكس يا 

) يا دماي اتاق به مدت  37انكوباسيون لوله در  . 4  دقيقه. 20درجه سانتيگراد (ترجيحاً

 هاي رومانوفسكي)از نمونه، فيكساسيون و رنگ آميزي با رنگ گيمسا يا رايت (يا هريك از رنگ تهيه اسمير . 5

 بررسي لام زير ميكروسكوپ (يالام نئوبار) . 6

  دقيقه تغيير داد.) 30دقيقه به  20(نكته: مي توان در روش كار مواد مصرفي را نصف كرد. و زمان از 

نمونه،سانتريفيوژ ملايم با دور كم انجام ميدهيم.در سرعت كم بافي كوت تشكيل نميشود و بايد از براي افزايش لكوسيت هاي  )1نكته
  كنيم.لام تهيه ميقسمت فوقاني هماتوكريت 

فيكس كردن به دو روش  كند پس به فيكس نياز دارد.را دژنره مي WBC و RBCنتيجه  با آب همراه است در رنگ گيمسا )2نكته
كشد در نتيجه از اتانول در اين تست ما به سلول زنده نياز داريم و به دليل اينكه حرارت سلول را مي .ارتحر)2اتانول،)1انجام ميشود:

  كنيم.براي فيكس استفاده مي

 براي اينكه رسوب رنگ در لام تشكيل نشود بايد از رنگ تازه استفاده شود و يا رنگ رسوب دار را از كاغذ صافي بگذرانيم.) 3نكته

هاي مقسوم يك تقسيم بصورت حجم
 سي سي

  درجه سانتيگراد 20در منهاي 

0.3% NBT in 0.34% 

 =Stock:  NBT  )محلول مائي سوكروز (

in PBS  Working 1:2  قبل از مصرف آماده شود.
:  NBT=  

 50هاي مقسوم تقسيم بصورت حجم
 لاندايي 

  درجه سانتيگراد 20در منهاي 
1mg/ml DMSO  Stock:  

=PMA 

  )خطر سرطانزائي(

  قبل از مصرف آماده شود.
1:100 in PBS      

(phosphate Buffered Solution)  
Working

:  
=PMA 

  )خطر سرطانزائي(
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  نتايج:نحوه گزارش  -5
حداقل تعداد .در بخش عملي فعاليت امروزتان گيريم شماريم و درصد ميرا ميها) فاگوسيت(هاي ماكروفاژ و نوتروفيل در اين مرحله سلول

 عدد نوتروفيل را در زير ميكروسكوپ از نظر رسوبات آبي تيره فورمازان بررسي نموده و نتيجه را به درصد درگزارش كار امروز خود 200
  اعلام نماييد.(همراه با شماره لام مجهول) 

تعداد فاگوسيت هاي حاوي رسوب رنگي
 كل نوتروفيل ها و مونوسيت هاي شمارش شده

ൈ 𝟏𝟎𝟎 ൌ   ሺ𝑨𝒄𝒕𝒊𝒗𝒊𝒕𝒚 𝑰𝒏𝒅𝒆𝒙ሻشاخص فعاليت انفجاري 

  تفسير نتايج: -6
  بايد توجه داشت كه شدت بيماري بستگي به نوع موتاسيون و شدت نقص ژنتيكي دارد.

  % شمارش داشتيم اين فرد سالم است. 95بيش از انديس محاسبه اگر 
رير احتمالي) انجام مشكوك است. بهتر است تكرار شود يا آزمايش روي نمونه مادر هم (بعنوان كفرد  باشد،%95تا  %85از انديس محاسبه اگر 

  گيرد.
مشروط به آنكه بيماري از نوع  مادران كودكان مبتلا نيز چنين وضعي دارندناقل است.  فرد معمولاً باشد  %85تا  %10بين انديس محاسبه اگر 

  باشد. Xبه  وابسته هم ژنتيكي و آن 
  بيمار است.باشد فرد  %10كمتر از انديس محاسبه اگر 

  اهميت باليني: -7
) مشخص Chronic Granulomatous Disease( ها، در بيماري گرانولوماتوز مزمنوفيلاهميت توليد واسطه هاي فعال اكسيژن در نوتر

 ها راشوند و ميكروبمعرفي شد در هنگام ايجاد عفونت، نوتروفيل ها از رگ خارج مي 1975بار در سال  شود. در اين بيماري كه اولينمي
ميرد اما ميكروب درون آن زنده است و همين موجب بعد از مدتي سلول مي طور كامل آنها را از بين ببرند. لذابتوانند بلعند اما نميمي

هم به منطقه  Tو Bهاي ها و لنفوسيتها به منطقه است به طوريكه با گذشت زمان، حضور منوسيتشيميوتاكسي بيشتر و بيشتر لكوسيت
نانچه محل ضايعه را (اعم از بيوپسي پوست يا طحال يا يابند و چهاي عفوني به سختي بهبود ميو كانونهاي چركي شود و آبسهپديدار مي

هاي لنفاوي متورم موسوم به لنفادنوپاتي را) زير ميكروسكوپ ببينيم مثل مناطق دايره آبي پررنگ (رنگ هماتوكسيلين به شدت بيوپسي عقده
ها و ند. شخص بيمار تنها متكي به دفنسينهاي متعددگرانولومي هستشود كه همان كانونشود) مشاهده ميتوسط هسته لكوسيتها جذب مي

هاي هاي فعال اكسيژن، مبتلا به انواع عفونتها در توليد واسطههاست و به علت عدم توانايي نوتروفيلهاي پروتئوليتيك درون ليزوزمآنزيم
مغلوب و در يك سوم  Xته به درصد) الگوي توارثي وابس70در حدود دو سوم موارد ( CGDشود. بيماري باكتريايي و قارچي راجعه مي

هاي باكتريايي درون سلولي و ) الگوي اتوزومال مغلوب دارد. بيماري معمولاً در اوايل كودكي و به دليل وجود عفونت%30باقيمانده (حدود 
هاي يك مزمن پاسخباشند، لذا تحرها قادر به كنترل عفونت نميشود. از آنجا كه در اين بيماري فاگوسيتقارچي راجعه تشخيص داده مي

 )PCRهاي مولكولي (توان با روششود. ژن معيوب را ميايمني سلولي و در نتيجه، فعال شدن مداوم ماكروفاژها، منجر به ايجاد گرانولوما مي
  شوند.يافت مي 1و  7و 16موارد، ژن اين آنزيم بر روي كروموزوم  %50باشد. در مي PHOXهاي مربوط به ژن تشخيص داد كه عمدتاً 

PHOX  نام مخفف آنزيم فاگوسيت اكسيداز ياNADPH  اكسيداز است كه به صورت كمپلكس آنزيمي است و مهمترين عملكرد آن احياي
هاي هاي سوپراكسيد است. اين مجموعه آنزيم در غشاي اندامكاكسيژن مولكولي و تبديل آن به واسطه فعال اكسيژن نظير راديكال

  فاگوليزوزومي واقع است.
  شود.) ايجاد ميphox91gp ،phox67p ،phox47p ،phox22p( اكسيداز NADPH سيستم به علت جهش در يكي از چهار جزء CGDبيماري 

  X  (يك)1 7 16  كروموزوم
 P22 P47 P67  P91  نام پروتئين معيوب

  %60  %5  %30  %5  )%(درصد
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زيرا مصرف مداوم  ولي نه دائماً  ؛مانندبا آنتي بيوتيك زنده ميها به علت وجود اين نقص در فاگوسيت CGD به مبتلا بيمارانالبته اكثر 
اگر در حين قطع  كنند.و سپس دوباره شروع ميكنند شود در نتيجه يك تا دو هفته مصرف را قطع ميباعث ايجاد مقاومت ميبيوتيك آنتي

كنند كه ممكن است يا علائمي داشتند دارو را زودتر شروع مي انجام دادند و التهاب وجود داشت و ESR دارو عفونتي پيدا شد يا تست
  شود.)براي پروفيلاكسي استفاده ميتري باشد (كوتريموكسازول آنتي بيوتيك زمينه است يعني بيوتيك قويكوتريموكسازول يا داروي آنتي

هاي كاتالاز هاي متعدد دارند. اين بيماران به ويژه در مقابل باكتريهاي پر جوش و پوست داراي جوشگاهصورت CGDاين بيماران مبتلا به اما 
  :مثبت ناتوانند زيرا

هاي فاگوسيت سلول در برابركنند و آب اكسيژنه موجود را هم تجزيه مياندك ها توسط آنزيم كاتالاز خود، مقادير اين نوع باكتري . 1
 شود.بهتر كنترل مي CGDهاي كاتالاز منفي در بيماران كنند. در حاليكه عفونت با ميكروبمقاومت مي

ميرند توليد كرده و مي  H2O2و محيط بسته در جريان متابوليسم خودشان در هنگام تكثير در بافت  in vivoها در شرايطباكتري . 2
 برند و در نتيجه پايداري بيشتري دارند.هاي سمي خود را از بين مييم متابوليتها به دليل داشتن اين آنزولي كاتالاز مثبت

كاتالاز                             
H2O2                      H2O + ½ O2 

سموتاز         يسوپراكسيد د  

  عبارتنداز: شودجدا ميCGDاز نمونه افراد عموماً هايي كه ميكروب
   ),S.epidermidis  S.aureus:استافيلوكوك ها(الف)باكتري هاي گرم مثبت 
   )Burkholderia Sepatia, seratia marscesenceمثل (ب)باكتري هاي گرم منفي 

  .}را دارد.) H2O2(توانايي تجزيه  كانديدا وآسپرژيلوس فوميكاتوس {قارچ ج)
 شود و بادر ريه اين بيماران يك توپ قارچي درست مي معمولاًشود. سرعت عفوني ميبه  زنيريه اين بيماران  ،ر پوست و طحال و كبدبعلاوه 
  هاست.بعضي قارچ اً هاي عفوني خصوصپر از كانون  CGDريه بيماران اسكن قابل تشخيص است(فونگوس بال).تيسي

آيد. حتي ممكن است گرانولوما سبب آبسه در وهله اول در ريه و سپس در دستگاه گوارش و پوست به وجود مي  CGD) در بيماران1نكته
  كند.گيرد و جلب توجه مي؛ اما ضايعات پوستي زودتر در معرض چشم والدين و پزشك قرار ميانسداد روده شود

  شان هم مختل است.G6PD معمولاً CGDبيماران  )2نكته
گيرد و محصولي ها كلر است مورد استفاده قرار ميهاي هاليدي كه در راس آنيون معمولاً وابسته به اكسيژن مسير توليد مواد ضد ميكروبي  در

  شود.كه حكم وايتكس را دارد توليد مي HCLOمثل

  كنند.هاي باكتري را مختل توانند پروتئين را دناتوره كرده و آنزيمراديكال هاي آزاد مي

O2   Phox (NADPH Oxidase)     O-         SOD           H2O2    Myeloperoxidase          HCLO (CLO-) 

 

                            Reactive Oxygen Substance (Intermediate) [ROS or ROI]                              
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 ايگاه بين اقران):هاي مشابه و مرتبط (جموقعيت تست در بين ساير تست
  هاي ايمني عمدتاً شامل:در سيستم ايمني تطبيقي نقص

  IgG-IgM-IgA: كاهش ايمنوگلوبولين Bنقص سلولهاي  -1
 جرج-: مثلاً در ايدز يا در نشانگان ديTنقص سلولهاي  -2

 هاي ايمني عمدتاً شامل:در سيستم ايمني ذاتي نقص

  مرفونوكلئرها و ماكروفاژها: نقص كمي (كاهش تعداد يا حتي افزايش) و نقص كيفي (عملكرد و مرفولوژي) اختلال در پلي -3
 نقص كمپلمان -4

 كند.مي بحث ها)(نوتروفيل هاعملكردفاگوسيت نقص مورد در ما امروز آزمايش اين 

ار گانه فاگوسيتوز دچار نقص شوند و قادر نباشند در مواجهه با پاتوژنها هاي فاگوسيت كننده بدن در هر يك از مراحل چهاحتمال دارد سلول
  كنيم.ها، تست هاي مختلفي در آزمايشگاه قابل انجام است كه بطور خلاصه آنها را مرور ميبخوبي اداي وظيفه كنند. براي كشف اين حالت

 تست براي ارزيابي مرحله حركت هدفمند: -1
) ماليده و در سمت ديگر آن نوتروفيلهاي LPSساكاريد(پليبه بيان خيلي ساده يك كاغذ صافي قطور را انتخاب و به يك طرف آن كمي ليپو

دود دو ساعت آنهارا در زير بيمار را قرار داده اگر اين لوكوسيتها قدرت حركت داشته باشند در داخل كاغذ نفوذ كرده و بعد از گذشت ح
  شود.كنيم و ميزان پيشرفت (بر حسب ميكرومتر به كمك پيچهاي فوكوس ميكروسكوپ) گزارش ميميكروسكوپ نگاه مي

در توان و مهاجرت سلولي را مي Migrationشود. ميزان ديده مي Lazy Leukocyte Syndromeوضعيت نامطلوب در حالتي به نام 
  ز اندازه گيري كرد.هاي موئينه نيلوله

Rebucks skin window نوعي تست كموتاكسي :In vivo هاي هاي سفيد بخصوص لكوسيتاست. جهت ارزيابي فراخواني گلبول
لاملي  شود. جهت انجام اين تست يك خراش سطحي روي پوست ايجادكرده وبدن استفاده مي به محل التهاب در (PMN)ايي چندهسته

 شمارش كرد. آميزي وتوان آنها را رنگچسبند كه ميهاي التهابي پس از رسيدن به محل به اين لامل ميولدهيم. سلمي رويش قرار را

  ها وآمادگي براي مهاجرت)(دراينجا فقط بررسي توانائي اتصال به ديواره رگتست براي ارزيابي مرحله اتصال:  -2
ها و مولكولهاي چسبان كه گيرد. لكوسيتها به وسيله پذيرندهصورت مي ارتباط هر گلبول سفيد با محيط خارج خود صرفاً از طريق رسپتورها

هاي هاي رگي و برخي سلولكنند با همين ابزار گيرنده يا ليگاند خود كه بر روي سلولها را احساس ميحضور كموكاينخود دارند  سطح بر
ها ) كه به باكتريCRو  FCRهاي اوپسونيني رندهيا گي TLRبه كمك همين نوع رسپتورهاست (مثل حتي چسبند و ديگر وجود دارد مي

يا نقص  LADتوان ماركرهاي چسبان سطح لوكوسيتها را ارزيابي كرد. در يك بيماري بنام متصل مي شوند. به كمك فلوسيتومتري مي
يطي بيمار خيلي هاي خون مح)، به دنبال عفونت تعداد نوتروفيلLeukocyte Adhesion Deficiencyمولكولهاي چسبان لكوسيتي(

ها به دليل نقص در ) ولي اين لكوسيت=PMN%90و =WBC 20000شود مثلاً مشخص مي CBCافزايش مي يابد (كه در آزمايش 
هاي بدنشان فاقد چرك ها بچسبند يا از عروق خارج شده و به موضع عفونت برسند (لذا اين بيماران جوشتوانند به ديواره رگاتصال نمي

 افتد و...). دهند و حتي در دوران نوزادي، بند نافشان دير ميبسه تشكيل نمياست و هيچوقت آ

  
  هاي ايمونولوژي قابل انجام است.در آزمايشگاه PCRي مثل يهااست كه با تستلازم هاي ژني بررسي LADتشخيص قطعي براي 
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 :engulfment) تست براي ارزيابي مرحله بلع ( -3
بطور مختصر، در اين آزمايش، قدرت بلع مخمرها (مثل كانديدا) يا باكتريهاي درشت و قابل مشاهده زير ميكروسكوپ (مثل استاف) توسط 

درجه 37ه مدت دو ساعت در شود كه طي آن اندكي شيرابه ميكربي را با خون تازه بيمار مخلوط كرده و بلوكوسيتهاي بيمار بررسي مي
سنجيم يعني معلوم ) را مي.P.I(مقدار  دهيم و سپس اسمير تهيه كرده و زير ميكروسكوپ، انديس فاگوسيتوزسانتي گراد قرار مي

  د.كنيم كه چند درصد از ميكروارگانيسم ها آزادند و چند درصد از آنها داخل سلول هستند يا دست كم به غشاء فاگوسيت چسبيده انمي

  :(Digestion)تست براي مرحله كشتن ميكروبها -4
  هاي غريبه به دو صورت است:ها و سلولبايد دانست كه عمليات كشتن ارگانيسم

  گيرد.) كه طي آن فقط تماس سلولي صورت ميNKو  CTLكشتن خارج سلولي (مثل نحوه رفتار  -1
كشتن داخل سلولي كه مستلزم فروبردن و خوردن سلول يا عامل مهاجم است و فاگوسيتوز نام دارد. در اين مورد ارزيابي  -2

 قدرت كشتار مرحله چهارم فاگوسيتوز را به دوصورت مي سنجيم:

 )Quantitativeالف) تست كمي (                          

  )Qualitative( كمي، كيفيب ) تست نيمه                           

  هاي كمي: الف) تست -4
كه يك رنگ فلوئورسنت و قابل برداشت  شود) انجام ميDHR )Di Hydro Rhodamineبا فلوسيتومتري و با استفاده از رنگ  -1

  كند.توسط سلولها ست كه اگر سلول هاي خون بيمار را به دستگاه بدهيم شدت رنگ را با گروه كنترل مقايسه مي
، نمونه خون را NBTت رنگ نيترو بلوتترازوليوم به روش اسپكتروفوتومتري كه طي آن بعد از انكوباسيون سلولهاي بيمار با رنگ تس -2

كنيم و سپس رنگ آبي جامد فورمازان كه در داخل نوتروفيلها رسوب كرده است را در هاي سفيد را ته نشين ميشستشو داده و گلبول
  كنيم.دهيم و با كنترل نرمال مقايسه مياخل دستگاه اسپكتروفوتومتر قرار ميكنيم. بعد دمحلولي حل مي

  هاي كيفي:ب) تست -4
ساعت در  24تا  12و بعد از آن به مدت كنيم ساعت انكوبه مي 6تا  4ريزيم و به مدت مقدار مشخصي از باكتري را روي خون بيمار مي

كنيم؛ كه اگر تعداد كلني دهيم و نتيجه را با كنترل نرمال قياس ميمحيط آگار مناسب كشت داده و سپس شمارش تعداد كلني را انجام مي
 اسلايدي است.  NBTما يعني همان بحث امروز و آزمايش مورد نظر اند. و ها را از بين بردهكم باشد خوبست يعني نوتروفيلها باكتري

 دهند.هاي ژنتيكي نقص ايمني را از خود نشان ميشود زيرا آنها زودتر بيماريها بيشتر روي اطفال انجام ميتذكر: اين تست

 PCRهاي مي توان از تكنيك CGDو  LADهايي مثل براي بررسي بيماري -5
  هاي بيماري بهره برد.براي تشخيص ژن


