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 ِ                             

 من المثلجات اللبنية Staphylococcus aureusعزل بكتيريا 

  PCR وAPIبالاعتماد على تقنيتي  وتشخيصها
  

  )3( و سمير سليق)2(و صياح أبو غرة  )1(عهد أبو يونس

  

  الملخص
 وذلـك   2010، 2009،  2008أجريت هذه الدراسة في مواسم إنتاج المثلجات اللبنية خلال الأعـوام            

المحليـة   عينة مـن المثلجـات اللبنيـة    100وعزلها من  Staph. aureusللتحري عن وجود بكتيريا 
 التي جمعت من مناطق مختلفة من دمـشق         عة إلى المستهلك بشكل سائب    يق تقليدية والمب  ائالمصنعة بطر 

 ـإلمواصفة القياسية السورية بالنسبة ل مخالفة ه لا يوجد، وقد وجد أنوريفها كمـا  . Staph. aureus ىل
  . متماثلةPCR وAPI Staphكانت نتائج تشخيصها باستخدام تقنيتي 

  

  . API system ، PCRالمثلجات اللبنية، الستاف أوريوس، : الكلمات المفتاحية

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
 .قسم علوم الأغذية، كلية الزراعة، جامعة دمشق، سورية ) 3(و) 2( و)1(
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Isolation of Staphylococcus aureus Bacteria From 
Ice Cream and Its Identification According To  

The API and PCR Techniques 
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ABSTRACT 
This study was conducted in the years 2008-2009-2010, it has analyzed for 

Staph. aureus and isolated from 100 samples of traditional ice cream sold to 
customers it has had collected from different regions parts of Damascus and his 
countryside. The study has been found that there was no violation of the Syrian 
standard for Staph. aureus. And the results were also diagnosed using the 
techniques of API Staph and PCR equal. 
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  المقدمة
 اللبنية، ولكن من المعتقـد       المثلجاتلا يعرف بالضبط الزمن الذي ظهرت به صناعة         

 تحضيربأن الصينيين هم أول من استخدم مزيجاً مؤلفاً من الثلج وعصير الفواكه من أجل               
 كما  ،)1995 وأبو طربوش، أبو لحية   ( سنة   3000 نحوبل  أطباق تقدم بعد الطعام وذلك ق     

 ويعتقد أن هذه الفكرة     ،أن الرومان استخدموا الثلج من أجل تبريد المشروبات في الصيف         
  ).Marshall and Arbuckle ,2000(أتت من حضارة الفراعنة أو الحضارة البابلية 

ل عليها مـن خـلال      وحصال التي يتم عرف المثلجات اللبنية بأنها المنتجات      تيمكن أن   
حليب مبستر، قشدة، سـكر، بـيض، منكهـات         (تجميد مزيج مؤلف من مكونات مختلفة       

هـذا  ) وملونات طبيعية واصطناعية، مثبتات ومستحلبات، وإضافات أخرى مسموح بهـا         
 ةتنتـشر فـي سـوري   ). Anderson, 1992(المزيج يحافظ عليه مجمداً حتى استهلاكه 

ا بطريقة آلية وتعبأ آلياً في مـصانع  ، حيث تصنع إمانتشاراً كبيراً صناعة المثلجات اللبنية    
متخصصة لذلك ويستخدم في تصنيعها على الأغلب الحليب المجفف، أو بطريقة تقليديـة             

، وتصنع بمعظمها ضمن    وتباع بشكل سائب وتصنع بدءاً من الحليب الطازج الكامل الدسم         
مثل البوظة الـسادة والبوظـة       عدة أنواع    ورشات صغيرة، ويتوفر منها حالياً في السوق      
  . بالشوكولاته أو بالقشدة أو باللوزيات أو بالفاكهة

 اللبنيـة   المثلجاتالمكونات الداخلة في تركيب مزيج      دلت كثير من الدراسات على أن       
 هـا تشكل وسطاً ملائماً لنمو الميكروبـات وتكاثر      ) الخ…البيض،  الحليب، القشدة، السكر  (

  Tamsutوفـي دراسـة قـام بهـا     ).Anderson,1992(د الحياة فيها وبقائها على قي
حول النوعية الميكروبيولوجية للأيس كريم في مدينة كاراكاس في          1989 عام   Garciaو

وذلـك بمـا     ؛ للمواصفة القياسـية   مطابقةمن العينات المختبرة    % 56.6 وجد أن فنزويلا  
 ـ        ي عد البكت  يخص بالنـسبة إلـى     % 68طة و ريـا الهوائيـة المحبـة للحـرارة المتوس

 النوعيـة  حـول ، وفي دراسة أخرى أجريت في الكـاميرون   Staph. aureusالبكتيريا
 .Staphاحتـوت علـى   من العينـات  % 46.6وجد أن البكتريولوجية  للمثلجات اللبنية 

aureus) Wouafo et al., 1996( .     وفي بحث أجري فـي كمبوديـا علـى النوعيـة
من عينـات المثلجـات      % 81.7أن   ية في مدينة بنوم بنيه وجد     الميكروبية للمثلجات اللبن  

 بلغـت المخالفة  للمواصفة القياسية     نسبة العينات    وأن   ،ق تقليدية ائكانت تصنع بطر  اللبنية  
  .)Staph. aureus) Kruy, 2001وذلك لبكتيريا % 12.2

أغـشية  وجد بشكل أساسي في ت المهمة إذمن الأنواع  Staph. aureusوتعد البكتريا 
الأنف وعلى جلد الإنسان والحيوان، ويعد المسبب لعدد من الأمراض المعديـة وللتـسمم              

  ).Kuroda, 2001% (33تساوي % G+C، نسبة الغوانين إلى الستوزين الغذائي
فـي منتجـات الألبـان     Staph. aureusق التقليدية للكشف عن بكتيريا ائطرال تمدتع
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بيئات الصلبة الانتقائية ضمن أطباق بتري، وفـي        بشكل عام على استخدام الزرع على ال      
فـي   كمعيـار أساسـي      Coagulaseبعض الحالات يتم الاعتماد علـى نـشاط أنـزيم           

 Goh(التشخيصات المخبرية عند عزلها من الإصابات الإنسانية أو في المخابر الغذائيـة  
et al., 1992(، عـن  بكتيريـا   لكـشف  ا تفتقر إلى الدقة أحياناً فيق ائإلا أن هذه الطر

Staph.aureus  في حال استخدام المضادات الحيويـة فـي عـلاج            وخاصةً  في الحليب
، يعـد اختبـار أنـزيم    )Ahmadi et al., 2010(مرض التهاب الضرع عند الأبقـار  

Coagulase     ز لبكتيريااختبار المميStaph.aureus        عن الأنـواع البكتيريـا الأخـرى 
وفي العقدين الأخيـرين  ، )Staphylococci )Wieser and Busse, 2000 التابعة للـ 

، Staphylococcus تابعة لجـنس     Coagulaseظهرت بعض السلالات سالبة وموجبة      
باسـتخدام   Staph. aureusبكتيريا  لا يمكن تمييزها عن إذ وارتبطت بحالات تسممات

 تجـري  ومن ثـم  ،  سلالاتالتفاعلات البيوكيميائية نتيجة وجود تقاطعات كثيرة بين هذه ال        
 لتشخيصها وذلك من أجل استخدام المضادات الحيويـة المناسـبة            PCRالاستعانة بتقنية   

  .)Weinstein et al., 1998(لكل نوع 
 2179/2007في المواصفة السورية رقم     الاشتراطات الخاصة بالأحياء الدقيقة     نص  وت

أو مع المكسرات، كما هـو وارد       المتعلقة بالبوظة اليدوية بأشكالها كلّها السادة أو المحشية         
  )1(في الجدول 

  الاشتراطات الصحية للمثلجات) 1(الجدول 
  مل أو الغرام/ الحدود  الجراثيم  نوعية المنتج 

البوظة اليدوية بأشكالها كلّها السادة   ص  م  ق  ع
  أو المحشية أو مع المكسرات

مكورات العنقودية 
 310 210  2  5  موجبة التخثر

  ): ب  المواصفة القياسيةبحس( علماً أن 
  .عدد وحدات العينة التي يجب تحليلها: ع
  .مستوى الحد الميكروبي المطلوب تحقيقه في المنتج: م
  ).ص(ولا تصل إلى قيمة ) م(الحد الأقصى لعدد وحدات العينة المسموح به هو ما يعطي رقماً أكبر من قيمة : ق
   ).ع(ا أو تزيد عليها في أي وحدة من أقصى قيمة للحد الميكروبي يجب ألا تصل إليه: ص

  

   البحثفهد

  اللبنية السائبة المحليـة من المثلجات  Staph.aureusريايبكتعزل إلى هدف البحث 
وتشخيصها بالاعتماد على تقنيتـي  ) السادة، بالقشدة، بالقشدة والفستق فضلاً عن الشوكولا (

API Staph وPCRصفة القياسية السوريةمقارنة النتائج مع ما ورد في الموا و.   
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  همواد البحث وطرائق
 عينة من المثلجات اللبنية الـسائبة المحليـة       ) 100 (ـ تحليل ميكروبيولوجي ل   أجري

 من أماكن متفرقة مـن مدينـة        جُمعت )السادة، قشدة، قشدة والفستق فضلاً عن الشوكولا      (
 المنتج في أشهر    فر هذا ا تو مدة وخلال   ،2010 وأيلول   2008بين آذار   دمشق وضواحيها   

  ): Hennessy et al., 1996 (الآتية العينات مع مراعاة الملاحظات تخذأ وقدالصيف 
  .ها التي يعبأ بها البائع البوظة ومن أعلى كتلة البوظة وداخلها العينات من الأداة نفستأخذ -
 وبحجم  ،زجاجات معقمة مسبقاً ذات فوهات عريضة وغطاء محكم        وُضعت العينات في     -
  . مل مزودة بقطع زجاجية من أجل المجانسة350و حن
 العينات  تنقل، و غرام من العينة من أجل التحاليل الميكروبية       100 كان حجم العينة نحو    -

  . مجمدةبواسطةإلى المخبر 
 مدة ساعة على الأكثر هذا  الوقـت         ْ م 37  زجاجات العينات إلى حاضنة حرارتها     تنقل -

نمـو  لر على طور الـسكون      ينات مع عدم حدوث أي تغي     يكون كافياً من أجل ذوبان الع     
  .ارييالبكت

 القطع الزجاجية داخل العينات عملية      وقد سهلت  لمجانستها    حركت العينات المذابة ببطء    -
  .التجنيس

بعض أنواع البوظة المصنعة تشكل رغوة كثيفة عند التحليل يجب التخلص مـن هـذه                -
  .الرغوة قدر المستطاع

وقـد   ، محلول التخفيف التريبتون مع الملـح      اختير التخفيفات العشرية    من أجل إجراء   -
  . التخفيفات العشرية بالطريقة التقليدية وباستخدام ماصات معقمةيتجرأُ
 Baird Parker  وسط وتحديد أعدادها اِستُخدم Staph. aureus عن بكتيرياللكشف  -

Agar (B.P)  50ت الميتازين بمعـدل  تيلوريوم وسلفا – المضاف إليه صفار البيض 
وجرى  من وسط الزرع المذكور،      مل من المستحلب المعقم السابق الذكر لكل ليتر واحدٍ        

 ساعة فالمستعمرات النامية التي لهـا       48م مدة    ْ 37تحضين على درجة حرارة قدرها      ال
 3–2حو  ن مستعمرات دائرية الشكل ذات سطح أملس محدبة قطرها          :الآتيةالمواصفات  
حـو  ن لامعة سوداء مع سطح أبيض دقيق ومحاطة بهالة شفافة فاتحة قطرها             ملم، رطبة 

عمـل اختبـار أنـزيم التخثـر     يُجـرى  وللتأكد Staph.aureus عدها  ملم، يمكن 5
Coagulase باستخدام مصل الأرانب المعقم .  

شـركة  مـن  ( وتشخيصه Staph .aureus النوع لتمييز API Staph تقنية استخدمت -
BioMérieux – الحيويـة كيميائيةالمجموعة من الاختبارات التقنية وتتضمن  ،  ) فرنسا  

  . Staph. aureusللنوع  التي تسمح بدراسة استقلاب الكربوهيدرات المميزة
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، )PCR) Polymerase Chain Reaction اِستُعين بتقنية تفاعل البلمـرة المـستمرة   -
 16sRNAنة بمورثتي الــ     بالاستعا) fragment(وهي تقنية تعتمد على تحديد شدفة       

) primer)2F,2R ، وقد صُمم مرئـسان  Staph .aureus لتمييز النوع 23s RNAو
مع أطوال الشدفة التي تنتج عنهما مقـدرة بالـشفع الأساسـي            ) 2(والمبينة في الجدول    

)Base Pairs (bp)( وذلك باسـتخدام البـرنامـج الخـاص بتصميـم المرئسـات ،
)NTI Vector.(  

  المرئسات المستخدمة وتسلسلها وأطوال الشدف) 2(ل الجدو
bp طول الشدفة   التسلسلالمرئسة

2F 5'- TTAACGGAATTTCCCGATCC -'3 
2R  5'- CCCAAAGGAATTTCATCCAT -'3 

200  

 Baird Parker ساعة مـن أطبـاق   24 التي بعمر Staph. aureusجُمعت بكتيريا 
زوع الشوارد ضمن أنبوب ابندورف للحصول       ماء مقطراً معقماً من    µl 100ووُضعت في   

 ثـم  TRI مـن  µl 200، بإضافة )Bhanderi et al., 2009( بحسب DNAعلى مادة 
 من  µl 400 ثانية، وأضيف بعدها     15وضع المزيج ضمن جهاز أمواج فوق صوتية مدة         

 دقائق في درجة حرارة 5، ليثفل المزيج مدة Phenol Chloroformeفينول كلوروفورم 
 إلـى أنبـوب     – بعد انتهـاء التثفيـل       –نُقل الطافي   . دقيقة/ دورة 14000ر بسرعة   المخب

 من خلات الصوديوم، ثم مزجت محتويات الأنبوب        µl  40ابندورف آخر، وأضيف إليه     
 14000، وأعيد التثفيـل بـسرعة       %100 مل من الإيتانول البارد      1جيداً، وأضيف إليه    

وأعيد التثفيـل   % 70أضيف إتانول   ن الطافي و  ْ م، تم التخلص م    4دقيقة عند درجة    /دورة
 µl 20 دقائق ليعاد التخلص من الطافي ويترك الراسب ليجف، بعدها أضيف إليـه              5مدة  
  .ْ م20 -عند درجة حرارة ) DNA(، وحفظ الدنا TEمن 

 مـن   µl 2، احتوى علـى     µl 25 حضر مزيج بحجم     PCRومن أجل إجراء تفاعل     
  ،)Reaction Buffer 10X(المحلـول المـوقي    من µl 2.5، فضلاً عن DNAمعلق 

3 µlمن كلوريد المغنيزيوم MgCl2 ) 50 nM(،0.5 µl   من مزيج مـن النكليوتيـدات 
)dNTP) (     1بتركيز نهائي في التفاعل p.mol / µl (   من شركةEurobio -  ،فرنـسا   
1 µl      1، و )1(ول  د من مزيج زوج المرئسات الموضح بالج µl       مـن أنـزيم البـوليمراز 
)DNA polymerase(وأكمل الحجم باستخدام ماء مقطر ،.  

 مـن شـركة     PCR باستخدام جهاز    PCRاعتمد برنامج التفاعل التسلسلي للبوليمراز      
GENE Amp. - PCR system 9700 - دورة، 30 أمريكا، وقد تكون البرنامج من 

 ثانيـة، مرحلـة     45ْ م مـدة     Denaturation (94(حيث شمل البرنامج مرحلة التمسخ      
ْ م مدة   Extension (72( ثانية، مرحلة الاستطالة     45ْ م مدة    60) Annealing(لالتحام  ا

 دقائق لـدورة واحـدة،      10ْ م مدة    92 ثانية، كما تضمن برنامج التحضين في الدرجة         45
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 دقائق كمرحلة اسـتطالة     10دة  ْ م 72ضنت المحتويات عند الدرجة     وفي نهاية الدورات ح   
  . ْ م4 وحُفظت نواتج التفاعل عند الدرجة ،)Final extension(نهائيـة 
في محلول % 1.5تركيزه ) Agarose gel(ت نواتج التفاعل على هلام آغاروز رُحل

Tris – EDTA) TE ( من شركةEurobio -    فرنسا، كما اِسـتُعين بعيـاري الـوزن 
وقـد اسـتخدم جهـاز    .  فرنسا– Eurobioمن شركة ) DNA Marker(الجزيئي للدنا 

فـرق  ( أمريكا، بجهد -BIO RADمن شركة ) electrophorese(لكهربائي الرحلان ا
 أمبيراً مدة ساعة، وبعد انتهاء المدة درسـت الحـزم           150 فولطاً، وشدة تيار     85) كمون

  .نكلتراا – UVITEC  من شركة gel Docالمتشكلة وحللت الصور باستخدام جهاز 
  

  النتائج والمناقشة
 عينة من المثلجات اللبنية المحلية المصنعة بطرائق تقليدية يدوية          100تناولت الدراسة   

حليب (أو نصف آلية والمبيعة إلى المستهلك بشكل سائب وذلك بأشكالها وأنواعها المختلفة             
، وذلك بمعدل   )سادة أو حليب مع القشدة أو حليب بالقشدة والفستق أو حليب مع شوكولاته            

 للعينات خلال Staph. aureusالكشف عن بكتيريا ) 3(يبين الجدول . نةمكررين لكل عي
  . مدة الدراسة حيث يعرض الجدول النتائج الإيجابية فقط لوجودها

فـي المثلجـات    Staph. aureusأن وجود بكتيريـا  لاحظ يُ) 3(عند مراجعة جدول 
 وجـود بكتيريـا      عينة، أي إن نـسبة     36اللبنية المدروسة على اختلاف أنواعها كان في        

Staph. aureus وعند مقارنة النتائج بالمواصفة القياسية السورية ونظراً إلى %. 36 هي
 عينـة   11أن نوع المثلجات اللبنية يندرج تحت بند بوظة يدوية بأنواعها كلّها، نجـد أن               

المعرف بحسب المواصـفة القياسـية   ( قيمة م Staph. aureusتجاوز فيها تعداد بكتيريا 
 210الذي يـساوي  " مستوى الحد الميكروبي المطلوب تحقيقه في المنتج"ية على أنه    السور
 في مكررين Staph. aureusغرام أي إنّه الحد الذي يجب ألا يزيد تعداد بكتيريا / خلية

 ، ويمكن تفسير ذلـك     %11، ومن ثم فإن نسبة المخالفة في العينات المدروسة          )من العينة 
، )Gogov et al., 1984(ْ م 7.78عن النمو عند درجة حـرارة  أن هذه البكتريا تتوقف 

 .Staphإلا أن بعض الدراسات أثبتت أنه في حال تلوث مزيج المثلوجات اللبنية ببكتيريا 
aureus        إذاً ،  م وازدادت مقاومتها  18ْ– أشهر في درجة     7 فإنها بقيت على قيد الحياة مدة

نظراً إلى حفظه في درجات حرارة منخفضة جـداً         هناك تلوث للمنتج بهذه البكتريا إلا أنه        
فلن تتمكن هذه البكتريا من النمو والتكاثر فيه، أما تلوث عينات البوظة فقد يعـود للمـواد     
المضافة إلى مزيج البوظة، أو نتيجة نقل العينات وتداولها، أو إلى عدم استخدام معاملات              

 ,Kruy(م بدرجات حرارة التخـزين  حرارية مناسبة سواء في البسترة المزيج أو الالتزا
2001( ،)Marshall and Arbuckle ,2000  .(   
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   في المثلجات اللبنية بحسب المدة الزمنيةStaph.aureus وجود بكتيريا )3(الجدول 
لمكرري العينة Staph..aureusمتوسط تعداد  عام أخذ العينة  رقم العينة  نوع العينة

  1  سادة  2008  210×1.3
  2  سادة  2008  10×1
  3  سادة  2008  10×7
  4  سادة  2008  10×4
  5  سادة  2008  10×2
  6  سادة  2008  10×6
  7  فستق+قشدة  2008  210×1.3
  8  فستق+قشدة  2008  210×1

  9  فستق+قشدة  2008  10×2.1
  10  فستق+قشدة  2008  10×1.7

  11  فستق+قشدة  2008  210×1
  12  شوكولا  2008  10×1
  13  شوكولا  2008  10×1
  14  شوكولا  2008  10×2
  15  شوكولا  2008  10×8
  16  شوكولا  2008  10×1
  17  شوكولا  2008  10×2

  18  شوكولا  2008  10×1.2
  19  سادة  2009  10×1.8

  20  سادة  2009  210×2
  21  فستق+قشدة  2009  10×1.1
  22  فستق+قشدة  2009  10×1.8
  23  فستق+قشدة  2009  10×1
  24  فستق+قشدة  2009  210×2

  25  فستق+دةقش  2009  210×1.5
  26  سادة  2010  210×1.5
  27  قشدة   2010  10×1.8
  28  قشدة   2010  10×2
  29  قشدة   2010  210×6

  30  قشدة  2010  10×1.2
  31  قشدة  2010  10×1.3
  32  فستق+قشدة  2010  210×2.1
  33  فستق+قشدة  2010  10×5
  34  فستق+قشدة  2010  310×1
  35  شوكولا  2010  10×3
  36  شوكولا  2010  10×2
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 للتأكد من أن البكتيريا التي أعطت مستعمرات دائرية لامعة API Staphاِستُخدم تقنية 
 وقد .Staph. aureus تتبع للنوع Baird Parkerسوداء ومحاطة بهالة شفافة على بيئة 

  . وجد أنها جميعها تتبع لهذا النوع
 SPSSي   تحليل إحصائي للنتائج السابقة باسـتخدام البرنـامج الإحـصائ          أُجريقد  و

 ثلاثـة  وذلك بالاعتمـاد علـى عـاملين و        الناقصةوباستخدام طريقة القطاعات العشوائية     
العامل الأول كان نوع المثلوج اللبنـي،       %. 1 وعلى مستوى معنوية     ،مكررات لكل عامل  

 ـ  ، أم )2010،  2009،  2008(والعامل الثاني سنوات الدراسة       أعـداد   تا المتغيرات فكان
نت نتائج هذا التحليل أنه لا يوجـد أي فـرق معنـوي    وقد بيStaph. aureus .ريا يالبكت

مثلجـات  بين أنواع ال، وStaph. aureusريا يمع أعداد البكتمثلجات أنواع الإلى بالنسبة 
وأثبـت التحليـل أن الفـروق    .  وسنوات الدراسةStaph. aureusريا يأعداد بكتاللبنية و

  .رية ليس لها أي دلالة إحصائيةالمشاهدة بين الأنواع المختلفة هي فروق ظاه
  

 Staph. aureus لتمييز النـوع  2R و2Fستخدمت المرئسات ا: PCRتقنية نتائج 
 وأعطت مستعمرات نموذجيـة،  Baird Parker سلالة التي عُزلت من أطباق 36ضمن 

 بالاعتماد على تقنية Staph. aureusريا ي البكتوجميعها أعطت نتائج إيجابية بكونها تتبع
API Staph .  

، واستخدم كشاهد سلبي سلالة معزولة من أحد الأطبـاق          200bpحُددت شدفة بطول    
  ولم تعطِ مستعمرات نموذجيـة، أمـا الـشاهد الإيجـابي فكـان سـلالة تابعـة للنـوع             

Staph. aureus معزولة ومنمطة في مخبر ميكروبيولوجيا الألبان في قسم علوم الأغذية 
عيـاري   بالاعتماد علـى     200bpعصابات بطول   ) 1 ( كلية الزراعة، وتظهر الصورة    -

  .Mفي المسار ) 100bp Ladder(الوزن الجزيئي للدنا 
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   معزولـة مـن المثلجـات اللبنيـة،    Staph.aureus سلالات   6 حتى   2المسارات  ) 1(الصورة  

شـاهد  (سلالة لم تُعطِ مـستعمرات نموذجيـة        : 7،  )شاهد إيجابي (سلالة نقية : 1
  .ماركر: M، )سلبي

  

 في الكشف عن بكتيريـا   PCR والـ API Staphعند إجراء المقارنة بين تقانة الـ 
Staph .aureus   بنـسبة  نجد أن التقنيتين توافقتا في النتيجة الإيجابية لتحديد الـسلالات

100  .%  

  

  

  تالاستنتاجا
 .Staphبلغت نسبة المخالفة للمواصفة القياسية السورية الخاصة بوجـود بكتيريـا    – 1

aureus  11.%  
 بـشكل  Staph. aureus بكتيريـا   لتحديد وجـود  PCR من الممكن استخدام تقنية – 2

  . سريع ودقيق في المثلجات اللبنية
أو بتقنيـة الــ    API Staphبتقنية Staph. aureus بكتيريا  كانت نتائج تشخيص – 3

PCRمتماثلة .  
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