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 ونکومایسین رشد انتروکوک مقاوم بهی بازدارنده ها جداسازی استرپتومیست

 ی زراعی شهر قمها از خاک

 2سید سهیل آقایی ،2احمد علی پوربابایی، 1فاطمه الزاملی

 ایران، واحد قم، دانشگاه آزاد اسلامی، دانشجوی کارشناسی ارشد. 1

 ایران، واحد قم، دانشگاه آزاد اسلامی، گروه میکروبیولوژی. 2

 (01/01/9312: ؛ تاریخ پذیرش20/05/9312: تاریخ دریافت)

 چکیده

به آنتی  ها مقاومت این باکتری. تمامی دنیا در حال افزایش است در( VRE)مقاوم به ونکومایسین  یها ی ناشی از انتروکوکسیها عفونت
در دیواره ی این  ها این آنتی بیوتیک تأثیراست که باعث کاهش  van A ،B ،C ،D ،E یها ی گلیکوپپتیدی در ارتباط با ژنها بیوتیک
ور ذاتی به توبرامایسین مقاوم اند بنابرین از متعلق به انتروکوکوس فیشیوم هستند که به ط VREی ها اکثر نمونه. شود می ها باکتری

اخیرا گزارش شده که بسیاری از . شود می جنتامایسین بعنوان آمینوگلیکوزید انتخابی برای درمان ترکیبی با عوامل باکتریسیدال استفاده
VRE ی مقاوم انتروکوکیها به گسترش سویه با توجه. وحتی جنتامایسین نشان میدهد ها مقاومت بسیار بالایی به همه ی آمینوگلیکوزید ها ،

 . لذا این تحقیق برای یافتن مواد ضد میکروبی جدید برای مقابله با انتروکوک مقاوم به ونکومایسین انجام شده است
انجام  ISP4ی استرپتومایسس بر روی محیط ها جداسازی و شناسایی سویه، ی زراعی قم و روستاهای اطرافها بعد از نمونه برداری از خاک

 MHA ،BHI ،Hicky trenserرا بر علیه انتروکوک مقاوم به ونکومایسین در محیط کشت  ها جدایه، و خالص سازی پس از جداسازی. شد

medium جدایه توانایی بازدارندگی رشد بر علیه  5جدایه  925مجموع از  در. اثر داده شدVRE سویه ای که بیش ترین هاله . را نشان دادند
. مورد شناسایی قرار گرفت 16s rRNAد بر علیه انتروکوکی نشان داد از لحاظ صفات بیوشیمیایی و مرفولوژی و براساس توالی ی عدم رش

پس  GC-Massآنالیز . باشد می Streptomyses tendae ATTC 19812درصد مشابه  900نتایج شناسایی نشان داد که جدایه برتر به میزان 
 . یک ترکیب کویینولینی باشد "ماده موثر احتمالا یله حلال اتیل استات از محیط کشت نشان داد کهاز استخراج ماده موثره بوس

 ژگانواکلید

 . جداسازی استرپتومیست، انتروکوک مقاوم به ونکومایسین
 

 

 

                                                 
 رایانامه، نویسنده مسئول: ahmadalipb@gmail.com 
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 ... رشد انتروکوک مقاوم بهی بازدارنده ها جداسازی استرپتومیست

 مقدمه

ها  یکي از مشکلات اصلي در ارتباط با انتروکوک
ا ه بيوتيک توانند نسبت به آنتي ها مي این است که آن

یکي از علل اصلي مقاومت سریع . خيلي مقاوم باشند
ناشي ، ها بيوتيک نسبت به عوامل ضد ميکروبي و آنتي

از کاربردن نابجاي این ترکيبات ضد ميکروبي است که 
ومير در  ها و حتي مرگ افزایش ميزان عفونتمنجر به 

 . (Yehude et al ،2002) شود بيماران ميزبان مي
هاي مقاوم به دارو و همچنين  افزایش تعداد پاتوژن

ها در به کارگيري ترکيبات مؤثر در  کاهش موفقيت
هاي شيميایي باعث شده است تا محققان در  درمان

هاي  عفونت  پي یافتن راهکارهاي جدیدي براي درمان
 باکتریایي با عوامل ضد ميکروبي جدید باشند

(Riyanti et al., 2009) . 
هاا را تويياد    بيوتيک هایي که آنتي  ميکروارگانيسم

اند و  نند به طور وسيعي در طبيعت پراکنده شدهک مي
، آب، نقااش ميمااي را در جمعياات ميکروبااي خاااک 

یکاي از  . فاضلاب و مواد در حال فساد بر عيده دارناد 
کننده ها که توييد هاي ميکروارگانيسم هترین گرو بزرگ

هاا در طبيعات هساتند     بيوتياک  قسمت اعظم آنتاي 
 هااا  ایاان باااکتري . باشااند ا ماايهاا اکتينوميساات

اي گرم مثبتي هستند که به طور  هاي رشته ساپروفيت
باشند و به  آب و گياهان پراکنده مي، وسيعي در خاک

هااي   هااي بااکتري   ترین جمعيت عنوان یکي از بزرگ
ها توييد کننده  اکتينوميست. شوند خاکزي شناخته مي

تعااداد زیااادي از ترکيبااات اساسااي و حياااتي بااراي  
، اها  آنازیم ، هاا  بيوتياک  لامتي انسان از جمله آنتاي س

، هااي آنزیماي   ناده نميارک، هاي ایمناي  تنظيم کننده
ایان  . باشاند  هاا ماي   ترکيبات ضد توموري و ویتامين

توييد مواد غااایي و در  ، آييها در چرخه مواد  باکتري
کشاورزي و ماهيگيري نقش ميمي ، داروسازي عصنای

 Usha ،2010 and Mohitosh Biswas) کنند را ایفا مي

et al 2011) . 

ها به طور معمول جزء فلور طبيعي  انتروکوک
دهان و مجاري تناسلي انسان و  ،مجاري روده اي

باشند و به صورت همزیست و یا با  حيوانات مي
 . کنند زایي بسيار پایين زندگي مي بيماري

هاي انتروکوکي در مواردي  دو دهه قبل عفونت
هاي ناشي  جراحت، مجاري ادراري هاي شامل عفونت
هاي قلبي  هاي جراحي و دریچه برش، از سوختگي

ها بر روي وسایل مورد  این عفونت. بسيار افزایش یافت

استفاده در پزشکي و جراحي کلونيزه شده و منجر به 
. شوند ایجاد اندوکاردیت و سپتي سمي در بيماران مي

با  ها در ارتباط گونه از انتروکوک 21دست کم 
 Cosmina) اند هاي گوناگون شناسایي شده اريبيم

zeana et al ،200) . 
دو گونه انتروکوکوس فکاييس و انتروکوکوس 

هاي اخير به عنوان عامل اصلي  فاسيوم در دهه
اند که در این ميان فکاييس  ها شناخته شده عفونت

هاي ناشي از این  ونتعف% 08تا  08مسئول بيش از 

 . (Fischetti and Ryan, 2009) باشد جنس مي
هاي انتروکوکي  یکي از دلایل اهميت عفونت

. باشد ها مي بيوتيک ها نسبت به بيشتر آنتي مقاومت آن
، ها ها به طور ذاتي به سفايوسپورین انتروکوک

سيليناز و  هاي مقاوم نسبت به پني سيلين پني
ها نسبت به بسياري از  آن. ها مقاوم هستند مونوباکتام

کم و نسبت به مقاومت داخلي ، ليکوزیدهاآمينوگ
. ها حساسيت یا مقاومت متوسطي دارند فلوروکينويون

سيلين کمتر از  سيلين و آمپي همچنين نسبت به پني
ها توسط  انتروکوک. ها حساس هستند استرپتوکوک

ß- شوند اما  سيلين ميار مي ها مانند آمپي لاکتام
 .Barbara E) شوند ها کشته نمي عمولاً توسط آنم

Murray et al ،2000) . 

اي از  جدایهیونگ ري که به دنبال جداسازي 
که بتواند مويد ماده ي ضد ، اکتينوميستيا بود
موفق به جداسازي ، باشد VREميکروبي برعليه 

شد که ، KH-614 جدایه ي استرپتوميسسوشناسایي 
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او این . بود VREمويد ماده ي ضد ميکروبي بر عليه 
براي . در کشور کره انجام داد 1881ل کار رادر سا

 Av medium و S mediumجداسازي این باکتري از 
یي که روي ماده ي ها در پي اناييز. استفاده نمود

انجام شد به  جدایهحاصل از محيط کشت مایع این 
این نتيجه رسيد که ماده ي حاصله علاوه بر این که 

ي هم فعاييت انتي تومور، فعاييت ضد ميکروبي دارد
 . (Ki-Hyeong Rhee et al., 2002) دارد

 ها مواد و روش

 ی خاکها جمع آوری نمونه

ي زراعي ها ي خاک از زمينها جمع آوري نمونه
به . استان قم با استفاده از بيلچه ي باغباني انجام شد

این صورت که ابتدا لایه ي سطحي خاک را کنار زده 
يري انتي متري عمل نمونه گس 1-21شد واز عمق 

وپوشش نمونه ي خاک بلافاصله درون. گرفت صورت
گياهي منطقه و شماره ي نمونه بر روي پلاستيک 

در اسرع وقت به  ها نمونه و. مربوطه ثبت گردید
ا ازمایشگاه انتقال داده شدودر یخچال نگه داري شدت

 M. Kavya et) مراحل بعدي روي انيا صورت گيرد

al. ،2012) . 

  caco3استفاده از تیمار 

سپس ، از نمونه ي خاک را وزن نموده g 2 مقدار
آنرا در يويه ي شيشه اي در پوش دار واستریل ریخته 

آنرا مخلوط ، اضافه کرده g 2/8 caco3وسپس به آن 
 1درجه ي سانتي گراد به مدت  10کرده ودر دماي 

 (.Tara Devi Gurung et al., 2009) گردیدروز انکوبه 
 ميلي ييتر که 188 ارينخاک رابه  g 28مقدار 

اضافه ، ميلي ييتر آب مقطر استریل است 288حاوي 
 10در دماي  سپس ارين به مدت یک ساعت، گردید

از هر . شيک گردید rpm 188درجه ي سانتيگراد و 
ميلي ييتر از سوسپانسيون خاک به 2نمونه ي خاک 

رقت اضافه شد وبعد از شيک  اويين يويه ي تييه
از يويه ي اول به يويه ي دوم لي ييترمي 2کردن دوباره 

این  با. اضافه شد این کار تا يويه ي پنجم انجام شد
، .M. Kavya et al) ي سریايي تييه شدها روش رقت

2012) . 

 Spread plate methodانجام کشت اولیه با روش 

ي حاوي ها به پليت ميلي ييتر از هر رقت 2/8
له ي شيشه انتقال داده شد وبا مي ISP4وGYEمحيط 

بر روي کل سطح آگار پخش شد  اي سر کج استریل
 10روز در دماي  7ي کشت به مدت ها سپس محيط

ي بعدي ها سيتا برر، انکوبه شد، سانتي گراد درجه
 . (M. Kavya et al., 2012) صورت گيرد ها روي آن

 شناسایی کلنی های اکتینومیست

ر یي که داراي ظاهها کلني، ها با مشاهده ي پليت
، قرمز، خاکستري، ي سفيدها پودري یا گچي و به رنگ

سپس رنگ . انتخاب گردیدند، آبي وبنفش بودند، زرد
ميکرو . انجام شد ها آميزي گرم از این کلني

ي ها یي که زیر ميکروسکوپ داراي ویژگيها اورگانيسم
، بوده را( گرم مثبت وآرایش رشته اي)ها اکتينوميست

به محيط کشت  ها ن کلنيعلامت گااري کرده وبعد ای
ISP2 ده استانتقال داده ش (M. Kavya et al., 

2012) . 

 ی اکتینومیستها تهیه ی کشت خالص از کلنی

یي که با توجه به مطايعه ي ميکروسکوپي ها کلني
روي محيط ، بودند منتخببه عنوان اکتينوميست 

ISP2 7پس از  و به صورت خطي کشت داده شدند 
باپيچيدن ، ي سانتي گراد درجه 10 روز انکوباسيون در

در یخچال نگه داري شدند تا  ها پارافيلم به دور پليت
 M. Kavya et) ي بعدي آماده باشندها براي بررسي

al. ،2012) . 
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 ... رشد انتروکوک مقاوم بهی بازدارنده ها جداسازی استرپتومیست

  VREانتروکوک مقاوم به ونکومایسین

استاندارد انتروکوک مقاوم به ونکومایسين ي  جدایه
ATCC 51299  گردیداز ازمایشگاه رفرانس تييه . 

 از نظر تولید ماده ی ضد میکروبی ها ارزیابی جدایه

ي اکتينوميست جدا سازي شده به صورت  جدایه
 Hickey-trenser agarدایره اي روي محيط کشت 

medium ،10در دماي  ها کشت داده شدسپس پليت 
روز گرماگااري  28ه مدت درجه ي سانتي گراد ب

، راثب BHIي حاوي محيط ها سپس يويه. شدند
ي قبلي ها روي پليت، مایسينانتروکوک مقاوم به ونکو

ي محيط ها کدورت ایجاد شده در يويه). اضافه شد
مک فاريند تييه شده  1/8مایع برابر با يويه ي

 Alireza) ساعت نتایج ثبت گردید 18-80بعداز(بود

Dehnad et al. ،2010) . 

 ی بیوشیمیایی روی جدایه منتخبها انجام تست

انجام  E. P2ي که براي شناسایي جدایه یها تست
هيدروييز ، توييد پيگمان ملانين:شدند عبارتند از

احياي ، تست ييستيناز، 08تجزیه توئين ، نشاسته
،  DNaseتست، تست کاتالاز، تست اکسيداز، نيترات

رنگ آميزي اسيد پایدار و ، هيدروييز تریپتوفان
 . (Houssam M. Atta ،2009) مقاومت به ييزوزیم

ررسی خاصیت ضد انتروکوکی محلول رویی محـی   ب

 کشت شده با جدایه منتخب

ترپتوميست مورد نظر روي اس جدایه پس از کشت
 28وگرماگااري به مدت  اسلنت ISP4محيط کشت 
سوسپانسيون ، درجه ي سانتي گراد 10روز در دماي 

براي این کار . ميکرواورگانيسم تييه شد اسپوري از
اب مقطر استریل را تييه نموده ييترميلي  28مقدار 

به يويه ي  وپس از اضافه نمودن اب مقطر استریل

با  ها سطح کلني، حاوي محيط کشت اسلنت
فيلدوپلاتين کمي خراش داده شد سپس به مدت 

از ميلي ييتر 2مقدار  چند دقيقه شيک شد و
به محيط کشت  سوسپانسيون اسپوري استرپتوميسز

ت مایع که همان محيط محيط کش)مایع اضافه شد 
ميلي  118یي به حجم ها باشد در ارين مي تخمير

محيط کشت بود تييه ميلي ييتر 18که حاوي ييتر
در  سپس ارين حاوي محيط کشت مایع(. شده بود

در دماي  188و 278، 218انکوباتور شيکر دار با دور 
هرروز به . درجه ي سانتي گراد گرماگااري گردید 10

 ساعت مقداري از مایع تخمير را 18فاصله ي زماني 
دقيقه  21به مدت  1888در سانتریفوژ با دور 

ميکروييتر از مایع  18سانتریفوژ گردید سپس مقدار 
یي که از قبل روي ها رویي حاصله رابه درون چاهک

ي  جدایهمحيط موير هينتون آگار تلقيح شده با 
، ایجاد شده بود، انتروکوک مقاوم به ونکومایسين

درجه ي سانتي گراد  08ودر دماي . ق شدتزری
گرماگااري شد سپس از نظر هايه ي عدم رشد 

 . ((Mohamed E. osman et al. ،2011 شد بررسي

بعد ، در پليت تييه شد MHAابتدا محيط کشت 
مک  1/8از سوسپانسيوني برابر با يويه ي ميلي ييتر 2

ي انتروکوک مقاوم به ونکومایسين  جدایهاز ، فاريند
. پخش شد ها روي پليت، ه از قبل تييه شده بودک

ميکرو ييتر از مایعي که حاوي ماده ي آنتي  18سپس 
روي ، (در مرحله ي قبل تييه شده بود)ميکروبيال بود

درجه  10وبعد از گرماگااري در . تزریق شد ها دیسک
نتایج بررسي ، ساعت 80-71ي سانتي گراد به مدت 

 (.M. Kavya et al., 2012) شد

 شناسایی ماده موثره بازدارنده رشد انتروکوک

ي  جدایهابتدا سوسپانسيون اسپوري از 
سپس انرا به محيط مایع ، اسسترپتوميسز تييه شد

روز در انکوباتور شيکر دار در  7مناسب تلقيح کرده و

سپس ، قرار داده شد 188درجه و دور  08دماي 
 1888مقداري از محيط مایع را در سانتریفوژ با دور 

 1/8از فيلتر  دقيقه قرار داده ومایع رویي 21به مدت 
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سپس مقدار مساوي از مایع . ميکرون عبور داده شد
رویي واتيل استات را در قيف دکانتور مخلوط کرده 

با استفاده از تيوسويفات سدیم . وفاز آيي جدا گردید
عمل آبگيري انجام شدومایع حاصل از کاغا صافي 

بدست   Column: TRB-5MSع مای و. عبور داده شد
 :Length: 30 m, Internal diameter) آمده جيت انجام

250 micrometer, Film thickness: 0. 25 
micrometer, carrier gas: helium, Flow: 1 

mL/min, GC: HP 6890, MSD: 5973) GC-MS 

analysis  مایشگاه دانشگاه شریف ارسال گردیدآزبه 
(Mostafa Y. El –Naggar et al, 2006) . 

 جنتای

جدایه  211ي زراعي شير قم ها از خاک
جدایه خاصيت  1. اکتينوميست بدست آمد

بازدارندگي رشد انتروکوک مقاوم به ونکومایسين 
جدایه اي که برترین اثر بازدارندگي . انشان دادندر

رشد انتروکوک مقاوم به ونکومایسين را نشان داد 
 . مورد شناسایي قرار گرفت

 

قطر هاله توقف رشد ایجاد شده علیه انتروکوک مقاوم به  -1 جدول

 E. P2ونکومایسین توسط جدایه 

جدایه ی 

 اکتینومیست

هاله ی ایجاد شده در  اندازه ی

 mmغربال گری اولیه بر حسب 

E. P2 12 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 الف

 
 ب

 

 

 

 

 

 

 
 

 ج

محیط کشت روی  E. P2در شکل الف مرفولوژی کلنی جدایه  -1 شکل

ISP4 اده شده است در شکل ب هاله سمت راست مربوط . نشان د

بر علیه انتروکوک ، E. P2به هاله عدم رشد ایجاد شده توسط جدایه 

در اینجا انتروکوک مقاوم به . باشد می مقاوم به ونکومایسین

 نشان داده دیسک و ونکومایسین روی کل محیط پخش شده است

 E. P2روزه جدایه 7محیط کشت مایع میکرولیتر از  02شده حاوی 

در زیر  E. P2در شکل ج رنگ آمیزی گرم جدایه . باشد می

اده شده است  . میکروسکوپ نوری نشان د

 

 ی بیوشیمیاییها نتایج تست -0جدول 

 جدایه ی E. P2   ی بیوشیمیاییها تست
 +   توييد پيگمان ملانين

 +   هيدروييز نشاسته
 -   08تجزیه توئين 

 +   ت ييستينازتس
 -   احياي نيترات
 -   تست اکسيداز
 +   تست کاتالاز

 DNaseتست  - 
 +   هيدروييز تریپتوفان

 -   رنگ آميزي اسيد پایدار
 -   مقاومت به ييزوزیم
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و -0شکل  E. P2ط کشت مایع جدایه روز در محی 11مربوطه طی  pHهاله ی عدم رشد ایجاد شده بر علیه انتروکوک مقاوم به ونکومایسین 

مایع  GC-MSي حاصل از آناييز ها با بررسي نمودار
بر  E. P2حاوي ماده موثرهاز محيط کشت مایع جدایه

ماده ضد ، عليه انتروکوک مقاوم به ونکومایسين
 Quinoline-3 :ميکروبي حاصله اینگونه نام گااري شد

Carboxylic acid ،1-hexyl-1 ،2-dihydro-2-oxo  
محيط  GC-MSمربوط به نتيجه آناييز  8شکل 

در این نمودار پيک . باشد مي E. P2کشت مایع جدایه 
بالاترین . مربوط به مواد موجود نشان داده شده است

 .Eپيک مربوط به ماده ضد ميکروبي حاصل از جدایه 

P2 .استخراج این ماده از محيط کشت مایع . باشد مي
 .تتوسط حلال آيي اتيل استات صورت گرف

 
ساختار شیمیایی ماده ضد میکروبی حاصل از محیط کشت  -3شکل 

 E. P2مایع جدایه 

 
 E. P2محیط کشت مایع جدایه  GC_MSنمودار حاصل از آنالیز  -1شکل 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

هايه ي عدم               

 ( mm)رشد
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 گیری نتیجه بحث و

شباهت  srRNA 22از نظر توايي  E. P2جدایه 
 . دارد Streptomyces Tendaeبا % 288

ز محيط کشت مایع ماده ضد ميکروبي حاصل ا
 . باشد مي یک ترکيب کوئينوييني E. P2جدایه 

اي از  جدایهیونگ ري که به دنبال جداسازي 
که بتواند مويد ماده ي ضد ، اکتينوميستيا بود
موفق به جداسازي ، باشد VREميکروبي برعليه 

شد که ، KH-614ي استرپتوميسز  جدایهوشناسایي 
او این . بود VREمويد ماده ي ضد ميکروبي بر عليه 

براي . در کشور کره انجام داد 1881کار رادر سال 
 Av medium و S mediumجداسازي این باکتري از 

یي که روي ماده ي ها در پي اناييز. استفاده نمود
انجام شد به  جدایهحاصل از محيط کشت مایع این 

این نتيجه رسيد که ماده ي حاصله علاوه بر این که 
فعاييت انتي توموري هم ، وبي داردفعاييت ضد ميکر

 . (Ki-Hyeong Rhee et al., 2002) دارد
موفق به  1887مصطفي ال نگار در سال 

از ، HAL64ي استرپتوميسز  جدایهجداسازي 
ابتدا با توجه به مرفويوژي و . هاي مصر شد خاک

آنرا به ، ساختار دیواره ي سلويي این استرپتوميسز
سپس با . ایي کردعنوان جنس استرپتوميسز شناس

مشخص شد که این  s rRNA 22انجام آناييز سکانس 

مويد  جدایهاین . باکتري همان استرپتوميسز ميباشد
ي گرم ها ماده ي ضد ميکروبي قوي بر عليه باکتري

در صورتي که اثر این ماده ي . مثبت بيماري زا بود
ي بيماري زاي گرم ها ضد ميکروبي بر عليه باکتري

آنتي بيوتيک توييد شده توسط این . دمنفي کمتر بو
-Sephadex LHبا سيليکاژل جدا شد سپس با  جدایه

20 Column  خايص سازي شد و در نيایت خلوص
. ثابت گردید HPLCآنتي بيوتيک توييد شده با روش 

ساختار شيميایي آنتي بيوتيک خايص سازي شده با 
. شناسایي شد، هاي اسپکتروسکوپيک اده از آناييزاستف

 Kosinostatinمشخص شدکه این آنتي بيوتيک 
این آنتي بيوتيک یک کویينوسيکلين . ميباشد
این آنتي بيوتيک هم چنين توسط . ميباشد

 شود مي نيز توييد TP-A0468ميکرومونوسپورا 
(Mustafa El-naggar, 2007) . 

 تشکر و قدر دانی

با تشکر از اقاي محمد رضا زند منفرد به عنوان 
ایشگاه شيمي وآقاي علي جوادي به کارشناس آزم

ارشد  عنوان مسئول آزمایشگاه کارشناسي
که مرا در انجام این مطايعه  ميکروبيويوژي واحد قم

 . یاري نمودند
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