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مقدمه
 ، اسپور  بدون   ، مثبت  گرم  های  مونوسیتوژنز،کوکوباسیل   لیستریا 
درجه  دمای 0-45  در  که  باشند  می  منفی  اکسیداز  و  مثبت  کاتالاز 
ایجاد  انسان  و  حیوانات  در  لیستریا  هستند.  رشد  به  قادر  سانتیگراد 
نوزاد  تولد   ، ، سپتی سمی  انسفالیت   ، مننژیت  مانند  هایی  بیماری  

نارس و سقط می شود )1(.
در بالغین ، الگوی لیستریوز به سن و وضعیت ایمنی فرد آلوده بستگی 
. افراد مسن و بیماران مبتلا به دیابت ، سرطان ، پیوند کلیه و  دارد 
بدخیمی  سیستمیک  بیماری  به  معمولا   T سلول  عملکرد  در  نقایص 
مبتلا   می شوند که منجر به مننژیت می شوند .  دریافت کنندگان 
پیوند کلیه و بیماران مبتلا به لوسمی ممکن است به آبسه  های مغزی 
دچار شوند . لیستریوز در افراد مسن و بیماران دچار سرکوب سیستم 

ایمنی با سردرد ، استفراغ ، تب و بی حالی شروع می شود )2(.
هنگامی  هستند  سالم  ایمنی  نظر  از  که  بالغینی  سایر  و  باردار  زنان 
، به یک  را مصرف می کنند  لیستریا مونوسیتوژنز  با  آلوده  که غذای 
بیماری شبه انفلونزای خفیف مبتلا می شوند که تظاهرات آن ممکن 

است شامل تب ، سردرد ، استفراغ ، درد شکم و کرامپ ناحیه پایین و 
پشت باشد . بیماری در این بالغین خود محدود شونده است . اگرچه 
 ، کنند  منتقل  نوزادشان  به  را  عفونت  است  ممکن  آلوده  باردار  زنان 
بخصوص چنانچه زن باردار در سه ماهه سوم بارداری خود باشد . این 
نوزاد  عفونت  یا  زودرس  زایمان   ، سقط  به  منجر  است  ممکن  حالت 
شود . نوزادانی که از طریق جفت به لیستریوز مبتلا شده اند ، بیماری 
زودرس همچون گرانولوماتوز همراه با پنومونی و نوزادانی که در حین 
تولد با مایعات آلوده در طول کانال زایمانی آلوده می شوند به لیستریوز 

تأخیری همچون مننژیت مبتلا می شوند)7و14( .   
برای  باکتری لیستریا مونوسیتوژنز بطور معمول، روش مرجع   کشت 
تشخیص عفونت  های لیستریایی است و محیط  های متنوعی جهت 
بالینی  های  نمونه    . است  دسترس  در  لیستریا   وجداسازی  کشت 
مایع   ، مکونیوم   ، مغزی-نخاعی  مایع   ، خون   ، مدفوع  نظیر  مناسب 
آمنیوتیک و نمونه  های گرفته شده از جفت بایستی ابتدا در محیط 
تریپتی کیس سوی براث رقیق شده ) یک قسمت از نمونه در 9 قسمت 
از براث ( به همراه عصاره مخمر برده شود و حدود 2 ماه یا بیشتر در 
دمای 4 درجه نگه داری شود ، تا باکتری در سرما غنی گردد سپس 
 Oxford agar و   PALCAM agar نظیر  اختصاصی  های  محیط   در 
کشت داده شود و جهت اطمینان از حضور لیستریا مونوسیتوژنز ابتدا 

جداسازی و تشخیص ژن های actA, PrfA, InB  لیستریا مونوسیتوژنز در بانوان مبتلا به سقط جنین 
مراجعه کننده به مراکز درمانی دانشگاهی به روش PCR در سال 92

گيتا اسلامي1 ، رقيه صمدي*1 ، آرزو طاهر پور2
1 گروه مكيروبيولوژي، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي

2 گروه مكيروبيولوژي، دانشكده پزشكي ، دانشگاه علوم پزشكي کردستان 

چکیده
سابقه و هدف : در چند سال اخیر پدیده سقط خودبخودی جنین ، نظر محققین زیادی را به خود جلب کرده است و باکتری هایی مانند لیستریا 
مونوسیتوژنز ، استرپتوکوک آگالاکتیه ، کلامیدیا تراکوماتیس و مایکوپلاسما  از عوامل مهم آن به شمار می روند که در صورت عدم شناسایی ، منجر 
  actA, PrfA, InB به سقط مکرر و افزایش مقاومت آنتی بیوتیکی خواهند شد . شناسایی لیستریا مونوسیتوژنز و ژن های ویرولانس آن به نام های

در بانوان دچار سقط جنین به روش PCR از اهداف این مطالعه می باشد.
مواد وروش ها : در این مطالعه توصیفی ، سواب واژن از 96 زن دچار سقط جنین مراجعه کننده به بیمارستان های تهران گرفته شد ، نمونه 
ها در محیط انتقالی TSB مخمر دار به مدت حداقل 1 ماه در دمای یخچال غنی سازی شد و سپس DNA باکتری به روش کیت فرمنتاز استخراج 

گردید و حضور ژن های ویرولانس لیستریا مونوسیتوژنز به نام های PrfA, actA, InlB با تکنیک PCR انجام شد .   
یافته ها : در روش مولکولی فراوانی ژن های InlB, PrfA, actA به ترتیب 12/5%، 9/3%، 2% بود . 

نتیجه گیری : لیستریا مونوسیتوژنز در خانم های دچار سقط جنین 12/5% می باشد و به نظر می رسد ژن های InlB, PrfA, actA نقش 
اساسی در بیماری زایی این باکتری دارد .

PCR ، واژگان کلیدی : سقط ، لیستریا مونوسیتوژنز
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یافته ها
دربیــن 69 ســواب واژن فراوانــی ژن هــای BnI ,AfrP ,Atca  بــه 
ــای  ــکل ه ــه در ش ــد ک ــزارش گردی ــب 2% ، 9/5% ، 21/5% گ ترتی

زیــر نشــان داده شــده اســت. محصــولات بدســت
 آمــده جهــت تاییــد نهایــی بــه شــرکت ســیناژن فرســتاده شــد تــا 

تعییــن توالــی گــردد و ســپس در ســایت IBCN ثبــت گردیــد. 

ــه  ــا ب ــان مبت ــیتوژنز در زن ــتریا مونوس ــول PCR ژن ActA لیس ــش محص ــکل 1- نمای ش
ــه کنتــرل مثبــت لیســتریا  ــدرbp  100 فرمنتانــس ، ســتون 2- نمون ســقط.  ســتون 1- ل
ــه  ــتون 5 – نمون ــت ، س ــار مثب ــه بیم ــتون 3و4- نمون ــیتوژنز ATTCC 7644 ، س مونوس

ــی.    ــرل منف ــه کنت ــی  ســتون 6 – نمون ــار منف بیم
  

  bpــدر ــه بیمارســتان هــای شــهید بهشــتی در ســال 92 .  ســتون 1- ل ــه ســقط مراجعــه کننــده ب ــان مبتــا ب شــکل 2- نمایــش محصــول PCR ژن InlB لیســتریا مونوســیتوژنز از زن

ــت،  ــار مثب ــه بیم ــتون 4- نمون ــی، س ــار منف ــه بیم ــتون 2 و3 - نمون ــس ، س 100 فرمنتان
ســتون 5– نمونــه کنتــرل منفــی ، ســتون6– نمونــه کنتــرل مثبــت لیســتریا مونوســیتوژنز 

 .ATTCC7644

شــکل -3نمایــش محصــول PCR ژن PrfA لیســتریا مونوســیتوژنز از زنــان مبتــا بــه ســقط.  ســتون 
-1 لــدرbp  100 فرمنتانــس ، ســتون -2 نمونــه کنتــرل منفــی، ســتون 3و4 - نمونــه بیمــار مثبــت، 
ــه بیمــار  ــه کنتــرل مثبــت لیســتریا مونوســیتوژنز ATTCC 7644 ،ســتون 6– نمون ســتون 5 – نمون

منفــی.

278bp

319bp

مورفولوژی باکتری با رنگ آمیزی گرم بررسی شد و سپس تست  های 
افتراقی مانند کاتالاز و اکسیداز، هیدرولیز بایل اسکولین ، تست حرکت 

در دمای 25 درجه انجام شد )8و16(. 
پاسخ سرولوژی به آنتی ژن  های کل سلول نمی تواند برای تشخیص 
لیستریا  بین  ژنی  آنتی  متقاطع  واکنش  زیرا  شود،  برده  کار  به 
مونوسیتوژنز و دیگر باکتری  های گرم مثبت مثل استافیلوکوک  ها 
)Staphylococcus( ، انتروکوک  ها )Enterococcus( و باسیلوس  ها 
)Bacillus( دیده می شود. به علاوه بیمارانی که لیستریوز در آن  ها 
ردیابی  غیرقابل  بادی  آنتی  سطح  است،  شده  تایید  کشت  وسیله  به 
 Listeriolysin( Oدارند. تعیین سطح آنتی بادی بر علیه لیستریولیزین
برای  هم  و  هاجمی  ت  لیستریوز  تشخیص  برای  هم  تواند  می   )O
گاستروانتریت تب دار ارزشمند باشد، گرچه روش  های سرولوژیک که 
بر اساس ردیابی آنتی بادی  های ضد شکل  های ناقص لیستریولیزین 
O هستند، می توانند اختصاصی تر باشند ولی آزمون  های سرولوژیک 
DNA لیستریا مونوسیتوژنز می  در حال حاضر توصیه نمی شود)7(. 
ای  زنجیره  واکنش  به روش  این میکروارگانیسم  برای تشخیص  تواند 
اختصاصیت  و  حساسیت   PCR روش  شود.  استفاده   )PCR( پلیمراز 
بالایی دارد و به خصوص هنگامی می تواند استفاده شود که استفاده 
قبلی بیمار از عوامل ضد میکروبی )آنتی بیوتیک ( ، حساسیت استفاده 
غالبا  واژن  های  نمونه   که  جا  آن  از  بیاورد.  پایین  را  روش کشت  از 
حاوی فلور طبیعی واژن بوده و باکتری  های بی هوازی و هوازی به 
صورت توام در این نمونه  ها حضور دارند و حضور دیگر باکتری  ها در 
واژن می تواند با رشد لیستریا مونوسیتوژنز روی محیط کشت تداخل 
ایجاد کند )15(، هدف از این مطالعه ، معرفی روش جدید PCR برای 

تشخیص لیستریا مونوسیتوژنز در نمونه  های واژن می باشد.
مواد و روش  ها  

در این مطالعه توصیفی 96 نمونه سواب واژن از بانوان مبتلا به سقط 
مراجعه کننده به بیمارستان امام حسین و فیاض بخش در سال 92 
آزمایشگاه  به  دار  مخمر   TSB انتقالی  محیط  در  و  شد  آوری  جمع 
سازی  غنی  یخچال  دمای  در  ماه   1 حداقل  مدت  به  و  شد  فرستاده 
زیر  روش  به  فرمنتاز  کیت  روش  به  باکتری   DNA سپس  و  گردید 

استخراج گردید.
ابتدا لوله  های  حاوی محیط TSB به مدت 20 ثانیه روی شیکر قرار 
داده تا نمونه  ها از سواب به داخل محیط پخش شود . سپس لوله  ها را 
زیر هودی که با پنبه الکل 70% تمیز و به مدت 20 دقیقه UV تابانیده 
شده قرارداده شد . 200 میکرولیتر نمونه را با 400 میکرولیتر محلول 
لایزیس به داخل میکروتیوپ استریل ریخته و پیپتاژ شد ، سپس به 
مدت 5 دقیقه در دمای 65 درجه قرار داده شد و به مدت 10 دقیقه 
 )Inverted  ( کردن   و صاف  معکوس  به صورت  درجه   65 دمای  در 
قرار گرفت . 600 میکرولیتر کلروفورم به میکروتیوپ بالا اضافه کرده 

 rpm10000  دور با  دقیقه  به مدت 2  و  تکان می دهیم  بار  و 3-5 
سانتریفیوژ گرديد ،  فاز بالایی محلول، حاوی DNA بوده که به یک 
میکروتیوپ استریل اضافه شد. 720 میکرولیتر آب استریل را به همراه 
استریل  میکروتیوپ  یک  در  را   Percipitation محلول  میکرولیتر   80
ریخته و آماده شد و 800 میکرولیتر از این محلول را به میکروتیوپ  
حاوی DNA اضافه گرديد و به مدت 2 دقیقه به صورت تکان دادن در 
دمای اتاق قرار داده شد و سپس با دور rpm10000 به مدت 2 دقیقه  
سانتریفیوژ شد. قسمت بالایی محلول را دور ریخته و 100میکرولیتر 
 ، گرديد  ورتکس  آرامی  به  و  اضافه شد  میکروتیوپ  به    Naclمحلول
اتانول سرد اضافه شد و به مدت 1 ساعت در دمای  300 میکرولیتر 
  3 مدت  به   10000   rpmدور با  سپس  و  شد  داده  قرار  درجه   -20
دقیقه سانتریفیوژ گرديد و اتانول را که در قسمت فوقانی محلول وجود 
سپس  و  شد  اضافه  استریل  آب  میکرولیتر   70 و  گرديد  خارج  دارد 
میکروتیوپ  ها در فریزر 20- نگه داری شد.   برای پی بردن به تخلیص 
استخراج DNA موجود ، با استفاده از دستگاه  هایی به نام نانودراپ یا 
اسپکتوفتومتر در طول موج A280/A260  میزان جذب سنجیده شد 

که در صورت وجود DNA میزان جذب بالاتر از 1/5 بود.
از  میکرولیتر   12/5 همراه  به  شده  استخراج   DNA از  3میکرولیتر 
 1 و  استریل  آب  از  میکرولیتر   7/5  ، سیناکلون  شرکت  مسترمیکس 
از پرایمر های فوروارد و ریورز را که درجدول  از هر کدام  میکرولیتر 
شماره 1 مشخص شده در میکروتیوپ  های استریل 0/5 میکرولیتری 
ریخته و آزمایش PCR در دما های ذکر شده طبق جدول شماره 2 

انجام شد
 جدول 1- مشخصات پرایمر ها 

سایز رفرانس
پرایمر

ژنسکانس پرایمر

این 
مطالعه

این 
مطالعه

این 
مطالعه

  bp278

  bp
246

319 bp

F=5’- AAC ACA GAT GAA TGG GAA GAA G3-’

R=5’- TCC ACT TGT ATA GCT GGT CG3-’        

F= 5’-TCA CGA GTA TTA GCG AGA ACG 3-’          
        R= 5’- TAG CTA GAC TCT ATC AAA CTT 
G3-’

F= 5’-TGA TGC TTT TGC AGA AAC AAT C3-’         
R=5’- ATC ACT TAT ACC ATT ATG CTC C’3-            
 

ActA

PrfA

InlB

 InlB, PrfA, های  ژن   برای   PCR اجرایی  برنامه   -2 جدول 
actA لیستریا مونوسیتوژنز

تعداد سیکل  هازماندما  

 94min51Pre Denaturation

94min136Denaturation

53
47
53

min136

:Annealing

ActA

PrfA

InlB

72min136Extension

72min51Final Extension
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یافته ها
دربیــن 69 ســواب واژن فراوانــی ژن هــای BnI ,AfrP ,Atca  بــه 
ــای  ــکل ه ــه در ش ــد ک ــزارش گردی ــب 2% ، 9/5% ، 21/5% گ ترتی

زیــر نشــان داده شــده اســت. محصــولات بدســت
 آمــده جهــت تاییــد نهایــی بــه شــرکت ســیناژن فرســتاده شــد تــا 

تعییــن توالــی گــردد و ســپس در ســایت IBCN ثبــت گردیــد. 

ــه  ــا ب ــان مبت ــیتوژنز در زن ــتریا مونوس ــول PCR ژن ActA لیس ــش محص ــکل 1- نمای ش
ــه کنتــرل مثبــت لیســتریا  ــدرbp  100 فرمنتانــس ، ســتون 2- نمون ســقط.  ســتون 1- ل
ــه  ــتون 5 – نمون ــت ، س ــار مثب ــه بیم ــتون 3و4- نمون ــیتوژنز ATTCC 7644 ، س مونوس

ــی.    ــرل منف ــه کنت ــی  ســتون 6 – نمون ــار منف بیم
  

  bpــدر ــه بیمارســتان هــای شــهید بهشــتی در ســال 92 .  ســتون 1- ل ــه ســقط مراجعــه کننــده ب ــان مبتــا ب شــکل 2- نمایــش محصــول PCR ژن InlB لیســتریا مونوســیتوژنز از زن

ــت،  ــار مثب ــه بیم ــتون 4- نمون ــی، س ــار منف ــه بیم ــتون 2 و3 - نمون ــس ، س 100 فرمنتان
ســتون 5– نمونــه کنتــرل منفــی ، ســتون6– نمونــه کنتــرل مثبــت لیســتریا مونوســیتوژنز 

 .ATTCC7644

شــکل -3نمایــش محصــول PCR ژن PrfA لیســتریا مونوســیتوژنز از زنــان مبتــا بــه ســقط.  ســتون 
-1 لــدرbp  100 فرمنتانــس ، ســتون -2 نمونــه کنتــرل منفــی، ســتون 3و4 - نمونــه بیمــار مثبــت، 
ــه بیمــار  ــه کنتــرل مثبــت لیســتریا مونوســیتوژنز ATTCC 7644 ،ســتون 6– نمون ســتون 5 – نمون

منفــی.

ــای  ــه ه ــیتوژنز در نمون ــتریا مونوس ــس لیس ــای ویرولان ــی ژن ه ــی فراوان ــودار -1 بررس نم
بانــوان مبتــا بــه ســقط مراجعــه کننــده بــه مراکــز دانشــگاهی ســال 92

بحث
حساب  به  جوامع  در  پزشکی  مهم  معضلات  از  یکی  سقط  دیرباز  از 
می آید . این معضل در جوامع کم درآمد بیشتر نمایان گر شده و به 
عنوان یکی از عوامل شکست خانواده می باشد زیرا مادر خانواده یکی 
از منابع دخیل در اقتصاد خانواده است و سقط باعث هزینه زیادی از 
بابت رسیدگی و مخارج به خود اختصاص می دهد و همچنین سقط 
می تواند از نظر روحی یک ضربه روانی شدید برای خانواده و مادر باشد 
)11(. از میان عوامل متعددی که در ایجاد سقط جنین در بانوان موثر 
شناخته شده اند ، عفونت باکتریایی دستگاه ژنیتال یکی از عوامل عمده 
و مهم در سقط می توان نام برد . به طوریکه تحقیقات نشان می دهند 
که عفونت دستگاه ژنیتال با 25%-19%  موارد سقط بانوان را تشکیل 
می دهد. وجود پاتوژن  های باکتریایی در دستگاه ژنیتال به دلیل عدم 
تشخیص به موقع با اثرات مخربی که ایجاد می کنند بسیار با اهمیت 
می باشند . اما متاسفانه به نظر می رسد که در کشور ما نقش عفونت  
ها در سقط چندان مورد توجه نبوده و یا در آزمایشات کشت در یافتن 
باکتری  های سخت رشد و روش  های مولکولار در آزمایشگاه تشخیص 
طبی کمتر به کار گرفته می شود . از میان انواع عوامل باکتریایی که 
پتانسیل تاثیر بر سقط را دارند ، شایعترین و مهمترین آن ها لیستریا 
مونوسیتوژنز ، نایسریا گونوره ، مایکوپلاسما و کلامیدیا هستند . این 
ایجاد عفونت در مجاری اوروژنیتال می توانند  با  باکتری  ها  از  گروه 
نقش اتیولوژیک مهمی در سقط زنان ایفا نمایند)15و17( . در تحقیق 
حاضر تعداد 96 نمونه سقط با روش مولکولار از لحاظ حضور باکتری 
لیستریا مونوسیتوژنز و ژن  های ویرولانس آن مورد ارزیابی قرار گرفت 
؛ که شیوع ژن  های ActA  ، PrfA ،  InlB به ترتیب %12/5 ، %9/3 

و 2% گزارش گردید.
مطالعه ای توسط لیدا لطف اللهی و همکاران در سال 2011 در دانشگاه 
تهران روی شیوع  لیستریا مونوسیتوژنز در سقط  های خود به خودی 

در انسان انجام شد. 

278bp

319bp

 6  5  4  3  2  1

 6  5  4  3  2  1

 6  5  4  3  2  1
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در  بستری شده  سابقه سقط  با  های  خانم   از  کلینیکی  های  نمونه  
بیمارستان شریعتی تهران در طول سال 2009 تا 2010 جمع آوری 
شد پس از انجام کشت از میان 100 نمونه 9 نمونه آلوده به لیستریا 
مونوسیتوژنز بود که شش ایزوله مربوط به بافت جفت وسواپ واژن و 
دو ایزوله مربوط به سواپ مقعدی  و یک ایزوله مربوط به ادرار بوده 
واژن دراین مطالعه شیوع  نمونه  های سواب  انتخاب  )10( که دلیل 
باکتری لیستریا در این ناحیه می باشد .در مطالعه ای که گودرزی و 
همکاران در سال 2013 انجام دادند ، از میان 87 نمونه سواب واژن 
روش  به  مونوسیتوژنز  لیستریا  مورد   5  ، جنین  سقط  به  مبتلا  زنان 
به روش  از کشت  های منفی  لیستریا مونوسیتوژنز  کشت و 7 مورد 
PCR شناسایی گردید که در این مطالعه پیشن هاد می شود از روش 

مولکولی جهت شناسایی باکتری  های مولد سقط استفاده شود )4(. 
در سال 2009 مطالعه ای توسط جامی و همکاران در مشهد بر روی 
نمونه   از   %4  ، شد  شیرانجام  رندوم  نمونه   100 در   PrfA ژن  شیوع 
بود) 6(. مطالعه   PrfA دارای ژن  لیستریا مونوسیتوژنز  به  آلوده  های 
ای توسط Kaur و همکاران در سال 2007 بر روی شیوع ژن  های 
 )PLCA,PrfA, iap, hlyA, actA  ( مونوسیتوژنز  لیستریا  ویرولانس 
انجام شد ، در این مطالعه از 61 زن دچار سقط جنین ، 305 نمونه که 
شامل خون ، ادرار ، سواب واژن ، سواب رکتال و بافت جنینی گرفته 
شد . بعد از انجام آزمایشات فنوتیپی 10 نمونه آلوده به لیستریا بود 
که با انجام آزمایشات افتراقی 4 نمونه مربوط به لیستریا مونوسیتوژنز 
بود و با انجام تست PCR مشخص شد که 2 نمونه از 4 نمونه آلوده 
 PLCA,PrfA, iap, hlyA, های  ژن   دارای  مونوسیتوژنز  لیستریا  به 
actA می باشد و ا نمونه  دارای ژن  های  iap, hlyA, actAمی باشد 

)9 (. در مطالعه ما شیوع ژن actA و PrfA به ترتیب 12.5% و %9.3 
گزارش شد که با مطالعه فوق هم خوانی ندارد که علت آن می تواند 
ناشی از تعداد و نوع نمونه باشد چرا که در مطالعه ما از 96 زن دچار 
 Kaur سقط جنین نمونه سواب واژن گرفته شد درحالی که در مطالعه
از 61 زن دچار سقط نمونه  های مختلف خون و سواب  و همکاران 

واژن و رکتال گرفته شد.
هدف از این مطالعه بررسی ارتباط بین شیوع لیستریا مونوسیتوژنز و 
سقط در بانوان به روش PCR بود که نشان می دهد روش مولکولی 
مورد استفاده مناسب می باشد ولی جهت بیان ارتباط با اطمینان بالا 
نیاز به مطالعات با جامعه آماری بالا هستیم و همچنین به دلیل نمونه 
گیری مشکل سواب واژن از نمونه  های دیگر مثل خون بیماران مبتلا 
به سقط نیز استفاده شود تا بتوان جامعه مورد مطالعه را افزایش داد . 

 
تشکر و قدردانی

باکتری  ارشد  کارشناسی  نامه  پایان  از  بخشی  عنوان  به  تحقیق  این 
شناسی با حمایت مالی مرکز تحقیقات باروری و ناباروری بیمارستان 

طالقانی انجام شده است.  
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