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چکيد ه 

افزایش  به  منجر  بیماری  این  برای درمان  آنتی بیوتیک های شیمیایی  از  استفاده  است.  گاو شیری  بیماری های  از مهم ترین  یکی  پستان  ورم 
مقاومت های دارویی باکتریایی و قارچی شده است. از این جهت، داروهای با منشا طبیعی و طیف گسترده از فعالیت های ضدمیکروبی از 
جمله عصاره های گیاهی و پپتیدهای ضدمیکروبی بعنوان جایگزین های آنتی بیوتیک های رایج مورد توجه قرار گرفتند. هدف از این مطالعه 
بررسی تاثیر پپتید تاناتین و عصاره ی زیتون تلخ بر روی عوامل قارچی مولد ورم پستان گاو نظیر قارچ های کاندیدا پارازیلوزیز، کاندیدا آلبیکنز 
و گونه ی موکور در شرایط آزمایشگاهی می باشد. حداقل غلظت مهارکنندگی )MIC( و حداقل غلظت کشندگی قارچ )MFC( بر اساس روش 
میکروبراث به وسیله ی پلیت 96 خانه ای با چهار تکرار با استفاده از عصاره ی زیتون تلخ و پپتید تاناتین بر روی سه قارچ مولد ورم پستان 
صورت گرفت. نتایج آزمایش نشان داد که تاناتین بر روی هر سه قارچ مورد مطالعه اثرگذار بود. عصاره ی زیتون تلخ با میزان MIC برابر با 
µg/ml 6250 و MFC برابر با  µg/ml 12500 بیشترین اثر را بر روی قارچ  کاندیدا پارازیلوزیز داشت. غلظت های اعمال شده عصاره ی زیتون 
تلخ بر قارچ رشته ای موکور بی تاثیر بود در حالی که تاناتین بر روی این قارچ فعالیت مهاری داشت. این مطالعه ثابت کرد که عصاره ی زیتون 
تلخ و پپتید تاناتین می توانند فعالیت ضد قارچی مناسبی را علیه عوامل ورم پستان گاو مانند کاندیدا پارازیلوزیز، کاندیدا آلبیکنز و گونه ی 
موکور در شرایط آزمایشگاهی نشان دهند، هر چند که در آینده باید فعالیت ضد قارچی این پپتید در شرایط بالینی نیز مورد بررسی قرار داد. 
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مقدمه
ورم پستان از جمله شایع ترین و پر ترین بیماری ها در واحدهای گاو شیری 
محسوب می شود. علائم ورم پستان شامل ظاهر آبکی شیر، ایجاد لخته 
ظاهری  علائم  با  می توان  را  بیماری  این   .)3  ،2( است  شیر  در  یا چرک 
مانند تورم، دمای بالا، قرمزی، سفتی یا درد پستان تشخیص داد. گزارش 
 ،)8( کاندیدا  گونه های  مانند  قارچ ها  از  گونه  چندین  که  است  شده 
 )Mucor. spp( کریپتوکوکوس نئوفورماس، گونه های کپک سیاه سنجاقی
باعث ایجاد این بیماری در گاو شده اند )9(. ورم پستان معمولاً از طریق 
می شود.  منتقل  آلوده  و  خیس  بستر  یا  و  آلوده  شیردوشی  دستگاه های 
درمان با آنتی بیوتیک برای عفونت های باکتریایی امکان پذیر است، اما شیر 
این گاوها تا زمانی که بقایای دارو از بدن گاو خارج نشود، قابل فروش 
نیست. غالباً اولین انتخاب دامپزشک و دامدار برای گاوهای بیمار، بدون 
شناسایی ارگانیسم های ایجاد کننده ی ورم پستان، استفاده از آنتی بیوتیک 
است. در نتیجه، ورم پستان مقاوم به آنتی بیوتیک بطور مکرر در گله ها 
قابل مشاهده است. علاوه بر این، شواهد شفافی مبنی بر اثر بخش بودن 
داروهای ضدقارچی بمنظور کنترل ورم پستان گزارش نشده  از  استفاده 

با  با منشا طبیعی  است )6(. در نتیجه محققین به دنبال یافتن ترکیبات 
کمترین اثرات جانبی بر حیوان بمنظور جایگزینی مناسب برای داروهای 
شیمیایی و ضدقارچی هستند )12، 17(. از جمله این ترکیبات می توان به 
این  پتانسیل  پپتیدهای ضد میکروبی اشاره کرد که  عصاره های گیاهی و 

ترکیبات بخوبی به اثبات رسیده است.  
می باشند  گیاهان  از  شده  مشتق  ترکیبات  واقع  در  گیاهی  عصاره های 
بمنظور  خوراکی  افزودنی های  بعنوان  مطبوع،  عطر  و  بو  بر  علاوه  که 
زیتون   .)16( می گیرند  قرار  استفاده  مورد  بیماری زا  عوامل  با  مبارزه 
تلخ )Melia azedarach. L( یکی از گیاهان خانواده ملیاسه، بومی چین، 
ایران و هند است )4( که در بخش های مختلف طب سنتی مورد استفاده 
از  تلخ طیف گسترده ای  زیتون  از عصاره ی  استفاده  دلیل  قرار می گیرد. 
به  این عصاره  از  و  آن می باشد  بیولوژیکی و ضد میکروبی  فعالیت های 
عنوان داروی ضد التهاب و ضد عفونی کننده استفاده می شود. ترکیباتی 
قسمت های  در  اوباکونون  و  نامیلین  لیمونین،  لیمونوئیدها،  همچون 
مختلف درخت زیتون تلخ شناسایی شده اند )15(. مطالعات نشان داده اند 
که عصاره ی زیتون تلخ می تواند موجب مهار برخی پاتوژن های قارچی 
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و  پوروم  اکسی  نیگار، آسپرژیلوس فلاووس، فوزاریوم  نظیر آسپرژیلوس 
رزیپوس استلینفر شود )17، 20(. همچنین کارپینلا و همکاران 1999 نشان 
دادند عصاره ی حاصل از میوه ی زیتون تلخ دارای فعالیت ضد رشد قارچ 
 60 mg/ml بین   MFC با  قارچ  تا 300 و کشتن   50 mg/ml بین   MIC با 
میکروسپوروم  مونیلیفورم،  فوزاریوم  فلاووس،  آسپرژیلوس  علیه  تا 500 

کانیز و کاندیدا آلبیکنز نشان دادند )4(.   
دیگری  جایگزین  روش های  گیاهی،  عصاره های  اثر ضدقارچی  بر  علاوه 
مانند استفاده از پپتیدهای ضد میکروبی نیز در نظر گرفته شده است. 
ضد میکروبی  پپتیدهای  به  محققان  از  زیادی  توجه  اخیر  سال های  در 
است  شده  مختلف  بیماری زای  عوامل  برابر  در  آن ها  کارآیی  دلیل  به 
از  وسیعی  طیف  از  و  می شوند  یافت  طبیعت  در  پپتیدها  این   .)17(
پرندگان،  دوزیستان،  گیاهان،  بی مهرگان،  حشرات،  میکروارگانیسم ها، 
ضدمیکروبی  پپتیدهای  می شوند.  استخراج  پستانداران  سایر  و  ماهی ها 
دارای طیف گسترده ای از خواص ضدویروسی، باکتریایی، قارچی و حتی 
ضد سرطانی بوده که معمولا تعداد اسيدآمينه هاي بين 12 تا 50 دارند، 
حاوی بار مثبت و دارای ساختار آمفی پاتیک می باشند. این ترکیبات در 
ضد میکروبی  پپتیدهای  هستند.  متفاوت  پروکاریوت ها  و  یوکاریوت ها 
در یوکاریوت ها به دو دسته ی عمده تقسیم بندی می شوند: 1- پپتیدهای 
از  پپتیدهای مشتق شده  تیونین،  کاتیونی که شامل سکروپین، دفنسین، 
بتا و سایر  از هیستون، مارپیچ  تاناتین، ترکیبات مشتق شده  لاکتوفرین، 
شامل  که  آنیونی  پپتیدهای   -2 پروتئینی.  فعال  و  طبیعی  ساختارهای 
اکسیژن  به  شده  باند  پروتئین های  آروماتیک،  دی پپتیدهای  نوروپپتید، 
حشره ی از  گرفته  نشات  کاتیونی  پپتید  یک  تاناتین   .)21  ،18  ،6  ،5( 

 Podisus maculiventris می باشد که طیف گسترده ای از فعالیت را در 
برابر باکتری ها و قارچ ها در غلظت های فیزیولوژیکی نشان داده است. 
تاناتین حاوی دو باقیمانده سیستئین 11 و 18 است که یک پل دی سولفید 
تشکیل می دهند. تاکنون مطالعات زیادی در مورد فعالیت ضد باکتریایی 
این پپتید انجام شده است )11، 12، 13، 16، 21(. ممرآبادی و همکاران، 
2018 اثرات ضد میکروبی پپتید تاناتین را علیه قارچ های آلاینده ی مواد 

غذایی نشان دادند )16(. 
باکتری های  بر روی  تاناتین و عصاره های گیاهی  اثر  در مطالعات قبلی، 
بیماری زای دامی )ورم پستان( شناسایی شد )12، 17، 21(. هدف از این 
مطالعه بررسی تاثیر پپتید تاناتین و عصاره ی زیتون تلخ بر روی عوامل 
قارچی مولد ورم پستان گاو نظیر قارچ های کاندیدا پارازیلوزیز، کاندیدا 

آلبیکنز و گونه ی موکور در شرایط آزمایشگاهی می باشد.

مواد و روش
تهیه پپتید تاناتین

این پپتید بصورت نوترکیب در سلو ل های HEK293 بیان شده و از مطالعه 
قبلی تهیه گردید )21(.  

تهیه عصاره ی زیتون تلخ 
پردیس  سبز  فضای  در  واقع  تلخ  زیتون  میوه های  عصاره ،  تهیه ی  برای 
دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد، ایران با موقعیت جغرافیایی 59 درجه 
تا  تا 60 درجه و 36 دقیقه طول و 35 درجه و 43 دقیقه  و 15 دقیقه 

در  خشک  و  گرم  هوایی  و  آب  شرایط  با  عرض  دقیقه   8 و  درجه   37
فصل تابستان جمع آوری شدند. فاصله درختان 4×5 بود و عملیات داشت 
همچون آبیاری، کوددهی و مبارزه با آفات و بیماری ها براساس استاندارد 
و نیاز درختان صورت پذیرفت. میوه ها ابتدا با آب معمولی و سپس با آب 
مقطر استریل آن ها را شستشو داده شدند. سپس در زیر سایه و به صورت 
نور مستقیم خوشید خشک گردیدند. میوه های  از  به دور  هواخشک و 
 100 ml  خشک شده با دستگاه آسیاب به پودر تبدیل شدند. به ازای هر
آب، g 10 پودر زیتون تلخ به آب مقطر استریل اضافه و بر روی شیکر به 
مدت h 24 قرار داده شد. سپس جهت عصاره گیری، مخلوط آب و پودر 
با کاغذ صافی، توسط قیف بوخنر و پمپ خلا صاف گردید. سپس برای 
بدست آوردن پودر عصاره، مایع رد شده از کاغذ صافی را در آون  45 
درجه سانتی گراد و به مدت h 24 قرار داده شد. پس از تبخیر آب، پودر 
سانتی گراد، جهت  درجه   45 دمای  در  و  کرده  را جمع آوری  باقی مانده 

انجام آزمایشات بعدی نگهداری شد )16(. 

آزمایش بررسی اثر ضد قارچی  
سوسپانسیون قارچی دارای کدورت معادل 0/5 مک فارلند که تعداد سلول 
به اندازه ی 106×5 –106 ×1 را داشت، تهیه شد و پس از ایجاد چاهک ها، 
اتاق رسیده  توسط سوآپ بر روی سطح محیط کشت که قبلا به دمای 
است به طور یکنواخت پخش گردید. سپس پلیت ها به مدت min 3 تا 5 
درمحل خود قرار داده شدند تا مایع اضافی آن جذب و به محیط کشت 

نفوذ کند.
برای این کار، از عصاره و پپتید با حجم 100، 150 و µl 200 در چاهک ها 
ریخته شدند و پس از سپری شدن 48 ساعت قطر هاله ی بازدارندگی از 
رشد اندازه گیری شد. برای قارچ  رشته ای موکور عصاره و پپتید به محیط 
کشت اضافه شدند، به این صورت که پس از اتوکلاو کردن محیط کشت و 
سرد شدن آن )قبل از بستن محیط(، عصاره و پپتید در حجم های  150 و 
lµ 200 به محیط کشت اضافه گردید و در دمای 37 درجه سانتی گراد به 
مدت 48 ساعت قرار داده شدند. برای شاهد از محیط کشت بدون عصاره 
استفاده شد. در نهایت قطر پرگنه ی قارچ اندازه گیری و ثبت شد )16(.  

تعیین حداقل غلظت بازدارندگی )MIC( و حداقل غلظت کشندگی 
)MFC( قارچ

جهت تعیین MIC و MFC روش مایکرودایلوشن به کار گرفته شد. بدین 
از عبور  PDB )عصاره ی سیب زمینی را پس  صورت که از محیط کشت 
g 20 دکستروز مخلوط و حجم آن را به یک  با  پارچه ی ململ  از  دادن 
لیتر رسانده و سپس اتوکلاو انجام شد( و از میکروپلیت های 96 خانه ای 
استفاده شد. غلظت های مختلف از عصاره و پپتید اضافه گردید و سپس 
میکروپلیت به مدت h 24 در دمای 37 درجه سانتی گراد انکوبه گردیدند. 
رشدی  و  کدورت  هیچ  که  سلولی  اولین  زمان،  این  سپری شدن  از  بعد 
از قارچ در آن دیده نشد را به عنوان MIC گزارش گردید. سپس تمامی 
آن ها  در  رشدی  و  کدورت  گونه  هیچ   MIC از  بعد  که  را  سلول هایی 
از کشت  را که بعد  مشاهده نگردیده، مجددا کشت داده شدند. رقتی 

مجدد هیچ قارچ رشد نکرد به عنوان MFC گزارش گردید )16(. 
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آنالیز آماری
در این مطالعه از طرح کاملا تصادفی با سه تکرار استفاده شد. بمنظور 
تجزیه آماري داده ها شامل قطر هاله  عدم رشد قارچ و محدوده رشد قارچ 
رشته ای از واریانس یک طرفه در نرم افزار SAS )ویرایش9/1( توسط مدل 
خطّی تعمیم یافته (GLM) انجام شد. برای مقایسه میانگین ها از آزمون 
توکی استفاده شد و اختلاف میانگین ها در سطح P>0/05 معنی دار در 

نظر گرفته شد. 

نتایج
نتایج مربوط به اثرگذاری پپتید تاناتین و عصاره ی زیتون تلخ بر روی دو 
قارچ کاندیدا آلبیکنز و پارازیلوزیز طی مدت 48 ساعت در شکل 1 نشان 
داده شده است. بررسی قطر هاله ی عدم رشد نشان داد با افزایش میزان 
تاناتین قطر هاله ی عدم رشد در هر دو قارچ کاندیدا آلبیکنز و پارازیلوزیز 
بطور معنی داری افزایش یافته است )p > 0001( )جدول 1(. مقایسه بین 
مقادیر مختلف عصاره ی زیتون تلخ بر روی دو قارچ کاندیدا آلبیکنز و 
پارازیلوزیز اثر پذیری معنی داری را با افزایش عصاره بر روی هر دو قارچ 

نشان داد )p > 0001( )جدول 1(. 
اثر عصاره ی زیتون تلخ و تاناتین بر روی قارچ رشته ای موکور در شکل 
2 نشان داده شده است. نتایج نشان داد مقادیر اعمال شده از عصاره ی 

زیتون تلخ بر رشد موکور بی تاثیر بود در حالی که تاناتین مانع از رشد این 
قارچ گردید )جدول 2(. 

بررسی میزان MIC و MFC بصورت جدول 3 می باشد. نتایج نشان داد 
است.  موثر  پارازیلوزیز  و  آلبیکنز  کاندیدا  بر  میزان  کمترین  با  تاناتین 
عصاره ی زیتون تلخ با میزان MIC برابر با µg/ml 6250 و MFC برابر با  
پارازیلوزیز داشت.  کاندیدا  بر روی قارچ  را  اثر  µg/ml 12500 بیشترین 
غلظت های اعمال شده عصاره ی زیتون تلخ بر قارچ رشته ای موکور بی 

تاثیر بود در حالی که تاناتین بر روی این قارچ اثر گذار بود.  

بحث
ورم پستان به عنوان یکی از مشکلات بهداشتی بسیار مهم عامل بیشترین 
شیری  گاوداری های  در  آنتی بیوتیک ها  وسیع  مصرف  و  اقتصادی  ضرر 
است. اگرچه درمان آنتی بیوتیکی معمولاً برای کنترل ورم پستان باکتریایی 
ورم  کننده ی  ایجاد  عامل  بررسی  بدون  آن  تجویز  اما  می رود  کار  به 
پستان، گسترش مقاومت های دارویی و باقیمانده آن ها در شیر، گوشت 
و انتقال این سویه ها به انسان را نیز افزایش می دهد. لذا، محققین در 
جستجوی مواد جدید ضدمیکروبی و محرک های ایمنی جهت جایگزینی 
پستان  ورم  ایجاد کننده ی  ارگانیسم های  از  دسته ای  جز  قارچ ها  هستند. 
هستند که کنترل آن ها اجتناب ناپذیر است )8(. متداول ترین روش برای 

شکل 1- قطر هاله ی رشد باکتری تحت تاثیر عصاره زیتون تلخ و تاناتین بر روی دو قارچ کاندیدا آلبیکنز و پارازیلوزیز.

A: گروه تیمار شده با مقادیر 100، 150 و µ l 200 تاناتین.

B: گروه تیمار شده با مقادیر 100، 150 و µl 200 عصاره زیتون تلخ.

بررسی خواص ضدقارچی پپتید تاناتین و  ...
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جدول 1- آنالیز قطر هاله ی عدم رشد )mm( دو قارچ کاندیدا آلبیکنز و پارازیلوزیز تیمار شده با مقادیر مختلف تاناتین و عصاره ی زیتون تلخ.

شکل 2- تاثیر زیتون تلخ و تاناتین بر روی قارچ رشته ای گونه ی موکور. 

A: گروه شاهد B: قارچ تیمار شده باµl 150 تاناتین )عکس بالا( و عصاره ی زیتون تلخ )عکس پایین( C:  قارچ تیمار شده باµl  200 تاناتین. 

)عکس بالا( و عصاره ی زیتون تلخ )عکس پایین(.

a-c میانگین های دارای حروف غیر مشترک برای اثر تیمارها اختلاف معنی داری دارند. 

باکتری
)µl( تاناتین

P value
  100150200

a31 ±0/5 b35/33 ±0/5 c< 0001 0/5± 24/66کاندیدا آلبیکنز

a24 ±0/8 b31/33 ±0/8 c< 0001 0/8± 20/33کاندیدا پارازیلوزیز

)µl( عصاره ی زیتون تلخ
P value

100  150200

a19/66 ±0/5 b25/00 ±0/5 c< 0001 0/5± 15/33کاندیدا آلبیکنز

a25/33 ±0/6 b30/66 ±0/6 c< 0001 0/6± 21/66کاندیدا پارازیلوزیز

مهار پاتوژن های قارچی استفاده از ترکیبات شیمیایی است که به عنوان 
انسان  سلامت  برای  بالقوه  تهدیدهای  همچنین  و  محیطی  آلاینده های 
این، عوامل  بر  و محیط زیست در نظر گرفته می شوند )1، 17(. علاوه 

مقاوم  شیمیایی  داروهای  این  از  بسیاری  برابر  در  قارچی  بیماری زای 
گزینه ها  سایر  به  محققان  از  بسیاری  توجه  نتیجه،  در   .)10( می شوند 
مثال،  عنوان  به  است.  فعالیت ضد قارچی جلب شده  با  مواد کم ضرر  و 
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چندین مطالعه در مورد استفاده از اسانس ها و عصاره های گیاهی برای 
مهار عوامل بیماری زای قارچی انجام شده است )19(. 

پپتید  در مطالعه حاضر، فعالیت ضد قارچی عصاره گیاهی زیتون تلخ و 
تاناتین در برابر عوامل بیماری زای قارچی مورد بررسی قرار گرفت. نتایج 
به دست آمده از این پژوهش فعالیت ضد قارچی عصاره ی زیتون تلخ را 
تأیید کرد. ممر آبادی و همکاران 2018 فعالیت ضد قارچی عصاره ی زیتون 
تلخ را با MIC بین 12500 تا µg/ml 5000 علیه جئوتریکوم کاندیدیوم، 
بوتریتیس سینرا، ریزوکتونیا سولانی، آلترناریا تنوزیما و گیبرلا فوجیکوری 
دیگر  پیشنهاد   .)16( بود  حاضر  مطالعه ی  با  همسو  که  کردند  گزارش 
استفاده از پتانسیل پپتیدهای ضد  میکروبی است )7(. از این نظر، تاناتین 
یکی از مناسب ترین پپتیدهای ضد میکروبی است که در این پژوهش سعی 
قارچی  پاتوژن های  کنترل  برای  امیدوار کننده  ترکیب  یک  عنوان  به  شد 
 10 µM ارائه شود. کوچ و همکاران 2012 گزارش کردند تاناتین در غلظت
ثانویه ی سمی  )متابولیت های  تولید کننده  ی مایکوتوکسین  قارچ  بر روی 
و  ممر آبادی   .)14( است  موثر  گرامینیوم  فوزاریوم  رشته ای(  قارچ های 
همکاران 2018 فعالیت ضدقارچی تاناتین را علیه جئوتریکوم کاندیدیوم، 
بوتریتیس سینرا، ریزوکتونیا سولانی، آلترناریا تنوزیما و گیبرلا فوجیکوری 
در غلظت های بسیار پایین ثابت کردند )0/6 تا µg/ml 2/4( که همراستا با 
نتایج این مطالعه بود. در مطالعه تاناتین و عصاره ی زیتون تلخ به ترتیب 
در محدوده ی µl 0/75-1/5 و µl 6250-25000 حداقل کشندگی خود را 
علیه قارچ های مولد ورم پستان نظیر کاندیدا آلبیکنز، پارازیلوزیز و موکور 
نشان دادند. ویژگی های ارزشمند تاناتین، مانند غیر آلرژی زا بودن )22(، 
قارچی  بیماری زای  عوامل  برابر  در  خوبی  نامزد  عنوان  به  را  پپتید  این 
کرده است )23(، همچنین لازم به ذکر است که هزینه تولید این پپتید ضد 

میکروبی با داروهای شیمیایی قابل مقایسه نیست )16(. 
با توجه به فعالیت ضد قارچی و ضد باکتریایی )16، 12( تاناتین و عصاره ی 
زیتون تلخ و سازگاری آن با سلامت و ایمنی محیطی در مقایسه با اثرات 

می توان  دارویی  مقاومت  ایجاد  نظیر  شیمیایی  داروهای  ناخوشایند 
درمان  فرآیند  به  کمک  برای  ترکیبات  این  برای  روشنی  چشم انداز 
این  اگرچه  کرد.  تصور  باکتریایی  و  قارچی  منشا  با  دامی  بیماری های 
بررسی  عدم  به  می توان  که  بود  همراه  نیز  محدودیت هایی  با  مطالعه 
ماده موثره عصاره زیتون تلخ و غلظت آن، عدم بررسی  اثرات هم افزایی 
پپتید و عصاره و همچنین عدم انجام کارآزمایی بالینی جهت رسیدن به 
نتایجی عملی اشاره کرد. امید است در آینده بتوان به بررسی های بیشتر 
در این زمینه پرداخت. این مطالعه ثابت کرد که عصاره ی زیتون تلخ و 
ورم  عوامل  علیه  را  مناسبی  ضد قارچی  فعالیت  می توانند  تاناتین  پپتید 
پستان گاو مانند  کاندیدا پارازیلوزیز، کاندیدا آلبیکنز و گونه ی موکور در 

شرایط آزمایشگاهی نشان دهند. 

تشکر و قدردانی
این پژوهش با حمایت مالی معاونت پژوهشی دانشگاه فردوسی مشهد، 

شماره گرنت 2/47173 انجام گرفت.
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