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 رب (Camellia sinensis)ي چا سبز برگ يها فنل يپلي قارچ ضد اثر
  آلبيكنس كانديدا
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 11/08/88 :پذيرش مقاله  14/04/88: دريافت مقاله
  

 چكيده
 مخمر بري  اهيگ يِقارچ ضد مواد عنوان بهي  چا بزس برگي  ها فنل يپل رشد ازي  بازدارندگ اثر حاضر قيتحق در :هدف
  .شدي بررس ساعت 48و 24 زماندر دو ) PTCC-5027سويه استاندارد  (كنسيآلب دايكاند طلب فرصت
 حـداقل  ،)رقـت در لولـه  ( با استفاده از آزمون حساسيت دارويي بـا روش ماكروديلوشـن بـراث               :اه روش و مواد

 بـراي   (MIC90)  قـارچ  رشـد  درصـد    90 ازي  مهاركنندگ غلظت نيركمت و   (MFC) غلظت كشندگي ضد قارچي   
 سـاعت  48 و 24 زمـان  دو در (PTCC-5027) آلبيكـنس  كانديداي و فلوكونازول عليه     چا سبز برگي  ها فنل يپل

  .شدي بررس
 گيكمترين غلظت مهاركنند  . است زمان به وابسته )ركيب برگ سبز چاي   مؤثرترين ت  (كاتشين چيقار ضد عاليت ف :جينتا

 رت ـلي ميلي 100 و 25 ،5/12 ترتيب به ساعت 24 از پس تريل يليم در مخمر   2×103 و 1×103 ،5/0×103 ريمقاد در نيكاتش
 ـ گـرم  ميلـي  در رتلي ميلي 50 و 5/12 ،25/6 ترتيب به ساعت 48 از پس و گرم ميلي در مخمـر نـسبت بـه      . آمـد  دسـت  هب

 . بار تكرار ثبت شد3ت ميانگين آماري، پس از  كليه نتايج با محاسبا.دشفلوكونازول مقاوم گزارش 
  برگ سـبز   هاي فنل با وجود مقاومت استرين كانديدا آلبيكنس مورد مطالعه نسبت به فلوكونازول، پلي            :گيري نتيجه

 MFC  و MIC90اي  ه كاهش رشد در غلظت    كرده و ممانعت  خوبي از رشد اين مخمر        كاتشين، به  چاي خصوصاً 
جايي كـه   آنثر ضد قارچي بوده و از  ؤ، برگ سبز چاي حاوي تركيبات م      دست آمده   به يج نتا براساس .مشهود است 

هـاي دارويـي      و از طرفي نيـز شـاهد افـزايش مقاومـت           هستند سوء جانبي    آثار داروهاي ضد قارچي رايج، داراي    
هـاي قـارچي    ريها، جايگزين خوبي براي درمان بيما ثر آنؤ اميد است با ساخت داروهاي گياهي از مواد م  هستيم،
  .شودتجويز 

 
 برگ سبز چاي، اثر بازدارندگي، كانديدا آلبيكنس :كليدواژگان

 

 قدمه م-1
طلب در افراد مـستعد   هاي قارچي فرصت    بيماري گستردگي

   هاي دارويي و اثرات سوء     از طرفي و افرايش روزافزون مقاومت     
  

  
 از طرف ديگر موجب علاقـه بـه تحقيـق در زمينـه             ها جانبي آن 
  گيـاه چـاي بـا نـام     .  ضد قارچي گياهان شده اسـت     آثاربررسي  
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   و همكارانالهيزهرا نصر  برگ سبز چاياثر ضد قارچي 
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فنـل بـوده كـه     علمي كامليا سيننسيس حاوي مقادير زيادي پلـي      
  آوري شـده، كمتـر      ترتيـب مقـدار ايـن مـواد در چـاي عمـل             به
كه در انـواعي از چـاي سـياه بـه صـفر تنـزل                طوري هشود ب  مي
 كـه   هـستند آب  رنگ و محلول در      ها، موادي بي   فنل  پلي .ابدي مي

داراي تأثيرات مهمي در سلامتي انسان، اعـم از خاصـيت ضـد             
 يهـا  كننده بيماري  ميكروبي، ضد سرطان، ضد آلرژي، پيشگيري     

 از  .ندهـست كننـده سيـستم ايمنـي بـدن           عروقي و تقويت   -قلبي
ها، تأثير مهاركنندگي بـر رشـد        فنل  ضد ميكروبي پلي    آثار جمله

   يهــا هــا و همچنـين قــارچ  هـا و انــواع ويـروس   انـواع بــاكتري 
   كانديــدا آلبيكــنس مخمــر .]3 -1[ اســتاي و مخمــري  رشــته

(Candida albicans) بـدن اسـت كـه در افـراد     طبيعي، فلور 
عنـوان يـك مخمـر       شود امـا بـه     ندرت باعث بيماري مي    سالم به 
ــراد فرصــت ــب در اف ــستعدطل ــل  م ــان از قبي ــدز مبتلاي ــه اي  ب

(Acquired Immunodeficiency Syndrome: AIDS) و 
الطيف و همچنين افرادي     هاي وسيع  بيوتيك كنندگان آنتي  مصرف

هاي  اهميت بيماري .كند  مياند، ايجاد عفونت كه پيوند عضو شده   
افـراد مـستعد، بـه       ناشي از اين مخمر، علاوه بر ايجاد عفونـت در         

هـا،    در آن  AIDSشود كه شاخص اصلي      بيماران ايدزي مربوط مي   
 .]4[ استمري  (Candidiasis)كانديديازيس 

 يها فنل رشد پلي كنندگي   مهار توان بررسي   ،هدف از اين مطالعه   
 مبناي  بر (PTCC-5027) آلبيكنس كانديدا سويه   برگ سبز چاي بر   

  قـارچ  رشـد  درصد   90 ازي  مهاركنندگ غلظت نيكمتر يافتن ميزان 
(Minimum Inhibitory Concentration 90: MIC90) و 

 Minimum Fungicidal)ندگي ضد قـارچي  كمترين غلظت كش

Concentration: MFC) است.  
 

 ها  مواد و روش-2

 ارگانيسم -2-1
 كلكسيون مركز از (PTCC-5027)كانديدا آلبيكنس   سويه  

سازمان  به وابسته(ايران   عفوني و صنعتي هاي ها و باكتري   قارچ
 ابتـدا ارگانيـسم بـر       . تهيه شد  )هاي علمي صنعتي كشور    پژوهش

 (Sabouraud dextrose agar)ط ســابرو دكــستروز آگــار محــي
مرتبـه پاسـاژ داده      3 الـي    2منظور فعال شدن رشـد،       كشت و به  

در ليظـي    غ (Stock) ي آن، اسـتوك   نو از چندين كل ـ   سپس. دش
، از  تعيـين حـساسيت    هاي ه و براي انجام آزمايش    آب مقطر تهي  

شـمارش   استوك سوسپانـسيون تهيـه و توسـط لامِ مخـصوص          
 سـلول   2×103 و 1×103 ،5/0×103  مقـادير  خـوني،  هـاي  سلول

  .]5[شد   آمادهليتر مخمر در ميلي
  

تعيــين حــساسيت ارگانيــسم نــسبت بــه  -2-2
 (Fluconazole) فلوكونازول
، جـع مر (Azol) وي آزولـي  عنـوان يـك دار      به فلوكونازول

 استفاده  استخراج شده،  (Catechin)كاتشين   مقايسه با اثر     براي
 از شـركت پـارس دارو       فلوكونـازول ور، اسـتوك    بدين منظ . شد

 هـاي  ، رقـت (Macro dilution) كروديلوشناروش متهيه و به 
 و 1×103 ،5/0×103  مقـادير  بـر  ليتـر  ميلي در  ميكروگرم 4-128

اثر  (PTCC-5027) ليتر كانديدا آلبيكنس    سلول در ميلي   2×103
گـذاري،    سـاعت گرمخانـه    48 و   24هـاي    زمانپس از   . داده شد 

ها از درون ويال روي محيط سابرو دكستروز آگار كـشت            ونهنم
  .]8 -6[  ثبت شدينو كل تعدادو نتايج براساس شمارش

 
 تهيه گياه -2-3

 چاي از نوع بهاره منطقه لاهيجـان ايـران تهيـه و            برگ سبز 
 .شدترين قسمت ساقه استفاده  ييها از انتها ترين برگ جوان

 
  تازه چايهاي برگ فنل  پليدست آوري به -2-4

ليتـر آب     ميلـي  1000گرم برگ سبز چاي درون       100مقدار  
 دقيقـه   30مـدت    گراد بـه    درجه سانتي  75مقطر استريل با دماي     

  ي توسـط تغلـيظ در خـلاء بـه          يسپس حجم نهـا   . قرار داده شد  
 در مرحله بعد، حلال آلي كلروفـرم        .كاهش يافت ليتر    ميلي 500

 بخـش دو  دن بـه    از مخلـوط كـر    پـس     و  شـده  ضافهبه عصاره ا  
هاي چاي و    حتوي كلروفرم و رنگدانه    م زيرين بخش. شدتبديل  
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 نظر بـه    .بود تشكيل شده در بالا حاوي بقيه عصاره چاي          بخش
 جدا شده و    بخشي قرار دارد، اين     ي بالا بخشفنل در    كه پلي  اين

پس از مخلـوط     ر اين مرحله نيز   د. به آن اتيل استات افزوده شد     
ي محتـوي اتيـل     ي بـالا  بخـش  كـه    شد  تشكيل بخشنمودن، دو   

ين شامل بقيـه    ي پا بخشهاي برگ سبز چاي و       فنل استات و پلي  
 حـاوي  بخشنهايت  در  ، و   بار تكرار  3حل فوق   امر. بود رهاعص

 توسـط   دسـت آمـده    ي بـه  هـا  فنـل  پلي. اتيل استات تخليص شد   
 در. ]11 -9[د  آوري ش ـ  لعم ـ انجماد خـشك بـه شـكل پـودر        

  .دشتخليص كروماتوگرافي وسط روش تها  فنل  پلي،مرحله بعد
  

   كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون-2-4-1
هـاي    در زمـان   مختلف هاي با وزن  ها لكولودر اين سيستم، م   

 ايـن   .شوند كديگر تفكيك مي  يمتفاوت براساس وزن مولكولي از      
گيـرد   خوبي انجـام مـي      به  در آن  سيستم، حساس، دقيق و تفكيك    

 .شود لكولي مواد ايجاد نميو مكه تغييري در ساختمان طوري هب

 ــ  ــامل پم ــاتوگرافي ش ــستم كروم ــن سي ــستالتيكاي  پ پري
(Peristaltic pump) ،متــر، پمــپ    ســانتي5/1×100 ســتون
آوري نمونـه، بـشر،    اي جمـع  هاي شيـشه  عبوردهنده آب سرد، لوله  

 LH-20 (Sephadex LH-20)عنوان بافر و ژل سفادكس  اتانل به
(Sigma)  ــت ــه اسـ ــن ژل مولكـ ــولايـ ــا  كـ ــاي بـ     وزنهـ

 .كند خوبي تفكيك مي هكيلودالتون را ب10-1500

 :كروماتوگرافي طي مراحل زير انجام گرفت

  هاي پودري، اين نمونـه را بـر سـطح           فنل با افزودن اتانل به پلي    
 سـپس اتانـل     .ژل اضافه كرده تا نمونه روي سـطح ژل بنـشيند          

جريان  و   شد ستون كروماتوگرافي     وارد مپ پريستالتيك توسط پ 
 3 ،آوري كننده   در ساعت و دستگاه جمع     ليتر  ميلي 10 ،خروجي

ها در طول موج      جذب آن  گاه  آن .دشليتر در هر لوله تنظيم       ميلي
ا توجه بـه    ب ).1 نمودار( د نانومتر محاسبه و نمودار رسم ش      280
  فنل ضـد قـارچي موجـود در چـاي كاتـشين             ترين پلي  كه مهم  اين

ــو اســت ــول م ــاده در ط ــن م ــذبي  280 ج و اي ــانومتر داراي ج   ن
در طـول    3 لوله محتوي مواد خروجـي بـا جـذب           است؛ 3د  حدو

   آن توســط روش  كاتــشين دروجــودمجــزا و   نــانومتر280مــوج 

HPLC (High Performance Liquid Chromatography). 
  .دشيد يتأ
 

  چـاي بـا     سنجش كاتـشين بـرگ سـبز      -2-4-2
  HPLC روش

، (Merck) تـان م،  (Sigma) اردبا استفاده از كاتشين استاند    
، 510 پمـپ  : مشخـصات بـا ايـن   HPLCاسيد فرميك، دستگاه    
 UV (Detector) دتكتـور ، waters UK6سيستم تزريق كننده 

(Lambda-max 481) ســتون ،C18 شــيماتزو (Shimadzu) 
ــصات( ــرون، 5: مشخـ ــانتي6/4×25 ميكـ ــر  سـ ــات)متـ    ، ثبـ

(Waters, 748/748 B) دست  به هاي نلف  در پلي كاتشينوجود
 . چاي تأييد شداز برگ سبز آمده

كاتـشين   ليتـر  گـرم در ميلـي      ميلـي  1براي رسم منحنـي، ميـزان       
 (Dimethyl Sulfate: DMSO)متيل سـولفات   در حلال دياستاندارد 

 . شـد  تهيـه  100/1عصاره آبـي      از اين محلول،    نهايت  در حل و 
به ميزان   نيز   از برگ سبز چاي    دست آمده  بهكاتشين    از همچنين

 ـ        ليتر گرم در ميلي   ميلي 1 ين ش با آب مقطر رقتي برابر با رقت كات
 متانل  ،استفاده در اين روش    هاي مورد  حلال. استاندارد تهيه شد  

 دتكتـور   .دش ـ آلي استفاده    بخشعنوان    به د كه بو و اسيد فرميك  
  نـانومتر و سـرعت جريـان عبـوري         280دستگاه در طول موج     

 ميكروليتر از نمونـه     10. قيقه تنظيم شد  ليتر در د    ميلي 1 براساس
 دقيقـه منحنـي   3  پـس از وكاتشين استاندارد به دستگاه تزريـق    

 دست آمده  بهراي كاتشين   همين مرحله ب  ). 2 نمودار (دشترسيم  
  ).3 نمودار( شد نيز انجام از برگ سبز چاي

 
  

  ايچ دست آمده از برگ سبز به هاي فنل پلي كروماتوگرافي منحني 1 نمودار
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  استاندارد كاتشين HPLC منحني 2 نمودار
  

 
  

  چاي برگ سبز كاتشين HPLC نحني م3 نمودار
  
  به روش رقت در لولهMICي گير  اندازه-2-5

 بـه  مايع محيط  در MFC و   MIC90 گيري اندازه روش در
 ابتـدا  ،(Macro dilution broth) بـراث  روش ماكروديلوشـن 

 ليتر ميلي 9 با فلوكونازول را  داروي استوك محلول ليتر ميلي يك
 ميكروگـرم  128 نهـايي  غلظت و كرده رقيق استريل مايع محيط

پـي   در پـي  رقيـق شـدن     سـپس بـا    مـده آ دسـت  ليتر به  ميلي در
حاصل  فلوكونازول ليتر ميلي در  ميكروگرم 128 تا   4هاي   غلظت

كـدام از     سـري جداگانـه تهيـه و هـر         3هـاي دارو در      رقت. شد
كانديـدا   ليتـر  سلول در ميلـي    2×103 و 1×103 ،5/0×103 مقادير

 .ها اضافه شد جداگانه به آن ،(PTCC-5027) آلبيكنس

گـرم در    ميلـي  200–25/6  رقـت   نيز عصاره آبي كاتشين   از
هـاي محتـوي مخمـر و        لولهي  ي حجم نها   سپس ليتر تهيه و   ميلي

ليتـر    ميلي 1 به    دكستروز مايع   سابرو  كشت  محيط  توسط عصاره
ــد  ــانده ش ــت. رس ــف   رق ــاي مختل ــشينه ــادير  كات ــراي مق    ب

 مخمــر مــورد ليتــر ســلول در ميلــي 2×103 و 1×103 ،5/0×103
 .آزمايش بررسي شد

هـر  ، هـر سـري از       هـا  افـزايش صـحت آزمـايش      منظـور  به
ها پـس از دو       مرتبه تكرار و سپس ميانگين نتايج آن       3 آزمايش،

 درجــه 35دمــاي در گــذاري  ه ســاعت گرمخانــ48  و24زمــان 
 .گراد محاسبه و ثبت شد سانتي

  

  نتايج-3
 فلوكونـازول در    ها مـشاهده شـد كـه       پس از انجام آزمايش   

 (PTCC-5027) كانديدا آلبيكـنس     هاي مختلف تأثيري بر    رقت
 به   مقاوم  اين سويه استاندارد كانديدا آلبيكنس،     بنابراين ؛نداشت

كه كاتشين اثـر مهاركننـدگي بـر          اعلام شد در حالي    فلوكونازول
فعاليـت ضـد قـارچي كاتـشين        همچنـين   . خمـر داشـت   رشد م 

كه ميزان مهاركنندگي از رشد ايـن        طوري هوابسته به زمان بود ب    
 سـاعت   24ز   سـاعت بيـشتر ا     48فنلي پس از زمـان       تركيب پلي 

 درصـد   90 كمتـرين غلظتـي كـه در آن       (كاتشين   MIC90. ودب
 2×103 و 1×103 ،5/0×103مقـادير    در) مخمرها رشد نداشـتند   

 100  و 25،  5/12ترتيب    ساعت به  24ليتر پس از     در ميلي سلول  
 ،25/6ترتيـب    ساعت به48و نتايج پس از    ليتر ميلي گرم در  ميلي

ن كاتـشي  MFC .ددسـت آم ـ   هگرم ب  ليتر در ميلي    ميلي 50و  5/12
 ،5/0×103دير  مقـا  در) قـارچي  ضـد  كـشندگي  غلظت حداقل(

ترتيـب   ت به  ساع 24ليتر پس از     سلول در ميلي   2×103 و 1×103
 سـاعت   48و نتايج پس از      ليتر ميلي گرم در   ميلي 100 و 50 ،25
 ـ  ليتر در ميلي   ميلي 100 و 25 ،5/12 ترتيب به ، دسـت آمـد    هگرم ب

 ميـانگين آمـاري     ه بـا محاسـب     و  بار آزمايش  3كليه نتايج پس از     
  ).1 دولج  و4نمودار ( دست آمد هب
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  ساعت 48 و 24 هاي زمان در (PTCC-5027) آلبيكنس نديداكار ب كاتشين MIC90 و MFC بررسي 4 نمودار

  
   ساعت48 و 24 در دو زمان (PTCC-5027) بر كانديدا آلبيكنس MFC و MIC 90 براساس مقادير فلوكونازول ضد قارچي كاتشين و داروي آثار 1جدول 

  رگانيسمد اتعدا  ارگانيسم
  به فلوكونازول حساسيت  MIC 90 MFC  )ساعت( زمان  )ليتر سلول در ميلي(

  5/0×103  مقاوم  25  5/12  24
  مقاوم  5/12  25/6  48
  مقاوم  25  5/12  48  1×103  مقاوم  50  25  24
  مقاوم  200  100  24

  آلبيكنس كانديدا
(PTCC-5027) 

  مقاوم  100  50  48  2×103
  

  بحث-4
ي در افـراد    يهـاي كانديـدا    سير روزافزون ابـتلا بـه بيمـاري       

ــه مبت ــستعد از جملـ ــه مـ ــان بـ ــابتي، AIDSلايـ ــراد ديـ ، افـ
الطيـف و افـرادي كـه        هـاي وسـيع    بيوتيـك  كنندگان آنتي  مصرف

ي اعـم از    يهاي دارو  شوند از طرفي و مقاومت      مي يمي درماني ش
ذاتي و اكتسابي از طرف ديگر، گـرايش محققـين را نـسبت بـه               

 آثارثيرگذاري بهتر و    أمطالعه در زمينه داروهاي گياهي به دليل ت       
مقاومت كانديداي مورد بررسي    . متر، افزايش داده است   جانبي ك 

ــه داروي ــع   ب ــي مرج ــه  آزول ــساسيت آن ب ــازول و ح فلوكون
 .هاي چاي، دليلي بر اين مدعاست فنل پلي

 ـ    هـاي بـرگ سـبز     فنـل  ثير مهـاري پلـي  أدر تحقيق حاضر، ت
عني كاتشين بـر رشـد قـارچ        يثرترين تركيب آن    ؤويژه م  هچاي ب 

همچنين اثـر   . به اثبات رسيد   (PTCC-5027) كانديدا آلبيكنس 
 متفـاوت اسـت     ،هـاي مختلـف    ي كاتشين در زمان   يضد كانديدا 

 در .دسـاعت اثـر مهـاري بـالاتري دار     48 كـه پـس از     طوري هب
 نيز مبني بر چگـونگي تـأثير عـصاره كامـل            هايي ضمن آزمايش 

ها مؤثر بودنـد،     فنل چاي سبز انجام گرفت كه در غلظتي كه پلي        
توان خـاطر نـشان كـرد كـه مـؤثرترين             بنابراين مي  .دتأثير بو  بي

تركيبات ضد ميكروارگانيسمي و اختصاصاً ضد قـارچي چـاي،          
 .استها كاتشين  ترين آن ها هستند كه مهم فنل پلي

 اثرهـاي روي    و همكـاران   (Hirasawa)  هيروسـاوا  مطالعه
ثيرات ضد قارچي آن بر كانديدا آلبيكـنس        أ ت گر نشانسبز،   چاي
 ].12 [است

ــه ــارك مطالعـ ــر روي  (Park) پـ ــاران بـ ــار و همكـ  آثـ
   تركيبــي در چــاي  ،(Epigallocatechin) گالوكاتــشين اپــي
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   و همكارانالهيزهرا نصر  برگ سبز چاياثر ضد قارچي 
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 ثيرات ضد قارچي ايـن تركيبـات بـر مخمرهـا          أسبز، دليلي بر ت   
 ].13 [است

نتيجه حاصل از تحقيق حاضر نيز تأثير مهاركنندگي كاتشين        
  .دده را نشان مي

 فراينـدهايي ليـل اعمـال     ها در چاي سبز بـه د       فنل ميزان پلي 
كـه   يرطو هيابد ب مثل بخاردهي روي برگ سبز چاي، كاهش مي   

هاي مختلـف   فراينـد دليـل انجـام     ه  اين تركيبات در چاي سياه ب     
  ].14[د رس  به صفر ميتقريباً

ثر بر مهار رشـد مخمـر كانديـدا آلبيكـنس،           ؤميزان كاتشين م  
 ـ متفاوت است قارچ  بسته به تعداد سلول      كـه هـر چـه       طـوري  هب
ي بيشتر باشد، غلظت بيـشتري كاتـشين لازم      يتعداد سلول كانديدا  

 علاوه بر آن، زمـان، فـاكتور مـؤثر    .ها را مهار كند    است تا رشد آن   
ه در شرايط يكسان از نظـر       طوري ك  به استديگري در مهار رشد     

  پـس از   كانديدا آلبيكـنس   هاي كاتشين، رشد   مقادير مخمر و رقت   
 . ساعت، كاهش بيشتري داشت24ه  ساعت نسبت ب48مدت 

هاي گسترده ضد قارچي مواد طبيعي موجود        نظر به فعاليت  
   ضــد قــارچي آثــارگياهــان لازم اســت عــلاوه بــر ارزيــابي  در
شـان  ثر مكانيـسم ا   يدر خـصوص چگـونگ     ها، مطالعاتي نيـز    آن

  توجـه بيـشتر     مـورد هـا    ثر آن ؤانجام شود و تهيه دارو از مواد م       
  .قرار گيرد

  

 كر و قدرداني تش-5
اين تحقيق با حمايت مالي معاونت پژوهشي دانشكده علوم        

نامه كارشناسي    عنوان پايان   تحت پزشكي دانشگاه تربيت مدرس   
 .شناسي پزشكي انجام شده است ارشد رشته قارچ
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