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با استفاده  توکسوپلاسما گوندییهاي  در تفریق ژنوتیپ GRA6ژن  بررسی
  هاي سقط شده گوسفندي منطقه اردبیل در جنین PCR- RFLPروش از 

  3، سعیده شجاعی2، رسول مدنی1*راد ، ناصر حقوقی1غلامرضا شهبازي
  

  چکیده
ه دار ی در حیوانـات مهـر  ئتک یاخته  درون سلولی ایزوسـپورا  توکسوپلاسما گوندیی

خونگرم است که از نظر بهداشتی و اقتصادي براي انسـان و بـراي حیوانـات اهلـی و     
بدین ن طی می شود،احل تکاملی این انگل در دو میزبامر. داردوحشی اهمیت فراوانی 

انسان و  .گربه سانان هستند که اووسیست دفع می کنند میزبان نهائی انگل صورت که 
 انـدامهاي در  وعمـل مـی کننـد     تصـادفی  میزبان واسط بسیاري از حیوانات به عنوان

این انگل موجـب سـقط جنـین در    . مختلف بدن آنان کیست نسجی تشکیل می شود
هاي سـقط  میزان آلودگی بره هاز آنجا ک. سان و در برخی حیوانات علفخوار می شودان

ه درصـد بـود   75بـیش از   PCRبا روش  توکسوپلاسما گوندییشده منطقه اردبیل  به 
هاي این تک یاخته از اهمیت ویژه اي برخوردار است  است و از طرفی تعیین ژنوتیپ

براي تعیین تیپ هـاي انگـل و پاتوژنیسـته آن بـا روش      GRA6به همین جهت از ژن 
PCR-RFLP   امـا در هـیچ   مورد استفاده قرار گرفت، جنین سقط شده گوسفند 75در 

در آزمـایش  . و نتیجه مثبـت حاصـل نشـد   از آزمایشات ژن مزبور تکثیر نیافت  کدام
 يهـا  مـوش هاي سقط شـده بـه    ایی از مغز جنینه زیست سنجی که با تزریق نمونه

هیچگونه آثاري از انگل توکسوپلاسما گوندیی مشـاهده   ،آزمایشگاهی صورت گرفت
هاي سقط شده ممکن اسـت احتمـالا    رسد که در جنین در نهایت چنین بنظر می .نشد

ت و نیز این بیمـاري بعلـت   ف نیا تکثیر GRA6 ژن اانگل توکسوپلاسم بدلیل تعداد کم
نقشی در سـقط جنـین گوسـفندان اردبیـل      توکسوپلاسما وجود  تیپ غیر حاد موشی

  .نداشته باشد
  .ایران اردبیل، گوسفند، ،GRA6 توکسوپلاسما گوندیی، :واژگان کلیدي

  
  3/11/91: تاریخ پذیرش    20/9/91: تاریخ دریافت

  

  مهمقد
اي  تـک یاختـه   )Toxoplasma gondii(توکسوپلاسما گوندي

 ه در سیتوپلاسم بسیاري ازـی کمپلکسا کـروه اپـت از گـاس

 .یابد هاي بدن جانوران پستاندار خونگرم مستقر وتکثیر می سلول
  این تک یاخته علاوه بر انتقال از راه جفت و ایجاد سقط جنین

    
ــروه      -*1 ــران، گـ اـت تهـ ــوم و تحقیقــ ــد علـ ــلامی، واحـ ــگاه آزاد اسـ ــی ادانشـ ــل شناسـ ــران ، نگـ ــران، ایـ  تهـ

(hoghooghiradnasser@yahoo.com)  
 تهران، ایران، لینیکال پاتولوژيکدانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم و تحقیقات تهران، گروه ـ 2

  ، ایرانتهران ،دانشکده بهداشت دانشگاه علوم پزشکیشناسی و قارچ شناسی ،  ـ گروه انگل3

  
در انسان و برخی حیوانات موجب ضایعات  متعددي در افـراد  

شود که غیر از آلـودگی مـادرزادي بـه صـورت      یا حیواناتی می
  . شوند اکتسابی آلوده می

هــاي آزاد شــده از اووسیســت در داخــل روده و   اســپروزوئیت
ز کیسـت نسـجی از دیـواره روده    هاي آزاد شـده ا  برادي زوئیت

به محض رسیدن بـه خـون توسـط ماکروفاژهـا بلعیـده       عبور و
تکثیـر و موجـب پـاره     انگل در سیتوپلاسم ماکروفـاژ . شوند می

هاي آزاد شده یا تاکی زوئیتها  به تمام  انگل. شود شدن سلول می
هـا خصوصـا    هاي بدن میزبان رفتـه و وارد تمـام سـلول    قسمت
 گردیـده شوند و موجب نکروز  ه عصبی بدن میهاي سامان سلول

گرچــه مکانیســم . آورنــد و ضــایعات گســترده اي بوجــود مــی
بیماریزایی انگل بخوبی شناخته نشده است ولی تقسیم و تکثیـر  

ممانعت از بهـم   ها در داخل واکوئل پارازیتوفروس، تاکی زوایت
پیوستن فاگوزوم با لیزوزیم و اسیدي شـدن فـاگوزوم و نهایـت    

ــر ــانون م ــاد ک ــلول و ایج ــم   گ س ــی از علائ ــاي نکروزبخش ه
  ).1، 2و  8(دهند  توکسوپلاسموز حاد را تشکیل می

بیشترین خطر را براي جنین در دو مـاهگی   یستوکسوپلاسموز
گیـري   آورد در حالی که آلودگی قبل از جفت آبستنی بوجود می

در گوسفندهاي آبسـتن در  . ممکن است خطر کمی را ایجاد کند
هـا در   فته اول بعد از آلودگی با اووسیستها، تاکی زوئیته 2طی 
 ـرکت درآمـده و در انتهـاي مرحلـهون به حـردش خـل گـداخ

همچنــین ). 4(شــوند پــارازیتمی آلــودگی جنــین را باعــث مــی
    هايجنین سقط جفت و از  ه توکسوپلاسماـشب ايـه مـارگانیس
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سـقط  «نـت   ایـن عفو   شده است کهدر نیوزلند جدا  نامشخص
ــین تیـــپ  ــد IIجنـ ــد» نیوزلنـ ــودنامیـ ــین  .ه مـــی شـ همچنـ

و آن را  شـده اسـت  از مواد سـقط جـدا     کسوپلاسماگوندییتو
 ه شـده اسـت  امل اصلی سقط جنین گوسفند  شناختیکی از عو

)8.(  
آلودگی با تـاکی زوایـت و    سیست بیشتر ازوآلودگی ازطریق او

سیست ولع اوبعد از ب. گردد هاي بافتی باعث ضایعات می کیست
ها ممکن است علائمی از قبیل اسهال، دیسترس تنفسـی و   میش

روز بر طـرف   14ترشحات بینی داشته باشند ولی معمولا بعد از 
   .شود می

 مـیش  اسـت کـه    زمـانی  شناسی آسیب و درمانگاهی هاي نشانه

 قـرار  حمله مورد را جفت ها زوئیت تاکی. گردد می آلوده آبستن

 بـراي (آلودگی پیامد .گیرد می شکل تب با ههمرا آن تورم و داده

 سقط زایی، ه مرد جنین، شدن مومیایی عقیمی، جنین، جذب مثال

 آلـوده  عفـونی  زود و آبستنی مرحله به بستگی ) زنده بره تولد  و

ضایعات در جنـین خیلـی اختصاصـی     . )5، 8و  17( دارد کننده
در تجمـع مایعـات    و ادم عمـومی نبوده  و شامل علائمی مثـل  

باشد که ممکن است ناشی از مرگ جنین در داخـل   حفرات می
بـه   یسدلیـل سـقط جنـین در توکسوپلاسـموز     .)8( رحم باشد

جنـین شـدید نیسـتند و     ضـایعات در  .درستی مشخص نیسـت 
. ها با ضایعات شدید به سلامتی متولـد مـی شـوند    برخی از بره

 احتمال عدم تعادل هورمونی در این بیماري ممکن است باعـث 
  ).8(سقط جنین بشود

در اهـواز   LATحقوقی راد و افـرا میـزان آلـودگی را بـا روش     
شـریف   و )12( 30، قضایی در اردبیل  با روش الیـزا )14( 8/13

در بررسـی  . عنوان نمودنـد  )IFA 35 %)19در مازندران باروش 
در  یسرهبــري و همکــاران میــزان شــیوع توکسوپلاســموز    

بـا روش آگلوتاسـیون مسـتقیم     گوسفندان در سه اقلیم مازندران 
احتمـالا تفـاوت    ).3(بدست آمـد % 49 و 5/54 ،3/64به ترتیب 

اکولوژیکی و بعضی عوامل دیگر در این منـاطق  و در تغییـرات   
در مطالعـاتی کـه    .مـوثر اسـت   یسمیزان شیوع توکسوپلاسموز

در خراسـان    B1بـا اسـتفاده از ژن    رسـولی و همکـاران  توسط 
در 5/13هاي سقط شده    ودگی را در جنینانجام گرفت میزان آل

همچنـین تحقیقـی کـه توسـط حبیبـی و       .)18(ندصد نشان داد
هاي سقط شـده انجـام    همکاران  در قزوین در تعدادي از جنین

در    B1جنین سقط شـده بـا اسـتفاده از ژن     18گرفت از تعداد 
بره سقط شده آلودگی به توکسوپلاسـما گونـدي گـزارش       12

مطالعات متعدد دیگري در کشور هاي دیگر انجام .  )13(.گردید
و آمریکــا ) 15( 1/23اســپانیا  )17(18/ 1یافتــه از جملــه ایتالیــا 

  .  .درصد میزان آلودگی را گزارش نمودند) 8(5/17
از نظر بیماریزایی به سه تیپ تقسـیم   ماتوکسوپلاس نظر به اینکه

ین سـویه  که حادتر RHیا سوش  1تیپ  :که عبارتند از می شود
تر و سیر بیمـاري   که معمولا با دوره کمون طولانی 2تیپ  است،
که عمدتا فاقـد علائـم    3شود و با لاخره تیپ  تري طی می ملایم

زاسـت بـه همـین جهـت      بالینی است و براي موش غیر بیماري
اي که آلودگی به این انگـل بـیش از    تصمیم گرفته شد در منطقه

از یـک ژن  ) قالـه زیـر چـاپ   شهبازي و همکاران، م(است % 75
بـا   GRA6گرانولار پلی مورفیک و آنتی ژنیک این انگل به نـام  

ــتفاده شــود PCR-RFLP روش ــین . )11( اس ــاریزاییتعی  بیم
در حیوانات منطقه و مشـخص سـاختن تیـپ آن     توکسوپلاسما

زایی و خسارات وارده و هم از نظر درمـانی و   هم از نظر بیماري
  .)5، 7، 8و  9(ز اهمیت فراوانی استمبارزه با انتشار آن حائ

راس گوسـفند   2000000 با دارا بـودن تعـداد    نیز استان اردبیل 
باشـد و در ایـن میـان     هاي دامپروري در کشور می یکی از قطب

شهرستان اردبیل به دلیل واقع شدن در دامنـه سـبلان بـه عنـوان     
در ید که آ یکی از مناطق ییلاقی براي عشایر استان به حساب می

هاي عشـایر   اواسط بهار تا اواسط پاییز پذیراي قسمت عمده دام
متر بـالاتر از سـطح    1136 مرکز شهرستان اردبیل. باشد یاستان م

هاي قله سـبلان بـه    دریا می باشد و جمعیت عشایري تا نزدیکی
متوسـط  . باشند متر در در مناطق ییلاقی پراکنده می 4800ارتفاع 

حـداقل   باشد  وحداکثر و می% 56  رطوبت سالانه این شهرستان
  .باشد می  - 20و 30دماي هوا در مرکز شهرستان به ترتیب 
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سـریع، حسـاس و    یک روش ساده، PCRدر حالت کلی روش 
قابـل   بـالینی هاي مختلف  مقرون به صرفه  بوده وبر روي نمونه

  ).9، 10و  15(باشد  انجام می
واهـد  روش مناسـبی خ  PCRش وقتی حجم نمونه کم باشد رو

ارگانیسم در جـواب دادن آزمـایش کفایـت     2تا  1بود و وجود 
قابـل  نیز شوند  هایی که دچار اتولیز می همچنین در بافت .کند می

  ).16(انجام است
از آنتـی  ) GRA )granule antigensآنتی ژن هـاي گرانـولی یـا    

هاي ترشحی هستند که هم در زمینه واکسن و هـم در زمینـه    ژن
 از میان آنتی ژن هاي دفعـی ترشـحی،  . اشندتشخیصی مهم می ب

 .هاي گرانولی متراکم از اهمیت خاصی برخوردارند ژن آنتی

GRA6 سـخت   يمربوط بـه گرانولهـا   يژنها یاز انواع آنت ییک
GRA )dense granule antigens (يقــت مولکولهــا  یدر حق 

باشـند کـه بـه داخـل      یم ـ يتوکسوپلاسما گوندانگل مترشحه 
 .شـوند  یترشـح م ـ ) Parasitoplorous(فروس تویواکوئل پـاراز 

توفروس بعد از تهاجم انگل به یترشح آنها به داخل واکوئل پاراز
زبان اتفـاق افتـاده و مسـئول بقـاء انگـل در داخـل       یم يسلولها
  ). 6(باشند یزبان میم يها سلول

ه کـد  یکبار تکرار شده و ناحی توکسوپلاسما ژنوم در GRA6ژن 
 ـیه و تحلیتجز ين ژن برایکننده ا  تی ـسـم در جمع یرفوم یل پل

 يبـرا  توکسوپلاسـما  يها هیپ سوین ژنوتاییو تع ماتوکسوپلاس
       .)11( شده است یو همکاران بررس ین بار توسط فضائلیاول
  
  روش کار مواد و 

راس جنین سقط شده گوسـفندي  بـا اطـلاع دادن     75از  تعداد 
 ـ  سقط جنین گوسفندان توسط دامـدار و  ین سـقط  یـا آوردن جن

% 70با الکـل   ناحیه جمجمه پس از ضد عفونی کردن ،شده تازه
  در جمجمـه  شکاف مناسـب  ،جدا نمودن پوست از سر جنین و

و با کمک پنس استریل مغز حیوان جدا شده و بعـد  ایجاد کرده 
نتقل و تا ارسال از نوشتن مشخصات و اطلاعات لازم به فریزرم

  PCRو انجــام  DNAســازي  جهــت جــدا آن بــه آزمایشــگاه

 از مغز جنـین هـاي    DNAروش کار جداسازي  .شدنگهداري 
در  DNA و انجـام گرفـت   QIA GENطبق دستوالعمل شرکت 

  .گردیددرجه سانتی گراد نگهداري   - 20دماي
  طراحی آغازگرها

از  )11(و همکاران  بر اساس مقاله فضائلیGRA6 پرایمرهاي 
  .  شرکت سینا ژن سفارش و ساخته شد

Forward    5`-GTAGCGTGCTTGTTGGCGAC-3΄ 
Reverse     5`-TACAAGACATAGAGTGCCCC - 3  ́

  موش در  سنجی زیست شیآزما
ي سـاز  آماده جهت .هاي مغزي تهیه شد جنین نمونه 25از تعداد 

 ازی شـگاه یآزما وانی ـح بـه  حیتلق ـ جهـت  نیجن مغزي ها نمونه
ــا در).4(شــد اســتفاده Beverley روش  آمــاده جهــت روش نی

استفاده  با جمجمه برش از بعد ابتدا وانیح مغزي ها نمونهي زسا
    .شد برداشته مغزي رو از را مننژ پرده اسکالپل غهیت از

 بـه  و شـده ي بردار نمونه وانیح مغز از نمونه از گرم 1- 2 حدود
 ـیچ اونه ـ( دی ـگرد منتقـل  لیاستری نیچ اونه داخل  از قبـل ی ن

 ـنیآلوم لیفو پوشانده با استفاده  مـدت  بـه  فـور  کمـک  وبـه  ومی
  ).شد لیاستر گرادیسانت درجه 120 در یکساعت

ها و در مجاورت شعله کاملا لـه   هاي مغز را به کمک دسته نمونه
ــک   نمــوده و ــا کمــک ســرم فیزیولوژیــک اســتریل ی ســپس ب

سوسپانســیون حاصــله را بــا  .تهیــه نمــودیم% 20سوسپانســیون 
و تخلیـه نمـوده   میلی لیتري چند بار کشیده  5استفاده از سرنگ 

به سوسپانسـیون حاصـله آنتـی    . تا ذرات بافتی کاملا خرد شوند
ــک  ــیلین و   1000(بیوتیـ ــی سـ ــد پنـ ــرم  100واحـ میکروگـ

  .اضافه گردید )استرپتومایسین به ازاي هر میلی لیتر
بـه   از نمونه آماده شده حدود یک میلی لیتـر بـه مـوش سـوري    

مـاه   2تا ي تلقیح شده ها موش .تزریق شد صفاقصورت داخل 
یی کـه بعـد از تلقـیح مردنـد از نظـر      ها موش .تحت نظر بودند

وجود تاکی زوایت در اگـزوداي صـفاقی بررسـی شـدند ولـی      
هفته پس   8 ،یی که زنده ماندند و فعالیت طبیعی داشتندها موش

تهیه شـد   مقاطع پاتولوژیک  آنهاي مختلف  از تلقیح از قسمت
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مـورد بررسـی قـرار    ا هاي نسجی توکسوپلاسـم  و از نظر کیست
  .گرفت

  
  نتایج

روي مغـز   GRA6بـا اسـتفاده از ژن     PCRنتایج آزمـایش  
  جنین هاي گوسفندي سقط شده

بـا تکثیـر    PCRاسـتخراج شـده آزمـایش      DNAاز نمونه هاي 
GRA6  باند مورد نظـر   ها که در هیچ کدام از نمونهانجام گرفت

  )1نگاره (گردیدنمشاهده 
  

M 1 2  3 4 5 6 7 8 9  1O 11 12  13 14 15 16 17 18 19  

   
بر روي ژل آگارز یک  pcr )(GRA6الکتروفورز محصول  - 1نگاره 
 کنترل مثبت، 2یک کنترل منفی،ستون  ستون  ،)bp 100( مارکر  M .درصد
  هاي منفی نمونه 3-19  ستون

  
  ي سفیدها موش در  زیست سنجی شیآزمانتایج 

اي اول و دوم تلف موش سفید در هفته ه 6در طی آزمایش  
شدند که بعد از تهیه مایع صفاقی یک قطره از آن روي سطح 
یک لام تمییز قرار داده شدو با لامل پوشیده شد و با درشت 

از نظر وجود تاکی زوایت  بررسی گردید و وقتی که X 40نمایی
تاکی زوایت در گسترش مستقیم مشاهده نشد تمام مایع صفاقی 

یب که مایع صفاقی به تتر بدین .به روش تغلیظ بررسی شد
دقیقه با  10داخل لوله آزمایش تمیز و استریل منتقل و به مدت 

rpm 3000 رسوب حاصل  .در دماي آزمایشگاه سانتریفوژگردید

میلی لیتر سرم فیزیو لوژیک بصورت  5/0از سانترفوژ با حداکثر 
قطره اي از سوسپانسیون بر روي لام قرار . سوسپانسیون در آمد

هاي توکسوپلاسما بررسی  اده واز نظر وجودتاکی زوایتد
نتیجه بررسی ها منفی بود زیرا هیچ تاکی .میکروسکپی شد

از مغز  در مقاطع پاتولوژیک تهیه شده.زوایتی مشاهده نگردید
  .کیست نسجی مشاهده نشد اسلایدهانیز در هیچیک از  ها موش

  
  بحث

لـودگی  ان بـالاي آ دهند که علیرغم میز نتایج آزمایشات نشان می
با قطعه  PCRهاي سقط شده به توکسوپلاسما که با روش  جنین

bp529 )،صـورت  )اطلاعـات منتشـر نشـده    شهبازي و همکاران
جنین سقط شده بـه   25گرفته بود حتی تزریق نمونه هاي مغزي 

و بررسی مقـاطع   ي سفید آزمایشگاهی انگل منتقل نشدها موش
هاي نسجی  نظر وجود کیستي مزبور از ها موشکورتیکال مغز 

  .منفی بود
 نیز بیشتر به منظور مشـاهده وجـود آن در   GRA6استفاده از ژن 
و نقش مهم آن در تعیین قدرت آنتی ژنیسته انگل  توکسوپلاسما

هـاي   در مقایسه بـا سـایر ژن   GRA6ناحیه کد کننده . بوده است
 ـ  که تاکنون مورد ازمایش قرار گرفتـه  توکسوپلاسماکننده  ه انـد ب

رفیسـم بیشـتر و مکـان قابـل تغییـر      وطور قابل تـوجهی پلـی م  
در تفریـق سـه    GRA6توانـایی ژن  . دهـد  فراوانتري را نشان می

که نزدیکتـر بـه گـروه تجمعـی      3و خصوصا تیپ  3و2و1تیپ 
در حقیقت معلـوم شـده  کـه    . باشد قابل توجه است می 1 تیپ

ــپ  ــما 3تی ــه توکسوپلاس ــلاي از آ مجموع ــپ   ل ــاي تی  1و3ه
   ).11(باشد می) هاي حاد و غیر حاد براي موش سوش(

بـه  GRA6 هاي پلی مورفیسـم نوکلئوتیـدي   بر اساس ویژگی
توکسوپلاسما را با استفاده از  3و2و1توان سه تیپ  خوبی می

 از Mse1 کلئازونو استفاده  از آنزیم هضمی اندو PCR واکنش
 یـک کپـی دارد    GRA6به عبارت دیگر  .یکدیگر تفریق داد

)single copy ( و در مقایسه با سایر مارکر هاي مورد استفاده
بـراي تعیــین   B1آیـد، مــثلا ژن   مـارکري ســاده بشـمار مــی  

www.SID.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

  هاي سقط شده گوسفندي منطقه اردبیل در جنین PCR-RFLPهاي توکسوپلاسما گوندیی با استفاده از روش  در تفریق ژنوتیپ GRA6بررسی ژن 

 1031

 30-35ایـن ژن  . مناسـب نیسـت   توکسوپلاسماهاي  ژنوتیپ
ــی و ژن  ــی دارد  bp529 300-200کپ ــا).  11( کپ ــراي  ی ب

  PCRباید دو آنزیم هضمی و دو روش SAG2استفاده از ژن 
کـه   در صورتی GRA6رد، در حالی که با استفاده ازژن بکار ب

در محـیط   باشـند و یـا   هاي توکسوپلاسما زیـاد  تاکی زوئیت
خوبی تکثیر یافته و زیاد گردند تنهـا  ه کشت توکسوپلاسما ب

تـوان نتـایج    مـی  PCRبا استفاده از یک آنزیم با روش ساده 
ردکه علیرغم مطالب بالا باید اذعان ک. مطلوب را بدست آورد

هنوز مسائل زیادي در مورد این ژن وجود دارد کـه نیـاز بـه    
  .هاي بیشتري در آینده است بررسی

در هیچیـک از    GRA6هاي انجام شده تکثیـر ژن  در آزمایش
احتمالا این امر نشان دهنده این اسـت کـه   . موارد دیده نشد

هاي سـقط شـده    ممکن است در جنین توکسوپلاسما اگر چه
توانـد دلیـل    ولی به خاطر تعداد کم آن نمیوجو داشته باشد 

  .هاي گوسفند محسوب گردد سقط جنین
ي تلقیح شـده نیـز تقریبـا واکنشـی     ها موشهمانگونه که در 

و حتی  ها موشگونه کیست نسجی در مغز  ایجاد نشد و هیچ
شـهبازي و  ( هاي سقط شـده مشـاهده نگردیـد    در مغز جنین

نهایی آنکه علیـرغم   نتیحه .)اطلاعات منتشر نشده، همکاران
تـوان   نمیGRA6 مزایاي آنتی ژن پلی مورفیک نوکلئوتیدي  

از این ژن را براي مطالعات اپیدمیولوژیک و یـا موضـوعاتی   
مانند بررسی حاضر مورد استفاده قرار داد بلکه لازم است با 

 سـما توکسوپلااستفاده از روش زیست سنجی ابتدا به تکثیر 
 GRA6خت و سپس با کمک ژن در حیوان آزمایشگاهی پردا

  .انگل را مشخص ساخت هاي ژنوتیپ
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