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Abstract: In this study, Bovine Herpesvirus Type 1 (BHV-1)
infection was investigated serologically in private dairy enterprises
in Denizli (29), Mugla (26), Burdur (14), Usak (83) and
Afyonkarahisar (986) provinces. Blood serum samples were
controlled using Virus Neutralisation Test. Samples from Denizli
and Mugla were negative while 7.1%, 13.2% and 19.2% of the
samples were positive from Burdur, Usak and Afyonkarahisar
provinces, respectively. Out of 1.138 samples, 201 was found to be
positive (17,6%). Antibody titers show regular distribution and
general values were not high. Determined proportions were not so
high compared to previous reports. Considering existed difficulties
for eradication, it was concluded that technical supports are
necessary for private enterprises at least for control of the infection
on the herd basis.

Oz: Bu calismada, Bovine Herpesvirus Type 1 (BHV-1)
enfeksiyonu Denizli (29), Mugla (26), Burdur (14), Usak (83)
ve Afyonkarahisar (986) illerindeki ozel siit¢ii isletmelerde
serolojik olarak arastirildi. Kan serum ornekleri, Virus
Notralizasyon Test ile incelendi. Denizli ve Mugla 6rnekleri
seronegatif  olarak  bulunurken, Burdur, Usak ve
Afyonkarahisar illerinde sirasiyla %7.1, %13.2 ve %19.2
oranlarinda seropozitiflik tespit edildi. Toplamda ise 1.138
ornegin 201’1 (%17.6) seropozitif olarak bulundu. Antikor
titreleri diizenli dagilim gostermekle birlikte genel olarak
degerler yiiksek degildi. Belirlenen oranlar 06nceki
bildirimlere gore ¢ok yiiksek bulunmadi. Eradikasyon
acisindan s6z konusu olan giicliikler gbz oniine alindiginda,
en azindan siirii bazinda enfeksiyonun kontrol altina alinmasi
icin Ozel igletmelere teknik destek verilmesi gerektigi
sonucuna varilmustir.
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Giris

Infectious Bovine Rhinotracheitis/ Infectious Pustuler Vulvovaginitis / Infectious
Pustuler  Balanopostitis  (IBR)  komleks  hastaligt ~ Herpesviridae  familyasinin
Alphaherpesvirinae subfamilyasinda yer alan Bovid Herpesvirus tip 1 (BHV-1) tarafindan
meydana getirilen ve diinyanin dnemli bir boliimiinde goriilmekte olan viral bir enfeksiyondur
(Wyler et al, 1989; Roizman ve ark., 1981). Tipik bir Alphaherpesvirus olan BHV-1 virionlari
150 nm ¢apinda ve zarli, ¢ift iplikli DNA virusudur. Genom 135.3 kbp olup virusun simetrisi
ikozahedral’dir izolatlarinin genom analizi ve viral polipeptit 6zellikleri dikkate alinarak 5 alt
tip belirlenmistir. Tip 1 ve 2a solunum sistemi bozukluklar1 meydana getirirken, 2b infectious
pustular vulvovaginitis (IPV) ve infectious pustular balanopostitis (IPB) gibi birgok klinik
bulguya sebep olur. Subtip 3a ve 3b ise ensefalitise sebep olur (Wentink ve ark., 1993). Oral
veya genital yolla bulagmanin hemen ardindan trigeminal-sakral gangliyonlara yerleserek
yasam boyu latent kalmaktadir (Kendrick 1973; Guy ve Potgieter, 1985). Enfekte hayvanlar
yasam boyu antikor da tasirlar (Rusch ve ark., 1981) dolayisiyla enfeksiyonun tespitinde

serolojik kontroller esas alinir.

Inkubasyon saha sartlarinda 2-4 gundir. BHV-1’in sistemik enfeksiyon olarak
tanimlamak miimkiindiir. Solunum, sindirim, genital ve sinir sisteminde c¢esitli klinik
bozukluklar meydana gelebilir (Baker ve ark., 1960; McKercher, 1973; Hill ve ark., 1984;
Engels ve Ackermann, 1996). Ozellikle yenidogan ve gen¢ hayvanlarda solunum ve sindirim
sistemi bulgular1 genellikle birlikte gorilirken (Baker ve ark., 1960; Miller ve ark., 1978;
Evermann ve Clemm, 1980), yetiskinlerde subklinik veya tek bir sistem bozukluklari halinde
gbzlemlenir. Meydana gelen ekonomik bozukluklarin temelinde agirlikli olarak reprodiiktif

bozukluklar ile verim kayiplar1 vardir.

Enfeksiyon halen diinyanin biiylik bdliimiinde yayginliga sahiptir (Suresh ve ark.,
1999; Cerqueira ve ark., 2000) ancak bir¢cok Avrupa iilkesinde eradikasyon calismalari
yapilmis veya yapilmaya c¢alisilmaktadir., BHV-1 Tirkiye’de sigirlarda  yiiksek
seroprevalansla seyretmektedir, %100’e varan oranlar bildirilmistir (Cabalar ve Akca, 1994;

Alkan ve ark., 1997; Yavru ve ark., 2001; Tan ve ark., 2006; Yildirim ve ark., 2009).

Bu ¢alismanin amaci, Ege bolgesindeki bazi illerde siitgli sigircilik isletmelerinde

BHV-1 enfeksiyonunun varlig1 ve oranin arastirilmasidir.
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Gereg ve YOntem
Orneklenen Hayvanlar

Bu c¢alisma kapsaminda Burdur (14), Denizli (29), Usak (83), Mugla (26) ve
Afyonkarahisar (986) illerinden toplam 1.138 sigir kan serum 6rnegi saglandi. Orneklemede
cinsiyet bir kriter olarak dikkate alinmadi ancak entansif yetistirme yapilan siit¢ii isletmelerde
calisildigindan hayvanlarin tamamina yakini disilerden olugsmaktaydi. Asisiz veya en az son
iki y1l igcinde BHV-1 i¢in as1 uygulamasi yapilmamis siiriilerde calisildi. Dogal enfeksiyonu
yansitmasi amaciyla 6 ayliktan geng olan hayvanlar 6rneklemede kullanilmadi. Ornekleme
sirasinda klinik bulgu gosteren hayvana rastlanmadi. Siirii bazinda ayrintili anamnez bilgileri
alinamamakla birlikte baz1 isletmelerde sigirlarda fertilite problemlerinin oldugu bilgisine

ulasild.
Huicre Kulturu

Arastirmada BHV-1 virusunun Gretilmesinde, titrasyon ve notralizasyon testlerinde
Madine Darby Bovine Kidney (MDBK) hiicre kiiltiirii kullanildi. Hiicre kiiltiirlerinin
uretilmesinde EMEM (Eagle Minimum Essential Medium) vasati ve %5 ile %10 arasinda

degisen oranlarda fotal dana serumu (FDS) tercih edildi.
Test Virusu

Testlerde Ankara Universitesi Veteriner Fakiltesi Viroloji Anabilim Dali’ndan

edinilen BHV-1’in Colorado susu kullanildi.
Virusun Uretilmesi

BHV-1 virusunun referens Colorado susu MDBK hiicre kiiltiiriine inokiile edildikten
24-48 saat sonra yaygin sitopatojenite olusturdu. Donma-¢ozme ve santrifij (20 dk, 3000

devir/dk) islemlerinden sonra virus siispansiyonu porsiyonlanarak -80°C’de saklandh.
Titrasyon Test

Virusun titresinin tespiti amaciyla Frey ve Liess’in (1971) bildirdikleri yontem
kullanildi. BHV-1’in referens susu olan Colorado, EMEM ile i¢inde logaritma 10 tabanina
gore sulandirilarak mikrotitrasyon tabletinin ayni1 sirada bulunan dort gézine 100ul konuldu.
Virus kontrol amaciyla dort goze 50ul serumsuz DMEM ve 50ul saf virus; hiicre kontrol i¢in
ayrilan dort goéze %10 oraninda fotal serum iceren DMEM vasatindan 100ul konuldu. Tiim

gozlere MDBK hiicre stispansiyonundan (300.000 hiicre/ml) damlatilarak 37°C’lik CO5’li
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etlivde inkubasyona birakildi. Sonraki bir ve ikinci gilinlerde pleytler doku kiiltiirii
mikroskobunda kontrol edildi. Bu siire sonunda gelisen sitopatolojiler Kaerber’in (1964)

bildirdigi sekilde hesaplanarak titre degeri belirlendi.
Serum Numunelerinin islenmesi

Kaolinli vakumlu tiiplere alinmis olan kan ornekleri 3000 devirde 10 dk santrifiij
edildi. Serum fraksiyonu steril stok tiiplerine aktarildi ve 56°C’de 30dk inaktivasyona tabi

tutuldu. Daha sonra testlerde kullanilmak (izere —20°C’de dondurularak saklandi.
Notralizasyon Testi

Kan Serumlarinda BHV-1 spesifik notralizan antikorlarin tespitinde Frey ve Liess’in
(1971) bildirdikleri yontemden yararlanildi. Bu amagla her bir serum Ornegi
sulandirilmaksizin hiicre kiiltiir tabletinin 2 goézine 50pl konuldu. Uzerine 100DKIDsg
oraninda sulandirilan virus siispansiyonu ile esit hacimde serum Ornekleri ile birlestirildi.
Yizde 5 CO;’li 37°C’ye ayarh etiivde 2 saat siireyle nétralizasyona birakildi. Siire sonunda
tim go6zlere MDBK hiicre stispansiyonu (300.000 hiicre/ml) konuldu. Yizde 5 CO;’li etiivde
1-2 giinliik inkubasyon siiresi sonunda doku kiiltiiri mikroskobunda degerlendirmeye tabi

tutuldu.

Test sonucunda BHV-1 spesifik antikorlar agisindan pozitif oldugu tespit edilen serum
ornekleri antikor titre degerlerinin belirlenebilmesi ig¢in Serum Notralizasyon 50 (SNsp)
testine tabi tutuldular. Bunun icin pozitif serum numunelerinin 96 gozIli pleyt Gzerinde 1/1,
12, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64’lik serum sulandirmalari hazirlandi. Uzerlerine virus
konulduktan sonra etiivde 2 saat notralizasyona birakildi. Bu noktadan itibaren testin devami

yukarida agiklanan Frey ve Liess’in (1971) bildirdikleri yonteme gore yaratuldi.
Bulgular
Enfeksiyozite Glg Tayini
Titrasyon test sonucunda BHV-1 virusunun titresi 10%°/0,1ml olarak hesapland.
Serolojik Test Sonuclar:

Arastirmada Denizli ve Mugla illerinden alinan 6rneklerin seronegatif oldugu, buna
karsin Burdur’da %7,1 (1/14), Usak’da ise %13,2 (11/83) oranlarinda seropozitifligin mevcut
oldugu belirlendi.
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Afyonkarahisar ilinde 9 ilgeden 73 ile 149 arasinda degisen ornekler alindi. Bunlardan
Evciler ilgesinden alinan 6rneklerin negatif oldugu ancak diger sekiz ilgcede %2,7 ile %36,5
arasinda degisen oranlarda seropozitifligin bulundugu tespit edildi. Bu ilden elde edilen 986
ornegin 189’unun BHV-1 Ab pozitif oldugu tespit edildi. Toplamda ise 1.138 drnekten 201
tanesinde (%17,6) antikor pozitiflik belirlendi.

Tablo 1. Ornekleme yapilan yerler, hayvan sayilar1 ve BHV-1 Ab verileri

Sira Lokalizasyon Ornek Sayist IBR
Ab (+) (%)
1 Burdur 14 1 7,1
2 Denizli 29 - -
3 Usak 83 11 13,2
4 Mugla 26 - -
5 Emirdag* 149 50 33,5
6 1hsaniye* 87 29 33,3
7 Suhut* 108 3 2,7
8 Sinanpasa* 141 11 7,8
9 Sandiklr* 125 34 27,2
10 Evciler* 100 - -
11 Bolvadin* 93 34 36,5
12 Dazkir1* 110 8 7,2
13 Hocalar* 73 20 27,3
Toplam 1.138 201 17,6

*; Afyonkarahisar ilceleri

Seropozitif oldugu belirlenen serum Orneklerinin antikor titre degerlerinin tespiti
sonucunda, diizenli bir dagilimin oldugu ve en yliksek degerinin 1/4 noktasinda oldugu

gozlemlenmistir.

Grafik 1. BHV-1 Ab pozitif hayvanlarin antikor titre dagilim1
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Ulkemizde sigir yetistiriciliginde ekonomik &nemi oldukga yiiksek olan BHV-1’e

yonelik olarak yapilan aragtirmalar bolge ve siirli bazinda olduk¢a degisken veriler ortaya

ISSN: 2148-2837 S MAKU Sag. Bil. Enst. Derg. 2016, 4(1): 1-10



Ege Bolgesinde Infectious Bovine Rhinotracheitis Virus Enfeksiyonunun Serolojik Olarak Arastiriimasi
A Serological Investigation for Infectious Bovine Rhinotracheitis Virus Infection in Aegean Region

koymaktadir. Genis ©Ol¢ekli bir ¢alismada, Tiirkiye'nin c¢esitli bolgelerindeki 31 siitcii
isletmedeki ineklerden saglanan 13.011 kan 6rnegi BHV-1 agisindan serum nétralizayon test
ile incelendigi, isletmelerin %97 sinde (30/31) %0,5 ile %79,5 arasinda degisen oranlarda,
ortalamada ise %53,2 (6,930/13,011) pozitiflik bulunmustur (Alkan ve ark., 2005). Ayn
arastimada en diisiik oran Dogu Anadolu bolgesinde (%23,8), en yiiksek oran ise (%73,8) ile
Glineydogu Anadolu bdlgesinde belirlenmis, Ege bolgesinde ise 9%69,2 belirlendigi
bildirilmistir. Cankiri’da abort problemli bir isletmede 172 6rnegin tamami negatif olarak
bulunmustur (Avci ve ark., 2013). Bir bagka caligmada, Denizli ilindeki 25 adet siit sigirciligt
isletmesinde %4,05 (15/370) seropozitiflik bildirilmistir (Tackin, 2013). Igdir, Kars ve
Ardahan illerinde %61,5 (163/265) (Yildirim ve ark., 2009) oran bildirilmistir. Yavru ve ark.
(2014) metritis olgularinda BHV-1, BHV-4 ve BVDV enfeksiyonlarinin etiyolojik olarak
iligkisini inceledikleri arastirmada Afyon ilinden sagladiklar1 63 inegin tiimiiniin BHV-1
acisindan negatif oldugunu, %9,5 oraninda BVDV ve %80,9 oraninda BHV-4 antikorlari
belirlediklerini bildirmislerdir. Aydin ilinde kapali siit sigircilig1 isletmelerinde yapilan bir
taramada 313 adet kan serumunda %19,5 BHV-1 Ab varlig: tespit edilmistir (Tan ve ark.,
2006). Yine Ege Bolgesinde, Aydin ve Afyonkarahisar illerinde 9 isletmeden alinan 139
Repeat Breeder’li inegin 10’unda (%7,2) seropozitiflik saptanmistir (Giir, 2011).

Bu calismada Ege Bolgesindeki 5 ilden toplam 1.138 6rnek BHV-1 agisindan kontrol
edildi. Denizli ve Mugla illerinden alinan 6rneklerin negatif oldugu, diger illerden Burdur’da
%7,1, Usak’da %13,2 oranlar1 belirlendi. Orneklerin ¢ogunlugunun elde edildigi (986)
Afyonkarahisar ilinde 9 ilgeden 73 ile 149 arasinda degisen ornekler alindi. Tek bir ilgeden
alinan tiim Orneklerin negatif oldugu, diger sekiz ilcede %2,7 ile %36,5 arasinda degisen
seropozitiflik belirlendi. Toplamda ise alinan %19,1 oraninda BHV-1 Ab pozitiflik tespit
edildi. Seropozitif 6rneklerdeki antikor titrelerinde diizenli bir dagilimin oldugu ve en yiiksek
degerinin 1/4 noktasinda oldugu goriilmektedir. Ancak 1/32 titresinde hafifge ylikselme
belirlenmesine karsin testlerde daha fazla basamak calisilmadigindan bu artisin devami
belirlenmemistir. Sonug olarak titre degerlerinin genel olarak yiiksek olmadigi, az sayidaki
hayvanda yakin zamanda nisbeten akut veya reaktive enfeksiyonun gelismesinin s6z konusu

olabilecegi diistiniilmektedir.

BHV-1’in neden oldugu problemlerin baginda akut enfeksiyonu takiben virusun latent
kalmasidir. Solunum veya genital mukozal membranlar yoluyla alinan virus lokal sensorik

noronlar yoluyla latentligin sekillendigi bolgesel ganglionlara ulasir (Ackermann et al., 1982;
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Ackermann and Wyler, 1984). Kandaki Ab seviyesine bagli olarak yasam boyu
reaktivasyonlar devam eder (Wyler et al., 1989; Van Drunen Littel-van den Hurk et al., 1997,
Bosch et al., 1998; Castrucci et al., 2002). Virusa karsi olusan antikorlarin yari-0mri nisbeten
kisadir. Aylar igerisinde kendiliginden, immunsupresif faktorlerin varliginda daha hizli olmak
izere koruyucu seviyenin altina diiser ve virus reaktivasyonlar1 sekillenir. Bu dongii yasam

boyu devam eder.

Enfeksiyonun micadelesinde iilke sartlarina bagl olarak eradikasyon veya kontrol
amaclanmaktadir. Eradikasyon amaciyla biiylik bolimii klinik olarak saglikli olan ancak
seropozitifligin s6z konusu oldugu tiim hayvanlar tasiyici olmalari nedeniyle kesime
gonderilmektedir. Serolojik incelemelerde bireysel serum ve siit, siit tanki ve hatta kurutulmus
kan ornekleri bile ELISA ile basarili bir sekilde kullanilabilmekte, duyarlt ve hizli olusu
nedenleri ile tercih edilmektedir (Rosskopf et al., 1994; Spirig et al., 1987). Enfeksiyonunun
kontroliinde ise temel strateji duyarli populasyonlarda, siirii bazinda saha virusunun
sirkiilasyonunun miimkiin oldugunca azaltilarak ekonomik kayiplarin miimkiin olabildigince
onlenmesidir (Kaashoek ve ark., 1994). Genel kabul géren miicadele seklinde enfeksiyonun
var oldugu siiriilerde 6 ayliktan biiyiik hayvanlar test edilir. Seropozitiflerin oranlar1 diisiikse
stiriiden elimine edilirler. Enfeksiyon oranlari yiiksek ise tiim hayvanlar diizenli araliklarla

attentlie ya da inaktif agilarla agilama yapilir.

Avusturya, Danimarka, Finlandiya, Isve¢ ve Isvigre gibi iilkelerde total eradikasyon
basarilmis, asilama yapilmasi da yasaklanmistir (Ackermann ve Engels, 2006). Diger bir¢cok
Avrupa iilkesinde de ¢aligmalar devam etmektedir. Enfeksiyon oranlar1 genellikle %10 altinda
olmakla birlikte Almanya, Fransa, Belgika, Italya, Polonya ve Hollanda gibi iilkelerde daha
yuksek oranlar s6z konusudur (Straub, 1991; Boelaert ve ark., 2000; Truyen ve ark., 2003;
Ackermann ve Engels, 2006). Avrupa iilkeleri disindaki higbir iilkede resmi eradikasyon

uygulamasi bulunmamaktadir.

BHV-1 icin asisiz isletmelerde yapilan detayli analizlerde yash ve erkek hayvanlarda
insidensin daha yiiksek oldugu, stiriilerin biiyiik olmasi ile siiriilere disaridan hayvan katilimi
durumlarinda bulasma, dolayisiyla saglik/ekonomik sorunlarin daha fazla oldugu
belirlenmistir (Boelaert ve ark., 2005). Afyonkarahisar ilinde ve lkemiz genelinde ylksek
enfeksiyon oranlari, genel olarak sistemlesmemis yetistirme sartlari, bilingsiz veya veteriner
hekim destegi almaksizin yapilmaya ¢alisilan yetistirmenin yaygin olusu, kontrolsiiz hayvan

hareketleri gibi nedenlerle {ilke ¢apinda eradikasyonun basarilmasi yakin gelecekte miimkiin
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goriilmemektedir. Bu faktorler, ayni sekilde benzer bir ¢ok viral enfeksiyon agisindan da
kontrol/micadelesinde en 6nemli sorunlari olusturmaktadir. Biiyiik 6lgekli isletmeler ile bir
kisim orta Olgekli organize isletmeler koruyucu asilamalar uygulamaktadirlar. Damizlik
niteligi olmayan isletmelerde diizenli asilamalarin aksatilmadan devami 6nem arz eder.
Asilamalarin kis mevsiminden dnce yapilmasi onerilir ancak miicadelede asil 6nemli husus
gebeligin sorunsuz devam edebilmesi i¢in aginin coitusdan en az bir ay dnce yapilmasidir.
Intensif yetistirme sartlarinda dogum sezonunun yaklasik olsa bile eszamanli olmamas1 BHV-
1 micadelesindeki en biiyilk sorunu olusturmaktadir. Gebelerin asilanmasi aborta neden
olabilir, agilanmamalar1 veya negatiflik/diislik titreye sahip olmalar1 durumunlarinda akut
enfeksiyon geciren ve/veya asillanmis hayvanlardan sagilan virus nedeniyle yine
komplikasyonlar  sekillenebilir.  Dolayisiyla bazi  isletmelerde uygulanan  Gstrus
senkronizasyon c¢alismalart BHV-1’in kontrol ¢aligmalar1 a¢isindan da yararli olacaktir.
Enfeksiyon oranlar1 organize isletmelerde kiiciik 6zel isletmelerden daha yiiksektir. Virus
sirkillasyonunu miimkiin oldugunca engellemek amaciyla siiriilere yeni katilacak hayvanlar
ile canli hayvan hareketlerinin kontrollii yapilmasi ¢ok biiyilkk onem tasir. Enfeksiyonun
kontroliine yonelik pratikte sonug alinabilmesi i¢in yetistiricilerin bilgilendirilmesi, ekonomik

anlamda siirdiiriilebilir yetistiriciligin en can alic1 noktasini olusturacaktir.

Bu arastirmada sonug olarak Denizli, Mugla, Burdur ve Usak illerinden alinan 6rnek
sayilar1 bu illere dair BHV-1 oranlar konusunda saglikli bir degerlendirme yapmaya tam
olarak yeterli olmamakla birlikte, Afyonkarahisar ili agisindan ayni durum s6z konusu
degildir. Dokuz ilgeden, her birinden 3 ile 9 arasinda isletmeden elde edilen 986 o6rnek, il
profilini gostermesi agisindan agisindan saglikli bir rakamdir. Testler yaklasik %20 oraninda
pozitiflik oldugunu gostermektedir. Bu oran calisilan iller igerisinde en yliksek oran olup,
yetistirilen sigir sayis1 agisindan da en yiiksek sigir populasyonunu barmndirmaktadir. ilde
iklim sartlarinin nisbeten daha sert olusu nedeniyle genel olarak tercih edilen kapali
yetistiricilik insidensi artiran bir faktordiir. Afyonkarahisar ilinde biiylik olgekli (>1.000)
sigircilik isletmesi sayisi ¢ok az olup, liretimin temelini ¢cok sayida orta 6lg¢ekli (20-100 bas)
isletme olusturmaktadir. Bu ¢alismada orta biiyiikliikte ve ¢ok az sayida sigirin yetistirildigi
aile tipi isletmeden alinan Ornekler incelendiginde, 9 ilgeden birinden alinan Orneklerin
tiimiiniin negatif oldugu, 3 ilcede ise %10’un altinda oranlarin goriilmesi, aslinda halk
elindeki  kiglk-orta biytikliikteki  isletmelerde oranlarin  ¢ok yiiksek olmadigini
gostermektedir. Ulkemiz hayvanciliginin omurgasimi olusturan bu isletmelere enfeksiyon ile

mucadeleler konusunda avantaj olan bu durum degerlendirilmelidir.
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