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AMIBIYAZIiS TANISINDA NATiV-LUGOL, SEDIMANTASYON VE TRIKROM
BOYAMA YONTEMLERININ KARSILASTIRILMASI
Comparison of Saline-lIodine Preparation, Sedimentation and Trichrome Stain Method
in Diagnosis of Amoebiosis
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Ozet Entamoeba  histolytica  biitiin  diinyada
goriilmekte fakat prevalanst iilkeden iilkeye, bélgeden
bélgeye degismektedir. Ulkemizde de amibiyazis
nispeten yaygin olarak bulunmakta ve halk saghgi
sorunu olarak onemini korumaktadir. Bu calismada
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji
Anabilim Dali’'na basvuran hastalardan temin edilen
diskilarda  nativ-lugol, sedimantasyon ve trikrom
boyama yontemleri ile amibiyazisin karsilastirmali
tamisinin yapimasi amacglannmigtir. Calismada 1000
diski  ornegi  incelenmistir.  Direkt  nativ-lugol
yontemiyle hazirlanan preparatlarm 11’inde (%1,1),
sedimantasyon  sonrasi  nativ-lugol  yontemiyle
hazirlanan  preparatlarin  137linde  (%1,3) E.
histolytica/E.  dispar pozitif bulunmustur. Direkt
trikrom boyama yéntemiyle incelenen preparatlarin
9'unda (%0,9), sedimantasyon sonrast trikrom
boyama yontemiyle incelenen preparatlarin ise
12’sinde (%1,2) E. histolytica/E. dispar pozitif
bulunmugtur.  Amibiyazis  tamsinda  kullanilan
yontemler arasinda en kolay, en az zaman alan, ayni
zamanda en ucuz olan yéntemin nativ-lugol yontemi
oldugu saptanmistir. Formol-etil asetat ¢oklastirma
yonteminin E. histolytica/E. dispar kistlerinin gériilme
stkligint  artirmast nedeniyle ve trikrom boyama
yonteminin de E. histolytica/E. dispar’in  diger
organizmalardan kesin olarak ayrimini saglamasi
nedeniyle spesifik tani amaciyla kullanilmasinin
gerekli oldugu sonucuna varimistir.

Anahtar kelimeler: E. histolytica/E. dispar, nativ-
lugol ydntemi, formol-etil asetat sedimantasyon
yontemi, trikrom boyama yontemi

Summary Entamoeba histolytica is found
throughout the world but prevalence changes from
country to country, and region to region.
Amoebiosis is relatively common in our country
and is an ongoing community health problem. In
the present study, we aimed to determine the
comparative diagnosis of amoebiosis with native-
lugol, sedimentation and trichrome stain methods
in patients applying to Erciyes University, Medical
Faculty, Parasitology Department. In this study,
1000 stool samples were analyzed. Of the total
1000, 11 (1,1%) stool samples were examined
directly with saline-iodine preparations and 13
(1,3%) examined after sedimentations were found
positive for E. histolytica/E. dispar. Nine (0,9%)
stool samples were examined directly with
trichrome staining method and 12 (1,2%) were
examined in the same method after sedimentation,
and were found positive for E. histolytica/E.
dispar. Nativ-lugol is the easiest, least time-
consuming and the cheapest method for the
diagnosis of amoebiosis. The formol-ethil asetat
concentration method increases the occurrence of
E.  histolytica/E.  dispar cysts, whereas the
trichrome staining method precisely differentiates
E. histolytica/E. dispar from other organisms. As a
result, trichrome staining method is more
beneficial in specific diagnosis.

Key words: E. histolytica/E. dispar, nativ-lugol
method, formol-ethil asetat sedimentation method,
trichrome staining method
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Entamoeba histolytica biitiin diinyada goriilmekle
birlikte prevalanst iilkeden iilkeye, bdlgeden
bolgeye degisiklik gostermektedir. Tiirkiye’de de
amibiyazis nispeten yaygin olarak bulunmakta ve
halk saglig1 sorunu olarak 6nemini korumaktadir.
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Amibiyazis tamsinda nativ-lugol, sedimantasyon ve trikrom boyama yontemlerinin karsilastiriimast

Entamoeba histolytica; infekte bireylerde hicbir
belirti vermeyen portorliikten, siddetli belirtilerle
seyreden akut amipli dizanteriye kadar c¢esitli
derecelerde barsak belirtilerine, bazen de karaciger,
akciger, beyin, dalak, deri gibi organ ve dokularda
amip apselerine neden olan bir protozoondur.
Entamoeba dispar; Entamoeba histolytica ile
morfolojik olarak ayni ancak izoenzim analizi
(zimodemler), monoklonal antikor ve DNA
problari teknigi ile farkli oldugu belirlenen non-
patojen bir amip tlridiir (1).

Sergeaunt ve Williams 1978’de patojen ve non-
patojen amipleri bircok glikolitik enzimlerin
izoenzim analizlerini yaparak “zimodem” adi
verilen  elektroforetik  bant  yapilart ile
tanimlamiglar ve bu sekilde belirlenen iki farkli
amip tlirlintin varligt (E.histolytica/E.dispar)
1997°de Diinya Saghk Orgiiti (DSO=WHO)
tarafindan da kabul edilmistir (2, 3).

Entamoeba histolytica’nin baglica konag1 insandir.
Evrimi direkt olup ara konak yoktur. Dort
cekirdekli olgun kistlerin  fekal-oral yolla
almmasiyla enfeksiyon bulagir. Olgun Kkistlerin
yiyecek ve igeceklere tagmmasinda karasinekler
gibi mekanik vektorler de rol oynar (4). Insan
viicudunda E. histolytica’nin trofozoit, prekist, kist,
metakist ve metakistik trofozoit formlarina
rastlanmaktadir (1, 5).

Diinyada prevalansin ortalama %10 civarinda
oldugu, yer yer %50 ile %80’lere ulastigt
bildirilmistir. Tiirkiye’de  yapilan  tarama
sonuglarina ve olgu bildirimlerine gore, farkli
gruplarda E. histolytica prevalanst %0 ile %17
arasinda degismektedir (4).

Amibiyazis tanisi, hastalardan alinan digkilarin
bekletilmeden nativ-lugol yontemiyle incelenmesi
ve inceleme sirasinda parazitin kist ve/veya
trofozoitlerinin ~ goriilmesiyle  konabilmektedir.
Ancak digkida parazitin her zaman bulunmamasi,
kistlerin ~ diger amip kistleriyle kolaylikla
karigtirilabilmesi, tecriibeli olmayan kisilerin
etkeni diger parazit, 16kosit ve digkidaki
partikiillerle karigtirabilmesi, digsarida uzun siire
bekletilen  diskilarda  trofozoitlerin  kolayca
pargalanarak  goriilemez hale gelmesi gibi

nedenlerle tani sirasinda yanilgilara
diisiilebilmektedir. Bu  giicliikler arastiricilart
amibiyazis tanisinda direkt bakiya yardimect
olabilecek ozgiillik ve duyarliligi yiiksek olan
giivenilir yontemlerin aranmasina yonlendirmistir.
Amibiyazis tanisinda nativ-lugol yonteminin yani
sira  konsantrasyon, trikrom boyama, diskida
E.histolytica antijenlerinin aranmasi, ELISA gibi
direkt ve indirekt tant  yontemleri  de
kullaniimaktadir (6).

Bu c¢alismada; nativ-lugol yonteminin yani sira,
formol-etil asetat ile sedimantasyon yontemi ve
Trikrom boyama yontemi kullanilarak, amibiyazis
tanist ve yontemlerin tani degerlerinin ortaya
konmas1 amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

Caligmada kullanilan diski numuneleri, Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim
dali Koproloji laboratuarma 2005 yili Nisan ve
Temmuz aylar1 arasinda bagvuran 1000 hastadan
almmugtir. Bu digki numuneleri birinci asamada
nativ-lugol yontemiyle incelenmis, sonuglar
kaydedilmistir. Daha sonra ayni numuneler trikrom
boyama yontemi ile boyanmis, yine sonuglar
kaydedilmistir. ikinci asamada ayni diskilara
formol-etil  asetat  sedimantasyon  yOntemi
uygulanmig; sediment nativ-lugol yontemiyle
incelenmig, trikrom boyama yontemi ile
boyanmistir. E. histolytica/E. dispar yodniinden
pozitif olan preparatlar kaydedilmistir.

Nativ-lugol yontemi: Lamin bir kenarina bir
damla serum fizyolojik, diger kenarma bir damla
lugol soliisyonu damlatilmig, plastik baget
yardimryla alinan yaklasik 2 mg diski 6nce serum
fizyolojige daha sonra lugol soliisyonu konmus ve
iyice karistirildiktan sonra {izerlerine lamel
kapatilarak preparat hazirlanmistir. Hazirlanan
preparatlar x40 biiylitmede incelenmistir.

Modifiye formol-etil asetat sedimantasyon
yontemi: Bir falkon tilipiine dnce 10 ml %10’luk
formolden konulmus, iizerine yaklasik 1-1,5 gr
diski eklenmis ve fiksasyon i¢in en az 30 dakika
beklenmistir. Siispansiyon iki tabakali gazli bezden
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diger bir kaba siiziilmiis, elde edilen siiziintii 15
ml’lik konik santrifiij tliptine aktarilmustir.
Stispansiyona 3 ml etil asetat eklenmis ve tiipiin
agz1 bas parmakla sikica kapatilarak 30 saniye
calkalanmustir. Siispansiyon 500 X g’de 2-3 dakika
santrifiij edilmistir. Tiip santrifiijden cikarildiginda
4 tabaka gozlenmistir. Bir pipet yardimiyla tiipiin
yiiziindeki artiklar iistteki siispansiyonla karigtirtlip
dokillmiis ve dipteki ¢okeltiden pipet yardimiyla
birka¢ damla alinip incelenmistir.

Trikrom boyama yontemi: Diski lamin {izerine
yayilarak  kurumadan  Schaudinn fiksatifine
konularak en az 1 saat bekletilmigtir. Lamlar, %
70’lik etil alkole demli ¢ay goriiniimii verene kadar
D’ antoni’nin iyot soliisyonu dokiilerek hazirlanan
soliisyonda 3-5 dakika bekletilmigstir. Daha sonra,
iki ayr1 %70’lik alkol igeren salelerin her birinde 2-
5 dakika tutulmus, ardindan trikrom boyada 5-8
dakika bekletilmistir. Fazla boyasi siiziilen lamlar
2-3 saniyeden fazla olmamak kosuluyla sirasiyla %
90’lik asit-alkolde, %95’lik alkolde ve %100’liik
alkol veya karbol-ksilen soliisyonunda
¢alkalanmistir. Lamlar ikinci ve tiglincii %100°1ik
alkol veya karbol-ksilen sollisyonunda 2-5’er
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dakika tutulmustur. Daha sonra iki ayri ksilen veya
toluen igeren salede 2-5’er dakika tutulmustur.
Lamlar kurumadan Entellan ile kapatilarak x100
biiyiitmede incelenmistir.

Yontemler arasindaki istatistiksel farkliliklara ise
Mc Nemar testi kullanilarak bakilmistir. Anlamlilik
diizeyi 0,05 olarak alinmustir.

BULGULAR

Bu calismada, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Parazitoloji Anabilim dali Koproloji laboratuarina
bagvuran 1000 hastadan alinan digki numuneleri,
nativ-lugol yontemi, formol-etil asetat
sedimantasyon yontemi ve trikrom boyama yontemi
kullanilarak amibiyazis acisindan
degerlendirilmistir. Direkt nativ-lugol ydntemiyle
hazirlanan preparatlarin 11’inde, sedimantasyon
sonrast  nativ-lugol  yontemiyle  hazirlanan
preparatlarin  13’tinde E. histolytica/E.  dispar
goriilmiistiir. Direkt trikrom boyama ydntemiyle
boyanan preparatlarin  9’unda, sedimantasyon
sonras1 trikrom boyama yoOntemiyle boyanan

Tablo 1. Uygulanan yontemler ve E.histolytica/E.dispar yoniinden pozitif goriilen diski sayilar1 ve yiizdeleri

Yontem Incelenen diski  Pozitif diski % p
sayisl sayisi
Nativ-lugol Direkt nativ-lugol 1000 11 1,1 0.50
Sedimantasyon sonrasi nativ-lugol 1000 13 1,3
Trikrom Direkt trikrom boyama 1000 9 0,9 0.25
Sedimantasyon sonrasi trikrom boyama 1000 12 1,2

Tablo II. Direkt nativ-lugol yontemi ve sedimantasyon sonrasi nativ-lugol yontemi

sonucunda elde edilen bulgular

Direkt nativ-lugol Sedimantasyon sonrasi nativ-lugol Toplam
+ -
+ 11 - 11
- 2 987 989
Toplam 13 987 1000

Saglik Bilimleri Dergisi (Journal of Health Sciences) 16(1) 49-55, 2007 51



Amibiyazis tanisinda nativ-lugol, sedimantasyon ve trikrom boyama yontemlerinin karsilastirilmasi

Tablo III. Direkt trikrom boyama yontemi ve sedimantasyon sonrasi trikrom boyama

yontemi sonucunda elde edilen bulgular

Direkt trikrom boyama  Sedimantasyon sonrasi trikrom boyama Toplam
+
+ 9 9
- 3 991
Toplam 12 1000

preparatlarin  12’sinde E. histolytica/E. dispar
goriilmiistiir. Elde edilen bulgular Tablo I, II ve
1II’de gosterilmistir.

Caligmanin istatistiksel analizi yapilirken; direkt
nativ-lugol yontemiyle sedimantasyon sonrasi
nativ-lugol yonteminin sonuglari kendi aralarinda
degerlendirilmistir. 1ki yontem arasinda E.

Kappa (K) : 0.85

histolytica/E. dispar saptanmasi agisindan anlamlt
bir fark bulunamamistir (p>0,05). Iki yontem
birbiriyle uyumlu bulunmustur (Kappa:0,91).

Direkt trikrom boyama ydntemiyle sedimantasyon
sonrast trikrom boyama ydnteminin sonuglari
kendi aralarinda degerlendirilmistir. Iki yontem

Sekil 1. Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar kistlerinin trikrom boyama
yontemiyle hazirlanan preparatta x100 biiyiitmedeki goriintiisii

52 Saglik Bilimleri Dergisi (Journal of Health Sciences) 16(1) 49-55, 2007



arasinda E. histolytica/E.  dispar saptanmasi
acisindan  anlamli  bir fark bulunamamigtir
(p>0,05). 1ki yontem  birbiriyle  uyumlu
bulunmustur (Kappa:0,85).

TARTISMA

Entamoeba histolytica iizerine yapilan
arastirmalarin biiyiik bir boliimii parazitin tanisina
yoneliktir. Mikroskobik tanida parazitin kist ve
trofozoitlerinin 16kositler, diger amipler ve digkida
bulunan diger yapilarla karistirilmasi; bekletilen
diskilarda parazitin seklinin bozulmasi ve ¢alisan
kisilerin tecriibesizligi gibi nedenlerle sorunlar
yasanmaktadir.

Aykan ve ark. (7) tarafindan, Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi ~ Hastanesi  Klinik ~ Mikrobiyoloji
Laboratuarina gonderilen 2141 adet gaita Ornegi
incelenmistir.  Incelenen  6rneklerin  165’inde
toplam 181 adet (%7,7) parazit oldugu
saptanmuistir.  Gaita  Orneklerinin  174’iinde
protozoon bulunmus ve trikrom boyas: ile
degerlendirilmigtir. Calisma sonucunda, bagirsak
protozoonlarmin  degerlendirilmesinde  trikrom
boyama yontemi 9%87,93 oraninda basarili
bulunmustur. Arastiricilar tarafindan patojen olan
ve olmayan protozoonlarin tiir diizeyindeki
tanisinda direk incelemenin yaninda trikrom
boyama yonteminin de kullanilmasinin taniy1 daha
giivenilir kildig1 bildirilmistir.

Ustiin ve ark. (8) yaptiklar1 calismada, Tiirkiye’de
iltihabi bagirsak hastaligi (IBD) olan Kkisilerde
amoebiosis prevalansini aragtirmiglardir. IBD’li
160 vakanm 130’u {ilseratif kolitli, 30’uda Crohn
hastasidir. Bu hastalardan alinan taze digkilar nativ-
lugol yontemiyle, modifiye formol-etil asetat
yontemiyle ve trikrom boyama yontemiyle E.
histolytica/E. dispar tanisi acisidan
degerlendirilmigtir. Toplam 160 diskinin 14’{inde
(%8,75) E. histolytica/E. dispar gorilmistir. 130
iilseratif kolitli hastanin 13’tinde (%10), 30 Crohn
hastasinin 1’inde (%3,3) E. histolytica/E. dispar
bulunmustur. Higbir gastrointestinal — sikayeti
olmayan 105 kisiden olusan kontrol grubunda ise 2
(%1,9) kiside E. histolytica/E. dispar gorilmiistiir.
Uygulanan ¢ metot birbirleriyle
karsilagtirildiginda en etkili metodun trikrom
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boyama yontemi oldugu bildirilmistir.

Haque ve ark. (9), Banglades kirsalinda yasayan
cocuklarda E. histolytica yaygiligini
aragtirmiglardir. Arastirma sonucunda ELISA ile %
8’1, mikroskobik baki ile %3,5’1 ve kiltiir
yontemiyle %4,2’si pozitif bulunmustur. ELISA
sonuglarmin  dogrulugu izoenzim analizleri ile
denetlenmis, testin sensitivitesi %87,5, spesifitesi
%100 olarak saptanmistir. Arastiricilar, bu
analizler sonucunda amoebiosis tanisinda digkida
ELISA ile antijen arama yonteminin direkt baki ve
kiiltiir yontemlerinden daha spesifik sonuglar
verdigini agiklanmustir.

Sanliurfa’da yapilan bir g¢alismada, 1600 diski
nativ-lugol ve  ¢oklastrma  yOntemlerinden
modifiye Ritchie yontemi ile incelenmis, toplam
583 (%36,4) kiside bir veya birden fazla parazit
bulunmustur. En sik goriilen parazitin Ascaris
lumbricoides (%18,4) oldugu gorilmistir. E.
histolytica/E.  dispar tanist yoniinden siipheli
goriilen 87 diskiya E. histolytica spesifik sensu-lato
antijen tespitine dayali mikro ELISA ve trikrom
boyama yontemleri uygulanmistir. 87 digkinin
19’unda (%21,7) ELISA metodu ile E. histolytica/
E. dispar spesifik antijen pozitif, 23’linde (%26,4)
trikrom boyama yontemiyle E. histolytica/E. dispar
kompleksi pozitif olarak saptanmistir (10).

[zmir’de yapilan bir calismada, 250 adet disk1
ornegi nativ-lugol, modifiye formol eter, trikrom
boyama, Robinson besiyeri, monoklonal ELISA
yontemleriyle amip tanisi yoniinden incelenmistir.
Nativ-lugol yontemiyle 25’inde (%10,0), modifiye
formol eter yontemiyle 31’inde (%12,4), trikrom
boyama yontemiyle 28’inde (%11,2), Robinson
besiyerine ekim ile 19’unda (%7,6) E. histolytica
kist ve trofozoitleri saptanmistir. Monoklonal
ELISA yontemi ile de 40’inda (%16) pozitiflik
belirlenmistir (6).

Garcia ve ark. (11), intestinal protozoonlarin
tanisinda formalin eter konsantrasyon teknigi ile
trikrom boyama teknigini karsilagtirmisglardir. PVA
da saklama metodu kullanilarak, ayakta tedavi olan
hastalardan alman 13194 digki O&rnegi her iki
metotla da incelenmistir. 3077 Srnekte (%23) bir
veya birden fazla intestinal protozoon bulunmustur.
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Sadece trikrom boyama yontemi kullanilarak
patojenik trofozoitlerden %44,2’sinin kistleri, %
96,3’iiniin de trofozoitleri teshis edilmistir.
Aragtiricilar  tarafindan  diski 6rneklerinin
incelenmesinde her iki yontem de 6nerilmistir.

Yaptigimiz calismada, Parazitoloji anabilim dalina
bagvuran 1000 hastadan alinan diski numuneleri
amibiyazis acisindan degerlendirilmistir. Direkt
nativ-lugol yontemiyle hazirlanan prepartlarin
11’inde, sedimantasyon sonrast nativ-lugol
yontemiyle hazirlanan preparatlarin 13’iinde E.
histolytica/E. dispar goriilmistiir. Direkt trikrom
boyama yontemiyle boyanan preparatlarin 9’unda,
sedimantasyon sonrasi trikrom boyama ydntemiyle
boyanan preparatlarin 12’sinde E. histolytica/E.
dispar gorilmiigtiir. Direkt nativ-lugol yontemiyle
sedimantasyon sonrasi nativ-lugol yonteminin
sonuglart karsilagtirilmig, ayni zamanda direkt
trikrom boyama yontemiyle sedimantasyon sonrasi
trikrom boyama ydnteminin sonuglari da kendi
aralarmda  karsilastirilmigtie.  E.  histolytica/E.
dispar saptanmasi agisindan anlamli bir fark
bulunamamustir (p>0,05).

1999-2000 yillar1 arasinda Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Mikrobiyoloji  laboratuarmin  digki
inceleme sonuglarinin degerlendirildigi retrospektif
calismada, direkt mikroskobik inceleme ile %2,8
oraninda E. histolytica/E. dispar kisti saptandigi
goriilmiistiir. Aynmi  donemde Mersin Devlet
Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuarinda  direkt
mikroskobik diski incelemesi sonucu %16,5
oraninda E. histolytica/E. dispar saptanmis ve en
yaygin goriilen protozoon oldugu bildirilmistir

(12).

Diinyada E. histolytica sikliginin ortalama %10
oldugu ama %50 yada %80’lere kadar ulastigi
bolgelerin  de  bulundugu  bildirilmektedir.
Tirkiye’de yapilan calismalarda E. histolytica
sikliginin %0-17 arasinda bulundugu bildirilmistir
(4, 13). Yaptigimiz ¢alismadan elde edilen sonuglar
yapilan caligmalarla karsilastirildiginda  bazi
yonleriyle uyumlu olmakla birlikte bazi yonleriyle
farkliliklar gosterdigi goriilmektedir. Ayn1 bolgede
daha Once yapilan bir ¢calismada E. histolytica/E.

dispar goriilme sikligimin %2,3 oldugu goriilmiistiir
(14). E. histolytica/E. dispar goriilme sikliginin
diger bir cok bdlgeye gore diisik olmasinin
sebepleri arasinda; Kayseri’ de modern sehirlesme
ve alt yapmnm, uygun sanitasyon ve ¢evre
kosullarinin bulunmasi ve sosyo-ekonomik diizeyin
iyi olmasi sayilabilir.

Sonu¢ olarak; Amibiyazis tanisinda kullanilan
yontemler arasinda en kolay, en az zaman alan,
ayni zamanda en ucuz olan ydntemin nativ-lugol
yontemi oldugu ortaya konmustur. Digkr drnekleri
formol-etil  asetat  yontemiyle  ¢oklastirilip
incelendiginde, hem E. histolytica/E. dispar
kistlerinin hem de diger parazitlerin goriilme
sikligmmi  artirmaktadir, ancak ishalli digkilarda
bulunan trofozoitlerin santrifiij etkisiyle
parcalanabildigi icin gorilemedigi belirlenmistir.
Deneyimli bir laboratuar ¢alisaninin E. histolytica/
E. dispar’1 diger yapilardan genellikle ayirabildigi
anlasilmis ise de baz1 kuskulu durumlarda trikrom
boyama yoOnteminin spesifik tan1 amaciyla
kullanilmasinin gerekli oldugu belirlenmistir.
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