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  مقدمه

ــاري ــشمانيوز بيم ــران  لي ــشايي در اي ــک اح  ي

 )سـگ سـانان   ( مـشترک بـين انـسان و حيـوان         بيماري

باشد که عامل آن با توجه به مطالعات انجام گرفتـه          مي

 اعـلام شـده    )۱(ليـشمانيا اينفـانتوم   در اکثر نقاط کشور     

هــاي مختلــف پــشه خــاکي  اسـت كــه بــه وســيله گونـه  

   ).۱(شود فلبوتوموس منتقل مي

  کشور جهان شـيوع      ۶۶اين بيماري حدوداً در     

 هـزار نقـر   ۵۰۰دارد و ميزان بروز ساليانه آن در دنيا       

شود کـه داراي علايـم بـاليني از قبيـل؛             خمين زده مي  ت

بـزرگ شـدن طحـال، کبـد، کـم خـوني و کـاهش تمـام         

هاي سفيد و افزايش گاما  عناصر سلولي به ويژه گلبول  

باشد و در صورت عدم درمـان   هاي خون مي    گلوبولين

 درصد باعث مرگ کودکـان      ۹۸و تشخيص به موقع تا      

  ).۲ـ۴(شود مي

هـا بـه     شده در ايران سگهاي انجام   در مطالعه 

دار بـه عنـوان مخـزن اصـلي      هـاي صـاحب     ويژه سـگ  

هاي خاکي به     اند و انواعي از پشه      بيماري شناخته شده  

. انــد عنــوان نــاقلين اصــلي بيمــاري شناســايي گرديــده

چنين بيمـاري ليـشمانيوز احـشايي بـه عنـوان يـک               هم

بيماري آندميک در برخي مناطق کـشور ايـران مطـرح           

 سالانه تعـداد قابـل تـوجهي از کودکـان را     باشد که   مي

در ايران کانون هاي اصلي بيمـاري در    . سازد  مبتلا مي 

هاي اردبيل، فارس، آذربايجان شرقي و بوشـهر     استان

قرار دارند، اما در ساير منـاطق نيـز بيمـاري گـزارش             

  ).۵(شده ولي از بروز کمتري برخوردار است

در شهرســـتان بويراحمـــد نيـــز بـــر اســـاس 

انگـل در کودکـان    هاي موجـود شـيوع سـرمي       شگزار

دار  هـاي صـاحب    درصـد و در سـگ     ۱/۳مطالعه شـده    

رسـد بيمـاري    به نظر مـي   .  درصد بود  ۱۰مورد مطالعه 

در ايـن منطقـه از کـشور داراي بـستر مناسـبي جهــت      

هاي اوليه جهت شناسايي      لذا مطالعه . باشد  گسترش مي 

اسـت  عامل بيماري و شرايط انتقال آن از ضـروريات          

تا بتوان از گسترش بيماري در بين مخازن حيـواني و           

   .).۵ و۶(انسان جلوگيري کرد
ــايي مشخــصات بيمــاري      ــه منظــور شناس ب

ليشمانيوز احشايي از جمله تعيين جنس و گونـه انگـل           

دار شهرسـتان     هـاي صـاحب     مولد اين بيماري در سگ    

ــاري و     ــن بيمــ ــديريت ايــ ــه در مــ ــد کــ بويراحمــ

 و مبارزه بـا آن بـسيار کمـک    هاي درماني ريزي  برنامه

چنين با توجـه   هم. کننده است مطالعه حاضر انجام شد     
هـاي انگـل از    به اين کـه امـروزه جهـت شـناخت گونـه       

 )۲(مـراز  اي پلي هاي مولکولي نظير واکنش زنجيره   روش

شـود و بـه دليـل مزايـاي ايـن روش، بـر                استفاده مـي  

هاي سرولوژي و ميکروسکوپي از روش واكنش   روش

مراز براي تشخيص گونه انگـل اسـتفاده    اي پلي   يرهزنج

  ).۷(شد
  

  روش بررسي
 انجـام  ۱۳۸۹در اين مطالعه تجربي که در سال   

 قلاده سگ که داراي علايـم بـاليني ليـشمانيوز     ۱۵شد،  

                                                
1-LeishmaniaInfantum 
2-Polymerase Chain Reaction(PCR) 
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 يع ـير طب ي ـزش مو، رشـد غ    ي، ر ي لاغر ؛ شامل يياحشا

 شــدن ينکــيت، عيــنيورتي، کوريهــا، زخــم جلــد نــاخن

 ي روسـتا ۷راه رفـتن بودنـد، از   ها و اخـتلال در     چشم

   . انتخاب شدندراحمديک شهرستان بويندمآ

المللـي    پروتكل اين تحقيق بر اساس قوانين بين      

در مــورد حيوانــات آزمايــشگاهي انجــام گرديــد و در 
  .كميته اخلاق دانشگاه به تصويب رسيد

ــگ  ــدا س ــار   ابت ــا را مه ــوده ه ــدار نم  ۱۰و مق

و گرديـد  ه  ي ـنهـا ته  ک آ يد سـفال  ي ـتر خـون از ور    يل يليم

هـوش  ين تـا حـد مـرگ آنهـا را ب       يله کتام يسپس به وس  

کبــد و از .  شــدنديينمــوده و پــس از مــرگ کالبدگــشا

و سپس نمونه   شده  ه  ي ته ي تماس يها ها لام  طحال لاشه 
  .  درصد قرار داده شد۷۰ن اندام ها در الکل يبافت ا

ــون  ــرم خ ــا س ــه وسـ ـ  يه ــده ب ــه ش له ي گرفت

ــانتر ــدا گرديفيسـ ــوژ جـ ــتفاده از روش د و يـ ــا اسـ بـ

 از نظــر )۱(ميون مــستقيناســيتــست آگلوت کيســرولوژ

  .)۸ و ۹(شدندتر  ين ت ييا تع يشماني ضد ل  يباد يوجود آنت 

ــ ــي ژن آگلوتيآنتـ ــستقيناسـ ــم در آزمايون مـ شگاه يـ
 دانشکده ي و قارچ شناسيوز گروه انگل شناس  يشمانيل

 دانـشگاه علـوم     يقات بهداشـت  يتحق تويبهداشت و انست  

 )۲(ت و همکـاران  ين که بر اساس روش هر      تهرا يپزشک

 بــه کمــک  ابتــدا).۱۰(ه شــده اســتفاده شــديــته)۱۹۸۹(

ــول رق ــمحل ــده و مي ــکروپليق کنن ــا تي ــکل،  وييه  ش

ه شـده و  ي ـهـا ته   سـگ ياز از پلاسماي مورد ن  يها رقت
 ۱۶۰/۱ ،۸۰/۱ يهـا  بـه رقـت     ژن يپس از افـزودن آنت ـ    

هـا را درون اتاقـک مرطـوب قـرار           تيکروپلي م ۳۲۰/۱و

 اتـاق تـا روز بعـد        ي در دمـا   يک سطح افق  ياده و در    د

ش، ير آزمـا  ي تفس يبرا . ماندند يباق)  ساعت ۱۷حداقل  (

چنانچـه در   د قـرار داده و يک سطح سـف ي يت را رو يپل

ها بـه    انگل ،خته شده بود  يژن در آن ر    ي که آنت  يا حفره

 ه کـاملاً  ي رنـگ بـا حاش ـ     يک تکمه کوچک آب ـ   يصورت  

ن شـده   يت ته نش  يکروپليجمع شده و در وسط حفره م      

ش يجه آزمـا  ي شده و نت   يون تلق يناسي عدم آگلوت  ،بودند

 بـه  يا منف ـ يشماني ـ ضـد ل   يبـاد  يص آنت ـ ياز نظر تـشخ   

 ي ابر يديها به صورت کلوئ    د و اگر  انگل    مآ ميحساب  
ع موجـود در    يکنواخـت در تمـام مـا      ي رنـگ    يشکل آب ـ 

 ،نه شده بودنـد يا به اصطلاح آگلوت يحفره پراکنده شده    

ا مثبـت  يشماني ـ ضـد ل ي باديش از نظر آنت   ي آزما جهينت

   ..)۸ و۹(شد ميمحسوب 

ــالاتر ــريبــ ــه  مين رقــــت از نمونــــه ســ  کــ

جــاد شــده بـه عنــوان حــداکثر  يون در آن ايناس ـيآگلوت
 ي نمونه هـا   ين روش برا  يدر ا . شود ميرفته  ي پذ ،اريع

 و  ۳۲۰/۱ يارهايا با ع  يشماني ضد ل  ي باد ي، آنت يوانيح

 يارهـا ي و عيي احشاوزيشمانيت لبالاتر به عنوان عفون 

  ).۱۱( در نظر گرفته شدندي  منف۳۲۰/۱از  ن ترييپا

 بـا  يزي ـآم  پـس از رنـگ    ي تماس ـ يهـا  گسترش

دن ي ـجهـت د نـوري   کروسکوپ  يمسا با استفاده از م    يگ
 مـذکور   يها سپس هم لام  . ها مطالعه شدند   گوتيآماست

 ي پل ـيا رهي ـ با روش واکنش زنج ي بافت يها و هم نمونه  

ا يشماني ـ انگـل ل DNA از نظر وجود  )۳(يا و مرحله مراز د 

 ي مـورد بررس ـ   ي اختـصاص  يمرهـا يبا استفاده از پرا   

ــد  ــرار گرفتن ــرا. ق ــازيب ــل DNA ي جداس  از روش فن

ــد و پرا  ــتفاده شـ ــرم اسـ ــايکلروفـ ــهيمرهـ ــار  بـ              کـ
                             يبــــا تــــوال   XR  CSB1  شــــامل؛ بــــرده شــــده 

CGA GTA GCA GAA ACT CCC CTT CA و CSB2XF  بـا 

                                                
1-Direet Agglutination Test(DAT) 
2-Harith et al 
3-Nested – PCR 
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 يبـرا   ATT TTT CGC GAT TTT CGC AGA ACGيتـوال 

 يمرهـا ي و پرامـراز  اي پلي  واكنش زنجيرهن مرحله ياول

LiR ــوال ــا ت ــا 13Z  وTCG CAG AAG GCC CTT ي ب  ب

 ي بــرا ACT GGG GGT TGG TGT AAA ATAيتــوال

ــه دوم  ــدمرحل ــ۱۴(بودن ــس از پا .)۱۲ـ ــپ ــنش ي ان واک

 درصد الکتروفورز ۵/۱ ژل آگارز ي روييمحصول نها
علاوه بر مارکر از نمونه اسـتاندارد       در اين روش     .شد

 اسـتفاده مخلوط ليشمانيا ماژور و ليـشمانيا اينفـانتوم         

 در  مـاوراء بـنفش    سـپس ژل بـا اسـتفاده از نـور          .شد

ر شـده  ي ـ تکثDNAدستگاه ژل داک از نظر وجود بانـد         

  . شدند ينظر بررس در محدوده مورد

 از آوري شــده بــا اســتفاده    هــاي جمــع   داده
 يش طراح ـي و در جدول از پ ـ يفي آمار توص  يها روش

. دنـد يشده در مقابل شماره سگ مـورد نظـر ثبـت گرد      

 هـر نمونـه بـا       ي باند به دسـت آمـده بـرا        يوزن ملکول 

ص يد و نوع انگـل تـشخ      يسه گرد يمارکر استاندارد مقا  

  .داده شد
  

  ها يافته
 مــورد ياهــ ســگ مي تمــاياز نظــر گــروه ســن

  .  سال قرار داشتند۳ـ۴ي در گروه سنيبررس
 قلاده سگ   ۱۴م  يون مستق يناسيدر روش آگلوت  

ا يشماني ـه لي ـ و بـالاتر عل ۳۲۰/۱ يبـاد  يتر آنت ـي ت يدارا

  . بوديباد يتر آنتيز فاقد تيک قلاده نيبودند و 

 مـــــورد ۱۱ طحـــــال در ي لام تماســـ ـ۱۵از 

 ، شــدندي مــورد منفــ۴گوت انگــل مــشاهده و يآماســت

ــم ــ هـ ــ۱۵ن از يچنـ ــد در ي لام تماسـ ــورد ۱۰ کبـ  مـ
بـه  .  شـدند  ي مـورد منف ـ   ۵گوت انگل مشاهده و     يآماست

 قـلاده   ۱۵دست آمـده از     ه  ج ب ي با توجه به نتا    يطور کل 

 ي حـاو  يک لام تماس ـ  ي ـ حـداقل    ي قـلاده دارا   ۱۳ ،سگ

 ۲ه شـده از     ي ـ ته يهـا  گوت انگل بودند و در لام     يآماست

  . دگوت انگل مشاهده نشيقلاده سگ، آماست

ــراز  اي پلـــي در روش واكـــنش زنجيـــره از مـ

از بافت طحال و کبد گرفته شـده بـود و       هايي كه     نمونه

نمونه ليـشمانيا   ۱۴ها  ن بافتي ا ي تماس يها ن لام يچن هم
منفــي تــشخيص داده  ز يــن و يــك نمونــه  اينفــانتوم

  .)۱تصوير (شد

هـايي   نمونـه  شده  ي طراح يمرهايبر اساس پرا  

ــد اصــلي   ــه بان ــا۶۸۰ک ــت ب ــشمانيا  جف زي داشــتند لي

 جفـت بـازي     ۵۶۰هايي که باند اصلي       و نمونه  اينفانتوم

  .)۱۲(ص داده شدندداشتند ليشمانيا ماژور تشخي
 

  بحث 
با توجه به اين که مخازن ليـشمانيوز احـشايي        

باشند، لـذا تـشخيص بيمـاري      در ايران سگ سانان مي    

هاي آلـوده در انجـام    در اين حيوانات و شناسايي سگ 

هـاي مبـارزه و کنتـرل ايـن بيمـاري در جامعـه               برنامه

چنين به خـاطر   هم). ۵(اي دارد العاده  انساني اهميت فوق  
شــيوع بيــشتر بيمــاري در ســگ ســانان و دسترســي  

چنين امکان کالبد گـشايي     آسان تر به اين مخازن و هم      

هــاي حـاوي انگــل از ايـن حيوانــات    و برداشـت نمونـه  

شناسايي عامل هاي بررسي وضعيت بيماري و      مطالعه

هـدف از ايـن     ). ۱(آن بر روي اين حيوانات انجـام شـد        

ــشايي در     ــشمانيوز اح ــصات لي ــين مشخ ــه تعي مطالع
شهرسـتان بويراحمـد و تعيـين       ) سـگ (مخازن حيواني 

  .مراز بود اي پلي نوع انگل با روش واکنش زنجيره
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  .تلفهاي مخ مراز نمونه اي پلي ژل الکتروفورز محصول واكنش زنجيره: ۱تصوير 

 A ماركر؛bp ۱۰۰ ،B؛ نمونه استاندارد ليشمانيا اينفانتوم C-H, J-M, O-Q, R-V,W   ،۴بافت طحال سگ شماره ليشمانيا اينفانتوم ،N ۴بافت کبد سگ شماره ؛، S ؛
    .۴ طحال سگ شماره ير تماسياسم؛  X، ۴ کبد سگ شماره ير تماسياسم

 قــلاده ۱۵د از  مــور۱۴در مطالعــه حاضــر در 

 نفـانتوم يا ا يشماني ـل يمـار ي عامـل ب   يسگ مورد بررس  

 شـناخته  يمـار ين بيعـامل  که همانند  ص داده شد  يتشخ

. )۵، ۸، ۹ و۱۴ـ ـ۱۶(باشـد  مير نقاط کشور  يساشده در   

راحمـد  ي در شهرسـتان بو   يمـار ي ب ين علت اصل  يبنابرا

باشد و برنامه کنترل، مبارزه و درمان  مين گونه  يز ا ين

 يکساني يباشد و از الگو    مير نقاط   يمانند سا  ه يماريب

ز بـا  ي ـ نيمـار ين بي ـ ناقـل ا يتسي ـالبته با. کند ميت  يتبع

 و  يدر مطالعـه محبعل ـ    .ن گـردد  يـي ق تع ي دق هاي  همطالع

گـر   ي د يا  در استان بوشـهر و مطالعـه       )۲۰۰۱(همکاران

ــاطق  در  ــاير من ــاس ــل بي ــاريران عام ــ ليم وز يشماني

توم اعـــلام شـــده نفـــانيا ايشمانيـــ ل، گونـــهيياحـــشا

بـه وسـيله    انجـام شـده   هـاي  در مطالعه ). ۱۵و۱۶(است

ن شـهر   ي در شهرستان مـشک    )۲۰۰۹(مشفع و همکاران  

ــا ــه  ميتم ــا نمون ــون  يه ــت و خ ــده از پوس ــه ش  گرفت

)  قلاده سگ۷۱ (ينيم باليم دار و فاقد علا  ي علا يها سگ

فـانتوم  نيا ا يشماني ل مراز  اي پلي    واكنش زنجيره  با روش 

  ).۹ و۱۷(دندص داده شيتشخ

ــه ــه در مطالعـ ــيله ماي کـ ــه وسـ ــي و بـ حبعلـ

  منظور بررسي نقـش جونـدگان بـه      به )١٩٩٨(همکاران

عنـــوان مخـــازن احتمـــالي ليـــشمانيوز احـــشايي در  

 تعـداد  ،شهر استان اردبيل انجام شد شهرستان مشکين 

.  جنس و گونه مختلف بررسي شـدند       ٤ جونده از    ١٩٠

هاي تماسي طحال و     ميکروسکوپي گسترش  ةدر مطالع 

)  درصـد ٣/٢٧( مـورد ٥٢کبد جوندگان صـيد شـده در    

جسم ليـشمن مـشاهده گرديـد کـه از آنهـا يـک مـورد             

ــانتوميا ايشمانيــل  در هامــستر طلايــي و يــک مــورد  نف

در  ).١٨(در مريونس گزارش گرديد يا دونووان يشمانيل

 محبعلــــي و بــــه وســــيلهکــــه ديگــــر اي مطالعــــه

ــاران ــوان برر )٢٠٠١(همک ــا عن ــي اپيــدميولوژي   ب س

ليشمانيوز جلدي و احشايي و تعيـين مخـازن آنهـا در            

هاي دشـتي و دشتـستان از اسـتان بوشـهر       شهرستان

  درصد ١/٩ي گرفته شده؛     نمونه ١٤٩٦ از   ،انجام گرفت 

  درصـد ٤/٣ و ١:٨٠٠داراي تيتـر مـساوي و بـالاتر از    

در ايـن  .  بودنـد ١:٣٢٠٠داراي تيتر مساوي و بالاتر از  

 قلاده شغال ١٠ ، قلاده روباه  ٥ ، قلاده سگ  ١٠٥مطالعه  
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 ٣ عدد جونده بررسي شـدند کـه در نهايـت در             ١٥٢و  

 قـلاده شـغال اجـسام ليـشمن مـشاهده      ١قلاده سگ و   

 شـد كـه     مـشخص    هـاي مولكـولي     گرديد کـه بـا روش     

  ).۱۹(بودند نفانتوميا ايشمانيلهمگي آنها 

ــه ــامع در مطالع ــيله اي ج ــه وس ــي و ب  محبعل

 نفانتوميا ا يشمانيل وضعيت آلودگي به     )٢٠٠٥(همكاران

سانان وحـشي در ايـران بـين    هاي اهلي و سگدر سگ 

ايــن در .  منتــشر شــده اســت١٩٩٩-٢٠٠٣هــاي ســال

ــه ــرولوژي مطالع ــستقيمآگ از روش س  لوتيناســيون م

 ،شناسيهاي انگلبراي تعيين ميزان آلودگي و از روش

و هاي ملكولي و بيوشيميايي براي تعيـين جـنس       روش

 سـرم   ة نمون ـ ١٥٦٨از  .  انگل استفاده شـده اسـت      هگون

 ٢٢٢هاي اهلي در نقاط مختلف ايران       تهيه شده از سگ   

بادي ضد ليشمانيا بـا   داراي آنتي ،) درصد ٢/١٤(مورد  

 از  درصـد ١٠.  بودنـد  ١:٣٢٠عيار مساوي يا بيشتر از      

ا يشماني ـلسانان وحشي مورد مطالعه به       قلاده سگ  ٣٠

 مـورد   ١١ مورد از    ١٠  تعداد .اشتندآلودگي د نفانتوم  يا

سانان وحـشي   ها و سگ  ليشمانياهاي جدا شده از سگ    

نفـانتوم  يا ايشماني ـلهاي ملكولي و بيوشيميايي با روش 

  ).      ٢٠(و يك مورد ليشمانيا تروپيكا تشخيص داده شدند

 مواقع ممکن است انگـل بـه صـورت          يدر برخ 

ا ي ـد و   ر معمول گزارش شـو    ي غ يزبان ها ي در م  ياتفاق

ا يشماني ـ از ليگرينکه انگل جدا شده از سگ ها نوع د       يا

بـه  نفـانتوم از گربـه      يا ا يشماني ـ همانند گـزارش ل    .باشد

 ي و گزارش آلـودگ    )۲۰۱۰( و همکاران  يسرکاروسيله  

 و  ي محبعل ـ بـه وسـيله   نفـانتوم   يا ا يشماني ـهامستر بـه ل   

ر يــوانـات غ ي منـاطق ح يدر برخ ـکـه  ) ۱۹۹۸(همکـاران 

  .)۶ و۱۸(شوند يمز آلوده يمخزن ن

  

  گيري نتيجه

 يين مطالعـه شناسـا    ي ـ ا يافته اصل يبه هر حال    

 با توجه   يستي است و با   ييوز احشا يشمانيگونه مولد ل  

دار شهرسـتان    صاحبي قابل توجه سگ ها    يبه آلودگ 

ل ي ـ از قب  ييهـا  نفـانتوم برنامـه   يا ا يشماني ـراحمد به ل  يبو

 و نحـوه  يمارين بيآموزش مردم منطقه در خصوص ا 

قال آن اجرا شـود و در صـورت مـشاهده کودکـان             انت

 و  يم بـه مراکـز درمـان      ي علا ي دارا يها ا سگ يمار و   يب

 شـود  مـي شنهاد  يپ .شود ي اطلاع رسان  يمراکز بهداشت 

  كهگيلويـه و بويراحمـد      استان يها ر شهرستان يدر سا 

ن شـود تـا   يـي وز تع يشماني ـ ل يمـار يات ب يز خـصوص  ين

.  را کنترل نمود   يرماين ب يق ا ي دق يزيبتوان با برنامه ر   

ق برنامــه مــد نظــر يــ دقيلازم اسـت بــه منظــور اجــرا 

 ناقـل   ي خاک يها ن گونه پشه  ييز جهت تع  ي ن هايي  همطالع

  .ردي استان صورت گ اين دريمارين بيا

  

  تقدير و تشكر

 ارشد يان نامه کارشناسيپااين مطالعه حاصل    

 كه در دانشگاه علـوم پزشـكي ياسـوج انجـام            باشد يم

دكتر مهدي محبعلي، جلال نوشـاديان       رياز همكا . شد

تقـدير و تـشكر   بهناز آخوندي در اجراي اين مطالعه    و  

  .آيد به عمل مي
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Abstract 
 
Background & Aim: Visceral Leishmaniasis (VL) is an endemic disease in some parts of Iran. 
Leishmania infantum is the agent of disease in studied areas. The aim of the present study was the 
characterization of visceral leishmaniasis in reservoir host (dogs) and determination of agent by 
molecular method in Boyer-Ahmad district, Iran 
  
 
Methods: In this study 15 infected dogs with symptoms of canine visceral leishmaniasis were selected 
from 5 VL endemic villages of Boyer-Ahmad district in 2010. All cases were tested by DAT for 
evaluation of anti leishmanial antibodies. After necropsy, parasitological study was conducted by use of 
impression smear of liver and spleen. Nested PCR was use to detect the parasite DNA in the liver and 
spleen tissues.   
 
Results: From fifteen cases, fourteen dogs had antibody titer above of 1:320 while one of the cases 
was seronegative. Leishmania amastigotes was seen in 13 smears of liver and spleen (13 cases). The 
agent of disease in 14 dogs determined as Leishmania infantum by nested PCR.  
 
Conclusion: This study confirmed that Leishmania infantum is the causative agent of canine VL in 
Boyer-Ahmad and the diseases pattern is similar to the rest of country. 
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