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糖尿病患者右小腿脓肿分枝杆菌感染菌种鉴定分析

曾　平，邹自英＃，吴艾霖＃，朱　冰，刘　媛，熊　杰△

（成都军区总医院检验科，四川成都６１００８３）

　　摘　要：目的　对糖尿病患者右小腿感染病原菌进行菌种鉴定分析。方法　对病原菌进行温度生长试验（２８℃、３７℃及４５

℃）、革兰染色和抗酸染色，采用１６ＳｒＤＮＡ序列分析技术结合生化试验进行菌种鉴定。结果　病原菌能在麦康凯琼脂２８℃及３７

℃下生长，而４５℃不生长。经１６ＳｒＤＮＡ序列分析技术鉴定为龟／脓肿分枝杆菌，同源度９８．５％。生化试验结果为枸橼酸盐（２８

℃）阴性，２８℃５％ ＮａＣｌ培养基生长试验阳性，病原菌鉴定为脓肿分枝杆菌。结论　脓肿分枝杆菌是引起糖尿病患者右小腿感

染的病原菌，１６ＳｒＤＮＡ序列分析技术结合生化实验可用于ＮＴＭ的菌种鉴定。

关键词：糖尿病；　非结核分枝杆菌；　快速生长分枝杆菌；　脓肿分枝杆菌；　１６ＳｒＤＮＡ序列分析；　皮肤感染

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１９．０５５ 文献标识码：Ｂ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１９２６０７０３

　　作者从１例糖尿病患者右小腿皮损组织两次分离出１株

非结核分枝杆菌（ｎｏｎｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａ，ＮＴＭ），经１６Ｓ

ｒＤＮＡ序列分析技术结合生物学试验鉴定为脓肿分枝杆菌，现

报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　女性，６９岁，右小腿红肿、结节、溃疡伴疼痛６

月，加重１月。６月前右下肢胫前被竹签刺伤，随后逐渐出现

皮肤红肿、化脓、破溃，当地诊所予以抗感染治疗无缓解。３个

月前确诊为糖尿病，以胰岛素控制血糖，局部换药，伤口结痂。

约２个月前，右小腿、足部红肿，出现数个约２．０ｃｍ×２．０ｃｍ

大小皮下结节，部分破溃，表面结痂伴脓血性分泌物渗出，触痛

明显，无明显瘙痒。因“糖尿病、糖尿病足”入本院内分泌科给

予“抗感染、降糖、活血化瘀、局部换药”等对症治疗半月后，糖

尿病好转出院。出院时右小腿肿胀消退，结节仍存在，周围呈

暗红色斑，溃疡结痂，无明显渗出糜烂。１个月前右小腿结节

逐渐增多，部分结节隆起，呈暗红色，脓血性分泌物渗出，触痛

明显；半月前，右膝盖附近新出现３个蚕豆大小暗红色丘疹、结

节，触之略疼痛。门诊以“孢子丝菌病，糖尿病”收治皮肤科。

患者右小腿感染病灶见图１。

１．２　方法　对病原菌进行温度生长试验（２８℃、３７℃及４５

℃）、革兰染色和抗酸染色，采用１６ＳｒＤＮＡ序列分析技术结合

生化试验进行菌种鉴定。

２　结　　果

２．２　实验室常规检验

２．２．１　异常生化指标　葡萄糖１３．３３ｍｍｏｌ／Ｌ，总胆红素３８．１

μｍｏｌ／Ｌ，直接胆红素１０．０μｍｏｌ／Ｌ，间接胆红素２８．１μｍｏｌ／Ｌ，

γ谷氨酰转肽酶７５．７ＩＵ／Ｌ，乳酸脱氢酶２４５．３ＩＵ／Ｌ，超敏Ｃ

反应蛋白９．８８ｍｇ／Ｌ。空腹葡萄糖８．１２ｍｍｏｌ／Ｌ，糖化血红蛋

白１０．８％。

２．２．２　其他检验　ＨＢｓＡｇ（＋），ＨＢｅＡｂ阳性（＋），ＨＢｃＡｂ阳

性（＋）。ＨＢＶＤＮＡ载量为２．４×１０４ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ。皮损分泌

物及组织ＴＢＤＮＡ检测均为阴性。其余检验结果未见异常。

２．３　放射影像学检查

２．３．１　胸部Ｘ光片提示　双肺纹理稍增多。

２．３．２　右小腿平片提示　（１）右侧腓骨中段后侧软组织区小

片影，考虑体外异物或其他；（２）右侧胫腓骨未见骨及关节

病变。

２．３．３　双侧下肢血管 ＭＲＡ提示　（１）左侧胫前动脉、腓动

脉、胫后动脉狭窄，以腓动脉为主；（２）右侧腓动脉远端狭窄；

（３）双侧蝈窝、小腿多发团块造影剂染色以右侧为主。

２．４　超声影像学检查

２．４．１　腹部彩超提示　双肾小结石或小结晶，肝胆脾胰及双

侧输尿管未见异常回声。

２．４．２　双下肢血管彩超提示　（１）双下肢粥样硬化斑形成。

（２）右小腿肌间静脉广泛血栓形成。

２．５　病理学检查

２．５．１　皮肤组织活检　右小腿皮下组织慢性化脓性炎，大量

急慢性炎细胞浸润，以小淋巴细胞为主，局灶小脓肿形成，以皮

肤附件周围较为明显。

２．５．２　免疫标志　ＣＤ２０，ＣＤ７８ａ，ＣＤ１３８，ＣＤ３，ＣＤ５６，ＴＩＡ１，

ＧｒＢ，Ｋｉ６７，ＭＵＭ１，ＰＡＸ５均为阳性（＋）。

２．５．３　特殊染色　抗酸染色阳性；ＰＡＳ（－）。

２．６　微生物学检验

２．６．１　常规细菌学检验　多次分泌物真菌１０％ＫＯＨ直接镜

检及真菌培养阴性。多次革兰染色镜检未查见真菌。２月８

日分泌物涂片革兰染色未查见细菌及真菌。皮损分泌物普通

细菌培养４８ｈ无细菌生长。２月４日送检皮损组织需氧培养

１０ｄ报告快速分枝杆菌生长。培养物革兰染色查见革兰氏阳

性杆菌，见图２；萋纳抗酸染色查见抗酸杆菌，Ｖ形或分支状排

列，见图３。触酶（＋），该菌于２８℃在血琼脂、麦康凯、沙保
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弱、营养琼脂培养基上５ｄ时生长良好，２８℃时在营养肉汤培

养３～５ｄ有絮状沉淀。２月４日和２月１７日两次送检皮损组

织均培养出快速生长分枝杆菌。

图１　　患者右小腿感染灶

图２　　革兰染色（×１０００倍）

图３　　抗酸染色（×１０００倍）

２．６．２　病原菌１６ＳｒＤＮＡ序列分析　（１）采用通用引物２７Ｆ和

１４９２Ｒ，引物序列分别为：２７Ｆ：５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧ

ＣＴＣＡＧ３′；１４９２Ｒ：５′ＧＧＹＴＡＣ ＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′。

（２）扩增出９７９ｂｐ和８１７ｂｐ片段产物，拼接序列为１４６８ｂｐ片

段。（３）１６ＳｒＤＮＡ序列比对分析：将菌株送北京某公司采用

１６ＳｒＤＮＡ序列分析技术进行菌种鉴定，结果为龟／脓肿分枝杆

菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｃｈｅｌｏｎａｅ／ａｂｓｃｅｓｓｕｓ，同源度９８．５％）。将拼接

序列分别输入Ｇｅｎｂａｎｋ数据库和ＲＩＤＯＭ数据库进行比对分析

结果显示均无法鉴别龟分枝杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｃｈｅｌｏｎａｅ）和脓

肿分枝杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍａｂｓｃｅｓｓｕｓ）。

２．６．３　补充生化试验　枸橼酸盐利用试验（２８℃）阴性，２８℃

５％ ＮａＣｌ培养基生长试验阳性，结合序列分析结果最终鉴定

病原菌为脓肿分枝杆菌。

３　讨　　论

ＮＴＭ是指除结核分枝杆菌复合群和麻风分枝杆菌外的

其他分枝杆菌［１］。本文患者为老年女性，糖尿病诊断明确，当

出现皮肤伤口迁延不愈时，内分泌科医生常误认为是糖尿病本

身并发症所致，从而造成漏诊。由于只是针对糖尿病并发症进

行对症处理，也进行了抗感染治疗，但疗效不佳。当患者再次

就诊皮肤科时，由于患者右小腿皮肤病灶与孢子丝菌病临床表

现相似，初诊为孢子丝菌病，并多次取皮损分泌物送微生物室

进行真菌感染病原学相关检查，结果均为阴性。由于临床误判

和实验室流程原因，真菌培养只接种沙保弱培养基（２８℃），在

第５天时发现沙保弱培养基上有细小菌落生长，涂片镜检查见

革兰弱阳性杆菌，有分支状排列，再涂片行抗酸染色查见抗酸

杆菌，延长脱色时间仍为抗酸阳性，据此可以排除奴卡菌（延长

脱色时间抗酸染色阴性）感染。经查阅相关资料实验室初步考

虑为ＮＴＭ中的ＲＧＭ，依据是ＴＢＤＮＡ检测阴性，该菌２８℃

和３７℃在普通培养基上均可生长，而４５℃未见生长。２８℃

能在麦康凯培养基生长，与临床联系后初步报告“ＲＧＭ 生

长”［２］。

由于实验室未开展分枝杆菌的常规培养，为进一步明确菌

种鉴定，作者将该菌纯培养外送北京某公司进行１６ＳｒＤＮＡ序

列分析技术鉴定，结果为龟／脓肿分枝杆菌（同源度９８．５％）。

１６ＳｒＤＮＡ序列分析已成为鉴定分枝杆菌的金标准，但是最好

选择两个或两个以上数据库进行横向序列比对分析，如果结果

不一致，再进一步分析［３］。作者将所得序列分别进入Ｇｅｎｂａｎｋ

和ＲＩＤＯＭ数据库进行横向比较分析，发现不能将龟分枝杆菌

和脓肿分枝杆菌完全区分开，文献建议采用生化试验鉴别［３］。

作者补充试验结果是２８ ℃枸橼酸盐利用试验阴性和５％

ＮＡＣＬ培养基生长试验阳性，病原菌最终确定为脓肿分枝杆

菌。也可选择病原菌其他的靶基因如１６～２３ＳｒＲＮＡ、ＩＳ

６１１０、ｒｐｏＢ、ｈｓｐ６５等将其鉴定到种或亚种
［４６］。

关于ＲＧＭ的体外药敏试验，本实验室尚未常规开展。国

内有学者采用ＢＡＣＴＥＣ绝对浓度间接法对１８０株ＲＧＭ 进行

１２种药物体外敏感试验，结果显示ＲＧＭ 仅对克拉霉素、阿米

卡星及乙胺丁醇等少数药物敏感性较好［７］。２００７年美国胸科

协会（ＡＴＳ）和美国感染性疾病协会（ＩＤＳＡ）发布了《非结核分

枝杆菌病的诊断、治疗和预防》正式报告，建议对ＲＧＭ（偶然分

枝杆菌、脓肿分枝杆菌和龟分枝杆菌）的常规药敏试验应包括

阿米卡星、伊米配能（只限偶然分枝杆菌）、多西环素、氟喹喏

酮、磺胺或复方磺胺甲恶唑、头孢西汀、克拉霉素、利奈唑胺和

妥布霉素（只限龟分枝杆菌）［８］，也可以为菌种准确鉴定提供一

定依据，可能是我国ＲＧＭ药物敏感试验发展的方向。

脓肿分枝杆菌对常见抗结核药物多重耐药，采用局部手术

清创联合以克拉霉素为基础的多药治疗 ＲＧＭ 感染预后较

好［５，７８］。本院对该患者采用复方磺胺甲恶唑联合亚胺培南和

局部清创引流敷药对症处理相结合，治疗１周后患者渗出物明

显减少，肿胀明显消退，溃疡部分结痂。出院后继续口服复方

磺胺甲恶唑，门诊随访１年无复发。

该患者由于患糖尿病多年，抵抗力下降，属于 ＮＴＭ 易感

人群。而ＲＧＭ常广泛分布于自然界土壤等环境中，当患者遭

到意外创伤（右下肢竹签刺伤）后容易发生接触感染，加上患者

久居偏僻农村，感染ＲＧＭ 后并未及时就医，只是针对糖尿病

进行治疗而造成ＲＧＭ感染治疗延误。另一方面，临床可能由

于经验不足，未仔细询问患者外伤病史，未考虑到 ＮＴＭ 感染

可能，判断失误客观上造成漏诊和误诊。

国内有报道脓肿分枝杆菌引起左耳部皮肤及关节感染，均

为散发病例，应引起临床上足够认识和重视［９１０］。同时，微生

物实验室应加强ＮＴＭ尤其是ＲＧＭ的检测，同时采用１６ＳｒＤ

ＮＡ序列分析结合部分生化试验的方法鉴定菌种，为临床诊治

提供可靠的病原学依据。

参考文献

［１］ 中华医学会结核病学分会．非结核分枝杆菌病诊断与处理指南

［Ｊ］．中华结核与呼吸杂志，２０００，２３（１１）：６５０６５３．

［２］ 李仲兴，郑家齐，李家宏．诊断细菌学［Ｍ］．香港：黄河文化出版

社，１９９２：２５８２６０．

［３］ 刘朝军，沈定霞．１６ＳｒＤＮＡ序列测定在细菌分析中的应用［Ｊ］．军

医进修学院学报，２０１１，３２（７）：７７６．

［４］ 赵建宏，李雅静，温海楠，等．非结核分枝杆菌感染的分子诊断研

究进展［Ｊ］．检验医学，２０１２，２７（３）：１５５１５８．

·８０６２· 国际检验医学杂志２０１３年１０月第３４卷第１９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１９



［５］ ＶｉｌｌａｎｕｅｖａＡ，ＣａｌｄｅｒｏｎＲＶ，ＶａｒｇａｓＢＡ，ｅｔａｌ．Ｒｅｐｏｒｔｏｎａｎｏｕｔ

ｂｒｅａｋｏｆｐｏｓｔｉｎｊｅｃｔｉｏｎａｂｓｃｅｓｓｅｓｄｕｅｔｏＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍａｂｓｃｅｓ

ｓｕｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｍａｎａｇｅｍｅｎｔｗｉｔｈｓｕｒｇｅｒｙａｎｄｃｌａｒｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎｔｈｅｒａ

ｐｙａｎｄｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｔｒａｉｎｓｂｙｒａｎｄｏｍａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ

ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｌｉｎＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，１９９７，２４：

１１４７１１５３．

［６］ＬｙＹＢ，ＺｈａｎｇＹＹ，ＨｕａｎｇＭＸ，ｅｔａｌ．Ｒａｐｉｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｄｉｆ

ｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｐｅｃｉｅｓｏｆｔｈｅＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｃｈｅｌｏｎａｅ／ａｂｓｃｅｓ

ｓｕｓｃｏｍｐｌｅｘｂｙｈｓｐ６５ａｎｄｒｐｏＢＰＣＲＲＦＬＰ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＺｏｏｎ，

２０１２，２８（７）：６４５６５２．

［７］ 陈华，陈品儒，肖秡．Ⅳ群非结核分枝杆菌１８０株分布及耐药性分

析［Ｊ］．广东医学，２０１１，３２（１１）：１４３３１４３４．

［８］ ＧｒｉｆｆｉｔｈＤＥ，ＡｋｓａｍｉｔＴ，ＢｒｏｗｎＥｌｌｉｏｔｔＢＡ，ｅｔａｌ．ＡｎｏｆｆｉｃｉａｌＡＴＳ

／ＩＤＳＡｓｔａｔｅｍｅｎｔ：ｄｉａｇｎｏｓｉｓ，ｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ａｎｄｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎｏｆｎｏｎｔｕ

ｂｅｒｃｕｌｏｕｓｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｌｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＡｍＪＲｅｓｐｉｒＣｒｉｔＣａｒｅＭｅｄ，

２００７，１７５（４）：３６７４１６．

［９］ 陈雪，赵亭，孙秋宁，等．脓肿分枝杆菌性皮肤溃疡［Ｊ］．临床皮肤

科杂志，２００４，３３（４）：３３９３４０．

［１０］郭玲，叶丽艳，赵强，等．龟脓肿分枝杆菌引起关节感染１例［Ｊ］．

中华医院感染学杂志，２０１２，２２（９）：１７９８．

（收稿日期：２０１３０５０８）

·经验交流·

Ｄ二聚体测定在中老年人体检中的临床价值

戴国奎

（广州市干部疗养院检验科，广东广州５１０５３０）

　　摘　要：目的　探讨Ｄ二聚体测定在中老年体检人群中对血栓疾病的临床监察价值。方法　运用法国 ＭＩＮＩＶＩＤＡＳ全自动

免疫荧光分析仪测定该院体检的中老年人群血浆Ｄ二聚体浓度，按年龄结构分组，其中，４０～５０岁为 Ａ组，＞５０～６０岁为Ｂ组，

＞６０岁为Ｃ组，每组１００例，分别统计各组数据；对Ｄ二聚体水平超过同组平均水平３倍标准差的患者再进行深部静脉彩色多普

勒超声检查，并将超声检测未发现静脉血栓栓塞症（ＶＥＴ）人群纳入追踪随访对象并持续１年，以评价Ｄ二聚体测定对ＶＥＴ的监

控价值。结果　Ａ、Ｂ、Ｃ组Ｄ二聚体测定结果分别为（４４６±２１．４）μｇ／Ｌ、（５６３±６４．７）μｇ／Ｌ、（６４１±５９．６）μｇ／Ｌ，三组间两两比较差

异有统计学意义（犘＜０．０５）。Ｄ二聚体水平超过同组平均水平３倍标准差的患者进行深部静脉彩色多普勒超声检查，发现此类

患者一年内发生ＶＥＴ的比率分别为，Ａ组１５．８％（３／１９），Ｂ组２３．１％（６／２６），Ｃ组３４．２％（１３／３８）。结论　Ｄ二聚体随年龄增高

有增加趋势，可以作为中老年人常规体检项目。

关键词：Ｄ二聚体；　静脉血栓；　多普勒

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１９．０５６ 文献标识码：Ｂ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１９２６０９０２

　　Ｄ二聚体是纤维蛋白单体经活化因子交联后，再经纤溶

酶水解所产生的一种特异性降解产物，是纤溶过程中的特异性

标记物，近年来的研究证实，Ｄ二聚体不仅与众多疾病相关联，

它还与深部静脉栓塞直接相关，尤其是Ｄ二聚体对深部静脉

栓赛拥有较高的阴性预测值，更是引起临床的浓厚兴趣。１９７１

年，Ｗｉｌｓｏｎ等首先将纤维蛋白降解产物用于诊断肺静脉栓塞，

开启了运用纤维蛋白降解产物诊断深部静脉栓塞的先河。到

１９８３年，Ｒｙｌａｔｔ较为详细地阐述了运用Ｄ二聚体单克隆抗体

在临床观测凝血和纤溶过程中的诊断效能，提出了可以利用测

定Ｄ二聚体含量来对静脉血栓进行排除诊断
［１５］。为发现中

老年体检人群中深部静脉栓塞潜在患者，作者对２０１１年１月

至２０１２年１２月来本院体检的中老年人群进行了血浆Ｄ二聚

体含量测定，以期对发现中老年人群中早期静脉栓塞患者提供

帮助。

１　资料与方法

１．１　一般资料　所有实验对象均选至２０１１年１月至２０１２年

１２月 到 本 院 体 检 的 中 老 年 人 群，其 中 ４０～５０ 岁 为

Ａ组，＞５０～６０岁为Ｂ组，＞６０岁为Ｃ组，每组１００例。所有

实验对象均经过本院医学伦理委员会讨论并符合伦理道德标

准，且将检测方法及检测项目之目的意义明确告知参与体检人

群并得到体检者本人认可。

１．２　实验入选及排除标准　无明显身体不适且近两周内未服

用过抗凝药物者为入选对象；有明显身体行动障碍、近两周内

有过用药者、临床诊断为静脉血栓患者均为排除对象。

１．３　方法　为保障实验结果的可比性及实验条件的相对一致

性，规定所有入选对象均在早上空腹、取坐姿抽血１．８ｍＬ静

脉血并枸橼酸钠抗凝，在１ｈ内以３０００ｒ／ｍｉｎ转速之离心力

离心１０ｍｉｎ分离血浆待检，总体实验于３ｈ内完成，若不能按

规定时间完成，则将标本置于－４０℃冷冻保存，保存时间不能

超过１周，注意标本存放温度及不得反复冻融。检测仪器采用

法国梅里埃生物技术公司生产的 ＭＩＮＩＶＩＤＡＳ全自动荧光免

疫分析仪，试剂采用原厂配套产品，为保障结果的准确性，每次

检验均应设置高低两个质控品对实验进行全程监控，具体实

验、操作方法及注意事项见说明书。对Ｄ二聚体水平超过同

组平均水平３倍标准差的患者再进行深部静脉彩色多普勒超

声检查。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计学分

析，计量资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组Ｄ二聚体水平比较　Ａ、Ｂ、Ｃ组Ｄ二聚体测定结果

分别为（４４６±２１．４）μｇ／Ｌ、（５６３±６４．７）μｇ／Ｌ、（６４１±５９．６）μｇ／

Ｌ，三组间两两比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．２　Ｄ二聚体对静脉血栓栓塞症（ＶＥＴ）的诊断价值　对Ｄ

二聚体水平超过同组平均水平３倍标准差的患者再进行深部

静脉彩色多普勒超声检查。发现此类患者一年内发生 ＶＥＴ

的比率分别为，Ａ组１５．８％（３／１９），Ｂ组２３．１％（６／２６），Ｃ组

３４．２％（１３／３８）。

３　讨　　论

Ｄ二聚体自从运用临床以来，就被发现了与多种临床疾病

相关联，诸如心肌梗死、心绞痛、高血压、冠心病和各种创伤等。

Ｄ二聚体对ＶＥＴ的较高阴性排除值，更是引起了研究者的浓

厚兴趣，其灵敏、可靠、简单、快捷、低创伤性的检测手段易于为

患者接受，Ｄ二聚体对 ＶＥＴ的诊断及治疗至关重要，被认为

是排除ＶＴＥ的首选检测指标
［６７］。本研究中发现，不同年龄段

Ｄ二聚体含量明显不同，年龄越大，血浆Ｄ二聚体含量越高，
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