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BD BBL™ CHROMagar™ Staph aureus / BBL™CHROMagar™ MRSA I
(Biplate)

AVSEDD ANVANDNING

BBL™ CHROMagar™ Staph aureus / BBLT™CHROMagar™ MRSA Il (Biplate) (BBL
CHROMagar Staph aureus/ BBL CHROMagar MRSA |l (dubbelplatta)) anvands for isolering
och identifiering av Staphylococcus aureus och for kvalitativ direkt detektion av
meticillinresistent Staphylococcus aureus (MRSA) i kliniska prover.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Staphylococcus aureus ar en valdokumenterad patogen. Den orsakar allt fran ytliga till
systemiska infektioner.>? P& grund av organismens prevalens och dess kliniska implikationer ar
detektion av storsta vikt. Meticillinresistent Staphylococcus aureus (MRSA) utgdr en betydande
orsak till nosokomiala och livshotande infektioner. Infektioner med MRSA har associerats med
en signifikant hogre morbiditet, mortalitet och kostnad &n infektioner utlésta av meticillinkanslig
S. aureus (MSSA). Selektionen av dessa organismer har varit storst inom sjukvarden men
MRSA har ocksa blivit allt vanligare i samhallet i dvrigt.3*

BBL CHROMagar Staph aureus ar avsett for isolering, rakning och identifiering av S. aureus
utifran bildandet av ljuslila kolonier efter 20 till 24 timmars inkubering. Tillsatsen av kromogena
substrat till mediet underlattar differentieringen av S. aureus fran andra organismer.

BBL CHROMagar MRSA Il (CMRSAII) ar ett selektivt och differentierande medium for kvalitativ
direkt detektion av meticillinresistent Staphylococcus aureus (MRSA) i kliniska prover. Testet
kan utféras pa prover fran luftvagar, nedre magtarmkanalen (Gl-kanalen), hud och sar, pa
prover fran framre nasborrarna for screening av nasal kolonisering till hjalp for att forhindra och
kontrollera MRSA-infektioner i vardmiljéer samt pa positiva blododlingsflaskor som innehaller
grampositiva kocker.

Kombinationen av de tva medierna i en dubbelplatta gor att det gar att isolera Staphylococcus
aureus och MRSA péa en och samma platta.

BBL CHROMagar Staph aureus och BBL CHROMagar MRSA utvecklades ursprungligen av
A. Rambach, CHROMagar, i Paris i Frankrike. Under licensavtal har BD optimerat dessa
sammansattningar genom att dra nytta av upphovsrattsskyddad immateriell egendom som
anvands vid tillverkningen av de preparerade plattmedierna.

PRINCIPER FOR METODEN

Mikrobiologisk metod.

Speciellt utvalda peptoner utgdr naringskélla i bagge medierna. Tillsattandet av selektiva medel
inhiberar vxten av gramnegativa organismer, jast och vissa grampositiva kocker.
Kromogenblandningen bestéar av artificiella substrat (kromogener) som vid hydrolys av specifika
enzymer frisétter en oloslig, fargad forening. Detta underlattar detektionen och differentieringen
av S. aureus fran andra organismer. S. aureus anvander ett av de kromogena substraten, och
bildar ljuslilafargade kolonier. Vaxten av ljuslila kolonier inom 24 timmar anses positivt for S.
aureus och MRSA pa BBL CHROMagar Staph aureus och BBL CHROMagar MRSA II. Andra
bakterier an S. aureus kan anvanda andra kromogena substrat for att producera bla, blagréna
och, om inga kromogena substrat anvands, naturfargade kolonier. PA BBL CHROMagar MRSA
Il ar cefoxitin tillsatt for att gbra mediet selektivt for detektion av MRSA.
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For att enkelt kunna differentiera de bagge medierna fran varandra har titandioxid tillsatts till
BBL CHROMagar Staph aureus. Denna oldsliga forening gor BBL CHROMagar Staph aureus
vit och ogenomskinlig medan BBL CHROMagar MRSA Il blir barnstensfargad och transparent.
REAGENSER

Ungefarliga sammansattningar* per liter agua purif.

BBL CHROMagar Staph aureus BBL CHROMagar MRSA I
Kromopepton 40,09 Kromopepton 3509
Natriumklorid 250¢g Natriumklorid 1759
Kromogenblandning 0,59 Kromogenblandning 059
Inhiberande amnen 0,079 Inhiberande @&mnen 7,529
Titandioxid 059 Cefoxitin 5,2mg
Agar 14049 Agar 1409
pH: 6,8 +/- 0,2 pH: 7,0 +/- 0,2

*Justerad och/eller kompletterad efter behov for att uppfylla prestandakriterierna.

SAKERHETSATGARDER

. Endast for professionellt bruk. @

Plattorna far inte anvandas om de visar tecken pa mikrobiell kontamination, missfargning,
uttorkning, sprickbildning eller andra brister.

Patogena mikroorganismer, inklusive hepatitvirus och humant immunbristvirus, kan forekomma i
kliniska prover. Allmanna forsiktighetsbeaktanden®~2 och institutionens riktlinjer bor foljas vid
hantering av alla féremal som kontaminerats med blod eller andra kroppsvétskor.

Anvand aseptisk teknik och vedertagna infektionsférebyggande forsiktighetsatgarder under
samtliga forfaranden.

Efter anvandning ska alla preparerade plattor, provbehallare och évrigt kontaminerat material
steriliseras i autoklav innan de kasseras.

Se dokumentet ALLMANNA INSTRUKTIONER FOR ANVANDNING for information om
aseptiska forfaranden vid hantering, biorisker och kassering av anvanda produkter.

FORVARING OCH HALLBARHET

Forvara plattorna i originalférpackningen i kartongen vid 2 — 8 °C fram till inokulering. Minimera
exponering (< 4 timmar) for ljus, bade fore och under inkubering eftersom langre tids exponering
kan medfora minskat utbyte och/eller fargning av isolat. Undvik 6verhettning och nedfrysning.
Plattorna kan inokuleras fram till utgdngsdatum (se pragling pa plattan eller etiketten pa
foérpackningen) och inkuberas under rekommenderad inkuberingsperiod. Plattor ur dppnade 10-
plattsférpackningar kan anvandas i en vecka vid férvaring i ren och mork miljo vid 2 — 8 °C.

KVALITETSKONTROLL UTFORD AV ANVANDAREN

Kontrollera prestanda genom att inokulera ett representativt urval av plattor med renkulturer av
stabila kontrollorganismer som ger kénda, énskade reaktioner (for mer information, se
dokumentet ALLMANNA INSTRUKTIONER FOR ANVANDNING). De teststammar som anges i
tabellen nedan rekommenderas. Inkubera BBL CHROMagar Staph aureus i 20 — 24 timmar
och BBL CHROMagar MRSA I1'i 20 — 22 timmar vid 35 till 37 °C aerobt och mérkt, helst upp-
och nedvanda.

Stammar

Véxtresultat C-Staph aureus

Vaxtresultat C-MRSA |l

Staphylococcus aureus ATCC
43300 (MRSA)

Vaxt, ljuslila kolonier

Vaxt, ljuslila kolonier

Staphylococcus aureus Vaxt, ljuslila kolonier Ingen véaxt
ATCC 29213 (MSSA)

Staphylococcus saprophyticus | Véaxt, grona till blagrona kolonier Ingen véaxt
ATCC 15305

Proteus mirabilis ATCC 12453 Inhibering (partiell till fullstandig) Ingen vaxt

Inte inokulerad

Ogenomskinliga, vita till
kramfargade

Barnstensfargade, transparenta

Kvalitetskontroll maste utféras i enlighet med gallande lokala och/eller statliga bestammelser eller ackrediteringskrav
samt laboratoriets standardftrfaranden for kvalitetskontroll. Anvandaren rekommenderas att ta del av relevanta
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riktlinjer fran Clinical and Laboratory Standards Institute (tidigare NCCLS) vad géller lampliga
kvalitetskontrollférfaranden.

FORFARANDE

Tillhandahallet material

BBL CHROMagar Staph aureus / BBL CHROMagar MRSA Il (Biplate), tillhandahalls i
uppdelade 90 mm Stacker-plattor. Mikrobiologiskt kontrollerade.

Material som krdvs men ej medfoljer

Bekraftande test som koagulasreagens eller latexagglutinationreagens for Staphylococcus (t.ex.
Staphyloslide), kvalitetskontrollorganismer, extra odlingsmedier och annan
laboratorieutrustning efter behov.

Provtyper

Se lampliga texter eller standarder for information om provtagning och hantering av prover.®°
Testet kan utforas pa prover fran luftvagar, nedre magtarmkanalen (Gl-kanalen), hud och sar, pa
prover fran framre nasborrarna for screening av nasal kolonisering till hjalp for att férhindra och
kontrollera Staphylococcus aureus- och MRSA-infektioner i vardmiljoer samt pa positiva
blododlingsflaskor som innehaller grampositiva kocker. Se aven KLINISKA PRESTANDA OCH
PROCEDURENS BEGRANSNINGAR.

Testforfarande

Anvand aseptisk teknik. Agarytan ska vara jAmn och fuktig utan att vara dverdrivet fuktig.
Inokulera forst ett litet omrade av BBL CHROMagar Staph aureus-mediet (ogenomskinligt,
vitaktigt medium) och rotera sedan provtagningspinnen och inokulera ett litet omrade av BBL
CHROMagar MRSA lI-mediet (klart, barnstensfargat medium) sa snart som mojligt efter att
proverna tagits emot av laboratoriet. Utfr stryk for isolering efterat fran de omraden som
inokulerades forst med en 6gla, forst pA BBL CHROMagar Staph aureus och sedan pa BBL
CHROMagar MRSA Il. Denna ordning pa inokuleringen far inte andras. Inkubera aerobt vid 35 —
37 °C i morker, upp- och nedvant. Se tabell 1 — 3 for inkuberingstider och tolkning av resultat.

RESULTAT

Kolonier av Staphylococcus aureus och MRSA kommer att visas sig med ljuslila farg pa de
bagge kromogena medierna pa dubbelplattan. Andra organismer kommer att inhiberas eller
ge blaa till blagréna, vita eller farglosa kolonier. Se tabell 1 — 3 for tolkning av resultat.

Principiellt kan foljande vaxtmonster visas pa BBL CHROMagar Staph aureus / BBL CHROMagar
MRSA Il (Biplate):

BBL CHROMagar Staph BBL CHROMagar MRSA I Tolkning
aureus (transparent, barnstensfargat
(ogenomskinligt, vitt medium) medium
Ljuslila kolonier Ingen vaxt Staphylococcus aureus
(MSSA*) detekterat
Ljuslila kolonier Ljuslila kolonier MRSA detekterat
Ingen vaxt Ingen vaxt Staphylococcus aureus (MSSA
och MRSA) inte detekterat
Icke-ljuslila kolonier Icke-ljuslila kolonier Staphylococcus aureus (MSSA
eller MRSA) inte detekterat

*MSSA = meticillinkénslig Staphylococcus aureus

Tabell 1: Tolkning av resultat for prover fran framre nasborrarna

Inkubering: Tolkning/rekommenderad atgard

CStaph aureus: 20 — 24 BBL CHROMagar Staph aureus BBL CHROMagar MRSA |l
timmar (ogenomskinligt, vitt medium) (transparent, barnstensféargat
CMRSAII: 20 — 26 timmar medium

Ljuslila kolonier som Positivt — Staphylococcus aureus Positivt — MRSA detekterad
morfologiskt liknar detekterad

stafylokocker*

Inga ljuslila kolonier Negativt — Ingen Staphylococcus | Negativt — Ingen MRSA detekterad
detekterade aureus detekterad

* Se PROCEDURENS BEGRANSNINGAR
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Tabell 2: Tolkning av resultat for positiva blododlingsflaskor som innehaller grampositiva kocker

Inkubering:

CStaph aureus: 20 - 24
timmar

CMRSAIl: 18 — 28 timmar

Tolkning/rekommenderad atgard

BBL CHROMagar Staph aureus
(ogenomskinligt, vitt medium)

BBL CHROMagar MRSA I
(transparent, béarnstensféargat
medium

Ljuslila kolonier som

Positivt — Staphylococcus aureus

Positivt — MRSA detekterad

morfologiskt liknar detekterad

stafylokocker*

Inga ljuslila kolonier Negativt — Ingen Staphylococcus | Negativt — Ingen MRSA detekterad
detekterade aureus detekterad

* Se PROCEDURENS BEGRANSNINGAR

Tabell 3: Tolkning av resultat for prover fran hals, sputum, nedre Gl-kanalen, hud och sar

Inkubering:

CStaph aureus: 20 - 24
timmar

CMRSAII: 18 — 28 timmar

Tolkning/rekommenderad atgard

BBL CHROMagar Staph aureus
(ogenomskinligt, vitt medium)

BBL CHROMagar MRSA I
(transparent, béarnstensféargat
medium

Ljuslila kolonier som

Positivt — Staphylococcus aureus

Positivt — MRSA detekterad

CStaph aureus: 20 - 24
timmar
CMRSAII: 36 — 52 timmar

morfologiskt liknar detekterad
stafylokocker*
Inga ljuslila kolonier Negativt — Ingen Staphylococcus | Negativt — Ingen MRSA detekterad.
detekterade aureus detekterad Aterinkubera ytterligare 18 till 24
timmar for att uppna en total
inkuberingstid pa 36 — 52 timmar.
Inkubering: Tolkning/rekommenderad atgard

BBL CHROMagar Staph aureus
(ogenomskinligt, vitt medium)

BBL CHROMagar MRSA Il
(transparent, barnstensfargat
medium

Ljuslila kolonier*

Tolkning av detta medium efter
mer &n 24 timmars inkubering
rekommenderas inte, pa grund
av Okad risk for falskt positiva
resultat. Om inkuberingstiden
Overskrids, bor ljuslila kolonier
bekréaftas innan S. aureus
rapporteras.

Utfor direkt verifieringstest (t.ex.
med koagulas eller
latexagglutination for
Staphylococcus).

Om koagulastestet eller
latexagglutinationstestet for
Staphylococcus ar positivt — MRSA
detekterad
Om koagulastestet eller
latexagglutinationstestet for
Staphylococcus ar negativt — ingen
MRSA detekterad

Inga ljuslila kolonier

Negativt — Ingen Staphylococcus
aureus detekterad

Negativt — Ingen MRSA detekterad

* Se PROCEDURENS BEGRANSNINGAR

KLINISKA PRESTANDA OCH PROCEDURENS BEGRANSNINGAR
Kliniska prestanda for BBL CHROMagar Staph aureus??
1. | en faltstudie utford vid ett stort storstadssjukhus i USA utvarderades 201 hals- och
sputumprover fran patienter med cystisk fibros samt 459 nasalprover fran andra patienter pa
sjukhuset p4 mediet BBL CHROMagar Staph aureus. BBL CHROMagar Staph aureus
jamférdes med blodagar eller mannitolsaltagar, med bekraftelse av isolaten genom
koagulastest pa objektglas. Ett utbyte av S. aureus pavisades i 190 kombinerade prover. Pa
BBL CHROMagar Staph aureus detekterades ytterligare 9 S. aureus-positiva kulturer, for
vilka ett utbyte inte kunde pavisas med konventionella medier. Fyra potentiellt falskt positiva
kulturer observerades ocksa pd BBL CHROMagar Staph aureus-mediet efter 24 timmars
inkubering: tva corynebakterier och tva koagulasnegativa stafylokocker. Sensitiviteten totalt
for BBL CHROMagar Staph aureus var 99,5 % och specificiteten 99,2 %.1!

2. 1 en europeisk studie stroks etthundrasextiofem (165) kliniska prov (76 prov fran sar, 27
operationsprover, 20 abscesser och 42 prover fran olika stallen) fran ett rutinlaboratorium,
bestdende av 100 prover som visats innehdlla S. aureus med standardmetoder (= kant
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positiva prover) och 65 kant negativa prover pA BBL CHROMagar Staph aureus,
mannitolsaltagar och Columbia-agar med 5 % farblod. Provtyper visas i tabell 1. Proverna
inkuberades under 20 till 24 timmar vid 35 till 37 °C och avlastes avseende kolonier av
misstankt S. aureus. Ror for koagulastest sattes upp for alla misstankta kolonier fran alla tre
medierna.

Av de 165 proverna gav 100 prover vaxt av S. aureus pa BBL CHROMagar Staph aureus,
91 gav vaxt av S. aureus pa mannitolsaltagar och 98 prover var positiva for S. aureus pa
Columbia-agar kombinerat med koagulastest. Det forekom ett falskt positivt resultat pa BBL
CHROMagar Staph aureus som visades sig vara Streptococcus agalactiae. Vid upprepad
strykning av stammen p&d BBL CHROMagar Staph aureus blev kolonierna lila i stallet for
rosa till ljuslila.

Av de kant negativa proven fanns det 5 kulturer med violetta eller lila kolonier som liknade
S. aureus i fargen. De kunde dock enkelt differentieras fran S. aureus-kolonier (= rosa till
ljuslila).

Sensitiviteten hos BBL CHROMagar Staph aureus (baserat pa rosa till ljuslila kolonier),
mannitolsaltagar (baserat pa kolonier omgivna av gult medium) och Columbia-agar (vaxt av
typiska S. aureus-kolonier tillsammans med koagulastestning) var 100 %, 91 % och 98 %.
Specificiteten hos BBL CHROMagar Staph aureus var 98,5 %.%!

For mer information, se dokumentet Allmanna instruktioner fér anvandning for BBL
CHROMagar Staph aureus (PA-257074).

Kliniska prestanda fér BBL CHROMagar MRSA I

Totalt testades 5 051 kombinerade prover (bestaende av 1 446 prover fran luftvagarna, 694
prover fran magtarmkanalen, 1 275 prover fran huden, 948 prover fran sar och 688
blododlingar som var positiva for grampositiva kocker) genom att utbytet av MRSA pa
traditionella odlingsplattor (t.ex. tryptisk sojaagar med 5 % farblod, Columbia-agar med 5 %
farblod eller CNA (kolistinnalidixinsyraagar) jamfordes med BBL CHROMagar MRSA |I-
plattor.

Totalt utbyte av MRSA pa BBL CHROMagar MRSA |l var 95,6 % (744/778) och darmed
hogre jamfort med ett utbyte pa 79,8 % (621/778) pa traditionella odlingsplattor for alla
provtyper tillsammans (luftvagar, nedre Gl, hud, sar och positiva blododlingsflaskor som
innehaller grampositiva kocker). Vid avlasningstid efter 18 — 28 timmar observerades 2 falskt
positiva ljuslila kolonier pA BBL CHROMagar MRSA II, vilket gav en specificitet pa 99,9 % (4
271/4 273). Genom kontroll av kolonifargen vid avlasningen efter 18 — 28 timmar for BBL
CHROMagar MRSA Il och verifiering av alla ljuslila kolonier med ett bekraftande test vid
avlasning efter 36 — 52 timmar bestamdes den kombinerade dverensstammelsen hos BBL
CHROMagar MRSA 1l jamfort med cefoxitinlappmetoden for alla provtyper till 99,3 % (5
015/5 051).11,12 Fo6r mer information, se Allmanna instruktioner fér anvandning fér BBL
CHROMagar MRSA 1l (PA-275434).

PROCEDURENS BEGRANSNINGAR
Allman information:
e Minimera exponering av BBL CHROMagar Staph aureus/ BBL CHROMagar MRSA 1l
(dubbelplatta) for ljus (<4 timmar), bade fore och under inkubering, eftersom langre tids
exponering kan medféra minskat utbyte och/eller fargning av isolat.

e Inkubering i CO, rekommenderas inte och kan leda till falskt negativa odlingar.

e HOg bakteriekoncentration och/eller vissa prover kan producera icke-specifik fargning av
mediets priméara utstryksomrade. Det kan medfora att mediet uppvisar ljuslila, lila, gron
eller bla fargning eller en diffus hinna ovanpa mediet utan urskiljpara kolonier. Icke-
specifik fargning av mediet bor tolkas som negativt.

o Ett enstaka negativt resultat ska inte anvdndas som enda grund fér beslut om diagnos,
eller behandling. Samtidiga odlingar kan vara nédvandiga for identifiering av organismer,
resistensbestadmning eller epidemiologisk typbestamning.

¢ Innan BBL CHROMagar Staph aureus/ BBL CHROMagar MRSA Il (dubbelplatta)
anvands for forsta gangen rekommenderas att anvandaren 6var sig pa de for S.
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aureus- och MRSA-kolonier typiska utseendena med hjalp av kdnda stammatr,
forslagsvis de stammar som finns angivna under Kvalitetskontroll Utférd AV
Anvéndaren.

BBL CHROMagar Staph aureus:

Ibland kan enstaka stammar av stafylokocker, andra an S. aureus, till exempel S. cohnii,
S. intermedius och S. schleiferi, liksom corynebakterier och jastsvampar, ge upphov till
ljuslilafargade kolonier efter 24 timmar.!! Differentiering av S. aureus fran icke-S. aureus
kan astadkommas med hjalp av koagulas, andra biokemiska amnen eller gramfargning.
Resistenta gramnegativa bakterier, som vanligen upptrader i form av sma bla kolonier,
kan ocksa bryta igenom.

Inkubering av BBL CHROMagar Staph aureus i 6ver 24 timmar rekommenderas inte,
pa grund av 6kad risk for falskt positiva resultat. Om inkuberingstiden 6verskrids, bor
ljuslila kolonier bekraftas innan S. aureus rapporteras.

Inkubering under kortare tid an de rekommenderade 20 timmarna kan resultera i en lagre
procentuell andel korrekta resultat.

Pa grund av det naturliga gyllene pigmentet hos vissa S. aureus-stammar kan kolonierna
uppfattas som orange-ljuslila.

BBL CHROMagar MRSA II:

Langre inkuberingstid an 36 — 52 timmar rekommenderas inte.

For prover fran framre nasborrarna har prestanda hos BBL CHROMagar MRSA |l
optimerats for inkubering i 20 — 26 timmar vid 35 — 37 °C. Lagre inkuberingstemperaturer
(<35 °C) och/eller kortare inkuberingstider (<20 timmar) kan minska sensitiviteten hos
BBL CHROMagar MRSA Il. Observera att frekvent dppning av ddrrarna till inkubatorn
kan reducera inkuberingstemperaturen. Det rekommenderas darfor att dorrarna till
inkubatorn inte 6ppnas i onddan och att Gppningsperioderna gors sa korta som mojligt.

Efter 24 timmars inkubering eller mer kan en del stammar av Chryseobacterium
meningosepticum, Corynebacterium jeikeium, Enterococcus faecalis (VRE),
Rhodococcus equi och Bacillus cereus producera ljuslilafargade kolonier. Om sa énskas
kan gramfargning utforas.

Efter 24 timmars inkubering eller mer kan i sallsynta fall &ven Staphylococcus simulans,
S. epidermidis och meticillinkénslig Staphylococcus aureus producera ljuslilafargade
kolonier. Om MRSA inte misstanks kan ett koagulastest och
antibiotikaresistensbestamning (AST) utfdras.

Ovanliga stammar av MRSA har visat sensitivitet for BBL CHROMagar MRSA Il-basen.
Denna sensitivitet ar inte relaterad till meticillinresistens, utan beror pa en komponent i
basen. Dessa stammar kan darfor felaktigt tolkas som kansliga for meticillin.

Det finns ovanliga stammar av MRSA som kan producera icke-ljuslila kolonier pa BBL
CHROMagar MRSA Il. Om MRSA misstanks, renodla vid behov icke-ljuslila kolonier for
vidare identifiering och resistensbestamning.

Vaxt av mecA-negativ S. aureus kan ske om MIC for oxacillin eller cefoxitin ligger pa eller
nara resistensbrytpunkten.

Omfattande utvardering av andra resistensmekanismer &n mecA (dvs. gransfall till
oxacillinresistent Staphylococcus aureus-BORSA och modifierad Staphylococcus
aureus-MODSA) har inte skett med CMRSA 1l varfor prestanda hos CMRSA 1l med
sadana resistensmekanismer inte ar kanda.

Eftersom isolering av MRSA ar avhangigt antalet organismer som forekommer i provet ar
tillférlitliga resultat beroende av korrekt insamling, hantering och férvaring av prover.
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