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  الخلاصة
رة البروســـیلا المالطیـــة ستخلصـــة مـــن عتــمذائبــة مستضـــدات  بأنتــاج عـــدة لقاحاجــري فـــي هــذه الدراســـة تحضـــیر 

الطــرد المركــزي اهمــل الســائل الطــافي ومــرر  إجــراءبعــد و  بطریقــة التكســیر بــالامواج الفــوق الصــوتیة Rev1 اللقاحیــة
قـد نــتج روتینـات حسـب اوزانهــا الجزیئیـة  و لتجزئــة الب)  Sephacryl G200( المسـتخلص الخـام علـى عمــود الهـلام

ــة حیــث تــم حقــن اســتجابة مناعیــة خلویــة و اســتخدمت فــي احــداث  تینیــةبرو  قمــم اربــعظهــور عــن  لــك  خمــس خلطی
 حقنــت كـل مجموعــة بــذروة مـع مجموعــة سـیطرة )خمــس فـأرات لكــل مجموعــة(اقـع و بران المختبریــة و ئـع مــن الفامیمجـ

 أســـبوعینوبعـــد  أولـــى منشـــطةجرعــة تحـــت  الجلــد وبعـــد مـــرور اســـبوعین اعطیـــت  مـــل 100µ/0.1وبجرعـــة  )قمــة(
ــة اجــري فحــص التحــدي بحقــن جرثة و نیــنشــطة ثامجرعــة  أعطیــت ومــة بعــد مــرور شــهر مــن الجرعــة المشــطة الثانی

ولـم تعـزل جرثومـة البروسـیلا  لكافـة مجـامیع الدراسـة  الخلـببمـل  1x610 /0.1بجرعـة البروسیلا الماطیـة الضـاریة و 
خدام مجموعــة مـن الفئــران المختبریــة تــم اسـت ، كمـامجموعـة الســیطرة حیوانــات الممنعـة فیمــا تـم عزلهــا مـن فئــرانفـ  ال

ــة وبعــد مــرور  S19 منعــت بعتــرة ات المستخلصــة كفحــص حساســیة جلــدي اســتخدمت المستضــد أســبوعیناللقاحی
  .استجابة جلدیة أعلىسجلت القمة الثالثة و 

 حیـثذلـك بـأجراء فحـص الحساسـیة الجلـدي بعـد مـرور اسـبوعین مـن التمنیـع الاول تـم قیـاس المناعـة الخلویـة و 
  .ةالنسیجی حمایة متوافقة في ذلك مع التغیرات أفضل البروتینیة ثالثةالقمة ال طتأع

 المغلـــف   Br.abortusمستضــد قیســت المناعــة الخلطیــة وذلــك بأســتخدام تقنیــة الالیــزا حیــث تــم اســتخدام
ــائ الأمصــال باســتخداماجــري الفحــص إكســاء كمستضــد  ج الممنعــة بعــد مــرور شــهرین مــن التمنیــع حیــث اظهــرت النت

  .ةثالثافضلیة النتائج للقمة ال
 

     A Trying to produce an safety vaccine against Brucellosis  
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Abstract  

In this study, a vaccine was prepared by production of several soluble antigens 
extracted from Rev1 strain of Brucella melitensis by sonicating the bacteria, and after 
cooling centrifuge the supernatant was discard while the extract passed through 
sephacryl G200 column to separate protein content according to its molecular weight. 

 Four peaks were obtained which were used to induce cellular and humeral 
immunity by using five groups of mice (five mice/group) with control group. 

 Each one peak injected subcutaneously to one group of mice at 100  µ/0.1 ml then 
giving one activated pooster dose after two weeks interval. A challenge was done by 
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injecting intraperitonealy a virulent strain of Brucella melitensis of 1x610 /0.1 bacteria/ 
ml after one month of vaccination. 

No bacteria was isolated from the vaccinated animal while isolate from control 
group. 

All four peaks uses as skin test in a group of mice after two weeks of vaccination 
with S19 vaccine and the best result obtained by the third peak.  

Cell mediate immunity was evaluated by using the skin test after two weeks from 
vaccination, where the third protein peak showed the best result in skin test and 
supported with histological examination results. 

Evaluate of humeral immunity by using of ELISA technique with Br.abortus Ag as 
coated sensitized antigen done on serum samples after two month of vaccination, also 
the third peak shown the best results. 

  

  المقدمة
ــة مــن مــرض البروسیلوســزااســتخدمت العدیــد مــن اللق ــات  حــات لغــرض الوقای ــة فــي الحیوان مثــل اللقاحــات  الحی

ـــة ،المضـــعفة ـــا ســـلبیات ف ،المقتول ـــرة الخشـــنة وســـجلت لكـــل منه ـــثلاً العت ـــداخل مـــع الفحوصـــات  م اللقـــاح المضـــعف یت
فضـلا عـن ذلـك یجـب اسـتخدام الحمایـة الكافیـة لا تـوفر بینما المقتولة  )1(السیرولوجیة المستخدمة لتشخیص المرض

اللقـاح المحضـر مـن العتـرة الخشـنة  أمـا) 2( الجرعة المنشطة بعد فترة وذلك یسبب تفاعل موضعي في منطقة الحقـن
ـــنخفض  ـــأن معـــدل انقســـامها داخـــل المضـــیف لای ـــام ) 3(ف ـــة للاغن ـــوفر الحمای ـــك لات ـــت ) 4(فضـــلا عـــن ذل ـــذلك توال ل

او اســتخدام ) 5(مــن جرثومــة البروســیلا لغــرض التمنیــع كأســتخدام طبقــة الببتایــدوكلایكان الدراســات لاســتخدام اجــزاء 
 31او اســـــتخدام البـــــروتین الخلـــــوي الخـــــارجي ) 7(او اســـــتخدام الاحمـــــاض النوویـــــة ) 6(متعــــدد الســـــكرید الشـــــحمي 

)omp31)(8(.  
  

  المواد وطرائق العمل
  .ضدتحضیر المست .1

بطریقــة ) 8(حمــزة  هحســب طریقــة الباحثــ Rev1 المالطیــة اللقاحیــة وســیلاالبر  حضــر المستضــد بأســتخدام عتــرة
  .لطرد المركزي اهمل السائل الطافيالتكسیر بالامواج الفوق الصوتیة وبعد اجراء ا

 .Column chromatographyفصل البروتینات بطریقة الترشیح الهلامي  .2
حیـث ) (sephacryl S- 200م نـوع ملـم ثـم اسـتخدم هـلا 100x2.5استخدم في هذه التجربـة عمـود  ذو ابعـاد 

 21-20ثم ثبتت سرعة مرور المحلول داخل العمود بمعـدل  أنبوب 35بمعدل مل و  5كان معدل الفصل لكل انبوب 
ــك تــم قــراءة الامتصــاص الضــوئي ب ــاس شــدة الامتصــاص الضــوئي و مــل بالســاعة بعــد ذل دره بطــول مــوجي قــجهــاز قی

روات التي تمثل قیم الامتصــاص الضــوئي التـي اعطتهـا كـل انبوبـة ثـم تـم الذ أوالقمم  أشكالتم رسم نانومیتر و  280
  .)9( ـاس نسـبة البروتین فیـها بطریقةجمع سائل الانابیب الحاویة على تركیـز عال من البــروتین في كل ذروة لقیـــــ

   .تمنیع حیوانات التجربة .3
و بواقـع خمسـة  سـتة مجـامیع المجموعـة ت ال ىحیث قسـم ةالمختبری من الفئران 30في هذه التجربة  تاستخدم

واجـري فحـص   1x610/0.1 بجرعـة S19عتـرة  المجهضـة البـر وسـیلا حقنت بمستضد الأولى فئران لكل مجموعة،
منعـت بـذروة فقـد الاخـرى  الاربـعالمجـامیع  بعـد مـرور اسـبوعین لكـل حیـوان، امـا قمـةذر ة أو  الحساسیة الجلدي لكل

 وأعیــدت مــایكروغرام تحــت الجلــد 100بجرعــة و   Rev1ضــد البروســیلا المالطیــة عتــرة مــن مست لكــل مجموعــة واحــدة
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تــم حقنهـا بــدارئ الفوســفات الملحــي  )مجموعــة ســیطرة( السادسـة، المجموعــة جرعـة بعــد مــرور اسـبوعین لكــل حیــوانال
  . الجرعة بعد مرور اسبوعین أعیدتو مل تحت الجلد لكل حیوان  0.1بجرعة 

  .فحص الحساسیة الجلدي .4
المفصــولة بعملیــة الهــلام و الممنعــة بعتــرة  )قمــمال( تبالــذروا الممنعــة الفئــران المختبریــةالفحــص علــى  إجــراءتــم 

S19  مـایكوغرام  10 يبتركیـز بروتینـبكل ذروة الفئران یوم على الجرعة المنشطة الثانیة حیث تم حقن  14بعد مرور
ساعة من الحقن من خـلال قیـاس فـرق  48ساعة و 24مرور قرأت النتائج بعد ثم تحت الادمة في منطقة راحة القدم 

  .وثبتت نتائج القراءاتالتثخن بوساطة المسطرة المعدنیة المنزلقة 
  اجراء فحص التحدي .5

ــع 30 فحــص التحــدي بعــد مــرور ياجــر  ــوم مــن التمنی ـــ حیــث حقنــت ی ــة  ب تحــت الخلــب  0.1 الفئــران  المختبری
  .ضاریة وكذلك مجموعة السیطرةیة المن عترة البروسیلا المالط 106 بجرعة 

  فحص الالیزا .6
 بعد مرور اسبوعین من التمنیع بالجرعـة الثانیـة تـم جمـع عینـات الـدم لغـرض الحصـول علـى الامصـال الممنعـة

كمستضـد  محضر لهذا الغرض في مختبر الصحة المركـزي Br.abortus باستخدام مستضداجري فحص الالیزا  ثم 
اذ سـجلت الكثافـة  ELISA Readerعـل لكـل حفـرة مـن طبـق المعـایرة بأسـتخدام جهـازاكسـاء ثـم تـم قـراءة نتـائج التفا

ي الفاصلة بـین النتیجـة الموجبـة ه 0.934نانومیتر حیث اعتمدت القراءة  450الضوئیة لكل عینة على طول موجي 
  . والسالبة

  .التقطیع النسیجي .7
ثـــم مــررت بجهـــاز التقطیـــع  أســبوعة لمـــد %10 ووضــعت بمحلـــول الفورمــالینلكـــل ذروة  الأقــدامعینـــات  أخــذت

ــارافین بعــد ذلــك تقطــع الــى شــرائح  النســیجي الحــاوي علــى تراكیــز تصــاعدیة مــن كحــول الایثــانول ثــم طمرهــا بشــمع الب
  .یوسینالاوكسلین و هیماتالثم صبغها بصبغة   Microtomeبأستعمال جهاز الـ نسیجیة
  

  النتائج
 .قیاس تركیز البروتین في الذروات .1

 nm 280بطـول مـوجي و  9)(المفصـولة حسـب طریقـة  الأجـزاءفـي روتین في المستخلص الخـام و اب البتم حس
  .)1(وكما موضح في جدول  أنبوبحیث استخرجت الكثافة الضوئیة لكل 

  
  ذرواته المختلفةا  و الخ یوضح تركیز البروتین في المستضد) 1(جدول

 M1  M2 M3 M4  الخام  المستضد
تركیز البروتین 

  مل/مایكوغرام
3943  317.4  364.2  858.4  409.2  

 
   .نقاوة المستضدات .2

   .لم تظهر المستضدات المستخلصة اي تلوث عند زرعها على الاوساط الزرعیة المختلفة
  
  

  .نتائج الترشیح الهلامي .3
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ذروات فـــي  اربـــعوجـــود    Sephacryl S200بأســـتخدام هـــلام الســـیفاكرلأظهــرت نتـــائج الترشـــیح الهلامــي 
 لجرثومـة البروسـیلا المالطیــة  Rev1یقـة التكسـیر بـالامواج فـوق الصـوتیة مـن العتـرة اللقاحیـة المستضـد المحضـر بطر 

  ).1(كما في الشكل 
  

  Rev1 شكل یوضح  نتیجة التحلیل بعملیة الترشیح الھلامي لمستضد عترة
المستخلص بطرقة التكسیر . 
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المستخلص بطریقة التكسیر  Rev1یوضح نتیجة التحلیل بعملیة الترشیح الهلامي لمستضد العترة ) 1(شكل

  بالأمواج الفوق الصوتیة
  

  .نتائج فحص الحساسیة الجلدي .4
النتائج للقمـة الثالثـة فـي الفئـران الممنعـة بالبروسـیلا  أعلىلمعدلات الحسابیة لفحص الحساسیة الجلدي ا أظهرت

  .)2(كما في الجدول S19اللقاحیة 
  

یوضح نتائج المعدلات الحسابیة لفحص الحساسیة الجلدي بالقمم المفصولة في الحیوانات الممنعة ) 2(جدول 
  S19بعترة

فحص  أداة  نوع التمنیع
  ساسیة الجلديالح

  المعدلات الحسابیة
  ساعة 48فرق التثخن بعد  ساعة 24فرق التثخن بعد

S19  M1  1.21 0.82 
S19  M2  1.04 0.91 
S19  M3 2.78 1.44 
S19 M4 1.49 0.42 

  
ا الثالثـة تلیهـ )قمـةال( ذروةجلدیة فـي الحیوانـات الممنعـة بالـالستجابة اعلى المعدلات الحسابیة للا أظهرت النتائج

في فحص الحساسیة الجلـدي بینمـا اظهـرت النتـائج معـدلات الرابعة عند استخدام القمة الثالثة ) القمة( بالذروة الممنعة
  .)2،3،4،5(حسابیة متقاربة في الحیوانات الممنعة بالقمة الثانیة و الاولى على التوالي كما في الجدول
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ساسیة الجلدي في الحیوانات الممنعة بالقمة الثالثة یوضح نتائج المعدلات الحسابیة لفحص الح) 3(جدول 
  الثالثة في فحص الحساسیة الجلدي وبأستخدام القمة

  نوع التمنیع
  )القمة(بالذروة

  المعدلات الحسابیة
  ساعة 48فرق التثخن بعد  ساعة 24فرق التثخن بعد

M1  1.42 1.21 
M2  1.62 1 
M3 2.95 1.57 
M4 2.83 1.39 

  

نتائج المعدلات الحسابیة لفحص الحساسیة الجلدي في الحیوانات الممنعة بالقمة الرابعة یوضح ) 4(جدول 
  الثالثة في فحص الحساسیة الجلدي وبأستخدام القمة

  نوع التمنیع
  )القمة(بالذروة

  المعدلات الحسابیة
  ساعة 24فرق التثخن بعد  ساعة 24فرق التثخن بعد

M1 1.55 1.32 
M2 1.61 1.22 
M3 2.66 1.14 
M4 2.51 1.51 

  

یوضح نتائج المعدلات الحسابیة لفحص الحساسیة الجلدي في الحیوانات الممنعة بالقمة الثانیة ) 5(جدول 
  وبأستخدام القمة الثالثة في فحص الحساسیة الجلدي

  نوع التمنیع
  )القمة(بالذروة

  المعدلات الحسابیة
  ساعة 24فرق التثخن بعد  ساعة 24فرق التثخن بعد

M1  1.0 0.51 
M2  1.21 0.94 
M3 1.81 1.09 
M4 1.51 1.19 

  

یوضح نتائج المعدلات الحسابیة لفحص الحساسیة الجلدي في الحیوانات الممنعة بالقمة الاولى ) 6(جدول 
  وبأستخدام القمة الثالثة في فحص الحساسیة الجلدي

  نوع التمنیع
  )القمة(بالذروة

  المعدلات الحسابیة
  ساعة 24فرق التثخن بعد  ساعة 24دفرق التثخن بع

M1  1.09 0.62 
M2  1.19 0.8 
M3 1.44 1.21 
M4 1.23 1 

  

  .نتائج فحص الالیزا .5
ـــائج اســـتجابة خلطیـــة عا أظهـــرت ـــات  أعلـــىســـجلت لیـــة عنـــد اســـتخدام تقنیـــة الالیـــزا و النت الاســـتجابة فـــي الحیوان

بصـورة عامـة فـأن نتـائج القمتـین الثانیـة والاولـى متقاربـة و  انـتالممنعـة بالقمـة الثالثـة ثـم الممنعـة بالقمـة الرابعـة فیمـا ك
  .)7(كما هو موضح في جدول جمیع القمم سجلت استجابة خلطیة جیدة

   الأربعةلمصول الفئران الممنعة بالذروات  الأربعةشدة الكثافة الضوئیة للذروات  یوضح) 7(جدول
  نانومیتر/شدة الكثافة الضوئیة  )الذروة أوالقمة( نوع التمنیع

M1 1.039 
M2 1.094 
M3 1.392 
M4 1.333 
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  .التقطیع النسیجينتائج  .6
ــة ا ــة و بــین الفحــص المجهــري تكفیــف حــول الاوعی ــا لمفی ــة مــن خلای ــة المكون ــة وكــان لدموی شــدة فــي  أكثــربلعمی

فیمــا كـــان ) 2(صــورة ة لرابعــة اوكـــان الارتشــاح اقــل فــي القمـــ) 1(كمــا فــي صــورة  ثالثـــةالمستضــد المحقــون للقمــة ال
  .)4(صورة  والأولى) 3(طفیف في كلا القمتین الثانیة صورة  الارتشاح

    

یوضح التكفیف اللمفاوي الكثیف لخلایا وحیدة ) 1(صورة 
النواة و الخلایا اللمفاویة لفحص الحساسیة الجلدي باستخدام 

  40Xالقمة الثالثة للحیوانات الممنعة بالقمة الثالثة 

یوضح التكفیف اللمفاوي الكثیف لخلایا وحیدة ) 2(صورة 
النواة و الخلایا اللمفاویة لفحص الحساسیة الجلدي باستخدام 

  40Xالقمة الثالثة للحیوانات الممنعة بالقمة الرابعة 
  

  

یوضح التكفیف اللمفاوي الطفیف لخلایا وحیدة ) 3(صورة 
الجلدي باستخدام  النواة و الخلایا اللمفاویة لفحص الحساسیة

  40Xالقمة الثالثة للحیوانات الممنعة بالقمة الثانیة 

یوضح التكفیف اللمفاوي الطفیف لخلایا وحیدة ) 4(صورة 
النواة و الخلایا اللمفاویة لفحص الحساسیة الجلدي باستخدام 

   40Xالقمة الثالثة للحیوانات الممنعة بالقمة الأولى 
 

  لمناقشةا
المسـتخدمة فـي الوقـت الحـالي الكثیـر مـن المشـاكل حیـث تسـبب  S19و Rev1ة المضـعفةتسبب اللقاحات الحی

الاجهاض في الحیوانات وتعطي نتائج موجبة كاذبة في الفحوصات السیرولوجیة فضلا عن ذلك تعـد ضـاریة بالنسـبة 
لطبقــة  Oهــذه اللقاحــات تكــون اضــداد ضــد سلســلة ان كــذلك   )10،11(للانســان و قــد تســبب المــرض فــي الحیــوان

التـي تعتمـد علـى لسـیرولوجي بالفحوصـات التقلیدیـة و التشـخیص ابالتـالي فـأن و  )13,12,10( متعدد السكرید الشـحمي
ـــار الاجســـام المضـــادة المتكونـــة ضـــد طبقـــة متعـــدد الســـكرید الشـــحمي  ـــات الملقحـــة مـــن معی لایمكـــن ان تمیـــز الحیوان

حیث استخدم بعـض  )16,15(ناعة مال حدوث ن تسبباستخدام اجزاء الجرثومة ممكن اوبما ان ) 13,10( المصابة
ولكـون البروتینـات الداخلیـة للجرثومـة واغلبهـا سـایتوبلازمیة لاتظهـر  )13(الباحثین بروتینـات الغشـاء الخـارجي كلقـاح 

اجــري هــذا البحــث لاســتخلاص مستضــد خــاص  الأسـبابلهــذه  )16(ضـدها اجســام مضــادة الا فــي حالــة اســتخدامها 
ـــة لجرثومـــة البروســـی ـــه علاق ـــیس ل ـــائج الفحوصـــات الســـیرولوجیة ول ـــداخل مـــع نت ـــوفر الحمایـــة ضـــد المـــرض ولا یت لا ی

اذ تعـد طبقـة  )بحـث غیـر منشـور حمـزة،(استضدادیة مع جراثیم اخرى تمتلك مستضدات مشابهه لجرثومة البروسـیلا 
ان  إذ )10(راثیم اخـــرىمتعـــدد الســـكرید الشـــحمي المصـــدر الرئیســـي للعلاقـــة التصـــالبیة بـــین جرثومـــة البروســـیلا و جـــ

كیلودالتــــون المســــتخلص بطریقــــة التكســـیر یكشــــف عــــن الحیوانــــات  20البـــروتین الســــایتوبلازمي ذو الــــوزن الجزیئـــي 
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ــد اســتخدامه بالفحوصــات الســیرولوجیة ــائج خاطئــة ناتجــة عــن العلاقــة التصــالبیة عن  المصــابة بالبروســیلا ولایعطــي نت
شـمولیة  أكثـر وتعـد تمتلك بروتینات مشتركة بین العتر Rev1لعترة اللقاحیةا لكون جرثومة البروسیلا المالطیةو  )17(

  .لذلك استخدمت في هذه الدراسة )18(بین العتر
ـــائج أظهـــرت المعـــدلات الحســـابیة للقمـــة الثالثـــة وذلـــك یعـــود الـــى الاخـــتلاف فـــي التراكیـــب الكیمیائیـــة  أعلـــى النت

فضـلا عـن مـا یمـنح مستضـد هـذه القمـة خصوصـیة بالتفاعـل للبروتینات فبعد تكسرها تعطي ببتیدات ذات محـددات م
تلیها القمة الرابعة من حیث شـدة التفاعـل وذلـك یعـود الـى المحتـوى البروتینـي العـالي  )19( المحتوى البروتیني العالي

یــة كـذلك بالنسـبة لفحـص الحساسـیة الجلـدي حیـث اظهـرت النتـائج اعلـى اسـتجابة جلد الأولـىقارنـة بـالقمتین الثانیـة و م
للقمة الثالثة تلیها القمة الرابعة وسجلت اعلى القراءات لفحص الحساسیة الجلدي بالقمة الثالثـة فـي الحیوانـات الممنعـة 

عند حقن نفـس المستضـد فـي فحـص الحساسـیة الجلـدي اللمفاویة بالقمة الثالثة وذلك نتیجة سرعة تكاثر خلایا الذاكرة 
وقد توافقت نتائج التقطیع النسجي مـع نتـائج  )18( الالتهاب وحیدة النواةلایا وبالتالي افراز المدورات اللمفیة وجذب خ

ویتفق ذلك مـع مـا خلایا وحیدة النواة للقمة الثالثة تفاعل و تجمع للخلایا اللمفیة و  فحص الحساسیة حیث تمثلت بشدة
  .)8( وجدته الباحثة

ـــا ـــة أم ـــزا بالنســـبة للمناعـــة الخلطی ـــم اســـتخدام فحـــص الالی ـــث تصـــل  الیـــةســـیة العاالحسخصوصـــیة و لل فقـــد ت حی
 أظهــرت) 21( IgA,IgM,IgG تحدیــد الاجســام المضــادة نــوع فضــلا عــن) 20(علــى التــوالي % 96.2و99.7%

وذلك یعود الى التركیز العالي للاجسام المضادة المتوافقة تماما مـع المستضـد فـي النتائج ارتفاعا واضحا للقمة الثالثة 
بصـورة عامـة فقـد اظهـرت جمیـع و وة المسـببة لحـدوث الاسـتجابة المناعیـة بصـورة رئیسـیة هذه الذروة اذ تعـد هـذه الـذر 

بسـبب محتواهـا البروتینـي وتوافقهـا مـع الاجسـام المضـادة بـدرجات القمم نتائج جیدة من حیث تحفیز المناعة الخلطیـة 
      ).17(متفاوتة 
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