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na cadeia produtiva de frangos do sul do Rio Grande do Sul

Listeria monocytogenes: assessing this microbiological hazard in a
poultry productive chain in southern Rio Grande do Sul

Elen Silveira NALERIO!, Marcia Ribeiro de ARAUJO!,
Karla Sequeira MENDONCA', Milena Tomasi BASSANI', Wladimir Padilha da SILVA™

Resumo

Listeria monocytogenes é uma bactéria patogénica que se tornou um grande desafio para as industrias de alimentos, entre elas a de frangos,
assim como para os Orgaos de vigilancia sanitaria. Apesar da produgédo de frangos estar em expansao na regido sul do Rio Grande do Sul,
nao hd relatos sobre esse patégeno, dessa forma, objetivou-se avaliar a prevaléncia de L. monocytogenes e de seus sorotipos nos diversos
segmentos dessa cadeia produtiva. Nos avidrios isolou-se L. monocytogenes em 2,9% (1/35) das amostras de swabs cloacais, nao se isolando o
microrganismo em amostras provenientes das camas de aviarios. No abatedouro, 11,7% (15/128) das amostras apresentaram contaminagao
por L. monocytogenes e nos frangos resfriados procedentes do comércio, a prevaléncia foi de 33,3% (15/45). Observou-se que 51,6% (16/31)
das cepas de L. monocytogenes pertenciam ao sorotipo 1/2b; 22,5% (7/31) ao sorotipo 4e; 16,1% (5/31) ao sorotipo 1/2a; 6,4% (2/31) ao
sorotipo 4b; e 3,2% (1/31) ao sorotipo 1/2¢c. Ha disseminagao de L. monocytogenes na cadeia produtiva de frangos da regido sul do Rio Grande
do Sul e a presenga de sorotipos prevalentes em casos/surtos de listeriose traz preocupagao a satide publica.
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Abstract

Listeria monocytogenes is a pathogenic bacterium which has become a huge challenge to the food industries, including the poultry industry,
and to the health surveillance agencies. Although poultry production is in expansion in southern of Rio Grande do Sul, Brazil, there are not
reports about this pathogen thus this study aimed at assessing the prevalence of L monocytogenes and its serotypes in the several segments of
this productive chain. In the broilers flocks L. monocytogenes were isolated in 2.9% (1/35) from cloacal swabs samples. This microorganism
was not isolated from broiler houses samples. In the abattoir, 11% of the samples presented L. monocytogenes contamination, and in the
chilled chicken from retailers its prevalence was 33.3% (15/45). It was observed that 51.6% (16/31) from L. monocytogenes strains belonged
to serotype 1/2b, 22.5% (7/31) to serotype 4e, 16,1% (5/31) to serotype 1/2a, 6,4% (2/31) to serotype 4b, and 3,2% (1/31) to serotype 1/2c.
The spread of L. monocytogenes in the poultry production chain in southern Rio Grande do Sul and the presence of poultry serotypes in

cases/outbreaks of listeriosis cause concern to public health.
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1 Introdugao

L. monocytogenes é o agente etioldgico da listeriose, uma
infeccdo grave, veiculada principalmente por alimentos,
que ocasiona encefalites, septicemias, meningites e abortos
(DUSSURGET; PIZARRO-CERDA; COSSART, 2004).
Pertence ao género Listeria, composto por seis espécies que se
apresentam amplamente distribuidas no ambiente (CDC, 2005)
devido as suas caracteristicas fisioldgicas peculiares, que as
capacitam a sobreviver e a se multiplicar sob condi¢des adversas
a muitos outros microrganismos (GRAVESEN et al., 2000;
UHITIL et al., 2004). L. monocytogenes é a principal espécie
de Listeria envolvida em doengas em humanos (ROUCOURT;
SEELIGER, 1985; FARBER; PETERKIN, 1991), entretanto, as
outras espécies sdo importantes por apresentarem ecologia
semelhante a deste patégeno, podendo ser consideradas

indicadoras de sua presenca (DELGADO et al.,, 1998; VITAS,
AGUADO; GARCIA-JALON 2004).

Um importante aspecto a ser considerado nas industrias
de alimentos ¢ o fato de existirem cepas de L. monocytogenes
persistentes, as quais sdo capazes de permanecer meses, ou
até anos, no ambiente de processamento, podendo assim
provocar contaminagdes recorrentes no produto final
(MARKKULA et al., 2005). A dificuldade em eliminar esse
microrganismo das industrias é potencializada pelas condi¢des
de umidade, temperatura e presenca de matéria organica nas
plantas de processamento, que aliadas & habilidade do patégeno
em produzir biofilmes, podem desencadear a colonizagdo de
superficies de equipamentos e utensilios (UHITIL et al., 2004).
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As diversas etapas envolvidas na produ¢io, processamento
e armazenamento de frangos podem ser importantes fontes de
contaminagdo por L. monocytogenes (BARBALHO et al., 2005;
MIETTINEM et al., 2001), sendo relevante investigar e
compreender a dispersdo desse microrganismo na cadeia
produtiva desse tipo de alimento, de forma a estabelecer
estratégias adequadas para seu controle. Além disso, a
produg¢io de frangos na regido sul do Rio Grande do Sul
estd em expansdo, e com isso torna-se pertinente avaliar a
prevaléncia de L. monocytogenes nessa cadeia produtiva, haja
vista que inexistem dados disponiveis na literatura acerca desse
microrganismo nessa regido geografica. Portanto, investigacdes
epidemioldgicas, tais como a proposta neste estudo, sdo
ferramentas importantes para a determinacéo de perigos e o
posterior estudo dos riscos associados a esse alimento.

A partir do exposto, objetivou-se verificar a prevaléncia de
L. monocytogenes e de seus sorotipos na cadeia produtiva de
frangos da regido sul do Rio Grande do Sul.

2 Material e métodos

2.1 Coleta de amostras

Foram coletadas amostras em 35 estabelecimentos
avicolas (avidrios) e em um abatedouro de frangos localizados
na regido sul do Rio Grande do Sul, bem como de frangos
refrigerados comercializados na mesma regido. Todos os
pontos de amostragem estdo descritos na Tabela 1. Apds a
obtengdo das amostras, essas foram acondicionadas em caixas
isotérmicas contendo gelo e transportadas para o Laboratdrio

de Microbiologia de Alimentos, no Departamento de Ciéncia
e Tecnologia Agroindustrial, da Faculdade de Agronomia
Eliseu Maciel, na Universidade Federal de Pelotas, onde foram
submetidas a andlise microbioldgica.

Estabelecimentos avicolas (avidrios)

As amostras foram coletadas em 35 avidrios localizados em
cinco municipios da regido sul do Rio Grande do Sul, utilizando-
se swabs de arrasto das camas de aviarios (35) e swabs das cloacas
das aves (35), totalizando 70 amostras. Para a coleta de swabs de
arrasto utilizou-se o protocolo para controle de Salmonella spp.,
preconizado pelo Programa Nacional de Sanidade Avicola -
PNSA Portaria n° 193 (BRASIL, 1994) do MAPA (Ministério
da Agricultura Pecudria e Abastecimento) e pela Portaria n° 126
(BRASIL, 1995), com algumas modificaces, onde cada swab de
arrasto representava um avidrio. A presenca de L. monocytogenes
no trato intestinal das aves foi avaliada por swabs cloacais, onde
cada amostra representava um aviario, sendo formada por um pool
de oito aves. Imediatamente apds a coleta, os swabs foram imersos
em frascos contendo solu¢io salina 0,85%, estéril, e transportados
para o laboratorio para o processamento das amostras.

Abatedouro

Foi realizada uma coleta por més, durante quatro meses,
em um abatedouro comercial de frangos localizado na
regido sul do Rio Grande do Sul. Todos os procedimentos de
amostragem foram executados conforme o protocolo proposto
por Ryser e Donnelly (2001). Coletaram-se 128 amostras, sendo
84 referentes a frangos/carcagas, 24 amostras de superficies que

Tabela 1. Pontos de amostragem e distribui¢do de sorotipos de L. monocytogenes na cadeia produtiva de frangos do sul do Rio Grande do Sul.

Segmento da cadeia Ponto de amostragem Origem Numero de amostras Sorotipo (numero de cepas)
produtiva
Aviarios Cloaca 35 4e (1)
Cama de aviario 35 =X
Abatedouro Plataforma de desembarque Gaiolas de transporte 4 =*
Frangos 12 el
Area de sangria Frangos 12 =*
Area de depenagem Carcagas depenadas 12 =%
Escovas da depenadeira 4 4b (1)
Agua de recirculagdo 4 =X
Disco de corte de patas 4 =%
Mesa de transpasse 4 1/2b (1)
Drenos 4 =
Carcagas evisceradas 12 1/2b (1)
Area de evisceragio Drenos 1/2b (2)
Pool de facas 4 -*
Area de resfriamento Carcagas no pré-resfriamento 12 1/2b (1)
Carcagas no resfriamento 12 1/2b (1)
Drenos 4 1/2b (1)
Sala de cortes Mesas de separagdo de visceras 4 4b (1)
Esteiras transportadoras 4 1/2b (4)
Embalagem Produto final 12 1/2b (2)
Comércio Frangos resfriados 45 4e (6), 1/2a (5), 1/2b (3), 1/2¢ (1)
Total 243 31

*Nao houve isolamento de L. monocytogenes.
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entram em contato com o alimento e 20 de superficies que ndo
mantém contato com o alimento.

As amostras de frangos/carcagas foram coletadas em trés
diferentes fases do abate: no inicio, na etapa intermediaria e ao
final do abate, de forma a minimizar a influéncia do horario
de coleta sobre os resultados. Em cada uma dessas fases,
cinco frangos foram escolhidos aleatoriamente na plataforma
de desembarque, marcados com lacres de diferentes cores,
acompanhados e avaliados ao longo da linha de abate. Em cada
fase do abate formaram-se amostras compostas com o pool dos
cinco frangos/carcagas por ponto de amostragem, totalizando
trés amostras por ponto em cada coleta. A amostragem da
superficie (penas, pele e cloaca) nos frangos na plataforma
de desembarque foi realizada com swabs esterilizados
umedecidos em solugio salina 0,85% e armazenados em caldo
de Enriquecimento para Listeria — LEB (LEB UVM - 1, Oxoid)
adicionado do suplemento SR141E (Oxoid’), no momento em
que as aves foram retiradas das caixas plasticas de transporte
e penduradas na nérea. Na linha de abate, a amostragem
foi realizada pela técnica de lavagem superficial, em sacos
plasticos estéreis contendo 225 mL de agua peptonada 0,1%
e, imediatamente apds a chegada ao laboratdrio, retiravam-se
aliquotas de 25 mL, que foram inoculadas em 225 mL de LEB
e incubadas a 30 °C durante 24 horas.

As superficies amostradas, que entram em contato com o
alimento, foram as escovas da depenadeira, as mesas utilizadas
para separagdo de visceras, o disco de corte de patas, as facas
usadas na eviscera¢do, o estrado da mesa de transpasse e as
esteiras transportadoras. As superficies avaliadas que nao
entram em contato com o alimento foram as caixas plasticas
em que os frangos estavam sendo transportados até a industria,
os drenos das dreas de evisceragio e de resfriamento e a agua
de recirculagdo da area de depenagem. Todas as amostragens
foram realizadas imediatamente antes do inicio das atividades,
através de swabs esterilizados umedecidos em soluc¢io salina
0,85% e transportados em LEB.

Frangos resfriados provenientes do comércio

Foram avaliadas 45 amostras de frangos resfriados coletadas
no comércio, e os procedimentos de amostragem foram
realizados de acordo com Ryser e Donnelly (2001).

Utilizou-se a técnica de lavagem superficial, em sacos
plasticos estéreis contendo 225 mL de agua peptonada 0,1%
e, em seguida, retiraram-se aliquotas de 25 mL, que foram
inoculadas em 225 mL de LEB, e incubadas a 30 °C durante
24 horas.

2.2 Isolamento, identificacdo de Listeria spp. e
sorotipificagdo das cepas de Listeria monocytogenes

O isolamento e a identificagdo de Listeria em nivel de
espécie foram realizados de acordo com protocolo descrito por
Farber et al. (1994).

Ap6s a identificacdo, todas as cepas de L. monocytogenes
foram cultivadas em tubos tipo Eppendorf® contendo agar
Soja Triptona (TSA - Acumedia®) enriquecido com Extrato
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de Levedura 0,6% (TSA-YE), incubadas a 35-37 °C durante
24 horas e, posteriormente, encaminhadas para o Laboratério
de Zoonoses Bacterianas do Departamento de Bacteriologia do
Instituto Oswaldo Cruz - FIOCRUZ, R], para serem submetidas
a sorotipificagio.

3 Resultados e discussao

A produgdo de frangos esta em constante expansio na
regido sul do Rio Grande do Sul e, apesar de L. monocytogenes
ser um patdgeno de grande importancia para a saude publica,
e que pode ser veiculado por frangos e derivados, o Programa
de Redugdo de Patogenos do MAPA (BRASIL, 1994) néo prevé
seu monitoramento. Dessa forma, os resultados obtidos neste
estudo, que avaliou os diferentes segmentos da cadeia produtiva
de frangos nessa regido geografica, trazem importantes subsidios
para implanta¢do de sistemas de gerenciamento visando o
controle desse microrganismo.

A prevaléncia de Listeria spp. foi de 38,3% (93/243), com
30,4% (74/243) das amostras positivas para L. innocua, 12,7%
(31/243) para L. monocytogenes e 0,4% (1/243) para L. seeligeri.
Esses resultados sdo importantes, pois, embora L. monocytogenes
seja a principal espécie patogénica para humanos, a identificagao
das outras espécies ¢ um bom indicador da sua presenga em
alimentos e em plantas de processamento, além de refletir
procedimentos de sanitizagdo inadequados.

Verificou-se que 2,9% (1/35) das amostras de swab cloacal
estavam contaminadas com L. monocytogenes e que nas amostras
provenientes de cama de avidrio esse microrganismo nao foi
isolado. Esse resultado é semelhante ao obtido por Petersen
e Madsen (2000), que isolaram L. monocytogenes em 3% das
amostras de fezes de frangos, entretanto, Ojeniyi et al. (1996), bem
como Fenlon et al. (1996), ndo isolaram esse microrganismo em
amostras de ceco nem de fezes de frangos, respectivamente. Sao
escassos os relatos disponiveis na literatura sobre a presenca de
L. monocytogenes no trato intestinal de frangos de corte, o que
dificulta a discussdo dos dados obtidos. De qualquer maneira,
verificou-se que ha frangos de corte portadores desse patogeno
na regiao avaliada, possibilitando a contaminagao dos criatérios
e dos abatedouros e podendo, assim, atuar como uma fonte de
introdugao de cepas na linha de abate.

Entre as amostras provenientes do abatedouro, observou-
se que 11,7% (15/128) apresentavam contaminagdo por
L. monocytogenes. Diversas pesquisas tém sido delineadas
no mundo todo, com o objetivo de verificar e mapear os
pontos de contaminagdo por L. monocytogenes em plantas de
abate/processamento de aves, as quais demonstram taxas de
isolamento bastante discrepantes (MIETTINEN et al., 2001;
LUNDEN et al., 2003; GUDBJORNSDOTTIR et al., 2004). O
mesmo se verifica quando se compara os dados obtidos neste
estudo com outras pesquisas realizadas no Brasil. Chiarini (2007)
avaliou duas plantas de processamento de aves no interior de
Sao Paulo e encontrou ocorréncia de 20,1% em abatedouros
com evisceragio automatica e 16,4% naqueles com eviscera¢ao
manual, e Reiter et al. (2005) encontraram o patégeno em
35,6% das amostras provenientes de uma linha de abatedouro
de aves no Rio Grande do Sul. E interessante frisar que embora
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as coletas tenham sido realizadas em trés fases do processo de
abate (inicio, fase intermedidria e fase final do abate), nao houve
diferenca na taxa de isolamento de L. monocytogenes entre as
distintas fases (dados ndo mostrados), contrapondo ao descrito
por Whyte et al. (2004), que encontraram grande interferéncia
do horario de amostragem durante o abate de frangos sobre a
frequéncia de amostras positivas para esse microrganismo.

L. monocytogenes foi isolada em diversos pontos da planta de
abate, como escovas da depenadeira, mesa de transpasse, dreno
da drea de evisceragdo, dreno da drea de resfriamento, mesa
de separagdo de visceras e esteiras transportadoras, bem como
das carcagas na evisceragdo, pré-resfriamento, resfriamento e
produto final (Tabela 1). O fato de nao ter havido isolamento
de L. monocytogenes nas aves que entraram na planta de
processamento (plataforma de desembarque e sangria), com
posterior presenca do patdgeno no produto final, demonstra a
dispersdo desse microrganismo e, portanto, a importéncia da
contaminagdo cruzada dentro dessa industria, fato corroborado
pelo frequente nimero de pontos em que esse microrganismo foi
isolado e pela prevaléncia de apenas dois sorotipos (1/2b e 4b)
nas amostras provenientes do abatedouro. Pode-se observar pela
Tabela 1, que & medida que o processamento progride, aumenta
a taxa de contaminagdo por L. monocytogenes, o que também
foi relatado por Reiter et al. (2005), os quais descrevem que a
contaminagdo das carcagas ocorre principalmente durante ou ap6s
as etapas de eviscera¢io e resfriamento, e por Barbalho et al. (2005),
que avaliaram um abatedouro de frangos na Bahia e encontraram
L. monocytogenes em 14,3% das carcagas ja embaladas, as quais
ndo estavam contaminadas nas etapas anteriores.

Considerando-se apenas as amostras representativas das
superficies que entram em contato com o alimento (escovas da
depenadeira, mesas de separagdo de visceras, disco de corte de
patas, facas usadas na evisceragdo, mesa de transpasse, esteiras
transportadoras) a prevaléncia de L. monocytogenes foi de 29,2%
(7/24), a0 passo que a contaminagdo nas amostras que ndo mantém
contato com o alimento (caixas plasticas para transporte, drenos
das areas de evisceragao e de resfriamento e a 4gua de recirculagio
da sala de depenagem), foi de 15% (3/20) (Tabela 1). Resultados
semelhantes foram obtidos por Chiarini (2007), que avaliou duas
industrias de processamento de frangos do interior de Sdo Paulo
e encontrou 23,4% de contaminagéo por esse microrganismo em
superficies que entram em contato com o alimento, e 16,8% em
superficies que ndo mantém contato com o alimento.

A prevaléncia de L. monocytogenes em frangos resfriados
comercializados na regido estudada foi de 33,3% (15/45).
Elevados niveis de contaminago nesse tipo de alimento também
foram descritos por outros autores, como Miettinen et al. (2001),
que avaliaram a presenca de L. monocytogenes em cortes de
frango procedentes do comércio finlandés e encontraram 62% de
contaminagdo, assim como Vitas, Aguado e Garcia-Jalon (2004),
que encontraram essa bactéria em 36,1% das amostras, na
Espanha. A elevada prevaléncia do patégeno nos produtos
procedentes do comércio reflete a grande distribui¢ao desse
microrganismo dentro das industrias, como pode ser observado
neste estudo, bem como a dificuldade de sua eliminagdo do
ambiente das plantas de abate/processamento de aves.
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Todas as cepas de L. monocytogenes sdo consideradas
patogénicas ao homem, entretanto, ha diferencas entre elas no
potencial de viruléncia. Um fato que demonstra essa diferenca
¢é que, embora esse microrganismo apresente 13 sorotipos,
mais de 95% dos surtos e casos esporadicos de listeriose que
ocorrem no mundo sdo causados por cepas de trés sorotipos:
4b, 1/2a e 1/2b JACQUET etal., 2002; JESUS; WHITING, 2003;
LIANOU et al., 2006). Neste estudo observou-se que 51,6%
(16/31) das cepas pertenciam ao sorotipo 1/2b; 22,5% (7/31)
ao sorotipo 4e; 16,1% (5/31) ao sorotipo 1/2a; 6,4% (2/31) ao
sorotipo 4b; e 3,2% (1/31) ao sorotipo 1/2c, portanto, mais de
70% das cepas pertenciam a sorotipos prevalentes em listeriose
humana.

Todas as cepas isoladas no abatedouro pertenciam aos
sorotipos 1/2b e 4b, havendo prevaléncia do primeiro, com
86,6% (13/15), o que demonstra a dispersdo do patdgeno
na industria avaliada. Ja nas amostras de frangos resfriados
provenientes do comércio local também foram obtidas 15 cepas,
entretanto, observou-se uma grande diversidade entre os
sorotipos, com 40% das cepas pertencendo ao sorotipo 4e;
33,3% ao 1/2a; 20% ao 1/2b; e 6,6% ao 1/2c. Salienta-se que
nem todas as amostras de frangos resfriados foram provenientes
do abatedouro avaliado, o que pode ter contribuido para essa
diversificacdo nos sorotipos obtidos.

Um resultado importante, que demonstra a dispersao de
L. monocytogenes na cadeia produtiva avaliada, foi a presenca
de aves portadoras de cepas pertencentes ao sorotipo 4e e o
posterior isolamento, e prevaléncia, desse sorotipo nos frangos
resfriados no comércio. Apesar de cepas 4e ndo terem sido
isoladas no abatedouro, 40% (6/15) das cepas provenientes dos
frangos resfriados pertenciam a esse sorotipo. E interessante
frisar que embora tenham sido coletadas amostras de diferentes
marcas comerciais processadas em outras regides do estado, com
a finalidade de comparar os sorotipos prevalentes (dados nao
mostrados), todas as cepas 4e foram isoladas a partir de frangos
processados no abatedouro avaliado, o qual recebia as aves dos
aviarios que foram amostrados neste estudo. Esse resultado
também sugere que as cepas do sorotipo 4e isoladas neste estudo
tém pouca capacidade de persistir no ambiente de processamento,
ao contrario das cepas 1/2b e 4b, o que corrobora a afirmagdo
de outros autores, como Lunden et al. (2000), que destacam a
existéncia de cepas de L. monocytogenes que sdo dominantes e que
aderem melhor as superficies de contato, o que lhes possibilita a
permanéncia por longos periodos no ambiente da industria.

Em alimentos com atividade de dgua e valores de pH
adequados ao crescimento microbiano (tais como a carne
de frango), estocados sob refrigeragdo, a temperatura exerce
uma pressao seletiva sobre a microbiota presente, favorecendo
a multiplicacdo de microrganismos psicrotréficos, como
L. monocytogenes (RYSER; MARTH, 1999). Embora esses
alimentos sofram tratamento térmico antes do consumo, e
L. monocytogenes seja destruida pelo aquecimento adequado,
sua manipula¢do nos restaurantes e domicilios pode ser uma
importante fonte de contaminagdo cruzada desse patégeno
para alimentos prontos para o consumo (HUSS; JORGENSEN;
VOGEL, 2000; GUDBJORNSDOTTIR et al., 2004).
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Na regido avaliada ndo ha registro de listeriose em humanos,
entretanto, a prevaléncia de L. monocytogenes encontrada
neste estudo, bem como a presenga dos principais sorotipos
envolvidos em casos e surtos de listeriose, demonstra que
L. monocytogenes é um perigo bioldgico importante, em
especial para determinados grupos da populagdo considerados
“de risco”, como imunocomprometidos, gestantes e idosos.
Esses resultados servem de suporte para o desenvolvimento
de estratégias que visem o controle da bactéria em nivel de
industria, bem como permitem o incremento do conhecimento
acerca desse patogeno na regido de estudo, de forma a prevenir
a ocorréncia de listeriose.

4 Conclusoes

Ha presenca de L. monocytogenes em todos os elos da cadeia
produtiva de frangos da regido sul do Rio Grande do Sul e,
embora haja diversidade entre os sorotipos isolados, 1/2b é o mais
prevalente, o que, dada sua importancia epidemiologica, denota
preocupagio do ponto de vista de saude publica. Além disso,
ocorre dispersao de L. monocytogenes na planta de abate avaliada,
favorecendo a contaminac¢io cruzada do produto final.
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