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    Biochemical and morphological characters of M. phlei were studied on twenty strains that 

 were recognized as a cluster by numerical taxonomy. The results are shown in Tables 1 and 

2. Morphology : Usually rough, thin, spreading colonies on Sauton agar and on egg media. 

The colonies become yellow and thick after 7 days. Growth at 3 days on egg media and 3 to 

-4 days on Sauton agar. Nonphotochromogenic. About 20% of the test strains showed smooth 

 colonies. Acid-fast rods or short rods. No mycelium formed. Non-motile. 

   Growth at 28°C, 37°C, 45°C and 52°C. About 20% of the test strains failed to grow at 52°C. 

    Three-day-arylsulfatase : Negative. Two-week-arylsulfatase  : Positive. PAS degradation  : 

Negative. Salicylate degradation : Negative. Peroxidase : Negative.  Catalase  : Positive. 

    Nitrate reduced to nitrite. 

   Growth on  0.  1% and  0.2% picric acid in Sauton  agar  : Positive. Growth on  0.2%  Na-p-

aminosalicylate in Ogawa egg medium : Positive. Growth on  0.  1% Na-salicylate in Ogawa egg 

 medium  : Positive. Growth on 0.5  mg./m/.  NH2OH  •  HC1 in Ogawa egg  medium  : Negative. 
'Growth on 10  pg ./ml. thiophen-2-carbonic acid hydrazide in Ogawa egg  medium  : Positive. 

Niacin : Negative. Amidases. Urease, nicotinamidase and pyrazinamidase : Positive. Acetamidase 

 'occasionally positive . Benzamidase, isonicotinamidase, salicylamidase, allantoinase, succinam-

idase and  malonamidase  : Negative. 

   Acid formation. Only occasionally, acid formed from glucose, mannose, mannitol and 

sorbitol. Usually no acid formed from galactose, arabinose, xylose, rhamnose, trehalose, 

 raffinose, and inositol. 

   Utilization of carbohydrates as sole carbon source for growth.  Glucose, mannitol and 

 sorbitol utilized ; mannose, arabinose, trehalose and fructose usually utilized  ; galactose, xylose 

and sucrose occasionally utilized ; rhamnose,  raffinose and inositol not utilized. Ethanol and 

 propanol utilized  ;  1,  3-and  2,  3-butylene glycols utilized by many strains ; propylene glycol 
utilized by some strains ;  1,4-butylene glycol not utilized. 

   Utilization of organic acids as sole carbon source for growth. Acetate, succinate, malate, 

 pyruvate, malonate and fumarate utilized  ; citrate utilized occasionally ; benzoate not utilized. 
Utilization of nitrogen compounds as sole nitrogen source for growth. L-Glutamate, acetamide, 

  * From National Sanatorium , Chubu Central Hospital, Obu, Aichi-ken, Japan.
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urea,pyrazinamide,nic◎tinamideand漁itrateutilized;nitriteutilizedusually; ,レserineand

レmethioni漁eutilizedbyabou、to薮ehalfofstrains;benzamide,isonicotinamideandsuccinamide

notutilized.Utilizationofnitrogencomp◎u織dsassole,simultaneousnitrogenandcarbon

s◎urce.レGlutamate,acetamid6andtrimethylenediamineutilized;glucosamineutilizedonly

occasionally;レserine,benzamideandmonoethanolaminenotutilized.

DifferentiationofM.phleifromothermycobacteria(identification)isdoneasshownin

Table3.

Identificationof1レf.phlei.

Atpresent,onlytwo斑ycobacterialspeciesthatcangrowat52。CareM,」 ウ〃eiandM・

th〃moresistibile.Acc◎rdingly,M.phleiisusuallyidenti丘edbythefollowingthreefeatures:

(1)growthat52℃;(2)utilization◎facetamideassimultaneousnitrogenandcarbonsource;

(3)utilizationoftrimethylenediamineassimultaneousnitroge薮andcarbonsource・

Asshowninthispaper,therearesomestrainsofM.P〃eithetcangrowat45℃butare

unabletogrowat52℃.TodifferentiatethistypeofM、phteifromothermycobacteriacapable

ofgrowingat45℃,M.smegma彦is,M、 プb7如 蜘 辮(avariety),M.ω 伽 携andnonphotochromogens,

notonlytheabovesecondandthirdconditionsbutalsothefollowingfeaturesaretobeshown;

(4)growthat45℃;(5)negativeutilizationofmo轟oethanolamineandbenzamideassimultane・

ousnitrogenandcarb◎nso犠rce;(6)utilizationofmalonateassolecarbonsource.

MycobacteriumPhleiの 形 態 学 的 観 察 お よび炭 水化 物

利 用 お よび 炭 水 化 物 か らの 酸 形 成 に 関 す る 記 載 は,

Gordon&Smithi)お よびGord◎n&Mihm2》 に ょ っ

て 行 な わ れ て い るが,M・Phleiの 性 状 に つ い て の ま と

まつ た 記 載 は 少 な い。 ただ1,2の 株 に つ い て の比 較 的

簡 単 な 記 載 が ふ るい文 献 に散 見 され る。 た とえ ばN源 利

用 に 関 す るLongs)4)の 観 察,C源 利 用 に 関す るThom・

pson5),Gordon&Hagen6》,Gordon7)の 観 察 な どで あ

る。

最 近B6nicke8)はamidasepatternが 抗 酸菌 の 同定

に有 用 で あ る こ とを報 告 し,東 村9)も またN化 合物 の 同

時NC源 と して の 利 用 の 型 が 抗 酸 菌 の 同定,区 分 に 有

用 で あ る こ とを報 告 した 。 これ らの2つ の 方 法 は,単 独

で もあ る程 度 の 同定 が可 能 な 点 で,従 来 の 方 式 よ りもす

ぐれ て い る。 またmalonateがM.PhZeiに よつ てC源

と して 利 用 され る こ とが 見 出だ されle),以 上 のB6nicke8》

お よび 東 村9)の2方 式 とあ わせ て,M・Phleiの 特 徴 を

総 括 す る必 要 が 感 じ られ る に い た つた 。

一 方M ・Phleiは 従 来52℃ に 発 育 す る唯 一 の 菌 種 と

考 え られ て い た のee2)ll),最 近,東 村12)に よ つ て52℃

に発 育 可 能 な 他 の 菌 種,M・thermoresistibileが 報告 さ

れ るに い た り,従 来 の ご と く(た とえ ばBergey'sMa・

nuali1)),52℃ に発 育 可 能 な こ とを もつ て た だ ち にM.

Phteiと 同 定 す るわ け に は いか な く な つ た◎ また,M.

Phteiは 従 来 す べ て52℃ に 発 育 可能 とされ て い るが2川),

本 報 に 示 す ご と くM・Phleiの 全 部が 必 ず し も52℃ に

発 育 す るわ け で は な い の で,M.Phleiの 同定 の 問 題 は

従来考 え られていた よ りも複雑 な もの となつた。 本報の

目的はauthenticなM・Phleiの 性状を 明 らかにす る?

ともに,そ の 同定法を確立す ることにあ る。

実 験 方 法

使 用 したM・PゐZeiは20株 で,94性 状 を 用 い る

numericalclassificatienに よ り,、M.Phleiと 分 類 され

た も の であ る13)。菌 株 名 は つ ぎ の ご と くで あ る。SN101,

SN102,SN103,SN104,SN105,SN106,SN107,

SN108,SN109,SN110,Wa40,Wa60,Wa289,

Wa366,Trudeau・SP-11,CDC,5 ,九 大,伝 研 。 以

上 の うちSN101な い しSN110の10株 は,1965年

4月 にDr・R.Bδnicke(ForschungsinstitutB◎rstel,

Borstel,ド イ ツ)よ り分 与 され た も の ,Wa40な い し

5の8株 は,Dr・G.P.Kubica(CommunicableDisease

Center・Atlanta,Georgia,U.S、A.)の 菌 株 を1965年

8月 に 広 島 大学 斎 藤 肇博 士 を 通 じて分 与 され た 。 九 大 株

は 九 州 大学 武 谷健 二 教 授 よ り分 与 され た。 菌 株 を分 与 さ

れ た 方 々に誌 上 で 謝 意 を 表 す る。

性 状 の 検 査 方 法 は 前報 した塒 。

実験成績および考察

MyeobacteriumPhleiの 性 状

M・Phlei20株 の性 状 は 表1お よび2に 一 括 した。 こ

れ らの 性 状 をM・Phleiに 関 す る過 去 の記 載1》":5)と比 較

して,新 た に 追 加 す べ き事 項 は つ ぎの ご と くで あ る。

(1)集 落 形 態 はR型(roughtype)と さ れ て い る
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Table1.PhysiologicalCharactersofハ4ycobacteγiumphlei

胞

Property
No,ofstrai無s

showingpositive

feat犠Te

Pmperty

{

No.ofstτai益s

showi訟gpositive

feature
き

Colonialmorphology

Colonialpigmentation

Photochrom◎genity

Growthrate*

Growthat28℃

Growthat37。C

Growthat45℃

Growthat52℃

3-day-arylsulfatase

2-week-arylsulfatase

Nitratereduction

Salicylatedegradation

PASdegradation

TolerancetoO.1%picricacid

(Sautonagar)

TolerancetoO.2%picricacid

(Sautonagar)

GrowthonO.2%Na-PAS**

GrowthonO.1%salicylate**

GrowthonO.5mg/mlNH20H**

Growthonloμ9/mzthiophen-2-

carbonicacidhydrazide**

Niacin

Rough(16/20)

土(20/20)

一(0/20)

Rapid(20/20)

十

十

十

十

十

十

(20/20)

(20/20)

(20/20)

(16/20)

(0/20)

(20/20)

(20/20)

(0/20)

(0/20)

十(20/20)

十・(20/20)

十(20/20)

十(20/20)

(0/20)

十(20/20)

(0/20)

Acetamidase

Benzamidase

Urease

Isonicotinamidase

Nicotinamidase

Pyrazinamidase

Salicylamida$e

Allanoinase

Succinamidase

Malonamidase

Acidfrom:

Glucose

Mannose

Galactose

Arabinose

Xyl◎se

Rhamnose

Trehalose

Ra伍nose

I】nositol

Mannitol

Serbitol

十

十

十

(6/20)

(0/20)

(20/20)

(0/20>

(20/20>

(20/20>

(0/20)

(0/20>

(0/20>

(0/20>

(2/20>

(2/20>

(0/20>

(0/20>

(0/20>

(0/20)

(0/20>

(0/20>

(0/20)

(2/20)

(2/20)

串Growthat3daysoneggmledia
,andgrowthat3to4daysonSautenagar.

帥Testedi凝Ogawaeggmedium .

が,少 数 の菌 株 はS型 で あ る。 本 報 の20株 で は3株

(15%)がS型 を 示 した 。

(2)2週arylsulfatasei6》 は 全 株陽 性(20/20)。

(3)0.2%picricacid-Sautonagari7)に 全 株(20/

20)発 育す る◇

(4)大 部分(16/20)は52℃ に 発 育 す るが,少 数

(4/20)は45。Cに 発 育 す るが52℃ に は 発 育 しな い。

(52℃ 発 育 不 能株 は,Wa60,Wa40,SP-11,CDC)。

(5)Gerdon&Mihm2)お よびBergey'sManualii)

に よれ ば,M.'phleiは91ucose,mannito1お よびsor-

bito1か ら酸 を形 成 す る と され て い るが,わ れわ れ の 成

績 では 酸 形 成 を 示 す もの は 少数 株 のみ で あ つ た 。

(6)B6nicke8)に よれ ばM.phleiは10種 のami-

daseの 中 で,urease,nicotinamidase,pyrazinamidase

の3種 が陽 性 で あ る と され て い るが,以 上 の3種 の ほ か

にacetamidase陽 牲 の 株 が6株(6/20=30%)あ つ た 。

(7)東 村9)がM・Phleiの7種N化 合 物 のNC源 利

用 型 と して 報 告 し た の は,L-glutamate,acetamide,

trimethylenediamine(TMD)の3種 で あ るが,本 報 で

示 す20株 中4株 が,以 上 のほ か にgluc。samineを 利 用

し,1株 はL-serineを 利 用 した 。 こ うした 例 外 は あ る

が,M.phleiの 型 はL-91utamate・qeetamide・TMD

の3者 の 利 用 で あ る とい え る。

(8)M・Phleiの 大 多 数(18/20=90%)がmalonate

をC源 と して 利 用 した 。malonateをC源 と して 利 用 す

る菌 株 は 抗 酸 菌 に は 比較 的 まれ で,M・Phleiの ほ か にM..

smegmatisの 大 多 数 とM・thermoresistibileの 一 部 お よ

びM・Parafortuitumに よつ て利 用 され るの み で あ る。

M.ノbrtuitumは これ を 利 用 しな い の で,区 別 点 の 一・つ

とな る。(後 述)

本 報 に使 用 した20株 は,い ず れ も標 準株 とし て保 存

され て いた もの で あ るが,わ れ わ れ が 最 近 土 壌 か ら分 離

し たM.Phleiと 同定 せ ざ るを え な い 菌 株 はmalonate

を利 用 しな い 。 しか し これ ら新 分 離 株 の同 定 に つ い て

は,な お 検 討 を 続 け た い。

(9)ほ とん ど全 部 の 株 が,従 来 知 られ るglucose,

trehalese,mannito1お よびsorbite1の ほ か に,ethanol.

propano11,3一 お よび2,3-butyleneglycolsをC源 と し

て 利 用 した。91ycolsのC源 と して の 利 用 は,M.Phlei

の ほ か にM.smegmatisお よびM.プbrtuitumに 限 ら

れ るの で,こ れ も重 要 な 性 状 の 一 つ とい え る。

MycobacteriumPhleiの 同 定 法

M・Phletは そ の 大 多数 が52℃ に 発 育 し,全 株 が 少

な く と も45℃ に発 育 す るの で,同 定 は比 較 的 容 易 で あ
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Table2。PhysiologicalCharactersofMンooう σ6ま〃f露 辮phlei

P猶operty
No.ofstrai獄s

showiagpositive

feat雛fe

Pmperty

一
No.ofstraips

showiagposit三ve

feature

UtilizatiOnaS

growth:

Glucose

Mannese

Galactose

Arabinose

Xylose

Rhamnose

Trehalose

Raffinose

Inositol

Mannitol

Sorbitol

Fructose

Sucrose

Ethanol

Propanol

soleCs◎urcefor

Propyleneglycol

1,3-butyleneglyco1

1,4-butyleneglycol

2,3-butyleneglycol

Acetate

Citrate

Succinate

Malate

PyrUvate

十

十

土

十

土

一

十

十

十

十

土

十

十

不

十

【}

十

十

不

十

十

十

)

)

)

ヘ
ノ
)

)

)

ヘ
ノ

ヘ
ノ

)

)

ヘ
ノ

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

0

7

3

6

0

1

6

0

0

0

0

8

0

0

0

8

6

1

6

0

4

0

0

0

2

1

1

1

1

(

1

(

(

2

2

1

1

2

2

(

1

(

1

2

(

2

2

2

(

(

(

(

(

1
＼

1
＼

(

(

(

(

〆
＼

(

〆
＼

!
㍉

(

(

(

Benzoate

Fumarate

Malonate

UtilizationasNs◎urceforgrowth:

レGlutamate

L-Serine

レMethionine

Acetamide

Benzamide

Urea

Pyrazinamide

Nicotinamide

Iso捻icotinamide

Succinamide

Nitrate

Nitrite

UtilizationassimulteneousNand

Csourceforgrowth:

L-Glutamate

L-Serine

Glucosamine。HCl

Acetamide

Benzamide

Mo轟oethanolamine

Tri鵬ethylenediamine

十

十

十

土

±

十

一

十

十

十

十

十

十

一

午

十

十

(0/20)

(18/26)

(18/20)

(20/20)

(10/20)

(12/20)

(20/20)

(0/20)

(20/20)

(20/20)

(20/20)

(1/20)

(1/20)

(20/20)

(17/20)

(20/20)

(0/20)

(4/20)

(20/20)

(0/20)

(0/20)

(20/20)

Table3. Differentiationofルfycobacterium助 」θ`fromOtherMycobacteria

(ldentificationof堰 ソcobacteriu〃z」phleの

No.ofstrainsshowiRgPos三tivefeature

No.of

strains
Character

Sτra菰ns

tested GrOwth
at52℃

Acetam三de

asNC

SO"rce

Trimethyレ

e轟ed三aml量 蕊e

asNC

source

Growth
at45℃

MORoetha-

nolami簸e

asNC

source

Benzamide
asNC
source

Malonate
asCsource

M.魏z8疹

M.fhθ γ携0γ{2sfsガ 扉 」θ

M.s〃 診68甥 σ露s

ルf。ノbγ如 ∫彦μ甥*

M.ω 伽 甥

No叩hotochromogens

20

44

24

63

14

48

16

39

0

0

0

0

20

0

24

61

0

0

20

0

24

63

0

0

20

44

24

63

10

22

0

0

23

63

0

0

0

0

23

0

0

0

18

13

22

0

0

0

*OnlyM .ノ'ortuituMstrainsthatcaRgroWat45℃areshowninthistable.

る。 抗酸 菌 で45℃ に発 育 す る菌 種 は 限 定 され るか らで 大 部 分 のM・Phleiは52℃ に 発 育す る の で,M.Phlei

あ る◎ ・ の 同定 には 上 記3性 状 の 証 明 で 通 常 十 分 で あ る。 した が

被 検 菌 が52℃ に 発 育 す れ ば,52℃ 発 育 菌 はM.Phtei

とM、thermoresistibiZeの2種 の み で あ るか ら,こ の両

者 を 区 別す れ ば よい。M.phleiはacetamideとTMD

をNC源 と して 利 用 す るが,M.thermoresistibileは 利

用 し な い の で,両 者 の区 別 は 容 易 で あ る。(表3)

つてM・Phlei同 定の3大 性状 として つ ぎの3点 をあげ

うる◎(1)52℃ 発 育。(2)acetamideをNC源 とし

て利用す る。(3)TMDをNC源 として 利用す る。'

本 報に示 した ごとくM・Phleiの 全部が52℃ に発育

す るわけではな く,中 には45℃ に しか発育 しない株 も
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あ る。 この よ うな 株 を 同定 す るに は さ らに 若 干 の 検 査 を

追 加す る必 要 が あ る。 表3に は45。C以 上 に発 育 可 能 の

抗 酸 菌 を 一 括 した。 表3に 示 す ご と くM・Phlei,M・

theγmoγesistibileの ほ か に,M.smegpmatis,M.foγtu-

itumの 一 部,M.avium,nonphotochromogens(Run-

yon'sgroup皿)の 一 部 も45℃ に 発 育す る。 これ らと

M.phleiを 区 別 す るに は,monoethanolamine(MEA)

とb6nzamideのNC源 と して の利 用 お よびmalonate

のC源 として の 利 用 を 検 す れ ば よい◎ 表3に 示 す ご と く

M.smegmatisお よ びM・ プbrtuitumはMEAをNC

源 として 利 用 す る◎ この ほ か にM・smegmatisはbenz-

.amideを 利 用 す る点 でM・Phleiと 区 別 され,M・fortu-

2t
umはmalonateをC源 とし て利 用 しな い 点 で 区 別 さ

.れる。 この ほかM・ プbrtuitumに は 容 易 に 区別 で き る特

異 な性 状 が あ る18)◎M.aviumお よびnonphotochr◎mo-

gensは 発 育 も遅 い し,acetamideお よびTMDをNC

源 と して利 用 しな い し,ま たmalonateもC源 と して利

用 しな いの で 区 別 は 容 易 に で き る。

B6nicke8)のamidasepatternは 抗 酸 菌 の 同 定 に 最

も有 用 な方 法 の 一 つ で あ るが,M・Phleiの 同 定 に は 必

ず しも満 足す べ き結 果 を与 え な い◎M.Phleiはurease,

nicotinamidaseお よびpyrzinamidase陽 性 で あ るが,

M.thermoresistibile,M.smegmatisお よ びM.fortu・

itumも 同 じ反 応 を与 え る。 もつ と もM・smagmatisは

この ほ か にbenzamidase,isonicotinamidaseお よ び

succinamidaseも 陽 性 な ので 容 易 に 区 別 で き る◎ しか し

M。fortuitumと の区 別 は 必 ず しも容 易 で な い。 一 般 に

M.プbrtuitumはacetamidaseとallantoinaseも 陽 性

で あ るが,M.phleiで もacetamidase陽 性 の もの が あ

り(Wa40,Wa289,Trudeau,SP-11,CDC,伝 研 の6

株),M.fbrtuttumで もallantoinaseを 欠 く も の が 少

な か らず あ る。 した が つ て,amidasepatternだ け で は

両 者 を区 別 で きな い 場 合 が あ る◎M.PhleiとM・ther-

moresistibileと は 同一amidasepatternで 両 者 の 区 別

は で きな い。

補 遺◎7種 のN化 合物 のNC源 と して の利 用 の型 は,

発 育 の速 い抗 酸 菌 の 区 分 お よび 同定 に きわ め て 有 用 で あ

る。 そ の 方法 に つ い て は前 報 した が9),記 述 に 若 干 不足

が あ るの で本 報 で 追 加 した い。 検 査 方 法 は つ ぎの ご と く

で あ る。

基 礎 培地 はKH2POiO.59;MgSO4・7H200・59;

精 製寒 天(和 光 また は 栄 研),20・Og;蒸 留 水1,000

mZ。 これ につ ぎのN化 合 物 の1つ を加 え る。SodiumL-

glutamate3.49/1(水 を 含 む 市 販 品 で は4・09/1);L-

serine2.19/1;glucosamine・-Hcl2・59/1;acetami-

de,1.29μ;benzamide2・49/1;monoethanolamine

(MEA)6.19/1;trimethylenediamine(TMD)7・4

g/l。 す な わ ち 前 の5者 はo・02M,後 の2者 はo・1M
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の割合であ る◇後 め2者 は液体であ るか ら秤量叛で測

る。以上の7種 の培地 に,N化 合物 を添加 しないcontr◎1

を加 えて8種 の培地を一組 とす る◎10%KOHを 加えて

培地 のpHを7・0と して,8mlず つ中試験管に分注し

て,115。C30分 蒸気滅菌す る◎ ただしglucosamineの

入つた培地 は高圧滅菌をす ると培地 が固ま りに くくな る

ので,100◎C15分2日 間 の 間欠滅菌 とす る。滅菌後の

培地 は斜面に仕上げる◎以上の8種1組 の培地 に,卵 培

地 に発育 した被検菌を1白 金耳ずつ接種 して37℃ に培

養す る。 白金耳 は 外径3・5mm,内 径2・Ommの もの

を用いる◎接種の さいは菌塊 を新培地に もち こまぬよ う

に注意す る◎2週 後にcontrolと 比較 して 明らかに発育

を示す ものを利用陽性 とす る(発 育 の 遅い 菌 では4週

後に判定す る)。contro1培 地には発 育をほ とん ど認めず

発育の有無の判定は 明瞭に行ない うる◎ 各菌種 の1～2

株 について一度テス トしてお くと判定 は容易であ る◎

結 論

Numericalclassificationに よつて分類 された20株

の 晦 ωδα鹿 γ伽携 助 砺 の性状を記載 した。

M.Phleiの 同定 は(1)52℃ 発育,(2)acetamide

のNC源 とし て の 利用,(3)trimethylenediamine

のNC源 としての利用の3性 状 によ り行ない うる◎ しか

しM.Phleiの 中には52℃ に発育できないで,45。Cに

しか発育で きない ものもある。 こめ よ うな菌をM・Phlei

と同定す るに は,以 上 の(2),(3)の ほ か に,(4)

monoethanolamineお よびbenzamideをNC源 として

利用 しない ことと,(5)malonateをC源 として利用す

ることを証 明すれば よい。ただし,(5)の 性状 は必須で

はない。
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