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外排泵在肺炎克雷伯菌对左氧氟沙星耐药中的作用!
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""摘"要$目的"探讨肺炎克雷伯菌#Q6$中外排泵 d̀c38%3Ĵ38和hCV3介导的左氧氟沙星#:FP$耐药
机制"方法"选择分离自南京鼓楼医院集团仪征医院!")$年0月至!"!"年)!月的门诊和住院患者的)"+株

Q6#剔除同一患者相同部位的重复分离株$!采用微量肉汤稀释法检测Q6对常用抗菌药物的敏感性!根据药物
敏感试验结果随机选择!#株对:FP耐药的Q6作为试验组!!0株:FP非耐药的Q6作为对照组"采用羰基
氰氯苯腙泵抑制法检测Q6的外排泵表型!采用实时定量反转录6S2检测外排泵 d̀c38%3Ĵ38和hCV3相
应表达基因 d̀c3%@Ĵ8和hCV3的表达水平!采用常规6S2及测序检测@Ĵ2基因突变"分析两组Q6外排
泵基因表达水平的差异!:FP最低抑菌浓度#B=S$与外排泵基因表达水平间的关联性!以及两组Q6外排泵表
型的差异"结果"试验组与对照组Q6外排泵表型试验结果差异无统计学意义#!&"'"($"两组Q6外排泵
基因 d̀c3%hCV3表达水平差异无统计学意义#!&"'"($!而@Ĵ8表达水平差异有统计学意义#!$"'"($!且
试验组@Ĵ8表达水平与:FP的HGE!B=S呈正相关#>i"'(##!!$"'"($"试验组调控因子@Ĵ2突变率为

($'&X#)#株$!携带突变型@Ĵ2基因的Q6#)#株$与携带野生型@Ĵ2基因的Q6#)"株$之间@Ĵ8表达水平
差异无统计学意义#!&"'"($"结论"外排泵是介导Q6对:FP耐药的机制之一!3Ĵ38在外排泵介导Q6
对:FP耐药中具有明显作用(̀dc38和hCV3虽广泛分布于 Q6中!但并不是介导 Q6对:FP耐药的主要
机制"
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3H>%GDE% d̀c38@/4hCV3@̂C_-4CHU4-.>̂-AD>C4-/Q6!>%CU@̂C/G>>%C;@-/;CJ%@/-.;>%@>;C4-@>C.>%C
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""肺炎克雷伯菌$Q6%是临床常见的革兰阴性条件
致病菌(可以引起呼吸道)尿道)血流等多种感染性疾
病'除头孢菌素等#1内酰胺类抗菌药物之外(左氧氟
沙星$:FP%等氟喹诺酮类抗菌药物因为具有口服吸
收好)生物利用度高)不良反应少等优点(也常常作为
成年人Q6感染的治疗选择'但是(近年来 Q6引起
的医院感染及其耐药率逐年增高(尤其是以耐碳青霉
烯类药物为代表的多重耐药Q6感染的不断增加(常
常导致抗菌治疗失败)住院时间延长)治疗费用增加(
甚至病死率增高等不良后果(因而如何治疗多重耐药
Q6感染逐渐成为临床医师面临的难题'外排泵系统
的高度表达是Q6获得多重耐药的机制之一(其中属
于耐药结节分化$2IW%家族的 3Ĵ3815GHS外排泵
在肠杆菌科中检出率最高,)-'由外排泵介导的Q6对
碳青霉烯类)替加环素等抗菌药物的耐药机制研究已
屡见不鲜(而外排泵介导Q6对喹诺酮类耐药机制报
道相对较少'本研究拟探讨外排泵 d̀c38)3Ĵ38
和hCV3在Q6临床菌株中的基因表达情况及其在

Q6对:FP耐药中的作用(以期为临床预防和控制多
重耐药Q6感染提供更多理论参考'
$"材料与方法

$'$"菌株来源")"+株 Q6分离自江苏省仪征市南
京鼓楼医院集团仪征医院!")$年0月至!"!"年)!
月的门诊和住院患者(已剔除同一患者相同部位的重
复分离株'标本来源!重症监护病房!#株(呼吸内科

&)株(神经外科!"株(胸外科)&株(儿科+株(其他
科室)!株&标本类型!痰及肺泡灌洗液0#株(尿液)$
株(脓液及伤口分泌物0株(血液#株(导管&株'质
控菌株为大肠埃希氏菌 35SS!(*!!)Q6 35SS
0""+"&(均购自生物梅里埃公司'
$'%"主要仪器与试剂"NR61*!0"数显隔水式恒温
孵育箱$上海精宏医疗器械厂%&B-ĴG9J@/ O@HL1
3_@U*+6HD.细菌鉴定药敏分析仪$美国贝克曼公
司%&5N:1)$2冷冻高速离心机$珠海 RC;@医学仪
器公司%&I@/GŴGV!"""分光光度计$美国 5%Ĉ;G
公司%&38=0(""6S2仪$美国 38=公司%&:FP注射

液$浙江医药股份有限公司%&:8肉汤$杭州百思生物
技术公司%&水解酪蛋白$BR%琼脂$杭州滨河生物技
术公司%&细菌基因组实时定量反转录 6S2$d251
6S2%试剂盒$北京天根生化科技公司%&琼脂糖$广州
赛国生物科技公司%'
$'&"菌株鉴定和药物敏感试验$简称药敏试验%"所
有菌株的分离培养均严格按照*全国临床检验操作规
程+第#版操作(菌种鉴定和:FP等常规药敏试验
$微量肉汤稀释法%均由 B-ĴG9J@/ O@HL3_@U*+
6HD.系统完成'所有菌株的鉴定均通过6S2检测

V̂G8基因进行确认'药敏试验判断标准参照!")$版
临床实验室标准化协会$S:9=%B)"",!-执行(以:FP
的最低抑菌浓度$B=S%(!'""%E";: 为敏感(
B=Si#'""%E";:为中介(B=S'$'""%E";:为耐
药'随机选取!#株对:FP耐药的Q6作为试验组(
另随机选取!0株对:FP非耐药的Q6$!(株敏感(!
株中介%作为对照组进行后续试验'
$''"Q6的外排泵表型测定"参照文献,&1#-以 Q6
35SS0""+"&标 准 株 生 长 良 好 的 羰 基 氰 氯 苯 腙
$SSS6%溶液水平!(%E";:为外排泵抑制剂工作水
平&采用微量肉汤稀释法分别测定加入 SSS6前后

:FP对两组Q6的B=S(同时以不含药物的肉汤作为
生长对照'本试验以加入外排泵抑制剂后 :FP的
B=S值降低至原值的)"#或更低作为外排泵表型阳
性的判定标准'

$'("外排泵基因检测"采用d2516S2检测外排泵

d̀c38)3Ĵ38和 hCV3相应表达基因 d̀c3)@Ĵ8
和hCV3的表达水平'用阳离子调节的 BR 肉汤稀
释的隔夜细菌培养物在&(e下生长至对数阶段(摇
动混匀$!"" "̂;-/%'在无 2I@.C的环境中(用 5̂1
-KGH法从分离物中提取总 2I3'测定 2I3的产量
和质量(然后将2I3水平调整到)("/E";:'使用
反转录试剂盒将所有分离物的总2I3反转录成JW1
I3&然后用d2516S2$+"e&".&("e(;-/&*(e
)";-/&#"次循环*(e)(.和+"e);-/&+"e&"
.%对 靶 基 因 的 相 对 表 达 量 进 行 测 定'以 Q6
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35SS0""+"&作为参考菌株$表达水平i)%(用!M$$S>

方法根据管家基因^̂.T$Q6%的表达计算被测基因的
相对表达量(所有标本&复孔测定(取平均值'用于
上述基因检测的引物$表)%合成及上述试验由南京祖
和生物技术公司完成'

$')"@Ĵ2基因突变检测"对:FP耐药 Q6临床分
离株(用表)所述引物进行6S2并测序(以证实@Ĵ2
中相对于参考 Q6株 BNR0$(0$$S6"""+#0%,(-的突

变存在'

$'*"统计学处理"用 O%G/C>('+软件进行抗菌药物
敏感性统计&用9699!"'"软件通过?检验分析两组
之间基因表达水平的差异&用线性回归分析 B=S与
基因表达水平之间的关系&采用!! 或a-.%Ĉ 确切概

率法分析两组之间外排泵表型的差异'以!$"'"(
$双侧%为差异有统计学意义'

%"结""果

%'$"药敏试验及菌株确认试验结果")"+株 Q6对

:FP的敏感率为+*'$X$0#")"+%(中介率为&'$X
$#")"+%(耐药率为!+'#X$!$")"+%(见表!'̂ VG8基

因6S2电泳结果显示(随机选取的()株菌株均为

Q6(见图)'
表)""相关基因引物序列和产物长度

引物 引物序列$([M&[%
引物长度

$AV%

参考

文献

V̂G8 a!SN535SN5333N5N3SSN3SN ))# ,+-

2!NNSSN5555S35SS3NN55N

d̀c3 a!SNSN5S5SNNN353S355N3 )*" ,0-

2!3353NNNNSNN5S3S555NN

@Ĵ8 a!333S55SNSS3S53SN5S353 )($ ,$-

2!3NS5533SNSS5SN35S35

hCV3 a!35S3SS35NNNS3SNS5NNNSN3S #") ,*-

2!5NSSSSNSN5SSNN35S3SN353S

@Ĵ2 a!NS533NS5NSS5N3N3NS35 *+* ,(-

2!35NS3335NSSNN3N3353S

^̂.T a!N5S35S35NNSSS553SN3N *# ,$-

2!3S55535N3NN5SSNS55NS5

表!"")"+株Q6对常用抗菌药物的药敏试验结果)X&/'*

抗菌药物 敏感 中介 耐药 抗菌药物 敏感 中介 耐药

替加环素 *#'&$)""% &'$$#% )'*$!% 氨曲南 (*'($+&% !'$$&% &0'0$#"%

氨苄西林 "'"$"% "'"$"% )""'"$)"+% 厄他培南 $&'"$$$% "'"$"% )0'"$)$%

氨苄西林"舒巴坦 ("'"$(&% 0'($$% #!'($#(% 亚胺培南 0&'+$0$% !'$$&% !&'+$!(%

哌拉西林"他唑巴坦 0$'&$$&% "'"$"% !)'0$!&% 美罗培南 0!'+$00% )'*$!% !('($!0%

头孢唑林 +#')$+$% &'$$#% &!')$&#% 环丙沙星 +*'$$0#% !'$$&% !0'#$!*%

头孢呋辛 ("'*$(#% &'$$#% #('&$#$% :FP +*'$$0#% &'$$#% !+'#$!$%

头孢曲松 +"'#$+#% !'$$&% &+'$$&*% 阿米卡星 $#'"$$*% !'$$&% )&'!$)#%

头孢他啶 +0'*$0!% !'$$&% !*'!$&)% 妥布霉素 0+'#$$)% #'0$(% )$'*$!"%

头孢噻肟 +0'*$0!% "'"$"% &!')$&#% 庆大霉素 00'#$$!% "'"$"% !!'+$!#%

头孢吡肟 0#'($0*% "'"$"% !('($!0% 甲氧苄啶"磺胺甲唑 0)'0$0+% "'"$"% !$'&$&"%

头孢西丁 0!'+$00% &'$$#% !&'+$!(%

""注!试验组")"!#分别对应菌株号为:FP12!):FP120):FP12))):FP12)():FP12!+):FP12&!):FP12&*):FP12#!):FP12(&):FP1
2+0):FP12+*):FP120)):FP120!):FP120#):FP1200):FP120*):FP12$*):FP12*#):FP12*+):FP12*0):FP12)""):FP12)"+):FP1
2)"$):FP12)))的Q6&对照组")"!0分别对应菌株号为:FP19++):FP19+$):FP190"):FP190():FP190+):FP190$):FP19$"):FP19$))

:FP19$!):FP19$&):FP19$#):FP19$():FP19$+):FP19$0):FP19$$):FP19*"):FP19*)):FP19*!):FP19*&):FP19*():FP19*$):FP19**)

:FP19)")):FP19)"!):FP19))&):FP19+!):FP19)"&的 Q6'B 为 WI3 B@̂LĈ(条带大小从上至下依次为)""")0"")("")#"")&"")!"")

)""AV'

图)""试验组与对照组 V̂G8基因6S2电泳结果
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%'%"外排泵表型试验结果"随机选择的()株 Q6
中(*株外排泵表型试验结果为阳性$)0'+X%'参照

S:9=B)""$9!$%标准(试验组中有&株Q6表现为外
排泵表型试验阳性(其中!株对:FP耐药逆转为敏
感&对照组中有+株Q6表现为外排泵表型试验阳性(
其中!株对:FP中介的菌株均表现为外排泵表型试
验阳性(且均逆转为敏感(!(株对:FP敏感的菌株中
有#株表现为外排泵表型试验阳性'试验组)对照组

外排泵表型试验结果差异无统计学意义$!!i"'!*&(

!&"'"(%'见表&'

%'&"d2516S2结果"两组 Q6外排泵基因 d̀c3)

hCV3表达水平差异无统计学意义 $?i"'+())

M"'++*(!i"'()$)"'("+(图!3)!8%(而@Ĵ8表达
水平差异有统计学意义$?i)!'0+(!$"'"")(图

!S%(且试验组@Ĵ8表达水平与:FP的HGE!B=S呈
正相关$>i"'(##(!i"'""+(图!W%'

表&""两组Q6临床分离株外排泵表型试验结果

组别 菌株号
B=S$%E";:%

:FP :FP7SSS6

外排泵

表型试验
组别 菌株号

B=S$%E";:%

:FP :FP7SSS6

外排泵

表型试验

对照组 :FP19++ "'!( "'!( M 试验组 :FP12! +#'"" &!'"" M

:FP19+$ "'!( "'!( M :FP120 +#'"" &!'"" M

:FP190" )'"" "'!( 7 :FP12)) $'"" "'(" 7

:FP190( "'!( "'!( M :FP12)( )!$'"" )!$'"" M

:FP190+ "'!( "'!( M :FP12!+ $'"" !'"" 7

:FP190$ "'(" "'!( M :FP12&! ()!'"" !(+'"" M

:FP19$" )'"" "'!( 7 :FP12&* )+'"" $'"" M

:FP19$) "'!( "'!( M :FP12#! )!$'"" )!$'"" M

:FP19$! "'!( "'!( M :FP12(& )!$'"" +#'"" M

:FP19$& "'!( "'!( M :FP12+0 +#'"" +#'"" M

:FP19$# "'!( "'!( M :FP12+* &!'"" &!'"" M

:FP19$( "'!( "'!( M :FP120) !(+'"" )!$'"" M

:FP19$+ "'!( "'!( M :FP120! +#'"" &!'"" M

:FP19$0 "'(" "'!( M :FP120# +#'"" +#'"" M

:FP19$$ "'(" "'!( M :FP1200 +#'"" +#'"" M

:FP19*" "'!( "'!( M :FP120* +#'"" +#'"" M

:FP19*) "'!( "'!( M :FP12$* )!$'"" +#'"" M

:FP19*! )'"" "'!( 7 :FP12*# +#'"" )+'"" 7

:FP19*& "'(" "'!( M :FP12*+ +#'"" +#'"" M

:FP19*( "'!( "'!( M :FP12*0 )!$'"" )!$'"" M

:FP19*$ "'!( "'!( M :FP12)"" !(+'"" !(+'"" M

:FP19** "'!( "'!( M :FP12)"+ &!'"" &!'"" M

:FP19)") )'"" "'!( 7 :FP12)"$ )+'"" $'"" M

:FP19)"! "'!( "'!( M :FP12))) &!'"" )+'"" M

:FP19))& "'!( "'!( M

:FP19+! #'"" )'"" 7

:FP19)"& #'"" "'!( 7

""注!M表示外排泵表型试验结果阴性&7表示外排泵表型试验结果阳性'

%''"@Ĵ2基因突变检测"试验组@Ĵ2基因6S2扩
增后琼脂糖凝胶电泳及测序结果显示菌株"!$:FP1
20%)"&$:FP12))%)"($:FP12!+%)"0$:FP12&*%)

))$:FP12+*%))!$:FP120)%))$$:FP12*#%)!)
$:FP12)""%)!&$:FP12)"$%)!#$:FP12)))%扩增
出*+*AV大小$野生型%的目的片段(而其余)#株

$($'&X%均扩增出!"""AV大小$突变型%的条带$图

&%'经测序比对(两种产物与美国生物信息中心基因
库$%>>V.!""AH@.>'/JA-'/H;'/-%'EG]"8H@.>'JE-%中

Q6株 BNR0$(0$序列一致性达到*$X以上'突变
型菌株序列改变主要为碱基置换$图#)(%')"株携
带野生型@Ĵ2基因的菌株与)#株携带突变型@Ĵ2

#00$)#国际检验医学杂志!"!!年$月第#&卷第)(期"=/>?:@ABC4!3DED.>!"!!!FGH'#&!IG')(



基因的菌株@Ĵ8基因表达水平差异无统计学意义 $?[i"'**&(!i"'&#0%'

""注!3)8)S分别为两组Q6外排泵基因 d̀c3)hCV3)@Ĵ8表达水平比较&W为外排泵基因@Ĵ8表达水平与HGE! B=S间关系散点图''

图!""两组Q6外排泵基因 d̀c3#@Ĵ8#hCV3表达水平比较及@Ĵ8表达水平与HGE! B=S的关系图

""注!")"!#分别对应试验组菌株号为:FP12!):FP120):FP12))):FP12)():FP12!+):FP12&!):FP12&*):FP12#!):FP12(&):FP1

2+0):FP12+*):FP120)):FP120!):FP120#):FP1200):FP120*):FP12$*):FP12*#):FP12*+):FP12*0):FP12)""):FP12)"+):FP1

2)"$):FP12)))的Q6&B为WI3 B@̂LĈ'

图&""试验组@Ĵ2基因6S2电泳结果

图#""试验组部分突变型菌株@Ĵ2基因正向测序峰图

图(""试验组部分突变型菌株@Ĵ2基因碱基序列比对图

&"讨""论

""Q6是临床常见的条件致病菌(!")*年SR=IT5
三级医院数据表明(其在临床标本中的检出率为)('
)0X(仅次于大肠埃希氏菌(且该菌对碳青霉烯类的
耐药率呈持续上升趋势(对亚胺培南和美罗培南的耐
药率分别从!""(年的&'"X)!'*X上升至!")*年的

!('&X)!+'$X(对环丙沙星耐药率从!""(年的

#)'"X逐年下降至!")#年的!!'#X后又回升至

!")*年的&$')X(对 :FP 的耐药率从!")0年的

!+'+X上升至!")*年的&&'#X,)"-'本研究中)"+
株Q6对亚胺培南和美罗培南的耐药率分别为

!&'+X和!('(X(对环丙沙星和:FP的耐药率为分
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别为!0'#X和!+'#X(均低于全国水平'分析差异
产生的原因(可能与南京鼓楼医院集团仪征医院收治
病种及抗菌药物可选种类与三级医院不同有关(后者
收治患者病情相对复杂(医院获得性感染及多重耐药
菌感染常见(抗菌药物选择压力大(导致多种抗菌药
物的耐药率较高'

:FP属于第&代喹诺酮类抗菌药物(一般用于治
疗成人呼吸道)泌尿生殖道和皮肤软组织等感染(该
药具有广谱抗菌作用(对多数肠杆菌目细菌)革兰阳
性菌)肺炎支原体和衣原体有抗菌作用'本研究表明

:FP体外抗菌活性强于第!代喹诺酮类抗菌药物环
丙沙星(这与全国数据一致,)"-':FP主要作用机制
是通过抑制细菌WI3解旋酶的活性(阻止细菌WI3
的合成而导致菌体死亡'

研究表明(Q6对氟喹诺酮类抗菌药物的耐药机
制除了WI3解旋酶和拓扑异构酶突变之外(质粒介
导耐药)外膜通透性下降以及外排泵因素都有作
用,)())1)!-'3Ĵ3815GHS外排泵系统广泛分布于革兰
阴性菌中(属于2IW超家族(以质子驱动力为能量(
通过外排泵将进入菌体内的药物或对自身有害的物

质排出体外,)-'同时文献,#()&-报道(Q6 3Ĵ381
5GHS外排泵可能与其毒力有关(该外排泵主要由膜
融合蛋白$3Ĵ3%)外排转运蛋白$3Ĵ8%和外膜通道
蛋白$5GHS%&部分组成'有关外排泵介导Q6耐药多
见于Q6对碳青霉烯类)替加环素等限制使用级抗菌
药物耐药的报道中,$()&1)#-(但有关外排泵介导 Q6对

:FP耐药性与外排转运蛋白相关基因表达水平和调
节因子变异之间关系的研究尚不多见'本研究显示(
对:FP耐药的!#株Q6$试验组%中(有&株表现为
外排泵表型试验阳性(其中!株对:FP耐药逆转为
敏感&对:FP非耐药的!0株Q6$对照组%中(+株表
现为外排泵表型试验阳性(其中!株对:FP耐药逆
转为敏感(但两组的外排泵表型试验结果差异无统计
学意义$!&"'"(%(这说明外排泵可能广泛流行于

Q6中(但本研究样本量小(其真实差异有待进一步研
究'值得一提的是(本研究是一项回顾性分析(!")*
年S:9=将肠杆菌目 :FP 的敏感性折点修订至

B=S("'(%E";:(若以此为标准则外排泵表型阳性
菌株均集中在对:FP耐药和中介的菌株中(且中介
菌株全部表现为外排泵表型阳性并可逆转为对:FP
敏感'该结果说明外排泵在Q6对:FP的耐药机制
中起到一定作用'本研究进一步分析了Q6&种外排
泵转运蛋白相关基因 d̀c3)hCV3和@Ĵ8表达水平
与:FPB=S的关系(结果显示 d̀c3)hCV3表达水
平与 B=S的升高并无相关性(这与文献,$-报道相
近'但试验组与对照组的@Ĵ8表达水平差异有统计
学意义$?i)!'0+(!$"'"")%(且@Ĵ8表达水平与

:FP的HGE!B=S呈正相关$>i"'(##(!i"'""+%(说
明3Ĵ38外排系统可能是介导 Q6耐药的一个重要
机制'需要指出的是(本研究中 d̀c3在对:FP敏
感的Q6中的表达水平高于对:FP耐药的Q6(这与
翟俊斌,)(-等关于对碳青霉烯类耐药的 Q6的研究一
致'类似的研究结果表明 d̀c38外排系统虽广泛分
布于Q6中(但并不是介导 Q6对:FP)碳青霉烯类
等抗菌药物耐药的机制(这与以往的报道不同,)+1)0-(
其机制和原因有待深入研究'

研究表明(3Ĵ3815GHS外排泵的调控体系中(整
体调控因子 B@̂3和2@;3增加该泵的外排作用(局
部调控因子@Ĵ2阻遏 3Ĵ38的外排作用,)$-'据此
推断@Ĵ2的低表达或突变导致的外排阻遏功能缺失
将会导致细菌耐药性增高(本研究分析了对:FP耐
药的Q6的局部调控因子@Ĵ2的突变现象(在!#株
耐药的Q6中(有)#株$($'&X%发生了@Ĵ2基因突
变(突变的主要类型为碱基置换'但携带突变型@Ĵ2
基因的Q6$)#株%的@Ĵ8基因表达水平并不显著高
于携带野生型@Ĵ2基因的Q6$)"株%'因而推测@J1
2̂因子的阻遏调节在 3Ĵ3815GHS外排泵介导的

Q6对:FP耐药中不占主导作用(在)"株含野生型

@Ĵ2基因的对:FP耐药的 Q6中(其他机制可能共
同介导了该菌对:FP的耐药'本研究尚存在一定局
限性(如样本量较小(还需积累样本量(对 d̀c3在对

:FP敏感Q6中的表达水平高于对:FP耐药Q6的
机制进一步研究'

综上所述(外排泵 d̀c38)3Ĵ38和hCV3虽然
广泛流行于革兰阴性菌中(尤其是 d̀c38在 Q6中
广泛表达(但介导 Q6对:FP耐药的主要外排系统
是3Ĵ38'
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@̂U%G.V->@H-/S%-/@!̂C.DH>.\̂G;@&1UC@̂ VĈ-G4,?-'
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