


18 afios de vacunacidn obligatoria a cepa 19, ha-
biéndose alcanzado coberturas de vacunacidén cerca-
na al 90 %, utilizandose como prueba diagnédstica la
aglutinacion en placa y en un numero limitado de
sueros la aglutinacién en tubo, las que como se dijo
no son las mas eficaces, no existiendo informacion
alguna sobre el comportamiento de pruebas como
Rosa Bengala, Mercaptoetanol y Fijacion de Com-
plemento.

El objetivo del presente trabajo es evaluar el com-
portamiento de las pruebas de Rosa Bengala, Fija-
cién de Complemento, Mercaptoetanol y Aglutinacion
en Tubo y Placa en sueros bovinos del pais, con el
propdsito de adoptar un criterio diagnostico aplicable
a las futuras etapas de control y erradicacion.

MATERIAL Y METODO:

Muestra: Se analizaron 20.665 sueros provenien-
tes de bovinos hembras vacunados con cepa 13 se-
gun las disposiciones reglamentarias (5) y clasifica-
dos por su edad de acuerdo a tabla dentaria (2, 4
y 6 o mas dientes), remitidos por Veterinarios para
efectuar diagnéstico de Brucelosis, demorando entre
24 vy 48 horas en arribar al Laboratorio, siendo en
su mayoria enviados sin refrigerar.

Ademas de los sueros enunciados, se incluyen en
la muestra 251 con titulo a las pruebas de agluti-
nacién en placa y/o tubo computindolas en la com-
paracién entre ambas pruebas, (*)

Técnicas serologicas: Se practicaron las siguientes
pruebas: Seroaglutinacién en placa (S.A. P.) (8),
Rosa Bengala (R.B.) (10), seroaglutinacién en tubo
(S.AT.) (8), Prueba de Mercaptoetanol (M.E.)
(10) y Fijacion de Complemento (F.C.). Para la
prueba de F.C. se siguié la técnica del C.D.C. adop-
tada a Brucelosis por el Centro Panamericano de
Zoonosis. (12) Para la prueba de Rosa Bengala se
emplearon placas de cirmica (**) y agitador me-
canico de fabricacién nacional regulado a 14 osci-
laciones por minuto.

En la interpretacion de la prueba de M E. se si-
guieron 2 criterios:

a) Titulo significativo de infecciéon, toméandose co-
mo postivo un titulo de 1/25 (27) y como sos-
pechoso 1/25 1. (24)

b) Persistencia del titulo obtenido con S AT. y en
el suero tratado con 2 Mercaptoetanol.

Para la prueba de F.C. se us6 antigeno para la
prueba de S.A.T. (suspensidén de cepa 1119.3 al
4.5 %) diluido 1/300, diluciones de 1/5, 1/10,
1/20, 1/40 de los sueros problemas y fijacién en
frio 24 horas a 4° C.

Con dicha técnica el segundo suero Patrén Inter-
nacional y el ‘‘3er. British Anti-Brucela Abortus Se-
ra”’ da un titulo final de 1/480.

Para la interpretacidén de la prueba se siguié el
siguiente criterio que se expresa en el cuadro que
sigue. (2) (11) (18)

ACTIVIDAD CON
RESPECTO AL
SUERQO PATRON

DILUCIGON
SUERO PROBLEMA

1/5 1/96
1/10 1/48
1/20 1/24
1/40 1/12

BOVINO HEMBRA
NO VACUNADO

BOVINO HEMBRA VACU-
NADO CON CEPA 19***

20 MESES
Negativo Sospechoso
Sospechoso Positivo
Positivo Positivo
Positivo Positivo

Procesamiento de la muestra: Se procesaron 20.665
sueros mediante las prueubas de R.B. y S.A.P.

De acuerdo a los resultados de la prueba R.B. se
eligieron 694 sueros R.B. positivos y 1.002 negati-
vos, que representaban el 60.82% y 5,14 % res-
pectivamente de cada categoria, dichos sueros se con-
servaron a — 700 C hasta la realizacién de las prue-
bas de F.C., ME., y S AT, 251 sueros fueron sola-
mente procesados por las pruebas de S AP. y SAT.

En la evaluacién de las pruebas seroldgicas se tomd
como patrén la prueba de F.C.

Anilisis estadistico: Los resultados de cada suero

Resultados: En el Cuadro 1 se muestran los resultados S.AP.
5,52 % son positivos a la prueba de R.B., 0,83 % p ositivos y 5,68 % sospechosos a la prueba de S.A.P.

se computaron en tarjetas perforadas (*) para faci-
litar la clasificacidon de los resultados.

Se efectué prueba de Chi2 en 618 sueros R.B.
positivos, discriminados por edad y titulo a la F.C.

En 1237 sueros se efectud la media geométrica
y desviacion standard de los titulos a las pruebas de
S.AT. y SAP. La media geométrica se calculé en
base a los titulos aglutinantes, en el caso de agluti-
naciones incompletas se tomé un valor medio entre
los titulos correspondientes a las diluciones inme-
diatas sugerior e inferior respectivamente.
de 20.665 sueros a las pruebas de R.B. y

.

CUADRO 1. RESULTADOS DE 20.665 SUEROS A LAS PRUEBAS DE ROSA BENGALA Y
SERO AGLUTINACION EN PLACAS.
ROSA BENGALA SUERO AGLUTINACION EN PLACAS TOTALES
NEGATIVOS SOSPECHOSOS POSITIVOS

—_ 18.830 680 14 19.524
(94.48 %)
+ 489 495 157 1.141
(5.52 %)
TOTALES 19.319 1.175 171 20.665
(93.49 %) (5.68 %) (0.83 %) (100 %)
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En el Cuadro 2 se muestra la distribucion de 623 sueros R.B. positivos a las pruebas de S.AP. y F.C,
16,53 % fueron positivos y el 17,34 % sospechosos a la prueba de F.C. En 178 sueros que eran negativos
a la prueba de S.A.P. pero con titulos entre 25 L.U.1. y 50 U.l, 15.17 % fueron positivos y 15.17 %

sospechosos a la prueuba de F.C.

CUADRO 2. DISTRIBUCION DE 623 (*) SUEROS ROSA BENGALA POSITIVOS FRENTE A LA
SEROAGLUTINACION EN PLACA (S.A.P) Y FIJACION DE COMPLEMENTO.

FIJACION DE COMPLEMENTO

S.A.P. TOTAL
NEGATIVOS SOSPECHOSO0S POSITIVOS

NEGATIVOS (**) 124 (69.66 %) 27 (15.17 %) 178 (100 %)

SOSPECHOSOS 268 (70.52 %) 50 (13.16 %) 380 (100 %)

POSITIVOS 20 (36.77 %) 26 (40.00 %).7 65 (100:6)

TOTAL 412 (66.13 %) 108 (17.34%) 103 (16.53 %) 623 (100 %)

(*) No se incluyen 71 sueros con actividad anticompiementaria.
(**) Los sueros negativos a la S.AP. tienen titulos desde 25 L.U.l. a 50 U.l.

Los resultados de la distribucién de 596 sueros R.B. positivos a las pruebas de S.A.T. y F.C. son mostra-
dos en el Cuadro 3, resultando que el 17.28 % de los sueros son positivos y el 17.28 % sospechosos a
fa F.C. En 193 sueros que eran negativos al S.AT. pero con titulos de 25 LLU.l. y 50 U.l. el 1451 %
fueron positivos y 14.51 % sospechosos a la prueba de F.C.

CUADRO 3. DISTRIBUCION DE 59 (*) SUEROS ROSA BENGALA (RB) POSITIVOS FRENTE A
LA SEROAGLUTINACION EN TUBO (SAT) Y LA FIJACION DE COMPLEMENTO (FC).

FIJACION DE COMPLEMENTO

S.AT TOTAL
NEGATIVOS SOSPECHOSOS POSITIVOS

NEGATIVOS (**) 137 (70.98 %) 28 (14.51 %) 193 (100.00)

SOSPECHOSOS 236 (68.01 %) 50 (14.41 %) 347 (100.00)

POSITIVOS 17 (30.36 %) 25 (44.54 %) 56 (100.00)

TOTAL 390 (65.44 %) 103 (17.28%) 103 (17.28 %) 5% (100.00)

(*) NO SE INCLUYEN: 27 Sueros no procesados y 71 con actividad anticomplementaria.
(**) Los sueros negativos al SAP tienen titulos entre 25 U.l. a 50 U.L

En el Cuadro 4 se expresan los resultados a la prueba de F.C. de 618 sueros R.B. positivos discriminados
por la edad de acuerdo a la tabla dentaria, en la categoria de 6 dientes o més, el 23.31 % resultaron po-
sitivos a la prueba de F.C. y en la categoria de 2 y 4 dientes el 14.13% y el 12.68 % positivos respec-
tivamente, existiendo diferencias significativas entre este Gltimo grupo y el primero en su comportamiento

frente a dicha prueba (P < 0.5%).

Sueros conservados en el laboratorio (C.1.VET.),

a —709 C provenientes de un muestreo de pre-
valencia.
Cérmica M.R. laminado sintético de la melami-
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na Formaldehido.

*** Vacunados de 3 a 6 meses.
(*) Unisort Analysis Card Form y D. Burroughs Co.

Todd, Div. US.A,
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CUADRO 4. DISTRIBUCION DE 618 (*) SUEROS ROSA BENGALA POSITIVOS FRENTE A LA
FIJACION DE COMPLEMENTO Y EDAD (EXPRESADA EN DIENTES).

FIJACION DE COMPLE
EDAD MENZO TOTAL

NEGATIVOS SOSPECHOSOS POSITIVOS

6 y mas dientes 101 (52.33 %) 47 (24.35 %) 45 (23.31 %) 193 (100 %)
4 dientes 106 (71.14 %) - 25 (16.78 %) 18 (12.08 %) 149 (100 %)
2 dientes 202 (73.19 %) 35 (12.68 %) 39 (14.13 %) 276 (100 %)

TOTAL 409 (66.18%) 107 (17.31%) 102 (16.50 %) 618 (100 %)

(*) No se incluyen: 5 sueros por no conocerse la edad y 71 por ser anticomplementarios. La diferen-
cia entre positivos y/o sospechosos de 6 y mas dientes con respecto a los de las categorias de 2
y 4 dientes es significativa estadisticamente (P = < 0.5 %).

En el Cuadro 5, se muestra la distribucién de 662 sue ros R.B. positivos frente al M.E. discriminadoes por edad.

CUADRO 5. DISTRIBUCION DE g62 (*) SUEROS ROSA BENGALA POSITIVOS FRENTE A LA
PRUEBA DE MERCAPTOETANOL Y EDAD (EXPRESADO EN DIENTES).

EDAD NEGATIVOS POSITIVOS TOTAL
6 dientes 156 (72,95 %) 58 (27,05 %) 214 (100 %)
4 dientes 192 (79,01 %) 51 (20,99 %) 243 (100 %)
2 dientes 158 (77,08 %) 47 (22,92 %) 205 (100 %)
TOTAL 506 (100,0 %) 156 (23,56 %) 662 (100 %}

(*} No se incluyen 32 sueros no procesados en la prueba de Mercaptoetanol.

Al comparar 1237 sueros con titulo a las pruebas de S.A.P. y/o S.AT., se observa que sdlo el 30.15 %
coinciden en los titulos, mientras que el 9,3% coinciden mis menos la dilucién inmediata superior o inferior.
La media geométrica en la prueba de S.AP. fue de 31 U.l. y de 27 U.l. en la prueba de S.A.T., siendo
las desviaciones standard respectivamente de 3.5 U.l. y 4 U.l. La suma de positivos y sospechosos en la
S.AP. fue de 30.71% y 31.11 % en la S.AT. y los reactores positivos 4.52% y 3.79 % respectiva-
mente.

Los resultados de 1498 sueros a las pruebas de M.E. (tomando 1/25 como positivo) y la F.C. se mues-
tran en el Cuadro 6. En é! se observa que en sueros sin titulo a la F.C., 97.88 % dieron negativo al M.E.
y en los con titulo 1/40, el 83.33 % dio positivo al M.E. En los sueros con titulo de 1/5, 1/10y 1/20
a la F.C., la relacion fue menos estrecha entre ambas pruebas. Con respecto a la persistencia del titulo en
el suero tratado con 2 Mercaptoetanol, se encuentra una relacion amplia.

CUADRO 6. DISTRIBUCION DE 1948 (*) SUEROS A LAS PRUEBAS DE MERCAPTOETANOL Y
FIJACION DE COMPLEMENTO.

FIJACION DE MERCAPTOETANOL (*
COMPLEMENTO TOTAL
S. T. 25 1 (*) 25y > 25 (**)
S. T () 1152 (97.88 % 5 (0.42 %) 20 (1.70 %) 1177 (100 %
L5 81 (80.20 %) 3 (297 %) 17 (16.83 %) 101 (100 %)
1:10 77 (63.64 %) 13 (10.74 %) 31 (25.62 %) 121 (100 %
1:20 28 {49.12 %) 6 (10.53 %) 23 (40.35 %) 57 (100 %)
1:40 6 (14.29 %) 1 (2.38 %) 35 (83.33%) 42 (100 %)
TOTAL 1344 (89.72) 28 (1.87) 126 (8.41) 1498 (100.00)

(*) No se incluyen 122 por anticomplementarios y 77 que no fueron procesados.
(**) Reciproca del titulo.
{***) S. T. = Sin titulo.
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En el Cuadro 7, se muestran los resultados de 952 sueros R.B. negativos a las pruebas de SAP. y F.C., 4
sueros resultaron positivos v 19 sospechosos a la prueba de F.C. De los 4 sueros positivos a la F.C. 3 eran
negativos (25 L.U.l. y 50 U.l.) y 1 sospechoso (100 U.l.) a la prueba de S.A.P. En los 19 sucros sospe-

chosos 11 resultaron sospechosos y 8 negativos a la prueba de S.A.P.
CUADRO 7. DISTRIBUCION DE 952 (*) SUEROS ROSA BENGALA NEGATIVOS FRENTE A LA
SEROCAGLUTINACION EN PLACA Y FIJACION DE COMPLEMENTO.
S. A P. FIJACION DE COMPLEMENTO TOTAL
NEGATIVOS SOSPECHOSOS POSITIVOS
NEGATIVOS (**) 778 8 3 789
SOSPECHOSOS 145 11 1 157
POSITIVOS 6 — — 6
TOTAL 929 19 4 952

(*)
(**) 48 con titulos entre 25 | u.ia. y 50 u.ia.

No se incluyen 51 sueros con actividad anticomplementaria.

Llos resultados de 927 sueros R.B. negativos a las pruebas de S AT. y F.C. se expresan en el Cuadro 8.
De los 4 sueros positivos a la F.C., 2 eran negativos y 2 sospechosos a la prueba de S.AT., en los 19
sospechosos a la F.C., 13 eran sospechosos y 6 negativos a la S.A.T.

CUADRO 8. DISTRIBUCION PORCENTUAL DE 827 (*) SUEROS ROSA BENGALA NEGATIVOS
FRENTE A LA SEROAGLUTINACION EN TUBO Y FIJACION DE COMPLEMENTO.
AT FIJACION DE COMPLEMENTO oTAL
NEGATIVOS SOSPECHOSOS  POSITIVOS

NEGATIVOS (**) 811 6 2 819
SOSPECHOSO0S 93 3 2w

POSITIVOS _ _ _ _

TOTAL 904 19 4 927

(*) No se incluyen 51 sueros con actividad anticomplementaria y 25 no procesados.

(**) 148 tienen titulos entre 25 L.LU.L. y 50 U.L

En los 1697 sueros trabajados por la prueba de F.C.

se encontraron 7.19 % de anticomplementarios,

este

porcentaje oscilé en el aRo, llegando a 0.5 % cuando las muestras se envian refrigeradas. E! fendmeno de
zona se presentd en el 0.41 % de los sueros trabajados.

Discusién: En los 20.665 sueros la prueba de
R.B. detecté 5.52 % de reactores positivos mientras
que la prueba de S.A.P. un 0.83 % de positivos y
un 5.68 % de sospechosos.

Estas cifras concuerdan con las del muestreo de
prevalencia realizado en 1972 que arroja resultados
similares. (5) %

Los sueros procesados por las pruebas de S.A.T,,
M.E. y F.C., responden a un muestreo de convenien-
cia ya que se seleccionaron de acuerdo a nuestra
capacidad de procesamiento. Asi se tomaron el
60.82 % de los sueros R.B. positivos y el 5.41 %
de los negativos para someterlos a las pruebas antes
nombradas.

En los sueros reaccionantes al R.B., el 16.50 %
fueron positivos y el 17.31 % sospechosos a la F.C.,
encontrando que dicha relacién era mas estrecha en
sueros de bovinos de 6 dientes y mayores que en
sueros de bovinos de 2 y 4 dientes. Si bien esta di-
ferencia es significativa (P < 0.5), todos los resul-
tados deben barajarse con cautela puesto que la
muestra no fue tomada al azar.
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Diversos autores que han estudiado las relaciones
de positividad entre ambas pruebas las han encon-
trado méas estrechas (2) (16) (20) (24) (25)
incluso en animales vacunados tardiamente. (14)
En U.S.A. en dreas con baja prevalencia y alta co-
bertura de vacunacion —nuestra situacion— la apa-
ricién de falsos positivos a la prueba de R.B., limi-
tarfa la misma al rol de '‘Screening'. (27} (29}
(20) Por otra parte la F.C. es poco influenciada
por la vacunacion a cepa 19, (29) (41) ya que
incluso bovinos vacunados cuando adultos se vuelven
negativos en 6 meses. (18) (30) Todo esto nos
lleva a sugerir que en nuestro caso la baja relacién
entre estas dos pruebas se deberia a la apariciéon de
falsos positivos resultantes de vacunaciones tardias
hecho que, en parte, también ha sido comprobado
por otros autores. (30)

La prueba de F.C. fue tomada como patrén en la
evaluaciéon de las otras pruebas, ya que de acuerdo
a varios autores es la que detecta con mayor certeza
animales con cultivo positivo. (2) (23} (24) (25)
(26) (28) Una limitante para la aplicaciéon de la
misma en nuestras condiciones es la aparicion de
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sueros con actividad anticomplementaria (7 %), he-
cho que vinculamos a malas condiciones de remision,
ya que en muestras refrigeradas no llega al 0.5 %.
Por otra parte las técnicas de fijacion en frio estan
mdas sujetas a la aparicion de sueros anticomplemen-
tarios que las de fijacion en caliente. (2)

El fenémeno de zona se presentd sélo en el 0.4 %
de los 1697 sueros procesados siendo su aparicién
méas frecuente cuando se usa fijacidon en caliente
(2) (22); no siendo dicho porcentaje una limitante
para el uso de dicha prueba.

Las pruebas de S.A.P. y S AT, tienen un com-
portamiento similar frente a la F.C. (cuadros 2 y
3).Sueros R.B. positivos enfrentados a las pruebas
de SAP. y SAT. y que resultaban negativos a és-
tas, el 15,17 % y el 14.51 % iesultan positivos y
el 15,17 % y 14.51 % resultan sospechosos a la F.C.,
esto indica que ambas pruebas son menos eficaces
que e! antigeno R.B. en seleccionar sueros positivos
a la Fijacion de Complemento, debido posiblemente
a que detectan diferentes tipos de anticuerpos. (16)
Comportamientos similares han sido comunicados por
otros autores empleando la prueba de aglutinacién
en tubo britdnica. (2) (14) (22) (23)

Morgan, (23) Nicoletti y Muraschi, (26) y Ni-
coletti (28), comunican que ambas pruebas de aglu-
tinacién detectan sélo alrededor del 60'% de anima-
les con cultivos positivos, trabajos australianos tam-
bién cuestionan la poca eficacia de la prueba de
S.AT. (25). Al comparar las pruebas de aglutina-
cion SSAPP. y SAAT. entre si, en 1237 sueros tra-
bajados con titulo a una, a otra o ambas pruebas
con respecto a una escala arbitraria, se observé que
solo el 30.15 % coinciden en sus titulos, el 48.02 %
discrepan en medio punto, el 14.79 % discrepan en
un punto y el 7.04 % discrepan en mas de un punto
respectivamente, resultado que no hemos observado
cuando _se comparan sueros sin titulo a cualquiera
de éstas, ya que se encontré6 uni coincidencia cer-
cana al 100 % (*), estudios realizados por autores
japoneses también han encontrado discrepancia entre
estas dos pruebas. (31)

En las pruebas de S.AP. y SAT. si bien hay
discrepancias en los titulos de estas dos pruebas en
sueros estudiados individualmente, su comportamien-
to frente a una poblacién son superponibles, lo que
indica que en un estudio de prevalencia los resultados
serian similares utilizando una u otra prueba. Esto
nos lleva a afirmar que en nuestras condiciones la
prucba de S.A.T. como complemento del S.A.P. no
mejoraria la eficiencia del diagnéstico y si mayor
ccnsumo de tiempo y equipo.

En la prueba de M.E. siguiendo a Nicoletti (26)
tomamos como positivo un titulo aglutinante de
1/25 y como sospechosos una aglutinacién incom-
pleta a 1/25, este titulo representaria aproximada-
mente 1/25,5 valor que seria aproximado al dado
por Milrea. (25)

El 23,5 % de los sueros R.B. Positivos lo es tam-
bi¢n al M.E. resultado acorde con los obtenidos al
comparar R.B vs. F.C. aunque se observa, una ma-
yor relacién de positividad, lo que indicaria menor es-
pecificidad de la prueba de M.E. Cuando comparamos
rsta prueba con la F.C. teniendo en cuenta un titulo
diagndstico, se observa que sueros con titulo de 1/40
o sin titulo a la F.C., guarda una estrecha relacidn
con el ME., no asi en los titulos intermedios de 1/5,
1/10 y 1/20. siendo estos resultados similares a los
tallados por Milrea. (25)

En los sueros R.B. negativos encontramos una es-
trecha asociacién con la prueba de F.C.. ya citados
por otros autores, (16} (20) (22) (23) (24) ya

(*) Bermudez, ). y Barriola, J., 1974. Comproba-

cién personal.
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que en 1003 sueros sélo 4 (0,42 %) dieron posi-
tivos a la F.C., estos sueros tampoco fueron detec-
tados por las pruebas de S.A.P. y S AT, resultados
similares son reportados por Morgan. (23) Este hecho
nos reafirma a pensar que la exclusion de estas prue-
bas en el diagndstico de rutina no afectaria su efi-
ciencia ya que tampoco detectan los falsos negati-
vos del R.B.

CONCLUSIONES:

Los resultados obtenidos nos permiten establecer
las siguientes conclusiones:

1. Se puede estimar |la prevalencia de la Brucelosis
Bovina determinada con la prueba de R.B. en un
valor cercano al 5.5 %.

2. La prueba de R.B. en ireas donde se vacuna con
cepa 19, es mas efectiva que las pruebas de
S.AP. y S.AT. para detectar sueros positivos a
la prueba de F.C., con un minimo de tiempo y
labor.

3. Dicha prueba puede sustituir a la prueba de
S.A.P. siempre que los sueros positivos sean so-
metidos a una prueba como la F.C. y/o Mercap-
toetanol.

4. Es de gran valor la vacunacidon temprana (3 a
6 meses) de los bovinos hembras con el fin de
que los titulos residuales de vacunacion no in-
terfieran en los resultados de las pruebas sero-
légicas.

5. Para fa utilizacidon de la prueba de F.C., los ma-
teriales se deben remitir refrigerados, ya que los
sueros anticomplementarios limitan su uso.

6. La prueba de M.E. seria también aconsejable rea-
lizarla en los sueros anticomplementarios y sos-
pechosos a la F.C.

7. En la interpretacidon de la prueba de M.E. se debe
considerar un nivel diagnostico, dado que su
comprensién teniendo en cuenta la variaciéon de
los titulos con respecto a la prueba de S.A.T., es
muy dificil.

8. La prueba de S.A.T. usada como complementa-
cidn del S.A.P. no mejora la eficiencia del diag-
ndstico.

9. Estos resultados son preliminares y las técnicas
usadas deben ser evaluadas bacteriolégicamente
con el fin de adoptar un criterio diagndstico.
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