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湖南省新发 Ｘ 群 Ｙ 群流行性脑脊髓膜炎病例菌株
的病原学特征分析
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摘要：　 目的　 了解 ２０１９—２０２０ 年本省分离到的新发 Ｘ 群和 Ｙ 群脑膜炎奈瑟菌病例菌株的药物敏感性及分子分型特征。
方法　 从病人血液和脑脊液中分离到的脑膜炎奈瑟菌经生化鉴定后，进行血清学分群、药敏试验以及多位点序列分型分

析。 　 结果　 新发的 Ｘ 群、Ｙ 群脑膜炎奈瑟菌药敏试验中对青霉素、氨苄青霉素、米诺环素、头孢曲松、头孢噻肟、氯霉素、
阿奇霉素、美罗培南和利福平全部敏感；对复方磺胺甲噁唑耐药；与 Ｂ 群菌株的药物敏感性比较具有对青霉素、氨苄青霉

素以及氟喹诺酮类抗菌药物更高的敏感性，多位点序列分型结果显示 Ｘ 菌株为 ＳＴ－５ 克隆群，两株 Ｙ 群菌株为 ＳＴ－２３ 克

隆群。 结论　 Ｘ 群有可能是从 Ａ 群菌株荚膜转换而来，Ｙ 群菌株与国际高致病流行 ＳＴ 克隆群一致，二者均有可能成为新

的流脑流行群并引起暴发疫情，需引起重视。
关键词：　 流行性脑脊髓膜炎；脑膜炎奈瑟球菌；药物敏感性；多位点序列分型
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　 　 流行性脑脊髓膜炎（简称流脑）是一种细菌性疫

苗可预防疾病。 病原菌为脑膜炎奈瑟菌，人类是唯一

宿主，健康人群携带率 １％～１０％，流行区可高达 ３０％。
病原菌可由鼻咽部侵入血循环，形成败血症，最后局限

于脑膜及脊髓膜，形成化脓性脑脊髓膜病变，病死率

高。 由于流脑疫苗的普及，发病率下降明显，然而，即
使在有疫苗可以预防、并且有抗生素可以治疗的条件

下，流脑仍有超过 １０％的病死率和 ３０％的高致残率，
其疾病负担在传染病谱中位于前列，不容小觑。

新中国成立以来到 ２０ 世纪 ７０ 年代末，湖南省流

脑共出现三次流行高峰，流行群别均为 Ａ 群，１９８０ 年

后，全省开始使用并推广 Ａ 群流脑疫苗，Ａ 群流脑疫

情得到了有效控制。 但 Ｃ 群流脑病例时有发生，Ｃ 群

菌株也逐渐取代了 Ａ 群，成为本省的优势菌株。
２００８ 年国家实行扩大免疫规划，将 Ａ＋Ｃ 群流脑疫苗

纳入免疫规划，在疫苗的选择性压力下，Ｃ 群流脑病例

呈现下降趋势，Ｗ１３５ 群流脑菌株引起的病例开始抬

头，此外 Ｂ 群流脑病例由于暂时没有疫苗可预防，也
时有发生。 随着四价（Ａ＋Ｃ＋Ｙ＋Ｗ１３５）流脑疫苗的进

一步推广，潜伏在人群中的流脑菌群又在悄然变迁，
２０１９ 年 ３ 月—２０２０ 年２ 月，相继出现了本省的首例

Ｘ 群和 Ｙ 群流脑病例，并从罹患病人的脑脊液和血液

里分离到了三个病例菌株，为进一步了解本省出现的

新型流脑病原学特征，现将 ３ 株菌株的实验室分析结

果报告如下。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌 株 资 料 　 病例菌株来自 ２０１９ 年 ３ 月—
２０２０ 年２ 月间新发流行性脑脊髓膜炎病人脑脊液和血

液中分离的菌株 ３ 株。 编号 ２０１９Ｂ１０ 为 Ｘ 群脑膜炎

奈瑟菌菌株，分离自某男，１３ 岁，湖南长沙市人，学生，
２０１９ 年 ３ 月发病，体温最高 ４０􀆰 １ ℃，于脑脊液中分离

到脑膜炎奈瑟菌菌株；编号为 ２０１９Ｂ２２ 的为 Ｙ 群脑膜

炎奈瑟菌菌株，分离自某男，９ 岁，湖南永州市人，学
生，２０１９ 年 ５ 月发病，体温最高 ３８􀆰 ８ ℃，于血液中分

离出脑膜炎奈瑟菌；编号为 ２０２０Ｂ０２ 为 Ｙ 群脑膜炎奈

瑟菌菌株，病人某男， ４５ 岁，湖南岳阳市人，农民，
２０２０ 年２ 月发病，体温最高 ３９􀆰 ０ ℃，于脑脊液中分离

到脑膜炎奈瑟菌。 健康人群监测分离菌株来自

２０１９ 年末从健康人群的流脑带菌率调查监测中分离

到的 １４ 株 Ｂ 群流脑菌株。
１．２　 生化及血清学鉴定　 将疑似菌落接种到巧克力

平皿，５％～１０％ＣＯ２，３７ ℃培养过夜，ＶＩＴＥＫ ２ ＮＨ 生化

鉴定卡鉴定。 使用 Ｒｅｍｅｌ Ｅｕｒｏｐｅ Ｌｔｄ 生产的脑膜炎奈

瑟菌诊断血清进行凝集分群，达到“＋＋”以上，则报凝

集试验阳性。
１．３　 药敏试验　 采用 Ｋ－Ｂ 纸片法和 Ｅ－ｔｅｓｔ 试条法进

行 １２ 种抗菌药物敏感性试验，将脑膜炎奈瑟菌分纯新

鲜菌株调到 ０􀆰 ５ 麦氏单位浊度后，均匀涂布于 ＭＨ 血

琼脂，将药敏纸片或者 Ｅ－ｔｅｓｔ 试条贴其表面，置 ５％ ～
１０％ ＣＯ２，放温箱 ３７ ℃ 培养 １８ ～ ２４ ｈ，根据 ２０１８ 年

ＣＬＳＩ 标准判定药敏结果。 药敏纸片共 １０ 种：美罗培

南、米诺环素、头孢曲松、头孢噻肟、环丙沙星、氯霉素、
阿奇霉素、利福平、复方磺胺甲噁唑、左氧氟沙星，购自

Ｏｘｏｉｄ 公司；Ｅ－ｔｅｓｔ 试纸条共２ 种：青霉素和氨苄青霉

素购自生物梅里埃公司。
１．４ 　 多位点序列分型 （ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔｙｐｉｎｇ，
ＭＬＳＴ）试验　 按中国疾病预防控制中心传染病所呼吸

道实验室的脑膜炎奈瑟菌 ＭＬＳＴ 技术的操作标准方

案，将脑膜炎奈瑟菌的 ７ 个管家基因，即 ａｂｃＺ（ＡＢＣ 转

运子）、ａｄｋ（腺苷酸激酶）、ａｒｏＥ（莽草酸脱氢酶）、ｆｕｍＣ
（延胡索酸酶）、ｇｄｈ（葡萄糖－６－磷酸脱氢酶）、ｐｄｈＣ
（丙酮酸脱氢酶亚单位）和 ｐｇｍ（磷酸葡萄糖变位酶）
分别用一对引物进行扩增，再用相对应的测序引物对

ＰＣＲ 产物进行分别测序，测序完成后，将不同等位基

因序列在 ＭＬＳＴ 数据库，提交并检索比对，确定该菌的

序列型（ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔｙｐｉｎｇ，ＳＴ）。
１􀆰 ４􀆰 １ 　 ＭＬＳＴ 进行 ＰＣＲ 扩增 　 扩增 ＰＣＲ 体系为

５０ μｌ，引物终浓度为 １ μｍｏｌ ／ Ｌ，ｄＮＴＰ ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ，Ｔａｑ
酶 ２􀆰 ５ Ｕ，上样模板 １ μｌ，反应条件为 ９４ ℃ ２ ｍｉｎ；
９４ ℃ １ ｍｉｎ、５６ ℃ １ ｍｉｎ、７２ ℃ ２ ｍｉｎ 共计 ２９ 个循环；
７２ ℃ ２ ｍｉｎ 结束，ＰＣＲ 扩增引物序列见表 １。
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表 １　 脑膜炎奈瑟菌 ＭＬＳＴ 分型 ＰＣＲ 扩增引物序列

引物名称 引物序列 ５’－３’

ａｂｃＺ－Ｐ１Ｃ ＴＧＴＴＣＣＧＣＴＴＣＧＡＣＴＧＣＣＡＡＣ
ａｂｃＺ－Ｐ２Ｃ ＴＣＣＣＣＧＴＣＧＴＡＡＡＡＡＡＣＡＡＴＣ
ａｄｋ－Ｐ１Ｂ ＣＣＡＡＧＣＣＧＴＧＴＡＧＡＡＴＣＧＴＡＡＡＣＣ
ａｄｋ－Ｐ２Ｂ ＴＧＣＣＣＡＡＴＧＣＧＣＣＣＡＡＴＡＣ
ａｒｏＥ－Ｐ１Ｂ ＴＴＴＧＡＡＡＣＡＧＧＣＧＧＴＴＧＣＧＧ
ａｒｏＥ－Ｐ２Ｂ ＣＡＧＣＧＧＴＡＡＴＣＣＡＧＴＧＣＧＡＣ
ｆｕｍＣ－Ｐ１Ｂ ＴＣＣＣＣＧＣＣＧＴＡＡＡＡＧＣＣＣＴＧ
ｆｕｍＣ－Ｐ２Ｂ ＧＣＣＣＧＴＣＡＧＣＡＡＧＣＣＣＡＡＣ
ｇｄｈ－Ｐ１Ｂ ＣＴＧＣＣＣＣＣＧＧＧＧＴＴＴＴＣＡＴＣＴ
ｇｄｈ－Ｐ２Ｂ ＴＧＴＴＧＣＧＣＧＴＴＡＴＴＴＣＡＡＡＧＡＡＧＧ
ｐｄｈＣ－Ｐ１Ｂ ＣＣＧＧＣＣＧＴＡＣＧＡＣＧＣＴＧＡＡＣ
ｐｄｈＣ－Ｐ２Ｂ ＧＡＴＧＴＣＧＧＡＡＴＧＧＧＧＣＡＡＡＣＡ
ｐｇｍ－Ｐ１ ＣＴＴＣＡＡＡＧＣＣＴＡＣＧＡＣＡＴＣＣＧ
ｐｇｍ－Ｐ２ ＣＧＧＡＴＴＧＣＴＴＴＣＧＡＴＧＡＣＧＧＣ

１􀆰 ４􀆰 ２　 ＭＬＳＴ 的 ＰＣＲ 产物的测序和 ＳＴ 型别确定　 扩

增产物用 １􀆰 ０％的琼脂糖凝胶电泳验证，产物片段大

小应在 ７００ ～ １ ４００ ｂｐ 之间，产物经纯化后，交测序公

司进行双通道序列测定，扩增片段测序完成后，使用

ＤＮＡｓｔａｒ 软件进行序列碱基匹对和序列拼接，将各等

位基因序列在 ＭＬＳＴ 数据库中提交，检索并比对，根据

数据库提供的每种等位基因的序列号，确定 ７ 个管家

基因的组合，即为其对应的 ＳＴ 型。 测序引物序列

见表 ２。
表 ２　 脑膜炎奈瑟菌 ＭＬＳＴ 分型测序引物序列

引物名称 引物序列 ５’－３’

ａｂｃＺ－Ｓ１Ａ ＡＡＴＣＧＴＴＴＡＴＧＴＡＣＣＧＣＡＧＲ
ａｂｃＺ－Ｓ２ ＧＡＧＡＡＣＧＡＧＣＣＧＧＧＡＴＡＧＧＡ
ａｄｋ－Ｓ１Ａ ＡＧＧＣＷＧＧＣＡＣＧＣＣＣＴＴＧＧ
ａｄｋ－Ｓ２ ＣＡＡＴＡＣＴＴＣＧＧＣＴＴＴＣＡＣＧＧ
ａｒｏＥ－Ｓ１Ａ ＧＣＧＧＴＣＡＡＹＡＣＧＣＴＧＲＴＫ
ａｒｏＥ－Ｓ２ ＡＴＧＡＴＧＴＴＧＣＣＧＴＡＣＡＣＡＴＡ
ｆｕｍＣ－Ｓ１ ＴＣＣＧＧＣＴＴＧＣＣＧＴＴＴＧＴＣＡＧ
ｆｕｍＣ－Ｓ２ ＴＴＧＴＡＧＧＣＧＧＴＴＴＴＧＧＣＧＡＣ
ｇｄｈ－Ｓ３ ＣＣＴＴＧＧＣＡＡＡＧＡＡＡＧＣＣＴＧＣ
ｇｄｈ－Ｓ４Ｃ ＲＣＧＣＡＣＧＧＡＴＴＣＡＴＲＹＧＧ
ｐｄｈＣ－Ｓ１ ＴＣＴＡＣＴＡＣＡＴＣＡＣＣＣＴＧＡＴＧ
ｐｄｈＣ－Ｓ２ ＡＴＣＧＧＣＴＴＴＧＡＴＧＣＣＧＴＡＴＴＴ
ｐｇｍ－Ｓ１ ＣＧＧＣＧＡＴＧＣＣＧＡＣＣＧＣＴＴＧＧ
ｐｇｍ－Ｓ２Ａ ＧＧＴＧＡＴＧＡＴＴＴＣＧＧＴＹＧＣＲＣＣ

２　 结　 果

２􀆰 １　 生化及血清学结果　 将巧克力双抗平板上生长

的灰白不透明，圆形湿润光滑的单个疑似菌落进一步

分纯过夜培养后，按照试剂说明接种到生物梅里埃

ＶＩＴＥＫ ２ 配套的 ＮＨ 鉴定卡上后，上机培养孵育，约４～
６ ｈ 后，生化结果显示为鉴定度很好的脑膜炎奈瑟菌

菌株，生理盐水对照阴性，血清凝集反应后示 ３ 株菌均

为脑膜炎奈瑟菌多价阳性，一株为 Ｘ 群单价因子血清

阳性；２ 株为 Ｙ 群单价因子血清阳性。
２．２　 药敏结果　 Ｘ 群脑膜炎奈瑟菌对左氧氟沙星、环
丙沙星及复方新诺明耐药外，其余均敏感，而两株 Ｙ

群脑膜炎奈瑟菌，仅对复方新诺明耐药，对左氧氟沙星

和环丙沙星为敏感或中介，其余均敏感，见表 ３。 １４ 株

Ｂ 群流脑菌株的药敏结果见表 ４。
表 ３　 Ｘ 群脑膜炎奈瑟菌和 Ｙ 群脑膜炎奈瑟菌

对 １２ 种抗生素的药物敏感性结果

抗菌药物 Ｘ 群脑膜炎奈瑟菌 Ｙ 群脑膜炎奈瑟菌

青霉素 敏感 敏感

氨苄青霉素 敏感 敏感

头孢曲松 敏感 敏感

头孢噻肟 敏感 敏感

美罗培南 敏感 敏感

氯霉素 敏感 敏感

左氧氟沙星 耐药 敏感 ／中介

环丙沙星 耐药 敏感 ／中介

米诺环素 敏感 敏感

利福平 敏感 敏感

阿奇霉素 敏感 敏感

复方磺胺甲噁唑 耐药 耐药

表 ４　 １４ 株 Ｂ 群脑膜炎奈瑟菌和抗生素的药物敏感率结果

抗菌药物 敏感（％） 中介（％） 耐药（％）

青霉素 １２（８５􀆰 ７１） １（７􀆰 １４） １（７􀆰 １４）

氨苄青霉素 １２（８５􀆰 ７１） ２（１４􀆰 ２９） ０（０􀆰 ００）

头孢曲松 １４（１００􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００）

头孢噻肟 １４（１００􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００）

美罗培南 １４（１００􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００）

氯霉素 １４（１００􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００）

左氧氟沙星 ４（２８􀆰 ５７） ６（４２􀆰 ８６） ４（２８􀆰 ５７）

环丙沙星 ４（２８􀆰 ５７） ５（３５􀆰 ７１） ５（３５􀆰 ７１）

米诺环素 １４（１００􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００）

利福平 １４（１００􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００）

阿奇霉素 １４（１００􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００）

复方磺胺甲噁唑 ０（０􀆰 ００） ０（０􀆰 ００） １４（１００􀆰 ００）

２．３　 ＭＬＳＴ 试验结果 　 对 ３ 株脑膜炎奈瑟菌菌株的

７ 个管家基因扩增后测序，经 ＰｕｂＭＬＳＴ 比对后发现

７ 个基因位点的等位基因数值相对应的等位基因谱分

别为 ＳＴ Ｔ 型和 ＳＴ１６５５ 型，分属于 ＳＴ－５ 和 ＳＴ－２３ 克

隆群，见表 ５。
表 ５　 ３ 株脑膜炎奈瑟菌的 ＭＬＳＴ 分析结果

编号 血清群
基因测序比对结果

ａｂｃＺ ａｄｋ ａｒｏＥ ｆｕｍＣ ｇｄｈ ｐｄｈＣ ｐｇｍ
　 ＳＴ 型 　 ＳＴ 克隆群

２０１９Ｂ１０ Ｘ 群 １ １ ２ １ ３ ２ １９ 　 　 ７ ＳＴ－５ ｃｏｍｐｌｅｘ

２０１９Ｂ２２ Ｙ 群 １２ ５ １８ ９ １１ ９ １７ １ ６５５ ＳＴ－２３ ｃｏｍｐｌｅｘ

２０２０Ｂ０２ Ｙ 群 １２ ５ １８ ９ １１ ９ １７ １ ６５５ ＳＴ－２３ ｃｏｍｐｌｅｘ

３　 讨　 论

流脑在全球范围内都时有发生，本省现行推广的

免疫规划疫苗为 Ａ 群流脑多糖疫苗、ＡＣ 群计划内免
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疫为流脑 Ａ＋Ｃ 群多糖疫苗，收费推广的是Ａ＋Ｃ＋Ｙ＋Ｗ
群结合疫苗，流脑多糖疫苗，非免疫规划疫苗主要为

ＡＣ 群流脑多糖结合疫苗、ＡＣＹＷ１３５ 群流脑多糖疫

苗，Ｂ 群和 Ｘ 群暂时没有预防的疫苗，由于收费接种的

原因，多价流脑疫苗普及性不高，故本省接连出现了

２ 例Ｙ 群流脑病例，且第二例为成人感染病例，确实应

引起重视。 ２０００ 年前，我国流脑流行以 Ａ 群为主，
２００３ 年，安徽出现了首例 Ｃ 群流脑暴发流行，２０００ 年

的麦加朝圣引起了 Ｗ１３５ 群流脑在全球的传播，本省

也于 ２０１２ 年首次从病人和健康人群中分离到了 Ｗ１３５
群流脑菌株，Ｙ 群菌株于 ９０ 年代在美国出现，其他国

家和地区较为少见，Ｘ 群菌株在非洲有小规模的暴发。
本次从病人身上分离到的 Ｘ 群和 Ｙ 群流脑菌株，

均为湖南省首发，近年来的流脑病例分离菌株以 Ｂ、Ｃ、
Ｗ 群多见，健康人群带菌调查则以 Ｂ 群为主。 研究组

收集了 ２０１９ 年年底的健康人群带菌率调查中分离的

１４ 株 Ｂ 群脑膜炎奈瑟菌，与本次新发 Ｘ、Ｙ 群流脑病

例菌株同时做了药物敏感性试验，发现病例 Ｘ 菌株对

左氧氟沙星、环丙沙星和复方新诺明耐药，其余敏感，
而 Ｙ 群菌株仅对复方新诺明耐药，对其余抗菌药物均

为中介或敏感。 而与 Ｂ 群流脑菌株比较，其对复方新

诺明耐药率 １００􀆰 ００％ ，对左氧氟沙星、环丙沙星的耐

药率分别为 ２８􀆰 ５７％和 ３５􀆰 ７１％，而青霉素和氨苄青霉

素的敏感率均仅为 ８５􀆰 ７１％，较之新发的 Ｘ、Ｙ 群菌株，
则依然保持了对该类药物的敏感性，提示在临床使用

抗菌药物的选择性压力下，促使常见菌株对青霉素类

药物的耐药。 本省对脑膜炎奈瑟菌历年来的监测，其
药敏结果主要为：对磺胺类药物耐药极高，对氟喹诺酮

类抗菌药物部分耐药，对其余青霉素、头孢、碳青霉烯

等抗生素较敏感［１－２］，本次结果基本与往年一致。
脑膜炎奈瑟菌的分群通常是基于荚膜多糖来进行

的，荚膜多糖也是疫苗研制的基础。 但是通过基因水

平转移，不同血清群菌株可频繁发生荚膜转换，从而产

生免疫逃逸，致使现有疫苗免疫失去效力。 为了准确

找到其分子流行病学特征，探讨荚膜是否会在疫苗的

选择性压力下进行转换，利用 ＭＬＳＴ 技术分析是行之

有效的，它通过测定 ７ 个管家基因的碱基序列，并生成

与其管家基因位点的等位基因数值对应的等位基因图

谱，特定的等位基因谱则被视为一个 ＳＴ，以此对该菌

株进行分型，具有相同或相似的等位基因谱的菌株，可
以认为它们是来自于同一个克隆系具有一定的亲缘关

系。 目前在全球引起流脑的菌株基因型主要为：Ａ 群

（ＳＴ－５，ＳＴ－７）、Ｂ（ＳＴ－４１ ／ ４４，ＳＴ－３２，ＳＴ－１８，ＳＴ－２６９，

ＳＴ－８，ＳＴ － ３５）、Ｃ （ ＳＴ － １１）、Ｙ （ ＳＴ － ２３， ＳＴ － １６７）、
Ｗ－１３５（ＳＴ－１１）和 Ｘ（ＳＴ－１８１） ［３］，本研究中，Ｘ 群脑

膜炎奈瑟菌的 ＭＬＳＴ 分型结果为 ＳＴ－５ 群，而 Ｙ 群脑

膜炎奈瑟菌的 ＭＬＳＴ 分型结果为 ＳＴ－２３ 群，可见 Ｙ 群

脑膜炎奈瑟菌的 ＳＴ 型与全球六个主要的高致病性流

脑流行序列群之一的 Ｙ 群（ ＳＴ－２３，ＳＴ－１６７）的高致病

克隆系一致，而 Ｘ 群脑膜炎奈瑟菌的 ＳＴ 型与全球流

行的 Ｘ 群（ＳＴ－１８１）不一致，反而与 Ａ 群（ＳＴ－５）一致，
２０ 世纪 ６０ 年代，我国流脑流行的主要型别就是 Ａ 群

的ＳＴ－５型［４］，且该菌与国际上流行的 Ｘ 群 ＳＴ 型别不

同，极有可能是我国独有的，并且可能是从 Ａ 群菌株

通过荚膜转换变成 Ｘ 群［５－６］。 ２００７ 年，我国北京发现

了国内首例 Ｘ 群流脑病例［７］，２０１３ 年浙江发现我国第

二例 Ｘ 群流脑病例［８］。 而 Ｙ 群的病例在我国来讲相

对更少见，天津 ２０１５ 年报道过发现一例［９］，Ｙ 群菌株

的 ＳＴ 型别与国际上流行的高致病菌克隆群一致，且以

前我国 Ｙ 群流脑病例一直较为罕见，故表明我国现在

流行 Ｙ 群菌株有可能是从国外传入本土并开始流行

的。 基于荚膜多糖疫苗给流行菌株带来的荚膜转换形

势不容小觑，如何尽快研发出 Ｘ 群和 Ｂ 群疫苗，已成

为防控流脑的最新挑战。
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