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Καλλιέργεια και σπορογονία του Paenibacillus larvae larvae σε μη ειδικά 
θρεπτικά υποστρώματα 

Α. Φυλακτού1, Β. Λιάκος2, Ν. Ηλιάδης3 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ. Ερευνήθηκε η δυνατότητα καλλιέργειας και 
η ικανότητα σπορογονίας του Paenibacillus larvae farvae σε α­
πλά και σύνθετα υποστρώματα σε αερόβιο και αναερόβιο πε­
ριβάλλον καθώς και σε ατμόσφαιρα C0 2 5-10%. Διαπιστώ­
θηκε ότι το P. I. larvae μπορεί να καλλιεργηθεί και σε κοινά υ­
ποστρώματα σε αερόβιες ή αναερόβιες συνθήκες. Η ανά­
πτυξη του όμως καθυστερεί σημαντικά και οι αποικίες του 
γίνονται ευκρινείς μετά από επώαση 48-72 ωρών. Αναπτύσ­
σεται ταχύτερα, σπορογονεί περισσότερο και διακρίνεται 
ευκολότερα στα ειδικά υποστρώματα σε ατμόσφαιρα C0 2 

5-10%. Από τα υποστρώματα που ερευνήθηκαν διαπιστώ­
θηκε ότι τα καταλληλότερα ήταν το Brucella agar, και το αι-
ματοΰχο άγαρ. To Brucella agar, το οποίο χρησιμοποιήθη­
κε για πρώτη φορά στην καλλιέργεια του P. I. larvae, υπερ­
τερεί του αιματοΰχου τόσο στην ανάπτυξη του βακίλου όσο 
και στη σπορογονία. 

Λέξεις ευρετηρίασης: Paenibaccilus larvae larvae, θρεπτικά 
υποστρώματα, καλλιέργεια, σπορογονία, απομόνωση. 

ABSTRACT. Fylaktou Α., Liakos Β., Iliadis Ν. Culture and 
sporulation of Paenibacillus larvae larvae (White) in not 
specific culture media. Journal of the Hellenic Veterinary 
Medical Society 2001, 52(4):303-307. In this experimental 
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study the culture possibility and the sporulation ability of 
Paenibacillus larvae larvae (White), in simple and compound 
not specific culture media, in aerobic and anaerobic 
conditions and in an atmosphere of 5-10% C0 2 in air, were 
investigated. The results indicated that P. /. larvae could be 
cultured in normal culture media, in aerobic or anaerobic 
conditions. However its growth is significantly delayed and 
only after 48-72 h incubation, its demonstration becomes 
evident. In specific culture media like blood agar and 
Brucella agar and atmosphere of 5-10% C02 in air, it can be 
developed faster, sporulated more and demonstrated easier. 
Development and sporulation of P. /. larvae was better in 
Brucella agar than in blood agar. 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Η αμερικανική σηψιγονία είναι το σημαντικότερο νό­
σημα των προνυμφών της μέλισσας (Apis mellifera). Οφεί­
λεται στο σπορογόνο, μικροαερόφιλο βακτήριο 
Paenibacillus larvae subsp. larvae, (πρώην Bacillus larvae 
και Paenibacillus larvae)12. Η ανάγκη απομόνωσης και ταυ­
τοποίησης του αιτιολογικού παράγοντα της αμερικανικής 
σηψιγονιας γίνεται συνεχώς συχνότερη την τελευταία δε­
καετία, τόσο για την επιβεβαίωση της κλινικής διάγνωσης 
του νοσήματος, όσο και της παρουσίας σπόρων του βα­
κτηρίου στα προϊόντα του μελισσιοΰ και στα υλικά της κυ­
ψέλης345 6. Παρ' όλα αυτά, η απομόνωση του μικροοργανι­
σμού εξακολουθεί να παρουσιάζει δυσκολίες στα μη ειδι­
κά μικροβιολογικά εργαστήρια. Οι δυσκολίες αυτές απο­
δίδονται κυρίως στο ότι: α) είναι απαραίτητη ειδική θερ­
μική ή φαρμακευτική επεξεργασία του προς εξέταση υλι­
κού, β) στην αναγκαιότητα χρησιμοποίησης ειδικών θρε­
πτικών υποστρωμάτων και γ) στη λανθασμένη εντύπωση 
ότι για την απομόνωση του P. I larvae είναι απαραίτητες 
ειδικές τεχνικές. 

Βασική επιδίωξη αυτής της εργασίας ήταν η εξεύρεση 
απλών υποστρωμάτων και τεχνικών, ευνοϊκών για την 
καλλιέργεια και τη σπορογονία του P. I larvae, ώστε να εί­
ναι δυνατή η απομόνωση του και από μη ειδικά μικροβιο­
λογικά εργαστήρια. 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΑΟΙ 

1. Στελέχη tovP.l. larvae 

Καλλιεργήθηκαν συνολικά δώδεκα στελέχη. Δυο στε­
λέχη αναφοράς τα NRLL-B- 2605 και NRLL-B-2610 και 
δέκα προερχόμενα από μολυσμένες κηρήθρες ισάριθμων 
μελισσοκόμε ίων, από την Κΰπρο και την Ελλάδα. 

2. Θρεπτικά υποστρώματα 

Α. Υπόστρωμα απομόνωσης 

ΑΙ. Κοινός θρεπτικός ζωμός (nutrient broth) 

Peptone 15 g 

Beef extract 6 " 

NaCl 5 " 

H2O(dist)Q.S.1000ml 

Διάλυση των συστατικών στο νερό με θέρμανση. Ρύθ­
μιση του pH στο 7.6 Διανομή σε σωλήνες 16x160 mm. 
Αποστείρωση στους 120°C επί 15 min. 

Β. Υποστρώματα ανάπτυξης 

Β1. Υπόστρωμα Yeast Extract, Soluble Starch (YESS)2 

Yeast extract 10 g 

Soluble starch 10 " 

Agar 15 " 

H 2 0 (dist) Q.S. 1000 ml 

Διάλυση των συστατικών στο νερό με προοδευτική 
θέρμανση και βρασμό επί 1-2 min. Ρύθμιση του pH στο 7. 
Αποστείρωση στους 120°C επί 15 min. Διανομή σε γυάλι­
να τρυβλία Petri. 

Β.2. Ζωμός J brottf 

Tryptone 5 g 

Yeast Extract 5 " 

K 2 HP0 4 3 " 

H 2 0 (dist) Q.S. 1000 ml 

Διάλυση των συστατικών στο νερό με προοδευτική 
θέρμανση και βρασμό επί 1-2 min. Ρύθμιση του pH στο 7. 
Διανομή ανά 8 ml σε σωλήνες 16x160 mm. Αποστείρωση 
στους 120 °C επί 15 min. 

Β.3. Υπόστρωμα J Agar-

Tryptone 5 g. 

Yeast Extract 5 " 

K 2 HP0 4 3 " 

Agar 20" 

Διάλυση των συστατικών στο νερό με προοδευτική 
θέρμανση και βρασμό επί 1-2 min. Αποστείρωση στους 
120° C επί 15 min. Διανομή σε γυάλινα τρυβλία Petri. 

Β.4. Brain Heart Infusion broth 

Για την παρασκευή του υποστρώματος χρησιμοποιή­
θηκε το αφυδατωμένο σκεύασμα του οίκου Pasteur, η α­

νασύσταση του οποίου έγινε συμφωνά με τις οδηγίες της 
παρασκευάστριας εταιρίας. 

Β.5. Αιματοΰχο άγαρ (Blood agar) 

Για την παρασκευή του υποστρώματος αυτοΰ χρησι­
μοποιήθηκε το Blood agar Base του οίκου BBL (Baltimore 
Biological Laboratories), η ανασύσταση του οποίου έγινε 
συμφωνά με τις οδηγίες της παρασκευάστριας εταιρίας. 
Αποστείρωση στους 120°C επί 15 min. Προσθήκη 5% α-
πινιδωμενου αίματος προβάτου. Διανομή σε γυάλινα τρυ­
βλία Petri. 

Β.6. Υπόστρωμα Brucella agar. 

Χρησιμοποιήθηκε το αφυδατωμένο σκεύασμα του οί­
κου B.B.L. η ανασύσταση του οποίου έγινε συμφωνά με τις 
οδηγίες της παρασκευάστριας εταιρίας. Αποστείρωση 
στους 120 °C επί 15 min. Διανομή σε γυάλινα τρυβλία Petri. 

Β.7. Υπόστρωμα Mueller Hinton agar. 

Χρησιμοποιήθηκε το αφυδατωμένο σκεύασμα του οί­
κου Pasteur η ανασύσταση του οποίου έγινε συμφωνά με 
τις οδηγίες της παρασκευάστριας εταιρίας. Αποστείρωση 
στους 120 °C επί 15 min. Διανομή σε γυάλινα τρυβλία Petri. 

3. Παθολογικό υλικό 

Η λήψη του παθολογικού υλικού γινόταν: 

α) Από προνΰμφες που βρίσκονταν στο στάδιο ιστόλυ-
σης (κολλώδης ελαστική μάζα), οι οποίες προέρχονταν α­
πό άθικτα σφραγισμένα κελιά και από κελιά με ρωγμές 
στα σφραγίσματα. 

β) Από σηψιγονικά λέπια (προνΰμφες αποξηραμένες) 
που βρίσκονταν σε άθικτα σφραγισμένα κελιά, σε κελιά με 
ρωγμές στα σφραγίσματα και σε αποσφραγισμένα κελιά. 

Σπορά του προς εξέταση υλικού 

Από τα άθικτα σφραγισμένα κελιά με προνΰμφες σε 
κατάσταση ιστόλυσης, λαμβανόταν άσηπτα υλικό και 
σπερνόταν στην επιφάνεια στέρεου θρεπτικοΰ υποστρώ­
ματος. 

Ιστολυμένες προνΰμφες ή σηψιγονικά λέπια, που προ­
έρχονταν από κελιά με ρωγμές στα σφραγίσματα ή από α­
ποσφραγισμένα κελιά, ενοφθαλμίζονταν σε κοινό θρε­
πτικό ζωμό και επωάζονταν στους 37° C επί 12 ώρες. Στη 
συνέχεια υποβάλλονταν σε θερμική επεξεργασία (τυντα-
λισμό) συμφωνά με τη μέθοδο Rose (1969) και σπέρνο­
νταν σε στερεό θρεπτικό υπόστρωμα. 

Από κάθε στέλεχος ενοφθαλμίζονταν αρχικά δΰο τρυ­
βλία Petri με J agar. Το ένα επωαζόταν στους 37 °C και το 
άλλο στους 65 ° C, μέχρι να αναπτυχθοΰν οι αποικίες του 
P. I. larvae. Η επώαση συνήθως διαρκοΰσε 48-72 ώρες. 
Από τις αποικίες γίνονταν επιχρίσματα που χρωματίζο­
νταν κατά Gram. Ακολούθου σε η δοκιμή της καταλάσης 
και εξεταζόταν η υδρόλυση της καζεΐνης και της ζελατί­
νης. Η ταυτοποίηση του Ρ. I. larvae βασιζόταν στους καλ-
λιεργητικοΰς χαρακτήρες, στη μορφολογία του βακίλου 
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Πίνακας Ι. Μορφολογία, καλλιέργεια και βιοχημικές ιδιότητες 
του P./. larvae. 

Table I. Morphology, arrangement, culture and biochemical 
properties of P. /. larvae 

Μορφολογία 
Διάταξη 

Βλαστικές μορφές 
Βακτηρίδια 

Gram θετικά 
σε αλυσίδες 

Σπόροι 
Ωοειδείς, 

παραμορφωτικοί 
κεντρικοί η 

παραπολικοί 

Καλλιέργεια 

Ατμόσφαιρα 
Αναερόβια, 

Μικροαερόφιλη 
Αερόβια 

Ανάπτυξη 
Βραδεία 

Δοκιμές 

Καταλάση -

Υδρόλυση 
Καζεΐνης + 
Ζελατίνης + 

και των σπόρων, καθώς και στις βιοχημικές του ιδιότητες 
συμφωνά με τον πίνακα 1. 

Όλα τα στελέχη που απομονώθηκαν, συντηρούνταν σε 
ζωμό ΒΗΙ broth στους -20° C. 

Οι καλλιέργειες σε στερεά υποστρώματα επωάζονταν 
στους 37° C για τέσσερις ήμερες, αερόβια, αναερόβια κα­
θώς και σε ατμόσφαιρα C 0 2 (Gas Pack) 5-10%. 

Οι θρεπτικοί ζωμοί ενοφθαλμίζονταν με μεγάλη πο­
σότητα αποικιών επειδή διαπιστώθηκε ότι για την ανά­
πτυξη του P. I larvae απαιτείται σημαντική ποσότητα ενο-
φθαλμίσματος. Μετά την επώαση γίνονταν επιχρίσματα 
από το βακτηριακό εναιώρημα και χρωματίζονταν κατά 
Gram, για την παρατήρηση της μορφολογίας του βακίλου 
και τη διαπίστωση της καθαρότητας της καλλιέργειας. 

Η πορεία της σπορογονίας ελεγχόταν καθημερινά με 
επιχρίσματα Gram χρώσεων, από αποικίες στερεών υπο­
στρωμάτων και από καλλιέργειες του βακίλου σε θρεπτικό 
ζωμό. Ο προσδιορισμός του ποσοστού σπορογονίας και 
της αναλογίας των βλαστικών μορφών προς τους σπόρους 
του P. I larvae γίνονταν συμφωνά με τη μέθοδο των Azuma 
and Kitaoka (1965)9. Ο υπολογισμός του ποσοστού σπο­
ρογονίας σε κάθε επίχρισμα γινόταν με την αρίθμηση πέ­
ντε οπτικών πεδίων στο μικροσκόπιο. 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Τις πρώτες 24 ώρες της επώασης, η ανάπτυξη του Ρ. Ι 
larvae ήταν πολΰ φτωχή σ' όλα τα θρεπτικά υποστρώματα. 
Παρ' όλα αυτά, στο αιματοΰχο και στο Brucella agar πα­
ρατηρήθηκε καλύτερη ανάπτυξη. Η παρουσία των αποι­
κιών γινόταν αισθητή μετά από επώαση 24 ωρών, οι οποίες 
έφταναν στην πλήρη ανάπτυξη τους μετά από 48-72 ώρες. 
Ήταν στρογγυλές, λευκόφαιες ημιδιαφανείς, με ανοικτό-
χρωμη περιφέρεια και κοκκώδη επιφάνεια. Στο αιματοΰ­
χο άγαρ, στο Brucella agar και στο J agar, η παρουσία των α­

ποικιών γινόταν ευκολότερα αντιληπτή, λόγω της αντίθε­
σης των χρωμάτων μεταξύ υποστρώματος και αποικιών. 

Στο YESS και Mueller Hinton agar η ανάπτυξη ήταν 
πλούσια, οι αποικίες όμως διακρίνονταν δύσκολα, λόγω της 
ομοιότητας του χρωματισμού τους με αυτόν του υποστρώ­
ματος. Για να καταστεί δυνατή η παρατήρηση των αποικιών 
ήταν αναγκαία η χρήση πλαγίως προσπίπτοντος φωτός. 

Η ανάπτυξη του P. I larvae ήταν ικανοποιητική τόσο σε 
αερόβιο όσο και σε αναερόβιο περιβάλλον. Ήταν όμως 
πλουσιότερη σε ατμόσφαιρα C 0 2 5-10%, όπου οι αποικίες 
ήταν πιο ευδιάκριτες και είχαν μεγαλύτερη διάμετρο. 

Στους θρεπτικούς ζωμούς, η πρώτη έντονη ανάπτυξη 
εμφανιζόταν μετά από 20-30 ώρες επώασης, ενώ η δεύτε­
ρη γΰρω στις 80-100 ώρες. 

Η σταδιακή διαΰγαση του ζω μου και ο σχηματισμός 
του γκριζόλευκου ιζήματος άρχιζε 48 ώρες μετά τη δεύτε­
ρη ανάπτυξη της καλλιέργειας (έντονη θόλωση του ζωμοΰ) 
και συμπληρωνόταν σε 8 ήμερες. 

Στα επιχρίσματα από καλλιέργειες του βακίλου σε 
θρεπτικό ζωμό 24ωρης επώασης, διαπιστώνονταν νημα­
τοειδείς μορφές και αλυσίδες βλαστικών μορφών του Ρ. Ι 
larvae. Αντίθετα, στα επιχρίσματα από καλλιέργειες σε 
θρεπτικό ζωμό 50-70 ωρών επώασης, διαπιστώνονταν 
βραχείες αλυσίδες των 4-5 βακτηριακών κυττάρων. Σε ε­
πιχρίσματα από το στάδιο διαΰγασης παρατηρούνταν ε­
λάχιστες μεμονωμένες βλαστικές μορφές και πολυάριθμα 
υπολείμματα βακτηριακών κυττάρων, ενώ στο ίζημα κυ­
ριαρχούσαν οι σπόροι. 

Από τις πολυάριθμες μικροσκοπικές παρατηρήσεις ε­
πιχρισμάτων διαπιστώθηκε ότι η σπορογονία άρχιζε από 
την 39η ώρα. Με την πάροδο του χρόνου η παρουσία ε­
λευθέρων σπόρων γινόταν εντονότερη και έφθανε στο με­
γαλύτερο αριθμό την ένατη με δέκατη ήμερα, χρονική πε­
ρίοδο που συμπίπτει με τη σπορογονία in vivo10. 

Διαπιστώθηκε επίσης ότι οι βλαστικές μορφές, οι βά-
κιλοι σε κατάσταση σπορογονίας και οι ελεύθεροι σπόροι 
βρίσκονται σε διαφορετικές αναλογίες, οι οποίες επηρε­
άζονται από το είδος του υποστρώματος, την ηλικία της 
καλλιέργειας, το στέλεχος του P. I larvae και τον αριθμό 
των ανακαλλιεργειών, διότι παρατηρήθηκε ότι τα πέντε α­
πό τα δέκα στελέχη, μετά από επανειλημμένες ανακαλ-
λιεργειες, παρουσίαζαν μειωμένη ανάπτυξη και αργό ρυθ­
μό σπορογονίας, ακόμη και μετά επώαση 15 ημερών. 

Από τα υποστρώματα που χρησιμοποιήθηκαν, το 
Brucella agar και το αιματοΰχο άγαρ αποδείχθηκαν τα πιο 
κατάλληλα για την in vitro σπορογονία του PI larvae. Στα 
υποστρώματα αυτά το ποσοστό σπορογονίας κυμάνθηκε 
από 20-80%. Όπως φαίνεται στον πίνακα 2 το ποσοστό 
σπορογονίας όλων των στελεχών ήταν μεγαλΰτερο στο 
Brucella agar. Ειδικότερα στα στελέχη Νο.1 και No.6 στα 
οποία ενώ στο αιματοΰχο άγαρ ήταν 20% και 28% αντί­
στοιχα, στο Brucella agar ανήλθε στο 40%. 
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Πίνακας Π. Ποσοστό σπορογονίας στελεχών του Ρ. 1. larvae στο Αιματοΰχο και Brucella agar. 

Table Π. Percentage of sporogonie of P. 1. larvae strains on Blood and Brucela agar. 

Υπόστρωμα 

Αιματοΰχο 

άγαρ 

Brucella 

agar 

2605 

60 

% 
70 

% 

2610 

70 

% 
80 

% 

1 

20 

% 
40 

% 

2 

49 

% 
55 

% 

3 
84 

% 
80 

% 

4 

50 

% 
60 

% 

Αριθμός στελέχους 

5 
66 
% 
75 
% 

6 
28 
% 
40 
% 

7 
59 
% 
60 
% 

8 
51 
% 
65 
% 

9 
60 
% 
65 
% 

10 
70 
% 
75 
% 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Για μεγάλο χρονικό διάστημα επικρατούσε η γνώμη ό­

τι η καλλιέργεια του P. I. larvae είναι δύσκολη και ότι πρέ­

πει να γίνεται σε εξειδικευμένα εργαστήρια. Σ' αυτό συ­

νετέλεσε η αντίληψη ότι για την απομόνωση του απαιτού­

νται ειδικά θρεπτικά υποστρώματα, εμπλουτισμένα με 

θειαμινη και διάφορα άλλα αμινοξέα ή εμπλουτιστικές ου­

σίες καθώς και ειδικές τεχν ικές 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6 1 7 . 

Το πρώτο θετικό βήμα για την απλούστευση της καλ­

λιέργειας και την απομόνωση του P. I. larvae ήταν η θερμι­

κή επεξεργασία του παθολογικού υλικού (τυνταλισμός)18, 

που διασφάλισε τις καλλιέργειες από τις επιμολύνσεις. Η 

καλλιέργεια σε αερόβιο περιβάλλον10 και η διαπίστωση ό­

τι το αιματοΰχο άγαρ είναι άριστο υπόστρωμα για την α­

νάπτυξη του P. I larvae19 στη συνέχεια, κατέστησαν την 

καλλιέργεια και την απομόνωση του δυνατή στα περισσό­

τερα μικροβιολογικά εργαστήρια. Παρ ' όλα αυτά σε ορι­

σμένα εργαστήρια2 0 21, μέχρι και πρόσφατα, χρησιμοποι­

ούνται για την καλλιέργεια του P. I larvae ειδικά θρεπτι­

κά υποστρώματα εμπλουτισμένα με θειαμινη και διάφο­

ρα άλλα αμινοξέα. 

Η βραδύτερη ανάπτυξη του P. I larvae πέραν των 48 ω­

ρών, έναντι των 12-16 ωρών άλλων σπορογόνων βακίλλων8, 

είναι πιθανότατα η αίτια που δημιούργησε την εντύπωση 

της ανάγκης χρησιμοποίησης ειδικών θρεπτικών υποστρω­

μάτων για την καλλιέργεια του. Η καλή αν και βραδεία α­

νάπτυξη του, σ' όλα τα χρησιμοποιηθέντα από εμάς υπο­

στρώματα σε αναερόβιο αλλά και αερόβιο περιβάλλον, 

μαρτυρεί ότι η καλλιέργεια του είναι σχετικά εύκολη, αφοΰ 

έχει την ικανότητα να αναπτύσσεται τόσο σε αερόβιες όσο 

και αναερόβιες συνθήκες και σε κοινά υποστρώματα. 

Η ταχύτερη ανάπτυξη του στο αιματοΰχο και το 

Brucella agar, καθώς και η υψηλή σπορογονια στα υπο­

στρώματα αυτά φανερώνει τις ιδιαίτερες διατροφικές του 

απαιτήσεις. Τα υποστρώματα αυτά ικανοποιώντας τις δια­

τροφικές απαιτήσεις του βακιλου ευνοοΰν στη συνέχεια 

τη σπορογονια του. 

Επιπλέον η ανάπτυξη του P. I. larvae σε στερεά υπο­

στρώματα επιτρέπει την καλΰτερη εκτέλεση των δοκιμών 

της καταλάσης, υδρόλυσης της καζεΐνης και της ζελατίνης, 

που είναι απαραίτητες για την ταυτοποίηση του21·22. 

Ανακεφαλαιώνοντας τα αποτελέσματα της εργασίας 

αυτής συμπεραίνεται ότι για την απομόνωση και ταυτο­

ποίηση του P. I.larvae δεν απαιτοΰνται οΰτε πολυσΰνθετα 

θρεπτικά υποστρώματα οΰτε ιδιαίτερες τεχνικές. 

Η δυνατότητα καλής και σχετικά ταχείας ανάπτυξης 

του βακιλου, όχι μόνο σε αναερόβιες, αλλά και σε αερό­

βιες και μικροαερόφιλες συνθήκες, η εΰκολη διάκριση των 

αποικιών και η ιδιαίτερα καλή σπορογονια του στο 

Brucella agar, το οποίο χρησιμοποιήθηκε για πρώτη φορά 

από εμάς για την καλλιέργεια και απομόνωση του Ρ. Ι 

larvae, το καθιστοΰν υπόστρωμα επιλογής για το συγκε­

κριμένο βακτήριο. 
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