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INTRODUCCION



INTRODUCCTON

EL ghan inoremento de £ Tnseminacibn Artificial en Animales, y en -
La aw@édad con mds auge en ganadd bovino Lechero, debido principalmen-
e a su man‘e-jo mds Mecu@te y su mayon accesibilidad, y dada La gran can
tidad de tonos usados en fos diversos Centros de IquLnac,éqn Ati g ielal-
en todo el mundo, da Luga)i a -Za‘pltegun.ta. del éomt)wt efectivo de microon-

ganismos en el semen.

Los Centnos de Inseminacién, se han visto posiblemente obLigados a -
dediéa)t poco tiempo al "contnof de calddad” para aumentar La cantidad, da.

v'da La gnan demanda. (18],

La identificacion y control de agentes bacterianos contaminantes del
semen bovino, asl como Las téenicas de difucibn y preservacidn del mismo,

han sido objeto de numerosas investigaciones.

- La dilucibn del semen empleando medios a base de yema de huevo-citra
2o de sodio , adicionado de antébxldtévoA (penicilina y auepton:ima) y -
~ sometido a congelacifn, a temperaturas de menos 196° C, es una de Las tée

. ndcas empleadas con mayor exito. (16) (21).

Sin embargo pese a Lo refinado de e)szta-/técnica,‘ no podemos descan -
tan La posible existencia de contaminantes que alteren £a catidad def se-
men, S o ' .

La importancia de una Muuugau'dn bacié/béoncha det Aemen-. el de -
Antenls, ya que Las alteracianes que producen £os microorganismos al se--
men durante el tiempo en que Este permanece en dilucidn, ast como La trams

mésifn de infeccioned a frganos genitales de hembras inseminadas con semen

© eontaminado Agn:
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al. Compe/te’nc,éa. de La bacteria pon sustancias vitales, dando como re-

sultado una reduceédn de £a vida del espema en almacenamiento.
(19) (20}. ’

bl. Bajo ponceﬂtaje de fertilidad (2} (19} (20]).
¢). Una baja en La motilidad del espermatozodde, (7_) (15} (21},

d]. Thansmisibn de enfermedades tales como £a brucelosis, vibAiosis -
y como consecuencia de esto el abonto. (15) .(21).
" e). Problemas de vaginitis, cervicitis, metnitis, endometnitis y pio-
metna. (19) (21). '

‘Todos estos factores son de tomanse en cuenta, ya que Los problemas -

neproductivos son de Los mAs importantes en el ganado bovino Lechero.

La contaminacién bacteriana del semen tiene diversas yvariadas fuen -
tes ¢ incluyen desde el interion del tracto neproductor del macho, por --
ejeomplo; una vesdculitis, orquitis), epididimitis, e Lnﬂiamulﬁn de £os va-

405 deferentes. Estas afeccioned son cavsadas pon; Bucella abontus, — -~

Conynebacterium pyogenes, Pseudomona auneginosa y estneptococos. (19) (21).

Los génmenes contwninan,tu del pene y prepucio comunes en este s --
o Son: Pseudomonas, .Cougoltmu y Staffilococos (21),

Los contaminantes también pueden sen introducidos al semen a La hona-
de fa coleccidn, por una vagina y Lubricante no esténiles o porn el aire y-

polvo cireulante. (21),

Y adn Los contaminantes pueden sern introducidos mds tarde por diluen-

tes y equipo de manejo no esténil. (21).

Loa primeros repontes al respecto conresponden a TVANOV quien vcn 1917

1]



seflalf La existencia de organismos en el semen, capaces de transmitin in--

fecciones, estfe mismo autforn agregd clertos compuestos qulmicos con fines -

 bactericidas obteniendo nesultados desfavorables. (15).

En 1939 SALISBURY pone especial atencifn al estudio de Los génmenes -
contaminantes def semen, que pudieran acathear phroblemas en el proceso de-

conservacibn dek mismo. (15} (20).

ER eﬂecto de -Las sulfas y antébwucoa Aob)w.. La 5e/ut(‘,udad del semen-

y La mﬁub&udn de crecimiento bac/te)wmo en el mismo, ha ougulado mwm

pﬂu mvuugac,wnu (20).

EL uso de antibifticos en el semen diluido, demosind un aumento de [a

. -

fertitidad. ALMQUIST en 1947 encontrd que 100 michoghamos de estreptomici-

na pon me. de semen diliido fueron capaces de inhibin el desavroflo bacte-
riano, pero descubni6 también que niveles mayores ‘de 1250 microghamod del-

antibidtico por me. del semen difuido oniginaron una marcada disminucién - .

en fa viabilidad def mismo, esto Lo obseavé aumentando en forma paulatina-

fa cantidad de antibibtico hasta Leegan a La dosis perjudicial. (15).

Pn.uebaa eﬁec/tuadcus con el fin de deteminan &1 aceddn de La neomicina,

da/tozcwmuc&mu y cloranfenicol, produjeron resultados poco halagado -

nes en Lo que se neuue a inhibicibn de. crecimiento bacte/zumo en semen -

diluido. (7} {21},

Los estudios de GUSALUS en 1941 considera a L. Pseudomona aureginosa-

como factor impontante en fa baja de fertilidad. (12).

 ER efecto de Las bacterias hemoliticas sobre fa viabilidad def semen,
fue estudiado y se demoaﬂw_ que dichos géumenes fueron capaces de dismi -
nuwin fa motilidad de Los espermatozoides mantenidos en conservacibn. (7) -
(19, | o
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BUSH en‘ 1950 demosind una connelacibn entre fertilidad y ndmero de --
bacterias. Entre os repontes mds hecientes encontramos £as investigacdlo -
nes de CHOUDURY y De B.N. en 1965 sefiatando £a existencia de Conynebacte--

nium, Estreptococos, Estaffilococos y Proteus en el semen. (Z) {5

También hay estudios sobre el aistamiento de vérus en 1970, neportdn-
dose diferantes t(.pob de eflos. (1) ‘

En Lo que 4e neﬁuyw, a fa congdautfn, se descata La poubd,«,dad -
de que Ros gérmenes mueran a £a temperatura de menos 196° C., que es fa --
del Nitndgeno Liquido, en el cual se almacenan £as wmpoue,tab, ya que e -

ha visto que fas bacterias sobreviven perfectamente en este meddo.

Debido a esto La posibilidad de que se encuentren bacterias en el se-

men bovino es bastante grande. (13) (19).

Durante ef desarnollo del trabajo se dard especial atencién a Rogran-
el aislamiento dé Brucella aborntus y Cmpgtobac_»tu (Vibrio) foetus, aunque
tomand en cuenta cualquier tipo de aul;amewto que se Loghe.
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MATERTAL:

CRISTALERIA:

MEDIOS DE CULTIVO:

REACTIVOS:

- Indok.

Cajas de Petrnd

TubOA de cultivo (5 y 10me)
Pontaobjetos

Cub&eobje,tm

Matraces Enfen Meyen de 500 mL,

Pdipetas graduadas de 1 mi,

Frascos para anaerobiosis (velLobiosds) ‘

Tubos de eMayo, tapén de baquelita de 20me.

Agan cistelna corazbn
Cd!;d-o thioglicolato
Caldo PPLO

Agar PPLO

Agan gelosa dangre
Staff 110"

Caldo nutrnitivo

- Muellen Hinton

Tripticasa soya agar
Caldo selenite

. Sim
Agan verde briltante Agan citrato de Simons
Urea agan base
Agar TST (tniple
azidean hiennol.

Perdrido de hidibgeno (prueba catafasa)
Acetato de talio

Medioas selectivos en fubo:

Al;ﬁimlna
: : : . {Glucosa
Te,lwu,to_ de potasdo Lactosa
Maltosa
Sucrosa
quimicas, Trehalosa
Salicin

Carnbohidratos para pruebas b.L_o_<




TINCIONES:

OTROS MATERTALES:

MATERIAL BIOLOGICO:

Gram y Giemsa.

Microacopio estandar de Laboratorio. .

- Asas de platino (punta neeta y redonda)

Vela de paragina

Estufa de cultivo bacterdiofdgica
Autoclave

Mdbking tape

Etiquetas ey_tgomadaA

Béacuﬂa de 2610 grs.

L@piz graso »

Mécheno Bunsen

Thexmo cniog¢n£co.LR-21
Nitndgeno LLquido

Suero de equina uzw
Sdngne.compieta de bovino ébt@nét

Lupa

Agujas vacutainen.

. 40 ampolletas de semen congelado, de 6 dife-

hentes centros de Inseminacibn Artificial.



AL medio. PPLO LLquido e Le afiadi§ por cada 100 me. Lo siguientes
Acetato de talio: 0.1 gr.
Sueno equkno: 10 me.
En.el medio de Thioglicolato usado para La nesiembra dek Agar ciatel-
na corazén se Le aghegd pon cada 100 ml. Lo siguiente:

CLoruro de soddlo: 3.5 gr.

GLicina: . 1 gh.
AL medio Agan cistelna corazén por cada 400 ml Lo s{guiente:

Sanghe de bovines: 10 m.

Verde brillante: L0071 gn.

Las cajas de Petni, matraces, pipetas, tubos de ensayo, aA.C_ como Lod~
medios de cubtivo a excepeibn del Sefenite, se estenilizaron en autoclave,
durante 15 MMOA, a 15 Libras de presifn y a 121°',C. Después se proce -
dif a hacenles La prueba de esternilidad a Los medios de cultivo dejd_ndolob
24 horas, en fa estufa bac,tméowg/;ca..de cw&tévb, antes de utifizanlos en -
Las pruebas para el semen.

EL catdo selenite una vez rehidratado 8¢ sometif a calentamiento, evi
tando La ebullicibn, fLuego se Le hizo La prwueba de esterilidad. Después de
probar La esterilidad de Los medio&,de cubtivo se pusieron en refrigera --
cibn para su poMe)uLon utilizacidn, con excepeilbn del catdo thioglicolato-

" que 4e deja a medio ambiente.
Téenica para La tineibn de Gram:

1. Se toma un portaobjetos y se Limpia con aleohol.-
2. Calentarnto o 6£amean£o en el mechero,
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3. Hacer un clreulo con Epiz grase y poner dentro de a una gota de-
agua destitada, (En caso de sen medio LLquido no se agrega agua destifada) -

4. Tomar una muestra de fa colonia con ef asa de punta nedonda y homo

geneizarfa con el agua destilada,

5. Flamear hasta secan.

6. Agnegan cuistal violeta por 2 minutos,

7. Lavar con agua cornndiente.

8. Agregan Lugol para gifon fas bacterias Gram {+] por 1 minuto.

9. Lavar con agua corndente. , -

10. Decolonan con aleohol acetona (rhe/tm. y sacan}.

11, Lavar con agua conniente.

12, Agnagdn safranina al 2% pon 15 Aegu.ndo; (coloWe de contraste. -
Tifie kas Guam Negativas). | '

13, Secanr.

14. Observan af microscoplo en inmensibn en aceite.

Téenica para La tineibn de Giomsa:

1. AL 5 son 'VigualuA qué en fa tincifn de Gram.

6. Fijan ka extensifn en ateohol metflico durante 3 a 5 minutos.

7. Secan at aine. ‘ - »

8. Sumergin en el coforante de Giemsa difuido durante 20 a 30 minu -

tos. | |
9, LaQa)L con agua destilada,
10. Ponen vertical para secar.

" 11, Observan al microscopio en inmersifn en aceite.



ESQUEMA DE

LA METODO LOGIA

S E M E N
‘r"”””,,f ANAEROBI0S IS (VELOB10SIS)
AGAR CISTEINA CORAZON THIOGL ICOLATO TRIPTICASA SOYA PPLO Ligq.
96-120 hrs. 96-120 hrs. AGAR (96~120 hrs) 96-120 hrs.
HACER LECTURA ~ PURIFICAGION CEPA

TINCION GRAM

v
THIOGL!COLATO
L48=72 bhrs.

v

TINCION GRAM

v )
Bi0qufmica‘diferencial

IDENT IF ICAC ION
GERMEN’

TINCION GRAM

GELOSA SANGRE
24 hrs.

PURIFICACION CE_
PAEN EL MISMO MEDIO

24 hrs.

PRUEBA CATALASA

TINCION GRAM

" EN EL MISMO MEDIO

96-120 hrs.

TINCION GRAM

v

Bioquimica diferencial Bioquimica

IDENT IF ICAC tON
GERMEN

diferencial

IDENTIF {CAC {ON
GERMEN

HACER LECTURA

PPLO agar
48-72 hrs,

"PUR IF ICAC 10N
CEPA EN MISMO ME_
D10. (48-72 hrs.}

TINCION GIEMSA

Bioquimica diferen_
cial.

IDENT I F ICAC 10N
GERMEN

GENERAL

AEROBI0S 1S

CALDO NUTRIT!IVO
24 hrs.

T

HACER LECTURA
TINC ION. GRAM

MUELLER HINTON
2k hrs.

"PURIF ICAC 1ON CEPA
EN MISMO MEDIO
2L hrs.

TINCION GRAM

Bioquimica diferencial

IDENTIFICAC ION’
GERMEN

SELENITE
24 hrs.

HACER LECTURA
TINCION GRAM

VERDE BRILLANTE
: 24 hrs.

PURIFICAC ION CEPA
EN MISMO MEDIO.
24 hrs.

TINCION GRAM

Bioquimica diferenci

IDENTIF ICAC ION
GERMEN



RESULTADOS



REPORTE DE ANOMALIAS

CUCBA

A LA TESIS:

LCUCBA01990

Autor:

Gonzalez Vazquez Rodrigo

Tipo de Anomalia:

Errores de Origen: Folios Faltantes No. 13 y 14



RESULTADOS
CANADA:

0.A:A.B,
A-1 THAMES CREST MARQUIS
A-2 GRenbrook Stanbrook
A-3 Browndale Onbit
A-4 High Silo haven Master Red -
A-5 Zeldennust Pontiace deligth
A-6 Rgycedale reglection

A-7 Weaver Maple Leader

ESTADOS UNTDOS:

CARNATION, ' ‘
Paclamar Goliath
B~ Wilkard Astronaut

B-1
B-3 Dumood R.A, Pride
B-4 Rwjs Du vat General
B-5 Efv Reglextion Winnern
B-6. 9926 (055) 1341448
Diamond Onlon Zest

B-8 Spring Valley Rollo

ABS -

Utag Tvanhoe ULtimate
Citation R Maple
Paclaman Bootmaken

Anlinda Forty nine Stamn
Homo Wis Bunke Memong

E-1
E-2
E-3

t-4
E-5

+) -
'_(”

{+)
(+]
(-]

(-]

(+)

{-]

#)

(-]

Pseudomona spp
Pseudomona App
Pseudomona spp
Es che)u:ch:az colll

| Proteus miniabilis

Pseudomona app.

Eschenichia cofld

15



CURT1S
V-1 Mdidrack King Qscar
-2 | Arbinda Chief DipLomat
D-3  Locombe Bandit
U-4 Glenagton Chanm ,
-5 High Meadow fanm sky high
| MEXTCO:
S.A.G. - |
C-1 Dunfea Carnation Sinus
C-2 Meadow Lee Majonity
C-3 Chiconave - _
'C-4 Don Head Glad Linesman 1Jensey)
C-5 C.M.1. Gavitan
C-6 Oak Ridges Regal Lucky
C-7 Dunfea Mejor ZInka Ray
C-8 Welcome in Joans Suéneme.
C-9 Sag Leroy
C-10 Coastal D. Plato.

MEXTICO -  CANADA:

H.INSA,

F-1 S. .qu,éca Moro H. Maﬂqu@

F-2  Bunsow Citation Apolo

F-3 S, Ménica Herdsmasten Manquis.
F-4 S. Mofru.'ca Greenhope Crisschoss

F-5 Nonth Leeds Prince

(-]
{-)

(+]

{-}

)

(+}

{-]
{+)
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Es cherichia colll

Proteus vulgaris

Conynebacterium pyogenes
-PAe,u.domgna 4pp.

Pseudomona spp.

Escherichia colli

Pseudomona spp.



PORCENTAJE DE AISLAMIENTO,

AISLAMIENTO TOTAL: - '30%

PORCEN'I_'AJE DE AISLAMIENTO POR CENTROS DE INSEMINACION ARTIFICIAL:

(A} - 0.A.A.B. (Canadd)

{E)
{c]
(D)
{F)
{B)

ABS [E.U.A,)

S.A.G.  (México)

CURTIS [E.U.A.)

M.I.N.S.A. (MExico-Canadd)
Carnation [E.U.A.)

PORCENTAJE POR AISLAMIENTOS:

. Pseudomona spp.
EAch_vuLch,c'ti colls

Proteus vulgaris.

Proteus mirniabilis

Conynebacterium pyogenes

57.14%
40.00%
30,008
20.00%
20.00%
12.50%

50.00%
28.58%
7.14%
7.14%
7.14%
100.00%

17
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DISCUSTON

(Este trabajo se efectud con 40 ampolletas de semen congelado de & -
Centnos de Inseminacibn Artificial diferentes, Zanto nacionales como ex --

Zhangjenos.
CASOS A-1, A-2, A-3, C-1, C-2, E-1, F-2:

En ef medio de verde brillante fas cofonias eran grandes, nedondas, -
de bordes regufares, convexas, mucoldes y un poco gchea.b_. Hubo viafe -
en el medio a un color rojo; por estas caracteristicas e AOApechq de - PSEU
DOMONA spp. y para su confimmacibn se aeAémbfcq en medios selectivos: Sim,-

Citrato de Simons, Unea agan, TSI, con £od resultados siguientes:
Sim:  Motilidad (+)
Indot (-]
Citrato de Simons: (-]
Urea agarn {-)

TSI (-]

En todos Los casos aMWonu el genmen aislado fue Gram (-).

En el caso C-1 creci primeno en gelosa sangre [anaerobial, produ -
u’en.do una »hemGU,bL& beta y un pigmento verdoso, se nesembrb en verde bai
Leéante y de &ste a medios selectivos, con el nesultado antes mencionado -

{Pseudomona spp).

CASOS A-4, C-4, 0-3, E-4:
EL géumen aislado en estos casos fue Gram (-], Cofonias blancas, pe -
quefias, circulanes, britlantes, de borde continuo, himedas; el medio de --
verde brillante vind-a un colon verde; sospechdndose de ESt‘HERICHIA COLLI-
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Y para su congimmacidn se sembrb en medios _Auec,avob; dando £os siguien -
tes nesultados: ’

Sim: - Motilidad (-]
Indot {+)
Citnato de Simons . (-]
Unea agan ' (-}
TSI : (-}
Glucosa (+)

EL casg A-4 cnecdd en guoaa sangre, nesembrdndose en verde brillan -~

Le y dando Los mismos nesultados.
CASC B-3:

Hubo crecimientos en verde brillante, cofonias pequerias, blanquecinas,
cineulanes, Géwmen Gram (-}, Se sembrb en medios selectivos con el 84 -
guiente nesubtado: '

Sim: Motilidad  {+)
Indot (-)
Citrato de Simons (-}

lUnea agar (+)

ST G

Glucosa ()

Por elklo se A&Apechd de PROTEUS MIRIABILIS. .
CASQ C- l' |

También c)w.ud en_ verde bu&&ante dando ed mismo 2ipo de C.O-COMM -

que el anterion. Gram (-].
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Se sembnb en medios sefectdivos dando Lo siguiente:

Sim: Motilidad (+}

| Indol {+)
Citnato de Simona {-
Unea agar k {+)
781 ()
Glucosa A {-

Resultado del caso C-1: PROTEUS VULGARIS,

CASO C-1: _ .

. Apante &e haber crecido.’en verde brillante como e difo anterionmente,
éste tambidn crecid en agan cistelna coﬁazm, sdendo e glmmen Gram (+], -
se hizo nesiembra en gelosa sangne con telunito de potasio y Staff 110 ha-
biendo crecimiento en telurito y dando colonias pequedas, Lisas de color -
caf¢ obscuno, pon esto se sospechd dé CORYNEBACTERTUM PYOGENES y para  co

rroboranlo se hizo bloquimica diferenciaf.con Los sdgydentes nesultados:

Catalasa (-1 Sucnosa  {+]
Unea {-) Trehalosa [-) ‘.
© Glucosa (4] Sakictn  (+]
lactosa (+) Mginina  (+)

Maltosa {+)
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Aunque no se cu/sl;d Cwnpgl:obae,te/a (wvd/uo] foetus, ru Bucella abortus,

1.04 nesubtados obtenidos en este Wbajo concuendon con Las publicacio -
nes de diversos .au.tonu (5] (7], en Lo referente a £ipos bacterianos, ais-

Mndaéa pAeudomona, EAchvu,ciua Conynebacterium y Proteus.

De acuendo con La opm«.dn de varnios autones, La muanua de gbuma -
nes del t,cpo Conynebacterium, Escherichia Yy Pseudomona, en el semen bovi -
no, puede ondginan alteraciones a Los upvmm:ozowu y aparnato genital ~-
del macho, tales comos: an.qux,téa, umawm epddidimitis, dklérru’;iuc,wn en
el grado de motaudad (71 (19) y pé/xdx.daé considenables en el porcentafe ~
de fentitidad (12] (15].

*

Los p/cabtemu que acaMea/wz en La hembra La fce.a&zaudn de fa Tnsemi
nacibn Artificial, empleando semen can,tamuzado puden ser desde abortos,

asl como casos de methitis, vaginitis y cervieitis (17) (19).

~ Como puede dbservarse, a través de Los nesuliados obtenidos en ol --
presente trabafo, nos neflejan que s& existe una coMW@CQn bacteria -
na en el semen congelado de génado bovino fechero. Dejando abiento el cam-
po para que. en futuras investigaciones, se estudie £a nelacitn que tal vez:
exista enthe estos gbumenes y algunas entidades patofégicas que afectan -
_La-ﬁuncéﬁn.nepnoductpna de’fas hembras o que causen problemas en animales-

néonatos de fan importante especie, como £0 es el bovino Lechero.



CONCLUSTONES
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CONCLUSTIONES:

Del totak de mues thas bmbajadaA nos dwuuuan que un abto porcenta-
je (30%8) presentan contaminantes.

Los gé’/unenu aislados fueron tanto Gltam -] como Gram {+].

Dentro de Los génmenes aislados el de mayon incidencia fue’ PSEUDOMO -
NA spp. con 50.00 % ugu.aéndo!:e Escherichia coldi con 28.58% y al §d-
nal con 7.14% d Proteus Miriabilis, Proteus Vcw_gam Y Caftynebacte--

rium Pyogenes.

En inguno de fos casos fue posible of aistamiento de patfgenos del -
a‘p_o Bucella abortus o Campylobacten foetus,



o g

SUMARTO
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SUMARTI O

Se muestrearon 40 ampolffetas de semen co.ng'el.ado y de seis diferentes-
Centros de Inseminacitn A)d;é&iu‘a,l, de México, Canadd y Estados Unidos.

Se hicienon siembras bacteriolfigicas utilizando medios de cultive -
difenentes, tanto para gérmenes Gram positivos como para Gram negativos.

Se demosin6 La presencia de contaminantes con predominancia muy mared

da de Gram negativos, (Pseudomona y Escherichia cofli).

EL porcentaje Zotal de contaminacién fue de 30%.

- Los glumenes adlstados en onden de impontancia fuenon:

‘Pseudomona. spp. 50.00%

Escherndehdia colld 28.58%
Proteus vulgarnis 7.14%
Proteus miniabilis 7.14%

Conynabadvu’um pyogenes 7.14%

- La identificacibn de Los géumenes se 22ev6 cabo por medio de Las -

canactertaticas monfoR6gicas de tas colonias, diferenciacifn bioquimica, -

Lneibn de Gram y neacciones en medios selectivos.
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