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INTRODUCCION

La produccién animal ha tenido un gran impulso gracias a los
adelantos de las ciencias han permitido desarrollar mejores técni-
cas de manejo, alimentacién y mecanizacion que han producido un
gran aumento en la eficiencia de la producciéon. Sin embargo ain
existen problemas que no han podido ser resueltos satisfactoriamen-
te como son las enfermedades, que van a causar la muerte o bien

a causar lesiones que van a mermar la capacidad productiva. (1)

Las pérdidas econ6micas producidas por la Brucellosis en la Re-
pablica Mexicana ascienden 800°000,000.00 (ochocientos millones) de
pesos anuales correspondiendo 600 millones por concepto de pérdidas
en leche, 100 millones por pérdidas de becerros y 103 millones en in-
fertilidad. La Brucellosis causa una pérdida de 1,500 a 2,500 pesos
anuales por vaca infectada siendo an mayor la pérdida en aquellos
animales de alta produccion. (2)

Después de raber indicado Bruce (1887) que la fiebre de Malta
del hombre la produce una pequefia bacteria (Micrococus Melitensis),
Zammit (1905) demostré que tal germen es transmitido al hombre
por el consumo de leche de cabras infectadas. Entretanto, B. Bang y
Stribolt (1896) comprobaban que el aborto infeccioso de las vacas
ya conocido en Europa lo causa una bacteria que denominaron Ba-
cillus Abortus Infectiosi, este germen fue hallado luego en abortos
de otras especies animales: en cerdas, por H. Hutyra (1909) y por
Traum (1914).

La Fiebre de Malta y el Aborto Epizooético fueron puestos en
relacion entre si cuando miss Evans (1918) demostré el parentesco
de los gérmenes citados. En vista del intimo parentesco de tales
gérmenes Feusier y Meyer, Meyer y Shaw (1920) propusieron agru-
parlos en un género bactérico especial (Brucella) y denominarlos
Brucella Melitensis y B. Abortus.

Actualmente la propuesta de H. Huddleson (1928), suele dis-
tinguirse a otra la B. Suis.
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En vista de tales resultados de la investigacién suele de.nm’ni-
narse Brucellosis a la Fiebre de Malta y al llamado Aborto Epizo6ti-
O, (3)

En la actualidad existen técnicas que permiten realizar un diag-
nostico efectivo de la enfermedad, estas técnicas se basan en la de-
teccion de substancias que produce un organismo atacado por Bru-
cellas. Estas substancias se denominan anticuerpos y tienen la fun-
cion de neutralizar a los gérmenes invasores.(2) El tema de la pre-
sente tesis es el estudio comparativo entre la prueba rapida en pla-
ca y el antigeno coloreado con rosa de Bengala (Card-Test) en suerc
de bovinos.

Card Test. En 1966 la prueba de la tarjeta fue oficialmente acep-
tada por el programa de erradicacion de la Brucellosis como prue-
ba diagnoéstica, en los EE.UU. Nicolletti (1967) Pietz y Schiff (1968),
Pay y Corley (1968) recomendarcn su uso en los EE.UU, y Morgan,
McKinnon, Lawson y Cullen utilizando una modificacion de la prue-
ba (colereada con rosa de Bengala) reportaron su valor como prue-
ka de laboratorio.(4) Se usa una suspension de células completas
de la cepa 1119-3 con conceniraciéon determinada por flotacién dei
8% y normalizada en su p.H (Buffer 3.65). (5)

Esta prueba fue propuesta por (Huddleson y Arbell (1928). Es
una suspension de Brucellas en cultivo en agar en solucién de sal
comun al 12% adicionada con 0.5% de fenol y 0.01% de solucién ai-
coholica concentrada de violeta de Genciana.(3) Esta prueba es has-
ta la actualidad de las mas usadas en el diagnéstico de la Brucello-

sis por su rapidez y sencillez con que pueden localizarse los anima-
les seropositivos.
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MATERIAL Y METODO
MATERIAL

226 sueros bovinos.

Agujas de puncién 16 por 100mm.

Frascos estériles.

Gradilla de 40 lugares.

Pipetas de bang.

1 Reloj.

1 Caja de aglutinacion.

Tarjetas de prueba.

Tubos capilares.

Perillas de hule.

1 Frasco-gotero para antigeno de Huddleson.
1 Frasco-goterc de plastico para Antigeno coloreado.
Palillos agitadores de madera desechables.
Reactivos.

Antigeno de Huddleson.

Antigeno Coloreado con Rosa de Bengala.

METODO

Se extrae la sangre por medio de una aguja de puncion de la
vena yugular del animal y se recibe en un frasco de vidrio esterili-
zado, de alli una vez que ha coagulado se separa la sangre del sue-

ro depositando este tltimo en otro frasco.

Card-Test. Se saca el Antigeno del refrigerador agitandolo li-
geramente para resuspender las bacterias y se espera un tiempo pru-
dencial a fin de que el Antigeno alcance la temperatura ambiente,
admas se prueba con un suero positivo-negativo conocido.

1.—Se coloca la perilla al tubo capilar y se retira 0.03ml. has-
ta la marca negra del tubo teniendo cuidado de no transfe-

rir elementos celulares.
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2.—Se pone el espécimen en la depresién en forma de légrifna
de la tarjeta de prueba mediante compresién de la perilla
de hule.

3.—Agitar el frasco-gotero y péngase en posicién invertida sol-
tando Umicamente 2 gotas (0.03ml) sobre cada depresion pero no
directamente sobre el suero.

4—Usando un agitador de punta roma para cada depresion
mezclar la suspensién antigena con el espécimen de prueba
y extiéndase sobre toda la superficie de la depresién en for-
ma de lagrima (se desecha el agitador y se pasa inmediata-
mente al paso No. 5).

5.—FE1 balanceo e inclinacién de la tarjeta es extremadamente
importante (aproximadamente doce veces por minuto de un
lado a otro) durante todos los cuatro minutos del periodo
de incubacion, dejando tiempo para que la mixtura fluja de
arriba abajo con el fin de que las particulas queden en cer-
cana proximidad y entonces se extienden y a medida qu=
fluyen se alejen de la parte mas alta.

La tarjeta debe ser leida en estado hiimedo inmediatamen-
te después del periodo de incubacién de cuatro minutos y
se reporta como: Positiva, los especimenes que muestren
caracteres de aglutinacién de moderadoc a grandes coagulos.
Negativa los especimenes que muestran un patrén de par-
ticulas dispersas sin codgulos caracteristicos y aquellas que
no muestran coagulacion. (6)

METODC DE HUDDLESON

Se saca el Antigenc del refrigerador agitando levemente y evi-
tando la formaciéon de espuma y se espera un tiempo prudencial pa-
ra que el Antigeno alcance la temperatura ambiente.

Este método consiste en mezclar cantidades decrecientes de sue-
ro sanguineo, 8 centésimos, 4 centécimos, 2 centécimos, 1 centécimo
de ml., con una gota de Antigeno en la caja aglutinacién valiéndose
de la pipeta de Bang y el gotero, se mezcla muy bien con un palillo
de punta roma, empezando de la dilucién mayor con el objeto de no
alterar las concentraciones.

—11—



En muchos casos es posible efectuar la lectura inmediatamen-
te pero es aconsejable no hacer la lectura general sino después de &
minutos porque algunas muestran aglutinan mas lentamente.

Estas diluciones corresponden a los titulos de 1:25, 1:50, 1:100,
vy 1:200 de la prueba lenta en tubo. (7-3).

RESULTADOS
Muestra No. Vaca No. Huddleson Card Test
” 1 5412 Negativo Negativo
’ 2 5330 Negativo Negativo
» 3 5414 Negativo Negativo
” 4 5480 Negativo Negativo
» 5 5357 Negativo Negativo
” 6 5308 Negativo Negativo
’ 7 3323 Negativo Negativo
. 8 5453 Negativo Negativo
” 9 5332 Negativo Negativo
” 10 5320 Negativo Negativo
” 11 80 Negativo Negativo
’ 12 5373 Negativo Negativo
' 13 5269 (1:25) - Positivo Negativo
” 14 3257 Negativo Negativo
’ 15 4440 (1:25)  Positivo Negativo
” 16 5404 Negativo Negativo
” 17 5334 Negativo Negativo
” 18 5459 Negativo Negativo
" 19 5392 Negativo ‘Negativo
” 20 5441 Negativo Negativo
” 21 9356 Negativo Negativo
” 22 5310 Negativo Negativo
" 23 5405 Negativo Negativo
" 24 5316 (1:25) Positivo Negativo
’ 25 5325 (1:25)  Positivo Negativo
" 26 5489 Negativo Negativo
" 27 5344 Negativo Negativo
" 28 5366 Negativo Negativo
. 29 4438 Negativo Negativo
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Muestra No. Vaca No. Huddleson Card Test

- 30 3482 Negativo Negativo
"9 31 5372 Negativo Negativo
» 32 5398 Negativo Negativo
’ 33 5471 Negativo Negativo
" 34 5394 Negativo Negativo
” 35 5475 Negativo Negativo
” 36 5498 Negativo Negativo
” 37 4485 Negativo Negativo
” 38 3376 Negativo Negativo
’ 39 5256 Negativo Negativo
» 40 5408 Negativo Negativo
’ 41 5401 : Negativo Negativo
. 42 5327 (1:25)  Positivo Negativo
’ 43 5471 Negativo Negativo
" 44 5335 Negativo Negativo
’ 45 5354 Negativo Negativo
» 46 5313 Negativo Negativo
’ 47 5487 Negativo Negativo
” 48 1506 Negativo Negativo
" 49 5492 Negativo Negativo
’ 50 5446 Negativo Negativo
’ 51 5469 Negativo Negativo
’ 52 5429 Negativo Negativo
” 53 5431 Negativo Negativo
" 54 5403 Negativo Negativo
’ 55 5324 Negativo Negativo
’ 56 5443 Negativo Negativo
” 57 5486 Negativo Negativo
" 58 5411 Negativo Negativo
» 59 5413 Negativo Negativo
" 60 5314 Negativo Negativo
" 61 5307 Negativo Negativo
» 62 o488 Negativo Negativo
» 63 3315 Negativo Negativo
» 64 433 Negativo Negativo
IT) 65 5383 NegatiVO Negativo
" 66 5378 (1:25)  Positivo ~ Negativo
» 67 5439 Negativo Negativo
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68
69
70
71
72
73
74
(6]
76
7
8
79
80
81
82
83
84
35
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106

5352 (1:25)
5312
5436
5457
5364 (1:25)
5482
5121
5380
5190 (1:25)
13
5465
5353 (1:25)
52
5271
5304
5317 (1:25)
5444
5331
5258
5396
5247
60
44
5425
5385
5418
59
50
5477 (1:25)
3
5265
5337
5387 (1:25)
5342
5466
5420
15
4
47

Positivo

Negativo
Negativo
Negativo
Positivo

Negativo
Negativo
Negativo
Positivo

Negativo
Negativo
Positivo

Negativo
Negativo
Negativo
Positivo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negative
Negativeo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo

Negativo
Negativo
Negativo
Positivo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
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Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo



Muestra No. Vaca No. Huddleson Card Test

» 107 57 Negativo Negativo
s 108 62 Negativo Negativo
» 109 11 Negativo Negativo

» 110 58 Negativo Negativo
» 111 5384 (1:100) Positivo Positivo

» 112 5489 (1:50) Positivo Negativo
, 113 5461 Negativo Negativo
,, 114 5395 Negativo Negativo
5, 115 43 Negativo Negativo
, 116 5417 Negativo Negativo

,» 117 5305 (1:25) Positivo Negativo
,» 118 5445 Negativo Negativo
,» 119 5403 Negativo Negativo
» 120 5328 Negativo Negativo

» 121 5347 Negativo Negativo
» 122 5409 Negativo Negativo
,» 123 5419 Negativo .. Negativo
, 124 5368 (1:25) Positivo Negativo
, 125 5343 (1:50) Positivo Negativo
, 126 5311 (1:50) Positivo Negativo
, 127 548 Negativo Negativo

, 128 5306 Negativo Negativo

» 129 5478 Negativo Negativo

,» 130 5423 Negativo Negativo
» 131 5435 Negativo Negativo

5 132 5428 Negativo Negativo
» 133 5451 Negativo Negativo

» 134 5449 Negativo Negativo
, 135 7 Negativo Negativo -
, 136 5460 Negativo Negativo
» 137 5355 Negativo Negativo
, 138 8 Negativo Negativo
» 139 5393 (1:50)  Positivo Negativo
,» 140 5348 Negativo Negativo
» 141 5402 Negativo Negativo
,» 142 14 Negativo Negativo
, 143 1 Negativo Negativo
, 144 2 Negativo Negativo
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Muestra No. Vaca No. Huddleson Card Test

» 145 48 Negativo Negativo
» 146 10 Negativo Negativo
» 147 6 Negativo Negativo
» 148 5321 Negativo Negativo
» 149 61 Negativo Negativo
» 150 5370 Negativo Negativo
» 151 5 Negativo Negativo
» 152 53 Negativo Negativo
» 153 5153 Negativo Negativo
» 154 45 Negativo Negativo
» 155 49 Negativo Negativo
» 156 Y 12 Negativo Negativo
N LY 54 Negativo Negativo
» 158 5469 Negativo Negativo
» 159 5473 Negativo Negativo
» 160 5464 Negativo Negativo
» 161 5406 (1:25) Positivo Negativo
» 162 5455 Negativo Negativo
» 163 5389 Negativo Negativo
» 164 5351 Negativo Negativo
» 1165 5338 Negativo Negativo
,» 166 5340 Negativo Negativo
» 167 ‘ 5454 Negativo Negativo
5, 168 5335 (1:25)  Positivo Negativo
» 169 5400 Negativo Negativo
» 170 5426 Negativo Negativo
, 17 5371 Negativo Negativo
, 172 5309 Negativo Negativo
» 173 5359 Negativo Negativo
» 174 5261 Negativo Negativo
» 175 5437 (1:25)  Positivo Negativo
» 176 5397 Negativo Negativo
w 177 5390 Negativo Negativo
» 178 5318 Negativo Negativo
,» 179 5429 Negativo Negativo
, 180 5263 Negativo Negativo
» 181 5407 Negativo Negativo
» 182 5386 Negativo Negativo
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Muestra No.

»

”

b4

183
184
185
186
187
188
189
120
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
213
214
215
216
217
218
219
220
221

Vaca No.

£

¥

5363 (1:50)
5379
5456
5260
5398
5470
5345
5447
5266
5365
5325
5339
5410
5441
5500 (1:25)
62
5432 (1:50)
5395
5427
5422 (1:25)
5476
5358
5360
72 (1:50)
215 .
-
210
208 (1:50)
521 (1:25)
4 (1:25)
219 (1:25)
516
215
6
218
299
1
201

Huddleson

Positivo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo

Negativo
Positivo

Negativo
Negativo
Positivo

Negativo
Negativo
Negativo
Positivo

Negative
Negativo
Negativo
Pos:tivo

Positivo

Positivo

Positivo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
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Card Test

Negativo
Negativo
Negativo

.Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

‘Negativo

Negativo
Negativo
Negative
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo



Muestra No. Vaca No. Huddleson Card Test

w222 350 Negativo Negativo
» 223 200 Negativo Negativo
» 224 206 Negativo Negativo
» 225 212 Negativo ‘ Negativo
» 226 216 Negativo Negativo
»w 227 525 Negativo Negativo
» 228 213 Negativo Negativo
» 229 207 Negativo Negativo
» 230 209 Negativo Negativo
» 231 3 Negativo Negativo
» 232 203 Negativo Negativo
» 233 204 Negativo Negativo
,» 234 -214 Negativo Negativo
w235 5415 Negativo Negativo
» 236 5322 Negativo Negativo
, 237 5399 Negativo Negativo
» 238 5294 Negativo Negativo
., 239 5388 Negativo Negativo
,, 240 5472 Negativo Negativo
, 241 5430 Negativo Negativo
., 242 5389 Negativo Negativo
,, 243 5341 Negativo . Negativo
,, 244 5336 Negativo Negativo
, 245 5491 Negafivo Negativo
s 246 5350 Negativo Negativo
»y 247 5495 Negativo Negativoe
» 248 5262 Negativo Negativo
» 249 5342 Negativo Negativo
» 250 5259 Negativo Negativo
» 251 5361 Negativo Negativo
»w 202 5301 Negativo Negativo
,» 253 152 (1:200) Positivo Positivo

» 204 35 (1:200) Positivo Positivo

» 205 131 (1:200) Positivo Positivo

, 206 98 (1:200) Positivo Positivo

»w 257 51 (1:200) Positivo Positivo

. 258 134 (1:200) Positivo Positivo

» 259 231 (1:200) Positivo Positivo
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Muestra No.

260
261
262
263
264
265
266

Vaca No.

49 (1:200)
266 (1:200)

31 (1:200)
283 (1:200)
297 (1:200)
237 (1:200)
292 (1:200)

Huddleson
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
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Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo



RESUMEN DE RESULTADOS

De las 266 muestras de suero analizadas por los métodos de
Card-Test y Huddleson respectivamente se obtuvieron los siguien-
tes resultados:

Reactores para el método de Card-Test 115
Reactores para el método de Huddleson :15

Los sueros reaccionantes para el método de Huddleson se divi-
den de la siguiente manera:

Reactores a dilucién de: 1:25, 1:50, 1:100 = 1
Reactores a dilucién de: 1:25, 1:50, 1:100, 1:200 = 14
Reactores a dilucién de: 1:25 = :24

Reactores a dilucion de: 1:24, 1:50 = 8,



DISCUSION

Se trabajaron 266 sueros de bovinos tomados al azar del mu-
nicipio de Ahome, Sinaloa que fueron llevados al laboratorio de Pa-
tologia Animal de los Mochis, para trabajarlos por los métodos de
Card-Test y Huddleson de donde se obtuvieron los siguientes resul-
tados. .

Reactores Positivos al Método de Card-Test 15.

Reactores Positivos al Método de Huddleson 15.

Los sueros positivos al métode de Huddleson se distribuyeron
de la siguiente manera:

Reactores a la dilucién de 1:100 - 1.

Reactores a la dilucién de 1:200 - 14.

Los quince reactores al método de Card-Test corresponden a los
sueros reaccionantes al método de Huddleson a partir de la dilucion
de 1:110 inclusive.

Los catorce sueros positivos a la dilucion de 1:200 y también a
Card-Test fueron de animales vacunados con cepa 1119.

O'Relly, Cumingham reportaron que hubo una estrecha corre-
lacion entre los resultados de la prueba de Card-Test y la de sero
aglutinacién en tubo en 2,000 muestras analizadas. (4)

Morgan, McKinon y Cullen reportaron una amplia concordan-
cia entre los resultados de fijacion de complemento y prueba dc
Card-Test, en 2,539 muestras.

B. Huntery J. Aller reportan que en la comparacion entre las
pruebas de Anillo en Leche y fijacién de complemento en leche en-
tera frente a las pruebas de sangre, sero aglutinacién en tubo, fija-
cion de complemento y Card-Test. La prueba de fijacién de comple-
mento en leche entera fue la que produjo menos falsos positivos, de
las pruebas de sangre, la de Card-Test fue la que detect6 la mas a!-
ta proporciéon de animales infectados y fue la mas simple y rapida
de las pruebas practicadas. (9)

G. Davies reporta qce el Card-Test tiene una alta eficiencia pa-
ra detectar animales positivos siendo el 96.2% y para detectar los
falsos positivos de un 97.1%. (10)
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Fl porcentaje de reactores positivos a Brucellosis entre los sue-
ros analizados es de 5.6% que podemos considerar bajo, ya que en
una relacién de incidencia de Brucellosis en diversas zonas de la Re-
publica Mexicana encontraron el 14.2% segin datos tomados de la
campafia nacional para el control de la Brucellosis. (11)

Consideramos animales Brucellosis aquellos que nos dieron un
titulo de 1:200 aunque hayan sido vacunados ya que el comité mixto
de expertos F.A.O. O.M.S. de expertos en Brucellosis, declara que
un titulo de 1:200 en animales vacunados es considerado positivo.
(5-12).

En los resultados sefialamos como positivas diluciones a 1:25
y a 1:50.

Estas muestras son 24 para la dilucion de 1:25 Gnicamente y en
las diluciones de 1:25 y 1:50 en namero de 8.

Estas muestras son negativa a Card-Test.

El comité mixto FAO-OMS de expertos e Brucellosis recomien-
da que no se conceda valor diagnéstico a titulos menores de 100.

Los titulos de 50 se consideran como ‘“‘dudosos” o ‘“sospecho-
sos”. (5)

En el caso de los 1:50 Olos sueros son sospechosos a la prueba
de Huddleson y negativos a Card-Test v nes inclinamos hacia esta
altima por ser una reaccién categoérica,

Los animales reaccionantes a una dilucién de 1:50 (8) podrian
haber sido motivados por ser animales que hubieran abortado recien-
temente (menos de 30 dias) ya que segin dice el comité de exper-
tos en Brucellosis FAO-OMS el titulo de anticuerpos circulantes es
bajo inmediatamente después del aborto y por ello segiin recomien-
da el mismo comité se deben hacer sangrados 30 dias después del
sangrado anterior (5).

En este caso no se llevan récords de ninguna clase en el gana-
do muestreado, ademas el muestreo se hizo al azar.

En ocasiones se encuentran aglutininas inespecificas para B.
Abortos en ganado vacuno especialmente después de la vacunacién
con productos biolégicos del género pastorella, esto parece deberse
a la existencia de antigenos comunes. Tales reacciones suelen ser pa-
sajeras y su naturaleza suele ponerse en manifiesto con la reali-
zacion de nuevas pruebas varias semanas después (7).
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CONCLUSIONES

1.—-Los sueros encontrados positivos fueron los mismos a Huddleson
y Card-Test.

9.—El porcentaje en los sueros positivos es bajo. (5.6%).

3.—Los sueros negativos y sospechosos a la prueba de Huddleson
fueron negativo a Card-Test.
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