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Program zkouseni zpUsobilosti PT#M/34/2023 (EHK 1375) je zaméfen na prikaz DNA vird Herpes
simplex virus (HSV) a Varicella-zoster virus (VZV).

Navrh a realizace PT#M/34/2023 (EHK 1375) byly provadény podle standardniho operacniho
postupu koordinatora programu EHK na pracovisti Expertni skupiny pro zkouseni zplsobilosti (ESPT)
Statniho zdravotniho Ustavu (SZU). Toto pracovisté je akreditovano Ceskym institutem pro
akreditaci, 0.p.s. jako poskytovatel zkouseni zpUsobilosti ¢. 7001.

S veskerymi informacemi dodanymi ucastniky je zachazeno jako s dlvérnymi a nejsou bez souhlasu
Ucastnika poskytovany tretim stranam.

Pfiloha zavéreCné zpravy, tj. ohodnoceny vysledkovy protokol, je pro kazdou zucastnénou laborator
k dispozici ve webové aplikaci SZU v odkazu: http://ehk.szu.cz/EHK10/ po prihlaSeni kédem
laboratore a heslem.

Zpravu vypracovaly: )
Ing. Michaela Rlzkova, Ph.D. a Mgr. Markéta Pumannova, NRL pro herpetické viry, SZU Praha

Zpravu autorizoval:

Ing. Michaela Rlzkova, Ph.D.
Tel. 267 082 247 (476)

Dne: 3. 1. 2024

Pracovisté 2 ESPT
https://szu.cz/sluzby/zkouseni-zpusobilosti/zkouseni-zpusobilosti-pro-lekarskou-mikrobiologii/
e-mail: ehk@szu.cz
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Prlikaz DNA Herpes simplex viru, Varicella-zoster viru

PT# M/34/2023

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT# M/34/2023

Identifikace cyklu:

EHK 1375

Nazev PT:

Prikaz DNA Herpes simplex viru, Varicella-zoster viru

Koordinator:

Ing. Michaela Rdzkova, Ph.D.

Podstata a ucel PT/EHK:

Kvalitativni prikaz (ptipadné kvantitativni priikaz) DNA virl HSV1,
HSV2 a VZV.

Kritéria pro Ucast na PT:

Znalost a technické vybaveni pro vysSetfeni DNA herpetickych vir{
HSV1, HSV2 a VZV pomoci PCR.

Charakteristika materialu:

Sada obsahuje 7 lyofilizovanych vzorkd s HSV1, HSV2 nebo VZV
o rlznych koncentracich. Soucasti série mize byt i vzorek, ktery
neobsahuje zadné z vySe jmenovanych agens (viz kapitola 3
zavérelné zpravy).

Hodnocené ukazatele:

Detekce virové DNA (HSV1, HSV2 nebo VZV) metodou PCR;
pfipadné kvantitativni priikaz DNA téchto vird.

Zplsob pripravy:

Viz kapitola 2 zavéretné zpravy.

Pocet Ucastnik{:

36

Termin distribuce vzorka:

31. 10. 2023

Informace Ucastnikfim:

Viz Informace pro Ucastniky zaslané spolu se vzorky.

Termin pro odeslani vysledkd
Ucastniky:

5.12. 2023

Oznaceni vzorkovnic:

EHK 1375, PT # M/34, ¢. 1 - 7, 31. 10. 2023

Zabezpeceni jakosti vzorku:

Zabezpeceni homogenity: Homogenita je zajiSténa promichanim
vzorkl pred zahajenim alikvotovani do lyofilizacnich lahvicek a
rovnéz v jejim pribéhu.

Zabezpeceni stability: Stabilita je zajisténa manipulaci za sterilnich
podminek a vhodnym skladovanim. Dlouhodoba stabilita vzorkd je
zajisténa jejich lyofilizaci.

Test homogenity a stability:

Test homogenity a stability je provadén pred distribuci ucastnikdm a
v blizkosti uzavérky série. Jedna se vzdy o 3 nahodné vybrané vzorky
z kazdé varianty.

Prtikazem homogenity a stability vzorkd je dosazeni totoznych
vysledkd v Case.

Mozné zdroje chyb:

NedodrZeni spravné laboratorni praxe a pokynd organizatora,
zameéna vzorkd, selhani lidského faktoru.

Zplsob vyhodnoceni vysledka:

Viz kapitola 4 zavéreCné zpravy.

Urceni prijaté vztazné hodnoty:

Kvalitativni hodnoceni:

Vysledky ziskané v NRL.

Kvantitativni hodnoceni:

Median hodnot ziskany od ucastnikd a NRL (po vylouceni nejvyssi a

svvs

Urceni maximalni smérodatné
odchylky:

Nestanovuje se

zpravy

Termin uverejnéni 8. 12. 2023
predbéznych vysledkd
Termin uverejnéni zavérecné | Do 27. 2. 2024
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Prlikaz DNA Herpes simplex viru, Varicella-zoster viru PT# M/34/2023

2. Zptisob pripravy vzorki

Vychozim materidlem pro pfipravu vzork( byla tkanova kultura lidskych embryonalnich fibroblastd
(LEP) infikovana virovymi kmeny HSV1, HSV2 a VZV (viz kapitola 3).

Po dosaZeni cytopatického efektu (CPE) na tkanové kulture byly odebrané vzorky naredény
kultivacnim médiem (RPMI + 10% FBS) a rozplnény po 1 ml do lyofilizacnich lahvicek. Stabilita
vzork{ byla zajiSténa lyofilizaci. Sestava vzork{ byla lyofilizovana na pracovisti Narodni referencni
laboratore - Ceska narodni sbirka typovych kultur (CNCTC). Kazdy virus byl lyofilizovan samostatné
(jednotlivé vzorky obsahovaly vzdy pouze jeden virus).

Pritomnost viru ve vzorku a jeho kvantita byla ovéfena metodou real-time PCR a multiplex PCR.
Soupravy a pristroje pouzité v NRL jsou uvedeny v tabulce €. 1).

Test homogenity a stability byl proveden pred distribuci icastnikiim a v blizkosti uzavérky série (3
nahodné vybrané vzorky od kazdého vzorku panelu EHK, viz kapitola 2.1). Lyofilizaty byly skladovany
pri teploté 2 - 8°C. Po vySetreni byly lyofilizaty predany Koordinacnimu pracovisti ESPT 2 k rozeslani.

Tabulka €. 1: Soupravy a pristroje pouzité v NRL

Metoda Vyrobce Souprava Sarze Pristroj

Izolace DNA | GeneProof | GeneProof PathogenFree DNA 2235239 -
Isolation Kit

PCR HSV1/2 | GeneProof | GeneProof Herpes simplex Virus | 2132033 RotorGene Q
(HSV-1/2) PCR Kit 2336921

PCR vzV GeneProof | GeneProof Varicella-Zoster Virus | 2234602 RotorGene Q
(VZV) PCR Kit

Multiplex PCR | Seegene Seeplex® Meningitis-V1 ACE MG6123C02 | T100, MultiNA
Detection MCE-202

2.1. Test homogenity a stability

Homogenita byla zajiSténa promichanim vzorkl pred zahajenim alikvotovani do lyofilizacnich lahvicek
a rovnéz v jejim pribéhu.

Stabilita vzorkl byla zajiSténa manipulaci za sterilnich podminek a vhodnym skladovanim
(uchovavani vzorkl pred lyofilizaci pfi -70°C, po lyofilizaci az do vydani pfi 2 az 8°C). Dlouhodoba
stabilita vzork{ byla zajisténa jejich lyofilizaci.

Test homogenity a stability byl proveden pred distribuci Gc¢astnik@m a v blizkosti uzavérky série na
3 nahodné vybranych vzorcich z kazdé varianty. Prlkazem homogenity a stability je dosaZeni
totoznych vysledkl v Case.

3. Charakteristika materialu

Série EHK 1375 obsahovala 7 lyofilizovanych vzorkd k uréeni virového agens (HSV1, HSV2 nebo VZV)
metodou PCR. Soucasti série byl i vzorek, ktery neobsahoval Zadné z vySe jmenovanych agens.
Jeden vzorek obsahoval vzdy jen 1 kmen viru:

Vzorek 1 - obsahoval virus HSV1, laboratorni kmen NRL/HV 2007; fedény 1:100

Vzorek 2 - obsahoval virus VZV, laboratorni kmen NRL/HV M; fedény 1:100

Vzorek 3 - obsahoval kultivaéni médium ze sterilni tkanové kultury LEP

Vzorek 4 - obsahoval virus HSV2, laboratorni kmen NRL/HV 2007; fedény 1:100

Vzorek 5 - obsahoval virus VZV, laboratorni kmen NRL/HV M; fedény 1:10

Vzorek 6 - obsahoval virus HSV2, laboratorni kmen NRL/HV 2007; fedény 1:10

Vzorek 7 - obsahoval virus HSV1, laboratorni kmen NRL/HV 2007; fedény 1:10
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Prlikaz DNA Herpes simplex viru, Varicella-zoster viru

PT# M/34/2023

Tabulka €. 2: Panel EHK 1375

Oznaceni HSV1 HSV2 VzZVv
Vzorek 1 pozitivni | negativni | negativni
+
Vzorek 2 negativni | negativni | pozitivni
+
Vzorek 3 negativni | negativni | negativni
Vzorek 4 negativni | pozitivni | negativni
+

Vzorek 5 negativni | negativni | pozitivni
++

Vzorek 6 negativni | pozitivni | negativni

++
Vzorek 7 pozitivni | negativni | negativni
++

Spravné kvalitativni vysledky jsou uvedeny v tabulce €. 2, vyhodnoceni kvantity je provedeno az na
zakladé kvantitativnich vysledkd vSech zGCastnénych laboratofi, protoze pri testovani nukleovych
kyselin metodou PCR existuje pfirozeny rozptyl hodnot v zavislosti na typu pouZité soupravy i
specifickych podminkach kazdého béhu (viz kapitola 5).

4. Zptisob hodnoceni

Kvalitativni hodnoceni

Vztaznou hodnotou je vysledek ziskany v NRL pro herpetické viry.

Shodny vysledek kazdého vzorku je hodnocen 2 body.

Negativni vysledek u vzorku obsahujiciho méné nez 1000 kopii/ml je hodnocen 1 bodem.

Bez bodového ohodnoceni jsou vysledky, které se s ocekavanym vysledkem neshoduii.

U kazdé laboratore je vypoctena procentualni Uspésnost, definovana jako podil skutecné dosazeného
poCtu bodl a maximalniho dosazitelného poctu bodl (maximalni dosazitelny pocet bodd pfi 7
vzorcich v sadé ¢ini 14 bodl za HSV DNA a 14 bodl za VZV DNA), pficemz detekce HSV DNA a
detekce VZV DNA se hodnoti zvlast.

Pro ziskani certifikatu je nezbytna Gcast v kvalitativni ¢asti HSV DNA i VZV DNA a zaroven dosazeni
minimalni poZadované hranice Uspésnosti, ktera byla v obou pfipadech stanovena na 80 % (tj. je
zapotiebi ziskat minimalné 12 bodl ze 14 moznych v kvalitativni ¢asti HSV DNA a VZV DNA, aby
laboratof uspéla).

Kvantitativni hodnoceni

Kvantitativni vysledky jsou bodovany nezavisle na kvalitativnich.

Kvantitativni vysledky jsou porovnavany s medianem hodnot ziskanych od vSech Ucastnikl véetné
Odchylka do 1 dekadického logaritmu od vztazné hodnoty je hodnocena 2 body.

Odchylka do 2 dekadickych logaritm{ od vztazné hodnoty je hodnocena 1 bodem.

Odchylka vétsi nez 2 dekadické logaritmy je za 0 bodd.

Do hodnoceni je zahrnuto vSech 7 vzork( v sadé.

U kazdé laboratore je vypoctena procentualni Uspésnost, definovana jako podil skutecné dosazeného
poCtu bodl a maximalniho dosazitelného poctu bodd (maximalni dosaZitelny pocet bodd pti 7
vzorcich v sadé ¢ini 14 bodl za HSV DNA a 14 bodl za VZV DNA), pficemz detekce HSV DNA a
detekce VZV DNA se hodnoti zvlast.
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Prlikaz DNA Herpes simplex viru, Varicella-zoster viru

PT# M/34/2023

Hodnoceni kvantitativnich vysledk{ podle dosazenych bodd je nasleduijici:

14 bodl ze 14 moznych (Uspésnost 100 %) — velmi dobré vysledky

12 az 13 bodid ze 14 moznych (Gspésnost 86 - 93 %) — dobré vysledky

11 bodl a méné ze 14 moznych (UspéSnost mensi nez 80 %) — nevyhovuijici vysledky

Kvantitativni vysledky jsou hodnoceny individualnim komentarem v hodnoticim protokolu.

5. Vyhodnoceni

5.1. Prikaz HSV DNA
Tabulka €. 3: Spravné vysledky HSV DNA
Vzorek HSV HSV HSV HSV
Kvalitativni Kvantitativni | Kvantitativni rozsah | Kvantitativni rozsah
vysledek vysledek? pro 2 body pro 1 bod
(kopie/ml) (kopie/ml) (kopie/ml)
1/2023 | HSV1 2,91.10° 2,91.10%-2,91.10° | 2,91.10%- 2,91.10’
2/2023 | negativni (VZV) 0 0 0
3/2023 | negativni 0 0 0
4/2023 | HSV2 1,80.10° 1,80.10*-1,80.10° | 1,80.10°- 1,80.107
5/2023 | negativni (VZV) 0 0 0
6/2023 | HSV2 1,42.10° 1,42.10° - 1,42.107 | 1,42.10* - 1,42.108
7/2023 | HSV1 2,16.100 2,16.10° - 2,16.107 | 2,16.10% — 2,16.108

-vvr

5.1.1. Kvalitativni priikaz HSV DNA

Kvalitativniho hodnoceni HSV DNA se zucastnilo 35 laboratofi z 36 prihlasenych laboratofi
(1 laborator nedodala vysledky). Souhrnné vysledky laboratofi jsou shrnuty v tabulce ¢. 4.
Pouzivané soupravy pro diagnostiku HSV DNA jsou uvedeny v tabulce €. 6.

Tabulka €. 4: Souhrnné vysledky laboratofi — kvalitativni priikaz HSV DNA

Vzorek | Vysledek EHK | Pocet spravnych Uspésnost | Typ chyby
vysledk{/celkem
1/2023 | HSV1 35/35 100 %
2/2023 | negativni (VZV) 35/35 100 %
3/2023 | negativni 35/35 100 %
4/2023 | HSV2 35/35 100 %
5/2023 | negativni (VZV) 35/35 100 %
6/2023 | HSV2 35/35 100 %
7/2023 | HSV1 35/35 100 %

Celkem bylo mozné ziskat za kvalitativni diagnostiku HSV DNA 14 bodd, kterych dosahlo vsech 35
laboratofi (tj. 100 %).

5.1.2. Kvantitativni pritkaz HSV DNA
Kvantitativniho hodnoceni HSV DNA se zUcastnilo 11 laboratori. Vysledky kvantitativni diagnostiky
HSV DNA jsou shrnuty v tabulce €. 5.
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Prlikaz DNA Herpes simplex viru, Varicella-zoster viru

PT# M/34/2023

Tabulka €. 5: Souhrnné vysledky laboratofi — kvantitativni prikaz HSV DNA

Vzorek Virus Median 2 body! | 1 bod?> | 0 bod(?
(kopie/ml)
1/2023 | HSV1 2,91.10° 11/11 0/11 0/11
2/2023 | negativni (VZV) 0 11/11 0/11 0/11
3/2023 | negativni 0 11/11 0/11 0/11
4/2023 | HSV2 1,80.10° 11/11 0/11 0/11
5/2023 | negativni (VZV) 0 11/11 0/11 0/11
6/2023 | HSV2 1,42.100 11/11 0/11 0/11
7/2023 | HSV1 2,16.10° 11/11 0/11 0/11

12 body — pii odchylce vysledku laboratofe do 1 dekadického logaritmu od vztazné hodnoty
21 bod - pfi odchylce vysledku laboratofe do 2 dekadickych logaritm@ od vztazné hodnoty
3 0 bod{ — pfi odchylce vysledku laboratore vétsi nez 2 dekadické logaritmy

Za kvantitativni diagnostiku HSV DNA bylo moZné ziskat celkem 14 bodd, kterych dosahlo vSech 11

laboratofi (tj. 100 %).

Pouzivané soupravy pro diagnostiku HSV DNA jsou uvedeny v tabulce C. 6.

Tabulka ¢. 6: Pouzité soupravy pro priikaz HSV DNA

Vyrobce Souprava Pocet uzivatell
AmpliSens AmpliSens HSV-typing-FRT PCR Kit 13 %)
BioMérieux Argene HSV1&2 VZV R-GENE 1 (3 %)
Clonit Quanty HSV 1-2 1 (3 %)
Elisabeth Pharmacon EliGene HSV1/HSV2 UNI 2 (6 %)
ELITech Group Meningitis Viral 1 ELITe MGB Panel 1 (3 %)
GeneProof Herpes Simplex Virus (HSV-1/2) PCR Kit 15 (42 %)
In-house In-house 1 (3 %)
Sacace Biotechnologies | HSV 1/2 Typing Real-TM 9 (25 %)
Seegene Allplex Genital ulcer Assay 13 %)
Seegene Allplex Meningitis-V1 Assay 2 (6 %)
Qiagen Artus HSV-1/2 LC PCR Kit 1 (3 %)
Celkem: 35
5.2. Priikaz VZV DNA
Tabulka €. 7: Spravné vysledky VZV DNA
Vzorek vzv vzv vzv vzv
Kvalitativni Kvantitativni Kvantitativni rozsah | Kvantitativni rozsah
vysledek vysledek? pro 2 body pro 1 bod
(kopie/ml) (kopie/ml) (kopie/ml)
1/2023 | negativni (HSV1) 0 0 0
2/2023 | VZV 1,10.10° 1,10.10* - 1,10.10° | 1,10.10° — 1,10.10’
3/2023 | negativni 0 0 0
4/2023 | negativni (HSV2) 0 0 0
5/2023 | VzV 9,78.10° 9,78.10* - 9,78.10° | 9,78.10° — 9,78.10’
6/2023 | negativni (HSV2) 0 0 0
7/2023 | negativni (HSV1) 0 0 0

5.2.1.

Kvalitativni priikkaz VZV DNA

-vvr

Kvalitativniho hodnoceni VZV DNA se zucastnilo 35 laboratofi z 36 prihlasenych laboratofi
(1 laborator nedodala vysledky). Souhrnné vysledky laboratofi jsou shrnuty v tabulce €. 8.
Pouzivané soupravy pro diagnostiku VZV DNA jsou uvedeny v tabulce ¢. 10.
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Prlikaz DNA Herpes simplex viru, Varicella-zoster viru PT# M/34/2023

Tabulka ¢. 8: Souhrnné vysledky laboratofi — kvalitativni priikaz VZV DNA

Vzorek Vysledek EHK Pocet spravnych | Uspénost | Typ chyby
vysledkd/celkem
1/2023 | negativni (HSV1) 35/35 100 %
2/2023 | VzV 35/35 100 %
3/2023 | negativni 35/35 100 %
4/2023 | negativni (HSV2) 35/35 100 %
5/2023 | VzZV 35/35 100 %
6/2023 | negativni (HSV2) 35/35 100 %
7/2023 | negativni (HSV1) 35/35 100 %

Celkem bylo moZné ziskat za kvalitativni diagnostiku VZV DNA 14 bod(, kterych dosahlo vSech
35 laboratofi (tj. 100 %).

5.2.2. Kvantitativni pritkkaz VZV DNA

Kvantitativniho hodnoceni VZV DNA se zucastnilo 10 laboratofi. Vysledky kvantitativni diagnostiky
VZV DNA jsou shrnuty v tabulce €. 9. Pouzivané soupravy pro diagnostiku VZV DNA jsou uvedeny
v tabulce ¢. 10.

Tabulka €. 9: Souhrnné vysledky laboratofi — kvantitativni priikaz VZV DNA

Vzorek Virus Median | 2 body! | 1 bod?> | 0 bod&?
(kopie/ml)
1/2023 | negativni (HSV1) 0 10/10 0/10 0/10
2/2023 | VZV 1,10.10° 9/10 1/10 0/10
3/2023 | negativni 0 10/10 0/10 0/10
4/2023 | negativni (HSV2) 0 10/10 0/10 0/10
5/2023 | VZV 9,78.10° 9/10 1/10 0/10
6/2023 | negativni (HSV2) 0 10/10 0/10 0/10
7/2023 | negativni (HSV1) 0 10/10 0/10 0/10

12 body — pfi odchylce vysledku laboratofe do 1 dekadického logaritmu od vztazné hodnoty
21 bod - pfi odchylce vysledku laboratofe do 2 dekadickych logaritm@ od vztazné hodnoty
3 0 bod( — pfi odchylce vysledku laboratore vétsi nez 2 dekadické logaritmy

Celkem bylo mozZné ziskat za kvantitativni diagnostiku VZV DNA 14 bod{, kterych dosahlo 9 laboratofi
z 10 (hodnoceno v komentari hodnoticiho protokolu jako velmi dobré vysledky). Jedna laborator
ziskala 12 bodd (méla 2 mirné podhodnocené vysledky u VZV, hodnoceno jako dobré vysledky).

Tabulka €. 10: Pouzité soupravy pro priikaz VZV DNA

Vyrobce Souprava Pocet uzivatell
AmpliSens AmpliSens VZV-FRT PCR Kit 1 (3 %)
BioMérieux Argene HSV1&2 VZV R-GENE 1 (3 %)
Clonit Quanty VzV 1 (3 %)
Elisabeth Pharmacon EliGene VZV UNI 2 (6 %)
ELITech Group Meningitis Viral 1 ELITe MGB Panel 1 (3 %)
GeneProof Varicella-Zoster Virus (VZV) PCR Kit 15 (42 %)
In-house In-house 1 (3 %)
Sacace Biotechnologies | VZV Real-TM 9 (25 %)
Seegene Allplex Genital ulcer Assay 13 %)
Seegene Allplex Meningitis-V1 Assay 2 (6 %)
Qiagen Artus VZV LC PCR Kit 1 (3 %)
Celkem: 35
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Prlikaz DNA Herpes simplex viru, Varicella-zoster viru PT# M/34/2023

6. Zaver

Do EHK 1375 - Prlikaz DNA Herpes simplex viru, Varicella-zoster viru se pfihlasilo 36 laboratofi, jedna
laborator nedodala vysledky zpét k vyhodnoceni.

V kvalitativni ¢asti EHK uspélo vSech 35 laboratofi. Laboratore, které se zucastnily kvantitativniho
prikazu, obdrzely individualni zhodnoceni v komentari.

Prehled vysledkl jednotlivych laboratofi a celkové bodové hodnoceni v EHK 1375 Ize nalézt

v Priloze 1.

Prikaz HSV DNA

Kvalitativniho priikazu HSV DNA se zUcastnilo 35 laboratofi, maximalniho bodového zisku 14 bod(
dosahlo vsech 35 laboratori (100 %).

Kvantitativniho priikazu HSV DNA se zUcastnilo 11 laboratofi, vSechny ziskaly maximalni bodovy zisk
14 bodd.

Inhibice nebyla zaznamenana u zadného vzorku.

Prijkaz VZV DNA

Kvalitativniho prlikazu VZV DNA se ztcastnilo 35 laboratofi, maximalniho bodového zisku 14 bod(
dosahlo vsech 35 laboratofi (100 %).

Kvantitativniho priikazu VZV DNA se zucastnilo 10 laboratofi, maximalniho bodového zisku 14 bodU
dosahlo 9 laboratofi. Jedna laboratof ziskala 12 bod(.

Inhibice nebyla zaznamenana u Zadného vzorku.

V pfipadé reklamaci vyhodnoceni série, prosim, postupujte dle reklamacniho fadu. Pro zadani
reklamace pouzijte také webovou aplikaci SZU.

KONEC ZAVERECNE ZPRAVY
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