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Patoloji Laboratuvarinda Kullanilan Sarf Malzemelerimiz ve
Ozellikleri Nelerdir?

What are the Characteristics of the Supplies Used in Pathology Laboratory?
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OZET

Dokular fiksasyonla baslayan, makroskopik drnekleme, doku takibi (dehidratasyon, seffaflastirma, sertlestirme (infiltrasyon/impregnasyon),
gomme (bloklama), kesit alma, rutin boyama, kapama islemleri ile devam eden laboratuvar surecleri sonunda mikroskobik incelemeye hazir
hale getirilir. Tum bu asamalar icin gerekli olan oldukca uzun bir sarf malzeme listesi mevcuttur. Formaldehid, etil alkol, ksilen, parafin,
hematoksilen, eozin, giemsa, EA50, EA65, OG65, entellan, hidroklorik asit, formik asit, frozen balzamui (kriomatriks), doku takip kaseti,
basemould (doku gomme kalib1), mikrotom bicagi, makroskopi bicag, lam, lamel, sepet, mape, plastik doku saklama kaplar1 en temel sarf
malzemeler arasinda sayilabilir. Patologlar olarak sarf malzemelerin teknik ozelliklerine hakim olmali, teknik sartnameleri 6zenle hazirlamal
ve numunelerin sartnamelere uygunlugunu dikkatle arastirmaliyiz. lyi bir histopatolojik inceleme icin, iyi tespit olmus, takip, bloklama, kesit,
boyama basamaklar sorunsuz doku kesitlerine ihtiyac vardir. Bunun icin de kaliteli sarf malzeme kullanimi son derece onemlidir.

Anahtar Sozciikler: Patoloji, Laboratuvar, Sarf malzeme

ABSTRACT

Tissues pass through fixation, macroscopic examination and grossing, tissue processing (dehydration, clearing, infiltration), embedding,
sectioning, staining and coverslipping periods before microscopic examination. A long list of pathology laboratory supplies are needed for
these processes. Formaldehyde, ethyl alcohol, xylene, paraffine, hematoxylin, eosin, giemsa, EA50, EA65, OG65, entellan, hydrochloric acid,
formic acid, cryomatrix, tissue processing cassette, basemould, microtome blade, grossing blades, slide, coverslip, slide holder, plastic tissue
container are the main supplies of the laboratory. Pathologist should be aware of the technical features of the supplies and prepare the technical
specification sheet carefully. Optimal histopathological examination depends on well-fixed, processed and stained tissue sections so we need
high quality laboratory supplies.
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GIRIS makroskopi bicagi, lam, lamel, sepet, mape, plastik doku sak-
lama kab1 (15 ml, 500 ml, 1lt, 5 1t) en temel sarf malzemeler
arasinda sayilabilir. Bu makalede sarf malzeme teknik sartna-
melerinin hazirlanmasina temel teskil edecek genel hukum-
lerden, uygun depolama kosullarindan ve makroskopi/tespit,
doku takibi, kesit /boyama ana basliklar1 altinda bazi sarflarin

kimyasal ve fiziksel 6zelliklerden bahsedilecektir.

SARF MALZEME ALIMINDA TEMEL HUSUSLAR

Dokular fiksasyonla baslayan, makroskopik érnekleme, doku
takibi (dehidratasyon, seffaflastirma, sertlestirme (infiltrasyon/
impregnasyon), gomme (bloklama), kesit alma, rutin boyama,
kapama islemleri ile devam eden laboratuvar stirecleri sonun-
da mikroskobik incelemeye hazir hale getirilir. Ttum bu asa-
malar icin gerekli olan oldukca uzun bir sarf malzeme listesi
mevcuttur. Formaldehid, etil alkol, ksilen, parafin, hematok-

silen, eozin, giemsa, EA50, EA65, OG65, entellan, hidroklo-
rik asit, formik asit, frozen balzami (kriomatriks), doku takip
kaseti, basemould (doku gomme kalib1), mikrotom bicagi,

Sarf malzeme aliminda ilk asama spesifik ozellikleri belirten
teknik sartnamelerin hazirlanmasidir. Bu noktada dikkat edil-
mesi gereken en onemli husus hazirlanan sartnamenin sadece
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bir firmay1 isaret etmemesidir. Stire¢ oncesinde 4734 sayili
Kamu Thale Kanunu (KIK) dikkatle incelenmelidir (1). Sarf
malzeme teknik sartnamelerinde ttim malzemeler icin gerek-
li olan genel hikuamler yer almahdir. Bu hukumler arasinda
orijinal brosurun ihale dosyasinda bulunmasi, dranun orijinal
ambalajinda teslim edilmesi, ambalaj tizerinde tretici adi ve
adresi, urtn adi, barkod-katolog numarasi, tretim tarihi, son
kullanim tarihi ve saklama kosullarinin belirtilmesi gereklidir.

Ulusal Bilgi Bankas1 (UBB), T.C. Ilac ve Tibbi Cihaz Ulusal Bilgi
Bankasi (TITUBB) ve CE direktiflerinden ubbi cihaz yonetme-
ligi direktifleri alan, in vitro Tibbi Tani Cihazlar1 Yonetmeligi
kapsamindaki urtinler ile bunlarin satisini yapan isletmelerin
kayit altna alindig1 web tabanli kayit sistemidir (2). Ilac veya
tibbi cihaz alaninda faaliyet gosteren ve tedarik zincirindeki
tretici veya ithalatci tim firmalar Turkiye Ilac ve Tibbi Cihaz
Ulusal Bilgi Bankasina kayith olmalidir (2). In vitro ubbi tam
incelemesi i¢in insan viicudundan alian 6érneklerin konulma-
s1 ve muhafaza edilmesi amaciyla kullanilan numune kaplar
in vitro Tibbi Tan1 Cihazlar Yonetmeligi kapsamindaki tirin-
ler arasindadir (3). Dolayisiyla numuneleri koydugumuz tes-
pit soltisyonu iceren kaplarin UBB kaydi gereklidir.

Ttum kimyasal sarf maddeler i¢in gtivenlik bilgi formlar (GBF)
tedarikci firma tarafindan teslim edilmelidir. Bu formlar kim-
yasallarmm kullamminda dikkat edilmesi gereken hususlar,
gecimlilikleri ve depolama kosullarini icerir. GBF’'de kimyasal
maddeye ait ozellikler, H (Hazard: Kimyasal maddelerin icer-
digi tehlikeler), P (Precautionary: Alinmasi gereken énlemler)
seklinde belirtilir. Formlara iliskin egitimler duzenlenmeli ve
herkesin kolayca ulasabilecegi yerlerde bulunmalidir.

lhale sonrasinda, muayene degerlendirme komisyonu numu-
nelerin teknik sartnameye uygunlugunu degerlendirir. Bu
degerlendirme uygunluk belgesi/katalog ya da yeterli mik-
tarda numune incelenerek yapilabilir. Numunedeki olumlu
ozelliklerin, thalede talep edilen miktarin timunde izlenmesi
gerekir.

Cihazlarda oldugu gibi sarf malzemeler icin de envanter listesi
olusturulmalidir. Sarf malzemelerin depolanmasinda dikkat
edilmesi gereken hususlar ise soyle siralanabilir;

* Kimyasal maddeler mutlaka etiketli olmal ve a¢ilma tarih-
leri kaydedilmelidir.

* GBFlerde belirtilen saklama kosullarina uygun depolama
yapilmalidir.

* Depolarda mutlaka kimyasal madde dokalme kiti bulun-
malhdir.

e Uyarn isaretleri (sigara icilmez, yanic1 sivilar, asitler, vb.)
bulunmalidir.

e Dolaplar malzemenin dismesini engelleyecek sekilde
kenarlikl raflardan olusmali ve duvara monte edilmis
olmaldir.
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I- TESPIT/MAKROSKOPI
Tespit

lyi bir histolojik preparat elde edebilmek icin “uygun bir fik-
satifle yeterli siire tespit” en énemli basamaktir. Tespitin amaci
protein, lipit, karbonhidratlan koagtle veya presipite etmek
ve takip/ dokum sirasinda karsilasacaklar reaktiflere karsi
direncli kilmakur (4).

Tespit; dokuyu hticresel enzimlerin neden oldugu otolizden
korur, enfeksiyoz ajanlari inaktive eder ya da oldtrir, dokuyu
sertlestirir ve doku komponentlerini stabilize eder. Fiksatifle-
1i; aldehidler (formaldehid, glutaraldehit vb.), protein denatii-
rasyonu yapanlar (metil alkol, etil alkol, asetik asit ), fiziksel
ajanlar (1s1, mikrodalga) ve digerleri (civa klorur, pikrik asit,
vb.) olarak smiflandirmak mumkundur (4). lyi bir fiksatiften
beklenen ozellikler dokuyu btizmemesi, sisirmemesi, enzim-
leri inaktive etmesi, dokudaki mikroorganizmalar ldurmesi,
dehidratan, seffaflandirici, sertlestirici, boyayici ajanlarla kar-
silastiginda dokunun orijinal seklini korumasidir (5). Stan-
dart ve en cok tercih ettigimiz formalin fiksatifi formaldehidin
sudaki %40hk cozeltisidir. Dolayisiyla rutinde kullandigi-
miz %10Tuk formalin, %41tk formaldehid solusyonu ile es
degerdir. Nonkoagulan bir fiksatif olup, capraz bag olustura-
rak dokuyu stabilize eder (6). Formalin her turltt materyalin
rutin fiksasyonu icin kullanilabilir. Formalinde tespit edilen
dokulara histokimya, immunohistokimya, molekiler tetkikler
uygulanabilir (6).

Konsantrasyon %37-38, ozgul agirhg 1,07-1,09 g/ml olmali-
dir. Piyasaya sunulmadan once cokme ve tortulanmay engel-
leyici ve koruyucu olarak %8-12 oraninda metanol ile stabilize
edilir. pH degerini 6.8-7.2 araliginda tutabilmek icin sodyum
fosfat tuzlan ile tamponlanmalidir. Tercihen 5lt’lik ambalaj-
larda olmalidir. Teslim almadan once getirilecek numunelerde
mutlaka dansite olcimu yapilmali, konsantrasyonu %35-37
altinda olanlar kabul edilmemelidir.

Kalitesiz formaldehid soliisyonu ile tespit tum strecleri
olumsuz etkiler. Kalitesiz formaldehid tiretim asamasindaki
sorunlara bagl olabilecegi gibi, ¢ozeltinin uzun sture, uygun
olmayan sicakliklarda (15°Cnin altinda) beklemis olmasi
ya da formaldehid molekiluntn kolayca kimyasal degisime
ugramasina bagl olabilir.

Formaldehid stabil bir molekul degildir. Monomer ve polimer-
ler icerir. Polimerize oldukea, molekul agirhg artar, penetras-
yon hizi yavaslar ve fiksasyon gucti azalir. Su ile reaksiyona
girerek metilen glikol halini alir. Formik aside dontistagunde
ise pH'st duser ve asidik pH'da kanli dokularda hemoglobin
ile hematin pigmenti olusur (7). Bunu o6nlemek icin %37-
40’lik formaldehid (100 ml), distile su (900 ml) sodyum fosfat
monobazik monohidrat (4 gr), sodyum fosfat dibazik anhid-
roz (6,5 gr) formulasyonu ile tamponlanabilir.
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Etil alkol (%70-100) nadiren primer fiksatif olarak kullanil-
maktadir. Ozellikle glikojenin korunmasi ve bazi histokim-
yasal calismalarda tercih edilir. Etil alkoltin olumsuz etkileri,
dokudan su cekerek protein denatiirasyonuna, dokunun sert-
lesmesine, buiztismesine ve hticre distorsiyonuna yol a¢gmasi-
dir (8). Ayrica yaglarin erimesine neden olabileceginden lipid
calismalarinda kullanilmamahdir.

Testis biyopsilerinin tespitinde Bouin, kemik iligi tespitinde
B5 solusyonu (9) tercih edilebilir.

Doku Takip Kaseti

Doku takip kasetlerinin ebatlar 4x2,8x0,65 cm olmahdir. lyi
kalitede plastik malzemeden imal edilmeli, doku takip kimya-
sallarindan etkilenmemelidir. Kaset tizerinde protokol numa-
rast yazilabilen egimli bir ytuzey bulunmalidir. Yazilar islem
sirasinda silinmemelidir. Istendigi taktirde yan ytizeylere de
yazi yazilabilecek ozellikte turetilmis olmalidir. Kasetlerde
kimyasallarin gecisini saglayan delikler bulunmalidir. Kasetler
kapakli olmalidir, kapaklar kaset tizerine monte edilmis acik
durumda olmalidir. Kaset yazma cihazlarinda takilma olmaya-
cak sekilde tim yuzeyler purtizstiz olmalidir.

II-DOKU TAKIBI
Dehidratasyon

Fikse olmus su iceren dokular parafinle infiltre olmaz, cin-
ku parafin suda eriyen bir madde degildir. Fikse dokunun
parafinle infiltre olabilmesi icin dehidratasyon yani dokudaki
suyun uzaklastirilmasi ve seffaflastirma gereklidir.

Fiksasyonu tamamlanmis dokularin sudan ve tespit soltyo-
nundan kurtarilmast i¢in dilisyonel dehidratasyon yontemiyle
dokularin artan konsanstrasyonda alkollere transferi ile doku
sular1 uzaklastirilir. Alkollerin ¢cogu hidrofiliktir ve dokularda-

Sekil 1: Alkol konsantrasyonunu ¢l¢mek icin laboratuvarimizda
bulunmas: gereken alkolmetre.
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ki suyu en iyi ceken maddedir. Yuikselen alkol konsantrasyon-
larinin (%70, %80, %95, absolu alkol) kullanilmasi, dokunun
buzulmeden dehidrate olmasini saglar. Doku takibinde dehid-
ratasyonun yetersiz olmasi, doku takibi islemlerinin kalitesini
dustrir ve yumusak dokular elde edilmesine yol acar. Asin
dehidratasyon ise sert, kirilgan dokulara neden olur. Dehid-
ratasyonda kullanilabilen maddeler etil alkol, metil alkol ve
asetondur.

Etil alkol en cok kullanilan dehidratasyon maddesidir. Berrak,
renksiz, kolay alev alabilen, orta derece toksik bir maddedir.
Hizli etkili ve hidrofiliktir. Dehidratasyon icin ytikselen kon-
santrasyonlarda kullanilmalidir.

Alkollerin dogal formu ve metillenmis/denatiire edilmis formu
mevcuttur. Patolojide denattire alkol kullanilir. Metilasyon
isleminde metanol, isopropanol kullanilabilir. Denattiras-
yon ic¢in kullamlan katkilar takip ve boyama sorunlarma yol
acabilir. Metanol orani yuksek olmamalidir. Alkolometre ile
konsantrasyonu olctulmelidir (Sekil 1). Konsantrasyon normal
olsa bile, alkol kaynakli takip ve boyamada sorun yasaniyorsa
kimyasal analiz raporu istenebilir. Kimyasal analizde damitma
yontemiyle kaynama derecelerine gore tum bilesenler ayrila-
bilir.

Aseton renksiz, berrak, alev alabilen ve karakteristik kokulu
bir dehidrandir. Hizli dehidratasyon yapmakta ve dokular
sertlestirmektedir. Etanol ve metanole gore ¢ozuct etkisi daha
fazla oldugundan ozellikle yagh dokularin takibinde dehidra-
tasyon maddesi olarak kullanilmast onerilmektedir (10).

[sopropanol etanole en uygun alternatiftir. Reaksiyon hizi
yavastir. Buiziisme ve sertlestirme etkisi daha azdir. Etanolden
daha az hidrofilik ama daha iyi lipid ¢ozticudur. Hem su hem
erimis parafinle gecimlidir. Mikrodalga takibinde ksilen yerine
kullanilabilir. Sert, dens dokularin takibinde tercih edilir (11).

Seffaflandirma

Seffaflandirict maddeler; dokuyu seffaflastiran, dokudan
dehidratanlar uzaklastiran maddelerdir. Cogu dehidratasyon
ajani, sertlestirici olarak kullanilan parafin ile gecimsizdir.
Dehidratasyon ve infiltrasyon arasinda gecis solventi gerekli-
dir. Bu solvent sudan ve dehidratan maddeden yoksun doku-
ya sertlestirici maddenin ntfuz etmesini saglar.

Seffaflandiricilar, hidrokarbonlar (toluen, ksilen, benzen, pet-
rol cozuculer (aromatik, alifatik, naftanik) kloroform); esterler
(N-butil asetat, metil benzoat, metil salisilat); terpenler (sedir
agact yagl, limonen, terpinol) olmak tizere ti¢ gruba ayrilabilir
(12).

Ksilen en sik kullanilan seffaflandiric1 ajandir. Molekul agirligi
106,17gr/mol, yogunlugu 0,86 g/ml olmahidir (12). Safligi en
az %97, icerdigi su oran1 %0,01 arasinda olmahdir. Icerdigi
etil benzen orani maksimum %3, bilesimindeki toluen oram
maksimum % 0,1 olmahdir (13,14). Kullanim kolayhig aci-
sindan 5 litrelik orijinal ambalajinda olmalidir.
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Ksilen hem alkol hem parafinde eriyebilen hidrokarbon ¢ozu-
cudur. Alkol ve parafinle hizla yer degistirir. Doku uzun stire
ksilende kalirsa sertlesme meydana gelir. Isig1 kirma indeksi
proteinlere cok yakindir. Bu nedenle takip esnasinda doku
ksilene doymussa, 1s18a tutuldugunda seffaf goruntir.

Toluen, ksilene gore yavas etkilidir ve daha az sertlestirir. Klo-
roform daha yavas etkilidir. Ozellikle tendon, kas ve uterus
ornekleri icin alternatif bir seffaflandiric1 olarak bildirilmek-
tedir. Limonen ise ksilene gore dokulart daha az sertlestirir,
parafin ile daha uyumludur (14).

Sertlestirme (Infiltrasyon)

Dehidratasyon ve seffaflandirmadan sonra dokulardan iyi
kesit alinabilmesi icin sertlestirilmesi gerekir. Bu isleme infilt-
rasyon/impregnasyon (doyurma) da denilmektedir.

Parafin en yaygin kullamilan sertlestirici maddedir. Parafin
ham petrolun rafinerizasyonu sirasinda olusan bir yan urtn-
dur. Patolojide kullanilabilmesi icin tist diizeyde saflastirilma-
s1 ve yag oraninin dasurtlmesi gerekir. Kaliplar halinde gelen
parafin kullanim kolayligi acisindan boncuk parafin haline
cevrilir (Sekil 2). Polimerik maddeler eklenerek sertligi arttiri-
lir. Kesit icin polimer katkili olanlar tercih edilebilir. Parafinin
etkinligi erime noktasina gore degisir. Erime noktasi arttik¢a
parafin sertlesmektedir, bu da ozellikle kiictik dokularda seri
kesit alinmasini zorlastirmaktadir. Patolojide tercih edilen eri-
me noktast 56-58 Cdir. Kaliteli bir parafin iyi filtre edilmis
olmali, erime sonrasi partikul icermemelidir. Yagsiz, kokusuz,
renksiz, berrak olmalhdir ve gommede bulaniklik olusturma-
malidir. Kaliptan kolayca ayrilabilmeli, dondugunda catlama-
malidir. Ince, seri kesit verebilmeli, kesit sirasinda kirilma ve
rulo olusumu az olmali, su banyosunda dagilmamalidir. Kisa
strede kolayca deparafinizasyon saglanabilmeli, artik kalma-
mali ve boyaya etkisi olmamalidir.

Sekil 2: Kullanim kolaylig1 acisindan buyuk plakalardan elde edilen

boncuk parafin.
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III-KESIT- BOYAMA
Mikrotom Bicaklar

Mikrotom bicaklart 80x8x0,25 mm boyutlarda, kesme agzi
35 derece olmalidir. Mikrotom cihazi bicak tutucusuna uygun
tasarimda olmali, rotary, kizakli mikrotomlar, frozen cihazla-
rinda kullamlabilmelidir. Paslanmaz celik malzemeden imal
edilmis ve cizik olusturmamasi icin 6zel teflon ile kaph olmali-
dir. Bicagin yuksekligine ve kalinhigina gore, dustk ve yitksek
profilli olmak tuzere iki tip bicak mevcuttur (Sekil 3). Mik-
rotomun modeli ve bicak tutucusunun ozelligine gore secim
yapilmahdir.

Lam&Lamel

Renkli, rodajli lamlar 76x26mm boyutlarinda olmahdir. Bir
ucu rodajli olmal, yazi yazilabilmeli, rahat okunmalidir.
Renklendirilmis alan ksilen ve alkole direncli olmali, kabarma,
soyulma, atma ve renk kayb1 olmamahdir. Renkli alan boya-
ma solisyonlarinda renk almamali, orijinal renginde degisim
olmamalidir. Kenarlar traslanmis, koseleri kuint olmalidir.

Ytizeyi tozsuz, capaksiz olmali, birbirine yapismamalidir.
Doku penetrasyonu kuvvetli olmali, kesit alma ve boyama
asamalarinda dokulme yasanmamalidir.

Lameller ihtiyaca gore 24x50, 24x60, 24x24 mm boyutlar-
da tercih edilebilir. Birbirine yapismayan, kolay kirilmayan,
temiz ve seffaf ozellikte olmalidir.

Hematoksilen&Eozin

Hematoksilen&Eozin, patoloji laboratuvarinda en sik kullan-
digimiz rutin boyadir. Hematoksilenin dogal formunun boya-
ma yetenegi cok azdir veya yoktur. Bu nedenle dogal veya
kimyasal yolla oksidasyona ihtiyac¢ vardir. Sodyum iodat / civa
oksit gibi oksitleyici ajanlarla kimyasal yolla renklendirmeden

Sekil 3: Boyutlar1 80x8x0,25mm olan diistik profilli mikrotom bicag:
ve 80x14x0,32 mm olan yuksek profilli mikrotom bicagi.

Cilt 6, Say1 1, 2022; Sayfa 1-5
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sorumlu ana oksidasyon urtnti hemateine okside olur (15).
Dokulara baglanma kapasitesi dustiktir. Boyama etkinligini
arttirmak icin aliminyum, demir tuzlan ile mordantlama,
renklerinin sabitlestirilmesi gerekir. Boylece hematoksilen
boya cozeltisi elde edilir (Hematoksilen + Oksidasyon ajani +
Mordant = Hematoksilen Boya Cozeltisi )

Oksidasyon saglayan kimyasal miktar1 ve kalitesi onemlidir.
Hazir hematoksilen c¢ozeltisi hava, 1sikla temastan korunmali,
her giin suzulmeli, en gec bir ay icerisinde ttketilmelidir. Aksi
takdirde oksidasyon devam eder, ¢okelti olusur, boyama guct
azalir, istenen kontrast elde edilemez.

Eozin rutin histolojik boyamada hematoksilenlere zit boya
olarak sitoplazma boyanmasinda kullanilir. Alkolik ve su bazli
formlarn mevcuttur.

Boyalar teslim edildikten sonra son kullanim tarihinden 6nce
cokelti ya da bozulmalar gerceklesirse yeni tirtinle degistirile-
cegine dair madde teknik sartnameye eklenmelidir.

Kapama icin dogal veya sentetik recine kullanmilabilir. Dogal
recinelerin kuruma suresi uzundur, eozin birkag yilda solar.
Gunumiuizde sentetik recineler tercih edilmektedir.

SONUC

Patologlar olarak sarf malzemelerin teknik ozelliklerine hakim
olmali, teknik sartnameleri ozenle hazirlamali ve numunele-
rin sartnamelere uygunlugunu dikkatle arastirmaliyiz. lyi bir
histopatolojik inceleme icin, iyi tespit olmus, takip, bloklama,
kesit, boyama basamaklari sorunsuz doku kesitlerine ihtiyac
vardir. Bunun icin de kaliteli sarf malzeme kullanimi son dere-
ce dnemlidir.
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