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Resumen

El objetivo del presente estudio fue evaluar la resistencia antibacteriana de Salmonella
enterica aisladadas de la cloaca de aves de pelea. Se tomaron 135 muestras cloacales
mediante hisopado en aves de pelea de un galpdn en el distrito de Carabayllo, en el afio
2021, de lo cual se logré aislar 3 colonias de Salmonella enterica representando el 2.2%
(ICos%: 0 — 4.71%) del total de muestras. Siendo el enriquecimiento tardio en caldo
Rappaport-Vassiliadis mas eficiente en el aislamiento de esta bacteria estudiada. Una
vez identificadas las colonias, utilizamos el método Kirby Bauer para determinar la
sensibilidad microbiana, donde se enfrentaron a 16 antibidticos, obteniendo como
resultado que el 100% (3/3) de las colonias fueron resistentes a eritromicina, penicilina,
clindamicina y estreptomicina, el 66.67% (2/3) fueron resistentes a oxitetracilina,
ampicilina y doxicilina, mientras que todas las colonias son sensibles a levofloxacina,
ceftazidime, ceftriaxona, enrofloxacina, ofloxacina, ciprofloxacina, cefatoxime vy

gentamicina.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the antibacterial resistance of Salmonella
enterica isolated from the cloaca of fighting birds. 135 cloacal samples were taken by
swab in fighting birds from a shed in the district of Carabayllo, in 2021, from which 3
colonies of Salmonella enterica were isolated, representing 2.2% (ICos%: 0 — 4.71%) of
the total samples. Being the late enrichment in Rappaport-Vassiliadis broth more
efficient in the isolation of this studied bacterium. Once the colonies were identified,
the antibiotic susceptibility test was performed using the Kirby Bauer method where
they were faced with 16 antibiotics, resulting in: 100% (3/3) of the colonies werebeing
resistant to erythromycin, penicillin, clindamycin and streptomycin; 66.67% (2/3) were
resistant to oxytetracillin, ampicillin and doxycillin; while all colonies are sensitive to
levofloxacin, ceftazidime, ceftriaxone, enrofloxacin, ofloxacin, ciprofloxacin, cefatoxime

and gentamicin.
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Introduccién

En nuestro pais, los gallos de pelea son una tradicion que pueden pasar de
generacion en generacion; por lo que en varios distritos de Lima se puede observar
la crianza de traspatio y los eventos gallisticos donde concurren muchas personas.
En la mayoria de los casos, la crianza de estas aves se lleva a cabo de forma
empirica, sin la asistencia técnica de un médico veterinario por lo que no se tienen
planes sanitarios adecuados para la especie; esto sumado al intercambio de las
aves durante los eventos, podria generar infeccion cruzada de diversas
enfermedades, como influenza aviar, enfermedad de Newcastle, bronquitis
infecciosa aviar, entre otras. Otro de los principales problemas es el uso
indiscriminado de antibidticos como promotores de crecimiento que ha provocado
un aumento de la resistencia bacteriana a multiples farmacos y la aparicién de
Salmonella enterica multidrogo resistente que tiene gran potencial patogénico
debido a los mas de 2600 serotipos descritos hasta la fecha, estas bacterias
presentan casos de una alta morbilidad en seres humanos por lo que es una
amenaza a la salud puablica; ademaés de las diversas complicaciones que esta trae
al sistema de crianza, por ejemplo, una tasa de morbi-mortalidad alta, bajos
indices de crecimiento y bajo rendimiento productivo del ave (Alcayaga, 2015;

Villagran, 2017).
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Marco Tedrico

La crianza y reproduccion de gallos de pelea es una tradicion que representa una actividad
recreativa para determinado grupo de personas, generando fuentes de ingreso y empleos
en temporada festivas; esta tradicién se practica hace miles de afios (Gamarra, 2014;

Calisaya, 2019;).

En Lima, existe poblacion aproximada de 100 000 aves de pelea, no teniendo un censo
adecuado, ya que en muchos distritos su crianza se realiza de forma clandestina, estando
a cargo de criadores de todo nivel y categoria (Guerra, 2018). Con frecuencia, el
aficionado y los criadores, no cuentan con el asesoramiento de un médico veterinario,
haciendo uso indiscriminado de productos farmacoldgicos, como: antibioticos, vitaminas,
anabdlicos, entre otros (Calisaya, 2019). También es un problema el uso inadecuado de
antibidticos debido a dosis inadecuadas, incumplimiento del tratamiento o por el uso de
medicamente de dudosa procedencia, pudiendo afectar a la sensibilidad antibacteriana

(Villagran, 2017).

Una de las bacterias méas comunes es la Salmonella enterica, que produce la salmonelosis.
Estas son pertenecientes al género Salmonella, familia Enterobacteriaceae, que esta
compuesta por bacilos gram negativos, no esporulados, anaerobios facultativos,
generalmente mdviles por flagelos peritricos y que pueden utilizar el citrato como fuente
de carbono, su metabolismo es de tipo oxidativo/fermentativo y el reservorio principal es

el intestino de animales vertebrados (Gonzales et al., 2014).

Salmonella enterica posee una gran variedad de hospederos, por ejemplo, en los humanos
pude producir una enfermedad gastrointestinal, en ratones una infeccion sistémica y en
aves cuadros cronicos asintomaticos (Barreto et al., 2016). Se elimina al medio ambiente

por via fecal y la forma méas importante de transmision es la ingesta de material

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

contaminado por heces de portadores o enfermos (Garcia, et al., 2009). Esta bacteria es
responsable de 1,2 millones de enfermos y 450 muertes anuales en EEUU (Hernandez et
al., 2016) y alrededor del mundo se han reportado brotes de transmision a los humanos
de Salmonella enterica asociadas con la exposicién al ganado sano y enfermo (Cherry et

al., 2004; Hernandez et al., 2016; Martin-Maldonado et al., 2020).

Respecto a la prevalencia en nuestro pais, Valderrama et al. (2015) realizé el reporte de
salmonella en avicolas tecnificadas en el territorio nacional, dando como resultado una
prevalencia de 29.78% +/- 2.89%; sin embargo, se sabe que segln la region y la localidad,
tanto la prevalencia como los serotipos de Salmonella pueden ser distintos; por este
motivo es fundamental elaborar programas de control para diferentes areas y asi fomentar
la vigilancia e identificacion en las aves de corral (OIE, 2019); por ejemplo, se estudid la
prevalencia de salmonelosis en aves de combate en el distrito de Caima, Arequipa,
teniendo como resultado un 5.3 % de positividad (Calisaya, 2019); mientras que estudios
como el de Zambrano et al. (2013) identificaron un total de 23,5 % en muestras de
superficie corporal positivas a salmonella y 32,4 % en muestras positivas de hisopados

cloacales en pollos de engorde.

La resistencia antibacteriana se debe a las modificaciones genéticas de los
microorganismos activando mecanismos de resistencia como la inactivacion enzimatica,
receptores y transporte de antibioticos alterados, entre otros (Yagui, 2018). Las cepas de
salmonella que se asocian a infecciones graves en animales y humanos, presentan
multidrogorresistencia (MDR) a fluoroquinolonas y cefalosporinas de 3ra generacion
limitando las opciones de tratamiento (Hoffman et al., 2017). Otros estudios en
salmonella enterica indican hasta un 100% de resistencia antibacteriana a doxiciclina,
97,62% a oxitetraciclina, 88,10% a neomicina, 83,33% a eritromicina y 78,57% a

tetraciclina (Sonali et al., 2012; Waghamare et al., 2018). Diversos estudios reportan un
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aumentos significativo en los Gltimos afios de la resistencia antibacteriana y pocas
opciones de sensibilidad ante organismos patégenos como la salmonella, en variedad de
especies (Mezay Morales-Cauti, 2020; Ortiz et al., 2021; Rau et al., 2021; Libero, 2021);
por ejemplo, Cahuapoma et al. (2020) estudiaron la resistencia antibiotica de salmonella
en alpacas con y sin diarrea, dando como resultado que las cepas aisladas tenian
resistencia a multiples antibidticos usados en el dia a dia en la salud veterinaria, estos son:
ampicilina, novomicina, tetraciclina, penicilina, y gentamicina. Otro estudio realizado en
cerdos faenados en un matadero de lima, dio como resultado que todas las cepas aisladas
de Salmonella enterica presentaron sensibilidad a ciprofloxacino, pero resistencia hacia
la tetraciclina (Rios et al., 2019). Estos aislados resistentes en el ambiente podrian
funcionar como un reservorio potencial para la transferencia de genes de resistencia a

otros patdgenos gram- altamente infecciosos (Waghamare et al., 2018).

La falta de datos epidemiologicos acerca de la resistencia antibacteriana en aves de
combate en Per0 es importante ya que se sabe que bacterias como la Salmonella enterica
adquiere y transmite mecanismos de resistencia, siendo capaz de transferirlo a otras
especies animales, incluso al ser humano, debido a la convivencia estrecha de las personas

con estas aves (Villagran, 2017).
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Materiales y Métodos

Localizacién

Se evaluaron hisopados cloacales de gallos de pelea de un galpon ubicado en Calle Ocafia
Mz C, lote 9, Asociacion pecuaria Valle Sagrado en el distrito de Carabayllo, Lima, en el
afio 2021; siendo procesadas en el laboratorio de microbiologia de la Universidad

Cientifica del Sur, Villa el Salvador, Lima.

Poblacién y muestra

Para el aislamiento de Salmonella enterica, el tamafio minimo de muestra se calculd
mediante la formula para detectar la presencia o ausencia de una enfermedad (Cannon,
2001) teniendo como tamafio de poblacion base a 200 ejemplares, utilizando una
prevalencia esperada de 1%, nivel de confianza de 95%. Lo que dio por resultado un
tamafio de muestra necesario de 112 ejemplares. Se evaluaron ejemplares de gallos de

pelea (Gallus gallus domesticus) mediante la toma de muestra de hisopados cloacales.

Disefio de investigacion

Este estudio es de tipo descriptivo, transversal, teniendo como unidad de analisis el
hisopado cloacal de gallos de pelea. Se tomaron las muestras de aves machos y hembras
mayores de 6 meses y aparentemente saludables; tuvimos como criterio de exclusion a

las aves gque se encontraban en tratamiento antimicrobiano.

Variable de estudio

Se realiz6 el diagnéstico de aves portadoras de Salmonella enterica determinando la
presencia de la bacteria mediante las muestras de hisopado cloacal. También se estudio
la resistencia antibiotica de las aves que resultaron positivas, esto mediante la lectura de

los halos de inhibicion para luego categorizarlo como resistente (R), sensible (S).
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Procedimiento metodoldgico

Toma de muestra

Las muestras fueron recolectadas mediante hisopado cloacal, para luego colocarlas en
tubos estériles suspendidos en medio de transporte Stuart (Caffer y Terragno, 2001), la
toma de muestra se realizd tomando a las aves de forma individual para realizar el
hisopado, cada muestra fue rotulada y registrada correctamente. Las muestras se
transportaron el mismo dia en un cooler con un medio refrigerante a temperatura 4 °C
aproximadamente y fueron llevadas al Laboratorio de Microbiologia de la Universidad
Cientifica del Sur, Lima, Perd, donde fueron procesadas.

Aislamiento y pruebas bioquimicas

Para la realizacién del enriquecimiento estandar, utilizamos el caldo de enriquecimiento
Rappaport-Vassiliadis colocandolo en tubos y se llevo a incubar a 41°C por 24 horas,
adicionalmente se realiz6 enriquecimiento tardio en este medio, donde el remanente del
primer enriquecimiento se mantuvo a temperatura ambiente por 5 dias para luego extraer
1ml de cada suspension y colocarlo en un nuevo tubo con caldo de enriquecimiento
Rappaport-Vassiliadis para nuevamente incubarlo a 41°C por 24 horas. Utilizamos el
medio solido especifico agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD) donde los indculos
enriguecidos se sembraron de forma independiente por agotamiento con ayuda de un ansa
en aro y se incub6 a 37°C por 24 horas, luego seleccionamos las colonias sospechosas
que son las que presentan centro negro debido a la produccion de sulfhidrilo.

Para la apropiada identificacion, las colonias sospechosas se inocularon en medios de agar
Citrato de Simmons, Hierro tres azlcares, sulfuro-indol-motilidad, Lisina, catalasa y
Voges-Proskauer y se llevd a incubacion por 24 horas a 37°C. Los resultados fueron

cotejados siguiendo los procedimientos del formato de instrucciones de la técnica de
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identificacion bioquimica bacteriana del Instituto Nacional de Salud (Caffer & Terragno,
2001).

Antibiograma

Realizamos el método de Kirby Bauer para determinar la resistencia antibidtica.
Seleccionamos los cultivos positivos a Salmonella enterica obtenidas de los hisopados
cloacales. La preparacion de las colonias aisladas se realiz6 en un tubo de ensayo
mediante una suspension directa en solucion salina a una escala 0,5 de Mc. Farland para
luego introducir un hisopo estéril en la suspension y retiramos el exceso presionando
sobre las paredes del tubo. Luego se procedio6 a inocular en las placas con Agar Mueller
Hilton, estriando con el hisopo en tres direcciones de manera homogénea colocando 8
discos antibidticos por cada placa (fueron dos placas por cada muestra positiva), los
discos antibioticos utilizados fueron: ampicilina (10ug), cefotaxima (30ug), ceftazidima
(30png), ceftriaxona (30ug), ciprofloxacina (5pug), clindamicina(2ug), doxiciclina (30ug),
enrofloxacina (10pg), eritromicina (15ug), gentamicina (10ug), levofloxacina (5pug),
neomicina (30ung), ofloxacina (5ug), oxitetraciclina (30ug), penicilina (10ug),
tetraciclina (30ug). Posterior se llevaron a incubacion a 37°C por 24 horas y luego se
realizo la medicion de los halos de inhibicion para su respectiva interpretacion (ANEXO

2).
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RESULTADOS

Diagnéstico de aves portadoras de Salmonella enterica

En el presente estudio se evaluaron 135 aves de pelea (Gallus gallus domesticus) de un
galpon en el distrito de Carabayllo, en donde se aislaron 3 colonias de Salmonella
enterica, representando el 2.2% (ICosy%: 0 — 4.71%) del total de muestras.

Al momento de realizar el aislamiento e identificacion, se realizé el enriquecimiento en
caldo Rapappor-Vasilaris utilizando el método estandar donde obtuvimos una muestra
positiva, y pudimos aislar dos colonias adicionales mediante el método de

enriquecimiento tardio (cuadro 1).

Cuadro 1. Porcentaje de aislamientos de Salmonella enterica positivos mediante enriquecimiento
estandar y enriquecimiento tardio.

Muestras Colonias % IC95% | Colonias positivas % IC 95%
(n) positivas
135 1 0.74%  0-2.19% 3 222% 0-4.71%

Categorizacion de la resistencia antibidtica

Las 3 colonias de Salmonella enterica muestran resistencia a eritromicina, penicilina,
clindamicina y estreptomicina; dos colonias son resistentes a oxitetraciclina, ampicilina
y doxiciclina; solo una colonia mostro resistencia a neomicina. Finalmente, todas las
colonias fueron sensibles a levofloxacina, ceftazidime, ceftriaxona, enrofloxacina,

ofloxacina, ciprofloxacina, cefatoxime y gentamicina (cuadro 2).
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Cuadro 2. Determinacion de resistencia antibacteriana de las colonias de Salmonella enterica aisladas de
gallos de pelea

Erythromicyn R R R
Levofloxacin S S S
Neomicyn S R S
Oxytetracycline S R R
Ceftazidime S S S
Ampicilina S R R
Ceftriaxone S S S
Streptomycine R R R
Penicilina R R R
Enrofloxacin S S S
Clindamycina R R R
Ofloxacina S S S
Doxycyclina S R R
Ciprofloxacina S S S
Cefatoxime S S S
Gentamicina S S S
R=Resistente

S=Sensible
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Discusion

En el presente estudio se aislaron 2.2% (3/135) de colonias de Salmonella enterica del
total de 135 aves evaluadas, este resultado es similar a un estudio realizado en Cayma,
Arequipa (Calisaya, 2019) donde se reporta 5.3% de colonias positivas a Salmonella
enterica en aves de combate utilizando la técnica de Sero-Aglutinacion en placa. Por otro
lado. Zambrano et al., (2013) realizaron un estudio en centros de beneficio de pollos de
engorde en Lima, donde reportan un 32.4% de muestras positivas a Salmonella en
hisopado cloacal. Esto se puede atribuir a que la crianza de aves de combate es de forma
individual evitando la diseminacion de microrganismos a diferencia de las aves de corral,
que, por su tipo de crianza, todas comparten los bebederos y comederos. Otros estudios
contrastan con una mayor prevalencia en aves al beneficio (Valderrama, 2015; Alvarado,
2017; Pérez, 2022). La importancia de este resultado es que la contaminacion por
Salmonella entérica representa un riesgo para la salud publica, la contaminacion fecal ha
sido implicada en varios brotes alrededor del mundo, especialmente en nifios (OIE, 2023,
Sabeq et al., 2022; Quino et al., 2020); Parra-Payano et al., (2019) realizaron un estudio
de Salmonelosis en un hospital de Lima, donde encontraron una mayor frecuencia de
casos en nifios entre 0-4 afios (14.3%) y los sintomas mas frecuentes fueron fiebre, diarrea

y trastorno del sensorio.

El método de aislamiento convencional utiliza un enriquecimiento a 41°C por 24 horas;
en el presente estudio se realizé ademas de ello, un enriquecimiento tardio a los 5 dias
en las mismas condiciones; resultando en una estrategia que optimiza el aislamiento de
colonias de Salmonella entérica, pues se pudo obtener 2 colonias adicionales; este método

se ha utilizado en diferentes reportes en distintas especies, incrementando la posibilidad

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

de aislamiento hasta en un 50% (Meza y Morales-Cauti, 2020; Soriano, 2020; Espinoza

y Morales-Cauti, 2019)

El 100% de las colonias de Salmonella enterica muestran resistencia a eritromicina,
penicilina, clindamicina y estreptomicina, los resultados se pueden contrastar con otros
estudios, donde la resistencia encontrada fue entre 100% y 88.33%, a diferencia de
estreptomicina ya que los porcentajes encontrados fueron menores, desde 0% de
resistencia a 16,67% (Whaghamare et al., 2018; Matsuura et al., 2010; Meza, 2020;
Quesada et al., 2016), esto se puede deber a los mecanismos de defensa que han creado

este grupo de bacterias, como la expresion de b-lactamasas de espectro extendido
(BLEE), la mutacién en el gen 23S rRNA en el caso de los macrélidos o para los
aminoglucésidos la metilacidon de 16S rRNA en la subunidad 30S, entre otros (Chaudhari,

et al., 2023; Quino et al., 2020; Pettenngill et all., 2020.)

El 66.67% (2/3) de las colonias aisladas mostraron resistencia a oxitetraciclina,
doxiciclina y ampicilina, resultados similares fueron hallados en otros estudios, donde la
resistencia a antibacterianos fue desde 64.8% hasta el 100% (Quesada, et al., 2016;
Whaghamare, et al., 2018); en Brasil, Rau, et al (2021), realizaron un estudio donde
compararon la resistencia antibidtica en 2 periodos de tiempo, en 2014 y 2017, los
resultados dieron altos niveles de resistencia a oxitetraciclina (60,3% y 82,8%) y para
ampicilina (56,2% y 76,7%), estos resultados recalcan la importancia del seguimiento
continuo sobre todo en animales que tienes crianza de traspatio al estar en muy cercana

convivencia con el ser humano.

Por otro lado, todas las cepas resultaron sensibles al grupo de las quinolonas
(levofloxacina, ciprofloxacina, enrofloxacina y ofloxacina), siendo este grupo

considerado como la primera alternativa antibacteriana, resultados que difieren con otros
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reportes, donde encontraron resistencia desde un 25% hasta 63% en estos antibidticos
(Huaman et al., 2020; Quino et al., 2020). De igual forma los resultados al grupo de
cefalosporinas (ceftazidime, ceftriaxona y cefatoxine) donde todas las cepas resultaron
sensibles, resultados que concuerdan con diversos reportes (Tagar y Qambrani, 2023;

Sabeq et al., 2022).
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Conclusiones

e Selogro aislar un 2.2% (3/135) de colonias de Salmonella enterica en un galpon
de aves de pelea en el distrito de Carabayllo.

e EI100% (3/3) de las colonias fueron resistentes a eritromicina, penicilina,
clindamicina y estreptomicina, y el 66.67% (2/3) de las colonias fueron

resistentes a oxitetraciclina, ampicilina y doxiciclina.
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presentar su tesis final desde la fecha de la emision de la presente Resolucion.

Registrese, comuniquese y archivese.

M.V.Z. Maria Lourdes Velarde Marcos
Decana de la Carrera de
Medicina Veterinaria y Zootecnia

T// (6106738
informes@cientifica.edupe
cientificaedupe
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Estimado editor,

Remito a usted el siguiente articulo "Determinacion de la resistencia antimicrobiana de Salmonella enterica aisladas a partir de aves de rifia en Carabayllo, Lima" para su consideracién.

Quedo atento a su consideracién.

Atentamente,

Siever Morales-Cauti, Mg, DMV,
Docente Investigador
Facultad de Medicina Veterinaria - UNMSM
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootenia - UCSUR
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Estimado profesor
Siever Morales-Cauti, Mg. DMV,

Docente Investigador
Facultad de Medicina Veterinaria - UNMSM

Buenos dias

Su correo adjuntando un articulo para revision y posible publicacion se ha reenviado al Editor, Dr. Garcia Podesta

El Editor le respondera a su correo
Gracias,
Sulma

RIVEP-FMV-UNMSM

El mar, 12 mar 2024 a las 16:50, Siever Morales-Cauti (<sieverm@hotmail.com>) escribié:

Estimado editor,

Remito a usted el siguiente articulo "Determinacion de la rest 1 icrobiana de Sal lla enterica aisladas a partir de aves de rifia en Carabayllo, Lima” para su consideracién.

Quedo atento a su consideracion.

Atentamente,
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Anexo 2: Halos de inhibicion segun CLSI humano-veterinario 2021

DISCO

ANTIBIOTICO Abreviatura | Concentracién Resistente Sensible
Erythromicyn E 15 <13 >23
Levofloxacin Lev 5 <16 2c23
Neomicyn N 30 <12 217
Oxytetracycline oT 30 <11 215
Ceftazidime CAZ 30 <17 >21
Ampicilina AMP 10 <13 218
Ceftriaxone CRO 30 <13 >21
Streptomycine S 10 <11 215
Penicilina P 10 <23 224
Enrofloxacin ERN 5 <16 223
Clindamycina DA 2 <14 >21
Ofloxacina OFX 5 <12 >16
Doxycyclina DO 30 <10 >14
Ciprofloxacina CIP 5 <21 > 26
Cefatoxime CTX 30 <17 221
Gentamicina CN 10 <12 216
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