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SOUHRN

Sérologické vysSetieni hraje v diagnostice chiipky dulezZitou roli, predevSim v wurcéeni
postvakcinaénich a postinfekénich protilatek. Vzhledem k ruznym diagnostickym mozZnostem je
nutné metodiku sérologického vysetieni volit podle konkrétnich okolnosti - zda se jedna o parové
sérum ¢éi jednovzorek, zda je k dispozici adekvatni anamnéza pacienta a pripadné
epidemiologické souvislosti a predevSim - jakému ucéelu bude vysledek slouzit
(diferencialnédiagnosticka rozvaha, postinfekéni sledovani, postvakcinaéni zhodnoceni).
Virusneutralizace predstavuje jeden z nejcitlivéjsich a nejobjektivnéjsich sérologickych testu, je
vsak velmi zavisla na presném vyvazeni reakce a kvalité viru, ktery je do reakce pouzit. Stanoveni
protektivniho titru je pro rutinni praxi nezbytné. V nasem testovani jsme dosli k zavéru, ze
virusneutralizaé¢ni titry jsou v porovnani s HIT ¢i KFR az osminasobné vyssi, korelace vsak neni
nikterak pevna a je vyznamné ovlivnéna individualni vysi protilatek proti neuraminidaze
a nékterym vnitfnim proteinum. Autoii predbézné uzaviraji, Ze vyse protektivniho titru ve
virusneutralizaé¢nim testu bude nejméné 1 : 80. Informativni vyznam titra nizsich nez 1 : 40 je
sporny.

Kliéova slova: sérologie — virusneutralizace - virus chiipky — ochranné titry.

SUMMARY

Havlickova M., Jirincova H., Maresova V., DZzupova O., Limberkova R.: Microneutralization Assay
in the Diagnosis of Influenza Infection

Serology plays an important role in the diagnosis of influenza, particularly in the detection of
post-vaccination and post-infection antibodies. When considering the range of diagnostic options,
the serological method should be selected depending on the circumstances - whether single or
paired serum samples are tested, whether adequate patient medical history data are available,
whether epidemiological links are suspected, and, in particular, to what purpose the result will be
used (differential diagnosis, post-infection follow-up, post-vaccination monitoring, etc.). The virus
neutralization assay is one of the most sensitive and most objective serological tests, but it is
highly dependent on the reaction balance and quality of the virus used. Determining the
protective titer is crucial for the routine practice. Based on our experiments, we concluded that
the virus neutralizing antibody titers are up to eight times as high in comparison with the
hemaglutination inhibition test (HIT) or complement fixation reaction (CFR), but the correlation
varies and is significantly influenced by interindividual variation in anti-neuraminidase
antibodies and those against some internal proteins of influenza virus. We assume that the
protective titer in the virus neutralization assay will be not less than 1 : 80. The predictive value
of the titers below 1 : 40 is questionable.

Key words: serology - virus neutralization - influenza virus - protective titers.

UVOD gnostiku onemocnéni. VySetfovani specifickych
cirkulujicich protilatek v séru, které jsou sméro-
vané proti antigenim ruznych patogenu, patii

Rozsiteni nového subtypu A/HIN1pdm (pdm =
pandemicka varianta) v dubnu 2009, ktery pred-
znamenal prvni chiipkovou pandemii 21. stoleti
a zcela vytésnil pavodni variantu H1, s sebou p¥i-
neslo i znaéné naroky na rychlou a piesnou dia-

v infektologii stale k zakladnim diagnostickym
postuptam, coZz ,pandemické“ zkusSenosti opét
potvrdily.

Chiipka jako takova predstavuje geneticky
znaéné nestabilni agens a tedy trvalou hrozbu
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pro veiejné zdravi. Je rovnéz jednou z nejcastéj-
ich infekeci, kterym lze piredchazet preventivnim
o¢kovanim. Klinicka manifestace chtipky zavisi
jak na charakteristice a vlastnostech vyvolavaji-
ciho viru, tak na véku pacienta, rizikovych fak-
torech a pripadnych komorbiditach. Zavaznost
klinickych projevi osciluje od téméi asympto-
matickych prabéha az po akutni, Zivot ohrozuji-
ci stavy (fulminantni intersticialni pneumonie,
obéhové selhani zptasobené myokarditidou, ence-
falitida, myozitida s naslednou rabdomyolyzou
provazenou myoglobinurii). PtfedevS§im tyto
akutni stavy, ¢asto nerespira¢niho charakteru,
predstavuji situace diagnosticky velmi naro¢né,
kde je obvykle nutné kombinovat priukaz virové-
ho antigenu ¢i ribonukleové kyseliny (RNA)
v biologickém materialu s vySetifenim sérologic-
kym. VySetieni specifickych protilatek u pacien-
th s podezfenim na chiipkovou infekci ma
v laboratorni diagnostice chiipky stale své pev-
né misto, prestoze v akutni fazi infekce je jeho
vypovidaci hodnota omezena obvykle nizkym tit-
rem protilatek. V neposledni iadé slouzi citlivy
a zaroven specificky prukaz protilatek uéelum
epidemiologické surveillance, mimo jiné i v pan-
demické pripravenosti pii sledovani vyskytu
aviarnich chiipkovych kment jako ptavodect lid-
skych infekei.

Virusneutralizace (VNT) piedstavuje jeden
z nejstarsich testu, ktery byl pro hodnoceni pro-
tilatkové reakce pouzit, at jiz cestou klasické
neutralizace protilatek ve vySetifovaném séru ¢i
dnes jiz velmi ziidka pouzivanou metodou inhi-
bice hemadsorpce. Vyznam virusneutralizace
v sérologickém vySetiovani chiipky byl ¢aste¢né
omezen klasickym testem inhibice hemagluti-
nace (HIT), ktery se postupné stal zlatym stan-
dardem hodnoceni postinfekéni a postvakcinadé-
ni sérologické odpovédi a ktery jako jediny test
v chtipkové sérologii ma v metodice Svétové
zdravotnické organizace (WHO) jasné stanove-
nou hladinu protilatek predstavujicich tzv. pro-
tektivni titr. Navic pomoci HIT lze ur¢it nejen
typy, ale i subtypy a v rameci subtypu driftové
varianty. Provedeni HIT je vSak plné zavislé na
viru s dostateéné vysokym hemaglutinaénim
titrem (minimalné 1 : 32), coz se v soufasné
dobé stava uréitym problémem, nebot fada kme-
nu — piredevs§im subtypu H3N2 — se jak v kute-
cich embryich, tak v tkanovych kulturach repli-
kuje s ¢éim dale mensi efektivitou a také se
snizuje afinita vira k nékterym druhdm cerve-
nych krvinek. HIT navic detekuje pouze proti-
latky proti hemaglutininu, jiné protilatky se
v této reakci neuplatni. Oproti tomu virusneu-
tralizaéni test zachycuje celé spektrum neutra-
liza¢nich protilatek, a to nejen proti hemagluti-
ninu, ale i proti neuraminidaze a ¢astecéné

-

i proti vnitinim proteintim. Detekuje tedy jak
protilatky blokujici vstup viru do bunky, tak
obecnéji i dalsi protilatky, které brani replikaci
virové Castice. Jeho citlivost je jiz z tohoto hle-
diska vyznamné vy$si a hovoii o celkové schop-
nosti vySetfovaného séra neutralizovat konkrét-
ni virovy kmen. Vyznam VNT velmi vzrostl
i v ramci diagnostické piipravenosti na novy
pandemicky virus a pii sledovani moznych kon-
taktd s aviarnimi viry. Nejsou vSak jednoznaéné
stanovena kritéria, ktera by hodnotila uréity
minimalni titr, ktery by, stejné jako HIT, vyjad-
roval takovou hladinu protilatek, které v 50 %
pripadu zabrani rozvoji onemocnéni. Nejvétsi
problém pak predstavuje interpretace nizkych
titra.

MATERIAL A METODY

V obdobi prvni i druhé pandemické viny (od 26.
do 53. tydne 2009) byli v NRL pro chiipku vyset-
feni pacienti p¥ijati na infekéni kliniky FN Na
Bulovce s podezienim na chiipkovou infekei. Pro
prukaz etiologie chiipky byly pouzity nasledujici
metody:
® Pdirovd séra: Pacientum pi#ijatym k hospitaliza-
ci s podezienim na chiipkovou infekci byl odebi-
ran nazofaryngealni vytér a rovnéz srazliva krev
(5 ml). Prvni (akutni) vzorek krve byl odebran
vzdy zaroven s krénim vytérem a druhy (rekon-
valescentni) vzorek pak v odstupu 10-14 dni.
Séra byla az do vySetifeni virusneutralizaci
(VNT), testem inhibice hemaglutinace (HIT)
i komplementfixaéni reakci (KFR) uchovavana
pri teploté -20 °C.
® Real time PCR (polymerase chain reaction) pro
prukaz virové RNA ve vytéru byl proveden podle
metodiky CDC (Center for Disease Control)
a doporucené WHO [1].
® Test inhibice hemaglutinace a komplementfixac-
ni reakce byly provadény podle standardni meto-
diky [2, 3].
® Referenc¢ni pandemicky virus A/California
712009 a referencéni sérum proti viru A/ Califor-
nia 7/2009 s deklarovanym HIT i VNT titrem
byly laskavé poskytnuty z WHO spolupracujiciho
centra Mill Hill v Londyné, Velka Britanie.

* Virusneutralizacni test byl proveden jako mik-
roneutralizace a modifikovan podle metodiky
Roweho et al. [4]. Séra byla nejprve inaktivovana
pri teploté 56 °C po dobu 30 minut. Nasledné byla
v kultivaénich mikrodestickach ,,P“ typu a v tkéa-
novém kultivaénim médiu dvojkovym redénim
vytitrovana od inicialniho fedéni 1 : 10 do titru
1:1280. Poté byl pridan virus A/California
7/2009 v koncentraci 2krat 10° TCID50/ml. Smés
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Tabulka 1. Porovnani titra dosazenych v akutnim (I) a rekonvalescentnim (II) vzorku séra u 34 pacientt s prokazanou chiipkou

A(HIN1)pdm
Table 1. Comparison of antibody titers in acute (I) and convalescent (II) sera from 34 patients diagnosed with influenza
AHIN1)pdm
HIT KFR VNT
Vzorek PCR
I II I 11 I 1T
1 <10 40 8 64 10 80 pozit. A Sw
2 <10 40 <10 64 10 320 pozit. A Sw
3 <10 40 16 256 10 640 pozit. A Sw
4 <10 20 8 64 10 160 pozit. A Sw
5 <10 20 <10 32 10 160 pozit. A Sw
6 <10 20 <10 64 10 160 pozit. A Sw
7 <10 20 16 64 10 160 pozit. A Sw
8 <10 40 16 32 10 320 pozit. A Sw
9 <10 20 <10 128 <10 40 pozit. A Sw
10 <10 40 8 32 <10 80 pozit. A Sw
11 <10 40 <10 64 <10 40 pozit. A Sw
12 <10 20 8 64 <10 80 pozit. A Sw
13 <10 40 <10 64 <10 160 pozit. A Sw
14 <10 20 8 64 10 80 pozit. A Sw
15 10 20 16 32 40 80 pozit. A Sw
16 20 80 256 256 80 640 pozit. A Sw
17 <10 40 8 64 10 320 pozit. A Sw
18 <10 20 8 64 <10 80 pozit. A Sw
19 <10 40 <10 64 <10 80 pozit. A Sw
20 20 40 <10 0 80 160 pozit. A Sw
21 <10 40 8 32 <10 80 pozit. A Sw
22 <10 80 16 64 <10 80 NT
23 <10 40 16 32 40 320 pozit. A Sw
24 <10 20 8 64 <10 320 pozit. A Sw
25 <10 10 <10 32 <10 80 pozit. A Sw
26 <10 20 8 64 10 160 pozit. A Sw
27 <10 20 <10 32 10 160 pozit. A Sw
28 <10 20 <10 64 10 160 pozit. A Sw
29 <10 20 16 64 10 160 pozit. A Sw
30 <10 20 <10 128 <10 40 pozit. A Sw
31 <10 20 8 64 <10 80 pozit. A Sw
32 <10 20 8 64 10 80 pozit. A Sw
33 10 20 16 32 40 80 pozit. A Sw
34 <10 20 8 64 <10 80 pozit. A Sw

Vysvétlivky: <10 = titr ,mensi nez 1:10“ (tedy jiZ inicialni fedéni 1:10 vykazuje 100% aglutinaci) se hodnoti jako negativni reak-
ce. Pro vypocet geometrického titru je pro tuto kategorii pouzita hodnota 1.

NT = netestovano

Note: <10 = titer ,less than 1:10 (the initial dilution of 1:10 shows 100% agglutination) is considered as a negative reaction. In
this category, the value of 1 is used to calculate the geometric mean titer.

NT = not tested

byla inkubovana 2 hodiny p#i 37 °C v atmosfére
5% CO,. Jako posledni krok byla pfidana suspen-
ze bunék MDCK v hustoté 350 000/ml a desticky
byly inkubovany 48 hodin pti teploté 35 °C a v at-
mosféte 5% CO,. Po uplynuti inkuba¢ni doby byla
reakce hodnocena pomoci hemaglutinaéniho tes-
tu tak, ze z kazdé testovaci jamky bylo odebrano
50 ul tkanové tekutiny a smichano se stejnym
objeme 0,5% suspenze morcecich krvinek. Sedi-
mentace krvinek znamenala p¥itomnost specific-
kych protilatek, které zabranily pomnozeni viru,
aglutinace naopak signalizovala mnoZeni viru

a tedy nepiitomnost specifickych protilatek
(tab. 1). Spravné nastaveni reakce bylo verifiko-
vano testovanim mezinarodni standardy, ktera
méla deklarovany titr 1 : 519. V nasem systému
jsme dosahli titru 1 : 450.

VYSLEDKY

Virusneutraliza¢ni test byl proveden se 34
parovymi séry od pacientu s jednoznaéné proka-
zanou infekci virem A/H1N1pdm. Etiologie one-
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Graf 1. Porovnani geometrickych titra (GMT) dosazenych u akutnich a rekonvalescentnich sér ve skupiné 34 pacientt
s prokazanou chiipkou A(H1IN1)pdm

Fig. 1. Comparison of the geometric mean titers (GMT) in acute (I) and convalescent (II) sera from 34 patients diagnosed with
influenza A(HIN1)pdm
Tabulka 2. Vzor hodnoceni mikroneutraliza¢niho testu

Table 2. Example evaluation of microneutralization assay results

10 20 40 80 160 320 640 1280 — Redéni séra

# # # # # # # #

# # # # # # # # Negativni sérum
# # # # # # # # aglutinace 100%
(] (] (] (] (] ® ® # Pozitivni sérum
(] (] (] (] (] (] [ ] O Titr 1 : 640

[ ] (] (] (] () () () O

# # # # # # # # Kontrola viru

# # # # # # # #

# # # # # # # #

® (] (] (] (] (] ® ® Kontrola bunék
[ ] [ [ ] [ ] [ J [ J [ J [ J

[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]

@ - sedimentace erytrocytd; # — aglutinace erytrocyt; O — ¢asteéna aglutinace, respektive sedimentace; takova reakce jiz neni
hodnocena jako pozitivni

Kontrola viru: systém bez séra (sérum nahrazeno stejnym objemem kultivaéniho média), musi vykazovat stoprocentni
aglutinaci, potvrzuje dostateénou replikaci viru.

Kontrola bunék: systém bez séra a bez viru (sérum a virus nahrazeny adekvatnim objemem kultivaéniho média), musi
vykazovat stoprocentni sedimentaci, potvrzuje specificitu systému bez viru, vyluéuje falesnou aglutinaci.

@ — red blood cell sedimentation rate; # — red blood cell agglutination; O — partial agglutination or sedimentation which is not
classified as positive

Virus control: the system without serum (the same volume of culture medium is used instead of serum) has to show 100 percent
agglutination to confirm sufficient virus replication.

Cell control: the system without serum and virus (the same volumes of culture medium are used instead of serum and virus)
has to show 100 percent sedimentation to confirm the specificity of the system without virus and to rule out false agglutination.

mocnéni byla zjisténa bud pomoci PCR v realném
¢ase, nebo sérologicky (HIT, KFR). Virusneutrali-
zaéni titry byly porovnavany s vysledky HIT
i KFR, vysledky shrnuje tabulka 2. V HIT byla ve
vétsiné piipadu (30/34) reakce v prvnim (akut-
nim) séru podle ofekavani zcela negativni, pouze
ve Ctyiech piipadech byl prokazan nizky titr séra,
do 1 : 20. U jednoho z téchto éty¥ pacientu (pa-
cient ¢. 16) byl interval mezi za¢atkem onemocné-
ni a prvnim odbérem vice jak 7 dni, u dalsich
dvou (pacienti ¢. 15 a ¢. 20) byl proveden béhem
prvnich 3 dni od udaného za¢atku onemocnéni,

tedy v akutni fazi. U pacienta ¢. 33 nebyl pocatek
onemocnéni znam. Hemaglutina¢né inhibi¢nim
testem byl ve druhém (rekonvalescentnim) vzor-
ku séra nejéastéji zjistén titr 1:20, vzhledem
k prvni ,nulové“ hodnoté se jednalo o signifikant-
ni vzestup. Ve dvanécti pripadech bylo ve druhém
vzorku séra dosazeno titru 1 : 40 a vzestup proti-
latek byl tedy osminasobny, ve dvou pripadech az
Sestnactinasobny (postinfekéni — rekonvalescent-
ni titr 1 : 80). Komplementfixaéni reakce celkové
ukazovala vyraznéjsi rozdily mezi prvnim a dru-
hym sérem. Pouze v jednom ptipadé byla reakce
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zcela negativni, pro coZ nemame uspokojivé
vysvétleni. Virusneutralizaéni test ukazoval
v prvnim vzorku séra zcela negativni reakci pou-
ze ve 14 pripadech ze 34 testovanych. Ve vsech
téchto pripadech byl HIT negativni a KFR vyka-
zovala titry od negativity do hodnoty 1 : 8, pouze
u jednoho pacienta 1 : 16. V 15 piipadech byl
v akutnim séru zjistén titr virusneutraliza¢nich
protilatek 1 : 10, v HIT byla reakce opét negativ-
ni, v KFR se v8ak s vyssi ¢etnosti vyskytoval titr
1:16 (4 pripady). V péti pFipadech byl jiz v prv-
nim séru zjistén virusneutralizaéni titr 1:40 az
1:80, u dvou z téchto pacientt (pacienti ¢. 23
a ¢. 16) byl zpusoben pozdnim odbérem prvniho
séra. VNT titry dosazené ve druhém — rekonva-
lescentnim vzorku byly 2—16krat vyssi nezli titry
hemaglutinac¢né inhibi¢ni. Pouze v jednom ptipa-
dé — pacient ¢é. 22 — byly titry shodné v HIT i VNT.
Titry dosazené ve VNT piiblizné dvakrat prevy-
Sovaly titry v KFR reakci, jenom u jednoho pa-
cienta (pacient ¢. 30) byl v KFR vyssi titr nezli ve
VNT. Geometrické praméry titra akutnich
i rekonvalescentnich sér znazornuje graf 1.

DISKUSE

Vysetieni specifickych protilatek proti viram
chiipky patti mezi standardni a znaéné frekvento-
vana vySetfeni. Nejéastéjsim testem v rutinni pra-
xi je komplement-fixaéni reakce a rizné modifika-
ce enzymovych imunoeseji. Obé tyto metody jsou
schopny urdit protilatky pouze typové specificky.
Ackoliv pro béznou praxi je toto zarazeni dostacu-
jici, u postvakcinaénich hodnoceni, dale pro ucely
virologické surveillance a v neposledni ¥adé u paci-
entd s tézkym ¢&i atypickym pribéhem chiipky je
nezbytné urcit u typu A subtypy a pripadné i drif-
tové varianty, u typu B obé cirkulyjici linie viru,
které jsou antigenné vyrazné odlisné (B/Yamagata
a B/Victoria). Pro urceni sérologické odpovédi
u chiipky typu B je VNT vzdy vyhodnéjsi [5], nebot
klasicky HIT je pro B chiipku velmi malo citlivy,
pokud neni jako antigen pouzit inaktivovany virus
rozS§tépeny Tween/etherem [6]. Uréeni subtypt
a variant u typu A umoznuje jak test inhibice
hemaglutinace, tak virusneutralizace. Modifikace
VNT, kde je misto viru chiipky pouzit modifikova-
ny retrovirus s hemaglutininem exprimovanym na
svém povrchu, je velice citlivou alternativou HIT,
ale neobsahne neutraliza¢ni protilatky proti jinym
antigentm [8]. Zatimco u HIT je stanoven protek-
tivni titr a tento test jiz dlouhodobé slouzi jako
,zlaty standard“, virusneutralizace tento prah
pozitivity uréen nema a jeji vyuziti v praxi je timto
do uréité miry limitovano. Nami prezentované
vysledky potvrzuji, Ze korelace mezi titry HIT

-

a VNT neni pevna. Vzhledem k faktu, zZze ve VNT
vstupuje do reakce celé spektrum protilatek véetné
protilatek proti neuraminidaze, jsou titry VNT
vzdy vyssi nez titry HIT, nicméné bez jakéhokoliv
pevného pravidla. Interpretaci samoziejmé velmi
ovliviiuje nastaveni a piedev§im vizualizace pii-
tomnosti nebo nepiitomnosti viru, respektive viro-
vého antigenu. Hodnoceni pomoci znazornéni
hemaglutinac¢ni aktivity je v praxi velmi vyhodné.
Je snadné na provedeni, ale tento zpusob ukonéeni
celé reakce vyzaduje obvykle delsi inkubaci celého
tkanového systému (48-72 hodin), byt to nemusi
byt vidy pravidlem (zalezi na infek¢énim titru po-
uzitého viru). Kolorimetricka esej [7] anebo ELISA
in situ [5], kdy jsou barevnou reakci odliSeny infi-
kované a neinfikované buriky, mohou (ale nemusi)
byt na inkubaci méné naroc¢né. Provedeni je vSak
pracngjsi a test jako takovy je nakladnéjsi. Je-li
test dobfe vyvazen a je-li pouzit dobie se replikuji-
ci virus s vysokym infekénim titrem, neni délka
inkubace a metoda znazornéni neutralizaéni akti-
vity rozhodujici (nepublikované vysledky). Inter-
hodnoty 1 : 40. I pii piesném vyvazeni testu neni
zcela jasné, zda se jedna o specifickou reakci a pre-
devsim jaky klinicky vyznam ma vzhledem k pa-
cientovi. Pii testovani zcela nového subtypu viru
chiipky, jak tomu bylo pti Sifeni subtypu
A(H1IN1)pdm, byla v nami testované skupiné v tes-
tu HIT reakce negativni v 88,2 %, u VNT v8ak pou-
ze v 58,8 %. Tento vysledek pravdépodobné nezna-
mena predchozi styk s novym virem, ale prukaz
nizkych hladin jinych protilatek nez proti hema-
glutininu (ptredev&im protilatek proti neuramini-
daze a nukleoproteinu). Ve vysokych koncentracich
séra neni mozné zcela vyloudit ani ¢asteéné nespe-
cifickou neutralizaci jinymi sérovymi proteiny.

Snahou mikrobiologickych vySetteni obecné je
dosazeni maximalni citlivosti pfi stejné vysoké
specificité. Nicméné dulezitou otazkou vsak
zuastava, jak s danym vysledkem muzeme nalozit
a co nam ve skuteénosti fekne. Pii pretrvavani
nizkych titra protilatek po styku s rtznymi
chtipkovymi viry je témér jisté, Zze u pacientt
latky nalezneme. Stanoveni hranic pozitivity,
respektive protekce, je tedy velice dulezité pro
interpretaci vysledku. Na podkladé nami ziska-
nych vysledku usuzujeme, Ze virusneutralizaéni
titry do vySe 1 : 20 nelze povazovat za priukaz
infekce (na rozdil od HIT, kde jiz tento vysledek
s novym virem byl jasnym dokladem). Hodnota
titru 1 : 40 ve VNT reprezentuje jiz suspektné
pozitivni titr, neni v8ak jasna mira jeho protek-
tivity. Teprve virusneutralizaéni titry 1 : 80
a vyS$si budou pravdépodobné piedstavovat
ochrannou hladinu protilatek porovnatelnou
s HIT.
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