-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byf’f CORE

provided by Veterinar - Repository of the Faculty of Veterinary Medicine

ORIGINALNI RAD - ORIGINAL PAPER

DOL: 10.2298/VETGL1104215S UDK 637.07:636.087.8

REZIDUE NITROFURANA U NAMIRNICAMA ANIMALNOG
POREKLA’
NITROFURANS’ RESIDUES IN FOOD OF ANIMAL ORIGIN

A. Smajlovi¢, Indira Mujezinovié, V. Cupié, M. Muminovié¢™

Nitrofurani su sintetski antimikrobici Sirokog spektra koji se ¢esto
koriste u masovnoj animalnoj proizvodnji zbog svojih odli¢nih antibak-
terijskih i farmakokinetickih svojstava. Medutim, nitrofurani i njihovi me-
taboliti su pokazali da imaju potencijalne kancerogene i mutagene
karakteristike, zbog ¢ega je zabranjena njihova upotreba u profilaksi i
furana koji se mogu utvrditi nakon njihove aplikacije su: metabolit fura-
zolidona, metabolit furaltadona, metabolit nitrofurantoina i metabolit ni-
trofurazona. Prisustvo rezidua nitrofurana u mesu, ribi i Skampima, te
mleku i jajima poreklom iz zemalja van Evropske unije se prati i beleZi
putem RASFF sistema Evropske unije. Posto se nitrofurani jos uvek
koriste u nekim zemljama kao profilaktiCka sredstva i promotori rasta,
potrebno je sprovoditi stalnu kontrolu razli¢itih vrsta namirnica animal-
nog porekla. U Bosni i Hercegovini ne postoji stalna kontrola nitro-
furana u namirnicama animalnog porekla. U odredbama , Pravilnika o
maksimalno dozvoljenim koli¢inama veterinarskih lekova i pesticida u
proizvodima Zivotinjskog porekla” objavljenog u Sluzbenom glasniku
Bosne i Hercegovine se navodi zabrana primene odredenih veterinar-
skih lekova kod Zivotinja koje se koriste za proizvodnju hrane namenje-
ne ishrani ljudi, medu kojima se nalaze i nitrofurani. Evropska Unija je
ustanovila i minimalnu potrebnu granicu performance (MRPL) metoda
koja iznosi 1 ug/kg nitrofurana za jestiva tkiva Zivotinjskog porekla.
Uzevsi sve ovo u obzir, trebalo bi izvrsiti akreditaciju i validaciju me-
toda, kako ,screening” tako i konfirmativnih, te nakon toga ponovo
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sprovesti daljnja istraZivanja prisustva nitrofurana u namirnicama ani-
malnog porekla u Bosni i Hercegovini.

Kljuéne re¢i: MRPL, nitrofurani, RASFF sistem, screening i
konfirmativne metode

Uvod / Introduction

Nitrofurani su sintetski antimikrobici Sirokog spektra koji se Cesto
koriste u masovnoj animalnoj proizvodnji zbog svojih odli¢nih antibakterijskih i
farmakokineti¢kih svojstava. U proslosti su takoder koristeni kao promotori rasta i
profilakticka sredstva u uzgoju svinja, peradi i ribe. Glavni razlozi za njihovo
koristenje su bili njihova efikasnost i pristupa¢na cena. Tokom dugogodis$nijih is-
traZivanja koja su sprovedena na laboratorijskim Zivotinjama, nitrofurani i njihovi
metaboliti su ispoljili kancerogene i mutagene karakteristike, $to je dovelo do
zabrane njihove upotrebe u profilaksi i u terapijskom tretmanu Zzivotinja koje se
koriste za proizvodnju hrane. Tako je upotreba furaltadona, nitrofurantoina i nitro-
furazona zabranjena kod Zivotinja za proizvodnju hrane u zemljama Europske
unije jo$ od 1993. godine, a od 1995. godine i furazolidona.

Kako kontrola rezidua nitrofurana koja je u proslosti zasnivana na
utvrdivanju koncentracije furazolidona u krvi i tkivima nije dovoljno validna, za-
kljuGeno je da se vrsi praéenje rezidua na osnovu utvrdivanja ,roditeljskih® nitro-
furana, sto daje odgovarajuce nalaze stvarnog prisustva nitrofurana odnosno niji-
hovih metabolita u tkivima i organima (Vass i sar., 2008).

Nitrofurani, narocito furazolidon (FZD), furaltadon (FTD), nitrofuran-
tion (NFT) i nitrofurazon (NFZ) spadaju u klasu sintetskih antimikrobnih sredstava
Sirokog spektra, od kojih svi sadrze karakteristi¢an 5-nitrofuranski prsten, a s us-
pehom se koriste protiv salmonela, koliforma, mikoplazmi, kokcidija i nekih drugih
protozoa (Cupié i sar., 2007; Bishop, 2005). Prije su koristeni kao dodaci hrani za
promociju rasta naroCito kod svinja, goveda i peradi, u akvakulturi (za ribe i
Skampe), te u profilaktiCke i terapijske svrhe kod pcela. Danas im je upotreba
ograni¢ena na male Zivotinje (pse i macke) i konje i to za le¢enje urinarnih infekcija
uzrokovanih nekim od pomenutih uzro¢nika (Plumb, 2008; Osweiler, 1996). Ev-
ropska komisija 1995. godine potpuno zabranjuje upotrebu nitrofurana u Evrop-
skoj uniji, kod Zivotinja namenjenih za ishranu ljudi. Zabrana je usledila zbog
rastuée zabrinutosti u vezi sa potencijalnom kancerogenoscu rezidua nitrofurana i
mogucim Stetnim posledicama po zdravlje ljudi (1442/95/EC).

Mehanizam delovanja nitrofurana se zasniva na inhibiciji enzima uk-
liju€enih u ciklus trikarboksilne kiseline, gde ometaju aerobnu oksidaciju glukoze.
Metaboli¢ki aktivna tkiva, kao $to su mozak, bubrezi i jetra, veoma su ovisna o
aerobnom metabolizmu i zbog toga najpodloZnija toksi¢nosti nitrofurana. To je
razlog Sto se i vecina klini¢kih znakova toksikoze odnosi na pomenute organe
(Osweiler, 1996).
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U svrhu kontrole nedopustene upotrebe nitrofurana merenjem nivoa
rezidua u tkivima, potrebno je kontrolisati marker rezidue, odnosno metabolite
,roditeljskog” leka. Stoga su razvijene nove metode, a sve u cilju razvoja vi-
sokosenzitivnih i specificnih metoda za utvrdivanje nitrofurana. Danas se u ovu
svrhu koristi ELISA kao ,screening” metod, te LC/MS/MS kao konfirmativni metod
(2002/657/EC).

Analiza rezidua nitrofurana / Analysis of nitrofuran residue

S obzirom nato da je u veterinarskoj praksi prisutna zloupotreba nitro-
furana i kod zivotinja koje se koriste za ljudsku ishranu, to je neophodna stalna
kontrola njihovih rezidua. Savremena analiza rezidua nitrofurana se zasniva na
detekciji samo njihovih metabolita koji su vezani za tkivo. Razlog je to $to se nitro-
furani veoma brzo metaboliziraju, te se ubrzo nakon tretmana ne mogu utvrditi u
tkivima. Ipak, sreéna okolnost je da se njihovi metaboliti vezani za tkivo mogu
utvrditi dugo nakon aplikacije i zbog toga se koriste u detekciji zZloupotrebe nitro-
furana. Metaboliti nitrofurana koji se mogu utvrditi nakon njihove aplikacije su:

1. metabolit furazolidona (3-amino-2-oksazolidinon = AOZ),

2. metabolit furaltadona (3-amino- 5-morfolinometil-2-oksazolidinon = AMOZ),
3. metabolit nitrofurantoina (1-amino- hidantoin = AHD) i

4. metabolit nitrofurazona (semikarbazid = SEM).

Prisustvo rezidua nitrofurana u mesu, ribi i Skampima, te mleku i jajima
poreklom iz zemalja van Evropske unije prati se i belezi putem RASFF sistema Ev-
ropske unije. Obave$tavanje o zdravstveno neispravnoj hrani i hrani za Zivotinje
kroz evropski RASFF sistem brzog uzbunjivanja (Rapid Alert System for Food and
Feed) koristi se u slu¢ajevima direktnog i indirektnog rizika za ljudsko zdravlje koji
poti¢e iz hrane i hrane za Zivotinje. RASFF sistem je osnovni alat za razmenu infor-
macija izmedu kompetentnih institucija u zemljama ¢lanicama. U slu¢ajevima
kada postoji rizik za ljudsko zdravlje, a zbog kojega su pokrenute odredene mere
poput poviacenja, zaplene ili zabrane prodaje odredenih proizvoda. Od maja
2003. godine Evropska komisija izdaje sedmi¢ne izvestaje koji sadrze informacije
o zdravstveno neispravnoj hranii hrani za Zivotnije nadenoj na trzistu EU, te o onoj
hrani koja je odbijena sa vanjskih granica EU. Tako je u godiSnjem izvesStaju za
2009. utvrden znacajan rast zastupljenosti rezidua nitrofurana u $kampima name-
njenim za uvoz u EU, a poreklom iz Bangladesa, Indije i Sri Lanke (RASFF Annual
Report 2009). Ovo je dokaz da se nitrofurani jo$ uvije koriste u nekim zemljama
kao profilakti¢ka sredstva i promotori rasta.

Kontrola rezidua / Residue control

Zbog svega navedenog, jasno je da je neophodno sprovoditi stalnu
kontrolu razli¢itih vrsta namirnica animalnog porekla, gde spadaju: meso (go-
vede, svinjsko i pile¢e), njihove iznutrice (jetra), jaja, mleko, te riba i Skampi, kako
bi se sveli na minimum potencijalni kancerogeni i mutageni efekti ovih susptancija
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po zdravlje potroSac¢a. U Bosni i Hercegovini ne postoji stalna kontrola nitrofurana
u namirnicama animalnog porijekla. lako postoji Plan kontrole rezidua nitrofurana
Ureda za veterinarstvo Bosne i Hercegovine, koji predvida kontrolu samo manjeg
broja uzoraka animalnog porekla proizvedenih na teritoriji cele drzave na go-
di8njem nivou, ipak ne postoji plan kontrole uzoraka iz uvoza.

Kako je ve¢ spomenuto da nitrofurani imaju jako kancerogeno i muta-
geno delovanje, to je neophodno vrsiti stalnu kontrolu njihove zastupljenosti i
koli¢ina u namirnicama animalnog porekla, Sto treba regulisati odgovaraju¢om
legislativom.

Legislativa / Legislature

Nitrofuranski antibiotici su uklju¢eni u Aneks IV Pravilnika Evropske
komisije 1442/95 kao jedinjenja koja nisu dozvoljena za upotrebu kod Zivotinja
namenjenih za ishranu ljudi. Odredbe ovoga pravilnika su preuzete i uvr§tene u
»Pravilnik o maksimalno dozvoljenim koli¢inama veterinarskih lijekova i pesticida
u proizvodima Zivotinjskog porijekla” objavljenog u Sluzbenom glasniku Bosne i
Hercegovine broj 6 od 27.01.2009. godine. U Aneksu IV ovog Pravilnika se navodi
zabrana primene odredenih veterinarskih lekova kod Zivotinja koje se koriste za
proizvodnju hrane namenjene ishrani ljudi, medu kojima se nalaze i nitrofurani.
Evropska Unija je takoder ustanovila minimalnu potrebnu granicu performance
(MRPL) metoda koja iznosi 1 ug/kg za jestiva tkiva zivotinjskog porekla (Com-
mision Decision, 2003). Kako u Evropskoj uniji tako i u BiH, nedozvoljena upotre-
ba nitrofurana se kontrolise sluzbenim inspekcijskim i analitickim kontrolama, gde
se laboratorije zaduzene za ispitivanje prisustva rezidua obi¢no susre¢u sa ve-
likim brojem uzoraka koje treba ispitati na prisustvo velikog broja razli¢itih jedinje-
nja u kratkom vremenu. Iz ovog razloga, koristenje brzih ,screening“ metoda kao
S$to je ELISA mozZe poboljsati efikasnost kontrole. Sve sumnijive uzorke bi trebalo i
proveriti nekom od konfirmativnih metoda, $to nazalost, kod nas nije moguce ura-
diti.

lako je utvrden MRLP od 1 ug/kg, primena i interpretacija ove legisla-
tive pri izvozu u Evropsku uniju je veoma komplikovana, gde prema nekim odlu-
kama Evropske komisije analiticka metoda nije zadovoljavaju¢a ako ne moze
utvrditi prisustvo vrlo niskih koncentracija metabolita nitrofurana. Prema ovome,
potrebno je da metoda moze kvantificirati vrijednosti do 1 ug/kg, ali nije specifici-
rana najniza vrednost analita koju treba utvrditi. Ova je vrednost poznata pod na-
zivom granica ili limit odluke (CC,) i utvrdena je u razli¢itim laboratorijama Evrop-
ske unije upotrebom validacijskih procedura. CC, se definiSe kao granica gde se
za neku supstancu moze zakljuciti da je pozitivna sa moguénoséu greske od o =
1%. Pored toga, fluktuacija CC, medu razli¢itim instrumentalnim metodama i la-
boratorijama dalje komplikuje upotrebu ovog parametra za potrebe zahteva nulte
tolerancije rezidua nitrofurana u hrani animalnog porekla.

Da bi osigurali kvalitet i uporedivost analiti¢kih rezultata dobivenih u
laboratorijama, Evropska komisija je donela niz pravilnika koji se ti¢u uobi¢ajenih
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kriterija delovanja (performansi) za analizu rezidua te utvrdila uputstva za valida-
cijui ,screening” i konfirmatornih analitickih metoda (EC 657/2002). Ovakvi pravil-
nici jo§ uvek nisu usvojeni u Bosni i Hercegovini. Prema ovoj odluci Evropske
komisije, karakteristike metode kao Sto su sposobnost detekcije (CCg), pre-
ciznost, selektivnost i upotrebljivost/stabilnost trebaju biti procjenjene da bi
»screening“ metoda bila klasificirana kao kvantitativna. Za nitrofurane, koji nemaju
utvrdenu maksimalnu granicu rezidua (eng. MRL — maximum residue limit) u Zivo-
tinjskim tkivima namenjenim za ishranu ljudi, CCg se definiSe kao najniza koncen-
tracija odredene supstance koja se moze izmeriti odredenom metodom za mo-
gucnoscu greSke od § = 5%.

Uzevsi sve ovo u obzir, trebalo bi izvrSiti akreditaciju i validaciju me-
toda, kako ,screening” tako i konfirmativnih, te nakon toga ponovo sprovesti dalj-
nja istrazivanja prisustva nitrofurana u namirnicama animalnog porekla u Bosni i
Hercegovini.

Zaklju¢ak / Conclusion

1. Zbog dokazanog potencijalnog kancerogenog i mutagenog de-
lovanja upotreba nitrofurana danas je ograni€ena na male Zivotinje (pse i macke) i
konje za le€enje urinarnih infekcija uzrokovanih osetljivim uzro€nicima.

2. U svrhu kontrole nedopustene upotrebe nitrofurana merenjem
nivoa rezidua u tkivima, potrebno je kontrolisati marker rezidue odnosno metabo-
lite ,roditeljskog” leka. Danas se u ovu svrhu koristi ELISA kao ,screening” metod,
te LC/MS/MS kao konfirmativni metod (2002/657/EC).

3. Metaboliti nitrofurana koji se mogu utvrditi nakon njihove aplikacije
su: metabolit furazolidona, metabolit furaltadona, metabolit nitrofurantoina, te me-
tabolit nitrofurazona.

4. Posto je u godiSnjem izveStaju Evropske unije za 2009. utvrden
zanacajan rast koli¢ine rezidua nitrofurana u Skampima namenjenim za uvoz u
EU, a poreklom iz Banglades$a, Indije i Sri Lanke (RASFF Annual Report 2009),
potrebno je sprovoditi stalnu kontrolu razli¢itih vrsta namirnica animalnog po-
rekla, gde spadaju: meso (govede, svinjsko i pile¢e), njihove iznutrice (jetra), jaja,
mleko, te riba i Skampi, kako bi se na minimum sveli potencijalni kancerogeni i
mutageni efekti ovih susptancija po zdravlje potrosaca.

5. Nitrofuranski antibiotici su uklju€eni u Aneks IV Pravilnika Evropske
komisije 1442/95 kao jedinjenja koja nisu dozvoljena za upotrebu kod Zivotinja
namenjenih za ishranu ljudi.

6. Evropska unija je ustanovila i minimalnu potrebnu granicu perform-
ance (MRPL) metoda koja iznosi 1 ug/kg za jestiva tkiva zivotinjskog porekla.

7. Prema odlukama Evropske komisije niti jedna analiticka metoda
nije zadovoljavaju¢a ako ne moze utvrditi prisustvo vrlo niskih koncentracija me-
tabolita nitrofurana.
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8. Prema odluci Evropske komisije, karakteristike performanci kao $to
su sposobnost detekcije (CCj), preciznost, selektivnost i upotrebljivost/stabilnot
trebaju biti procenjene da bi ,screening“ metoda bila klasificirana kao kvantita-
tivna. Za nitrofurane, koji nemaju utvrdenu maksimalnu granicu rezidua (eng.
MRL — maximum residue limit) u Zivotinjskim tkivima namenjenim za ishranu ljudi,
CCg se definise kao najniZza koncentracija odredene supstance koja se moze
izmeriti odredenom metodom za mogu¢noséu greske od f§ = 5%.

9. Na osnovu svega navedenog, trebalo bi izvrSiti akreditaciju i valida-
ciju metoda, kako ,screening®“ tako i konfirmativnih, te nakon toga ponovo
sprovesti daljnja istrazivanja prisustva nitrofurana u namirnicama animalnog po-
rekla u Bosni i Hercegovini.
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ENGLISH
NITROFURAN RESIDUE IN FOOD OF ANIMAL ORIGIN
A. Smajlovié, Indira Mujezinovié, V. Cupié, M. Muminovié

Nitrofurans are synthetic broad-spectrum antimicobial agents that are often
used in commercial animal production because of their excellent antibacterial and pharma-
cokinetic properties. However, nitrofurans and their metabolites have been shown to have
potentially carcinogenic and mutagenic characteristics which has led to a ban on the use of
nitrofurans in preventive and therapeutic treatment of animals used for food production.
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Metabolites of nitrofurans that can be determined after their application are: a metabolite of
furazolidone, furaltadone metabolite, a metabolite of nitrofurantoin and nitrofurazone me-
tabolite. The presence of residues of nitrofuran antibiotics in meat, fish and shrimps, and
milk and eggs originating from countries outside the European Union is monitored and re-
corded by the RASFF system of the European Union. Furthermore, since nitrofurans are
used in some countries as prophylactic agents and growth promoters, it is necessary to
carry out constant control of various types of food of animal origin, in order to reduce to the
minimum potential carcinogenic and mutagenic effects of these supstances for the health
of consumers. In Bosnia and Herzegovina, there is no permanent control of nitrofurans in
food of animal origin. The provisions of the ,Regulation on the maximum allowable
amounts of veterinary drugs and pesticides in products of animal origin", published in the
Official Gazette of Bosnia and Herzegovina state the prohibiting of the use of certain veteri-
nary drugs in animals intended for human consumption, including nitrofurans. The Euro-
pean Union has established the minimum required limit (MRLP) for performance which is
1 ug/kg of nitrofurans for edible tissues of animal origin. Taking all this into account, meth-
ods for nitrofurans detection should be accreditated and validated, both for screening and
confirmatory methods, and further research into the presence of nitrofurans in food of ani-
mal origin in Bosnia and Herzegovina should be performed.

Key words: nitrofurans, RASFF system, MRPL, screening and confirmative methods

PYCCKUA

OCTATKW HUTPO®YPAHOB B NULLEBbIX MPOAYKTAX AHUMAJIbHOI'O
NMPOUCXOXAEHUA

A. Cmannosuy, UHgupa MyesuHoBuy, B. Yynuy, M. MymuHoBu4

HuTpodypaHbl - CUHTETUYECKNE aHTUMUKPOOUKMK LUIMPOKOro CnekTpa, Ko-
TOpble YacTO MOSb3YITCHA B MAacCCOBOM aHUMManbHOM MPOVM3BOACTBE W3-3a CBOMX OT-
NWYHBIX aHTUbakTepuanbHbIX U PapMakKOKMHETUYKUX CBOWCTBA. Mexay Tem, HUTpO-
bypaHbl 1 X MeTabonmTbl NoKa3anu, YTO UMEIOT NOTEHUMANbHbIE KaHLEPOreHHbIE N My-
TareHHble XapakTepuUCTUKK, YTO NPMBENO A0 3anpeLlieHns nx ynotpebneHns B npodm-
NaKTWKe 1 Tepannn XUBOTHbIX, MONb3yeMble A48 NponsBoAcTBa Num. MeTabonmTbl HU-
TpodhypaHoB, KOTPblE MOTYT YTBEPANUTLCA NOCIE NX annaMkaumm cyTb: MmeTabonut dypa-
30nnaoHa, MmetabonuT pypanTtagoHa, MeTabonuT HUTPOypaHTUOMHA U MeTabonNnUT HK-
TpodpypasoHa. [pucyTCcTBME OCTATKOB HATPOPYPaHOB B MSACE, pbibe 1 pakax, 1 MOMoKe n
AMLax NPOUCXOXAEHUEM U3 CTPaH BHe OBPOMENCcKor YHUM crnegmuTcs 1 3anucbliBaeTcst
nytém PACOD cuctembl OBponenckon YHun. Tak Kak HUTpodyypaHbl BCé ewwé nosnb-
3yl0TCA B HEKOTOPbIX CTpaHax Kak npodunakTudeckmne cpeactasa u npoMoTopbl pocTa,
HY>KHO MPOBOAWNTb MOCTOSIHHbIA KOHTPOSb Pa3fiM4HbIX BUAOB MULLEBLIX NPOAYKTOB aHU-
ManbHOro npomcxoxxaeHnus. B BocHun n epuerosnHe He CywwecTByeT MOCTOSAHHBIN KOH-
TPONb HATPOYPaHOB B MULLEBbLIX MPOAYKTaX aHMMarnbHOro NponcxoxaeHus. B onpeae-
neHnsax "MIHCTPYKUMM O MakCMMaribHO paspelleHHbIX KONMYecTBax BeTepuHapHbIX fe-
KapcTB M MNecTMUMAOB B MNPOAYKTaX >XMBOTHOMO MPOUCXOXAEHUSA" OObSBNEHHON B
Cny»x6eHoMm BeCTUHKe BocHuM 1 epLeroBuHbl NPMBOAUTCS 3anpeLieHne NpUMeHeHns
onpefenéHHbIX BETePHAPHbIX NIEKAPCTB Y XXMBOTHbIX, NOMb3yemble A5 Npou3BoACTBa
nUWKM, NpegHasHa4YeHHON MUTaHUW NI0AEN, MeXAy KOTOPbIMU HaxogAaTcs U HUTPOdy-
paHbl. EBponerickan YHuS ycTaHOBUNA U MUHUMATIbHYIO HY>KHYIO rpaHuLy nepcgopmaHLbl
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(MHITI) meToaa KoTOpas cocTaBnsAeT (B cymme) 1 Mr/Kr HUTpodypaHOB AN CbeA06HbIX
TKaHewW XXMBOTHOrO NPONCX0XAeHUs1. NpUHSAB BO BHUMaHWE, Hy>XHO Oblf10 COBEPLUNTL aKK-
peouTaumio 1 NOATBEPXAEHNE MEeTOA0B, KaK "screening" Tak M KOH(OMPMaUMOHHbIX, 1
nocne 3Toro CHoBa NPOBECTWU AaNlbHWE WCCNEAOBHUSA MPUCYTCTBUS HUTPOYypaHOB B
NULLEBbIX NPOAYKTaX aHMManbHOro npomcxoxxaeHus B BocHum n MepuerosmHe.

KntoueBble cnosa: HUTpodypaHbl, PACO® cuctema, MHITI, screening v
KOHMpMaTUBHbIE METOAbI
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