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摘要#.目的/ 揭示致胰腺泛黄鸭 & 型甲肝病毒 ! B:AE 7*+<,@,@>Vc@/:>&%YZVbN&"全基因组的分子特征&
.方法/ 运用 KaNU4K技术%扩增出致胰腺泛黄 YZVbN& ÛJI&01( 株全基因组序列%并与鸭甲肝病毒参考毒
株基因组序列进行比对分析& .结果/ 致胰腺泛黄 YZVbN& ÛJI&01( 株基因组全长为 %%1D ;,%!]i4"‘
为 #DC1"‘%包含一个大的开放阅读框%编码 00#$ 个氨基酸残基的多聚蛋白%基因组结构与其他 YZVbN& 参
考毒株一致& 序列比对结果显示% ÛJI&01( 株全基因组序列与 ]*;L<;E 数据库中 YZVbN& 参考毒株核苷酸
序列同源性在 $DC"‘ ’$$C(‘之间%氨基酸同源性在 $%C$‘ ’$$C(‘之间%遗传距离均低于 %‘$分子系统
进化分析显示与 01&& 年分离的 0 株 YZVbN&!Y:54Z5T]Y5&&&0DH 和 Y:54Z5T]Y5&&&0D$"亲缘关系最近&
.结论/ 尽管 ÛJI&01( 毒株感染雏番鸭引起的临床病变与传统 YZVbN& 差异明显%但其基因组分子特征与
传统的 YZVbN& 毒株相似%病毒致病型的改变可能与其组织嗜性改变相关&
关键词!鸭 & 型甲肝病毒% 胰腺炎% 分子特征
中图分类号!KD%!!文章编号!111&N(01$!01&#"1$N&1H0N1H

!!鸭甲肝病毒! B:AE 7*+<,@,@>Vc@/:>% YZVb"是
引起雏鸭病毒性肝炎的主要病原 (&) %是小 K3V病毒
科!B&"(’-$F&’&2$6"禽肝病毒属 !!F&36:$#(F&’;4"的成
员 (0) %主要侵害 ( 周龄内%尤其是 D 周龄内的雏鸭%
表现为发病急’病程短’传播快’ 死亡率高 (D) &
YZVb包含 D 种基因型%分别为 YZVbN&%YZVbN0
和 YZVbND 型 (# ’") & YZVbN& 即为传统的血清 & 型
鸭肝炎病毒 !Y:AE 7*+<,@,@>c@/:>,S+*&% YZbN
&" (( ’H) %YZVbN0 和 YZVbND 分别为近来报道的台
湾新型 ($)和韩国新型 (&1) %在我国的鸭群流行鸭肝炎
病毒除了主要的 YZVbN& 外%YZVbND 近来也日渐
增多 (&& ’&D) & 雏鸭感染鸭肝炎病毒后多呈现角弓反
张临床症状%剖检可见肝脏呈特征性肿大’出血%出

现这种特征性的剖检病变是该病临床诊断的最重要
依据 (D) &

011" 年 ]:r/@; 等自表现脑炎和胰腺泛黄的番
鸭中分离到鸭 & 型甲肝病毒%发病鸭肝脏无明显的
病变%这表明鸭 & 型甲肝病毒感染还可引起雏鸭出
现以脑炎或胰腺炎等病变为主要临床特征的新致病
型 (&#) & 01&& 年 $ 月以来%福建’浙江’上海等地饲养
的 &1 ’D1 日龄雏番鸭有的发生以胰腺泛黄’出血
!俗称胰腺炎 " 为特征的疫病%其发病率 &1‘ ’
D1‘%病死率 0"‘ ’#1‘%经病原学研究确定其病
原为鸭 & 型甲肝病毒 (&") & 通过雏番鸭人工感染试
验进一步证实该病毒所致病变不同于典型的鸭 & 型
甲肝病毒%而引起雏番鸭胰腺泛黄’出血等病变%却
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无典型的角弓反张等神经症状及肝脏出血的肉眼病
变%该病毒活性可被传统 YZVbN& 抗血清有效中和%
结构蛋白 bU& 基因与 ]*;L<;E 中登录的 YZVbN&
的 bU& 基因序列同源性介于 $#C&‘ ’$$C&‘ (&") %
为此将该病毒暂称为胰腺类型鸭 & 型甲肝病毒%以
区别于传统的肝炎型鸭 & 型甲肝病毒&

目前%关于鸭甲肝病毒基因组分子生物学信息
报道较多 (&( ’01) %致胰腺泛黄鸭 & 型甲肝病毒基因组
分子特征未见报道& 本研究对分离自表现胰腺泛黄
病例的 & 株鸭 & 型甲肝病毒进行全基因组分子特性
及生物学信息分析%将有助于深入开展该病毒的分
子生物学特性’致病性及病毒致病型变异的分子机
制研究&

$%材料和方法

$J$%病毒
ÛJI&01( 株致胰腺泛黄鸭 & 型甲肝病毒 (&")由

福建省农科院畜牧兽医研究所禽病室分离’鉴定和
保存%非免疫鸭胚购自华南农大生物药品有限公司&
$J(%主要试剂

a/@R9=抽提试剂购自 T@\*,*A7;9=9W@*>公司$
+ Ŷ&HNa载体’V̂ b反转录酶’琼脂凝胶回收试剂
盒均购自大连 62V]M3公司%[<>,U\: Y3V聚合酶%"
p[<>,U\: 缓冲液%B3aU>!&1 --9=5T"%+MV)dNL载
体购自北京全式金生物技术有限公司&
$J)%引物设计

根据]*;L<;E 上已发表的鸭 & 型甲肝病毒分离
株 全 基 因 组 序 列# Y:54Z5T]Y5&&&0D$ 株
! I6H1#"00 "’ V(( 株 ! Y6HH(##" "’ 4H1 株
! Y6H(#"&# "’ [J$$ 株 ! IfD$1$H# "’ [JH( 株
!IfD$1$H0"’JI株!MhH#&11""’4T株!M[#0%H$$"%
通过序列比对分析%运用U/@-*/U/*-@*/"C1 软件设
计 $ 对覆盖整个病毒全基因组序列引物%扩增片段
间相互重叠& 引物由上海生工生物科技有限公司合
成%引物序列见表 &&

表 $&病毒全基因组扩增引物序列
a<.=*&?U/@-*/>\9/<-+=@\@A<,@9; 9\c@/<=W*;9-*

\/<W-*;,
+/@-*/>:>*B @; ,7@>>,:BS!"g#Dg"

:+ B9F;
+9>@,@9;>5;,!

3YZb& aaa]VVV]4]]]a]4Va ]aa]a]a4V4a]]aa]aVVa4a4a &N&0DH
3YZb0 4VVaaa4d]a]aaK]a]4]]V] ]aaVV4VVaK]aKV]VVa]Va4a4 &010N0D"&
3YZbD 4V]aaaV4d]4444V4a4aVa a]]4aa44V44a44a4aa4Va 01""N0%"D
3YZb# 4a4aa4aaa44V4a444a]4a44 aa44V4aa4a44a]4aa]Va 0(1$ND"1%
3YZb" aaa]Vaa]V]]4V]]4V]]aa ]aa]a]4a4V4VVVaKaVVa4 D1HHN#DD(
3YZb( 4VdVV4V4a4]d44VVVV4Va4V 4a4aVV444VK]444aVVVa #DD&N"0#D
3YZb% 44V]a4aVV_]a]V]]4]aa aV]44VaKa4aa4VVa4aa4V "1H(N(&%D
3YZbH a]a4aVa]V]]V4a4V444aVa a]aaaKVVa]4aa4d]]a444aa]4 (1$&N%00&
3YZbDM 4V]4dV]a]V4VVV]VVV]a 4a]Va4aV]V]]aV44]]Va44 %1"DND*;B
KaU 4a]Va4aV]V]]aV44]]Va44a&"
!U/@-*/+9>@,@9;>F*/*<AA9/B@;W,9/*\*/*;A*c@/:>*>[JH(!IfD$1$H0" <;B 4T!M[#0%H$$" W*;9-*$ KvV5]$dv45a$ Lv45]5a$ _v]5a?

$J*%病毒基因组 ,KA提取及第一链合成
取新致病型鸭 & 型甲肝病毒 ÛJI&01( 株冻存

毒经尿囊腔途径接种 && 日龄非免疫鸭胚进行增殖
后%参照文献 (&")提供的方法进行病毒基因组 K3V
提取及第一链合成%将获得的 AY3V置于 ’01o保
存备用&
$J+%病毒基因组的 PO,扩增

反应在 "1 %T体系中进行%在 1C0 -T反应管依
次加入 " p[<>,U\: L:\\*/&1 %T%B3aU>!&1 --9=5
T" & %T%上下游引物!01 +-9=5%T"各 & %T%AY3V
0 %T%[<>,U\: Y3V聚合酶!" h5%T" 1CH %T%灭菌
超纯水至 "1 %T& U4K反应条件为#$"o " -@;$

$#o #1 >%"D ’""o #1 >% %0o 0 -@;%D" 个循环$
%0o &1 -@;%#o结束反应& 取 U4K产物 " %T在
&‘琼脂糖凝胶上电泳观察 U4K结果&
$J’%扩增片段的克隆测定

按照 62V]M3公司胶回收试剂盒说明书回收
U4K产物& 纯化后产物按 +MV)dNL=:;,载体说明书
进行连接%取 " %T连接产物转化至 YZ""大肠杆
菌%涂氨苄 TL平板培养过夜%在氨苄 TL平板上挑
取白色菌落至液体氨苄 TL培养基中培养%用菌液
U4K鉴定阳性克隆%阳性克隆送至上海生物工程公
司测序& 应用 T<>*/W*;*%C1 软件对 0 株毒株的基
因片段测定结果进行拼接编辑&

DH1&
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$JL%基因同源性’遗传距离和系统进化分析
使用 T<>*/W*;*%C1 软件包中 *̂WV=@W; 程序分

析病毒基因组核酸序列及推导多聚蛋白的氨基酸序
列同源性$采用 UZdT2U软件包中的 Y3VY2)a程序
!_@-:/<0N+</<-*,*/方法 " 计算遗传距离$使用
M̂]V#C& 软件包中的 3I程序!3*@W7.9/NI9@;@;W方
法"构建系统进化树%进化树的置信度由 L99,>,/<+
法检验%域值为 %1‘%共 &111 次循环&

(%结果

(J$%病毒全基因序列测定
通过 KaNU4K分段扩增出病毒全基因组序列片

段%测序后利用 T<>*/W*;*%C1 软件包中 >*e-<; 程
序进行编辑和拼接%最后获得了 ÛJI&01( 株的全

基因 组 序 列% 基 因 组 序 列 ]*;L<;E 登 录 号 为
_[$0#""0& 序列分析发现%病毒基因组全长为 %%1D
;,%!]i4"‘为 #DC1"‘%包含一个大小为 (%"1 ;,
的开放阅读框 !PK["% 编码一个 00#$ 氨基酸
!V-@;9<A@B% <<"的多聚蛋白%"g末端非编码区!"g
haK"为 (0% ;,%DghaK为 D0( ;,%包含一个 &0 碱基
序列的 U9=SV尾& 比较 YZVb病毒基因组 "ghaK
序列表明% ÛJI&01( 与 YZVbN0!$1Y株"和 YZVbN
D !VUN1DDD% 株 " 序列差异明显%序列同源性在
%&CD‘ ’%0C"‘之间%与其他 YZVbN& 分离株间的
序列同源性在 $(C0‘ ’$$C%‘之间%差异位点主要
分布在嘧啶富集区!+S/@-@B@;*N/@A7 /*W@9;%&0# ’0D1
;," !图 &NV" 和超螺旋结构域 2*区 !Y9-<@; 2*%
D11 ’DD1;,"!图 &NL"%内部核糖体进入位点!2KM)"
序列区域 H 个核苷酸残基的差异&

图 $&鸭甲肝病毒 +a‘V,序列分析
[@W:/*&?>*e:*;A*<;<=S>@>9\"ghaK9\B:AE 7*+<,@,@>Vc@/:>?

!!将分离株所编码的多聚蛋白氨基酸与同科其他
病毒多聚蛋白氨基酸进行比对分析发现%本病毒编
码的多聚蛋白存在 && 个切割位点!表 0"%在不同蛋
白酶作用下产生 &0 种蛋白!表 0"& ÛJI&01( 毒株
多聚蛋白的 3端存在一个豆蔻酰基化识别位点%D&

]VbM)D"%该位点的存在预示着该病毒可能存在一
个短的引导蛋白!T蛋白"%在 0V蛋白内部还发现
了将 0V蛋白切割成 0V& 和 0V0 蛋白的%#$ 3U]U%"0

基序%但不存在将 bU1 切割为 bU# 和 bU0 的切割位
点& 病毒基因组编码的多聚蛋白中%结构蛋白 bU&
的差异最大%与 YZVbN& 其它参考毒株 bU& 的同源
性在$"CH‘ ’$%C"‘之间%其中 (%0 ’%&(<<!多聚
蛋白氨基酸数"为高变区%而 0V&’D4’DY等蛋白较

为保守&
(J(%同源性及遗传距离

将 ÛJI&01( 株与 ]*;L<;E 已发布的 0( 株鸭 &
型甲肝病毒’0 株 YZVbN& 及 ( 株 YZVbND 进行全基
因序 列比 较 !表 D "& 结 果 表 明 ÛJI&01( 株 与
YZVbN& 参考株全长核苷酸序列同源性在 $DC"‘ ’
$(C(‘之间%多聚蛋白氨基酸序列同源性在$%C$‘ ’
$$C(‘之间%遗传距离 !W*;*,@AB@>,<;A*% ]Y"均在
%‘以下%与 01&& 年分离的 Y:54Z5T]Y5&&&0DH
!I6H1#"0& "和 Y:54Z5T]Y5&&&0D$ !I6H1#"00 "的
同源性最高%全基因组核苷酸及推导氨基酸序列同
源性均为 $$C(‘%遗传距离仅为 1C#‘$与 YZVbN0
的病毒全基因核苷酸及推导氨基酸序列同源性分别

#H1&
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为 %0C"‘和 H0C&‘ ’H0CD‘之间%与 YZVbND 的病
毒核苷酸及氨基酸序列同源性分别为 %DC&‘ ’

%DC#‘和 HDC(‘ ’HDCH‘之间% ÛJI&01( 株与这 0
种基因型病毒的遗传距离均在 DD‘以上!见表 D"&

表 (&鸭甲肝病毒多聚蛋白序列同源性比对结果
a<.=*0?2;\9/-<,@9; <;B 79-9=9WS<;<=S>@>9\+9=S+/9,*@; 9\B:AE 7*+<,@,@>Vc@/:>*>

+/9,*@; +9>@,@9;!<<"
<-@-9<A@B >*e:*;A*
@; A=*<c<W*>@,*

79-9=9WS5‘
YZVbN& YZVbN0 YZVbND

U9=S+/9,*@; & ’00#$ ’ $%C$ ’$$C( H0C& ’H0CD HDC( ’HDCH
T & ’D1 ’ $%CD ’$$C% H1C% ’H&C& H#C0 ’H#C%
bU1 D& ’0"( T5] $%C( ’$$CD %"C$ ’%(C# %HC% ’H1C&
bUD 0"% ’#$D 65] $HC" ’$$C0 %HC# ’%HC$ %$C( ’H1C#
bU& #$# ’%D& 65] $"CH ’$%C" %1C$ ’%0C& %"CD ’%%C1
0V& %D0 ’%"& M5) $$CH ’&11 H&C$ ’H(CD $&C( ’$0C0
0V0 %"0 ’&1D( ]5U $HC& ’$$C" (0C% ’(DC0 ("C$ ’((C%
0L &1D% ’&&"" 65) $%C" ’&11 $0CD ’$DC1 $&CH ’$0C%
04 &&"( ’&#HH 65) $HC$ ’&11 $0C% ’$DC& $0C% ’$#C0
DV &#H$ ’&"H& 65) $HC# ’&11 %DC% ’%"C1 %#CD ’%(C#
DL &"H0 ’&(1$ 65) $%CH ’&11 %(C# ’%%C( H1C& ’H#CD
D4 &(&1 ’&%$( 65) $$CD ’&11 $0C& ’$DC( $1C# ’$&C&
DY &%$% ’00#$ 65] $HC% ’$$C" HHC1 ’HHC% H$CD ’H$C%

表 )J鸭甲肝病毒全基因组序列信息及与 NPXb$([’ 毒株序列同源性
a<.=*DC2;\9/-<,@9; <;B W*;9-@A79-9=9WS<;<=S>@>9\B:AE 7*+<,@,@>Vc@/:>*>

>,/<@; ;<-*
]*;L<;E
2Y

S*</ =9A<,@9;> W*;9,S+*
<=@W;-*;,/*>:=,>5‘

3a VV ]Y
] Mh%""11$ &$$$ [:8@<;% 47@;<!中国福建" YZVbND %DC& HDC% DDC"
VUN1DDD% Y60"(&D0 011# _9/*<!韩国" YZVbND %DC# HDC% DDC&
VUN1#&&# Y6H&01$D 011D _9/*<!韩国" YZVbND %DC# HDCH DDC&
)Y10 ]6#H"D&& 011$ )7<;B9;W% 47@;<!中国山东" YZVbND %DCD HDCH DDCD
&c ]h0"1%H0 011$! 47@;<!中国" YZVbND %DCD HDC( DDCD
[) MhH%%$&( 011H ]:<;WB9;W% 47@;<!中国广东" YZVbND %DC# HDCH DD
$1Y M[1(%$0# 011(! 47@;<!中国" YZVbN0 %0C" H0CD D#C#
1#] M[1(%$0D 011(! 47@;<!中国" YZVbN0 %0C" H0C& D#C#
YKTN(0 Y60&$D$( 011"! _9/*<!韩国" YZVbN& $"CD $HC$ #C$
"HH( Y60#$D1& 011"! 47@;<!中国" YZVbN& $#C# $%C$ "C$
[J1" IfD$1$HD 011" [:8@<;% 47@;<!中国福建" YZVbN& $DC" $%C$ (C$
dJ M[#0%$11 011%! 47@;<!中国" YZVbN& $#CH $HC( "C"
KH"$"0 Y600("#& 011"! h)V!美国" YZVbN& $"C" $HC$ #C(
ZUN& M[&"&D&0 011(! 47@;<!中国" YZVbN& $"CD $HC# #C$
[JH( IfD$1$H0 &$H( [:8@<;% 47@;<!中国福建" YZVbN& $"C% $HCD #C#
JJ MhD$"#D$ 011H! )7<;B9;W% 47@;<!中国山东" YZVbN& $"CD $HC# #C$
b<AA@;*>,/<@; MhD$"##1 011H! 47@;<!中国" YZVbN& $"C" $HC( #C%
IZ& MhD$"#D( 011H! )7<;B9;W% 47@;<!中国山东" YZVbN& $"C# $HC( #C$
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(J)%遗传进化分析
基于鸭甲肝病毒全基因组核苷酸序列的遗传进

化分析表明%所有 YZVbN& 分离毒株在分子进化中
分成 0 个大的进化分支!W/9:+(和 W/9:+)"%各分
支有包含 D 个小进化分支!图 0"& 本研究分离毒株
ÛJI&01( 与 01&& 年分离的 0 株 YZVbN& 构成一个
小的进化分支%与 [J$$ 及鸡胚传代弱化株 V(( 及
4H1 等参考毒株处于同一个大的进化分支 !W/9:+

)"%而 4T株’b<AA@;*>,/<@; 株及 YKTN(0 等参考毒
株则构成另外一个进化分支!W/9:+("%各分离毒株
间无明显地域或时间性差异%这与基于该病毒 bU&
基因的遗传进化分析结果类似 (&") & ]/9:+(进化分
支内各毒株间的平均遗传距离为 0C$‘%]/9:+)进
化分支内各毒株间的平均遗传距离为 DC&‘%]/9:+
(与 ]/9:+)分支间的遗传距离为 #C%‘&

图 (&鸭甲肝病毒基因组分子进化分析
[@W:/*0?-9=*A:=</*c9=:,@9; 9\B:AE 7*+<,@,@>Vc@/:>*>?b@/:>-</E*B F@,7 .=<AE ,/@<;W=*!&" F<>@>9=<,*B @; ,7@>>,:BS$ V/<.@<;:-.*/>9; ,7*

,/**;9B*/*+/*>*;,*B A9;\@B*;A*c<=:*>\/9-.99,>,/<+ ,*>,!&111 /*+=@A<,*>" %c<=:*;:-.*/=*>>,7<; %1 F*/*B@>-@>>*B?
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)%讨论

鸭 & 型甲肝病毒是严重危害 D 周龄内雏鸭的鸭
甲肝病毒中的一种%主要侵染绿头鸭和樱桃谷鸭%其
主要特征是为病鸭死亡前神经症状明显%多呈角弓
反张%病死鸭剖解以肝脏出血为主要特征 (D) & 资料
显示%]:r/@; 等于 011" 年报道了一例由 YZVbN& 感
染引起雏番鸭发生胰腺炎和脑炎的病例 (&#) %而后未
见此 类 病 例 的 报 道& 本 实 验 的 YZVbN& 毒 株
ÛJI&01( 分离自表现胰腺泛黄的 && 日龄雏番鸭&
临床发病和动物实验均证实该病毒感染雏番鸭后未
导致肝脏呈现出血病变或其他病理变化%仅胰腺呈
现乳黄色或土黄色%有的表现为胰腺出血%这与传统
YZVbN& 病毒感染雏鸭后形成的出血性肝炎病型差
异明显%这是继 011" 年 ]:r/@; 等后报道的第 0 例类
似病例 (&") & 本研究结果表明 ÛJI&01( 与其他
YZVbN& 传统分离株之间全基因组序列同源性在
$DC"‘ ’$(C(‘之间%不同 YZVbN& 分离毒株全基
因组序列同源性很高%然而毒株 ÛJI&01( 感染雏
番鸭引起的临床病变与传统毒株差异明显& 值得关
注的是 01&& 年分离的 0 株病毒 !Y:54Z5T]Y5
&&&0DH 和 Y:54Z5T]Y5&&&0D$"与 ÛJI&01( 株全
基因组序列同源性高达 $$C(‘%因未见其分离鉴定
报道%尚不清楚这 0 株病毒感染雏鸭引起的临床病
变主要是肝脏肿大出血%还是与 ÛJI&01( 毒株一
样引起胰腺泛黄的病变& 新致病型的出现无疑会严
重影响 YZVbN& 病例的临床诊断%应尽早建立该病
的特异性快速鉴别诊断技术& 病毒基因组序列分析
表明% ÛJI&01( 毒株与其他鸭 & 型甲肝病毒全基因
组序列差异主要分布于结构蛋白 bU& 编码基因 (&")

及其 "ghaK序列%因此基于这 0 个区域基因序列建
立致胰腺炎型和肝炎型 YZVbN& 毒株的快速检测技
术及鉴别诊断技术将有助于该病的分子遗传变异监
测及流行病学调查%及时掌握流行毒株的分子生物
学特性%这将为该病的有效预防和控制措施提供科
学依据&

目前还不清楚导致毒株 ÛJI&01( 感染雏番鸭
造成的临床病变与传统分离毒株出现差异的分子基
础& 血清学试验表明 ÛJI&01( 毒株可被传统病毒
的抗血清有效中和 (&") %而且该病毒基因组与其他
YZVbN& 参考毒株的基因组同源性在 $DC"‘ ’

$(C(‘之间%有的甚至高达 $$C(‘%但 bU& 蛋白基
因及 "ghaK差异较明显& bU=蛋白是 YZVb结构
蛋白%位于病毒衣壳的表面%参与病毒入侵宿主细胞
过程%即 bU& 蛋白在病毒与宿主相互作用过程中发
挥重要作用%可能也影响病毒的组织嗜性 (00) &
YZVbN& 病毒基因组 "ghaK包含负责起始下游基
因翻译的 2KM) 元件及其他功能结构域 (0D) %且资料
显示%微小核糖核酸 !K3V"病毒科 !:&"(’-$F&’&2$6"
肠道病毒属!*;,*/9c@/:>"的脊髓灰质炎病毒基因组
"ghaK的变异改变病毒的细胞和组织嗜性%从而显
著影响病毒对小鼠神经毒性 (0&%00) & 因此同属微小
核糖核酸病毒科的 YZVbN& 基因组 "ghaK及 bU&
基因的变异也可能导致 YZVbN& 病毒的组织嗜性发
生改变%致使 YZVbN& 由嗜肝特性变为对胰腺亲嗜
性更高%从而引起感染雏番鸭出现胰腺泛黄的临床
病变&
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c@/:>,S+*& >,/<@; ÛJI&01( :>@;W/*c*/>*,/<;>A/@+,@9; +9=S-*/<>*A7<@; /*<A,@9; <>><S<;B <;<=SR*B ,7*.@9@;\9/-<,@A>9\
,7*c@/<=W*;9-*>*e:*;A*?(,-;/02;) a7*W*;9-*=*;W,7 9\>,/<@; ÛJI&01( A9-+/@>*B %%1D .<>*>% F@,7 <]i4
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