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APRESENTAÇÃO

	 A obra “Análise Crítica das Ciências Biológicas e da Natureza” consiste de 
uma série de livros de publicação da Atena Editora. Com 96 capítulos apresenta uma 
visão holística e integrada da grande área das Ciências Biológicas e da Natureza, com 
produção de conhecimento que permeiam as mais distintas temáticas dessas grandes 
áreas.

	 Os 96 capítulos do livro trazem conhecimentos relevantes para toda comunidade 
acadêmico-científica e sociedade civil, auxiliando no entendimento do meio ambiente 
em geral (físico, biológico e antrópico), suprindo lacunas que possam hoje existir e 
contribuindo para que os profissionais tenham uma visão holística e possam atuar em 
diferentes regiões do Brasil e do mundo. As estudos que integram a “Análise Crítica 
das Ciências Biológicas e da Natureza” demonstram que tanto as Ciências Biológicas 
como da Natureza (principalmente química, física e biologia) e suas tecnologias 
são fundamentais para promoção do desenvolvimento de saberes, competências e 
habilidades para a investigação, observação, interpretação e divulgação/interação 
social no ensino de ciências (biológicas e da natureza) sob pilares do desenvolvimento 
social e da sustentabilidade, na perspectiva de saberes multi e interdisciplinares.

	 Em suma, convidamos todos os leitores a aproveitarem as relevantes 
informações que o livro traz, e que, o mesmo possa atuar como um veículo adequado 
para difundir e ampliar o conhecimento em Ciências Biológicas e da Natureza, com 
base nos resultados aqui dispostos. 

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
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ANÁLISE DA FREQUÊNCIA RELATIVA DE TOXINAS 
ISOLADAS DE AMOSTRAS DE ESCHERICHIA COLI 

COLETADAS DE BEZERROS COM DIARREIA, DO 
RECÔNCAVO BAIANO

CAPÍTULO 8

Gabrielle Casaes Santana
Universidade Estadual de Feira de Santana

Feira de Santana – Bahia

Bruna Mamona de Jesus
Universidade Estadual de Feira de Santana

Feira de Santana – Bahia 

Eddy José Francisco de Oliveira 
Universidade Estadual de Feira de Santana

Feira de Santana – Bahia

Claudio Roberto Nobrega Amorim 
Universidade Estadual de Feira de Santana 

Feira de Santana – Bahia 

RESUMO: Colibacilose é a principal causa de 
morte entre bezerros recém-nascidos e no pós-
desmame. E. coli Enterotoxigênica (ETEC), 
tem como característica a produção de duas 
enterotoxinas: a termolábil (LT) e a termoestável 
(ST). Foram isoladas 25 amostras de ETEC 
em fezes diarreicas. Para a identificação 
foram realizados dez testes bioquímicos. Os 
testes em ágar sangue não demonstraram a 
presença de amostras hemolíticas. A análise da 
eletroforese após a PCR indicou que todas as 
amostras apresentaram resultado positivo para 
a produção de LT-II. As bandas que se formaram 
na eletroforese indicam a presença do gene 
para produção da toxina LT-IIc, recentemente 
encontrado em bovinos. Estes resultados 

sugerem que é necessário um estudo mais 
aprofundado e com uma amostragem maior 
para a identificação da prevalência das toxinas 
associadas à colibacilose bovina na região
PALAVRAS-CHAVE: colibacilose, toxina, E. 
coli

ABSTRACT: Colibacillosis is the leading 
cause of death among newborn and post-
weaning calves. Enterotoxigenic E. coli (ETEC), 
is characterized by the production of two 
enterotoxins: thermolabile (LT) and thermostable 
(ST). Twenty-five samples of ETEC were isolated 
from diarrheal stools. For the identification, ten 
biochemical tests were performed. Tests on 
blood agar did not demonstrate the presence of 
haemolytic samples. Analysis of electrophoresis 
after PCR indicated that all samples showed a 
positive result for LT-II production. The bands 
that formed in the electrophoresis indicate 
the presence of the gene for the production 
of LT-IIc toxin, recently found in cattle. These 
results suggest that a more in-depth and larger 
sampling is needed to identify the prevalence 
of toxins associated with bovine colibacilosis in 
the region
KEYWORDS: colibacillosis, toxin, E. coli
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1 | 	INTRODUÇÃO

Pertencente à família Enterobacteriaceae, a Escherichia coli é uma bactéria 
anaeróbica facultativa e gram negativa. Essa espécie possui características bioquímicas 
importantes para sua individualização quando contrastado com outros microorganismos 
são, entre outras: a capacidade de fermentar a lactose, produzir indol e reduzir nitratos 
(AZOLA, 2016). A E. coli pode causar patogenias a bovinos, suínos e ovinos, bem 
como a humanos. Limitada ao lúmen intestinal, a E. coli pode permanecer sem causar 
problemas ao indivíduo. Entretanto em casos de imunossupressão ou indivíduos 
debilitados, até mesmo cepas não patogênicas podem causar danos (STELLA, 2009). 

Segundo NATARO & KAPER (1998), a E. coli pode ser classificada dentro 
de vários grupos, levando em consideração o conjunto gênico que caracteriza sua 
patogenicidade, são essas: ETEC (enterotoxigênica), EPEC (enteropatogênica) EAEC 
(enteroagregativa), DAEC (difusamente aderente), EHEC (enterohemorrágica), STEC 
(shigatoxigênica) e EIEC (enteroinvasiva). Para AZOLA (2016), a patogenicidade 
da E. coli se dá pela capacidade que a mesma possui de se instalar no organismo 
hospedeiro, colonizar-se e ali provocar alterações. Os fatores que contribuem para que 
isso aconteça são chamados de fatores de virulência. Segundo BRITO et al (2001), as 
toxinas de E. coli tais como: as enterotoxinas LT (termolábil) e ST (termoestável), o CNF 
(fator necrosante citotóxico) e a Toxina Shiga, são importantes fatores de virulência. 

A E. coli Enterotoxigênica (ETEC), tem como característica principal a produção 
de duas enterotoxinas: a termolábil (LT) e a termoestável (ST). A LT, pode ainda dividir-
se em LT-I e LT-II. Ao estimular as prostaglandinas, há uma indução a secreção de 
líquidos, fazendo com que a célula afetada secrete AMPc em grande quantidade. Esse 
aumento na produção de AMPc, faz com que as microvilosidades intestinais diminuam 
a absorção de sódio e excrete cloro e bicarbonato. Assim, ocasiona o acúmulo de 
líquido no lúmen intestinal causando a diarréia (ALMEIDA, 2013; ANDRADE, 2013; 
SYDOW, 2005). A LT é uma proteína altamente imunogênica, com grande peso 
molecular e podem ser inativadas a 60°C em 15 minutos (AZOLA, 2016).  A ST, 
também se subdivide em STa e STb. Ao ligar-se a seu receptor (guanilatociclase), 
induz a alta produção de GMPc. Esse aumento intracelular faz com que haja uma 
abertura dos canais de cloreto, assim, há a perda desse íon e água para a luz intestinal. 
Posteriormente, há uma diminuição na absorção de sódio e cloreto, feito pelas células 
das microvilosidades, mas ainda acontece a eliminação de íons cloreto para o lúmen. 
A toxina ST é uma proteína de baixo peso molecular e pouco imunogênica. Deixam de 
ser estáveis a 100°C durante 30 minutos. Vale ressaltar que ambas as enterotoxinas 
são encontradas em bovinos, porém não todos os subtipos, em bezerros encontrou-
se, até hoje, apenas STa e LT-1 (AZOLA, 2016). 

Para outros grupos de E. coli, existem outras toxinas importantes como fatores de 
virulência, como o CNF (Fator Necrosante Citotóxico), o “eae” e a toxina Shiga. O CNF 
pode se subdividir em CNF 1 e CNF 2, segundo SYDOW (2005), o CNF 1 atua alterando 
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a organização da actina e tubulina do citoesqueleto da célula afetada, culminando 
na diminuição das microvilosidades das células do epitélio. Para CORREA (2012) e 
STELLA (2009), o fator eae é um gene que regula a intimida, uma proteína essencial 
no processo que leva a adesão da bactéria com a célula epitelial e produz uma lesão 
do tipo: “Attaching and effacing” que leva ao desaparecimento das microvilosidades 
do epitélio intestinal. A toxina Shiga, que se divide em: Stx1 e Stx2, são codificadas 
por bacteriófagos e é uma citotoxina muito potente, que provocam danos às células 
endoteliais, podendo causar diarréia com ou sem sangue. (CORRÊA, 2012; ALMEIDA, 
2013).

Hoje tem-se muito bem disseminado na literatura que as características de 
virulência são codificadas por genes plasmidiais (MADIGAN, 2014). Os genes das 
toxinas LT-I e STa, por exemplo, são codificados por genes plasmidiais denominados 
ent, bem como o gene que codifica o CNF 2, que também é plasmidial.

A E. coli é uma das bactérias mais frequentemente encontrada nas amostras 
fecais de bezerros recém-nascidos com diarréia (AZOLA, 2016). A colibacilose é uma 
patogenia que acomete animais neonatos, causada pela ETEC. Ao se proliferar pelo 
intestino do animal, produz enterotoxinas que causam um aumento na secreção de 
líquido da circulação sistêmica para a luz intestinal, causando vários graus de diarréia 
e desidratação (RECK, 2009). Por causar uma enfermidade que acomete inúmeros 
prejuízos econômicos, o estudo das toxinas que causam a colibacilose se faz 
necessário, visto que ainda é escasso na literatura estudos epidemiológicos acerca 
de colibacilose no estado da Bahia. Tendo isso em vista, os objetivos desse trabalho 
foram:  analisar a frequência relativa das toxinas de ETEC, provenientes de bezerros 
neonatos com diarreia do Recôncavo Baiano, identificar com base na frequência, 
quais tipos de toxinas são mais encontrados nas amostras de E. coli e verificar se há 
subgrupos ainda não encontrados em amostras bovinas.

2 | 	MATÉRIAIS E MÉTODOS

2.1	Amostras e identificação:

Foram utilizadas 25 amostras de fezes diarreicas de bezerros neonatos, cedidas 
pelo professor Joselito Nunes, da Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade 
Federal do Recôncavo Baiano. As amostras foram analisadas no laboratório de 
Microbiologia Aplicado à Saúde (LAMASP), da Universidade Estadual de Feira 
de Santana (UEFS).  As amostras foram diluídas em meio tamponado pH 7,4 e 
semeadas em meio BHI a 35° por 24h. As culturas que apresentaram crescimento 
foram semeadas em Agar Eosina-Azul de Metileno (EMB) e incubadas a 35° por 24h. 
As incubações foram feitas em estufa bacteriológica. As colônias que cresceram e 
apresentaram coloração verde metálica ou enegrecidas foram consideradas suspeitas 
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para Escherichia coli e seguiram para a identificação bioquímica. 

2.2	Identificação bioquímica da Escherichia coli: 

Foram realizados testes bioquímicos como: Fermentação de lactose no meio 
Agar MacConkey (incubação a 36°C por 24h); motilidade e descarboxilação de lisina 
utilizando meio MILI (incubação a 36°C por 24h); fermentação de carboidrato, produção 
de uréase e produção de sulfeto de hidrogênio utilizando meio EPM (incubação a 36°C 
por 24h); testes vermelho metila e Voges-Proskauer utilizando meio Clark-Lubs; teste 
do Indol e citrato de Simmon’s (incubação a 36°C por 24h) A confirmação foi feita 
inoculando as amostras positivas para todos os testes mencionados em caldo EC, em 
banho maria por 24/48h a 45°C. 

2.3	Extração do DNA bacteriano

O DNA foi extraído das amostras que apresentaram turbidez e liberação de gás 
no Caldo EC. Utilizou-se 0,2µL da amostra de Escherichia coli inoculada em caldo 
EC. O protocolo de extração utilizado foi o disponibilizado pelo Canadian Centre for 
DNA Barcoding, com modificações. Utilizou-se 300µL de Tampão de lise e 200µL de 
amostra e em seguida foram acondicionadas na estufa a 55°C por 3h. Em seguida foi 
adicionado 10µL de proteinase K e deixado mais 1h na estufa a 55°C. Posteriormente 
foi adicionado 100 µL de Tampão BM (Tampão BB + Etanol) em cada amostra. As 
amostras foram agitadas no vórtex por 15 segundos e centrifugadas a 14.000 rpm por 
3 minutos. A posteriori foram adicionados 180 µL de Tampão de Lavagem de Proteína 
(tampão PWB) balançando por 4x a amostra. Depois foram centrifugadas a 14.000 
rpm por 3 minutos. Foram adicionados 600 µL de Tampão de Lavagem (Tampão WB) 
a cada amostra, que em seguida foram centrifugadas a 14.000 rpm por 5 minutos. 
Ao fim do processo, os tubos foram vertidos vagarosamente em papel toalha para 
remoção do álcool e dos tampões. A amostras foram deixadas na estante numa placa 
de Petri, envolto por papel toalha, com a finalidade da evaporação completa do álcool. 
As amostras foram ressuspendidas utilizando 50 µL de TE. Foi-se igualmente extraído 
DNA da linhagem padrão positiva PCLT-IIc e 5677STa para as toxinas LT-IIc e STa, 
que foram utilizadas como controle positivo.

2.4	Reação da PCR

Os primers foram recebidos liofilizados e foi adicionado H2O suficiente para deixa-
lo em concentração de 100pMol. Após isso, os primers foram diluídos em soluções 
trabalho, onde utilizou-se 450µL de H20 e 50µL de primer, onde a de concentração 
final ficou 10pMol. A quantificação do DNA extraído foi realizada com o auxílio de 
um espectrofotômetro NanoDrop. Em seguida as amostras foram submetidas a 
normalização para 100ng/µL (100pMol).

Utilizou-se para a reação de PCR (25uL), 1µL de DNA a 100ng/µL (100pMol), 
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1µL de dNTP (10mM), 0,8µL de MgCl2 (50mM), 1µl de Primer 1 (10pMol), 1µL de 
Primer 2 (10pMol), 0,5µL de EasyTaq®  DNA polymerase (2,5U), 2µL de Buffer 10x. 
A quantificação do DNA foi realizada com o auxílio espectrofotômetro NanoDrop. A 
amplificação dos genes de LT se deu em um termociclador onde o programa consistiu 
em: um estágio inicial de 5 minutos a 94°C, seguidos de 30 ciclos de desnaturação 
a 94°C por 30 segundos, anelamento a 48°C por 30 segundos (60°C para o gene 
da toxina STa), e extensão a 72°C por 30 segundos. Adicionado a isso, um ciclo de 
extensão final a 72°C por 7 minutos. A descrição dos primers, bem como o tamanho 
do produto esperado está descrito na Tabela 1.

Primer Sequência Tamanho do 
produto esperado Referência

LT-II 5-AGATATAATGATGGATATGTATC-3
5-TAACCCTCGAAATAAATCTC-3 300 SALVADORI et al. (2003)

STa 5-TCCGTGAAACAACATGACGG-3
5-ATAACATCCAGCACAGGCAG-3 244 SALVADORI et al. (2003)

Tabela 1. Lista de primers utilizados na reação da PCR.

A análise foi feita em gel de agarose 2%, tampão TBE 1X em cuba eletroforética 
nas condições de 110V por 40 minutos. O tamanho dos fragmentos de DNA amplificados 
foi determinado pelo marcador molecular de 100pb Ladder 1µg/ µL. O gel foi corado 
utilizando Coralload 10x e Gel Red e foram visualizados em transiluminador UV. 

2.5	Detecção da toxina hemolisina

Para detecção dessa toxina, utilizamos a metodologia empregada por RIBEIRO et 
al. (2006), com modificações. A bactéria foi cultivada em placas de Petri contendo meio 
ágar sangue, com concentração de 5% de sangue, a 37°C em estufa bacteriológica 
por 24 horas. 

2.6	Cálculo da frequência e intervalo de confiança para proporções. 

O cálculo da frequência foi feito com o seguinte cálculo: FR= NP/NT * 100. Onde: 
FR= frequência relativa; NP= número de amostras positivas; NT= número total de 
amostras. Sobre os dados obtidos foi aplicado um cálculo de Intervalo de Confiança 
para proporções.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

As amostras apresentaram crescimento verde metálico quando cultivadas em 
EMB, demonstrando que se tratavam de bactérias gram-negativas. O resultado dos 
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testes bioquímicos indicou que eram Escherichia coli, visto que as colônias semeadas 
em meio Agar MacConkey apresentaram colônias rosa-claro, características de E. 
coli, indicando que são fermentadoras de lactose. Além deste, os outros testes que 
deram positivo foram: Vermelho Metila (VM), produção de indol e descarboxilação 
de lisina. Os resultados negativos foram para os testes Voges-Proskauer, produção 
de sulfeto de hidrogênio, utilização de citrato e motilidade. Segundo FORTES (2010), 
a motilidade em E.coli é variável. O flagelo constitui o antígeno flagelar “H” e sua 
presença é variável a depender da cepa analisada e por essa razão não possuem 
relação direta com a patogenicidade. O que explica a ausência de motilidade nas 
amostras.  

A análise da eletroforese indicou que todas as amostras apresentaram resultado 
positivo para a produção de LT-II (Figura 1). Nesse caso, a frequência relativa das 
amostras analisadas foi de 100%. Podendo inferir que ao nível de 95% de confiança, 
o intervalo de confiança para as amostras analisadas é de 100%. 

Figura 1: Eletroforese em Gel de Agarose. A: Ladder 100pb; B: Amostra Padrão PCLT-IIc 
(Controle positivo); 1-25: Amostras, onde: 1: 3776(4); 2: 3776(5); 3: 3399(1); 4: 3399(3); 5: 

3399(4); 6: 3399(5); 7:   3350(1); 8: 3350(2); 9: 3350(4); 10: 3350(5); 11: 3718(1); 12: 3718(3); 
13: 3718(4); 14: 3718(5); 15: 3376(1); 16: 3376(2); 17: 3376(3); 18: 3376(4); 19: 3376(5); 20: 

3247(2); 21: 3247(3); 22: 3247(4); 23: 3247 (5); 24: 3680(1); 25: 3680(3); C: Controle negativo

Na literatura, é possível encontrar registros de LT em amostras patogênicas de 
Escherichia coli, oriundas de fezes diarreicas de bezerro (AZOLA, 2016; COURA et al., 
2014; STELA, 2009); UGRINOVICH et al. (2002). Entretanto, nem todos os subtipos de 
LT se fazem presentes. Até o momento, na literatura é possível encontrar trabalhos em 
que se identificaram apenas LT do tipo II, em amostras de fezes oriundas de bezerros 
com diarreia (AZOLA, 2016; JOBLING, 2016; UGRINOVICH et al., 2002). A toxina LT-II 
ainda se subdivide em LT-IIa, LT-IIb e LT-IIc, destas, foram identificadas em bezerros 
apenas LT-IIa e LT-IIb, sendo que LT-IIc foi descrito recentemente por NAWAR (2010) 
e encontrado apenas em amostras de avestruzes doentes (JOBLING, 2016; NAWAR, 
2010).

Identificar o gene para a produção da toxina LT-II nas amostras fecais indica que 
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a diarreia foi causada por ETEC. Segundo SANTOS (2014), o mecanismo de ação 
da toxina LT como causadora de diarreia esta relacionado ao contato e ligação pela 
subunidade B da proteína à superfície da célula alvo. A toxina então adentra a célula e 
é transportada do complexo de Golgi para o retículo endoplasmático. No retículo ocorre 
a dissociação da subunidade A1, do restante da molécula. Em seguida a proteína 
migra para o citoplasma, onde pode causar seus efeitos. A subunidade A1 ativa 
permanentemente a adenilato ciclase, ocasionando o aumento de AMP cíclico. Esse 
composto é responsável pela abertura de diversos canais localizados na membrana, 
dentre eles, o receptor transmembrana responsável pela perda de eletrólitos para 
o lúmen intestinal. Devido a diferença entre a concentração dos eletrólitos, a água 
migra para o lúmen, por osmose, levando a diarreia. A estrutura das toxinas LTs estão 
demonstradas na Figura 2. Ainda segundo SANTOS (2014), as toxinas LT-I e LT-II 
apesar de estarem relacionadas apresentam apenas 16% de identidade entre as suas 
subunidades B, enquanto que apresentam 52% de identidade entre seus aminoácidos. 

Figura 2: A: Estrutura cristalográfica das toxinas LTs de Escherichia coli enterotoxigênica; B: 
Representação esquemática de suas subunidades. Fonte: SANTOS, 2014.

A amostra padrão (PCLT-IIc) utilizada para a reação da PCR é positiva para 
o gene LT-IIc. As bandas que se formaram na eletroforese indicam que todas as 
amostras apresentam bandas similares a que se formou no poço da amostra padrão 
Nesse caso, há probabilidade das cepas. de E. coli analisadas apresentarem o gene 
para produção da toxina LT-IIc, recentemente encontrado em bovinos. 

Segundo AZOLA (2016), UGRINOVICH et al. (2002) e NATARO & KAPER (1998), 
a toxina ST pode ser encontrada em fezes diarreicas de bovino, entretanto, não todos 
os subtipos. A ST, divide-se em STa e STb, desses, apenas STa é encontrado em 
fezes diarreicas de bezerros, ao passo que STb é normalmente encontrada em suínos. 
NATARO & KAPER (1998), mencionam em seu trabalho que é possível encontrar 
cepas de E. coli que podem expressar somente a toxina LT ou ST, mas podem também 
expressar ambas as toxinas.

Das 25 amostras obtidas, apenas 10 foram utilizadas para a identificação do 
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gene para produção da toxina STa. Entretanto, os resultados da ampliação na reação 
da PCR foram inconclusivos.

A presença de hemolisina foi negativa para todas as 25 amostras, não foi 
verificado halo hemolítico parcial nem total (Figura 3, 4 e 5). Dessa forma, um total de 
100% de amostras negativas. Ao nível de 95% de confiança, o intervalo de confiança 
para as amostras analisadas é de 100%.

Figura 3: Resultado da semeadura em Agar-sangue. Não é encontrado halo hemolítico

Figura 4: Resultado da semeadura em Agar-sangue. Não é encontrado halo hemolítico



Análise Crítica das Ciências Biológicas e da Natureza Capítulo 8 88

Figura 5: Resultado da semeadura em Agar-sangue. Não é encontrado halo hemolítico

Na literatura é possível encontrar trabalhos em que a produção de hemólise 
por cepas de E. coli é variável, dependendo da cepa analisada (COSTA et al., 2014; 
FORTES, 2008; SALVADORI et al., 2003). Segundo ALMEIDA (2013), a produção de 
hemolisina é importante, pois, a partir dela a bactéria consegue capturar ferro, através 
da lise de eritrócitos. Sendo a aquisição de ferro, um importante fator de virulência. 
Para QUINN et al. (2005), embora a produção de hemolisina seja um marcador útil 
da virulência em algumas cepas de E. coli, essa toxina pode não necessariamente 
estar relacionada com a sua virulência, mas sim com à expressão de outros fatores de 
virulência. Ainda segundo QUINN et al. (2005), a frequência de hemolisina é maior em 
amostras de Escherichia coli provenientes de fezes diarreicas de suíno, o que pode 
explicar a ausência dessa toxina em nossas amostras.

4 | 	CONCLUSÕES

Conclui-se que das 100% amostras analisadas apresentaram o gene para a 
produção da toxina LT, podendo ser dos subtipos existentes o LT-IIc, recentemente 
encontrado em fezes diarreicas de bezerros, sendo, portanto, a toxina mais encontrada 
nas amostras. Também pode-se afirmar que 100% das amostras não são hemolíticas. 
Estes resultados sugerem que é necessário um estudo mais aprofundado e com 
uma amostragem maior para a identificação da prevalência das toxinas associadas à 
colibacilose bovina na região
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