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摘 　要 :目的 　研究大豆异黄酮和双酚 A 哺乳期联合暴露对 SD 雌性大鼠的子宫增生效应及其对下丘脑 - 垂体 -

卵巢轴雌激素受体 ( ERα和 ERβ)表达的影响。方法 　将母鼠及其仔鼠随机分至 4 组 ,即阴性对照组、大豆异黄酮组

(每公斤体重 150 mg , i. g. ) 、双酚 A 组 (每公斤体重 150 mg , i. g. ) 、联合暴露组 (每公斤体重 150 mg 大豆异黄酮 + 每

公斤体重 150 mg 双酚 A , i1g1) 。母鼠在产后第 5 至 11 天给予受试物 ,仔鼠在出生后 5 至 11 d(PND5 - PND11) 通过

母乳暴露受试物。在 PND12 处死部分雌性仔鼠。剩余雌性仔鼠观察阴门开口时间和动情周期 ,并于 PND70 处死。

剥离子宫并称重 ,病理学检查 ;利用 Western blot 方法测定下丘脑、垂体、卵巢和子宫的 ERα和 ERβ表达。结果 　与

阴性对照组比较 ,PND12 时 ,大豆异黄酮组和双酚 A 组大鼠子宫体重比显著增加 ( P < 0105) ,联合暴露组子宫体重

比亦显著增加 ( P < 0105) ,但其幅度略低于大豆异黄酮组和双酚 A 组。PND70 时 ,各组大鼠的子宫体重比差异无统

计学意义 ( P > 0105) 。大豆异黄酮组、双酚 A 组和联合暴露组的阴门开口时间和动情周期与对照组比较差异无统

计学意义 ( P > 0105) 。在 PND12 和 PND70 时 ,大豆异黄酮组、双酚A 组和联合暴露组大鼠下丘脑、垂体、卵巢和子宫

的 ERα和 ERβ表达有部分增强或减弱。结论 　哺乳期大鼠大豆异黄酮和双酚 A 联合暴露时 ,可促进雌性仔鼠的子

宫发育 ,但两者并未表现出协同作用 ;这种子宫增生效应在生命后期消失。大豆异黄酮和双酚 A 的子宫效应可能

与对下丘脑 - 垂体 - 卵巢轴和子宫组织中 ERα和 ERβ表达的调节有关。
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Effects of Lactational Exposure to Combination of Soy Isoflavones and
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(National Institute for Nutrition and Food Safety , Chinese CDC , Beijing 100050 , China)

Abstract : Objective 　To investigate the uterotrophic effects of lactational exposure to combination of soy isoflavones (SIF) and

bisphenol A (BPA) and its potential mechanisms involved with estrogen receptor expressions in neonate female rats. Method 　

Maternal rats , breeding about 8 litters , were randomly divided into four groups with seven dams in each group1 Dams in different

treatment groups received corn oil (control) , 150 mgΠkg BW of SIF , 150 mgΠkg BW of BPA or 150 mgΠkg BW of SIF plus 150

mgΠkg BW of BPA , respectively , from postnatal day 5 to 11 (PND5211) by gavage. On PND12 and PND70 , 10 female litters

were killed and uteri were removed for pathological evaluation after weighing. And vaginal opening time (VO) and estrus cycle

(EC) were examined in animals fed for PND70. Expressions of estrogen receptorα ( ERα) and Estrogen receptorβ ( ERβ) in

hypothalamus , pituitary , ovary and uterus were examined using Western blotting assay. Results 　On PND12 , The ratios of

uterine weight to body weight in rats treated with ISF and BPA alone or combination increased significantly than those in the control

group ( P < 0105) . And this ratio in combination exposure group was slightly lower than those in individual exposure groups. On

PND 70 , however , ratios of uterus to body weight in each treatment group were no statistically different from that in the control

group ( P > 0105) . VO and EC in ISF and BPA alone or combination treatment groups were similar to that in control group ( P >

0105) . Additionally , ERαand ERβexpression were up2regulated or down2regulated in hypothalamus , pituitary , ovary and uterus

from female rats treated with ISF and BPA alone or combination on PND12 and even on PND70. Conclusion 　Lactational

exposure to combination of SIF and BPA could induce uterotrophic response , which disappeared in later life , in neonate rats. The

data didnπt suggest a potential for synergy between SIF and BPA. It was also demonstrated that the uterotrophic effect might , at

least , involve with modification of ERαand ERβexpressions in hypothalamus2pituitary2ovary axis after SIF and BPA exposure.
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　　大豆异黄酮 ( soy isoflavones , SIF) 是一种天然存

在的植物雌激素 ,可通过大豆配方奶或母乳进入婴

幼儿体内。前期研究表明 ,SIF 通过母乳暴露可以

影响新生儿期雌性仔鼠生殖系统发育 ,这种不良作

用与类固醇受体的异常表达有关[1 ] 。双酚 A

(bisphenol A , BPA)是制造包括婴儿奶瓶、水瓶和其

他食品饮料容器等坚硬和透明聚碳酸酯塑料的关键

物质。日本研究者通过大量调查认为 ,母乳喂养和

大豆配方奶喂养婴儿的每日双酚 A 估计摄入量分

别为每公斤体重 01028 和 01055μg
[2 ] 。大量研究已

经证实 BPA 是一种具有雌激素活性的环境内分泌

干扰物[3 ] 。

一般情况下 ,人类 (包括婴幼儿) 往往会同时暴

露于 SIF 和BPA 甚至其他具有类似雌激素活性的外

源性化学物质中 ,因此研究 SIF 和 BPA 的联合暴露

效应对于这类物质的危险性评估具有重要的实际意

义。目前 ,关于 SIF 和 BPA 的联合暴露效应存在争

议。有研究表明 SIF 与 BPA 存在协同作用[4 ]
,而另

有研究表明 BPA 可降低染料木素 (活性最强的 SIF)

的雌激素活性[5 ] 。本研究探讨 SIF 和 BPA 联合暴露

的效应及其对下丘脑 - 垂体 - 卵巢轴雌激素受体表

达的影响 ,这将会有助于进一步确定两者的联合效

应及其相关机制。

1 　材料与方法

111 　主要材料与试剂

大豆异黄酮 (SIF ,纯度为 80 % , GEN∶DAI∶GLY

= 13∶5∶2 ,购自四川某公司) 以蒸馏水配制。双酚 A

(BPA ,纯度 > 99 % ,Sigma 公司) 以玉米油配制。不

含大豆异黄酮和紫花苜蓿的大鼠饲料 (SAFD ,由中

科院实验动物中心合成) 。ERα抗体和 ERβ抗体、β

- actin 抗体和羊抗鼠二抗 ( Chemicon International

Inc1) 、PVDF 膜 (Amersham 公司) 、LumiGLO 化学发光

底物 ( KPL 公司) 。

112 　主要仪器

低温高速离心机 (Beckman 公司) 、光学显微镜

(Nikon) 、37 ℃恒温箱 (天津泰斯特仪器有限公司) 、

DYCZ - 40A 型转移电泳槽和 DYCZ - 24D 型双垂直

电泳 槽 ( 北 京 六 一 仪 器 厂 ) 、温 控 摇 床 ( New

Brunswich) 。

113 　动物分组与处理

试验选用 9 周龄 SD 大鼠 ,雌雄各 40 只动物 ,购

自中国医学科学院实验动物繁育所 ,在清洁级动物

房饲养。动物交配和仔鼠出生后的数量标准化参照

文献[1 ]进行。将 28 只孕鼠及其仔鼠随机分至 4 组

(7 只Π组 ) , 即阴性对照组 ( CTL ) 、大豆异黄酮组

(SIF) 、双酚 A 组 (BPA) 和联合暴露组 (B + S) 。各组

母鼠在产后 5 至 11 d 分别灌胃给予不同受试物 ,即

SIF 组 :每公斤体重 150 mg 的 SIF ,BPA 组 :每公斤体

重 150 mg 的 BPA ,B + S 组 :每公斤体重 150 mg 的

SIF 和每公斤体重 150 mg 的BPA 。CTL 组母鼠给予

同体积的溶剂 ,SIF 组和 BPA 组分别按照同样灌胃

量 (每公斤体重 10 ml)补充玉米油和蒸馏水。这样可

以使仔鼠在出生后 5 至 11 d (PND5 - 11) 通过母乳单

独或联合暴露于 SIF 和 BPA。试验期间雌性大鼠均

以不含大豆异黄酮和紫花苜蓿的饲料 (SAFD) 喂养。

在 PND12 ,随机处死 10 只雌性仔鼠 (每只母鼠至少提

供 1 只仔鼠) 。其余仔鼠继续饲养至 PND70 处死。

114 　阴门开张时间和动情周期

雌性仔鼠在 PND21 断乳后 ,每天观察生殖孔 ,记

录其阴门开张的时间 ;雌性仔鼠在 PND56 - 69 的每天

上午 9 :00 进行阴道涂片 ,镜下观察涂片细胞形态 ,据

此判断该鼠所处的动情周期阶段 ,计算动情周期。

115 　子宫病理学检查

动物于 PND12 和 PND70 处死后迅速分离子宫 ,

剥离脂肪后称重。剪下一个子宫角置福尔马林液中

固定 ,用于病理学检查。另一子宫角液氮冷冻后置

- 80 ℃保存用于雌激素受体测定。

116 　雌激素受体测定

动物于 PND12 和 PND70 处死后迅速剥离下丘

脑、垂体和卵巢 ,液氮冷冻后置 - 80 ℃保存。利用

Western blot 方法测定下丘脑、垂体、卵巢和子宫的雌

激素受体 ( ERα和 ERβ)的表达。简言之 ,取 1 g 左右

组织块 , 加入约 5 倍体积细胞裂解液 ,进行组织蛋

白提取 ;用考马斯亮蓝法对提取液进行蛋白定量 ,调

整蛋白浓度至 4 mgΠml ;以 40μg 上样进行 SDS -

PAGE 电泳 ;转膜后封闭 ,加入 ERα和 ERβ抗体 (稀

释度均为 1∶500) ,4 ℃孵育过夜 ;洗膜后加内参抗体

(β- actin ,稀释度1∶2 000) ,室温轻摇 1 h ;洗膜后加

二抗 (稀释度1∶5 000) ,室温轻摇 1 h ,最后进行化学

发光显色。

117 　统计学分析 　数据以 �x ± s 表示 , 采用

SPSS1010 软件进行分析。

2 　结果

211 　对子宫重量的影响

由表 1 可见 ,母鼠单一或联合暴露于每公斤体

重 150 mg 的 SIF 和 BPA ,除了 PND12 时 B + S 组雌

性仔鼠的体重略有降低 (与 CTL 组比较差异无统计

学意义) 之外 ,其他各组雌性仔鼠的体重在出生后

12、20、30、40、50、60 和 70 d 时无明显差异 ( P >

0105) 。在 PND12 (暴露结束) 时 ,SIF 组、BPA 组和 B
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+ S 组仔鼠子宫体重比显著增加 ( P < 0105) ,分别比

CTL 组增加了 1319 %、2418 %和 1118 % ;但在 PND70

时 ,SIF 组、BPA 组和 B + S 组仔鼠子宫重量及其体

重比与 CTL 组比较差异无统计学意义 (见表 2) 。

表 1 　SIF和 BPA 对体重的影响 g

组别 PND1 PND12 PND20 PND30 PND40 PND50 PND60 PND70

CTL 612 ±016 2113 ±315 4413 ±617 8015 ±1117 13214 ±1013 15118 ±1210 18317 ±1113 20710 ±1814

SIF 611 ±017 2113 ±313 4610 ±418 8319 ±811 13518 ±1013 15310 ±1014 18411 ±1214 21613 ±1918

BPA 612 ±017 2010 ±313 4617 ±718 8210 ±1417 13511 ±1515 15312 ±1317 18512 ±1517 21814 ±1510

B + S 613 ±017 1818 ±315 4418 ±914 7919 ±1419 13116 ±1812 15114 ±1714 18311 ±1418 20618 ±2018

212 　对阴道开口时间和动情周期的影响

从表 2 还可看出 ,SIF 组和 BPA 组雌性仔鼠阴

门开口时间早于 CTL 组 ,而 B + S 组雌性仔鼠阴门

开口时间迟于 CTL 组 ,但差异均无统计学意义 ( P >

0105) ;各组动情周期无明显差异。

213 　子宫组织病理学变化

PND12 时 ,与 CTL 组相比 ,SIF 组子宫内膜间质

细胞增生 ,子宫腺体明显发育 ;而 BPA 组子宫内膜

疏松、细胞核致密 ;B + S 组子宫内膜疏松、细胞核致

密。但在 PND70 时 ,各组子宫病理学无明显差异。

表 2 　SIF和 BPA 对子宫重量、阴门开口时间和动情周期的影响

组别
子宫重量 (g , ×10 - 2) 子宫体重比 (g , ×10 - 3)

PND12 PND70 PND12 PND70

阴门开口时间
(d)

动情周期
(d)

CTL 1125 ±0117 0134 ±0115 0159 ±0106 1164 ±0169 3613 ±218 4122 ±0167

SIF 1141 ±0115c 0144 ±0112 0167 ±0108a 2103 ±0160 3510 ±116d 4111 ±0174

BPA 1147 ±0123ad 0134 ±0109 0174 ±0107bc 1157 ±0144 3513 ±214d 4118 ±0139

B + S 1123 ±0122 0141 ±0114 0166 ±0109a 2102 ±0183 3718 ±115 4136 ±0167

注 :与 CTL 组比较 :a 为 P < 0105 , b 为 P < 0101 ;与 B + S组比较 :c 为 P < 0105 ,d为 P < 0101。

214 　对雌激素受体α( ERα)表达的影响

CTL 组、SIF 组、BPA 组和 B + S 组下丘脑、垂体、

卵巢和子宫组织的 ERα表达见图 1 所示。在 PND12

时 ,与 CTL 组相比 ,SIF 组下丘脑的 ERα表达减弱 ,

卵巢的 ERα表达增强 ,而垂体和子宫的 ERα表达无

明显变化 ;BPA 组下丘脑的 ERα表达减弱 ,垂体的

ERα表达增强 ,而卵巢和子宫的 ERα表达无明显变

化 ;B + S 组下丘脑和卵巢的 ERα表达增强 ,而垂体

和子宫的 ERα表达无明显变化。在 PND70 时 ,与

CTL 组相比 ,SIF 组下丘脑和垂体的 ERα表达无明显

变化 ,而卵巢和子宫的 ERα表达减弱 ;BPA 组和 B +

S组下丘脑的 ERα表达无明显变化 ,垂体的 ERα表

达增强 ,而卵巢和子宫的 ERα表达减弱 ;B + S 组各

组织的 ERα表达与 BPA 组类似 ,其中垂体的 ERα表

达显著增强。

215 　对雌激素受体β( ERβ)表达的影响

CTL 组、SIF 组、BPA 组和 B + S 组下丘脑、垂体、

卵巢和子宫组织的 ERβ表达见图 2 所示。在 PND12

时 ,与 CTL 组相比 ,SIF 组下丘脑、垂体和子宫的 ERβ

表达均增强 ,而卵巢的 ERβ表达无明显变化 ;BPA

组下丘脑和子宫的 ERβ表达增强 ,而垂体和卵巢的

ERβ表达无明显变化 ;B + S 组下丘脑的 ERβ表达增

强 ,垂体的 ERβ表达明显减弱 ,而卵巢和子宫的 ERβ

表达无明显变化。在 PND70 时 ,与 CTL 组相比 ,SIF

组下丘脑、垂体、卵巢和子宫的 ERβ表达均无明显

变化 ;BPA 组下丘脑、垂体和子宫的 ERβ表达无明

显变化 ,而卵巢的 ERβ表达有所减弱 ;B + S 组下丘

脑的 ERβ表达无明显变化 ,垂体的 ERβ表达增强 ,

而卵巢和子宫的 ERβ表达减弱 ,其中子宫组织更为

明显。

注 :每个组织的条带从左至右分别为 CTL 组、

SIF 组、BPA 组和 B + S组。

图 1 　SIF和 BPA 对不同组织雌激素

受体α表达的影响

3 　讨论

　　前期研究发现 ,新生儿期是大豆异黄酮影响雌

性大鼠生殖系统发育的敏感期[6 ]
,故本研究以新生

儿期仔鼠通过哺乳暴露于 SIF 和 BPA ,来探讨两者

的联合暴露效应。结果发现 ,SIF 和 BPA 均可显著

增加子宫体重比 ,但两者联合暴露时 ,这种子宫增生
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注 :每个组织的条带从左至右依次为 CTL 组、

SIF 组、BPA 组和 B + S组。

图 2 　SIF和 BPA 对不同组织雌激素

受体β表达的影响

效应有所减弱 (见表 2) 。由于子宫体重比反映了子

宫增生程度 ,而子宫增生是评价外源性物质雌激素

效应的重要指标之一 ,因此可以认为 ,虽然 SIF 和

BPA 通过母乳暴露可表现出雌激素活性 ,但两者联

合暴露并不具有协同或相加作用 ,反而可能是拮抗

作用。本研究结果与 Tinwell 等[7 ] 的研究结果一致 ,

该作者认为大豆异黄酮的抗雌激素活性可能是导致

这种结果的机制之一。但 Wade 等[4 ] 的研究结果提

示 ,SIF 和 BPA 之间表现为协同作用。造成各研究

结果间不一致的原因可能有 : (1) 动物年龄不同 :本

研究以新生儿期大鼠 ( PND5 - 12) 为对象 ,而其他研

究则以断乳大鼠 ( PND21) 为对象[4 ,7 ] 。不同发育阶

段的大鼠对雌激素活性物质的敏感性甚至应答机制

不同。(2)受试物暴露途径不同 :本研究通过乳汁暴

露 ,受试物已在母鼠体内进行代谢 ;但在 Wade 等[4 ]

的研究中 ,SIF 通过饲料暴露 ,而 BPA 通过皮下注射

暴露。(3) 观察终点不同 :Wade 等[4 ] 以子宫过氧化

物酶为指标 ,而其他多数研究 (包括本研究) 则以子

宫重量或内膜增生为观察终点。除上述影响研究结

果的因素之外 ,受试物的剂量及其组合也是影响

SIF 和 BPA 联合效应的重要因素之一。

雌激素受体 ( ER) 是一类有配体激活的核转录

因子 ,可与相应的配体结合 (包括内源性激素或外源

性激素活性物质) ,引发一系列正常或异常的生理生

化过程。ER 具有 ERα和 ERβ两种类型 ,这两种类

型在配体结合和转录活性方面存在较大差异 ,而且

各自具有特异的转录因子 ,因此 ERα和 ERβ在不同

组织中的表达及其调节具有组织 (甚至细胞) 特异

性[8 ] 。本研究的结果也验证了这一点。例如 ,从图

1 和图 2 可以看出 , SIF 或 BPA 单独暴露对 ERα和

ERβ在下丘脑、垂体、卵巢和子宫等不同组织中的表

达具有不同影响。此外 ,虽然 SIF 和 BPA 均是已知

的雌激素活性物质 ,但是它们对各组织的 ERα和

ERβ表达也表现出不同的作用 ,该结果提示 ,这两种

物质在体内所表现出的雌激素活性可能涉及不同的

受体调节和Π或受体转录机制。SIF 和 BPA 联合暴

露可明显促进下丘脑和卵巢的 ERα表达 ,并明显抑

制垂体 ERβ的表达 ,但仅从这些 ER 表达的结果无

法判断 SIF 和 BPA 联合暴露对受体表达的联合效

应。目前 ,国际上对于雌激素活性物质对不同组织

ER 表达的调节作用及其方向仍处于争论之中 ,各研

究者的结果也存在矛盾之处[9 , 10 ] ,其可能原因与上

述子宫增生方面的原因类似。虽然暴露时间、途径

和剂量不同 ,但本研究仍可得出与其他研究相一致

的结论 ,即 SIF 和 BPA 单独暴露或联合暴露可影响

雌性大鼠生殖系统发育 ,这种作用涉及下丘脑 - 垂

体 - 卵巢轴雌激素受体的异常表达和调节。

本研究还发现 ,SIF 和 BPA 单独暴露或联合暴

露对 PND70 时的子宫体重比以及动情周期无明显

影响 ,表明 SIF 和 BPA 对生殖系统的影响在生命后

期消失 ,这可能与生命后期体内的内源性雌激素水

平升高有关。但是 ,从图 1 和图 2 可以看出 ,SIF 和

BPA单独暴露或联合暴露可使 PND70 时的 ERα和

ERβ的表达异常 ,尤其是垂体和卵巢的 ERα以及子

宫的 ERβ表达 ,这说明 SIF 和 BPA 的早期暴露对各

组织 ERα和 ERβ表达的影响可持续到生命后期。

迄今为止 ,尚未有任何人体资料证实婴幼儿暴露于

SIF和 BPA 会产生不良作用 ,但包括本研究结果在

内的大量动物试验提示 ,SIF 和 BPA 的早期暴露可

能会影响生殖系统发育 ,婴幼儿时期暴露于具有雌

激素活性的物质的潜在危害应引起我们的重视。
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论著

2000 - 2007 年上海市副溶血性弧菌致集体性食物中毒分析及对策

田明胜 　郑雷军 　彭少杰 　李 　洁 　张 　磊 　戚柳彬 　赵宇翔

(上海市食品药品监督所 ,上海 　200021)

摘 　要 :目的 　了解上海市副溶血性弧菌致集体性食物中毒的特征。方法 　收集整理 2000 - 2007 年上海市集体

性食物中毒资料 ,对由副溶血性弧菌所致集体性食物中毒事件进行统计分析。结果 　8 年间副溶血性弧菌致集体

性食物中毒事件起数和涉及患者人数分别占同期食物中毒事件起数和患者人数的 5714 %和 5610 %。5 - 10 月是上

海市副溶血性弧菌致集体性食物中毒的多发期 ,7、8、9 月为高峰。发生的原因主要是生熟交叉污染 (5816 %) 和加

工人员污染 (1816 %) 。主要中毒食品是混合食品 (7114 % ,如盒饭和桶饭) 、畜禽肉加工制品 (1614 %) 和水产品

(816 %) 。宾馆饭店是首要责任单位 (3316 %) ,其次是集体供餐中的外送盒饭 (2114 %) 和单位集体食堂 (2015 %) 。

结论 　副溶血性弧菌是上海市集体性食物中毒的首要致病原 ,应在高温季节对餐饮和集体供餐单位加强预防生熟

交叉污染的培训和监督。

关键词 :食物中毒 ;弧菌 , 副溶血性 ;食品服务

Analysis and Measures on Collective Food Poisoning Caused by Vibrio parahaemolyticus in

Shanghai Municipality During 2000 - 2007

TIAN Ming2sheng , ZHENGLei2jun , PENG Shao2jie , LI Jie , ZHANGLei , QI Liu2bin , ZHAO Yu2xiang

(Shanghai Institute of Food and Drug Supervision , Shanghai 200021 , China)

Abstract : Objective 　To understand the characteristics of collective food poisoning caused by Vibrio parahaemolyticus in

Shanghai municipality. Method 　The data of collective food poisoning in Shanghai Municipality during 2000 - 2007 was

collected , and the cases of collective food poisoning resulted from Vibrio parahaemolyticus were analyzed. Results 　The cases of

collective food poisoning caused by Vibrio parahaemolyticus accounted for 5714 % in total cases of collective food poisoning from

2000 to 2007 in Shanghai municipality , and the number of patients accounted for 5610 %. The collective food poisoning caused by

Vibrio parahaemolyticus in Shanghai mainly happened from May to October. July , August and September were the peaks of food

poisoning. The causes were cross contamination between uncooked and cooked foods (5816 %) and pollution made by processors

(1816 %) . The main foods caused by poisoning were mixed foods (7114 % , for example , box lunch) , livestock and poultry

meat products (1614 %) , and aquatic products (816 %) . The responsibility units in which food poisoning were caused by Vibrio

parahaemolyticus were hotel and restaurant (3316 %) , box lunch2supported enterprise (2114 %) and mess hall (2015 %) ,

respectively. Conclusion 　Vibrio parahaemolyticus could be the chief pathogen. More training and supervision on catering

industry should be strengthened to prevent cross contamination in high temperature season.

Key word : Food Poisoning ; Vibrio parahaemolyticus ; Food Services
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