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摘要：通过对多种抑制剂和促进剂的筛选，设计制备了一种新的沙门菌选择性增菌培养基—ＳＥＢＳ培养基，采用螺旋平板计数
法、平板计数法和全自动微生物分析系统评价了制备的培养基对沙门菌的选择性增菌效果。
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　　沙门菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）是一种普遍存在于自然界
的革兰阴性杆菌，是威胁公众卫生安全的一种重要的

致病菌［１２］，食用了被沙门菌污染的食品或者药品，可

能导致中毒，甚至引起伤寒、副伤寒、肠热症、败血症

和胃肠炎等疾病［３］。因此建立快速、准确的沙门菌的

检测方法是预防和控制沙门菌疾病的关键。

　　目前食品和药品中检验沙门菌的法定标准方
法通常为微生物培养法［４６］，该方法包括前增菌、选

择性增菌、分离培养和生化鉴定等步骤，样品通常

需要４～７ｄ才能得出明确的检验结果。这样的方
法虽然准确可靠，但却费力耗时。为了建立一套快

速的检测系统，研究者们相继提出了多种方法，如

酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）［７８］，聚合酶链式反应
（ＰＣＲ）［９１０］，基因芯片法［１１１２］等。一般来说，很多样

品中致病菌的数量远远低于这些快速方法的检测

限，而且经过一系列的加工程序后样品中的致病菌

受到损伤，如果快速检测方法不进行前增菌，往往

很难检测到这些少量和活力微弱的细菌。另外有

些样品中的细菌已经死亡，而分子生物学方法在进

行检测时并不会将这些的死亡的细菌区分出来，往

往会产生假阳性的结果［１３］。因此在使用快速检测

方法时，想要得到准确有效的结果，对样品进行有

效的前增菌步骤仍然是非常必要的［１４］。

通常沙门菌的增菌步骤有两步［４６］。第一步使

用营养肉汤培养基（ＮＢ）、缓冲蛋白胨水培养基
（ＢＰＷ）和胰酪胨大豆肉汤培养基（ＴＳＢ）等培养基
对样品进行增菌，这些培养基没有选择性，不仅对

沙门菌有很好的增菌效果，对其他细菌也有很好的

增菌效果。为了得到较为“纯净”的沙门菌液，需要

进行二次增菌以抑制除沙门菌外其他细菌的生长。

虽然两步增菌提高了样本中沙门菌的检出率但同

时也大大增加了检测时间，增菌过程中非目标菌的

大量繁殖，不仅给后续的分离带来很大的难度，同

时也会抑制目标菌的正常生长。为了提高沙门菌

的检测效率，已经有研究者提出了几种选择性共增

菌培养基用于沙门菌和其他致病菌的增菌［１５１６］，虽

然在共增菌培养基中沙门菌能得到很好的增殖，但

是共增菌的风险也是显而易见的，即共增菌株之间

的相互抑制，从而影响检验结果的准确性［１７］。本文

以沙门菌为研究对象，设计制备了一种能够选择性

富集沙门菌的培养基，实验表明该培养基对于提高

沙门菌的检测效率有着实际的意义。
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１　实验材料
１．１　标准菌株　乙型副伤寒沙门菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
ｐａｒａｔｙｐｈｉＢ）［ＣＭＣＣ（Ｂ）５００９４］、大肠埃希菌（Ｅｓｃｈ
ｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）［ＣＭＣＣ（Ｂ）４４１０２］、金黄色葡萄球菌
（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）［ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３］标准菌
株冻干粉购自中国食品药品检定研究院，由本中心

微生物实验室保藏；乙型副伤寒沙门菌、大肠埃希

菌、金黄色葡萄球菌菌珠（每种细菌的菌珠规格有

两个分别为１０６ＣＦＵ／颗／瓶和１０３ＣＦＵ／颗／瓶）购自
北京三药科技开发公司，所有菌珠的菌株来源为中

国医学细菌保藏管理中心（ＣＭＣＣ）提供的 ０代菌
种，传代代数为第４代。
１．２　培养基和试剂　ＮＢ、ＢＰＷ、ＴＳＢ、胰酪大豆胨
琼脂培养基（ＴＳＡ）、木糖赖氨酸脱氧胆酸盐（ＸＬＤ）
琼脂培养基、麦康凯（ＭＡＣ）琼脂培养基、甘露醇氯
化钠琼脂培养基（ＭＳＡ）等培养基均购自北京三药
科技开发公司；牛胆盐购自青岛高科园海博生物技

术有限公司；柠檬酸钠、煌绿、孔雀绿、氯化镁、次硝

酸铋、甘露醇、葡萄糖等购自中国国药集团化学试

剂有限公司。

１．３　仪器与设备　生物安全柜 ＢＳＣ１３００ＩＩＡ２
ＡＩＲＴＥＣＨ（苏州安泰空气技术有限公司）；全自动微
生物分析系统 Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ（法国生物梅里埃公
司）；全自动微生物平皿螺旋加样系统ＩＵＬＪｅｔ２（西
班牙ＩＵＬ公司）；全自动菌落计数仪 Ｓｃａｎ ５００（法
国ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ公司）；ＳＨＺＡ水浴恒温振荡器（上海
博讯实业有限公司医疗设备厂）；立式压力蒸汽灭

菌器ＹＭ（上海三申医疗器械有限公司）；Ｂｉｎｄｅｒ恒
温培养箱 （德国Ｂｉｎｄｅｒ）；漩涡混合仪ＶＯＲＴＥＸＧＥ
ＮＩＥＧ５６０Ｅ（美国 ＳＣＩＥＮＴＩＦＩＣＩＮＤＵＳＴＲＩＥＳ公司）；
梅特勒电子天平 ＡＬ２０４（美国 ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ
公司）。

２　方法
２．１　工作菌液的制备　在微生物实验研究中，通
常需要选用一定浓度的菌悬液作为工作菌液，传统

方法的制备过程包括标准菌株冻干粉的复壮、确

认、传代、培养、多步稀释及计数等，通常要反复试

验多次才能摸索得到合适浓度的菌悬液，实验耗时

耗力。本实验采用了半定量的菌珠来制备工作菌

液，实验时按照使用产品说明书用无菌生理盐水直

接将菌珠溶解并稀释至所需浓度。半定量菌珠的

使用可以省去传统菌液制备的多重步骤，大大节约

了实验时间和成本。

　　实验中用标准菌株对商用菌珠的菌种进行了
比对和确认，保证了实验的准确性。所有涉及阳性

菌的实验操作均在生物安全柜及阳性菌室（符合

《中国药典》２０１５版四部要求）中进行。见图１。

注：白色小球为菌珠、黑色小球为指示剂。

图１　乙型副伤寒沙门菌的菌珠

２．２　菌悬液浓度的计数方法　本实验中菌悬液浓
度的计数采用了两种方法进行，一种为平板菌落计

数法，另一种为螺旋平板计数法。

　　平板菌落计数法是最常用的一种统计菌液中
含菌浓度的方法［６］，而螺旋平板计数法是一种快

速、简便的菌落计数的新方法［７８］，具体实验步骤

为：使用全自动螺旋平板加样系统（图２）将增菌后
的菌液接种在浇注好培养基的平板上，菌液接种

后，菌落即分布在螺旋轨迹上，随半径的增加分布

越来越稀。接种结束后，将平板置于规定的条件下

进行培养，培养结束后采用全自动菌落计数系统对

培养后的平板上的菌落进行计数。

　　注：加样量为每个平皿５０μＬ。

图２　全自动螺旋平板加样系统

　　与传统的平板计数法相比，螺旋接种仪在接种
过程中是全自动取样的，接种量精确，可以避免样

本间的交叉污染，减少人员操作误差。它以阿基米

德式螺旋线进行浓度递减式加样，可以在一块平皿

上进行浓度跨度达１０００倍的接种，避免了传统方
法中繁琐的稀释步骤，大大减少了稀释液和平皿的

用量，这种方法在１ｈ内能接种 ５０个左右的平板，
极大地提高了工作效率。本实验中各增菌过程所

得到的菌液浓度的测定均采用了螺旋平板计数法。

·７１９１·安 徽 医 药　ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌａｎｄＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ　２０１７Ｏｃｔ，２１（１０）



２．３　基础培养基的选择　实验取浓度为１０６ＣＦＵ
·Ｌ－１沙门菌的工作菌悬液各０．１ｍＬ分别接种至
１０ｍＬ无菌ＮＢ、ＴＳＢ和ＢＰＷ中，在３７℃培养８ｈ后
用螺旋平板计数法测定培养后的菌液浓度（图３）。
该实验重复３次，每次重复做两个平行样品。通过
比较沙门菌在３种的培养基中的生长情况，选择细
菌生长较为旺盛的培养基作后续研究。

　

图３　螺旋平板计数法计数沙门菌悬液

２．４　培养条件的优化　实验取１０６ＣＦＵ·Ｌ－１的沙
门菌菌悬液０．１ｍＬ接种至１０ｍＬ基础培养基中，
按表１中的条件分别培养８ｈ后，测定菌悬液浓度，
选择出最优的培养条件进行实验。

表１　沙门菌增菌培养条件

样品号 培养条件

１ ３７℃＋静置

２ ３７℃＋振荡１００ｒ·ｍｉｎ－１

３ ３７℃＋振荡２００ｒ·ｍｉｎ－１

２．５　选择性增菌培养基中添加成分的筛选　如果
增菌培养基没有选择性，那么样本中高背景的非目

标细菌也会大量的繁殖，这样不仅为后续的分离鉴

定工作带来很大的干扰，同时也会抑制目标菌的正

常生长。因此本实验考虑在培养基中添加适当的

成分使得样品中的沙门菌能得到选择性富集。

根据文献报道及沙门菌鉴定培养基的原

理［１９２０］，本实验选择了以下几种添加成分进行实

验：牛胆盐、煌绿、柠檬酸钠、氯化镁、磷酸二氢钾、

孔雀绿、亚碲酸钠、次硝酸铋、甘露醇和葡萄糖。上

述物质以一定的浓度加入到基础培养基中，再分别

接入１０５ＣＦＵ·Ｌ－１的沙门菌悬液，同时以不含添加
剂的培养基为空白对照，按规定条件培养８ｈ后，考
察菌的生长情况。根据实验结果确定选择性增菌

培养基的配方。

在实际检测过程中，样本中会含有多种细菌，

而其中最为常见的为革兰阳性菌中的金黄色葡萄

球菌和革兰阴性菌中的大肠埃希菌，本实验选择这

两种菌作为非目标菌的代表考察了新的选择性增

菌培养基选择性增菌的效果。

２．６　沙门菌在沙门菌选择性增菌培养基（ＳＥＢＳ）
中的增菌效果　取浓度为１０７ＣＦＵ·Ｌ－１的沙门菌
菌悬液各０．１ｍＬ分别接种至１０ｍＬＳＥＢＳ、ＮＢ和
ＲＶ沙门菌增菌液体培养基［６］中按规定条件培养，

不同培养时间的培养物中菌液浓度用螺旋加样平

板计数法计数。重复试验３次，每次试验平行重复
２个。
２．７　ＳＥＢＳ培养基对非目标菌生长的验证　将１０８

ＣＦＵ·Ｌ－１的非目标菌菌悬液各０．１ｍＬ接种至１０
ｍＬＳＥＢＳ及ＮＢ中按规定条件培养，取培养物用螺
旋加样平板计数法计数。此外将１０６ＣＦＵ·Ｌ－１的
目标菌和１０７ＣＦＵ·Ｌ－１非目标菌各０．１ｍＬ同时接
种至１０ｍＬＳＥＢＳ培养基中，按规定进行培养，然后
将培养物接入到各菌株的显色培养基中进行平板

计数，判断沙门菌生长受影响情况。

２．８　人工污染样品的检测　人工污染食品样本的
检测方法：取１ｍＬ浓度为１０５ＣＦＵ·Ｌ－１沙门菌液加
入到２５ｍＬ牛奶（根据ＧＢ４７８９．４２０１０方法检测不含
沙门菌）中，置于灭菌袋中，混匀，室温处理１５ｍｉｎ，加
入２２５ｍＬＳＥＢＳ培养基，混匀，按规定条件培养，同法
制得另外４个不同批次的人工污染牛奶的样品，同时
以未接种菌液的牛奶样品做阴性对照。

人工污染药品样本的检测方法：取１０ｇ胃苏颗
粒（根据中国药典２０１５版四部１１０６方法检测不含
沙门菌），置于１００ｍＬＳＥＢＳ中，混匀，取１ｍＬ浓度
为１０５ＣＦＵ·Ｌ－１沙门菌液加入到上述样品溶液中，
混匀，按规定条件培养，同法制得另外４个不同批
次的人工污染胃苏颗粒的样本，同时以未接种菌液

的样品做阴性对照。

培养结束后，从上述样品中取少量培养物划线接

种于沙门菌显色培养基ＸＬＤ平板上，观察培养结果，
如有典型菌落，则用全自动微生物分析系统进行鉴定。

３　结果
３．１　基础培养基的选择　计数结果为 １．３×１０６

ＣＦＵ·Ｌ－１沙门菌的工作菌悬液各０．１ｍＬ分别接种
至１０ｍＬ无菌的ＮＢ、ＴＳＢ和ＢＰＷ中，３７℃培养８ｈ
后取出，用螺旋平板计数法检测增菌后的菌液浓

度，结果如图４所示。沙门菌在３种培养基中均有
生长，培养结束时菌液浓度都有大幅提高，在 ＴＳＢ
和ＮＢ肉汤中的增殖要大于 ＢＰＷ，考虑到增殖效果
以及简单经济性，本实验选择了 ＮＢ肉汤作为基础
培养基，其成分为：蛋白胨１０．０ｇ、牛肉粉３．０ｇ、氯
化钠５．０ｇ和葡萄糖１．０ｇ。
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图４　沙门菌在３种基础培养基中的生长情况

３．２　培养条件的优化　沙门菌在不同培养条件下的
生长情况如图５所示。在静置培养的条件下，沙门菌
的生长滞后，而在振摇方式下沙门菌在４ｈ后就进入
了对数生长期，在８ｈ后浓度即可到达１０９ＣＦＵ·Ｌ－１。
这可能是因为静置时菌液会逐渐沉积在培养基的底部

堆叠在一起从而致使部分细菌得不到充足的养分而导

致菌株生长比较缓慢。而振摇的方式能使细菌充分的

分散于培养基中，保证每个菌体生长都能充分均匀的

利用到培养基的养分，另外振荡的方式也可以使细菌

在生长代谢过程中产生的热量能充分的散发出去，使

培养基始保持正常的温度。根据实验结果，本实验选

择细菌的培养方式为在３７℃下振摇１００ｒ·ｍｉｎ－１。

图５　沙门菌在不同培养条件下的生长情况

３．３　选择性增菌成分的确定　参照《中国药典》
２０１５版四部《非无菌产品微生物限度检查》中的微
生物回收方法［６］，用微生物回收率来评价添加成分

对沙门菌和非目标菌生长的影响，结果如表２。从
表２可知，牛胆盐和柠檬酸钠对金黄色葡萄球菌有
很强的抑制作用，在一定浓度范围内，金黄色葡萄

球菌几乎不能生长，而对沙门菌和大肠杆菌的生长

几乎没有影响。高浓度的氯化镁对金黄色葡萄球

菌的生长有明显的抑制作用，而对于沙门菌和大肠

埃希菌的生长几乎没有影响。次硝酸铋对于金黄

色葡萄球菌的抑制也很强烈，同时能明显的抑制沙

门菌的生长，高浓度的情况下大肠埃希菌的生长也

被明显抑制。较高剂量的甘露醇对于金黄色葡萄

球菌和大肠埃希菌的生长有明显的抑制作用，而沙

门菌在此条件下生长良好。煌绿在低剂量下对于

金黄色葡萄球菌就有很强的抑制作用。孔雀绿对３
种细菌的抑制作用都非常强烈。亚碲酸钠对大肠

埃希菌的抑制强烈，较低剂量就会完全抑制它的生

长，对金黄色葡萄球菌也有明显的抑制作用，而沙

门菌的生长状况在可接受的范围之内。

向培养基中添加目标菌可利用的碳源和营养物

质，有利于目标菌的复活和生长。葡萄糖是最常见的

一种促进细菌生长的成分，甘露醇可以作为碳源为细

菌的生长提供营养物质，从表中可以看出加入一定量

的葡萄糖和甘露醇都可以促进沙门菌的生长。

表２　各添加成分对３种细菌生长影响

添加剂 浓度／ｇ·Ｌ－１
金黄色

葡萄球菌／％

大肠埃希

菌／％
沙门菌ａ／

％
牛胆盐 １．５ — ９８．８８０ ９９．８７０

２．０ — １０１．２１０ １００．１００
３．０ — １０５．４１０ １０３．１７０

柠檬酸钠 ３．０ — ７０．１１０ １０５．８８０
５．０ — ６４．８５０ ８３．５３０
８．０ — ６６．２１０ ６７．６４０

氯化镁 ２９．０ ０．５６０ ９１．２５０ ９６．４２０
５８．０ ０．２１０ ９０．７５０ ９２．４２０

次硝酸铋 １．０ ０．０２６ ４５．１７０ ６．５１０
２．０ ０．００２ ２０．６６０ ０．５７０
３．０ ０．００１ ９．１４０ ０．０７１

甘露醇 １．０ ８１．６７０ ５５．１１０ ９４．５２０
２．０ ７６．６７０ ４７．５９０ １１１．９４０
３．０ ４５．８３０ ３６．２５０ １００．９７０

煌绿 ０．０１０ １．４５０ ８７．５６０ ９８．４２０
０．０１５ １．２９０ ８２．２５０ ９７．３９０
０．０２５ ０．７７０ ８０．５００ １０４．８３０

孔雀绿 ０．０３０ — — —

０．０４０ — — —

０．０６０ — — —

亚碲酸钠 １×１０－４ ２１．７００ — ８４．１１０
２×１０－４ １５．３１０ — ７０．５１０
３×１０－４ ６．３３０ — ５１．２５０

葡萄糖 １．０ ４０．５６０ ９０．２１０ １０６．７１０
２．０ ６０．１１０ １０５．２００ １１０．５６０
３．５ ８０．４４０ １０３．１１０ １２０．３８０

　　注：ａ微生物的回收率：评价各添加成分对３种细菌生长影响，

公式为：（细菌在含添加剂 ＮＢ中的菌液浓度／细菌在空白 ＮＢ中的

菌液浓度）×１００％，“—”表示未检出。

　　综合考虑以上的添加物质对沙门菌生长的影响，
以能够使沙门菌生长良好同时对其他非目标菌的生长

有明显的抑制作用为标准，实验选择了牛胆盐、柠檬酸

钠和亚碲酸钠为抑制剂，甘露醇和葡萄糖为促进剂。

３．４　ＳＥＢＳ培养基的制备　根据上述实验我们配
制了一种新的沙门菌选择性增菌培养基ＳＥＢＳ：称取
ＮＢ肉汤１９．０ｇ、牛胆盐１．５ｇ、柠檬酸钠５．０ｇ、葡萄
糖３．５ｇ和甘露醇２．０ｇ，用适量的实验用水溶解
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后，定容至１０００ｍＬ后在１２１℃灭菌１５ｍｉｎ，冷却
后矫正ｐＨ值为（７．０±０．２），临用前加入用无菌水
配制的０．１ｇ·Ｌ－１亚碲酸钠溶液１ｍＬ。
３．５　ＳＥＢＳ的增菌效果
３．５．１　ＳＥＢＳ培养基对沙门菌的增菌效果　沙门菌
在ＳＥＢＳ、营养肉汤和ＲＶ培养基中的生长情况如图
６所示。沙门菌在 ＳＥＢＳ肉汤中生长时８ｈ就能达
到近１０１０ＣＦＵ·Ｌ－１的浓度，与在营养肉汤中的生长
情况类似，说明在 ＳＥＢＳ肉汤中的沙门菌的扩增效
率高。而在ＲＶ肉汤中，尽管沙门菌进入生长期和
生长速度与在上述的两种培养基中相当，但是１６ｈ
后的菌浓度要低于ＳＥＢＳ和ＮＢ肉汤。

图６　沙门菌在ＳＥＢＳ培养基中的增菌效果

３．５．２　非目标菌在 ＳＥＢＳ中的生长情况　由表３
可知，金黄色葡萄球菌在 ＳＥＢＳ培养基中完全不能
生长，大肠埃希菌在 ＳＥＢＳ培养基中的生长也受到
很大的抑制。而沙门菌即使在有非目标菌同时存

在的情况下，它在 ＳＥＢＳ中的生长仍然不受影响，
８ｈ后浓度可达到近１０９ＣＦＵ·Ｌ－１。证明 ＳＥＢＳ对
于沙门菌的生长具有很好的选择性增菌效果。

表３　非目标菌在ＳＥＢＳ肉汤中的生长情况

菌株
菌液浓度（ｌｇ值）

（ｔ＝０ｈ）
菌液浓度（ｌｇ值，ｔ＝８ｈ，ｘ±ｓ）
ＮＢ肉汤 ＳＥＢＳ培养基

金黄色葡萄球菌 ２．１５ ７．８１±０．０４６ —

大肠埃希菌 ２．３９ ８．４７±０．０３５ ３．１０±０．０７７

　　注：“—”表示未检出。

３．５．３　人工污染样品的检测　“２．８”项下的１０批
人工污染的食品和药品的样本，在 ３７℃ １００ｒ·
ｍｉｎ－１振摇培养８ｈ后，取培养物划线接种于ＸＬＤ平
板上，均有特征菌落生长，挑取典型菌落用全自动微

生物分析系统检测，显示为沙门菌阳性，阴性对照均

为阴性。

４　讨论
每年由沙门菌造成的食物中毒事件层出不穷，建

立快速、准确的沙门菌的检测方法可以有效的预防和

控制沙门菌对公众卫生安全的不良影响。现有标准的

两步增菌方法不仅过程繁琐而且大大拉长了整个检验

时间。一些快速检测方法通常没有预增菌的过程，再

加上方法本身的灵敏度的限制，常常会造成一些假阴

性的结果。因此研究一种培养基能有效对沙门菌增菌

又能选择性的抑制非目标菌的生长非常有意义。

本文建立的 ＳＥＢＳ是一种复合增菌培养基，它
以ＮＢ为培养基的基础，在满足沙门菌生长需求的
情况下，添加了牛胆盐１．５ｇ· Ｌ－１、柠檬酸钠５．０ｇ
· Ｌ－１、葡萄糖３．５ｇ· Ｌ－１、甘露醇２．０ｇ· Ｌ－１和
０．１ｍｇ· Ｌ－１亚碲酸钠，其中牛胆盐、柠檬酸钠可以
抑制革兰阳性菌的生长，而亚碲酸钠对肠杆菌的生

长有很好的抑制作用，同时加入的葡萄糖和甘露醇

作为生长促进因子，保持细胞的良好生长。这样的

组成不仅可以较好的抑制以金黄色葡萄球菌和大

肠埃希菌为代表的背景微生物，而且有效的保证了

ＳＥＢＳ培养基对沙门菌的选择性增菌效果。
ＳＥＢＳ培养基的应用可以将常规的对沙门菌的两

步增菌合并在一个步骤中实现，对于含菌量在１０３～
１０５ＣＦＵ·Ｌ－１的沙门菌的人工污染样品，经８ｈ增菌
后就能鉴定样品是否染菌，这样不仅可以大大的缩短

沙门菌的检验时间也提高了检验效率和准确性。

本实验中引入了半定量菌珠、并将全自动螺旋

平板加样系统、全自动计数方法及全自动微生物鉴

定方法等现代化的微生物实验方法进行联合运用，

大大提高了实验的效率和准确度，为今后此类的科

学研究提供了一个很好的方法学参考。
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