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Face a la premiere cause de toxi-infection alimentaire collective en France, les chercheurs de
I'INRA et de 'AFSSA se sont regroupés, au sein de réseaux nationaux et européens, pour ameé-
liorer la sécurité¢ alimentaire, notamment en réduisant le risque de portage asymptomatique de
salmonelles par les animaux. Cette approche pluridisciplinaire allie bactériologie, immunolo-
gie, biologie cellulaire et moléculaire, génétique, infectiologie, épidémiologie et modélisation.

Les toxi-infections alimentaires
restent d’actualit¢ dans 1’Union
Européenne ; dans la majorité des cas,
elles sont dues aux salmonelles et
Campylobacters avec une incidence
moyenne de 10 a 100 cas déclarés pour
100 000 habitants (de Jong et Ekdahl
2006). Chez I'Homme et les animaux,
les salmonelles peuvent étre respon-
sables, selon leur sérotype (au nombre
de 2540 actuellement), de con-
séquences trés variées allant d'une
colonisation intestinale asymptoma-
tique a une infection généralisée, par-
fois mortelle, en passant par une gastro-
entérite. La sous-espeéce Salmonella
enterica subsp. enterica, est la seule
pathogéne pour I'Homme. Elle est
responsable des fievres typhoides et
paratyphoides, dues notamment a
S. Typhi, dont I’origine est rarement
alimentaire dans les pays industrialisés
mais qui restent responsables de plus de
17 millions de cas par an dans le
monde. Nous restreindrons ici notre
propos aux sérotypes S. Enteritidis et
S. Typhimurium, responsables a eux
seuls des deux tiers des toxi-infections
alimentaires collectives en France
(33% et 32% respectivement) (Velge et
al 2005). Les oeufs et les produits a
base d'ceufs (mayonnaises en particu-
lier) sont, avec les viandes de volailles,
les principaux aliments a l'origine des
contaminations humaines.

Les répercussions économiques de
ces contaminations alimentaires sont
d’autant plus importantes que leur
détection se fait en aval de I'¢levage,
c'est-a-dire au niveau de la chaine de
production, de transformation et de
commercialisation du produit. Ainsi, la
maitrise des risques en amont de la
chaine (donc chez les animaux) est un
enjeu non seulement de santé publique
mais aussi économique. Toutefois, la
contamination des animaux est difficile
a repérer en raison de 1’absence de
symptomes, tout particuliérement chez
les volailles et les porcs. Ce portage dit
asymptomatique peut entrainer une
excrétion fécale importante (de 10 a
plus de 107 bactéries par gramme de
maticre fécale) et étre responsable de la
dissémination des bactéries aux ani-
maux sains, dans l'environnement
d'élevage mais aussi dans les abattoirs
et ateliers agroalimentaires, en parti-
culier lors de la découpe des animaux.
Une des spécificités de S. Enteritidis est
de coloniser l'appareil génital des
volailles et donc de se transmettre de
facon verticale (de la poule a I'ceuf).

Méme si la fréquence des infections
humaines dues aux salmonelles a
diminué de 16,9% entre 2001 et 2003,
10 472 souches de Salmonella d’ori-
gine humaine et 382 foyers de cas
groupés de salmonellose ont encore

été répertoriés en France en 2003 et
192 703 cas de salmonellose humaine
ont été notifiés dans les 25 états de
I'Union Européenne en 2004 (EFSA
2006). Ces progres ont été en grande
partie rendu possibles par une meilleure
maitrise du risque de contaminations
microbiennes lors des différentes
phases de préparation des aliments,
notamment dans les ateliers de trans-
formation. Du fait de la diminution
des contaminations durant la transfor-
mation, la matiére premiére, en parti-
culier d'origine animale, est devenue
I’une des principales sources de con-
tamination microbienne des filieres
alimentaires. Pour améliorer la sécu-
rité alimentaire humaine, Il est donc
désormais capital d'améliorer la santé
des animaux et en particulier de
diminuer le portage asymptomatique
par les animaux de rente.

La contamination d’un hote par des
salmonelles se faisant principalement
par voie orale, I’intestin est le lieu pri-
vilégi¢ de la colonisation et de la per-
sistance des bactéries. Le devenir d'une
infection (maladie, persistance asymp-
tomatique du pathogéne ou guérison)
dépend ensuite de 1’équilibre entre les
moyens de défense de 1’hote et les fac-
teurs de virulence du pathogéne. Les
facteurs de virulence de la bactérie lui
permettent de coloniser son hote en
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détournant ou en échappant a la
réponse immune tandis que des méca-
nismes de défense mis en place par
I'hote réduisent la multiplication et la
survie de la bactérie. C’est pour cette
raison que les salmonelles infectent
principalement les sujets agés, tres
jeunes ou présentant un trouble des
défenses immunitaires. Etudier les fac-
teurs de cet équilibre est donc néces-
saire au développement de vaccins ou
de traitements et a la sélection d’ani-
maux résistants.

Cet article fait le point des recher-
ches menées sur les possibilités de
diminution du risque de toxi-infec-
tions humaines dues aux salmonelles a
travers la réduction du réservoir ani-
mal et par suite du portage asympto-
matique de ces bactéries par les
volailles et le porc. Ces travaux cou-
vrent également des aspects plus fon-
damentaux visant a comprendre les
roles respectifs dans le portage intes-
tinal aviaire, des facteurs de 1’hote
(en particulier ceux de la réponse
innée) et de la bactérie notamment
ceux impliqués dans le pouvoir invasif
de S. Enteritidis. Ces approches per-
mettent d’aborder la question du
développement de vaccins ; elles
faciliteront de plus I’identification de
genes impliqués dans la résistance au
portage et par la suite leur utilisation
en sélection commerciale. Enfin, des
travaux de modélisation permettent de
prévoir [Defficacité de stratégies
d’éradication des salmonelles chez les
volailles et les porcs.

1/ Fréquence de I’infection

La maitrise des zoonoses d’origine
alimentaire est un objectif prioritaire
de I’Union Européenne pour améliorer
la santé publique mais également en
raison des risques de limitations, pour
des raisons sanitaires, d’échanges
commerciaux de denrées alimentaires.
Le programme de surveillance et mai-
trise de Salmonella dans 1’Union
Européenne a été mis en place par éta-
pes successives.

Etablir un état des lieux objectif a
d’abord impliqué d’harmoniser les
plans d’échantillonnage, grace aux tra-
vaux de I’AESA (Autorité Européenne
de Sécurité sanitaire des Aliments) en
lien avec le réglement 2160/03 (EU
2003) puis les méthodes de détec-
tion utilisées dans les différents
états membres, grace au Laboratoire
Communautaire de Référence (RIVM
Pays-Bas), dont la création était inscri-
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te dans la directive CE 92/117 et qui
permet de disposer de I’annexe D de la
norme ISO 6579. Le tout assure la
comparaison des résultats produits
entre les différents laboratoires en char-
ge de ces études dans toute 1’Europe.
La surveillance repose sur ’utilisation
de tests biologiques permettant I’identi-
fication des animaux infectés. Si des
recherches bactériologiques sur les
maticres fécales permettent de détecter
les animaux excréteurs, les méthodes
sérologiques, moins colteuses et plus
faciles a mettre en ceuvre a grande
échelle, (en particulier celles utilisables
sur le «jus de viande» a I’abattoir), sont
privilégiées. Elles permettent la détec-
tion d’animaux excréteurs intermittents
ou porteurs latents, pour lesquels 1’exa-
men bactériologique des matieres féca-
les est négatif (Lo Fo Wong et a/ 2004).

Des enquétes communautaires ont
été menées pour évaluer la prévalence
de la maladie, c'est-a-dire le nombre
d’animaux atteints dans une popula-
tion déterminée et a un moment
donné, sans distinction entre les nou-
veaux et les anciens cas. La premicre,
mise en place en 2001, concernait les
parquets de poules pondeuses. Les
résultats placent la France dans le
peloton de téte des pays grands pro-
ducteurs d’ceufs de consommation
avec une prévalence de Salmonella
Enteritidis inférieure a 4% des trou-
peaux (EFSA 2007a). La prévalence
de Salmonella dans les troupeaux de
poulets de chair avant 1’abattage a été
établie en 2005 et 2006. Les chiffres
(8% de troupeaux contaminés) témoi-
gnent d’un positionnement favorable
de la France, et de 1’efficacité des
mesures sanitaires mises en place. En
effet, dans quatre pays de 1’Union
Européenne, la prévalence dépasse
encore 50% (EFSA 2007b). Le traite-
ment des données de prévalence au
sein des productions dinde et porc
charcutier est actuellement en cours.

En paralléle, dés 1992, la directive
CE 92/117 promeut deux actions com-
plémentaires : la mise place d’une épi-
demio-surveillance de la contamination
chez ’'Homme et I’application de pro-
grammes de maitrise dans la chaine de
production intégrant des actions dans le
secteur amont des productions anima-
les. La directive vise 1’éradication de S.
Enteritidis et S. Typhimurium dans les
étages de sélection et de multiplication,
tant en production chair que dans la
filiere ponte, afin d’assainir le som-
met de la pyramide de la filiére avico-
le, a ’origine des animaux d’élevage.
(EU 2003).

Apres onze années d’application de
cette stratégie basée sur la bonne volon-
té des états, et suite a un retard impor-
tant dans la mise en place de program-
mes de maitrise dans de nombreux états
membres, I’Europe a adopté le regle-
ment CE 2160/2003 (EU 2003). Celui-
ci par nature s’impose a tous les états
membres pour les reproducteurs de
Gallus gallus en 2006, pour la produc-
tion d’ceufs en 2007, pour les poulets
de chair en 2008, la dinde et les porcs
charcutiers en 2009 et les cheptels de
reproducteurs porcins en 2010. Cette
réglementation harmonisée se base sur
la mise en place obligatoire de pro-
grammes de maitrise des agents zoono-
tiques.

2 / Développement des
modeéeles de portage

Afin de combattre le portage asymp-
tomatique, il est nécessaire d'en étudier
les mécanismes et donc de développer
des modeles expérimentaux. Chez les
volailles, une infection systémique est
souvent observée avant 1'établissement
du portage proprement dit. Ainsi, les
premiers modeles d'infection expéri-
mentale ont été développés pour com-
prendre les premiéres étapes de l'infec-
tion : colonisation intestinale, phase de
multiplication rapide des bactéries dans
les caeca et les organes internes, puis
plateau de contamination caractérisé
par une stabilisation du nombre de bac-
téries et enfin élimination du germe (au
moins au niveau des organes internes).
IIs ont permis de déterminer quels
étaient les organes colonisés et ont été
utilisés pour analyser chez le jeune et
chez l'adulte les moyens d'éradiquer les
salmonelles par chimiothérapie, exclu-
sion compétitive ou vaccination
(Brownell et al 1970). Toutefois ces
modeles ne permettent pas d’étudier
le portage asymptomatique. C’est
pourquoi, d'autres modéles ont été
développés.

Actuellement, deux principaux types
de modeles sont utilisés chez le jeune.
Le premier consiste en une inoculation
par voie orale du poussin d’un jour
avec des doses trés variables en fonc-
tion de la souche (entre 102 et 108)
(Bohez et al 2006, Nakamura et al
1993). Ce modele a l'intérét d'étre pro-
che du terrain ou les animaux sont sou-
vent infectés a la naissance ; mais il est
fréquemment a l'origine d’un taux de
mortalité non négligeable (Duchet-
Suchaux et al 1995). Le second concer-
ne l'inoculation par voie orale d'ani-
maux d'une semaine par une dose assez
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faible (5 x 104) (Duchet-Suchaux et al
1995). Ce modele est a la base de la trés
grande majorité des études réalisées a
I'INRA. II est reproductible et n'induit
aucune mortalit¢é ou symptome. La
durée de I’excrétion fécale, variable
suivant les lignées de volailles, peut
étre supérieure a 12 semaines (Duchet
Suchaux et al 1997).

La majorité des modeles sur animaux
adultes utilisent une inoculation par
voie orale au pic de ponte (Protais et al
1996). Dans ces modeles, on observe
un passage des salmonelles dans les
organes profonds (foie, rate) deés le
deuxiéme jour post inoculation avec
une ¢limination plus ou moins rapide
(entre 1-4 semaines). Toutefois la per-
sistance intestinale et en particulier
caecale peut durer trés longtemps.

Un autre type de modéle expérimen-
tal d’étude des infections a Salmonella
utilise la souris et I’infection par des
sérotypes ubiquistes de Salmonella
(tels que S. Typhimurium ou S.
Enteritidis). Ce mode¢le dans lequel les
souris peuvent étre inoculées par voie
orale, intrapéritonéale ou intraveineuse,
reproduit la phase aigué de la fievre
typhoide humaine causée par S. Typhi.
Il utilise des souris, dites sensibles
c'est-a-dire développant la maladie, et
notées Slcllal-/- car n’exprimant pas
le facteur de résistance Slcl/al (ancien-
nement Nrampl) qui controle la répli-
cation intracellulaire de certains
pathogénes bactériens ou parasitaires.
Ce modele a permis de grandes
avancées dans la compréhension des
interactions entre germes intracellu-
laires et leurs hotes (mycobactéries,
leishmanies, salmonelles...) mais aussi
des mécanismes de pathogénicité des
Salmonella (Mastroeni et Sheppard
2004). Plus récemment, des modeles
murins ont été développés pour étudier
les mécanismes de persistance des
Salmonella. Plusieurs groupes de
recherche ont inoculé des souris sensi-
bles Slcilal-/- avec des souches de
Salmonella dites atténuées, car présen-
tant un pouvoir pathogéne moindre
(Kingsley et Baumler 2000, Sukupolvi
et al 1997). Dans ces conditions, les
souris restent contaminées pendant
deux mois ce qui permet une étude du
développement de la réponse immuni-
taire  protectrice anti-Salmonella.
Cependant, ces modeles ne permettent
pas la compréhension des mécanismes
de pathogénie des Salmonella, les
souches atténuées pouvant avoir un
comportement chez I’hote différent de
celui d’une souche sauvage (plus
grande sensibilité aux molécules anti-

infectieuses par exemple), d’ou I’in-
térét de modeles d’infection de souris
résistantes Slcllal+/+ par des souches
sauvages de Salmonella (Monack et al
2004). Dans ce cas, les souris ne
présentent pas de symptdmes et I’infec-
tion persiste (jusqu’a un an post-inocu-
lation) au niveau de granulomes et des
ganglions mésentériques, malgré la
présence d’un taux élevé d’anticorps
anti-Sa/monella. Ces souris résistantes
excrétent, de maniére intermittente
mais sur une longue période, des bac-
téries dans leurs féces (Monack et al
2004). Ces modeles de persistance ont
le mérite de reproduire sur de nom-
breux points le portage chronique
observé chez I’Homme chez 1 a 6% des
patients infectés par S. Typhi. Ils ne
constituent par contre pas de bons
modeles pour I’étude des mécanis-
mes de portage asymptomatique des
Salmonella chez les volailles puisque,
dans ces espéces, les bactéries persis-
tent au niveau intestinal et non pas au
niveau systémique.

Tous ces modeles ont permis depuis
plus de dix ans d'étudier soit les fac-
teurs bactériens impliqués dans la colo-
nisation intestinale et la multiplication
intracellulaire, soit les facteurs immu-
nitaires qui permettent I'élimination des
bactéries. Plus récemment, ont été
conduites des recherches sur le dialo-
gue moléculaire entre 1'hote et la bacté-
rie et ceci grace a des modeles cellulai-
res. Depuis quelques années, de
nombreuses études prennent en compte
un nouveau partenaire, la microflore
intestinale, qui semble jouer un role
trés important dans le portage intestinal
en dialoguant également avec 1'hote
et le pathogéne (Stecher et al 2007,
Lawley et al 2008).

3 / Facteurs bactériens
impliqués dans le portage

Les facteurs bactériens impliqués
dans l'infection ont été majoritaire-
ment identifiés par des modeles cellu-
laires. Si les mécanismes impliqués
dans le portage intestinal des salmo-
nelles demeurent trés mal connus, cela
est en particulier lié a l'absence de
mod¢les cellulaires permettant d'étu-
dier le portage. Néanmoins, le déve-
loppement des modeles expérimen-
taux développés ci-dessus a permis
d'aborder 1'é¢tude des facteurs bacté-
riens impliqués dans la colonisation
et/ou la persistance dans les caeca,
site privilégié de persistance des
Salmonella chez les volailles.

Les travaux, réalisés sur le modéle de
persistance utilisant les souris résistan-
tes Slcllal+/+, ont permis de mettre
en évidence le role de deux protéines
membranaires, ShdA et MisL dans la
persistance intestinale et 1’excrétion
fécale des Salmonella (Dorsey et al
2005, Kingsley et al 2000). De plus,
des protéines codées par des génes pré-
sents sur des régions acquises par trans-
fert horizontal et des protéines de fonc-
tion encore inconnue jouent un rdle
dans la persistance systémique des
Salmonella dans ce modéle murin.
Cependant, le role de ces genes n’est
pas systématiquement transposable aux
autres espéces animales notamment le
porc (Boyen et al 2006) et devra
donc étre démontré dans les espéces
d’intérét.

Chez le poulet, le criblage de banques
de mutants aléatoires a permis de met-
tre en évidence le role, dans la coloni-
sation intestinale, du constituant majeur
de la paroi bactérienne, le lipopolysac-
charide, de nombreux geénes impliqués
dans le métabolisme, les systémes de
transport ou de régulation ou encore de
fonction inconnue (Morgan et al 2004,
Turner et al 1998). Les génes codés par
le plasmide de virulence participent
également a la persistance caecale de S.
Enteritidis chez les poussins. En effet,
nous avons montré que 1’absence de ce
plasmide n’empéche pas la colonisa-
tion précoce de I’intestin mais réduit
fortement la persistance de cette souche
dans les caeca (Virlogeux-Payant et al
2003). Des stratégies plus ciblées
basées notamment sur l'utilisation de
mutants dépourvus d'un ou plusieurs
geénes ont montré que les flagelles
nécessaires a la mobilité de Salmonella,
favorisent la colonisation des caeca
(figure 1), Le role des fimbriae est
moins évident : seul un réle ex vivo
dans la formation des biofilms sur du
tissu intestinal de poulet a en effet été
mis en ¢évidence (Allenvercoe et
Woodward 1999). Les systémes de
sécrétion de type III (T3SS) capables
d'injecter directement des molécules
dans la cellule hote, notamment le
T3SS-1 et le T3SS-2 qui jouent un
role majeur dans la virulence des
Salmonella, interviennent également
dans la colonisation et la persistance
intestinale ainsi que dans la colonisa-
tion systémique des poussins (Bohez et
al 2007). Cependant, 1'effet du T3SS-2
sur la colonisation intestinale n’est pas
retrouvé chez des poussins inoculés a
I’éclosion (Bohez et al 2007). Enfin, la
protéine de membrane externe TolC
joue également un role important dans
la colonisation intestinale des poussins
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Figure 1. Image en microscopie électronique (fond noir) d'une Salmonella Enteritidis
flagellée (A) et de son mutant non-flagellée (B). On peut observer les fimbriae qui sont
des facteurs d'attachement de la bactérie (B, fleche).

(Baucheron et al 2005). En effet, la
mutation du gene fol/C réduit in vitro les
capacités d’entrée de Sal/monella dans
les cellules intestinales en raison
d’une moindre expression du T3SS-1
(Virlogeux-Payant sous presse). L’en-
semble de ces travaux montre donc que
la colonisation et la persistance intesti-
nale de Salmonella chez les oiseaux
requierent un répertoire important de
facteurs bactériens qui n'est pas encore
entiérement connu.

4 / Réponse de 1I'hote

Pour développer des stratégies de
controle de la salmonellose basées
notamment sur la stimulation de 1’im-
munité, différentes équipes analysent
les mécanismes immunitaires de 1'hote
qui permettent I'élimination de la bac-
térie. L'identification des geénes des fac-
teurs immunitaires impliqués dans la
résistance est complémentaire de la
recherche systématique de marqueurs
génétiques polymorphes (approche
QTL) utilisables dans un processus de
sélection d'animaux résistants.

Chez I’héte, la premicre ligne de
défense mise en jeu fait appel a I'immu-
nité innée médiée par les macrophages et
les neutrophiles. Ces cellules phagocy-
taires a fort pouvoir bactéricide sont les
premiéres recrutées au site d’infection
par les chimiokines produites par les cel-
lules de la barriére intestinale (IL-8,
MIP...). Elles sont activées par les
cytokines pro-inflammatoires (IL-13,
TNF-o, IFN-y, IL-12...). L'étude de ces
facteurs permet donc de connaitre 1'état
d'activation de la réponse immune voire
le type de réponse induite.

Le niveau d’expression des génes des
chimiokines et cytokines a d’abord été
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étudié chez la souris en fonction de la
résistance a ’infection systémique par
Salmonella (Lalmanach et Lantier
1999) puis chez les ovins (Lalmanach
2001, Montagne 2001). Avec la méme
approche, nous avons comparé, chez
les oiseaux, I'expression de huit génes
de la réponse immune innée au niveau
du tissu lymphoide associé au site du
portage (tonsilles caecales) entre deux
lignées consanguines de poulets pré-
sentant de fortes différences phénoty-
piques vis-a-vis du portage asympto-
matique de Salmonella Enteritidis. Le
géne de Dl'interféron gamma (INF v)
s’avere plus fortement exprimé chez les
poulets résistants au portage (Sadeyen
et al 2004). Cette cytokine stimulant
I’activité¢ bactéricide des phagocytes
pourrait ainsi jouer un rdle important
dans la résistance au portage chez les
jeunes animaux. Ces données sont a
rapprocher de celles montrant une plus
grande capacité des macrophages
(Wigley et al 2006) et des neutrophiles
(appelés hétérophiles chez les oiseaux)
(Swaggerty et al 2006), issus d’ani-
maux résistants, a répondre a la stimu-
lation par une plus forte production de
cytokines pro-inflammatoires et de chi-
miokines.

Etant donné que les macrophages et
les neutrophiles combattent 1’invasion
bactérienne par la production de pepti-
des anti-microbiens, nous avons étudié
I’expression des génes des P-défensi-
nes qui représentent la plus grande
famille de peptides anti-microbiens
chez les oiseaux (Lehrer et Ganz 2002).
Nous avons observé une forte différen-
ce d’expression des génes des -défen-
sines aviaires 1 et 2 dans le tissu lym-
phoide associé au site de portage entre
les deux lignées aviaires consanguines.
Chez le poussin, 1’expression accrue
des deux B-défensines ne réduit pas la

colonisation bactérienne (Sadeyen et a/
2004). Cependant chez la poule, 1’ex-
pression de ces -défensines est corré-
1ée a la résistance (Sadeyen et a/ 2006).
Ces résultats sont en accord avec les
données de génomique positionnelle
montrant une forte association entre le
niveau de colonisation caecale de
S. Enteritidis et le polymorphisme au
sein du cluster de genes des B-défensi-
nes (Hasenstein et Lamont 2007). Une
hypothése pour expliquer I’inefficacité
des deux [-défensines a réduire la
charge bactérienne chez le jeune pour-
rait étre une immaturité de leur systéme
immunitaire. En effet, nos travaux
montrent clairement que les mécanis-
mes protecteurs chez le poussin sont
différents de ceux mis en place chez les
adultes (Sadeyen et al 2000).

A présent, des données d’expression
de génes a grande échelle émergent
grice au développement d’outils per-
formants (puces ADN multi-tissus,
généralistes ou thématiques). Elles per-
mettent de démontrer 1I’importance de
geénes a fonction connue, mais aussi
d’identifier I’effet de génes dont le role
dans la résistance intestinale aux
pathogénes était jusque la insoupgon-
née (Hooper et al 2003). En compa-
rant deux lignées de poulets a crois-
sance lente et rapide, Van Hemert et al
(2006) ont détecté lors de la réponse
intestinale précoce a S. Enteritidis une
différence importante entre les deux
lignées. Celle a croissance rapide mon-
tre, dés le premier jour, l’induction
d’un ensemble de genes reliés a 1’acti-
vation des lymphocytes T alors que la
réponse de la lignée a croissance lente
est reliée aux macrophages (van Hemert
et al 2006). Ces données ont été confir-
mées par une autre étude établissant
une relation entre les variations du
niveau d’expression de génes et celles,
en nombre et activités, des populations
cellulaires (van Hemert et al 2007). La
comparaison entre cellules infectées et
non infectées permet d’obtenir des
informations fiables et directement
reliés aux événements moléculaires et
cellulaires qui ont lieu au cours de I’in-
fection (Lillehoj er al 2007) mais sans
toutefois étre systématiquement attri-
buables au contrdle de I’infection in
vivo. Dans I’ensemble, une analyse cri-
tique des données, une connaissance
des mécanismes d’interaction et des
systtmes de régulation de [I’ho-
méostasie intestinale peuvent amener a
des découvertes fondamentales avec
applications thérapeutiques poten-
tielles. Ces études permettent, en effet,
de prédire le type de réponse immuni-
taire qu'il faut induire par un vaccin
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pour avoir une bonne protection. Elles
faciliteront également [’identification
des génes contrdlant la résistance géné-
tique des animaux et par suite la sélec-
tion de lignées résistantes (cf. § 5.3).

5 / Méthodes de prévention

La prévention des cas humains de
salmonelloses passe d’abord par
I'amélioration des conditions d'hygiéne
dans les différents échelons de la filiére
(élevages, abattoirs, usines de transfor-
mation...) mais aussi des ménages. Elle
implique aussi la réduction des taux de
contamination des animaux par le
développement de vaccins, la sélection
d’animaux résistants et 1’utilisation de
flore digestive de barriére bloquant
I’implantation des bactéries.

5.1 / Hygiéne

En France, en raison notamment de
I'amélioration des conditions d'hygiene,
les Salmonella agents de fiévres
typhoides et paratyphoides ne comptent
plus que pour 1,5% des isolats ; ils
proviennent presque exclusivement de
cas d’importation. Pour contrdler avec
efficacit¢ dans les exploitations, les
infections a Salmonella dites ubiquistes
responsables de toxi-infections alimen-
taires, il faut avant tout respecter les
bonnes pratiques d’élevage et d’hygie-
ne. La réduction de la prévalence
implique la mise en ceuvre d’un ensem-
ble de mesures visant tout d’abord a
prévenir I’introduction de ces bactéries
lors de I’arrivée de nouveaux animaux
(EFSA 2006). L’aliment est également
considéré comme une source majeure
de contamination, en particulier dans
les pays, comme la France présentant
une faible prévalence en élevage. Son
importance épidémiologique peut étre
considérable car il peut contaminer un
grand nombre d’élevages. Enfin, l'envi-
ronnement de 1’¢levage est une autre
source importante de contamination via
les rongeurs, le matériel commun et les
visiteurs (Velge et al 2005). 11 convient
également de limiter la transmission
des salmonelles a I’intérieur du trou-
peau. A ce niveau, les mesures de bio-
sécurité interne, en particulier le
respect de la conduite en bandes, la
conduite des locaux en tout plein/tout
vide associée a un nettoyage et désin-
fection des salles entre bandes consti-
tue un point essentiel de cette maitrise
(Lo Fo Wong et al 2000).

Pour le consommateur enfin, les
régles de prévention des salmonelloses
sont principalement axées sur le respect

de la chaine du froid, sur la cuisson
adéquate, la propreté des personnes et
du matériel. Pour les ceufs, il importe
de vérifier 1'état de la coquille (qui doit
étre propre et intacte) et de les stocker
au froid aprés leur achat et ce, jusqu’a
leur consommation. Il en est de méme
de toutes les préparations a base d'ceufs
crus ou peu cuits (mayonnaise et
crémes).

Par contre les traitements antimicro-
biens préventifs sont désormais inter-
dits au vu des risques d’augmentation
de la résistance aux antibiotiques
observée chez les salmonelles et d’au-
tres bactéries (Arlet et al 2006). La
transmission de ces résistances est étu-
diée au centre INRA de Tours (Velge et
al 2005). Les conséquences de la résis-
tance a certains antimicrobiens, notam-
ment les fluoroquinolones et les cé-
phalosporines, sont particulierement
inquiétantes car ces substances sont
trés importantes pour le traitement des
infections bactériennes systémiques
chez I’homme (Giraud et al 2006). De
plus, des résultats récents suggérent
que l'acquisition de la résistance a cer-
tains antibiotiques pourrait favoriser la
virulence de S. Typhimurium. En effet,
la pompe d'efflux liée a TolC qui favo-
rise la résistance aux quinolones et
aux fluoroquinolones, augmenterait
I'expression des facteurs de virulen-
ce impliqués dans l'entrée cellulai-
re (T3SS-1) (Virlogeux-Payant sous
presse).

5.2 / Vaccins et flore compétitive

La vaccination est une des méthodes
de prévention des infections a
Salmonella qui a fait et continue de
faire I’objet d’un grand nombre de
recherches. L’objectif est de dévelop-
per le vaccin idéal qui, inoculé aux
volailles, permettrait de réduire forte-
ment [’incidence des infections a
Salmonella chez ’homme. Les proprié-
tés du vaccin idéal sont :

— une protection efficace contre I’in-
fection systémique, la colonisation de
la muqueuse intestinale et I’infection
des ceufs (pour S. Enteritidis) et ce, des
les heures qui suivent I’éclosion,

— une atténuation de la virulence chez
I’Homme et les animaux,

—une réduction de I’excrétion des
Salmonella dans 1’environnement,

—une compatibilité avec d’autres
mesures de controle (présence d’un
marqueur permettant de différencier la
souche vaccinale),

—un bon rapport cott-efficacité.

La vaccination des volailles a permis
de réduire I’incidence des infections a
S. Enteritidis chez I’Homme, démon-
trant ainsi qu’elle était un moyen de
lutte efficace contre les infections a
Salmonella. De plus, avec les nouvelles
réglementations européennes, la vacci-
nation des poules pondeuses va devenir
obligatoire dans les pays les plus conta-
mingés.

Les recherches conduites jusqu’a
maintenant ont montré que, quelle que
soit la forme de vaccin utilisée (tué,
vivant atténué ou sous-unité), une pro-
tection est observée mais de niveau
variable et souvent liée a un sérotype.
Si tous les vaccins chez la volaille pro-
tégent les animaux contre S. Enteritidis,
seuls certains sont efficaces vis-a-vis
d’une infection a S. Typhimurium ou
a S. Gallinarum et aucun ne protége
contre tous les sérotypes (Van
Immerseel et al 2005). La réponse
immunitaire protectrice ne se dévelop-
pant qu’a partir du 10°Mm€ jour aprés
éclosion, seuls les vaccins vivants atté-
nués sont capables d’induire une pro-
tection trés précoce des poussins et ce,
griace a leur propriété d’inhibition de
colonisation. Ils présentent donc un
intérét particulier puisqu’ils permettent
de bloquer la colonisation intestinale
par des salmonelles virulentes. Mais ils
sont a I’heure actuelle interdits en
France.

Cette notion d'inhibition de colonisa-
tion ou d'exclusion compétitive (la
souche vaccinale empéchant la crois-
sance ou l'attachement de la souche
pathogéne) est observée également lors
de l'administration d'une flore intesti-
nale d'un animal adulte a des poussins.
En effet, la sensibilité¢ des poussins est
liée a l'immaturit¢ de leur systéme
immunitaire mais aussi a 1’absence de
flore intestinale a la naissance. Cette
derniére cause peut étre levée par 1'ad-
ministration d'une culture de la flore
d'un animal adulte élevé en condition
dite SPF pour Specific Pathogen Free
ou exempte de pathogenes spécifiques,
ce qui diminue fortement la sensibilité
a l'infection (Nurmi et Rantala 1973)
mais aussi au portage asymptomatique
(Virlogeux et al résultats non publiés).
Toutefois, de nombreux pays n'au-
torisent pas l'utilisation d'une telle
flore : non définie et pouvant transmet-
tre des pathogénes (Mead 2000).
Différentes études sont consacrées
actuellement a l'identification des
souches responsables de cet effet bar-
riére ainsi qu'a la compréhension des
mécanismes sous-jacents. Cet effet pro-
tecteur est uniquement observé avec
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des bactéries vivantes et est plus élevé
avec des souches isogéniques de la
souche pathogéne. Nous avons montré
au sein d'un projet européen qu'il est
li¢a :

—une inhibition de la multiplication
de la souche pathogéne par des méca-
nismes encore inconnus,

—une compétition au niveau de I'in-
testin pour les sites d'adhésion et de
colonisation,

—une stimulation de la réponse
immune non  spécifique  (Van
Immerseel et al 2005).

De plus, des résultats trés récents
montrent que la flore commensale qui
stimule la réponse immune de I'héte et
empéche la colonisation intestinale par
les pathogenes, peut étre fortement
modifiée lors du dialogue moléculaire
entre le pathogéne et son hoéte. Ainsi, il
est suggéré que les salmonelles possé-
dent des facteurs qui stimulent la
réponse inflammatoire de I'hote : celle-
ci inhiberait alors la flore commensale
et donc favoriserait en retour la multi-
plication des salmonelles (Stecher et al
2007).

En conséquence, I’avenir est trés cer-
tainement au développement de vac-
cins vivants atténués. Ces vaccins sont,
en effet, plus immunogénes chez les
souris et les volailles que les vaccins
tués ou a base de protéines purifiées.
De plus, il est maintenant démontré que
la colonisation massive de I’intestin par
des souches atténuées peut induire le
recrutement, dans la paroi de I’intestin,
des neutrophiles/hétérophiles et inhiber
la colonisation intestinale d’une souche
virulente de Salmonella et ce dans les
heures qui suivent I’éclosion. Ces deux
propriétés augmentent la résistance des
animaux a la colonisation et a I’infec-
tion systémique par une souche viru-
lente de Salmonella (Van Immerseel et
al 2005). Méme si la réglementation
n’impose pas actuellement de tester
I’efficacité des vaccins vivants atténués
sur ces deux critéres, identifier des
mutations diminuant la virulence de
Salmonella sans affecter ces propriétés
est un des challenges actuels. Dans le
cadre de contrats européens, nous
avons pu obtenir un mutant prometteur
car fortement atténué chez la souris
dans le modele de référence pour
I’évaluation de la virulence des sou-
ches (Amy et al 2004) ; son défaut de
mobilité constitue de plus un marqueur
permettant de le différencier d’une
souche sauvage (Fardini et a/ 2007) et
il conserve ses capacités d’inhibition de
colonisation. Toutefois, I'impact des
vaccins vivants sur la microflore com-
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mensale devra étre pris en compte dans
les prochaines études.

5.3 / Sélection d’animaux résis-
tants : faisabilité de la démarche
et recherche des génes en cause

Si les premiéres expériences visant a
améliorer la résistance génétique des
poules aux salmonelles datent des
années 30 (Beaumont ez al 2003), elles
avaient alors pour but de réduire les
pertes animales. Leur intérét s’est donc
réduit avec la maitrise de cette maladie.
C’est la recrudescence des cas humains
de salmonelloses a la fin des années 80
jointe au développement de la géné-
tique moléculaire qui a suscité un nou-
vel intérét pour I’étude du contrdle
génétique de la résistance a cette
bactérie.

Le role de la génétique a été démon-
tré en trois étapes. L'existence de dif-
férences de résistance entre lignées a
d’abord ét¢ identifiée en terme de mor-

talit¢ (Bumstead et Barrow 1988) puis
de portage du poussin (Duchet Suchaux
et al 1997) et de I’adulte (Protais et al
1996). Ces premicres études ont été
confirmées par les estimations de
I’héritabilité de différentes mesures de
la résistance. Ce paramétre, qui carac-
térise les possibilités de sélection a en
effet été estimé a 0,20 chez les jeunes
oiseaux (Berthelot et al 1998) et a plus
de 0,35 chez les pondeuses (Beaumont
1999). Suite a ces résultats, nous avons
entrepris deux expériences de sélection
divergente a partir d’'une méme po-
pulation commerciale, sur le niveau
de portage du poussin et de I’adulte
(figure 2).

L’ensemble des données recueillies a
permis de préciser les relations entre
différentes mesures de résistance.
Ainsi, chez le poussin, les mesures réa-
lisées pendant les phases d’élimination
de la bactérie ou de plateau d’infection
semblent pratiquement indépendantes
Mais surtout ils montrent une forte
indépendance, voire un léger antago-

Figure 2. A. Expérience de sélection divergente de poussins et d'adultes sensibles (fai-
ble taux de portage) ou résistants (fort taux de portage) au portage de S. Enteritidis.
B. Résultats obtenus dans les deux lignées adultes aprés 4 générations de sélection.
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nisme entre les génes de résistance du
poussin d’une semaine dont le systeme
immunitaire est encore immature et
ceux de la poule. Ce résultat apparait
d’autant plus important que la plupart
des études menées jusqu’ici l'ont été
sur des poussins. Ces résultats sont
d'ailleurs cohérents avec ceux obtenus
par une approche transcriptomique
(cf. § 4).

Le caractére de résistance au portage
des salmonelles étant difficile et
colteux a mettre en application a large
échelle en sélection, des efforts impor-
tants ont été mis en ceuvre, afin de
découvrir des marqueurs génétiques
utilisables en SAM (Sélection Assistée
par Marqueurs). Les deux approches,
par geénes candidats et par recherche
de QTL (Quantitative Trait Loci), ont
été entreprises. Les génes candidats
sont choisis en fonction de leur impli-
cation possible dans I’expression du
caractére ; les premiers geénes testés
ont été les homologues de deux genes
identifiés chez la souris et ayant un
effet sur la résistance aux salmonel-
les : SLC11A1 impliqué dans la résis-
tance aux germes intracellulaires dans
les macrophages et TLR4 qui controle
la résistance a certaines bactéries
Gram-, dont font partie les salmonel-
les. Chez la poule, tous deux intervien-
nent dans la résistance a la maladie,
appréciée par le taux de mortalité dans
la semaine suivant une inoculation
intraveineuse réalisée avec une dose
¢levée de bactéries (Hu ef al 1997). La
région chromosomique contenant
Slcl1A41 intervient également dans le
niveau de contamination d’animaux
plus agés (Beaumont et al 2003,
Girard Santosuosso et al 1998).
Plusieurs autres génes intervenant
dans la défense de 1’hote ont été étu-
diés pour leur effet sur la réponse vac-
cinale (Kaiser et al 2002) ou le niveau
de colonisation caecale peu aprés
I’infection (Lamont et al 2002).

Parallélement aux tests de génes can-
didats, plusieurs recherches de QTL par
criblage systématique du génome ont été
entreprises, dont le but est de re-
pérer des régions chromosomiques
impliquées dans le caractére. Cette
démarche a été réalisée en utilisant des
croisements entre lignées partiellement
consanguines, choisies en fonction de
différences importantes de sensibilité a
la mortalité (Bumstead et Barrow1988)
ou au portage de salmonelles (Tilquin et
al 2005). Une premicre étude a montré
I’existence d’un QTL, dit SALI,
impliqué dans le niveau de colonisation
de la rate 2 jours apres une inoculation

intraveineuse, une autre a identifi¢ onze
QTL répartis sur cinq chromosomes
(Tilquin et al 2005) pour leurs effets sur
la résistance du poussin 5 jours ou
5 semaines aprés inoculation. L’un
d’eux pourrait correspondre au QTL
identifi¢ par Mariani et a/ (2001) les
autres ouvrent de nouvelles voies de
recherche.

Les limites actuelles de la démarche
de la SAM pour le caractére de portage
des salmonelles tiennent a I’'imprécision
de la localisation chromosomique des
QTL. Méme dans le cas de ’appro-
che par geénes candidats, 1’association
observée entre la région qui contient le
geéne et le caractére ne permet pas d’ex-
clure la possibilité de I’implication d’un
autre géne. Si la plupart des zones QTL
couvrent des régions contenant poten-
tiellement plusieurs centaines de génes,
I’étude la plus avancée sur le locus
SALI1, n’en couvre plus que quelques
dizaines (Kaiser, communication per-
sonnelle). Si les efforts a fournir sont
encore importants, de nouveaux outils
nous permettent d’entrevoir des progrés
rapides. Des dispositifs animaux origi-
naux (croisements avancés entre
lignées) ont été développés pour obtenir
des populations présentant un brassage
génétique important. Le séquengage du
génome et le développement de mé-
thodes de génotypage de SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) a grande
échelle permettent d’accélérer les
recherches. Elles devraient mener a
I’identification des polymorphismes de
I’ADN responsables des variations
phénotypiques. Idéalement, ce sont ces
derniers qui devront étre utilisés comme
marqueurs pour la sélection d’animaux
résistants, afin de bénéficier d une préci-
sion optimale.

Si, deés a présent, les résultats obtenus
permettent d’envisager une application
a I’échelle commerciale, celle-ci ne
pourra avoir d’effets significatifs sur le
terrain avant plusieurs années du fait du
temps nécessaire a la sélection de
lignées commerciales et a la diffusion
du progrés génétique. Mais les calculs
de modélisation montrent que ceux-ci
seront amplifiés par les synergies avec
les autres méthodes de prophylaxie.

6 / Impact des démarches
prophylactiques : apport
de la modélisation épidé-
miologique

La modélisation mathématique, dont
I’utilisation est de plus en plus fréquen-

te en épidémiologie, permet d’évaluer
ex-ante des mesures de maitrise peu
utilisées ou non encore disponibles en
pratique. Elle permet de plus une
approche intégrative complémentaire
des ¢tudes expérimentales et observa-
tionnelles de terrain. Sa validité
implique de prendre en considération
les spécificités des populations anima-
les dans lesquelles les salmonelles se
propagent : ainsi, les troupeaux por-
cins sont des populations ouvertes, de
petite taille et structurées en bandes (de
truies et de porcelets). Un modéle de
troupeau porcin naisseur-engraisseur
(ce qui est le cas de la majorité des
troupeaux frangais) a donc été ¢laboré
pour représenter la gestion démogra-
phique du troupeau par 1’éleveur. Pour
livrer des porcs charcutiers de format
homogene, I’¢leveur est en effet fré-
quemment conduit a mélanger des ani-
maux de différents lots. Le modele a
permis de décrire I’influence des moda-
lités de cette gestion démographique
sur les contacts entre animaux et les
risques d’introduction d’agents patho-
genes au sein de 1’¢levage (Lurette et
al 2008).

Les risques de transmission dépen-
dant également du statut immunitaire
de I’animal, un modéle d’infection
considérant les différents statuts infec-
tieux des animaux ainsi que les transi-
tions entre états (figure 3) a été mis au
point et couplé au modele démogra-
phique précédent. Il permet d’étudier la
propagation des salmonelles au sein
d’un troupeau aprés introduction de la
bactérie par des truies de renouvelle-
ment et de déterminer la prévalence de
I’infection en sortie d’élevage.

Ce mode¢le a été ensuite utilisé pour
évaluer I’efficacité de mesures de mai-
trise concernant la biosécurité interne
(respect plus ou moins strict de la
conduite en bandes et efficacit¢ du
processus nettoyage-désinfection-vide
sanitaire) sur la prévalence des porcs
séropositifs dans les lots envoyés a
I’abattoir. Il en ressort par exemple
qu’une amélioration de 10% de I’effi-
cacité de la désinfection des élevages se
traduit par une réduction de 5% environ
du taux d’infection des truies reproduc-
trices. Par ailleurs, des mesures peu uti-
lisées telles que la vaccination (actuel-
lement non autorisée en France) ont été
envisagées de maniere exploratoire
(Lurette et al 2008).

Une approche analogue a été menée
en paralléle pour modéliser la transmis-
sion des salmonelles dans un troupeau
de poules pondeuses en distinguant les
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Figure 3. Etats des porcs vis-a-vis de l'infection par les salmonelles et transitions entre
états pris en compte dans notre modele (F : sensible ; SH : porteur excréteur ; Shs :
porteur excréteur séropositif ; Cs : porteur non excréteur positif ; Salmo : quantité de
salmonelles excrétées dans I'environnement).
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différentes étapes de contamination de
la poule : contamination digestive,
contamination systémique (lorsque les
organes tels que le foie, la rate sont
contaminés aprés translocation de la
barriére digestive) et élimination des
bactéries de I’organisme (Prevost et a/
2006). D’apres ce modele, 1’améliora-
tion génétique de la résistance observée
lors de I’expérience de sélection résulte
principalement d’une augmentation de
la vitesse d’élimination des bactéries.
Introduire une proportion d’animaux
résistants peut permettre de ralentir ou
d’éviter le développement d’une épi-
zootie ; 1’association entre vaccination
et sélection apparait particulierement
efficace (Prévost e al 2008, accepté).

Conclusions

La réduction actuelle du nombre de
cas de salmonelloses humaines démon-

perte d’infectiosité

4

4
4

tre I’efficacité des mesures d’hygiéne et
de la lutte contre le portage asympto-
matique des salmonelles chez la poule
et a terme le porc. Jusqu’ici cette
derniére s’est beaucoup appuyée sur
des mesures de prophylaxie sanitaire
par la détection puis 1’élimination des
animaux et cheptels infectés. Mais
I’éradication totale de la maladie ani-
male implique une démarche intégrée
utilisant I’ensemble des méthodes de
prévention a 1’étude. Le développement
de vaccins est particuliérement d’ac-
tualité puisque 1’Union Européenne
impose le recours a la vaccination aux
états présentant une fréquence d’infec-
tion trop importante. La sélection
d’animaux résistants est une voie com-
plémentaire qui devrait renforcer 1’effi-
cacité des vaccins. Au-dela de ces
démarches, il est nécessaire de mieux
comprendre les mécanismes de ’hote
et de la bactérie qui permettent la
colonisation intestinale mais aussi la

transmission de la bactérie. De plus, les
études trés récentes suggérent un role
important de la microflore intestinale
dans la résistance aux pathogénes voire
de I'hdte sur cette microflore. Il nous
faudra donc analyser le dialogue
moléculaire non seulement entre le
pathogéne et son hote mais aussi avec
la microflore intestinale. L’ensemble de
cette démarche est d’autant plus
prometteuse que nous disposons des
modeles animaux et bactériens mais
aussi de la séquence des génomes de
I’hote (poule, bientdt porc...) et de la
bactérie pathogene, ainsi que des outils
de métagénomique pour caractériser la
microflore intestinale.
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Résumé

La majorité des cas de salmonellose humaine dans les pays industrialisés est liée a la consommation d'ceufs et de viande de volaille mais
aussi de charcuteries contaminées. Pour réduire ce risque alimentaire, la stratégie développée a I'NRA, en collaboration avec ’AFSSA,
vise principalement & réduire la contamination des matiéres premiéres alimentaires d'origine animale, en particulier celles issues des
volailles et du porc. Cela implique d'améliorer 1'état sanitaire des animaux et de lutter contre le portage asymptomatique de cette bactérie
par des animaux qui abritent, voire excrétent de grande quantité de pathogénes sans signe de maladie. Une telle démarche implique une
meilleure compréhension des mécanismes qui permettent a la bactérie de coloniser 1'animal, mais aussi des réponses immunitaires mises
en place par 1'hote pour résister a ce pathogéne. Ces études débouchent sur le développement de vaccins ou de moyens thérapeutiques et
sur la sélection d'animaux plus résistants a ce portage asymptomatique. Enfin, une approche intégrative complémentaire des études
expérimentales et observationnelles de terrain permet de modéliser la contamination des animaux ou des industries agroalimentaires pour
analyser les risques de transmission et 'impact des mesures prophylactiques.

Abstract

Decrease the prevalence of Salmonella carrier state in animals: a multidisciplinary approach

Most human cases of salmonellosis in developed countries are related to the consumption of contaminated eggs, poultry and pig meat. To
improve food safety, INRA aims, in collaboration with AFSSA, at decreasing the prevalence of contamination of raw animal material,
especially those originating from poultry or pigs. This implies improving animal health and reducing asymptomatic carrier-state (i.e ani-
mals carrying or shedding bacteria without any clinical signs). This involves increasing the knowledge of mechanisms of animal colonisa-
tion by bacteria and also the immune response allowing the host to resist the pathogen. These studies will result in the development of vac-
cines and drugs but also in the selection of animals more resistant to the Salmonella carrier state. Finally, an integrative approach, using
results from experiments and field studies, allows modelising the contamination of animals and food industries and in turn evaluating the
risk of transmission and the impact of prophylactic means.
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