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Salmonella spp.
Ubicuas, difusion muy amplia en la naturaleza
Todos los vertebrados de sangre caliente y fria
Mas de 2.523 serotipos (serovares) diferentes
Reservorio: contenido intestinal de animales
Muchos animales portadores, pocos enfermos

Muy resistentes en el ambiente en materia organica:
-Resisten la desecacion y la congelacion
-Se multiplican a 7°-45°c
-Agua, purin,
-Harina de carne, de pescado, cereales, soja....
Aislamiento: medios de enriguecimiento y selectivos




Genero Salmonella
Salmonella (Le Minor & Popoff, 1987)

Salmonella bongori
Salmonella enterica
subesp. arizonae
subesp. diarizonae*
subesp. enterica* 44—
subesp. houtenae
subesp. indica*
subesp. salamae*
Salmonella subterranea (ano 2004)




Estructura antigenica de las salmonellas

-Ag. somatico O: LPS de la pared celular
-Ag. flagelar H: proteina de los flagelos
-Ag. capsular Vi: proteina (algunas cepas)

Antigeno O

Fase 1

Antigeno H {Fase 5

Antigeno Vi



Nomenclatura de los antigenos

-Ag somatico O
NUmeros arabigos (del 1 al 67 no continuo).

-Ag flagelar de fase 1
Letras minusculas de aa z

-Ag flagelar de fase 2
Z con subindices
NUmeros arabigos (de 1 a 12)

-Si falta alguno en algunas cepas se pone entre
corchetes | ]

-S| esta determinado por un fago se subraya: 5



Clasificacion de White-Kauffmann-Le Minor

-Serogrupos que comparten antigenos O
46 serogrupos

-Serovares segun la formula antigénica
2.523 serovares

FOrmula

antigénica de las Salmonellas

Ag somatico O: Ag flagelar fase 1: Ag flagelar fase 2

Ejemplos
Salmonel
1.4,

a Typhimurium==s Serogrupo B (O:4)

5],12:1:1,2

Salmonella Choleraesuis mm Serogrupo C, (O:7)
6,7:c:1,5



Denominacion de las salmonelas

Completa:
Salmonella enterica ssp. enterica
serovar Typhimurium

Abreviada: de uso habitual:
Salmonella Typhimurium

Denominacion de nuevos serovares
Segun el lugar de aislamiento
Salmonella London

Salmonella Dublin




Tipificacion de Salmonella

Metodos fenotipicos
-Perfil bioguimico: muy inestable
-Serovares (serotipos): antigenos O y H
-Fagotipos: diferencia entre cepas del mismo serotipo
en funcion de la receptividad a un panel definido
de fagos
-Resistencia a antibioticos: epidemiologia (inestable)

Mucha menor capacidad de discriminacion

entre cepas que los metodos genotipicos



Tipificacion de Salmonella
Metodos genotipicos ( estudio del ADN)

-Perfil plasmidico

-Analisis de restriccion:
-Electroforesis en campo pulsado: PGFE
-Ribotipo: ARNr
-RFLP: random fragment lenght polimorfism
-1S200: insercion de 780 pares de bases

-PCR

-RAPD: random amplification polimorfic DNA
-AFLP: amplif. fragments lenght polimorfism




Tipificacion de Salmonella: ejemplos

Serotipificacion: 71 cepas espanolas (de cerdos con diarrea)

S. Typhimurium S.4,5,12:1:-

S. Derby
-4 “ .

Otros serotipos
15,5 % S. Anatum
11,3 %

S. Muenchen
5,6 %

Ana Vidal. Tesis doctoral



Tipificacion de Salmonella: ejemplos

Fagotipificacion de cepas de Salmonella Typhymurium

W

-
-

Fagotipo Cepas (%)
DT104b 62 (37,1)
DT104 38 (22,8)
DT35 10 (6,0)
U302 7 (4,2)
DT208 5 (3)
DT193 4 (2,4)
DT26 2 (1,2)
PNR 30 (18)
NT 6 (3,6)
ND 3 (1,8)
Total 167

Ana Vidal.
Tesis doctoral



ice (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.056-100.0%)
PFGE-Xbal  PFGE-Xbal

Tipificacion de Salmonella: ejemplos

Electoforesis en campo pulsado (PGFE)
194 cepas de S. Typhimurium y S. 4,5,12:i

Xbal Binl
36 Tipos

53 pulsotipos

36 Tipos

.|.
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Ana Vidal. Tesis doctoral



Dendrograma de cepas de Salmonella Derby aisladas
de seres humanos, alimentos, cerdos y ambiente

Similaridad del 30 al 96 %

Genetic similarity
index (%)
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Tipificacion de las salmonelas: importancia practica

Diagnostico serologico

Deteccion de granjas positivas

v

Los anticuerpos son especificos
para los antigenos O (LPS)

|

ES necesario conocer gué serovares de
Salmonella afectan a una poblacion para

determinar la sensibilidad de los
ELISA utilizados




Tipificacion de las salmonelas: importancia practica

-Epidemiologia, por ejemplo:
-Comparacion exacta de cepas

-Seguimiento de brotes humanos
-EJ.: alimento — personas afectadas

-Estudios de campo:
-EJ: cepas en granja y en matadero

-Fuentes de infeccidn
-EJ.: cerdos- materia prima



Tipificacion de las salmonelas: importancia practica

Inmunizacion
Inmunidad especifica de serovar
Proteccion cruzada insuficiente

|

Es necesario conocer qué serovares de

Salmonella afectan a una granja para
determinar la posible eficacia de una vacuna




La salmonelosis en el cerdo



Salmonelosis: epidemiologia

Microorganismos ambientales ubicuos

Habitat natural:
-Tracto digestivo de animales vertebrados
e Invertebrados (cientos de especies)

Eliminacion en heces
Se mantienen y se multiplican en el ambiente
Resisten la desecacion y la congelacion

Se multiplican a temperaturas de 7°C a 45°C
-Agua, purin,
-Harinas: pescado, soja, carne, ....



Salmonelosis: epidemiologia

Clasificacion segun su adaptacion al hospedador:

Serotipos adaptados al hombre:
-S. Typhi
-S. Paratyphi A, B (aves) y C
-S. Sendai

Serotipos adaptados a animales:
-Aves: S. Pullorum y S. Gallinarum
-Vacuno: S. Dublin
-Ovino: S. Abortusovis
-Equino: S. Abortusequi
-Cerdo: S. Choleraesuis

Serotipos no adaptados a hospedadores especificos

(infectan a muchos animales y al hombre):
-S. Typhimurium, S. Enteritidis



Ciclo de la salmonelosis

Efluentes (granjas y humanos)
«—| Contaminacion ambiental — HOMBRE

Reservorios
silvestres

A

Aguas y pastos /

Importaciones | ____ v Imﬁortaciones

- umanas

animales — |GANADO (personas y
// alimentos)

Productos |___ leiﬂgr?t% é’ Alimentos |\/|\ tv

Importados Nimales del hombre ascotas

Hollinger, K.(2000). En: Salmonella in domestic animals. CABI Publishing



Salmonelosis porcina: epidemiologia

-Fuentes de infeccion
-Cerdos portadores
-Otros animales: mamiferos, aves, Insectos...
-Hombre
-Agua contaminada
-Alimento contaminado:
-Harinas de pescado, soja...
-Camiones o silos contaminados
-Ambiente de la granja:
-Heces, polvo, equipos
-Suelos mal desinfectados



Salmonelosis porcina: epidemiologia

Transmision
-Via oral
-Eliminacion en heces: hasta 10’ por g
-Necesarias dosis altas (108-1011)

-Via aerogena: polvo, aerosoles
-Mas sencilla la infeccion
-Invasion: tonsilas y pulmones



Salmonelosis en cerdos

Serovares adaptado al cerdo
S. Choleraesuis
(Salmon y Smith, 1886: agente de la PPC)

Serovares no adaptados al cerdo

S. Typhimurium
Muchos otros serovares

S. Derby

S. Enteritidis
S. London....



Salmonelosis en cerdos

-Z00NO0SIS;:
-Canales (productos carnicos) contaminados

-Control obligatorio en la UE

-Enfermedades en el cerdo

-Septicemia: S. Choleraesuis
Muy rara en Europa, importante en USA

-Infecciones localizadas:
-Enteritis y diarrea
S. Typhimurium y otros serovares
-Otros cuadros: neumonias, meningitis....



Origen de los 1538 casos de salmonelosis humana
en Dinamarca, ano 2004

Cutbreaks unknown
source (3.3%)

Pork (7.1-11.4%)

Unknown (23.9-31.3%) \

__—Ducks (0.2-1.7%)

f;—-lmpor”[ed pork (4.4-8.7%

— Imported beef (0.4-0.9%)

Imported chicken (7.1-
12.1%)

____Imported turkey {1.8-
4.3%)

Ll oLl Bt Imported duck (0.1-0.8%)

Figure 6. Estimated sources of 1,538 cases of human salmonellosis in Denmark, 2004. The estimated
mean number of cases per source: 147 from imported chicken, 46 from imported turkey, 5 from
imported duck, 98 from imported pork, 10 from imported beef, 415 travel associated™, 142 from pork, 22
from beef, 66 from broilers, 11 from ducks, 100 from table eggs, 51 from outbreaks and 425 of unknown
origin.

* The estimate of travel-associated cases should be interpreted carefully, since data concerning travel history were very poor in 2004,
Source: DZC,




Patogenia de la salmonelosis

Infeccidén Colonizacion del

oral

Intestino delgado

|

Invasion de las células M

Entrada en las placas de Peyer

|

Ganglios linfaticos mesentéricos

|

Sangre

|

Supervivencia y multiplicacion en
macrofagos (higado, bazo...)

INFECCION
LOCALIZADA

INFECCION
SISTEMICA



Patogenia de la salmonelosis

Salmonella Enteritidis en ratones via oral
Solo el 1 % de la dosis sobrevive el pH del estbmago

S. Typhimurium en ratones tratados con estreptomicina:
Alteracion de la microflora digestiva
Dosis Implantacion 50 (Dl.,): 100.000 veces menor

S. Typhimurium en ratones:
-IgAs contra O4 (LPS): DL, 10.000 veces mayor

S. Typhimurium en ratones:
-Infeccion oral: intervienen 270 genes en la virulencia
-Infeccion IP: intervienen 180 genes en la virulencia

Mas de 200 factores de virulencia poco conocidos




Patogenia de la salmonelosis

Depende del serovar implicado
-S. Choleraesuis: colon, tendencia a invadir el intestino
-S. Typhimurium: sin tropismo especial, poco invasora

-Infeccion del intestino
-Resistencia al pH del estomago y a las sales biliares
-Resistencia al peristaltismo
-Flora microbiana intestinal:
-Bacterinas
-Competicion por puntos de adhesion
-Competicion por nutrientes

-Colonizacion del intestino: placas de Peyer
-Ceélulas M y enterocitos del tejido linfoide intestinal
-Penetracion: Salmonella pathogenicity island1 (SPI1)

-Diarrea inflamatoria y por toxinas




Patogenia de la salmonelosis

Infeccion sistémica (modelo raton)
-Organos del SRE:
-Higado y bazo (replica en fagocitos)
-Citotoxica para los macrofagos

-Septicemia: invasion de la sangre

-Muerte por choque endotoxico
-Portador cronico



Salmonelosis: cuadros clinicos en cerdos

Septicemia: S. Choleraesuis
-Morbilidad baja: 10-20 %
-Mortalidad alta: >90 %
-Cuadro septicemico
-Muertes subitas con extremidades y abdomen
cianodticos
-Fiebre alta
-Signos respiratorios: tos humeda, disnea
-Diarreas tardias a los 5-7 dias



Salmonelosis: cuadros clinicos en cerdos

-Otros serovares:
-Cerdos adultos: infecciones asintomaticas
-Enterocolitis
-S. Typhimurium: el mas frecuente
-Otros serovares
-Mas frecuente: de destete a 4 meses de edad
-Morbilidad alta: se disemina rapidamente
-Mortalidad baja
-Inapetencia, apatia, fiebre
-Diarrea acuosa amairillenta-verdosa sin mucus
-A veces algo de sangre



Enterocolitis por salmonelas: signos clinicos

Diarrea acuosa amarillenta sin sangre ni mucus al
comienzo, mas tarde puede aparecer algo de sangre




Enterocolitis por salmonelas: signos clinicos

Fiebre Apatia, anorexia




Enterocolitis por salmonelas: signos clinicos

Deshidratacion, retraso y algunas muertes




Enterocolitis por salmonelas: lesiones

Enteritis , tiflitis y colitis necrdtica focal o difusa




Enterocolitis por salmonelas: lesiones

Ganglios linfaticos mesentéricos inflamados




Enterocolitis por salmonelas: lesiones

Contenido del colon tenido de bilis




Enterocolitis por salmonelas: lesiones

Mucosa enrojecida y engrosada




Enterocolitis por salmonelas: lesiones




Salmonelosis: diagnadstico directo

Aislamiento e identificacion
-Animal vivo: heces

-Menor sensibilidad: eliminacion baja o
iIntermitente (portadores cronicos)

-Diagnostico de grupo: mezclas de heces
recogidas en 5 puntos del corral (25 g)

-Bajo niumero de salmonelas en la muestra
-Técnicas de enriquecimiento: ISO 6579:2002
-Cadaveres, canales: GL mesentéricos
Otras técnicas: no se obtienen las cepas

-ELISA | Enriguecimiento previo
_PCR (mayor sensibilidad)



Salmonelosis: diagndstico seroldgico

Ventajas
-Detecta portadores cronicos
-Eliminacion de bajas concentraciones
-Eliminacion intermitente
-Evita problemas de las muestras de heces
-Elevado volumen
-Envio urgente y refrigerado
-Necesidad de procesado inmediato
-Mas rapido que el diagnostico directo
-Considerablemente mas barato




Salmonelosis: diagndstico seroldgico

-No detecta infecciones recientes

-Complejidad antigenica de Salmonella enterica
-Antigeno somatico O (LPS de la pared)
-Antigeno flagelar H
-Antigeno capsular Vi

-Respuesta inmune contra antigenos flagelares:

-Respuesta mas rapida, menos persistente
-Mayores diferencias entre individuos

-Respuesta inmune contra antigenos O (LPS)

-Detectable en 1-3 semanas p.I.
-Mas persistente y constante



Salmonelosis: diagndstico seroldgico

Respuesta inmune (anticuerpos): caracteristicas
-Depende del serovar implicado
-Mas Iinvasivos —> mayor respuesta
-Poco Invasivos —» respuesta menor con
titulos de AC circulantes mas bajos



Salmonelosis: diagndstico seroldgico

Técnicas:

-Aglutinacion en porta: aves e
-Salmonella Pullorum
-ELISA

-LPS-ELISA: antigenos somaticos O (LPS)
-ELISA flagelar: antigenos flagelares H
-Otros:

-Antigenos fimbriales

-Antigeno Vi

-Proteinas de la membrana externa




Salmonelosis: diagndstico seroldgico

LPS ELISA: tapizado de las placas con antigenos
somaticos O
-Respuesta inmunitaria especifica para cada
antigeno O
-En la extraccion del LPS de una cepa se
obtienen todos los antigenos O presentes en
esa cepa
-Serogrupos: algunos comparten antigenos O

Reacciones cruzadas: detecta anticuerpos

contra los serogrupos cuyos
antigenos O estén en la placa




Salmonelosis: diagndstico seroldgico

-Combinando varios antigenos somaticos se pueden
disenar técnicas ELISA de caracter mas general

-Estos ELISA detectan AC contra los serogrupos mas
frecuentes en un pais (0 en una especie)
Ej. LPS-Mix-ELISA: antigenos O 1, 4, 5, 6, 7,12
Antigeno: mezcla de LPS de
S. Typhimurium = 0O: 1,4,5,12
S. Choleraesuis =—» O: 6,7

Detecta AC contra los serogrupos B, C1y D1

No detecta anticuerpos en los cerdos
Infectados por otros serogrupos




Salmonelosis: diagndstico seroldgico

Técnicas en Europa
-Dinamarca (Alemania, Holanda, Inglaterra):

-LPS MIX: S. Typhimurium + S. Choleraesuis
-Serogrupos B + C1
-Antigenos O: 1, 4, 5, 6, 7,12

-Francia:

-S. Typhimur., Infantis, Hadar, Anatum, Enteritidis
-Serogrupos B, E1, Cly C2

-Antigenos O: 1, 3,5,6,7,8,9,10y 12



Salmonelosis: diagndstico seroldgico

LPS ELISA: Muestra:

-Suero

-Jugo de carne (trozo de diafragma)
-Mas facil de recoger gue la sangre
-Congelar y descongelar

v ¥




Salmonelosis: diagndstico seroldgico

LPS ELISA: caracteristicas
-Sensibilidad y especificidad: dependen de
-Antigenos gue tapizan la placa
-Serovares implicados en la infeccion
-Punto de corte de la tecnica

Es siempre un diagnostico de grupo (granja)

No utilizable para el diagnostico individual



Salmonelosis: diagndstico seroldgico

LPS Mix ELISA (Lebn)
-Serogrupo B: Salmonella Typhimurium
-Serogrupo C1: Salmonella Livingstone

Grupo experimental 1 Grupo experimental 2
(infectados con S. Typhimurium) (infectados con S. Rissen)

3,500 ~
3,000 -
2,500
2,000 -
1,500
1,000
0,500 -
0,000 -+

semanas semanas

Grupo experimental 3 Grupo experimental 4
(infectados con S. Anatum) (testigos)

3

semanas




Salmonelosis: tratamiento

-Antibioticos:
-Frecuentes resistencias y multirresistencias
-Mayor eficacia en la primeras fases de la
iInfeccion
-Salmonelas: bacterias intracelulares
-Riesgo de prolongar el estado de portador



Porcentajes de resistencia a antimicrobianos de cepas
de Salmonella aisladas de cerdos sanos( n=120) y
enfermos (n=54) en Espana
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Ana Vidal.Tesis Doctoral.



Fenotipos de resistencia en cepas de S. Typhimurium
alsladas de cerdos con diarrea

Sensible

1

Sulm

ASUTTmMAp

ACS

DStSuT

ACS

DStSUTAP

ACS

DSISUTAC

ACS
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Salmonelosis: control

-Bloseguridad

“Prevention of infection of swine with salmonellae Is

not currently possible”. Schwartz, K.J. Salmonellosis
en: Straw et al. (Eds.). Diseases of Swine. ISU Press

-Visitantes: cambio de ropa y calzado

-Vehiculos
-Control de roedores y aves

Prevencion de la infeccidn con nuevos serovares



Salmonelosis: factores de riesgo

Produccion

-Sistema de produccion:
-Camping
-Cerdo ibérico
-Nuevas normas:
-Cerdas sueltas
-Mas piso solido
-Tamano de la granja: mayor mas riesgo
-Mezclas de cerdos
-Reproductores de granjas infectadas

-Compra de cerdos de muchos origenes



Salmonelosis: control

Manejo e Higiene
-Todo dentro todo fuera estricto
-Limpieza enérgica: polvo, restos de heces...
-Vaciado y limpieza de las fosas de purin
-Control de roedores
-Control de aves
Agua de bebida
-Tratamiento y control:
-Pozos superficiales
-Depdsitos y tuberias sucios



Salmonelosis: control

Alimentacion
-Control del pienso: materia prima, fabricacion,
almacenamiento (silos), transporte

-Cebada mejor que trigo y maiz
-Liquida fermentada mejor que solida
-Uso de acidificantes

-Uso de pre vy probioticos



Salmonelosis: control

Alimentacion
-Harina mejor que granulado

La granulacion:

-Disminuye la profundidad de las criptas
Intestinales

-Induce la secrecion de mucinas que

favorecen la colonizacion del intestino
delgado por Salmonella enterica



Salmonelosis: control

Factores de riesgo en Espana:
-Agua de red publica / pozo propio
-Plenso en harina / granulado
Menor influencia
-Pienso comprado / fabricado en granja (tend.)
-Menor n° de bebederos por corral / mayor n°
Otros:
-Alimentacion liquida: pocas granjas para
poder extraer conclusiones
-Promotores del crecimiento: sin influencia
-Acidificantes: sin influencia



Salmonelosis: vacunacion

Es eficaz para controlar el cuadro clinico
Menos eficaz para reducir infecciones subclinicas
Puede ayudar junto a otras medidas
Necesaria iInmunidad de base celular:
-Vacunas atenuadas mejor que inactivadas

La vacunacion debe considerarse una parte de

los programas de control unida a otras medidas



Salmonelosis: vacunacion

Ventajas:
-Aumenta la dosis Iinfectante mayor
-Reduce el porcentaje de cerdos infectados
-Reduce la eliminacion por los cerdos infectados

Inconvenientes:

-Interferencia con el diagnostico

-Proteccion contra otros serovares solo parcial
-Obtencion de vacunas atenuadas eficaces
-Necesaria inmunidad de base celular



Salmonelosis: vacunacion

Tipos de vacunas
-Autovacunas con los serovares de la granja
-Vacunas comerciales: no hay en Espana

-Vacunas de futuro: ¢ se autorizaran?
Cepas atenuadas por manipulacion genética

-Mutantes auxotroficos:
-AA aromaticos: aroA, aroC, aroD
-Purinas: purA, purk
-Adenilato ciclasa: cya
-Proteina receptora del AMP ciclico: crp
-Sistemas regulatorios: phoP/phoQ

-Islas de patogenicidad: SPI2



Salmonelosis: proyectos recientes
Financiacion: CICYT y MAPYA
-Mapa epidemioldgico:
-Cerdos de cebo ultimas 2 semanas
-Estudio desde la granja a las canales
-Muestras en granja
-Transporte
-Matadero
-Canales

-Diseno de una técnica ELISA (Espana)
-Eficacia de medidas de control




Salmonelosis: mapa epidemioldgico, Espafia 2003

Poblacion diana: cerdos de cebo de mas de 50 kg

% en cada C.A.




Muestras recogidas

Comunidad Autonoma Explotaciones  Muestras
Galicia 8 80
Navarra 6 60
Aragon 45 450
Cataluna 49 490
Castillay Ledn 38 380
Castilla La Mancha 21 210
Valencia 9 90
Murcia 15 150
Extremadura 11 110
Andalucia 24 240
Rioja 3 30
TOTAL 229 2.290

+Pais Vasco (1), Canarias (1) y Asturias (1) = 231 granjas



Serotipificacion de las cepas aisladas
291 cepas === 24 serotipos

Serotipo Muestras positivas| %
Thyphimurium 91 31,3
Rissen 62 23,7
Derby 47 16,2
Monofasica 22 7.6
Bredeney 13 4,5
Montevideo 12 4.1
Anatum 4 4
Welin 5 1,7
Tennesee 3 1
Kendougou 3 1
Otros (14) 18 6,18




Serotipificacion de las cepas de granjas positivas

Serotipo %
Thyphimurium 38,4
Rissen 25,3
Derby 14,1
Monofasica 13,1
Bredeney 7,1
Montevideo 5,1
Anatum 4
Welin 3
Otros (16) 19

rGranjas con una cepa: 65,6 %

-

Granjas positivas < Granjas con dos cepas: 27,3 %

-

_Granjas con tres cepas: 7,1




Serogrupos en las granjas positivas: diagnostico serologico

Clasica Actual % granjas +

B O:A4 54,5

B+C, 0:4, O:7 6,1
B+C,-C, O:4, O:8 1
B+C,+C2-C3 0:4, 0:7, O:8 1
B+C,-C,+E, | 0:4, O:8, 0:3,10 1
B+K 04, 018 1

Cy 07 25,3

E, 0:3, 10 5,1
C,-C, 0O:8 3
G 0:13 1
G+D, 0:13, 0:9 1

o —oTCYO—~0D—~DQ OZ

10 %



Salmonelosis: mataderos y canales

Fuentes de infeccion posibles

-Cerdos portadores

-Camiones de transporte

-Corrales de espera:
-Limpieza y desinfeccidon inadecuadas
-Mezclas de cerdos

-Locales del matadero

-Equipos de las lineas de matanza



Aumento de la positividad de la granja al matadero
28 lotes de 13 cebaderos. 1789 muestras individuales

% de cerdos positivos en granja y en matadero

3,8

Heces del recto  Ganglios L. Contenido
en granja mesentéricos del ciego

Ana Vidal.Tesis Doctoral
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