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INTRODUCTION. 

Plus i eu r s  souches entomopathogènes de B a c i l l u s  sphaer icus  se s o n t  

r évé lées  être e n  laboratoire d'une efficacité comparable s u r  Culex sp. e t  s u r  

d i f f Q r e n t e s  espbces d'Anophèles (RAMOSKA e t  al.,  1978; Mum et  al., 1984). 

D'autre part, CHARLES e t  NICOLAS (A p a r a î t r e )  o n t  récemment montré en  laboratoi- 

re un recyclage des spores de l a  souche 2362 dans les l a r v e s  d'Anophèles ste- 
phensi.  

- 

L e s  premiers essais réalisés s u r  l e  t e r r a i n  dans des gîtes 
o n t  montré une f a i b l e  efficacité e t  une courte rémanence en  r a i son  p r inc ipa le -  
ment de l a  sédimentat ion rapide des spores e t  de l e u r  s e n s i b i l i t é  aux rayons 

u l t r a - v i o l e t s  (DAVIDSON e t  al., 1984). P l u s i e u r s  au teu r s  o n t  montré que  l a  sou- 

che 2362 isolge r é c e m e n t  au Nigeria par WEISER est souvent p l u s  efficace que l a  
souche 1593 s u r  p l u s i e u r s  espèces cibles de moustiques (YOUSTEN e t  HEDRICK, 

1982; DAVIDSON e t  al . ,  1984; DOSSOU-POVO, com. pers.). 

Anophbw 

Une suspension concentrée de l a  souche 2362 (BSP l), fou rn ie  par l a  

Firme SOLVAY, a récemment été é tud iée  s u r  

Bouaké (Côte d ' Ivo i r e )  ; elle p résen te  l ' avantage  de sédimenter très lentement 

e n t r a i n a n t  une rémanence supérieure à un mois à 10 g/m2 

Culex quinquefasc ia tus  en  puisar6 à 

(NICOLAS e t  al., 1 9 8 5 ) .  

,L'efficacité de ce p rodu i t  a é t é  Qvaluée eh fonc t ion  de l a  dose u t i l i -  

sée bur Anophèlks gambiae e n  mares cimeritées e t  e n  mares n a t u r e l l e s  à Bobo-Diou- 

lasso (Burkina-Faso) . 
I 

MATERIELS ET MEZlHODES. 

L'éva lua t ion  au l a b o r a t o i r b  de l ' a c t i v i t é  larvicide du BSP 1 (souche 

2362) s u r  A.gambiae S.S. a été r é d l i s é e  par un triple bioessai A 25-28O C aux 

concenbrat iods suivantek:  0,l: 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e t  1 mg/l. L'eau d'une r i v i è -  
re vois ine ,  q u i  a l i m e n t a i t  ï e s  essais e n  mares cimentées,  a é t 6 ' u t i l i s é e  après 

f i l t r a t i o n  sui c o b n  potil: éiintiner le$ l a i v e i  e t  i n s e c t e s  éventuels .  

d 

Pou& chadue concbhtrat ion,  4 l o t b  de 25 l a r v e s  stade 3 jeunes,  prove- 
nant  de ponte& d'6&wage oht ékg placés dans des gobelets e n  plastique contenant  

150 ml des d i l u t i o h g  de l a r v i c i d e .  4 lots de 25 l a r v e s  fion traitées o n t  servi de 

téfnoins. Les larves o n t  é t 6  nour r i e s  tous  les j o u r s  avec un mélange de 3/4 de 

l evure  e t  1/4 de bléd ine .  

La lecture du test a été effectuée après 24 heures ,  48  heures  e t  72 

heures de c o n t a c t  par comptage du nombre de l a f v e s  Vivantes. 
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2, ETUDE SUR LE TERRAIN EN MARES CIMENTEES ET MARES NATURELLES. 
c. 

Cette expérimentation s ' es t  déroulée durant l a  saison des pluies 

1985, de f i n  J u i l l e t  & mi-Septembre. Le larvicide a d'abord été testé. dans 1 2  

mares cimentées carrées, de 0,50 m de cat6 e t  de 0,30 m de profondedr construi- 

tes dans l a  banlieue Est de Bobo-Dioulasdo (Kua) oÙ l a  population anophélienne 

est saisonnièrement dense. Le sol  perméable e t  sablonneux ne retenant pas l'eau, 

l e  fond e t  le bord des mares ont 6 t h  c imbr i tb .  Chacune des mares est entour& 

d'une margelle de 0 , l O  2 0,15 m de hauteur pour les  protéger des eaux de r u i s -  
sellement. L'ensemble des gftes borde dh cours d'eau temporaire qui ne coule 

qu'en saison des pluies. L e s  mares aimentées ont Qt$-naturellement colonis6es 
par des larves d'A.qamblae s.1. vers l a  mi-Juillet. 

"- 

Les populatiohs préimaginales onit ét6 évaluées dans l e s  gîtes par l a  

méthode du dipping ( 5  coups de lovche dont 4 au bord e t  1 au centre) e t  comtabi- 

l isées en t rois  fractions : larves stades 1 - 2, larves stades 3 - 4 e t  nymphes. 

5 concentrations de B.sphaericus ont été testées simultanément dans deux m a r d  
par concentration : 0,001, o,o~, 0,1, 1 e t  10 g/m2, l'ensemble se réfQrant à 

deux mared témoins non traitées. La dynarhique des pophations préimaginaies a 

enSuite ét& suivie, par dipping h 24, 48 e t  72 heures après le traitement puis 

2 fois par semaine. 

*. 

A l a  suite de l'évaluation dans les mares cimentées, une Seconde exph- 

rimentation a é té  

1;10 m de diamètre e t  d'environ 0,60 m de profondeur. Ces mares creusées h même 

ie is01 dans un terrain de nature argilo-sabi@&se,& &t!é haturellement mises en 

eau par les  plÙies e t  colonisées par des larves d'A.ga&iáe s.1:. dhe dose uni- 
que de 1 g/m2 a été  étudi& dans deux mares, l e s  deux autres servant de témoins. 

Le protocole d'évaluation de l a  dynamique des populations CI été  l e  même que pour 

mise en place dans quatre mares naturelles circulaires de 

1 :  

.4 l es  mares cimentées. 
* 

Parallèlement au terrain, l a  toxicité de l 'eau des mares traitées a 

é té  suivie au labokatoire en chiffrant l e  pourcentage de nymphose consécutif au 

traitement. Aux mêmes dates que les  dippings, 25 larves stade 3 jeunes d'A.gam- 
biae S.S. ont é té  mises en contact avec 150 m l  d'eau de chaque mare dans un gobe- 

l e t  e n  plastique. Quotidiennement l e  nombre de larves vivantes, de larves mortes 

e t  de nymphes ont été comptées, jusqu'à L'apparition de l a  dernière nymphe. On 

considère que l a  rémanence du larvicide es t  terminée lorsque l e  pourcentage de 

nymphose dans l e s  eaux traitées redevient comparable h celui du t6moin. 

- 



- 3 -  

Les résultats des dippings sur l e  terrain e t  deb tes ts  biologiques 
z au laboratoire permettent d'évaluer l 'eff icaci té  du larvicide en fonction de l a  

dose . 
<i. 

3.  ANALYSE BACTERIOLOGIQUE DES EAUX TRAITEES. 

3.1, Prélèvement sur l e  terrain. 

c 
Des échantillons de 10 h 30 m l  (1 au centre e t  4 h l a  périphérie) ont 

é té  prélevés en surface e t  dans l e  substrat, en appliquant une pipette sur l e  

fond cimenté, avant l e  traitement, 2 h 3 mn après, 6 heures, 24 heures, 48 heures 
e t  72 heures après l e  traitement puis deux fois par semaine. 

3.2. Analyse des échantillons au laboratoire. 

Tous les  échantillons ont été conserv6s h - 20° C jusqu'h numération 

I des spores. Des dilutions au dixième, d ' u n  volume total  d 'un  mill i tre,  ont &té 
chauffées au bain-marie pendant 1 2  minutes B 80° C, e t  des aliquots de 0 , l  ml de 

ces dilutions ensemencées par étalement en boîtes de Pétri sur milieu MBS (KAL- 

FON et al.,  1983) h 15 g/1 de bacto-agar e t  100 mg/l de sulfate de Streptomycine 

Merck. Les boîtes ont é té  incubées h 30 - 3 2 O  C pendant 48 heures. Les colonies 

o n t  ét6 identifiées morphologiquement e t  microscopiquement. Le sérotype es t  v&i- 

f i 6  sur un échantillon de colonies par l e  tes t  d'agglutination avec un sérum 

H5-1,préparé sur lapin l ' I n s t i t u t  Pasteur de Paris (De BARJFC e t  al., 1980).  

r 

,4 

RESULTATS. 

l. EE'FET LARVICIDE AU LABORATOIRE. 

Les CL 50 e t  CL 95 de chaque essai, calcalées par ordinateur après 

ajustement de l a  droite log-probit selon l a  méthode de FINNEY (197l),sont dé- 

ta i l lées  dans l e  tableau 1. 

2. ReSULTATS DES ESSAIS SUR LE TERRAIN. 

2.1.Résultats entomoloqiques. 

2.1.1. Résultats en mares cimentées. 

L e s  résultats des dippings effectués dans les mares cimentées traitées 

e t  témoins sont exposés dans l e  tableau 2 q u i  précise l e s  dates de rdapparition 

des différents stades préimaginaux en fonction de l a  concentration de produit 
utilisée. 
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C e t t e  éva lua t ion  montre s 

- Qu'à 0,Ooa g/m2 : aucune mortalité n ' e s t  observée puisque les mares 
restent peuplées e n  l q r v e s  s t a d e s  1 - 2 e t  s t a d e s  3 - 4 .  

I 

- Qu'à 0,Ol g/m2 : l es  l a r v e s  s t a d e s  1 - 2 ne d i s p a r a i s s e n t  pas des 

g î t e s .  Les  l a r v e s  stades 3 - 4 s o n t  absentes  jusqu '8  J1 ou J2. 

- Qu'à O p l ,  1 e t  10 g/m2 les larves s t a d e s  3 - 4 d i s p a r a i s s e n t  h JI e t  
repeuplent  les gî tes e n t r e  l e  78me e t  l e  losme jour ap rès  l e  t ra i tement .  Pendant 
cette durée, on note toutefois l a  présence de l a r v e s  s t a d e  1 s u r  lesquelles 

ß.sphaericus n'a pas  eu encore le  temps d ' a g i r .  

Durant toute l a  durée de l ' expér imenta t ion ,  les dippings n 'on t  permis 

de pré lever  l a  fraction nymphale que  de façon très épisodique. En effet  la f r ac -  
t i o n  nymphale des  A.qambiae prélevfk dans les gîtes ne r ep résen te  généralement 
qu'une f r a c t i o n  très faible  des popula t ions  dchant i l lonnées  e t  b i en  souvent d i f -  
f i c i l e  h mettre en  évidence par l a  mdthode du dipping. 

L 'é tude de l a  t o x i c i t é  au  laboratoire des eaux de mares traitées sur 

des  l a r v e s  stade 3 jeune d'A.qambiae S.S. permet de chiffrer un pourcentage de 

mortalité ap rès  24,  48 e t  72 heures de lecture ( t ab leau  3 ) .  Ce l a r v i c i d e  ag is -  
s a n t  par inges t ion  l e  test  se p o u r s u i t  jusqu'h l a  nymphose q u i  indique avec p l u s  
de p r é c i s i o n  le nombre de l a r v e s  surv ivantes  qu'un pourcentage de 

v a i r e  sur 72 heures. En effet ,  les nymphes ne se nour r i s san t  p lus ,  elles n' ingè- 
rent pas les spores de B.sphaericus e t ,  2 moins d'un éventuel  effet  r é s i d u e l  de 

l a  toxine,  ind iquent  l a  s u r v i e  de 1'AnCphèle. 

exposés f i g u r e  I A .  Ils o s c i l l e n t  e n t r e  68% e t  88% dans l a  mare témoin. 

mortalité lar- 

L e s  pourcentages de nymphose s o n t  

A 0,001, 0,Ol et 0,l  g/m2, l ' eau  pré levée  dès l e  lendemain du traite- 

ment e n t r a i n e  un pourcentage de nymphose au moins éga l  à 6 8 % .  

A O p l  e t  1 g/m2, malgré un pourcentage de nymphose supér ieur  ?i 48% dès  
J1 e t  53 h 0, l  g/m2 et h 53 h 1 g/m2. Il J1, c e l u i - c i  redevien t  i n f 6 r i e u r  h 8% 

est  de nouveau comparable au témoin J7. 

A 10 g/m2, on not2 une absence t o t a l e  de nymphes les deux premiers 
jours après le t r a i t emen t ;  l a  nynjhose appa ra i s san t  53 (24%) .  

.5 



4 2.1.2. Résultats en mares naturelles. 

Les résultats des dippings effectuées dans les  mares naturelles traitées 

e t  témoins sont exposés dans l e  tableau 4.  

Cette évaluation montre qué : 

- Dans l e s  deux mares tdmoink, une popuiation préimaginale constituée 

de tous les  stades larvaires e t  de nymphes es t  entretenue dans les  gîtes. 

- Dans les  deux mated tfdit6es 1 g/m2, l e s  stades 1 - 2 restent pré- 

sents dans les mares e t  l es  stades 3 - 4 réapparaissent entre.le'3Qme jaur.et l e  
6Qme jour après l e  traitement. 

L'étude de l a  toxicité en laboratoire de ces eaux de mares naturelles 

permet de chiffrer comme pour l e s  mares cimentées un pourcentage de mortalité h 

24 heures, 48 heures e t  72 heures (tableau 5 )  e t  un pourcentage de nymphose ( f i -  

gure 1 B )  qui, dans l 'eau des gîtes traitée redevient comparable aux témoins 4 8  

r heures après l e  traitement, 
i 

2.2, Résultats bactériolosiques. 

2.2.1. Mares cimentées. 

La figure 1A montre une répartition homogène des spores dans l 'eau de 

surface e t  dans l e  substrat 6 heures après l e  traitement aux t rois  plus fortes 

doses ( O p l t  1 e t  10 g/m2) 

fond e s t  régulière avec cependant une remise en suspension partielle h 48 - 72 

heures due h de fortes averses. I l  es t  h noter que l ' écar t  de concentration 

d 'un facteur initialement de 100 entre l o  g/m2 e t  0 , l  g/m2 ne se retrouve plus 
48 heures après l e  traitement. 

La sédimentation des spores de l a  surface vers l e  

Malgré l a  diminution de l a  concentration en spores dans l'eau, celle 
r 

dans l e  substrat n'augmente pas & partir  de 72 heures. Ceci peut s'expliquer par 

une remise en suspension e t  une dilution du produit par l e s  pluies, ce q u i  ne 
devrait pas entraîner une diminution du nombre total  de spores par mare au 
cours du temps. 
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O r  l e  tab leau  6B montre une diminution de ce nombre. En effet, e n  con- 
sidérant que l a  concent ra t ion  e n  spores est homogène à tous  les p o i n t s  de l ' e a u  

de l a  mare h un i n s t a n t  donné, comme cela a v a i t  été montré e n  puisard (NICOLAS 

e t  .al., 19b5) e t  e n  gî tes  à C u l e x  t a r s a l i a  (DAVIDSON e t  a l . ,  1984) e t  e n  t enan t  
compte des v a r i a t i o n s  de volume d 'eau dues aux p l u i e s  ( t ab leau  6A), on peu t  a i n s i  
c a l c u l e r  h un i n s t a n t  donné l e  nombre t o t a l  de spores dans l ' e a u  de chaque mare, 

substrat  exclu.  La concent ra t ion  e n  spores dans l e  subs t ra t  é t an t  cons t an te  ou 
e n  diminution h par t i r  de 72 heures  e t  l e  volume du s u b s t r a t  v a r i a n t  très peu, 
l e  nombre t o t a l  de spores dans l e  substrat  n'augmente pas dans l e  temps. 

L 

c 

C e s  observa t ions  montrent donc une diminution du nombre total  de spo- 

res par mare au cours  du temps. 

2.2.2. Mares na tu re l l e s .  

La f i g u r e  1B montre un p ro f i l  de sédimentat ion semblable h ceux des 
mares cimentées avec t o u t e f o i s  des concent ra t ions  en spores e n  su r face  e t  dans 
l e  s u b s t r a t  jusqu 'à  6 fois p l u s  é levées  que  dans les mares cimentées.  

-r 

Ø 

DISCUSSION - CONCLUSION. 

L e s  tests d 'eff icaci té  e n  laboratoire du BSPl, souche 2362, o n t  montré 
q u e  les CL 95 s o n t  de 20 à 25 fois p lus  fortes pour A.qambiae' (1,807 mg/l 

heures?  0,573. mg/1 h 72 heures)  que pour Culex quinquefasc ia tus  (0,08 mg/l h 48 

heures;  0,025 m g / l  h 72 heures) (DOSSOU-YOVO e t  NICOLAS, comm. pers.). 

48 

Sur l e  t e r r a i n ,  l 'e f f icaci té  de ce p rodu i t  est également supér ieure  
c o n t r e  Culex quinquefasciatus  que con t r e  Anopheles gambiae. 

En effet  un t r a i t emen t  A 10 g/m2 a e n t r a î n é  une remanence de 5 h 6 se- 

maines dans des puisards  de Bouaké peuplés  de larves de Culex quinquefasc ia tus  

(NICOLAS e t  a l . ,  1985), alors que l a  présente  é tude a révélé .?i l a  même dose, une 
efficacité du BSPl su r  A.gambiae i n f é r i e u r e  ou éga le  à 10 - 15 jours .  A 0 , l  e t  

1 g/m2, cette efficacité n ' e s t  p l u s  que de 3 h 10 jours e t  

au p lus  éga le  à 48 heures.  
0 , O l  g/m2 e l l e  est 
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La rémanence e s t  apparamment plus longue s u r  l e  terrain qu'en labora- 

toire. En effet  en laboratoire, l e  pourcentage de nymphose & partir  de lots de 
larves stade 3 d'A.gambiae m i s  en contact avec les  eaux traitées, a t te in t  20% 

dès l e  ler  au 3ème jour après l e  traitement. Ceci s'explique par l a  p l u s  forte 

sensibil i té des larves stade 1, q u i  sur l e  terrain, meurent avant de continuer 

leur cycle. La réapparition des larves stade 3 dans les gîtes a l ieu lorsque l a  

concentration en spores es t  comprise entre 102 e t  2.10 

seuils de toxicité de B.sphaericus enregistrés sur l e  terrain sur C.quinquefas- 

ciatus e t  C.tarsalis sont de l 'ordre de 10 2 5.10 

DAVIDSON e t  al., 1984).  I 

3 spores/ml, alors que l es  

(NICOLAS e t  al.,  1985; 2 

La diminution du nombre total  de spores dans l'eau des mares, malgré 

une concentration stable ou décroissante dans l e  substrat  a u  cours du temps, 

indique une disparition d'une partie de spores amenées fors des traitements. 

Ceci peut s'expliquer par leur ingestion par des larves non cibles qui les  dé- 
truiraient (Culex sp. e t  Aedes vit tatus) mais surtout par l a  dégradation des 

spores par l e s  rayons ultra-violets (BURKE e t  a l .  , 1983) o En effet  l e s  g?teS 

étudi& sont situés comme l a  plupart des gîtes naturels A A.gambiae dans une zone 

de savane dégagée e t  très ensoleillée. 

Cette situation s'avère donc pour l ' ins tant  &re un facteur limitant 

& l 'u t i l isat ion du B.sphaericus sur Anopheles qambiae. 
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gableau 1 : Titrage biologique de Bacillus sphaericus 2362 

(BSP 1 ) sur Aogmbiae sol o o 

* m g / l  
** Intervalle de confiance, 
(S) : X2 significatif  au seuil  de 5$0 
(NS) : X2 non significatif  au seuil  de 5%. 



Tableau 2 : Effet résiduel. de B.sphaericus sur l e s  stades préimaginawr: d’Aegambiae dans l e s  maes cimentées. 



c 
r 

c r  i < '  I '  

--r-----T------ ,------_?=i"=-=== r----- T ? 

! ! ! 1 I ! ! I 
! ! 24 heures ! ! O !  4 !  O !  O !  O !  0 1  

! ! ! ? ' !  ! ? I ! ? 
f ! ! 1 24 ! 

! 24 heures I ! 8 !  O !  O !  O ?  O !  O !  

I ! ! ! ? ! ! ! 

! ! 24 heures ? ! 2 8 !  1 2 !  4 !  8 !  O !  O !  

T'----"-----r---'------------ 
Temps * Dates pré- 

t I lèvements t 1 ! 
!Mare No 

J3 J7 ! JI0 ! J2 
1----------- Concen- 
trat ions ' d observation 

! o ?  o *  o !  O 

0 I 24 

1 I ! Témoin ! 48 heures 4 ! 2 4 .  4 

4 

! 1 

! O ? O 
I ! 

72 heures 

1 

o !  o !  o !  1 * I  4 -  o -  

! 

! ! 6 I 
0,001g/m2 48 heures * 

1 

I ! O I 8 O I 72 heures I 24 I 4 ! ! 

1 I 

1 ! ! ! 

! I 

0 -  O 

O 

! 8 !  5 44 ! 2 4  ! 4  * 1 0,01g/m2 48 heures ! 

! ! I ! ! 

! 

? 

! 28 O 8 84 24 1 72 heures 
! ! I 

! ! 24 heures I 9 2 !  4 1  8 4 1  5 2 !  4 !  O !  
! 0,1g/m2 ! 48 heures ! 3 

Tableau 3 : Evaluation enalaboratoire de l'efficacité des e .de maes =tificieli s -trai ées avec B.sphaericus s u  les pourcentages de morta?%e enregistree apres 28 heure% 
48 heures, et 72 heures d'observation sur de5 lots de 25 larves d'A.gambiao stade 3. 

I 
.-A 
4 

I 



Tableau 4 : Effet rêsiduel de S3,sphaericus sur  &es stades  prêimaginaux dJA.gambiae dans l e s  maes 
naturelles,  
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1 ! 9 ! 1 
24 heures ! ! ... O !  O !  

O ! 

1 ! 48 heures ! 2 9 O B  O I  o I o I 
I ! o !  9 I 

0 .  0 -  ' 0 .  . ! 

lT6moins I ! I 1 p. I '  ! 

I 

! ! 48 heures ! 4 ! O !  O !  o I o I 
! 

! -  ! ! ! ! I ? ! 

t 9 
-. * 72 heures 

24 heures O 
! ! I I I O !  

O I o 

-II__ ! 4 '  I o ?  o !  4 I 9 
72 heures 

I 24 heures I I ! 24 I 4 ! 4 1  

Tableau 5 t Evaluation en laboratoire de l*efficscitê des eaux de mases naturelles 
traitées avec B,sphaericus sur les pourcentages de mortalité emegis- 
t ree  après 24 heures, 48 heures et 72 heures d'observation sur des 
lots de 25 larves d'8,gambiae stade 30  
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Tableau 6 t 

A, Volume d'eau ( l i t r e s )  dans l e s  mares cimentées, 

1 I I ! D P I 
I ' 6  

I I ! 3 : 4  ! I 5 !  1 : 2  ,Jours 

1795 20 I 8975 ! 21925 I 21925 ! 31925 1 I I 53 ! 

! 57 I 45 ! 48975 40 ! 48,75 I 38975 53975 ! 
1 
1 

i 
53975 ; 58975 ; 4 4 7 5  ; 55 ! I 47$5 ! 60 ! 

1 
! JI O 

B, Nombre total de spores dans l P e a u  des mares, substrat exclu, 

Moyenne de 2 mares, 

f 

3 et; 4 I 5 e t 6  No Mare' , et 
! 4 ! 
* JOWS 

JI0 i 6,75 I O 6  f 3,2 I O 6  f 2,3 106 ! 
I 
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s p h a e r i c u s  2362 s u r  Anopheles  gambiae s . l .  Giles, 1902 e n  A f r i q u e  d e  
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