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스쿠티카증(Scuticociliatosis)은 Scuticociliatida목
에 속하는 섬모충에 의해 발생 되는 감염증을 말하

며 치료대책이 없고 폐사율이 높아 우리나라의 넙

치양식에서 심각한 문제로 대두되는 기생충성 질

병이다. 스쿠티카증의 대표적인 원인충인 Mia-

miensis avidus는 감염어의 체표와 지느러미, 아가

미에 기생하여 괴사를 유발하고 대부분의 체외기

생성 섬모충과는 달리 혈류를 타고 장, 신장, 생식

소, 비장 및 뇌 조직까지 침투하여 높은 폐사를 유

발한다 (Harikrishnan et al., 2010). 
현재 스쿠티카증에 대한 대책으로는 포르말린 

(37% folmaldehyde solution)이 유일하게 스쿠티카

충 구제제로 승인되어 사용되고 있으나 식품으로

서의 안전성과 환경오염을 일으키는 문제가 보고
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rate in the challenge test, all of which indicating that DTP extract would be a potential feed additive 
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되고 있다 (Kang et., 2014). 현재까지 스쿠티카충 

구제물질에 관한 연구로는 기생충 구제제를 포함

한 다양한 화학요법제 (Kim et al., 2001; Park et 
al., 2014; Lee et al., 2017) 그리고 천연유래물질 등

(Kang et al., 2014; Mallo et al., 2016)을 이용한 항스

쿠티카충 효과에 관한 연구 결과가 보고되었으나 

in vivo 및 현장실험에서의 효과가 부족하여 현재

까지 상용화되지 않고 있는 실정이다.
스쿠티카충은 넙치의 면역기전 중 여러 세포성 

면역 기전을 저해하는 물질을 분비하는 것으로 밝

혀졌으며 넙치는 스쿠티카증에 대한 저항력이 다

른 어종에 비해 떨어지는 것으로 나타났다 (Kim et 
al., 2004). 실제로 조피볼락 양식장은 스쿠티카증

에 대한 피해가 거의 없지만 유독 넙치 양식장에서 

심각한 피해를 보고 있는 것도 이러한 스쿠티카충

의 면역기전 억제능력 그리고 넙치의 스쿠티카충

에 대한 낮은 저항성에 의한 결과라 할 수 있다. 
이러한 스쿠티카충의 감염을 막기 위하여 백신 개

발이 국내외에서 활발히 진행되고 있다. M. avidus
의 불활화백신을 넙치에 접종하면 특이 면역이 증

강되는 사실이 알려져 있으며 (Jung et al., 2006) 또
한 DNA 재조합 백신 (Kim et al., 2006) 및 스쿠티카

충 백신에 효과적인 adjuvant (Sitjà-Bobadilla et al., 
2008)도 개발되었으나 현장에서의 성공적인 사용 

결과는 보고되고 있지 않다.
폐기부산물로 처리되는 감귤의 과피를 완전 건

조시켜 한약재로 쓰는 진피 (Citrus unshiu Peel)는 

대한약전에 귤나무 (Citrus unshiu Markovich)의 건

조된 잘 익은 열매껍질로 정의되어 있으며, 정량할 

때 환산한 건조물에 대하여 폴리페놀의 일종인 

hesperidin (C28H34O15 : 610.56)이 4% 이상을 함유하

도록 대한약전에 규정되어 있다 (Kim et al., 2007; 
Moon et al., 2012). 진피는 기능성 성분을 많이 포

함하고 있는 폴리페놀류, 비타민류, limonoid류 등

의 다양한 천연화합물을 함유하고 있어 의약품 소

재 및 기능성 식품으로의 가능성을 인정받고 있다 

(Park et al., 2011). 예를 들어 Jung et al. (2010)은 

감귤류 중 유자를 첨가한 사료를 넙치에 급여했을 

시 혈청 내 항균활성이 유의적으로 높게 나온다고 

보고하였다. 또한, 한약재 추출물의 항원충 효과의 

가능성을 제시하는 사례도 보고되고 있으며 (Youn 

et al., 2003; Park et al., 2005), 한약재 추출물이 사

람에 기생하는 병원성 원충뿐만 아니라 어류에 기

생하는 스쿠티카충에서도 효과가 있는 것으로 보

고되어 있다 (Lee et al., 2010).
본 연구에서는 항스쿠티카충 효과가 있는 사료 

첨가제를 개발하고자 다양한 방법으로 추출한 진

피추출물을 대상으로 사료에 첨가하여 넙치에 급

여한 후 성장률 및 항스쿠티카능을 조사하였다. 스
쿠티카충의 분리를 위해 완도의 육상수조 양식장

에서 스쿠티카증을 나타내는 넙치를 실험실 내로 

이동하여 최종 감염 기관인 뇌를 적출 하였다. 적
출한 뇌조직을 phosphate buffer saline (PBS)에 1% 
penicillin-streptomycin (p/s)를 첨가한 용액으로 3회 

세척 후 25 cm2 polystyrene culture flask (SPL, Po-
cheon, Korea)를 이용하여 25℃에서 12시간 배양하

였다. 이후 감염 조직액 1 mL를 PBS로 2배 단계 

희석하여 순수 분리하였다. 분리한 스쿠티카충은 

1651 MA medium (ATCC, Virginia, USA)에서 배양

하였으며 25℃에서 7일마다 계대배양 하여 유지하

였다 (Soldo et al., 1972; Gomez-Saladin et al., 1993). 
순수 분리한 스쿠티카충의 동정을 위해 배양액 1 
mL를 원심분리하여 상층액을 제거한 후 DNA 정
제 kit (Bioneer, Daejeon, Korea)를 이용하여 DNA를 

분리하였다. 18S rRNA 염기서열분석을 위한 PCR
은 eukaryotic universal primers A (5'-ACC TGG TTG 
ATC CTG CCA GT-3')와 B (5'-TGA TCC TTC TGC 
AGG TTC ACC TAC-3') (Medlin et al. 1988)를 사용

하여 94℃에서 30초, 50℃에서 30초, 72℃에서 2분
씩 총 30회 실시하였고, cox1 gene 염기서열분석을 

위한 PCR은 F199d-B2 (5′-TCA GGA GCT GCM 
TTA GCH ACY ATG-3′)와 R1143d (5′-TAR TAT 
AGG ATC MCC WCC ATA AGC-3′) (Jung et al., 
2011)를 사용하여 94℃에서 45초, 55℃에서 1분, 
72℃에서 1분 45초씩 총 40회 실시하였다. PCR로 

획득한 증폭 산물은 1.5% agarose gel (Sigma, St. 
Louis, MO, USA)에서 전기영동 후 목적 DNA의 

증폭 여부를 gel documentation system (Wisd, Wer-
theim, Germany)상에서 확인하였다. 그 후 target 
band를 잘라내고 AccuPrep gel extraction kit (Bio-
neer, Daejeon, Korea)를 사용하여 PCR product를 추

출하였다. 정제된 PCR product는 pGEM-T Easy 
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Vector (Promega, Madison, USA)에 TA cloning한 다

음 Escherichia coli DH5α competent cell (TaKaRa, 
Kyoto, Japan)에 형질 전환하였으며 plasmid DNA
는 AccuPrep pasmid purification kit (Bioneer, Dae-
jeon, Korea)로 정제하여 염기서열을 결정하였다. 
DNA 염기서열 결정은 ABI Prism BigDye Termina-
tor v3.1 cycle sequencing kit (Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA)와 ABI 3130xl Genetic Ana-
lyzers (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 
클로닝된 유전자의 확인은 SP6 (5'-TAT TTA GGT 
GAC ACT ATA G-3')와 T7 (5'-TAA TAC GAC TCA 
CTA TAG GG-3') primer를 사용하였다. 유전자 염

기서열 분석은 DNASIS MAX v3.0 program (Hita-
chi Software, Tokyo, Japan)을 사용하였으며, 유전

자 염기서열의 상동성은 NCBI (http://www.ncbi. 
nim.nih.gov/BLAST)를 통하여 검색하였다.

실험에 사용된 넙치 (Paralichthys olivaceus)는 평

균체중 37±1.3 g으로 전남 고흥 소재의 양식장에서 

분양받아 비슷한 중량의 넙치로 선별하여 원형수

조에 약 1주일 동안 순치시켰다. 순치 전 넙치는 

100 ppm 농도의 포르말린(37% Formaldehyde)으로 

30분 동안 약욕하였다. 실험에 사용된 사각 유리수

조 (900×450×450 ㎜)에 해수를 수심 400 ㎜만큼 채

운 후 수온은 20±3℃로 유지하였으며 순환 여과식 

사육법을 사용하였다. 순치기간 중 그룹을 나누기 

전 무작위로 10미를 샘플링하여 입식된 실험넙치

가 스쿠티카충에 감염되지 않았음을 확인하였으

며 환수는 일주일에 1회씩 100% 실시하였다. 환수

에는 과산화수소 100 ppm으로 소독된 해수를 사용

하였다. 스쿠티카충에 의한 공격실험 전까지 일반

사료 및 첨가사료를 공급한 그룹에서 스쿠티카증

은 물론 바이러스 등에 의한 넙치의 주요 질병이 

전혀 관찰되지 않았다. 
본 연구에서 사용된 진피 (dried tangerine peel, 

Citrus unshiu Peel, DTP)는 군산에 위치한 한약방

에서 구매하였으며 가장 효과적인 추출물을 확보

하고자 5가지의 추출방법을 사용하였다. 첫째, 진
피를 분쇄하여 가루로 제작한 후 증류수 100 mL에 

진피가루 10 g을 넣고 overnight을 하여 수분을 흡

수시킨 후 부직포로 압착하여 착즙하였다. 둘째, 
증류수 100 mL에 진피 10 g을 넣고 overnight 하여 

수분을 흡수시킨 후에 균질화하고 부직포로 압착

하여 착즙하였다. 셋째, 증류수 100 mL에 진피를 

10 g을 넣고 overnight 하여 수분을 흡수시킨 후에 

균질화 하였고 600 ×g에 15분간 원심분리 후 상층

액을 분리하였다. 넷째, 진피 10 g을 증류수 100 
mL에 넣고 hot plate를 이용하여 100, 90, 80, 70, 
60℃에서 각각 boiling하여 열수 추출하였다. 마지

막으로 다섯 번째, 진피 10 g을 70% 에탄올에 넣고 

Branson Bransonic® CPX Digital bath 8800 (EMER-
SON, St. Louis, US)으로 1시간 동안 sonication 하
였으며 600×g으로 10분간 원심분리를 하여 수집한 

상층액을 감압농축플라스크에 취하여 50℃ 이하

의 수욕 상에서 감압 농축하여 에탄올을 모두 증발

시켰다. 진피 추출물에는 다양한 생리활성 물질이 

복합적으로 포함되어 있으므로 추출 방법에 따라 

절대적 희석농도인 %로 표기하였다. 각각의 추출

물들은 스쿠티카충에 대한 최소치사농도 (Minimal 
lethal concentration, MLC)를 측정하는데 사용하였다.

여과된 멸균해수에 각각의 추출물들을 40%부

터 1.25%까지 2배 단계 희석하여 96 well plate의 

각 well에 200 ㎕씩 희석단계 별로 3반복으로 넣고 

well 당 4×103 cells/100 ㎕로 스쿠티카충을 노출시

켰다. 대조군은 멸균해수에 증류수를 40%부터 

1.25%까지 2배 단계 희석하여 실험군과 동일한 조

건으로 수행하였다. 추출 방법에 따라 스쿠티카충

에 대한 MLC를 알아보기 위해 18℃에서 1시간 동

안 반응시킨 뒤 전체 스쿠티카충의 운동성이 없어

졌을 때 또는 충체가 완전히 터진 상태를 사멸로 

간주하여 MLC를 측정하였다 (lglesias et al., 2002).
가장 효과적인 MLC를 나타낸 진피추출물을 각

각 사료 중량 대비 0.1, 0.5, 1 및 5% 씩 첨가하여 

첨가사료를제작하였다. 제작 시 사료 100 g 당 D.W. 
39.9 mL에 진피 추출물 0.1 mL를 넣은 후 첨가한 

군을 0.1%군, 사료 100 g당 D.W. 39.5 mL에 진피 

추출물 0.5 mL를 첨가한 군을 0.5%군, 사료 100 
g당 D.W. 39 mL에 진피 추출물 1 mL를 첨가한 

군을 1%군, 사료 100 g당 D.W. 35 mL에 진피 추출

물 5 mL를 첨가한 군을 5% 군으로 하고 D.W. 40 
mL을 사료 100 g에 흡착시킨 군을 대조군으로 하

였다. 플라스틱 통에 사료를 넣고 각각의 방법으로 

진피추출물을 첨가한 후 골고루 흔들어주어 사료 전
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체에 흡착이 되게 한 후 균일하게 건조 시켰다. 제
작한 사료는 사용할 때까지 -20℃에서 보관하였다. 

넙치의 선별 과정에서 실험어의 최초 무게를 측

정하고 어체 중량의 3%에 해당되는 첨가 사료 및 

일반사료를 매일 2회(10시 및 18시)씩 총 7일 동안 

각 군당 10미를 대상으로 급여하였다. 급여 후 공

격실험 전 최종무게를 측정하여 성장률을 측정하

였다. 실험어가 섭취한 사료량은 사료를 공급한 지 

30분 후에 섭취하지 않은 사료를 전부 채취하여 

건조 시킨 후 전체 공급량에서 제외하여 측정하였

다. 최종무게 측정 후 아래와 같은 공식을 이용하

여 증체량, 증체율, 일일 성장률 및 사료계수를 산

출하였다.

Weight gain (g)＝Final weight (g)−Initial weight (g)
Percent weight gain (PWG)＝[100×(Final weight- 

Initial weight) / Initial weight]
Specific growth rate (SGR)＝[{LNFinal weight (g)- 

LNInitial weight (g)} / DAY]×100
Feed conversion ratio (FCR)＝Total feed taken (g) / 

Weight gain (g)

스쿠티카충을 대량배양하기 위해 2 L medium 
bottle에 1651 MA medium 1 L를 넣고 스쿠티카충

을 2×103 cells/mL 만큼 접종하였다. 접종 후 shak-
ing incubator에서 130 rpm, 25℃로 진탕 배양하였

다. 접종 4일 후 2×105 cells/mL에 도달하였을 때 

공격실험에 사용하였다. 공격실험을 위해 각 군의 

10미씩의 넙치를 10 L 아크릴 수조에 수용한 뒤 

스쿠티카충의 최종 농도가 2×103 cells/mL이 되도

록 사육수에 접종하여 48시간 동안 침지 감염시켰

다. 스쿠티카충의 침지 접종농도는 선행 실험들의 

농도를 참고하여 예비실험을 통해 최종 결정하였

다 (Jung et. al., 2006; Lee et al., 2017). 침지 감염 

후 넙치를 원래의 본 수조로 환원한 뒤 200 L 외부 

여과기를 사용하여 독립된 순환 여과식 사육법을 

사용하였다. 다음 날부터 사료를 공급하고 공격실

험 기간 동안 폐사한 개체는 즉시 폐사원인을 분석

하였다. 스쿠티카충으로 인한 폐사는 스쿠티카충 

감염증상인 체표괴사, 체색흑화, 괴사 부위 및 뇌

에서 충의 분리를 통해 판단하였다. 공격실험과 성

장실험을 제외한 모든 실험은 3 반복으로 수행하였

으며 데이터를 평균과 표준편차 (mean±S.D.)로 표

현하고 각 그룹 간의 유의성 검정을 위해 ANOVA
분석 후 Newman-Keuls 검정을 사후비교로 사용하

였다. 유의성의 판단 기준은 P<0.05일 경우 유의성

이 있는 것으로 판정하였다. 공격실험은 넙치의 미

수를 10미와 6미씩 각각 달리하면서 2 반복을 하였

으나 폐사율에 대한 결과는 유사하였으며 본 연구

에서는 10미에 대한 결과를 대표적으로 제시하였

다. 성장실험은 단 회 그룹 당 10미씩 수행하였다.
본 연구에서는 항스쿠티카충 효과를 낼 수 있는 

사료 첨가제를 개발하고자 진피 추출물이 첨가된 

사료를 넙치에 급여한 후에 성장률과 함께 항스쿠

티카능을 평가하였다. 실험에 사용된 스쿠티카충

은 동정 결과 Miamiensis avidus로, serotype은 type 
Ⅱ로 나타났으며, 종 동정 결과는 Table 1에 나타내

었다. Fig. 1은 다양한 추출 방법을 통해 수집된 진

피 추출물의 스쿠티카충에 대한 MLC 결과를 보여

주고 있다. 진피를 분쇄한 후 수분을 흡수시킨 군 

(A)과 진피에 수분을 흡수시킨 다음 분쇄한 군 (B)
의 MLC는 각각 40%와 5%로 큰 차이를 보였으며 

진피에 수분을 흡수시킨 후 분쇄하여 수집한 상층

액 (C)과 B를 비교하였을 때에도 각각 40%와 5%
의 큰 차이를 보였다. 열수 추출하였을 때 (D-100, 
90, 80, 70, 60)에는 100℃를 제외한 모든 추출온도

에서 20%로 나타났으며 100℃에서는 살충효과가 

전혀 관찰되지 않았다. 진피를 70% ethyl alcohol에

Table 1. Output of BLAST for scuticociliate

Accession No. Description Score (bits) Identities (%) E value

AY550080 Miamiensis avidus 18S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 1319 100 0

EU831214 Miamiensis avidus strain A3 cytochrome oxidase 
subunit I gene, partial cds; mitochondrial 1663 100 0
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서 sonication한 후 감압 농축한 군 (E)에서는 B와 

같은 5%의 MLC를 보였다. 열수 추출하는 방법 

(D-100)에서 살충효과가 전혀 나타나지 않은 반면

에 나머지 60~90℃에서 열수 추출한 방법 (D-60~ 
90)에서는 20%의 MLC가 관찰되었다. 이러한 결

과로 스쿠티카충을 살충시키는 진피의 물질이 열

에 대한 어느 정도의 내성을 가지고 있지만 boiling
에서는 약한 것으로 나타났다. 진피를 분쇄시켜 가

루로 만든 뒤 수분을 흡수시켜 착즙한 경우 (A)에 

40%의 MLC가 나타 난 반면 진피에 수분을 흡수시

키고 분쇄한 다음 착즙한 경우 (B)에 5%의 MLC가 

나타난 결과를 미루어 볼 때 스쿠티카충을 살충시

키는 진피의 물질이 물리적 충격에 파괴되는 물질

이며 먼저 수분을 흡수시킨 후 분쇄했을 경우 그 

충격이 완화될 수 있는 것으로 판단되었다. 또한 

70% ethanol에서 sonication을 한 다음 감압농축을 

한 경우 (E)에 B와 마찬가지로 5%의 결과가 나타

난 것으로 보아 살충효과가 있는 천연물질이 수용

성인 것으로 생각된다. 하지만 E의 방법으로 제작

된 추출물은 보관과정에서 경화되는 현상이 나타

났다. 따라서 추출방법이나 보관상의 문제를 고려

해 보았을 때 B의 추출방법이 가장 효율적이라고 

판단된다. 
진피의 대표적인 성분인 hesperidin은 flavanone

에 속하는 폴리페놀로 감귤류 및 진피에 다량 함유

되어있는 것으로 알려져 있다 (Ham et al., 2008). 
진피 추출물이 스쿠티카충에 대한 직접적인 살충

효과를 나타내는 이유로 폴리페놀 성분이 작용한 

것으로 추측되는 바 본 연구의 선행실험으로 폴리

페놀의 표준물질인 gallic acid와 protocatechuic acid
를 이용하여 스쿠티카충에 대한 MLC를 조사한 결

과 0.1%와 0.4%로 나타났으며 고분자 폴리페놀인 

tannic acid에서는 0.06%의 MLC를 나타내었다(논
문 준비 중). 그러나 진피 추출물의 어떠한 성분이 

스쿠티카충에 직접적인 살충작용을 하는지에 관

한 연구, 또한 해당 물질이 체내에 흡수된 후 대사

과정을 거쳐 배설될 때까지의 약동학적인 연구가 

추후 진행 되어야 할 것으로 생각된다.
살충효과가 가장 좋았던 B 방법으로 얻은 진피 

추출물을 기본사료 중량의 0.1, 0.5, 1 및 5%만큼 

각각 첨가하여 제작한 사료를 7일간 넙치에 급여

한 후 성장률 및 스쿠티카충 공격실험에서 항스쿠

티카능을 평가하였다. 그 결과 진피 추출물을 첨가

한 사료를 공급하여 7일간 사육한 결과 폐사한 개

체는 없었으며 Table 2에 제시된 것처럼 최초 무게

는 평균 37 g 내외로 비슷하였으며 모든 군에서 

대조군에 비해 최종무게, 증체량, 증체율 및 일일

성장률에 있어서는 유의적 및 평균적으로 차이가 

없었으나 사료계수에 있어서는 1% 그룹에서만 유

의성 있게 (p<0.05) 개선되었다.
Fig. 2는 진피 추출물을 사료 중량의 0.1, 0.5, 1 

또는 5%만큼 각각 첨가한 사료를 10 미의 넙치에

게 각 그룹 당 7일 동안 공급한 후 스쿠티카충을 

감염시켰을 때 2주간에 걸친 누적 폐사율을 보여

주고 있다. 공격 3일 째부터 폐사가 나타나기 시작

하여 6일 째 이후로 폐사한 넙치가 더 이상 나타나

지 않았다. 공격실험 기간 동안 0.5% 군의 경우 

100% 생존하였으며 5% 군의 경우 5일 째에 전량 

폐사하였다. 대조군과 1% 군에서는 6일째에 40%
의 생존율을 보였다. 시간 차이를 두고 각 6 미씩을 

대상으로 한 반복 공격실험에서도 유사한 결과가 

도출되었으며 폐사한 개체는 모두 체표괴사 및 새

변의 곤봉화, 빈혈 등의 전형적인 스쿠티카증을 보

Fig. 1. The parasite killing effects of dried tangerine peel 
(DTP) by five different extraction methods. A, extract 
squeezed from water soaked ground DTP; B, extract 
squeezed from homogenizing water soaked DTP; C, su-
pernatant extract centrifuged from homogenizing water 
soaked DTP; D, hot water extracts at 60, 70, 80, 90 and 
100℃; E, 70% ethanol extract.
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였으며 병변에서 동일한 스쿠티카충이 분리되었

다. 이러한 결과는 유자첨가사료를 넙치에 급여하

여 어류병원세균에 대한 저항성을 조사한 연구에

서 높은 농도의 유자를 첨가한 사료군이 대조군보

다 빠른 폐사를 보인 것과 유사하다 (Jung et al., 
2010). 

하지만, 선천성 면역능력의 지표 중 하나인 라이

소자임 활성을 측정한 결과, 높은 농도에서도 대조

군과 유의한 차이는 없었으며, 이러한 결과는 생약

제 첨가 사료를 넙치에게 급여하여 다양한 선천성 

면역 능력을 측정한 다른 연구에서 나타난 결과와 

유사하였다 (Harikrishan et al., 2012; Hwang et al., 
2015; Bang et al., 2019). 이처럼 선천성 면역지표에 

영향을 주지 않은 상태에서 진피 추출물 5% 첨가 

군이 전량 폐사한 것은 고농도의 진피 추출물이 생

체 독성으로 작용했을 것이라 생각되며 선천성 면

역지표가 대조군과 유사함에도 불구하고 0.5%군

에서 가장 생존율이 높게 나온 이유로 진피 추출물

의 폴리페놀 성분이 생체 내에서 직접적으로 스쿠

티카충에 대해 살충작용을 했을 것으로 추정한다.
결론적으로 진피 추출물 1% 첨가사료는 넙치의 

사료계수를 높여 성장률을 향상시키고 사료 중량

의 0.5%를 첨가하였을 때 스쿠티카충 감염으로부

터 가장 높은 생존율을 보여주었다. 본 연구에서 

확립된 방법으로 얻어진 진피 추출물은 넙치의 사

료 효율 개선과 스쿠티카충에 대한 예방효과가 있

는 것으로 확인되었다. 
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