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            초록
          
        

        
          We carried out an epidemiological survey of infectious myonecrosis which first occurred in farmed whiteleg shrimps in May 2015. The virus was not detected in culture water, feeds, and surrounding organisms in the IMNV-infected farms. In 2015, 5 hatcheries of whiteleg shrimps were operated in Korea, so we carried out virus tests on shrimp broodstock, shrimp feed lug worms(imported), rearing water, and surrounding organisms sampled from each of the 5 hatcheries. The tests detected the virus in one of 6 tested adult shrimps. 25~40% of the imported lug worms were also found infected, which requires us to consider need for import quarantine. The rearing water as well as the 11 species present in the infected hatcheries were also tested positive. These results require us to consider need for further research on correlations between the virus and surrounding animals in infected shrimp farms.
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      Ⅰ. 서 론
      우리나라 새우 양식 산업은 1990년 보리새우(Marsupenaeus japonicus)를 중심으로 급속히 성장하였으나, 1993년 이후 흰반점병(WSD, White Spot Diseases) 피해 발생(Kim et al., 1997; Heo et al., 2000)으로, 2003년 이후 대하(Fenneropenaeus chinensis)로 품종을 바꿔 양식하기 시작하였다. 그러나 흰반점병이 전국적으로 확산되어 풍토병으로 정착되면서 대하 양식 산업 또한 붕괴되기에 이르러(Jang et al., 2005), 2006년부터 흰다리새우(Litopenaeus vannamei)로 대체하여 양식하고 있다(Jang and Jun, 2007).

      전염성근괴사증(Infectious myonecrosis, IMN)은 Totiviridae에 속하는 Infectious myonecrosis virus (IMNV)에 의해 발생하는 질병으로 세계동물보건기구 (Office International des Epizooties, OIE)의 지정 질병이며 우리나라에서는 2015년 4월 이전까지 발병 사례가 없었던 수산생물질병관리법 제2종 수산생물전염병이다.

      외국의 경우 2002년 브라질 남동부의 흰다리새우 양식장에서 처음 IMN이 발생하여 2004년 브라질의 다른 지역으로 확산되었고 2006년 브라질로부터 수입한 새우 종묘를 이식한 인도네시아 자바섬에서 발병하여 이후 동남아시아 전역으로 전파되어(Lightner et al., 2004; Senapin et al., 2007), 흰다리새우 양식에 큰 위협으로 인식되고 있다(Tang et al., 2005).

      IMNV 감염 새우의 폐사율은 40~70%로(Poulos et al., 2006) 해수나 기수지역에서 양식하는 흰다리새우의 유생기와 양성단계에 걸쳐 심각한 영향을 미친다(Prasad et al., 2017). 매개생물은 밝혀지지 않았지만, 일반적으로 TSV와 같은 non-enveloped virus는 죽거나 빈사상태의 새우를 먹은 물새 등의 장이나 분변을 통해 전파되는 것으로 알려져있다. 감염된 흰다리새우는 투망, 사료, 수온, 염분 등의 급격한 변화 등의 스트레스를 받으면 복부환절과 꼬리지느러미 횡문근에 괴사가 나타나며, 괴사된 근육은 요리된 새우 색깔처럼 적색으로 변하기도 한다(Senapin et al., 2007).

      우리나라에서는 2015년 5월 흰다리새우 양성장에서 IMNV가 처음 검출되어 역학조사를 실시하고 결과를 보고하고자 한다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 전염성근괴사증 발생현황
      
        1. 전염성근괴사증 발생 및 진단방법
        
          가. 전염성근괴사증 발생 
          2015년 5월 중순 흰다리새우 양성장인 T 센터 어린새우에서 폐사가 발생하여 원인 분석을 실시한 결과 IMNV가 검출되었다.

          T 센터는 4월 16일 C 종묘생산장에서 흰다리새우 종묘 50만마리를 입식하였고, 5월 14일에 2개 수조에서 폐사가 시작되어 3일간 20만 마리가 폐사하여 입식량 중 40%의 피해가 발생되었다. 다른 수조에는 D 수산에서 4월 29일 30만마리를 입식하였으며, D 수산의 종묘에서는 폐사가 발생하지 않았다.

          IMN은 수산생물질병관리법 2종전염병으로 격리·이동제한 등의 방역조치가 시행되었다. 폐사가 발생한 2개 수조는 자체적으로 차아염소산칼슘으로 소독처리하고, 국립수산과학원은 역학조사를 실시하게 되었다.

        

        
          나. 진단방법
          IMNV 검출은 세계동물보건기구(OIE)의 진단매뉴얼을 기초로 작성된 국립수산과학원 병성감정지침서에 따라 분자생물학적 진단과 병리조직학적 진단을 실시하였다.

          분자생물학적 진단은 IMN RT-PCR 방법에 따라 cDNA 합성 및 PCR을 실시하였으며 primer 정보는 다음과 같다(표 1). 모든 증폭된 산물은 염기서열분석을 통해 GenBank에 등록되어 있는 IMNV의 유전자와 상동성을 확인하였다.

          
            <Table 1> 
				
            

            
              Primer sets
            
            

          

          
            
              
                	Primer sets
                	PCR primers 
                	Product size
              

            
            
              	1st
              	F
              	5'-CGACGCTGCTAACCATACAA-3'
              	328 bp
            

            
              	R
              	5'-ACTCGGCTGTTCGATCAAGT-3'
            

            
              	2nd
              	NF
              	5'-GGCACATGCTCAGAGACA-3'
              	139 bp
            

            
              	NR
              	5'-AGCGCTGAGTCCAGTCTTG-3'
            

          

          

          병리조직학적 진단은 전장, 후장, 신경절, 간췌장, 정소, 임파조직, 결합조직 등을 병리조직 처리하여 H&E 염색 후 검경하였다. 근섬유 응고괴사 및 혈구침윤, 임파기관의 Lymphoid organ spheroids (LOS) 형성, Ectopic LOS 등을 확인하여 감염여부를 확인하였다.

        

        
          다. 해수 중 IMNV 검출법
          5L 이상의 해수를 멸균된 채수통을 이용하여 채집하고 냉장상태로 운반하였다. 해수는 음이온여과막을 이용하여 최종 1/12,500~1/16,000로 농축 후 핵산추출 및 PCR에 사용하였다.

        

      

      
        2. 발생 양성장 역학조사
        
          가. 새우 종묘
          T 센터의 역학 현장조사는 5월 30일에 실시하였으며 현장조사 당시 D 수산과 C 수산의 종묘를 입식하여 양성중에 있었으며, 폐사 발생 수조의 새우는 C 수산의 종묘를 분양받은 것으로 조사되었다.

        

        
          나. 사육시설 및 출입자 관리
          양식시설 중 양식장 내부 복도는 주5회, 작업장은 주1회 차아염소산칼슘을 10,000배 희석하여 수동 분무기로 소독하고 있었고 소독실시 기록은 관리 일지에 기록되어 있었다. 사육동 출입구에는 소독발판이 설치되어 있었고 폐사한 수조는 출입이 폐쇄되어 있었다.

          관리자 및 근무자의 주요 이동현황은 4월 16일 C 수산에서 T 센터로 차량을 이용하여 50만 마리 입식하고 4월 29일 D 수산에서 동일한 차량으로 종묘 30만 마리를 수송하였다. 출입차량에 대한 소독 등의 방역관리는 이루어지지 않았다.

        

        
          다. 사육 용수
          사육용수는 고압모래여과기를 통과한 해수, 고압모래여과기를 통과한 해수에 담수를 첨가하여 염분을 낮춘 저염분 해수, 새우를 사육중인 수조의 사육수, 배수관 인근 해수를 분석하였으며 모두 IMNV는 검출되지 않았다.

        

        
          라. 먹이(배합사료)
          중국산 냉동 배합사료를 사용하고 있었으며, 사료에서 IMNV는 검출되지 않았다.

        

        
          마. 주변 서식 생물
          배수구에 위치한 갯벌 서식생물을 채집하여 바위게, 불가사리, 기타 패류, 플랑크톤, 집게발새우를 검사하였으며, 모두 IMNV는 검출되지 않았다.

        

      

      
        3. 새우 종묘생산장 역학조사
        2015년 당시 우리나라 흰다리새우 종묘생산장은 전라남도 1개소와 충청남도 4개소가 있었으며, 이들 종묘생산장 5개소에서 흰다리새우 종묘를 생산하여 전국 양성장으로 분양하였다.

        IMN 역학조사를 위하여 종묘생산장 5개소의 흰다리새우 모하, 먹이로 사용하는 갯지렁이, 사육수, 해역해수, 주변서식 생물의 IMNV를 분석하였다.

        
          가. 종묘 생산용 흰다리새우 모하
          종묘생산장의 모하는 전량 미국 하와이 몰로카이씨팜스에서 무병새우로 생산되었으며, 수산생물질병관리법 제27조 및 같은법 시행규칙 제29조의 검역 절차에 따라 검역(정밀검사)을 거친 후 국내에 반입되므로 흰다리새우 종묘생산용 모하로부터 IMNV의 유입 가능성은 매우 낮은 것으로 판단된다.

          D 수산의 역학조사에서 모하의 6마리 중 암컷 1마리에서 IMNV가 검출되었다. 수입 모하의 검역은 철저하게 이루어져 모하로부터 유입가능성은 낮을 것으로 보여 수개월 동안 수조에서 관리되는 과정에서 사육용수나 먹이생물로부터 감염되었을 가능성이 큰 것으로 생각된다.

        

        
          나. 수입산 갯지렁이 
          D 수산의 1차 현장 역학조사(5월 29일)에서 모하 난성숙을 위해 먹이로 사용하는 중국산 갯지렁이 20마리를 채집하여 검사한 결과 5마리가 IMNV 양성으로 나타나 보유율 25%로 조사되었다. 이후 D 수산에 중국산 갯지렁이를 납품하는 업체로부터 갯지렁이를 수입 즉시 미개봉 상태로 구입하여 검사한 결과, IMNV는 nested PCR에서 40%의 검출율을 나타내었다.

          미성숙 어미새우, 특히 암컷 난소의 성숙과정에서 가장 중요한 것은 먹이이다. 부화장에서는 일반 양식 새우와는 달리 어미새우에 여러 종류의 생사료를 먹이고 있으며, 먹이에서 가장 중요하고, 가장 많이 차지하는 생사료 원료는 갯지렁이류이다.

          하와이에 소재한 해양연구소(Oceanic Institute)는 새우에 감염될 수 있는 전염병의 위험성을 최소화하기 위하여 갯지렁이에 철저한 검역과정을 거치고 PCR 기법을 사용하여 흰반점바이러스(WSSV, White spot syndrome Virus), 타우라바이러스(TSV, Taura Syndrome virus), 전염성피하및조혈기괴사증스(IHHNV, Infectious hypodermal and hematopoetic necrosis virus), 급성간췌장괴사증(AHPND, Acute hepatopancreatic necrosis disease)의 원인 세균에 대한 보균여부를 검사하여 보균하지 않은 20%를 골라내어 무균갯지렁이 양식을 시도하고 있다.

          우리나라는 연간 300톤가량의 갯지렁이를 대부분 중국에서 수입하고 있다. 갯지렁이의 품목 분류 코드는 HS 010690310이며 원산지제도 운영에 관한 고시에 의하여 원산지표시 ‘비대상’, 적정표시방법 ‘비대상’ 품목으로 분류되어 질병검사 없이 자유롭게 수입되고 있다.

          브라질에서는 IMNV 감염 새우를 먹은 조류의 분변에서 IMNV가 검출되었고, 감염 새우를 공식한 새우에서 감염이 유발되며, 알테미아에 IMNV을 감염시켜 흰다리새우에 공급하였을 때 인위감염되어 먹이를 통하여 IMNV 감염이 가능하다고 보고하였다(Andrade, 2009).

          본 조사에서 수입산 갯지렁이에서 IMNV가 검출되었으며, 갯지렁이를 먹이로 사용한 흰다리새우 모하에서 IMNV가 검출되어 갯지렁이를 통한 감염 가능성이 높을 것으로 생각된다.

        

        
          다. 종묘생산장 사육수
          C 수산과 D 수산의 6월부터 9월까지 소독처리하지 않은 원수, 소독처리한 모하 사육수 및 유생 사육수를 10,000배 농축하여 IMNV를 조사하였다.

          C 수산 및 D 수산의 모하 유생 수조와 D 수산의 소독처리하지 않은 원수에서 IMNV가 검출되었다. 해수 중의 바이러스 농도는 Real-time PCR법과 같은 정량분석이 필요하겠지만 nested PCR의 검출한계가 1,000 copy/µL 정도라는 것을 감안할 때 해수 중 바이러스 검출 농도는 1×106 copy/㎖ 이상일 것으로 추정된다. 이 농도는 브라질 IMNV 발생 양식장 유입수 1 mL 당 1.0×105~3.0×107 viral RNA의 검출농도와 유사한 수준으로 보인다(Andrade, 2009).

        

        
          라. 주변 서식 생물
          C 수산과 D 수산 주변 해역의 방게, 풀게, 칠게, 갈게, 바위게, 가지게, 농게, 집게, 고동류, 갯지렁이, 불가사리, 굴, 쏙붙이, 망둥어, 삿가조게류, 군뷰류, 종밋류을 채취하여 IMNV 감염여부를 조사하였다. C 수산 주변 해역의 서식생물에서는 검출되지 않았으나, D 수산 주변 서식생물종중 풀게, 방게, 가지게, 쏙붙이, 자연산 새우류, 홍합, 굴류, 고둥류, 망둥어, 갯지렁이 등 11종에서 IMNV가 검출되었다.

          IMNV의 감염 매개체(vector)는 명확하지 않지만 감염 양식장의 동물성플랑크톤(77%), 게류(80%), 굴류(40%)에서 높은 비율로 IMNV이 검출되어 vector의 가능성으로 지목되고 있다(Global aquaculture advocate, 2013). 또한 브라질의 IMNV 감염양식장에서 채집한 다모류와 이매패류에서 nested RT-PCR로 검출되어 이들 서식생물을 잠재적 숙주로 보고하였다(Andrade, 2009).

          새우 양식장에서 바이러스가 배출된다는 직접적인 근거는 없지만 발생종묘장 인근 해역의 서식 생물에서 IMNV가 검출되는 것은 상관관계가 있어 보인다. 자연 생태계로 바이러스가 배출되거나 수중의 바이러스가 서식생물에 축적되는 생물학적 시간, 서식생물을 통한 바이러스의 전파 가능성 등에 대한 추가 연구가 필요할 것이다.

        

      

      
        4. IMNV 유전자 분석
        감염된 새우(모하, 종묘), 해수, 먹이생물(갯지렁이), 서식생물 등에서 검출된 PCR 산물을 모두 sequencing하여 상동성 분석을 실시한 결과, 분리유래와 관계없이 모두 동일한 염기서열을 나타내며 브라질 및 인도네시아 유전자와 100%의 상동성을 보였다. 현재까지 GenBank에 등록되어 있는 IMNV의 유전자는 브라질과 인도네시아 분리주(26개 등록) 뿐이며 이들 유전자간에도 full length 99.6% 유사하여 Genotype이 확인되어 있지 않아 유전자 분석으로 IMNV의 유입경로를 밝히기는 어려웠다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 고 찰
      전염성근괴사증(IMN)은 국내 보고사례가 없는 제2종 수산생물전염병으로서 전염병의 확산 방지를 위해 역학조사를 실시하였다.

      IMNV의 최초 유입 경로에 대해서는 현재 시점에서 명확히 밝힐 수는 없지만, 감염된 새우 종묘, 물(사육용수, 연안 해수), 먹이생물(중국산 갯지렁이), 주변서식생물을 전파 위험 요인으로 설정하고 다양한 가능성 조사에서 중국산 갯지렁이를 주요 유입 원인으로 의심하게 되었으며, 그 이유는 다음과 같다. 첫째, 중국산 갯지렁이는 검역 비대상 품목이므로 질병의 감염여부를 모르는 상태로 수입되어 모하의 먹이 및 낚시 미끼로 사용되어 있다. 둘째, Kim et al.(2009)은 흰반점바이러스에 감염된 두토막눈썹참갯지렁이를 대하 모하에 먹였을 때 감염율이 약 9배(56%) 증가하여 먹이를 통한 바이러스 감염 가능성을 제시하여 본 조사에서도 가능성이 있을 것으로 판단된다. 셋째, 브라질에서는 IMN이 발생한 양식장에서 채집한 이매패류, 다모류를 잠재적 숙주로 보고하였다(Andrade and Lightner, 2009). 바이러스 감염 새우를 먹은 조류의 분변에서 IMNV가 검출되었고, 감염 새우를 공식한 새우도 감염되었으며, IMNV 감염 알테미아를 흰다리새우에 투여 시 감염된다는 보고 등에서 먹이를 통한 IMNV 전파 가능성이 제시되었다. 따라서 중국산 갯지렁이가 매개체로 작용하여 직접적으로 IMNV를 모하 또는 사육수에 바이러스를 전달할 가능성도 있으며, 수년간 낚시 미끼 등으로 연안에 노출된 중국산 갯지렁이로 인한 해역의 바이러스 오염 가능성도 있을 것으로 판단된다.

      수산생물전염병 방역은 유입원인이 구명되면 효율적 방역활동이 가능해 진다. 그러나 발생원인을 반드시 밝혀야만 방역이 가능한 것은 아니다. 질병의 특성상 위험 요소를 신속히 확인하여 제거하는 방역조치를 취하는 것이 최우선이기 때문이다. 또한 원인이 밝혀지더라도 다른 유입경로에 대한 조사나 관리를 소홀히 하여서는 안 될 것이다. 전염병의 근절은 방역당국만의 힘으로 가능한 것이 아니므로 지자체, 어업인의 협조가 필수적이므로 지속적으로 교육하고 홍보하여 방역의식을 제고하여야 하겠다.

      또한 향후 재발방지 및 예방대책 수립을 위해서 종묘생산장 및 새우양식장 질병관리에 관한 제도 정비가 필요할 것으로 판단된다. 첫째 먹이로 사용되는 갯지렁이의 지정 검역물 지정 검토, 둘째 종묘생산장 집중 방역관리를 위하여 종묘생산장 전염병 검사 의무제 도입, 셋째 새우 양식장 입식신고 및 기록 의무화 등이 시급한 것으로 판단된다. 아울러 어업인의 자발적 참여 프로그램 개발 및 효율적인 제도 시행을 위해서는 유관기관간의 공동대응 시스템 강화가 필요할 것이다.
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