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            초록
          
        

        
          Spring viraemia of carp (SVC) is a highly infectious virus that infects fish and is associated with a high mortality rate. SVC is listed as a notifiable viral disease by the World Organization for Animal Health (OIE) and is a legal communicable disease (class-1) requiring stamping out in Korea. SVC-PCR positive of crucian carp was confirmed in a Chungcheongbuk-do aquaculture farm but CPE was not observed, and no mortality occurred. Further, we compared and analyzed the detection of qPCR and RT-PCR. SVC quantification was analyzed in the epidemiological investigation sample of the aquaculture farm. SVCV was detected above the concentration of infection limit of EPC cells. It is expected that SVCV was inactivated in crucian carp due to the increase in water temperature. These results may contribute to basic data for epidemiological studies.
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      Ⅰ. 서 론
      잉어봄바이러스(Spring viraemia of carp virus)는 Family Rhabdoviridae의 negative strand RNA virus이며, 전장 약 11 kb의 3’-N-P-M-G-L-5’ 5개 유전자로 구성된다(Ahne et al., 2002). SVCV는 OIE (World Organization for Animal Health)에서 지정한 신고대상 전염병이며, 우리나라에서는 제1종 수산생물전염병으로 살처분 대상전염병이나 현재까지 SVC 발생에 의한 살처분 사례는 보고되지 않았다. SVCV의 감염은 잉어(Cyprinus carpio), 금붕어(Carassius auratus), 비단잉어(Cyprinus carpio) 등 경제적으로 중요한 담수성 어류에 심각한 피해가 보고된바 있다(Ahne et al., 2002; Ghasemi et al., 2014). SVC의 발생은 주로 봄철 수온 10 ~ 17℃에서 발생하며, 1년생 미만의 어린 어류에서 최대 70%의 높은 폐사율이 보고되었다. 주요 임상증상은 체색흑화, 안구돌출, 체표 및 아가미 출혈, 항문 돌출, 복부팽만 등이 대표적이다(Teng et al., 2007; Walker and Winton, 2010). 그러나 현재까지 SVC에 대한 효과적인 치료제나 예방을 위한 백신은 개발되지 않았으며, 진단에서 SVC 양성인 모든 어류를 살처분 하는 것만이 이 질병에 의한 피해와 확산 방지를 위한 가장 효과적인 방법이다. 그러므로 신속하고 믿을 수 있는 진단이 SVC를 예방하고 제어(control)하는데 가장 중요하다.

      2020년 충북 진천과 단양의 종묘생산장 방류용 치어(붕어)에서 SVC의 PCR 양성 의심에 따라 우리원 수산방역과로 확정진단 의뢰되었으며, 동시에 이에 대한 역학조사가 실시되었다. 역학조사는 병원체의 유입경로와 확산에 의한 추가피해를 예방하기 위해 유입수와 배출수를 채취하고, 양식장 내 격리된 모든 사육수조의 사육수 및 생물에 대한 SVCV의 정밀분석을 실시하였다. 양성의심시료 및 역학조사시료의 정밀분석결과 결과 PCR (nested) 양성이나, epithelioma papulosum cyprini (EPC) cell에서 cytopathic effect (CPE)를 형성하지 않아 최종 음성으로 판정되었다.

      본 연구에서는 충북 진천과 단양의 SVC 양성의심시료 내 SVCV 정량분석, 최소 검출 및 감염(EPC cell) 한계를 분석하였다. 이러한 결과는 바이러스 활성 및 전파가능성 분석으로 효율적인 방역조치에 기여 할 수 있을 것으로 예상된다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 재료 및 방법
      
        1. 표준 SVCV strain
        본 연구에서 이용된 표준 SVCV (VR-1390 strain)은 American Type Culture Collection (ATCC)에서 분양 받아 EPC cell에 SVCV (ATCC, USA)를 MOI 1의 농도로 접종하였고, 3일째 CPE형성을 확인한 뒤 10일 후 상층액을 수거하여 1 ml씩 –80℃에서 보관하였다. 그 중 하나를 해동하여 바이러스 농도를 측정한 결과 3.75 × 108 TCID50/ml로 확인되었으며, 이를 원액으로 하여 10-5까지 단계 희석하여 검출한계 분석에 이용하였다.

      

      
        2. SVCV 정량 분석을 위한 검량곡선
        SVCV의 정량분석은 Shao et al.(2016)의 SYBR Green method에 따라 분석하였다. SVCV의 정량분석을 위한 검량곡선을 작성하기 위해 SVCV를 EPC cell에 접종 1주일 후 배양액 100 μl에서 Trizol을 이용하여 total RNA를 추출하였고, SuperScript IV Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA)를 이용하여 cDNA로 합성하였다. cDNA를 template로 이용하여 SVCV N gene에 특이적인 primer set <Table 1>를 이용하여 증폭하였고, 99 bp의 산물을 pGEM T-easy Vector System I (Promega, USA)와 Escherichia coli JM109를 이용하여 클로닝 하였다. Hybrid-Q Plasmid Rapidprep kit (GeneAll, South Korea)를 이용하여 plasmid를 추출하였으며, 추출된 plasmid는 NanoVue (GE Healthcare, USA)를 이용하여 농도를 측정한 뒤 아래의 식<Table 1>을 이용해 표준시료의 copy No.를 산출하였다.

        
          <Table 1> 
				
          

          
            primer used in this study
          
          

        

        
          
            
              	Method
              	name
              	Sequence
              	Size
            

          
          
            	First
            	F1
            	5'-TCTTGGAGCCAAATAGCTCARRTC-3'
            	714 bp
          

          
            	R1
            	5'-AGATGGTATGGACCCCAATACATHACNCAY-3'
          

          
            	Nested
            	F1
            	5'-TCTTGGAGCCAAATAGCTCARRTC-3'
            	606 bp
          

          
            	R4
            	5'-CTGGGGTTTCCNCCTCAAAGYTGY-3'
          

          
            	qPCR
            	NF2
            	5'-CATGGTATTCTGACGTRGACAA-3'
            	99 bp
          

          
            	NR2
            	5'-CCATAGGTRTGTTTTATCCATTTGC-3'
          

        

        

        표준시료의 검량곡선을 산출하기 위하여 10-6배까지 단계희석 한 plasmid DNA를 Quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR)분석을 이용하여 Ct값을 측정 하였다. qPCR은 QuantiTect SYBR green PCR kit (QIAGEN, Germany)와 희석된 plasmid와 primer를 첨가한 후, PCR반응 조건은 50℃에서 2분, 95℃에서 15분 initial denaturation, 95℃에서 15초 denaturation, 55℃에서 30초 annealing, 72℃에서 30초간 extension의 반응을 40 cycles로 수행하였다. 최종적으로 측정된 Ct값으로 표준 검량곡선을 산출 하였다.

      

      
        3. Real-time PCR과 Nested RT-PCR의 검출 비교
        
          가. Quantitative real-time PCR
          표준 SVCV strain을 10-5 까지 단계희석한 후, 희석액 100 μl에 Trizol을 이용하여 total RNA를 추출하고 cDNA로 합성하였다. 정량분석은 QuantiTect SYBR Green PCR kit의 master mix와 함께 cDNA를 template로 하여 NF2 primer set <Table 1>을 이용하여 실시하였다.

        

        
          나. RT-PCR
          OIE aquatic manual의 진단법(Stone et al., 2003)에 따라 희석액의 cDNA를 template로 특이 primer <Table 1>를 이용하여 RT-PCR (F1R2 set) 및 semi-nested PCR (F1R4 set)을 수행하였다. PCR반응 조건은 95℃에서 1분, 55℃에서 1분annealing, 72℃에서 30초간 extension의 반응을 35 cycles 반응시킨 후 72℃에서 10분간 final extension을 수행하였다.

        

      

      
        4. SVCV의 세포 배양 한계 분석
        단계희석 된 표준 SVCV를 EPC cell에 접종하고, 7일 후 현미경(Olympus, Japan)으로 관찰하여 CPE의 형성을 확인 하였다. 그리고 상층액 100 μl를 취하여 배양액 내 SVCV 정량분석(qPCR) 및 RT-PCR 분석을 수행하였다.

      

      
        5. 충북 진천 및 단양 붕어시료 조직 내 SVCV 정량 분석
        잉어봄바이러스병 발생에 따른 역학조사에서 충북 진천에서 대농갱이(Pelteobagrus ussuriensis) 및 붕어(Carassius auratus), 단양에서 붕어치어1과 2(격리된 수조)를 채취하였고(<Table 2>), 조직(신장, 비장)을 적출하여 pooling하여 –80℃에 보관하였다. SVCV 정량분석을 위해 30 mg을 이용하여 qPCR을 수행하였다.

        
          <Table 2> 
				
          

          
            Epidemiological investigation sample information used in this study
          
          

        

        
          
            
              	Sampling area
              	Jincheon
              	
              	Danyang
            

            
              	Species
              	No. of sample
              	Length
(cm)
              	Weight
(g)
              	Species
              	No. of sample
              	Length
(cm)
              	Weight
(g)
            

          
          
            	Bullhead
(Pelteobagrus ussuriensis)
            	10
            	12.2±2
            	39.5±12
            	Juvenile Crucian carp 1
(Carassius auratus)
            	10
            	5.4±1
            	3.6±1
          

          
            	Crucian carp
(Carassius auratus)
            	10
            	5.9±1
            	3.9±1
            	Juvenile Crucian carp 2
(Carassius	auratus)
            	10
            	5.4±1
            	2.9±1
          

        

        

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과 및 고찰
      
        1. 표준 SVCV strain의 검출 비교(qPCR 및 RT-PCR) 및 세포 감염 한계
        Plasmid DNA copy 값(x)에 대한 Ct 값(y)의 표준 회귀식은 y = -3.779 × x + 39.456을 이용 하였다([Fig 1]).

        
          
          

          [Fig 1] 
				
          

          
            The standard curve was obtained by regression analysis of cycle threshold values versus initial plasmid copy numbers.
          
          

          

        

        SVCV 표준 strain의 단계희석 샘플을 qPCR로 분석한 결과, 원액(농도)의 10-4 희석배율에서 1.2 × 102 copies/rxn, 10-5 희석배율에서 2.6 copies/rxn (Ct value: 34.56)까지 검출되었다([Fig 2a]). RT-PCR은 first PCR에서 10-1 희석배율 까지 검출되었고, nested PCR은 10-4 희석배율(1.2 × 102 copies/rxn)에서 3반복 중 1개 실험구에서 특이 band를 확인 할 수 있었다([Fig 2b]).

        
          
          

          [Fig 2] 
				
          

          
            DNA of serial diluted standard SVCV strain were analyzed the minimum detection limit by (a) quantitative real-time PCR and (b) RT-PCR(nested). 
          
          

          

        

        OIE aquatic manual의 SVC 분자생물학적 진단에서 F1R2 set (first) 및 F1R4 set (nested) primer를 권고하고 있으나, 이는 진단과 유전형 분석을 위한 degenerate primer로 real-time PCR과 비교하여 검출감도(sensitivity)가 상대적으로 낮게 나타난 것으로 예상된다.

        Shao et al.(2016)의 정량분석법에서 특이 probe를 이용한 이론적인 검출한계는 2 ~ 7 genomic copy이며, 본 연구에서 SYBR Green을 이용한 실험에서는 10-5 희석배율에서 2.6 copies로 유사하게 나타났다.

        단계 희석한 SVCV 표준 strain 배양액을 EPC cell에 접종 7일 후 CPE형성을 확인 한 결과, 10-4 희석배율까지 CPE가 확인되었다. 배양액에서 SVCV의 RT-PCR 결과 first 및 nested PCR에서 10-4 희석배율까지 특이 band가 나타났고, qPCR 결과 원액부터 10-4 희석배율까지 105 copies/rxn로 일정한 수준으로 확인되었다. 10-5 희석액은 약 102 TCID50/well의 농도로 접종되었으며 7일 후 CPE가 확인되지 않았다. 10-5 배양액의 qPCR 분석결과 3반복에서 검출 한계 미만(1.6 copies/rxn) 또는 불검출로 나타났다(data not shown).

      

      
        2. 역학조사 시료 조직 내 SVCV 정량분석
        충북 진천 역학조사 PCR 양성시료의 qPCR 분석결과 대농갱이에서 4.2 × 102 copies/rxn, 붕어시료에서 4.6 × 102 copies/rxn로 확인되었고, 충북 단양군 붕어시료 정량분석 결과 붕어치어1에서는 3.8 copies/rxn, 붕어치어2에서는 검출한계가 2.7 copies/rxn 부근으로 나타났다([Fig 3]).

        
          
          

          [Fig 3] 
				
          

          
            The epidemiological investigation sample of aquaculture farm of Chungcheongbuk-do were analyzed by qPCR for SVCV quantitation. 
          
          

          

        

        충북 단양 붕어치어 시료의 경우 SVCV 정량분석결과 검출한계 부근으로 세포배양법에서 CPE 미형성에 대한 데이터의 일관성이 있었다. 그러나 진천의 대농갱이와 붕어 시료조직 내 SVCV 정량분석 결과 세포배양 한계농도 이상으로 검출되었으나 CPE 미형성으로 확인되었다. SVCV는 bullhead catfish에서 검출이 보고되었으나(Siwicki et al., 2003, Giulia et al., 2017), 감염에 따른 임상증상 및 병원성 등에 대해서는 잘 알려져 있지 않다.

        SVC의 병원성은 1년생 미만의 개체에서 높게 나타나는 등 숙주의 연령에 따라 다르게 나타나지만(Shchelkunov and Shchelkunova, 1989), 수온은 SVC 감염의 경과와 결과를 결정하는 주요한 요인으로 알려져 있다(Fijan et al., 1971; Fijan, 1976; Baudouy, 1979a, b, c; Ahne, 1980). 50 g의 잉어에 SVC를 103 TCID50/fish의 농도로 인위감염 시킨 결과 10℃에서 4주간 90%의 폐사율을 확인하였고, 20℃에서는 폐사가 없었으며, 4주 후에 중화항체가 형성되었다. 750 g의 잉어에 105 TCID50/fish로 인위감염 시킨 뒤 10℃에서 1주간 순치 후 20℃까지 수온을 상승시킨 결과 4주 후 가장 높은 중화항체 값을 나타냈고, 이후 10℃로 수온을 하강시켜 106 TCID50/fish로 재감염 시켰을 경우 폐사가 나타나지 않았다. 또한 인위감염 후 20℃, 15℃, 10℃의 수온을 유지하였을 경우 각각 8주(20℃), 9주(15℃), 10주(10℃) 후에 가장 높은 중화항체 값이 나타났다(Ahne, 1986). 또한 SVCV는 수온이 바이러스의 복제(replication)와 증식(proliferation)에 직접적으로 관여하고, zebrafish의 경우 22℃에서 가장 높은 증식 및 폐사(60%)를 나타냈으며, 28℃에서 가장 낮은 폐사(20%)가 보고되었다(Zhou et al., 2020).

        본 연구에서 충북 진천(26℃) 및 단양(28℃) 역학조사시료는 일차 세포배양 7일 후 CPE가 확인되지 않았으며, 2차 배양 7일 후에도 CPE 미확인으로 나타났다. 이러한 결과는 바이러스 입자를 보균하고 있었으나 수온 상승으로 어체 내에서 불활화 되어 PCR양성이나 세포배양에서 CPE를 형성하지 않은 것으로 예상된다.

        결론적으로 충북 진천 및 단양 역학조사시료는 qPCR, RT-PCR에서 세포배양한계 이상으로 검출되었으나, EPC에서 CPE를 형성하지 않아 최종음성으로 확인되었다. 이러한 결과는 SVC의 확산방지를 위한 방역조치 및 역학 연구에 중요한 자료로 이용될 것이다.
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