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            초록
          
        

        
          Red sea bream iridovirus (RSIV) causes serious economic losses in Korea by causing mass mortality in rock bream fish during the season of high water temperatures (25~30℃). More than 30 additional species of cultured marine fish are listed as susceptible. Among them are major aquaculture species, including rock bream, red sea bream, black porgy, rockfish, and olive flounder. In this study, the effect of water temperature on the pathogenicity of RSIV in these fish species was investigated. RSIV was found to be pathogenic to rock bream at high temperatures (28℃) but not at low temperatures (18℃). In the histopathological investigation of the RSIV-infected rock bream at 18℃, only lymphocyte infiltration was seen, however after 14 days of infection at 28℃, development of inclusion body-bearing cells was observed. However, neither low nor high water temperatures showed RSIV genome copies, high cumulative mortality, or inclusion body-bearing cells in RSIV-infected black porgy, rockfish, or olive flounder. These results may contribute to selective quarantine measures based on pathogenicity and water temperature distinctions.
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      Ⅰ. 서 론
      참돔이리도바이러스(red sea bream iridovirus, RSIV)는 이리도바이러스과 (Iridoviride)의 정20면체의 double-stranded DNA 바이러스로 알려져 있다(Kurita and Nakajima, 2012; Chinchar et al., 2017). 일본 참돔양식장에서 처음 발견되어 명명되었고(Inouye et al., 1992), 30종이상의 농어목과 가자미목 해산어류에서 감염이 보고되었다(Matsuoka et al., 1996; Kawakami and Nakajima, 2002). 우리나라에서는 1998년 남해안에서 고수온기 양식 돌돔에 발생하였고, 이후 여름철 고수온기에 지속적으로 발생하여 경제적 손실을 일으키고 있다(Oh and Jueng, 1999; Sohn et al., 2000; Kim et al., 2002). 참돔이리도바이러스에 감염된 어류는 비장 비대, 아가미 점상 출혈, 신장 팽창 및 빈혈 등의 증상이 보고되었다(Yanong and Waltzek, 2010; Kurita and Nakajima, 2012; WOAH, 2022).

      병리조직학적 특징으로 Giemsa solustion에 의해 진하게 염색된 비정상적으로 이형비대세포(Abnormally enlarged cells; inclusion body-bearing cells)를 감염된 어류의 비장, 심장, 신장, 장 및 아가미에서 관찰할 수 있으며(Inouye et al., 1992), 전자현미경으로 비대세포에서 직경 200~240 nm의 비리온(virion)을 관찰 할 수 있다(Kurita and Nakajima, 2012).

      현재까지 RSIV에 감염된 어류에 대한 효과적인 치료제가 없으며, 정확한 진단과 적절한 방역조치만이 이 질병에 의한 피해와 확산 방지를 위해 가장 중요하다 할 수 있다. 현재 WOAH(2022) RSIV의 감수성품종은 30종 이상이 기재되어있으며 그중 돌돔, 감성돔, 조피볼락 및 넙치는 우리나라 주요양식 품종으로 알려져있다.

      본 연구에서는 우리나라 주요 양식품종에서 수온에 따른 참돔이리도바이러스의 병원성 활성 분석을 수행하였고, 이러한 결과는 수온 및 품종별 병원성 차이에 따른 선택적 방역조치를 위한 기초자료로 유용하게 이용될 것으로 예상된다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 재료 및 방법
      
        1. 표준 RSIV strain
        본 연구에서는 2015년 경남 남해군 양식 돌돔에서 분리된 RSIV strain(ADC-RSIV2015-021)을 실험에 이용하였다. 돌돔의 비장조직을 마쇄하여 L-15(SIGMA)에 현탁하고, 13,000 rpm에서 20분간 원심분리하여 상층액을 취하였다. 이를 PMF cell(L-15 with 1% penicillin/streptomycin and 5% FBS)에 100 μl 접종하고, 25℃에서 7일 후 Cytopathic effects(CPE)를 확인하고, 10일째 상층액을 회수하여 1 ml씩 –80℃에 보관하였다.

      

      
        2. RSIV 정량 분석을 위한 검량곡선
        RSIV의 정량 분석은 Caipang et al.(2003)의 SYBR Green method에 따라 분석 하였다. 정량분석을 위해 RSIV 배양 상층액 300 μl에서 High pure PCR template Preparation kit(Roche, Swiss)를 이용하여 genomic DNA를 추출하고, MCPL primer set <Table 1>을 이용하여 증폭하였다. 429 bp의 PCR 산물은 pGEM T-easy Vector System I (Promega, USA)와 Escherichia coli JM109를 이용하여 클로닝 하였다. Hybrid-Q Plasmid Rapidprep kit를 이용하여 plasmid를 추출하였으며, 추출된 plasmid는 NanoVue (GE Healthcare, USA)를 이용하여 농도를 측정한 뒤 아래의 식을 이용해 표준 시료의 copy No.를 산출하였다.

        Number of copies = (amount of ssRNA in nanograms × 6.022 × 1023) / (length of ssRNA in basepairs × 1 × 109 × 330)

        
          <Table 1> 
				
          

          
            primer and probe used in this study
          
          

        

        
          
            
              	
              	Sequence
              	Size
            

          
          
            	MCPL sense
            	5’-CCTATCAAAACAGACTGGC-3’
            	429 bp
          

          
            	MCPL anti-sense
            	5’-TCATTGTACGGCAGAGACAC-3'
          

          
            	MCPS sense
            	5'-CTGCGTGTTAAGATCCCCTCCA-3'
            	100 bp
          

          
            	MCPS anti-sense
            	5'-GACACCGACACCTCCTCAACTA-3'
          

        

        

        표준 시료의 검량곡선을 산출하기 위하여 10-7배까지 단계희석 한 plasmid DNA를 qPCR분석을 이용하여 Ct값을 측정 하였다. qPCR은 QIAgen QuantiTect SYBR green PCR kit(Germany)와 희석된 plasmid, primer를 첨가한 후, PCR반응 조건은 50℃에서 2분, 95℃에서 15분 initial denaturation 후, 95℃에서 15초 denaturation, 55℃에서 30초 annealing, 72℃에서 30초간 extension의 반응을 40 cycles로 수행하였다. 최종적으로 측정된 Ct값으로 표준 검량곡선을 산출 하였다.

      

      
        3. 수온에 따른 RSIV 인위감염 후 감수성 품종에 대한 병원성 분석
        
          가. 인위감염 농도 결정 시험
          인위감염 실험을 위해 수량 250 L의 원형수조(직경 80 cm × 높이 72 cm)를 환수량 1일 약 30회전, 수온은 28±0.5℃로 유지하였다. 돌돔은 실험에 이용하기 전까지 2주간 순치하였으며, 순치기간 중 질병 발생이나 폐사한 개체는 없었다.

          -80℃에 보관중인 상층액 샘플의 RSIV 정량분석을 위해 DNA를 추출하고, MCPS primer set <Talbe 1>과 QuantiTect SYBR Green PCR kit(QIAGEN, Germany)를 이용하여 quantitative real-time PCR을 수행한 결과 2.5 × 108 copies/ml로 확인되었다. 이를 원액으로하여 10-5 단계 희석 한 후 돌돔에 인위감염 하고, 21일간 폐사율을 확인 하였다. 폐사율 곡선이 비교적 완만하고, 인위감염 21일 전까지 전량폐사가 나타난 105 copies/fish 농도를 감성돔, 넙치 및 조피볼락의 인위감염농도로 설정하였다([Fig. 2a]).

        

        
          나. RSIV 인위감염에 따른 감수성품종의 병원성 분석
          RSIV 인위감염 후 병원성 분석을 위해 감성돔, 넙치 및 조피볼락을 각각 저수온(18±0.5℃)과 고수온(28±0.5℃) 수조에서 인위감염 전까지 2주간 순치하였다. RSIV 인위감염 후 폐사율을 분석하기 위해 바이러스를 105 copies/fish의 농도가 되도록 복강 내 주사하고, 21일까지 관찰하였다.

          RSIV 인위감염 후 비장내 바이러스 정량분석 및 병리조직학적 관찰을 위해 인위감염 1, 3, 5, 7, 14 및 21일 후 각각 어류 3마리의 비장을 샘플링하였다. 정량분석을 위해 전술한 방법대로 DNA를 추출하고, MCPS primer set <Table 1>과 함께 qPCR을 수행하였다. 비장의 병리조직학적 관찰을 위해 추출한 비장조직을 10% 중성포르말린(10% neutral buffered formalin)에 고정하였으며, 이후 전처리기계(Leica TP 1020, Germany)를 통한 파라핀 침투, 포매과정을 거쳐 rotary형 microtome (Leica RM2125 RTS, Germany)을 활용하여 4~5㎛ 두께의 박절편을 얻어 H&E염색을 실시하였다. 제작된 조직 slide는 MoticEasyScan One (Motic, China)으로 관찰하여 촬영되었다.

        

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과 및 고찰
      
        1. RSIV 정량 분석을 위한 검량곡선
        Plasmid DNA copy 값(x)에 대한 Ct 값(y)의 표준 회귀식은 y = -3.368 × x + 35.778 를 이용하였다([Fig. 1]). Caiping et al.(2003)의 연구 결과에서 특이 primer를 이용하여 117.6 copies/5μl 범위 까지 검출되었다. 본 연구에서 Ct값 35에서 1.7 copies/rxn 까지 검출이 확인되었으며, 안정성과 신뢰성을 고려하여 Ct값 32 (1.6 × 10 copies/rxn)를 cut-off value로 설정하였다.

        
          
          

          [Fig 1] 
				
          

          
            Analysis of a qPCR assay performed in triplicate on aliquots of plasmid DNA containing the Megalocytivirusmajor capsid protein gene (MCP), serially diluted 10-fold. (a) Amplification plot of the real-time PCR assay. (b) The standard curve was obtained by regression analysis of cycle threshold values versus initial plasmid copy numbers.
          
          

          

        

      

      
        2. 주요 양식품종의 RSIV 인위감염 후 병원성 분석
        돌돔, 감성돔, 조피볼락 및 넙치를 각각 18℃와 28℃ 수조에 순치하고 RSIV를 105 copies/fish의 농도로 복강주사 1일, 3일, 5일, 1주, 2주 및 3주 후 비장을 적출하여 조직 내 바이러스 정량분석 및 병리조직학적 분석을 수행하였다. 28℃ 돌돔에서 감염 5일 후부터 비장 조직내 RSIV는 1 × 103 copies/mg으로 검출되었고, 7일(9 × 106 copies/mg) 후 급격하게 증가하여 접종 14일(9 × 109 copies/mg) 후 가장 높게 나타났으며([Fig. 3b]) 이후 돌돔(28℃)은 전량 폐사 하였다(Fig 2b). 18℃ 돌돔에서는 접종 14일 후 8 × 103 copies/mg 그리고 21일 후 2 × 103 copies/mg 으로 나타났다([Fig. 2a]).

        
          
          

          [Fig 2] 
				
          

          
            (a) Cumulative mortality of rock bream injected intraperitoneally (IP) with serially diluted RSIV(107 copies/fish ~ 102 copies/fish) at 28℃. Cumulative mortality of rock bream (b), black porgy (c), rockfish (d) and olive flounder (e) injected intraperitoneally (IP) with 105 copies/fishof RSIV at difference water temperature 18℃and 28℃. 
          
          

          

        

        
          
          

          [Fig 3] 
				
          

          
            Quantitative analysis of RSIV genome copies was performed in the spleen of rock bream, black porgy, rockfish and olive flounder after 1~21 dpi of challenge with RSIV(105 copies/fish) at difference water temperature (a) 18℃ and (b) 28℃. 
          
          

          

        

        돌돔에서 RSIV 인위감염 후 폐사율을 분석한 결과 28℃ 돌돔에서 인위감염 4일 후부터 폐사가 발생하기 시작하여 17일 후에 전량 폐사 하였으나, 18℃ 수조에서는 폐사가 발생하지 않았다. 또한 18℃수조의 돌돔 비장에서 인위감염 14일 후 가장 높은 바이러스 copies(103/mg)가 검출되었는데, 이러한 결과는 돌돔에서 RSIV는 저수온에서도 바이러스 복제(virus replication)가 일어난다는 것을 의미한다(Kim et al., 2022). 그러나 저수온(18℃)에서 돌돔의 폐사율 분석 결과로 미루어, 저수온 환경에서 RSIV는 돌돔에 폐사를 초래할 만큼의 충분히 복제하지 못한 것으로 예상된다. 병리조직학적 분석에서 돌돔은 18℃의 전구간에서 이형비대세포가 발생하지 않았으며, 림프구 침윤 소견이 우점적으로 나타났다([Fig. 4]). 28℃의 14일에서 이형비대세포의 출현이 관찰되었으며, 인근의 ellipsoid의 응고괴사, 대식세포의 포식활성 증가에 따른 공포화 소견이 나타났다([Fig. 4]).

        
          
          

          [Fig. 4] 
				
          

          
            Histopathological observation of spleen in Rock bream after 14 day post-injection with 18℃ and 28℃. lymphocytic infiltration (white arrows) in treatment groups compared with control groups at 18℃; coagulative necrosis of ellipsoid (black ellipse), vacuolation of macrophage associated with phagocytosis (black arrowheads) and megalocytic inclusion bodies (red arrowheads) in treatment groups at 28℃. 
          
          

          

        

        특히, 조직병리학적 소견에서 이형비대세포가 첫 번째로 출현하는 구간인 7일과 14일 사이 기간에 돌돔의 폐사량이 급증하는 것으로 RSIVD 증상의 발현과 폐사량이 연관이 깊은 것으로 나타난다. 돌돔은 17℃미만의 수온에서 RSIV에 대한 감수성이 현저히 낮으며(Jung et al., 2015), RSIV 복제를 위한 적절한 온도범위는 20~25℃로 보고되었다(Oh et al., 2016; Jung et al., 2017). 이러한 결과는 RSIV의 병원성이 수온에 의존적으로 발현한다는 연구결과와 일치한다(Jun et al., 2009; Jung et al., 2015; Kim et al., 2022).

        한편 돌돔 이외 감성돔, 조피볼락 및 넙치의 인위감염 후 폐사율분석 결과 모든 시험구(18℃, 28℃)에서 폐사가 나타나지 않았으며([Fig. 2c, d and e]), 비장 내 RSIV 정량분석 결과 모든 시험구에서 검출한계 미만으로 나타났다([Fig. 3]). 이전연구에서 이리도바이러스 인위감염 후 조피볼락(환수율: 50%/day) 및 넙치(환수율: 20%/day) 조직내 바이러스 검출이 보고되었다(Jung et al., 2016; Min et al., 2021). 이러한 결과로 미루어 수조 크기 및 환수율 등 조건에 따라 인위감염 후 조직 내 바이러스 보균량이 달라질 수 있을 것으로 예상된다.

        병리조직학적 분석결과에서 18℃ 및 28℃ 전구간에서 샘플링한 감성돔, 조피볼락, 넙치 RSIV 접종 군들은 모두 이형비대세포가 확인되지 않았으나, Control 군과 대조하여 림프구의 침윤, ellipsoid 비후, MMC 생성증가 소견이 나타났다([Fig. 5a, b and c]). 림프구의 침윤은 virus 침입에 대한 숙주 면역반응으로 초래된 것으로 보여지며(Ramos-Casals et al., 2001), 염증반응이 지속되며 ellipsoid 비후 및 MMC 형성이 나타난 것으로 예상된다(Agius and Roberts, 2003; Han et al., 1995). 감성돔 및 조피볼락은 RSIV에 대한 병원성이 돌돔에 비하여 없거나 낮은 수준으로 보고되었으며(Jeong and Jeong, 2008; Choi et al., 2010; Kwon et al., 2015), 넙치(Do et al., 2005), 가자미 및 쥐치(Jo et al., 2009) 등 에서 RSIV의 검출이 보고되었으나, 병원성에 대한 연구는 여전히 부족한 실정이다.

        
          
          

          [Fig. 5] 
				
          

          
            Histopathological observations of the spleen in black porgy (a), rockfish (b), olive flounder (c) after 14 days following infection at temperature of 18 ℃ and 28 ℃. (a) increased Melano-macrophage center (white arrowheads) and ellipsoidal enlargement (black arrows) in RSIV-infected black porgy, (b) ellipsoidal enlargement (black arrows) and lymphocytic infiltration (white arrows) in RSIV-infected rockfish, (c) ellipsoidal enlargement (black arrows) and lymphocytic infiltration (white arrows) in RSIV-infected rockfish.
          
          

          

        

        본 연구에서 수온에 따른 주요 양식품종에 대한 RSIV의 병원성 분석을 수행하였다. 돌돔에서 RSIV는 고수온(28℃)에 의존적으로 병원성을 확인할 수 있었으나, 감성돔, 조피볼락 및 넙치는 고수온(28℃) 및 저수온(18℃)에서 RSIV 인위감염 및 병리조직학적 분석 결과 병원성을 확인할 수 없었다.
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