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            초록
          
        

        
          Red Sea Bream Iridoviral Disease (RSIVD) is a prevalent infectious disease in South Korea fish farms. Detecting the disease early and preventing its spread through continuous surveillance activities are crucial for disease prevention and management. To achieve this, we utilized a virus concentration method in seawater, providing a non-invasive means to indirectly monitor disease progression. We investigated the viral copy and viral shedding ratio in Oplegnathus fasciatus, known for their high susceptibility to red sea bream iridovirus (RSIV), under flow-through conditions. Horizontal transmission was confirmed in RSIV-infected O. fasciatus and uninfected Lateolabrax japonicus and Acanthopagrus schlegelii. In a flow-through conditions, the mortality rate of O. fasciatus increased with rising water temperature, and it was observed that the maximum viral copy was higher under high-density conditions compared to other density conditions. The study also confirmed horizontal transmission between RSIV-infected O. fasciatus and uninfected L. japonicus and A. schlegelii.
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      Ⅰ. 서 론
      참돔이리도바이러스(red sea bream iridovirus, RSIV)는 Megalocytivirus에 속하는 바이러스로 1990년 일본 양식 참돔(Pagrus major)에서 최초로 보고된 후, 우리나라에서는 1998년 8월에 남해안 일대에 양식 돌돔(Oplegnathus fasciatus)에서 RSIV가 발생한 이후, 수온 20℃ 이상인 고수온기에 매년 발생하고 있다. 이러한 질병은 참돔이리도바이러스병(red sea bream iridoviral disease, RSIVD)로 명명되었으며, 고밀도 양식에 의한 폐사율은 100%에 달하는 경우도 보고된 바 있다(Oh et al., 1999; Sohn et al., 2000; Kim et al., 2002; Kurita and Nakajima, 2012). 주로 동아시아와 아시아 국가에서 보고되었고, 그중 돌돔은 RSIV에 가장 감수성이 높은 어종으로 알려져 있으며, 우리나라에서는 2013년과 2015년 이후로 농어(Lateolabrax japonicus)와 감성돔(Acanthopagrus schlegelii)에서 RSIV가 검출된 바 있다(Miyata et al., 1997; He et al., 2000; Sudthongkong et al.., 2002; NFQS, 2023). 일반적으로 RSIVD에 감염된 어류의 외부 증상은 비정상적이고 무기력한 유영, 피부의 체색흑화 또는 체표출혈이 발생하고, 내부적으로는 심한 빈혈증상, 아가미 점상출혈, 비장비대가 나타나며, 조직병리학적으로는 비장조직에 비대세포가 형성되는 것이 특징으로 알려져 있다(Wang et al., 2003; Inouye et al., 1992).

      RSIV의 감염경로는 해수를 통해 수평적 전파로 질병이 확산된다고 보고된 바 있다(WOAH, 2022). RSIV의 감수성 수온 범위는 20—25℃인 것으로 알려져 있지만, 감수성이 낮은 15℃에서도 RSIV에 감염된 돌돔에서 바이러스가 방출하여 타 어종에 수평적 전파가 이루어진다고 보고된 바 있다(Kim et al., 2023a). 이는 RSIV에 감염된 돌돔에서 방출되는 바이러스가 매년 RSIVD 발생의 잠재적인 원인이 될 수 있음을 의미한다. 우리나라에서는 수산생물질병을 효과적으로 예방하고 관리하기 위해서 수산생물질병 관리법(2008년 시행)에 따라 전파속도가 빠르고 대량폐사를 유발하여 지속적인 감시와 관리가 필요한 질병을 법정전염병으로 지정하고 있다. RSIVD는 제3종 전염병으로 분류하여 관리하고 있으며, 지난 10년(2014—2023년)간 237건으로 가장 많이 발생한 수산생물질병으로 알려져 있다(NFQS, 2023). 이러한 질병을 예방하고자 돌돔에 대한 RSIV 포르말린 불활성화 백신이 상용화되었으나, 질병을 100% 예방할 수 없는 실정이다. 따라서, RSIV에 대한 질병을 효과적으로 예방하고 관리하기 위해서는 지속적인 예찰 활동을 통해 질병을 조기에 검출하고 확산을 방지하는 것이 중요하다.

      최근, RSIV에 감염된 숙주에서 해수로 방출되는 바이러스를 철 응집 기반으로 농축하고 비침습적으로 검출할 수 있는 방법이 개발되었다(Kawato et al., 2016). 이 방법을 통해 정수식 실험 조건에서 RSIV에 감염된 돌돔의 체내 감염 역가와 해수로 방출되는 바이러스 양 사이에서 높은 상관관계가 있다고 보고된 바 있다(Kim et al., 2023a). 이는 해수에서의 비침습적인 방법을 이용하여 질병의 진행 상태를 간접적으로 이해할 수 있음을 의미한다. 그러나 돌돔은 가두리를 통해 양식되므로 지속적으로 해수가 환수되는 조건에서의 바이러스 방출능에 대한 연구가 필요한 실정이다.

      따라서, 본 연구에서는 유수식 환경조건에서 사육되는 돌돔에 RSIV를 침지감염을 시킨 후 폐사율과 체내 감염 역가 및 바이러스 방출능을 확인하였다. 또한, 동거 감염 모델을 통해 RSIV에 감염된 돌돔에서 해수를 통해 종간 수평 전파가 발생하는지 확인하기 위해 RSIV 감염된 돌돔과 농어 및 감성돔 사이에서의 수평적 전파 성립 여부를 조사하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구 방법
      
        1. 실험 어류 및 바이러스
        실험에 사용된 돌돔(7.8 ± 0.5 cm, 8.0 ± 0.7 g), 농어(8.8 ± 1.2 cm, 7.5 ± 0.8 g) 및 감성돔(5.8 ± 0.7 cm, 4.5 ± 1.6 g)은 경상남도 남해 및 거제에 위치한 종묘생산장에서 구입하였으며, 1,600 L의 유수식 원형 수조(16.9 ± 0.5℃)에 운반하여 2주간 순치하였다. 이후, RSIV 감염 여부를 확인하기 위해 각 어류를 무작위로 5마리씩 채집하여 세계동물보건기구(World Organization for Animal Health, WOAH)의 aquatic manual 및 qPCR (quantitative PCR)에 따라 RSIV에 감염되지 않음을 확인했다.

        본 연구에서는 이전 연구에서 보고된 RSIV (accession number: AY532608)가 사용되었다(Kim et al., 2022a). 바이러스는 이전 연구에서 보고된 바와 같이 10% fetal bovine serum (Gibco, USA)와 1% antibiotic-antimycotic (100 U/mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin 및 25 μg/mL amphotericin B, Gibco)가 함유된 L-15 배지에서 배양된 Pagrus major fin (PMF) 세포주를 이용하여 복제되었다(Kwon et al., 2020). RSIV에 감염된 돌돔 비장 조직을 마쇄한 후 10,000 × g, 4℃에서 10분간 원심분리 하였다. 이후 상층액을 0.45 μm syringe filter에 여과하고 단층으로 배양된 PMF 세포주에 바이러스를 접종하였으며, 4시간 이후에 새로운 L-15 배지로 교체하였다. 세포변성효과는 7일 이후에 확인되었으며, 배지 상층액을 수거하여 0.45 μm syringe filter에 여과한 후 바이러스 접종액으로 사용하였다. RSIV copy number는 이전 연구에서 보고된 바와 같이 qPCR을 이용하여 분석하였다(Kim et al., 2022b).

        모든 실험 방법은 경상대학교 동물실험윤리위원회 지침을 준수하였다(승인번호: GNU-230828-E0172).

      

      
        2. 핵산 추출 및 qPCR 분석
        Genomic DNA는 AccuPrep® Genomic DNA Extraction Kit (Bioneer, Korea)를 이용하여 제조사에서 권고한 방법을 통해 추출하였다. 바이러스 정량화를 위한 qPCR 분석은 이전 연구에서 보고된 바와 같이 동일하게 수행하였다(Kim et al., 2022b). 바이러스 체내 감염 역가는 각 적출한 비장의 무게(mg)을 측정한 후 mg 당 RSIV copy number를 환산하였다.

      

      
        3. 해수 내 바이러스 농축
        해수 내 존재하는 바이러스는 이전 연구와 동일하게 철 응집 방법을 통해 농축하였다(Kawato et al., 2016). 채집한 해수 500 mL을 1.6 μm pore size glass microfiber filter (GF/A; Whatman, UK)를 이용하여 부유 입자를 1차 제거하였다. 4.83 g의 iron (III) chloride hexahydrate (FeCl3∙6H2O)를 100 mL의 증류수에 첨가하여 염화철 용액을 제작하였다. 이후, 염화철 용액 50 μL를 1차 여과된 해수 500 mL에 첨가하고 magnetic stirrer를 사용하여 20℃에서 1시간 동안 200 rpm으로 교반하였다. Fe-RSIV 응집체는 0.8 μm pore size polycarbonate filter (Whatman)를 이용하여 감압하에 여과되었다. 필터에 여과된 바이러스는 2 mL tube에 옮기고 gDNA를 추출한 후 qPCR을 통해 정량화하였다. RSIV에 감염된 어류의 바이러스 방출능(RSIV copies/L/g)을 결정하기 위해, 수조 내 생존한 어류의 총 평균 무게(g)와 RSIV copy number를 나누어서 분석하였으며, 모든 실험의 어류 내 바이러스 방출능은 폐사율 측정 수조 내에서 해수를 채집하여 분석하였다.

      

      
        4. 돌돔 내 RSIV 침지감염
        돌돔에 RSIV를 침지감염한 후 폐사율, 체내 감염 역가 및 바이러스 방출능을 확인하기 위해, 국내 돌돔 양식 매뉴얼의 사육밀도 기준에 따라 각각 3, 6, 9 kg/m3 (각 그룹 당 50, 84, 120마리; 저밀도, 적정밀도, 고밀도 순)으로 150 L의 유수식 원형 수조(유수량 5.3회전/24시간)에 수용하였다(NIFS, 2020). 폐사율 측정 그룹에서의 RSIV 침지감염 최종 농도는 105, 103 RSIV copies/mL이었으며, 240분 동안 감염하였고 당시 수온은 16.9℃였다. 이후, 신선한 해수로 100% 전량 환수하였고, 대조군은 동일한 조건으로 수용한 후 아무런 처리를 하지 않았다. 각 그룹의 누적 폐사율은 90일간 관찰하였다.

        RSIV에 침지감염된 돌돔에서의 체내 감염 역가를 확인하기 위해, 앞서 설명한 방식으로 동일하게 수조를 준비하고 감염을 수행하였으며, RSIV 감염 후 7, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 및 90일 차에 3마리의 돌돔을 채집하고 비장을 적출한 후 qPCR을 이용해 정량분석하였다. 해수 내 바이러스 방출능 분석은 누적 폐사율 측정 수조에서 500 mL의 해수를 7, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 및 90일 차에 3회 채집하였으며, 철응집 기반 농축을 통해 바이러스를 농축하고 qPCR을 통해 정량화하였다. 유수식 환경에서의 수온은 매일 하루에 3회 측정하였으며 사용된 해수는 경상국립대학교 해양생물교육연구센터 인근 앞바다에서 펌프를 이용하여 해수를 공급하였고 모래여과를 거친 후 50 μm filter housing을 통과하여 자외선 처리(> 30 mW/cm2) 후에 사용하였다.

      

      
        5. 공동 사육을 통한 RSIV 수평적 전파
        RSIV에 감염된 돌돔의 수평적 전파 실험을 위해, 100 L의 수조를 25℃와 15℃로 설정한 후, 돌돔(donor)과 농어(recipient) 그리고 돌돔(donor)과 감성돔(recipient)을 각각 30마리씩 수조에 수용하였으며, 2주간 순치하였다. 각 그룹 내 돌돔(donor)에 RSIV (106 RSIV copies/fish) 100 μL를 복강주사하고 건강한 농어와 감성돔을 공동 사육하였다. 대조군은 돌돔 내 L-15 배지 100 μL를 복강주사 하였다. 각 그룹의 누적 폐사율은 40일간 관찰하였다.

        각 그룹의 돌돔(donor)와 농어(recipient) 및 감성돔(recipient)의 체내 감염 역가를 확인하기 위해, 앞서 설명한 방식으로 동일하게 수조를 준비하고 감염을 수행하였으며, 공동 사육 후 1, 4, 7, 14, 21, 30, 및 40일 차에 donor와 recipient의 어류 3마리를 채집하고 비장을 적출한 후 qPCR을 이용해 정량분석하였다. 해수 내 바이러스 방출능 분석은 누적 폐사율 측정 수조에서 500 mL의 해수를 1, 4, 7, 14, 21, 30, 및 40일 차에 3회 채집하였으며, 철 응집 기반 농축을 통해 바이러스를 농축하고 qPCR을 통해 정량화하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 연구 결과
      
        1. 돌돔 내 RSIV 침지감염 후 병원성 분석
        돌돔을 각각 3, 6, 9 kg/m3 (각 그룹 당 50, 84, 120마리; 저밀도, 적정밀도, 고밀도 순)으로 150 L의 유수식 원형 수조(유수량 5.3회전/24시간)에 수용하여 RSIV 침지감염 최종 농도를 105, 103 RSIV copies/mL와 같이 되도록 한 후 240분 동안 감염하였고 당시 수온 16.9℃에서 시작하여 90일 동안 폐사율 관찰 그룹에서 폐사율을 관찰하였다.

        RSIV에 노출된 돌돔은 대부분의 그룹에서 감염 후 51일 이후, 약 21℃에 도달하였을 때 폐사가 관찰되었으며, 수온이 증가함에 따라 지속적으로 폐사가 발생하였다. 105 RSIV copies/mL로 침지감염한 그룹에서 3, 6, 9 kg/m3 수조 내 돌돔의 누적 폐사율은 각각 84%, 90% 및 95%로 확인되었으며([Fig. 1A]), 103 RSIV copies/mL로 침지감염한 그룹에서는 낮은 밀도 순으로 60%, 78% 및 94%의 누적 폐사율이 확인되었고([Fig. 1B]), 대조군은 폐사가 관찰되지 않았다([Fig. 1A, B]). 실험구에서 폐사한 돌돔에서 RSIV를 측정한 결과, 약 107 RSIV copies/mg보다 높은 수준의 감염 역가를 나타냄을 확인하였다(not shown data).

        
          
          

          [Fig. 1] 
				
          

          
            (A) Cumulative mortality of rock bream (Oplegnathus fascatus) infection by immersion with red sea bream iridovirus (RSIV) at 105 RSIV copies/mL at natural water temperature in a flow-through conditions. (B) Cumulative mortality of rock bream (Oplegnathus fascatus) infection by immersion with red sea bream iridovirus (RSIV) at 103 RSIV copies/mL at natural water temperature in a flow-through conditions. The control group did not receive any treatment.
          
          

          

        

      

      
        2. 돌돔 내 RSIV 침지감염 후 감염 역가 및 해수 내 바이러스 방출능 분석
        상기의 유수식 조건에서 7, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 및 90일 차에 각 그룹 당 3마리의 돌돔을 채집하여 비장을 적출 후 바이러스 정량분석을 수행하여 감염 역가를 확인하였으며 폐사율 측정 그룹에서 7, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 및 90일 차에 500 mL의 해수를 3회 채집하여 바이러스 농축 후 바이러스 정량분석을 수행하여 해수 내 바이러스 방출능을 확인하였다.

        105 RSIV copies/mL로 침지감염한 그룹에서 7일 차에 고밀도 조건에서부터 감염 역가가 확인되었으며 수온이 17.9℃로 확인된 15일 차부터 모든 밀도 조건에서 바이러스가 검출되었다. 수온이 상승함에 따라 돌돔의 체내 감염 역가도 증가하여 70일 차에 저밀도, 적정밀도 및 고밀도 조건에서 각각 3.22 × 106, 1.07 × 109, 1.10 × 109 copies/mg으로 가장 높은 감염 역가가 관찰된 것을 확인할 수 있었다([Fig. 2A]). 해수 내 바이러스 방출능은 45일 차 이후 수온 20℃를 초과할 때 수용 밀도에 관계없이 평균 약 102 copies/L/g으로 관찰되었다. 수온이 점차 증가함에 따라 모든 조건에서 해수로의 바이러스 방출이 증가했다. 고밀도 조건에서 가장 높은 바이러스 방출은 70일 차에 1.31 × 103 copies/L/g으로 관찰되었다. 저밀도 및 중간밀도 조건에서는 75일 차에 각각 2.76 × 105 및 1.39 × 104 copies/L/g으로 가장 높은 해수 내 바이러스 방출능이 관찰되었다([Fig. 3A]).
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            Viral load in spleen after red sea bream iridovirus (RSIV) immersion infection in rock bream (Oplegnathus fascatus) at natural water temperature at (A) 105 and (B) 103 RSIV copies/mL. Copy numbers of RSIV were analyzed in three fish and seawater per sampling interval.
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            RSIV shedding ratio in seawater after red sea bream iridovirus (RSIV) immersion infection in rock bream (Oplegnathus fascatus) at natural water temperature at (A) 105 and (B) 103 RSIV copies/mL. The RSIV shedding ratio (viral genome copies L/g) was determined based on the total weight (g) of the fish remaining in the tank and the number of viral copies detected in the rearing seawater. Copy numbers of RSIV were analyzed in three fish and seawater per sampling interval. 
          
          

          

        

        103 RSIV copies/mL로 침지감염한 그룹에서는 수온이 17.9℃로 확인된 감염 후 15일 차부터 모든 밀도 조건에서 바이러스가 검출되었다. 저밀도와 고밀도 조건의 경우, 감염 후 70일 차에 각각 7.49 × 108 및 7.69 × 107 copies/mg으로 가장 높은 체내 감염 역가가 확인되었다. 권장밀도의 경우, 감염 후 60일 차에 1.25 × 104 copies/mg으로 가장 높은 체내 감염 역가가 확인되었다([Fig. 2B]). 해수 내 바이러스 방출능은 수온이 상승함에 따라 증가하는 경향이 관찰되었다. 고밀도 및 권장밀도 조건에서는 감염 후 70일 차에 각각 2.57 × 104 및 1.68 × 103 copies/L/g으로 가장 높은 해수 내 바이러스 방출능이 관찰되었다. 저밀도 조건의 경우, 감염 후 75일 차에 2.77 × 104 copies/L/g으로 가장 높은 해수 내 바이러스 방출능이 확인되었다([Fig. 3B]).

      

      
        3. 공동 사육을 통한 RSIV 수평적 전파
        
          가. 공동 사육 후 감염어(donor)와 비감염어(recipient)의 병원성 분석
          RSIV에 감염된 돌돔의 수평적 전파 실험을 위해, 100 L의 수조를 25℃와 15℃로 설정한 후, 돌돔(donor)과 농어(recipient) 그리고 돌돔(donor)과 감성돔(recipient)을 각각 30마리씩 수조에 수용한 후 각 그룹의 돌돔(donor)에 RSIV (106 RSIV copies/fish) 100 μL를 복강주사하고 건강한 농어와 감성돔을 공동 사육을 수행한 후 RSIV 감염 돌돔(donor)과 함께 수용한 어류(recipient)의 누적 폐사율을 40일 동안 관찰하였다.

          25℃에서 RSIV에 감염된 돌돔(donor)은 농어(recipient)와 감성돔(recipient)과 함께 사육한 그룹별로 각각 17일과 14일에 100% 누적 폐사율이 관찰되었으며, 농어(recipient)는 25일에 전량 폐사하였으며([Fig. 4A]), 감성돔은 실험 종료일인 40일까지 23%의 누적 폐사율이 관찰되었다([Fig. 4B]).
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              (A–B) Cumulative mortality after cohabitation challenges was evaluated in naïve Japanese seabass (Lateolabrax japonicus) and black sea bream (Acanthopagrus schlegelii) recipients with donors of rock bream (Oplegnathus fasciatus) that were intraperitoneally (IP) injected with red sea bream iridovirus (106 RSIV copies/fish) at 25°C. The control group of donors was IP injected with 100 µL of L-15 medium (virus-free), and the recipients were not treated in any way. No mortality was observed at the control group and 15°C.
            
            

            

          

          15℃ 그룹에서는 donor와 recipient에서 폐사가 관찰되지 않았다.

        

        
          나. 공동 사육 후 감염어(donor)와 비감염어(recipient)의 감염 역가 및 해수 내 방출능 분석
          상기와 같은 정수식 조건에서 공동 사육 후 1, 4, 7, 14, 21, 30, 및 40일 차에 donor와 recipient의 어류 3마리를 채집하고 비장을 적출한 후 바이러스를 정량화하여 체내 감염 역가를 분석하였으며 폐사율 관찰 그룹에서 어류를 채집한 날짜와 동일한 날짜에 해수 500 mL를 채수하여 바이러스를 농축하여 바이러스 정량화 후 해수 내 바이러스 방출능을 확인하였다.

          25℃ 조건에서 RSIV 체내 감염 역가의 경우 돌돔(donor)은 두 그룹에서 감염 이후 지속적으로 증가하는 경향이 보였으며, 14일 차에는 108 RSIV copies/mg으로 매우 높은 수준을 나타내었다. 농어(recipient) 경우 공동 사육 후 돌돔으로부터 방출된 RSIV로 인해 4일 차부터 체내 RSIV가 검출되었고, 21일 차에는 약 108 RSIV copies/mg으로 높은 감염 역가가 관찰되었다([Fig. 5A]).
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              (A-D) The viral kinetics were evaluated after cohabitation challenges involving naïve Japanese seabass (Lateolabrax japonicus) and black sea bream (Acanthopagrus schlegelii) (recipient) post red sea bream iridovirus (RSIV) intraperitoneal injection (106 RSIV copies/fish) in rock bream (Oplegnathus fasciatus) (donor) at 25°C and 15°C. The viral copy in fish was measured in the spleen, and the virus shed from the fish into the rearing seawater was expressed as RSIV shedding ratio. The RSIV shedding ratio (viral genome copies L/g) was determined based on the total weight (g) of the fish remaining in the tank and the number of viral copies detected in the rearing seawater. Copy number determination of RSIV was analyzed in three fish and seawater per sampling interval.
            
            

            

          

          반면에, 감성돔(recipient)은 4일 차부터 RSIV가 검출된 후 14일 차에는 9.17 × 108 copies/mg으로 높은 감염 역가가 관찰되고 이후로 104 copies/mg 수준으로 감소하였다([Fig. 5B]). 해수 방출능은 두 그룹 모두 4일 차 이후로 해수 내 RSIV가 검출되었으며, 14일 차에 104 RSIV copies/L/g보다 높은 수준으로 관찰되었으며, 이후 감소하는 경향이 보였다([Fig. 5B]).

          15℃ 조건에서 RSIV 체내 감염 역가의 경우 돌돔(donor)은 두 그룹 내 14일 차까지 증가한 이후 지속적으로 감소하는 경향이 보였고, 농어(recipient)와 감성돔(recipient)에서는 14일 차에 RSIV가 검출된 이후 지속적으로 체내 감염 역가가 감소하여 40일 차에는 검출되지 않았다. 해수 방출능은 두 그룹 모두 14일 차 이후로 해수 내 RSIV가 검출되었으며, 이후 점차 감소하는 경향이 보였다([Fig. 5C, D]).

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 결 론
      이번 연구에서는 양식장에서 자연적으로 발생하는 RSIV 감염 기작과 유사한 침지감염을 통해 돌돔 내 병원성을 확인하였으며, 양식장 내에서 해수를 통한 비침습적 방법으로 RSIV 검출 가능성을 확인하기 위해, 유수식 조건 내 돌돔 입식 수온인 16.9℃에서 RSIV 노출 후 바이러스 방출능을 조사하였다. 또한, RSIV의 수평적 전파 위험을 확인하기 위해 동거 감염 모델을 수행하였다.

      RSIV 병원성에 영향을 주는 주요 요인은 수온으로 알려져 있다(WOAH, 2022). 본 연구에는 유수식 조건 내 돌돔의 폐사가 발생하는 시기는 차이가 없었으나, 최종 누적 폐사율을 확인하였을 때, 더 많은 양의 바이러스에 노출된 그룹에서 상대적으로 높은 누적 폐사율이 관찰되었으며, 수온이 21℃ 이상부터 지속적인 폐사가 발생하였다. 이전 연구에서는 세포 내 실험 및 인위감염 실험에서 20—25℃ 범위의 조건일 때, RSIV의 병원성이 가장 높은 것으로 보고된 바 있다(Qin et al., 2023; Jung et al., 2015; Jun et al., 2009). 이러한 결과는 돌돔을 가두리에 주로 입식하는 수온 약 17℃에서 RSIV에 노출된다면 수온이 증가함에 따라 지속적으로 폐사를 유발할 수 있음을 나타낸다.

      어류 사육밀도가 증가함에 따라 면역 관련 유전자의 발현 수준이 감소하고(Yarahmadi et al., 2016; Fazelan et al., 2020), 질병에 대한 감수성이 높아진다고 알려져 있다(Liu et al., 2017). 본 연구에서는 사육밀도에 따른 면역반응에 대한 분석은 수행하지 않았지만, 사육밀도가 상대적으로 높은 그룹에서 누적 폐사율이 높은 것을 확인하였다. 이전 연구에서 감염 어류의 점액에 바이러스가 존재하여 감염어 사이에서 직접적인 접촉에 따른 바이러스 전파를 촉진할 수 있다고 보고하였다(Grant et al., 2005). 본 연구에서 밀도에 따른 바이러스 방출능의 뚜렷한 차이는 확인되지 않았으나 사육밀도가 높은 그룹에서의 질병 피해를 저감시키기 위해서는 적정 사육밀도 조절을 통해 감염어 사이에서 직접적인 접촉을 줄여야 될 것으로 판단된다.

      이전 연구에서 largemouth bass virus (LMBV) 감염 후 고밀도로 사육된 Micropterus salmoides (Largemouth bass)가 저밀도 조건에 비해 감염 역가가 더 높은 것으로 보고되었다(Inendino et al., 2005). 이번 연구에서 돌돔의 침지감염 시 두 가지 농도 그룹에서 고밀도 조건의 최대 감염 역가가 다른 밀도조건에 비해 높게 나타난 것으로 확인되었다. 어류의 고밀도 양식은 병원균의 확산이 촉진되고 성장이 감소하거나 면역반응이 억제될 수 있다고 보고되었으며(Iguchi et al., 2003; Salas-Leiton et al., 2010; Sánchez et al., 2010; Yarahmadi et al., 2016), 이러한 면역반응의 억제는 어류의 체내 바이러스 복제를 증가시켜 고밀도 조건에서 더 높은 감염 역가가 확인된 것을 뒷받침한다.

      이전 연구에서는 정수식 조건 하에 체내 감염 역가와 바이러스 방출 양 사이에 상관관계가 있음을 보고하였지만(Kim et al., 2023a; Kim et al., 2023b), 이는 가두리 양식장의 환경과는 다른 조건으로 수행되었기에 실제 양식장에서의 비침습적인 방법에 대한 적용 가능성을 평가하기엔 부족하다. 본 연구에서는 유수식 환경 조건 하에 체내 RSIV 감염 역가가 증가함에 따라 돌돔에서 방출되는 바이러스 양이 증가함을 확인하였다. 그러나, RSIV에 노출된 후 40일까지 어류 내 감염 역가와 방출하는 바이러스 양에 대한 상관성은 낮았으며, 돌돔의 폐사가 관찰되고 체내 감염 역가가 급격하게 증가하는 50일 이후(21℃ 이상의 수온 범위)로 높은 상관성을 나타냈다. 이는 RSIV로 인한 폐사가 발생하는 시점에 바이러스 방출능이 증가한다는 이전 연구와 결과와 유사하였다(Kim et al., 2022a). 이러한 결과는 돌돔 양식장에서 수온이 상승하는 시기에 해수를 통한 비침습적인 방법을 통해 질병의 진행 상태를 간접적으로 이해하는데 기초적인 자료를 제공하며, 추후 연구에서는 가두리 양식장 내 비침습적인 방법을 통해 예찰 활동이 가능한지 적용 가능성 여부를 조사해야 할 것이다.

      이전 연구에서는 돌돔과 돌돔, 참돔, 숭어 간 RSIV 수평 전파에 대한 연구가 보고된 바 있다(Kim et al., 2023a; Kim et al., 2023b). 그러나 RSIV에 감염된 돌돔이 농어와 감성돔에 수평적 전파가 성립되는지 조사한 연구는 보고된 바 없다.

      본 연구에서는 25℃ 조건에서 RSIV에 감염된 돌돔(donor)과 함께 공동 사육한 농어(recipient)와 감성돔(recipient)은 RSIV 감수성에 따라 누적 폐사율의 차이가 발생하였으며, 이러한 결과는 RSIV 감염된 돌돔과 함께 공동 사육된 참돔과 숭어의 이전 연구 결과와 유사하였다(Kim et al., 2023b). 본 연구에서는 농어와 감성돔 돌돔에서 방출하는 RSIV 최대 수치가 유사하였음에도 불구하고 농어는 수평 감염된 후 지속적으로 체내 감염 역가가 증가한 반면, 감성돔은 14일 차 이후로 체내 감염 역가가 감소하여 회복되는 경향이 관찰되었다. 이러한 결과는 농어가 RSIV에 대한 감수성이 상대적으로 높다는 것을 알 수 있으며, 감성돔은 이전 연구에서 보고된 바와 같이 RSIV에 대한 감수성이 낮다는 보고와 유사하였다(Jeong et al., 2023). 15℃ 조건에서는 모든 그룹에서 폐사가 발생하지 않았지만, 공동 사육된 어류(recipient)와 해수에서 RSIV가 검출됨을 확인하였다. 이는 낮은 수온에서도 RSIV에 감염된 돌돔에서 바이러스가 방출될 수 있음을 나타낸다.

      본 연구에서는, RSIV에 감염된 돌돔에서 방출되는 바이러스는 비침습적인 방법을 통해 유수식 환경 조건에서 성공적으로 검출하였다. 또한, 수온이 증가함에 따라 바이러스가 지속적으로 방출될 수 있음을 확인하였으며, 방출되는 바이러스는 주변 어종에 수평적 전파를 일으킬 수 있음을 동거 감염 모델을 통해 확인하였다. 이러한 결과는 추후 양식 현장에서 감수성 종과 해수를 이용한 비침습적인 방법을 이용하여 질병을 예찰 할 수 있음을 나타내며, 나아가 해수를 이용한 RSIV 예찰 시스템을 도입한다면, 질병 발생 확산 모델링 분석에 도움이 될 것으로 사료된다.
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