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            초록
          
        

        
          With the increasing fishing population, there is a growing demand for bait, leading to an expansion in the use of baitfish. However, there is a concern that baitfish carrying diseases may introduce infections into domestic water systems. In this study, various samples of baitfish, crustaceans, annelids, and mollusks were analyzed for the presence of 21 diseases registered in the World Organization for Animal Health (WOAH) Aquatic Animal Health Code. The disease analysis results revealed the detection of White spot syndrome viruses (WSSV) and Acute hepatopancreatic necrosis disease (AHPND) in certain shrimp samples. WSSV and VpAHPND were detected 5 out of 10 analysis, with detection rates ranging from 3% to 100%. The study also examined the detection rates of these diseases in case of positive reactions. To assess the infectivity of WSSV, artificial infection experiments were conducted. The results of this research can serve as foundational data for the establishment of preventive measures against diseases associated with baitfish in aquaculture.
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      Ⅰ. 서 론
      주 52시간 근무제가 도입되면서 국민들의 여가활동에 대한 관심이 증가함에 따라 레저 활동으로 낚시를 즐기는 인구가 늘어나고 있다(Lee et al., 2022). 낚시 산업의 규모가 확장되어 낚시 미끼도 기존의 지렁이, 크릴새우, 민물새우, 떡밥 등에서 다양한 수산동물로 그 종류가 많아지고 있는데 이것은 낚시업이 발달하여 낚시 대상 품종이 다양해진 데에서 기인한다. 이로 인해 「낚시 관리 및 육성법」이 2012년 9월 12일에 시행되어 제5장 미끼의 관리 제40조에 미끼 기준이 설정되었으나, 적용 대상이 가공 미끼와 인조 미끼에 국한되어 있고 수산동물을 사용하는 미끼의 관리는 법률적으로 이루어지지 않고 있다. 우리나라의 낚시 미끼 관련 기관은 한국낚시업중앙회가 있으나 미끼의 실제 유통 과정이나 수입량 등에 관한 자료가 전무한 실정이다.

      한편, 국내 양식생물에 대한 방역체계는 「수산생물질병관리법」 시행 이후 괄목할 만한 수준에 도달하였으나 아직 낚시 미끼용 수산생물에 의한 전염병 발생 조사가 체계적으로 수행된 바 없다. 해외 연구진들이 질병이 수계에 유입되어 널리 확산되는 원인으로 미끼 또는 사료용 수생동물에 주목하여 질병 전염 사례를 보고해온 것과는 대조적이다(Faisal et al., 2019; Michel C et al., 1991). 미끼용 수산물은 수입 시 「수입식품안전관리 특별법」의 제 21조의 규정에 따른 수입 식품 검사를 받지 않는데다, 「수산생물질병관리법」에 따른 지정검역물 대상이 아님에 따라 별도의 검역 조치 없이 국내 수입되고 있다. 따라서 질병에 감염된 상품이 수입되어 수계에 직접 노출될 경우 질병 전파의 우려가 높을 것으로 예상된다. 한편, 양식장에서 발병한 질병으로 인해 식용으로 판매되지 못한 개체 역시 미끼 또는 사료용으로 낚시꾼들에게 유통, 판매되어 질병이 발생하지 않은 다른 양식장이나 낚시터에 병원체를 전염시켜 연쇄적으로 경제적 손실을 일으킬 수 있다.

      해외에서 보고된 사례들을 보면 호주에서 발생한 redfin perch (Perca fluviatilis)의 유행성조혈기괴사증바이러스(epizootic hematopoietic necrosis virus, EHNV) 감염으로 인한 대량 폐사는 EHNV에 감염된 살아있는 미끼용 수산생물의 사용 결과 발생한 것으로 추정되고 있으며(Whttington et al., 2010), 미국의 Laurentian Great Lakes 유역에서는 낚시 미끼로 인해 바이러스성출혈성패혈증 바이러스(viral hemorrhagic septicemia virus)가 확산된 것으로 추정되고 있다(VHSV Expert Panel and Working Group, 2010). 필리핀에서는 흰반점증후군바이러스(white spot syndrome virus, WSSV)에 감염된 사료용 로티퍼를 급이한 홍다리얼룩새우(Penaeus semisulcatus)에서 82%의 폐사가 발생하였으며(Corre et al., 2012), 중국에서는 흰다리새우(Penaeus vannamei) 모하의 먹이인 갯지렁이에서 십각류무지개바이러스(decapod iridescent virus 1, DIV1)가 검출되었다(Qiu et al., 2018). 또한 2015년 우리나라에서 최초로 발생한 흰다리새우(P. vannamei) 감염 전염성근괴사증(infectious myonecrosis virus, IMN)에 대한 역학조사 결과, 수입산 갯지렁이를 통해 IMNV가 유입되어 감염되었을 것으로 추정되고 있다(Kwon et al., 2019). 특히 숙주가 상대적으로 다양하고 광범위한 WSSV, VHSV 등의 병원체는 낚시 미끼용 수산물에 의해 질병이 전염된 사례가 다양한 국가에서 보고되어 있고 전염성과 폐사율 모두 높기 때문에 각별한 주의를 기울여야 한다(Mccoll et al., 2004; Gianville R et al., 2017; Manatu ahu matua, 2020; Goodwin AE et al., 2004). 예를 들면, 호주를 포함한 일부 국가들은 수입산 식용, 비식용 냉동 제품 새우에 대해 엄격한 검역을 실시하고 있다(Austrailian government department of agriculture, 2019; Canadian food inspection agency, 2019; Saudi food and drug authority, 2019).

      한편, 국립수산물품질관리원은 수산생물질병 관리법에 따라 매년 수입검역 정밀검사 계획을 수립하여 수입산 식용, 이식용, 관상용 및 시험·연구조사용 수산생물에 한해 수입검역을 실시하고 있다. 2024년에도 수산생물을 수출국, 학명, 생산시설에 따라 분류하여 수산생물전염병에 대한 정밀검사를 실시하고 있으며, 검사 대상은 최초 수입되거나 무작위 표본 등에 선정된 감수성이 있는 품종이다. 이 외에도 수입산 및 국내산 미끼의 종류, 유통, 사용에 이르기까지의 전반적인 관리 실태를 면밀하게 파악하여 질병 유입 차단을 위한 미끼용 수산물의 안전 및 품질관리 강화 대책 마련이 시급하다. 따라서 본 연구에서는 이러한 대책 마련을 위한 기초 자료를 제공하기 위해 현재 우리나라에 유통되고 있는 미끼용 수산생물 중 전염병의 유입 및 전파 위험이 높은 미끼 생물을 대상으로 다양한 병원체의 감염 여부를 조사하였다. 이를 통해 전염병의 유입 및 전파 가능성이 높은 미끼용 수산생물에 대한 실태를 점검하고 질병의 역학정보를 확보하여 전염병 관리방안을 마련하는데 도움이 되고자 하였다. 전염병 조사 및 검출 대상 미끼는 낚시 미끼와 통발 미끼를 선정하였다. 검출 대상 질병은 세계동물보건기구(World Organization for Animal Health, WOAH)의 수생동물위생규약(Aquatic Animal Health Code)에 기재된 31종의 질병을 기준으로 하여 국내 비법정 전염병 2종, 냉동 · 냉장 시 활성이 떨어지는 기생충성 질병 5종, 미끼용 수산생물 품종과 관련이 적은 양서류 질병 3종을 제외한 갑각류 질병 10종(AHPND, CP, NHP, IHHN, IMN, WTD, TSV, WSSV, YHV1, DIV1), 어류 질병 9종(EHN, EUS, ISA, SAV, KHD, RSIV, SVC, VHS, TiLVD) 그리고 연체동물 질병 2종(AbHV, WS) 등 총 21종을 선정하였다([Fig. l])

      
        
        

        [Fig. 1] 
				
        

        
          Excluding 3 amphibian disease, 2 fish diseases, and 6 echinoderm diseases, we analyzed 21 diseases listed in the Aquatic Health Code of the World Organization for Animal Health (WOAH). The diseases highlighted in boxes were excluded.
        
        

        

      

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구 방법
      
        1. 샘플의 확보 및 샘플링
        실험에 사용할 미끼용 수산생물은 2023년 5월부터 12월까지 경상북도, 전라남도, 전라북도, 강원도, 인천에 소재한 미끼 생물 판매업소로부터 총 10차례에 걸쳐 원산지를 확인한 후 구입하였다([Fig. 2]). 원산지가 표시되지 않은 경우 판매인에게 구두로 원산지를 문의한 후 구입하였다.

        
          
          

          [Fig. 2] 
				
          

          
            The source of the samples used in the experiment was purchased a total of ten times nationwide. The numbers within blank indicate the order in which samples were acquired..
          
          

          

        

        낚시 미끼로는 어류(정어리, 고등어, 갈치, 꽁치, 멸치), 갑각류(새우류, 게), 연체동물(오징어), 환형동물(갯지렁이류)을 구입하였고, 통발 미끼로는 어류(고등어, 꽁치, 정어리, 멸치, 방어), 갑각류(게)를, 구입하였다. 질병 검출에 사용할 샘플은 각 회차의 샘플 중 종별로 최대 30마리를 선별하여 해부하고, 5개체의 조직을 하나의 튜브에 20-30 mg이 되도록 pooling 하였다. 살아있는 시료의 경우 수령 즉시 조직을 적출하고 냉동 · 냉장 시료의 경우 상온에서 자연 해동한 후 장기가 완전히 녹지 않은 상태에서 해부하였다. 해부 후 조직은 genomic DNA 및 total RNA 추출 전까지 –80℃의 초저온 냉동고에 보관하였다.

      

      
        2. 시료의 종 동정
        생물 시료의 동정은 16S rRNA 또는 cytochrome c oxidase subunit I (CO1) 유전자를 표적으로 하는 Universal primers를 사용하여 속에서 종 수준까지 동정하였다. 최종적으로 Sanger sequencing을 통해 핵산으로부터 염기서열 정보를 확보한 뒤 National Center for Biotechnology Information (NCBI)에서 제공하는 Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)의 데이터베이스 (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)에 존재하는 서열의 query cover 값과 상동성을 대조하여 속에서 종 수준까지 동정하였다. 샘플의 종 동정에 사용된 특이적 primer의 염기서열과 핵산 증폭 조건은 다음과 같다(<Table 1>).

        
          <Table 1> 
				
          

          
            The primers used for species identification of the samples. Using primer sets targeting the target genes 16s rRNA or cytochrome  oxidase subunit I (CO1), identification was conducted from genus to species level.
          
          

        

        
          
            
              	Target
              	Primers
              	Sequences (5’ - 3’)
              	Size (bp)
              	PCR condition
              	References
            

          
          
            	Fish 
(16S rRNA)
            	16sarF
            	CGC-CTG-TTT-ATC-AAA-AAC-AT
            	618
            	95℃ for 5 min,
(95℃ for 30 sec,
50℃ for 30 sec,
72℃ for 60 sec)x
35 cycles,
72℃ for 8 min
            	Palumbi et al., 1991
          

          
            	16sbrF
            	CCG-GTC-TGA-ACT-CAG-ATC-ACG-T
          

          
            	Crustacean &
molluscs & annelida
(CO1)
            	Foward
            	GGT-CAA-CAA-ATC-ATA-AAG-ATA-TTG-G
            	680
            	94℃ for 5 min,
(94℃ for 40 sec,
46℃ for 1 m,
72℃ for 1 m)
x 30 cycles,
72℃ for 10 min
            	
              
                Folmer et al., 1994
              
            
          

          
            	Reverse
            	TAA-ACT-TCA-GGG-TGA-CCA-AAA-AAT-CA
          

        

        

      

      
        3. 질병 검출 및 검출률 계산
        
          가. 질병 검출
          질병의 검출은 세계동물보건기구(World Organization for Animal Health, WOAH)의 Manual of Diagnostic Tests for Aquatic Animal (2023)에 따라 수행하였다. 시료는 갑각류(crustacean), 어류(fish), 연체류(molluscs) 그리고 환형동물(annelida) 분류군으로 나누어 해당 분류에 속하는 질병을 모두 검사하는 것을 기본으로 하고, WOAH에서 reservoir 혹은 vector로 지정하거나(예: molluscs의 WSSV 검사) 감수성 보고 문헌이 있는 경우(예: 갯지렁이류의 IMNV, TSV, IHHNV, DIV1 검사; Andrade, 2009; Qiu et al., 2018; Liu et al., 2020) 분류군이 다르더라도 추가검사를 수행하였다.

          먼저, 병원체 검출을 위해 샘플을 회차별, 종별로 구분하여 5개체의 조직 샘플을 pooling 방식으로 수집한 후, 시판 중인 kit를 사용하여 제조사의 설명서에 따라 genomic DNA와 total RNA를 추출하고 complementary DNA (cDNA)를 합성하였다. 핵산 정제 후, 분광광도계(Thermo Fisher Scientific Inc, USA)를 이용해 농도와 순도를 측정하여 품질을 확인하였다. 추출된 DNA와 합성된 cDNA는 질병 검출용 primer를 사용하여 병원체별 증폭 조건에 따라 PCR을 수행하는데 사용되었다. 핵산 증폭 산물은 1.5% agarose gel 상에서 전기영동으로 각 질병의 양성체 bp와 일치하는 target band를 확인하였다.

        

        
          나. 검출률 계산
          target band 양성 반응을 나타낸 pooled 샘플에 대하여 겔 extraction 및 Sanger sequencing을 수행하고, 시퀀싱 결과 병원체 염기서열에 양성을 나타낸 pooled 샘플에 해당하는 모든 개체의 조직(pooling tube 1개당 5개체의 조직)들에 대하여 다시 한 번 동일한 절차로 질병 검출을 수행하여 해당 질병의 검출률(detection rate)을 계산하였다. 검출률 계산 공식은 다음과 같다.

          
            
              
                	
                  
                    
                      검출률
                      
                        
                          D
                        
                      
                      =
                      
                        
                           양성 샘플 갯수 
                        
                        
                           모든 샘플 갯수 
                        
                      
                      ×
                      100
                    
                  
                
                	
              

            

          

          질병 검사에 사용된 양성대조군으로 검증된 합성 plasmid를 사용하였으며, 검출에 사용된 프라이머들은 아래 표와 같다(<Table 2>).

          
            <Table 2> 
				
            

            
              The specific primers, their nucelotide sequences, and the amplification conditions used for the analysis of each disease
            
            

          

          
            
              	Red seabream iridovirus1
(RSIV1)
              	RSIV1F
              	CTC-AAA-CAC-TCT-GGC-TCA-TC
              	



570
              	95℃ for 15 min,
(94℃ for 30 sec,
58℃ for 1 min and
72℃ for 1 min)
x 30 cycles,
72℃ for 5 min
              	
                
                  Kurita et al., 1998
                
              
            

            
              	RSIV1R
              	GCA-CCA-ACA-CAT-CTC-CTA-TC
            

            
              	Acute hepatopancreatic necrosis disease
(AHPND)
              	AP4-F1
              	ATG-AGT-AAC-AAT-ATA-AAA-CAT-GAA-AC
              	1269
              	94℃ for 2 min,
(94℃ for 30 sec,
55℃ for 30 sec and
72℃ for 90 sec)
x 30 cycles,
72℃ for 2 min
              	
                
                  Dangtip et al., 2015
                
              
            

            
              	AP4-R1
              	ACG-ATT-TCG-ACG-TTC-CCC-AA
            

            
              	AP4-F2
              	TTG-AGA-ATA-CGG-GAC-GTG-GG
              	230
              	94℃ for 2 min,
(94℃ for 20 sec,
55℃ for 20 sec and
72℃ for 20 sec)
x 25 cycles
            

            
              	AP4-R2
              	GTT-AGT-CAT-GTG-AGC-ACC-TTC
            

            
              	Crayfish plague
(CP)
              	BO42F
              	GCT-TGT-GCT-GAG-GAT-GTT-CT
              	569
              	96℃ for 5 min,
(96℃ for 1 min,
59℃ for 1 min and
72℃ for1 min)
x 40 cycles,
72℃ for 7 min
              	
                
                  Tuffs and Oidtmann., 2011
                
              
            

            
              	BO640R
              	CTA-TCC-GAC-TCC-GCA-TTC-TG
            

            
              	Necrotising hepatopancreatitis
(NHP)
              	NHPF2
              	CGT-TGG-AGG-TTC-GTC-CTT-CAG-T
              	379
              	95℃ for 5 min,
(95℃ for 30 sec,
60℃ for 30 sec and
72℃ for 30 sec)
x 35 cycles,
60℃ for 1 min,
72℃ for 2 min
              	
                
                  Aranguren et al., 2010
                
              
            

            
              	NHPR2
              	GCC-ATG-AGG-ACC-TGA-CAT-CAT-C
            

            
              	Taura syndrome
(TS)
              	9992F
              	AAG-TAG-ACA-GCC-GCG-CTT
              	231
              	60℃ for 30 min,
94℃ for 2 min,
(94℃ for 45 sec and
60℃ for 45 sec)
x 40 cycles,
60℃ for 7 min
              	
                
                  Nunan et al., 1998
                
              
            

            
              	9195R
              	TCA-ATG-AGA-GCT-TGG-TCC
            

            
              	White spot syndrome virus
(WSSV)
              	146F1
              	ACT-ACT-AAC-TTC-AGC-CTA-TCT-AG
              	1447
              	94℃ for 4 min,
55℃ for 1 min,
72℃ for 2 min,
(94℃ for 1 min,
55℃ for 1 min and
72℃ for 2 min)
x 39 cycles,
72℃ for 5 min
              	
                
                  Lo et al., 1996
                
              
            

            
              	146R1
              	TAA-TGC-GGG-TGT-AAT-GTT-CTT-ACG-A
            

            
              	146F2
              	GTA-ACT-GCC-CCT-TCC-ATC-TCC-A
              	941
            

            
              	146R2
              	TAC-GGC-AGC-TGC-TGC-ACC-TTG-T
            

            
              	Decapod iridescent virus 1
(DIV1)
              	SHIV-F1
              	GGG-CGG-GAG-ATG-GTG-TTA-GAT
              	457
              	95℃ for 3 min,
(95℃ for 30 sec,
59℃ for 30 sec and
72℃ for 30 sec)
x 35 cycles,
72℃ for 2 min
              	
                
                  Qiu et al., 2017
                
              
            

            
              	SHIV-R1
              	TCG-TTT-CGG-TAC-GAA-GAT-GTA
            

            
              	SHIV-F2
              	CGG-GAA-ACG-ATT-CGT-ATT-GGG
              	129
              	95℃ for 3 min,
(95℃ for 30 sec,
59℃ for 30 sec and
72℃ for 20 sec)
x 35 cycles,
72℃ for 2 min
            

            
              	SHIV-R2
              	TTG-CTT-GAT-CGG-CAT-CCT-TGA
            

            
              	Epizootic ulcerative syndrome
(EUS)
              	BO73
              	CTT-GTG-CTG-AGC-TCA-CAC-TC
              	564
              	96℃ for 5 min,
(96℃ for 1 min,
58℃ for 1 min and
72℃ for 1 min)
x 35 cycles,
72℃ for 5 min
              	
                
                  Oidtmann et al., 2008
                
              
            

            
              	BO639
              	ACA-CCA-GAT-TAC-ACT-ATC-TC
            

            
              	Koi herpesvirus
(KHD)
              	Gray
SphF
              	GAC-ACC-ACA-TCT-GCA-AGG-AG
              	292
              	94℃ for 30 sec,
(94℃ for 30 sec,
63℃ for 30 sec and
72℃ for 30 sec)
x 40 cycles,
72℃ for 7 min
              	Yuasa et al., 2005
            

            
              	Gray
SphR
              	GAC-ACA-TGT-TAC-AAT-GGT-CGC
            

            
              	Infectious salmon anaemia
(ISA)
              	Forward
              	GAC-CAG-ACA-AGC-TTA-GGT-AAC-ACA-GA
              	304
              	0℃ for 30 min,
94℃ for 2 min,
(94℃ for 30 sec,
55℃ for 30 sec and
72℃ for 30 sec)
x 30 cycles
              	
                
                  WOAH, 2023
                
              
            

            
              	Reverse
              	GAT-GGT-GGA-ATT-CTA-CCT-CTA-GAC-TTG-TA
            

            
              	Tilapia lake virus disease
(TiLVD)
              	Ext-1
              	TAT-GCA-GTA-CTT-TCC-CTG-CC
              	491
              	0℃ for 15 min,
95℃ for 2 min,
(95℃ for 30 sec,
60℃ for 30 sec and
72℃ for 1 min)
x 25 cycles,
72℃ for 7 min
              	
                
                  Tsofack et al., 2017
                
              
            

            
              	Ext-2
              	TTG-CTC-TGA-GCA-AGA-GTA-CC
            

            
              	ME1
              	GTT-GGG-CAC-AAG-GCA-TCC-TA
              	250
              	95℃ for 2 min,
(95℃ for 1 min,
60℃ for 1 min and
72℃ for 1 min)
x 35 cycles,
72℃ for 5 min
            

            
              	ME2
              	TAT-CAC-GTG-CGT-ACT-CGT-TCA-GT
            

            
              	Spring viraemia of carp (SVC)
              	SVCV
F1
              	TCT-TGG-AGC-CAA-ATA-GCT-CAR-RTC
              	714
              	(95℃ for 1 min,
55℃ for 1 min and
72℃ for 1 min)
x 35 cycles,
72℃ for 10 min
              	
                
                  Stone et al., 2003
                
              
            

            
              	SVCV
R2
              	AGA-TGG-TAT-GGA-CCC-CAA-TAC-ATH-ACN-CAY
            

            
              	Withering syndrome
(WS)
              	RA5-1
              	GTT-GAA-CGT-GCC-TTC-AGT-TTA-C
              	160
              	95℃ for 5 min,
(95℃ for 1 min,
62℃ for 30 sec,
72℃ for 30 sec)
x 40 cycles
72℃ for 10 min
              	
                
                  Andree et al., 2000
                
              
            

            
              	RA3-6
              	ACT-TGG-ACT-CAT-TCA-AAA-GCG-GA
            

            
              	Salmonid alphavirus
(SAV)
              	E2F
              	CCG-TTG-CGG-CCA-CAC-TGG-ATG
              	516
              	50℃ for 10 min,
95℃ for 3 min,
(95℃ for 10 sec and
60℃ for 20 sec)
x 40 cycles
              	
                
                  Fringuelli et al., 2008
                
              
            

            
              	E2R
              	CCT-CAT-AGG-TGA-TCG-ACG-GCA-G
            

            
              	Viral haemorrhagic septicaemia
(VHS)
              	3F
              	GGG-ACA-GGA-ATG-ACC-ATG-AT
              	320
              	50℃ for 30 min,
95℃ for 15 min,
(94℃ for 30 sec,
60℃ for 30 sec,
68℃ for 1 min)
x 35 cycles,
68℃ for 7 min
              	
                
                  Kim et al., 2018
                
              
            

            
              	2R
              	TCT-GTC-ACC-TTG-ATC-CCC-TCC-AG
            

            
              	Abalone herpesvirus
(AbHV)
              	AbHV
16
              	GGC-TCG-TTC-GGT-CGT-AGA-ATG
              	588
              	95℃ for 15 min,
(94℃ for 30 sec,
52℃ for 30 sec and
74℃ for 45 sec)
x 40 cycles,
72℃ for 7 min
              	
                
                  Corbeil et al., 2010
                
              
            

            
              	AbHV
17
              	TCA-GCG-TGT-ACA-GAT-CCA-TGT-C
            

            
              	White tail disease
(WTD)
              	MrNV-F
              	GAT-ACA-GAT-CCA-CTA-GAT-GAC-C
              	681
              	52℃ for 30 min,
95℃ for 2 min,
(94℃ for 40 sec,
55℃ for 40 sec and
68℃ for 1 min)
x 30 cycles
              	Yoganandhan et al., 2005
            

            
              	MrNV-R
              	GAC-GAT-AGC-TCT-GAT-AAT-CC
            

            
              	XSV-F
              	GGA-GAA-CCA-TGA-GAT-CAC-G
              	500
            

            
              	XSV-R
              	CTG-CTC-ATT-ACT-GTT-CGG-AGT-C
            

            
              	Yellow head virus genotype 1
(YHV1)
              	YC-
F1ab
              	ATC-GTC-GTC-AGY-TAY-CGY-AAY-ACY-GC
              	358
              	50℃ for 30 min,
94℃ for 2 min,
95℃ for 15 min,
(94℃ for 45 sec,
60℃ for 45 sec and
68℃ for 45 sec)
x 35 cycles,
68℃ for 7 min
              	
                
                  WOAH, 2023
                
              
            

            
              	YC-
R1ab
              	TCT-KCR-YGT-GTG-AAC-ACY-TTC-TTR-GC
            

            
              	YC-
F2ab
              	CGC-TTY-CAR-TGT-ATC-TGY-ATG-CAC-CA
              	146
              	95℃ for 15 min,
(94℃ for 45 sec,
60℃ for 45 sec and
72℃ for 45 sec)
x 35 cycles,
72℃ for 7 min
            

            
              	YC-
R2ab
              	RTC-DGT-GTA-CAT-RTT-DGA-GAG-TTT-RTT
            

            
              	Epizootic haematopoietic necrosis
(EHN)
              	EHN
Forward
              	CGC-AGT-CAA-GGC-CTT-GAT-GT
              	580
              	(95℃ for 1 min,
55℃ for 1 min and
72℃ for 1 min)
x 35 cycles,
72℃ for 15 min
              	
                
                  Hyatt et al., 2000
                
              
            

            
              	EHN
Reverse
              	AAA-GAC-CCG-TTT-TGC-AGC-AAA-C
            

            
              	Infectious myonecrosis
(IMN)
              	4587F
              	CGA-CGC-TGC-TAA-CCA-TAC-AA
              	328
              	60℃ for 30 min,
95℃ for 2 min,
(95℃ for 45 sec and
60℃ for 45 sec)
x 39 cycles,
60℃ for 7 min
              	
                
                  Poulos and Lightner., 2006
                
              
            

            
              	4914R
              	ACT-CGG-CTG-TTC-GAT-CAA-GT
            

            
              	4725NF
              	GGC-ACA-TGC-TCA-GAG-ACA
              	139
              	95℃ for 2 min,
(95℃ for 30 sec,
65℃ for 30 sec and
72℃ for 30 sec)
x 39 cycles,
72℃ for 2 min
            

            
              	4863NR
              	AGC-GCT-GAG-TCC-AGT-CTT-G
            

            
              	Infectious hypodermal and hematopoietic necrosis virus
(IHHNV)
              	389F
              	CGG-AAC-ACA-ACC-CGA-CTT-TA
              	392
              	95℃ for 5 min,
(95℃ for 30 sec,
60℃ for 30 sec and
72℃ for 30 sec)
x 35 cycles,
72℃ for 5 min
              	
                
                  Tang et al., 2007
                
              
            

            
              	389R
              	GGC-CAA-GAC-CAA-AAT-ACG-AA
            

          

          

        

      

      
        4. 전염성 조사
        병원체가 검출된 경우, 해당 병원체의 전염성을 조사하기 위해 감수성이 있는 품종을 경상남도 통영시에 소재한 수산시장에서 구입하였다. 구입 후 인위감염을 수행할 병원체의 감염 여부를 진단한 다음, target band가 확인되지 않은 건강한 개체를 선별하여 인위감염 실험에 사용하였다.

      

      
        5. 동물 윤리
        모든 실험 생물의 취급과 처리는 경상국립대학교의 동물실험윤리위원회의 승인(승인번호: GNU-231030-E0200)을 받은 다음 수행하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 연구 결과
      
        1. 종 동정 결과
        총 10차례에 걸쳐 구입한 미끼 생물 샘플의 분자생물학적 종 동정 결과 어류 8종, 갑각류 12종, 연체동물 2종, 환형동물 7종으로 동정되었다(<Table 3>).

        
          <Table 3> 
				
          

          
            Samples obtained over ten instances were subjected to species identification, yielding the following results: eight fish species, twelve crustacean species, two mollusk species, and seven Annelida species. species marked with a ★ indicate the presence of diseases
          
          

        

        
          
            
              	Animals
              	Scientific name
            

          
          
            	fishes
            	
              Cololabis saira
              Engraulis japonicus
              Sardinops sagax
              Scomber japonicu,
              Scomberesox saira
              Seriola quinqueradiata
              Spratelloides gracilis
              Truchiurus japonicus
            
          

          
            	crustaceans
            	
              Artemia franciscana
              Artemia parthenogenetica
              Brachionus plicatilis
              Eriocheir sinensis
              Euphausia superba
              Gaetice depressus
              Hemigrapsus penicillatus
              Hemigrapsus sanguiensis
              ★ Metapenaeus joyneri
              Palaemon sinensis
              ★ Penaeus merguiensis
              ★ Penaeus vannamei
            
          

          
            	molluscs
            	
              Dosidicus gigas
              Illex argentinus
            
          

          
            	annelida
            	
              Eisenia andrei
              Eisenia fetida
              Marphysa sanguinea
              Marphysa sp.
              Perinereis linea
              Perinereis sp.
              Perinereis wilsoni
            
          

        

        

      

      
        2. 질병 검출 결과 및 검출률
        총 10차례에 걸쳐 29종 2,377마리의 시료를 분석한 결과, 21종의 질병 중 WSSV와 VpAHPND가 검출되었으며, 이외의 병원체들은 검출되지 않았다. WSSV의 경우 양성 반응이 나타난 1, 2, 3, 6, 7차 pooled 샘플에 대하여, 각 양성 pooled sample에 해당하는 모든 개별 샘플에 대해 PCR 방법으로 질병 검사를 수행하여 질병에 감염된 개체수를 확인하고 검출률을 계산하였다. WSSV는 흰다리새우(P. vannamei) 90마리 중 90마리, 중하속(Metapenaeus joyneri) 60마리 중 17마리, 바나나새우(Penaeus merguiensis) 28마리 중 26마리에서 검출되었고, VpAHPND는 바나나새우 28마리 중 1마리에서 검출되었다. 양성 반응을 나타낸 질병 및 질병의 검출률은 다음과 같다(<Table 4>).

        
          <Table 4> 
				
          

          
            The detection rates for three shrimp species with detected WSSV and one shrimp species with detected AHPND
          
          

        

        
          
            
              	Order
              	Product name
(Source)
              	Scientific name
              	Disease
              	Positive
pooled sample
(N/6)
              	Positive 
individual 
sample
              	Detection 
rate (%)
            

          
          
            	1st
            	Shrimp I
(imported)
            	
              Penaeus vannamei
            
            	WSSV
            	6/6
            	30/30
            	100%
          

          
            	2nd
            	Shrimp I
(domestic)
            	
              Penaeus vannamei
            
            	WSSV
            	6/6
            	30/30
            	100%
          

          
            	3rd
            	Shrimp I
(domestic)
            	
              Penaeus vannamei
            
            	WSSV
            	6/6
            	30/30
            	100%
          

          
            	6th
            	Shrimp I
(domestic)
            	
              Metapenaeus joyneri
            
            	WSSV
            	5/6
            	13/30
            	43%
          

          
            	Shrimp II
(domestic)
            	
              Metapenaeus joyneri
            
            	WSSV
            	3/6
            	4/30
            	13%
          

          
            	Shrimp III
(domestic)
            	
              Penaeus merguiensis
            
            	WSSV
            	6/6
            	26/28
            	93%
          

          
            	Shrimp III
(domestic)
            	
              Penaeus merguiensis
            
            	AHPND
            	1/6
            	1/28
            	4%
          

          
            	7th
            	Shrimp II
(domestic)
            	
              Metapenaeus joyneri
            
            	WSSV
            	1/6
            	1/30
            	3%
          

        

        

      

      
        3. 전염성 조사를 위한 실험 설계
        질병 검출 결과, 일부 병원체가 검출됨에 따라 별도의 전염성 조사 실험을 설계하였다.

        
          가. WSSV 인위감염 실험
          ① 실험 대상 동물 종 선정

          WSSV는 흰다리새우(P. vannamei), 중하속(M. joyneri), 바나나새우(P. merguinsis) 3개 품종에서 검출되었는데, 이 중에서 흰다리새우의 검출률이 100%로 가장 높았다. 흰다리새우는 국내 주력 양식 품종으로 미끼용 수산생물로 인해 WSSV가 전염되는 경우 가장 큰 피해를 받을 품종으로 예상되어 인위감염 실험 대상 종으로 흰다리새우를 선정하였다.

          ② 실험 동물의 구입 및 병성 검사

          흰다리새우는 경상남도 통영시에 소재한 수산시장에서 임상적으로 건강한 개체를 200마리 구입하였다. 이 중 임의로 선별한 30마리의 평균 체중은 30.4 ± 4.4 g, 전장은 16.7 ± 0.8 cm 이었다. 구입 후 무작위로 10마리를 선별하여 WSSV에 대한 분자생물학적 검사(PCR)를 통해 음성임을 확인한 뒤 인위감염을 수행하였다.

          ③ 실험 디자인

          질병에 감염되지 않은 건강한 흰다리새우 20마리를 선별하여 대조군으로 설정하고, WSSV가 검출된 샘플의 조직을 먹이로 먹일 새우들을 실험군으로 설정하였다.

          1차, 2차, 3차, 6차 3개 그룹 (중하속 조직 급이 2개 그룹, 바나나새우 조직 급이 1개 그룹), 7차 총 7개의 그룹을 실험군으로 설정하였다. 대조군을 포함한 8개 그룹에 400 L 정수식 수조를 한 개씩 할당하여 20 마리씩 순치하고 오전과 오후에 1회씩 하루 2회 50%의 사육수를 환수하였다. 수온은 자동 온도 조절 장치로 26 ± 1 ℃를 유지하였고, 염도는 24 ± 0.2 ppt, pH는 8 ± 0.1로 유지하였다.

          ④ WSSV 감염 조직의 급이

          WSSV의 경우 개발된 cell line이 없기 때문에 감염은 Cruz-Flores et al. (2020), Janewanthanakul et al. (2020), Trang et al. (2019) 등의 문헌을 참고하여 WSSV가 검출된 1차, 2차, 3차, 6차, 7차 새우 샘플을 실험 1일차, 7일차에 먹이로 급이하여 감염을 시도하였고, 2주간 폐사율을 관찰하였다. 1일차, 7일차를 제외한 기간에는 상업 사료를 오전과 오후에 각 1회씩 급이하였다.

          ⑤ 폐사 및 샘플링

          실험 기간 동안 모든 그룹에서 폐사가 발생하였다. 대조군에서 2마리(3일, 5일), 실험군 I에서 2마리(9일, 12일), 실험군 II에서 5마리(1일, 10일, 12일), 실험군 III에서 1마리(1일), 실험군 IV에서 3마리(2일 5일, 12일), 실험군 V에서 4마리(2일, 3일, 7일), 실험군 VI에서 5마리(2일, 4일, 6일, 10일, 12일), 실험군 VII에서 3마리(4일, 6일, 10일)의 폐사가 발생하였으며, 폐사 개체는 즉시 수거하고 그룹별로 최대 5마리의 조직을 하나의 50 ml conical tube에 pooling 하였다. 실험 종료까지 생존한 개체는 얼음 위에서 기절시킨 뒤 해부하여 조직을 수거하고 마찬가지로 최대 5마리의 조직을 하나의 50 ml conical tube에 pooling 하였다. 폐사 개체와 생존 개체 모두 꼬리 근육, 간, pleopod, 간췌장, 아가미를 pooling 하였다.

          
            <Table 5> 
				
            

            
              WSSV challenge test results summary
            
            

          

          
            
              
                	Group
                	Weight
(g)
                	Length
(cm)
                	Temperature
(℃)

                	D.O
(mg/L)

                	Salinity
(ppt)

                	pH

                	Number of deaths
(day post infection, DPI)

                	Detection
              

            
            
              	Negative
control
              	30.4 ± 4.4
              	16.7 ± 0.8
              	25 ± 1
              	6 ± 0.2
              	24 ± 0.2
              	8 ± 0.1
              	2
(3, 5)
              	X
            

            
              	1st
              	2
(9, 12)
            

            
              	2nd
              	5
(1, 10, 12)
            

            
              	3rd
              	1
(1)
            

            
              	6th I
              	3
(2, 5, 12)
            

            
              	6th II
              	4
(2, 3, 7)
            

            
              	6th III
              	5
(2, 4, 6, 10, 12)
            

            
              	7th
              	3
(4, 6, 10)
            

          

          

          ⑥ 질병 검사

          인위감염 실험 종료 후 대조군과 실험군의 모든 흰다리새우의 pooled 샘플 38개에 대하여 PCR 및 전기영동으로 감염 여부를 확인하였으나 모든 pooled 샘플에서 target band가 확인되지 않아 WSSV가 전염력을 상실한 것으로 판단하였다.

        

        
          나. VpAHPND의 배양 시도
          일반적으로 세균은 세포 내 유리수가 냉동 상태일 때 빙결되어 세포가 파괴되는 것을 막아주는 Glycerol 용액에 넣어 냉동고에 장기 보관한다는 점에 착안하여, 병원성 세균이 극저온 하에서 새우 조직 내에서도 온전히 보존되어 배양 능력을 유지할 수 있는지 확인하기 위해 VpAHPND의 배양을 시도하였다. Vibrio spp.의 선택 배지인 TCBS (thiosulfate citrate bile sucrose agar) agar와 수생균 영양배지인 TS (tryptic soy) agar 각각에 AHPND에 양성 반응을 보인 6차 바나나새우 에 양성 반응을 보인 6차 바나나새우(M. joyneri) 샘플의 조직을 잘라서 접종 후 실험군으로 설정하였다. 대조군으로는 Vibrio harveyi를 선정하고 TCBS agar와 TS agar에 도말하였다. 27℃ 배양기에서 overnight로 V. parahaemolyticus의 1차 배양을 시도하였으나 TCBS agar 및 TS agar 모두에서 배양되지 않아 실험군의 세균은 전염력을 상실한 것으로 판단하였다.

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 결 론
      이번 연구에서는 미끼용 수산생물에 대하여 WOAH가 지정한 다양한 전염병에 대해 검출을 시도하고 양성 반응이 나타난 질병에 한해 검출률을 조사하였다.

      본 연구의 검출 대상인 WOAH의 Aquatic Animal Health Code에 기재된 21종의 질병 검출 결과 어류와 연체동물 및 환형동물에서는 질병이 검출되지 않았으며 갑각류 중 크릴(E. superba)과 줄새우(P. sinensis)를 제외한 냉동제품 상태의 흰다리새우, 바나나새우, 중하에서 WSSV와 VpAHPND가 검출되었다. 병원체가 검출되지 않은 샘플의 경우 바이러스가 숙주 내로 침투는 하였으나 반복적인 냉동과 해동의 반복으로 바이러스의 핵산이 손상되어 PCR을 통한 핵산 증폭이 이루어지지 않았을 가능성이 있다(Ross et al., 1990). 질병 전파 우려가 높은 중국산 미끼생물은 대부분이 갯지렁이 종으로, PCR 분석 결과 질병이 검출되지는 않았으나 동일한 이유로 핵산의 증폭이 이루어지지 않았을 가능성이 있다. 따라서 PCR 기법만으로 특정 질병에 대해 정확하게 양성 판정을 내리는 것은 어렵기 때문에 WOAH 에서는 현미경을 이용한 병리조직학적 분석을 권고하고 있다(Baek et al., 2022).

      질병이 검출된 1차, 2차, 3차, 6차, 7차 새우 샘플은 각각 경남 통영, 경북 포항, 전남 여수, 전남 목포, 경남 사천에 소재한 판매장의 제품으로서 검출률이 최대 100%에 달하는 품종이 있는 만큼, 이들 지역 낚시터(오픈형, 폐쇄형) 및 낚시터 인근에 서식하는 수산생물에 대한 지속적인 질병 발생 모니터링 및 역학조사를 수행하여 질병 확산의 원인이 미끼인 사례가 있는지 확인하는 것이 필요하다.

      한편, 전염성 조사의 일환으로 WSSV에 감염된 새우 조직을 먹이로 급이하는 인위감염 실험 결과 어떤 샘플에서도 WSSV가 검출되지 않았다. WSSV의 nested PCR 1단계 amplicon의 크기는 1,447 bp로 예상되고 내부 2단게 amplicon의 크기는 941 bp로 예상되는데 이들 프라이머는 WSSV의 캡시드 단백질 중 하나를 암호화하는 VP664 ORF (open reading frame)을 표적으로 한다(Lo et al., 1996). 본 연구의 인위감염 실험에서 nested PCR 결과 1,447 bp 및 941 bp amplicon이 증폭되지 않았는데 이것은 캡시드 외피 단백질의 ORF가 저하되어 감염성이 상실되었음을 나타낸다(Aranguren Caro et al., 2020). WSSV에 감염된 새우가 미끼용 제품으로의 가공 및 냉동 상태로 운반되는 과정에서, 동결 작용에 의해 흰다리새우에서 분리할 WSSV DNA 분자의 무결성이 손상되었을 가능성이 있다(Chung et al., 2017). 온도와 WSSV의 활성화 관계를 연구한 이전 연구에서는 WSSV DNA의 존재가 확인된 새우 샘플을 끓는 물에 1분 이상 삶거나 –20℃에서 2주간 저온 보관 후 잘게 썬 다음, 이상 증세가 없는 건강한 새우에게 먹이로 급이하였다(Aranguren Caro et al., 2020). 급이 후 폐사한 개체의 조직을 확보하고 nested PCR 방법으로 핵산 증폭을 시도하였으나 WSSV가 검출되지 않았다. 이것은 WSSV에 감염된 새우를 DNA 분자의 내성을 뛰어넘는 고온으로 처리(Rasmussen and Morrissey, 2008)하여 바이러스 DNA 분자의 구조적 손상이 발생했기 때문으로 추측된다. 또다른 연구에서도 상업적 목적으로 유통되는 과정에서 반복적인 냉동과 해동 처리가 바이러스의 유전자나 외피 단백질을 손상시켜 병원체를 불활성화 할 수 있음을 보고하였다(Hasson et al., 2006).

      미끼용 수산생물로 사용되는 새우 중 일부 종은 식용으로도 널리 소비되고 있는데, 흰다리새우(P. vannamei)와 중하(M. joyneri), 바나나새우(P. merguiensis) 등이 있다. 이들 새우는 낚시 목적보다는 소비 목적으로 더 많이 유통되기 때문에 다양한 유통경로를 통해 WSSV가 확산될 위험이 존재한다. 본 연구에서 확보한 바나나새우(P. merguiensis)는 국내에선 양식을 하지 않는 품종으로서 그 공급은 수입에 의존한다. 하지만 포장지에는 국내산으로 표기되어 있었는데, 이는 수입산 제품을 국내산으로 둔갑하여 유통하였거나 원산지 오기로 인한 것으로 추정된다. 본 연구의 질병 검출 결과 바나나새우(P. merguiensis) 샘플에서 WSSV와 VpAHPND의 동시 감염 사례가 관찰되었다. 실제 새우 양식장에서는 여러 병원체에 의한 공동감염이 흔하다(Jang et al., 2014). 두 병원체의 동시 감염을 시도한 한 연구에서는 동시 감염된 그룹이 WSSV 또는 VpAHPND에만 감염된 그룹보다 누적 폐사율이 유의하게 증가하였다고 보고하였는데, 이것은 WSSV에 감염된 새우의 체액을 순환하는 백혈구 수가 감소하여 면역력이 저하된 상태에서 뒤이은 VpAHPND의 2차 감염으로 폐사가 가속화되었기 때문이라고 보고하였다(Han et al., 2019). 하지만 본 연구의 샘플에서는 두 병원체 모두 활성을 상실하였는데, 이 역시 수생 환경에서 병원체에 감염된 수산동물이 포획 후 미끼용 제품으로 가공 및 운반되는 과정에서 급격한 온도변화를 겪어감에 따라 병원체가 활성을 상실한 것으로 보인다.

      현재 우리나라에서 미끼용으로 유통되고 있는 갯지렁이들은 대부분 중국에서 수입하고 있는데, 갯지렁이의 품목 분류 HS-CODE는 010690310이며 원산지 제도 운영에 관한 고시에 의거하여 원산지표시 ‘비대상’, 적정표시방법 ‘비대상’ 품목으로 분류되어 질병 검사 없이 수입되고 있다

      (Kwon et al., 2019). 또한 일부 중국산 홍다리얼룩새우(P. monodon)와 흰다리새우(P. vannamei), 중하(M. joyneri) 등 갑각류에서 WSSV와 AHPND가 검출된 사례가 있기 때문에(Kang et al., 2023) 주의가 필요하다. 한국해양수산개발원과 해양수산부가 발간한 자료에 따르면, 2023년 우리나라가 중국으로부터 수입한 새우는 2,423톤으로 전년대비(3,422톤) 약 29.2% 감소하였으나 여전히 많은 양을 수입하고 있다

      (Kfishinfo, 2023). 특히 중국은 우리나라와 무역이 활발한 국가인 만큼 새우류 외에도 다양한 비식용 수산물을 수입하고 있는데 낚시 미끼로 갯지렁이류, 오징어, 활미꾸라지 뿐만 아니라 통발 미끼로 활용되는 멸치와 참게도 수입하고 있다. 낚시 미끼용 갯지렁이의 경우 여러 종류가 수입되고 있음에도 불구하고 HS-CODE는 1개(갯지렁이류)로 등록되어있어 품종별로 수입량을 파악하기엔 어려운 실정이다. 또한 통발 미끼인 ‘참게’의 경우 별도의 HS-CODE가 아닌 ‘기타 냉장 게’ 품목으로 참게 이외의 ‘게’가 포함되어 있어 정확한 수입량을 파악하는 것이 쉽지 않다. 멸치는 냉동 형태로 수입되어 낚시용 또는 통발용 미끼로 이용되고 있으나 ‘냉동 멸치’는 별도의 HS-CODE가 없고 ‘기타 어류(냉동)’품목으로 잡어도 포함되어 있어 정확한 수입량을 파악하기에 어려움이 있다. 따라서 수입산 미끼 상품에 대해 품목별로 HS-CODE를 할당하여 체계적으로 관리할 필요가 있다. 한편, 우리나라로 수입되는 새우는 2023년 기준 베트남산이 가장 많았다. 2023년 우리나라가 베트남으로부터 수입한 새우는 약 2,693톤으로 중국을 넘어섰다(Kfishinfo, 2023). 지금까지 조사한 국내 낚시 미끼용 시료 중 베트남산은 없었으나 식용 및 사료용 새우가 미끼용으로도 유통이 되는 만큼 베트남산 새우도 추후 미끼용으로 유통될 가능성이 높다. 따라서 베트남에서의 전염 사례 역시 조사할 필요가 있다. 한국은 미국, 중국, 일본, 스페인, 프랑스에 이어 세계에서 새우를 6번째로 많이 수입하는 국가이다. 2020년 기준 7억 3116만 달러를 수입하여 전세계 새우 교역량의 3.2%를 차지하고 있다(FAO, 2022). 따라서 우리나라로 새우를 수출하는 국가에 만연해 있는 갑각류 질병이 교역을 통해 우리나라로 유입될 위험성이 있다. 우리나라로 수입되는 새우는 활새우를 포함하여 냉동 및 건조 상태로 식품용과 사료용으로 수입되고 있으며 미끼용은 따로 분류되고 있지 않다. 관세청 수입 품목 분류상 미끼 새우는 일반 새우와 같은 품목으로 수입되고 있는데, 질병이 유행하는 국가에서 수입한 냉동 새우가 종종 미끼용 새우로 사용되는 것을 고려하면 이들이 유통될 경우 국내 양식장, 낚시장 및 수계에 새우 바이러스가 창궐할 우려가 있다. 현재 우리나라로 새우를 수출하는 국가에 유행하고 있는 수산질병에 관한 정보가 부족한 상태이며, 수출국 중 비위생적인 양식 환경과 가공 절차 등으로 인해 각종 수산질병이 발생할 가능성이 있기 때문에 각별한 주의가 필요하다.

      한편, WSSV의 전염성 평가를 위한 인위감염 실험 결과, 대조군을 포함한 모든 그룹에서 흰다리새우의 폐사가 발생하였다. 육안으로 폐사체의 외부적 임상증상을 관찰하였으나 대표적 증상인 흰반점은 확인되지 않았다. 흰반점은 다양한 환경적 스트레스 요인에 의해서 발생할 수 있으며, WSSV에 감염된 새우 중에는 흰반점이 나타나지 않는 경우도 있다. 따라서 흰반점은 WSSV 감염의 신뢰할 수 있는 진단 증상이 아님에 유의해야 한다(WOAH 2023). 인위감염 실험에서 발생한 폐사는 WSSV에 의한 것이 아니라 기타 스트레스 요인에 의한 것으로 여겨진다. 폐사체의 조직으로부터 핵산을 추출하고 PCR 방법으로 질병을 검사한 결과 전부 음성이었는데, 먹이로서 급이했던 냉동 상태의 감염된 새우 조직이 실험군의 섭식으로 이동하는 과정에서 전염성이 약화된 것으로 추정된다. 동족포식이 거듭됨에 따른 질병의 확산 정도를 정확하게 파악하기 위해서는 추가적인 감염 역학연구가 필요하다. 본 연구의 인위 감염 실험에서 새우들의 습성인 동족포식이 빈번하게 관찰되었다. WSSV 전염의 주요 경로 중 하나인 동족포식(Hoa TTT et al., 2011)은 WSSV 확산의 주원인이며, 양식장 환경에서 바이러스의 전파를 촉진한다(Desrina et al., 2022; Soto and Lotz, 2001). 상대적으로 좁은 공간에서 고밀도로 사육하는 새우 양식장 특성상 갑각류의 습성인 동족포식은 빈번하게 일어난다. 이로 인한 WSSV 확산을 막기 위해서는 폐사체를 발견하는 즉시 수거하여 동족포식을 차단하는 등 양식장 단위에서도 질병 확산을 막기 위해 노력이 요구된다. 이것은 국내산 양식 새우가 미끼 상품으로 가공 · 유통되는 과정의 처음 단계이므로 질병의 확산을 차단하는 선제조치로서 중요하다. 이전 연구에 따르면 WSSV는 흰다리새우의 열 내성 범위와 겹치는 넓은 내열성을 갖는다. 흰다리새우는 최대 42℃의 수온까지 견딜 수 있으며 27~30℃에서 최적의 성장률을 보인다(Wyban et al., 1995). WSSV는 최대 50℃의 수온에서도 활성을 유지할 수 있고 자손의 복제는 15~35℃ 수온 범위에서 가능하며 25~28℃에서 최적의 복제가 일어난다(Millard et al., 2021). 50℃ 이상의 고온으로 120분간 노출하면 WSSV가 비활성화되지만(Nakano et al., 1998), 새우가 견딜 수 있는 한계 수온을 초과하여 양식장 새우에게는 폐사를 일으키므로 단편적인 사육수 온도 조절은 흰반점병(WSD)의 효과적인 제어 수단이 될 수 없다. 대신에 냉동 포장 상태의 국내산 및 수입산 제품에 대하여 이러한 고온 처리 방식으로 바이러스를 불활성화시키는 방식을 구상해볼 수 있을 것이다. 한편, TCBS agar에서의 VpAHPND 배양은 이루어지지 않았다. 이는 AHPND의 원인 병원체인 V. parahaemolyticus가 극저온 상태에서 유전체는 보존하였으나 세포의 구조가 손상되어 정상적인 배양이 불가능해진 것 때문이라 여겨진다.

      AHPND에 감염된 냉동 새우가 국제 무역을 통해 AHPND를 확산시키는 원인이라는 가설을 제시한 이전 연구에서는, 침지 방식으로 새우를 AHPND에 감염시킨 후 2주간 –80℃로 냉동 보관하였다. 그 후 감염된 새우의 간췌장을 건강한 새우에 급이하였는데 118시간 이내에 70%의 개체가 폐사하였다(Lee et al., 2022). 극저온 상태에서 V. parahaemolyticus의 전염성과 독성이 유지된 사례가 보고된 만큼 냉동 새우에서의 AHPND 전염에 관한 추가적인 연구가 필요하다.
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