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            초록
          
        

        
          An abnormal symptom of the formation of a jelly-like tissue mass on the head of jack mackerel (Trachurus japonicus) maintained in inland tank was observed. Histopathological examination revealed that the tissue mass was matrix structure formed by fibroblasts, collagenous fibers and matrix substance between the epithelium and dermal layer, and the causative agent was acid fast bacteria. It is speculated that causative bacteria acted as a irritant in the canal organs which are sensory organ concentrated in the head region of the jack mackerel, and then intensively produce collagen fibers and matrix substances as a defense mechanism from unusually proliferated fibroblasts. This condition appears to be noncancerous tumor-like condition in soft tissue in medical term. If jack mackerel is considered as a aquaculture fish species, more information on this fish and countermeasure on the environment will be needed.
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      Ⅰ. 서 론
      전갱이(Trachurus japonicus)는 한국과 일본 근해, 동중국해에서 서식하는 어종으로(Fukataki, 1960; Sassa et al., 2006), 최근 고수온 대응 양식을 위한 연구 대상으로 해상 가두리에서 시험 사육하거나 일부 육상수조에 옮겨와 사육하며 연구에 활용하고 있다. 일본에서는 이미 태평양 근해 서식종인 흑점줄전갱이(Pseudocaranx dentex)의 가두리양식이 활발하게 이루어지고 있으며(Kunihiko, 1998), 우리나라에서도 한때 제주지역에서 새로운 고소득 양식어종으로 시험 연구를 시행했던 종이었으나 실효를 거두지 못했다. 최근 연구시설 내 수조에서 순치 중이던 전갱이의 체표에 두부를 주로 하는 투명 혹은 반투명한 젤리 모양의 덩어리(괴:塊)가 증식하기 시작하여 점점 혹처럼 부풀어 오르는 형태를 보이거나, 체부까지 투명막을 둘러친 듯한 증상을 보이는 이상 증상이 관찰되었다. 초기에는 이로 인한 폐사는 없었으나 증상이 3개월 이상 계속되면서 대다수(80% 이상) 개체에서 정도를 달리하며 증상이 관찰되고 폐사하는 개체도 나타나는 것을 확인하였다. 지금까지 다른 유사한 형태의 변형 증상이 해산 어종에 나타나는 사례는 확인되지 않았으며, 금붕어와 같은 담수산 어종에서도 유전적으로나 바이러스감염으로 인해 혹과 같은 구조물이 생기는 경우는 있지만(Rezaie et al., 2017) 투명한 젤리 형태로 형성되는 사례는 없었다. 따라서 이에 대한 자료 조사와 분석이 필요하였다.

      본 보고는 전갱이 두부에 나타난 젤리 모양 조직 괴에 대한 조직병리학적 조사를 바탕으로 이러한 이상 조직이 형성되는 원인을 밝히고자 하였으며, 지금까지 결과를 정리하여 본 사례를 알리고 이에 대한 치료 또는 예방에 관하여 고찰하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구 방법
      
        1. 실험어
        2021년 10월, 해상 가두리로부터 연구시설 내 육상 유수식 원형수조(1ton 용량, 원형 PVC 수조, 15 cycles/day)로 이송하여 연안 해수(평균수온 24℃)를 사용하여 순치 사육 중이던 전갱이(전장 20cm 전후) 가운데에서 두부에 젤리 모양 조직 괴 형성이 두드러진 개체 2마리를 대상으로 1차 검사를 실시하였고, 1개월 후 같은 수조에서 2마리를 재조사(2차 검사)하였다. 3개월 후 같은 수조에서 같은 증상으로 빈사 상태에 있는 개체와 증상이 거의 없는 개체를 각 1마리씩 조사(3차 검사)하였다.

      

      
        2. 육안적 검사 및 시료 채취
        외부 증상을 육안으로 관찰하고, 촉진과 생검을 실시하였다. 또한, 젤리형 구조물 내 액성물질이 있는지 확인하기 위해 1회용 주사기(1㎖, 26G)로 젤리 모양 조직 내부를 찔러 확인하였다. 외부 조사 후, 개체를 해부하여 조직병리학적 검사를 위해 각 장기의 일부를 고정하고, 감염성 질병 검사를 위한 시료를 채취하였다.

      

      
        3. 조직병리학적 검사
        검사 개체의 해부와 동시에 두부에 젤리 모양 덩어리가 두껍게 형성된 부위와 얇게 형성된 부분을 채취하고, 아가미뚜껑 부위의 일부도 채취하였다. 또한, 아가미, 간, 비장, 신장, 심장 그리고 소화관의 일부 조직도 함께 10% 중성완충포르말린(Neutral buffered formalin, Sigma) 고정액에 고정하였다. 이 가운데 아가미뚜껑과 같은 골조직이 포함된 일부 조직은 브완액(Bouin’s fixative solution, Sigma)으로 추가 고정하였다. 고정 시료는 24시간 이내에 세절하여 같은 고정액으로 재고정 하였으며 8~12시간 후 수세와 단계별 알코올(70~100%)을 거쳐 탈수하고, Xylene으로 투명화한 후 조직 내에 파라핀을 침투시켜 파라핀 블록을 제작하였다. 제작된 파라핀 조직 블록은 마이크로톰(HistoCore MULTICUT, Leica)을 사용하여 박절(4㎛)하고 슬라이드글라스에 조직 절편을 붙여 건조하였다가 H&E(Hematoxylin and Eosin, Leica)염색을 실시하여 봉입제로 봉입한 후 보관하였다가 현미경으로 관찰하였다. 조직 내 세균감염 확인을 위해 그람 염색(Becerra et al, 2016)과 항산성 세균(AFB; acid fast bacteria) 염색(AFB stain kit, Abcam)을 일부 조직 절편에 대하여 실시하였으며, 젤리모양 조직의 성분을 확인하기 위해 Picro Sirius Red stain kit(Abcam)를 사용하여 염색하고 편광현미경(Polarized light microscopy) 검경법으로 구분하였다. 현미경 관찰에는 Axioimager A1(Zeiss)과 디지털 촬영장치(Zen 2.0 software, Zeiss)를 사용하여 이미지를 저장하였다.

      

      
        4. 감염성 질병 검사
        비장과 신장을 무균적으로 잘라내고 조직 내부를 평판배지(TSA: tryptic soy agar, BHIA: brain heart infusion agar)에 배양(25℃, 24h)하여 형성된 세균 집락(colony)을 성상 별로 순수분리하여 16S rRNA PCR(primer set: 27F, 1492R)을 시행하여 염기서열을 분석하였으며(Frank et al. 2008), 비장, 신장 그리고 피부로부터 핵산을 추출하여(Patho Gene-spin DNA RNA extraction kit, iNtRON) 어류에 발생하는 종양 형성 바이러스(Cy-HV1; Cyprinids herpisvirus1, LCDV; Lymphocystis diseases virus, WEHV; Walleye epiderma hyperplasia virus)에 대한 PCR(polymerase chain reaction) 검사를 실시하였다(Viadanna et al., 2017; Cano et al., 2007; LaPierre et al., 1998).

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 연구 결과
      육안 관찰에서 체표에 부착생물은 없었으며 젤리 모양 조직 괴를 만졌을 때 한천과 유사한 정도의 경도가 느껴졌다. 이상 조직의 내부에는 혈관으로 보이는 구조가 관찰되었으며, 주사기로 뽑을 수 있는 액성물질은 없었다.

      체표와 아가미의 현미경적 관찰에서도 부착된 미세한 기생체는 확인되지 않았으며, 젤리 모양의 구조물은 조직 일부의 과형성(hyperplasia)으로 만들어진 종양과 유사한 상태로 추정되었다([Fig. 1 a]). 1차로 실시한 조직학적 검사에서는 이들 이상 조직은 상피 과형성과 함께 상당 부분이 상피와 근층 사이에 일정한 모양의 섬유조직이 기질 물질과 두꺼운 망(matrix)을 형성하고 있는 것으로 확인되었다(Fig. 2 a&b).

      
        
        

        [Fig.1] 
				
        

        
          (a): External appearance at the first sampling. (b): Nodules(arrows) at mesentery around spleen at 3rd sampling. (c): Profile change of jelly-like tissue masse on head region over time.
        
        

        

      

      
        
        

        [Fig. 2] 
				
        

        
          (a): Jelly-like tissue mass on head region. (b): Fibroblast, collagenous fibers and matrix materials in proliferated connective tissue. arrow; congestion in capillary, Ep; epithelium. (c): Mesentery around intestine, Red G; Granuloma containing acid fast bacteria, Black G; Granuloma containing macrophage. (d): The largest granuloma(G*) of (c) and is showing Gram(+) reaction. (e): Necrosis around carnal organ(CO). (f): Bacterial cells in necrotic region (rectangle region of (e)). (g) Collagenous fibers layer in dermis. (f): Yellowish and greenish fibers of the same field of view as (g) using polarized microscopy (a,b&e: H&E stain, c,: AFB stain, d&f: Gram stain, e&f: Picro Sirius red stain,). Size bar in illustration.
        
        

        

      

      섬유조직의 과형성을 보이는 부분은 상피조직 바로 아래층인 진피 상층부 결합조직으로, 진피층이 얕은 두부 가운데에서도 하악골 혹은 새개골과 같은 골조직이 연접한 부위에서 주로 관찰되었다. 두부에서 몸체 방향으로 이동하면 이상 조직 덩어리의 양은 적어지며, 육안적으로도 젤리 모양 조직 괴의 분포 차이로 알아볼 수 있을 정도였다([Fig. 1 a]). 사진([Fig. 1 c])에서 나타나는 것처럼, 안면부의 젤리 모양 조직 괴는 1차 검사에서는 안면부 전체를 가릴 정도로 형성되었지만 2차, 3차로 갈수록 그 크기가 작아지고 몸체에 얇은 막이 거칠게 형성된 것이 확인되었다.

      감염성 질병에 대한 검사를 위한 세균배양과 16S rRNA PCR 검사에서 Vibrio sp. 2종(V. azureus, V. crassostreae)과 Photobacterium sp. 4종(P. angustum, P. carnosum, P. kishitanii, P. phosphoreum)이 확인되었으나 질병과 무관한 것으로 판단되었고, 종양 관련 바이러스에 대한 검사에서도 모두 음성의 결과를 보였다. 1차 검사에서 이상 조직 괴 부위의 조직학적 관찰에서는 과형성된 상피층과 일부 상피층에 연접한 혈관 주변에 약한 염증반응이 관찰되었고, 2차 검사에서는 간 조직 일부 울혈과 혈관주위에서 괴사가 관찰되었으나, 이는 젤리 모양 조직 괴의 과형성으로 인해 어체의 대사이상이 나타났을 가능성을 추측하였고 물리적인 자극이 세포의 이상 증식을 유발한 것으로 의심하였다. 그러나 사육환경에서 추측 가능한 물리적 자극원을 발견하지 못했고, 육안적 관찰에서도 상처가 생기거나 이물질에 의한 자극이 주어진 정황도 없어 피부 자극의 원인을 특정하기 어려웠다.

      1차 검사 3개월 후, 폐사 개체가 관찰되기 시작하여 3차 검사를 하였으며, 빈사어의 해부 과정에서 비장을 둘러싼 장간막에서 결절이 관찰되었다([Fig. 1 b]). 조직병리학적 관찰에서 간, 비장, 신장과 소화관 조직 내를 비롯하여 주변 장간막 조직에서 세균에 의한 육아종 형성이 확인되었다([Fig. 2 c]). 3차 검사에서 외부적으로 증상이 없는 개체의 조직표본에서는 육아종이 관찰되지 않았다. 육아종이 관찰된 조직표본에 대한 AFB 염색과 Gram 염색으로 육아종 내에서 항산성 세균과 그 외 일부 소수의 Gram 음성균이 관찰되어 지속적인 자극원이 세균이었을 것으로 생각하였다([Fig. 2 c&d]). 특히 1, 2차 검사에서 일반 영양배지인 TSA나 BHIA에서 배양되지 않는 항산성 세균이 조직병리학적 검사에서 육아종으로 확인됨으로써 이상 조직 형성의 주요 원인으로 판단되었다. 3차 시료와 함께 1, 2차 시료에 대한 H&E 조직표본의 재 검경과 일부 조직에 대한 Gram 염색을 통하여 체표, 아가미 상피, 간 그리고 두부 측면에 다수 분포하는 감각기관인 관기(carnal organ) 주변으로 세균감염의 정황과 조직변성을 확인하였다([Fig. 2 e&f]).

      젤리 모양의 조직 괴가 두껍게 형성된 체표 조직을 대상으로 실시한 Picro Sirius Red 염색에서 섬유조직이 두껍게 형성된 부분은 짙은 분홍색으로 염색되어 콜라겐성 섬유조직임을 확인하였고([Fig. 2 g]), 이 표본을 편광현미경검사법으로 관찰함으로써 콜라겐 섬유 가운데에서도 Type Ⅰ(yellow~orange)과 Type Ⅲ(green)가 혼재하고 있다는 것을 알 수 있었다([Fig. 2 h]).

    

    

  
    
      Ⅳ. 결 론
      전갱이는 자연상태에서 빠른 속도로 넓은 해역을 유영하며 두부에 특히 발달한 측선감각기관(latera canal organs system)으로 수온, 수류, 먹이생물 등의 환경수에 대한 정보를 받아들여 행동 반응을 하게 된다(Nofrizal & Takafumi, 2017). 두부에 젤리모양의 조직 괴가 두드러지게 형성된 것은 조직병리학적 관찰에서 두부 측면 전체에 발달된 감각기관인 관기(canal organ)에 조직변성과 염증반응 그리고 세균이 관찰된 것과 매우 관련성이 깊을 것으로 판단되었다. 사육 중인 수조가 큰 규모라고 하더라도 실내 육상수조에서는 수질이나 수류가 자연상태를 대신하지 못하였을 것이며, 두부가 체부와 달리 방어층이 되는 비늘이 거의 없어 빠른 속도로 유영하면서 수류와 강하게 맞닿으면서 환경수 내의 오염된 세균이 지속적으로 관기를 통해 접촉되었을 것으로 생각된다. 이러한 자극이 감각기관인 관기에 전달되어 어체의 행동 반응과 직결되어 방어기전이 더욱 민감하게 작용하여 콜라겐 섬유의 대량생산으로 발현된 것으로 보이며, 두부 체표에 콜라겐 성분의 두꺼운 섬유망(fibrous network)을 형성하여 세균의 침투를 방어하려 한 것으로 해석된다. 두부의 증상이 두드러지게 나타나기 시작한 감염 초기에는 상피 하층의 울혈과 약한 괴사를 제외하고 내부 장기에는 뚜렷한 변성을 인지하기 어려웠지만, 세균의 전신감염이 만성적으로 진행되자 면역력이 저하되고 두부의 젤리 모양 조직 괴의 형성은 감소하고 내부 장기의 곳곳에서 육아종이 증가하고 폐사가 시작된 것으로 보인다.

      어류의 외피는 어체의 외벽을 감싸는 다양한 기능을 수행하는 기관이며(Elliot, 2011), 1차 방어벽(primary barrier)의 역할을 하는 부위로 다양한 자극으로 인한 스트레스에 반응을 일으킨다. Britt(2016)는 연어의 사육 조건을 달리한 스트레스가 피부의 형태학적 변화와 세포의 기능에 미치는 영향을 언급하였다. Sveen et al. (2020) 을 인용하면 체표 영역에 따라 구성에 차이가 있는데 체부를 덮고 있는 비늘이 지느러미에는 없거나 두부에는 드물게 분포하는 차이를 들 수 있으며, 각 영역을 구성하는 세포들은 그 기원도 다르다. 상피는 표면 외배엽(surface ectoderm)으로부터 발생되었으며, 진피층의 결합조직은 중배엽(mesoderm)이 기원이다(Le Guellec et al., 2004; Elliott 2011). 따라서 각 조직은 그 기원이 따라 자극을 받았을 때 반응도 달라지는 것이며(Richardson et al., 2013, 2016; Davidson et al., 2021), 이번 전갱이의 경우도 비늘이 거의 없으며 관기라는 감각기관이 집중적으로 분포하는 두부의 특성에 의해 체표 조직 내 분포하는 섬유아세포의 활성이 가장 먼저 방어기전으로 작용한 것으로 판단된다(Leerberg et al., 2019; Jin et al., 2023).

      Sveen et al.(2020)는 다양한 어류를 대상으로 인위적인 체표의 상처치유와 관련된 자료를 정리하여 상처가 재생되기까지의 과정을 4단계(상피형성, 염증, 육아조직, 재건)로 정리하였다. 일반적으로 상처치유, 항상성 유지, 염증, 증식, 재생 등의 과정에 중요한 역할을 하는 섬유세포는 섬유아세포 혹은 단구(monocyte)로부터 유래되어 피부의 치유 활성을 높인다(Silver, 2009; Diller and Tabor, 2022; Xiong et al., 2020). 이들 관련 세포들의 활성으로 생산된 콜라겐 섬유는 어류의 피부조직에 다량 분포하며 주로 Type Ⅰ으로 설명하고 있다(Matsumoto et al., 2015; Furtado et al., 2022). 본 조사에서 실시한 Picro Sirius Red 염색에서 젤리 모양의 조직은 콜라겐성 섬유조직임을 확인하였고, 이 조직 내 주요 구성 세포인 섬유아세포(fibroblast)는 콜라겐성 섬유의 생산과 면역반응 관련 물질 생산에 중요한 역할을 한다(Davidson et al., 2021; Bucala, 2015). 또한 섬유망(fibrous matrix) 내 물질에는 상처치유와 관련이 높은 세포외 기질(ECM:Extracellular matrix)이 포함될 것으로 보이며 이 또한 염증이나 상처치유와 직결되는 주요 물질이다(Yue 2014; Diller and Tabor, 2022).

      본 사례의 경우, 외부 증상만으로 보았을 때는 체표에 이상 증식한 종양으로 보일 수도 있다. 일반적으로 종양은 한 종류의 비정상 세포의 증식으로 만들어지는 세포 덩어리를 말하지만, 근육, 인대, 지방, 혈관 등과 같은 연조직(soft tissue)에서 발생하는 종양에는 전형적인 종양의 특징을 벗어난 비암성(non-cancerous) 연조직 종양(soft-tissue tumor)이 있다. 이와 유사하게 염증이나 상처와 같은 연조직에서의 어떤 변화가 연조직 종양 덩어리를 형성하게 되는 상태를 연조직의 유사종양상태(Tumor-like condition of soft tissue)로 설명하기도 하는데 한정된 부위 또는 근처 조직으로는 확산되지만 혈액이나 림프계를 통해 확산되지는 않는다(Hsueh and Santa Cruz, 1982; Wikipedia, 2024; William et al., 2014). 이번 전갱이의 두부에서 나타난 종양과 유사한 젤리 모양의 이상 조직의 경우도 사육수에 오염된 세균에 의한 지속적인 표면 자극이 염증반응을 일으키고 이 부위의 조직에서 섬유아세포의 증식과 콜라겐 과형성을 일으킨 유사종양상태로 볼 수 있을 것이다.

      육상 동물의 경우, 체표에 생기는 비암성 종양은 외과적 절제나 박리 등의 방법으로 치료하기도 하지만(Anderxon and Vanel, 2009), 수중에서 생활하는 어류의 경우 새로운 상피가 재생되기까지 2차 감염을 차단하기에 어려움이 있으며, 본 사례와 같이 두부 전면을 뒤덮은 정도의 크기는 더욱 힘들다. 양식 어류와 같이 개체가 많은 수조 내에서 길러지는 어류에서는 개별 사육이 아니라면 더욱 치료에 어려움이 있을 것으로 생각된다. 감염성 질병의 예방을 위해서는 오염원을 차단하는 방역과 철저한 수질 관리가 어류 사육에 있어 중요한 항목이며, 전갱이와 같이 무리 지어 빠르게 유영하고 감각기관이 발달한 어류일 경우는 공간과 수량이 한정된 실내사육을 꼭 필요로 한다면 사육 조건에 대한 더욱 세심한 주의가 있어야 할 것으로 보인다.

      조직 내 형성된 육아종의 원인이었던 항산성 세균의 경우, 양식 전갱이와 관련하여 보고된 내용으로 일본의 양식 흑점줄전갱이에서 분리된 Mycobacterium 속의 세균에 관한 것이 있으나, 당시에는 생화학적 특징에 따른 분류에 그쳤다(Kusuda et al., 1993). 이후 유전형을 비교한 연구에서는 전갱이나 방어에서 분리되는 Mycobacterium 속의 종을 구분할 수 있게 되었다(Masayuki et al., 2012). 최근 흑점줄전갱이(Pseudocaranx dentex)와 전갱이(Trachurus japonicus)를 포함한 해양 어류 10 여종을 한 수조에서 사육하는 수족관에서 발생한 Mycobacterium psudoshottsii의 감염사례를 보고한 예도 있다(Komine et al., 2022). 본 사례의 전갱이 조직 내 관찰된 항산성 세균의 종을 확인하기 위해서는 유전물질의 확보와 분석이 추가적으로 필요할 것으로 생각된다.
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