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Risk assessment to shrimp induced by the White Spot Syndrome Virus 

accumulated in shellfish 

Joon Gyu Min

Department of Aquatic life medicine, Graduate School, 
Pukyong National University

Abstract 

 White spot syndrome virus (WSSV) is a major pathogen causing large

economic losses in aquatic farms of shrimp of the world. Owing to the

unavailability of immortal cell line for culturing of WSSV in vitro,

transmission experiments with bivalve shellfish known as an important

vector are hard to characterize.

In this study, we developed a PCR method which is more sensitive for

detection of WSSV compared to that of the conventional PCR of OIE

utilizing as a stadard method, and applied to chase the potential risk of

shellfish as a vector for transmission of WSSV in aquatic filed by

accumulation of WSSV in tissues.

Primers designed from the nucleotide sequence of WSSV VP28 showed

higher sensitivity for detection of WSSV(85%, 17/20) in 2-step

amplification compared to the results performed with OIE reference

primers (75%, 15/20). We have also demonstrated the lowest PCR

detection limit of WSSV in the infected shrimp when the subcuticular

connective tissue among various tissues used as target sample for WSSV

detection by 2nd PCR.

For analysis of the risk in shellfish that might be induced by WSSV in

shellfish, we compared the PCR detection rate of WSSV using gill,

midgut and mantle tissues of 4 different shellfish species (oyster, mussel,
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clam, and bloody clam) during accumulation and depuration process.

Except gill, two other tissues showed the same frequency of positive PCR

result of WSSV in 5 samples of each different shellfish species exposed to

5000X diluted WSSV infected tissue homogenate for 24 hrs in 20ℓ tank

(1/5000X, corresponding 1.00E + 10 copies / 20ℓ seawater). Thus, through

the analysis of shellfish gill tissue for accumulation of WSSV, we found

mussels showed 100% (5/5) detection rate since 12hrs accumulation

process, and the lowest results in clam(20%, 1/5). But we were not able

to see a significant different frequency of WSSV detection in all three

different tissues from 4 shellfish species used to assess the depuration

rate.

Also we compared the level of accumulation between RSIV as an another

aquatic fish pathogen and WSSV by comparison of the detection frequency

of each pathogen in shellfish gill tissues. Shellfish were exposed to

approximately 5.00E +04 copies per ㎖ of each WSSV and RSIV in

seawater by immersion method. After 60hrs at 23℃, frequency of positive

sample in shellfish (21/48, 43.8%) exposed to WSSV was almost twice as

high as that of RSIV (12/48, 25.0%).

To assess the risk of shellfish as a vector of WSSV, 20 individual of

each oyster and mussel exposed to 5000X diluted WSSV-infected tissue

homogenate for 24 hrs in 20ℓ tank (1/5000X, corresponding 1.00E + 10

copies / 20ℓ seawater). In each two 100ℓ tank, those shellfish were

moved and cohabitated with 20 shrimp (20g of body weight) at 23℃ for

20 days and found the cumulative mortality of 44% (7/16) and 13 (2/16)

with exposed oyster and mussel, respectively. Certainly, shellfish that can

accumulate WSSV in tissue have the potential to act as a vector for

transmission of WSSV.
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Ⅰ. 서　론

흰반점 바이러스(White Spot Syndrome Virus, WSSV)는 전 세계에서

대규모로 양식되는 새우에 감염하여 대량폐사를 일으키는 원인 바이러스

이며 전염성이 매우 강한 특징을 보인다(Flegel, 1997). 흰반점 바이러스

는 이중나선형 DNA 바이러스로서 길이는 약 275 nm, 넓이는 약 120

nm인 막대모양의 형태이며(Wongteerasupaya et al,. 1995), 유전체의 크

기는 약 290~305 kb에 이른다(Van Hulten et al., 2001; Yang et al.,

2001). WSSV에 감염된 새우는 외골격에 흰색의 반점이 나타나는 특징

을 나타내며, 감염 후 3~10일 안에 100%의 치사율을 보인다(Chou et al.,

1995)

1991년 이후 동아시아에서 바이러스가 처음 발생한 이후, 바이러스는

아시아 전역과 미국으로 유입되어 양식 새우에 대량 폐사를 일으켜, 새

우 양식 산업에 큰 피해를 야기 시켜왔다(Walker PJ and Mohan CV,

2009). 국내에서도 1993년 서해안 지역의 대하와 보리새우 양식장에서

처음 발견되었으며 매년 새우 양식에 많은 피해를 가져오고 있다(Kim

et al., 1997, Jang, 2000; Kim et al., 2004; Jang et al., 2007). 이후 피해

를 줄이기 위해 국내 주요 새우 양식을 우리나라 토착 새우종인 대하

Fenneropenaeus chinensis에서 흰반점 바이러스에 비교적 강한 흰다리

새우 Litopenaeus vannamei로 바꿔 양식하기 시작하였으나, 이 또한 피

해가 발생하고 있는 실정이다. 이와 같이 WSSV에 의한 새우 양식의 피

해는 해마다 증가하고 보고되지만, 다른 국가에 비해 연구가 매우 부족

한 실정이고 바이러스의 유입 및 전파 경로에 대한 연구는 부족한 상황
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이다.

WSSV의 감염경로와 감염요인에 대한 연구로서, 수생동물 바이러스성

질병의 확산에 가장 큰 영향을 미치는 요인은 감수성 있는 숙주생물을

비롯하여 환경수와 바이러스 매개체 또는 함유생물이라는 큰 요소가 존

재한다. Sobsey & Jaykus (1991)는 패류에서 여과섭식(filter-feeding)을

통한 먹이 섭취 시에 병원체를 비롯한 다양한 물질을 체내에 축적 시킬

수 있으며, 소화과정 동안 불활성화 되지 않거나 중장선(digestive

gland)에 특이적으로 부착하여 존재하는 바이러스 입자를 일정 조건에서

배출할 수도 있기 때문에 매개체 또는 함유생물로서의 역할을 할 수 있

는 가능성이 있다고 한다. 또한 패류는 보통 한 곳에서 계속 머물러 있

다는 특징 때문에 오랫동안 환경에서의 세균·바이러스·중금속 등 여러

오염 물질등을 체내에 축적 함으로써 환경 분석이나 오염 분석에서의

biomonitor의 대상 생물로 활용 되어 왔다(Claisse 1989, Kwan et al.

2003, Miller et al. 2005). 특히 우리나라 양식의 경우 어패류 및 새우 양

식장이 밀집된 공간 내 인접하게 존재하고 있으므로, 패류와 해수에 존

재하는 수생동물 바이러스성 질병의 monitoring과 감염 가능성에 대한

평가는 수생동물질병 전파 및 위험성을 최소화하기 위해 필수적이다. 또

한 현재 대한민국과 유럽에서는 mollusc를 WSSV의 vector로서 검역을

실시하고 있으나 이에 대한 근거는 없는 실정이며, 전 세계적으로 패류

를 포함한 연체동물에서의 WSSV에 관한 연구 또한 부족한 실정이다.

C. Vazquez-Boucard (2010, 2012) 의 연구를 통해, 굴이 대량의 물을

filtering 하는 도중 물속의 WSSV 입자를 포집하여 아가미와 소화관에

WSSV를 축적시키는 것을 확인할 수 있었다. 그러나 굴과 같은 이매패

류가 야생과 양식 환경에서 WSSV의 vector로서 역할을 하는지는 정확

한 과학적인 연구가 없고 향후 실험적으로 분석 되어져야 할 부분이다.
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따라서 본 연구에서는 PCR을 통한 WSSV의 검출법을 개선하고, 이를

사용하여 WSSV의 vector로서 이매패류의 역할을 분석하고자 하였다.

먼저 ⅰ) WSSV를 PCR에 의한 검출을 위한 OIE primer (146 F/R

primer)와 본 실험실에서 다양한 WSSV의 strain의 viral capsid 유전자

의 nucleotide sequence 비교에서 conserve한 부위를 대상으로하여 개발

한 W VP28 primer와의 WSSV 검출을 위한 PCR-sensitivity를 비교하

고자 하였고, ⅱ) 감염 새우의 각 조직별 바이러스의 PCR 검출 한계를

비교하여 최적의 분석 대상조직을 선정하고자 하였다. 이후 ⅲ)

immersion 법에 의하여 WSSV에 노출된 다양한 패류 조직 내 바이러스

의 축적 및 방출 양상을 비교 확인하고, ⅳ) 다른 수생 바이러스인

RSIV와의 축적 양상과 비교 분석하였다. 또한 ⅴ) WSSV에 폐사한 새

우 조직 homogenate를 immersion 법으로 직접 패류 조직 내 축적 후

새우와 cohabitation을 하여 패류 조직 내의 WSSV가 수중으로 방출된

이후 새우에서의 폐사율을 분석함으로써 vector 내 축적된 WSSV가 나

타내는 새우 양식현장에서의 위험성을 직접 확인하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험 개체 및 virus 분석

1.1. 새우

실험에 사용한 새우는 국내의 해변시장의 새우 도매상에서 흰다리 새우

(Litopenaeus vannamei)를 구입하였다. 새우는 200ℓ의 수조에서 1일 1

회 사료 투여 및 3일에 1번씩 환수를 하며 23±0.5℃에서 7일 동안 순치

시켜주었다. 실험새우는 무게 17-23g, 길이 16-18cm의 일정한 크기의

새우를 사용하였으며, 실험에 사용하기에 앞서 5마리의 새우를 무작위로

선별하여 pleopod, subcuticular connective tissue, abdominal muscle 조

직을 분리 후 total DNA 분리를 실시하였다. 그 후, PCR을 이용한

WSSV 표준 검출 방법인 OIE의 protocol에 따라 146 F/R primer set를

이용하여 PCR을 실시하여 2-step PCR에서 음성 반응을 확인하여

WSSV에 감염되지 않았음을 확인하였다.
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1.2. 패류

패류는 우리 나라 주요 양식 패류종인 참굴 (Crassostrea gigas), 홍합

(Mytilus coruscus), 바지락(Venerupis philippinarum)과 꼬막(Anadara

granosa)을 남천의 해변시장에서 구입하였고, 200ℓ 수조에서 3일에 1번

씩 환수를 하며 23±0.5℃에서 7일 동안 순치시켜주었다. 먹이는 상업적

으로 시판되는 Reed Mariculture® instant algae shellfish diet

1800(Reed Mariculture)를 이용하여 제조사의 방법에 따라 먹이를 주었

다. 실험에 사용하기에 앞서, 각 패류의 gill과 midgut 그리고 mantle 조

직을 분리하여 total DNA 분리를 해주었고, PCR을 이용한 WSSV 표준

검출 방법인 OIE의 protocol에 따라 146 F/R primer set를 이용하여

PCR을 실시하여 2-step PCR에서 음성 반응을 확인하여 WSSV에 감염

되지 않았음을 확인하였다.
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1.3. 새우 및 패류의 조직 분리

본 연구에서 사용한 새우에서의 PCR을 통한 WSSV 검출 시, 새우의

분석에 사용할 조직 선정을 위해, 각 조직별로 1st PCR 시 검출 한계를

확인하여 조직별로 비교하고자 하였다. 감염새우의 조직의 pleopod ·

subcuticular connective tissue · abdominal muscle 조직을 분리하여

1.5ml E-tube로 전량 옮겨 담아 실험 전까지 -80℃에서 조직을 보관하

였다.

패류는 패류 조직 내 virus 축적의 양상을 비교하기 위하여 아가미

(gill) 조직과 중장선 (midgut) 부위를 전량 채취하여 1.5ml E-tube로 옮

겨 담아 실험 전까지 -80℃에서 보관하였다.
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1.4. Virus

2014년 8월 국립수산과학원 서해수산연구소로부터, 자연적으로 WSSV

에 감염된 WSD 현장 감염 새우를 이용하였다. 실험에 사용하기에 앞서

새우 중 10마리를 무작위로 선별하여 pleopod, subcuticular connective

tissue, abdominal muscle 조직을 분리 한 다음 total DNA를 분리하였

다. 그 후, PCR을 이용한 WSSV 표준 검출 방법인 OIE의 protocol에 따

라 146 F/R primer set를 이용하여 PCR을 실시하여 1-step PCR

product를 확인하여 WSSV에 감염되어 있는지 재확인 하였고, 실험 사

용하기 전까지 -80℃ deep-freezer에 보관하여 사용하였다.

RSIV는 2000년 9월 국내 남해안 양식장에서 돌돔으로 분리한

Megalocytivirus sachun-1 (IVS-1)을 PMF cell에 10배 희석하여 0.1㎖

접종한 후 FBS가 5% 첨가된 L-15 배지에 25℃에서 7일간 배양 후

cytopathic effects (CPE)가 나타나면 배지 상등액을 회수하여 0.2㎛

syringe filter를 통과시킨 후 획득한 바이러스의 일부를 취하여 실험에

사용하기 전까지 -80℃ deep-freezer에 보관하여 사용하였다(Jeong et

al., 2003).
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1.5. Virus의 핵산 분리

감염새우의 조직 10 mg 또는 패류의 조직 10mg으로부터 GeneAllR

ExgeneTM Tissue SB mini kit (GeneAll, Korea)를 사용하여 제조사의

protocol에 따르고, 최종 25㎕의 elution buffer를 사용하여 total DNA을

분리하였다. 분리한 DNA는 실험 전까지 -20℃에서 보관하였다.
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1.6. PCR (Polymerase chain reaction)

1.6.1 Primer

WSSV의 감염 확인을 위해 OIE에서 제시하는 WSSV 표준 검출 방법

인 146F/R set(Lo et al., 1996a)을 이용하여 PCR을 실시하였다(Table

1). 또한 본 연구에서 새롭게 제작한 W VP28 primer set은 WSSV의

viral protein을 발현하는 VP28 gene을 이용하여 염기서열로부터 특이적

으로 제작되어 사용하였다. 먼저 Genbank (NCBI)로부터, 여러 origin의

WSSV에 존재하는 VP28 gene의 염기 서열을 얻은 후, MACAW

program (Version 2.0.5., National Center for Biotechnology

Information, National Institutes of Health, Bethesda, ND, USA)을 이용

하여 비교하여 conserve한 부위를 target으로 하는 primer를 제작하였다

(Figure 1.). 또한 2nd PCR을 위한 primer는 같은 VP28 gene을 target

gene으로 제작된 WSSV VP 28F2 / R2 (Park et al., 2013)을 사용하였

다. 새우 조직에서의 DNA 분리의 positive control으로는 decapod 18S

rRNA를 검출하는 143F/145R primer를 사용하였다(Lo et al., 1996).

패류의 RSIV 축적의 확인은 major capsid protein (MCP) gene에

conserved 한 부위를 target으로 제작된 M1F/R primer set를 이용하여

PCR을 실시하여 감염을 확인하였다. (Jee et al., 2011).
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Table 1. PCR primers used in this study
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Figure 1. Location of primers for WSSV diagnostic PCR using

WSSV viral protein 28 gene
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1. 6. 2. Primer의 PCR sensitivty 비교

OIE primer set(146F/R)와 본 연구에서 새롭게 제작한 W VP 28

primer set를 사용하여, PCR을 이용한 WSSV 검출의 sensitivity를 비교

하고자 하였다.

실험에 앞서 OIE primer set를 이용하여 2nd PCR에서만 양성을 보이

는 약하게 감염된 새우를 확인하였다. 그 중 서로 origin이 다른 4마리의

새우를 이용하여, 각 새우마다 subcuticular connective tissue,

hepatopancreas, pleopod, gill, muscle 조직 10mg 씩을 분리하여 실험에

사용하였다. 분리한 조직은 total DNA 분리 후, 두 종류의 primer set를

이용하여 2nd PCR을 실시하여 전기영동 결과 WSSV 검출율을 비교하

였다.
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1.6.3. Virus의 정량 비교

WSSV viral DNA의 absolute qPCR은 0.2 ml microtube에 TOPrealTM

qPCR 2× PreMIX (SYBR Green with low ROX, Enzynomics) 10 μl,

0.5 pM의 각 primer, 그리고 1 μl의 template DNA를 첨가한 후, 최종

volume이 20 μl이 되도록 nuclease-free water를 첨가하였다. qPCR 조

건은 95℃에서 15분간 반응한 후, 95℃ 10초, 60℃ 15초, 72℃ 20초의 반

응을 1 cycle로 하여 40 cycles를 반응시켰고 마지막 cycle 후에는 모든

반응물에 대하여 72℃부터 95℃까지의 영역에서 melting curve 분석을

실시하였다. Standard는 2014년 8월에 흰반점 질병을 보인 흰다리새우를

사용하여 WSSV 농도표준 제작을 위한 시료로 사용하였다. 새우의

pleopod와 subcuticular connective tissue로부터 핵산을 추출하였다. 추

출된 핵산을 주형으로 하여 WSSV VP28 gene을 target으로 하는

primer set으로 qPCR F/qPCR R primer set를 사용하여 (Reyes at al.,

2007) PCR을 수행한 다음, 1% agarose 겔을 이용하여 전기영동하였다.

증폭된 281 bp의 product를 agarose 젤에서 자른 다음, GeneAll

ExgeneTM Gel SV kit (GeneAll, Korea)를 이용하여 정제하였다. 정제

된 281 bp의 산물을 Promega pGEM-T easy vector(Promega, USA)를

사용하여 제조사의 방법에 따라 삽입한 후 Escherichia coli DH5α에 형

질전환 시켜 WSSV-inserted plasmid를 제작하였다. WSSV의 증폭산물

이 클로닝 된 클론을 확인 후 대량 배양하였고, 재조합된 plasmid 는 재

분리 하여 10-fold로 단계 희석하여 standard curve (1.0×107~1.0×101

copies/μl)를 작성하는데 사용하였다.
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Figure 2. Linear relationship between Ct values and the dilution

of the plasmid DNA of WSSV samples in the quantitative

real-time PCR assay. Ct; cycle number of threshold.
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1.6.4. PCR을 이용한 WSSV의 검출을 위한 감염 새우의 target

organ 선정

새우에서의 PCR을 통한 WSSV 검출 시, 어떤 조직을 이용하여 검출할

것인지 결정하기 위해 1st PCR 시의 검출 한계를 확인하여 조직별로 비

교하고자 하였다.

서해안 연구소에서 받은 현장 감염 새우 조직 1g을 채취한 후 PBS

9ml을 첨가하여 homogenize 하고 원심 분리 후 상등액만 취하였다. 그

후 상등액을 0.45㎛ syringe-filter에 통과 시켜준 후 건강 새우의 복부에

100㎕에 접종하여 인위적으로 감염시켰다.

5일 후 moribund 상태의 새우를 취하여 pleopod · subcuticular

connective tissue · abdominal muscle 조직을 각각 10mg씩 취하였다.

채취한 조직을 total DNA 분리 후 Free D.W로 10배씩 단계희석하여 W

VP28 primer F1/R1 primer set를 이용하여 PCR을 실시하고, 검출 한계

를 비교하였다. 이 때 decapod primer는 조직 내 WSSV의 DNA 분리

및 PCR inhibitor control로써 사용하였다.



- 16 -

2. 패류 종별 Accumulation 및 Depuration 양상 확인

패류 조직 내 virus 축적은 사육수의 pH, 염분, 온도 등 뿐 아니라,

virus의 표면 특성과 패류 자체의 행동 패턴 및 조직의 종류에도 영향을

받는다. 이에 따라 국내에서 가장 많이 유통되는 굴(Crassostrea gigas),

홍합(Mytilus edulis), 바지락(Venerupis philippinarum)과 꼬막

(Scapharca subcrenata)을 이용하여 WSSV의 패류 조직 간 축적 및 방

출 양상을 확인하고자 하였다.

축적 실험은 각 패류 15개체를 종류별로 따로 각각 20L 수조에 넣어

준 후 23℃로 수온을 유지시켜 주었다. 에어레이션을 통해 산소 공급과

해수 및 바이러스를 순환시켜 주었고, 패류가 filtration을 하도록 1시간

동안 안정시켜 주었다. 그 후 WSSV 감염으로 폐사한 새우 조직을 각각

4g씩을 해수를 이용하여 갈아준 후 20L 수조에 넣어, 최종 농도가 5000

배로 희석 되도록 하여 virus를 축적시켜 주었고, 바이러스 접종 후 12

시간과 24시간에 한번에 5마리씩 sampling을 실시하였다.

방출 실험은 각 패류 30개체를 종류별로 따로 각각 20L 수조에 넣어주

었고 이 위와 같은 방법으로 안정시켜 주었다. 이후 위의 방법과 같은

방식으로 12시간동안 WSSV 감염 조직 마쇄액을 이용하여 WSSV를 패

류 조직 내에 축적시켜 주었고, 이후 패각에 묻어 있는 virus를 제거하

기 위해 표면을 새로운 해수로 rinse해 주었다. 또한 해수 50L에서 30분

간 두어 패류 자체가 지니고 있을 수 있는 WSSV-contaminated water

를 방출하도록 하였다. 그런 다음 다시 새로운 20L 수조로 옮겨 패류 조

직 내 virus를 방출하도록 유도하였고, 6, 12, 24, 48, 72시간에 한번에 5

마리씩 sampling을 실시하였다. 또한 패류에서 방출된 virus가 다시 패

류 조직으로 유입될 가능성이 있기에 방출 후 6시간과 24시간에 해수를
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전량 환수하여 주었다.

패류는 sampling 실시 후 즉시 해부하여 패류의 아가미, 중장선 그리고

맨틀 조직을 분리한 후 실험에 사용하기 전까지 -80℃ deep-freezer에

보관하였고, 결과는 W VP28 primer set를 이용하여 2-step PCR을 통해

분석하였다.

패류는 6시간마다 확인하였고 실험 중 폐사 개체는 즉시 제거하였으며,

실험 기간 동안에는 먹이를 주지 않았다.
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Figure 4. Schematic illustration of the bioaccumulation and depuration of 

shellfish with WSSV-infected shrimp homogenate

 

Figure 3. Schematic illustration of the bioaccumulation of shellfish with 

WSSV-infected shrimp homogenates
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3. 패각 모양에 따른 WSSV 축적의 차이점

패각의 특성에 따른 virus의 흡착에 관해 알아보기 위해서, 패류 조직

없이 패각만을 이용하여 virus 축적의 차이를 보고자 하였다. 굴의 패각

은 매끈한 홍합에 비해서 울퉁불퉁한 곳이 많을뿐더러 표면에 여러 해적

생물이 붙어 있는데, 이를 조절하여 해수 내 virus의 농도 감소 정도를

상대적으로 비교하여 패각의 축적 차이를 보고자 하였다.

먼저 굴 표면에 존재하는 부착생물에 대한 영향을 알아보기 위해, 같은

개체의 굴 패각을 이용하여 표면의 부착생물의 생물학적 영향이 없도록

autoclave를 실시한 것과 미실시 한 것에서 비교를 하고자 하였다. 또한

개체별 패각 모양에 따른 차이를 확인하기 위해서, 굴과 홍합의 패각을

이용하여 서로 비교하였다. 다른 종에서의 패각 부착 실험에 앞서 패류

종별 패각의 크기가 달라 표면적의 차이가 있기에 실험에 앞서 무작위로

15개의 패각의 길이를 측정하여 표면적을 맞춰주고자 하였다. 홍합에 비

해 굴의 가로는 1.53배, 세로는 1.40배, 높이는 1.34배 길어 총 표면적은

약 2.87배가 되어, 굴 25개체에 맞는 홍합의 패각 수는 72개체로 생각할

수 있다. 이에 따라 굴 25개체와 홍합 72개체를 각각 15L 수조에 넣어

온도를 23℃로 유지시켜 주었고, 유기물에 대한 영향을 적게 하기 위해

WSSV 감염 폐사 새우의 조직 1.5g을 마쇄하여 수조에 넣어주어 감염

마쇄액이 10000배 희석되도록 하여 virus를 접종하였다.

해수는 12시간, 24시간, 3일, 5일에 5ml을 채취한 후, 그 중 100ul를 취

해 total DNA 분리를 실시하였고, 분리된 DNA를 이용하여 qPCR을 통

해 해수 중 WSSV의 농도를 측정하였다.
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4. Vector로써 다른 어류 바이러스와의 패류 조직 내

축적 관계 확인

패류 조직 내 virus 축적은 해수의 상태와 패류 종간의 차이 뿐 아니

라, virus의 종류 및 표면의 특성과도 관련이 있다(Bedford et al., 1977).

그러므로 다른 수생 생물 바이러스인 RSIV를 이용하여 WSSV와 축적

특성 비교를 통하여 차이점이 있는지 확인하고자 하였다.

굴과 홍합을 이용하여 WSSV와 RSIV 두 종류의 virus의 패류 조직 내

축적을 비교하기 위해, 굴과 홍합 45마리를 한 수조당 15마리씩 20L 수

조에 넣어준 후 에어레이션을 통해 산소 공급 및 해수 및 바이러스를 순

환시켜 주었다. 그 후 한 그룹은 WSSV와 IVS를 같이 넣어주었고, 다른

그룹은 WSSV와 IVS를 각각을 넣어주었을 때 패류 축적을 확인하는 실

험을 실시하였다. WSSV는 감염 새우 마쇄액을 사용하였고, 이 때,

WSSV와 RSIV 모두 20L 해수에 약 5.00E+4 copies/ml의 농도가 되도

록 하여 접종하여 주었다.

패류는 축적 후 12시간과 60시간 후에 각각 6마리씩을 sampling 하였

고 아가미 조직을 분리하여 확인하였다. 또한 해수의 경우 해수 100ul를

이용하여 total DNA 분리 후 PCR을 실시하여 해수 내 virus의 감소를

분석하였다.
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5. 침지법으로 축적한 패류 내 WSSV의 위험성 확인

패류 조직 내 축적된 WSSV가 다시 해수로 방출되어 새우로 전이가

되고, 그 결과 새우에게 영향을 미치는 지 확인하기 위한 실험을 실시하

였다. 실험에 앞서 패류 조직 내 2nd PCR을 통해 WSSV가 없다고 확인

된 패류에 인위적으로 WSSV를 축적시키고자 하였다.

굴과 홍합 각각 16개체를 50L 수조에 두어 패류가 filter-feeding을 할

수 있도록 1시간 동안 안정되도록 하였다. 그 후 WSSV에 감염되어 폐

사한 개체의 조직 10g을 해수 90ml를 첨가하여 homogenize 하고 이후

50L 해수에 풀어주어, 결과적으로 농도가 5000배 희석되도록 하여 바이

러스를 침지하여 주었다. 충분한 accumulation을 위해 overnight을 통해

12시간동안 패류 조직 내 virus를 축적시켜 준 후, 이후 패각에 묻어 있

는 virus를 제거하기 위해 표면을 새로운 해수로 rinse해 주었다. 그 후

다른 WSSV가 없는 해수 50L에서 30분간 두어 패류 자체가 지니고 있

을 수 있는 WSSV-contaminated water를 방출하도록 하였다. 이후 다

시 각각 100L 수조로 옮긴 후 WSSV에 감염되지 않은 건강새우를 각

수조에 16마리씩 넣어 준 후 새우의 폐사를 확인하였다. 또한 새우의 자

연적인 폐사 관찰을 위해 negative control로써 새우 16마리를 100L 해

수에서 사육시켜주었다.

실험동안 해수는 3일마다 80% 환수하였고, moribund 및 폐사 개체는

즉시 제거하여 주었다. 그 후 새우가 WSSV로 인해 폐사하였는지 확인

하기 위해 subcuticular connective tissue 중 10mg을 분리하여 1st PCR

을 통해 확인하였다.
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Figure 5. Schematic illustration of the cohabitation of contaminated 

shellfishes with WSSV-free shrimps. WSSV accumulated Shellfishes were 

transferred to a new 100ℓ tank for induce shrimps mortality. 



- 23 -

Ⅲ. 결　과

1. PCR

1.1 Primer의 PCR sensitivity 비교

Primer에 따른 WSSV의 PCR sensitivity를 비교하기 위해 같은

template를 이용하여 2-step PCR 시 검출율 비교를 통해 PCR

sensitivity를 비교하고자 실험을 진행하였다.

Origin이 다른 4마리의 새우의 조직을 이용하여 2nd PCR을 실시한 결

과, WSSV 검출율은 OIE 146 F1/R1 primer 에서는 총 20개 시료 중 15

개(75%)에서 양성 결과를 확인할 수 있었고, W VP28 primer를 이용한

2nd PCR 결과는 20개 시료 중 17개(85%)에서 양성 결과를 확인할 수

있었다. 결과적으로 W VP 28 primer set가 OIE primer (146 F/R) 보다

WSSV 검출율이 높아 WSSV에 대한 PCR sensitivity가 뛰어난 것을 확

인할 수 있었다.
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Figure 6. Detection of WSSV in various tissues of shrimp by 2-step PCR with 
OIE primer set(A) and newly designated primers(B) in this study ; S : 
subcuticular connective tissue ; H : hepatopancreas ; P : pleopod ; G : gill ; 
M : muscle
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1.2 PCR을 이용한 WSSV 감염 새우 조직 내 WSSV 검출 시

의 target organ 선정

WSSV에 감염된 새우에서 PCR을 이용한 WSSV 검출 시 사용할

target organ 선정을 위해 실험을 실시하였다. 각 조직별로 DNA를 추출

후 10배씩 단계희석한 후 1-step PCR을 실시하였다. 전기영동 결과, 십

각류의 house-keeping gene인 decapod 18s RNA 부위를 target으로 하

는 decapod primer로 PCR을 실시하여 검출 한계를 확인했을 때,

abdominal muscle 조직의 검출 한계가 가장 낮았다(Fig. 7). 그러나

WSSV를 확인하는 W VP28 primer를 사용한 PCR에서는 subcuticular

connective tissue에서 검출 한계가 더 낮은 결과를 확인할 수 있었다.
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Figure 7. Comparative analysis of PCR detection limit of the WSSV in 

various shrimp tissues with decapod and VP28 primer sets.
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2. 패류 종별 Accumulation 및 depuration 양상 확인

국내에서 흔하게 볼 수 있는 굴, 홍합, 바지락, 꼬막을 이용하여 WSSV

detection rate 비교를 통한 패류 조직 내 WSSV 축적 및 방출의 종별·

조직별·시간별 차이를 확인하고자 실험을 실시하였다.

축적 실험의 결과 해수에 WSSV 마쇄액을 접종한 후 12시간부터 모든

조직 및 종에서 virus가 검출됨을 확인할 수 있었다(Fig. 8). 축적 후 12

시간과 24시간에서는 큰 차이가 없었고, 조직별로는 세 가지 조직 중 아

가미 조직만이 종별 차이를 보였다. 아가미 조직을 기준으로 봤을 때, 축

적 속도는 홍합이 12시간부터 5개체 중 5개체 모두 검출이 되어 제일 빠

른 것으로 보였고 바지락은 5개체 중 1개체만 되어 제일 느린 것으로 보

인다. 또한 사육 해수 내의 virus 감소양을 비교해본 결과 패류 종별로

는 큰 차이를 보이지는 않았지만, 패류 조직 내 축적된 WSSV와 해수에

서의 WSSV 감소가 서로 상관관계가 있음을 확인할 수 있었다(Fig. 9).

방출 실험에서는 축적실험과 마찬가지로 세가지 조직 중 아가미 조직이

유의성을 띄는 차이를 확인할 수 있었다(Fig. 10). 또한 조직별 방출은

맨틀 조직에서 빠르게 없어지는 것을 확인할 수 있었다. 다른 조직에 대

해서는 패류 종별 큰 차이를 확인하기 힘들었으며, 패류 조직 내 축적된

WSSV가 사육수로의 방출한 virus 농도를 확인했을 때 또한 큰 차이를

보이지는 않았다. 그 중 굴 그룹에서 방출 1시간 이후 해수 내 virus 농

도가 9.89E + 04 copies/ml로 가장 높았다(Table 3).
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Figure 8. 2-step PCR Detection rate of WSSV in various tissues of 4 shellfish 

species from bioaccumulation experiment using WSSV-infected shrimp 

homogenate during 24 hrs
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Table 2. Total viral concentration of WSSV in 20L seawater from 

bioaccumulation experiments using WSSV-infected shrimp homogenate during 

24hrs
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Figure 9. Accumulation kinetics of WSSV in seawater for each 

bioaccumulation trial carried out with various bivalve mollusc during 24 hrs. 
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Figure 10. 2-step PCR detection rate of WSSV in various tissues of 4 shellfish 

species from depuration experiment during 72 hrs
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Table 3. Viral concentration of WSSV in seawater along depuration period. 

Results are expressed as no. of WSSV viral copies/㎖ of seawater. 
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Figure 11. Depuration kinetics of WSSV in seawater for each depuration trial 

carried out with various bivalve mollusc. Black triangle, the time of 100% 

water exchange. 
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3. 패각 모양에 따른 WSSV 축적의 차이점

패각의 특성에 따른 virus의 흡착의 특성을 확인하기 위해, 패류 조직

이 없도록 패각만을 이용하여 virus 축적의 차이에 대한 실험을 실시하

였다. 그러나 직접적으로 패각에 부착된 virus의 양을 정량할 수가 없어,

간접적으로 해수 내 virus의 농도 감소양을 비교하여 비교하고자 하였

다.

먼저 해수에서 분리한 DNA를 이용하여 1-step PCR 실시 시에는 어떠

한 band도 보이지 않았다(data not shown). 그 이후 2nd PCR의 cycle

수를 15로 낮추어 비교해본 결과 패각을 넣어주지 않은 control 그룹에

비해 12시간이 지난 후 band의 density 차이를 확인할 수 있었으며, 2일

째가 되자 autoclave 실시한 굴 패각에서는 바이러스 band가 보이지 않

았다(Fig 12). 이를 qPCR을 이용하여 해수 내 WSSV 농도 차이를 분석

해본 결과, 초기 12시간에서는 autoclave를 하지 않은 굴과 홍합 그룹에

서 해수 내 virus 감소 차이를 확인할 수 있었으나, 시간이 지나고 나서

는 큰 차이를 보이지 않았다(Fig. 13). 이를 통해 패각 표면의 물리적 차

이는, 표면적만 동일하게 하면 패각 표면의 virus 축적에 큰 영향을 끼

치지 않는 것으로 추측할 수 있다.

그러나 autoclave를 실시한 굴 패각에서는 autoclave를 실시하지 않은

굴과 비교했을 때, 유의성 있는 해수 내 WSSV 농도 감소를 확인하였

다.
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Figure 12. Comparison of WSSV 2-step PCR detection in seawater with 

various shells.
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Figure 13. Total decreasing concentration of WSSV copies in 20L seawater 

from adsorption experiment with various state of shells.
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4. Vector로써 다른 수생 생물 바이러스와의 패류 조

직 내 축적 관계 확인

다른 수생 생물 바이러스인 RSIV를 이용하여 같은 양의 virus를 해수

에 넣어주어 축적시켜 준 후, 이후 PCR을 통해 조직 내 virus 검출을

통해 축적 특성을 비교하여 차이점을 확인하고자 실험을 실시하였다.

해수 내 virus의 경우 12시간이 지난 이후 1-step PCR에서 RSIV가

WSSV에 비해 band가 옅어져 빠르게 감소한 것을 볼 수 있고(Fig. 14),

60시간까지는 2-step PCR을 실시했을 때 모두 검출됨을 확인할 수 있었

다(data not shown.). 또한 패류 조직 내 virus는 모두 1-step PCR에서

band가 확인되지 않았고(data not shown), 35 cycle로 2-step PCR을 실

시하여 전기영동 band를 확인할 수 있었다(Fig. 12).

WSSV와 RSIV를 함께 넣어준 WRV 그룹과 한 종류만을 넣어준

WSSV, RSIV 각각의 차이를 비교했을 때 유의적인 차이는 없었다. 그

러나 서로 다른 virus인 WSSV와 RSIV의 패류 조직 내 바이러스의

PCR 검출율을 비교했을 때, WSSV (21/48, 43.8%)가 RSIV(12/48,

25.0%)에 비해 두배 정도 PCR 검출율이 높아 축적이 더 잘 되는 것을

확인할 수 있었다(Fig. 15).

Figure 14. Virus detection in seawater inoculated with different viruses. (A) 

WSSV and (B) RSIV by 1st PCR
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Figure 15. Detection of virus in shellfish gill tissue exposed to different 

viruses during 60 hrs. (A) WSSV and (B) RSIV by 2nd PCR 

Figure 14. Virus detection in seawater inoculated with different viruses. (A) 

WSSV and (B) RSIV by 1st PCR
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5. 침지법으로 축적한 패류 내 WSSV의 새우에 대한

위험성 확인

침지법으로 조직 내 WSSV 축적한 패류와 건강 새우와의 cohabitation

을 통해, 축적한 virus가 해수 중으로 방출되어 새우로의 전이가 되어

위험성을 갖는지 확인하기 위해 실험을 실시하였다. 홍합의 경우 16마리

중 2마리가 폐사하여 아무것도 넣어주지 않은 negative control과 큰 차

이는 없었다. 그러나 굴의 경우 지속적으로 폐사가 발생하여 최종적으로

16마리 중 7마리(44.0%)가 폐사한 것을 확인할 수 있었다. 죽은 개체를

대상으로 PCR을 실시한 결과 모두 1st PCR 양성의 결과를 확인할 수

있었고 (data not shown) negative control은 음성으로 확인되었다.
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Figure 16. Cumulative mortality of shrimps cohabitated with WSSV 

accumulated shellfish
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Ⅳ. 고 찰

흰반점 바이러스는 국내에서 1993년 보리새우 양식장에서 처음 발생했

고 그 이후로도 매년 큰 피해를 입혀왔다. 이에 대한 대방책으로 주요

새우 양식 종을 대하 (Fenneropenaeus chinensis)에서 WSSV에 조금 더

내성을 지닌다고 하는 흰다리새우 (Litopenaeus vannamei)로 품종을 바

꿔 양식하여, 현재 대부분의 새우 양식 어가는 이식 승인 및 국경 검역

을 거쳐 국내에 반입된 미국산 모하로부터 생산된 흰다리새우 종묘를 입

식하고 양식하고 있다. (Jang et al., 2007).

하지만 우리나라 양식 산업에 매년 경제적으로 큰 피해를 끼치고 있는

흰반점 바이러스에 대해서 바이러스의 유입 및 전파 경로에 대한 연구는

부족한 실정이다.

WSSV의 감염경로와 감염요인에 대한 연구로서, 수생동물 바이러스성

질병의 확산에 가장 큰 영향을 미치는 요인은 감수성 있는 숙주생물을

비롯하여 환경수와 바이러스 매개체 또는 함유생물이라는 큰 요소가 존

재하며, WSSV는 18종의 새우 뿐 아니라 7종의 랍스터, 7종의 가재, 38

종의 게, 모악동물류와 로티퍼 그리고 다모류 등 넓은 범위의 host를 가

지고 있다(Chakraborty and Ghosh, 2014). 특히 패류는 여과섭식

(filter-feeding)을 통한 먹이 섭취 시에 병원체를 비롯한 다양한 물질을

체내에 축적 시킬 수 있으며, 소화과정 동안 불활성화 되지 않거나 중장

선(digestive gland)에 특이적으로 부착하여 존재하는 바이러스 입자를

일정 조건에서 배출할 수도 있기 때문에 매개체 또는 함유생물로서의 역

할을 할 수 있는 가능성이 있다고 한다(Sobey & Jaykus, 1991). 게다가
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현재 유럽과 대한민국에서 패류를 WSSV의 vector로써 활패류 수입 시

검역을 하도록 되어 있으나 이에 대한 확실한 근거는 없는 실정이다. 또

한 전 세계적으로 패류를 포함한 연체동물에서의 virus 축적 연구는

enteric viral pathogens (M. Grodzki et al., 2014; Nappier et al., 2008,

Polo et al., 2010)과 bacteriophages (Burkhardt and Calci, 2000; A.

Olalemi et al., 2016) 위주로 되어 있고 WSSV에 대한 보고는 매우 부족

한 실정이다. 그러나 C. Vazquez-Boucard(2010, 2012)의 연구 결과에 따

르면 참굴 (Crassostrea gigas)에 WSSV가 축적 되어 발병 직후 4일까

지도 검출되는 것을 확인할 수 있었고, Yun-Shiang Chang (2011)은

WSSV를 축적한 패류의 아가미 조직을 이용하여 새우에게 먹이로 준

결과 패류 조직 내 축적한 WSSV의 전이 위험성을 확인하였다. 그러나

실질적으로 이매패류가 야생과 양식 환경에서 WSSV의 vector로서 역할

을 하는 지에 대한 정확한 과학적인 연구가 없어 이에 대한 연구를 하고

자 하였다.

OIE에서 지정한 PCR을 통한 WSSV 분석 방법으로는 약 20년 전 개발

된 Lo et al.(1996)의 143 F/R primer를 이용하고 있다. 그러나 143 F/R

primer set의 경우 WSSV가 없음에도 band를 확인한 결과가 있고, 146

F1 primer가 비특이적으로 sequence에 붙어 예상치 못한 band가 확인되

기도 하는 false-positive의 결과가 있다(Claydon et al., 2004). 또한 OIE

reference primer의 amplicon size는 1st PCR 기준 1447bp로 비교적 길

어 PCR 중 elongation이 시간이 길어 그대로의 protocol을 사용했을 때

1-step PCR에 3시간 30분이 걸린다는 단점도 존재한다. 이러한 문제점

을 극복하고자 WSSV에서 가장 많이 발현되는 부위 중 하나인 viral

protein 28 gene 부위를 이용하여 primer를 design 하고자 하였고(Xie et

al., 2006), 그 후 target organ의 detection limit를 비교하여 WSSV 검출
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방법을 확립시키고자 하였다. 본 연구에서 새로이 제작한 W VP28

primer set을 이용하여 PCR 수행 후 OIE primer를 이용한 PCR과의 검

출율을 비교해본 결과 같은 20개의 sample을 사용하였을 때 검출율이

높아 PCR sensitivity가 더 뛰어난 것을 확인할 수 있었다(Fig. 6). 이에

따라, OIE primer의 단점을 개선하고 PCR sensitivity 또한 더 좋은 W

VP28 primer를 사용하여 WSSV의 검출에 사용하고자 하였다.

감염 새우 조직에서의 PCR 방법을 통한 WSSV 검출을 위해 분석할

target organ을 설정하고자 한 실험에서, 실험에 앞서 새우에서의 DNA

추출 및 PCR inhibitor를 확인하는 decapod primer를 사용하여 DNA 분

리 및 PCR 효율을 조직별로 비교하였다. 같은 양의 조직을 사용하여

DNA 추출 후 decapod primer를 사용하여 PCR detection limit를 분석

시, abdominal muscle이 10-6까지 희석했을 때에도 band를 확인할 수 있

었다. 즉 같은 조직 양을 사용할 때, abdominal muscle이 DNA가 가장

많이 추출되었거나 PCR inhibitor가 가장 적게 된 것을 확인할 수 있었

다. 그러나 WSSV를 검출하는 VP28 primer의 경우 abdominal muscle보

다 subcuticular connective tissue가 가장 detection limit가 낮게 나온

것을 확인할 수 있었다(Fig. 7). Guang-Hsiung Kou et al.(1998)는 약하

게 감염된 대하에서 2nd PCR을 이용한 WSSV 검출율 비교 시, 아가미

와 복부 근육 조직이 가장 검출이 잘 되는 것을 확인하였다. 그러나 본

연구에서 abdominal muscle 보다 subcuticular connective tissue가 PCR

detection limit가 낮아 PCR을 이용한 새우에서의 WSSV 검출에 더 적

합한 target organ으로 생각된다.

새롭게 제작한 primer를 이용하여 패류 조직 내 virus를 축적 및 방출

시키는 실험을 통해 패류 종간·조직간·시간별 차이를 보고자 하였다. 시

간에 따른 축적 실험의 경우 12시간과 24시간은 큰 차이를 보이지 않는
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것으로 생각된다(Fig. 8). 또한 조직에 따른 패류에서의 PCR을 통한

WSSV 검출을 비교했을 때, 중장선과 맨틀 조직에서는 종별 차이를 보

기는 힘들었으나 아가미 조직에서 큰 차이를 보였다. 종별 차이가 있는

아가미 조직을 기준으로 볼 때, 홍합의 축적 속도가 가장 빠르고 가장

느린 것은 바지락이었고, 굴과 꼬막은 중간이었다. 이는 패류 조직 내

bacteriophage 축적 시 홍합이 굴보다 빠르다는 연구 결과와 상응했지만

(A. Olalemi et al., 2016), Hepatitis E virus를 축적한 결과와는 반대의

결과를 보여(M. Grodzki et al., 2014) virus 마다 축적의 차이가 있는 것

을 확인할 수 있었다. 그러나 본 연구에서의 bioaccumulation 시 바지락

의 경우 저질에 파묻혀서 살아있기에 일반적인 상태를 만들지 못한 한계

도 존재한다. 또한 WSSV 접종액은 감염 새우 조직을 이용하여, 원심분

리를 실시하여도 접종액에 유기물이 많이 포함되어 있고, 보통의 바지락

에서는 유기물이 너무 많을 때 filtration을 감소시켜 대사 에너지를 아끼

는 mechanism이 존재하기 때문에(Newell and Bayne, 1980), 이에 따라

바지락 내에 축적이 늦게 된 결과일 가능성을 배제할 수는 없다. 패류

내 virus 축적에 따른 해수 내 virus 양 감소의 결과를 보면 비교적 축

적이 느린 바지락의 해수 내 virus양이 높고, 굴과 홍합에서 낮아 축적

속도와 상관관계가 있는 것으로 보인다(Table 2.).

방출 실험의 경우에서도 또한 아가미에서 조직이 종별로 유의성을 띄는

차이가 나는 것을 확인할 수 있다(Fig. 8). 전체적으로 조직별 비교를 해

봤을 때 맨틀 조직이 시간에 따른 방출이 가장 빠르게 일어났으며, 모든

조직에서 해수로의 WSSV 방출을 유도한지 72시간까지도 조직 내에서

검출이 되는 것으로 확인할 수 있다. Polo et al., (2015)의 패류 조직 내

enteric virus를 축적 및 방출한 실험 결과에 따르면, virus는 시간에 따

라 점점 양이 작아지는 바이러스와 지속적으로 남아 방출 되지 않는 종
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류가 존재하므로, WSSV 또한 모든 양이 방출되지 않고 조직 내에 남아

있을 것이라는 가능성을 가지는 것을 추정할 수 있다.

하지만 본 실험에서 패류 조직의 filter-feeding activity 속도 혹은 조직

의 절대량 및 표면적에 대해 통일하지 않았기에 한계가 있어 패류 종에

따른 위험성 분석에는 한계가 존재한다. 그러나 본 연구는 WSSV 축적

및 방출 양상을 시간별, 종별, 조직별로 분석하여 이후 패류에서의

WSSV 위험 분석에 유용할 것이라 생각된다.

앞선 축적 실험의 결과에서 굴과 홍합의 해수 내 virus 양 감소는 비슷

했으나, 굴에 비해 홍합에서 조직에서의 WSSV 검출율이 높았고 이 결

과가 패류의 크기 자체에 의한 것인지 혹은 패각의 물리적 차이에 따른

축적 차이를 보고자 패각의 종류에 따른 virus 축적의 차이점을 비교해

보았다. 실험 초기에는 굴의 축적이 더 빠르게 일어났으나 시간이 지난

후 홍합과 큰 차이를 보이지 않은 결과를 확인할 수 있었다(Figure 13.).

그러나 패각을 넣어준 그룹의 경우 넣지 않은 그룹에 비해 확실히 해수

내 virus 양의 감소를 확인할 수 있었다. 이에 따라 표면적을 동일 시

해주었을 때, 굴과 홍합의 패각에 붙은 WSSV양이 비슷할 것이라고 추

정되어, 패각 표면에 붙는 virus는 패각 표면의 물리적으로 다른 점에

대한 결과보다는 단순 표면적 차이라고 생각된다. 또한 autoclave를 실

시하면 굴 패각에 붙어있는 부착생물 뿐 아니라, 패각 표면의 단백질 및

유기물의 변성으로 인해 virus가 더 부착하여 해수 내 virus 감소 양이

차이가 나는 것을 확인할 수 있었다. 다른 연구에서 Crassostrea

glomerata를 살아있는 상태와 액체질소에 담궈 죽어있는 상태 두 그룹

을 비교했을 시, 죽어있는 상태에서도 해수 내 virus 감소가 나타났고,

이는 패류의 filter-feeding activity 외에 패류 조직 및 패각에 물리적으

로 부착한 결과에 따라 (Bedford et al., 1978) 표면적이 비교적 큰 굴 패
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각에 virus가 묻어 패류 조직 내 검출량이 적은 것으로 생각된다.

이후 패류 조직 내 축적된 바이러스를 다른 수생 바이러스인 RSIV와

축적 비교 실험을 통해 이매패류가 수생 바이러스의 vector로써 특이점

을 확인하고자 실험을 진행하였다. 먼저 실험에 앞서 WSSV primer와

RSIV primer의 1st PCR sensitivity를 비교한 결과 모두 10
5
copies/ml

의 농도가 detection limit로 같은 것을 확인하였다(Data not shown). 다

른 어류 바이러스인 RSIV와의 축적을 비교했을 시, 해수 내 RSIV의 경

우 12시간이 지난 이후 band density가 옅어진 것을 보아 해수 내

stability가 낮다고 생각된다. Nakano et al. (1998)의 연구에 따르면

WSSV는 30℃의 해수에서 host 없이 30일간 생존 가능하다고 얘기한

반면, RSIV는 15℃에서 7일간 생존성은 확인하였고(Ito et al., 2013)

inactivation 시 50℃ 부근에서의 필요 시간을 비교한 결과 RSIV의 해수

내 stability 가 낮은 것을 확인할 수 있었다. 또한 패류 조직 내 축적 비

교 시, WSSV가 더 많이 검출되는 것을 미뤄보았을 때 RSIV 또한 패류

조직 내 축적이 가능하나 stability 및 조직 내 축적율에 따라 WSSV가

vector로서의 위험성을 더 가지는 것을 확인할 수 있다. 그러나 각 virus

의 host로의 전이 및 감염에 필요한 virus의 농도 혹은 바이러스 간 방

출 속도의 차이에 대한 연구는 필요할 것이라고 생각된다.

패류 내 침지법으로 축적된 WSSV의 위험성 분석에는 국내에서 가장

많이 생산 및 유통되는 굴과 홍합을 사용하였다. 실험 결과 WSSV를 축

적한 패류의 경우 4일째부터 죽기 시작하면서 굴은 44%, 홍합은 13%의

폐사를 나타난 것을 확인할 수 있는데 이 이전의 실험에서 같은 virus를

5000배 희석 시 6일 내로 100% 폐사가 발생한 점을 고려하면(data not

shown) 패류로부터 나온 virus 양이 감염 새우 마쇄액을 5000배 희석했

을 시 농도인 106 copies/ml 보다는 낮을 것으로 예상된다. 또한 굴과 홍
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합의 폐사율 비교 시 굴이 홍합보다 더 높은 폐사율을 확인할 수 있었

다. 수중의 WSSV가 수중의 WSSV가 ㎖당 1.00E + 04 copy에서는 감

염이 되지 않고 1.00E + 05 copy에서는 감염 되는 결과와(Durand and

Lightner, 2002) 패류 조직 내 WSSV 축적 후 방출하는 실험 결과 해수

내 WSSV의 농도가 굴 그룹이 홍합 그룹보다 높았기에, 그에 따른 결과

라 생각된다. 패류에 축적된 WSSV의 위험성을 확인한 실험은 WSSV를

축적한 패류를 새우에게 먹이로 주어 1-step PCR에서 양성을 확인한 결

과가 있었으나(Yun-Shiang Chang et al., 2011), 패류에 축적된 WSSV

가 해수로 방출된 이후 새우에 전이되는 실험은 실질적으로 양식 현장에

서의 전이 위험성을 파악하였다.

종합해보면, 본 연구에서 WSSV 검출에 사용할 primer로 기존의 OIE

primer의 단점을 개선한 새로운 primer를 design 하였으며, W VP28

primer를 이용한 새우에서의 WSSV 검출 시 subcuticular connective

tissue가 가장 감수성이 높은 것을 확인할 수 있었다. 또한 패류 내

virus 축적의 경우 홍합이 빠르고 바지락은 느린 것을 확인할 수 있었지

만, 패류 조직 내의 WSSV 방출에 대해서는 유의성을 띄는 차이는 확인

할 수 없었다. 다른 수생 생물 바이러스인 RSIV와 WSSV의 축적 실험

시, WSSV가 RSIV에 비해 해수 내의 stability와 패류 조직 내 축적이

잘 되어 vector로서의 위험성이 큰 것을 확인할 수 있었다. 또한 패류

조직 내 축적된 WSSV가 해수로 방출된 이후 새우로 전이되어 감염을

확인하여, 실질적 양식 현장에서의 WSSV 전파 위험성을 확인하였다.

허나 패류 종별 축적과 방출에 대해 정확한 비교를 위해 패류의

filteration activity 비교 및 조직의 양 등을 고려하여 비교하는 실험이

더 필요할 것이라고 생각된다.
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Ⅴ. 요 약

새우 양식에서 질병을 유발하는 white spot syndrome virus는 우리나

라를 비롯한 세계 각지의 양식 산업에서 매우 큰 경제적 손실을 일으키

고 있다. 특히 우리나라에서는 WSSV의 피해를 줄이기 위해 주요 새우

양식 어종을 바꾸어 양식하고 있으나 매년 WSSV로 인한 피해는 발생

하고 있다. 그러나 우리나라에서의 WSSV에 대한 연구는 다른 국가에

비해 연구가 매우 부족한 실정이고, 바이러스의 유입 및 전파 경로에 대

한 연구 또한 없는 상황이다. 따라서 본 연구는 감염경로와 감염요인에

대한 연구로서 OIE에서 지정한 WSSV 표준 검출 방법의 단점을 개선한

PCR primer 개발하고, 이매패류의 여과섭식을 통해 패류 조직 내 축적

된 WSSV가 수생 환경에서의 WSD 전파 위험성을 갖는지 분석하는 것

에 중점을 두고 연구를 수행하였다.

우선 PCR을 이용한 WSSV의 검출법을 개선하고자 다양한 국가에서

발견된 WSSV strain의 viral capsid 유전자의 nucleotide sequence 비교

하여 W VP28 primer를 제작하였다. 이를 기존의 OIE에서 지정한

WSSV 표준 검출 방법의 PCR primer (146 F/R)와의 PCR 검출율 차이

를 비교하여 WSSV에 대한 PCR sensitivity를 비교한 결과, W VP28

primer의 PCR 민감도가 더 높은 것을 확인하였다. 그리고 WSSV 감염

새우 조직의 DNA를 Free D.W.로 희석하여 detection limit를 비교했을

때, subcuticular connective tissue에서 detection limit가 가장 낮아

WSSV를 검출할 PCR 시 사용할 target organ으로 선정하였다.

이후 이매패류에 축적된 WSSV의 위험성 확인을 위해, 이매패류를 약

1.00E + 10 copies / 20ℓ seawater 농도의 WSSV에 축적하여 아가미,
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중장선, 맨틀 조직에서의 PCR detection rate를 비교하여, 이매패류 중에

서는 홍합이 12시간부터 5개체 중 5개체가 다 검출이 되어 축적 속도가

가장 빠르고 바지락이 5개체 중 1개체만 검출이 되어 축적 속도가 가장

느린 것을 확인하였다. 위의 방법으로 패류 조직 내 WSSV를 축적시킨

후 다시 방출하는 실험에서는 유의성을 띄는 차이를 볼 수는 없었다.

WSSV를 다른 수생 바이러스인 RSIV과 함께 immersion 법으로 이매패

류에 축적시켜 PCR을 통해 검출율을 비교한 결과, WSSV (21/48,

43.8%)가 RSIV (12/48, 25.0%)보다 약 2배 정도 높아, WSSV가 RSIV에

비해 패류 조직 내 축적이 잘 되어 더 높은 전이 위험성을 갖는 것을 확

인하였다. 또한 감염 새우 마쇄액을 immersion 법으로 패류에게 축적한

후 새우와 cohabitation을 통해 패류 조직 내 축적된 WSSV가 다시 수

중으로 방출되어 새우로의 전이 위험성을 확인했다. 그 결과 굴과 홍합

에서 각각 누적 폐사율이 44% (7/16), 13% (2/16)을 확인하여, 이매패류

가 WSSV vector로써 조직 내 축적된 WSSV의 위험성을 확인하였다.
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의 마음을 드립니다. 아직도 부족하고 배울 점이 많은 저에게 아낌없이 조언해

주셔서 정말 감사합니다. 그리고 바쁘신 중에도 저의 논문이 발전할 수 있도록

조언을 아끼지 않으신 김도형 교수님과 허민도 교수님께 깊이 감사드리며, 학부

부터 석사과정까지 끊임없는 관심과 훌륭한 수업으로 지도 편달해 주신 박수일

교수님, 정준기 교수님, 강주찬 교수님, 김기홍 교수님께도 감사드립니다.

그리고 어떤 길을 가도 절 믿어주시고 격려해주시는 부모님께 정말 감사하다

는 말 드리고 싶습니다. 집에서는 과묵한 아들이라 말로 표현 잘 못하지만, 항

상 중요한 결정에 많은 도움 주시는 아버지와 제 결정에 반대는 많이 하시지만

따뜻한 말 해주시는 어머니 그리고 물질적으로 지원 많이 해주는 누나도 정말

고맙고 사랑합니다.

여태까지 한 대학생활의 절반을 지내던 진단방에서 뵙게 된 선배님들과 후배

님들께도 감사의 마음 전합니다. 저를 진단방으로 들여서 이런 좋은 선후배를

만나게 해준 우주 형, 그리고 이제는 나의 개그 코드까지 파악하는 영철이 형,

다른 방이지만 고민될 땐 언제든 찾아갈 수 있는 보성이 형, 지금은 떨어져 있

어서 잘 못 보지만 정말 잘 노는 재찬이 형까지 정말 사랑하고 조만간에 술 한

잔 하고싶습니다. : D 그리고 저희 방 회식 때마다 자리를 빛내주시는 모든 선

배님들께 감사하다는 말을 전하고 싶습니다. 실험실 생활은 오래 동안 같이 하

지 못했지만 처음 들어왔을 때 밤에 조용히 실험실에서 조언해주던 지웅이 형,

그리고 멀리서 실험실 후배들 밥 사주겠다고 오셔서 많은 조언 해주시는 광일

햄이랑 기택햄께 정말 많이 배우고 있고 존경하고 있습니다. 그리고 지금은 실

험실에 없지만 실험실 초기 생활에 많은 도움을 준 이슬이 서경이 지희 민지에

게도 감사하다는 말 전하고 싶습니다. 또, 패류만 보면 질린다는 형율이, 보경

이, 딸이랑 석사 열심히 하고 있는 민경이도 진짜 고맙다. 그리고 해성아 이번

에 떨어지면 가만 안 둔다. 자기 일 잘 찾아가서 생활 잘 하고 있는 망둥어 같
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은 정현이, 그리고 실험실에서 많은 도움을 준 종서와 무홍아 그때 새벽까지 일

시켜서 미안하다. 그리고 이제 막 들어와서 열의있게 잘 배우고 있는 건태와 상

동이 다혜 모두 열심히 하길 바랄게.

그리고 내가 요즘 연락 잘 못하는 계자식들, 맨날 바쁘다고 투덜대는 사직고

도라이들, 그리고 아직까지 모임 갖고 있는 09학번까지 힘들 때마다 웃을 일 만

들어 줘서 너무 고맙다. 그리고 국토 대장정 같이 했던 YGK 국토 희망 3조 대

원들 다시 또 볼 수 있는 날까지 각자 자리에서 열심히 잘 하고 있으리라 믿습

니다. 또 봉사활동에서 만난 여운 팀, 맨날 연락 안한다고 뭐라하지마... 잘 할게

이제부터... 조만간 약속 잡혀있으니 그때 미안한 맘 다 풀어줄게. 그리고 내가

집부할 때 받았던 13학번들아 우리 집에서 한번 봐야지. 정말 다들 고마워.

마지막으로 저는 이 논문이 여기서 끝난다고 생각하지 않습니다. 앞으로 부족

한 점을 잘 채우고 교수님과 부모님 그리고 선후배님들 친구들께 받은 가르침

을 잊지 않고 더욱 더 정진하도록 하겠습니다. 정말 감사합니다.
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