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Abstract

Foot and mouth disease (FMD) is highly infectious disease of cloven-hoofed animals, particularly cattle, 
sheep, pigs and goats. Last outbreak reported in November, 2010 induced the enormous social and eco-
nomical impacts. Culling of infected animals, movement control, and vaccination are the major control 
measures of FMD. The aim of this study was to detection foot-and-mouth disease virus (FMDV) in 
the soil and leachate from modeling burial for pig carcass as measured by real-time reverse transcriptase 
polymerase chain reaction (RT-PCR). FMDV and Coxsakievirus B1 (CVB1) were detected in soil by 
week 16 and Coxsakievirus B1 (CVB1) by weeks 12, respectively. FMDV and CVB1 also detected by 
weeks 8 in the leachate. Results from this study provides an evidence that FMDV could be inactivated 
for safe of pig carcasses infected with FMDV within 4 month in the carcass burial site.
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서    론

  구제역(Foot and mouth disease)은 소, 돼지, 양, 염
소, 사슴 등의 우제류 동물에서 발열 및 입, 혀, 유두 

및 발굽 사이에 수포가 생기는 급성 바이러스성 질병

이다(Bachrach, 1968). 구제역에 걸린 동물은 수포에 

의한 통증으로 발육, 운동 및 비유장애가 유발되고 

이에 따라 생산성이 현저하게 저하될 뿐 아니라 구제

역이 발생하면 살처분 등 질병방제 비용, 생산성 감

소, 동물 및 축산물의 국제적인 교역 제한 등으로 막

대한 경제적인 피해가 발생하기 때문에 세계동물보

건기구(Office International des Epizooties, OIE)에서 

List A 질병으로 분류하고 있고 우리나라에서도 제1
종 가축전염병으로 지정하여 관리하고 있다(Grubman 

등, 1985; Krystynak와 Charlebois, 1987; Sáiz 등, 2002; 
Yoo, 2011).
  국내 구제역은 1917년 처음 발생한 이래 1934년까

지는 전국적으로 발생하였다. 이후 2000년 3월에 경

기도, 충북 및 충남지역의 소에서 다시 발생하여 

182농가에서 2,216두를 살처분하였고, 25,914농가 

1,522,470두의 우제류 동물에 대하여 이동통제 및 예

방 접종을 하였고 그 후 2002년 5월 경기도와 충북지

역의 돼지에서 발생하여, 162농가 160,155두를 살처

분, 매몰하여 근절하였다(농림수산식품부, 2012). 최

근에는 2010년 1월 경기도 포천의 소에서 8년 만에 6
농가 29두에서 발생하여, 55농가 5,956두의 우제류에 

대하여 살처분을 하였고 4월과 5월에 인천광역시 강

화군, 경기도 김포시, 충청북도 충주시 및 충청남도 

청양군 지역에서 11농가에서 총 26두가 발생하여, 
49,784두의 우제류 동물을 살처분하였다(환경부, 2011). 
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Fig. 1. Sensitivity of the real-time RT-PCR assay for the de-
tection of coxsackievirus B1. Serial 10-fold dilutions of 
viral RNA (from 1×106 to 1×101 TCID50) were plotted 
against the threshold cycle (Ct). 

Fig. 2. Sensitivity of the real-time RT-PCR assay for the de-
tection of foot and mouth disease virus. Serial 10-fold 
dilutions of viral RNA (from 1×10-5 to 1×100 6PD50) 
were plotted against the threshold cycle (Ct). 

그 후 2010년 11월부터 2011년 4월까지 발생한 구제

역으로 996만 마리 가축이 살처분, 매몰되었고 이로 

인한 가축 매몰지는 4,799곳으로 확인되었다(농림수

산식품부, 2012).
  구제역 발생으로 인한 가축의 살처분 및 매몰은 가

축전염예방법에 따르며 가축 매몰지의 생물학적 안

전을 위해 구제역 매몰지 발굴을 3년간 금지하도록 

규정하고 있으나 2011년 1월 개정된 내용에는 제 24
조에 매몰한 토지의 발굴 금지 및 관리에 있어 시장ㆍ

군수ㆍ구청장이 농림수산식품부, 환경부 장관의 협의

하에 매몰지 용도 변경을 허가할 수 있다고 명시되어

있다. 이미 조성된 매몰지의 이전의 경우는 농식품부

의 구제역 긴급행동지침(2012.03.30 개정)에 의거 사

전에 구제역 정밀검사 실시하여 음성으로 판정된 경

우에 이전하여야 한다고 명시되어 있다. 검사방법으

로는 매몰지 유공관을 통해 채취한 침출수(1점, 15 
ml 원심분리관에 10 ml)와 매몰지 상층에서 약 30 cm
하부 지점의 흙(3점, 50 ml 원심분리관에 1/3)을 채취

하여 원심분리관에 담아 외부를 소독(채취된 시료를 

직접 소독하지 말 것)하고, 농림수산검역검사본부로 

의뢰하는 것으로 되어있다. 그러나 아직까지 이들 법

령에서 규정한 사항들을 충족시키는 매몰지 토양 내 

환경 조건을 반영한 기초 실험 자료가 없는 실정이

다.
  따라서 이 논문에서는 가축 매몰지 내에서의 구제

역 바이러스의 생존력을 확인하기 위해 실험적인 간

이 가축 매몰 장치를 제작하고 구제역 바이러스 백신 

(FMDV O1 Manisa strain)과 구제역 바이러스와 같은 

형태적 특징을 갖는 Coxsakievirus B1 (CVB1) strain을 

돼지에 접종한 후 안락사 및 매몰한 다음 매몰 토양

과 침출수 내에서의 이들 바이러스의 검출 양상을 확

인하여 가축 매몰지 내에서의 매몰 기간에 따른 구제

역 바이러스에 안전성에 대해 평가하고자 하였다. 

재료 및 방법

공시 바이러스 

  구제역 바이러스는 구제역 백신인 O1 Manisa 
(Merial, UK)를 사용하였으며 CVB1 strain은 가톨릭대

학교 미생물학과에서 분양받아 실험에 사용하였다. 
Real-time RT-PCR의 조건 확립을 위한 바이러스 

RNA는 RNeasy MINI kit (QIAGEN, USA)를 이용하여 

제조사에서 추천한 방법대로 추출하였으며 실험이 

사용되기 전까지 −70oC에 보관하였다. 각각의 바이

러스에 대한 정량은 바이러스 RNA를 10배 연속 희

석하여 real-time RT-PCR을 시행하여 standard curve를 

완성하였다(Fig. 1, 2).  

공시 동물 및 시험 매몰장치 

  시험에 사용된 돼지는 체중 10 kg으로 안락사시킨 

후 CVB1 (2×1010/ml) 및 FMDV vaccine (6PD50)을 각

각 10 ml씩 피하 접종하여 인공적인 수포 병변을 유

발한 후 매몰하였다. 실험군은 실험개시 1주, 2주, 3
주, 4주, 8주, 12주, 16주, 20주까지 사체 부패정도와 
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Table 1. Sequences of the oligonucleotide primers and TaqMan probe for the detection of foot and mouth disease virus by real-time RT-PCR

Primers
/probes Sequences Nucleotide positions

(AF536534) Gene Fragment 
length 

Forward 5'-GACAAAGGTTTTGTTCTTGGTCA-3' 107-129
3D 183 bpReverse 5'-TGCGAGTCCTGCCACGGA-3' 289-272

Probe 5'-FAM-ATTCTCTCCTTTGCACGCCGTGGGACCAT-TAMRA-3' 227-255

Fig. 3. Structure of modeled carcass burial site used in this study.

바이러스 검출 양상을 확인하였다. 시험 매몰장치는 

Fig. 3과 같은데 총 50 kg의 흙을 이용하여 매몰하였

고 매몰장치 하부에 침출수가 배출될 수 있게 하였고 

상부에는 가스가 배출되도록 설계하였다. 또한, 상층

부 사체 상부와 하부에 1 cm 두께의 생석회를 도포

한 그룹과 도포하지 않은 그룹으로 구분하여 실험하

였다. 

토양 및 침출수 회수 및 바이러스 RNA 추출 

  각 실험 기간에 따라 매몰 장치를 해체하고 부패 

정도를 확인한 후 생석회 층을 기준으로 한 내부와 

외부에서 토양 1 kg을 채취하고 침출수는 회수된 양

을 10배 phosphate buffered saline (PBS)에 혼합한 후 

상층액을 회수하여 일차 필터링한 후 초원심분리를 

통해 바이러스를 수집하였다. 수집된 바이러스는 

RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Germany)를 이용하여 제

조사에서 추천한 방법대로 바이러스 RNA를 추출한 

다음, 실험에 이용될 때까지 −70oC에서 보관하였다.

Real-time RT-PCR 수행 

CVB1의 검출을 위한 primer는 GenBank accession 
no. M88483을 기준으로 Primer Express Software v3.0 
(Applied Biosystems, USA)를 이용하여 primer_F: 5'- 
AGTAACACACTCCGATCAACA-3' (115∼135) 및 pri-
mer_R: 5'-GAGCAGTCTATTGATACTCAGTCC-3' (208-185)
를 설계한 후 합성(Bioneer, Korea)하여 실험에 이용

하였다. Real-time RT-PCR은 SYBRⓇ Green one-step 
RT-PCR master mix (Applied Biosystems, USA)를 이

용 하였다. 25 μl의 2× SYBRⓇ Green PCR Master 
Mix, 0.25 μl의 MultiScribeTM Reverse Transcriptase (50 
U/ml), 1 μl의 RNase inhibitor (20 U/ml), 각각 2 μl의 

primer_F와 primer R, 2 μl의 template 및 RNase free 
water를 섞어 총 50 μl로 반응을 진행하였다. Real-time 
RT-PCR 반응은 ABI 7500Ⓡ real-time PCR System 
(Applied Biosystems, USA)을 사용하였으며 반응 조건

은 50oC에서 30분, 95oC에서 10분간 반응시킨 후 

94oC에서 15초, 50oC에서 30초, 72oC에서 1분을 1회
로 하여 40 cycle을 반응시켰다. Ct value (threshold 
cycle)는 형광 커브와 역치선이 만나는 cycle 값으로 

ABI 7500Ⓡ software (Applied Biosystems. USA)에서 

분석하였다.
한편 FMDV 검출을 위한 primer 및 probe는 유전자

를 증폭할 primer와 probe는 Hindson 등(2008)의 3D 
region의 증폭 방법을 일부 변형하여 사용하였으며 

염기서열은 Table 1과 같다.
  Real-time RT-PCR 반응은 Guan 등(2010)의 방법을 

변형하였고 Real-Time PCR System 7500 (Applied Bio-
systems, USA)을 이용하였다. 토양 시료에서 회수한 

검체는 TaqManⓇ One-Step RT-PCR Master Mix Rea-
gents (Applied Biosystems, USA)를 이용하여 반응물

을 제조하였다. 2.5 μl의 바이러스 RNA를 12.5 μl의 

2× RT-PCR buffer, 1 μl의 25× RT-PCR enzyme mix, 
각각의 primer (0.5 μM)와 probe (0.3 μM)를 넣어 전

체 25 μl가 되도록 하였다. Real-time RT-PCR 증폭 온

도 조건은 처음 45oC에서 15분간 reverse transcription
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Fig. 4. Inside of modeled carcass burial site by weeks 4.

Fig. 5. Results of the real-time RT-PCR assay for the detection of 
coxsackievirus B1 in the soil of modeled carcass burial site.

Fig. 6. Results of the real-time RT-PCR assay for the detection of 
foot and mouth disease virus in the soil of modeled carcass 
burial site.

를 수행하고 95oC 15분 동안 반응시킨 뒤 95oC 15초, 
56oC 1분으로 45 cycles를 반복하였다. Real-time 
RT-PCR을 통해 얻어진 자료는 7500 software (Applied 
Biosystems, USA)를 이용하여 Ct 값으로 변환한 후 

분석하였다.

검출한계 측정

  검출 한계 측정을 위해 CVB1 (1×106/ml) 및 FMDV 
vaccine (6PD50)에서 각각 RNA를 추출하고 10배 계단 

희석하여 real-time RT-PCR을 수행하였다.

결    과

매몰 장치 내 사체 부패 과정

  매몰 장치 내 사체는 실험 5일째 부패가 육안적으

로 확인되었고 12일째에 액상 성분이 매몰장치 내에

서 확인되었으며 21일째 사체의 몸통 부분이 부패하

면서 그 부피가 감소하여 사체를 덮고 있던 상층 토

양 일부가 함몰되었으며 미량의 침출수가 측정되었

다. 또한, 4주에서 상층 토양의 함몰 정도가 심화되었

으며 두개골과 일부 뼈들을 제외한 대부분의 사체가 

부패과정에 있었다(Fig. 4). 실험 8주에는 두개골만 

관찰되었으며 12주 이후에는 소량의 뼈만 남아 있었

다. 침출수는 3주째 처음 방출된 이후 지속해서 증가

하였으며 8주까지 지속적으로 방출되었다.

바이러스 검출 한계

  Real-time RT-PCR에 의한 각각의 바이러스에 대한 검

출 한계는 CVB1에서 1×101/ml, FMDV에서 10−46PD50로 
확인되었다. 

매몰 장치 토양에서의 바이러스 검출

  매몰 장치 토양에서의 CVB1 검출을 1주, 2주, 3주, 
4주, 8주, 12주, 16주, 20주까지 사체 주변 내부와 생

석회 바깥쪽의 외부로 구분하여 바이러스 유전자를 

검출한 결과 실험 개시 1주부터 12주까지 내부에서 

바이러스 유전자가 지속적으로 검출되었으며 16주부

터 검출한계 이하로 감소하였다(Fig. 5). 한편 생석회 

바깥쪽의 외부에서는 전 실험기간동안 바이러스 검

출은 되지않았다.
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Table 2. Detection of coxsackievirus B1 (CVB1) and foot and mouth disease virus (FMDV) in lime lined and no-lime lined groups of modeled 
carcass burial site

Week

1 2 3 4 8 12 16 20

Lime lined group Leakage - - + + + - - -
CVB1 - - - - - - - -
FMDV - - - - - - - -

No-lime lined group Leakage - - + + + - - -
CVB1 - - + + + - - -
FMDV - - + + + - - -

  한편 FMDV 검출은 CVB1의 경우와 동일 기간에 

사체 주변 내부와 생석회 바깥쪽의 외부로 구분하여 

바이러스 유전자를 검출한 결과 실험 개시 1주부터 

16주까지 지속적으로 내부에서 바이러스 유전자가 

검출되었으며 20주부터 검출한계 이하로 감소하였다

(Fig. 6). 그러나 생석회 외부의 경우 전 실험기간동안 

바이러스 검출은 되지않았다.

침출수에서의 바이러스 검출

  침출수에서의 CVB1 검출은 20주까지의 실험 기간

동안 생석회 도포 그룹과 도보하지 않은 그룹을 구분

하여 바이러스 유전자를 검출한 결과 침출수가 처음 

발생한 실험 개시 3주부터 8주까지 석회 도포층에서

는 음성이었으며 석회를 도포하지 않은 그룹의 침출

수에서는 모두 양성의 결과를 확인하였다(Table 2).
  한편 침출수에서의 FMDV 검출 결과는 실험 개시 

3주부터 8주까지 회수한 침출수 모두에서 석회 도포

층에서는 음성이었고 석회를 도포하지 않은 그룹에

서는 모두 양성의 결과를 확인하였다(Table 2).

고    찰

  국내에서는 2010년 11월부터 2011년 4월까지 구제

역 발생으로 가축전염병예방법에 의거하여 4,799곳에 

달하는 가축 매몰지를 조성하게 되었다. 그러나 다수

의 가축 매몰지가 단기간에 조성된 이유로 법령에서 

규정한 절차를 완벽하게 이행하지 못한 매몰지가 일

부 발생하였고 악취 등의 다양한 민원이 제기되고 있

다. 환경부(2011) 자료에 의하면 이러한 부실 매몰지

는 전국적으로 412곳에 달하며 단계적인 이설을 추

진하고 있다. 이 이설과정에서 작업자들은 차단방역 

절차(Cho와 Kim, 2012)를 준수하여 처리하고 있으며 

FMDV에 대한 안전성 검사를 농림수산검역검사본부

에 의뢰하여 확인하고 있다. 그러나 매몰지 토양 및 

침출수 내 FMDV 부재 검사와 가축전염병예방법에

서 규정한 3년간의 발굴 금지 규정 사이에서 매몰지 

토양 내 FMDV의 안정성을 확인하고자 이번 연구를 

수행하였다.  
  이번 연구에서의 매몰지 토양내 CVB1과 FMDV 검
출은 모두 15oC 온도 조건에서 각각 16주와 20주까지 

검출되었으나 실험에 이용된 바이러스가 각각 FMDV 
유사 바이러스와 백신주이기 때문에 실제 구제역 바

이러스는 이보다 더 생존 가능성이 높을 수 있음을 

추정할 수 있다. 그러나 이번 실험에서의 검사법이 

바이러스 유전자를 증폭하는 검사임을 고려하면 바

이러스가 검출되는 시기보다 짧은 기간 동안 바이러

스가 감염력을 가진 상태로 존재한다고 판단할 수 있

다. 한편, 침출수에서의 바이러스 검출은 석회층의 

통과 여부가 바이러스 검출에 중요하게 작용하였다. 
생석회층 외부의 토양 시료에서는 어떠한 바이러스

도 검출되지 않아서 최적 조건으로 조성된 매몰지의 

경우 바이러스 누출은 우려하지 않아도 될 것으로 판

단되는 반면 매몰지의 조성과정에 문제가 있으면 조

성 초기 매몰지 내부의 바이러스가 누출될 가능성이 

충분히 있음을 확인하였다.
  이러한 결과는 일반적으로 알려진 FMDV의 생존 

기간 등의 특성과 비교해 볼 필요가 있다. FMDV는 

여러 가지 환경조건에서 다양한 생존력을 보이는 것

으로 알려졌다. FMDV는 동물과 육류, 저장온도(냉
장, 냉동)에 따라서 저항성이 다양하여 짧게는 6∼8
일에서 길게는 210∼352일까지 감염력을 유지할 수 

있다고 하였다(Choud와 Yang, 2004). 오염된 환경에

서의 바이러스의 생존은 오염된 물질에 따라서 다르

게 나타나는데 18∼20oC의 소 털에서는 4주, 건조된 
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분변에서 14일까지, 오줌에서 39일까지, 토양에서 여

름에는 3일, 가을에는 28일까지 살아남을 수 있다고 

하였다(Park 등, 2008). 또한, FMDV를 실험적으로 감

염시킨 동물에서 유래된 내장 시료에서 FMDV가 250
일 까지 존재한 보고가 있다(Wijnker 등, 2007). 건초

에서는 200일 이상 생존하며, 사료는 12∼20oC에서 

52일간, 2∼5oC에서는 70일간 생존한다. 퇴비에서는 

냉장 시 66일, 냉동 시 168일, 실온에서는 12일, 밀짚

(2oC)에서 232일, 초지의 경우 양지에서 수일간, 가을

에는 195일, 겨울에는 262일 이상 생존 가능하다고 

하였다(Park 등, 2009; You, 2011). 
  가축 매몰지 내 바이러스 생존률은 온도와 다른 변

수로 pH가 중요하게 관여한다고 하였다(Guan 등, 
2010). 일반적으로 구제역 바이러스는 pH 6.7∼9.5에
서 생존이 가능하며 pH 6.0 미만 또는 pH 11.0 이상

에서는 빠르게 사멸되는 것으로 알려졌다. 그러나 국

내 조성된 구제역 매몰지 내부의 침출수에 대한 pH
가 6.0∼8.0 정도의 중성임을 고려하면 이러한 pH 조
건은 구제역 바이러스가 더 오랫동안 생존할 조건을 

조성해주고 있는 상황이라 할 수 있다.
  또한, FMDV는 건조에 민감하여 50% 이하로 상대

습도가 저하되면 급격히 그 생존력이 상실되며 일반

적으로 냉장 또는 냉동 상태에서는 감염력이 유지되

나, 50oC 이상의 온도에서는 급격히 불활성화되고 온

도와 pH 상태에 따라 다르나 일반적으로 오염된 사

료에서 1개월 동안 생존할 수 있다고 하였다(Chou와 

Yang, 2004; Cottral 등, 1960; Park 등, 2009). 
  이상의 연구결과와 문헌 조사를 통해 가축 매몰지 

내 토양에서 FMDV는 바이러스가 갖는 높은 감염력

과는 달리 4개월 이후에는 거의 사멸하는 것으로 생

각되며 이를 통해 가축전염병예방법에서 제시하는 3
년간의 발굴 금지 기간 내에 충분히 불활화 될 수 있

음을 확인할 수 있었다. 또한, 이 자료는 매몰지의 방

역적 측면에서의 관리에 있어 기초 자료로 활용할 수 

있을 것으로 판단된다.

결    론

  이번 연구에서는 가축 매몰지 내에서의 FMDV의 

생존력을 확인하기 위해 간이 가축 매몰 장치를 제작

하고 구제역 바이러스 백신(FMDV O1 Manisa strain)
과 구제역 바이러스와 같은 형태적 특징을 갖는 

CVB1을 접종한 돼지를 매몰한 후 토양과 침출수 내

에서의 이들 바이러스의 검출 양상을 확인하였다. 토
양에서의 CVB1와 FMDV는 각각 실험개시 12주와 16
주까지 지속해서 검출되었고 침출수에서는 8주까지 

검출되었다. 이 결과는 가축 매몰지내 FMDV가 질병

의 전파 측면의 위험성과는 달리 비교적 조기에 불활

성화 되는 것을 말해주며 방역적 측면에서의 매몰지 

관리에 활용될 수 있을 것으로 판단된다. 
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