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서   론

바이러스성출혈성패혈증(Viral haemorrhagic sep-

ticemia, VHS)의 원인 병원체인 바이러스성출혈성
패혈증바이러스(VHS virus, VHSV)는 전 세계에

걸쳐 약 80여종의 담수 및 해수 어류에서 감염되며
특히 유럽의 양식산 연어과 어류와 동아시아의 양
식산 넙치(Paralichthys olivaceus)에 발병하여 경제
적으로 심각한 피해를 입히는 병원체로 알려져 있
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Viral haemorrhagic septicemia virus (VHSV) is mainly transmitted horizontally by water-borne 
transmission. To prevent the spread of infectious VHSV in the aquatic environment, the water treatment 
is needed in aquaculture system. Although several studies have investigated to reduction of VHSV 
titer using the water treatment system, comparing of viral titer reduction in seawater by using different 
types of disinfection system has not been studied yet. Here, we determined the disinfectant effect 
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system. Moreover, cumulative mortality and detection rate of VHSV in olive flounder (Paralichthys 
olivaceus) after cohabitation challenges was also investigated viral reduction by disinfection system 
(UV radiation or plasma-AOP) or by untreated system. VHSV copy numbers were decreased from 
105.54 copies/mL to 102.17±0.53 copies/mL, 102.31±0.22 copies/mL, 102.44±0.27 copies/mL, and 103.14±0.11 cop-
ies/mL by the UV radiation, plasma-AOP, electrolysis, ozonation, respectively. In cohabitation chal-
lenge, the cumulative mortality and VHSV detection rate of olive flounder by the plasma-AOP treat-
ment is lower than that by the UV radiation treatment and positive control. These results suggest 
that the plasma-AOP treatment system can be useful for efficient inactivation of VHSV.
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다(Wolf, 1988; Ishiki et at., 2001; Skal et al., 2005; 
WOAH, 2021). VHS는 전염속도가 빠르고 대량폐
사를 일으켜 지속적인 감시 및 관리가 필요하여

세계동물보건기구(World Organisation for Animal 
Health, WOAH)에서 관리 대상 질병으로 지정되어
있다(WOAH, 2021). 우리나라에서도 법정전염병
으로 지정하여(Aquatic organism disease control act, 
2021) 국내외적으로 관리하고 있으며, 양식시설에
서 VHS가 발생하게 되면 발생시설 내 어류의 이동
제한 및 시설·사육 도구 등에 대한 소독의 방역조
치가 이루어지고 있다.

VHSV는 Rahbdoviridae과 Novirahbovirus 속에
속하는 탄환형의 바이러스로서 negative-sense RNA
를 가지고 있다(Tordo et al., 2005). VHSV의 주 감
염경로는 수평감염으로 알려져 있으며(Hershberger 
et al. 2011), VHSV 보유 어류로부터의 감염 및 양
식장 인근 해역에서의 VHSV 유입에 의한 감염을
예방하기 위해서는 사육용수 관리가 매우 중요하
다고 볼 수 있다. 이러한 관리를 위해 사육용수에
존재하는 VHSV를 인위적으로 제거할 수 있는 살
균처리의 방법이 제시되고 있으며 양식용수 살균

방식으로 주로 1) UV 방식, 2) 플라즈마 방식, 3) 
오존 방식, 그리고 4) 전기분해 방식이 있다(Kang 
et al., 2015). UV 방식의 살균처리법은 자외선을
이용하여 병원 미생물의 DNA 또는 RNA 복제를 저
해시켜 사멸 또는 불활성화 시키는 원리로 알려져

있고(Kang et al., 2015), 플라즈마 방식의 살균처리
법은 각종 활성산소종(Reactive oxygen species, 
ROS)을 생성하여 수중의 세균 및 바이러스의 외막
과 DNA를 파괴하는 원리로 알려져 있다(Deng et 
al., 2006). 오존 방식의 살균처리법은 세포막을 손
상시켜 세포막의 구조 변화 및 염색체 DNA를 파
괴하여 살균하는 방식이며, 전기분해 방식의 살균
처리법은 전기분해 과정에서 생성된 차아염소산

(HOCl)과 차아염소산 이온(OCl-)과 같은 유효염소
로 살균하는 방식으로 알려져 있다(Lee et al., 2013).
현재까지 다양한 용수 살균 방식을 이용한 수산

생물 질병 저감 사례 연구가 다양하게 수행되었으

나, VHSV를 대상으로 살균방법별 해수 내 바이러
스 저감효과를 비교한 연구 사례는 없는 실정이다. 
따라서, 본 연구는 국내 넙치 양식장에서의 VHS에

대한 피해 저감을 위한 대책연구의 기초자료를 제

공하기 위해 사육용수 살균방법별 넙치 유래의

VHSV 살균 및 저감효과를 비교, 평가하고자 한다.

재료 및 방법

VHSV 유래 및 배양   

본 연구에 사용된 VHSV는 부산 기장군 지역의
넙치로부터 분리한 KJ2008 분리주(genotype IVa)
를 사용하였다(Kim and Kim, 2011). VHSV를 배양
하기 위하여 75 cm2 tissue culture flask에 Epitheli-
oma papulosum cyprini cell line(EPC)을 단층으로
배양 후 바이러스를 접종하여 15℃에서 7일간 배
양하면서 cytopathic effects(CPE)를 관찰하였다. 세
포의 90% 이상이 용해되면 배양액을 취해 원심분
리(4,000×g, 10분, 4℃) 및 syringe filter(0.45 ㎛)로
여과하여 세포 잔여물을 제거한 후 얻어진 상층액

은 실험에 사용하기 전까지 –80℃에 보존하였다. 

용수 살균 시스템 구성

본 연구에서 사용한 용수 살균방식 모델은 UV, 
플라즈마AOP, 오존, 전기분해 방식의 살균 시스템
을 적용한 것으로, 처리용량과 용수 주입량을 모두
동일(유입펌프 15W, Flow rate 25 mL/s)하도록 설
계 및 제작하였다(Fig. 1). 4종의 살균 시스템 중
UV 방식의 경우 Ø 30×200(mm) 규격의 UV 처리관
과 자외선 조사량은 1.232 mJ/cm2로 설계하였으며

(Fig. 1A), 플라즈마AOP 방식은 유동 전력 공급 장
비를 이용하여 40W의 전압을 가하여 일반 해수에
대한 살균소독이 가능하도록 설계하였다(Fig. 1B). 
전기분해 방식의 살균 시스템의 경우 염소 생성량

이 120 mg/hr, 처리 반응조는 450 mL의 규격으로
제작하였고(Fig. 1C), 오존 방식의 경우 Ø 30×200 
(mm) 규격의 반응관을 설치하고 오존 발생량은 84 
mg/hr로 설계하였다(Fig. 1D).

살균방식별 VHSV 살균효과 시험

4종(UV, 플라즈마AOP, 오존, 전기분해)의 살균
시스템이 적용된 각각의 수조(5L)에 2L의 멸균 해
수를 준비한 후, 모두 VHSV 최종농도가 105.54 cop-
ies/mL가 되도록 희석하였다. 실험 수온은 모든 실
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험구에서 15℃로 유지한 상태에서 해수를 살균처
리 하였다. 살균방식별 저감효과를 비교하기 위하
여 각 수조별 살균처리 전 또는 직후 해수 시료

200 uL씩 채집하여 Pierce et al. (2013)의 방법을
이용하여 바이러스 정량(RT-qPCR) 분석하였다. 
간단히 설명하면, TRIzol method에 따라 RNA를 추
출한 후 1 uL RNA에 상업용 Kit(MMLV Reverse 
Transcription Kit, Bioneer)를 사용하여 20 uL의 cDNA
를 합성하였다. qPCR은 상업용 Kit(LightCycler 480 
probes Master mix, Life Technoligies)를 사용하여
5 uL의 cDNA 및 정량분석용 VHSV primer(Table 
1)를 첨가하여 실시하였다(94℃ 3분, 40 cycles: 9
4℃ 5초, 58℃ 10초, 72℃ 15초). 표준곡선(Standard 

curve)은 단계희석(108~101)한 plasmid DNA를 이용
하여 도출하였고, VHSV copy number는 plasmid 
DNA copy 값(x)에 대한 Ct 값(y)의 표준 회귀식인
y=-3.0655x + 33.235으로 계산하였다.

수평감염 실험을 통한 살균방식별 VHSV 확산 저

감효과 분석

총 8개의 원형 50L 수조를 구비한 후 VHSV 감
염이력이 없는 160마리의 건강한 넙치(체장 12~14 
cm)를 각 수조에 순치(수조당 20마리)하였다. 수평
감염 실험을 위해 접종구(4개 수조)와 비접종구(4
개 수조)를 구분하고, 접종구로부터 방출되는 사육
용수가 살균시스템별 통과유무에 따라 비접종구

Table 1. Primers used in this study

Primer Sequence(5’-3’) Used for Reference

VN-F
VN-R
pVHS4b-F2
pVHS4b-R2
pVHS4b-1NT

ATG-GAA-GGA-GGA-ATT-CGT-GAA-GCG 
GCG-GTG-AAG-TGC-TGC-AGT-TCC-C
GCC-GGA-ATC-CTT-ATG-CCG-ATC
CCC-TTG-ACG-ATG-TCC-ATG-AGG-TT
ACT-GGC-CCA-GAC-TGT-CAA(Labelled with FAM)

Conventional PCR
Conventional PCR
RT-qPCR
RT-qPCR
RT-qPCR

WOAH (2019)

Pierce et al., 2013

(A) (B)

(C) (D)

Fig. 1. Schematic illustration of UV radiation (A), plasma-AOP (B), eletrolysis (C), and ozonation (D) disinfection 
system.
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로 유입된 후, 다시 접종구 수조로 순환되도록 설
계한 4개의 시험구(A~D)를 준비하였다: (A) UV 방
식의 살균처리시스템이 적용된 시험구, (B) 플라즈
마AOP 방식의 살균시스템이 적용된 시험구, (C) 
살균시스템이 적용되지 않은 양성대조구, (D) 살
균시스템이 적용되지 않은 음성대조구. A~C의 접
종구 수조에 순치된 60마리 넙치(수조당 20마리)
는 어체당 VHSV 106 TCID50/mL를 100 uL씩 복강
주사하였고, D의 접종구 수조에 순치된 20마리 넙
치는 PBS 100 uL씩 복강주사하였다. A~D의 모든
비접종구 수조에 순치된 80마리 넙치(수조당 20마
리)는 아무것도 접종하지 않았다. 접종 후 3주간
수온은 15℃로 유지하였으며, 실험기간동안 어체
중 1%에 해당하는 부상 사료를 1일 1회 급이하였
다. 그룹별 각 수조에서 실험어의 임상증상, 폐사
여부를 매일 관찰한 후 누적폐사율을 산출하였다. 
또한 VHSV 검출율을 조사하기 위해 각 수조의 실
험어의 신장과 비장 조직을 채집하여 WOAH (2019) 
방법에 따라 VHSV를 검출(Conventional PCR)하였
다(Table 1).

결과 및 고찰

본 연구에서는 대표적인 용수 살균방식인 UV, 
플라즈마AOP, 전기분해, 오존 방식을 대상으로 살
균방식별 처리전후의 해수 내 VHSV copy number
를 측정하여 VHSV에 대한 살균효과를 분석하고
자 하였다. UV 방식의 살균 시스템을 통해 처리된
VHSV 농도는 102.17±0.53 copies/mL로 확인되었으며, 
처리전 해수 내 VHSV 농도(105.54 copies/mL, 이하
같음) 대비 99.96%의 살균효율을 나타내었다(Table 
2). 플라즈마AOP 방식의 경우 처리된 해수 내

VHSV 농도는 102.31±0.22 copies/mL로 확인되었으며, 
살균효율은 99.94%로 나타내었다. 전기분해 방식
으로 처리된 해수 내 VHSV 농도는 102.44±0.27 copies/ 
mL(99.92% 살균효율), 오존 방식의 살균 시스템으
로 처리된 해수 내 VHSV 농도는 103.14±0.11 copies/ 
mL(99.92% 살균효율)로 각각 확인되었다. VHSV
는 UV 처리에 불활화 되고, 염소 또는 차아염소산
등과 같은 소독제에 불활화 되는 것으로 알려져

있다(WOAH 2021). 현재까지 VHSV에 대하여 다
양한 살균처리 방식을 통한 저감연구가 수행되어

져 왔으나(Kang et al., 2015; Oye and Rimstad 2001; 
Afonso et al., 2012; You et al., 2020), 대부분 UV 
방식의 살균시스템에 관한 연구에 한하여 보고된

바 있다. 본 연구에서는 4종의 용수 살균처리 시스
템인 UV, 오존, 플라즈마AOP, 전기분해 방식을 이
용하여 VHSV의 살균효과를 분석한 결과 모든 살
균처리 방식에서 대조군(105.54 copies/mL)과 비교하
여 최소 103.14 copies/mL에서 최대 102.17 copies/mL
의 바이러스 농도로 바이러스가 102.4~103.37 copies/ 
mL(99.6%~99.9% 살균효율)로 감소된 것을 확인하
였다(Table 2). 특히 UV 방식에서 VHSV 유전자는
103.37 copies/mL이 감소된 결과를 보였는데, 이는
Afonso et al. (2012)에서도 UV 방식(3.28 mJ/cm2)으
로 배양배지의 VHSV를 살균시킨 결과 103 pfu/mL
의 농도가 감소하여 본 연구에서의 결과와 유사하

게 나타났다. 또한, You et al (2020)은 플라즈마
방식으로 VHSV를 살균처리 했을 때 실험군(101.45 
TCID50/mL)은 대조군(104.41 TCID50/mL)과 비교하
여 102.65 TCID50/mL(살균효율 99.99%)의 역가 차이
가 나타나 명백한 바이러스 불활성화 효과를 확인
하여 본 연구에서의 결과와 비슷하게 나타났다. 

4종의 용수 살균처리 시스템 중 오존 방식의 경

Table 2. The copy number of VHSV in seawater before and after the treatment by UV radiation, plasmia-AOP, 
electrolysis, and ozonation disinfection system

Disinfection system
Log10 (VHSV copies/mL)

Efficiency of disinfection (%)
Before treatment After treatment

UV radiation
Plasma-AOP
Electrolysis
Ozonation

5.54

2.17±0.53
2.31±0.22
2.44±0.27
3.14±0.11

99.96
99.94
99.92
99.6
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우 VHSV 유전자는 103.14 copies/mL로 다른 3종의
살균 방식에 비해 낮은 살균효율을 나타냈다. 현재
까지 오존 방식의 살균처리시스템을 기반으로

VHSV에 대한 살균효과를 분석한 사례가 없다. 
Liltved et al. (2006)은 VHSV와 같은 어류 RNA 바이
러스인 전염성연어빈혈증바이러스(Infectious sal-
mon anaemia virus, ISAV) 배양액을 대상으로 UV 
방식 또는 오존 방식의 살균처리를 통해 저감효과

를 비교 분석한 연구가 있다. 그 결과에서 ISAV는
UV 방식에서 99.9%의 살균효율을 확인하였으나, 
오존 방식에서는 90%로 확인되었다. 그러나 신경
괴사증바이러스(Nervous necrosis virus, NNV)를 대
상으로 오존 처리한 결과, 바이러스 불활성화 효과
를 확인하였고(Arimoto et al., 1996), VHSV와 같은
rabdoviridae에 속하는 수포성구내염바이러스(Ve-
sicular stomatitis indian virus, VSIV)도 오존처리 후
불활성화 상태를 확인한 바 있다(Murray et al., 
2008). 이러한 결과는 살균방식에 의한 차이뿐만
아니라 다양한 어류 또는 가축 바이러스별 특성에

따른 저항성과 연관이 있는 것으로 사료되며 보다

효율적인 병원체의 살균을 위해서 살균방식에 의

한 바이러스별 살균효과 등에 대한 추가 연구가

이루어져야 할 것이다.
본 연구에서는 해수 내 바이러스에 대한 살균효

과 분석방법을 위해 분자생물학적 방법인 conven-
tional PCR 또는 RT-qPCR 검출법을 이용하였는데
이는 유전자 검출 기반에 한한 것으로, 바이러스
활성도 검출에 관한 조사가 이루어지지 않았다. 
Jeong et al. (2019)에서는 본 연구에서 사용한 바이
러스와 동일한 유전자형인 VHSV genotype IVa를
대상으로 해수 내 생존능을 조사하기 위해 유전자

검출 기반인 RT-qPCR과 활성도 조사를 위한 감염
가(titer)를 비교 분석하였다. 이를 통해 해수 내

VHSV는 104 copies/mL 이하에서 바이러스의 불활
성화 상태(검출이하의 바이러스 감염가)를 확인하
였다. 이러한 결과는 본 연구에서 실험한 모든 살
균처리 방식에서 VHSV를 처리했을 경우 VHSV는
103.14 copies/mL 이하로, 이는 활성도가 없는 불활
성화 상태의 바이러스로 될 수 있음을 시사한다.
사육용수를 대상으로 전기분해 방식과 오존 방

식의 살균시스템은 살균처리과정에서 생성되는

부산물 또는 총잔류산화물(Total residual oxidants, 
TRO)과 같은 독성물질이 생성되기 때문에 양식생
물에 대한 안전성 확보에 어려움이 많다(Liltved et 
al., 2006; Park et al., 2018). 특히 오존의 경우 부산
물인 브롬산염(BrO3

-)이 생성되는데 이는 발암물
질로 제시되고 있으며(EPA, 2019), 오존을 기준 이
상의 농도로 사용하면 양식어류는 물론 생물학적

여과조의 여과세균에도 유독할 수 있다(Park et al., 
2018). 또한 살균방식별 VHSV에 대한 살균효과 실
험에서 UV 방식과 플라즈마AOP 방식에 비해 전
기분해 방식과 오존 방식의 살균효율은 상대적으

로 낮은 것으로 확인된 바 있다. 이러한 이유로 본
연구에서는 VHSV에 감염된 어체로부터 방출되는
바이러스에 대하여 안전성이 확보되어 양식장에

서 상업적으로 적용되고 있는 UV 방식과 플라즈
마AOP 방식의 살균시스템을 대상으로 시스템 적
용 유무에 따른 저감효율을 평가하고자 하였다. 살
균시스템을 적용하지 않은 양성 대조구에서 접종
개체는 접종 7일째부터 폐사가 발생하여 실험시간
동안 100% 누적폐사율이 나타났다(Fig. 2A). 비접
종개체의 경우 12일차부터 폐사가 발생하여 실험
기간동안 35%의 누적폐사율이 관찰되었다. Kim 
and Oh (2020)는 넙치 VHSV에 대하여 수평감염
실험을 통해 넙치에 어체당 VHSV 105.5 TCID50/mL 
농도로 인위감염한 접종구에서 100% 누적폐사율
과, 공동사육한 비접종개체에서 60% 누적폐사율
을 확인한 바 있다. 이러한 결과를 통해 VHSV에
감염된 개체로부터 방출된 바이러스는 물을 매개

로 공동사육개체에 수평감염과 폐사를 유발할 수

있음을 확인하였다. UV 방식의 살균시스템이 적
용된 시험구에서 접종개체는 7일째부터 폐사가 나
타나기 시작하여 100% 누적폐사율이 나타났으며, 
비접종개체의 경우 실험기간 동안 7마리가 폐사하
였다(누적폐사율 35%, Fig. 2B). 플라즈마AOP 방
식의 살균시스템이 적용된 시험구의 경우, 접종개
체는 접종 8일차부터 폐사가 발생하였으나 대조군
에 비해 낮은 75% 누적폐사율이 나타났다(Fig. 2C). 
비접종개체 또한 18일차부터 폐사가 발생하여 실
험기간동안 10%의 누적폐사율을 확인하였다. 음
성 대조구의 경우 실험기간 동안 접종개체 및 비접

종개체 모두 폐사가 발생하지 않았다(data not 
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shown). 비접종개체가 수용된 수조에서 실험기간
동안 폐사한 넙치, 실험 종료 후 살아있는 넙치를
대상으로 PCR 검사를 실시한 결과 살균시스템이
적용된 시험구의 VHSV는 UV 방식에서 40%, 플라
즈마AOP 방식에서 10% 검출되었으며, 이러한 결
과는 양성 대조구(60%)에 비해 낮게 검출된 것을
확인할 수 있었다(Table 3).
수산생물 질병은 물을 매개로 확산되기 때문에

제어 시스템이 갖춰지지 않은 양식장에서 질병이

발생할 경우, 단시간에 높은 폐사율로 이어져 심각
한 피해를 초래할 수 있다. VHSV는 수중 환경으로
유입되어 숙주에 침입할 수 있음을 나타내기 때문

에(Hershberger et al., 2011), 이러한 특성을 충분히
고려하여 양식장 내 질병 발생을 효율적으로 예방

하기 위해서는 유입수 혹은 사육용수의 살균 처리

가 매우 중요하다. 본 연구에서는 사육용수 살균처
리 유무에 따른 넙치 VHSV 수평감염 실험을 통해
바이러스를 살균처리했을 때 저감효과가 있음을

확인하였다(Fig. 2, Table 3). 비록 2종의(UV, 플라

즈마AOP) 살균시스템을 적용한 실험구는 대조구
와 비교하여 저감효과가 있음을 확인하였으나, 
UV 방식의 경우 플라즈마AOP 방식에 비해 저감
효율성이 낮은 것으로 나타났다. 이는 UV 방식의
살균효과는 용수의 탁도와 용수 내 유기물 등 다양

한 영향을 받게 되어(Kang et al., 2015), 수조의 넙
치의 생리적인 활동에 영향을 받아 상대적으로
VHSV의 저감효율이 떨어진 것으로 사료된다. 플
라즈마AOP 방식의 살균시스템을 적용하여 용수
를 처리할 경우 감염개체로부터 방출되는 VHSV
의 확산을 낮춰 접종개체와 공동사육개체의 감염

율과 폐사율을 효과적으로 감소시키는 것으로 확

인하였다. Lee et al. (2013)에 의하면 플라즈마 방
식의 살균시스템은 ROS 생성으로 병원체 살균뿐
만 아니라 유기물, 질소성 물질 등에 대한 감소로
수질 향상에도 영향을 미치는 것으로 알려져 있다

(Schroeder et al., 2011; Spliliotopolulou et al., 2018). 
이러한 결과로 플라즈마AOP 방식의 살균시스템
을 양식장 유입수에 적용하였을 때 VHSV에 대한

Table 3. Comparison of the numbers of recipient fish and PCR results after cohabitation challenge with VHSV-infected 
donor fish by UV radiation or Plasma-AOP disinfection system

Group Total no. No. of dead fish No. of survived fish
PCR result

Positive/total Detection(%)
Positive control

UV radiation
Plasma-AOP

20
20
20

7
7
2

13
13
18

12/20
8/20
2/20

60
40
10

(A) (B) (C)

Fig. 2. Cumulative mortality (%) of cohabitated recipeint fish after VHSV-infected donor fish in the cohabitation 
challenge(Positive control) (A), treatment by UV radiation (B), and plasma-AOP (C) disinfection system. The donor 
fish groups (n = 20 in each group) were intraperitoneally(IP) with VHSV(VHSV 105 TCID50/fish), naive fish(recipient 
groups, n = 20 in each group) were cohabited with the donor fish.
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저감효율이 높을 수 있음을 시사한다. Faisal and 
Winters (2011) 및 Faisal et al. (2012)는 단각류의
일종인 Diporeia spp.에서 감염력을 지닌 VHSV 
(genotype IVb)가 확인되었고 야생어류에서의 VHSV 
발생과 상관성을 확인하여 플랑크톤이 VHSV를
매개하는 매개체의 역할을 할 수 있다고 보고하였
다. 이러한 연구결과는 살균처리 시스템을 이용하
여 사육용수 내 병원체 뿐만 아니라 미세조류와

같은 바이러스 매개체도 저감하는 것이 중요하며, 
이를 제어하기 위한 살균방식별 바이러스 매개체

저감효과, 체내 바이러스 분포도 조사와 같은 감염
특성과 관련한 추가 연구가 필요하다고 사료된다.
본 연구 결과를 통해 살균방법별 넙치 유래의

VHSV 살균 및 저감효과를 확인하여 살균장치 등
을 통해 이를 제어하는 경우 환경감염 및 어체 감

염에 예방효과를 가져온다는 결과를 도출하였으

며 이를 통해 양식장의 질병 확산 방지와 기초연구

로 활용 가능할 것으로 사료된다.
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