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서   론

급성간췌장괴사병(acute hepatopancreatic necrosis disease, 
AHPND)은 흰다리새우, 홍다리얼룩새우 양식에서 100% 폐
사를 일으켜 경제적 손실을 발생시키는 매우 심각한 질병이다. 
AHPND에 감염된 새우는 체색이 옅어지고, 위장관이 비어 있
으며, 간췌장이 흰색으로 변하거나 비정상적으로 크기가 줄어
드는 등의 증상이 관찰된다(Tran et al., 2013; Han et al., 2015a; 

Lee et al., 2015). 
일반적으로 AHPND의 원인 병원체는 특정 독소유전자(pirA, 

pirB)를 포함하고 있으며, 병원성 플라스미드(pVPA3-1)을 가
진 Vibrio parahaemolyticus (VpAHPND)로 알려져 있다(Han 
et al., 2015a). 중국(2009년)에서 첫 보고 이후 베트남(2011
년), 말레이시아(2011년), 태국(2012년), 멕시코(2013년), 필
리핀(2014년), 미국(2017년) 등 여러 국가로 급속히 확산되었
고(Lightner et al., 2012; Tran et al., 2013; Joshi et al., 2014; 

흰다리새우(Penaeus vannamei)에서 급성간췌장괴사병(Acute Hepato-
pancreatic Necrosis Disease)과 새우미포자충(Enterocytozoon 
hepatopenaei)의 PCR 동시 진단법 개발
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Nunan et al., 2014; Leobert et al., 2015; Dhar et al., 2019), 최
근에는 국내 새우 양식장에서도 보고된 바가 있다(Han et al., 
2020a). 세계동물보건기구(OIE)는 2016년부터 AHPND를 관
리 대상 질병으로 지정하여 관리하고 있으며, 국내에서도 법정
전염병 및 제1종 살처분 대상 질병으로 추가되었다(Aquatic 
Life Disease Control Act, 2021).

 미포자충류는 갑각류 또는 어류를 포함하는 다양한 숙주의 
세포 내에서 포자를 형성하여 기생할 수 있는 단세포 진핵생
물인 세포내 기생충이다(Texier et al., 2010). 양식새우 에서도 
미포자충인 Enterocytozoon hepatopenaei (EHP)가 보고되었
으며, 이는 새우의 간췌장을 감염시켜 소화, 흡수 기능에 영향
을 끼치기 때문에 사료 섭이 저조, 성장지연을 유발한다(Tang 
et al., 2015). 

EHP 감염새우는 면역력 감소로 인해 2차 질병감염에 취약
하게 되며(Newman, 2015), 현재까지 VpAHPND를 포함한 다
양한 새우 병원균이 EHP와 복합감염으로 보고된 바 있다
(Aranguren et al., 2017; Tang et al., 2017; Thamizhvanan et 
al., 2019; Han et al., 2020b; Jithendran et al., 2021). 2004년 
태국에서 성장지연을 보이는 홍다리얼룩새우에서 이름이 알
려지지 않은 미포자충으로 처음 보고되었고(Chayaburakul et 
al., 2004), 2009년 태국의 양식장에서 특성화 및 명명된 이후
(Tourtip et al., 2009), 베트남(2010년), 중국(2014년), 인도
(2016년), 인도네시아(2016년) 등 여러 아시아국가로 급속하게 
확산되고 있다(Ha et al., 2010; Sritunyalucksana et al., 2014; 
Rajendran et al., 2016; Tang et al., 2016). 최근에는 남미에서
도 EHP 감염이 보고되었다(Tang et al., 2017). EHP에 감염된 
새우는 특이적인 임상 증상이 관찰되지 않고 조직병리학적 또
는 PCR (polymerase chain reaction) 분석을 통해서만 진단이 
가능하기 때문에 양식장에서의 관리가 매우 어려워 경제적으로 
심각한 문제를 발생시킨다.

VpAHPND는 세균이 내뿜는 독소가 간췌장을 괴사 시키는 반면, 
EHP는 새우 간췌장 세포내에 감염하여 소화를 방해하는 등 두 
질병의 감염기작은 다르나 표적장기가 간췌장으로 동일하여 복
합감염에 대한 문제가 대두되고 있다(Han et al., 2020b). 실제
로 인도 새우양식장에서 EHP와 Vibrio의 복함감염 발병율이 
6% 이상으로 집계되었으며, 베트남과 태국의 새우 양식장에
서도 VpAHPND와 EHP의 복합감염 발생 빈도가 높은 것으로 보
고되고 있다(FAO, 2015; Babu et al., 2021). 또한, 실험실 내에
서 진행된 연구에서 EHP에 감염된 새우는 VpAHPND 감염에 대
한 감수성이 증가하는 것으로 보고되고 있다(Aranguren et al., 
2017). 국내에서도 수입된 베트남 흰다리새우에서 VpAHPND와 
EHP가 동시에 검출된 바 있다(Han et al., 2020b).
본 연구에서는 VpAHPND와 EHP를 동시에 진단할 수 있는 du-

plex PCR법을 개발하였다. 개발된 동시진단법은 새우뿐만 아
니라 해수, 분변 등의 다양한 종류의 샘플에서 적용가능성을 알
아보기 위해 수행되었다.

재료 및 방법

샘플 수집 방법

VpAHPND와 EHP를 동시에 진단할 수 있는 duplex PCR법을 
개발을 위하여, 기존 보고된 PCR 방법으로 진단된 샘플을 사
용하였다(Han et al., 2015a; Tang et al., 2015). AHPND 감염 
샘플은 양식장 수집 새우(N=4), 양식장 물(N=3), 인공감염 새
우(N=8), AHPND Vibrio parahaemolyticus (N=4), AHPND 
V. campbellii (N=1)를, EHP 감염 샘플은 베트남 수입 새우
(N=12) (Han et al., 2020b), 양식장 수집 새우(N=6), 양식장 물
(N=1), 새우 분변(N=1)을 사용하였다. AHPND 인공감염을 위
해 22 L의 수조에 1.0-1.5 g의 새우를 105 CFU (colony form-
ing unit)/mL의 농도로 감염시킨 후, 폐사 새우의 간췌장 샘플
을 수집하였다. AHPND V.  parahaemolyticus와 AHPND V. 
campbellii는 TSB+ (tryptic soy broth+2% NaCl)에서 18시간 
이상 진탕 배양(28°C, 200 rpm) 후 세균배양액(1 μL)을 PCR 분
석을 위한 template로 사용하였다. 동시감염 샘플은 VpAHPND와 
EHP에 대하여 각각 양성인 DNA 샘플을 혼합하여 사용하였다. 
수집된 샘플은 DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen, Hilden, 

Germany)를 사용하여 새우의 간췌장(30 mg), 분변(30 mg), 해
수(300 μL)에서 각각 DNA를 추출 후 PCR 분석에 사용하였
으며, 진단 분석에 사용한 샘플 항목은 Table 1에 나타내었다.

Vp
AHPND

와 EHP 동시진단 primer 제작

VpAHPND 진단 primer는 독소유전자(pirA, pirB)를 포함하
는 병원성 플라스미드(pVPA3-1) (Genbank accession no. 
KM067908)의 염기서열을 바탕으로 1-step PCR primer인 
AHPND-729F/R과 2-step PCR primer인 AHPND-377F/R을 
새롭게 제작하였다. 

EHP 진단 primer는 기존에 제작된 1-step PCR primer를 사
용하였고(Jaroenlak et al., 2016), 2-step PCR primer는 spore 
wall protein (Genbank accession no. KX258197)의 염기서열
을 바탕으로 EHP-203F/R을 새롭게 제작하였다. 
실험에 사용한 primer는 Table 2에 나타내었다. 제작된 prim-

er는 Primer 3 (Version 0.4, primer design software)를 사용하
여 설계하였으며, oligonucleotide는 Macrogen에 의뢰하여 사
용 전까지 -20°C에 보관하였다.

Duplex PCR을 통한 Vp
AHPND

와 EHP 동시진단 

본 연구에서 개발된 동시진단 primer와 VpAHPND, EHP 감
염 샘플과의 반응 여부는 duplex PCR 분석으로 확인하였다. 
1-step PCR amplification을 위하여, 수집된 양성샘플의 DNA, 
AHPND-729F/R primer, EHP-SWP1F/1R primer를 각각 1 
μL씩 PCR premix (K-2016; Bioneer, Daejeon, Korea)에 혼
합하였다. PCR 혼합물은 95°C에서 5분간 pre-denaturation 시
킨 후, 95°C에서 30초 denaturation, 58°C에서 45초 annealing, 
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Table 1. Sample list and PCR detection of the duplex PCR assay

Sample1 ID Origins
VpAHPND

2 detection EHP3 detection
1-step 2-step 1-step 2-step

VpAHPND 
Shrimp (6-8 g) 19-021B Korea + + - -
Shrimp (6-8 g) 19-022A Korea + + - -
Shrimp (16-20 g) 20-090B1 Korea - + - -
Shrimp (16-20 g) 20-090B2 Korea - + - -
Seawater 20-090A1 Korea - + - -
Seawater 20-090A2 Korea - + - -
Seawater 20-092A1 Korea - + - -
Shrimp (1.0-1.5 g) 19-023G2 Bioassay + + - -
Shrimp (1.0-1.5 g) 19-023H1 Bioassay + + - -
Shrimp (1.0-1.5 g) 19-023I2 Bioassay + + - -
Shrimp (1.0-1.5 g) 19-023M1 Bioassay + + - -
Shrimp (1.0-1.5 g) 20-078D3 Bioassay + + - -
Shrimp (1.0-1.5 g) 20-097A2-1 Bioassay + + - -
Shrimp (1.0-1.5 g) 20-097A2-2 Bioassay + + - -
Shrimp (1.0-1.5 g) 20-097B2-2 Bioassay + + - -
Bacteria4 13719VC Latin America + + - -
Bacteria5 15-250-20 Latin America + + - -
Bacteria6 CH50 Thailand + + - -
Bacteria7 13-028A3 Vietnam + + - -
Bacteria8 19-021D1 Korea + + - -

Enterocytozoon hepatopenaei (EHP)
Shrimp (6-19 g) 19-004C-1 Vietnam - - + +
Shrimp (6-19 g) 19-004E-1 Vietnam - - + +
Shrimp (6-19 g) 19-004H-1 Vietnam - - + +
Shrimp (6-19 g) 19-004J-1 Vietnam - - + +
Shrimp (6-19 g) 19-004A-2 Vietnam - - + +
Shrimp (6-19 g) 19-004F-2 Vietnam - - + +
Shrimp (6-19 g) 19-004F-3 Vietnam - - + +
Shrimp (6-19 g) 19-005f5 Vietnam - - + +
Shrimp (6-19 g) 19-005D4 Vietnam - - + +
Shrimp (6-19 g) 19-006-5 Vietnam - - + +
Shrimp (6-19 g) 19-006-13 Vietnam - - + +
Shrimp (6-19 g) 19-006-21 Vietnam - - + +
Shrimp (16-20 g) 21-079B1 Korea - - + +
Shrimp (16-22 g) 21-079B2 Korea - - + +
Shrimp (3-5 g) 21-079B3 Korea - - + +
Shrimp (3-5 g) 21-061B Korea - - + +
Shrimp (6-7 g) 21-064B3 Korea - - + +
Shrimp (3-5 g) 21-084B3 Korea - - + +
Seawater 21-044A2 Korea - - - +
Feces 19-003C Indonesia - - + +

VpAHPND+EHP
Shrimp 21-SH9 + + + +
Seawater 21-SW110 - + - +

1The species of shrimp in the samples are Penaeus vannamei. 2Vibrio parahaemolyticus causing acute hepatopancreatic necrosis disease. 
3Enterocytozoon hepatopenaei. 4Bacteria species is V. campbellii, 2016, unpublished. 5Bacteria species is V. parahaemolyticus, 2015, un-
published. 6Bacteria species is V. parahaemolyticus, 2019, unpublished. 7Bacteria species is V. parahaemolyticus, 2013 (Tran et al., 2013). 
8Bacteria species is V. parahaemolyticus, 2019 (Han et al., 2020). 9EHP positive shrimp sample (19-004H1) and VpAHPND positive shrimp 
sample (20-078D3) mixed DNA. 10EHP positive shrimp sample (21-044A2) and VpAHPND positive shrimp sample (20-090A1) mixed DNA.
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68°C에서 45초 extension 반응을 30 cycles 수행한 후 68°C에서 
5분간 final-extension시켰다.

2-step PCR amplification을 위하여 1-step PCR product, 
AHPND-377F/R primer, EHP-203F/R primer를 각각 1 μL씩 
PCR premix (K-2016; Bioneer)에 혼합하였다. PCR 혼합물은 
95°C에서 5분간 pre-denaturation시킨 후, 95°C에서 30초 dena-
turation, 64°C에서 30초 annealing, 68°C에서 20초 extension 
반응을 20 cycles 수행한 후 68°C에서 5분간 final-extension 시
켰다. 

PCR 분석 후, ethidium bromide를 함유한 1.5% gel에서 PCR 
산물을 loading하고 gel doc (DAIHAN Scientific Co. Ltd., 
Seoul, Korea)을 이용해 결과를 확인하였다.

Vp
AHPND

와 EHP 동시진단 primer의 특이도 및 민감
도 확인

VpAHPND와 EHP 동시진단 primer가 표적 질병 외 다른 병원체
에서는 반응을 일으키지 않는다는 것을 확인하기 위해 특이도
(specificity)평가를 실시하였다. 실험에는 AHPND를 유발하지 
않는 V. parahaemolyticus (N=4), V. harveyi (N=6), V. camp-
bellii (N=3)와 흰반점바이러스(white spot syndrome virus, 
WSSV)에 감염된 새우(N=7), 전염성피하및조혈괴사증(infec-
tious hypodermal and hematopoietic necrosis virus, IHHNV)
에 감염된 새우(N=2), 무병새우(Penaeus vannamei) (N=1) 샘
플을 사용하였다. 실험에 사용된 무병새우는 제주도 서귀포시
에 위치한 종묘장에서 구입 후, 흰다리새우의 대표질병 병원체
(VpAHPND, EHP, IHHNV, WSSV)를 PCR분석한 결과 음성으
로 검출된 샘플을 사용하였다. 수집된 샘플의 DNA 추출, 세균 
배양은 ‘VpAHPND와 EHP 감염 샘플 수집 방법’과 동일한 방법으

로 진행되었다.
VpAHPND와 EHP 동시진단 primer의 민감도(sensitivity)는 

VpAHPND와 EHP에 각각 감염된 새우의 DNA (19-004H1, 20-
078D3)를 10배씩 계단 희석(10-0~10-6)하여 사용하였다. 신규 
VpAHPND 진단 primer (729F/R, 377F/R), EHP (EHP-1F/1R, 
EHP-203F/R)와 기존 진단에 사용하는 VpAHPND 진단 primer 
(VpPirA-284F/R, VpPirB-392F/R), EHP (EHP-1F/1R, EHP-
2F/2R)의 감도를 비교하였다(Han et al., 2015a; Jaroenlak et 
al., 2016).

결   과

PCR분석 결과

양식장 수집 새우(N=4), 양식장 물(N=3), 인공감염 새우
(N=8), AHPND V. parahaemolyticus (N=4), AHPND V. 
campbellii (N=1)의 총 20개 VpAHPND 샘플 중, 양성률은 1-step 
PCR와 2-step PCR에서 각각 75% (N=15), 100% (N=20)였
다. 베트남 수입 새우(N=12), 양식장 수집 새우(N=6), 양식장 
물(N=1), 새우 분변(N=1)의 총 20개의 EHP 샘플 중, 양성률
은 1-step PCR와 2-step PCR에서 각각 95% (N=19), 100% 
(N=20)였다. 제작된 VpAHPND, EHP 동시감염 샘플(N=2)의 
1-step PCR와 2-step PCR에서 각각 50% (N=1), 100% (N=2)
였으며, 분석에 사용된 primer간 교차반응은 일어나지 않았다. 
PCR 분석 결과는 Table 1에 나타내었다.

특이도, 민감도 테스트

특이도 검사를 위해 사용된 AHPND를 유발하지 않는 V. 
parahaemolyticus (N=4), V. harveyi (N=6), V. campbellii 

Table 2. The new duplex PCR primer sequences and PCR condition used in this study

Diagnosis Primers Sequence (5’ to 3’) Amplicon size (bp) Reference

EHP
1-step

1F TTGCAGAGTGTTGTTAAGGGTTT
514 Jaroenlak et al. (2016)

1R CACGATGTGTCTTTGCAATTTTC

2-step
203F TGATCATCAACGCAAAACTGT

203 In this study
203R CACGATGTGTCTTTGCAATTT

VpAHPND

1-step
729F GGCTGGAAAGTGGCTAAATC

729
In this study

729R ATGCACATCAGAATCGGTGA

2-step
377F CGCCAAATGAGCCAGATATT

377
377R ATGCACATCAGAATCGGTGA

PCR condition

1-step
1 cycle 95°C, 5 min

In this study

35 cycles 95°C, 30 sec/58°C, 40 sec/68°C, 45 sec 
1 cycle 68°C 5 min

2-step
1 cycle 95°C, 5 min
35 cycles 95°C, 30 sec/64°C, 30 sec/68°C, 20 sec 
1 cycle 68°C 5 min

EHP, Enterocytozoom hepatopenaei;  VpAHPND, Vibrio parahaemolyticus associated with AHPND.
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(N=3)와 흰반점바이러스(WSSV)에 감염된 새우(N=7), 전염
성피하및조혈괴사증(IHHNV)에 감염된 새우(N=2), 무병새우
(P. vannamei) (N=1) 샘플 모두에서 교차반응은 일어나지 않았
다. 특이도 분석 결과는 Table 3에 나타내었다.

민감도 테스트에서는 기존 VpAHPND 진단 primer (Han et al., 
2015a), EHP (Jaroenlak et al., 2016)와 신규 개발된 primer의 
감도를 비교하였다. 신규 VpAHPND 진단 primer의 검출 한계는 
양성 DNA의 10-3배 희석 샘플까지 검출되었고, 기존 VpAHPND 
primer보다 10배 민감하였다. 신규 EHP primer의 검출 한계
는 양성 DNA의 10-4배 희석 샘플까지 검출되었고, 기존 EHP 
primer와 동일한 감도로 검출되었다. PCR 분석 결과는 Fig. 1
에 나타내었다.

고   찰

이번 연구에서는 표적장기가 동일한 두가지 병원체 VpAHPND

와 EHP의 동시진단을 위한 새로운 nested duplex PCR방법을 
개발했다. 실질적으로 양식장에서 두 질병에 의한 경제적, 노동
적 손실을 최소화하기 위해서는 빠르고 정확한 스크리닝을 통
해 이 두 병원체(VpAHPND, EHP)를 초기단계에서 진압하여 질
병전파를 최소화하는 것이 필요하다. 현재까지 VpAHPND 진단을 
위해 pirA 및 pirB 독소 유전자를 표적으로 하는 PCR, real-time 
PCR 등의 여러 분자생물학적 진단법이 개발되었고(Han et al., 

Fig. 1. Result of sensitivity test. DNAs of 19-004H1 positive for Enterocytozoon hepatopenaei (EHP), and 20-078D3 positive for Vibrio 
parahaemolyticus causing acute hepatopancreatic necrosis disease (VpAHPND) were used. EHP PCR assay using (A), previous EHP primer 
(148bp); (B), new EHP primer (203bp); VpAHPND PCR assay using (C), Previous VpAHPND duplex primer, targeting pirA (284bp) and pirB 
(392bp); (D), New VpAHPND primer (377bp); Lane M, 1kb-plus DNA ladder; Lane 1, negative control; Lane 2, original DNA; Lane 3, 10-1 
dilution; Lane 4, 10-2 dilution; Lane 5, 10-3 dilution; Lane 5, 10-4 dilution; Lane 6, 10-5 dilution; Lane7, 10-6 dilution. 

(B)(A)

M     1     2      3     4    5     6     7     8    M

EHP – 2F/R EHP – 203F/R

M     1     2     3     4     5      6     7     8    M

203bp

148bp

(D)(C)

M    1      2    3     4     5     6     7     8    M

VpAHPND-pirA, pirB duplex

284bp

392bp

M     1      2      3      4      5       6      7      8     M

VpAHPND-377 F/R (Nested PCR)

377bp

Table 3. PCR result of the specificity test

Type Sample
Number

EHP 
detection

VpAHPND 
detection

1-step 2-step 1-step 2-step
WSSV1 7 - - - -
IHHNV2 2 - - - -
Vibrio parahaemolyticus3 4 - - - -
V. harveyi 4 6 - - - -
V. campbellii 5 3 - - - -
SPF shrimp6 1 - - - -
1White spot syndrome virus. 2Infectious hypodermal and hema-
topoietic necrosis virus. 3non-AHPND vibrio parahaemolyticus. 
4non-AHPND vibrio harveyi, 5non-AHPND vibrio campbellii. 
6Specific pathogen free Penaeus vannamei.
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2015a, Han et al., 2015b), EHP 또한 PCR, real-time PCR, In 
situ hybridization, LAMP 등 여러 분자생물학적 진단법이 개
발되었다(Sritunyalucksana et al., 2014; Tang et al., 2015; Ja-
roenlak et al., 2016; Makesh et al., 2018). 이 두 질병을 야기하
는 병원체(VpAHPND, EHP)는 필드에서 복합감염이 빈번하게 보
고되고 있지만(Han et al., 2020b), 이를 동시에 진단할 수 있는 
PCR법은 아직 개발되지 않았다. 
이번 연구에서 개발된 nested duplex PCR법은 새우 양식장에
서 주요한 두 가지 질병인 AHPND와 EHP의 복합감염과 단일
감염을 모두 진단할 수 있고, 기존의 진단 primer보다 높은 감도
를 나타내기 때문에 초기감염 단계에서 질병을 진단할 수 있다
는 장점이 있다. 또한 VpAHPND와 EHP에만 특이적으로 반응하
기 때문에 위양성 검출에 의한 결과의 오류를 줄일 수 있다. 그
리고 양식장 새우 샘플뿐만 아니라 실험실내 인공감염 샘플에
서도 검출이 용이하며, 분리된 세균이나 환경 시료(물과 분변)
에서도 적용 가능하다. 따라서, 신속하고 정확한 질병 진단을 통
해 양식장 내에서 보다 효율적인 질병관리가 가능할 것으로 판
단된다. 추가적으로, 개발된 PCR법의 활용과 객관적인 데이터 
확보를 위해, 보다 다양한 샘플 수집 및 분석, 그리고 Pir 독소의 
정량화 등의 후속 연구가 필요하다고 생각한다.
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