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            Abstract
          
        

        
          공간형 기피제의 효율적인 평가를 위한 실내시험법(in vitro method)과 실외시험법(semi-field method)을 개발하고자 하였다. 기본적으로 모기와 인체의 접촉을 차단하여 안전성을 확보하고 실질적으로 물질의 효과를 확인할 수 있도록 하였다. 실내시험법은 기존의 시험법을 변형하고 직접적인 인체접촉을 피하여 단시간안에 물질의 활성을 평가할 수 있는 방법으로 개발하였다. 실외시험법의 경우, 공간형 기피제의 특성상 야외에서 사용이 되므로 공간적인 요인과 시간적인 요인을 고려하여 실험할 수 있도록 하였다. 특히, 인체접촉을 피하기 위하여 유인요인으로 쥐와 드라이아이스, 젖산 등을 이용하여 안전하며 효과적으로 평가할 수 있도록 개발하고자 하였다. 따라서 본 실험은 흰줄숲모기(Aedes albopictus)와 빨간집모기(Culex pipiens)를 이용하여 개발된 평가방법의 이용가능성을 탐색하고자 하였다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          This study was to develop an indoor method and a semi-field method for the efficient evaluation of spatial repellents. The test methods were designed to secure safety by protecting contact between mosquitoes and the human body and to confirm the effect of repellents. The indoor test method was modified from prior test method to avoid direct human contact and to should evaluate the activity of repellent in a short time. The semi-field test method is a characteristic of spatial repellents used outdoors, so that the experiment could be carried out in consideration of spatial and temporal factors. In particular, we tried to develop a safe and effective way to evaluate repellency using mouse, dry ice and lactic acid instead of human as attractants. Therefore, this experiment researched the applicability of the evaluation method developed using Aedes albopictus and Culex pipiens.
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      서 론
      모기는 인간에게 다양한 질병을 전파하는 가장 중요한 매개체 중 하나로 전세계적으로 널리 분포하고 있다(Gubler, 2002; McGraw and O’Neill, 2013). 이들을 방제하기위한 가장 기본적인 방제전략은 살충제를 이용하여 모기의 밀도를 감소시키는 것이나 야외활동을 위해서는 모기의 접근을 차단하여 모기의 흡혈을 막는 기피제의 사용을 권고하기도 한다(Goodyer et al., 2010; Durncz and Cooscmans, 2013; Debboun and Strickman, 2013). DEET (N,N-diethyl-m-toluamide)가 가장 일반적으로 사용되는 기피제품의 성분이며, IR3535, picaridin, citronella oil 등이 사용되고 있다(Moore and Debbounm, 2007; Van Roey et al., 2014).

      기피제품 중에서도 피부에 직접처리하는 것과 공간형 기피제가 사용되고 있다(EPA, 2022). 공간형 기피제의 효과는 실내시험법과 실외시험법 등을 이용하여 숙주에 대한 유인억제효과 즉 기피효과의 평가가 이루어진다(WHO, 2013). 실내실험법은 짧은시간 내에 화합물의 효과를 검정할 수 있다는 장점이 있으나 야외 환경조건과 공간에 대한 요소가 부족한 것이 단점이 될 수 있다. 그러나, 실내시험법 중 실린더를 이용한 high-throughput screening system (HITSS)은 10분정도 처리시간으로 기피평가를 수행하였고, Y-tube olfactometer를 이용한 기피실험은 화합물을 30초처리 후 기피활성을 평가하여 짧은 시간에 활성평가가 이루어질 수 있다는 장점이 있다(Geier, 1995; Grieco et al., 2005; WHO, 2013). 공간적인 요소를 포함한 실내실험으로는 release-in-cage bioassay와 skin test, patch test 등으로 일반적인 기피활성뿐만 아니라 모기 붙음(landing), 흡혈(blood sucking) 등을 조사할 수 있으나 이들 역시 유인원(attractant)으로 직접적인 신체의 접촉 및 유사 접촉을 통한 시험법으로 질병감염의 위험성이 있다(Schreck et al., 1977; Frances et al., 1996; Kim et al., 2004). 실외시험법 중 semi-field test는 보다 환경적 요인과 공간적 요소를 포함하여 기피활성을 측정하는 방법으로 최대한 외부 환경과 유사한 조건에서 유인원으로 인간 또는 동물을 이용하여 직접적으로 human-landing catch methods와 같은 방법으로 기피활성을 조사하는 것이다(Ferguson et al., 2008; Kitau et al., 2010; WHO, 2013). 그러나 이들 역시 유인원으로 인간 또는 동물을 이용하여 직접적인 접촉을 해야한다는 단점과 정확한 모기 수 측정이 어렵다는 단점이 있다. 따라서 공간형기피물질 및 제품의 효율적인 평가를 위해서는 공간적인 요소와 시간적인 요인, 환경적 요인, 안전성 등을 고려한 실내 및 실외시험법이 필요한 실정이다.

      본 실험은 흰줄숲모기(Aedes albopictus)와 빨간집모기(Culex pipiens)를 이용하여 안전하고 효과적인 공간형 기피제품의 기피효과평가법을 개발하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        모기
        흰줄숲모기와 빨간집모기는 충북대학교 곤충생태독성학 실험실에서 8년간 어떤 살충제의 처리없이 계대사육하였다. 사육용기벽에 필터페이퍼를 붙여 고정하여 알을 받았고, 유충은 치어사료를 먹이로 공급하였다. 성충은 사육상(30 × 30 × 30 cm)에서 5%의 설탕물과 흡혈을 위해 쥐를 공급해 주었다. 실험에 사용된 모기는 우화한 후 1-2주된 암컷 모기만을 선별하여 12시간동안 설탕물을 제거한 후 실험을 진행하였다. 모기의 사육과 실험은 온도 28 ± 1oC, 광주기 12L: 12D, 습도 70 ± 10%의 조건에서 수행되었다.

      

      
        화합물과 유인원
        기피물질로서 DEET (97%)는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)에서 구매하였고, 시트로넬라오일(citronella oil)은 French Korean Aromatics Co. (㈜한불화농)에서 구입하였다. IR3535 (ethyl butylacetylaminopropionate, 95%)는 Combi-Blocks Inc. (San Diego, USA)에서 구입하였다.

        유인원으로 쥐(mouse, Rattus norvegicus)와 드라이아이스(dry ice), 젖산(lactic acid, Sigma-Aldrich)을 구입하여 사용하였다.

      

      
        공간형 기피제 평가법
        
          실내시험법
          실내시험법은 기존의 피부 및 패치실험(skin and patch test) 방법을 참고하여 시험법을 수정하였다(Kim et al., 2004). 간략히 설명하면, 아크릴케이지(60 × 25 × 25 cm)를 이용하여 손을 유인원으로 사용하였으나 케이지의 양쪽 끝부분(10 × 25 × 25 cm)을 망(mesh)으로 막아 모기의 직접적인 접촉을 피하였다. 효율적인 기피효과 검정법 개발을 위하여 선 실험 후 공기의 원활한 순환을 돕고 피실험자의 날숨에 영향을 받지 않는 면을 망처리하여 시험법을 개선하고자 하였다(Fig. 1).

          
            
            

            Fig. 1. 
				
            

            
              Indoor repellent test method schematic diagram. A: before, non-mesh cage; B: after, meshed cage.
            
            

            

          

          우화한지 1-2주된 암컷모기 60마리를 선별하여 아크릴케이지에 넣고, 시험전 양쪽 끝부분에 손을 넣고 3분동안 유인율이 10%가 넘으면 실험을 진행하였다. 한쪽 손은 각 시료를 에탄올에 농도별로 희석 후 500 μl 처리한 55 mm의 필터페이퍼를 처리구로 하였고 대조구로는 필터페이퍼에 에탄올만을 처리하였다. 기피율은 실험 15분 후 양쪽 끝 3 cm안에 있는 모기의 개체수를 조사하였다. 기피율은 Schreck et al. (1977)의 계산법을 참고하였다.

          
기피율(%) = {(대조구 모기수 – 처리구 모기수) / 대조구 모기수} × 100.

        

        
          실외시험법(semi-field test)
          기존실험법인 human-baited double net trap 방법을 수정하여 유인원으로 사람을 사용하지 않고 모기와의 직접적인 접촉에 영향을 받지 않는 유인원을 사용하였다(Tangena et al., 2015).

          본 실험에 사용된 실외시험법(semi-field test)의 기본적인 구성은 모기망(2 × 2 × 2 m)과 모기의 포집을 확인할 수 있도록 아크릴케이지(30 × 25 × 25 cm) 2개로 구성되어있으며, 벽면에 팬(풍속 2 m/s)을 설치하여 유인원이 퍼져나갈 수 있도록 하였다. 다른 한쪽은 모기가 유인되는 트랩으로 깔대기형태의 입구로 지름을 최종적으로 5 cm로 조정하여 실험에 사용하였다(Fig. 2)

          
            
            

            Fig. 2. 
				
            

            
              Semi-field spatial repellent test method schematic diagram.
            
            

            

          

          실험조건은 모기망에 암컷 모기 200마리 이상을 처리하고, 실험 전 2시간동안 유인율이 20 - 30% 이상으로 나타나면 실험을 진행하였다. 두개의 아크릴케이지 중 하나는 유인원만을 처리하여 대조구로 하였고 다른 하나는 유인원과 기피제를 함께 처리한 처리구로하여 기피율을 비교하였다. 유인요소는 기존의 연구를 참고하여 젖산과 쥐, 드라이아이스를 단독 또는 혼합처리하여 가장 효과적인 유인원을 찾고자 하였다(Geier et al., 1999). 처리구에는 원제의 경우 에탄올에 희석하여 총 1 ml을 필터페이퍼(90 mm, Hyundai micro)에 처리하였고, 제품의 경우 제품을 직접 사용하였다. 기피율은 시료 처리 30분과 60분, 120분, 240분, 360분 후에 케이지에 유인된 모기의 개체수를 측정하여 계산했다.

        

      

      
        자료분석
        실내시험법의 수정 전과 후의 시간별 기피활성과 모기 유인입구 크기에 따른 유인원의 유인활성을 Tukey’s studentized range test를 이용하여 비교 분석하였다(SAS Institute, 2010).

      

    

    

  
    
      결 과
      
        실내시험법을 이용한 기피활성
        공간형 기피제의 실내시험법에 대한 수정 전과 후의 기피율을 조사하였다(Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Repellency of Ae. albopictus between before and after modification of in vitro method. A and B: before, non-mesh cage; A-1 and B-1: after, meshed cage.
          
          

          

        

        수정 전 실내시험법을 이용한 DEET의 기피활성반응은 고농도인 50 mg을 처리시 가장 높은 기피활성을 보였으나 그 외 농도에서는 농도와 시간에 따른 차이가 일관되게 나타나지 않았다(Fig. 3(A)). 그러나 수정된 시험법을 이용한 실험에서는 더 낮은 농도에서도 기피반응이 확인되었고, 30 mg이상부터는 처리 시간에 따른 기피활성이 일정하게 유지되는 것으로 나타났다(Fig. 3(A)-1).

        시트로넬라오일의 경우에서는 수정 전 시험법에서는 처리 농도와 시간에 따른 기피율의 반응이 일관되지 않았으나 수정 후에는 낮은 농도에서도 정비례의 기피활성을 보였고 시간에 따라서도 큰 차이를 보이지 않는 안정된 반응을 나타냈다(Fig. 3(B), B-1).

        개선된 실내시험법을 이용하여 15분동안 DEET와 시트로넬라오일, IR3535의 농도별 기피율을 확인한 결과 2종의 기피제에서 모두 농도가 증가함에 따라 기피율도 증가하였다(Fig. 4). 흰줄숲모기에 대한 3종 기피물질의 기피활성은 유사하게 관찰되었으나, 빨간집모기는 처리 약량에 따른 기피성분의 활성차이를 보였다. 시트로넬라오일은 10 mg 처리에서 78.6%의 기피활성을 보였고 15 mg 처리에서도 90% 이상의 기피율을 보였으나 DEET와 IR3535는 100 mg 처리에서 80% 이상의 기피율이 관찰되었다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Repellency of Ae. albopictus and Cx. pipiens using in vitro method for 15 min. A: Ae. albopictus; B: Cx. pipiens.
          
          

          

        

      

      
        실외시험법에서의 유인효과실험
        공간형 기피활성을 평가하기위한 실외시험법의 다양한 유인원(lactic acid, mouse, dry ice, 혼합 유인원)을 이용하여 흰줄숲모기에 대한 기피활성을 조사하였다(Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Attraction effects of various attractants according to entrance hole size of device in semi-field experiments against Ae. albopictus
          
          

        

        
          
            
              	Entrance hole
              	HATa)
              	Attraction rate (%, mean ± SE)
            

            
              	Lactic acid (200 μl)
              	Lactic acid (500 μl)
              	Mouse
              	Dry ice
              	Lactic acid (500 μl) + Mouse + Dry ice
            

          
          
            	2 cm
            	1
            	0.0 ± 0.0b
            	0.3 ± 0.2b
            	1.7 ± 0.5ab
            	0.3 ± 0.0b
            	3.3 ± 0.7a
          

          
            	2
            	0.3 ± 0.2c
            	0.3 ± 0.2c
            	4.3 ± 0.6b
            	0.7 ± 0.2bc
            	9.0 ± 1.7a
          

          
            	3
            	0.7 ± 0.0c
            	0.3 ± 0.2c
            	9.0 ± 1.4b
            	2.3 ± 0.5c
            	15.7 ± 1.2a
          

          
            	6
            	0.7 ± 0.0d
            	0.3 ± 0.0d
            	19.7 ± 0.8b
            	10.3 ± 1.4c
            	35.0 ± 2.7a
          

          
            	5 cm
            	1
            	0.0 ± 0.0b
            	1.0 ± 0.2b
            	10.7 ± 0.7a
            	0.0 ± 0.0b
            	13.3 ± 1.1a
          

          
            	2
            	0.3 ± 0.2c
            	3.7 ± 0.7c
            	16.7 ± 1.1b
            	0.7 ± 0.2c
            	31.7 ± 1.5a
          

        

        
          
            a) Hour after treatment
          

        

        

        흰줄숲모기의 유인율이 30%이상 조사된 유인원은 lactic acid (500 μl) + mouse + dry ice를 혼합한 처리구에서 6시간 후 35.0%로 나타났다. 유인활성의 효율을 높이고 시간을 단축하기위하여 유인장치의 모기 유입구의 크기를 2 cm에서 5 cm로 변경 후 흰줄숲모기의 유인율을 확인한 결과, 단일의 유인원을 처리한 처리구는 유인효과의 변화가 없었으나 혼합 유인원(lactic acid (500 μl) + mouse + dry ice)에서 2시간 후에 31.7%의 유인효과가 나타났다.

      

      
        실외시험법을 이용한 기피활성
        실외시험법을 이용하여 DEET와 시트로넬라오일, IR3535의 농도와 시간에 따른 2종의 모기에 대한 기피 잔효성을 평가하였다(Fig. 5).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Residual repellency of Ae. albopictus and Cx. pipiens using semi-field method. A, B, C: Ae. albopictus; D, E, F: Cx. pipiens.
          
          

          

        

        흰줄숲모기와 빨간집모기에 대한 3종의 기피물질들의 기피활성은 농도에 따라 증가하였고 처리 시간에 따라 기피활성이 감소하였다.

        흰줄숲모기의 경우 DEET는 400 mg 처리시 240분까지 98.3%의 높은 기피율을 보였으나 처리 360분후에는 87.9%로 감소하였다. 120분을 기준으로 DEET와 IR3535는 200 mg 처리시에 90% 이상의 기피율이 나타났으나 시트로넬라 오일처리구에서는 87.7%의 기피율을 보였다. 그러나 처리 360분 후에는 31.8%로 IR3535 (78.4%)에 비해 급격한 기피효과 감소를 보였다.

        빨간집모기에서는 시트로넬라오일과 IR3535를 100 mg 처리 후 60분까지 100%의 기피율을 보였으나 DEET에서는 95.8%의 기피율을 보였다. 각 기피물질 처리 120분 후에 90% 이상의 기피율은 300 mg DEET (98.9%)와 200 mg IR3535 (91.6%)이었고, 시트로넬라오일은 300 mg 처리에서도 83.49%의 기피율을 보였다. DEET와 IR3535는 360분 후에 200 mg처리에서 각각 65.3%와 61.5%의 기피율을 보였으나 시트로넬라오일은 39.6%로 매우 낮은 기피율이 나타났다. 특히 시트로넬라오일은 300 mg 이하의 처리구부터 시간에 따라서 기피율이 급격히 감소하였다.

      

    

    

  
    
      고 찰
      본 연구는 기존의 공간형 기피제에 대한 평가법을 개선하여 안전하고 효율적인 시험법을 개발하고자 하였다. 기존에 실내기피시험법으로 이용된 실린더를 사용한 시험법이나 Y-tube olfactometer, skin test와 같은 방법은 인체의 직접적인 접촉으로 인한 피실험자의 안전성에 대한 문제점 뿐만 아니라 공간형 기피제의 평가를 위해 필수적인 모기 활동공간의 제약이 있어 공간형 기피제의 효능평가에는 적절치 않았다(Schreck and McGovern, 1989; Thavara et al., 2001; Lee et al., 2004; Kim et al., 2004; Rodriguez et al., 2015). 따라서 실내시험법은 공간형 기피제의 신속한 효과 평가를 위한 시험법으로 개선하고자 하였다. 본 연구에서는 개선된 실내시험법을 통하여 기피물질들의 흰줄숲모기와 빨간집모기에 대한 기피활성이 처리시간과 처리량에 따라서 기피활성의 차이를 확인할 수 있었다. 기존 실내시험법과 유사하나 15분이라는 짧은 시간을 기준으로 적용한 것은 공간형 기피제의 평가를 위한 실내시험법의 한계 즉, 공간적 요인과 시간적인 요인을 고려한 평가에 적합하지 않기 때문으로 짧은 시간 동안, 한정된 공간에서 모기의 반응을 신속하게 평가하여 물질의 기피활성 탐색을 위한 선실험법으로 효율적인 것으로 생각된다. 또한 시험법과 환경조건에 따라 모기 종류별로 기피반응의 차이를 보이기도 하는데, Y-tube를 이용한 실험에서는 이집트숲모기와 흰줄숲모기의 제품에 따른 기피반응의 차이가 나타났으며, 숲모기속과 집모기속의 CPT (complete protection time) 비교실험에서도 평균적으로 집모기속의 모기에서 더 긴시간 동안 기피효과가 유지되는 것으로 나타났다(Amer and Mehlhorn, 2006; Lupi et al., 2013; Rodriguez et al., 2015). 본 실험에서도 실내 기피활성실험에서 물질에 따른 빨간집모기의 기피반응이 흰줄숲모기보다 확연한 차이가 관찰되었다. 이는 실내시험법은 짧은 시간안에 기피물질의 활성평가를 위한 것으로 실내환경에서 더 잘 반응하는 빨간집모기를 이용하는 것이 기피물질평가에 흰줄숲모기보다 더 효율적이라 생각된다.

      공간형 기피제의 효능 평가를 위해서 실내시험법의 한계를 보완할 수 있는 실외시험법(semi-field test)을 개발하였다. 기존의 실외시험법은 human-landing catch methods나 taxis box 등 다양하게 연구되었으나, 인축을 이용한 시험법으로 안전성문제와 실외실험의 특성상 대규모의 실험공간을 필요로 한다는 단점이 있다(WHO, 2013; Lorenz et al., 2013). 안전성을 확보할 수 있는 유인원으로 대체하기위하여 기존에 연구된 유인원인 젖산과 드라이아이스, 쥐 등을 이용하여 유인율이 약 30% 정도를 기준으로 실험을 진행하였다(Acree et al., 1968; Shirai et al., 2001; Steib et al., 2001; van Loon et al., 2015; McPhatter and Gerry, 2017). 유인율 30%는 기존 시험법을 이용한 실험결과에서 직접적인 인체의 유인으로도 약 30%의 유인율을 보였다는 결과를 참고하였다(Kang et al., 2005). 젖산은 많은 연구결과에서 모기에 대하여 유인효과가 관찰된 유인물질로 숲모기속과 집모기속(Aedes aegypti, Culex nigripalpus, Culex quinquefasciatus, Culex tarsalis)등에서 보고되었다(Acree et al., 1968; Shirai et al., 2001; Steib et al., 2001). 또한 CO2 (carbon dioxide)는 모기의 기주탐색활동에 영향을 준다는 연구결과를 토대로 트랩에도 널리 이용되고 있는 유인원 중에 하나이다(Gillies, 1980; Reisen et al., 2000; van Loon et al., 2015; McPhatter and Gerry, 2017). 실외시험법(semi-field test)에 이용될 유인원 개발을 위해 이들을 이용한 3종 유인원의 혼합이 가장 유인효과가 높은 것을 확인하여 이용하였고, 효과적인 기피활성 결과조사를 위해서 모기 유입구의 크기 변경으로 유인효과의 시간을 단축시켰다. 개선된 실외시험법을 이용한 기피물질의 효과평가에서도 모기의 종류와 기피물질, 물질 처리시간에 따라서 기피율의 차이를 보였다. 이집트숲모기를 이용한 실험에서도 DEET보다 시트로넬라오일의 기피효과시간이 감소하는 것으로 나타났다(Kim et al., 2004). 본 실험에서도 실외시험법을 이용한 기피활성평가결과는 실내시험법을 이용한 결과와 유사하게 흰줄숲모기보다 빨간집모기에서 시간과 약량에 따른 기피율의 차이가 더 크게 나타났고, 특히 citronella oil에서 기피반응의 차이가 크게 나타났다. 그러나 실외시험법을 이용한 실험의 기피율은 흰줄숲모기에서 더 오래 지속되는 것을 알 수 있었다. IR3535와 DEET를 비교한 실내시험에서는 Cx. tritaeniorhynchus (14.8과 14.5 h), Cx. quinquefasciatus (13.7과 12.7 h), Ae. aegypti (9.8과 9.7 h)순으로 기피지속시간을 보이며 두 기피물질의 효과는 큰 차이를 보이지 않았으나, Anopheles dirus에서는 DEET (5.8 h)보다 IR3535 (3.8 h)에서 기피효과시간이 감소하는 것으로 조사되었으나, 실외실험에서는 2종의 기피물질에 대하여 다양한 모기종(Cx. gelidus, Cx. tritaeniorhynchus, Cx. quinquefasciatus, Mansonia dives, Ma. uniformis, Ma. annulata, Ma. annuliftra, Anopheles minimus, An. maculatus)에서 물질간의 유사한 기피활성을 보였다(Thavara et al., 2001). 본 실험에서도 시험법에 따라 모기종과 기피물질간의 활성 차이를 보임에 따라 공간형 기피제의 효과평가를 위해서는 실내시험법보다는 공간적인 요인이 포함된 실외시험법을 이용하는 것이 적합할 것이라 생각된다.

      공간형 기피제의 평가를 위해서는 시험공간의 크기, 시험시간, 시험 모기종, 모기의 유인원 등 다양한 조건을 충족해야만 효율적인 공간형 기피제의 평가가 이루어질 수 있기에 본 연구결과가 도움이 될 수 있기를 기대한다.
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