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NorovirusDetectionandInactivationinBivalve

MolluscanShellfish

Hee-JungLee

DepartmentofFoodScienceandTechnology,GraduateSchool,

PukyongNationalUniversity

Abstract

Whilethefecalcoliform isuniversallyacceptedasthecriterionfor

thebacteriologicalwaterquality of shellfish harvesting waters,the

scientific consensus is that these indicators do not reflect the

occurrenceofnorovirus in themarineenvironment.Because ofthe

absenceofeffectiveindicatorsystems,scientistshaveattempted the

directdetectionofvirusesfrom shellfishandtheirharvestingwaters.

Thesevirusconcentrationanddetectionstepsarelimitedbytheneed

forlargesamplesizestodetectthelow viruslevels.Therefore,itis

necessarytoinvestigatetheefficientmethodfortheconcentrationof

humannorovirusesandstandardizethedetectionofhumannorovirusin

bivalveshellfish.

When shellfish was contaminated with virus,there are limited

post-harvestoptionsforinactivating infectiousviruswithin shellfish

whileretainingtheraw characteristicsandhighmarketvalueofthe
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product.Therefore,in this study,the concentration and detection

methodwasevaluatedformonitoringhumannorovirusinshellfishand

thecontaminationstatusinshellfishandseawaterintheKoreancoastal

area was investigated. And also the effect of high pressure,

photocatalystUVirradiationandelectrolyzedseawateroninactivationof

norovirus using feline calicivirus as surrogate of norovirus was

evaluated.Theresultsofthisstudywereasfollowed.

Oneoftheconcentrationmethods,includingviralelutionbyglycine

and threonine buffer, concentration by Vertrel XF, primary and

secondary PEG precipitation, were more efficient than other

concentration methods.ViralRNA wasmoreefficiently extractedby

ViralRNA MiniKitthanTrizolextraction.Inaddition,aclearbands

were shown in a gelwhen QiaShredderHomogenization step was

added.In genogroup1,G1F1M/G1-F2/G1R1M primersetweremore

sensitive and specific than otherprimersets forthe detection of

genogroup 1 in PCR amplification. In genogroup 2,

G2F1M/G2-F3/G2R1M andNV2oF2/NV2oR/G2-F3/G2SKR primersets

were more sensitive and specific than other primer sets in PCR

amplification.

From February to November 2007,140 shellfish samples were

collected and were monitored for the noroviralcontamination by

RT-nested PCR.Norovirus-positive samples were detected in the

samplescollected during wholesurvey period.Overalldetection rate

was22.1% and71% ofdetectednoroviruswasclassifiedintogenogroup

2 (II).By sequence analysis,the norovirus-positive samples,which
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weregroupedwithgenotype4ofnorovirusgenogroup2(GII/4),were

closelyrelatedto strainsrecognizedasaworldwideepidemicoutbreak.

Thecontaminationrangeofnorovirusinshellfishgrowingareafrom

pollution sources was investigated in Cheonsuman and high level

noroviruswasdetectedatthestationclosedtopointpollutionsources

andnon-pointpollutionwasalsoobserved.

Norovirus surrogate (feline calicivirus,FCV) was inactivated by

treatmentat50,000psifor60secby6.8log․TCID50․mL
-1
.Tissueof

oyster(digestivegland,gillandmantle)wasqualitativelydestroyedand

distorted by treatment over 5,000 psifor 60 sec.High pressure

treatment induced progressive changes in proximalcomposition of

oysterandcolorofoysteradductormuscle.Highpressuretreatment

effectively reduced norovirus surrogate but induced conformational

changesintissueandcolorofoysterflesh.Electrolyzedseawaterand

photocatalystUV also effectively inactivated FCV.FCV wastotally

inactivatedafter10minutesexposuretoelectrolyzedseawaterand3

minutesirradiationofphotocatalystUV.
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서 론

위장염 발생 원인은 다양한 종류의 세균,기생충 및 바이러스 감염에

의한 것으로 추정되어 왔으나 40～50%는 그 원인이 밝혀지지 않았다.

그러나 최근 분자생물학적 기법을 이용한 장관계 바이러스 검출법의

발달로 원인 불명의 많은 사례들이 바이러스에 의한 것으로 밝혀지고

있다(Amaretal.,2007;Parasharetal.,2004).

특히 human calicivirus의 일종인 norovirus(이하 노로바이러스) 속

바이러스가 전 세계적으로 설사성 위장염을 유발하는 가장 큰 원인인

것으로 드러나고 있다.

노로바이러스는 1972년 Kapikan에 의해 처음 그 존재가 확인되었다.

그는 1968년 미국의 노워크 초등학교에서 발생한 집단 위장염 환자의

검체에서 면역 전자현미경 검사를 통해 이 바이러스를 발견하였으며 그

지명을 따라 Norwalk-like virus(이하 노워크 바이러스)라고

명명하였다(AlderandZickl,1969).

그 후 1990년대에 들어 노워크 바이러스 게놈의 클로닝에 성공하면서

바이러스학적 특징과 역학적 특징이 밝혀져 분자생물학 기법을 이용한

검출법이 개발되었고 노로바이러스에 의한 감염증의 심각성이 알려지게

되었다(Xietal.,1990).노로바이러스를 인공 배양하는 방법이 아직

개발되지 못하여 혈청학적 방법을 이용한 직접적인 분류는 불가능하지만

역전사 중합효소반응(이하 RT-PCR)을 통한 게놈 염기서열 분석을 통해

다양한 유전형과 항원형이 존재함이 밝혀지고 있다(Zeng etal.,2006).

이를 바탕으로 최근 노로바이러스에 대한 새로운 분류가 실시되어 29개의

유전적 집단(genetic cluster)을 포함한 5개의 유전형(genogroup)으로

대별되었다(Zeng etal.,2006).이 중 인체질병에 관여하는 대부분의

노로바이러스는 유전형 I과 II에 속한다.
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노로바이러스의 전파는 일반적으로 분변-경구 확산(fecal-oralspread)을

통해 일어난다.즉,노로바이러스 전파의 주된 경로는 주변 매개물을 통한

사람 대 사람이다.환자의 구토물이나 분변에 오염된 물체에 접촉한 손을

통해 감염되며,연무질(aerosol)의 확산을 통해 병원이나 학교 등 폐쇄된

공간에서 신속하게 전파된다(Widdowsonetal.,2005).

노로바이러스는 전파력이 매우 높아 학교,양로원,캠프,순항선,요양원,

군대, 지역사회에서 발생하는 비세균성 위장염의 주요 원인체로

소수로부터 수백 명에 이르기까지 다양한 규모의 집단발생을 일으킨다.

2005년 국내에서 발생한 집단 식중독 조사 자료에 의하면 2005년 한 해

동안 발생한 109건 (환자수 5711명)중 노로바이러스로 인한 식중독의

경우 6건으로 전체 6%정도에 불과하지만 환자수의 경우 719명으로 13%를

차지하는 것으로 확인되어 다른 감염성 식중독에 비해 대규모 환자 발생을

보였다.2003년 3월 서울,경기지역에서 약 1200명의 환자 발생하였고

2006년에도 서울,인천,경기지역에서 집단급식과 관련하여 약 2000명의

환자가 발생하였다.미국의 경우 음식물에 의한 위장염 환자가 매년

7천6백만 명이 발생하고 이중 325,000명이 입원하고,5,000명이 사망하는

것으로 알려져 있으며,노로바이러스와 식중독 세균이 주요 원인 병원체인

것으로 평가되고 있다(질병관리본부,2007).

환자로부터 외계로 배설된 노로바이러스는 지표수와 지하수 오염을 통해

최종적으로 연안해역에 배출된다.연안에 유입된 노로바이러스는 주변의

물과 함께 조류(algae)와 같은 입자를 흡입한 후 여과를 통해 섭식하는

이매패류에 농축된다(Lees,2000).현재 상업적으로 유통되는 대부분의

이매패류는 해안선과 인접한 기수나 갯벌 또는 간석지에서 수확되는데

이러한 지역은 영양 수준이 높고 물이 정체되기 쉬운 특성을 가지고

있으며 인분에 오염될 가능성이 높다.
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오수오염에 의한 이매패류의 오염과 그 이매패류의 섭취로 인하여

19세기 말에서 20세기 초 유럽과 미국 등에서 장티푸스가 대량 발생하여

이매패류에 대한 국가차원의 위생관리가 시작되었다(Allen,1899).근년에

와서는 이매패류에 의한 장관계 바이러스의 감염이 가장 일반적인

병인요소가 되었다.이매패류에 의해 전파되는 장관계 바이러스로는

노로바이러스 외에도 calicivirus, astrovirus, rotavirus, adenovirus,

enterovirus등이 있다(Lees,2000).

현재 패류에 대해 바이러스 오염을 예방하고 제어하기 위한

가이드라인은 세계적으로 분변계 대장균 농도에 의존하고 있다.그러나

여러 연구를 통해 이러한 세균들은 바이러스의 존재여부와 유의적인

상관관계가 없는 것으로 보고되고 있기 때문에 (Waitetal.,1983;Le

Guyaderetal.,2000)효과적인 질병예방을 위해선 패류에 대한 병원성

바이러스 오염 여부를 직접 모니터링하는 것이 필요하다.전술한 바와

같이 현재까지 노로바이러스를 인공 배양하는 방법이 개발되지 못하여

노로바이러스 검출은 분자생물학적 방법인 RT-PCR 기법을 응용하고

있다.그러나 RT-PCR에 근거한 패류 중 노로바이러스 검출법은 그

절차가 복잡하고 세계적으로 표준화되어 있지 못하기 때문에 그 적용에

한계를 가지고 있다(Lees,2000).

그래서 이매패류에서 노로바이러스 검출기법 정립과 표준화를 위해 최근

국내외 연구기관에서 수행해 온 굴 등에서의 노로바이러스 분석 방법을

비교하였으며,정립된 이매패류 중 노로바이러스 검출법을 현장시료에

적용하여 우리나라 연안에 위치한 패류생산해역에서 노로바이러스의

존재유무를 파악하고 패류생산해역에서 노로바이러스 오염범위를 조사하여

식품위생안전의 확보를 위한 자료를 확보하고자 하였다.그리고 장관계

바이러스에 오염된 이매패류의 안전화 식용화 방안을 확보하기 위해
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노로바이러스 대체바이러스인 FCV (felinecalicivirus)를 이용하여 패류 및

해수 중 노로바이러스 불활성화 조건을 구명하고자 하였다.
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재료 및 방법

1.시료 및 재료

1.1.패류

시판 패류의 경우에는 수산시장에서 경남 통영산 참굴(Crassostrea

gigas)을 구입하여 각고 8㎝,각장 5㎝,각폭 3㎝ 이상의 개체만을

선별하여 사용하였다.

채취 패류는 동,서,남해안에 소재하는 패류양식장을 대상으로 동해

4개소,서해 6개소 및 남해 5개소 등 총 15개소에서 직접 채취 하였다.

대상패류로는 굴,바지락,홍합,피조개,키조개,전복,가리비 등 총

7종으로 시료채취 지역 및 패류종류는 Table 1에 제시하였다.

오염실태조사 기간 및 빈도는 2007년 2월부터 11월까지 매월 1회씩 모두

10회 채취하였다(Fig.1).채취된 시료는 아이스박스에 넣어 10℃ 이하로

유지하면서 연구실로 옮겨진 후 전 처리하기 전까지 -70℃에 보관하였다.

1.2.해수

충남 천수만 해역에서 2007년 2,3,4,7,8,10월에 10군데 장소에서

실시하였다 (Fig.2).각 지점별로 시료는 수심 2～3m와 수심 7～8m에서

각각 채취하였다.시료 채취 장소는 천수만 일대의 조류도를 바탕으로

결정하였다.

1,2,4,6번 시료 채취 장소는 방조제가 설치되어 있는 곳과 가까운

위치이며 인간의 분뇨에 오염될 가능성이 높은 하천의 육수가 방출되어

노로바이러스 오염이 일어날 가능성이 큰 지역이다.7번 장소는 근처에

위락 시설이나 섬 등의 생활 지역이 분포하는 장소로서 역시 오염될

가능성이 큰 지역이며 9번 장소는 대천항 근처 장소이다.
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Table1.Samplingstationsandspeciesofshellfish

St. City/Province Localarea Shellfishspecies

W1 Incheon YeongheungNae-ri
Oyster
(Crassostreagigas)

W2 Chungcheongnam-do DangjinHanjinpo Short-neckedclam
(Tapesphilippinarum)

W3 Chungcheongnam-do TaeanNam-myeon
Short-neckedclam
(Tapesphilippinarum)

W4 Chungcheongnam-do SeocheonCheonsuman
Mussel
(Mytuliscoruscus)

W5 Chungcheongnam-do SeocheonBeeinman
Oyster
(Crassostreagigas)

W6 Jeollabuk-do BuanGomsoman
Surfclam
(Mactraveneriformis)

E1 Gangwon-do Yangyang
Scallop
(Patinopectenyessoensis)

E2 Gueongsangbuk-do UljinPyeonghae
Mussel
(Mytuliscoruscus)

E3 Gueongsangbuk-do PohangYeongil Mussel
(Mytuliscoruscus)

E4 Ulsan UlsanJinha
Oyster
(Crassostreagigas)

S1 Pusan PusanHaeundae
Oyster
(Crassostreagigas)

S2 Jeollanam-do Suncheonman
Arkshell
(Scapharcasubcrenata)

S3 Gwangju Deukryangman
Arkshell
(Scapharcasubcrenata)

S4 Jeollanam-do Wando
Abalone
(Nordotisdiscus)

S5 Jeollanam-do Jindo
Oyster
(Crassostreagigas)
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Fig.1.Samplingstationsintheshellfishgrowingareas.
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Fig.2.Samplingsiteofseawaterattheshellfishgrowingareasinthe

westerncoastofKorea.
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3,5,8,10번 채취 장소는 조류의 흐름에 따른 해수의 이동이 일어나는

장소이며 다른 시료 채취 장소에서 오염된 노로바이러스가 확산되어

오염이 일어날 수 있는 장소이다.특히 10번 채취 장소의 경우 아래쪽에

대천해수욕장이 위치하고 있다.시료 채취는 선정된 각 지점에서 2～3m

깊이(s)와 7～8m 깊이(d)에서 각각 해수 8L정도를 채취하였다.

1.3.대체 바이러스(Felinecalicivirus,FCV)

노로바이러스 surrogate는 FCV Strain F9 (ATCC VR-782)을

사용하였다.FCV 인공배양을 위한 cellline은 Crandall-Reese feline

kidney(CrFK)cell(ATCCCCL-94)을 이용하였다.

1.4.장치

압력 처리는 해진물산(주)에 설치된 215L-600 system (Avure

TechnologiesInc.,USA)을 사용하였다.

HPP는 주 압력장치(1)와 압력강화장치(2)(3),물 공급장치(4),공기

공급장치(5)로 구성되며, 주 압력장치 내부의 고압실에 초고수압이

형성된다.초고압력 물을 물 공급라인을 통하여 주 압력장치에 공급되도록

구성되어 있으며,공기 공급장치에서 발생되는 공기를 공기공급라인을

지나 주 압력장치에 연결되도록 구성된다.

압력강화장치에서 주압력장치의 작동을 위해 기름을 공급하는 라인(F)을

통하여 기름이 공급되며,압력장치는 밀폐 가능함은 물론 초고수압에 견딜

수 있도록 구성되어 있을 뿐 아니라 가공 및 살균하고자 하는 원료와

가공물을 외부에서 용이하게 넣고 빼낼 수 있도록 구성되어 있다.모든

작동과정은 프로그램 조작 컴퓨터를 이용하여 사전에 입력한 자료에

의하여 작동스크린을 통하여 자동으로 작동가능하게 구성되어있다 (Fig.3).
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전기분해 시스템은 국립 수산과학원에서 개발하여 특허등록(특허 제

0491985호,2005.05.19,무격막 전해조를 이용한 활어패류 수조의

위생처리 방법 및 장치)한 전기분해 장치를 이용하였다.

전기분해해수 장치의 일반적인 원리는 해수를 직류로 전기분해하면

해수의 구성성분인 NaCl이 분해되어 살균성분인 NaClO(차아염소

나트륨)이 발생하게 된다(Fig.4)(Kim etal.,2000).그래서 전기분해

해수는 병원미생물,바이러스 등에 대하여 직․간접적으로 광범위한 살균

효과를 나타낸다.

해수 전기분해장치에서 전극판의 크기는 1시간에 1 A 전류를 1 m
2

극판에 흘릴 경우 1.323g/Ah염소가 발생되는 점과 염분농도 32～35‰,

전기분해 효율 90%가 된다는 점(Nernst식,Denora)에 근거하여 13×14

cm의 백금 도금판에 5V,5A의 전류를 흘려 최종 발생되는 염소량을

0～25 ppm (13L/min)으로 제어할 수 있도록 하였다.

광촉매장치는 광주과학기술원(특허등록 제10-0671311호,2007.1.12)에서

제공한 광촉매 살균정화장치를 이용하였다.

광촉매를 이용한 살균방법은 광촉매의 OH 라디칼의 강력한 산화력을

이용한 살균과 자외선의 살균력이 동시에 작용하여 해수 내의 미생물을

살균하는 해수 살균장치이다.이 장치는 세균 및 각종 유기물질로 오염된

물을 광촉매 반응에 의해 살균정화 처리 시,그 오염된 물을 유입시켜

증대시켜 광촉매 코팅 담체에 고르게 분산되도록 하여 광촉매 반응성을

향상시킴으로써,효과적으로 살균정화 처리될 수 있도록 되어있으며

자외선램프들이 서로 동일한 간격으로 이격된 사각형 단면 배열구조를

갖고 있어 적은 수로도 최대의 광촉매 효율성을 얻을 수 있도록

되어있다(Fig.5).
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Fig.3.Diagramsofhighpressureprocessor215L-600system.
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Fig.4.Principleofseawaterelectrolyzation.
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Fig.5.Schematicdiagram ofphotocatalystUVsystem.
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2.실험 방법

2.1.패류 및 해수의 위생지표세균 분석

대장균군 및 분변계대장균은 Recommended Procedures for the

Examination ofSea water and Shellfish (APHA,1970)방법에 따라

시험하였다.대장균군 실험은 5개 시험관법에 의하였고,추정시험에는 Lauryl

tryptosebroth를,확정시험에는 Brilliantgreenlactosebile(2%)Broth를

사용하여 35℃±0.5℃에서 24～48시간 배양하였고,분변계대장균의 확정시험은

EC배지를 사용하여 44.5℃±0.2℃의 항온수조에서 24시간 배양하였다.

대장균군 및 분변계대장균의 수는 패류 100g당 그리고 해수 100mL의

최확수(Mostprobablenumber,MPN)로 표시하였다.배지는 모두 미국의

Difco사 제품을 사용하였다.

2.2.패류 생산해역 해수의 이화학적 수질 분석

패류가 생산되는 각 해역에 대한 수온,pH,염분 등의 이화학적요인은

YSI556 Multi-Probe System (YSI incorporated,USA)를 이용하여

현장에서 직접 측정하였다.

2.3.대조구 노로바이러스 접종단위 결정

노로바이러스 검출방법을 정립하기 위하여 접종할 노로바이러스의 단위

결정은 Kim etal.(2005)의 방법을 사용하였다.즉,nestedPCR을 통해

PCR이 되는 최소 농도를 MPN법으로 계산해 검출이 되는 최소농도를 1

MPN nested PCR detection unit (1 MNePDU)로 결정하여 실험에

사용하였다.Unit결정과 genotype 확인을 위해 실시된 nested PCR에

사용한 primer는 genogroup1의 경우 firstPCR은 G1F1M/G1R1M,nested

PCR은 G1-F2/G1R1M,genogroup2의 경우 firstPCR은 G2F1M/G2R1M,
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nestedPCR은 G2-F3/G2R1M primer를 사용하였으며 실험조건은 Kim et

al.(2005)의 방법을 따랐다.

노로바이러스 양성 시료는 10배씩으로 희석하여 PCR을 통해 양성을

보이는 최소 농도를 구하여 "Standardmethodsfortheexaminationof

waterand wastewater(APHA,1995)"에 수록된 MPN table을 통해

MPN을 계산하여 MPNPCRdetectionunit(MPDU)를 결정하였다

사용한 노로바이러스 양성 시료는 환자의 분변에서 분리된 것으로

Kageyamaetal.(2004)의 방법에 따라 분석한 결과,norovirusgenogroup

1과 2가 포함되어 있었다.Genogroup 1은 genotype6로 확인되었으며

genogroup2는 genotype6및 16으로 확인되었다.

또한 노로바이러스 오염실태 조사에서 nested PCR의 성공 여부를

판단하기 위하여 사용한 노로바이러스 양성시료는 질병관리본부에서 분양

받은 genogroup1(GI),genogroup2(GII)를 각각 사용하였다.GI,GII의

genotype은 염기서열분석 결과 각각 GI.6,GII.3이었다.

2.4.노로바이러스 접종 패류의 전처리

구입한 생굴 20개체 이상에서 중장선만을 채취하여 시험구 당 25g(±

0.1 g) 씩 분리하였다. 분리된 중장선은 사용될 때까지 -70℃에

보관하였다.

2.5.패류 중 노로바이러스의 농축법 비교

패류 중 노로바이러스 검출방법 정립을 위한 시료의 농축방법을

비교하기 위하여 굴의 중장선 25 g 당 노로바이러스 양성시료 100

MPDU를 접종하고 농축 효율을 비교하였다.농축법은 Mullendoreetal.

(2001),Duboisetal.(2006)및 APHA (1995)그리고 Leesetal.(1994)의
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방법을 선택하여 상호 비교하였다(Table2,Fig.6～8).결과의 유의성을

위해 각 시험구를 triplicate로 구성하고 전체 과정을 3회 반복하여

시험구당 9번의 반복실험을 실시하였다.

2.6.RNA 추출법 비교

패류 중 노로바이러스 검출을 위한 RNA 추출방법을 정립하기 위하여

현재 가장 널리 이용되고 있는 다음의 네 가지 핵산 추출법을 사용하여

RNA를 추출하고 그 효율성을 비교하였다.

MethodA:QiaAmp
®
ViralRNAMiniKit

MethodB:QiaShredder
TM
Homogenizer+QiaAmp

®
ViralRNAMiniKit

MethodC:Trizol
®
추출법

MethodD:QiaShredder
TM
Homogenizer+Trizol

®
추출법

QiaShredder
TM

Homogenizer (Qiagen,US)의 경우 각 25 g의 굴

중장선으로부터 농축된 1g분량의 시료를 넣고 2분 동안 14,000rpm으로

원심분리 이후 용해액(lysate)을 각 RNA추출법에 사용하였다.

QiaAmp
®
ViralRNA MiniKit(Qiagen,US)를 사용한 경우는 1g

분량의 농축시료를 멸균 증류수 등으로 560μL로 맞춘 후,kit내의 buffer

AVL 2,440 μL를 넣어 15초간 vortexing 했다. 10분 동안 상온

(15℃∼25℃)에서 배양한 후 100% 에탄올 2,440 μL를 넣고 15초간

vortexing하였다.630μL씩을 spincolumn에 넣고 8,000rpm으로 1분 동안

원심분리하고 시료를 모두 사용할 때 까지 반복하였다.Kit내의 buffer

AW1500 μL를 column에 넣고 1분 동안 8,000rpm으로 원심분리하여

세척한 후 kit내의 bufferAW2500μL를 column에 넣고 3분 동안 14,000

rpm으로 원심분리하여 2차 세척하고 잔여물을 완전히 제거하였다.
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Table2.Testedmethodstocomparenorovirusconcentrationefficiency

Keystep Reference

ProtocolC

Elution:glycinebufferandthreonine

Precipitationandconcentration:PEG

Clearing:vertrelXF

Mullendoreetal.,

2001

ProtocolF
Filtrationinsteadthe2ndPEGprecipitation

inMethodC

Duboisetal.,2006

andAPHA,1995

ProtocolU

Elution:tryptosephosphate-glycinebuffer

Precipitationandconcentration:PEGand

ultracentrifugation

Leesetal.,1994
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Add7volumesofultrapurewaterinto25gofdigestivegland

↓

Homogenizefor60secwithomnimixerbytwotimes

↓ 

AdjustpHto5.0with1NHClandstirgentlyfor5min

↓

Centrifugeat2,000xgfor 20minat4℃ 

↓ 

Removesupernatantandadd7volumesof0.05M glycine-0.14M

NaCl(pH7.5)intopelletandstirgentlyfor15min

↓

Centrifugeat5,000xgfor 20minat4℃ 

↓ 

Collectsupernatantandadd0.5M threonine-0.14M NaCl(pH7.5)

intopellet

↓ 

Vortexfor1minandcentrifugeat5,000xgfor20minat4℃ 

↓ 

Mixsupernatantandcentrifugeat5,000xgfor20minat4℃ 

↓ 

AddPEG8000-NaCl(8%,W/V)intosupernatantandstirfor2hrat4℃

↓

Centrifugeat6,700xgfor30minat4℃ 

↓ 

Resuspendpelletwith15mLPBS(pH7.5)

↓ 

Add15mLvertrelXFandvortexfor1min

↓

Centrifugeat2,000xgfor 30minat4℃ 

↓ 

AddPEG8000-NaCl(8%,W/V)intosupernatantandstirfor2hrat4℃

↓

Centrifugeat14,000xgfor15minat4℃ 

↓ 

Resuspendpelletwith2.5mLphosphatebufferedsaline(PBS)

Fig.6.ProtocolCforconcentrationofnorovirusfrom shellfish(Mullendore

etal.,2001).
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Add7volumesofultrapurewaterinto25gofdigestivegland

↓

Homogenizefor60secwithomnimixerbytwotimes

↓ 

AdjustpHto5.0with1NHClandstirgentlyfor5min

↓

Centrifugeat2,000xgfor 20minat4℃ 

↓ 

Removesupernatantandadd7volumesof0.05M glycine-0.14M

NaCl(pH7.5)intopelletandstirgentlyfor15min

↓

Centrifugeat5,000xgfor 20minat4℃ 

↓ 

Collectsupernatantandadd0.5M threonine-0.14M NaCl(pH7.5)

intopellet

↓ 

Vortexfor1minandcentrifugeat5,000xgfor20minat4℃ 

↓ 

Mixsupernatantandcentrifugeat5,000xgfor20minat4℃ 

↓ 

AddPEG8000-NaCl(8%,W/V)intosupernatantandstirfor2hrat4℃

↓

Centrifugeat6,700xgfor30minat4℃ 

↓ 

Resuspendpelletwith15mLPBS(pH7.5)

↓ 

Add15mLvertrelXFandvortexfor1min

↓

Centrifugeat2,000xgfor 30minat4℃ 

↓ 

AdjustpHofsupernatantto3.0∼3.5

↓

FilterwithSVLPandSSWP(47mm,Millipore,USA)

↓ 

Resuspend1.5mL3% beefextract-0.05M glycinebuffer

Fig.7.ProtocolFforconcentrationofnorovirusfrom shellfish(Dubois

etal.,2006andAPHA,1995).
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Dilute25gofdigestivegland1:10in10% tryptosephosphate

broth-0.05M glycinebuffer(pH9.0∼9.5)

↓

Homogenizefor60secwithomnimixer

↓

Shakehomogenate(100rpm)for5minatroom temp.

↓

Sonicatewith10-mm probefor2minatlevel6(100W)

↓

Centrifugeat3,000xgfor30minat4℃ 

↓

AdjustpHofsupernatantto7.2∼7.4

↓

AddPEG6000(8%,W/V)andstirfor2hrat4℃

↓

Centrifugeat3,000xgfor30minat4℃ 

↓ 

Resuspendpelletwith30mL0.15M NaHPO₄(pH9.0∼9.5)

↓

Resonicatewith10-mm probefor30secatlevel6(100W)

↓

Shake(100rpm)for20minatroom temp.

↓

Resonicatewith10-mm probefor30secatlevel6(100W)

↓

Centrifugeat10,000xgfor30minat4℃

↓  

Ultracentrifugesupernatantat100,000xgfor3hrat4℃)

↓ 

Resuspendpelletwith2.5mLDEPC(diethylpyrocarbonate)water

Fig.8.ProtocolUforconcentrationofnorovirusfromshellfish(Leesetal.,1994).
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Kit내의 buffer50μL를 spincolumn에 넣고 1분 동안 배양 후 1분,

8,000rpm으로 원심분리하여 용출 (elution)하였다.

Trizol
®
(Invitrogen,USA)을 사용한 경우 각 1g분량의 농축시료를

3배 분량의 Trizol
®
을 넣고 30초간 vortexing 하고 상온에 10분

배양하였다. 농축시료와 같은 분량의 chloroform을 넣고 30초간

vortexing하여 상온에서 10분간 배양한 후 4℃에서 30분간 14,000rpm으로

원심분리하였다.상청액(supernatant)을 얻고 다시 동량의 chloroform을

넣고 30초간 vortexing하고 상온에 10분 배양 후 4℃에서 30분간 14,000

rpm으로 원심분리 하였다.다시 상청액을 취한 후 동량의 isopropyl

alcohol을 넣고 30초 vortexing 후 -20℃에 10분간 방치하였다.시료를

4℃에서 30분간 14,000rpm으로 원심분리하고 상청액을 제거한 이후 ice

cold75% 에탄올 1mL을 가하고 가볍게 흔들어준 후 다시 4℃에서 5분간

10,000rpm으로 원심분리하였다.상청액을 버리고 침전물(pellet)을 완전히

마르지 않게 airdry한 이 후,diethylpyrocarbonate(Takara,Japan)로

처리한 멸균 증류수 50 μL를 가하고 60℃에서 10분 동안 배양하여

침전물이 완전히 녹도록 하였다.PCR 실험을 하기 전까지 -70℃에

보관하였다.

연안해역 노로바이러스 오염실태 조사를 위한 RNA 추출방법은

검출방법 정립과정에서 가장 적합한 방법을 선택하였으며 그 방법은

다음과 같았다.농축된 시료는 QiaShredder
TM
Homogenizer를 사용하여

2분 동안 14,000rpm으로 원심분리 이후 용해액을 각 RNA 추출법에

사용하였다.QiaAmp
®
ViralRNA MiniKit를 사용하여 농축 시료에 4배

분량의 bufferAVL을 넣어 주고 15초 vortexing했다.10분 동안 상온

(15℃～25℃)에서 배양 후 농축시료 4배 분량의 100% 에탄올을 넣고 15초

vortexing하였다.630μL씩을 spincolumn에 넣고 8,000rpm으로 1분 동안
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원심분리하고 시료를 모두 사용할 때 까지 반복하였다.BufferAW1500

μL를 column에 넣고 1분 동안 8,000rpm으로 원심분리하여 세척한 후

buffer AW2 500 μL를 column에 넣고 3분 동안 14,000 rpm으로

원심분리하여 2차 세척하고 잔여물이 남지 않도록 하였다.BufferAVE를

spincolumn에 넣고 1분 동안 배양 후 8,000rpm으로 1분간 원심분리하여

용출하여 최종 30μL가 되도록 하였다.

2.7.중합효소 연쇄반응

패류 중 노로바이러스 검출방법 정립을 위한 cDNA 합성을 위하여 각

농축법과 RNA 추출법을 통해 얻어진 시료에서 30MNePDU (추출시료 3

μL 상당),1MNePDU (추출시료 0.3μL 상당)접종 분량을 역전사하여

RT-nestedPCR에 적용하여 고 효율을 비교하였다.역전사 방법의 상세한

조건은 Table3와 같았다.

인위적으로 굴에 노로바이러스를 접종시킨 시료를 역전사하여 상호

농축법간 효율을 비교하였으며 농도가 결정된 노로바이러스 양성시료를

바탕으로 primer의 민감도 및 적합성을 비교하였다.RT-nested PCR을

위해 사용한 primer는 Table4에 제시하였다.

농축법의 비교에는 G1F1M/G1-F2/G1R1M primerset와 G2F1M/G2-F3/

G2R1M primerset를 사용하였다.Primer간의 비교 역시 10배씩 희석한

시료에서 G1F1M/G1-F2/G1R1M primer set와 G2F1M/G2-F3/G2R1M

primerset에서 검출된 농도를 기준으로 primer에 따른 민감도 및 적합성

효율을 비교하였다(1 unit,0.1 unit;역전사 방법은 접종시료 역전사와

같은 방법으로 함).FirstPCR과 nestedPCR 반응액 조성은 Table5와

Table 6에 각각 나타내었으며 firstPCR은 10 unit접종량과 1 unit

접종량을 triplicate로 하였다.
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Table3.RT-PCRconditionsandcompositionofreactionmixture

Ingredient
RNAunit

Reactioncondition
30unit 3unit

Template(RNA) 3.0μL 0.3μL 1.AddDistilledwater,dNTP,

Random primerintoRNA

extractandincubate5minat

65℃ thencooldownonice

2.Add5xfirst-strand

buffer,DTT,RNasin®

Ribonucleaseinhibitorand

incubate2minat25℃

3.AddSuperScriptTM II

ReverseTranscriptaseand

incubate10minat25℃,50

minat42℃,then15minat

70℃ forenzymeinactivation

5xfirst-strandbuffer 3.0μL 3.0μL

DTT 1.5μL 1.5μL

10xdNTP(10mM) 1.5μL 1.5μL

RNasin®Ribonuclease

inhibitor(40u/μL,

Promega)

0.5μL 0.5μL

SuperScriptTM II

ReverseTranscriptase

(200u/μL,Invitrogen)

1.0μL 1.0μL

Random Primer

(100pmole/μL,Takara)
1.0μL 1.0μL

Distilledwater
upto

15μL

upto15

μL

Total 15μL 15μL
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Table4.PrimersusedinRT-nestedPCR

Region Name sequence5'→3' Polarity Position
c

Reactioncondition

ORF1
(RNA

polymerase
region)

GI,GII

NV36
a

ATAAAAGTTGGCATGAACA Sense 4487-450594℃ 3min;94℃ 1min30sec,52℃ 1min30se
72℃ 1min30sec,35cycles;72℃ 7minNV35

a
CTTGTTGGTTTGAGGCCCATA Antisense4956-4936

NV82
b

TCATTTTGATGCAGATTA Sense 4555-4572
94℃ 3min;94℃ 1min,50℃ 1min,72℃ 1
35cycles;72℃ 7min

SM82
b
CCACTATGATGCAGATTA Sense 4555-4572

NV81
b

ACAATCTCATCATCACCATA Antisense4884-4865

Yuri52F
a
CAATCAGAGTTGGCATGAA Sense 4485-4954

94℃ 3min;94℃ 1min,45℃ 2min,60℃  4
5cycles;
94℃ 1min,50℃ 1min20sec,72℃ 1min,3
72℃ 10min

Yuri52R
a
.TGTTGGGATCAGCCCGTA Antisense4485-4954

MR3
a

CCGTCAGAGTGGGTATGAA Sense 4485-4954

MR4
a

AGTGGGTTTGAGGCCGTA Antisense4485-4954

Yuri22F
b
ATGAATGAGGATGGACCCAT Sense 4505-487794℃ 3min;94℃ 1min,55℃ 1min20sec,

72℃ 1min,35cycles;72℃ 10minYuri22R
b
CATCATCCCCGTAGAAAGAT Antisense4505-4877

GI

JV12Y
a
TCATCATCACCATAGAAIGAG Sense 4552-457294℃ 3min;94℃ 30sec,37℃ 1min,72℃ 1

35cycles;72℃ 7minJV13I
ab

ATACCACTATGATGCAGAYTA Antisense4878-4858

G1b TCNGAAATGGATGTTGG Sense 4691-4707
94℃ 3min;94℃ 30sec,37℃ 1min,72℃ 1
35cycles;72℃ 7min
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Table4.Continued

Region Name sequence5'→3' Polarity Position
c

Reactioncondition

ORF1
(RNA

polymerase
region)

GII

GLPSG2
ab
GARGGICTICCITCKGGIGTICC Sense 4715-473794℃ 3min;94℃ 30sec,55℃ 30sec,7

sec,35cycles;72℃ 7minYGDD1
ab
ACIATYTCRTCATCICCRTARAA Antisense 4869-4847

SRII-1a CGCCATCTTCATTCACAAA Antisense 5096-507894℃ 3min;94℃ 30sec,55℃ 1min,7
35cycles;72℃ 7min

SRII-2
ab
TWCTCYTTYTATGGTGATGATGA Sense 4583-4605

94℃ 3min;94℃ 30sec,50℃ 1min,7
35cycles;72℃ 7minSRII-3

b
TTWCCAAACCAACCWGCTG Antisense 4767-4785

JV13Ia ATACCACTATGATGCAGAYTA Antisense 4605-458594℃ 3min;94℃ 30sec,37℃ 1min,7
35cycles;72℃ 7min

JV12Y
ab
TCATCATCACCATAGAAIGAG Sense 4279-4299

94℃ 3min;94℃ 30sec,37℃ 1min,7
35cycles;72℃ 7minNoroII-R

b
AGCCAGTGGGCGATGGAATTC Antisense 4515-4495

ORF2
(Capsid
region)

GI

SRI-1
a

CGCCATCTTCATTCACAAA Antisense 5671-565294℃ 3min;94℃ 30sec,50℃ 1min,7
35cycles;72℃ 7min

SRI-2
ab

AAATGATGATGGCGTCTA Sense 5356-5373
94℃ 3min;94℃ 30sec,50℃ 1min,7
35cycles;72℃ 7minSRI-3

b
AAAAYRTCACCGGGKGTAT Antisense 5596-5578
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Table4.Continued

Region Name sequence5'→3' Polarity Position
c

Reactioncondition

GI

ORF2
(Capsid
region)

COG1F
a
CGYTGGATGCGNTTYCATGA Sense 5291-531094℃ 3min;94℃ 1min,50℃ 1min,72℃

35cycles; 72℃ 15minG1SKR
ab
CCAACCCARCCATTRTACA Antisense5671-5653

G1SKF
b
CTGCCCGAATTYGTAAATGA Sense 5342-5365

94℃ min;94℃ 1min,50℃ 1min,72℃

35cycles;72℃ 15min

G1FF-1a ATHGAACGYCAAATYTTCTGGAC Sense 5075-5097

95℃ 2min;94℃ 30sec,48℃ 30sec,72℃

35cycles;72℃ 5min

G1FF-2a ATHGAAAGACAAATCTACTGGAC Sense 5075-5097

G1FF-3
a
ATHGARAGRCARCTNTGGTGGAC Sense 5075-5097

G1SKR
ab
CCAACCCARCCATTRTACA Antisense5671-5653

G1FFNb GGAGATCGCAATCTCCTGCCC Sense 5313-5330
95℃ 2min;94℃ 30sec,48℃ 30sec,72℃

35cycles;72℃ 5min

G1-F1M
a
CTGCCCGAATTYGTAAATGATGAT Sense 5342-536594℃ 3min;94℃ 30sec,54℃ 30sec,72℃

35cycles;72℃ 7minG1-R1M
ab
CCAACCCARCCATTRTACATYTG Antisense5671-5649

G1-F2b ATGATGATGGCGTCTAAGGACGC Sense 5358-5380
94℃ 3min;94℃ 30sec,56℃ 30sec,72℃
35cycles;72℃ 7min
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Table4.Continued

Region Name sequence5'→3' Polarity Position
c

Reactioncondition

GII

ORF2
(Capsid
region)

COG2F
a
CCARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAG Sense 5003-5028

94℃ 3min;94℃ 1min,50℃ 1min,

72℃ 2min,35cycles;72℃ 15minG2SKR
ab
CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT Antisense5389-5367

G2SKF
b
CNTGGGAGGGCGATCGCAA Sense 5047-5065

94℃ 3min;94℃ 1min,50℃ 1min,

72℃ 2min,35cycles;72℃ 15min

G2FB-1
a
GGHCCMBMDTTYTACAGCAA Sense 4922-4941

95℃ 2min;95℃ 30sec,48℃ 30sec,

72℃ 2min,35cycles;72℃ 5min
G2FB-2

a
GGHCCMBMDTTYTACAAGAA Sense 4922-4941

G2FB-3
a
GGHCCMBMDTTYTACARNAA Sense 4922-4941

G2SKR
ab
CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT Antisense5389-5367

95℃ 2min;95℃ 30sec,48℃ 30sec,

72℃ 2min,35cycles;72℃ 5minG2FBNb TGGGAGGGCGATCGCAATCT Sense 5048-5067

G2-F1M
a
GGGAGGGCGATCGCAATCT Sense 5049-506794℃ 3min;94℃ 30sec,54℃ 30sec,

72℃ 45sec,35cycles;72℃ 7minG2-R1Mab CCRCCIGCATRICCRTTRTACAT Antisense5389-5367

G2-F3
b

TTGTGAATGAAGATGGCGTCGA Sense 5079-5100
94℃ 3min;94℃ 30sec,56℃ 30sec,

72℃ 45sec,35cycles;72℃ 7min
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Table4.Continued

Region Name sequence5'→3' Polarity Position
c

Reactioncondition

ORF2
(Capsid
region)

GII

NV2oF2
a
GGAGGGCGATCGCAATC Sense 5050-5066

95℃ 5min;95℃ 30sec,48℃ 30sec,72℃ 1

35cycles;72℃ 7min

NV2oR
a
GTRAACGCRTTYCCMGC Antisense 5428-5412

G2-F3
b
TTGTGAATGAAGATGGCGTCGA Sense 5079-5100

95℃ 5min;95℃ 30sec,48℃ 30sec,72℃ 1

35cycles;72℃ 7min

G2SKR
b
CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT Antisense 5389-5367

afirstPCRprimer;bnestedPCRprimer;cDegeneratepositionsI:deoxyinosine,R:A/G,H:A/C/T,Y:C/T,B:

A/C/G,K:G/T,D:A/G/T,S:C/G,N:A/C/G/T,W:A/T;
d
GI:Norwalk/68/US (Accessionno.M87661),

(Accessionno.X86557).
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Table5.ReactionmixtureforthefirstPCR

cDNA 5μL

10xbuffer 2μL

10xdNTP(10mM) 2μL

FirstPCRPrimers 10pmole

Taqpolymerase(5U/μL) 1μL

Distilledwater upto20μL

Total 20μL

Table6.ReactionmixtureforthenestedPCR

FirstPCRproduct 1μL

10xbuffer 2μL

10xdNTP(10mM) 2μL

NestedPCRPrimers 10pmole

Taqpolymerase(5U/μL) 1μL

Distilledwater upto20μL

Total 20μL
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NestedPCR에서 얻어진 산물 5μL를 1μL6xloadingdye에 섞은 후

1.5% SeaKem LE agarose gel을 통해 전기영동(0.5 x TBE buffer

사용)하고 ethidium bromide로 염색하여 밴드를 확인하였으며,NanoVue

(4282.Version1.7.3.,HealthcareBio-Science,Sweden)를 이용하며 PCR

산물의 DNA양을 측정하였다.

패류의 노로바이러스 오염실태조사를 위한 시료의 농축은 앞에서 정립된

절차를 따랐다.먼저 25g씩 (또는 10g씩)의 duplicate시료에 7배의

멸균된 3차 증류수를 첨가하고 60초 동안 두 번 조직파쇄기(Omni

Mixer)로 균질화 하였다.1N HCl로 pH 5.0으로 맞춘 후 5분 동안

gentlestirring을 하고 원심분리 (2,000xg,20분,4℃)하였다.상청액 제거

후 pellet은 7배의 0.05M glycine-0.14M NaCl(pH 7.5)로 elution하고

15분 동안 gentlestirring을 하였다.원심분리 (5,000xg,20분,4℃)하여

상청액을 모은 후 남은 pellet은 7배의 0.5M threonine-0.14M NaCl(pH

7.5)첨가하고 vortexing1분하여 완전히 현탁 하였다.이후 다시 원심분리

(5,000x g,20분,4℃)하고 상청액을 이전 상청액과 합쳤으며 불순물이

많을 경우 원심분리 (5000xg,20분,4℃)하여 불순물을 제거하는 단계를

추가하였다.상청액에 PEG 8000-NaCl(최종농도 8%)첨가하여 incubation

(4℃,2시간)하였다.이후 원심분리(6,700 x g,4℃ 30분)하여 상청액을

분리,제거한 후에 15 mL phosphate buffered saline(PBS,pH 7.5)에

재현탁하고 여기에 15mL vertrelXF를 첨가하고 vortexing한 후 재차

원심분리 (2,000xg,4℃,30분)했다.상청액에 PEG8000-NaCl(최종농도

8%)첨가하여 침전(4℃,2시간)한 후에 원심분리(14,000xg,4℃,15분)를

통해 pellet을 얻고 이 pellet을 침전 정도에 따라 PBS량을 조절하면서 0.5

mL∼2.5mL 정도의 PBS에 녹였다.농축의 성공 여부는 MPN unit가

결정된 콕사키바이러스 B5를 10,000MPDU씩 각 시료에 넣어 확인하였다.
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Table7.PrimersusedinRT-nestedPCR

Virus Region Name sequence5'→3'
c

Polarity Position
d

Reactionconditio

Coxsackie-

virusB5(CB5)
5'NTR

E1
a

CAAGCACTTCTGTTTCCCCGG Sense 164-184 94℃ 4min;95℃ 30sec,50
72℃ 1min,30cycles;72℃E2a ATTGTCACCATAAGCAGCCA Antisense599=578

NorovirusGI

ORF2

(Capsid

region)

G1-F1M
a
CTGCCCGAATTYGTAAATGATGAT Sense 5342-536594℃ 3min;94℃ 30sec,54

72℃ 45sec,35cycles;72℃G1-R1M
ab
CCAACCCARCCATTRTACATYTG Antisense5671-5649

G1-F2
b

ATGATGATGGCGTCTAAGGACGC Sense 5358-5380
94℃ 3min;94℃ 30sec,56
72℃ 45sec,35cycles;72℃

COG1F1 CGYTGGATGCGNTTYCATGA Sense 5291-5310
94℃ 3min;94℃ 1min,50
72℃ 2min,35cycles;72℃ Nishida et 

al. (2003) 
G1-SKRab CCAACCCARCCATTRTACA Antisense5671-5653

G1-SKFb CTGCCCGAATTYGTAAATGA Sense 5342-536594℃ 3min;94℃ 1min,50
72℃ 2min,35cycles;72℃

NorovirusGII

ORF2

(Capsid

region)

G2-F1M
a
GGGAGGGCGATCGCAATCT Sense 5049-506794℃ 3min;94℃ 30sec,54

72℃ 45sec,35cycles;72℃G2-R1Mab CCRCCIGCATRICCRTTRTACAT Antisense5389-5367

G2-F3
b

TTGTGAATGAAGATGGCGTCGA Sense 5079-5100
94℃ 3min;94℃ 30sec,56
72℃ 45sec,35cycles;72℃

a
firstPCRprimer;

b
nestedPCRprimer;

c
DegeneratepositionsI:deoxyinosine,R:A/G,H:A/C/T,Y:C/T,B:

A/C/G,K:G/T,D:A/G/T,S:C/G,N:A/C/G/T,W:A/T;
d
GI:Norwalk/68/US (Accessionno.M87661),

(Accessionno.X86557).
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Table8.ReactionmixtureforthefirstPCR

cDNA 12.0μL

10xbuffer 5.0μL

10xdNTP(10mM) 5.0μL

FirstPCRPrimers 25pmole

Taqpolymerase(5U/μL) 0.25μL

Distilledwater upto50.0μL

Total 50.0μL

Table9.ReactionmixtureforthenestedPCR

FirstPCRproduct 1.0μL

10xbuffer 2.0μL

10xdNTP(10mM) 2.0μL

NestedPCRPrimers 10pmole

Taqpolymerase(5U/μL) 0.1μL

Distilledwater upto20.0μL

Total 20.0μL
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바이러스 유전자 증폭을 위한 FirstPCR 및 nested PCR에 사용할

primer의 종류 및 반응 조건은 Table7,firstPCR 반응조성은 Table8,

nested PCR 반응조성은 Table 9에 제시하였다.First PCR의 경우

콕사키바이러스도 함께 증폭 (전체 시료의 1/5 분량)하여 농축의 오류

여부를 확인하였다.

각 시료에서 genogroup당 duplicate(genogroup1(GI),genogroup2

(GII)각 2개씩;각각 전체 시료의 1/5분량)로 PCR을 증폭하였다.

GI의 경우 2월에서 6월까지의 시료는 G1-F1M/G1-R1M/G1-F2

primer를 사용하여 증폭하였으며 7월 이후의 시료에서는 duplicate에

G1-F1M/G1-R1M/G1-F2primer와 COG1F/G1-SKR/G1-SKF primer를

각각 하나씩 적용하여 증폭하였다. GII의 경우는 duplicate 모두를

G2-F1M/G2-R1M/ G2-F3 primer를 사용하여 증폭하였다. 또한 각

단계마다 negativecontrol을 삽입하고 100MPDU의 노로바이러스 양성

시료를 삽입하여 PCR 증폭의 오류 여부를 확인하였다.PCR 증폭은

PTC-100 (BioRad,US)PCR 증폭기를 통해 실시하였고 결과는 1.5%

agarosegel을 통해 확인하였다.

2.8.노로바이러스의 계통학적 분석

PCR증폭 결과 양성으로 판정된 시료는 염기서열분석을 통해 가짜양성

여부를 확인함과 동시에 genotype을 판정하였다.PCR 산물을 정제한 후

GI의 경우 G1-F2,GII의 경우 G2-F3을 사용하여 ABI3730automated

sequencer(AppliedBiosystems,ForsterCity,CA)에서 BigDyeTM법으로

염기서열을 분석하였다.확보된 염기서열은 EMBL/GenBank database를

통해 등록된 염기서열과 비교하여 근연 genotype을 파악하였다.DNA

염기서열은 우선 ClustalX (version 1.8;Thomson et al.,1997)를
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이용하여 정렬한 후 primer부위를 제거하였다.

노로바이러스의 각 양성 시료에 대한 계통도는 PHYLIPversion3.57을

사용하여 Kimura 2-parameterdistance와 neighbor-joining methods로

작성하였으며 (Felsenstein,1995),TreeView version1.6.1.(Page,1996)을

통해 나타내었다.Outgroup은 사포바이러스를 사용하였고 사용된 표준

노로바이러스 염기서열은 accessionnumber를 표기하였다.

2.9.해수 중 노로바이러스 농축

시료의 농축은 직경 90 mm HA type 0.45 μL membrane filter

(Millipore)에 GF/C glassfilter를 앞뒤로 배치시킨 뒤 해수 시료 8L를

걸러서 HA typefilter에 바이러스 입자를 붙인 후 0.5mM H2SO4 200

mL을 이용해 여분의 양전하를 제거하였다.

이후 50mM H2SO4 0.1mL과 100xTE buffer0.1mL이 들어있는

튜브로 교체 후에 10mL의 1mM NaOH로 바이러스를 용출하였다.

이 시료를 Centriprep Concentrator (YM-50, Millipore, USA)를

사용하여 1,500xg에서 15분간 원심분리를 3～4회 실시하여 최종 부피를

450μL까지 농축하였다(Katayamaetal.,2002;Roseetal.,2006).

농축된 시료는 QiaAmp
®
ViralRNA MiniKit를 사용하여 농축시료에

4배 분량의 bufferAVL을 넣어 주고 15초 vortexing했다.10분 동안 상온

(15℃～25℃)에서 배양 후 농축시료 4배 분량의 100% 에탄올 넣고

15초간 vortexing하였다.630μL씩을 spincolumn에 넣고 8,000rpm으로

1분간 원심분리하고 시료를 모두 사용할 때 까지 반복하였다.BufferAW1

500μL를 column에 넣고 1분 동안 8,000rpm으로 원심분리하여 세척한 후

buffer AW2 500 μL를 column에 넣고 3분 동안 14,000 rpm으로

원심분리하여 2차 세척하고 잔여물이 안남아 있도록 하였다.
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Table10.RT-PCRconditionsandcompositionofreactionmixture

a.GI

Ingredient Unit Reactioncondition

RNAtemplate 12.5μL1.AddDistilledwater,dNTP,
Random primerintoRNAextract

andincubate5minat65℃ then

cooldownonice

2.Add5xfirst-strandbuffer,

DTT,RNasin®Ribonuclease

inhibitorandincubate2minat

42℃

3.AddSuperScriptTM IIReverse

Transcriptaseandincubate50min

at42℃,then15minat70℃ for

enzymeinactivation

5xfirst-strandbuffer 5.0μL

DTT 2.5μL
10xdNTP(10mM) 1.25μL

RNasin®Ribonuclease

inhibitor(40u/μL,Promega)
1.25μL

SuperScript
TM
IIReverse

Transcriptase(200u/μL,

Invitrogen)

1.25μL

JJV1Rprimer 2.5pmole

Distilledwater upto25.0μL

Total 25.0μL

b.GII

Ingredient Unit Reactioncondition

RNAtemplate 12.5μL1.AddDistilledwater,dNTP,
Random primerintoRNAextract

andincubate5minat65℃ then

cooldownonice

2.Add5xfirst-strandbuffer,

DTT,RNasin®Ribonuclease

inhibitorandincubate2minat

42℃

3.AddSuperScriptTM IIReverse

Transcriptaseandincubate50min

at42℃,then15minat70℃ for

enzymeinactivation

5xfirst-strandbuffer 5.0μL

DTT 2.5μL
10xdNTP(10mM) 1.25μL

RNasin®Ribonuclease

inhibitor

(40u/μL,Promega)

1.25μL

SuperScript
TM
IIReverse

Transcriptase

(200u/μL,Invitrogen)

1.25μL

COG2Rprimer 2.5pmole

Distilledwater upto25.0μL

Total 25.0μL
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BufferAVE spincolumn에 넣고 1분 동안 배양 후 1분,8,000rpm으로

원심분리하여 용출하였다 (최종 25μL가 되도록 bufferAVE를 사용).

핵산 추출에서 얻어진 RNA 시료를 Table 10과 같은 방법으로

역전사하여 cDNA를 얻었다.

2.10.Standardcurve의 작성

Standard curve를 작성하기 위한 양성 플라스미드를 제작은

질병관리본부에서 분양받은 GI/6,GII/3로 genotying된 분변 시료에서 앞과

같은 방법으로 RNA를 추출하고 역전사를 한 후 각각 JJV1F/JJV1R,

JJV2F/COG2Rprimerset(Table11)로 PCR증폭하였다 (조건:94℃,3분;

94℃,30초,48℃,30초,72℃,1분-35cycle;72℃,7분).

증폭된 PCR 산물을 정제한 후 T&A cloning vector(RealBiotech

Corporation)에 클로닝하였다.클로닝된 플라스미드는 분광광도계를 사용해

260nm 파장을 측정해 농도를 확정하고 플라스미드의 copy number를

계산하였으며, 일련의 1/10 희석을 통해 standard curve 측정에

사용하였다.사용한 primer의 종류는 Table12에 제시하였다.또한 PCR

반응액 조성은 Table12에 제시하였다.Primer및 증폭조건은 Jothikumar

etal.(2005)의 보고를 참조하였다.standardcurve측정과 해수 시료 분석

시 negative control을 삽입하여 real-time PCR 증폭의 오류 여부를

확인하였다.PCR 증폭은 ABI7300 Real-TimePCR system (Applied

Biosystems)을 통해 실시하였고 결과는 1.5% agarose gel을 통해

확인하였다.해수 시료는 1L 분량의 시료를 genogroup당 duplicate로

분석하였다.standard curve를 측정하기 위한 플라스미드 증폭 연구시

오류를 방지하기 위해 각 시료 당 triplicate로 분석하여 오류를

최소화하였다.
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Table11.PrimersforTaqManReal-timeRT-PCRandRT-PCR

GenogroupPrimer Sequence(5'-3') Polarity Location Reference
a

GI

JJV1F
CGCATGTTCCGITGG

ATG
+ 5282-5299

Jothikumar

etal.,2005

JJV1R
TCCTTAGACGCC

ATCATCAT
- 5377-5358

JJV1P

FAM-TGTGGA CAG

GAGATCGCA ATC

TC-TAMRA

+ 5319-5341

GII

JJV2F
CAAGAGTCA ATG

TTTAGGTGGATGAG
+ 5003-5028

COG2R
TCGACGCCA TCT

TCA TTCACA
- 5100-5080

RING2

-TP

FAM-TGGGAGGGC

GATCGCAAT

CT-TAMRA

+ 5048-5067

aGI,Norwalk/68/US (Accession no.M87661);GII,Lordsdale/93/UK

(Accessionno.X86557).

Table12.CompositionofreactionmixtureforReal-timePCR

Template(cDNA)or

plasmids

12.5μL

10.0μL

2XTaqManuniversalPCRmastermix

(AppliedBiosystems)
5.0μL

Primers 12.5pmole

TaqManprobe 5.0pmole

Distilledwater upto50.0μL

Total 50.0μL
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플라스미드 농도에 따른 thresholdcycle(Ct)의 변화량에 대한 standard

curve는 EXCELprogram (MicrosoftOffice2003,MicrosoftCo.,USA)을

통해 구하였다.해수 시료에서 얻어진 Ct값 역시 EXCELprogram을 통해

평균과 표준편차를 얻고 standard curve를 통해 노로바이러스 농도가

결정되고 표준편차도 결정하였다.

2.11.초고압 처리

압력처리에 의한 굴 중의 FCV의 불활성화 조건을 구명하기 위하여 6.8

log․TCID50․mL
-1
의 FCV 배양액 약 2mL를 cryotube(Nalgene,USA)에

기포가 생기지 않도록 채운 후 5개 단위로 진공 포장하였다.

굴은 탈각 과정 중의 오염 방지를 위해 패각 표면을 흐르는 수돗물에서

청동솔로 문질러 이물질을 제거고 탈각하였다.현재 시판되는 생식용

봉지굴의 포장법과 동일한 방법으로 패육 중량을 기준으로 150 g씩

자연해수와 함께 폴리프로필렌 봉지(300mL)에 기포가 혼입되지 않도록

포장하였다.

포장된 굴과 FCV 시험구를 각각 5,000 psi,10,000 psi,20,000 psi,

30,000psi,40,000psi,50,000psi및 60,000psi의 압력조건으로 25℃에서

60초간 처리하였다.압력 처리 후 처리 압력 조건별 FCV의 사멸율과 굴의

변화를 관찰하였다.

2.12.전기분해해수 처리

전기분해해수처리에 의하여 FCV 바이러스가 불활성화 되는지를

검토하기 위하여 여과 멸균된 해수 300 mL에 FCV 배양액(6.8

log․TCID50․mL
-1
)을 최종농도가 4.8 log․TCID50․mL

-1
가 되도록

첨가하여 염소농도 1ppm로 조절한 전기분해해수를 7L/min의 유속으로
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순환하였다.

0,30초,1분,3분,5분,10분 시간간격으로 일정량의 시료를 취하여 단계

희석한 후 숙주세포(Crandall-Reese feline kidney,CrFK)에 감염시켜

감염가를 측정하였다.감염가 측정에는 TCID50(Tissuecultureinfections

dose)값으로 산출하였다.대조구로는 일반 멸균 해수에 바이러스 배양액을

넣고 전기분해해수장치와 같은 조건으로 시험하였다.

2.13.광촉매 자외선 처리

광촉매처리에 의하여 FCV 바이러스가 불활성화 되는지를 검토하기

위하여 여과멸균된 해수 300mL에 FCV 배양액(6.8log․TCID50․mL
-1
)을

적당량 첨가하여 광촉매살균시스템(10
4μW․sec/cm2)으로 조사시키며

순환하였다.0초,30초,1분,3분,5분,10분 시간간격으로 일정량의

시료를 취하여 단계 희석한 후 숙주세포(Crandall-Reesefelinekidney,

CrFK)에 감염시켰으며, 감염가 측정에는 TCID50 (Tissue culture

infectionsdose)값으로 산출하였다.대조구로는 광촉매에 노출시키지 않은

멸균 해수에 바이러스 배양액을 넣고 같은 광촉매 시험구와 같은 시간별로

검사하였다.

2.14.FCV 감염력 측정

대체 바이러스로 사용된 FCV의 배양 및 감염력 측정을 위한 세포의

준비는 다음과 같이 요령으로 실시하였다.먼저 75 ㎠ 배양 플라스크

(Costar, Canada)에 10% fetalbovineserum (FBS)이 첨가된 Dulbecco's

ModifiedEagleMedium (DMEM)을 적량 분주한 후 숙주세포인 CrFK

cell을 접종하고 37℃로 조정된 humidified 5% CO2 배양기에서

배양하였다.배양 후 양호한 부착 성장이 확인되면 2일 간격으로 2차
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배양을 실시하였다.2차 배양은 (1)상청의 배지를 제거하고,(2)단일

세포층을 Dulbecco's phosphate buffered saline (pH 7.3) (PBS;

GIBCO/BRL,Cat.No.21300-082,Canada)로 세척한 후,(3) 0.05%

trypsin-EDTA (GIBCO/BRL,Cat.No.25300-054,Canada)1mL를 단일

세포층에 가하여 20초 방치했다가 제거하고,(4)플라스크 바닥에서 세포가

탈리될 때까지 플라스크를 37℃에 배양한 다음, (5) 배양이 끝난

플라스크에 약 6mL의 새로운 배지(DMEM+10% serum)를 첨가하고 고루

섞은 후 3개의 75㎠ 배양 플라스크에 분주하고 처음과 동일한 조건으로

2일간 배양하였다.

바이러스 풀을 얻기 위해 (1)CrFK 단일세포층이 잘 형성된 플라스크를

선택하여 상청의 배지를 흡입제거하고,(2)바이러스 현탁액 200 μL를

플라스크에 접종한 후,(3)37℃로 조정된 humidified5% CO2incubator에

90분간 배양하여 바이러스가 흡착되도록 하였다.그리고 (4)7 mL의

maintenance media (DMEM+2% FBS)를 가하여 상기한 조건에서

배양하여 바이러스 작용으로 단일세포층이 90%가 파괴될 때까지

배양하였다.

각 바이러스 감염 플라스크를 냉동과 해동을 2회 반복한 후 1500×g에

서 15분간 원심분리하여 세포 잔해를 제거하였다.바이러스가 포함된 현탁

액을 0.5mL씩 분주하여 -80℃에 보관하였다.

FCV의 감염가를 정량적으로 평가하기 위해 50% 조직배양 감염량(tissue

culture infectious dose50,TCID50)을 측정하였다.TCID50은 일정량의

세포배양액 50%를 감염시키는데 필요한 바이러스 희석 배수를 나타낸다.

이 분석은 바이러스 입자의 CPE (cytopathiceffect,세포병변)여부를

확인하는 것이다.이 연구에서는 PaymentandTrudel(1993)의 방법을

변형하여 TCID50을 측정하였다.먼저 (1)96-wellcellcultureplate에 well
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당 약 10
4
/100μL의 CrFK cell을 접종하고 37℃로 조정된 humidified5%

CO2 incubator에서 하룻밤 배양하였다.(2)다음날 maintenancemedia에

10배수로 희석한 바이러스 현탁액을 조제하고,(3)96-wellplate각 well의

상청 배지를 흡입제거한 후 피검액(바이러스 현탁액)을 희석단계별로 8

well에 25 μL씩 접종한 다음 37℃로 조정된 humidified 5% CO2

incubator에서 90분간 배양하였다. (4) 배양이 끝나면 maintenance

media를 각 well에 0.1mL씩 분주하였다.각 plate마다 maintenance

media만 첨가한 대조구를 두었으며,3일간 매일 CPE여부를 관찰하였다.

3일 후 35% formalin을 각 well에 적량 분주하고 1분간 처리하고 수세하여

사멸 세포를 제거한 후 1% (w/v)crystalviolet으로 1분간 염색하고

육안으로 관찰하여 세포파괴가 일어난 well의 수를 최종적으로

결정하였다.바이러스 역가는 Reed-Muench법으로 계산하였다(Payment

andTrudel,1993).

2.15.굴의 품질변화 분석

초고압 처리 후 굴의 일반성분 변화를 관찰하기 위하여 압력처리

조건별로 포장된 굴을 꺼내어 10분간 수절한 후 전 개체를 stomacher

filterbag(Sward,London,UK)에 넣고 완전히 파쇄 혼합하였다.그리고

일부에서는 패각근만을 분리하여 패각근의 일반성분 변화를 조사하였다.

그리고 대조구 굴은 층류후드에서 수동 박신하여 동일한 조건으로

처리하였다.전 조직과 패각근의 일반성분은 AOAC (1995)법을 따라

수분은 상압가열건조법, 조단백질은 semimicro Kjeldahl법, 조회분은

건식회화법 그리고 조지방은 Soxhlet법으로 각각 측정하였다.분석항목 당

6개의 굴 개체를 사용하여 3회 반복하여 측정을 실시하였다.

그리고 조직학적 변화를 관찰하기 위해 압력 처리된 굴을
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빙장(<4℃)하여 실험실로 운반하여 중장선,좌외투막,좌아가미의 안쪽

아가미판(outer demibranch)등으로 해부하여 5개체씩 적출하였다.

광학현미경 표본을 위해 절취한 시료들은 DruryandWallington(1980)의

방법에 따라 Bouin'ssolution에 24시간 동안 고정하고,24～36시간 동안

흐르는 물에서 수세한 다음 70%～100% 에탄올을 이용하여 단계적으로

탈수하였다.이후 paraplast(McCormick,USA)을 이용하여 포매하고,

microtome (RM2235,Leica,Germany)을 이용하여 두께 4～6 ㎛의

횡단면과 종단면의 연속 절편을 제작하였다.이들 조직 절편들은 구조와

세포형태를 관찰하기 위해 Mayer'shematoxylin-eosin(H-E)비교염색과

산성 및 중성 당점액 성분을 관찰하기 위해 alcianblue-periodicacidand

Schiff'ssolution(AB-PAS,pH 2.5)반응을 실시하여 광학현미경 (BX50,

Olympus,Japan)으로 관찰하였다.

압력 처리 후 패육의 색 변화를 관찰하기 위해 패각근을 대상으로

HunterL,a,및 bscale[L:lightness,0(dark)-100(white);+a:redness;

-a:greenness;+b:yellowness;and-b:blueness]을 측정하였다.색차의

측정은 Spectrum Color Meter JC-810 (Color Techno System Co.,

Tokyo,Japan)을 사용하였으며,측정 전 ceramicplate(L=93.73,a=-0.12,

b=0.11)를 사용하여 보정하였다.측정 대상은 조직구성이 비교적 일정한

패각근으로 하였다. 압력 처리구 당 4개체에서 적출한 패각근을

측정대상으로 하였고 매 측정 시 5회 측정하여 처리구 당 20회의 반복구를

두었다.
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결과 및 고찰

1.이매패류 중 노로바이러스 검출법 정립

이매패류에서 노로바이러스 검출기법 정립과 표준화를 위해 최근 국내외

연구기관에서 수행해 온 굴 등에서의 노로바이러스 분석 방법 및 결과에

대해 조사한 결과, 굴 등 이매패류에서 대표되는 농축법은 크게

extraction-concentration법과 adsorption-elution-concentration법으로 대별되는

것으로 나타났다(Lees,2000).이들 모두 glycine buffer를 통해 virus를

어패류에서 분리하고 일련의 원심분리와 polyethylene glycol (PEG)

처리를 통해 침전시키는 방법으로 완충용액의 조성과 과정의 차이가 있다.

PCR 분석을 위해 농축된 시료에서 효과적으로 핵산 (RNA)을 얻는

방법으로는 spin column을 이용한 방법과 Trizol
®
을 이용한 방법이

있었다(Arnaletal.,1999).

추출된 핵산을 증폭하여 노로바이러스의 존재유무를 분석하기 위해서는

노로바이러스에 특이적인 primer를 이용해야 하였다.노로바이러스는 5

genotype으로 구성되어 있으며,이 중에서 genotype1,2가 인간에 위험한

종류로 보고되어 있다(Katayamaetal.,2002).PCR법이 개발된 이후 여러

다양한 연구진에 의해 노로바이러스 특이적인 primer가 제작되고 개량되고

있다.Genotype 1과 2는 진화적으로 밀접하게 가까우나 공통적으로

진화적으로 보존된 유전정보가 많지 않아 공통적인 primer설계가 쉽지

않다.따라서 genotype1,2각각에 특이적인 primer가 여러 연구진에 의해

설계된 것들이 주를 이루고 있다.초기에는 RNA polymerase(ORF1)의

보존된 염기서열을 중심으로 primer가 많이 제작되어 왔으나 계통학적

보존과 다양성을 담보하고 있는 capsid (ORF2)의 보존된 염기서열을

중심으로 다양한 primer가 제작되고 있는 실정이다.어패류 등의 식품과
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환자 시료 등에서 다양하고 광범위하게 사용되고 있는 primer를

검색하였으며 적합한 PCR조건 역시 탐색하였다.

1.1.노로바이러스 농축방법 비교

세 가지 바이러스 농축법을 교차 적용한 경우의 노로바이러스 검출율을

Table13과 14에 제시하였다.

GII접종시료 세 번의 실험결과와 GI접종시료 한 번의 실험결과 모두

ProtocolC가 다른 두 농축법에 비해 우수한 것으로 나타났다.모든

실험에서 10 MNePDU 접종량에서 절반 이상의 시료가 PCR을 통해

검출이 되었으며 1MNePDU접종량에서도 타 농축법에 비해 검출 빈도가

높음을 확인할 수 있었다.ProtocolC가 타 방법에 비해 우수한 것은

glycine을 통한 용출에 이은 threonine에 의한 2차 용출 과정이 더해진

것과 더불어 VertrelXF의 세정과정과 2차 PEG 침전을 통해 불순물을

제거하여 PCR방해물질을 효과적으로 제거하였기 때문이라 추정된다.

ProtocolF의 경우 마지막 2차 PEG 침전 대신 membrane filter를

사용하여 불순물을 제거하는데 효율적이었고 시간을 단축시킨다는 장점이

있으나 filter의 정전기적 특성을 이용해 노로바이러스를 농축하는데

효율이 낮고 불순물에 섞여 있는 노로바이러스를 회수하기 어렵다는

단점이 있어서 효율이 낮아졌다고 추정된다.ProtocolU의 경우 위의 두

방법보다 농축이 간단하다는 장점과 더 높은 원심력의 초고속원심분리기를

사용할 경우 시간도 단축될 수 있다는 장점이 있으나 별도의 세정 과정

없이 초고속 원심분리를 하여 불순물이 많아 PCR 방해물질이 많다는

단점에 의해 효율이 낮아졌다고 추정된다.이러한 결과로 볼 때 Protocol

C를 사용하는 것이 어패류에서 노로바이러스를 농축하는데 가장

효율적이고 안정적인 결과를 얻을 수 있다고 판단된다.
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Table13.Detectionrateofnorovirusaccordingtoconcentrationprotocol

and RNAextractionmethod

1sttrial

(GII6& 16)

ProtocolC
a

ProtocolF ProtocolU
Total(%)

TotalTriplicateTotalTriplicate TotalTriplicate

MethodA
b 10U 8/9 3/33/32/3 3/9 1/32/30/3 3/9 2/30/31/3 14/27(51.9)

1U 3/9 1/31/31/3 0/9 0/30/30/3 0/9 0/30/30/3 3/27(11.1)

MethodB
10U 8/9 2/33/33/3 3/9 1/31/31/3 3/9 2/31/30/3 14/27(51.9)

1U 3/9 2/31/30/3 0/9 0/30/30/3 0/9 0/30/30/3 3/27(11.1)

MethodC
10U 2/9 1/31/30/3 0/9 0/30/30/3 2/9 1/31/30/3 5/27(18.5)

1U 0/9 0/30/30/3 0/9 0/30/30/3 0/9 0/30/30/3 0/27(0.0)

MethodD
10U 1/9 0/31/30/3 0/9 0/30/30/3 0/9 0/30/30/3 1/27(3.7)

1U 0/9 0/30/30/3 0/9 0/30/30/3 0/9 0/30/30/3 0/27(0.0)

Total(%)
10U 19/36(52.8) 6/36(16.7) 8/36(22.2)

1U 6/36(16.7) 0/36(0.0) 0/36(0.0)

2ndtrial

(GII6& 16)

ProtocolCa ProtocolF ProtocolU
Total(%)

TotalTriplicate TotalTriplicate TotalTriplicate

MethodA
b10U 8/9 3/33/3 2/3 0/9 0/30/30/3 0/9 0/30/30/3 8/27(29.6)

1U 5/9 1/31/3 3/3 0/9 0/30/30/3 0/9 0/30/30/3 5/27(18.5)

MethodB
10U 8/9 3/33/3 2/3 0/9 0/30/30/3 2/9 0/32/30/3 10/27(37.0)

1U 5/9 1/32/3 2/3 0/9 0/30/30/3 0/9 0/30/30/3 5/27(18.5)

MethodC
10U 0/9 0/30/3 0/3 0/9 0/30/30/3 2/9 1/31/30/3 2/27(7.4)

1U 0/9 0/30/3 0/3 0/9 0/30/30/3 0/9 0/30/30/3 0/27(0.0)

MethodD
10U 2/9 0/31/3 0/3 0/9 0/30/30/3 0/9 0/30/30/3 2/27(7.4)

1U 3/9 0/33/3 0/3 0/9 0/30/30/3 0/9 0/30/30/3 3/27(11.1)

Total(%)
10U 18/36(50.0) 0/36(0.0) 4/36(11.1)

1U 13/36(36.1) 0/36(0.0) 0/36(0.0)

abSee2.5and2.6.
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1.2.RNA 추출방법 비교

노로바이러스의 검출방법을 정립하기 위하여 네가지 RNA 추출방법을

비교하여 시험하였을때의 검출율을 Table14에 제시하였다.

Table14의 결과로 볼 때 QiaAmp
®
ViralRNA MiniKit를 사용하는

핵산 추출법이 Trizol
®
추출법보다 더 나은 효율을 가지고 있음을 알 수

있다.비교적 고가라는 장점을 제외하고는 kit를 통한 핵산의 추출이

Trizol
®
보다 안정적이고 효율적인 결과를 보여주었다.

추출에 필요한 시간도 Trizol
®
추출법보다 훨씬 간편하며 시약 사용

역시 간편하여 초보자도 쉽게 할 수 있다는 장점 역시 지니고 있었다.

Trizol
®
추출법에서 isopropanol처리 후 overnight를 할 경우 효율이

높아졌지만 시간이 많이 걸린다는 단점이 여전히 남아 있다.따라서 spin

column을 사용하는 핵산 추출법을 사용하는 것이 검출의 효율성을 높여줄

것으로 여겨진다.QiaShredderHomogenizer를 사용할 경우 검출 효율은

네 번째 실험을 제외하고는 큰 차이를 보이지 않았지만 PCR product를

전기영동 하였을 때 더욱더 선명하고 뚜렷한 band를 보이는 것을 확인할

수 있었으며 PCR 산물의 DNA 정량결과 또한 가장 높은 농도를

나타내었다(Fig.9).

Fig.9의 결과로 볼 때 QiaShredder를 사용하는 것이 더욱 명확한

결과를 얻는데 효과적인 것으로 판단된다.Sairetal.(2002)의 논문에서도

QiaShredder가 효율적으로 PCR 방해물질을 제거한다는 보고가 이를

뒷받침한다.결론적으로 QiaAmp
®
ViralRNA MiniKit등과 같은 spin

column을 사용하여 핵산을 추출하는 것이 노로바이러스 검출에

효율적이다.

경우에 따라서 더욱 선명한 band를 얻어야 할 필요성이 있을 경우에는

QiaShredderHomogenizer의 사용도 고려될 수 있다.
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Table14.Detectionrateofnorovirusaccordingtoconcentrationprotocol

and RNA extractionmethod(isopropanolovernighttreatment

duringTrizol
®
extractioninMethodCandD)

3rdTrial

(GII6& 16)

ProtocolC
a

ProtocolF ProtocolU
Total(%)

Total Triplicate TotalTriplicate Total Triplicate

MethodA
b 10U 5/9 2/30/33/3 8/9 3/33/32/3 5/9 3/32/30/3 18/27(66.7)

1U 2/9 2/30/33/3 0/9 0/30/30/3 0/9 0/30/30/3 2/27(7.4)

MethodB
10U 6/9 2/31/33/3 6/9 2/31/33/3 5/9 2/30/33/3 17/27(51.8)

1U 3/9 0/31/32/3 0/9 0/30/30/3 3/9 3/30/30/3 6/27(22.2)

MethodC
10U 7/9 3/31/33/3 0/9 0/30/30/3 1/9 0/31/30/3 8/27(29.6)

1U 0/9 0/30/30/3 0/9 0/30/30/3 0/9 0/30/30/3 0/27(0.0)

MethodD
10U 9/9 3/33/33/3 8/9 3/33/32/3 3/9 2/31/30/3 20/27(74.0)

1U 0/9 0/33/30/3 0/9 0/30/30/3 0/9 0/30/30/3 0/27(0.0)

Total(%)
10U 27/36(75.0) 22/36(61.1) 14/36(38.9)

1U 5/36(13.9) 0/36(0.0) 3/36(8.3)

4thTrial

(GI6)

ProtocolCa ProtocolF ProtocolU
Total(%)

Total Triplicate TotalTriplicate Total Triplicate

MethodA
b 10U 8/9 3/32/33/3 5/9 2/31/32/3 1/9 0/30/31/3 14/27(51.9)

1U 1/9 1/30/30/3 0/9 0/30/30/3 0/9 0/30/30/3 1/27(3.7)

MethodB
10U 9/9 3/33/32/3 8/9 2/33/32/3 5/9 0/32/33/3 23/27(85.2)

1U 2/9 1/31/30/3 0/9 0/30/30/3 0/9 0/30/30/3 2/27(7.4)

MethodC
10U 6/9 0/33/33/3 3/9 1/31/31/3 6/9 0/33/33/3 15/27(55.6)

1U 0/9 0/30/30/3 0/9 0/30/30/3 0/9 0/30/30/3 0/27(0.0)

MethodD
10U 6/9 0/33/33/3 0/9 0/30/30/3 6/9 0/33/33/3 12/27(44.4)

1U 0/9 0/30/30/3 0/9 0/30/30/3 0/9 0/30/30/3 3/27(11.1)

Total(%)
10U 31/36(86.1) 16/36(44.4) 18/36(50.0)

1U 3/36(8.3) 0/36(0.0) 0/36(0.0)

ab
See2.5and2.6.
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Lane 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

DNAconc.

(㎍/mL)
66.064.074.5132.5133.0133.033.531.035.067.568.566.011.7 9.7

Relative

intensity(%)
49.648.156.0 99.6100.0100.025.223.326.350.851.549.687.9 7.3

Fig.9.Comparison ofthe RNA extraction efficiency.Lane:(1-3)

QiaAmp
®
ViralRNA MiniKit;(4-6)QiaAmp

®
ViralRNA Mini

Kit and QiaShredder; (7-9) Trizol
®
; (10-12) Trizol

®
and

QiaShredder;(13)negativecontrolwithun-spikedoyster;(14)

negativecontrolwithDistilledwater;(M)DNA molecularsize

markers.DNA concentration in each lane was measured.

Relative intensity (%) was estimated by percentage DNA

concentrationofeachlanetolane5and6.
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1.3.Primer적합성 비교

노로바이러스의 검출방법을 정립하기 위하여 다양하게 사용되고 있는

primer들의 적합성 및 PCR조건을 구명하였다.

노로바이러스 GI의 경우 GIgenotype6,GII의 경우 genotype6,16

mix를 사용하였다.각각 G1F1M/G1-F2/G1R1M primerset와 G2F1M/

G2-F3/G2R1M primerset를 기준으로 하여 pentaplicate모두 검출이 되는

최소 농도를 구하고 이를 10배 희석한 바이러스 농도도 함께 실험하여

가장 민감도가 높고 비특이적 band가 적은 primer를 탐색하였다.GI,GII의

primer민감도 및 적합성 연구 결과 Table15과 같은 결과를 얻었다.

GI의 경우 기준이 G1F1M/G1-F2/G1R1M primerset이 가장 민감도가

높았으며 비특이적 밴드를 보이지 않는 안정성을 지녔다. NV36/NV35/

NV82/SM82/NV81역시 비슷한 민감도를 보였으나 G1F1M/G1-F2/G1R1M

primer set보다 옅은 밴드를 보여주었다.Yuri52F/Yuri52R/MR3/MR4/

Yuri22F/Yuri22R,JV13I/JV12Y/G1 역시 높은 민감도를 보여주었으나

다수의 비특이적 밴드를 보여 안정성을 보여주지는 못하였다. 다른

primer들은 낮은 민감도와 많은 수의 비특이적 밴드를 발생시켜 효율적인

primer로 보기는 힘들었다.특히 SRI-1/SRI-2/SRI-3의 경우 모든 시료에

예측된 지역에서 밴드가 확인되었으나 음성 시료 역시 밴드가 확인되어

양성의 진위를 파악할 수 없었다.

GII의 경우 G2F1M/G2-F3/G2R1M을 제외한 모든 primer들이 기준

primer보다 낮은 민감도를 보였다.최소농도에서 모두 양성의 결과를 얻은

primer는 NV2oF2/NV2oR/G2-F3/G2SKR 뿐이고 나머지는 전혀 검출이

되지 않았거나 2～3개의 시료에서 양성 반응을 보였다.또한 대부분의

primer에서 비특이적 밴드가 많아 가짜 양성으로 판단할 가능성을

배제하기 힘들었다.
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Table15.Norovirusdetectionrateaccordingtoprimersets

GI Primer
Minimal

concentration
a
10fold

dilution
b

ORF2(capsid) G1F1M/G1-F2/G1R1M 5/5 2/5

ORF1

(RNApolymerase)

NV36/NV35/NV82/SM82/NV81 4/5 1/5

Yuri52F/Yuri52R/MR3/MR4/Yuri22F/Yuri22R 5/5 0/5

SR1-1/SR1-2/SR1-3 5/5 5/5

JV13I/JV12Y/G1 5/5 1/5

ORF2(capsid)
COG1F/G1SKF/G1SKR 0/5 0/5

G1FF/G2FFN/G1SKR 3/5 0/5

GII Primer
Minimal

concentration

10fold

dilution

ORF2(capsid) G2F1M/G2-F3/G2R1M 5/5 2/5

ORF1

(RNApolymerase)

NV35/NV35/NV82/SM82/NV81 3/5 1/5

Yuri52F/Yuri52R/MR3/MR4/Yuri22F/Yuri22R 1/5 2/5

GLPSG2/YGDD1 2/5 0/5

SRII-1/SRII-2/SRII-3 3/5 3/5

JV13I/JV12Y/NoroII-R 2/5 0/5

ORF2(capsid)

COG2F/G2SKF/G2SKR 0/5 0/5

G2FB/G2FBN/G2SKR 3/5 1/5

NV2oF2/NV2oR/G2-F3/G2SKR 5/5 0/5

a
MinimalRT-PCRunit;

b
10-folddilutionofminimalRT-PCRunit.
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NV2oF2/NV2oR/G2-F3/G2SKR primer의 경우 G2F1M/G2-F3/

G2R1M보다 민감도가 조금 낮았지만 최소농도에서도 뚜렷한 밴드를 보여

육안으로 판단하기 수월하고 가짜 양성의 위험이 상대적으로 아주 낮은

primer라 판단된다.

결론적으로 PCR을 이용해 노로바이러스 GI을 검출할 때에 가장 적합한

primer는 G2F1M/G2-F3/G2R1M primerset인 것을 확인할 수 있었고

NV36/NV35/NV82/ SM82/NV81, Yuri52F/Yuri52R/MR3/MR4/Yuri22F/

Yuri22R,JV13I/JV12Y/G1 primer들의 경우 비슷한 민감도를 보이고

있으나 비특이적 밴드가 많아 가짜 양성 등의 혼란이 있을 수 있어

주의해서 사용해야 할 것이다.GII를 검출할 때에는 G2F1M/G2-F3/

G2R1M과 NV2oF2/NV2oR/G2-F3/G2SKR primerset를 사용하는 것이

가짜 양성을 줄이고 가장 민감도를 높게 할 수 있을 것으로 판단되었다.

위의 결과로부터 패류에서 노로바이러스를 효율적으로 검출하기

위해서는 glycine,threonine에 의한 용출,두 차례의 PEG 침전,Vertrel

XF에 의한 세정 등의 과정이 있는 MethodC가 가장 적합한 농축법으로

판단되었다.이렇게 농축된 시료는 QiaAmp
®
ViralRNA MiniKit등의

spincolumn을 이용해서 RNA를 추출하는 것이 효율적이다.경우에 따라

PCR 증폭에 의한 밴드 확인 시 QiaShredderHomogenizer를 사용하는

것이 더욱 효과적일 수 있다.

GI및 GII를 PCR을 통해 검출함에 있어서 가장 효율적인 primer는 GI의

경우는 G1F1M/G1-F2/G1R1M primerset,GII의 경우는 G2/F1M/G2-F3/

G2R1M primer set이다. GI의 경우 NV36/NV35/NV82/SM82/NV81,

Yuri52F/Yuri52R/MR3/MR4/Yuri22F/Yuri22R, JV13I/JV12Y/G1 primer

들도 민감도가 높으나 비특이적 밴드가 많이 발견되므로 사용 시에 주의가

필요하며,GII의 경우 민감도가 조금 낮지만 명확한 밴드를 보여주고 있는
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NV2oF2/NV2oR/G2-F3/G2SKR primerset를 함께 사용하는 것도 검출

결과의 안정성과 적합성에 있어 도움을 줄 수 있을 것이다.

2.이매패류의 노로바이러스 오염실태

노로바이러스를 포함한 장관계 바이러스는 환자의 분변을 통해 자연계에

배출된 후 장기간 생존하면서 연안해역에 유입되어 이매패류와 같은

식품을 매개로 경구를 통해 재 감염된다.특히 노로바이러스와 같이

배양이 불가능한 바이러스의 경우에는 식품 중에 존재하는 바이러스가

감염력을 지니고 있는지 확인이 불가능하며,유전자 검출법으로 정성 및

정량평가 되고 있다.그래서 많은 연구사례에 근거하여 이매패류에

바이러스 유전자가 검출되는 경우 원인식품으로 판정하기 때문에 관련

업계에 과도한 피해가 발생할 가능성도 있다.

이러한 배경에서 볼 때 이매패류를 매개로 하는 장관계 바이러스 감염증

발생을 예방하기 위해서는 원천적으로 연안해역이 오염되는 것을 막아야

하며,오염된 패류가 유통되지 않도록 하고,오염패류를 정화 처리하는 등

광범위하고 체계적인 관리가 필요하다.패류에 대해 바이러스 오염을

예방하고 제어하기 위해서 현재는 분변계 대장균에 대한 가이드라인만이

주로 사용되고 있다. 그러나 여러 연구를 통해 이러한 세균들은

바이러스의 존재여부와 유의적인 상관관계가 없는 것으로 보고되고 있기

때문에 (Waitetal.,1983;LeGuyaderetal.,2000)효과적인 질병예방을

위해선 어패류에 대한 병원성 바이러스 오염 여부를 직접 모니터링하는

것이 필요하다.패류생산해역에서 직접 패류를 모니터링하여 바이러스의

오염 여부를 파악함으로써 식품위생안전 확보 및 바이러스 관리 체제를

만드는데 기초 자료로 제공되어야 한다.특히 국내외 노로바이러스에 의한

식중독 등의 집단 감염이 급증하고 있기 때문에 패류에서 노로바이러스의
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오염 여부를 파악함으로써 집단 감염을 예방하고 그 정보를 파악하는 것이

필요하다.

정립된 이매패류 중 노로바이러스 검출법을 현장시료에 적용하여

우리나라 동서남해안에 위치한 패류생산해역에서 노로바이러스의

존재유무를 파악함으로써 식품위생안전의 확보를 위한 자료를 확보하고자

하였다.

2.1.노로바이러스 검출율

패류 중의 노로바이러스를 검출하기 위하여 우선 패류 중의 바이러스의

농축효율을 확인하였다.패류 시료를 농축하고 콕사키바이러스를 양성

시료로 삽입 후 농축을 진행하고 핵산을 추출 RT-PCR을 하였다.그 결과

실험이 진행된 모든 시료에서 콕사키바이러스 양성 결과를 얻을 수

있었다.이 결과는 농축된 모든 패류 시료에서 접종된 콕사키바이러스가

회수되는 것을 의미하는 것이며 따라서 패류 속에 노로바이러스가 존재할

경우 마찬가지로 농축 시에 회수가 될 수 있는 것을 의미하며 농축

단계에서의 오류가 없는 것을 증명하게 되었다.

지역에 따른 검출율은 서천 비인만이 가장 높았고(50.0%,5/10),태안

남면에서는 검출되지 않았다.하지만 이 두 시료 채취 장소를 제외한 다른

곳에서 10∼40% 정도의 비율로 꾸준히 검출되고 있으며 검출되지 않은

태안 남면 시료가 모두 바지락인 것으로 볼 때 지역적 차이보다는 시료별

검출율 차이에 기인한 것으로 사료된다(Fig.10).향후 보다 세분화된

시료채취와 장기간의 모니터링을 실시하여 지역적 오염실태를 파악하고

패종별 계절별 오염정도를 확인할 필요가 있을 것이다.

2007년 2월부터 11월까지 채취한 패류 시료를 대상으로 전술한 바와

같은 전처리를 통하여 노로바이러스 오염여부를 조사하였다.양성의
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판정은 RT-nested PCR 산물을 agarose gel 상에서 전기영동으로

확인하여 양성밴드 여부를 통하여 실시하였으며, 양성으로 확인된

RT-nestedPCR산물을 대상으로 염기서열을 분석하여 최종 확정하였다.

그 결과,총 140개의 시료 중 31개의 시료에서 노로바이러스 유전형 GI

또는 GII가 검출되어 22.1%의 검출율을 나타내었다.GI은 9개 시료에서

검출되었으며 GII는 22개 시료에서 검출되어 유전형의 비율은 각각 29%와

71%를 차지하였다(Table16).월별로는 수온이 높은 7월과 8월 그리고

10월에 각각 14.3%,7.1% 그리고 8.3%로 다소 낮은 검출율을 보였으며

조사기간 중 40%∼20%의 검출율을 나타내어 유의할만한 계절적 차이는

발견할 수 없었다.

1929년 Zahorsky가 노로바이러스에 의한 질환을 최초로 보고하면서

“wintervomitingdisease"라고 명명한 바 있다(Manishetal.,2009).이는

동절기로 자연환경에서 생존기간이 증가하는 노로바이러스의 특징에

기인하는 것으로 통상 wintervirus로 불리어 왔다.그러나 최근 전

세계적으로 발생하는 장염의 40∼50%가 노로바이러스 감염에 의한 것으로

알려질 만큼 환자수가 급증함에 따라 연중 검출되는 경향을 보이고

있다(Bryceetal.,2005).이 연구의 결과에서도 전 세계적인 추세와 같이

우리나라 연안에서 노로바이러스를 포함한 분변에 의한 지속적인 오염이

발생하고 있는 것으로 확인되었다(Fig.11).

검출율을 패종별로 살펴보면 동죽 시료에서 40.0% (4/10),피조개

시료에서 36.3% (4/11),홍합 시료에서는 24.1% (7/29),굴 시료에서는

24.0% (12/50)로 검출되어 상대적으로 높은 검출율을 나타내었다 (Fig.

12).그리고 바지락의 경우에는 5.0% (1/20)로 가장 낮은 검출율을

나타내었다.그리고 패종별 검출율 역시 계절 변화와 유의할 만한

상관관계를 찾을 수 없었다(Table16,Fig.12).
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Fig.10.Norovirusdetectionrateofshellfishcollectedateachsampling

stationfrom FebruarytoNovemberin2007.Samplingstations

wereshowninTable1.
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Table.16.Norovirusdetectioninshellfishcollectedat15stationsfrom FebruarytoNovember

St. Area Shellfish
Month

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

E1
a

Yangyang Scallop
b

-
c

- - - - - - GII - -

E2 UljinPyeonghae Mussel - - GI
d

- - - - - - -

E3 PohangYeongil Mussel GII
e
- GI GII - - - GII NS -

E4 UlsanJinha Oyster - - - - - - - - GI -

S1 PusanHaeundae Oyster GI GI - - - - - - - -

S2 Suncheonman Arkshell GI GI - - - - - GI NS -

S3 Deukryangman Arkshell GII NS
f
NS NS NS NS NS NS NS -

S4 Wando Abalone - GII GI - - - - - - -

S5 Jindo Oyster - - GII - GII - - - - GI

W1 YeongheungNae-ri Oyster - - - - - - - - - GI

W2 DangjinHanjinpo Short-neckedclam - - - GII - - - - - -

W3 TaeanNam-myeon Short-neckedclam - - - - - - - - - -

W4 SeocheonCheonsuman Mussel - - GII - GII - - - - -

W5 SeocheonBeeinman Oyster GII - GII - GII GII GII - - -

W6 BuanGomsoman Surfclam GII - - GII - GII - - - GI

Detectionratebymonth(%)
6/15
(40.0)

3/14
(21.4)

6/14
(42.8)

3/14
(21.4)

3/14
(21.4)

2/14
(14.3)

1/14
(7.1)

3/14
(21.4)

1/12
(8.3)

3/1
(20.

Overalldetectionrate(%)
31/140(22.1)

GI:9/31(29.0);GII:22/31(71.0)

ab
SeeTable1.

c
Notdetected;

d
NorovirusgenotypeI;

e
NorovirusgenotypeII;

f
Nosample.
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Fig.11.Norovirusdetectionrateinshellfishaccordingtocollectingtime

at15samplingstationsin2007.
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Fig.12.Norovirusdetectionrateaccordingtoshellfishspeciescollected

at15stationsfrom FebruarytoNovemberin2007.
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2.2.세균학적 품질과 노로바이러스 검출과의 관계

노로바이러스는 인간의 분변에서 유래하는 장관계 바이러스이기 때문에

전통적으로 패류생산해역의 분류 기준으로 세계적으로 사용되고 있는

분변계 대장균의 오염도와의 상관관계를 살펴보고자 패류 채취지점의

위생지표세균 농도를 조사하였다(Table17).

현재 United States Food and Drug Administration 패류생산해역

기준(<230E.coli/100gshellfish)(Lees,2000)을 근거로 하는 경우 E3,E4,

S1,W3,W4및 W6지점은 패류생산에 부적합 해역으로 나타났으며,그

외 지점은 모두 패류생산에 적합한 분변오염 수준을 나타내었다.그러나

노로바이러스 검출경향(Table 16)과 비교하는 경우,이 연구결과에서는

위생지표세균이 나타내는 분변오염도와 노로바이러스 검출경향에 아무런

상관관계가 없는 것으로 추정되었다.특히 노로바이러스가 전혀 검출되지

않은 W3(태안 남면)지점의 경우 분변계 대장균의 기하학적 평균이 574.4

MPM/100g으로 분변오염도가 높은 것으로 나타나 위생지표세균을

기준으로 장관계 바이러스 오염을 예측하기 어려운 것으로 사료되었다.이

이유에 대해서는 정확히 밝혀진 바 없으나 인간의 장관에서 배출된

바이러스가 대장균에 비하여 강한 환경내성을 가지기 때문인 것으로

보이며 특히 노로바이러스는 wintervirus라고 불릴 만큼 수온이 낮은

동절기에 해수 중에서 장기간 생존하는 것으로 알려져 있다(Lees,2000).

한편 수온, 염분농도, pH와 같은 해수의 이화학적인 특성 역시

노로바이러스 검출과 뚜렷한 상관관계를 찾을 수 없었다(Table18).다만

전반적으로 수온인 높은 하절기에 다소 노로바이러스 검출율이 낮은

것으로 나타나 노로바이러스의 외계 생존과 수온의 역비례적 관계가

추정되었다.
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Table 17.Bacteriologicalwaterquality ofshellfish collected at15

stationsfrom FebruarytoNovemberin2007

St. Area Shellfish
Coliform(MPN/100g) FecalcoliformMPN/100g)

Range GM
a

Range GM

E1
b
Yangyang Scallop

c
<18～ 490 62.6 <18～130 55.9

E2 UljinPyeonghae Mussel 45～4900 786.9 <18～ 130 62.9

E3 PohangYeongil Mussel <18～ 33000 260.4 <18～ 7900 706.2

E4 UlsanJinha Oyster 45～350000 1185.7 <18～ 35000 4630.9

S1 PusanHaeundae Oyster 1100～>16000 3555 45～2400 1422

S2 Suncheonman Arkshell 68～790 242.7 <18～ 78 77.8

S3 Deukryangman Arkshell 78～950 254.6 <18～ 78 75

S4 Wando Abalone 20～4900 372 <18～ 330 105.5

S5 Jindo Oyster <18～ 79000 501.5 <18～ 230 128

W1
Yeongheung

Nae-ri
Oyster <18～ 1300 183.3 <18～ 200 109.1

W2DangjinHanjinpo Short-necked
clam

<18～2200 152.7 <18～200 103.7

W3
Taean

Nam-myeon
Short-necked
clam

230～3300 1289.6 20～1300 574.4

W4
Seocheon

Cheonsuman
Mussel 45～4900 751.5 <18～ 790 305.4

W5
Seocheon

Beeinman
Oyster <18～490 69 <18～20 20.1

W6BuanGomsoman Surfclam 20～13000 641.3 <18～ 1700 927.3

a
Geometricmean;

bc
SeeTable1.
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Table18.Physiochemicalconditionsofseawateratsamplingstationsof

shellfishfrom FebruarytoNovemberin2007

St. Area Shellfish Temp(℃) Salinity pH

E1
a
Yangyang Scallop

b
7.2～24.3 30.9～33.8 6.7～8.4

E2 UljinPyeonghae Mussel 11.4～23.2 32.4～34.7 7.8～8.6

E3 PohangYeongil Mussel 12.7～24.1 31.2～34.7 7.9～8.4

E4 UlsanJinha Oyster 11.6～26.5 29.1～39.2 8.0～8.5

S1 PusanHaeundae Oyster 12.5～25.4 31.7～33.3 8.0～8.3

S2 Suncheonman Arkshell 5.0～28.2 13.4～31.4 7.7～8.2

S3 Deukryangman Arkshell 6.0～28.3 27.2～32.5 7.9～8.2

S4 Wando Abalone 8.0～26.3 29.6～33.4 7.4～8.2

S5 Jindo Oyster 9.8～28.6 31.9～33.6 7.9～8.2

W1
Yeongheung

Nae-ri
Oyster 4.7～24.4 25.5～29.1 6.9～8.2

W2 DangjinHanjinpo Short-neckedclam 5.2～23.8 27.7～29.3 7.2～7.9

W3 TaeanNam-myeonShort-neckedclam 6.3～24.0 27.2～32.8 7.4～8.1

W4
Seocheon

Cheonsuman
Mussel 5.2～25.5 27.5～31.7 7.9～8.5

W5
Seocheon

Beeinman
Oyster 7.1～26.2 26.6～30.8 7.9～8.1

W6 BuanGomsoman Surfclam 5.1～26.2 27.5～31.3 8.0～8.3

ab
SeeTable1.
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이러한 경향은 외국에서 패류섭취로 인한 노로바이러스 감염사례에서도

찾아볼 수 있다.유럽의 분변계 대장균 기준(CatagoryA,Anon,1991)에

부합되는 스칸디나비아 해역에서 생산된 굴의 섭취로 인하여 356건의

발병사례가 보고되었다(Christensen et al.,1998).이와 같은 일련의

발병사례에 근거하여 유럽연합과 미국 등 패류생산국에서는 바이러스

오염을 감시할 수 있는 보다 체계적인 관리시스템을 구축하고자 많은

노력을 하고 있다.이 관리시스템 구축에서는 이 연구에서 사용한 PCR에

근거한 검출법을 사용하고 있으나 아직 PCR에 근거한 검출법은 그 절차가

복잡하고 세계적으로 표준화되어 있지 못하기 때문에 그 적용에 한계를

가지고 있다(Lees, 2000). Male specific RNA (F+) bacteriophage

(Havelaar,1987)와 기타 박테리오파지와 같은 대체 지표생물을 이용한

모니터링 기법에 대한 연구가 진행되고 있으나 그 효용성에 대해서는

합의점에 이르지 못하고 있다.결국 여러 나라에서는 패류에서 직접

노로바이러스와 같은 장관계 바이러스를 모니터링하고 있으나 PCR기법이

가지는 한계(false negative,false positive)를 극복해야 하는 어려움에

직면하고 있는 것으로 보인다.

2.3.검출된 노로바이러스의 계통학적 분석

검출된 노로바이러스 유전형을 살펴보면 서해안(W1∼W6)에서는 모두

GII형이었으며,동해안(E1∼E4)과 남해안(S1∼S5)에서는 GI과 GII가 나타났다.

검출된 GII형은 모두 genotype4로 확인되었다.최근 GIIgenotype4가 전

세계적인 노로바이러스 감염의 주된 요인이라는 보고되고 있고(Bulletal.,2006),

국내에서도 GII genotype 4가 노로바이러스에 의한 집단 식중독의 주요

원인바이러스로 분석되고 있다.이러한 결과는 환자의 분변에 의한 연안해역

오염과 바이러스에 오염된 패류와 같은 수산식품 섭취에 의한 재감염이 발생하고
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있다는 것을 보여주는 사례라고 생각된다(질병관리본부,감염병 발생정보 2007).

계통학적 분석결과 패류에서 검출된 노로바이러스의 염기서열이 2006년

국내에서 집단 감염증을 유발했던 노로바이러스 염기서열과 매우 유사한

것으로 분석되었다(Fig.13).이러한 결과는 노로바이러스에 감염된 환자의

분변에 의해 패류가 오염되며 오염된 패류를 섭취함으로써 다시

바이러스에 감염되는 fecal-oralroute를 통한 순환감염의 가능성이 제기될

수 있는 근거가 된다고 사료되며,외국에서도 장관계 바이러스에 오염된

굴에 의한 집단 감염이 보고되고 있어 이러한 추정을 뒷받침하고

있다(Berg etal.,2000).또한 연안산 패류에서 확인된 노로바이러스의

염기서열이 국내 뿐 아니라 일본,미국,네덜란드 등의 외국에서 보고된

노로바이러스 염기서열과 매우 유사한 것으로 나타나(Fig. 13),

노로바이러스에 의한 집단 식중독을 예방하고 관리하기 위해서는 전

세계적으로 유행하는 노로바이러스 변이주의 특성을 파악하는 것이 중요할

것으로 여겨진다.그리고 궁극적으로는 육상에서 발생한 환자의 분변이

적절한 처리를 거치지 않고 호소와 연안해역에 유입되지 않도록 하는

국가차원의 대책마련이 시급하다고 사료된다.
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Fig.13.PhylogenetictreebasedonpartialsequencesofORF2geneof

norovirusdetectedinthisstudy.
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3.이매패류 생산해역 해수 중 노로바이러스 오염범위 조사

3.1.검출한계 측정 및 standardcurve작성

검출한계 측정과 해수 시료에서 노로바이러스 농도를 결정하기 위한

standard curve 제작을 위해 GI및 GIIplasmid를 10배씩 희석하여

real-timePCR을 실시하였다(Fig.14).

Ct (threshold cycle)값과 copy number간의 standard curve는 GI

plasmid[3.5×10
7
～ 3.5×10

-1
(7.0×10

7
～ 7.0×10

-1
노로바이러스

농도에 상응)]시료와 GIIplasmid[3.6×10
7
～ 3.6×10

-1
(7.2×10

7
～

7.2×10
-1
노로바이러스 농도에 상응)]시료를 사용하여 각각 triplicate로

분석하였다.10
-1
농도의 시료를 제외하고는 모두 Ct값을 나타내었으며

농도와 Ct값 사이에 신뢰할만한 수준의 상관관계가 있었다(Fig.14).GI및

GII모두 10
0
농도까지 Ct값이 측정되므로 검출 한계를 GI은 10

0
에서

측정된 Ct값의 평균인 37.02,GII는 38.21로 설정하고 해수 시료 중

노로바이러스 농도 산출에 사용하였다.

3.2.노로바이러스 농도 결정

해수 시료의 real-timePCR결과를 Table19에 나타내었다.GI(15.7%;

16/102)보다 GII(20.6%;21/102)의 검출 비율이 높았으며 2월에 가장 많은

지점에서 검출된 후 점차 감소되는 경향을 보이다가 7월부터 다시

증가하는 양상을 보였다.

2월에는 GI,GII모두 7개소 검출되었으며 수심에 따라 세분화하면 GI은

8개 시료에서 GII는 10개 시료에서 검출되었다.3월에는 7번 지점에서만

GI,GII가 검출되었을 뿐 다른 지점에는 검출되지 않았으며 4월에는 모든

시료에서 검출이 되지 않았다.7월부터는 GI,GII가 검출되는 빈도가

증가하였다.
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Fig. 14. Standard curve for relative norovirus quantification for

genogroupGI(a)andGII(b).
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GI은 7,8,10월 각각 1,2및 2개소에서 검출되었으며 GII는 7,8,10월

각각 1,2및 4개소에서 검출되었다.7～8m의 깊이에서 채취한 시료가

2～3m에서 채취한 시료보다 GI,GII모두 검출 비율은 높았다(GI:17% >

15%;GII:26% > 18%).이러한 결과로 볼 때 노로바이러스는 계절에

따라 급격한 농도 변화를 보이며 해수의 수심에 따른 농도 변화는 크지

않은 것으로 사료된다.

Table 19에 나타낸 Ct 값을 standard curve을 기준으로 역산하여

노로바이러스의 농도와 그 표준편차를 추정하였다(Table20).방조제와

인접한 2번 지점에서 GI및 GII모두 다른 장소보다 높은 빈도로

검출되었다.특히 1～5번 지점이 6～10번 지점보다 검출되는 빈도가

높았는데,이는 노로바이러스가 오염된 담수의 유입이 일어날 수 있는

방조제가 많고 그 유출 수량 또한 많기 때문으로 추정된다.특이한 점은

담수의 직접 유입이 없는 5번 지점에서 GII의 검출 빈도가 높고 그 농도도

높았는데(Table20),주요 오염원인 1번 지점에 인접한 B지구 방조제의

배수갑문이 시료 채취 전날 작동하였음에도 불구하고 1번 지점에서

노로바이러스가 검출되지 않았지만 5번 지점에서 노로바이러스가 고농도로

검출되는 것으로 보아 유입된 담수가 원인이 된 것이라기보다는

시간적으로 타 채취 장소와 다른 시기에 오염된 노로바이러스가 해수의

흐름에 따라 오염시켰거나 비점오염원에 의한 오염에 기인하는 것으로

추측된다.시료 채취지점 인접 도시인 보령시의 강수량 자료(기상청,

http://www.kma.go.kr)에 의하면,7월의 경우 시료 채취 전 2～3일간 60

mm 이상의 많은 비가 내렸다.따라서 강우에 의한 유출(runoff)이 생겨서

비점오염원에 의해 노로바이러스 오염이 일어났을 가능성을 고려할 수

있다.또한 파악하지 못한 비점오염원이나 인근 어민의 활동에 의해

오염이 일어났을 가능성도 배제할 수 없을 것으로 생각된다.
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Table19.Thresholdcycle(Ct)ofnorovirusdetectedfrom seawatersamples

St.
1-s
a

1-d
b

2-s 2-d 3-s 3-d 4-s 4-d 5-s 5-d 6-s 7-s 7-d 8-s 8-d

GI GII GI GII GI GII GI GII GIGIIGI GII GI GII GI GII GI GII GI GII GI GII GI GII GI GII GIGIIGIGI

Feb
36.48 35.93 33.06 32.43 32.81 33.93 -

c
34.62 - - 35.33 34.26 - - NS

d
NS 35.27 33.23 - 34.16 31.34 31.17 - - 32.35 31.82 - - - -

36.53 36.00 33.28 32.47 31.69 34.13 - 35.17 - - 34.43 35.42 - - NS NS 36.45 33.76 - 35.00 31.16 31.62 - - 31.66 32.04 - - - -

Mar
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 35.71 35.71 - - - - - -

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 36.41 36.41 - - - - - -

Apr
- - - - - - - - - - - - - - NS NS - - - - - - - - - - - - - -

- - - - - - - - - - - - - - NS NS - - - - - - - - - - - - - -

Jul
- - - - - - - - - - - - - - NS NS - - 31.09 34.56 - - - - - - - - - -

- - - - - - - - - - - - - - NS NS - - 31.11 34.83 - - - - - - - - - -

Aug
- - - - 37.00 35.56 36.50 34.58 - - - - 33.84 33.67 NS NS - - - - - - - - - - - - - -

- - - - 36.23 35.59 36.18 34.89 - - - - 34.49 34.09 NS NS - - - - - - - - - - - - - -

Oct
- 37.29 - - 35.00 33.82 35.98 34.27 - - - - - - NS - - - - 33.06 - - - 33.75 - - - - - -

- 37.61 - - 35.09 34.14 35.17 35.93 - - - - - - NS - - - - 33.01 - - - 33.16 - - - - - -

a
Sampleat2～3m waterdepth;

b
Sampleat7～8m waterdepth;

c
Notdetected;

d
NoSample.
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Table20.Estimatednorovirusrelativeconcentrationinseawater(particle/8L)byreal-timePCR

1-s 1-d 2-s 2-d 3-s 3-d 4-s 4-d 5-s 5-d 6-s 7-s 7-d 8-s 8-d

GI GII GI GII GI GII GI GII GIGIIGI GII GI GII GI GII GI GII GI GII GI GII GI GII GI GII GIGIIGIG

Feb
12.30a

±0.29b
17.73

±0.59

118.11

±12.43

191.87

±3.68

235.70

±120.74

65.92

±6.31
-
a 37.24

±9.70
- -

38.70

±16.19

40.96

±21.66
- - NS

b
NS

20.57

±11.05

96.03

±24.13
-

47.15

±18.48

433.41

±37.33

396.69

±84.87
- -

266.49

±86.53

273.65

±28.79
- - -

Mar - -
- - - - - - -

- -
- - - - - - -

17.09

±5.63

46.15

±17.06

- -
- - -

Apr - -
- - - - - - - - - - - - NS NS

- -
- - - - - - -

- -
- -

Jul - - - - - - - - - - - - - NS NS - -
478.90

±4.59

42.09

±5.43

- - - - - - - - -

Aug - - - -
11.80

±4.26

23.09

±0.33

13.83

±2.11

41.01

±6.07
- - - -

61.48

±18.84

73.54

±14.70
NS NS - - - - - - - - - - - - -

Oct -
6.52

±1.00
- -

33.08

±1.43

68.43

±10.45

23.96

±9.07

37.02

±26.69
- - - - - - NS - - - -

129.08

±3.09
- - -

99.05

±27.63
- - - - -

a
Notdetected;

b
NoSample.
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3.3.해수의 노로바이러스 검출 농도와의 상관성

해수 시료의 물리화학적 요인과 대장균군,분변계 대장균 농도를 Table

21에 나타내었다.온도는 6～30℃ 사이의 값을 보이며 2월부터 8월까지 점

점 증가하다가 10월 이후에는 감소하였다.

용존산소량은 온도와 반대로 2월부터 8월까지 감소하다가 10월 이후에는

증가하였다.반면에 pH나 염도는 큰 변화를 보여주지 않았다.

MPN법으로 측정된 대장균군이나 분변계 대장균 농도는 대다수 음성의

결과를 나타내 최고치도 13MPN/100mL정도의 낮은 값으로 확인되었다.

온도,분변계 대장균군,대장균,노로바이러스 GI,GII농도,용존산소량

간의 상관관계를 스피어만 비모수 상관분석을 통해 분석한 결과를 Table

22에 제시하였다.

온도와 대장균군 및 분변계 대장균은 통계적으로 0.05 이하의 유의

수준으로 낮은 양의 상관관계를 보였으며,온도와 노로바이러스 GII도 0.01

이하의 유의 수준으로 낮은 음의 상관관계를 보였다.

온도는 용존산소량과도 음의 상관관계를 보였다. 분변계 대장균과

대장균 사이,노로바이러스 GI,GII농도 사이에는 아주 높은 양의

상관관계를 보여주고 있다.

이와 달리 위생지표세균인 대장균군, 분변계 대장균의 농도와

노로바이러스 농도는 어떠한 상관관계를 보이지 않았다.이러한 결과를 볼

때 노로바이러스 오염 정도를 위생지표세균을 측정하여 추정하기는

어려우며 장관계 바이러스의 오염 유무를 알기위해서는 직접 모니터링을

하여 오염 정도를 파악하는 것이 필요하다는 것을 시사하였다.
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Table21.Physio-chemicalconditionsandbacteriologicalwaterquality

ofseawater

Month-St.
Depth

(m)

Temp.

(℃)
pH

DO

(mg/L)

Salinity

(‰)

Fecalcoliforms

(MPN/100mL)

E.coli

(MPN/100mL)

Feb-1s
a

2.5 6.5 8.1 9.7 32.65 ND ND

Feb-1d
b

7.5 6.6 8.3 9.8 32.80 ND ND

Feb-2s 2.5 7.0 8.3 10.8 32.60 ND ND

Feb-2d 7.5 6.3 7.9 10.6 32.70 ND ND

Feb-3s 2.5 6.8 8.2 11.3 32.75 ND ND

Feb-3d 7.5 6.3 8.3 9.8 32.65 ND ND

Feb-4s 2.5 7.4 8.2 9.9 32.50 ND ND

Feb-5s 2.5 6.8 8.1 8.3 32.80 ND ND

Feb-5d 7.5 6.9 8.0 8.2 32.90 ND ND

Feb-6s 2.5 7.2 7.8 8.4 32.80 ND ND

Feb-7s 2.5 6.8 7.9 8.2 32.90 ND ND

Feb-7d 7.5 6.8 8.0 8.4 33.10 ND ND

Feb-8s 2.5 7.1 8.0 8.1 32.95 ND ND

Feb-8d 7.5 7.0 8.1 8.3 33.00 ND ND

Feb-9s 1.0 7.2 7.9 7.8 32.50 ND ND

Feb-10s 2.5 6.8 8.1 8.4 33.00 ND ND

Feb-10d 7.5 6.8 8.1 8.4 33.05 ND ND

a
Sampleat2～3m waterdepth;

b
Sampleat7～8m waterdepth.
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Table21.Continued

Month-St.
Depth

(m)

Temp.

(℃)
pH

DO

(mg/L)

Salinity

(‰)

Fecalcoliforms

(MPN/100mL)

E.coli

(MPN/100mL)

Mar-1s
a

2.5 8.7 8.0 8.3 32.20 ND ND

Mar-1d
b

7.5 8.6 8.2 11.8 32.20 ND ND

Mar-2s 2.5 8.8 8.2 7.7 32.20 2 2

Mar-2d 7.5 8.5 8.2 8.8 32.50 ND ND

Mar-3s 2.5 8.1 8.2 9.0 32.80 ND ND

Mar-3d 7.5 8.1 8.2 10.3 33.00 ND ND

Mar-4s 2.5 7.9 8.3 9.2 33.00 ND ND

Mar-4d 7.5 7.8 8.2 9.6 33.10 ND ND

Mar-5s 2.5 8.0 8.1 8.2 33.10 ND ND

Mar-5d 7.5 7.8 8.2 7.7 33.20 ND ND

Mar-6s 2.5 8.2 8.2 7.3 33.20 ND ND

Mar-7s 2.5 7.7 8.1 9.6 33.20 ND ND

Mar-7d 7.5 7.7 8.1 7.4 33.30 ND ND

Mar-8s 2.5 8.4 8.2 8.5 33.20 ND ND

Mar-8d 7.5 8.2 8.2 7.9 33.30 ND ND

Mar-9s 2.5 7.8 8.1 12.6 32.80 ND ND

Mar-10s 2.5 7.7 8.2 8.2 33.25 ND ND

Mar-10d 7.5 7.6 8.3 9.2 33.40 ND ND

a
Sampleat2～3m waterdepth;

b
Sampleat7～8m waterdepth.
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Table21.Continued

Month-St.
Depth

(m)

Temp.

(℃)
pH

DO

(mg/L)

Salinity

(‰)

Fecalcoliforms

(MPN/100mL)

E.coli

(MPN/100mL)

Apr-1s
a

2.5 12.0 8.2 7.5 33.05 2 2

Apr-1d
b

7.5 12.0 8.2 7.8 33.10 ND ND

Apr-2s 2.5 11.9 8.2 7.4 33.10 ND ND

Apr-2d 7.5 11.9 8.2 6.4 33.10 ND ND

Apr-3s 2.5 11.6 8.2 12.9 33.20 ND ND

Apr-3d 7.5 11.6 8.2 8.8 33.10 ND ND

Apr-4s 2.5 11.7 8.2 11.9 32.00 ND ND

Apr-5s 2.5 11.2 8.1 7.8 33.15 ND ND

Apr-5d 7.5 11.2 8.3 8.5 33.30 ND ND

Apr-6s 2.5 11.5 8.3 7.3 33.20 ND ND

Apr-7s 2.5 10.9 8.3 7.7 33.25 ND ND

Apr-7d 7.5 10.9 8.3 7.7 33.30 ND ND

Apr-8s 2.5 11.0 8.3 7.2 33.30 ND ND

Apr-8d 7.5 11.0 8.2 7.5 33.30 ND ND

Apr-9s 2.5 11.1 8.2 8.4 33.00 ND ND

Apr-10s 2.5 11.1 8.2 7.7 33.25 ND ND

Apr-10d 7.5 11.8 8.2 8.2 33.30 ND ND

a
Sampleat2～3m waterdepth;

b
Sampleat7～8m waterdepth.



- 74 -

Table21.Continued

Month-St.
Depth

(m)

Temp.

(℃)
pH

DO

(mg/L)

Salinity

(‰)

Fecalcoliforms

(MPN/100mL)

E.coli

(MPN/100

mL)

Jul-1s
a

2.5 23.8 8.2 5.6 31.80 ND ND

Jul-1d
b

7.5 23.6 8.2 5.1 31.90 ND ND

Jul-2s 2.5 23.9 8.3 5.9 31.90 4 4

Jul-2d 7.5 23.5 8.2 4.6 32.20 ND ND

Jul-3s 2.5 23.3 8.4 7.3 32.00 ND ND

Jul-3d 7.5 23.2 8.3 6.2 32.40 ND ND

Jul-4s 2.5 23.7 8.5 6.3 32.30 ND ND

Jul-5s 2.5 23.0 8.2 7.0 32.20 ND ND

Jul-5d 7.5 22.7 8.4 6.3 32.30 ND ND

Jul-6s 2.5 23.2 8.4 5.4 32.70 2 2

Jul-7s 2.5 22.1 8.4 6.6 32.50 ND ND

Jul-7d 7.5 22.2 8.4 7.0 32.45 4 4

Jul-8s 2.5 22.5 8.5 6.0 32.50 ND ND

Jul-8d 7.5 22.6 8.5 5.7 32.90 ND ND

Jul-9s 2.5 23.9 8.3 6.0 32.30 ND ND

Jul-10s 2.5 22.6 8.5 6.2 32.40 ND ND

Jul-10d 7.5 22.7 8.4 6.1 32.50 2 2

a
Sampleat2～3m waterdepth;

b
Sampleat7～8m waterdepth.
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Table21.Continued

Month-St.
Depth

(m)

Temp.

(℃)
pH

DO

(mg/L)

Salinity

(‰)

Fecalcoliforms

(MPN/100mL)

E.coli

(MPN/100

mL)

Aug-1sa 2.5 27.5 8.0 3.7 32.80 4 4

Aug-1db 7.5 26.5 7.9 3.8 31.20 ND ND

Aug-2s 2.5 29.9 8.0 4.1 32.80 2 2

Aug-2d 7.5 27.5 8.0 3.2 32.80 ND ND

Aug-3s 2.5 27.9 8.3 4.5 33.20 ND ND

Aug-3d 7.5 27.5 8.2 4.0 33.20 ND ND

Aug-4s 2.5 28.7 8.3 4.2 33.10 ND ND

Aug-5s 2.5 27.4 8.0 4.6 33.10 ND ND

Aug-5d 7.5 27.2 8.0 4.8 33.40 ND ND

Aug-6s 2.5 28.8 8.2 3.9 33.00 ND ND

Aug-7s 2.5 26.8 8.0 4.0 33.40 ND ND

Aug-7d 7.5 27.0 7.9 4.4 33.60 ND ND

Aug-8s 2.5 27.2 7.9 4.2 33.10 ND ND

Aug-8d 7.5 27.3 8.0 4.6 33.00 ND ND

Aug-9s 2.5 27.7 7.9 4.1 33.60 ND ND

Aug-10s 2.5 27.2 8.1 4.4 33.80 ND ND

Aug-10d 7.5 27.2 8.1 4.8 33.70 ND ND

a
Sampleat2～3m waterdepth;

b
Sampleat7～8m waterdepth.
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Table21.Continued

Month-St.
Depth

(m)

Temp.

(℃)
pH

DO

(mg/L)

Salinity

(‰)

Fecalcoliforms

(MPN/100mL)

E.coli

(MPN/100

mL)

Oct-1sa 2.5 18.5 8.0 5.3 31.55 8 8

Oct-1db 7.5 18.7 8.2 5.8 31.50 13 13

Oct-2s 2.5 18.6 8.0 6.4 31.60 2 2

Oct-2d 7.5 18.7 8.1 6.0 31.50 ND ND

Oct-3s 2.5 18.3 8.2 6.6 31.50 ND ND

Oct-3d 7.5 18.5 7.9 7.1 31.60 2 2

Oct-4s 2.5 18.7 8.0 6.7 31.60 ND ND

Oct-5s 2.5 18.4 8.0 7.2 31.60 ND ND

Oct-5d 7.5 18.6 7.9 7.3 31.55 ND ND

Oct-6s 2.5 18.9 8.0 6.9 31.70 ND ND

Oct-7s 2.5 18.1 7.9 7.2 31.75 ND ND

Oct-7d 7.5 17.9 7.9 7.8 31.80 ND ND

Oct-8s 2.5 18.3 8.1 6.9 31.65 ND ND

Oct-8d 7.5 18.4 8.1 7.0 31.70 2 ND

Oct-9s 2.5 18.7 8.1 7.6 31.70 ND ND

Oct-10s 2.5 18.7 8.0 7.5 31.90 ND ND

a
Sampleat2～3m waterdepth;

b
Sampleat7～8m waterdepth.
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Table22.Correlation coefficientbetween temperaturecoliform group,

fecalcoliform,norovirusGI& GIIandDO

Temp.
Coliform

group

Fecal

coliform
NVGI NVGII DO

Temp. - 0.226
a

0.227
a
-0.179 -0.224

b
-0.466

b

Coliform group - 0.960
b
-0.023 0.000 -0.141

Fecalcoliform - -0.011 0.014 -0.160

NVGI - 0.848
b

0.044

NVGII - 0.073

DO -

aSignificantlevel0.05(bothsides);bSignificantlevel0.01(bothsides).
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4.노로바이러스 불활성화 조건 구명

노로바이러스의 불활성화 조건에 대해서는 노로바이러스를 배양할 수

있는 기술이 개발되지 못하여 매우 제한적으로 알려져 왔으나,feline

calicivirus (FCV)가 노로바이러스 대체 바이러스로 소개되면서

노로바이러스의 안정성과 불활성화 조건에 관한 연구가 활발히 진행되고

있다(Doultreeetal.,1999).그러나 패류 중 노로바이러스 불활성화 조건

구명에 관한 연구는 미미한 실정이다.그래서 연구에서는 FCV를 이용하여

패류와 해수 중 노로바이러스 불활성화 조건을 구명하고자 초고압

처리기술과 전기분해수 및 광촉매 자외선 처리기술을 응용하여 연구를

진행하였다.

4.1.초고압 처리에 의한 노로바이러스 불활성화

고압처리기술(highpressureprocessing)은 식품 중에 존재하는 미생물의

농도를 줄이면서 식품의 관능적 변화를 최소화 할 수 있는 살균처리

기술로서 전 세계적으로 상업적으로 생산된 다양한 식품에 적용되고

있다(StewartandCole,2001;Groveetal.,2006).최근 기술의 발달로

고압처리 장치가 상업적으로 양산되어 보급되고 있으며,미국에서는

오염된 패류의 섭취로 인하여 빈번히 발생하고 있는 비브리오 집단

감염증을 줄이기 위하여 고압처리 기술을 사용하고 있다(Stylesetal.,

1991;Cook,2003;Kooetal.,2006).그리고 고압처리기술을 적용하여

굴의 냉장유통기간을 연장시킬 수 있다는 보고가 이어지고 있으며(Styles

etal.,1991;Cook,2003;Kooetal.,2006),고압처리로 패각근의 변성이

유도되어 저절로 탈각이 이루어진다는(Cruz-Romeroetal.,2004;Heet

al.,2002)점이 알려짐에 따라 소매 수산가공품,특히 패류 가공품 등에 그

적용 분야가 확대되고 있다.
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한편, 오염된 패류의 섭취로 인한 노로바이러스(norovirus)와 A형

간염바이러스(HAV)같은 장관계 바이러스(entericvirus)의 집단 감염증

발생은 오랜 역사를 가지고 있으며, 가공설비에 HACCP과 같은

위생관리체제가 도입된 현재에도 끝임 없이 발생하고 있다(Murphyetal.,

1979;Hallidayetal.,1991;Grohmannetal.,1981;Conatyetal.,2000;

Boschetal.,2001).그 이유는 장관계 바이러스가 환자의 분변을 통하여

자연계에 배출되어 오염된 기수나 연안에 서식하는 이매패류 등을 통하여

재감염이 이루어진다.현재 노로바이러스를 포함한 대다수의 바이러스는

인공배양이 불가능하여 치료제나 백신이 개발되지 못하여 연속적인

감염환이 형성되어 지속적인 재감염이 이루어지기 때문이다.그래서

초고압처리 기술을 응용하여 패류 중 노로바이러스 사멸조건을 구명하고자

하였으며,그 결과는 다음과 같다.

노로바이러스 대체바이러스로 사용된 FCV는 50,000 psi에서

60초(25℃)의 압력처리로 6.8log․TCID50․mL
-1
의 감소를 보여 실험에

사용된 모든 바이러스가 감염력을 상실한 것으로 나타났다(Table 23).

압력처리 후에는 2～3℃ 정도의 온도상승이 있었다.30,000 psi에서는

60초의 처리로 5 log․TCID50․mL
-1
의 감소가 나타나 동일 압력처리

조건에서부터 바이러스에 비가역적인 변화가 발생하는 것으로 추정되었다.

즉, 50,000 psi에서 단시간(60초) 처리로 패류 중에 존재하는

노로바이러스와 같은 장관계 바이러스와 일부 병원성 미생물을 대부분을

처리할 수 있을 것으로 판단된다.Kingsley etal.(2002)도 이 연구와

유사한 결과를 보고한 바 있는데 FCV를 40,000psi에서 5분간 처리로

plaque forming unit (PFU)를 측정한 결과 7 log PFU․mL
-1
의

감소효과를 얻었다고 한다.
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Table23.Inactivationoffelinecalicivirusbyhighpressuretreatment

Pressure(psi) Averagelog․TCID50․mL
-1

0 6.8

5,000 6.8

10,000 5.8

20,000 5.7

30,000 1.8

40,000 1.4

50,000 NG
a

60,000 NG

a
Nogrowth.
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압력처리에 의한 바이러스 실활에 대한 여러 연구사례를 종합해 본

결과,압력처리 시간보다는 압력의 세기가 더 중요한 인자로 작용함을 알

수 있었다(Chenetal.,2005;Calcietal.,2005;Kingsleyetal.,2002,

2005).한편 소아마비바이러스(poliovirus)의 경우에는 압력처리에 대한

강한 내성을 가지고 있어 87,000 psi에서 60분간 처리하여도 감염력을

유지한다고 한다(Wilkinson etal.,2001).그 이유는 정확히 밝혀지지

않았으나 바이러스의 크기와 형태 또는 열역학적 안정성이 압력처리에

대한 저항성에 영향을 미치는 것으로 추정되고 있다(Oliveriaetal.,1999).

고압에 의한 바이러스의 실활 기작에 대해서는 완전히 밝혀지지

않았으나 압력처리에 의한 바이러스 입자의 가역적 혹은 비가역적 변화와

연관이 있다(Gasperetal.,1997).예를 들어 T4박테리오파지는 압력처리

후 단백질 외막과 DNA가 분리되어 감염력을 상실하며,ΦX 파지는

압력처리에 의해 구조가 변형되었다가 복원되나 감염력은 상실된다

(Brauch etal.,1990).피코나바이러스(piconavirus)는 압력처리에 인해

receptor-binding protein (VP4)이 소실되며(Oliveira et al., 1999),

로타바이러스는 스파이크를 형성하는 hemagglutin (VP4)의 구조변화가

유발되어 감염력을 상실한다(Pontesetal.,2001).즉,식품 중에서 제거를

목적으로 하는 위해요소인 바이러스의 종류와 농도 그리고 대상 식품의

소비량 및 감수성 집단 등 위해분석을 결과를 바탕으로 상업적 처리조건을

설정할 필요가 있을 것으로 사료되어 초고압 처리 후의 굴의 일반성분 및

조직변화에 대한 조사를 실시하였다.

4.2.초고압 처리에 따른 굴의 품질 변화

패류에 상업적으로 적용되는 고압처리 기술의 효과에 대한 연구는

대부분 장관계 바이러스나 세균을 사멸속도와 압력처리 시간 및 온도의
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상관관계를 구명하는데 그치고 있으며,대상 처리 식품인 패류의 생화학적

변화나 관능적 변화에 관한 연구는 미미한 실정이다(Murchieetal.,2005).

그래서 초고압처리가 굴의 품질변화에 미치는 영향을 고찰하였다.

초고압 처리 후 굴의 일반성분의 변화를 관찰하였다(Table24).무처리구

굴의 일반성분 조성은 기존에 보고된 자연산 굴이나 양식굴과 큰 차이를

나타내지 않았다(Chaietal.,1984;Chellappan,1991;Linehan etal.,

1999; Lopez-Caballero et al.,2000).그러나 압력 처리 후의 굴은

Lopez-Caballero et al. (2000)이 보고한 바와 같이 그 형태는

유지되었으나 대조구에 비해 체적이 약간 증가하였으며 육즙량이

증가하였다.

굴 전개체의 수분함량은 대조구에 비하여 처리 압력증가에 따라

증가하였으며 그에 따라 단백질 함량이 감소하였다.수분함량의 증가는

단백질의 수화도가 증가한 것에 기인한 것으로 추정된다.압력처리에 따른

단백질의 수화도 증가는 많은 연구자들에 의해 보고된 바 있다(Cioniand

Strambini,1994;Vidugiris etal.,1995;Silva etal.,2001).그러나

지방함량은 뚜렷한 증가양상이 나타나지 않았다.Cruze-Romero etal.

(2004)에 의하면 압력 처리 후 염용성 단백질의 유출로 이하여 육즙의

점도가 증가하였으며 총단백질 함량의 감소가 일어나는 한 원인이라고

보고하였다.패각근의 경우도 유사한 경향을 나타내었다.

5,000psi와 20,000psi압력 처리에 따른 굴의 조직학적 변화를 대조구와

비교하여 관찰하였다(Fig.15).5,000 psi압력 처리된 중장선(Fig.15,

D)에서는 상피세포 이상,호염기성 감소,일부 소화선세관의 붕괴가

일어났다.
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Table24.Effectofhighpressuretreatmentontheproximalcomposition

oftissueandadductormuscleofoyster
a

Pressure

(psi)

Wholeoystertissue Adductormuscle

Moisture

(%)

Protein

(%)

Fat

(%)

Ash

(%)

Moisture

(%)

Protein

(%)

Control 76.6±0.711.6±1.0 2.1±0.52.9±0.2 77.7±0.5 20.9±0.2

5,000 77.1±0.511.5±1.2 2.3±0.32.2±0.3 77.9±0.2 20.0±0.3

20,000 79.0±0.310.0±0.1 1.7±0.21.9±0.1 78.5±0.3 19.3±0.6

30,000 80.3±0.3 9.4±1.0 2.0±0.31.8±0.1 79.5±0.5 18.5±0.4

50,000 80.6±0.1 8.8±1.1 2.5±0.01.7±0.1 79.8±0.2 18.2±0.6

a
Allvaluesaremeans±SD oftriplicateanalysisofpooled wholetissueor

adductormuscleform 6untreatedortreatedoyster.
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Fig.15.Effectofhighpressuretreatmentfor60secat25℃ onoystertissue.
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아가미(Fig.15,E)에서는 혈구의 증가,점액세포 감소가 관찰되었으며

외투막(Fig.15,F)에서는 점액세포의 활성화 및 점액물질의 산성화가

일어났다. 그리고 20,000 psi로 처리된 중장선(Fig. 15, G)에서는

소화선세관의 괴사,소화선세관 사이의 간질조직에서 혈구의 증가가

관찰되었고 아가미(Fig.15,H)에서는 아가미 새엽의 부분적인 붕괴,

점액물질의 산성화가 일어났다.그리고 외투막(Fig.15,I)에서는 교원섬유

배열의 이상,망상조직의 팽창이 발생하였다.

각 처리구 사이에 정량적인 조직학적 분석은 실시하지 않아 조직학적

변화양상의 정도는 정확히 평가할 수 없으나 대조구와 처리구(5,000psi

이상)사이의 정성적인 조직학적 변화양상은 뚜렷하였다.

패육 중 비교적 성상이 균일하고 일정한 두께를 가진 패각근을 대상으로

하여 압력처리에 따라 육색의 변화를 관찰하였다.그 결과,5,000 psi

압력처리구에서는 유의할만한 색의 변화가 나타나지 않았다(Fig.16).

하지만 10,000psi처리구에서는 압력의 증가와 더불어 백색도(L 값)가

증가하였고,30,000 psi 이상의 압력 처리구는 육안으로도 투명도가

감소하여 가열조리에 의한 백색화와 같은 변화가 관찰되었다.10,000psi

이상의 처리구에서는 Huntera값은 압력의 증가와 더불어 감소하였다.

녹색도도 증가하였는데 이러한 변화는 myofibrillar protein과

sarcoplasmicprotein의 변성과,myosin의 변성이 원인인 것으로 알려져

있다(Angsupanich and Ledward,1998).황색과 청색의 지표(Hunterb

값)는 압력의 증가와 더불어 증가하였다.

확인된 압력처리에 의한 굴 패각근에서의 L,a,b값의 변화 경향은

오징어(Nagashimaetal.,1993),대구 및 고등어 근육(Ohshimaetal.,

1993),연어(Amanatidou etal.,2000)에서의 변화와 일치하는 경향을

나타내었다.
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Fig.16.Effectofhighpressuretreatmentfor60secon(a)HunterL,

(b)aand(c)bvalueofoysteradductormuscle.Errorbars

representstandarddeviationofanalysis.
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수산물에서 색의 변화는 지방산화에 기인하는 경우가 많은데

astaxanthin과 같은 불포화 carotenoid계의 분해로 인한 것이 대표적인

예이다(Rodriguez-Amaya,1993).Angsupanich and Ledward (1998)는

60,000 psi 이상에서는 어육에서 급격히 지방산화가 촉진된다고

보고하였다.또한 고압력 하에서는 근육 중에 유리 금속이온의 함량이

증가하여 지방산화가 더욱 가속된다는 보고도 있다(CheahandLeward,

1997).굴 패각근에서의 색 변화도 지방산화와 연관성이 있을 것으로

사료된다.

이상의 결과를 종합해 보면 FCV를 불활성화 시킬 수 있는 초고압

처리조건(30,000psi,60초,25℃)에서 굴의 식품학적 가치는 전반적으로

손상된다고 할 수 있다.단백질의 수화도가 증가하여 체적이 증가하고

육즙이 많아지는 이점도 있으나 염용성 단백질이 유출되고 색택이

변화되어 생굴 고유의 특성을 잃는 단점이 두드러졌다.이러한 변화는

조직학적 관찰에서 확실히 알 수 있는데 5,000psi이상의 압력에서 처리된

굴의 모든 조직에서는 괴사가 관찰되었다.특히 20,000 psi 이상의

압력에서 처리된 굴은 염용성 단백질의 용출로 밀봉 용기 내부의 해수가

혼탁되어 생식용 생굴 제품으로는 기호도가 상실되었다.그러나 IQF

(individualquickfreezing)제품과 같이 탈각 후 수 시간 이내에 냉동되는

패류 가공품에는 적용 가능성이 높을 것으로 생각되었다.

4.3.전기분해해수 처리에 의한 노로바이러스 불활성화

전기분해해수처리에 의하여 FCV 바이러스가 불활성화 되는지를

검토하기 위하여 여과 멸균된 해수 300 mL에 FCV 배양액(6.8

log․TCID50․mL
-1
)을 첨가하여 최종농도가 4.8 log․TCID50․mL

-1
가

되도록 조장한 후 염소농도 1 ppm로 조절한 전기분해해수로 처리하면서
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0,30초,1분,3분,5분,10분 간격으로 일정량의 시료를 취하여 단계

희석한 후 숙주세포에 감염시켜 감염가를 측정하였다.

전기분해수 처리 3분 후부터 FCV의 감염가가 1log감소하기 시작하여

5분에 2 log정도 감소하였으며 10분 후에는 측정한계치인 1.8

log․TCID50․mL
-1
으로 감염력을 대부분 상실한 것으로 나타났다(Fig.17).

이러한 연구결과는 전기분해해수에 의한 FCV의 세포감염가의 변화를

시험한 Yoshimizu (2007)의 결과와 유사한 것으로 나타났는데,0.3～0.4

mg/L의 염소농도로 충분히 바이러스를 불활성화 시킬 수 있다고

보고하였다.

전기분해해수는 FCV뿐만 아니라 세균 및 어류질병바이러스에도 효과가

있는 것으로 보고되고 있으며,특히 어병 바이러스의 경우 0.49～0.58

mg/L의 염소농도에서 1분간 처리하면 99.99％ 이상 불활성화 된다고

한다(Kasaietal.,2001).

한편 일부 연구자들은 굴 중에 들어있는 바이러스를 제거하기 위하여

전기분해해수를 이용한 정화 처리는 바이러스가 제거에 효과적이지

않았다고 보고하였다(Yamakietal.,2004).따라서 전기분해해수처리는 굴

중에 들어있는 바이러스를 단시간에 사멸시킬 수는 없지만 해수 중

바이러스의 사멸에는 효과적인 것으로 판단된다.

4.4.광촉매 자외선 처리에 의한 노로바이러스 불활성화

광촉매의 OH
-
라디칼의 강력한 산화력을 이용한 살균과 자외선의

살균력이 동시에 작용하여 미생물을 살균하는 광촉매를 이용한 자외선

해수 살균장치가 개발되었다.그래서 광촉매 자외선 해수 살균장치를

노로바이러스의 불활성화에 응용 할 수 있는지를 검토하였다.
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Fig.17.Inactivationoffelinecalicivirusbyelectrolyzedseawater

exposure.▲,controlseawater;●,electrolyzedseawater.
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광촉매 자외선 살균장치를 이용하여 FCV의 세포감염력을 검토한 결과,

처리 30초 이후부터 감염가가 떨어지기 시작하여 3분 후에는 FCV가

불활성화 되었다.반면 대조구인 일반해수는 바이러스의 감염가가 10분이

경과하여도 그대로 유지되었다(Fig.18).

Yoshimizu(2007)의 연구결과에 의하면 자외선조사에 의한 바이러스

감염가를 측정한 결과,FCV는 1.0×10
4

μW․sec/㎠의 자외선 조사에서 1

log정도의 감염가가 감소되는 것으로 나타났으며 1.0×10
5 μW․sec/㎠의

자외선조사에 의해서 완전히 불활성화 되었다고 보고하였다. 또한

바이러스를 불활성화 하기 위해서는 일반적으로 사용하고 있는 자외선

램프보다는 고성능 중압 자외선 램프가 필요하다고 보고하였다.이

연구에서 사용된 광촉매 자외선 살균 처리기술은 OH
-
라디칼의 산화력과

자외선의 살균력을 복합적으로 이용한 것으로 자외선 조사 단독으로

바이러스를 불활성화시키는 처리법에 비해 효과가 큰 것으로 나타났다.

이러한 살균처리 기법을 이용하여 활선어 및 패류를 보관하는 수조 등의

용수를 살균한다면 어획 후 바이러스 재감염을 효과적으로 제어할 수 있을

것으로 사료되었다.
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Fig.18.InactivationoffelinecalicivirusbyirradiationofphotocatalystUV.

▲,control;●,photocatalystUV.
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요 약

최근 국내외 연구기관에서 수행해 온 굴 등에서의 노로바이러스 분석

방법을 비교하여 이매패류에서 노로바이러스 검출기법 정립과 표준화를

시도하고,정립된 노로바이러스 검출법을 현장시료에 적용하여 우리나라

연안의 패류생산해역에서 노로바이러스의 오염실태를 파악함으로써

식품위생안전 대책을 수립하기 위한 자료를 확보하고자 하였다.그리고

대체바이러스인 FCV를 이용하여 패류와 해수 중 노로바이러스 불활성화

조건을 구명하고자 초고압 처리기술과 전기분해수 및 광촉매 자외선

처리에 의한 노로바이러스 불활성화 효과를 구명하고자 하였다.

이매패류 중 노로바이러스 최적 검출법을 정립하기 위해 바이러스

농축법과 핵산 추출법을 교차 적용한 결과,glycine 처리를 통한 1차

용출과 threonine처리를 통한 2차 용출 후 VertrelXF의 세정과정과 2차

PEG 침전을 통해 PCR 방해물질을 효과적으로 제거할 수 있는 Protocol

C가 타 방법에 비해 우수하였으며 QiaAmp
®
ViralRNA MiniKit를

사용하는 핵산 추출법이 Trizol
®
추출법보다 더 나은 효율을 가지고

있음을 알 수 있었고 QiaShredder를 사용하는 것이 더욱 명확한 결과를

얻는데 효과적인 것으로 판단된다.한편,RT-nested PCR에 사용되는

primer의 민감도 및 적합성을 고찰한 결과,노로바이러스 GI의 경우는

G2F1M/G2-F3/G2R1M primerset가 그리고 GII의 경우는G2F1M/G2-F3/

G2R1M과 NV2oF2/NV2oR/G2-F3/G2SKR primerset가 우수한 것으로

판단되었다.

2007년 2월부터 11월까지 우리나라 연안 15개소에서 채집된 총 140개의

시료를 대상으로 노로바이러스 오염실태를 조사한 결과,31개의 시료에서

노로바이러스 유전형 GI 또는 GII가 검출되어 22.1%의 검출율을

나타내었다.계절적 차이는 발견할 수 없었으며 패종별 검출율 역시 계절
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변화와 유의할 만한 상관관계를 찾을 수 없었다.지역에 따른 검출율은

지역적 차이보다는 시료별 검출율 차이에 기인한 것으로 사료되었다.

검출된 GII형은 모두 genotype4로 환자의 분변에 의한 생태계 오염과

패류와 같은 수산식품을 매개로한 재감염이 발생하고 있는 것으로

추정되었다.

패류생산해역 해수 중 노로바이러스 오염범위 조사를 위해 충남

천수만을 대상으로 2007년 2월부터 10월까지 해수 중 노로바이러스 농도

변화를 주요 오염원을 중심으로 조사한 결과,노로바이러스는 계절에 따라

급격한 농도 변화를 보이며 해수의 수심에 따른 농도 변화는 크지 않은

것으로 사료되었다.조사지점에 따라 노로바이러스가 점 오염원과 비점

오염원으로부터 동시에 유입되는 것으로 확인되었다.조사결과 해수의

물리화학적 및 세균학적 수질과 노로바이러스 검출 농도와 어떠한

상관관계도 보이지 않았다.

노로바이러스를 제어할 수 있는 고압처리 조건과 압력처리 조건에 따른

조직변화와 관능적 품질변화를 조사한 결과, FCV는 50,000 psi에서

60초(25℃)의 압력처리로 6.8 log․TCID50․mL
-1
의 감소를 보여 실험에

사용된 모든 바이러스가 감염력을 상실한 것으로 나타났다.5,000psi와

20,000psi압력 처리에 따른 굴의 조직학적 변화를 대조구와 비교할 때

대조구와 처리구(5,000psi이상)사이의 정성적인 조직학적 변화와 색차

변화의 양상이 뚜렷하였다.

전기분해수의 경우에는 처리 10분 후에는 측정한계치인 1.8

log․TCID50․mL
-1
으로 감염력을 대부분 상실한 것으로 나타났으며,

광촉매 자외선 살균장치를 이용하여 FCV의 세포감염력을 검토한 결과,

처리 30초 이후부터 감염가가 떨어지기 시작하여 3분 후에는 FCV가

불활성화 되었다.사용된 광촉매 자외선 살균 처리기술은 OH
-
라디칼의
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산화력과 자외선의 살균력을 복합적으로 이용한 것으로 자외선 조사

단독으로 바이러스를 불활성화시키는 처리법에 비해 효과가 큰 것으로

나타났다.
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