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DetectedSVCVincarpanditsculturingcharacteristics

innew celllines

JiheeByun

DepartmentofAquaticLifeMedicine

PukyongNationalUniversity

Abstract

After mass mortality ofdomestic SVCV was detected from the

survivingwildcommoncarp,weanalyzedmolecularbiologicallythrough

the detection of SVCV-K1 similar SVCV isolates from wild

carp(Cyprinuscarpio)ofCheongdo dam reservoir,North Gyeongsang

Province.AndwecheckedthethisvirusbelongstothesubgroupⅠaand

confirmedthepathogenecitybyobservedtheCPE invitrocultureand

cumulativemortality ratein vivo challenged with koicarp.Domestic

detection ofwild carp willSVCV in the firstreport,which is

consideredasaimportantvirusinstudyofSVCV indomesticcyprinid

fish.

Inaddition,inordertohigherconcentrationofSVCV thanEPC cell

line,israelcarpembryocellandgoldfishtailfincellareestablishedand

compared with hostcelllines.When inoculated with MEM used for

SVCV-K1onGTFandICEcelldevelopedinthisstudy,weshoweda

similarmaximum viralcopynumbersofSVCV-K1intheEPC.MEM 

medium in cell line was changed to serum free medium (SFM).

FollowinginoculationwithSVCV-K1inSFM,CPEwasobservedincell

lineswithin3days.Certainly,utilizationofSFM allowedustoincrease
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susceptibility ofGTF,ICE and EPC celllinesto theinoculation of

SVCV-K1inSFM.ThesusceptibilityoftheSVCV-K1inGTF,ICE

cells was higher than EPC cell.Although known as the goldfish

susceptibletothediseaseiscausedbytheSVCV sincethediseasewas

recorded in goldfish in a lake in Brazilin 1998,goldfish is lower

susceptibletoSVCV than carp.Thisresultsin highersensitivity to

SVCV-K1 in GTF cellderived from a goldfish than in EPC cell

derived from carp is considered a very interesting point.Therefore,

inuculationofSVCV-K1inGTF,ICEcellandusingSFM isthoughtto

behigherappliedtoavarietyofresearchandutilizationofSVCV-K1.
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Ⅰ.서 론

Springviremiaofcarp(SVC)는 잉어류의 가장 심각한 바이러스 질병

중 하나이다.SVC의 발생은 지속적인 경제적 손실뿐만 아니라 치어의

90% 정도를 폐사에 이르게 하며 (OIE,2009),특히 겨울철 수온이 낮은

유럽국가에서 심각한 피해를 야기시키고 있다.이 질병의 원인체인 SVC

바이러스 (SVCV)는 Vesiculovirus속,Rhabdoviridae에 속하며 (Ahne

etal.,2002),러시아 (Oreshkovaetal.,1999),미국 (Milleretal.,2007

;Wargetal.,2007)그리고 중국 (Tengetal.,2007;Zhangetal.,

2009)에서 발견되어지고 있다.현재 SVC는 잠재적인 해로운 영향과 분

명한 위험 때문에 국제수역사무국에 의해 전염병 목록에 등재되어 있다

(OfficeInternationaldesEpizooties,OIE,2009).국내에서 현재까지의

SVC는 수산동물질병관리법에 의한 유일한 제 1종 법정전염병으로서 감

염된 어류는 살처분 하여야 한다.

OIE보고에 의하면 SVCV의 감염온도는 11~17℃이다.10℃ 이하에서

SVCV는 드물게 발생하며 22℃ 이상에서는 연령이 높은 어류에서 드물

게 폐사를 나타낸다 (Fijan,1988).SVCV에 자연적으로 감염이 되는 어

류 숙수 종은 common carp (Cyprinus carpio carpio),koicarp

(Cyprinuscarpiokoi),cruciancarp(Carassiuscarassius),silvercarp

(Hypophthalmichthys molitrix),bighead carp (Aristichthys nobilis),

grass carp (white amur) (Ctenopharyngodon idella), goldfish

(Carassiusauratus),orfe(Leuciscusidus),andtench(Tincatinca),

bream (Abramisbrama)(Basicetal.,2009;Dixon,2008)과 인도의 잉

어 종인 merigal(Cirrhinusmerigala[= C.cirrhosus]),rohu (Labeo
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rohita) and catla (Catla catla [= Gebelion catla]) (Haghighi

Khiabanianasletal.,2008)등의 잉어과 어류가 있으며,Niletilapia

(Sarotherodon niloticus)(Soliman etal.,2008)and rainbow trout

(Oncorhynchusmykiss)(Jeremicetal.,2006;HaghighiKhiabanianAsl

etal.,2008)도 보고된 바 있다.SVC에 감염된 어류의 임상증상은 안구

돌출,아가미창백,체표,지느러미 기부,복부 출혈을 나타내지만,이러한

임상 증상이 SVC에 감염된 어류에게서 모두 일어나는 것은 아니다.

SVCV는 겨울철 수온이 낮을 때 일부 유럽국가에 한정되어 발생하였

으나,점차 대부분의 유럽국가와 벨라루스,조지아,리투아니아,몰도바,

러시아,우크라이나에서도 보고되었다.1998년에 브라질의 금붕어에서,

2002년에 미국의 두 개 지역에서,2006년에 캐나다에서 SVCV 발생이

보고되었다.그리고 아시아 지역의 경우 2004년에 중국의 잉어에서

SVCV가 검출되었으나 아직 일본 및 국내에서는 발병 보고된 적이 없

다.

SVCV의 grouping은 SVCV가 검출된 어종에 따라 genogroupⅠ,Ⅲ,

Ⅱ,Ⅳ로 나누어진다.genogroup Ⅰ은 잉어,genogroup Ⅱ는 초어,

genogroupⅢ는 northernpike,genogroupⅣ는 브라운 트라우트와 넓은

범위의 잉어과 어류에서 분리된 isolates가 속해있다.그 중에서도

잉어에서 분리된 SVCV isolate는 지리적 분포에 따라 subgroupⅠa,

Ⅰb,Ⅰc,Ⅰd로 나누어지는데 Ⅰa는 아시아,잉글랜드,미국,Ⅰb는

몰도바,우크라이나,Ⅰc는 우크라이나,러시아,Ⅰd는 영국의 SVCV

isolate가 주로 속한다 (Stoneetal.2003).

SVCV의 invitro배양은 어류 유래의 세포에서 4~31℃의 범위에서

배양이 가능하다 (Ahne.1973,Clark& Soriano.1974).핵 염색체의 변

연화가 일어나고 세포가 용해되거나 형태학적으로 둥글게 되는 것과 같
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은 세포변성효과 (CPE)는 온도와 사용하는 세포주에 따라 다양하게 나

타나는데,invitro상에서 SVCV의 복제 적정온도는 20~25℃이며,

epitheliomapapillosum cyprini(EPC)cellline(Fijanetal.,1983),the

fathead minnow (FHM) cell line (ATCC CCL-42, Gravell &

Malsberger.1965)그리고 carp leukocyte cultures (CLC,European

collectionofCellCultures95070628,Faisal& Ahne.1990)과 같은 잉어

과 어류 유래의 초대배양 세포와 확립된 세포가 SVCV의 증식에 유리하

다.세포주를 이용하였을 때,감염농도는 약 108TCID50ml
-1로 규칙적으

로 나타난다.

SVCV의 예방은 겨울과 이른 봄에 사육밀도를 감소시켜서 바이러스의

확산을 줄이고,수온을 19-20도씨 이상으로 올려주어 SVC발생을 멈추

게 하거나 예방할 수 있게 한다.뿐만 아니라 안전하고 효과적인 백신을

사용할 수 있는데 현재는 이용할 수 있는 것이 없으나,많은 불활화 백

신,생 약독화 백신,DNA백신 등이 연구되어지고 있다 (Dixon.2008).

생백신을 잉어에 복강 내 또는 구강으로 vaccination을 실시함으로서

SVCV에 대한 잉어의 방어면역과 지속적인 면역을 획득해오고 있으며,

게다가 생 약독화 SVCV를 복강내 접종 또는 경구복용에 의해

vaccination된 잉어는 재감염에 저항성이 생긴다.2개의 SVCV strain을

불활화 시켜서 oil-adjuvanted복강 내 접종은 1982년 동유럽에서 상용

화되었지만,오스트리아의 잉어 양식장에서 SVCV의 발생을 1% 미만으

로 감소시켰다는 보고를 제외하고는 이 불활화 백신을 현장에서 적용 및

사용했다는 보고가 없다 (E.Gomez-Casadoaetal.,2011).1978~1984년

유럽에서 SVCV 불활화 백신이 연구되었지만,바이러스의 activation에

관련된 문제와 법적인 문제 그리고 시장의 제한에 의해 상용화 되지 못

했다.따라서 백신에 대한 더 발전적인 연구가 필요한 실정이다.
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본 연구에서는 국내의 대량폐사 후 살아남은 야생 잉어로부터 SVCV

를 검출하였으며,분리된 SVCV strain의 genotype을 확인하고,invivo

상의 인위감염을 통한 누적폐사율과 invitro상에서의 CPE확인을 통하

여 병원성을 확인하였다.또한 SVCV의 예방을 위한 백신에 사용할 고

농도의 SVCV를 확보하기 위하여 금붕어 꼬리지느러미 및 이스라엘 잉

어 자어 유래의 세포로부터 새로운 주화세포를 개발하여 SVCV 배양에

사용되는 기존 주화세포인 EPCcellline과 SVCV배양을 비교하였다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.바이러스 검출 및 분석

1.1.감염어 조직 분리

2009년에 경상북도 청도 운문댐 저수지에서 원인미상의 대량폐사가 있

었으며,다음해 2010년 6월 외관상 질병의 증세가 보이지 않고,폐사도

나타나지 않는 자연산 토종잉어 (Cyprinuscarpio,B.W.±1kg)를 채집하

여,토종잉어의 비장 조직을 분리하였다.

1.2.바이러스 RNA 분리

ViralRNA 분리는 토종잉어에서 분리한 비장 조직으로부터 RNeasy

PlusMiniKit(QiagenHiden,Germany)를 사용하여 제조사의 protocol

에 따라서 RNA를 분리하여 최종 50μl의 RNasefreewater를 사용하여

현탁하였고,분리한 RNA는 실험 전까지 –20℃에 보관하였다.
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1.3.PCR

cDNA 합성을 위하여 M-MLV reversetranscriptase0.5μl(Promega),

5xbuffer2μl,dNTP0.5μl,SVCV R2primer1μl,extractedtotalRNA

3μl를 넣고,totalvolume이 10μl가 되게 Nuclease-freewater를 첨가한

후,45℃에서 60분,99℃에서 10분간 반응시켰다.여기서 만들어진

cDNA는 PCR반응의 template로 사용하였다.

1-step PCR은 150mM Tris-HCl(pH8.75),500mM KCl,20mM

MgCl2,1.0% TritonX-100,10mM의 각각의 dNTP,1μM의 primerset,

5U/μlTaqDNA polymerase(RBC,Korea)및 template1μl(cDNA)를

첨가한 후 DEPC water로 최종액의 volume이 20μl가 되도록 하였고,

PCR amplification은 AppliedBiosystems2720Thermalcycler를 사용

하였다. PCR 혼합물은 95℃에서 1분 denaturation, 55℃에서 1분

annealing,72℃에서 1분 extension의 반응을 35cycle수행한 후 72℃에

서 10분 post-extension하였다.

2-stepPCR은 총 반응액 20μl에 1-stepPCRproduct1μl를 template

로 하여 1-stepPCR방법과 동일하게 시행하였다.

PCR 후 증폭 산물은 1X TAE buffer(40mM Tris-acetate,1mM

EDTA)를 전기영동을 위한 완충액으로 하여,0.5μg/μlEtBr(Ethinium

Bromide)이 첨가된 1% agarose gel (SeaKem® LE Agarose,

CAMBREX　BioScienceRockland,Inc,USA)상에서 전기영동한 후,

UV 검출기 (SeoμlinScientificCo.,Ltd.,Korea)를 이용하여,전기영동

상에서 검출되는 band의 길이를 관찰하여 바이러스를 확인하였다.
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Table1.PCRprimersusedinthisstudy

Genomic

region
StepsPrimers

Oligonucleotidesequence

(5'to3'direction)

Expected

sizeof

amplicons

Reference

Ggene

1st

SVCV
F1 TCTTGGAGCCAAATAGCTCARRTC

714bp

Stoneetal.

(2003)

SVCV
R2 AGATGGTATGGACCCCAATACATHACNCAY

2nd

SVCV
F1 TCTTGGAGCCAAATAGCTCARRTC

606bp
SVCV
R4 CTGGGGTTTCCNCCTCAAAGYTGY
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1.4.Cloning

PCR 생성물은 GeneAll
®
GelSV (GeneAllBiotechnology,Korea)를

이용하여 정제하였다.정제물은 pGEM®-T Easy VectorSystem Ⅰ

(Promega, USA)를 사용하여 plasmid vector에 ligation을 시키고,

competentcell(E.coliDH5α-T1)100μl를 첨가하여 얼음에서 20분간

반응시키고,42℃에서 40초간 heat-shock시켰다.바로 얼음에 2~3분간

반응시킨 후 SOC (Tryptone20g/l,Yeastextract24g/l,NaCl0.5g/l,

250mM KCl10mg/l,10mlofasterilesolutionof1M MgCl2,20ml

filtersterile1M glucose/l)배지를 250ul첨가하고,37℃에서 90분간 배

양시켰다.

배양액을 Ampicillin50ug/ml과 X-gal(5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-

β-D-galactopyranoside, Sigma, USA) 40ug/ml이 첨가된

LB(Luria-Bertani,Difco,USA)평판배지에 도말하여,37℃에서 24시간

동안 배양시켰다.파란색과 흰색의 집락이 증식하는 것을 확인하고 흰색

으로 나타나는 집락을 선택하여 Ampicillin50ug/ml이 첨가된 LBbroth

에 접종한 후,37℃에서 24시간 배양시킨 뒤 GeneAll® PlasmidSVmini

kit(GeneAllBiotechnology,Korea)를 이용하여 plasmid를 분리하였다.
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1.5.염기서열 분석과 계통수 제작

분리된 plasmid로부터 BigDyeTerminatorCycleDNA Sequencing

Kit(ABIPRISM　PEAppliedBiosystems,FosterCity,CA,USA)를

사용하여 삽입된 염기서열을 밝혔다.Glycoprotein gene부위에 대한

SVCV의 염기서열은 MACAW program (Version 2.0.5.,National

CenterforBiotechnology Information,NationalInstitutesofHealth,

Bethesda,MD,USA)을 사용하여 비교하였다.또한 본 연구에서 분리한

SVCV strain의 Glycoproteingene과 33가지의 referenceSVCV strains

의 Glycoproteingene을 Mega4program (Version4.0R2.,Basedon

CHAPM,USA)을 사용하여 계통수를 제작하여 계통발생학적으로 비교

및 분석하였다.
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1.6.Real-timePCR

SVCV의 real-timePCRstandard를 제조하기 위해서 SVCV에 감염된

잉어로부터 분리된 SVCV isolate의 cDNA를 template로 하여 Zhiqin

Yue et al., 2008에서 보고된

SVCV-F(TGCTGTGTTGCTTGCACTTATYT)과 SVCV-R

(TCAAACKAARGACCGCATTTCG)을 사용하여 1-stepPCR(30cycle)

을 실시하였고,생성된 PCR product (81bp)를 GeneAll® GelSV

(GeneAllBiotechnology,Korea)를 이용하여 agarosegel로부터 분리 및

정제하였다.정제된 DNA를 pGEM-T Easyvector(Promega,USA)에

ligation한 후 E.coliDH5α균주에 transformation시켰다.PlasminDNA

는 GeneAll
®
PlasmidSV Minikit(GeneAllBiotechnology,Korea)를

이용하여 plasmid를 분리하였고,qPCR을 위한 standard로서 사용하였다.

준비된 standard DNA를 Quant-iT™ PicoGreen
®
dsDNA Reagent

andKits(InvitrogenCo.,Carlsbad,CA,USA)를 사용하여 무게를 측정

하고,이로부터 plasmidcopy값을 결정한 후 1×10
9
~1×10

1
(copies/ml)

로 각각 10-fold씩 단계 희석하여 표준검량곡선을 작성하는데 사용하였

다.

SVCV의 정량적 분석을 위해 Rotor-GeneTM 6000(CorbettResearch,

AUS)을 사용하여 real-timePCR을 실시하였다.TOPreal™ qPCR 2X

PreMIX(SYBRGreenwithlow ROX,Enzynomics)10ul,0.5pM of각

각의 primer그리고 1μl의 templateDNA를 첨가한 후,최종 volume이

20μl가 되도록 하였다.Real-time PCR의 조건은 95℃에서 10분간

pre-denaturation시킨 후,95℃에서 10초 denaturation,60℃에서 15초

annealing,72℃에서 20초 extention의 반응을 1cycle로 하여 40cycle을

수행하였다.
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2.바이러스 분리

2.1.바이러스와 주화세포

청도 운문댐에서 채집한 토종잉어의 비장 조직으로부터 분리하여

PCRamplification을 통하여 증폭 산물을 확인하고,확인된 PCR산물을

이용하여 cloning하고 sequencing한 후,referenceSVCV sequences와

비교한 virus의 감염성을 확인하기 위해 감염 어류 비장 조직을

Minimum EssentialMedium (MEM,Sigma-Aldrich)에 1:10(w/v)비율

로 pestle로 마쇄한 후 4℃ 500g에서 5분간 원심 분리 하였다.그 후 상

등액을 0.45 μm syringefilter를 통과시키고,25 cm
2
tissueculture

flask에서 배양된 epitheliomapapulosum cyprini(EPC)cell에 0.1ml을

접종 후 20℃에서 배양하여 cytophaticeffect(CPE)여부를 관찰하였다.
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3.공격실험을 통한 폐사율 확인

3.1.실험어와 바이러스

실험어는 비단잉어 (Cyprinuscarpio,B.L.3~4cm)를 충청북도 진천

의 양식장에서 구입하였다.어류는 사료 투여 및 사육수조 환수를 하며

최종온도가 14℃가 되도록 2주일에 걸쳐서 순치시킨 후,SVCV F1/R2

primer와 SVCV F1/R4primersets를 이용한 PCR 방법으로 SVCV에

감염되지 않았음을 확인한 후,공격실험에 사용하였다.

공격실험에 사용한 접종액은 토종잉어의 비장 조직은 감염실험을 하기

에는 양이 너무 적고,폐사 또한 없었으므로,SVCV에 감염된 토종잉어

의 비장 조직을 EPCcellline에 접종하여 SVCV를 증폭한 후,감염 실

험 시 사용하였다.
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3.2.잉어의 폐사율 확인

최종온도가 14℃가 되도록 2주일에 걸쳐서 순치된 비단잉어에 SVCV

를 100 μl씩 복강주사 하였으며 (5.0×107 viralcopies/fish)대조구에는

MEM을 동량 주사하였다.각 농도별로 15마리씩 접종하였으며,대조구

는 10마리를 접종하였다.접종한 어류는 14℃에서 매일 환수하여 사육하

였다.죽은 어류는 primersetSVCV F1/R2를 이용하여 PCR로 감염여

부를 확인하였다.
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4.SVCV-K1의 배양 특성 및 감수성 증대

4.1.바이러스와 주화세포

바이러스 배양을 위해 SVCV에 감염된 토종 잉어의 비장을 적출한 뒤

MEM (Sigma-Aldrich)과 10% (w/v)비율로 마쇄하였다.그리고 마쇄액

은 4℃ 1,000g에서 10분간 원심분리한 후 상등액을 분리하였고,100μl의

상등액을 EPC cell에 접종하여 증식시킨 후 상등액을 0.2um syringe

filter를 통과시켜 획득하였으며,사용 전까지 –80℃에서 보관하였다.

EPC,BF-2,CHSE-214cell은 25℃에서 10% FBS(Gibco)가 첨가된

MEM배지 (Sigma-Aldrich)에서 배양되었으며,PMF cell은 25℃에서

10% FBS(Gibco)가 첨가된 L-15배지 (Sigma-Aldrich)에서 배양되었다.
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4.2.자어세포와 지느러미세포의 초대 배양

돌돔 (Oplegnathusfasciatus),이스라엘잉어 (Israelcarp,Cyprinus

carpionudus)의 난을 통영과 밀양의 양식장에서 분양받았으며,토종잉

어는 충남 아산의 양식장에서 분양받았다.돌돔의 난은 멸균된 해수로

충분히 washing한 뒤 22℃의 멸균해수에서 부화시켰다.부화한 자어는

antibioticsandantimycotics(Gibco)가 포함된 MEM으로 3회 washing

하였다.이스라엘잉어의 난은 멸균된 담수로 충분히 washing한 뒤 22℃

의 멸균 담수에서 부화시켰다.부화한 자어는 10mg/ml농도의 penicillin

이 포함된 멸균 담수로 washing 하여 주었으며,antibiotics and

antimycotics(Gibco)가 포함된 MEM으로 5회 washing하였다.그 후

자어는 mesh를 통과시켜 단일세포로 만들었다.토종잉어 (4~5cm)는 멸

균된 담수로 충분히 washing한 뒤 꼬리 지느러미를 적출하였다.지느러

미는 1mm2이하의 크기로 잘게 자른 뒤 antibioticsandantimycotics

(Gibco)가 포함된 MEM으로 3회 washing하였다.세척된 지느러미는

0.25% trysin-EDTA solution(Gibco)로 4℃에서 60분간 세포를 떼어내

어 단일세포로 만들었으며,trysin-EDTAsolution처리한 지느러미 조직

및 세포는 antibioticsandantimycotics(Gibco)가 포함된 MEM으로 5회

washing하였다.

단일세포는 4℃ 500g에서 5분간 원심 분리하는 방법으로 5회 washing

하였으며,최종적으로 20% FBS가 포함된 MEM에 현탁하였으며,25cm
2

tissuecultureflask(Corning)에 접종하여 25℃에서 배양하였다.배양 3

일 후 자어세포는 단층을 형성하였으며,이후 감염 실험을 실시하였다.
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4.3.주화세포와 초대 배양 세포의 감수성 비교

EPCcell,BF-2celll,CHSE-214cell그리고 PMFcell은 5×10
5
cell을

10% FetalBovineSerum (FBS,Gibco)이 첨가된 MEM에 현탁한 뒤 25

cm
2
tissuecultureflask(Corning)에 접종하여 25℃에서 배양하였다.배

양 3일 후 80%의 confluency를 나타낼 때 MEM을 이용하여 3회

washing하여 미 부착세포를 제거하고 5% FBS가 첨가된 MEM을 넣어

준 뒤 SVCV상등액을 접종하였다.접종 1,3,5그리고 7일 후 배지 상

등액을 sampling하였고,-80℃에서 보관하였으며,바이러스 정량에 사

용하였다.

돌돔 자어,이스라엘잉어 자어,토종잉어 지느러미 유래의 초대배양 세

포는 배양 3일 후 단층을 형성하면 10% FBS가 첨가된 MEM으로 교체

하여 감염 실험을 실시하였다.
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4.4.주화세포와 초대 배양 세포의 감수성 증대

EPCcell,BF-2celll,CHSE-214cell그리고 PMFcell과 이스라엘잉

어 자어,토종잉어 지느러미 유래의 초대배양 세포에 대한 SVCV의 감

염성 증가를 위해 본 연구에서는 serum freemedium (SFM)을 사용하

였다.EPCcell,BF-2celll,CHSE-214cell그리고 PMFcell과 이스라

엘잉어 자어,토종잉어 지느러미 유래의 초대배양 세포를 계대배양 후

25cm2tissuecultureflask에서 80% confluency를 나타날 때까지 배양

한 후 성장 배지를 SFM으로 교체하였다.SVCV (1×104copies/flask)를

접종하였다.바이러스 증가 확인을 위해 접종 0,1,3,5그리고 7일 후

마다 배지의 상등액을 sampling하였으며,상등액에서 qPCR을 실시하여

바이러스를 정량하였다.
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5.금붕어 꼬리지느러미와 이스라엘잉어 자어 유래의

주화세포 확립

5.1.금붕어 꼬리지느러미세포와 이스라엘잉어 자어세포의 초대

배양

건강한 금붕어 (goldfish,Carassiusauratus)치어 (1cm)를 충남 아산

의 한 양식장에서 구입하였다.구입한 금붕어는 멸균한 담수로 충분히

washing한 후,70% 에탄올로 체표면을 소독한 뒤 지느러미를 적출하였

다.지느러미는 1mm2이하의 크기로 잘게 자른 뒤 항생제 (penicillin,

200 IU/ml;streptomycin,200 ug/ml)가 첨가된 Minimum Essential

Medium (MEM,Sigma-Aldrich)로 3번 washing하였다.세척된 지느러

미는 0.25% trypsin-EDTA solution(Gibco)로 4℃에서 60분간 세포를

떼어내었다.Trypsin-EDTA를 처리한 지느러미 조직 및 세포는 항생제

(penicillin,200IU/ml;streptomycin,200ug/ml)가 첨가된 MEM 배지

10ml를 첨가하고 4℃ 500g에서 5분간 원심 분리를 5회 실시하여 trypsin

을 제거하였다.세포는 다시 20% FBS(Gibco)와 항생제 (penicillin,200

IU/ml;streptomycin,200ug/ml)가 첨가된 MEM 배지 5ml에 현탁한

뒤 Trypanblue염색을 통해 살아있는 세포를 계수하여 세포 5×105cell

을 25cm
2
tissuecultureflask(Corning)에 접종하여 25℃에서 배양하였

다.금붕어 꼬리지느러미 세포는 25℃에서 배양되었으며,배지는 3일에

한번 씩 교환하였다.본 연구에서 40세대 이상 배양한 금붕어 꼬리지느

러미 세포는 GoldfishTailFin(GTF)cell이라고 명명하였다.

이스라엘잉어 (Israelcarp,Cyprinuscarpionudus)의 난을 밀양의

양식장에서 분양받았다.이스라엘잉어의 난은 멸균된 담수로 충분히
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washing한 뒤 22℃의 멸균 담수에서 부화시켰다.부화한 자어는

10mg/ml농도의 penicillin이 포함된 멸균 담수로 washing하여 주었으

며,antibiotics and antimycotics (Gibco)가 포함된 MEM으로 5회

washing하였다.그 후 자어는 mesh를 통과시켜 단일세포로 만들었다.

단일세포는 4℃ 500g에서 5분간 원심 분리하는 방법으로 5회 washing

하였으며,최종적으로 20% FBS가 포함된 MEM에 현탁하였으며,25cm2

tissuecultureflask(Corning)에 접종하여 25℃에서 배양하였다.이스라

엘잉어 자어세포 (ICEcell)라고 명명하였다.
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5.2.GTF와 ICEcell의 배양

초대 배양한 GTF와 ICEcell이 단층 (monolayer)을 형성하면,세포는

0.5% trypsin-EDTA solutioin으로 세포를 떼어내었다.떼어낸 세포는

MEM배지 10ml을 첨가하고 4℃ 500g에서 5분간 원심 분리하여 trypsin

을 제거한 뒤 새롭게 계대배양하였다.10세대 계대배양하였을 때 FBS의

농도는 15%로 감소시켜 배양하였다.

GTF와 ICEcell을 액체질소에서 장기간 보관하기 위해 75cm2tissue

culture flask (Corning)에 단층을 형성하도록 배양하였다. 세포는

trypsin-EDTA를 이용하여 떼어내었으며,trypsin을 제거한 뒤 storage

medium (CELLBANKER™1,NIPPON ZENYAKUKOGYOCO.,LTD.)

으로 현탁하였다.세포는 cryvials (Nalgen)에 분주하고 –20℃에서

overnight한 뒤 –70℃에서 overnight한 후 액체질소에서 보관하였다.

ICEcell과 GTFcell은 매번 10세대 계대배양 시 액체질소에 보관하였

다.

GTF와 ICEcell의 revival을 확인하기 위해,액체질소에 보관된GTF와

ICE cell을 30℃에서 재빨리 녹인 후 20% FBS와 항생제가 첨가된

MEM배지에 현탁하였다.세포는 4℃ 500g에서 5분간 원심 분리를 2회

실시하여 storagemedium을 제거하였다.GTF와 ICEcell은 새로운 5ml

의 MEM배지에 현탁하여 25cm2tissuecultureflask에서 재배양하였다.
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5.3.GTF와 ICEcell에 대한 SVCV의 감염성

5.3.1.바이러스

바이러스 배양을 위해 SVCV에 감염된 토종 잉어의 비장을 적출한 뒤

MEM (Sigma-Aldrich)과 10% (w/v)비율로 마쇄하였다.그리고 마쇄액

은 4℃ 1,000g에서 10분간 원심분리한 후 상등액을 분리하였고,100μl의

상등액을 EPC cell에 접종하여 증식시킨 후 상등액을 0.2um syringe

filter를 통과시켜 획득하였으며,사용 전까지 –80℃에서 보관하였다.
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5.3.2.GTF와 ICEcell에 대한 SVCV-K1감염성 확인

GTF,ICE그리고 EPCcell은 5×10
5
cell을 10% FetalBovineSerum

(FBS,Gibco)이 첨가된 MEM에 현탁한 뒤 25cm2tissuecultureflask

(Corning)에 접종하여 25℃에서 배양하였다. 배양 3일 후 80%의

confluency를 나타낼 때 MEM을 이용하여 3회 washing하여 미 부착세

포를 제거하고 5% FBS가 첨가된 MEM을 넣어준 뒤 SVCV 상등액을

접종하였다.접종 1,3,5그리고 7일 후 배지 상등액을 sampling하였

고,-80℃에서 보관하였으며,바이러스 정량에 사용하였다.
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5.3.3.GTF와 ICEcell에 대한 SFM 처리

GTF와 ICEcell의 계대배양 후 25cm
2
tissuecultureflask에서 80%

confluency를 나타날 때까지 배양한 후 성장 배지를 SFM으로 교체하였

다.SVCV (1×104copies/flask)를 접종하였다.바이러스 증가 확인을 위

해 접종 0,1,3,5그리고 7일 후 마다 배지의 상등액을 sampling하였

으며,상등액에서 qPCR을 실시하여 바이러스를 정량하였다.
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5.3.4.GTF와 ICEcell의 바이러스 생산량 비교

GTF,ICE 그리고 EPC cell의 cell하나 당 바이러스 생산량을

비교하기 위해 GTF,ICE,EPC cell을 5×105 cells/flask로 접종한 뒤

5일간 배양하고, SVCV-K1을 1×102 copies/flask농도로 접종하여

주었다.바이러스에 의해 CPE는 형성되고 celllysis는 일어나기 전인

접종 후 2일 째에 cellcounting과 qPCR을 통한 정량적 분석을 통해

intracellular viral particles와 released viral particles (total viral

paricles/totalcellnumber)를 측정하였다.
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Ⅲ.결 과

1.springviremiaofcarpvirus의 identification

1.1.PCRamplification

청도 운문댐 저수지의 토종잉어의 SVCV에 대한 감염 진단을 위해

토종잉어의 비장으로부터 분리한 viralRNA 분리 및 cDNA 합성을

하였으며, cDNA를 template로 1-step PCR과 2-step PCR을

실시하였다. Glycoprotein gene 부분의 1-step PCR 결과, 1번

lane에서만 714bp의 band가 나타났으며,2-stepPCR 결과,1번,2번

그리고 3번 lane에서 모두 606bp의 공통적인 band가 뚜렷하게 나타났다.

(Fig. 1). Glycoprotein gene의 PCR 증폭 산물을 cloning 후

sequencing하여 비교한 결과,SVCV와 일치하였다.
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(A) (B)

Fig.1.DetectionoftheSVCV inthreedifferentindividualcommon

carp(C.capio)byPCR withSVCVF1/R2,SVCVF1/SVCVR4primer

sets..1-step PCR amplification (A);2-step PCR amplification (B).

Lane1,individualcarp1;lane2,individualcarp2;lane3,individual

carp3;PC, positivecontrol;NC, negativecontrol;M,100bpDNA

ladder.
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1.2.SVCV의 계통발생학적 분석

본 연구에서 사용한 SVCV와 subgroup에 속하는 926,2/90,P4,

880062를 사용하여 glycoprotein gene의 subgroup간 염기서열을

비교하고 (Fig. 2) homology를 분석한 결과, homology는

88.54%~97.27%의 차이를 보였으며,그 중 subgroupⅠa가 97.27%로 가장

높았고, subgroupⅠc가 90.36%로 두 번째로 높아, figure. 2에서

subgroupⅠa로 분류한 결과와 유사한 결과를 보였다 (Fig.3).본

연구에서 분리한 SVCV의 glycoprotein genesequence와 GenBank에

등재되어 있는 33종의 referenceSVCV sequence를 D.M.Stoneetal.

(2003)의 연구 결과를 참조하여 계통발생학적으로 분류한 결과,,본

연구에서 사용한 SVCV-K1는 genogroupⅠ의 subgroupⅠa에 속하였다

(Fig.4).



- 28 -

SVCV-K1 ATCTGTCACAACAGTGTCAAATACTAATTACAAGGTAGTACCCCATTCTGTTCATTTGGA

926 ............................................................

2/90 ............G...........C.....T...A.........................

P4 ............G.................T..A.............T.........A..

880062 ............G.................T.GA.......................AN.

SVCV-K1 GCCGTACGGAGGACACTGGATCGATCATGAATTCAATGGGGGCGAATGCAGAGAAAAAGT

926 ............G...............................................

2/90 ...A.............................T...........G..............

P4 ...A..T..........................T...........G..............

880062 ...A..T........T...........C.....T..........................

SVCV-K1 GTGTGAAATGAAAGGGAACCACTCTATTTGGATCACAGATGAGACCGTGCAACATGAATG

926 ...................................................G........

2/90 ...C.........................................T..A..G.....G..

P4 ............G................................GT.A........G..

880062 ...C..............T....................G.....T..A..G.....G..

SVCV-K1 TGAAAAGCACATAGAGGAAGTTGAAGGAATTATGTACGGGAATGCTCCGAGAGGGGATGC

926 .A..........................................................

2/90 ..C......T..C..A....................T......AG.............T.

P4 C.CC..A..T..........................T.......................

880062 ..C...A..T...N.........................A....T...A..........T

SVCV-K1 ACTATATGTTAACAACTTTATTATAGATAAACATCATAGAGTATACAGATTCGGAGGGTC

926 .A.G..CA............................................A.G.....

2/90 .A..........T................GG...........G..TC.......G..A..

P4 .A.......G...................G............G...........G..A..

880062 .A.G....C....................G........................G..A..

SVCV-K1 TTGTCGAATGAAATTCTGTGATAAAGATGGTATAAAATTCACAAGAGGAGACTGGGTAGA

926 .......G....................................................

2/90 .....A.............A....................G...................

P4 .....AG................................TG...................
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880062 .....AG............A....................G.G........T........

SVCV-K1 AAAAACAGCTGAAACATTGACGAAGATTTATGAAAATATACCTGAATGTGCCGATGGAAC

926 ........................A..........................T........

2/90 G..G.......G......A..A.C.......A.C...G.....AG......T........

P4 G..........G...........CT......A.C.........AG.....TT........

880062 G........C.G......A..A.C....C....C...G.G...A......TT........

SVCV-K1 GTTGGTATCTGGTCACC---

926 .................---

2/90 ......C..C.......---

P4 T.....C..C.......---

880062 ......C..C.......---

Fig.2. Comparisons of sequences of the glycoprotein gene of

SVCV-K1withfourdifferentsubgroupⅠs.
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SVCV-K1

(thisstudy)

926

(AY842487.1)

2/90

(AJ538060.1)

P4

(AJ538074.1)

880062

(AJ538079.1)

100 97.27 90.18 90.36 88.54
SVCV-K1

100 89.27 89.47 88.20
926

100 92.91 92.20
2/90

100 91.64
P4

100
880062

Fig.3.Nucleotidesuquencehomology(%)oftheglycoproteingeneof

SVCV-K1comparedwithfourdifferentsubgroupⅠs.
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Fig.4.PhylogeneticanalysisofSVCV-K1 nucleotidesequenceof

glycoproteingenes.
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2.SVCV의 분리

토종잉어의 비장 조직으로부터 분리하여 PCR amplification을 통하여

증폭 산물을 확인한 virus의 감염성을 확인하기 위해 감염 어류 비장 조

직을 1:10(w/v)비율로 마쇄하여 얻은 상등액 0.1ml을 EPCcell에 접

종한 결과,EPCcell는 SVCV 접종 8일 후부터 SVCV감염 시 전형적으

로 나타나는 cytophaticeffect(CPE)가 보이기 시작하였다 (Fig.5).

CPE가 관찰된 세포와 상등액은 4℃ 500g에서 5분간 원심 분리한 후 상

등액을 획득하여 바이러스를 분리하였다.
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Fig.5.Cytopathiceffects(CPE)ofSVCV-K1inEPCcell.Control

cells(A);infectedEPCwithSVCV-K1(B).
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3.비단잉어의 SVCV-K1에 대한 폐사율 확인

비단잉어(B.L.3~4cm)의 폐사는 14℃에서 접종(5×10
7
copies/fish)후

5일째부터 폐사가 일어나기 시작했으며 폐사한 비단잉어는 체표 출혈,

복강 출혈과 같은 SVCV 감염 시 나타나는 전형적인 증상을 보였으며

(Fig.6),마지막 폐사가 나타난 접종 후 20일째에 63% 폐사하는 결과를

나타냈으며 (Fig.7).비단잉어의 폐사율은 SVCV의 접종 농도가

감소해감에 따라 폐사가 늦게 일어나는 것뿐만 아니라 누적폐사율이

점점 감소하는 경향을 나타내었다 (Data not shown). 폐사한

비단잉어의 신장과 간에서 Glycoproteingene을 target으로 한 1-step

PCR에서 모두 양성의 결과를 보여주었다.그리고 대조구의 경우 폐사를

보이지 않았으며,1-stepPCR에서 음성의 결과를 보여주었다 (Fig.8).
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Fig.6.Externalsignsofdeadfishshowinghemorrhageson

abdominalregion.
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Fig.7.CumulativemortalityofkoicarpchallengedwithSVCV(5×107

copies/fish).
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Fig.8.DetectionofSVCV in8koicarp(C.carpio)byPCR.Lane1,

3,5,7,9,11,13,15,kidney;lane2,4,6,8,10,12,14,16,liver;M,

100bpDNAladder.
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4.SVCV-K1의 배양 특성 및 감수성 증대

4.1.주화세포와 초대배양 세포의 감수성 비교

주화세포와 초대배양 세포의 SVCV-K1에 대한 감수성을 비교하기

위해 기존의 SVCV 배양 주화 세포인 EPC와 기타 주화 세포인 BF-2,

PMF,CHSE-214 cell과 돌돔 자어,이스라엘잉어 자어,토종잉어

지느러미 유래의 초대배양 세포에 SVCV-K1(1.0×104 copies/flask)을

접종하였다.접종 3일 후 EPC,BF-2와 돌돔 자어,이스라엘잉어 자어,

토종잉어 지느러미 유래의 초대배양 세포는 cytophaticeffect(CPE)를

보였으며,Viralcopy number는 접종 후 지속적으로 증가하여 처음

접종한 바이러스 (1.0×104copies/flask)에 비해 EPC는 3,860배 증가하여

최대 바이러스 농도가 3.86×107copies/ml로 나타났으며,BF-2는 2,500배

증가하여 2.50×107 copies/ml,돌돔 자어 초대배양 세포는 2,620배

증가하여 2.62×107 copies/ml,이스라엘잉어 자어 초대배양 세포는

2,900배 증가하여 2.90×10
7
copies/ml,토종잉어 지느러미 초대배양

세포는 1260배 증가하여 1.26×107 copies/ml로 나타났으나,PMF와

CHSE-214의 경우 CPE도 관찰되지 않았으며,뚜렷한 바이러스 수의

증가도 확인할 수 없었다 (Fig.9).
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Fig.9.CulturingofSVCV-K1inMEM inprimaryculturedcellsand

establishedcelllines.Bargraphindicatesfoldincreasecomparedwith

0day postinoculation,linegraph indicatesmax numbersofviral

particles.
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4.2.주화세포와 초대배양 세포의 감수성 증대

본 연구에서는 주화세포와 초대배양 세포의 SVCV-K1에 대한

감염성을 증가시키고자 SFM을 사용하였다. EPC, BF-2, PMF,

CHSE-214 cell과 돌돔 자어,이스라엘잉어 자어,토종잉어 지느러미

유래의 초대배양 세포를 10% FBS가 첨가된 MEM배지로 3일간 배양

후, SFM으로 교체한 후 같은 농도의 SVCV-K1 (1.0×10
4

copies/flask)을 접종하였다.그 결과 MEM 배지 사용 시와 유사한

CPE가 관찰되었으며,초기에 접종한 바이러스 농도에 비해 EPC는 평균

53,700배 증가하여 5.37×108copies/ml로 가장 높은 바이러스 농도를 로

증가하였으며, BF-2는 7,350배 증가하여 7.35×107 copies/ml,

이스라엘잉어 자어 초대배양 세포는 6,780배 증가하여 6.78×10
7

copies/ml, 토종잉어 지느러미 초대배양 세포는 3,420배 증가하여

3.42×10
7
copies/ml로 나타났으며,CHSE-214의 경우 139배 증가하여

1.39×106copies/ml로 MEM을 사용하여 접종하였을 때 보다 증가하였다.

하지만 PMF는 CPE도 관찰되지 않았으며,뚜렷한 바이러스 수의 증가도

확인할 수 없었다 (Fig.10).
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Fig.10.CulturingofSVCV-K1inSFM inprimaryculturedcellsand

establishedcelllines.Bargraphindicatesfoldincreasecomparedwith

0day postinoculation,linegraph indicatesmax numbersofviral

particles.
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5.GTF와 ICEcell의 확립 및 SVCV-K1배양 특성

5.1.GTF와 ICEcell의 확립

GTF cell은 2013년 6월에 초대 배양을 시작하여 현재까지 40세대

이상을 계대배양 하였다.6세대의 금붕어꼬리지느러미 세포인 GTF는

epithelial-likecell과 fibroblast-likecell이 함께 자라는 것으로 보였으나

(Fig.11b),14세대 이후의 금붕어꼬리지느러미 세포는 양극 혹인

다극성이며,가늘고 긴 형상을 가지고,기질에 부착하여 성장하는

fibroblast-likecell의 형태만이 나타났다 (Fig.11c).ICE는 2012년 6월에

초대 배양을 시작하여 현재까지 50세대 이상을 계대배양 하였다.

44세대의 이스라엘잉어 자어 세포는 더 규칙적인 면적을 가지는

다각형이며,분산된 세포들이 기질에 부착하여 성장하는 epithelial-like

cell의 형태를 보였다 (Fig.12c).액체질소에 보관하였던 10~30세대의

금붕어 꼬리지느러미 세포와 10~50세대의 이스라엘잉어 자어 세포는

3~5일 배양 후 100%의 confluency를 보였으며,이후는 보관 전의

증식속도를 보였다.
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Fig.11.Continued.
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Fig.11.Morphologyof aconfluentmonolayerofGoldfishtailfincell

atgeneration0(A);6(B);14(C).
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Fig.12.Continued.



- 46 -

Fig.12.Morphologyof aconfluentmonolayerofIsraelcarpembryo

cellatgeneration0(A);33(B);44(C).
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5.2.GTF와 ICEcell의 SVCV-K1에 대한 감염성 확인

GTF와 ICE cell의 SVCV-K1에 대한 감염성을 알아보기 위해,본

연구에서 확립한 GTF,ICE,그리고 기존의 SVCV 배양 주화 세포인

EPCcell에 SVCV-K1(1.0×10
4
copies/flask)을 접종하였다.접종 3일 후

GTF,ICE,EPC cell은 cytophaticeffect(CPE)를 보였다 (Fig.13).

Viralcopy number는 접종 후 지속적으로 증가하여 처음 접종한

바이러스 (1.0×104 copies/flask)에 비해 GTF는 평균 2,020배 증가하여

평균 최대 바이러스 수는 2.02×107 copies/ml,ICE는 5,630배 증가하여

5.63×107 copies/ml,EPC는 3,860배 증가하여 3.86×107 copies/ml을

나타냈으며,각각 최대 바이러스 수는 2.32×107,6.43×107,7.18×107

copies/ml을 나타내었다 (Table2,Fig.14a).
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5.3.SFM 처리

GTF와 ICEcell의 SVCV-K1에 대한 감염성을 증가시키고자 SFM을

사용하였다. GTF, ICE 그리고 EPC cell을 10% FBS가 첨가된

MEM배지로 3일간 배양 후, SFM으로 교체한 후 같은 농도의

SVCV-K1 (1.0×104 copies/flask)을 접종하였다.그 결과 MEM 배지

사용 시와 유사한 CPE가 관찰되었으며,초기에 접종한 바이러스 농도에

비해 평균 438,000배 증가하여 평균 최대 바이러스 수가 4.38×109

copies/ml로 나타났고,ICE는 224000배 증가하여 2.24×109 copies/ml,

EPC는 53,700배 증가하여 5.37×108 copies/ml을 나타냈으며,각각 최대

바이러스 수는 6.55×109,3.78×109,8.00×108copies/ml을 나타냈다 (Table

2,Fig.14a).이를 EPC cell에서의 SVCV-K1 증가값을 기준으로

GTF와 ICE cell에서의 SVCV-K1증가값을 비교해 본 결과,GTF와

ICEcell은 EPCcell보다 각각 평균 8.16배,4.17배 더 높게 증가하였다

(Fig.14b).
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Fig.13. Cytopathic effects of the various cells infected with

SVCV-K1usingMEM.NormalGTFcell(A),infectedGTFcell(B),

normalICE cell(C),infected ICE cell(D),normalEPC cell(E),

infectedEPCcell(F).
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Media Cell

Averageof

Increasedfolds

(Max/Initial

numbersof

viralparticles)

Averageof

maxviral

copies/ml

Maximum

viralcopies/ml

MEM GTF 2.02E+03 2.02E+07 2.32E+07

　 ICE 5.63E+03 5.63E+07 6.43E+07

　 EPC 3.86E+03 3.86E+07 7.18E+07

SFM GTF 4.38E+05 4.38.E+09 6.55E+09

　 ICE 2.24E+05 2.24.E+09 3.78E+09

　 EPC 5.37E+04 5.37.E+08 8.00E+08

Table2.ComparisonofviralcopynumbersofGTF,ICE andEPC

cells inoculatedbySVCV-K1(1.00E+04copies/ml).
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(A)

(B)

Fig.14.Culturing of SVCV-K1 in GTF,ICE and EPC cells.

Increased folds of viralparticles (Max/Initialnumbers of viral

particles)(A),Relativeincreasedfoldsofmaximum viralparticlesin

GTF,ICEandEPCcellchallengedwithSVCVK-1 inSFM (B).
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5.4.GTF와 ICEcell의 바이러스 생산량 비교

GTF,ICE 그리고 EPC cell의 바이러스 생산량을 비교하기 위해

SVCV-K1을 1×102 copies/flask농도로 접종하여 주고,정량적 분석을

통해 intracellularviralparticles와 releasedviralparticles를 측정하였다.

그 결과 GTF는 한 개의 cell내에 1.79×106copies/cell,ICE은 1.02×106

copies/cell,EPC는 4.10×10
5
copies/cell을 가지고 있어 GTF와 ICE는

EPC보다 각각 4.37배,2.49배 높은 intracelluarviralparticles를 가지는

것을 확인할 수 있었다.그리고 GTF는 한 개의 cell이 1.35×101

copies/cell, ICE는 1.67×101 copies/cell, EPC는 2.89 copies/cell을

방출하여 GTF와 ICE는 EPC 보다 각각 4.67배,5.78배 높은 released

viralparticles를 가지는 것을 확인하였다 (Table3).
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Cell

Total

viralparticles

(copies/flask)

Totalcell

number

(cells/flask)

Releasedviral

particles/cell

Intracellular

viral

particles/cell

GTF 3.23E+04 1.20E+04 1.35E+01 1.79E+06

ICE 3.67E+06 1.10+06 1.67E+01 1.02E+06

EPC 1.48E+06 2.56E+06 2.89E+00 4.10E+05

Table3.Comparisonofintracellularviralparticlesandreleasedviral

particles of GTF,ICE and EPC cells inoculated by SVCV-K1

(1.00E+02copies/ml).
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Ⅳ.고 찰

본 연구에서는 경상북도 청도 운문댐 저수지의 자연산 토종잉어

(Cyprinuscarpio)로부터 분자생물학적인 분석을 통해 아시아의 SVCV

isolates와 유사한 SVCV-K1을 분리하였다.국내의 자연산 토종잉어에서

SVCV의 분리는 처음 보고된 것이며,이는 국내 잉어과 어류의 SVCV

연구에 있어서 중요한 바이러스로 사료된다.

먼저 2009년에 청도 운문댐 저수지의 자연산 토종잉어에 대량폐사가

있었으나 그 당시에는 감염 진단을 하지 못하였다.다음해인 2010년 6월

에 외관상 질병의 증세가 보이지 않고,폐사도 나타나지 않는 자연산 토

종잉어를 다량 채집하였고 그 중에서 3개의 시료를 무작위로 선택하여

SVCV에 대한 감염 진단을 실시하였다.그 결과 세 개의 시료 중에서

한 시료에서 1-stepPCR에서 707bp의 band를 나타내어 positive가 나왔

으며,또한 2-stepPCR에서는 세 시료 모두에서 606bp의 band가 검출되

었다.이는 또한 무작위로 세 마리를 대상으로 감염 진단을 했음에도 세

시료에서 모두 SVCV가 검출되었다는 것은 임상증상을 나타내거나 폐사

를 일으킬 감염의 정도는 아니나 SVCV가 이 지역에 만연해 있다고 추

측해 볼 수 있다.이와 비슷한 보고는 2002년 미국에서 SVCV로 15000

마리의 비단잉어가 폐사하였고,이 때문에 시설에 있는 다른 어류도 전

량 안락사 되었다.하지만 1년 후 모니터링 결과 건강한 어류에서

SVCV가 검출된 바 있다.그리고 2011년,2012년에 청도 운문댐에서 30

마리 가량을 sampling하여 검사하였을 때 1-stepPCR에서 negative가

나왔다.이것은 바이러스가 carrier상태에서 expression되지 않았으며,

계속 clearance가 일어나고 있었다고 추측해 볼 수 있다.2002년부터
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2003년까지 2개년에 걸쳐 낚시터 방류용 어류를 대상으로 RT-PCR을

실시하여 SVCV의 감염여부를 조사한 결과 negative를 보였으나,2-step

PCR에서는 2002년 5월에 채집한 시료는 100%로,2003년 2월에는 33%,

4월에는 43%로 SVCV와 동일한 band가 검출되었다는 보고가 있다 (조

미영 etal.,2004).SVCV는 잉어 친어에서 무증상으로 persistent상태

로 감염될 수 있으며 (Békési& Csontos.1985),보유 숙주는 SVCV의

carrier상태로 있는 양식산이나 자연산 어류뿐만 아니라 감염에서 살아

남은 어류와 잉어를 포함한다 (Pfeil-Putzien1977,Ahne.1985a,Peters

& Neukirch.1986).SVCV는 일반적으로 SVC감염에서 살아남거나 수

온이 20℃이상인 여름에 검사된 어류에서는 분리될 수 었다.무증상의

carrier상태의 어류에서 SVCV가 분리된 보고는 봄에 샘플링된 친어의

생식액을 조직배양 하였을 때 SVCV가 검출되었다는 보고가 있다

(BekesiandCsontos,1985).하지만 carrier상태의 어류에서 PCR에 의

하여 SVCV가 검출되는 것에 관한 연구는 없는 실정이다 (Goodwin,

A.E.2009).

계통발생학적 분석을 통해 SVCV-K1이 아시아의 isolates가 속하는

subgroupⅠa에 속한다는 것을 확인하였고, subgroupⅠa에 속하는

영국의 isolate의 경우 중국에서부터 수입된 어류에서 검출된

isolate이다.이를 통해 국내에는 아직 유럽 국가들이 속하는 다른

subgroup의 isolate는 유입되지 않은 것으로 판단되어 진다.따라서

subgroupⅠa이외의 국외의 다른 subgroup의 유입의 예방을 위해 다른

subgroup에 대한 백신 개발 또는 국내형 백신의 다른 subgroup의

SVCV와의 교차반응의 확인 등의 대처가 필요할 것으로 사료된다.

조미영 etal.,2004의 낚시터 방류용 어류의 잉어봄바이러스(SVCV)

진단에 관한 보고에서 검사시료의 조직을 마쇄하여 EPC 및 FHM cell
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line에 접종하여 20℃에서 배양하였을 때,세포배양에서 병원성이 확인되

지 않았다고 보고한 바 있다.하지만 본 실험의 토종잉어 시료의 비장을

마쇄하여 EPCcellline에 접종하여 20℃에서 배양하였을 때,MEM을 접

종한 정상세포에서는 CPE가 관찰되지 않았지만,SVCV를 접종한 세포

에서는 8일째에 CPE가 관찰되어 세포배양에서의 병원성을 확인하였다.

이를 통해 임상증상도 없었고,폐사도 나타내지 않았던 상태였음에도 아

직까지 바이러스가 살아있다는 것을 확인할 수 있었다.

또한 비단잉어에 SVCV-K1을 인위감염 시켰을 때 폐사된 대부분의

어체에서 체표 출혈,복강 출혈과 같은 SVCV 감염 시 나타나는 전형적

인 증상을 보였으며,접종 후 5일 째부터 폐사가 진행되어 접종 후 20일

째에는 63%의 폐사에 도달하여 명확한 병원성을 보여주었다.SVCV에

의한 폐사는 본 실험에서 실험어로서 사용한 1년 이하의 비단잉어와 같

은 어린 이어에서는 70% 이상의 폐사를 나타낸다고 한다 (Ahneetal.,

2002).하지만 보통 1~40%의 폐사를 일으키며,미국의 경우 SVC발생으

로 인해 20%의 폐사율을 나타냈다고 보고된 바 있다.

SVCV 질병을 진단하는 데 있어 polymerasechainreaction(PCR)방

법이 보편화되어 사용되고 있다.하지만 PCR 방법은 SVCV의 검출 유

무만 판별할 수 있어,최근 간편하고 빠른 PCR 방법인 qPCR 방법이

SVCV의 검출에 적용되었다 (ZhiqinYeuetal.,2008).따라서 본 연구

에서는 qPCR을 이용하여 SVCV를 검출함과 동시에 정량적 분석을 실시

하였다.하지만 대부분의 문헌에서 50% tissuecultureinfectivedose

(TCID50)를 사용하여 SVCV의 titer를 측정하고 있어 TCID50를 이용한

SVCV titer와 qPCR을 이용한 SVCV titer를 비교한 문헌을 통해,

TCID50에 비해 qPCR에서의 SVCV titer가 약 100배 가량 높게 검출됨

을 참고하였다 (NianZhiZhang.,2009).본 실험에서의 세포에 바이러
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스를 접종했을 때의 바이러스 농도와의 비교를 위해 현재 SVCV를 배양

하기 위한 가장 적합한 세포는 epitheliomapapillosum cyprini(EPC)

cellline(Fijan etal.1983),thefathead minnow (FHM)cellline

(ATCC CCL-42,Gravell& Malsberger1965)등의 어류 유래의 주화

세포를 사용하여 배양한다.이러한 주화세포들을 사용 시,SVCV의 감염

titer는 108TCID50ml
-1로 나타난다고 알려져 있는데 이를 qPCR을 이용

했을 시 10
10
copies/ml로 나타날 것이라고 예상할 수 있다.하지만 본

실험에서 EPC cell에 MEM 배지를 사용하여 SVCV-K1을 1×104

copies/flask로 접종하였을 때 최고 4.78×10
7
copies/ml으로 증가하였다.

이러한 차이는 SVCV titer가 108TCID50ml
-1로 나타난다고 보고된 문헌

들의 경우 SVCV-K1과 다른 subgroup에 속하는 유럽의 SVCV isoates

를 사용하였으나 NianZhiZhang.,2009에서 사용한 SVCV isolates는

SVCV-K1과 같은 subgroup에 속하는 중국의 isolates를 EPC cell과

grass carp ovary (CO)cell에 접종하였으며,이 때 CO cell에서의

SVCV 감염은 EPC cell에서보다 더 높은 감수성을 나타내어

10
4
TCID50ml

-1
의 virustiter를 나타냈다.약 10

6
copies/ml이라고 예상할

수 있고 이는 본 실험에서의 SVCV농도와 비슷한 것을 확인할 수 있었

다.결론적으로 SVCVtiter는 cellline과 식균농도 그리고 Lab에 따라서

차이가 나며 그 범위는 대략 106~1010copies/ml로서 생각할 수 있다.

SVCV의 예방은 겨울과 이른 봄에 사육밀도를 감소시켜서 바이러스의

확산을 줄이고,수온을 19-20도씨 이상으로 올려주어 SVC발생을 멈추

게 하거나 예방할 수 있게 한다.뿐만 아니라 안전하고 효과적인 백신을

사용할 수 있는데 현재는 이용할 수 있는 것이 없으나,많은 불활화 백

신,생 약독화 백신,DNA백신 등이 연구되어지고 있다 (Dixon,2008).

1978~1984년 유럽에서 연구 되었지만,바이러스의 activation에 관련된
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문제와 법적인 문제 그리고 시장의 제한에 의해 상용화 되지 못했다.효

과적인 백신 개발을 위해서는 어류가 항원을 인식하고 강력한 항체를 생

성할 수 있어야 하며,항원의 농도는 항체의 titer를 결정하는 중요한 요

소이다 (Yamashitaetel.,2009).특히 어류와 같은 하등척추동물의 경우

항원을 인식하는 능력이 포유류에 비해 낮기 때문에 높은 titer의 항원이

백신의 효과를 증대시키는데 중요한 역할을 할 것으로 생각된다.따라서

국내의 잉어과 어류 양식 산업의 경제적 손실을 줄이기 위하여 앞으로

발병 우려가 있는 본 연구에서 검출 및 분리한 한국형 SVCV인

SVCV-K1에 대한 백신의 개발이 이루어져야 할 것 이다.하지만 EPC

cell에서의 SVCV농도는 불활화 백신의 농도로서 비교적 낮다고 판단되

어 초대배양세포를 사용 시 IVS-1의 감염력이 증가한다는 보고 (Ji

WoongJin,2014)를 참고하여 감수성이 다른 어종인 돌돔 자어,이스라

엘잉어 자어,토종잉어 지느러미를 사용하여 초대 배양을 실시하였으며,

hostcellline인 EPC와 BF-2,CHSE-214,PMFcell과 함께 SVCV-K1

에 대한 감수성을 비교해 보았다.접종 3일 후 EPC,BF-2와 돌돔 자어,

이스라엘잉어 자어, 토종잉어 지느러미 유래의 초대배양 세포는

cytophatic effect (CPE)를 보였으며, 초기 접종한 농도 (1.0×104

copies/flask)에서 EPC는 최대 바이러스 농도가 3.86×10
7
copies/ml로 나

타났으며,BF-2는 2.50×107 copies/ml,돌돔 자어 초대배양 세포는

2.62×10
7
copies/ml, 이스라엘잉어 자어 초대배양 세포는 2.90×10

7

copies/ml,토종잉어 지느러미 초대배양 세포는 1.26×107copies/ml로 나

타났으나 PMF와 CHSE-214의 경우 CPE도 관찰되지 않았으며,뚜렷한

바이러스 수의 증가도 확인할 수 없었다 (Fig.9).이를 통해 초대 배양

세포에서 SVCV-K1에 대한 감수성은 어종에 따른 SVCV의 감수성과는

상관없이 모든 어종의 초대 배양 세포에서 모두 초기 접종 바이러스에
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비해 1,000배 이상의 증가를 보여주었으나 hostcellline인 EPC cell과

비슷한 바이러스 농도를 나타내었다.바이러스 접종 시 SFM을 사용하여

VEROcell에 rabiesvirus를 접종하였을 때 바이러스의 복제를 증가시키

며 (Frazzati-Gallinaetal.,2001),C8H와 GRtumorcell에 SFM을 사용

하여 mousemammarytumorvirus를 접종하면 serum이 첨가된 배지와

비교했을 때 더 높은 titer의 바이러스를 획득할 수 있으며 (Richardet

al.,1976)그리고 PMFcell에 SFM 사용 시 IVS-1의 감염력이 증가한다

는 보고가 있다 (JiWoongJin,2014).이를 참고하여 본 연구에서는 주

화세포와 초대배양 세포의 SVCV-K1에 대한 감염성을 증가시키고자

SFM을 사용하였다.EPC,BF-2,PMF,CHSE-214cell과 돌돔 자어,향

어 자어,토종잉어 지느러미 유래의 초대배양 세포를 SFM으로 교체한

후 같은 농도의 SVCV-K1(1.0×104copies/flask)을 접종한 결과 MEM

배지 사용 시와 유사한 CPE가 관찰되었으며,EPC는 5.37×108copies/ml,

BF-2는 7.35×107 copies/ml, 이스라엘잉어 자어 초대배양 세포는

6.78×107 copies/ml, 토종잉어 지느러미 초대배양 세포는 3.42×107

copies/ml로 증가하였다 (Fig.10).EPC cell의 경우 MEM을 사용하여

접종하였을 때보다 SVCV-K1의 최대 바이러스 농도가 10배 이상 증가

하였으나 BF-2와 다른 초대배양 세포들은 MEM을 사용하였을 때와 비

슷한 감염성을 나타내었다.

본 연구에서는 금붕어 꼬리 지느러미와 이스라엘 잉어 자어 세포에서

유래된 GTF와 ICEcell를 확립하였다.GTFcell은 초대 배양일로부터 1

년 이상 그리고 40회 이상 계대 배양을 실시하였으며,형태적으로

fibroblast-likecell이었다 (Fig.11c).ICEcell은 초대 배양일로부터 2년

이상 그리고 50회 이상 계대 배양을 실시하였으며, 형태적으로

epithelial-likecell의 형태를 보였다 (Fig.12c).GTFcell의 경우 주화세
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포로 확립되었다고 판단하기에는 계대배양 횟수가 적지만 ICEcell과 마

찬가지로 현재까지 빠르고 지속적인 성장을 보이고 있으므로 주화세포로

확립되었다고 판단된다.이스라엘 잉어 유래의 주화세포는 현재까지 연

구된 바 없으며,금붕어 세포 유래의 주화세포의 확립을 위한 많은 시도

들이 있었지만 대부분 초대배양 세포에 국한되었다 (Wangetal.,1995,

Akimotoetal.,2000,Li& Fukuda.2003,Kondo& Watabe.2004).그

리고 현재 상용화되어 있는 주화세포는 금붕어 지느러미 세포 유래의

CAR cellline(ATCCNo.CCL-71)가 있다.또한 금붕어 근육과 부레

세포를 사용한 goldfishmuscle(GFM)cell과 goldfishswim bladder

(GFSB)cell(LucRougeeetal.,2007).본 실험에서 확립한 GTFcell과

마찬가지로 금붕어 꼬리지느러미 세포를 사용한 goldfish tail fin

(GFTF)cell(W Yanetal.,2011)이 있다.이 GFTF cell에 2.67log

TCID50ml
-1SVCV를 접종하였을 때 8.5logTCID50ml

-1로 증가하였으

나 GFTFcell의 경우 SVCV와 Channelcatfishvirus(CCV)을 접종하

였을 때 초기 접종 농도에서 hostcellline에서의 감염성과 GFTFcell에

서의 감염성의 차이가 SVCV와 CCV가 비슷한데도 특히 CCV에 관한

감수성에 주목하고 있다.

GTF와 ICEcell에 MEM 배지를 사용 시 SVCV-K1을 접종을 하였을

때 접종 후 3일 후에 CPE가 관찰되었고 (Fig.13),바이러스 (1.0×104

copies/flask)에 비해 GTF는 평균 2,020배 증가하여 평균 최대 바이러스

수는 2.02×107 copies/ml,ICE는 5,630배 증가하여 5.63×107 copies/ml,

EPC는 3,860배 증가하여 3.86×107copies/ml을 나타냈으며,각각 최대 바

이러스 수는 2.32×107,6.43×107,7.18×107 copies/ml을 나타내어 (Table

2,Fig.14a)GTFcell,ICEcell,EPCcell에서 모두 SVCV-K1에 대한

비슷한 감염성을 나타내었다.GTF와 ICEcell에서 SFM에서 SVCV-K1
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을 배양 시 바이러스 감염력을 EPC와 비교해보았다. 초기 접종량

(1.0×10
4
copies/flask)에 비해 각각 평균 438,000배,224,000배 증가하여

평균 maximum viralcopynumber은 각각 4.38×109,2.24×109copies/ml

copies/ml로 나타났으며,EPC cell에서는 53,700배 증가하여 5.37×108

copies/ml을 나타냈다.각각 최대 바이러스 수는 6.55×109,3.78×109,

8.00×108copies/ml을 나타냈다(Table2,Fig.14a).SVCV-K1의 증가값

을 EPC cell에서의 증가값과 비교해 보았을 때 8.16배,4.17배 더 높게

증가하였다 (Fig.14b).따라서 SFM을 사용 시 GTF와 ICEcell이 비슷

한 SVCV-K1에 대한 감염력을 보이며,이는 기존 주화 세포인 EPCcell

에 비해 높다.

GTF,ICE와 EPC cell에 5×10
5
cells/flask 농도로 cell을 주입하여

배양한 후 80% confluency를 차지할 때 SVCV-K1을 접종하였으나

이때 cell수에 차이가 날 것이라 판단하여 GTF,ICE 그리고 EPC

cell의 하나의 cell이 생산하는 바이러스 양을 비교하기 위해

SVCV-K1을 lysis되는 cell의 수를 줄이기 위해 1×102 copies/flask

농도로 접종하여 주고,정량적 분석을 통해 intracellularviralparticles와

releasedviralparticles를 측정하였다.그 결과 GTF는 한 개의 cell내에

1.79×10
6
copies/cell, ICE은 1.02×10

6
copies/cell, EPC는 4.10×10

5

copies/cell을 가지고 있어 GTF와 ICE는 EPC보다 각각 4.37배,2.49배

높은 intracelluar viralparticles를 가지는 것을 확인할 수 있었다.

그리고 GTF는 한 개의 cell이 1.35×101 copies/cell,ICE는 1.67×101

copies/cell,EPC는 2.89copies/cell을 방출하여 GTF와 ICE는 EPC보다

각각 4.67배,5.78배 높은 released viral particles를 가지는 것을

확인하였다 (Table3).특히 GTF의 경우 육안상으로 더 높은 비율의

confluency를 보이지만 cell수는 더 작은 것으로 보아 수차례의



- 62 -

계대배양을 통해 위축되었을 가능성이 큰 EPC에 비해 cell의 크기가

크다고 보여지며,cell의 cytoplasm 내에 더 많은 바이러스를 축적할 수

있다고 생각된다.이를 통해 MEM을 사용하여 SVCV-K1을 접종하였을

때 SVCV-K1이 GTF,ICE,EPC가 비슷한 바이러스 농도로 증가하고,

SFM을 사용하였을 때는 GTF와 ICE가 EPC보다 높게 나타나는 결과가

cell수를 맞춰서 접종한다면 EPC보다 GTF와 ICE에서 더 효율적인

SVCV-K1의 배양이 가능할 것으로 생각된다.금붕어는 브라질에서

SVCV에 의한 질병이 발생한 이래로 SVCV에 감수성이 있는 어종으로

알려져 있으나 잉어가 SVCV의 주요한 감수성 어종이며,잉어 세포

유래의 EPC cell에서 보다 금붕어 세포 유래의 GTF cell에서

SVCV-K1의 감수성이 더 높다는 점은 매우 흥미로운 점이라고

생각되며,이를 통해 GTF cell과 SFM의 사용은 SVCV-K1의 다양한

연구를 하는데 적용 및 활용도가 높을 것으로 생각된다.
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Ⅴ.요 약

본 연구에서는 경상북도 청도 운문댐 저수지의 자연산 토종잉어

(Cyprinuscarpio)로부터 분자생물학적인 분석을 통해 아시아의 SVCV

isolates와 유사한 SVCV-K1을 분리하였고.SVCV-K1이 subgroupⅠa에

속하는 것을 확인하였다.또한 invitro상에서의 CPE확인과 invivo상에

서의 인위감염을 통한 누적폐사율 확인을 통해 병원성을 확인하였다.국

내의 자연산 토종잉어에서 SVCV의 분리는 처음 보고된 것이며,이는

국내 잉어과 어류의 SVCV연구에 있어서 중요한 바이러스로 사료된다.

본 연구에서 개발한 GTF와 ICE cell에 MEM 배지를 사용 시

SVCV-K1을 접종을 하였을 때 EPC에서의 SVCV-K1과 비슷한 증가값

을 나타내었다.이를 SFM을 사용 시 GTF와 ICE cell이 비슷한

SVCV-K1에 대한 감염력을 보이며,이는 기존 주화 세포인 EPCcell에

비해 높게 나타났다.금붕어는 브라질에서 SVCV에 의한 질병이 발생한

이래로 SVCV에 감수성이 있는 어종으로 알려져 있으나 잉어가 SVCV

의 주요한 감수성 어종이며,잉어 세포 유래의 EPCcell에서 보다 금붕

어 세포 유래의 GTFcell에서 SVCV-K1의 감수성이 더 높다는 점은 매

우 흥미로운 점이라고 생각되며,이를 통해 GTFcell과 SFM의 사용은

SVCV-K1의 다양한 연구를 하는데 적용 및 활용도가 높을 것으로 생각

된다.
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지내서 항상 매우 보고 싶고 매일 같이 얘기하고 싶은 언니도 고맙고 사

랑해.그리고 우리 끼끼도 오래오래 건강했으면 좋겠고 사랑해♥~
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