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Detection and Molecular Characterization of Norovirus

in cultured Oyster in Korea and Safety Verification of

Oyster Kimchi using Norovirus Surrogate

Soon Bum Shin

Abstract

In this study, we investigated the enteric viruses

(norovirus, enterovirus, rotavirus, astrovirus and hepatitis A

virus) contamination status of oysters produced in southern

coast of Korea. We also identified the genotypes of

Norovirus (NoV) detected in oysters and confirmed the

concentration of virus accumulated in oysters. In addition,

we tried to verify the safety of NoV in oyster kimchi by

using NoV surrogate, Feline calicivirus (FCV).

From January 2009 to December 2011, NoV was analyzed

from 398 oysters from 9 stations in the south coast, and 91

samples were analyzed for enterovirus, rotavirus, astrovirus

and hepatitis A virus.
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As a result, the detection rate of NoV was 27.4% (109/398)

and astrovirus was 1.1% (1/91). And enterovirus, rotavirus

and hepatitis A virus were not detected.

In order to identify genotypes, 120 clones (5 clones per

sample) from 24 NoV-positive samples were sequenced and

evaluated. Based on the sequencing results, five genotypes

(GI.1, GI.2, GI.5, GI.6, and GI.7) were identified in NoV

Genogroup I, and seven genotypes (GII.2, GII.3, GII.4, GII.7,

GII.12, GII.13, and GII.17) in NoV Genogroup II. GI.1

(52.6%; 10 of 19) and both GII.3 and GII.4 (30.0%; 6 of 20,

respectively) were identified as the most prevalent

Genogroup I and II strains in oyster during the

investigation period.

NoVs were quantitatively analyzed from 21 oysters

collected from January to December 2012, using real-time

reverse transcription–polymerase chain reaction. and we

assessed the NoVs concentration after naturally-contamination

and heating to investigate the effects of heat treatment on

NoV infected oysters.
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In NoV-positive samples, viral concentrations were 8.97 ×

102 to 2.24 × 102 and 3.05 × 102 to 7.47 × 101 copies/g for

genogroup I and II, respectively. All samples were detected

at concentrations below 103 copies/g and samples detected

at concentrations lower than 102 copies/g were confirmed to

be 9.5% (2/21). The results of the natural infection for 30

days showed that the concentrations of NoV detected in

the oysters were 6.91 x 103 to 2.43 x 105 and 5.37 x 105 to

9.19 x 106, respectively. After heat treatment, genogroup I

decreased by 83.4%, 88.0%, 89.4% and 100% at 60°C, 68°C,

70°C, and 100°C, respectively, for 15 min, while genogroup

II respectively decreased by 67.3%, 76.3%, 80.1%, and

89.8% under the same conditions.

In order to verify the safety of NoV in the

oyster-kimchi, we investigated the changes of viral

infectivity during Kimchi ripening using NoV surrogate,

feline calicivirus (FCV).

As a result, it was confirmed that the FCV of 6.30 TCID50

decreased to 2.30 TCID50 after 4 days at 25℃, decreased
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to 3.55 after 4 days at 18℃, and decreased to 4.05 after 5

days at 4 ℃. And as a result of confirming the effect of

organic acid and raw material related to kimchi, The main

factor decreasing the infectivity of FCV in Kimchi was the

high acidity caused by organic acids, regardless of the

type, produced by ripening. Furthermore, it was confirmed

that antiviral materials originating from raw material such

as salt-fermented anchovies and garlic might contribute to

the decreased infectivity of FCV.
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Ⅰ. 서 론

우리나라에서 한해 생산되는 패류의 양은 대략 40만톤 정도

이며 생산금액으로는 8,000억에 이르고 있다. 품종별로는 굴이

300천톤 이상으로 전체 패류 생산량의 70%를 차지하고 있으며

우리나라에서 생산되는 굴는 통영시, 거제시 및 고성군을 포한

하는 남해안에서 80% 이상이 생산된다. 굴 산업은 통영시, 거

제시 및 고성군 일원에서 가장 큰 규모의 사업이 될 정도로 시

장경제에 많은 영향을 주고 있으며 생산된 굴은 내수시장은 물

론 일본, 미국 및 유럽으로도 수출되고 있다(MOF, 2016a).

굴을 포함하는 패류는 이동성이 거의 없고 여과섭식(Filter

feeding)으로 먹이를 공급하기 때문에 서식하는 환경이 오염되

었을 경우, 패류에 직접 영향을 미칠 수 있다. 즉 패류가 생산

되는 해역이 주변의 육․해상오염원들의 영향으로 오염되었을

경우 패류는 먹이섭이 과정에서 이러한 오염물질을 농축할 가

능성이 크다. 전 세계적으로 이러한 오염된 패류 섭취로 인한

식중독 사고 또한 빈번히 발생하고 있으며 노로바이러스와 같

은 장관계 바이러스와 관련된 사고가 많이 보고되고 있다(Prato

et al., 2004; Dubois et al., 2004; Iritani et al., 2014). 대부분 패
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류는 가열조리 후 섭취되기 때문에 노로바이러스에 의한 식중

독 발생에 대하여 우려할 필요가 으나 굴의 경우 우리나라에서

는 70% 이상이 생굴의 형태로 소비되고 있는 실정이므로 장관

계 바이러스의 전달 매개체 역할을 할 가능성이 높다.

100 종 이상의 바이러스가 인·축의 배변활동으로 배출되며 이

러한 바이러스들은 하수처리장, 지하수, 하천 및 해수를 통하여

환경으로 유입될 수 있다(Lee and Kim, 2002; Lipp et al.,

2002; Sobsey et al., 1986; Theng and Erin, 2005). 장관계 바이

러스는 분변-구강(fecal-oral) 경로로 전염되며 주로 위장에서

감염되고 복제되기 때문에 감염된 환자의 대변 1 g에는

105-1011 정도의 바이러스 입자가 존재한다고 알려져 있다

(Farthing, 1989).

장관계 바이러스 중에서는 노로바이러스, 엔테로바이러스, 로타바

이러스, 아스트로바이러스 및 A형 간염바이러스 등이 집중적으

로 연구되고 있으며 최근 전 세계적으로 노로바이러스에 의한

식중독이 가장 문제가 되고 있다(Theng and Erin, 2005).

비세균성 장염의 90% 이상의 원인으로 알려진 노로바이러스

는 미국의 경우 2009년부터 2012년까지 식품과 관련된 식중독

의 48%가 노로바이러스에 의해 발병되는 것으로 보고되었으며,

일본의 경우에는 2001년부터 2007년까지 발생한 식중독 중 노



- 3 -

로바이러스로 기인한 환자수가 가장 많은 것으로 보고된 바 있

다(Jo et al., 2009; Hall et al., 2014). 국내에서도 최근 원인물질

별 식중독 발생현황을 살펴보면 2005년까지는 노로바이러스가

병원성대장균의 다음 순위를 차지하였으나, 2006년 이후 노로바

이러스에 의한 식중독이 크게 급증하여 2002년부터 2013년까지

노로바이러스에 의한 식중독 발생건수가 전체 식중독 발생건수

의 15% (437/2,858)로 원인물질들 중 가장 큰 비중을 차지하고

있다(MFDS, 2014).

노로바이러스는 분류학적으로 장관계 바이러스(Enteric virus)

중 Caliciviridae에 속하며 직경은 대략 27 nm 정도이며 외피

(Envelope)를 가지고 있지 않다. 약 7.6 kb의 단일 구조 RNA를

가지고 있으며 이 RNA는 3개의 Open reading frames (ORFs)

로 구성된다. ORF 1은 RNA dependent RNA polymerase

(RdRp)를 포함하여 6개의 구조화 되지 않은 단백질을 암호화하

고 있으며, ORF 2는 major capsid protein (VP1)을 암호화 하

고 있으며 VP1은 shell (S) 및 Protruding (P1, P2) domain으로

구성된다. ORF 3은 minor capsid protein (VP2)를 암호화하고

있으나 그 기능은 정확하게 밝혀지지 않았다(Fig. 1, Lopman, 2015).

노로바이러스는 세포배양 기술이 확립되지 않아 항원형(Serotype)에

따른 분류가 불가능하며 노로바이러스 RNA의 RdRp 및 VP1
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유전자의 염기서열 차이에 따라 유전형(Genotype)이 분류된다.

현재까지 노로바이러스는 크게 7개의 Genogroup (GI-GVII)으

로 분류되며 사람에게는 주로 GI, GII 및 GIV가 감염되며 나머

지는 동물(소, 개, 양, 돼지 및 개)에게 감염된다고 알려져 있다

(Zheng et al., 2006). 또한 이러한 Genogroup은 다수의

Genotype으로 분류 할 수 있으며 32개의 Genotype (GI 9개, GII

19개 및 GIV 1개)이 사람에게 감염된다고 알려져 있다(Fig. 2,

Vinje, 2015).

현재까지 배양기술이 확보되지 않은 노로바이러스를 검출하는

방법에는 전자현미경(EM), 효소면역측정법(ELISA), RT-PCR

(Reverse transcription-Polymerase Chain Reaction)을 이용한

방법이 있으며, 이 중에서 RT-PCR을 통해 바이러스 유전자를

검출하는 방법이 일반적으로 사용되고 있다(Gary et al., 2004;

Kageyama et al., 2004). 하지만 이러한 유전자를 분석하는 방

법은 감염력을 판단할 수 없어 식품에서의 정량기준을 설정하

기 어렵다.

굴은 생굴의 형태로 소비되는 경향이 있고, 다양한 나라에서 소

비가 이루어지기 때문에 굴과 관련된 노로바이러스 발생 사례

가 일본 등의 여러나라에서 보고된 바 있다(Alfano-Sobsey et

al., 2012; Iritani et al., 2014). 하지만 우리나라에서는 역학조사
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가 부족하여 굴과 관련된 노로바이러스 감염 사례에 대한 보고

가 없는 실정이다. 또한 시중에서 유통되는 굴에서 노로바이러

스 및 A형 간염바이러스가 검출된 사례는 있지만(Moon et al.,

2011; Park et al., 2015), 정기적이고 체계적인 모니터링을 통하

여 굴이 생산되는 해역에서의 노로바이러스 오염현황을 파악한

보고는 없었다.

따라서 본 연구에서는 우리나라 굴에 대한 장관계 바이러스

오염현황에 대한 조사를 위하여 굴이 주로 생산되고 있는 남해

안의 굴 양식장을 대상으로 장관계 바이러스 중 노로바이러스,

엔테로바이러스, 로타바이러스, 아스트로바이러스 및 A형 간염

바이러스를 분석하였다. 또한 노로바이러스가 검출된 시료로부

터 염기서열 분석을 통하여 노로바이러스의 다양한 유전자형을

결정하였으며 Real-time RT-PCR을 이용하여 굴에서의 노로바

이러스 축적 정도를 파악하고 가열처리 조건에 대한 바이러스

의 농도변화를 구명하였다.

이러한 자료들은 노로바이러스 원인식품 구명을 위한 역학조

사 및 노로바이러스 오염원 추적 조사에 대한 기초자료 및 노

로바이러스의 정량기준 설정을 위한 참고자료로 활용될 수 있을 것이다.

아울러 본 연구에서는 배양이 불가능한 노로바이러스를 대신하

여 대체모델(surrogate)를 활용하여 우리나라 전통식품인 김치
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에서 숙성 중 일어나는 바이러스의 감염력 변화를 관찰하였으

며 이러한 결과는 노로바이러스에 오염된 굴이 김치의 부재료

로 사용되었을 경우 안전하게 김치를 섭취할 수 있는 가이드라

인을 제공할 것이다.
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II. 본 론

제 1장 우리나라 양식굴의 장관계 바이러스 오염현황 조사

1. 서론

전 세계적으로 매년 30억 명 이상의 설사환자가 발생하고 있

으며, 200만 명 정도가 설사를 동반하는 장염질환으로 사망하고

있다(Flint et al., 2005). 또한 이러한 질환을 일으키는 병원체의

70% 이상이 장관계 바이러스(Enteric virus) 감염에 의한 것으로

알려져 있다(Nguyen et al., 2007).

장관계 바이러스는 수중환경에 자연적으로 존재하기도 하지

만 일반적으로는 생활하수, 정화조 시스템, 농업용수 및 선박의

분변 유출 등 인간의 다양한 활동으로부터 유입된다(Melnick,

1984). 100 종 이상의 바이러스가 인·축의 배변활동으로 배출되

며 이러한 바이러스들은 하수처리장, 지하수, 하천 및 해수를

통하여 환경으로 유입될 수 있다(Lee and Kim, 2002; Lipp et

al., 2002; Sobsey et al., 1986; Theng and Erin, 2005). 장관계

바이러스는 분변-구강(fecal-oral) 경로로 전염되며 주로 위장에

서 감염되고 복제되기 때문에 감염된 환자의 대변 1 g에는
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105-1011 정도의 바이러스 입자가 존재한다고 알려져 있다

(Farthing, 1989).

장관계 바이러스 중에서 Picornaviridae에 속하는 폴리오바이러스,

엔테로바이러스, 콕사키바이러스, A형 간염바이러스, 에코바이러스,

Adenoviridae의 아데노바이러스, Caliciviridae의 노로바이러스,

칼리시바이러스, 아스트로바이러스, 소형구형바이러스, 및 Reoviridae

에 속하는 레오바이러스, 로타바이러스의 연구가 일반적이며 수

행되고 있으며 이들 바이러스 중 노로바이러스, 엔테로바이러스,

로타바이러스, 아스트로바이러스 및 A형 간염바이러스 등이 집

중적으로 연구되고 있다(Theng and Erin, 2005).

노로바이러스(Norovirus, NoV)는 1968년 미국 오하이주 Norwalk

지방의 한 초등학교에서 최초로 발병하였으며 1972년에 전자현

미경으로 처음 발견되었다. 전 세계적으로 비세균성 장염의

90% 이상의 원인으로 알려져 있으며, 연령이나 성별에 무관하

게 가장 많이 장염을 일으키는 원인물질로 알려져 있다(Donlin

et al., 1972; Fankhauser et al., 2002). 이 바이러스는 외피가

없고 ss-RNA를 가지며 7개의 Genogroup으로 분류된다. 이들

중 GⅠ, GⅡ 및 GⅣ genogroup이 사람에게 식중독을 일으킨다

고 알려져 있으며 전형적인 위장염의 증상을 나타낸다(Lopman,

2015).
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A형 간염바이러스(Hepatitis A virus, HAV)는 1973년 사람의

분변에서 전자현미경을 통해 처음 발견된 27nm 길이의 ss-

RNA 바이러스이다(Feinstone et al., 1973). 혈청형은 하나이지

만, 염기서열에 따라 IA, IB, II, IIIA, IIIB, IV, V, VI, VII 군으

로 유전자형을 분류할 수 있으며, 전 세계적으로 I형이 가장 광

범위하게 존재하는 것으로 알려져 있다(Robertson et al., 1992).

우리나라는 2000년대 초반에 IA형이 대부분 분리되었으나(Kim

and Kim, 2001; Park et al., 2007), 이후에 발표된 연구에서는

IB 및 IIIA형이 증가하는 변화가 관찰되었다(Yun et al., 2008;

Song et al., 2009; Yoo et al., 2008).

엔테로바이러스(human enteroviruses, HEV)는 외피가 없고

ss-RNA를 가지고 있는 바이러스로, Poliovirus, Coxsackieviruses

A (CVA), Coxsackieviruses B (CVB), Echoviruses (ECV),

enteroviruses (EVs) 등 약 70 종의 혈청형들로 분류된다

(Hyypia et al., 2007). 최근에는 염기서열 상동성에 따라

Poliovirus, HEV-A, HEV-B, HEV-C 와 HEV-D로 분류하고

있다(Oberste et al., 1999; Park et al., 2012). HEV는 혈청형마

다 유행하는 지역과 시기에 따라 다르지만 주로 여름철에 자주

발생하며, 호흡기계 및 소화기계를 통해 전파, 감염된다고 알려

져 있다(Pallansch and Roos, 2007; Jee et al., 2004). 감염된 바
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이러스의 혈청형과 환자의 상태에 따라 감기증상, 수족구병,

급성 출혈성 결막염, 소아마비 등과 같은 임상증상을 보이는 것

으로 알려져 있다(KOHI, 2012).

아스트로바이러스(Astrovirus, AsV)는 1975년 소아 환자에서

처음으로 발견되었으며 영유아에서 발생하는 위장염의 가장 흔

한 원인 바이러스 중 하나이다(Malasao et al., 2012). 이 바이러

스는 외피가 없고 ss-RNA를 가지며 8개의 유전형으로 분류된

다. 전 세계적으로 유전형 1(GI)이 가장 유행하고 있으며 개발

도상국의 영유아에 발병하여 구토, 발열, 식욕부진 및 복통 등

의 증상을 나타낸다(Maldonado et al., 1998; Aminu et al., 2008).

로타바이러스(Rotavirus, RoV)는 1973년 소아 환자에서 처음

으로 발견되었으며, 세계보건기구(World Health Organization,

WHO)에 의하면 전 세계적으로 21만명의 소아환자가 사망한

것으로 보고하고 있다(Tate et al., 2016; Bioshop et al., 1973).

이 바이러스는 ds RNA 및 외피(Envelope)을 가지며 7개의 항

원형(A-G)으로 분류되며 사람에 가장 흔하게 감염되어 장염을

유발하는 것은 A형으로 개체에 따라 무증상에서 발열, 구토, 설

사, 복통, 탈수 등과 같은 증상이 다양하게 나타난다

(Matthijnssens et al., 2011; Seo et al., 2000)

이러한 장관계 바이러스는 음식, 물, (감염)매개물, 사람의 접
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촉에 의해 전달될 수 있고, 적은 입자로도 급성질환을 일으키기

때문에 공중보건에 중요한 인자로 인식되고 있으며(Haas et al.,

1993), 수중의 장관계 바이러스는 다양한 환경에서의 오염가능

성이 있기 때문에 특히 중요한 인자이다. 환경의 바이러스 분야

에서 상당한 발전을 이룬 1980년대 이래로, 장관계 바이러스는

많은 비세균성 위장염의 원인이 되는 인자로 인식되어져 왔으

며(Bosch, 1998) 이러한 장관계 바이러스는 오염된 식수원, 수

중 여가활동(수영장물, 카누, 서핑 등), 도시하천, 오염된 해역에서

수확한 패류에서 분리되고 있다(Cecuk et al., 1993; Dewailly et al.,

1986; Jiang et al., 2001). 장관계 바이러스는 해양환경에서 장기간

생존이 가능하기 때문에 해수욕과 같은 여가 활동이나 오염된

패류를 섭취함으로써 사람에게 노출될 가능성이 크며 특히 패

류는 여과섭식을 통하여 수중의 바이러스를 농축할 수 있으므

로 오염된 해역에서 수확된 패류는 장관계 바이러스 감염의 매

개체가 될 수 있다(Bosch et al., 1991 and 2001; Lipp et al., 1997).

또한 이들 패류 중 굴은 생굴의 형태로 소비되는 경향이 있고,

다양한 나라에서 소비가 이루어지기 때문에 굴과 관련된 장관

계 바이러스 질병 발생 사례가 여러 나라에서 보고된 바 있다

(Dubois et al., 2004; Iritani et al., 2014). 하지만 우리나라에서

는 역학조사가 부족하여 굴과 관련된 장관계 바이러스의 감염
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사례에 대한 보고는 드물다. 또한 시중에서 유통되는 굴에서 장

관계 바이러스가 검출된 사례는 있지만(Moon et al., 2011;

Park et al., 2015) 정기적이고 체계적인 모니터링을 통하여 굴

이 생산되는 해역에서의 장관계 바이러스 오염현황을 파악한

보고는 없었다.

따라서 본 연구에서는 우리나라 굴에 대한 장관계 바이러스

오염현황에 대한 조사를 실시하였으며 이를 위하여 굴이 주로

생산되고 있는 남해안의 굴 양식장을 대상으로 장관계 바이러

스 중 노로바이러스, 엔테로바이러스, A형 간염 바이러스, 로타

바이러스 및 아스트로바이러스를 분석하였다.
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2. 재료 및 방법

2.1. 시료 샘플링

우리나라에서 생산되는 굴은 통영시, 거제시 및 고성을 포함

하는 남해안에 집중되어 있으며, 도심의 하수 등 오염원과 인접

한 굴 양식장을 대상으로 샘플링을 실시하였다(Fig. 1). 2009년

1월에서 2011년 12월까지 남해안 인근 굴 양식장 9개 지점에서

398개의 참굴(Crassostrea gigas)을 샘플링 하였으며, 노로바이

러스 분석을 위해 냉장상태로 실험실까지 운반하였다. 또한 샘

플마다 10개체 이상의 각굴에서 중장선을 분리하였으며, 바이러

스 분리 전까지 –20℃ 이하에 보관하였다.
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Fig. 1. Location of the sampling sites in this study
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2.2. Virus extraction

굴에서 노로바이러스 분리는 poliovirus를 이용하여 검증된

이전 연구의 방법에 따라 실시하였다 (Ha et al., 2009; Lee et

al., 2010) (Fig. 2). 우선 중장선 10 g에 75 mL of glycine

buffer (0.25 M Glycine, 0.14 M NaCl buffer, pH 7.5) 75 mL을

첨가한 후 호모게나이저를 사용하여 완전히 균질화하였다. 균질

화된 샘플은 4°C에서 8,000 rpm로 30분간 원심분리 한 후 상등

액과 침전물을 분리하였다. 침전물에 75 mL의 threonine buffer

(0.25 M threonine–0.14 M NaCl, pH 7.5)를 첨가하여 재현탁

하였으며 4℃에서 8,000 rpm로 30분간 원심분리 한 후 상등액

을 취하여 이전의 glycine buffer 상등액과 합하였다. 이 용액에

66 mL의 40% polyethylene glycol 6,000 (Sigma-Aldrich,

USA) 및 24 mL의 3 M NaCl을 첨가한 후 4℃에서 3 시간 반

응시켰다. 4℃에서 8,000 rpm으로 30분간 원심분리 하였으며

상등액을 제거한 후 10 mL의 멸균 증류수를 첨가하여 침전물을

재현탁하였다. 현탁액에 Tween-80 (final concentration, 0.04%

Tween 80/10 mM Tris) 및 동량의 chloroform: isoamyl

alcohol (24:1)을 첨가하여 20분간 교반하였다. 다음으로 4℃에

서 12,000 rpm로 20 분간 원심분리하였으며 상등액을 옮긴 후
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40% polyethylene glycol 6,000 및 3 M NaCl을 첨가하여(최종

농도, polyethylene glycol, NaCl 0.3 M) 4℃에서 3 시간 반응시

켰다. 반응액을 동일한 조건으로 원심분리 한 후 상등액을 제거

하였다. 침전물에 500 uL의 diethyl pyrocarbonate (DEPC)-

treated water를 첨가하여 재현탁하여 RNA 추출에 사용하였다.

Fig. 2. Method of virus extraction
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2.3. RNA extraction

RNA 추출에는 Viral RNA mini kit (QIAgen, USA)를 사용하

였다. 즉 샘플 300 uL에 AVL buffer (Guanidine thiocyanate

함유) 1,120 uL를 첨가하여 혼합한 후 실온에서 10분간 반응시

켰다. 반응액에 95～100% 에탄올 1,120 uL을 첨가하여 혼합하

였으며, 혼합액을 630 uL를 spin column tube로 옮겨 8,000

rpm에서 1분간 원심 분리하였다. 남은 혼합액을 동일한 방법으

로 처리 한 후, 동일한 spin column tube에 AW1 buffer

(Guanidine hydrochloride 함유) 500 uL를 첨가하여 8,000 rpm

에서 1분간 원심 분리하였다. 또한 AW2 buffer (Sodium azide

함유) 500 uL를 각각 첨가하여 12,000 rpm에서 3분간 원심 분

리하였으며, 원심분리 후 spin column에 걸러진 용액은 제거하

였다. 다음으로 spin column을 새로운 tube로 옮긴 후 AVE

buffer (sodium azide 및 poly A 함유)을 60 uL를 넣고 1분간

반응시켰다. 마지막으로 8,000 rpm로 1분간 원심 분리하여 용액

을 PCR을 수행하기 위한 template로 사용하였다. 분리된 RNA

는 PCR 수행 전까지 –20℃이하에 보관하였다.
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2.4. RT-PCR

  노로바이러스 유전자를 확인하기 위한 RT-PCR에 사용된

primer는 Table 1에 나타내었으며, Thermo-cycler Dice TP

600 (Takara, Japan)으로 반응을 수행하였다. RT-PCR에 사용

된 시약은 Verso™ 1-Step RT-PCR Reddy Mix™ Kit (Thermo

Scientific, UK)로, 2×1-step PCR Reddymix (a proprietary

reaction buffer) 12.5 uL, 각 primer 200 nM, Verso enzyme

mix (reverse transcriptase and RNase inhibitor) 0.5 uL, RT

enhancer 1.25 uL 와 Template RNA를 25 uL로 반응액을 조성

하였다. PCR 반응은 우선 45℃에서 50분간 역전사 시킨 후 9

4℃에서 5분간 denaturation시켰다. 그 후 94℃-30초, 55℃-30

초, 72℃-60초간 반응을 1 cycle로 하여 35 cycle 반응시켰으며,

그 후 72℃에서 7분간 extention time을 주었다.

또한 Emerald Amp PCR master mix (Takara, Japan)를 사용

하여 nested PCR을 실시하였으며 RT-PCR 산물 1 uL, 각

primer 10 pmole을 mixture에 첨가한 후 98℃-10초, 56℃-30초,

72℃-60초간 반응을 1 cycle로 하여 35 cycle 반응 시켰다. 최

종적인 PCR 산물은 1.5% agarose gel로 전기영동 하여 확인하

였다.
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Table 1. Primers used to detected NoVs

Genogroup Region Name Sequence(5’-3’)1) Location2)

GI
Capsid

(ORF2)

GIF1M3) CTGCCCGAATTYGTAAATGATGAT 5342-5365

GIR1M3,4) CCAACCCARCCATTRTACATYTG 5671-5649

GIF23) ATGATGATGGCGTCTAAGGACGC 5358-5380

GII
Capsid

(ORF2)

GIIF1M3) GGGAGGGCGATCGCAATCT 5049-5067

GIIR1M3,4) CCRCCIGCATRICCRTTRTACAT 5389-5367

GIIF33) TTGTGAATGAAGATGGCGTCGA 5079-5100

1) Degenerate positions B:T/G/C, D:A/G/T, H:A/T/C, K:T/G, M:A/C, N:A/T/G/C, R:A/G, W:A/T, Y:T/C. 

2) Relative positions of primers in Norwalk/68/US (accession no. M87661) and Lordsdale/93/UK (accession no. X8655).

3) Primers for the first PCR. 

4) Primer for the nested PCR.
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2.5. Real-time RT-PCR

Real-time RT-PCR 반응을 위하여 RNA Ultrasense

One-step qRT-PCR system (Invitrogen, USA) 시약을 사용하

였다. 엔테로바이러스, 로타바이러스, 아스트로바이러스 및 A형

간염 바이러스 유전자를 확인하기 위해 사용된 primer 및

probe는 Table 2에 나타내었으며, PCR 반응액의 조성 및 반응

조건은 Table 3에 나타내었다.
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Table 2. Primers used to detected enteric viruses

Virus Type Sequence(5’-3’)1) Reference

Enterovirus

(+) primer ACATGGTGTGAAGAGTCTATTGAGCT

Dierssen et. al. 2008(-) primer CCAAAGTAGTCGGTTCCGC

Probe TCCGGCCCCTGAATGCGGCTAAT

Rotavirus

(+) primer GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCG

Feeney et al., 2011(-) primer TATCAGAAAGATTAGAAT TGTGGTATATTC

Probe CGGTTAGCTCCTTTTA

Astrovirus

(+) primer CCGAGTAGGATCGAGGGT

Feeney et al., 2011(-) primer GCTTCTGATTAAATCAATTTTAA

Probe CTTTTCTGTCTCTGTTTAGAT

Hepatitis A 

virus

(+) primer TCACCGCCGTTTGCCTAG

Feeney et al., 2011(-) primer GGAGAGCCCTGGAAGAAAG

Probe TTAATTCCTGCAGGTTCAGG

1) Degenerate positions B:T/G/C, D:A/G/T, H:A/T/C, K:T/G, M:A/C, N:A/T/G/C, R:A/G, W:A/T, Y:T/C.
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Table 3. Composition of reaction mixture and reaction condition for real-time PCR

Mixture Volume Reaction condition

Template RNA 5 uL

55℃ 60 min, 95℃ 5 min;

95℃ 15 sec, 60℃ 60 sec, 40 cycles

RNA Ultrasense Enzyme mix (Invitrogen) 1.25 uL

5X Ultrasense reaction mix (Invitrogen) 5 uL

Forward Primer 1 uL (10 pmole)

Reverse Primer 1 uL (10 pmole)

TaqMan Probe 0.5 uL (10 pmole)

Distilled water up to 25.0 uL
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3. 결 과 및 고찰

3.1. 남해안 양식굴의 장관계 바이러스 오염현황

3.1.1. 노로바이러스

2009년 1월에서 2011년 12월까지 남해안 인근 굴 양식장 9

지점에서 총 398개의 참굴을 샘플링 하여 노로바이러스를 분석

하였다. 굴이 수확되는 11월에서 이듬해 4월 까지는 월 2회, 수

확이 완료되는 5월부터 10월까지는 월 1회 샘플링을 실시하였다.

노로바이러스 분석결과는 RT-PCR 및 nested RT-PCR 결과, GI

314 bp, GII 311 bp의 유전자 단편이 확인된 샘플을 양성으로 판

정하였으며(Fig 3), 총 398개의 시료 중 109개의 샘플에서 노로

바이러스가 검출되어 27.4%의 검출율을 나타내었다(Table 4, 5).

연도별로는 2010년이 가장 높은 검출율(39.4%, 50/127)을 나타

내었으며 2009년에 비해 3배 이상의 증가 추세를 나타내었다

(Fig. 4, Table 4). 식품의약품안전처의 통계자료에 따르면 동

조사기간에 발생한 노로바이러스 식중독의 환자수는 2009년

568명에서 2010년 1,994명으로 증가한 것으로 나타났으며

(MFDS, 2017), 본 연구결과 굴에서의 노로바이러스 검출율은
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노로바이러스 식중독 환자수와 비례하는 결과를 나타내었다.

유전형별로는 GI형이 18.6% (74/398), GII형이 17.1% (68/398)

의 검출율을 나타내었으며, 8.3% (33/398)의 샘플에서 GI형과

GII형이 동시에 검출되었다.

시기(계절)별로는 겨울철(11월∼다음해 2월) 및 봄철(3월∼5월)

에 검출율이 36.9 (58/157) 및 31.2 (34/109)로 높았으며, 조사지

점별로는 1 및 6번 조사지점의 경우 35% 이상의 높은 검출율

을 나타낸 반면 9번 조사지점은 17.3%(9/52)로 비교적 낮은 검

출율을 나타내었다(Table 5).

이전의 연구결과에 따르면 본 연구결과의 조사지점 인근에는

생활하수, 농경수 등의 육상 오염원과 해역을 항해하는 선박,

가두리 양식장 등의 해상 오염원이 산재해 있으며(Shim et al.,

2012) 이러한 오염원을 통하여 환자분변이 해역으로 유입되어

해역에서 양식되는 굴이 노로바이러스가 감염된 것으로 사료된다.

2008년부터 2011년까지 영국의 39개 패류생산해역에 대한 노로

바이러스 모니터링 결과 76.2 %의 검출율을 나타낸 바 있으며

(FSA, 2012), 본 연구에서 또한 전체 조사기간 동안 27.4%의

굴 시료에서 노로바이러스가 검출되었다.

이러한 결과들은 노로바이러스의 오염이 우리나라를 포함하는

전세계의 패류 위생상 중요한 문제이며, 공중보건상의 잠재적인



- 25 -

위해요소임을 확인하는 결과이며, 환자나 보균자의 분변이 해역

으로 유입되지 않도록 분변 오염원의 관리의 필요성에 대한 과

학적인 근거를 제시하는 결과이다.

또한 본 장에서의 연구결과는 RT-PCR에 의한 부분적인 노

로바이러스 유전자의 유․무를 확인한 결과로, 다양하게 보고되

고 있는 노로바이러스 유전형을 확인할 수 없었으며 노로바이

러스 식중독 발생시 원인식품이나 감염경로를 파악하기 위해서

는 검출되는 노로바이러스의 유전형 분석이 요구되었다.
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Fig. 3. Detection of VP 1 gene of NoV Genogroup I and II using 

RT-PCR and Nested RT-PCR in this study. A, NoV Genogroup I; B, 

NoV Genogroup II, (+), Positive control; (-), Negative control; M, 100 bp 

size maker
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  Fig. 4. Yearly detection rate of NoVs in Korean oysters
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Table 4. Status of NoVs detection in Korean oysters from January 2009 

to December 2011

　Month
Detection Rate (%)

2009 2010 2011 2009-2010

Jan 22.2 (4/18)1) 27.8 (5/18) 72.7 (13/18) 40.7 (22/54)

Feb 11.1 (2/18) 38.9 (7/18) 56.3 (9/16) 34.6 (18/52)

Mar 0.0 (0/16) 87.5 (14/16) 17.6 (3/17) 34.7 (17/49)

Apr 15.4 (2/13) 72.7 (8/11) 14.3 (2/14) 31.6 (12/38)

May 12.5 (1/8) 42.9 (3/7) 14.3 (1/7) 22.7 (5/22)

Jun 14.3 (1/7) 57.1 (4/7) 0.0 (0/6) 25.0 (5/20)

Jul 0.0 (0/5) 25.0 (1/4) 0.0 (0/6) 6.7 (1/15)

Aug 0.0 (0/7) 50.0 (2/4) 0.0 (0/6) 11.8 (2/17)

Sep 0.0 (0/7) 0.0 (0/5) 0.0 (0/6) 0.0 (0/18)

Oct 0.0 (0/7) 16.7 (1/6) 0.0 (0/7) 5.0 (1/20)

Nov 16.7 (3/18) 7.7 (1/13) 36.4 (4/11) 19.0 (8/42)

Dec 27.8 (5/18) 22.2 (4/18) 60.0 (9/15) 35.3 (18/51)

Jan-Dec 12.7 
(18/142)

39.4 
(50/127)

31.8 
(41/129)

27.4 
(109/398)

1) Number of positive samples/Number of collected samples
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Table 5. Qualitative analysis of NoVs detected in Korean oysters from January 2009 to December 2011

St. No　

　Spring

(March-May)

Summer

(Jun-August)

Autumn

(September-November)

Winter

(December-February)
　Total

Positive Rate1) Positive Rate Positive Rate Positive Rate Positive Rate

1 40.0(6/15) -2) - 43.8(7/16) 37.1(13/35)

2 13.3(2/15) 37.5(3/8) 18.2(2/11) 35.3(6/17) 25.4(13/51) 

3 40.0(6/15) 14.3(1/7) 11.1(1/9) 33.3(6/18) 28.6(14/49)

4 20.0(2/10) - - 44.4(8/18) 24.4(10/41)

5 42.9(3/7) - 18.2(2/11) 27.8(5/18) 23.3(10/43)

6 60.0(3/5) - 28.6(2/7) 38.9(7/18) 38.7(12/31)

7 27.3(3/11) 33.3(3/9) 9.1(1/11) 52.9(9/17) 33.3(16/48)

8 31.3(5/16) 16.7(1/6) - 33.3(6/18) 25.0(12/48)

9 26.7(4/15) - 9.1(1/11) 23.5(4/17) 17.3(9/52)

Total 31.2(34/109) 15.4(8/52) 11.25(9/80) 36.9(58/157) 27.4(109/398)

1) Positive Rate = positive samples number / corrected samples number x 100
2) -, No samples
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3.1.2. 엔테로, 로타, 아스트로 및 A형 간염 바이러스

  2010년 1월에서 12월까지 남해안 인근 굴 양식장 9지점에서

총 91개의 참굴을 샘플링 하여 장관계 바이러스 4종(엔테로, 로

타, 아스트로 및 A형 간염 바이러스)을 분석하였다. 아스트로바

이러스의 경우 4월에 채취된 4번 조사지점의 시료에서만 검출

되었으며 1.1% (1/91)의 검출율을 나타내었다. 엔테로, 로타 및

A형 간염 바이러스는 전 시료에서 검출되지 않았다(Table 6).

이러한 바이러스들은 대부분 백신이 개발되어 환자수가 많이

발생하고 있지 않지만 우리나라의 국립보건연구원의 조사결과

에 따르면 최근 8년간 환자로부터 로타바이러스는 10.0∼15.5%,

아스트로바이러스는 2.0% 미만으로 검출되었다고 보고한 바 있

다(Jeng et al., 2017). 또한 굴과 관련된 장관계 바이러스 식중

독은 세계 여러나라에서 보고된 바 있으며(Dubois et al., 2004),

우리나라에서는 2011-2012년 시중에 판매되는 굴에서 A형 간염

바이러스가 19.6% (11/56) 검출된 바 있다(Park et al., 2015).

본 연구결과 노로바이러스를 제외한 나머지 바이러스들은 굴에서

검출되지 않았거나 낮은 검출율을 보여 해역에서의 오염은 경미한 수

준으로 평가되었지만 환자 발생 유행에 따라 분변이 해역으로 유입될

가능성이 있으므로 앞으로도 지속적인 모니터링이 필요할 것이다.
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St. No
Results

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 ND1) -2) ND ND ND ND - - - - ND ND

2 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

3 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

4 ND ND ND Astro3) ND ND ND ND ND ND ND ND

5 ND ND ND - - ND ND ND ND - ND ND

6 ND ND ND - - - - - - ND ND ND

7 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

8 ND ND ND ND ND - ND - - - ND ND

9 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

Table 6. Qualitative analysis of enteric virus detected in Korean oysters from January 2011 to December 2011

1) ND, Not detected
2) -, Not analysed
3) Only Astrovirus was detected in a sample
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제 2장 굴에서 검출되는 노로바이러스의 유전적 다양성 분석

1. 서론

노로바이러스는 1968년 미국 오하이주 Norwalk 지방의 한 초

등학교에서 최초로 발병하였으며, 1972년에 Kapikian 등이 환자

의 검체를 전자현미경으로 관찰하여 최초로 발견하였으며 최초

발병한 지방의 명칭을 따라 Nowalk-like virus로 명명되었다

(Donlin et al., 1972). 이 후 이와 유사한 바이러스가 다수 발견

되었으며 발견된 지명에 따라 Hawaii virus (Thornhill et al,

1977), Snow mountain virus (Madore et al, 1986)등이 명명되

었으며, 유전학적인 해석기술이 발전함에 따라 이러한 바이러스를

총칭하여 2002년에 노로바이러스로 명명하였다.

노로바이러스는 분류학적으로 장관계 바이러스 (Enteric

virus) 중 Caliciviridae에 속하며 직경은 대략 27 nm 정도이며

외피(Envelope)를 가지고 있지 않다. 약 7.6 kb의 단일 가닥

RNA를 가지고 있으며 이 RNA는 3개의 Open reading frames

(ORFs)로 구성된다. ORF 1은 RNA dependent RNA

polymerase (RdRp)를 포함하여 6개의 비구조 단백질을 암호화

하고 있으며, ORF 2는 major capsid protein (VP1)을 암호화
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하고 있으며 VP1은 shell (S) 및 Protruding (P1, P2) domain으

로 구성된다. ORF 3은 minor capsid protein (VP2)를 암호화하

고 있으나 그 기능은 정확하게 밝혀지지 않았다(Fig. 1., Lopman,

2015).

노로바이러스는 세포배양 기술이 확립되지 않아 항원형

(Serotype)에 따른 분류가 불가능하며 노로바이러스 RNA의

RdRp 및 VP1 유전자의 염기서열 차이에 따라 유전형

(Genotype)이 분류된다. 현재까지 노로바이러스는 크게 7개의

Genogroup (GI-GVII)으로 분류되며 사람에게는 주로 GI, GII

및 GIV가 감염되며 나머지는 동물(소, 개, 양, 돼지 및 개)에게

감염된다고 알려져 있다(Zheng et al., 2006). 또한 이러한

Genogroup은 다수의 Genotype으로 분류 할 수 있으며 32개의

Genotype (GI 9개, GII 19개 및 GIV 1개)이 사람에게 감염된다고

알려져 있다(Fig. 2, Vinje, 2015).
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Fig. 1. Human norovirus genome organization and virus encoded 

nonstructural and structural proteins (Lopman, 2015)
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Fig 2. Classification of noroviruses into 7 genogroups (GI to GVII) based 

on amino acid sequence diversity in the complete VP1 capsid protein 

(Vinje, 2015).
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노로바이러스는 소량의 입자로도 감염이 가능하며 주로 분변

-구강(Fecal-oral) 경로로 인체에 감염된다. 또한 환자가 접촉한

매개물이나 오염된 식수 및 어패류 섭취를 통하여 인체에 감염

되며, 특히 패류의 경우 서식하는 해역의 해수가 오염될 경우

여과섭식을 통하여 체내에 바이러스를 농축할 수 있다(Beuret

et al., 2003).

이들 패류 중 굴은 생굴의 형태로 소비되는 경향이 있고, 다양

한 나라에서 소비가 이루어지기 때문에 굴과 관련된 노로바이

러스 발생 사례가 일본 등의 여러나라에서 보고된 바 있다

(Alfano-Sobsey et al., 2012; Iritani et al., 2014).

우리나라에서는 지하수나 강물 등의 환경 및 유통되고 있는

생식용 굴에서의 노로바이러스 오염은 보고된 바 있으며(Lee

and Kim, 2008; Lee et al., 2011; Moon et al., 2011), 본 연구의

제 1장에서는 정기적인 모니터링을 통하여 남해안 굴 생산해역

의 노로바이러스 검출 현황을 최초로 보고하였다.

노로바이러스를 검출하는 방법에는 전자현미경(EM), 효소면

역측정법(ELISA), RT-PCR (Reverse transcription-Polymerase

Chain Reaction)를 이용한 방법이 있으며, 이 중에서 RT-PCR

을 통해 바이러스 유전자를 검출하는 방법이 일반적으로 사용

되고 있다(Gary et al., 2004; Kageyama et al., 2004).
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식중독 발생시 원인 식품 등 오염원 경로를 파악하기 위해서는

검출되는 노로바이러스의 정확한 유전형의 파악이 중요하다. 하

지만 RT-PCR을 통한 진단법은 GI 및 GII 등의 Genogroup은

결정할 수 있으나, 노로바이러스의 다양한 Genotype은 결정할

수 없고 정확한 Genotype을 동정하기 위해서는 PCR 산물로부

터 Cloning을 통한 염기서열 분석이 수행되어야 한다.

따라서 본 장에서는 1장에서 노로바이러스가 검출된 시료로

부터 염기서열 분석을 통하여 노로바이러스의 다양한 유전자형

을 결정하였으며, 이러한 분석결과는 노로바이러스 원인식품 구

명을 위한 역학조사 및 노로바이러스 오염원 추적 조사에 활용

될 것이다.
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2. 재료 및 방법

2.1. 시료 샘플링

우리나라에서 생산되는 굴은 진해만을 포함하는 남해안에 집

중되어 있으며, 도심의 하수가 해역으로 유입될 가능성이 있는

남해안 인근의 굴 양식장을 대상으로 샘플링을 실시하였다(Fig.

3). 2011년 1월에서 2012년 12월까지 남해안 진해만 인근 굴 양

식장 6개 지점에서 총 161개의 참굴(Crassostrea gigas)을 샘플

링 하였으며, 노로바이러스 분석을 위해 냉장상태로 실험실까지

운반하였다. 또한 샘플마다 10개체 이상의 각굴에서 중장선을

분리하였으며, 바이러스 분리 전까지 –20℃ 이하에 보관하였다.
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Fig. 3. Location of the sampling sites in this study
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2.2. Cloning, sequencing and phylogenetic analysis

굴에서 검출된 노로바이러스의 유전형을 결정하기 위하여

sequencing을 통한 염기서열 분석 및 계통수 분석을 실시하였

다. 우선 본 연구의 1장 재료 및 방법에 따라 굴의 중장선으로

부터 바이러스를 분리하고 RNA를 추출한 후 RT-PCR 및

nested PCR을 수행하였다. 최종 PCR 생성물은 1.5%의

Agarose gel상에서 전기영동하여 예상된 크기의 밴드(Fig. 4,

GI 314 bp, GII 311 bp)를 확인 한 후 정제를 실시하였다.

Fig 4. Electrophoretic analysis of PCR products obtained by the 

amplification of Norovirus (Genogroup I and Genogroup II) in oysters. M, 

100 bp size maker; (-), Negative control; (+), Positive control
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2.1.1. Gel elution

PCR 생성물은 Expin™ Gel SV (Geneall, Korea)를 사용하여

agarose로부터 분리·정제하였다. 먼저 전기영동으로 확인된 gel

의 band를 절단하여 새 microtube에 옮긴 후, 절단된 밴드 무

게의 3배에 해당하는 binding buffer (GB buffer)를 첨가하였으

며 50℃에서 10분간 반응시켜 PCR 생성물이 들어 있는 gel을

녹였다. 이 후 SV column에 반응액을 옮긴 후 8,000 rpm에서

1분간 원심 분리하여 침전된 용액은 제거하였다. 이 후 SV

column에 Washing buffer (NW buffer)를 700 uL 첨가하고 30

초간 원심 분리하여 침전된 용액을 제거하였다. SV colum은 1

분간 추가적으로 원심 분리하여 Washing buffer를 완전히 제거

하였다. SV column은 새 microtube로 옮겨 elution buffer (EB

buffer)를 50 uL 첨가하였으며 1분간 반응 후 원심 분리하여 침

전된 용액을 Template로 사용하였다. 정제가 완료된 반응액은

사용 전까지 -20℃에서 보관하였다.
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2.2.2. Transformation

정제한 DNA는 TOPclonerTM TA Kit (Enzynomics, Korea)

를 사용하여 형질전환(Transformation)하였다. 우선 정제한

DNA 4 uL를 새 microtube에 옮긴 후, 6X TOPcloner buffer

(1.2 M NaCl, 0.06 M MgCl2) 1 uL, TA vector 1 uL를 첨가하

여 상온(25 ℃)에서 5분간 반응시켰다. 그 뒤에 competent cell

(E. coli DH5α) 100 uL를 첨가하여 ice에서 20분간 반응시키고,

42℃에서 30초간 heat-shock을 주었다. Heat-shock이 끝나고

즉시 ice에 2분간 옮겼다가 SOC 배지 400 uL를 첨가하여 37℃

에서 60분간 진탕 배양하였다. 배양액은 X-Gal 40 uL/mL,

ampicillin 50 uL/mL이 첨가된 LB plate에 도말하여 24시간 배

양하여 blue와 white colonies가 자라는 것을 관찰하였다.



- 43 -

2.2.3. Plasmid extraction

형질전환된 clone은 Exprep™ plasmid SV (Geneall, Korea)를

이용하여 plasmid를 분리하였으며, 굴에 감염되는 노로바이러스

의 유전형이 다양할 수 있으므로 양성 샘플 마다 5개의 clone을

선택하여 plasmid 분리하였다.

먼저 배양된 blue/white colonies 중에서 white colony를 취

해, ampicillin 50 mL이 첨가된 LB broth에 접종한 뒤 37℃, 24

시간 배양하였다. 배양액 1.5 mL을 microtube에 옮기고 10,000

xg로 10분간 원심 분리하여 균을 침전시킨 후, 상등액의 배지

성분을 제거하였다. 균이 침전된 pellet에 250 uL의 S1 buffer

를 첨가하고 vortex하여 완전히 현탁시켰다. 균 현탁액게 250

uL의 S2 buffer를 첨가하고 4번 상하를 뒤집으며 혼합하였다.

이 후로 350 uL의 S3 buffer를 넣고 4∼6번 상하를 뒤집으며

혼합하였다. 이 혼합액을 8,000 rpm, 10분간 원심 분리하여, 상

징액의 plasmid용액을 SV column에 넣고 30초간 원심 분리하

였다. column을 통과한 용액은 제거하였으며, plasmid가 흡착된

column은 500 uL의 AW buffer 및 700 uL의 PW buffer를 각

각 첨가하고 원심 분리하여 Washing하였다. column에 남아있

는 buffer 성분을 원심분리를 통하여 완전히 제거한 후, 50 uL
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의 EB buffer (10 mM TrisCl, pH 8.5)를 첨가하고 1분간 실온

에 반응 시킨 후, 1분간 원심 분리하여 column을 통과한 용액

을 염기서열 분석을 위한 Plasmid로 사용하였다.

2.2.4. Sequencing 및 염기서열 분석

BigDyeⓇ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 및 3730xl

DNA Analizer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

및 를 사용하여 분리된 plasmid내에 insertion된 염기 서열을

밝힌 후, 결정된 각 염기서열은 미국 국립생물공학정보센터

(National Center for Biotechnology Information, https://www.

ncbi.nlm.nih.gov/)에 등록된 노로바이러스의 유전자 정보를 참고하여

RIVM (http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool) (Kronneman et.

al., 2011)을 통하여 상동성을 비교하였다. 또한 상동성 분석을 통

한 dendrogram은 Mega4 software (version 4.0)을 이용하여 디

자인 하였다.
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3. 결과 및 고찰

본 연구에서는 1장의 노로바이러스가 검출된 109개의 시료 중

24개의 샘플을 Cloning하였으며, 샘플 당 5개의 clone (총 120)을

Sequencing하여 염기서열을 분석하였다.

염기서열 분석결과, 노로바이러스 GI에서는 5개의 유전형

(GI.1, GI.2, GI.5, GI.6, GI.7)이 동정되었으며, GII에서는 7개의

유전형(GII.2, GII.3, GII.4, GII.7, GII.12, GII.13, GII.17)이 동정되

었다. 또한, GI에서는 GI.1형(52.6%, 10/19), GII에서는 GII.3 및

GII.4형(각각 30.0%, 6/20)이 가장 유행하는 유전형으로 확인되

었다(Tables 1, 2, Fig. 5).

최근 보고에 따르면 GII.4형을 비롯한 GII형이 빈번히 검출되고

있으나(Zheng et al., 2010), 본 조사결과에서는 특이하게 GI.1형

이 가장 유행하는 유전형으로 확인되었다.

이러한 결과와 유사하게 패류와 패류와 관계된 감염사례에서

GI형의 유행이 보고된 바 있으며 생활하수나 환경수에서도 GI

형의 검출은 보고된 바 있다(Roda et al., 2007; Nishida et al.,

2007). 이러한 환경에서의 GI형의 유행은 감염환자의 유행에 따

른 오염의 확산이나 패류의 특이적인 결합 성질에 기인한다고

할 수 있다.
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Uhrbrand 등은 굴에서 노로바이러스 GI.3이 GII.4보다 많이 축

적되는데 이는 이러한 바이러스 유전형이 가지는 광범위한

histo-blood group antigen (HBGA)의 결합 능력에 기인한다고

판단하였다(Uhrbrand et al., 2010).

1990년 중반 이후로 GII.4형이 전 세계적으로 가장 많은 감염증

을 유발하였으며, 변이주들 또한 지속적으로 보고되고 있다

(Lopman, 2015). 우리나라에서도 GII.4의 변이주들이 출현한

2012년 환자수가 급증한 바 있으며(Jung et al., 2017) 본 연구

에서 분석된 굴 샘플에서도 30.0%(6/20) 검출된 바 있다.

본 연구에서 검출된 노로바이러스 GII.4는 RIVM typing tool

(Kronneman et al., 2011)을 통하여 특이적인 변이를 재확인하

였으며 이들은 우리나라, 미국, 호주 등에서 기존에 보고된

GII.4의 변이주들과 95% 이상의 상동성을 나타내었다(Table 3).

흥미롭게도, 모든 샘플링 사이트의 일부 샘플에서 여러 가지의

노로바이러스 유전자형이 검출되었다. 이처럼 환경에서 노로바

이러스의 복합적인 유전형 유행은 일본(Katayama et al., 2002),

한국 (Lee and Kim, 2008) 및 중국(Liu et al., 2010) 등과 같은

아시아 국가에서 보고된 바 있으며 복합적인 유전형의 노로바

이러스에 오염된 패류를 섭취함에 따라 질병을 유발한 사례도

보고된 바 있다(Lees, 2000).
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  본 연구결과 굴에서 검출된 노로바이러스의 유전형을 환자나

자연환경에서 검출된 유전형과 비교한 결과, 굴과 환자 또는 굴

과 강물이나 지하수에서 검출되는 유전형이 95% 이상의 상동

성을 나타내었으며 이는 도심이나 상업지역에서 패류와 물이

바이러스 전염을 위한 잠재적 매개물이 될 수 있음을 나타낸다.

또한 본 연구에서 동정된 GII.7 및 GII.17의 염기서열은 우리나

라의 환경에서 검출된 유전형들과는 상동성이 다소 낮았지만,

일본이나 중국에서 보고된 유전형보다는 높은 상동성을 나타내

었다(Katayama et al., 2002; Liu et al., 2010).

아울러 다양한 유전형의 노로바이러스의 유행이 우리나라에서

보고된 바 있으며(Kim et al., 2010) 이러한 노로바이러스 유전

형 유행의 변화 때문에 노로바이러스 감염 환자의 치료와 해역

이나 환경으로 바이러스의 배출을 예방하기가 어려운 실정이다.

굴을 포함하는 패류에서 노로바이러스를 제거하거나 불활성화

시키는 방법은 여러 가지 제안되었지만 세포배양이 불가능하여

이를 증명하기는 어려운 실정이다(Koopmans and Duizer,

2004). 굴 소비로 인한 노로바이러스 감염에 대한 가장 효과적

인 조절은 굴 생산해역에서 분변 오염을 방지하거나 오염된 해

역에서의 굴 수확을 제한하는 것이며(European Food Safety

Authority, 2012), 분변 오염을 방지하기 위해서는 노로바이러스
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의 오염경로를 파악하여 해역으로의 노로바이러스 배출을 감소

시켜야 하며 이를 위해서는 검출되는 바이러스의 정량분석이

요구된다.

본 연구결과는 우리나라 남해안 패류생산해역의 노로바이러

스 오염현황에 대한 최초의 보고이며, 이러한 결과들은 굴과 관

련된 환자발생의 위해를 평가하는 자료로 활용될 수 있을 것이다.
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Table 1. Detection of NoVs in oysters collected at six sampling sites in 

Jinhae Bay, Korea

No Name Date Site PCR results Sequencing results

1 JBP1-1 19/APR/2010 1 GI GI.1

2 JBP1-2 19/APR/2010 1 GI GI.6

3 JBP1-3 19/APR/2010 1 GI GI.5

4 JBP1-4 3/MAY/2010 1 GI GI.1

5 JBP1-5 3/MAY/2010 1 GI GI.5

6 JBP1-6 10/JAN/2011 1 GII GII.3

7 JBP1-7 24/JAN/2011 1 GI GI.1

8 JBP1-8 24/JAN/2011 1 GII GII.3

9 JBP1-9 24/JAN/2011 1 GII GII.13

10 JBP2-1 5/APR/2010 2 GII GII.7

11 JBP2-2 19/APR/2010 2 GI GI.7

12 JBP2-3 22/JUN/2010 2 GI GI.6

13 JBP2-4 21/FEB/2011 2 GI GI.1

14 JBP2-5 21/FEB/2011 2 GII GII.2

15 JBP2-6 21/FEB/2011 2 GII GII.12

16 JBP3-1 5/APR/2010 3 GII GII.4

17 JBP3-2 19/APR/2010 3 GII GII.4

18 JBP3-3 3/MAY/2010 3 GI GI.1

19 JBP3-4 22/JUN/2010 3 GII GII.4

20 JBP3-5 10/JAN/2011 3 GII GII.4

21 JBP3-6 10/JAN/2011 3 GII GII.17

22 JBP3-7 24/JAN/2011 3 GII GII.3

23 JBP4-1 8/FEB/2010 4 GI GI.1

24 JBP4-2 8/FEB/2010 4 GI GI.2

25 JBP4-3 10/JAN/2011 4 GI GI.1

26 JBP4-4 10/JAN/2011 4 GII GII.4

27 JBP4-5 10/JAN/2011 4 GII GII.12

28 JBP4-6 24/JAN/2011 4 GI GI.7

29 JBP4-7 24/JAN/2011 4 GI GI.5

30 JBP4-8 21/FEB/2011 4 GII GII.3
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Table 1. Continued

No Name Date Site PCR results Sequencing results

31 JBP5-1 8/FEB/2010 5 GI GI.1

32 JBP5-2 8/FEB/2010 5 GI GI.2

33 JBP5-3 24/JAN/2011 5 GI GI.1

34 JBP5-4 24/JAN/2011 5 GII GII.3

35 JBP5-5 7/FEB/2011 5 GII GII.12

36 JBP6-1 22/MAR/2010 6 GII GII.12

37 JBP6-2 15/DEC/2010 6 GII GII.3

38 JBP6-3 24/JAN/2011 6 GI GI.1

39 JBP6-4 24/JAN/2011 6 GII GII.4

Table 2. Distribution of NoV genotypes in oysters collected at six sampling 

sites in Jinhae Bay, Korea

Sampling sites(S)a NoV Genotype(S)a

1(7) GI.1(1), GII.3(1), GII.4(4), GII.11(1)

2(9) GI.1(3), GI.8(1), GI.9(2), GII.3(2), GII.14(1)

3(6)
GI.1(1), GI.7(1), GI.8(1), GII.2(1), GII.7(1), 

GII.12(1)

4(8)
GI.1(2), GI.2(1), GI.7(1), GI.9(1), GII.3(1), 

GII.4(1), GII.12(1)

5(5) GI.1(2), GI.2(1), GII.3(1), GII.12(1)

6(4) GI.1(1), GII.3(1), GII.4(1), GII.12(1)

Total(39)

GI.1(10), GI.2(2), GI.7(2), GI.8(1), GI.9(3) 

GII.2(1), GII.3(6), GII.4(6), GII.7(1), GII.11(1), 

GII.12(4), GII.14(1), GII.17(1)

1)
The number of PCR clones obtained for a particular genotype.
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Table 3. Conforming of GII.4 variants identified in this study 

Sample name Identity(%) Reference
1)

JBP3-2 97.0 2009/JN595867

JBP3-5 96.6 2009/JN595867

JBP6-4 96.6 2009/JN595867

JBP3-1 98.1 2007EU/HQ009513

JBP3-4 98.9 2006b/EF684915

JBP4-4 98.1 2009/JN400623

1) 
Genebank accession number (National Center for Biotechnology 

Information)
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Fig. 5. Phylogenetic analysis of NoVs isolated form Korean oyster. 

Phylograms based on partial sequences of the VP1 genes (within ORF2, 

encoding the capsid protein) of GI NoV strains (A) and GII NoV strains 

(B). The tree was constructed using the neighbor-joining method with the 

Kimura 2-parameter correction implemented in the Mega4 program. 

Statistical support was obtained by bootstrap analysis (1000 replicates).
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Fig. 5. Continued
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제 3장 굴에 축적되는 노로바이러스의 농도에 관한 고찰

1. 서론

우리나라에서는 식중독 발생의 역학조사가 부족하여 굴 섭취

로 인한 노로바이러스 식중독 발생 사례는 아직 보고된 바 없

지만, 해역에서 생산·유통되는 굴에 대한 노로바이러스 검출 사

례는 보고된 바 있다(Moon et al., 2011). 하지만 이러한 보고들

은 RT-PCR을 이용하여 바이러스 유전자를 검출한 결과로 노

로바이러스의 정성분석만을 보고하였다. 노로바이러스는 숙주세

포를 이용한 배양기술이 개발되지 않아 RT-PCR을 이용한 유

전자 검사법이 일반적인 방법이지만, 시간 소모가 많고 정량분

석이 불가능하다는 단점이 있어 최근에는 형광물질을 이용하여

유전자 증폭과정을 실시간으로 모니터 하는 real-time RT-PCR

이 많이 사용되고 있다(Patel et al., 2009).

본 연구에서는 우리나라 굴의 주 생산지인 남해안에서 분변

오염 정도가 높은 것으로 확인된 통영시 인평동 인근의 굴 양

식장을 대상으로 2012년 1월부터 12월까지 1년간 노로바이러스

에 대한 모니터링을 실시하였으며, real-time RT-PCR을 이용

하여 바이러스 유전자를 정량적으로 분석하였다.

또한 분변오염 정도가 높은 지역에 자연감염을 통하여 굴에 축
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적되는 노로바이러스의 농도변화를 관찰하였으며 노로바이러스

가 감염된 굴의 가열처리 조건을 구명하고자 가열처리 조건에

따른 바이러스 감소율을 측정하였다.

이러한 연구결과들은 노로바이러스 위해평가 및 식품에서의

노로바이러스 정량기준 설정에 관한 기초자료로 활용될 것이다.
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2. 재료 및 방법

2.1. 시료 샘플링

우리나라에서 생산되는 굴은 남해안에 집중되어 있으며, 도심

의 하수가 해역으로 유입될 가능성이 큰 통영시 인근의 굴 양

식장을 대상으로 샘플링을 실시하였다(Fig. 1). 2012년 1월에서

12월까지 경상남도 통영시 인평동 인근 굴 양식장 1지점에서

총 21개의 참굴(Crassostrea gigas)을 샘플링 하였으며, 노로바

이러스 분석을 위해 냉장상태로 실험실까지 운반하였다. 또한

샘플마다 10개체 이상의 각굴에서 중장선을 분리하였으며, 바이

러스 분리전까지 –20℃ 이하에 보관하였다.
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Fig. 1. Location of the sampling sites in Tongyeong city, Korea
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2.2. 굴의 인위감염 및 가열처리에 따른 노로바이러스 농도변화

오염물질에 노출된 패류의 바이러스 축적정도를 파악하기 위

하여 Naturally-contamination 방법을 이용하여 인위적으로 감

염시켰다(Oh et al., 2012).

즉, 경남 통영시 일원에서 채취한 참굴(Crassostrea gigas) 및

지중해 담치(Mytilus galloprovincialis)을 사각 채롱에 일정량씩

넣고 분변지표 생물인 분변계대장균의 농도가 높은 것으로 확

인된 부산시 용호동 해상구조물에 시설하여 30일 동안 24시간

마다 위생지표세균 및 노로바이러스의 농도를 분석하였다.

가열처리는 굴을 가열하여 섭취할 경우 굴에 미칠 수 있는

온도 및 바이러스의 외피단백질에 손상을 미칠 수 있는 온도

등을 고려하여 60, 68, 70 및 100℃의 4개의 구간으로 설정하였

으며, 각각 15분간 항온수조에 오염된 굴을 반응시켰다(Alfano

-Sobsey et al., 2012; Nuanualsuwan et al., 2002). 오염된 굴은

패각을 분리하여 알굴 상태로 가열처리를 실시하였으며, 처리

후 즉시 노로바이러스 분석을 실시하였다.
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2.3. 위생지표세균 분석

패류의 대장균군, 분변계대장균 및 일반세균수 분석은 Recommended

Procedures for the Examination of Sea water and Shellfish

(APHA, 1970)에 따라서 실험하였다. 우선 12개체 이상의 패류

에서 200 g 이상의 패액을 포함한 패육을 분리하여 동량의

PBS (Merck, Germany)를 첨가한 후 마쇄하였다. 2 mL의 마쇄

액 (시료 1.0 g)을 Lauryl tryptose broth (Difco, USA)가 함유

된 5개 시험관에 접종하였으며 단계희석을 통하여 0.1 g과 0.01

g의 시료를 각각 5개의 시험관에 접종하였다. 접종된 시험관은

35 ± 0.5 ℃에서 24 ± 2 및 48 ± 3시간 배양 후 양성으로 판정

된 시험관을 선택하여 확정시험을 실시하였다. 즉 가스 생성이

확인된 시험관을 대장균군 확인용 배지인 Brilliant Green Bile

(2%) broth (Difco, USA) 및 분변계대장균 확인용 배지인 EC

broth (Difco, USA)에 일회용 Loop를 사용하여 재접종하여 35

± 0.5℃ 에서 24∼48시간 및 44.5 ± 0.2℃에서 24시간 각각 배

양하였다. 가스 생성이 확인된 시험관을 최종적으로 대장균군

및 분변계대장균의 양성으로 확인하였으며 결과는 100 g당 최

확수(Most Probable Number, MPN)로 표시하였다.



- 60 -

2.4. 노로바이러스 분석

2.4.1. Virus extraction 및 RNA extraction

굴에서 노로바이러스 분리는 Jothikumar et al. (2005)을 일부

변형하여 사용하였다. 즉 분리된 중장선에 3 g에 동량의 300

ug/mL Proteinase K solution (Promega, USA)을 첨가하였으

며, 호모게나이저를 사용하여 완전히 균질화하였다. 균질화된

샘플은 37℃, 320 rpm의 조건으로 1시간 반응시킨 후 Proteinase

K의 불활성화를 위하여 65℃에서 15분간 추가로 반응시켰다.

반응액은 6,000 rpm에서 5분간 원심분리 후 상등액을 RNA 추

출에 사용하였다. 자연감염을 통해 노로바이러스가 검출된 샘플

을 양성 대조군으로 사용하여 실험의 신뢰성을 확보하였다.

RNA 추출에는 Vrial RNA mini kit (QIAgen, USA)을 사용

였다. 샘플 300 uL에 AVL buffer (Guanidine thiocyanate 함유)

1,120 uL를 첨가하여 혼합한 후 실온에서 10분간 반응시켰다.

반응액에 95～100% 에탄올 1,120 uL을 첨가하여 혼합하였으며,

혼합액을 630 uL를 spin column tube로 옮겨 8,000 rpm에서 1

분간 원심분리하였다. 남은 혼합액을 동일한 방법으로 처리 한

후, 동일한 spin column tube에 AW1 buffer (Guanidine
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hydrochloride 함유) 500 uL를 첨가하여 8,000 rpm에서 1분간

원심분리하였다. 또한 AW2 buffer (Sodium azide 함유) 500

uL를 각각 첨가하여 12,000 g에서 3분간 원심분리하였으며, 원

심분리 후 spin column에 걸러진 용액은 제거하였다. 다음으로

spin column을 새로운 tube로 옮긴 후 AVE buffer (sodium

azide 및 poly A 함유)을 60 uL를 넣고 1분간 반응시켰다. 마지

막으로 8,000 rpm로 1분간 원심분리하여 realtime RT-PCR을

수행하기 위한 template로 사용하였다.

2.4.2. 표준곡선 산출

노로바이러스 유전자의 정량분석을 위한 표준곡선은 pET30a

vector에 해당 유전자의 sequence (GI형 96 bp, GII형 98 bp)를

삽입하여 제작된 plasmid DNA (Tarara, Korea)를 이용하였다.

plasmid DNA는 GI형과 GII형 각각 106～102 copies/reaction농

도로 희석한 후 realtime RT-PCR을 실시하였으며, Thermal

cycler dice realtime software (Takara, Japan)을 이용하여 표

준곡선을 산출하였다.
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2.4.3. Real-time RT-PCR

Real-time RT-PCR 반응을 위하여 OneStep RT-PCR kit

(QIAgen, USA) 및 RNase inhibitor (Ambion, USA) 시약을 사

용하였다. 폴리오바이러스의 RNA를 Internal control RNA (IC,

US FDA)로 첨가하여 반응이 적절히 이루어지는지 확인하였으

며 음성대조군으로 RNase-free water를 사용하여 실험의 신뢰성

을 확보하였다.

5 units/uL Enzyme Mix 1 uL, 5X RT buffer 5 uL, 10 mM

dNTP 1 uL, 25 mM MgCl 20.75 uL, 5units/uL RNase

inhibitor 0.25 uL, 10 μM primer 1uL, 10 μM IC primer 0.5

uL, 10 μM probe 0.5 uL, IC RNA 1 uL및 template RNA 5

uL로 반응액을 조성한 후, DW를 첨가하여 최종적으로 25 uL

의 반응액을 조성하였다. 반응조건으로 50℃ 50분간 역전사 반

응 후, 95℃에서 15분간 DNA를 변성하였다. 이 후 95℃ 10초,

53℃ 25초 및 62℃ 70초간 반응을 45 cycle 반응시켰으며, PCR

반응은 Thermal cycler dice TP800 (Takara, Japan)를 이용하

였다. 본 연구에 사용된 primer 및 probe는 Kageyama et al.

(2003) (Table 1)을 참고로 하였으며 probe는 노로바이러스 및

IC에 FAM-TAMRA detector와 ROX-BHQ2 detector 적용하였다.
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GI형 및 GII형 각각에 IC를 첨가하여 duplex real-time

RT-PCR을 실시하였으며 샘플마다 3회의 PCR 반응을 실시하

였다.
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Table 1. Primers and probes used in this study

Genogroup Type Name Sequence(5′-3′)1) Location2)

GI

(+) primer COG1F CGY TGG ATG CGN TTY CAT GA 5287-5306

(-) primer COG1R CTT AGA CGC CAT CAT CAT TYA C 5371-5350

Probe RING1(a)-TP AGA TYG CGA TCY CCT GTC CA 5325-5344

GII

(+) primer COG2F CAR GAR BCN ATG TTY AGR TGG ATG AG 4999-5024

(-) primer COG2R TCG ACG CCA TCT TCA TTC ACA 5096-5076

Probe RING2(a)-TP TGG GAG GGC GAT CGC AAT CT 5044-5063

1) Degenerate positions B:T/G/C, D:A/G/T, H:A/T/C, K:T/G, M:A/C, N:A/T/G/C, R:A/G, W:A/T, Y:T/C.
2) Relative positions of primers and probes in Norwalk/68/US (accession no. M87661) and Lordsdale/93/UK (accession 

no. X8655).
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3. 결과 및 고찰

3.1. 전처리법의 간소화 및 Real-time RT-PCR

노로바이러스는 숙주세포에 의한 인공배양법이 개발되지 않

아, 현재 널리 이용되는 검출방법은 일반적 RT-PCR을 이용한

유전자 분석법이다. RT-PCR법에 따른 노로바이러스 검출법은

2회 이상의 PCR 반응 및 agarose를 이용한 전기영동을 수행해

야하는 번거로움이 따르고 정량분석이 불가능하다는 단점이 있

다. Realtime RT-PCR은 이러한 단점을 보완하기에 적합한 분

석법으로 기존의 RT-PCR에 형광물질의 probe를 적용하여 단

시간에 결과를 모니터링할 수 있고, 정량분석이 가능한 장점이

있어 최근 Realtime RT-PCR을 적용한 노로바이러스 분석법이

유럽의 국제표준(International Organization for standardization,

ISO)으로 등재된 바 있다(ISO/TS 15216-1, 2013).

또한 10∼25 g의 패류의 중장선으로부터 threonine, glycine,

PEG 6000이용하여 바이러스를 분리하는 기존의 방법은 시간이

많이 소모될 뿐 아니라 교차오염의 가능성이 높아 본 연구에서

는 중장선 3 g에 동량의 300 μg/mL Proteinase K solution을

첨가하는 방식으로 개선하였으며, 이는 ISO 및 한국의 식품의
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약품안전처에도 적용하고 있다. 따라서 이러한 개선된 방법을

정량분석에 적용하기에 앞서 기존의 전처리를 통한 일반적

RT-PCR과 개선된 전처리 방법을 통한 Real-time PCR 방법을

비교하였다. 총 34개의 패류 샘플(굴 13, 지중해 담치 11)에서

분석방법을 비교한 결과는 Table 2와 Fig. 2에 나타내었다.

기존의 방법은 44.1 % (15/34)의 검출율을 나타낸 반면 개선

된 방법은 70.6% (24/34)의 검출율을 나타내었다. 굴과 지중해

담치 모두 개선된 방법에 따른 검출율이 높게 나타났으며, 노로

바이러스 GI과 GII 모두 개선된 방법에 따른 검출율이 높게 나타났다.
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Table 2. Comparison results of two methods of detecting norovirus

No. Shellfish
Results

RT-nested PCR Realtime RT-PCR

O-1 Oyster ND G1/G2

O-2 Oyster ND G2

O-3 Oyster G2 ND

O-4 Oyster G2 G2

O-5 Oyster G2 G2

O-6 Oyster ND ND

O-7 Oyster G2 G2

O-8 Oyster G2 ND

O-9 Oyster G1 G1/G2

O-10 Oyster ND ND

O-11 Oyster G1 G1/G2

O-12 Oyster G1 G2

O-13 Oyster ND ND

O-14 Oyster G1 ND

O-15 Oyster ND G1/G2

O-16 Oyster G1 ND

O-17 Oyster ND ND

O-18 Oyster ND G2

O-19 Oyster ND G1

O-20 Oyster ND G1/G2

O-21 Oyster ND G2

O-22 Oyster ND G1/G2

O-23 Oyster ND G2

M-1 Mussel G2 G1/G2

M-2 Mussel G2 G1/G2

M-3 Mussel G1/G2 G1/G2

M-4 Mussel ND G1/G2

M-5 Mussel ND G1/G2

M-6 Mussel G2 G1/G2

M-7 Mussel ND ND

M-8 Mussel ND G1/G2

M-9 Mussel ND ND

M-10 Mussel ND G1/G2

Detecti

on rate

Oyster 10/23(43.5%) 15/23(65.2%)

Mussel 5/11(45.5%) 9/11(81.8%)

Total 15/34(44.1%) 24/34(70.6%)
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Fig 2. Comparison results of two methods of detecting norovirus



- 69 -

3.2. Realtime RT-PCR을 이용한 노로바이러스 검출 및

정량분석

본 연구에서는 선행연구의 정성분석 결과를 보완하고자

realtime RT-PCR을 적용하였으며, 통영시 인평동 인근의 양식

장 1지점에서 2012년 1월부터 12월까지 21회에 걸쳐 굴을 샘플

링하여 노로바이러스를 분석하였다. 대상지점은 연중 분변오염

정도가 높은 것으로 확인되어(Shim et al., 2009; Oh et al.,

2012), 인체의 분변에 기인하는 노로바이러스 또한 오염될 가능

성이 클 것으로 판단되었다.

모니터링 결과, 2012년 1월에서 12월까지 총 21개의 샘플 중

8개의 샘플에서 노로바이러스가 검출되어 38% (8/21)의 검출율

을 나타내었다. 유전형별로는 GI형이 24% (5/21), GII형이 29%

(6/21)의 검출율을 나타내었으며, 14% (3/21)의 샘플에서 GI형

과 GII형이 동시에 검출되었다. 시기별로는 1～5월, 12월에 집

중적으로 검출되는 경향을 나타내었다(Table 3).

노로바이러스 정량분석을 위한 표준곡선은 GI 및 GII형

plasmid DNA를 각각 106～102 copies/reaction로 희석하여 분석

하였다. 표준곡선의 선형분석 결과, GI형은 상관계수(R2) 0.999,

기울기가 –3.286으로 나타났으며, GII형의 경우 상관계수(R2)
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0.998, 기울기는 –3.348로 나타났다(Fig. 3, 4). 표준곡선에

realtime RT-PCR 결과의 Ct value를 대입하여 샘플의 노로바

이러스 농도를 정량하였으며, 분석된 샘플의 최종 결과 값은 샘

플당 3회 실험결과의 평균으로 나타내었다.

분석결과 노로바이러스가 검출된 샘플의 Ct value는 GI형이

37.43～39.41, GII형이 36.77～39.30로 나타났으며, 이를 표준곡

선에 대입하여 계산된 노로바이러스의 농도는 GI형이 8.97 x

102～2.24 x 102, GII형이 3.05 x 102～7.47 x 101 copies/g으로

나타났다. 가장 높은 농도로 검출된 샘플은 GI형이 8.97 x 102

copies/g으로 검출되었으며 가장 낮은 농도로 검출된 샘플은 GII

형이 7.47 x 101 copies/g으로 검출되었다. 모든 샘플이 103

copies/g이하의 농도에서 검출되었으며, 102 copies/g보다 낮은

농도로 검출된 샘플이 9.5% (2/21)로 확인되었다. (Table 2).

이와 유사한 연구로 영국의 자료에 따르면 2009년부터 3년간

영국에서 생산된 굴의 76% (643/844)가 노로바이러스에 오염된

것으로 나타났으며, 바이러스의 농도는 102 copies/g이상이

36.5%이며 103 copies/g이상이 24.9%로 보고한 바 있다(EFSA, 2012).

노로바이러스 식중독은 감염환자의 분변이 환경이나 식품 등을

오염시키고, 오염된 환경이나 식품을 통하여 환자가 발생하는

순환고리를 형성하고 있다. 이러한 원인들 중 인축의 분변에 오
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염된 해역에서 생산된 패류는 노로바이러스 식중독의 매개체

역할을 할 가능성이 크며, 패류 중에서도 생굴섭취가 많은 굴에

의한 노로바이러스 식중독 사고가 일본을 포함한 여러나라에서

보고된 바 있다(Alfano-Sobsey et al., 2012; Iritani et al.,

2014). 우리나라에서는 노로바이러스 식중독과 원인식품과의 상

관관계에 대한 역학조사에 대한 보고가 부족하여 굴 섭취로 인

한 노로바이러스 식중독 또한 보고된 바가 없다. 하지만 최근

오염된 해역에서 생산된 파래(Enteromorpha spp)에 의한 노로

바이러스 식중독 사고가 보고된 바 있으며, 우리나라 해역에서

생산·유통되는 굴에서 노로바이러스가 검출된 사례가 있으므로

우리나라에서도 굴이 노로바이러스 식중독의 매개체 역할을 가

능성이 크다(Moon et al., 2011; Park et al., 2014).

이전 보고에 따르면 굴과 관련된 노로바이러스 감염증 발생

시 굴에서 대다수 복합적인 유전형이 검출되었으며 확인된 노

로바이러스의 농도 또한 다양하다. GI.1형이 85-237 copies/g으

로 검출된 굴 및 GII.4형이 25-125 copies/g으로 검출된 굴 등

다양한 농도의 단일 또는 복합전인 유전형이 감염된 굴을 섭취

함으로써 환자 발생이 보고된 바 있다(Le Guyader et al., 2006;

ESFA, 2012). 이러한 결과들은 굴과 같은 식품에서 노로바이러

스의 정량기준 설정에 필수적인 데이터들이며 본 연구 결과 또
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한 이러한 정량기준 설정에 기초적인 자료로 활용 될 수 있을

것이다.

또한 본 연구에서의 샘플링 지점은 분변오염정도가 높은 곳

임을 고려하면 검출된 노로바이러스의 농도가 높지 않은 것으

로 판단할 수 있으나, 이러한 결과는 단기간의 국소적인 결과이

므로 우리나라에서 굴이 생산되는 해역에 대한 집중적인 조사

가 필요할 것으로 판단된다.
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Sampling Date

Genogroup I Genogroup II

Ct value
Avg Concn2)

(Copies/g)
Ct value

Avg Concn

(Copies/g)

2/Jan/2012 37.43 ± 0.00 8.97 x 102 ND ND

9/Jan/2012 ND1) ND ND ND

30/Jan/2012 ND ND ND ND

13/Feb/2012 ND ND 39.30 ± 2.12 7.47 x 101

20/Feb/2012 ND ND ND ND

27/Feb/2012 ND ND ND ND

12/Mar/2012 ND ND 38.62 ± 0.35 8.53 x 101

09/Apr/2012 ND ND ND ND

16/Apr/2012 38.93 ± 0.00 3.14 x 102 38.10 ± 0.48 1.23 x 102

23/Apr/2012 39.40 ± 0.71 2.38 x 102 36.77 ± 0.21 3.05 x 102

30/Apr/2012 39.41 ± 0.00 2.24 x 102 ND ND

16/May/2012 37.91 ± 0.00 6.41 x 102 38.07 ± 0.20 1.26 x 102

12/Jun/2012 ND ND ND ND

10/Jul/2012 ND ND ND ND

21/Aug/2012 ND ND ND ND

04/Sep/2012 ND ND ND ND

23/Oct/2012 ND ND ND ND

15/Nov/2012 ND ND ND ND

04/Dec/2012 ND ND ND ND

24/Dec/2012 ND ND ND ND

30/Dec/2012 ND ND 37.12 ± 0.44 2.55 x 102

Table 2. Quantitative analysis of NoVs detected in Korean oysters in 2012

1) ND, Not detected
2) Avg Concn, Average concentration of 3 times results
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Fig. 3. Standard curve amplification plots used realtime PCR (106~102 

copies/reaction)
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Fig. 5. Standard curves for GI and GII plasmid standards (106~102 

copies/reaction).
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3.3. 자연감염을 통한 노로바이러스의 농도변화

오염물질에 노출된 패류의 바이러스 축적정도를 파악하기 위

하여 Naturally-contamination 방법을 이용하여 인위적으로 감

염시켰으며, 30일 동안 바이러스 농도를 측정하였다. 아울러 분

변 오염의 측정 지표로 대장균군 및 분변계대장균 농도를 함께

측정하였다.

자연감염을 유도한 지역 해수의 대장균군 및 분변계대장균의

농도는 490∼13,000 및 490∼7,900 MPN/100 mL로 분변 오염물

질이 지속적으로 유입되는 것으로 확인되었다. 굴과 지중해 담

치는 이러한 오염물질에 지속적으로 노출됨에 따라 조사 기간

중 대장균군 및 분변계대장균이 굴에서 3,300∼49,000, 1,300∼

13,000, 지중해 담치에서 3300∼170,000, 2,400∼13,000 MPN/100

g로 검출되었다. 즉 굴은 해수의 대장균을 0.7∼71.4배, 분변계

대장균을 0.7∼56.4배 정도로 축적하였으며, 지중해 담치는 대장

균을 0.7∼346.9배, 분변계대장균을 0.4∼23.6배 정도로 축적하였

다(Table 3). 이는 이전에 보고된 자료와 유사한 결과로 이전의

보고에 따르면 패류에서 세균축적농도가 3-5시간에 최고치를

나타내었으며 해수 농도의 50-100배 정도의 양을 축적하였다고

한다(Bella et al., 2000). 또한 Dore and Lees (1995)는 패류를



- 77 -

1-3주의 단기간과 6개월 이상의 장기간 패류를 오염물질에 노

출시킨 결과, 기간에 관계없이 초기에 세균함량이 급격하게 증

가하였으며 지속적으로 세균함량이 유지되어지는 것으로 보고

하였다.

하지만 본 연구결과 굴과 지중해 담치 모두 분변오염 물질에

노출됨에 따라 대장균 및 분변계대장균의 농도가 지속적으로

증가한 것이 아니라 감소와 증가를 반복하였다. Oh 등(2012)에

따르면 굴과 바지락을 이용한 자연정화(relaying) 시험결과, 초

기 분변계대장균의 값이 약 2,000 MPN/100 g 정도로 오염된

패류의 경우 위생학적으로 양호한 수질을 나타내는 해역에서 1

일 이상 정화처리를 하면 약 94%정도 제거(배출)된다고 보고하

였으며, 본 연구결과에서처럼 위생지표세균이 증가와 감소를 반

복하는 것은 오염물질의 축적과 동시에 배출이 동시에 진행됨

을 나타내는 결과라고 할 수 있다.

자연감염을 통한 노로바이러스의 농도변화는 Real-time

RT-PCR을 통하여 정량적분석하였다(Fig 3). 굴에서의 검출된

노로바이러스 농도는 GI, 6.91 x 103 ∼ 2.43 x 105 및 GII, 5.37

x 105 ∼ 9.19 x 106 이었으며, 자연감염 후 1일 동안 103 및

105 정도의 바이러스를 농축하는 것으로 나타났다. 지중해 담치

는 GI, 9.82 x 103 ∼ 2.41 x 105 및 GII, 9.94 x 105 ∼ 6.98 x
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106 로 검출되었으며, 굴과 마찬가지로 자연감염 후 1일 동안

103 및 105 정도의 바이러스를 농축하는 것으로 확인되었다. 굴

과 지중해 담치 바이러스 농도가 소량의 변화를 나타내었지만

Log 1 이상의 감소는 나타내지 않았고 전체적으로 지속적인 증

가 추세를 나타내었다(Table 4, Fig. 5, 6).

노로바이러스의 경우, 대장균군과 분변계대장균의 결과와는 다

르게 축적된 바이러스가 쉽게 배출되지 않았다. 이전 보고에 따

르면 노로바이러스는 패류의 소화과정 중 식균작용을 하는 혈

구(hematocytes)와 산소화(acidic digestion)에 대한 저항성이 세

균이나 다른 장관계 바이러스에 비해 높고 바이러스가 굴의 소

화맹랑 내강에 존재하고 장관세포에의 특이 수용체에 결합되어

있어 대사 후 배출에 대한 저항력이 높다고 보고 한 바 있다

(Mcleod et al., 2009a and 2009b; Provost et al., 2011).

현재까지 미국, EU 및 우리나라에서는 패류가 생산되는 해역을

대장균군, 분변계대장균, Escherichia coli 등과 같은 위생지표세

균 농도에 기초하여 평가 및 분류하고 있다(US FDA, 2015;

European Commission, 2015; MOF, 2016b). 위생지표세균은 해

역의 사람과 동물의 장에서 증식하기 때문에 분변오염에 대한

지표로 활용되고 있지만 본 연구결과에서와 같이 노로바이러스

와 같은 장관계 바이러스 질병과는 상관관계가 부족하다. 따라
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서 분변오염에 대한 해역평가시 위생지표세균과 더불어 패류에

서 검출되는 노로바이러스의 농도 함께 고려되어야 하며 이를

위해서는 노로바이러스의 정량 기준 설정이 필요하다.

Fig. 5. Results of realtime RT-PCR in naturally contaminated shellfish 

(Oyster and Mussel). (+), Positive control
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Table 3. Bioaccumulation of total coliform and fecal coliform in the oyster (Crassostrea gigas) and Mussel (Mytilus 

galloprovincialis) in contaminated seawater

Date

Results, MPN1)/100 mL(g)

Seawater Oyster (Crassostrea gigas) Mussel (Mytilus galloprovincialis)

Total coliform Fecal coliform Total coliform Fecal coliform Total coliform Fecal coliform

0 13,000 7,900 330 20 130 <18

1 3,300 3,300 13,000 7,900   24,000   13,000   

2 4,900 4,900 13,000 3,300   17,000   7,000   

3 490 140 35,000 7,900   92,000   3,300   

4 2,400 2,400 3,300 2,400   7,900   3,300   

5 4,900 3,300 3,300 1,300   3,300   2,400   

10 490 490 7,900 1,300   170,000   9,500   

15 9,200 5,400 33,000 13,000   33,000   2,200   

20 7,000 2,100 49,000 4,900   33,000   4,900   

25 1,100 790 3,300 1,300   　- -   

30 24,000 3,500 33,000 13,000   　- -   

1) MPN, Most probable number
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Table 4. Bioaccumulation of  in the oyster (Crassostrea gigas) and Mussel (Mytilus galloprovincialis) in contaminated 

seawater

Date

Oyster Mussel

NoV GI1) NoV GII2) NoV GI NoV GII

Ct value Mean Copies/g3) Ct value Mean Copies/g Ct value Mean Copies/g Ct value Mean Copies/g

1 34.33 ± 0.45 6.91 x 103 31.38 ± 0.53 5.37 x 105 33.88 ± 0.64 9.82 x 103 32.19 ± 0.13 9.94 x 105

2 32.04 ± 0.45 3.39 x 104 31.19 ± 0.50 1.12 x 106 29.73 ± 0.01 1.65 x 105 28.56 ± 0.11 6.98 x 106

3 31.75 ± 0.06 4.05 x 104 30.71 ± 0.05 1.53 x 106 30.05 ± 0.37 1.32 x 105 28.89 ± 0.02 5.54 x 106

4 32.77 ± 0.19 1.99 x 104 31.65 ± 0.54 8.12 x 105 30.05 ± 0.37 1.35 x 105 29.66 ± 0.53 3.33 x 106

5 31.67 ± 0.06 4.28 x 104 30.19 ± 0.10 2.20 x 106 31.10 ± 0.04 6.35 x 104 29.40 ± 0.52 3.99 x 106

10 31.23 ± 0.10 5.81 x 104 30.50 ± 0.17 1.77 x 106 29.81 ± 0.18 1.58 x 105 28.78 ± 0.36 6.08 x 106

15 32.97 ± 0.07 1.72 x 104 31.87 ± 0.01 6.70 x 105 30.26 ± 0.16 1.15 x 105 29.09 ± 0.25 4.84 x 106

20 30.59 ± 0.32 9.21 x 104 29.97 ± 0.06 2.58 x 106 29.20 ± 0.19 2.41 x 105 29.16 ± 0.06 4.58 x 106

25 30.24 ± 0.08 1.16 x 105 29.76 ± 0.15 3.00 x 106 - - - -

30 29.20 ± 0.29 2.43 x 105 28.21 ± 0.48 9.19 x 106 - - - -

1) GI, Norovirus Genogroup I
2) GII, Norovirus Genogroup II
3) Avg Concn : Average concentration of 3 times results
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Fig. 6. Bioaccumulation of  in the oyster (Crassostrea gigas) and Mussel 

(Mytilus galloprovincialis) in contaminated seawater.
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3.4. 가열처리에 따른 노로바이러스 농도 변화

가열처리에 따른 노로바이러스 농도변화를 관찰하기 위하여

굴을 사각채롱에 넣어 하수의 유입이 많은 연안에 수하한 후

자연적으로 노로바이러스에 감염시켰다. 7일간 하수에 노출된

굴에서 노로바이러스 GI형과 GII형이 각각 이 7.22 x 103 및

2.43 x 103 copies/g농도 감염된 것으로 확인되었으며, 이를 각

가열조건에 따라 처리하였다.

노로바이러스에 감염된 굴을 각 구간별로 가열처리하여

realtime RT-PCR로 분석한 결과 Ct value는 GI형이 37.07～

37.71, GII형이 35.46～37.07로 나타났으며, 이를 표준곡선에 대

입하여 계산된 노로바이러스의 농도는 GI형이 1.18 x 103～7.42

x 102, GII형이 7.94 x 102～2.48 x 101 copies/g으로 나타났다.

노로바이러스의 농도는 60, 68, 70℃에서 15분간 처리한 결과

GI형이 각각 83.4, 88.0, 89.4% 감소되었으며, GII형은 60, 68,

70, 100℃에서 각각 67.3, 76.3, 80.1, 89.8% 감소되는 것으로 나

타났다. GI 및 GII형 모두 높은 온도에서 처리할 경우 더 높은

감소효과를 나타내는 것으로 확인되었지만, 100℃에서 처리한

GI형의 경우를 제외하고는 가열처리 후에도 일부 유전자가 검

출되는 것으로 나타났다(Table 5).
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바이러스는 72℃ 이상의 온도로 처리할 경우 외피단백질이

파괴된다고 알려져 있으나, 본 연구에서는 100℃에서 15분 처리

시에도 바이러스의 유전자가 검출되는 것으로 나타났다. 이는

굴의 지방질과 같은 성분들이 노로바이러스의 외피단백질이 파

괴되는 것을 보호한 결과로 판단된다(Nuanualsuwan et al.,

2002). 노로바이러스는 감염가를 판단할 수 있는 숙주세포가 개

발되지 않아 가열처리 등에 의한 불활성화 연구는 murine

calicivirus (MCV)나 feline calicivirus (FCV)와 같은 대체바이

러스에 집중되어 있다(Bozkurt et al., 2013; Nims and Plavsic,

2013). 이러한 연구들에서 MCV나 FCV를 65℃에서 2분 또는

72℃ 1분간 가열하였을 경우 감염가가 6.7 Log10 이상 감소한

다는 보고가 있어 본 연구의 가열처리 후 검출된 노로바이러스

들도 상당수는 감염력을 상실했을 것으로 판단된다. 또한 본 연

구에서 가열처리에 사용된 굴은 자연감염을 통해 다소 높은 농

도의 바이러스가 감염된 굴이므로 실제 해역에서 분리되는 농

도와 같이 초기농도가 낮은 샘플은 가열처리에 따라 그 감소율

이 더 높아질 수 있을 것이다. 따라서 바이러스의 감염농도를

조절하여 추가적인 연구가 진행되어야 할 것으로 판단된다.

본 연구는 대체바이러스가 아닌 노로바이러스에 대한 직접적

인 연구결과로서 감염된 굴의 가열처리 조건에 대한 농도변화
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를 보고하였다. 이러한 연구결과는 식품에서의 노로바이러스 처

리에 관한 기초적인 결과로 모니터링에 의한 정량분석 결과와

함께 노로바이러스의 위해평가 자료에 활용될 것으로 판단된다.
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Sterile 

conditions

Genogroup I Genogroup II

Ct value
Avg Concn2)

(copies/g)

Reductive 

rate (%)3)
Ct value

Avg Concn

(copies/g)

Reductive 

rate (%)

Control 34.59 ± 0.82 7.22 x 103 - 33.78 ± 0.44 2.43 x 103 -

60℃, 15min 37.07 ± 0.25 1.18 x 103 83.4 35.46 ± 0.72 7.94 x 102 67.3

68℃, 15min 37.71 ± 1.02 8.48 x 102 88.0 35.90 ± 0.57 5.77 x 102 76.3

70℃, 15min 37.70 ± 0.00 7.42 x 102 89.4 36.41 ± 1.29 4.83 x 102 80.1

100℃, 15min ND1) - 100 37.07 ± 0.08 2.48 x 102 89.8

Table 5. Quantitative analysis of heat-treated NoVs in contaminated oysters

1) ND: Not detected
2) Avg Concn : Average concentration of 3 times results
3) Reductive rate (%) = 100 - (treated concentration/control concentration) x 100
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제 4장 대체 모델(Surrogate)를 이용한 식품에서의 노로바이러스

불활성화

1. 서론

일반적으로 노로바이러스에 대한 항체는 인체에서 흔히 발견

되고 있지만 노로바이러스에 대한 면역학적 저항성은 나타나지

않는 것으로 알려져 있는데, 그 이유는 노로바이러스에 대한 인

체의 면역학적 저항성은 바이러스의 유전자 형태에 따라 다르

고 그 종류가 매우 다양하기 때문이다(Atmar and Estes, 2001).

이러한 이유에서 현재까지 노로바이러스의 인공배양은 불가

능하며 식품에서 검출된 노로바이러스의 감염력을 판단할 수

없다. 때문에 식품에서의 노로바이러스 감염증을 일으킬 수 있

는 정량 기준의 설정이 필요하며 이를 위해서는 역학조사를 통

한 많은 양의 데이터가 수집되어야 한다. 하지만 우리나라는 설

사환자의 신고건수 및 역학조사가 부족하여 정량기준의 설정에

는 많은 시간이 소요될 것이며, 그 이전에는 murine calicivirus

(MCV)나 feline calicivirus (FCV)와 같은 대체바이러스

(Surrogate)를 이용하여 불활성화 조건이나 식품 섭취 가이드라

인이 제시되어야 한다(Bozkurt et al., 2013; Nims and Plavsic, 2013).
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한편 김치는 우리나라의 전통적인 채소발효식품이며 2001년

국제식품규격(CODEX) 목록에 등록되어 있을 정도로 대표적인

식품이다(KREI, 2009). 김치는 배추와 여러 부재료들이 적당한

온도에서 젖산 발효를 통하여 숙성과정을 거치게 되는데, 이 때

생성된 산과 젖산균이 생성하는 특수한 항균성 물질인 박테리

오신 등에 의해서 다른 균의 증식이 크게 억제된다(Choi and

Beuchat, 1994; Park et al., 1999). 예를 들면 대표적인 식중독

세균인 Staphylococcus나 Salmonella를 김치에 첨가하였을 때

초기에는 생존하였으나 발효가 진행되면서 그 수가 급격히 감

소하였으며(Inatsu et al., 2004), 위에 염증을 유발시키는

Helicobacter pylori도 김치에서 분리된 젖산균에 의해 근절되

었다는 보고도 있다(Lee and Lee, 2006). 이 외에도 김치를 섭

취하게 되면 혈청 콜레스테롤의 양을 감소시켜 동맥경화를 예

방하는 효과 등 김치의 우수한 생리기능성들에 관한 연구들이 많

이 보고되어 있다(Choi, 2005; Lee and Jeong, 1999; Park et al., 2000).

이처럼 영양학적으로나 면역학적으로 다양한 장점을 가진 김

치는 우리나라 국민들이 1인당 거의 매일 90.3g (2005년 기준)

정도를 섭취하고 있는 것으로 보고되고 있다(MOHW, 2006). 이

처럼 한국인에게는 필수 음식인 김치를 제조함에 있어서 사람

들마다 기호특성에 따라 팽이버섯, 녹차, 미더덕 등 다양한 부
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재료를 첨가하기도 하는데(Park et al., 2001a; Park et al.,

2001b; Bae and Lee, 2008), 특히 굴은 특유의 향과 맛이 탁월

하여 생굴로 섭취할 뿐 아니라, 겨울철이 주 생산시기로 김장

시기와 부합하므로 많은 사람들이 김치에 부재료로 첨가하여

소비하고 있다.

그러나 김치에 첨가된 굴의 섭취에 기인한 장관계 바이러스

감염질환의 발생은 보고된 바 없으며, 장관계 바이러스 집단 발

생 후 보건당국에서 실시한 역학조사에서도 김치가 매개식품으

로 의심받거나 확인된 경우도 없다. 이는 김치발효 중 노로바이

러스를 비롯한 장관계 바이러스가 분해되거나 감염력을 상실한

결과로 추정되어 그 상관관계를 구명할 필요가 있을 것으로 사

료되었다. 그래서 세포배양 기술이 확보되지 않아 실험실에서

감염력을 판별할 수 없는 노로바이러스를 대신하여 feline

calicivirus (이하 FCV)를 굴이 함유된 시판 김치와 실험실에서

조제한 김치에 반응시켜 김치 숙성과 부재료의 작용에 따른

FCV의 감염력 변화를 파악하였다.

이러한 연구결과를 토대로 노로바이러스가 오염된 굴을 김치

부재료로 사용했을 경우, 안전하게 김치를 섭취할 수 있는 가이

드라인을 제시하고자 하였다.
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2. 재료 및 방법

2.1. Feline calicivirus의 배양

Feline calicivirus (FCV) VR-782 및 FCV의 숙주세포인

crandell-reese feline kidney (CRFK) CCL-94TM 세포는

American Type Culture Collection (ATCC)에서 분양받아 사용

하였다. FCV를 배양하기 위한 CRFK 세포는 Dulbecco's

Modified Eagle's Medium (DMEM, Hyclone, USA)과 10%

fetal bovine serum (FBS, Hyclone, USA), 1% 10 mM

non-essential amino acids (Gibco, USA)을 넣어 37℃, 5%

CO2 조건에서 배양하였고, 세포가 90% 이상 단일층을 형성하

면 계대배양하여 사용하였다(Park et al., 2006; Chi et al.,

2006). 그리고 FCV는 배양한 CRFK 세포에 접종하여 1시간 반

응 후 세포유지 배지 (DMEM, 5% FBS, 1% NEAA)를 넣어준

뒤 37℃에서 배양하였고, 3-4일 배양한 후 세포병변효과

(cytopathic effects)가 일어나 부착된 세포들이 떨어지면 15

mL tube (Corning, USA)에 회수하여 액체질소로 급속냉동시킨

후 37℃ 항온수조에 녹인 다음 vortex하여 세포를 파쇄하였다.

위의 과정을 2회 추가 반복한 후 2,000 rpm에서 8분간 원심분
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리하고 상등액을 1 mL씩 나누어 cryogenic vial (Nalgene,

USA)에 담고 액체 질소에 보관하여 사용하였다.

2.2. 김치 및 유기산

실험에 사용된 시판 배추김치(P사 포기김치; 순중량 2 kg)와 김

치 조제를 위한 생굴 및 각종 부재료들은 대형할인점에서 구입

하여 사용하였다. 시판 배추김치에 FCV를 반응시 시료 김치는

Kang and Han (2005)의 방법을 일부 변경하여 조제하였는데,

배추를 등분하여 수세한 후 10% (W/V) NaCl 용액에 약 10시

간 절인 다음 수도수로 3회 세척한 후 30분간 체에 담아 물기

를 제거하였다. 그리고 등분한 배추를 다시 이등분하여 Table 1

과 같은 비율로 김치를 조제한 다음 실험에 사용하였다.

실험에 사용된 유기산은 비휘발성 유기산(lactic acid, succinic

acid), 휘발성 유기산(acetic acid, propionic acid) 및 무기산인

HCl(염산)을 사용하였으며(Sigma, USA), 김치가 완전히 숙성된

pH인 3.5 농도에서 FCV와 반응시킨 후 감염가를 비교하였다.
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2.3. 시판 및 조제 김치, 부재료와 FCV의 혼합

실험은 시판 배추김치에 FCV를 반응시켜 결과를 도출한 후

김치를 직접 조제한 후 결과를 도출하였으며, 이 후 1N NaOH

(Merck, Germany)를 첨가하여 pH 7로 중화된 김치에 FCV를

반응시켜 결과를 도출하였다.

FCV의 감염력 측정을 위하여 시판 및 조제된 김치를

blender로 균질화 하였고, 부재료는 Table 1에 제시된 김치 제

조시 혼합된 비율에 맞도록 phosphate buffer (pH 7.2, Bioneer,

Korea)에 각 부재료별로 첨가하여 균질화하였으며, 이 때 각 균

질액들은 glass roller bottle (NUNC, Japan)에 headspace가

50% 정도 되도록 충진하였다. 그리고 마쇄한 김치 및 각 부재

료 균질액들로부터 FCV의 분리를 용이하게 하기 위하여

DMEM에 배양한 FCV를 투석막(50,000 dalton MWCO, φ 28

mm)에 5 mL씩 나누어 충진한 다음 각 glass roller bottle에 10

개씩 넣고 roller culture apparatus (Bellco Biotechnology,

USA)에 분당 2회전하면서 온도구간별로 저장하면서 FCV의 감

염력 변화를 측정하였으며 실험은 3회 반복하여 실시하였다.
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Table 1. Composition of raw materials for kimchi preparation

Ingredients Amount (g)

Cabbage 88.0

Garlic 1.6

Ginger 0.9

Green onion 3.0

Red pepper powder 4.5

Salt-fermented anchovy 2.0

Oyster 5.0

Total 105.0
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Fig. 1. Schematic diagram of Roller culture system
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2.4. Feline calicivirus 감염가 측정

김치 및 각 부재료 성분의 숙성기간에 따른 FCV의 감염력

변화는 Jang et al. (2004)의 방법을 일부 변경하여 TCID50

(50% tissue culture infection dose)으로 측정하였다. 즉, 96

well 조직 배양판의 각 well에 105～106 cell/mL 농도로 CRFK

세포 100 uL를 접종하여 2-3일 동안 37℃로 조정된 5% CO2

조건하에서 배양한 다음 각 well에 단층 배양시켰다. 여기에 김

치 및 부재료 추출액과 반응한 FCV를 10-1～10-8 cell/mL의 농

도가 되도록 10배수로 단계희석한 후 각 희석액을 50 uL씩 접

종하고, 37℃, 5% CO2 조건하에서 3～4일간 배양한 다음 세포

병변효과를 관찰하여 TCID50을 산출하였다.
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3. 결과 및 고찰

3.1. 김치 숙성 과정에서의 FCV 감염력 변화

김치발효 산물이 FCV의 감염력에 미치는 영향을 조사하고자

시판 숙성 배추김치에 FCV를 가하고 시간경과에 따른 FCV 감

염가의 변화를 조사하였다. 사용된 시판 김치의 초기 pH는 4.55

로 최적의 발효단계에 있는 것으로 확인되었다(Mheen and

Kwon 1984). 이 시판 김치를 앞에서 설명한 바와 같이 균질화

한 후 FCV (감염가 9.30 TCID50)를 가하였다. 그리고 4℃ 및

25℃에 각각 보관하면서 FCV 감염가 변화를 조사하였으며 발

효 진행의 지표로서 pH를 측정하였다.

25℃ 반응구간에서는 12시간 마다 약 2 log 정도씩 FCV 감

염가가 감소하여 48시간째에는 검출한계인 2.30 TCID50 이하로

감소하였다. 4℃ 반응구간에서는 24시간 까지는 25℃ 반응구간

과 유사한 양상을 나타내었으나 48시간째에는 FCV 감염가가

5.00 TCID50 으로 감소율이 25℃ 반응구간 보다 낮은 것으로

나타났다(Table 2).

pH의 변화는 25℃ 반응구간에서는 숙성이 지속적으로 촉진되어

48시간 후에 3.64로 하강하였는데 이 단계는 김치발효 중 젖산
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균이 생존할 수 없는 과숙성 단계로 급격한 화학적 변화가 일

어났다고 볼 수 있다(Lee et al., 1992). FCV가 pH 5.0 이하의

조건에서 쉽게 불활성화 된다는 보고를 볼 때 25℃ 반응구간에

서 일어나는 급격한 pH 하강이 FCV의 감염력 변화에 영향을

미치는 중요인자라고 생각되었다(Erwin et al., 2004).

김치발효 중 유기산의 생성으로 인한 pH의 변화가 FCV의

감염력 감소를 유발하는 중요 인자라는 것을 확인하기 위해

Table 1과 같은 조성으로 김치를 제조한 후 미 발효 상태에서

FCV와 반응시키고 각기 다른 온도(4℃, 18℃, 25℃)에 저장하면

서 FCV의 감염력 변화와 pH 변화를 조사하였다.

초기 pH가 5.50로 확인된 조제 김치와 초기 감염가가 6.30

TCID50인 FCV를 앞에서 설명한 방법으로 반응시켰다. 25℃ 반

응구간에서는 FCV의 감염력이 시간의 경과와 더불어 점차 감

소하여 96시간째에는 검출한계인 2.30 TCID50로 나타났다. 이때

pH는 김치의 숙성과 더불어 3.54까지 하강하였다. 18℃ 반응구

간에서는 96시간 후 pH는 3.91로, FCV 감염가는 3.55로 감소되

었고, 4℃ 반응구간에서는 120시간 후에도 pH의 변화가 거의

일어나지 않아 발효가 지연되는 것으로 확인되었으며, FCV 감

염가는 2 log 정도 감소하였다(Table 3).

김치발효는 생 원료에 존재하는 미생물의 작용으로 진행되기
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때문에 발효의 속도에 영향을 미치는 가장 중요한 인자는 온도

이다. 발효의 진행속도 뿐만 아니라 유기산의 최대 생성량도 발

효온도에 따라 달라지는데 20℃에서는 총 유기산량이 1.6%에

달하나 10℃에서는 1.2%를 초과하지 않는다는 보고도 있다

(Mheen and Kwon, 1984). 즉, 미생물 발효가 원활히 일어나는

20℃ 부근의 온도조건에서는 유기산의 생성이 급속히 일어나며

수일 후에는 FCV가 사멸하는 것으로 확인되었다. FCV를 충분

히 불활성화하기 위해서는 pH가 4.00 이하의 산도에 도달하여

야 하며 산도 도달에 필요한 시간은 발효온도에 좌우되는 것으

로 사료되었다.

한편, pH의 변화가 거의 없이 발효의 진행이 120시간까지 지

연된 4℃ 반응구의 경우에도 FCV의 감염력이 2 log 정도 감소

한 것으로 나타나 유기산외에 항 바이러스성 물질이 존재하는

것으로 추정되었다. 이를 확인하기 위해 충분히 숙성된 김치

(pH 3.75)를 균질화한 후 1N NaOH를 이용하여 pH를 7로 중화

시키고 FCV를 가한 후 4℃에 저장하면서 FCV 감염가 변화를

관찰하였다. 그 결과, 중화된 김치 중의 FCV 감염력은 72시간

만에 검출 한계인 2.30 TCID50 이하로 감소하였는데 대조구인

충분히 숙성된 김치 중의 FCV 감염력은 48시간 만에 검출 한

계치 이하로 감소하였다(Fig. 1). 즉, 생성된 유기산과 이로 인
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해 유도된 낮은 pH 조건을 배제하여도 여전히 충분히 숙성된

김치에는 FCV의 감염력을 감소시키는 항 바이러스 작용력을 가

진 물질이 존재하는 것으로 확인되었다.

Table 2. The FCV infective titer according to the time variation of the 

marketing Kimchi

Time
25℃ 4℃

pH Log(TCID50)
1) pH Log(TCID50)

0 4.55 9.30 4.55 9.30

6 4.15 7.30 4.59 6.30

12 4.00 7.03 4.40 5.80

24 3.74 5.80 4.32 5.30

48 3.64 2.30 4.20 5.00

1) TCID50, 50% tissue culture infection dose
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Fig 2. The FCV infective titer change among the storage process of 

the marketing Kimchi
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Table 3. The FCV infective titer according to the time variation of 

lab-prepared Kimchi

Time 
25℃ 18℃ 4℃

pH Log(TCID50)
1) pH Log(TCID50) pH Log(TCID50)

0 hr 5.50 6.30 5.50 6.30 5.50 6.30

12 hr 5.30 4.80 5.35 5.05 5.38 5.30

24 hr 4.52 3.30 5.37 4.05 5.41 4.80

48 hr 4.04 3.05 4.22 3.80 5.40 4.80

72 hr 3.72 3.05 4.06 - 5.39 -

96 hr 3.54 2.3 3.91 3.55 5.42 -

120 hr 3.45 - 3.77 - 5.40 4.05

1) TCID50, 50% tissue culture infection dose
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Fig. 3. The FCV infective titer change among the manufacture Kimchi fermentation process
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Fig. 4. The FCV infective titer change among the storage process 

of the aging completion marketing Kimchi and neutralization 

Kimchi
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3.2. 유기산 및 양념류에 의한 FCV의 불활성화

배추김치에서 생성되는 비휘발성 유기산에는 malic acid,

fumaric acid, lactic acid, succinic acid, malonic acid, oxalic

acid, glycolic acid, citric acid 및 tartaric acid등이 있으며 이중

에 lactic acid와 succinic acid가 대표적 비휘발성 유기산으로

알려져 있다. 또한 휘발성 유기산에는 formic acid, acetic acid,

propionic acid, butyric acid, valeric acid, caproic acid와

heptanoic acid등이 있으며 이중에 acetic acid과 propionic acid

가 대표적 휘발성 유기산으로 알려져 있다(Pusan national

university Kimchi research institute, 2010).

본 연구에서는 김치발효 중 생성되는 대표적 유기산이 FCV

의 감염력에 미치는 영향을 파악하고 김치 제조 시 사용되는

부원료가 FCV의 감염력에 어떠한 영향을 미치는지를 조사하였

다. 유기산으로는 비휘발성 유기산인 lactic acid, succinic acid

및 휘발성 유기산인 acetic acid, propionic acid 등 4가지 유기

산을 이용하였고 대조구로서 HCl(염산)를 추가하여 FCV와 반

응시킨 후 감염가를 비교하였다. 그 결과, 김치가 완전히 숙성

되어 pH가 3.5에 도달하는 경우에는 산의 종류와 상관없이 12

시간 이후 바이러스 감염가가 2～3 log 이상 감소하는 것으로
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나타났다(Table 4).

또한, 김치를 담그는 과정에서 사용되는 양념원료인 마늘, 고

춧가루, 파, 멸치 젓갈 및 생강의 FCV 불활성화 작용력을 확인

하고자 하였다. 김치 부원료 성분의 고유 pH에 의한 영향과 부

패에 의한 미생물 증식과 같은 부영향을 배제하기 위하여 4℃

조건에서 실험하였다. 그 결과, 72시간 경과 후 마늘과 젓갈에

서 FCV의 감염력이 3 log 이상이 감소하여 우수한 바이러스

억제 효과를 나타내었다(Table 5).

마늘은 오랫동안 그 가치가 높이 평가되고 있으며 약용, 항균

및 살균효과적인 특성으로 인해 실제로 질병의 치료나 예방에

사용되고 있다. 특히 강력한 살균효과를 나타내는 알리신이 존

재하여 바이러스에도 억제 효과도 있는 것으로 판단된다. 또한

E. coli, S. typhimurium, V. parahemolyticus, B. subtilis, L.

monocytogenes와 같은 식중독균에 대해서도 감수성 또는 중등

도의 감수성을 나타내었다는 보고도 있다(Kim et al., 2003;

Yoon, 2009; Goncagul and Ayaz, 2010). 그리고 멸치 젓갈은

재료에 따라 차이가 있지만 호염성 미생물이 존재하는 식품으

로 이러한 미생물의 직접작용과 이들이 생성하는 2차 대사산물

의 영향에 의해 FCV 활성이 억제되는 것으로 사료되었다.

김치는 유산균에 의해서 발효가 진행되면서 생성된 젖산을 비
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롯한 대사산물이 포함하게 되어 재료의 단순 혼합체와 뚜렷이

구별되는 특징을 가지게 된다. 유기산은 채소 중에 함유된 효소

나 숙성에 관여하는 미생물이 재료 중 당질에 작용하여 생성되

는데 배합원료의 종류, 숙성온도, 소금농도 및 시간에 따라 그

생성량과 생성되는 유기산의 종류에 차이가 나타나게 된다

(Mheen, 1998). 발효가 완료된 김치에 존재하는 성분 중 FCV

와 같은 바이러스의 감염력 감소에 영향을 미치는 주요 인자는

유기산의 종류에 상관없이 유기산으로 유도된 낮은 pH 환경이

며, 더불어 주재료 및 부재료에서 유래하는 항 바이러스성 물질

과 발효에 관여하는 미생물의 2차 대사산물의 복합 작용도 일

부 기여하는 것으로 확인되었다.

이상의 결과로 미루어 보아 김치 숙성에 따른 낮은 pH 환경

과 각종 대사산물의 복합작용으로 부원료를 통하여 김치에 혼

입된 노로바이러스가 감염을 유발하지 못하는 수준으로 불활성

화 될 것으로 판단되었다. 즉, 충분히 숙성된 김치의 경우 부원

료로 사용된 굴에서 유래하는 노로바이러스에 의한 2차 감염의

가능성은 매우 낮다고 판단된다.
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Table 4. The FCV infective titer according to the reaction with the organic acid (4℃) 

Time
TCID50

1)

Control
Latic acid Succinic acid Acetic acid Propionic acid HCl

0 hr 7.30 7.30 7.30 7.30 7.30 7.30

6 hr 4.05 5.30 5.80 4.80 5.05 7.05

12 hr 3.55 3.55 3.80 3.80 3.30 6.80

1) TCID50, 50% tissue culture infection dose
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Table 5. The FCV infective titer according to the reaction with a spice used Kimchi (4℃) 

Time

TCID50
1)

Garlic

(1.6%)

Red pepper 

powder (4.5%)

Green onion 

(3.0%)

Salt-fermented 

anchovy(2.0%)

Ginger

(0.9%)

Mixture

(8.3%)
Control

0 hr 7.30 7.30 7.30 7.30 7.30 7.30 7.30

24 hr 4.80 5.55 7.30 6.05 7.80 6.05 6.55

72 hr 4.05 6.05 6.05 5.30 8.05 6.30 6.05

1) TCID50, 50% tissue culture infection dose
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III. 요약

  본 주제는 최근 전 세계적으로 패류(굴) 위생에 있어 가장 큰

문제로 부각되고 있는 노로바이러스에 관한 연구 결과이다.

본 연구에서는 우리나라 남해안에서 생산되는 굴을 대상으로

장관계바이러스 5종(노로바이러스, 엔테로바이러스, 로타바이러스,

아스트로바이러스 및 A형 간염 바이러스)의 오혐현황을 파악하였

다. 또한 굴에서 검출되는 노로바이러스의 유전형을 동정하고

굴에서 축적되는 바이러스의 농도를 확인하였으며 노로바이러

스의 대체모델(surrogate)를 활용하여 굴이 부재료로 첨가된 김

치에서의 노로바이러스 안전성을 검증하고자 하였다.

  2009년 1월에서 2011년 12월까지 남해안 인근 굴 양식장 9지

점에서 총 398개의 참굴을 대상으로 노로바이러스를 분석하였

으며, 그 중 91개 시료로 부터 엔테로바이러스, 로타바이러스,

아스트로바이러스 및 A형 간염 바이러스를 분석하였다. 그 결

과, 노로바이러스는 27.4%(109/398), 아스트로바이러스는 1.1%

(1/91)의 검출율을 나타내었으며 엔테로바이러스, 로타바이러스,

아스트로바이러스 및 A형 간염 바이러스는 검출되지 않았다.

  노로바이러스가 검출된 24개 시료로 부터 유전형을 동정하기

위하여 샘플 당 5개의 clone (총 120)을 sequencing하여 염기서열을
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분석하였다. 그 결과, 노로바이러스 GI에서는 5개의 유전형

(GI.1, GI.2, GI.5, GI.6, GI.7)이 동정되었으며, GII에서는 7개의

유전형(GII.2, GII.3, GII.4, GII.7, GII.12, GII.13, GII.17)이 동정되

었다. 조사기간 중 GI에서는 GI.1형(52.6%, 10/19), GII에서는

GII.3 및 GII.4형(각각 30.0%, 6/20)이 가장 유행하는 유전형으

로 확인되었다.

  2012년 1월부터 12월까지 채취된 21개의 굴 샘플에서

real-time RT-PCR을 이용하여 바이러스 유전자를 정량적으로

분석하였으며, 노로바이러스가 검출된 샘플의 농도는 8.97 x

102～7.47 x 101 copies/g으로 나타났다. GI형이 8.97 x 102～

2.24 x 102, GII형이 3.05 x 102～7.47 x 101 copies/g으로 모든

샘플이 103 copies/g이하의 농도에서 검출되었으며, 102 copies/g

보다 낮은 농도로 검출된 샘플이 9.5% (2/21)로 확인되었다.

그리고 30일간의 자연감염을 통하여 굴에서의 검출된 노로바이

러스 농도는 GI, 6.91 x 103 ∼ 2.43 x 105 및 GII, 5.37 x 105

∼ 9.19 x 106 이었으며, 노로바이러스에 자연감염된 굴을 각

구간별로 가열처리 한 결과, 60, 68, 70℃에서 처리한 결과 GI형

이 각각 83.4, 88.0, 89.4% 감소되었으며, GII형은 60, 68, 70,

100℃에서 각각 67.3, 76.3, 80.1, 89.8% 감소되는 것으로 확인되었다.
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굴김치에서 노로바이러스의 안전성을 검증하기 위하여 노로

바이러스 대체모델(Surrogate)인 Feline calicivirus (FCV)를 이

용하여 김치 숙성 중 일어나는 바이러스의 감염가의 변화를 확

인하였다. 그 결과, 6.30 TCID50인 FCV는 25℃에서 4일 후에

2.30 TCID50으로 감소하였고 18℃에서 4일 후에 3.55 TCID50으

로 감소하였으며, 4℃에서는 5일 후에 4.05로 감소되는 것이 확인

되었다.

또한 김치와 관련된 유기산 및 김치 양념원료의 FCV 불활성화

작용력을 확인 한 결과, 바이러스의 감염력 감소에 영향을 미치

는 주요 인자는 유기산의 종류에 상관없이 숙성과정 중 유도된

낮은 pH 환경이며, 더불어 주재료 및 부재료에서 유래하는 항

바이러스성 물질의 작용도 일부 기여하는 것으로 확인되었다.

즉 충분히 숙성된 김치(상온에 2일 이상 숙성)의 경우 부원료로

사용된 굴에서 유래하는 노로바이러스에 의한 2차 감염의 가능성

은 매우 낮은 것으로 확인되었다.

  이러한 결과들은 노로바이러스 원인이 되는 분변 오염원의

관리, 질병 발생시 역학조사, 식품에서의 노로바이러스 정량 기

준 설정 및 위해평가를 위한 기초자료이며 노로바이러스 오염

이 의심되는 식품에서의 섭취 가이드라인을 제시한 결과라 할

수 있다.
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마지막으로 우리 가족들. 영경아! 재원아! 효준아! 너희가 있어 

얼마나 다행인지 모르겠다. 고맙고 사랑해.

이밖에도 감사함을 글로 표현하지 못했던 모든 분들께 머리 숙

여 인사드립니다.

이제부터가 시작이라는 마음으로 더 전진할 것을 다짐하여 글

을 마칩니다.
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