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1. 서론 

  크립토스포리디움 파븀(Cryptosporidium parvum)은 경구섭취시 설사, 복통 등을 일으키는 기생

성 원충으로써 최근 미국, 영국 등에서 대규모 수인성 집단질병의 원인이 되어왔다.  크립토스포

리디움이 다른 병원성 미생물과 크게 구별되는 점은 우선 염소내성이 매우 강하다는 데 있다.  크

립토스포리디움의 환경배출형태인 오시스트(oocysts)는 pH 7.0, 수온 25℃, 염소농도 80 mg/L에 

90분동안 이상 노출되어야 99%가 불활성화되며 pH 6.0, 수온 22℃, 염소농도 78.2 mg/L에서 120

분 접촉시 99.9%가 불활성화되었다는 보고가 있었다.  따라서 크립토스포리디움 오시스트는 상수

처리에 사용되는 각종 소독제나 소독공정의 소독효율 평가에 있어 중요한 기준이라 하겠다.  

  크립토스포리디움 불활성화를 위한 소독실험에 있어 전제되어야 할 것은 감염성(infectivity) 또

는 활성(viability)을 가진 오시스트의 계수(assay)방법이다. 과거 가장 흔히 사용되던 생염색법

(vital dye)과 탈낭법(excystation)은 오시스트 활성을 민감하게 반영하지 못할 뿐 아니라 감염성 

의 변화를 알 수 없어 소독실험에 적합하지 않다는 지적이 많았다.  최근에는 전통적인 동물숙주 

감염법이나 실험실에서 배양된 세포에 크립토스포리디움을 감염시켜 PCR(polymerase chain 

reaction)이나 면역형광항체법으로 감염여부를 확인하는 시도들들이 이루어져왔다(Rochelle et al., 

2002; Slifko et al., 1997). 

  본 연구에서는 HCT-8 세포에 감염된 오시스트의 여러 증식단계(sporozoites, merozoites, 

meronts etc)를 형광항체염색법으로 검출하는 CC-IFA (Cell Culture-Immunofluorescence assay)

(이 등, 2004)에 최적확수기법(Most-Probable Number technique)을 결합하여 감염성 오시스트를 

정량 계수하고 5℃, pH 7.2의 조건에서 염소 또는 오존에 의한 크립토스포리디움 불활성화율 시험

에서 그 적용성을 평가하였다.    

2. 재료 및 방법 

세포 준비 8개의 웰챔버(well chamber)를 가진 웰챔버슬라이드에 HCT-8 (Human illocecal 

adenocarcinoma cell, ATCC CCL-224; Americal Type Culture Collection) monolayer를 형성시켰

다(배양온도 37℃, 습도 100%, 5% CO2). 세포 유지배지로는 5% Fetal Bovine Serum, 10% 

Opti-MEM, 1% 200mM L-Glutamine, 2% 1M HEPES를 첨가한 RPMI-1640을 사용하였으며, 오시스트 
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Fig.2 Photomicrograph of many foci 

in HCT-8 cell for positive control test 

by Fluorescence microscope

감염시에는 Fetal Bovine Serum의 농도를 10%로 증가시

킨 성장배지를 사용하였다.  

오시스트 준비 오시스트는 30일령 이내의 Cryptosporidium 

parvum의 살아있는 오시스트(source : calf infected by Iowa 

strain, sterling parasitology Lab)을 구입하여 냉장 보관하면

서 사용하였다. 구입한 오시스트는 미리 탈낭법(in vitro 

excystation)에 의해 활성을 측정하였는데, 탈낭율은 95.1～

98.2%이었다.  매 감염시험마다 약 106개의 오시스트를 취

해 세포 감염 전 탈낭을 용이하게 하고 방해물질 제거를 

위해 고농도의 차아염소산나트륨 처리(7분) 후 

hemacytometer로 농도를 결정한 후 세포 감염에 사용하였다.  

세포 감염, 염색 및 검출  준비된 시료에 세포성장배지를 넣어 1mL로 만든 후 세포성장배지

를 사용해 1/5 희석을 단계적으로 여섯번 반복하여 6개의 튜브를 준비하였다.  각 희석단계별로 

준비된 6개의 시료마다 8개의 웰 챔버에 나누어 감염시키고 37℃, 습도 100%, 5% CO2의 조건에

서 48시간동안 배양하였다.  48시간 배양 후 슬라이드를 배양기에서 꺼내 배지를 제거하고 PBS로 

세척한 후 100% 메탄올을 첨가해 10분간 고정시킨 다음 챔버를 제거하였다. 슬라이드를 blocking 

buffer(PBS 10mL, goat serum 0.2mL, 0.002% tween 20)에 담그고 30분간 실온에서 정치하였다가 

buffer를 흡인 제거하였다. 슬라이드를 일차 항체(polyclonal rat anti-sporozoite and -merozoite 

antiserum, A600FLR, Waterborne)용액에 담그어 1시간동안, 2차 항체 (FITC-conjugated goat 

anti-rat antibody, sigma F6258)용액에 담그어 다시 1시간동안 염색하였다. PBS로 4회 반복 세정한 

후 커버슬립을 덮고 밀봉하였다.  400배율 이상의 형광DIC현미경으로 슬라이드의 각 웰을 관찰하여 

초록형광점이 적어도 3개 이상 인접하게 무리지어 있는 웰은 양성으로 판정하였다.  

계수 및 해석 감염성 오시스트의 MPN값은 미국 ICR(Information Collection Rule)용 MPN 

calculator program을 사용하여 결정하였다.  프로그램에 희석단계수, 반복접종횟수, 적용된 시료량 등

을 입력하여 MPN값을 도출하고 이로부터 퍼센트 감염력(Percent Infectivity)을 구하였으며 그 식(1)

은 다음과 같다. 

     Percent Infectivity = (MPN per mL / oocyst counts per mL by hemacytometer) × 100 …(1)

  또한 8개의 웰 중 50%를 감염시키는데 필요한 오시스트량(ID50)도 구하였는데 logistic regression에 

입각한 식(2)에 의해 각 주입농도별 response logits을 구해 양반응곡선(dose-response curve)를 그린 

후 response logit = 0이 되는 주입농도(dose)를 ID50으로 하였다.  ID50은 마우스감염 등 감염시험에서 

감염력을 나타내는데 널리 사용되며 소독시험에서 감염력을 비교하는데도 적절히 사용될 수 있다. 

 

     Response logit  =  loge [ Pinf / (1-Pinf) ]                                …………………(2)

                  (Pinf : the proportion of cell culture wells infected at each dose of oocysts) 

염소 소독실험  차아염소산나트륨용액(유효염소 약 13%)을 PBS(Phosphate Buffer Solution)로 

희석한 후 1일 이상 교반시켜 chlorine-free water를 만들어 약 1.2 mg/L의 염소수를 조제하였다.  

유리 실린지에 염소수를 담고 약 106개의 오시스트가 함유된 오시스트 현탁액 10μL를 주입한후 

잔류염소를 측정하여 염소 초기농도로 하였다.  실린지 유출구를 클램프로 조여 밀봉한 후 5℃에
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Table 1.  ID50 and percent infectivity of oocysts with various lot numbers and storage ages 

Exp. no. 
Initial conc. of 

oocysts per mL by 
hemacytomer count

MPN of Infectious 
oocysts per mL

by CC-IFA

Percent 
Infectivity(%)

of oocysts

ID50 of  
oocysts

oocysts age
(day)

Lot no.
of 

oocysts  

#1
1 1.1 × 106 25,654 2.4

3.0
28

17 30

Lot #1

2 1.1 × 10
6

37,353 3.6 6

#2
1 1.2 × 106 79,575 6.7

5.1
7

15 37
2 1.2 × 106 40,318 3.4 22

#3 1.3 × 106 20,030 1.6 45 44

#4 1.2 × 106 20,450 1.8 38 92

#5
1 1.0 × 10

6 11,065 1.1
1.0

32
53 47

Lot #22 1.0 × 106 9,623 1.0 73

#6
1 1.1 × 10

6 8,315 0.8
0.7

105
103 61

2 1.0 × 106
7,144 0.7 100

#7
1 1.5 × 10

6 100,953 6.6
6.3

13
13 65

Lot #3

2 1.0 × 106 62,460 6.1 12

#8 1.1 × 10
6 15,710 1.5 64 128

#9 1.1 × 10
6 24,819 2.1 59 135

#10 1.2 × 106 11,484 1.0 79 142

서 교반하면서 일정시간동안 염소와 접촉시킨 다음 잔류염소를 측정하여 최종 농도로 하고 나머

지를 모두 취해 3% 티오황산나트륨용액을 첨가하여 염소를 중화시켰다.  50mL 원심분리관으로 

옮겨 수차례의 원심분리(900×g, 20분)를 통해 농축한 후 최종 농축액을 1.5mL 미세원심분리관으

로 옮겼다.  미세원심분리(12,000rpm, 4분)하여 바닥의 20μL만을 남긴 다음 세포성장용액을 넣어 

시료 1mL를 만들고 10 μL씩 2번 취해 hemacytometer 계수를 하여 초기 오시스트농도를 결정하

였다.  이어 1/5 희석을 단계적으로 실시하여 6개의 시료를 만들고 준비된 세포에 감염시켜 감염

성 오시스트수를 정량하였으며, 각 소독조건별로 모두 복수의 세포감염시험을 수행하였다.    

오존 소독실험 염소소독시험과 동일한 방법으로 수행하되, 오존은 오존발생장치(Ozonia CFS-1)

에서 발생된 오존을 정제수에 포화시킨 다음 희석하여 사용하였으며, 초기 오존농도가 약 1～6 

mg/L가 되도록 준비하였다.  실험은 5℃에서 수행되었으며, 오존 측정에는 Indigo Colorimetric 

Method (Standard Method 4500-O3 B.)을 사용하였다.  

3. 결과 및 고찰 

  HCT-8 세포에 감염시킨 크립토스포리디움 파븀이 탈낭 후 보이는 다양한 증식단계(sporozoites, 

trophozoites, type Ⅰ/Ⅱ, meronts, merozoites, macrogametocyte, micro -gametocyte)는 FITC로 표지된 

anti-sporozoite and merozoite antibody와 결합하여 형광DIC현미경 하에서 2～5㎛ 크기의 크고 작은 

초록색 형광점의 무리(cluster, 이하 클러스터)로 관찰되었다(Fig.1～2).  한 웰에서 3개 이상의 형

광점이 발견되면 DIC에 의한 확인을 거쳐 양성으로 판정되었다. 

  로트번호가 다른 오시스트 3종에 대해 다단계 1/5 희석에 의해 감염성 오시스트의 MPN값을 구

하고 이로부터 퍼센트 감염력 및 ID50을 측정한 결과는 <Table 1>과 같다.  In vitro excystation

에서 모두 95% 이상의 탈낭율을 보인 오시스트이었지만, 세포감염시 퍼센트감염력은 0.7～6.3%로 

결과되었는데, 이는 Slifko et al.(1999)의 0.97～73.80%과 크게 다르지 않았다.  50% 세포 감염에 

필요한 주입량(ID50)은 13～103이었는데, 세포감염법을 적용한 Slifko et al.(2002)의 5～50과 유사
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Fig.3 Epifluorescence and DIC photo 

-micrograph of a meront in HCT-8 cells 

Fig. 4 Chlorine inactivation (5℃, pH 7.0) of C.parvum oocysts assessed 

      by cell culture (CT values were calculated by final residual 

      chlorine concentration) 
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하고 마우스감염에서의 ID50 15～377 보다는 다소 작았

다.  이러한 결과는 세포배양법과 마우스감염법간에 강

한 상관성이 있으므로 세포배양법이 마우스감염법을 대

체하는 효과적인 감염성 측정법이라 연구결과(Slifko et 

al., 2002)와, 세포 배양 후 RT-PCR로 감염여부를 결정

하는 방법과 마우스 감염법을 비교한 결과 ID50이 각각 

27~106과 16~347로 크게 다르지 않았다는 연구결과와 

관련된다(Rochelle et al., 2002).   

  ID50은 사용된 오시스트의 로트번호나 일령(age)에 따

라 다소 차이를 보였으나, 경우에 따라 동일 조건의 2회 반복시험(#1, #2, #5)에서도 차이를 나타내 

희석(dilution), 분주(dispersion)과정에서도 편차가 발생될 수 있으므로, 반복시험 후 통계학적인 

해석이 필요할 것으로 판단되었다.  

  세포배양법을 염소 소독된 시료에 적용한 결과는 Fig. 3과 같다.  시험시 초기 염소농도는 1.1

4～1.21 mg/L로써 염소 소독을 하는 정수장에서 정수지 유출수의 통상적인 잔류염소농도인 약 

1mg/L에서의 크립토스포리디움 제거율을 측정하는데 적합하였으며 960～5,400분의 접촉시간 후 

최종 잔류염소농도는 0.67～0.84 mg/L로 접촉시간에 따라 염소감소량이 다소 달랐다.   

  시험 결과, 접촉시간 증가 즉 CT값 상승에 따라 크립토스포리디움의 ID50은 증가하고 퍼센트 

감염력은 감소하였다.  그러나 176～520 mg․min/L에서의 ID50은 오히려 1,138 mg․min/L의 ID50

보다 컸는데, 이는 스포로조이트 탈낭에 필요한 충분한 CT값이 확보되지 못해 탈낭이 충분히 일

어나지 못했기 때문이라 여겨진다.  176～520 mg․min/L를 제외할 경우, 소독처리하지 않은 시료

의 ID50 또는 퍼센트 감염력과 비교하여 계산된 로그제거율은 CT값과 상관성을 가졌다(r=0.8316, 

p=0.0046).  이 때 소독 전후의 감염성 오시스트량을 ID50으로 비교한 결과는 퍼센트 감염력로 비

교한 것과 거의 유사하였다.  

  잔류염소농도를 기준으로 계산할 때 수온 5℃, pH 7.0에서 크립토스포리디움 1로그 불활성화에

는 1,250 mg․min/L가 필요한 것으로 나타났다.  志村有通 등(2001)은  마우스감염법을 사용한 

연구에서 잔류염소 0.94 mg/L(수온 20℃, pH 7.0)일 때 크립토스포리디움 1로그 불활성화에 필요

한 CT값이 790 mg․min/L이

었다고 보고한 바 있다.  마우

스감염법에 의해 측정된 ID50

이 세포감염법보다 다소 크며, 

수온이 낮을수록 소독효과가 

감소되는 특성을 고려한다면 

두 연구결과는 비교 가능하다

고 여겨진다.  한편 志村有通 

등(2001)은 잔류염소농도 100 

mg/L에서 크립토스포리디움 1

로그 불활성화에 필요한 CT값

은 2,910 mg/L로, 염소농도가 

높을수록 소독효율이 저하됨을 

지적한 바 있다. 
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Fig. 5 Ozone inactivation (5℃, pH 7.0) of C.parvum oocysts assessed by 

      cell culture (CT values were calculated by final residual ozone 

      concentration) 
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  또한 세포배양법을 오존

소독된 시료에 적용한 결과

는 Fig. 4와 같다.  시험시 

초기오존농도는 0.91～6.00 

mg/L이었으나, 10～44분의 

접촉시간 경과 후 잔류오존

농도는 0.17～3.31 mg/L로 

감소량이 다양하였다. 

  시험 결과, 소독중 오존농

도 감소에 대한 고려하지 

않고 잔류오존농도에 기초

하여 CT값을 계산할 경우, 

CT값 상승에 따라 크립토

스포리디움의 ID50은 증가하

고 퍼센트 감염력은 감소하

였다.  즉 소독처리하지 않은 시료의 ID50과 비교하여 계산된 로그제거율은 CT값과 상관성을 가

졌으며(r=0.8550, p=0.0007), 퍼센트감염력으로 비교될 경우에도 로그제거율과 CT값은 관련성을 나

타내었지만(r=0.7756, p=0.0015), ID50에 비해서는 상관계수가 다소 낮았다.    

  잔류오존농도를 기준으로 계산할 때 수온 5℃, pH 7.0에서 크립토스포리디움 1로그 불활성화에

는 16 mg․min/L가 필요한 것으로 나타났다.  이러한 본 연구결과는 미국 EPA의 장기2단계강화

지표수처리법(Long Term 2 Enhanced Surface Water Treatment Rule)의 CT table에서 수온 5℃

일 때 크립토스포리디움 1로그 불활성화에 필요한 CT값 16 mg․min/L과 동일한 것이다.  또한 

in vitro excystation을 사용한 Rennecker et al(1999)는 1로그 불활성화에 18.4 mg․min/L (수온 

5℃)가, 마우스감염법을 사용한 Finch et al(1993)는 2로그 불활성화에 7 mg․min/L(수온 7℃)가 

필요하다는 연구보고도 있었다.   

  소독효율이나 소독제 성능을 평가하는데 있어 가장 민감한 지표는 감염성(infectivity)이다.  본 

연구에서는 세포배양법에 최적확수기법 결합시킴으로써 크립토스포리디움 오시스트의 감염성을 

정량할 수 있었으며, 그 민감도는 마우스감염법과 유사하거나 보다 민감한 것으로 추정되었다.  

그러나 사용된 오시스트 일령, 로트번호, 희석조작의 숙련도, 배양세포 계대번호 등이 감염성 측정

결과에 영향을 줄 수 있으므로 이에 대한 신중한 고려가 필요할 것으로 판단되었다.  이러한 측정

방법을 실험실차원의 염소 및 오존실험에 적용한 결과, CT값 증가에 따라 감염성 오시스트의 

ID50도 증가하였으며 두 소독제에서 모두 CT값과 로그제거율이 선형 관계를 가짐을 확인할 수 있

었다.  이러한 결과로부터 최적확수법과 결합된 세포배양법은 염소, 오존 등의 소독시험에 효과적

으로 적용될 수 있다고 판단되며 이러한 방법을 적용할 때 수온 5℃, pH 7.0 조건에서 PBS 중 감

염성 오시스트 1로그 불활성화에 필요한 CT값은 염소의 경우 1,250 mg․min/L, 오존의 경우 16 

mg․min/L 수준으로 나타났다.          
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