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            Abstract
          
        

        
          Hive debris is a kind of micro-environment of beehive including excreta, mucus, epidermis of bee and carcass. Hive debris might also include almost invaded pathogens and particle of hive parasite and injurious insect against honeybee Multi-Ultra-Rapid PCR (8MUR-PCR) against eight viral pathogens in honeybee, including black queen cell virus, deformed wing virus, sacbrood virus, korean sacbrood virus, acute bee paralysis virus, chronic bee paralysis virus, slow bee paralysis virus and israeli acute paralysis virus, were optimized for one PCR condition. Using several hive debris from Suwon province, 8MUR-PCR was applied and detection-results were analyzed. In many cases, viral pathogens were found more accurately from hive debris than from bee carcass itself, even both originated from same bee-population. Based on this results, hive debris might be better than pathogenic samples for the general survey of public hygiene in single population.
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      서 론
      봉변(Hive debris)은 벌통 바닥에서 발견되는 다양한 봉군의 부산물들이 한데 모인 벌통 내 작은 미소환경(micro-environment)이다. 봉변 내에는 꿀벌의 배설물 외에도 소비의 밀랍, 꿀, 꿀벌의 사체 등이 포함되어 있으며, 꿀벌 응애(Varroa detructor)와 작은벌집밑빠진벌레(Aethina tumida; SHB)와 같은 벌집 해충의 사체 또는 파편도 존재한다 (Cepero et al., 2014; Koeniger et al., 2002; Spiewok and Neumann 2006).

      환경 DNA(environmental DNA; eDNA)란 일반적으로 표적 생물체를 분리하지 않고 환경 시료로부터 추출한 DNA를 의미한다(Lodge et al., 2012). 수생 생태계 상에서 유기체 채집 없이 종을 탐지하는 방법으로 eDNA가 사용되어 왔으며(Goldberg et al., 2016), 조류(bird) 종 탐지 방법으로써 eDNA를 이용하여 자연 연못으로부터 5종의 조류 종을 eDNA를 통해 검출해낸 바 있으며, 동일하게 흑해의 침입성 저서 물고기인 둥근 망둥어(Neogobius melanostomus)를 eDNA를 통해 검출한 바 있다(Nevers et al., 2018; Ushio et al., 2018).

      봉변에서 미국부저병(american foulbrood; AFB)의 원인균인 Paenibacillus larvae를 검출하고, 이를 배양을 통해 봉변 속 존재 여부를 확인한 연구가 있었으며(Ryba et al., 2009; Eva and Ane, 2013), SHB 또한 봉변에서 그 존재 여부를 가릴 수 있는 시료로 사용되었다(Ward et al., 2007; Kim et al., 2017). 봉변은 흡착지(sticky paper)를 사용하는 꿀벌 응애의 검출법과 더불어 봉변은 꿀벌응애 존재여부를 가리는 시료로 제시되기도 하였다(Asha et al., 2015).

      한 봉군의 병원체 존재 여부를 판정하는데 있어서 검사 시료로써 어떤 것을 선택하는 것은 매우 중요한 사항이 될 것이다. 꿀벌이 사망하는 경우 병원체의 감염 및 동사, 자연사가 주된 원인으로 작용할 것이다. 이때, 어떤 사체를 선별하는가에 따라 병원체의 감염에 의한 사멸인지 그렇지 않은지에 대한 판단 기준이 달라질 수 있으므로 어떤 꿀벌 또는 유충을 검사시료로 선택하는데 따라 병원체 존재 여부의 결과는 큰 편차를 보일 수 있다.

      봉변은 벌통 내에 있는 거의 모든 사체의 최소 일부분을 담고 있을 뿐만 아니라 중장관에 서식하는 장내 병원체 또한 봉변에 섞여들어 갈 수 있어, 봉군 내의 생명체의 유전정보를 취합할 수 있는 통합 정보제공체로 기능할 수 있을 것이다. 선행 연구에서 봉변이 유전자 검출의 시료로써 유용함을 보여주었고, 또한 이를 재료로 SHB의 특이 DNA만을 선택적으로 증폭시키는 SHB 특이 초고속 PCR 검출법을 제시한 바 있다(Kim et al., 2017).

      따라서, 본 연구에서는 환경에서 분해되기 쉬운 RNA virus를 표적으로 검출 가능성을 확인하고자 하였으며, 총 8개의 RNA virus (Black Queen Cell Virus; BQCV, Deformed Wing Virus; DWV, Sacbrood Virus; SBV, korean Sacbrood Virus; kSBV, Acute Bee Paralysis Virus; ABPV, Chronic Bee Paralysis Virus; CBPV, Slow Bee Paralysis Virus; SBPV and Israeli Acute Paralysis Virus; IAPV)에 대해 벌의 개별 사체로부터 추출한 핵산과 봉변으로부터 추출한 핵산으로부터 검출 양상을 확인하며, 봉변이 봉군의 병원체 검출 양상을 대변할 수 있는 시료로써의 가능성을 확인하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        폐사 벌통으로부터의 봉변 수집
        봉변 및 벌 사체 시료는 2018년 2월, 3월, 5월 3번에 걸쳐 경기도 용인시 양봉장 한 곳, 경기도 수원시 광교양봉장 한 곳에서 원인 미상으로 폐사된 총 6통에서 각기 수집되었다. 봉변 및 벌 사체는 각기 50ml conical tube를 이용하여 별도 수집하였으며, 각 시료는 수집즉시 -20°C 냉동 보관하였다.

      

      
        꿀벌 병원체 검출을 위한 primer의 설계
        총 8종의 각기 다른 RNA virus의 병원체의 특이 유전자 증폭을 위하여 병원체 검출 특이 primer를 새로이 설계 또는 선행논문을 검증하여 확보하였다(Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Information of specific-primer set for each viral pathogen and bee
          
          

        

        
          
            
              	Target
              	Name of primer
              	Sequence of detection primers
              	Detection gene
              	Reference
            

          
          
            	BQCV 
            	BQCV-RT-F 
            	CTGGGCGAACATCTACCTTTCC 
            	Capsid protein 
            	Unpublished
          

          
            	BQCV-RT-R 
            	GCAATGGGTAAGAGAGGCTTCG
          

          
            	DWV 
            	DWV-DC-F1 
            	ACTATAAGAATTTTGGTCCTGGGT 
            	RdRp 
            	
              
                Wang et al., 2016
              
            
          

          
            	DWV-DC-R1 
            	ATGTCCGTTATCGGAGAACCTGA
          

          
            	SBV 
            	SB-DC-F1 
            	AGTGGGGATGAAATTACTAG 
            	C3G 
            	
              
                Wang et al., 2016
              
            
          

          
            	SB-DC-R1 
            	CGCACATAATGCCTCGGTAATA
          

          
            	kSBV 
            	kSBV-RPA-F 
            	CTTACGCTAAGTGCGCGCCCAATACTATAC 
            	VP1 
            	
              
                Min et al., 2016
              
            
          

          
            	kSBV-URRT-R-G 
            	AGCACGATGATATCTAAAGG 
            	Unpublished
          

          
            	IAPV 
            	IAPV-F2 
            	CCATGGTCTCTTATGGAGATGA 
            	RdRp 
            	Unpublished
          

          
            	IAPV-R2 
            	CCCAAACCTTCCGTTGTTC
          

          
            	CBPV 
            	CBPV-DC-F1 
            	CCGACACATACTTCACTCTCTCAT 
            	RdRp 
            	
              
                Wang et al., 2016
              
            
          

          
            	CBPV-DC-R1 
            	GTACTTGCGGCGAGGTTCTG
          

          
            	SBPV 
            	SBPV-F
            	CGCAGGGTGATCATGCTAATG 
            	C3G 
            	
              
                Min et al., 2017
              
            
          

          
            	SBPV-C3G-R 
            	ACAGCAAACACCCGGACTAA
          

          
            	ABPV 
            	AB-DC-n-F1 
            	CATTATGGAAAAATTTGCTGACC 
            	RdRp 
            	Unpublished
          

          
            	AB-DC-n-R1 
            	CCACAAATGTGTGTTGAGTTA
          

          
            	
              A. mellifera
            
            	Am-COI F 
            	TAGGATCACCTGATATAGC 
            	mtDNA COI 
            	Unpublished
          

          
            	Am-COI R 
            	ATCAACATCTAATCCGACTG
          

        

        

        특이 PCR증폭을 위한 primer의 염기서열은 NCBI(National Center for Biotechnology Information)에 기재된 해당 병원체의 염기서열 정보를 통하여 각 병원체에 대해 특이적인 검출이 가능하게끔 설계하였다. 각각의 primer들은 본 연구에 사용된 하나의 Rapi:chip™(Genesystem Co., Korea)에서 8개의 PCR이 독립적으로 그리고 동시에 수행되도록 PCR 온도 조건을 상호 조정하며 설계하였다.

        봉변이 꿀벌의 병원체를 대변한다는 것은 꿀벌(Apis mellifera)의 유전자 또한 봉변에 포함되어 있다는 것을 의미하게 된다. 병원체 감염 및 비 감염 봉군에서 eDNA의 추출이 원활하게 진행되었음을 확인하고자 대조군으로써 증폭반응을 동시에 실시하였다. A. mellifera의 mitochondria DNA (mtDNA) 상에 존재하는 Cytochrome Oxidase Subunit Ⅰ (COI) 유전자를 표적으로 특이 primer를 추가 설계하였다.

      

      
        8종 바이러스성 병원체 동시 검출을 위한 PCR 조건의 최적화
        봉변으로부터 8종 바이러스성 병원체의 동시 검출을 실시하고자 각각의 병원체 특이 primer의 최적 annealing 온도를 재 측정하였다. PCR 증폭 시간의 단축을 위해서는 열의 상승 하강하는 시간인 ramping time을 줄이는 것이 가장 중요한 관점이 될 것이다. 때문에 초고속 PCR에서 혼성온도는 보다 높은 온도에서 진행함으로써 증폭에 걸리는 시간을 최소화하기에 보다 효율적이며, 높은 온도의 최적 혼성온도는 초고속 PCR에 더욱 유리할 것으로 판단하였다.

        8종의 PCR은 각기 온도구배 PCR을 통하여 혼성온도 55±10°C의 범위에서 최적 온도를 선별하였으며, 이 PCR에서 각 병원체의 특이 염기서열을 탑재한 1ng 재조합 DNA(약 108분자)를 주형으로 사용하였다. 각 병원체에 대한 특이 primer쌍은 모두 최종농도 0.5μM로 조정하였으며, 10μl의 2X greenstar qPCR master mix (Bioneer Co., Korea)를 이용하여, 최종 20μl PCR 반응액으로 조성하여 수행하였다.

        온도구배 PCR은 Exicycler™ quantitative thermal block (Bioneer Co.)를 사용하였으며, 초기변성 95°C, 5분, 변성 95°C, 30초, 혼성 55°C±10°C, 30초, 신장 72°C, 30초 조건하에서 30회전 PCR 증폭을 수행하였다.

      

      
        현장 적용을 위한 초고속 핵산 추출법
        현장에서 병원체의 특이 유전자 존재를 빠르게 검출하기 위하여 PCR 증폭 시간의 단축과 함께 현장에서 짧은 시간 내에 핵산을 추출하는 것은 매우 중요할 것이다.

        본 연구에서는 봉변으로부터 핵산을 추출하기 위한 최적화된 방법을 찾고자 다음의 세가지 방법에 의한 핵산 추출을 수행하였다. 먼저 봉변 100mg을 소형 지퍼백(70×115mm)에 넣고 1ml 3차 증류수를 넣은 후 손으로 비벼 곱게 분쇄한 진탕용액을 각 100μl씩 3개의 200μl 튜브에 분주하였으며, 다음 세 가지 방법을 이용한 핵산 추출법을 수행하였다. 즉, 1) 액체질소(Liquid Nitrogen; LN2)를 이용하여 1분간 급속 냉각을 진행하고, 이후 1분 상온 해동을 하는 급속냉각법과, 2) 100°C, 1분간 정치 후 1분 냉각를 통한 고온정치법을 수행하였으며, 양 시료들은 각기 13,000rpm, 1min 원심분리하여 상등액만을 새로운 원심분리관에 옮기었다. 또한, 3) iNtRON Biotechnology사의 Viral DNA/RNA extraction kit를 사용하였으며, 핵산의 각 추출양을 비교하기 위하여, 상기의 과정에서 동일한 100μl의 진탕용액을 사용하여 DNA/RNA를 순수분리 하였다. 이때 최종 47μl의 핵산이 포함된 용액을 얻었으며, 53μl D.W.를 첨가하여 총량을 100μl로 각각 맞추었다. 이후 증폭양상 비교를 통해 각 방법에 따른 핵산의 추출양상을 비교 평가하였다.

      

      
        봉변에서의 Apis mellifera mtDNA COI 유전자의 검출
        봉변에서 추출된 핵산으로부터 A. mellifera의 mtDNA COI 유전자 증폭의 가능함은 봉변의 구성물이 봉군으로부터 유래되었음을 의미하며, 봉변으로부터 핵산의 추출이 이루어졌음을 의미한다. mtDNA는 환형의 DNA이며, 하나의 세포에 다량의 mitochondria를 가지고 있기에 봉변으로부터 검출하는eDNA의 관점에서 유리한 것으로 판단되었다.

        증폭 반응은 GENECHECHKER™ (Genesystem Co. Ltd., Korea) 기기를 이용하여 초고속 PCR 환경에 맞추었으며, 표준 검체로써 108 분자의 재조합 DNA를 사용하여 비교분석하였으며, 1μM 최종농도의 primer 쌍, 5μl 2X Rapi master mix (Genesystem Co. Ltd.)를 이용하여 최종 10μl PCR 반응액으로 조성하여 수행하였다.

        초고속 PCR 조건은 초기변성 95°C, 15초, 변성 95°C, 1초, 혼성 55°C, 3초, 신장 72°C, 3초 조건하에서 50회전 PCR 증폭을 수행하였다.

      

      
        봉변 및 꿀벌 시료로부터 주요 8종 virus성 병원체의 검출
        병원체에 의한 사멸이 의심된 봉군으로부터 봉변 및 꿀벌 성체로부터 핵산을 추출하였으며, 대조군으로써 각 병원체의 특이 유전자를 형질전환하여 획득 또는 확보한 각 병원체의 재조합 plasmid DNA(108분자)를 주형으로 초고속 PCR을 수행하였다. 각 시료의 PCR 증폭 양상은 초고속 정량 PCR을 통한 증폭 곡선 및 융점 곡선을 통하여 특이적, 비 특이적 증폭을 확인하였으며, 추가된 전기영동을 통하여 특이 유전자의 증폭 여부를 확인하였다. 1μM 최종농도의 8종 virus성 병원체에 대한 primer 쌍, 5μl 2X RT Rapi master mix (Genesystem Co., Korea)를 이용하여 최종 10μl PCR 반응액으로 조성하여 수행하였다.

        초고속 RT-PCR (reverse transcription PCR) 조건은 역전사 반응 50°C, 1분, 초기변성 95°C, 15초, 변성 95°C, 1초, 혼성 55°C, 3초, 신장 72°C, 3초 조건하에서 50회전 PCR 증폭을 수행하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        8종 바이러스성 병원체의 동시 검출을 위한 PCR 조건의 최적화
        8종의 PCR 반응을 독립적으로 또한 동시에 진행하기 위한 초고속 PCR의 최적 혼성 온도를 측정하였다. 각 병원체 검출에 대한 PCR의 혼성 온도는 45°C에서 65°C의 온도구배 PCR로 진행하였으며, 실시간 PCR의 결과와 함께 전기영동상의 PCR 증폭산물의 생성 여부에 따라 각 PCR이 증폭 가능한 혼성온도의 범위를 구획하였다.

        BQCV 특이 유전자 표적 primer의 경우 45°C부터 62°C까지 증폭 양상을 보였으며, DWV, kSBV, IAPV, CBPV는 45°C에서 65°C, SBV의 경우 45°C에서 60°C, ABPV는 47°C에서 65°C, SBPV는 45°C에서 57°C까지 증폭양상을 보였으며, 각각 49°C (BQCV), 59°C(DWV), 50°C (SBV), 54°C (kSBV), 54°C (IAPV), 56°C(CBPV), 53°C (ABPV), 51°C (SBPV)에서 가장 높은 증폭양상을 보였다(Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Optimal annealing temperature of qPCR against 8 viral pathogens of Apis mellifera. Gradient PCR was performed from 45°C to 65°C, for each viral pathogens. The highest efficiencies were shown in 49°C (BQCV), 59°C (DWV), 50°C (SBV), 54°C (kSBV), 54°C (IAPV), 56°C (CBPV), 53°C (ABPV), 51°C (SBPV). Considering the stability of 8 different PCRs, the optimum annealing temperature was finally determined at 55°C for all 8 PCRs. 
          
          

          

        

        온도 구배 PCR에서 혼성온도의 증가 혹은 감소함에 따라 높은 온도와 낮은 온도에서는 불안정한 증폭 또는 증폭되지 않는 양상을 보였으며(Fig. S1), primer의 염기서열, 결합 능력에 따라 가장 증폭이 일어나는 혼성 온도가 다르게 확인되었다.

        8종의 바이러스성 병원체의 특이 유전자의 증폭양상의 경우 증폭 가능한 온도범위가 SBPV에서 가장 낮은 온도인 57°C를 보였다.

        57°C의 온도에서도 모든 virus성 병원체의 특이 유전자가 증폭 가능하나, 온도범위의 양 끝의 경우 primer의 결합 및 증폭 효율에 악영향을 미치기에 보다 낮은 온도에서 증폭에 불리함을 보이지 않는 55°C의 혼성 온도를 최적 혼성 온도로 최종 결정하였다.

      

      
        현장 적용을 위한 초고속 핵산 추출법
        추출된 핵산의 양을 확인하고자 IAPV의 특이 유전자 및 특이 primer를 이용하여 정량 그래프를 작성하였으며, 각 반응의 조건에 맞춰 그래프를 조정하여, 각 검출법에 따른 초기 분자량을 역산하여 계산하였다(자료 미제시).

        Viral DNA/RNA extraction kit를 이용하여 핵산을 추출하고 IAPV 유전자의 증폭양상을 확인한 경우 100배 희석한 주형의 경우 1.59×108 분자의 핵산이 존재하는 것으로 계산되었다. 100°C 정치를 통한 고온정치법의 경우 100배 희석 주형에서 1.42×107 분자의 핵산이 존재하는 것으로 계산되었고, LN2를 이용한 급속냉각법의 결과로 100배 희석 주형에서 4.22×107 분자의 초기 핵산이 존재하는 것으로 계산되었다(Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Comparison among three extraction methods of nucleic acid from hive debris. Nucleic acids were extracted by three extraction methods. Quantity of IAPV template using Viral DNA/RNA extraction kit was estimated 10 times more than quantities by other two extraction methods (boiling and freezing). 
          
          

          

        

        동일한 희석 주형 하에서 비교하였을 때, 100배의 희석 주형의 경우 Viral DNA/RNA extraction kit를 통하여 핵산을 추출했을 때보다, 고온정치법이 11.20배, 급속 냉동법이 3.77배 낮은 분자 수의 핵산이 추출되는 것으로 확인되었으며, 급속 냉동법 및 고온 정치법을 이용하는 핵산 추출법이 추출되는 양에서 불리한 면을 보이는 것으로 확인되었다. 그러나 시간적인 측면에서 고온정치법의 경우 단순 100°C, 1분 정치이기에 끓이는 시간을 제외한 용액을 식히는 데 1분, 총 2분의 핵산추출 시간이 필요하였으며, 급속 냉동법은 LN2를 이용한 급속 냉각 및 해동에 각 1분씩 총 2분의 시간이 소요되었다. 반면, kit의 경우 전처리 과정을 제외하고 40분이라는 비교적 긴 시간을 필요로 하였다.

        꿀벌 병원체의 핵산의 개수가 102 분자 이하의 적은 양이 존재한다는 것은 봉군 내 병원체의 감염이 만연한 상황이 아닌 병원체 유입의 초기 단계로 보이며, 병원체의 감염 여부를 판단하고자 할 때, kit를 이용한 핵산 추출에 비해 급속 냉동법을 통한 핵산 추출방법이 현장성 및 신속성 측면에서 적용에 가장 유용한 방법으로 판단되었다.

      

      
        봉변에서의 꿀벌 유전자의 검출
        봉변에서 검출되는 유전자가 봉군으로부터 유래되었음을 확인하고자 꿀벌의 유전자가 봉변에서 검출되는 지를 확인하고자 꿀벌의 mtDNA의 COI 유전자의 증폭을 실시하였다. 동일 봉변시료에서 핵산을 추출하고, 초고속 PCR로 증폭하였으며, 수원시 및 용인시로부터 확보한 봉변의 시료 모두에서 증폭양상을 보임을 확인하였으며, PCR 증폭산물의 융점분석을 통하여 대조군으로 증폭한 108 분자의 COI 재조합 DNA의 증폭과 비교하였을 때, 양성 Tm값의 오차범위(±0.5°C)에 포함되어 있으며, 동일한 증폭산물이 형성되었음을 확인하였다(Fig. 3). 이는 추가 전기영동을 통해서 특이적 밴드의 증폭을 확인하였다(자료 미제시).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Amplification of COI genes for Apis mellifera using ultra rapid qPCR from hive debris in Suwon and Yongin. COI genes of A. mellifera from hive debris were amplified using ultra rapid PCR. A. mellifera COI recombinant DNA of 108 molecules was amplified together to confirm amplification pattern. Amplification reactions were observed in both Suwon and Yongin samples, it was confirmed that specific amplification occurred by melting point analysis. 
          
          

          

        

        mtDNA는 한 세포 내 다수가 존재하며, 환형의 유전체를 갖고 있기에 보존성에서 유리한 것으로 사료되며, 100mg의 소량의 봉변에 꿀벌의 사체 일부만 섞어있어도 능히 검출 가능함을 보여주고 있다.

      

      
        봉변 및 꿀벌사체에서 증폭된 8종 Virus성 병원체 특이 유전자의 검출 양상
        경기도 용인시와 수원시의 봉변 시료 및 꿀벌의 사체 시료로부터 바이러스성 병원체의 존재 유무를 확인하고자 각 바이러스성 병원체 특이 primer를 이용하여 8종 다중 초고속 PCR 증폭을 실시하였다.

        경기도 용인시의 봉변 및 꿀벌 사체로부터 유전자를 추출하여 병원체 유전자를 증폭한 결과 DWV와 SBV, IAPV의 특이 유전자가 특이 증폭됨을 확인하였다.

        각 증폭 양상에서 꿀벌 사체 시료와 봉변 양쪽에서 모두 특이 PCR산물의 증폭반응을 확인하였으며, 또한 전기영동 상에서도 각 특이 PCR 산물인 223bp(DWV), 214bp (IAPV)를 확인할 수 있었다.

        이들은 초고속 PCR에서 대조군으로 사용한 각 특이 유전자의 재조합 DNA 주형 108 분자의 증폭 양상과 비교하였으며, 모든 봉변 시료에 DWV와 IAPV 초기 주형이 꿀벌 사체의 그것보다 더 많은 것으로 측정되었다. 즉 DWV의 각 Ct값은 35.09cycles(봉변) 그리고 47.19cycles(꿀벌사체)로 계산되었으며, IAPV의 각 Ct값은 26.18cycles(봉변) 그리고 35.22cycles(꿀벌사체)로 계산되었다. 이 양적 차이는 전기영동상에서 산물의 강약으로도 볼 수 있었다(Fig. 4; Fig. 5).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Specific amplification of ultra rapid PCR against Deformed Wing Virus from bee carcass and hive debris in Yongin. Specific gene of Deformed Wing Virus was amplified by ultra-rapid PCR. Panel A. Amplification curve and melting analysis of ultra rapid PCR showed positive reaction in all 3 different templates. Panel B. Specific amplicon of DWV on electrophoresis. 
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Specific amplification of ultra rapid PCR against Israeli Acute bee Paralysis Virus from bee carcass and hive debris in Yongin. Specific gene of Israeli Acute bee Paralysis Virus was amplified by ultra-rapid PCR. Panel A. Amplification curve and melting analysis of ultra rapid PCR showed positive reaction in all 3 different templates. Panel B. Specific amplicon of IAPV on electrophoresis. 
          
          

          

        

        SBPV의 특이 유전자 증폭에서 초고속 PCR 상에서는 재조합 DNA를 반응한 대조군과 벌 사체, 봉변의 유전자 모두에서 증폭반응이 일어난 것으로 모니터링 상에서 확인되었으나, 융점분석을 실시하였을 때, 꿀벌 사체의 경우 그 Tm (melting temperature)값이 재조합 DNA를 증폭한 Tm값과 4.21°C 차이를 보이며(positive: 81.39°C, bee carcass: 77.18°C), 이는 특이 유전자의 증폭이 아닌 비 특이적인 증폭이 일어난 것으로 확인되었다. 이는 전기영동 상에서도 100bp 마커보다 아래서 증폭양상이 확인되었으며, SBPV의 특이 유전자가 존재하지 않는 것으로 확인되었다.

        하지만, 봉변 시료의 경우 Tm값의 차이에서 1.05°C의 차이를 보이고 있으며(positive: 81.39°C, hive debris: 79.44°C), 이는 순수 Virus의 RNA 핵산만을 추출한 것이 아닌 봉변에 포함된 A. mellifera의 유전자 및 박테리아성, 진균성 병원체의 유전자 또한 존재 가능하며, 나아가 꿀벌 해충인 꿀벌 응애의 유전자가 모두 포함될 수 있을 것이다. 이에 mismatch 되는 유전자가 비특이적으로 증폭 된 것으로 보이며, 전기영동 상에서도 특이적 밴드(224bp) 및 비 특이적 밴드가 확인되었다(Fig. 6).

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Specific amplification of ultra rapid PCR against Slow Bee Paralysis Virus from bee carcass and hive debris in Yongin. SBPV-like amplicon was amplified by ultra-rapid PCR. Panel A. Amplification curves from 3 different templates showed differences of Cts. In melting analysis 3 amplicons were measured at different Tms. Panel B. Specific amplicons of SBPV on electrophoresis.  SBPV-specific 224-bp long amplicon was not recognized in lane of Bee carcass. 
          
          

          

        

        이러한 증폭의 불안정성은 nested PCR 및 3군데의 다른 특이적 유전자 부위를 증폭하는 3 point multiplex PCR 등에 의해 2차 판별이 필요한 경우로 판단된다.

        허나 일차적으로 전기영동 상에서 예상 증폭 크기인 224bp에서 밴드를 형성함을 확인할 수 있었으며, 이는 꿀벌 사체에서는 SBPV 특이 유전자의 부재로 인하여 증폭 반응을 확인 할 수 없었던 반면, 봉변의 시료에서는 SBPV의 특이 유전자가 증폭되었으며, 이는 봉변이 병원체 검출 시료로써 꿀벌 사체보다 유용할 수 있음을 내포하는 결과로 보여진다.

        BQCV, CBPV, ABPV의 경우 봉변 및 꿀벌 사체에서 특이 유전자 검출 양상이 확인되지 않았으며, 전기영동 상에서도 동일한 결과로 확인되었다(Fig. 7).

        
          
          

          Fig. 7. 
				
          

          
            Specific amplification of ultra rapid PCR against Black Queen Cell Virus from bee carcass and hive debris in Yongin. BQCV-like amplicon was amplified by ultra-rapid PCR. Panel A. Amplification curves from 3 different templates showed differences of Cts. In melting analysis 3 amplicons were measured at different Tms. Panel B. BQCV-like amplicons on electrophoresis.  BQCV-specific 159-bp long amplicon was not recognized in lane of Bee carcass or hive debris. 
          
          

          

        

        경기도 용인시 및 수원시의 꿀벌 사체, 봉변 시료는 반복실험에 의하여 병원체 검출을 실시하였다. 전체 반응 횟수 중 바이러스성 병원체 검출에서 양성 반응을 보인 횟수를 기재하였으며, 양성 검출 횟수를 총 반응 횟수로 나누어 백분율(%)로 표기하였다.

        용인시의 시료의 경우 BQCV, CBPV, ABPV의 특이 유전자의 증폭에서 벌 사체와 봉변시료 모두 양성 검출이 이루어지지 않았으며, kSBV의 경우 특이적으로 4마리의 벌 사체 중 1마리의 벌 사체에서만 검출이 확인되었다. 허나 DWV, SBV, IAPV, SBPV의 특이 유전자의 증폭에서 사체 벌의 경우 선택되는 벌 시료에 따라 바이러스의 감염 정도가 다르며, 비 감염 시료가 존재하는 것으로 확인되었으나, 봉변 시료의 경우 서로 다른 위치에서 증폭하였음에도 불구하고 모두 양성반응으로 나타남이 확인되었다(Table 2).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Total result of amplification against 8 viral pathogens using ultra rapid PCR from bee carcass and hive debris samples in Yongin samples
          
          

        

        
          
            
              	Collected area
              	Type of viral
pathogens
              	Type of
samples
              	Number of total
samples
              	Number of positive
samples
              	Percentage (%)
            

          
          
            	Yongin city  
            	BQCV 
            	Bee carcass
            	4
            	0
            	0
          

          
            	Hive debris
            	4
            	0
            	0
          

          
            	DWV 
            	Bee carcass
            	4
            	2
            	50
          

          
            	Hive debris
            	4
            	4
            	100
          

          
            	SBV 
            	Bee carcass
            	4
            	4
            	100
          

          
            	Hive debris
            	4
            	2
            	50
          

          
            	kSBV 
            	Bee carcass
            	4
            	1
            	25
          

          
            	Hive debris
            	4
            	2
            	50
          

          
            	IAPV 
            	Bee carcass
            	4
            	2
            	50
          

          
            	Hive debris
            	4
            	4
            	100
          

          
            	CBPV 
            	Bee carcass
            	4
            	0
            	0
          

          
            	Hive debris
            	4
            	0
            	0
          

          
            	ABPV 
            	Bee carcass
            	4
            	0
            	0
          

          
            	Hive debris
            	4
            	0
            	0
          

          
            	SBPV 
            	Bee carcass
            	4
            	1
            	25
          

          
            	Hive debris
            	4
            	3
            	75
          

        

        

        수원시 시료의 경우 BQCV, CBPV의 특이 유전자는 사체 벌 및 봉변 시료 모두에서 검출되지 않았으며, SBV, kSBV, ABPV의 특이 유전자의 경우 사체 벌 일부에서만 검출이 되었으며, 봉변 시료에서는 검출되지 아니하였다. 허나 DWV, IAPV의 경우 봉변 시료에서는 모든 반응에서 양성 검출로 확인되었으나, 사체 벌의 경우 선택된 서로 다른 벌 중 절반 이하의 사체 벌 시료에서만 검출된 것으로 확인되었다. 또한 SBPV의 경우 두 시료 모두에서 병원체의 특이 유전자 검출이 이루어졌으나 일부 시료에서만 검출된 것으로 확인되었다(Table 3).

        
          Table 3. 
				
          

          
            Total result of amplification against 8 viral pathogens using ultra rapid PCR from bee carcass and hive debris samples in Suwon
          
          

        

        
          
            
              	Collected area
              	Type of viral
pathogens
              	Type of
samples
              	Number of total
samples
              	Number of positive
samples
              	Percentage (%)
            

          
          
            	Suwon city 
            	BQCV 
            	Bee carcass
            	7
            	0
            	0
          

          
            	Hive debris
            	3
            	0
            	0
          

          
            	DWV 
            	Bee carcass
            	7
            	5
            	71.4
          

          
            	Hive debris
            	3
            	3
            	100
          

          
            	SBV 
            	Bee carcass
            	7
            	2
            	28.6
          

          
            	Hive debris
            	3
            	0
            	0
          

          
            	kSBV 
            	Bee carcass
            	7
            	3
            	25
          

          
            	Hive debris
            	3
            	0
            	0
          

          
            	IAPV 
            	Bee carcass
            	7
            	6
            	85.7
          

          
            	Hive debris
            	3
            	3
            	100
          

          
            	CBPV 
            	Bee carcass
            	7
            	0
            	0
          

          
            	Hive debris
            	3
            	0
            	0
          

          
            	ABPV 
            	Bee carcass
            	7
            	1
            	14.3
          

          
            	Hive debris
            	3
            	0
            	0
          

          
            	SBPV 
            	Bee carcass
            	7
            	3
            	42.9
          

          
            	Hive debris
            	3
            	1
            	33.3
          

        

        

        꿀벌의 병원체 검출 및 진단에서 감염된 유전자의 특이적인 증폭은 결과에 신뢰성을 부여할 것이다. 그러나 사체 꿀벌의 경우 선택되는 꿀벌에 따라서 병원체의 존재 여부가 서로 다르며, 병원체에 의해 사멸한 봉군이 아닌 일반적인 봉군에 대한 병원체의 검사에서 이러한 결과는 커다란 검사결과의 편차를 보일 수 있으며, 병원체의 진단의 신뢰성을 떨어뜨리는 결과로 이어질 수 있다.

        물론, 감염이 분명한 폐사 벌통에서 감염된 사체를 이용하여 병원체 검출 및 감염여부를 진단하는 것은 바이러스성 병원체를 포함한 꿀벌 병원체의 양적인 면에서 더욱 유리한 시료일 것이다. 허나 병원체 감염이 만연하지 않은 상황에서 살아있는 성체벌및유충을 선택한다는 것은 자칫 건강한 벌 및 유충으로부터 병원체의 유무를 판단하고자 하는 무의미함이 있을 수 있다. 이에 봉변에서의 병원체 유전자의 검출은 봉군의 여러 환경을 모두 아우를 수 있는 하나의 공통분모가 될 것이며, 감염된 성체벌 및 유충의 선별 없이 봉군의 병원체 감염 현상을 간편하게 모니터링 할 수 있는 방법이 될 것이다.

        본 연구는 이러한 단점을 보완하고자 벌통 내에서 병원체의 감염양상을 대변할 수 있는 시료로써 봉변의 사용 가능성을 제시하고자 하였다. 병원체 감염여부 판별을 위해 선택된 벌 시료의 불확실한 병원체 특이 유전자 증폭의 위험성을 제시하며, 벌통 내부에서 공통분모로써 병원체 감염 양상을 대변할 수 있는 시료로써, 봉변을 새로이 제안하며, 벌통 내에서 병원체 감염을 포함한 하나의 미소환경으로써 우리에게 중요한 정보를 제공해 줄 수 있음을 기대한다.

        봉변이 우리에게 주는 정보는 병원체의 존재 여부를 넘어서 꿀벌 응애와 벌집꼬마밑빠진벌레, 현재 국내 보고사례는 없으나 꿀벌 기생해충으로 알려진 기문 응애 등의 존재 여부를 분자적으로 확인할 수 있는 시료로써 이용 가능할 것이며, 육안으로 측정이 불가능한 봉군 내 꿀벌 응애의 개체 수 측정 또한 봉변을 통한 분자적 계수가 가능할 수 있음을 강조하고자 한다.

        봉변의 미소환경적 시료로써 사용가능함을 확인하고 정확한 병원체 환경을 대변하기 위하여 봉변 시료를 이용한 병원체의 검출법 개발, 개선하는 것은 우리의 다음 목표가 될 것이며, 이를 통하여 봉군 내 다양한 변화 양상을 보다 쉽게 모니터링이 가능하게 될 것이다.

        본 연구에서 제안된 봉군 내 병원체 감염 환경을 대변하는 시료로써의 봉변의 사용은 병원체 감염 확인을 위해 선택되는 시료에 따른 불분명한 증폭 양상을 포함할 수 있음을 보여주고 있으며, 병원체 검출의 신뢰성을 더욱 증대시킬 수 있는 시료라 할 것이다. 본 연구에서 제안하는 병원체 검출 시료로써 봉변의 사용이 병원체 검출 및 제어에 널리 사용되길 기대하는 바이다.
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