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초 록

제주지역 웅돈정액의 특성과

바이러스감염 양상

지도교수 :김 재 훈

박 용 상

제주대학교 대학원 수의학과

정액검사는 사출정액으로부터 수정능력을 평가하는데 중요한 방법이며 이때

검사되는 정액 내 정자의 수,형태,운동성은 수정과정에서 중요한 지표로 사용

된다.세균 또는 바이러스에 감염된 정액은 정자 운동성 및 질에 영향을 줄 수

있기 때문에 수정 전 정액검사는 반드시 필요하다.정액을 통해 전파될 수 있는

바이러스로는 돼지 생식기 호흡기 증후군 바이러스(PRRSV),돼지파보바이러스

(PPV),돼지 써코바이러스 2형(PCV-2)이 있으며 이는 인공수정 시 우선적으로

모니터링 되어야 한다.따라서 본 연구에서는 제주지역 웅돈 정액의 특성 및 정

액 내 바이러스의 감염양상을 살펴보고 그 상관관계를 알아보고자 하였다.제주

지역 13농가, 42두의 웅돈 정액을 공급받아 5일간 저온보관하며 CASA

(Computer-AssistedSemenAnalysis)를 이용하여 정액의 운동성과 형태학적인

조사를 수행하였다.모든 정액 시료의 PRRSV,PPV,PCV-2의 감염여부는 PCR

기법으로 확인하였다.제주지역 웅돈 정액의 채취 당일 운동성은 68.4±9.1%,

VAP 48.6±7.1㎛/s,VSL45.3±7.0㎛/s,VCL79.1±8.7㎛/s,ALH 1.3±0.2㎛/s,

BCF8.3±0.4Hz,STR93.6±3.5%,LIN 57.9±6.4%로 나타났다.형태학적인 조사
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결과 정상 정자는 80.3%로 나타났으며,정자의 부위별 기형은 두부,중편,미부기

형이 각각 0.3±0.7%,14.4±12.5%,4.9±6.6%로 나타났다.PCR을 이용한 바이러스

검사 결과,PRRS와 PCV-2는 모든 개체에서 음성이었고,PPV는 42두 중 20두

(48%)에서 양성을 나타내었다.PPV 음성군과 양성군에서 정자의 운동성은 큰

차이가 없었으나 형태학적으로 PPV 양성군에서 꼬리탈락과 꼬리감김이 유의성

있게 증가하는 경향을 나타내었다.제주지역 웅돈 정액의 특성과 바이러스 감염

양상을 살펴 본 결과 정액 내 정자의 운동성은 수정에 적합한 활력을 보였다.그

러나 PPV가 48%로 높은 양성율을 나타내어 정액을 통한 질병 전파 가능성이

있으므로,제주도내 돼지 웅돈 정액에 대한 지속적인 질병모니터링이 이루어져야

할 것으로 사료된다.
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Ⅰ.서론

동물 정자의 크기나 모양은 동물의 종류에 따라서 다르지만 기본적인 형태학

적 구조는 유사하다.형태학적으로 동물의 정자는 크게 두부(head),경부(neck)를

포함한 중편(midpiece)및 미부(tail)로 구분되고 있다.정원세포에서 발육된 정

자세포는 다량의 사립체(mitochondria)를 함유하는 세포질에 의해 둘러싸인 구형

의 핵을 가지며,세포질 내에 골지체(Golgibody)가 바로 형성된다.정자 완성단계

에서는 첨단체(acrosome)와 두관(headcap)은 골지체에서 유래하며,꼬리는 중심

체,중편부는 사립체에서 각각 만들어 진다.정자가 정소 내에 있을 때에는 세포

질 소적(cytoplasmicdroplet)이라고 하는 불필요한 세포질이나 골지 물질이 정자

의 경부에 위치하고 있으나,정자 완성 말기 즉 정자가 정소상체를 통과할 때 없

어지게 된다.이러한 세포질 소적은 정자의 두부에서 멀리 떨어져 있을수록 수정

율이 높아진다고 보고되고 있으며,성숙한 정자에 남아있는 세포질 소적은 정자

의 꼬리를 휘게 하는 기형을 유발 할 수도 있다 [8].형태학적으로 정자의 기형

은 두부의 경우 쌍두,대두,소두,조롱박형 등으로,중편의 경우 꼬임,접힘,원

위와 근위의 세포질 소적,미부는 접힘,꼬임,쌍미 등으로 세분할 수 있다 [11,

28,31,36].일반적으로 인공수정에 적합한 정액은 적어도 70% 이상의 정상 정

자를 가지고 있어야하며,정자의 전체 기형율은 20% 미만이어야 한다고 알려져

있다 [11,28,31,36].정자의 부위별로는 두부기형 10% 미만,세포질 소적을 포

함한 중편의 기형은 20% 미만,중편의 세포질 소적은 15% 미만으로 검출되어야

인공수정이 가능한 것으로 확인되고 있다.

정자의 운동성을 보존하고 수정 능력을 향상시키는 기술은 최근 동물의 번식

산업에 있어서 매우 중요하게 여겨지고 있다.정액검사는 사출된 정액의 질과 수

정능력을 평가하는 기본적인 과정 중 하나로 특히 정액 내 정자의 수,정자의 형

태 및 운동성은 가장 중요한 지표로 활용되고 있다 [21,35].일반적으로 정액검

사는 정액의 양,냄새,색 등을 조사하는 육안적 검사와 정자의 운동성과 생존율,

형태학적 특성 분석.산도 등을 검사하는 현미경적 및 화학적 검사로 세분되어

진다 [7,9,18].이 중 형태학적인 검사는 정자를 특수 염색하여 확인하는 것으
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로 특정 기술을 요구하지 않기 때문에 검사자 간에 큰 차이가 나타나지 않는다.

그러나 육안적 검사와 현미경적 검사는 검사자의 주관적인 견해가 포함되어,검

사자간에 상이한 결과를 보일 수도 있다.특히 현미경 검사 시 정자생존율은 동

일한 시료 내에서도 검사자 간의 차이(변이계수)가 약 30-80% 정도 나타날 수

있다[13,17,26].최근에는 이러한 변이계수를 보완하기 위하여 laserdoppler

spectroscopy와 flow cytometricsorting등과 같은 방법 등이 제안 되었다 [7,

10,32,34,3].

정자의 움직임,운동 속도 및 형태를 보다 객관적으로 평가하기 위하여 컴퓨터

를 이용한 정자분석(Computer-AssistedSperm Analysis;CASA)이론이 1950년

대 최초로 수립되었다.이 후 1970년대부터 CASA를 이용한 정자 분석이 시도되

었으나,컴퓨터 화상도에 한계가 있어 정자와 이물질의 구별이 어려운 관계로 정

확도가 현저히 낮았다 [13].그러나 1980년대부터 정자와 이물질과의 정확한 식

별이 가능해짐에 따라 현재까지 정자의 운동성을 평가하는 객관적 방법으로 널

리 활용되고 있다 [1,13].일반적으로 CASA 검사 결과 정자의 운동성이 60%

이상일 경우 수정에 적합한 것으로 보고되고 있으며,수정 전 정액내 정자의 운

동성 검사는 필수불가결한 단계로 인식되고 있다 [3,20,27].학문적으로 CASA

기법은 말 [1]과 소 [13]와 같은 경제동물,개 [25]등의 애완동물 및 제브라피쉬

[39]와 같은 관상어류에 까지 광범위하게 활용되고 있다.

정자의 운동성 및 형태에 영향을 미칠 수 있는 또 다른 요인으로는 정액 내 세

균 및 바이러스 등의 병원체의 감염을 들 수 있다.이러한 정액 내 병원체의 오

염은 정자 자체에 영향을 줄 뿐만 아니라 희석액내 영양분의 소모를 가져와 정

액보존성을 저하시키는 주 원인이 될 수 있다.또한 모돈이나 기타 농장 내 다른

동물에게 질병전파의 원인이 되기도 한다.

돼지의 경우 정액 내에 오염이 되는 세균은 약 13여종이 알려져 있으며,특히

Brucella suis, Erysipelothrix rhusiopathiae, Mycoplasma hyosynoviae,

Streptococcussuis,Staphylococcusaureus,Escherichiacoli등의 오염정도가

심할 경우 정자 질,생존성 및 수태율 저하를 초래할 수 있다 [12,23,33].바이

러스로는 돼지열병(Classicalswinefevervirus=Hogcholeravirus),구제역

(Footandmouthdisease),일본뇌염바이러스(JapaneseB-encephalitisvirus)등
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20여종이 있다 [12,23].특히 돼지 생식기 호흡기 증후군 바이러스(Porcine

reproductiveandrespiratorysyndromevirus:PRRSV)는 정자의 운동성을 저하

시키며 정자 기형을 증가시키는 것으로 알려져 있다 [12,19,33].최근 돼지 이

유후 전신 소모성 증후군(Postweaning multisystemic wasting syndrome:

PMWS)의 원인체로 알려진 돼지 써코 바이러스 2형(Porcinecircovirustype2:

PCV2)과 모돈에 유사산을 유발하는 돼지 파보 바이러스(Porcineparvovirus:

PPV)도 정액에 감염될 수 있음이 보고되었다 [23,30,32].이와 같이 바이러스에

감염 또는 오염된 정액을 사용하여 인공수정을 실시할 경우 순식간에 농장의

모돈 전체에 질병이 전파되어 양돈 농가에 막대한 경제적 손실을 유발할 가능성

이 매우 높다 [23].

인공수정은 자연교배에 필요한 종모돈의 확보,유지 및 관리 등에 필요한 비용

을 절감할 수 있는 장점이 있어 국내 많은 양돈 농장에서 활용되고 있다.제주도

의 경우에도 웅돈의 액상 정액을 이용한 인공수정이 폭 넓게 행해지고 있을 뿐

만 아니라,1999년 돼지 전염병 청정화를 선언한 이후 청정 유지를 위한 각고의

노력이 경주되고 있는 설정이다.그러나 제주도내 사육되고 있는 웅돈의 정액이

나 인공수정 썬터의 액상 정액에 대한 질적 평가 및 병원체 감염 여부에 대한

연구는 전무한 상황이다.따라서 본 연구는 제주지역에서 사용되고 있는 웅돈의

정액의 운동성,기형 발생율 등 질적 평가와 함께 정액 내 PRRSV,PPV,PCV-2

등 주요 바이러스의 감염 여부를 살펴보고 그 상관관계를 규명하고자 하였다.
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      Fig1.Diagram andparameterforsperm movement

Ⅱ.재료 및 방법

1.공시축 및 정액 채취와 보관

본 연구에 공여된 정액은 제주지역 13개 농가 42개체로부터 주 1회 수압법으로

농후정액만 분리 채취하여 Androhepextender(26g glucose,6.9g sodium

citrate,1.25gsodium bicarbonate,2.25gEDTA,5.65gtrisodium citrate/ℓ,4

차 증류수)로 단계 희석하였다.채취한 정액을 100㎖ 비닐팩에 넣고 17℃ 정액

보관고에 5일간 보관하면서 매일 실험에 공여하였다.

2.정액 검사

17℃ 정액보관고에 보관된 정액 1.5㎖을 eppendorftube에 취하여 30분간 37℃

수조에서 배양시키고 37℃로 예열된 Maklercounting chamber(Sefi-Medical

Instrument)에 10㎕의 정액을 떨어뜨린 후 현미경 (Axioskop,Zeiss)의 관찰배

율을 200배로 설정하고 CCD (Toshiba,Japan)로 연결된 CASA system

(Sperm2.1,VideoTesT)으로 분석하였다.

CASA를 이용하여 10개의 시야를 선택하여 이물질이 정자로 오인되는 것을 방
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Table1.InitialparametersettingusedinCASA system

Settingparameter Value

Numberofcapturedfields 10

Imagesamplefrequency(frame/s) 25

Minimum motilespeed(㎛/s) VSL 10

Maximum motilespeed(㎛/s) VSL250

Maximum countablenumber(sperm) 400

Maximum countableframe 10

지하고 정자가 잘 구분 될 수 있도록 화면의 밝기와 대비를 조절하였다.영상을

시스템에 입력한 후 1시야가 1초 노출되는 동안 25frame을 분석하여 평균치를

측정하였다.그 외 실험에 사용한 CASA system의 초기 설정치는 Table1과 같

다.

정자의 운동성은 A (매우 활발한 운동성),B(활발한 운동성),C(약한 운동성),

D (아주 미약한 운동성)로 분류하여 백분율로 표시하였다.각 그룹은 정자의 활

력 (motility;MOT,%),곡선운동속도 (curvilinearvelocity;VCL,㎛/s),직선운

동속도 (straight line velocity; VSL,㎛/s),평균경로속도 (average path

velocity;VAP,㎛/s),측두 이동거리 (평균이동경로와 실제 이동경로와의 측방거

리의 차이,amplitudeoflateralhead displacement:ALH),평균경로 선형도

(straightness:STR,%),VCL과 VAP의 경로간 교차율 (실제 이동경로가 평균

이동경로와 만나는 횟수의 시간당 비율,beatcrossfrequency;BCF,Hz)등을

측정 하였다.

3.기형검사

정자의 형태학적 검사는 eosine-nigrosiene염색법을 이용하였다 [11].검사 당

일 각 시료를 슬라이드 위에 5㎕의 액상정액과 5㎕의 eosine-nigrosine을 혼합

하여 30초간 말린 후 광학현미경으로 관찰하였다.정자의 형태는 두부,중편 및

미부로 구분하고 기형 여부를 관찰하였다.각각의 항목은 두부기형의 경우 쌍두,
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대두,소두,조롱박형 등,중편의 경우 꼬임,접힘,원위와 근위의 세포질 소적의

존재 등,미부기형은 꼬리 탈락,접힘,꼬임,쌍미 등으로 세분하여 확인하였다.

슬라이드 당 100개의 정자를 기준으로 하였고 모든 실험은 각 시료 당 2회 반복

하였다.

4.중합효소연쇄반응

1)정액의 핵산 추출

RNA 바이러스인 PRRS에 대한 역전사중합효소연쇄반응 (reversetranscriptase-

polymerasechainreaction;RT-PCR)과 DNA 바이러스인 PCV-2및 PPV에 대

한 중합효소연쇄반응 (polymerasechainreaction;PCR)을 실시하였다.

DNA추출은 G-spin
™
DNA extractionkit(iNtRONbiotechnology,Korea)를 이

용하였다.정액 200㎕에 G-buffer400㎕을 잘 혼합한 다음 70℃에서 10분간 방

치하고 bindingbuffer400㎕를 첨가하여 column에 800㎕를 넣고 12,000rpm

에서 1분간 원심분리하였다.Collectiontube에 여과된 용액을 제거하고 500㎕의

washingbuffer를 분주하여 12,000rpm에서 1분간 원심분리한 후 상기 과정을 1

회 반복하였다.새로운 1.5㎖ effendorftube에 column을 넣고 100㎖ elution

buffer를 첨가하여 13,000rpm에서 1분간 원심분리를 실시하여 최종 추출물에 대

한 PCR검사를 실시하였다.

RNA의 추출은 RNeasy
®
ProtyectminiKit(QIAGEN,GmbH,Germany)를 이

용하였다.정액 200㎕와 RLT buffer350㎕를 혼합한 후,70% ethanol350㎕

을 첨가하여 Minicolumn에 700㎕의 반응액을 넣고 4℃,10,000rpm으로 다시

30초간 원심분리 하였다.Column에 새로운 collecting tube를 장착하고 RPE

buffer500㎕을 첨가하여 4℃,10,000rpm에서 1분간 원심분리 한 후,상기 과정

을 1회 반복하였다.Column에 용액이 남지 않도록 4℃,12,000rpm에서 1분간

원심분리 후 column을 새로운 1.5㎖ effendorftube에 넣고 RNasefreewater를

40 ㎕ 분주하여 4℃,12,000 rpm으로 1분간 원심분리하여 최종 추출물로

RT-PCR검사를 실시하였다.
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2)Oligonucleotideprimer의 염기서열 및 PCR

PRRS의 검출을 위한 primers는 Christopher-Hennings등 [15]의 방법에 준하

여 제작하였으며,PCV-2및 PPV의 검출을 위한 primer는 Larochelle등과 수의

과학 검역원에서 제시한 염기서열에 준하여 제작하였다 [6,29].

3)RT-PCR반응조건

PRRS의 검출을 위한 반응조건은 추출한 RNA 2㎕와 primer0.5㎕ (20pmol)

및 DNaseRNasefreewater17㎕를 RT-PCR premix (MaximeRT-PCR,

iNtRON biotechnology,Korea)에 첨가하여 최종 반응용량이 20㎕가 되도록 하

였다.42℃ 및 72℃에서 30초간 30회 반복하고 최종 72℃에 15분간 반응시켰다

[15].RT-PCR과정이 완료된 후 반응산물 2㎕에 ORF7nF2,ORF7nR2primer

를 이용하여 nestedPCR를 실시하였다 (Table2).

4)PCR반응 조건

PCV-2및 PPV의 검출을 위한 반응조건은 추출한 DNA 2㎕와 검출하고자 하

는 바이러스의 primer각각 0.5㎕ (20pmol)및 DNaseRNasefreedistilled

water17㎕를 PCR premix (MaximePCR premix,iNtRON biotechnology,

Korea)에 첨가하여 최종 반응용량이 20㎕가 되도록 하였다.PCV-2는 95℃에 5

분간 반응한 다음 95℃,65℃ 및 72℃에 각각 1분씩 35회 반복하고 최종 72℃에

서 10분간 반응하였다 [29].PPV는 94℃에 5분간 반응한 다음 53℃에 30초,72℃

에 45초씩 30회 반복하고 최종 72℃에서 10분간 반응하였다 [6].PCR의 증폭은

PCRThermalCyclerDiceTP600(TaKaRa.Japan)을 이용 하였다.
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5)PCR및 RT-PCR증폭산물의 확인

반응 종료 후 각각의 반응액 7㎕를 1.5% agarosegel상에서 전기영동을 실시

한 다음,ethidium bromide 용액 (0.5 ㎕/㎖ in DW)으로 염색하였다.UV

transilluminator(Mupid-ScopeWD,TaKaRa,Japan)로 각각의 병원체에 대한

특이적인 밴드유무를 확인하였으며,증폭산물을 확인하기 위하여 100bpDNA

ladder(TaKaRa,Japan)를 molecularsizemarker로 이용하였다.

Table2.OligonucleotideprimerpairsforthedetectionofRNA andDNA

virusinsemen

Agent Primer Sequences(5̀ to3̀)

Sizeof

amplified

products

(bp)

PRRSV

ORF7F1 TCGTGTTGGTGGCAGAAAAGC
484

ORF7R1 GCCATTCACCACACATTCTTCC

ORF7nF2 CCAGATGCTGGGTAAGATCATC
236

ORF7nR2 CAGTGTAACTTATCCTCCCTGA

PCV-2
CF8 TAGGTTAGGGCTGTGGCCTT

263
CR8 CCGCACCTTCGGATATACTG

PPV
P2F2 CCATACACACCAGCAGCACC

455
P2R1 ACCTGAGCTGGCCTAATTGC

5..통계처리

본 실험의 그룹별로 측정된 운동성 및 기형율은 대응표본 T-test쌍체비교

(Excell,Microsoft)를 통하여 유의성(p<0.05)을 검증하였다.
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Motion

parameter

Storage(days)

0 1 2 3 4

MOT(%) 68.4±9.1
*

62.7±11.6 58.7±12.0 55.4±15.7 52.5±16.5

VAP(㎛/s) 48.6±7.1 47.6±5.8 47.0±6.1 45.9±7.6 44.6±7.0

VSL(㎛/s) 45.3±7.0 44.3±5.7 44.2±6.0 42.5±6.6 42.1±6.6

VCL(㎛/s) 79.1±8.7 79.1±7.8 77.7±8.7 75.7±11.0 77.6±10.1

ALH(㎛/s) 1.3±0.2 1.3±0.2 1.2±0.2 1.2±0.2 1.2±0.2

LIN(%) 57.9±6.4 56.6±5.3 57.6±4.8 56.9±4.5 54.8±5.5

STR(%) 93.6±3.5 93.5±3.7 94.3±2.9 93.3±5.3 94.7±2.9

BCF(Hz) 8.3±0.4 8.4±0.4 8.3±0.4 8.3±0.5 8.4±0.5

MOT,motility;VAP,averagepathvelocity;VSL,straightlinevelocity;VSL,straight
linevelocity;ALH,amplitudelateralheaddisplacement;BCF,beatcrossfrequency;
STR(VSL/VAP),straightness;LIN(VSL/VCL),linearity.
*Mean±SD.

Ⅲ.결 과

1.정자의 운동성 분석

CASA를 이용한 정액의 보존기간별 운동성의 변화 양상은 Table3과 같다.이

때 정자의 운동성이 아주 미약한 D그룹은 제외하였다.정액 채취 당일부터 검사

2일째까지 3일간은 액상정액의 활력이 60% 내외로 수정에 적합한 운동성을 보

였으나,보존 후 3일부터는 운동성이 감소되는 경향을 나타내었다.

운동성이 매우 활발한 A그룹의 경우 VAP,VSL,VCL,ALH,LIN STR,BCF

등은 보존기간 5일까지 큰 변화를 나타내지 않았다.

Table3.ChangesofmotionparametersaccordingtostoragedayinJejuboarsemen
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2.정자의 형태학적 특성 분석

Eosine-nigrosine염색을 이용하여 정자의 기형율을 조사한 결과,Table4와

같다.정상 정자는 80% 이상으로 나타났으며,정자 기형의 유형별로 두부기형

0.3%,중편의 기형 14.4%,중편 내 세포질 소적 5.1%,미부기형 4.9%로 나타났

다.

Table4.MorphologicalcharacteristicsinJejuboarspermatozoa

Morphologicalparameters Mean±S.D.

Normalsperm (%) 80.3±15.8

Abnormalhead(%) 0.3±0.7

Abnormalmidpiece(%) 14.4±12.5

-cytoplasmicdroplets
﹡ 
(%) 5.1±5.3

Abnormaltail(%) 4.9±6.6

*cytoplasmicdropletsincludebothproximalanddistalcytoplasmicdroplets
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Table5.Comparison ofmotion parametersbetween PPV negativeand

positivegroupinJejuboarsemen

Motility PPVnegative PPVpositive

MOT(%) 68.5±9.2
*

68.5±9.0

VAP(㎛/s) 47.8±6.1 49.9±8.0

VSL(㎛/s) 44.9±5.9 46.0±8.2

VCL(㎛/s) 77.6±6.9 81.4±10.2

ALH(㎛/s) 1.2±0.2 1.3±0.2

LIN(%) 58.7±5.8 56.8±7.0

STR(%) 94.4±3.3 92.4±3.4

BCF(Hz) 8.3±0.4 8.3±0.4

MOT,motility;VAP,averagepath velocity;VSL,straightlinevelocity;VSL,
straightlinevelocity;ALH,amplitudelateralheaddisplacement;BCF,beatcross
frequency;STR(VSL/VAP),straightness;LIN(VSL/VCL),linearity.
*
Mean±SD.

3.RT-PCR/PCR검사결과

정액으로부터 추출한 RNA를 이용하여 RT-PCR과 NestedPCR을 실시한 결과

PRRSV는 42두 모두 음성으로 확인되었다.정액에서 추출한 DNA를 대상으로

PCR를 실시한 결과 PCV-2는 전 두수 음성이었으나,PPV는 42두 중 20두

(48%)가 양성반응을 나타내었다.

4.돼지 파보바이러스 감염에 따른 정자 운동성 비교

돼지 파보바이러스 감염여부에 따른 정자의 운동성을 비교한 결과 음성군 및

양성군에서 모두 68.5%로 나타나 바이러스의 감염에 따른 차이는 없는 것으로

확인되었다 (Table5).
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Table 6.Comparison ofsperm morphology between PPV negative and

positivegroupinJejuboarsemen

Morphological
parameter

PPV
negative

PPV
positive

Normalsperm (%) 81.1±13.2
*

78.3±19.1

Abnormalhead(%) 0.3±0.7 1.2±0.4

Abnormalmidpiece(%) 14.3±12.1 13.8±12.1

-cytoplasmicdroplets
※
(%) 5.6±4.8 4.6±3.6

Abnormaltail(%) 3.3±2.9 6.5±8.9

-Detachedhead(%)̇̇ 1.9±3.1 4.2±6.1

-Coiledtail(%)̇̇ 1.0±1.6 1.8±3.2

※
cytoplasmicdropletsincludebothproximalanddistalcytoplasmicdroplets.

˙˙Slightincreases in detached head and coiled tailofabnormaltailafterinfection were

significant(P<0.05).
*
Mean±SD.

5.돼지 파보바이러스 감염에 따른 정자의 형태학적 비교

파보바이러스에 감염에 따른 정자의 기형율을 비교한 결과 정상정자는 파보 양

성군이 78.3%로 나타나 파보 음성군의 81%에 비하여 다소 낮은 양상을 보였으

나,유의성(P<0.05)의 차이는 없었다.파보바이러스 양성군과 음성군에서 기형

발생 양상을 비교한 결과 양성군의 미부기형은 6.5±8.9%로 음성군(3.3±2.9%)에

비하여 증가하였으며,특히 미부기형을 세분하여 보았을 때 꼬리탈락과 미부의

꼬임이 증가하는 경향을 보이고 있었다 (P<0.05).
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Ⅳ.고 찰

1955년 처음으로 우리나라에 돼지 인공수정이 소개된 후,70년대와 80년대를 기

점으로 인공수정센터로부터 상업용 인공수정 정액이 공식적으로 판매되기 시작

하면서 돼지의 인공수정이 본격적으로 활성화되었다.최근 인공수정 보급률은 과

거에 비하여 약 27배 이상 증가하였으며 질적인 면에서도 크게 향상되어 현재

양돈 산업에서 아주 중요한 부분으로 자리 잡고 있다 [2].제주지역에서도 많은

농가에서 상업용 인공수정 정액을 구입하거나 자체적으로 정액을 생산하여 자가

인공수정을 활발히 실시하고 있다.그러나 아직까지 이러한 정액에 대한 품질 기

준 지표는 제대로 마련되어 있지 않은 실정이다.특히 전염성 질병이 만연된 농

장에서 생산된 정액은 바이러스나 세균에 쉽게 오염될 수 있으며,특히 질병에

감염정액을 사용할 경우 수정 능력의 저하뿐만 아니라 질병을 전파하는 매개체

가 되어 농가의 경제적 손실을 초래할 수 있다.따라서 정액의 품질기준을 확실

하게 정립하고 체계적인 정액검사를 실시함으로서 수정 능력을 더욱 향상시키며

나아가 질병의 전파도 예방할 수 있을 것으로 생각된다.

따라서 본 연구는 제주지역 13개 양돈 농장으로부터 42두의 자가 정액을 수거

하여 정액의 질적 검사와 함께 PCR을 통하여 정액 내 감염을 유발할 수 있는

주요 바이러스인 PPV,PRRSV,PVC-2의 감염 여부를 확인하였다.형태학적인

검사는 정액 수거 당일에 한하여 eosine-nigrosine염색을 통해 정자기형률을 관

찰하였으며 정액을 5일간 17℃에서 저온보관하면서 CASA를 이용하여 정자의

운동성을 측정하였다.

국내에서 경기도와 충남지역 시판용 돼지액상정액의 보존기간에 따른 정자의

운동성을 CASA를 이용해 측정한 결과 검사당일은 정자활력(MOT)68.0%,VAP

39.9㎛/s,VSL28.2㎛/s,VCL49.3㎛/s,ALH 4.0㎛/s,STR75.4%를 나타내

었으며 이 지표들은 보존기간 2일부터 감소하기 시작하여 4일 및 6일째에는 현

저한 감소를 나타내었다 [3].그러나 본 연구에서 제주도 웅돈의 정자 운동성은

검사당일 정자활력(MOT)68.4%,VAP48.6㎛/s,VSL45.3㎛/s,VCL79.1㎛

/s,ALH 1.3㎛/s,STR93.6%를 나타내어 시판용 돼지정액보다 우수한 운동성
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을 보여주고 있었으며 3일부터 완만하게 저하되는 경향을 나타내었다.

Donnelly등 [16]은 VCL,VSL,VAP와 ALH 등이 정자의 수정률을 판단하는

주된 지표라고 하였으며,Gil등 [21]은 VSL,LIN,STR이 정자의 전진 운동성을

판단하는 지표가 된다고 주장하였다.그러므로 제주지역 웅돈의 정자는 정자의

활력이 우수함과 동시에 수정 능력의 지표인 VAP,VSL,VCl가 다른 지역의 돼

지에 비하여 월등히 뛰어난 것으로 확인되었으며,VSL,LIN,STR지표를 비교

한 결과 전진 운동성 또한 우수한 것으로 평가할 수 있었다.그러나 Holt등은

각기 다른 CASA system을 사용하기 때문에 운동성 지표의 차이가 발생할 수

있으므로 단순한 지표 수치의 비교는 무리가 따른다고 하였다 [24].또한 좀더

정확한 비교를 위하여 저온 보관된 정액의 해동온도 및 시간에 따른 영향도 고

려되어야 한다 [1].

PCR을 통하여 정액의 바이러스 감염여부를 확인한 결과 본 실험에서는 42두의

웅돈 정액 중 PRRSV와 PCV-2는 전두수 음성이었으나 PPV의 경우 42두 중 20

두(48%)에서 검출되었다.Christopher-Hennings등 [14]은 웅돈에 PRRSV를 인

공접종 한 후 PCR을 통하여 정액 내 바이러스를 검출한 결과 92일까지 배출됨

을 보고하였다.Larochelle등 [29]은 PCV-2바이러스를 인공감염시킨 웅돈에서

접종 후 5일에서 47일까지 간헐적으로 바이러스가 정액으로 배출되고 있음을 보

고하였다.PPV의 경우 웅돈에 인공감염 후 약 3주까지 정액에서 바이러스가 검

출된 바 있다 [22].돼지에서 바이러스의 자연감염이 있을 경우 바이러스의 감염

시기,바이러스 혈증의 시기 및 정액을 통한 병원체의 배출 양상이 질병에 따라

상이하게 나타난다.따라서 본 실험에서와 같이 일회적인 PCR검사 시 음성이라

할지라도 바이러스 감염이 전혀 없었다고 하기에는 큰 무리가 따른다.

CASA를 이용하여 돼지 파보바이러스 감염에 따른 정자의 운동성을 비교 분석

한 결과 음성군과 양성군에서 모두 68.5%로 나타나 PPV 감염이 정자의 운동성

에는 큰 영향을 주지 않는 것으로 확인되었다.그러나 PPV바이러스에 양성군의

정액에서 정자의 기형율은 약 22%로 나타나 기준치(20%)를 초과하였으며,음성

군의 정액과 비교하였을 때 약 3% 정도 기형율이 높은 것으로 확인되었다.파보

바이러스 감염에 따른 정자 기형의 유형을 분석한 결과 PPV 양성군에서 미부기

형은 6.5±8.9%로 나타나 음성군(3.3±2.9%)에 비하여 2배 정도 증가하는 양상을
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보이고 있었다.특히 PPV 양성군에서 꼬리탈락과 미부의 꼬임이 각각 4.2±6.1%,

1.8±3.2%로 검출되어 음성군에 비하여 유의성 있게 증가하는 경향을 나타내었다

(P<0.05).Thacker등 [39]은 약 8-12개월령 웅돈에 PPV를 인공 감염 전후 정액

을 검사한 결과 정액의 양,정자의 수 및 운동성에 차이는 없었으나,꼬리탈락,

근위 세포질 소적 및 중편의 기형 등 정자의 형태학적 변화가 유의성 있게 증가

하고 있음을 보고한 바 있다.따라서 PPV 인공감염된 웅돈과 마찬가지로 자연

감염에서도 정자의 운동성에는 큰 영향이 없으나,정자의 기형 발생을 증가시키

고 있음을 강력히 시사하고 있다.

국내에서 김 등 [4]은 돈군별로 PPV에 대한 혈청학적 역학 조사를 실시한 결과

모돈에서는 비교적 견고한 면역이 형성되어 있으나,자돈에서 90일령 이전에

PPV에 자연감염되는 양상을 보이고 있음을 보고하였다.또한 제주도의 경우 혈

구응집억제 반응을 이용한 혈청검사를 통하여 PPV 항체 보유 현황을 조사한 바

약 30%의 돼지에서 역가 5이하의 매우 낮은 항체 수준을 보유하고 있었다 [5].

그러므로 모돈에서 PPV 감염으로 인한 유사산 피해를 최소화하기 위하여 PPV

예방 접종이 강화되어야 한다고 보고하였다.

본 실험을 통하여 제주도 내에 사육중인 웅돈의 정액에 대한 질적 평가와 함께

병원성 질병 감염 양상을 파악하였다.정자의 운동성,형태학적 특징 등은 국내

다른 지역에 비하여 비교적 우수한 것으로 판단된다.정액 내 바이러스의 경우

최근 가장 문제시되고 있는 PRRSV 및 PCV-2는 검출되지 않았으나,PPV의 경

우 48%의 높은 감염율을 보이고 있었다.따라서 정액 내에 오염된 PPV로 인하

여 모돈 및 다른 돼지에게 질병이 전파될 가능성이 높은 상황이다.그러므로 농

장에 사육 중인 웅돈에 대한 보다 체계적인 관리 방안과 종부 전 모돈에 PPV

예방접종을 반드시 실시하여 할 것으로 사료된다.또한 제주도내에서 사용되고

있는 인공수정 정액을 대상으로 정액 매개 질병에 대한 정기적이고 지속적인 모

니터링 체계의 구축이 반드시 이루어져야 할 것으로 판단된다.
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Ⅴ.결 론

제주지역 13개 양돈 농장에서 채취한 42두 웅돈 정액을 대상으로 질적 평가와

병원체 감염 여부를 검사하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. 제주도 웅돈 정자의 운동성은 정자활력 68.4±9.1%,VAP 48.6±7.1㎛/s,

VSL 45.3±7.0 ㎛/s, VCL 79.1±8.7 ㎛/s, ALH 1.3±0.2 ㎛/s, LIN

57.9±6.4%,STR93.6±3.5% BCF8.3±0.4Hz로 나타났다.

2.웅돈 정자의 기형 발생율은 19.7%였으며,부위별로 두부 기형 0.3%,세포질

소적을 포함한 중편 기형 14%,미부 기형 4.9%로 나타났다.

3.웅돈의 정액에 대한 PCR검사 결과,PRRSV와 PCV-2는 전 두수 음성이었

으나 PPV는 20예(48%)에서 양성을 나타내었다.

4.PPV 감염에 따른 정자 운동성을 비교한 결과 바이러스 감염에 따른 특이적

변화는 관찰할 수 없었다.그러나 정자기형의 경우 양성군에서 미부기형이

6.5±8.9%로 나타나 음성군(3.3±2.9%)에 비하여 증가하였으며,특히 꼬리탈락

과 미부의 꼬임이 증가하는 경향을 보였다 (P<0.05).

이 연구를 통해 제주도 인공수정 정액에 대한 정액 품질 기준 지표에 기초자

료를 제공하였고, PPV의 경우 48%로 높은 양성율을 나타내어 정액을 통한 전

파 가능성이 있음을 시사하고 있다.따라서 제주도내 돼지 웅돈 정액에 대한 질

병 모니터링이 지속적으로 이루어져야 할 것으로 사료된다.
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Abstract

Sperm examinationisanimportanttoolinestimatingthefertilizingcapacity

ofanejaculate.Thenumberofspermatozoainasemendose,morphologyand

motilityareimportantforthefertilizationprocess.Byevaluationofsemen,

artificial insemination (AI) using high quality of semen can increase

fertilizationpercentage.Boarsemenissubjecttocontaminationbyvarious

pathogens that can result in fertility disorders in sows.Among these

pathogens,porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV),

porcine parvovirus (PPV),porcine circovirus-2 (PCV-2)are ofparticular

importanceandaccuratemonitoringpriortoandduringthepresenceofboars

in AIstationsisessential.Becauseofthehigh risk ofdissemination of

diseaseviaAI,theabsolutegoalistoprovidepathogen-freesemenandthis

isfeasiblewith theadequatemeasures.Thediseaseaffectsboarssemen

causes a significantreduction quality.In this study we investigated the
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characterizationboarsemeninJeju,interactionofpathogenicvirusinfection

withcharacterizationofboarsemen.Forty-twoboarsemenfrom 13farms

wereinvestigated.Thesemenwerestoredduring5daysat17℃ andthe

sperm qualities in the stored semen were analysed. Visual-motility

assessmentisatool(Computer-AssistedSemenAnalysis)usedtodetermine

thequalityofboarsemen.Percentageofmorphologicallynormalspermatozoa

wereassessed.PRRS,PPV andPCV-2weredetectedinboarsemenusing

PCR.Themotioncharacteristicsinboarsemenwasshowed68.4±9.1% for

motility,48.6±7.1㎛/sforVAP,45.3±7.0㎛/sforVSL,79.1±8.7㎛/sforVCL,

1.3±0.2㎛/sforALH,8.3±0.4HzforBCF,93.6±3.5% forSTR,57.9±6.4% for

LIN.Thepercentageofsperm withabnormalhead,midepeiceandtailwere

0.3±0.7%,14.4±12.5%,4.9±6.6%,respectively.BasedonthePCRmethod,PPV

wasdetectedin20samples(48%).However,PCV-2andPRRSV werenot

detected in any cases. Marked differences in motility and morphology

betweenPPVnegativeandPPVpositivesemenwerenotobserved.Sperm cell

productionwasnotaffectedbyPPV infection.However,slightincreasesin

detached head,coiled tailafterinfection wereobserved (P < 0.05). The

motilityofsemeninJejuissimilartocasecomparingwithotherregionsin

Korea.AlthoughPPVinsemenwasnotaffectedinsemenquality,thereisthe

highriskofvirusexcretioninthesemenofJejuboars.Thereforecontinuous

screening tests for some particular pathogens in boar semen would be

warranted.
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