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수의학과톡소포자충(Toxoplasma gondii 는 세포내에 기생하는 원충으로 사람을 포함한)대부분의 포유동물이 중간숙주로 작용하며 고양이과 동물은 유일한 종숙주로톡소포자충증의 전파에 중요한 역할을 한다.본 연구에서는 제주도내 고양이 혈액에서의 톡소포자충 감염률과 유전자형을조사하고 수의임상에서 톡소포자충증 진단에 사용하고 있는 상업용 IgG ELISA와kit ImmunoComb® 의 시행 결과를 비교하였으며 실시간 법을 확립하여kit , PCR톡소포자충증의 진단을 보다 신속히 하였다.실험에 사용된 시료는 제주도내 야생고양이 마리와 집고양이 마리의66 11혈액에서 추출한 와 혈청이며 를 이용하여 톡소포자충gDNA gDNA SAG2유전자의과 를 시행하였고 혈청을 이용하여 와PCR PCR-RFLP ELISA ImmunoComb® 을kit실시하였다.실험 결과 총 개의 시료 중 개의 시료 가 톡소포자충 양성이었으며 그, 77 14 (20%)중 길고양이에서 개체 집고양이에서 개체 가 나타났다11 (17%), 3 (27%) . SAG2유전자결과 모든 양성 시료의 유전자형이 가장 침해도가 높은 제 형으로PCR-RFLP 1



나타났다 항체가 검출 결과 개의 혈청시료를 대상으로 사람의 차 항체를. , 70 2사용한 상업용 에서 모든 시료가 음성으로 나타났다 반면 고양이의ELISA kit . ,차 항체를 사용한2 ImmunoComb® 의 경우 결과 양성시료 개 중 개kit PCR 14 12 ,음성 시료 개 중 개에서 양성을 나타냄으로써 고양이의 톡소포자충증PCR 10 5진단에는 고양이의 차 항체를 사용한2 ImmunoComb® 를 사용하는 것이 적합할kit것이다 또한 초고속 실시간 의 반복 실험을 통한 결과 일반 에 비해. PCR , PCR적은 시간에 동일한 결과를 얻어낼 수 있었으며 실제 임상에서 톡소포자충증의진단에 유용하게 사용될 수 있을 것이라 사료된다.
주요어주요어주요어주요어:::: Toxoplasma gondiiToxoplasma gondiiToxoplasma gondiiToxoplasma gondii, Cat,, Cat,, Cat,, Cat, SAG2SAG2SAG2SAG2, PCR, PCR-RFLP, realtime PCR, PCR, PCR-RFLP, realtime PCR, PCR, PCR-RFLP, realtime PCR, PCR, PCR-RFLP, realtime PCR
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서 론서 론서 론서 론I.I.I.I.톡소포자충(Toxoplasma gondii, T. gondii 은 전 세계에 널리 퍼져있는 원충)으로 인수공통전염병인 톡소포자충증 의 원인체이며 들쥐와 사(Toxoplasmosis) ,람을 포함한 대부분의 포유동물이 중간숙주가 된다 고양이 호랑이와 표범(1, 14). ,등의 고양이과 동물은 톡소포자충의 유일한 종숙주로서 톡소포자충증의 전파에 중요한 역할을 한다(14, 32, 42, 43).톡소포자충의 생활사는 중간숙주와 종숙주 간의 차이가 있다 종숙주의 분변을.통해서 외부환경으로 나온 난포낭 은 감염성이 있는 형태로 바뀌어 중간숙(Oocyst)주의 체내로 유입되며 체내에서 의 형태로 근육 내에 잠복하여 만성, bradyzoite톡소포자충증을 유발한다 종숙주의 경우 체내로 유입된 난포낭과 중간숙주의(10). ,포식과정에서 유입된 가 로 변환되어 혈액과 뇌척수액 등으bradyzoite tachyzoite로 이동하여 급성 톡소포자충증을 일으킨다 이 는 종숙주의 장세포에. tachyzoite서 유성생식을 하며 로 변환되어 다시 난포낭의 형태로 배설되는 콕시sporozoite듐 의 생활사를 가진다(Coccidium) (4, 6-8).톡소포자충의 감염경로는 크게 세 가지로 구분할 수 있다 첫째는 종숙주의(14).분변으로부터 나온 난포낭으로 오염된 음식이나 물을 섭취한 경우 둘(11, 35, 47),째는 가 잠복해있는 중간숙주의 근육을 덜 익힌 채로 섭취한 경우bradyzoite (9),마지막으로 숙주의 임신기에 태반을 통해 감염되는 경우이다(9, 17).톡소포자충에 감염된 종숙주는 안과 질환을 포함한 다양한 전신적인 급성 임상증상을 보이지만 중간숙주의 경우 대부분의 건강한 개체에서는 무증상을(8, 29),보이며 면역력이 저하된 동물에서는 만성 톡소포자충증이 발생할 수 있다 사, (14).람에서는 후천성면역결핍증 환자와 암환자 등 면역결핍환자에서 톡소포자충(AIDS)의 감염으로 인한 사망 사례가 있으며 중간숙주가 임신기에 감염될(22, 33, 40),경우 태반 감염과 함께 임신 초기 유산을 일으킬 수 있다(24, 36, 40).톡소포자충은 표면 단백질에 따라 가지 형태로 분류할 수 있다 국tachyzoite 3 .내에서 가장 많이 보고된 과 한국에서 처음으로 보고된 을RH strain KI-1 strain
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포함한 제 형은 독력 이 가장 높다 제 형에는 와1 (virulence) (21, 39). 2 PLK등이 제 형에는 와 등이 포함되며 이 두 가지Beverly strain , 3 VEG CTG strain형태는 독력이 없다고 알려져 있다 톡소포자충 형태를 구분하는 방법으로 제(21).한효소단편길이다형성 검사(Restriction fragment length polymorphism, RFLP)가 있으며 이에 사용되는 표지 유전자로는, SAG1, SAG2, SAG3, BTUB, GRA6,c22-8와 c29-2 등이 있다 이 중(39, 44, 46). SAG2는 톡소포자충의 형태를 구분하는데 적합한 유전자로써 표면 단백질의 두 가지 다른 형태의tachyzoite RFLP로 확인할 수 있으며 제 형과 형은 같은 단백형을 제 형은 다른 단백형을 나1 3 , 2타낸다(41).톡소포자충 감염의 진단법은 종숙주의 분변에서 난포낭 이나(Oocyst) tachyzoite의 검출 톡소포자충의 특이적 와 항체의 검출 의 특정(14), IgG IgM (13), tachyzoite항원을 검출하는 방법 등이 있다. 항체 검출법으로 라텍스응집반응시험(Latex효소면역측정법Agglutination Test, LAT), (Enzyme-linked immunosorbent간접형광항체시험assay, ELISA), (Indirect fluorescence antibody test, IFAT)등이 있고 항원의 직접적인 검출에는 중합효소연쇄반응(14, 16) (Polymerase이 널리 활용되고 있다chain reaction, PCR) (14, 34).톡소포자충 감염률의 조사 연구로는 브라질 임신여성의 혈청 항체가 검사에서미국 우드척 의 혈청에서 독일 면양의 혈청에32.2%(45), (woodchuck) 14.3%(31),서 감염 등이 있으며 전 세계적으로 톡소포자충의 감염률과 그 유전형27.8%(38) ,을 조사하는 연구가 진행되어 왔다 국내에서도 서울과 경기도 지역 고양이 혈액.검사에서 톡소포자충 감염률이 각각 로 보고되었고 제PCR 30.2%(30), 13.2%(25) ,주도에서는 년 개체 고양이 혈청 중 개체 가 항체 양성률을 보였1989 76 29 (38.2%)으며 성인 혈청 연구에서 감염률이 로 보고된 바 있다 그러나 아직(18), 12.9%(48) .까지 제주도내 고양이 혈액에서 톡소포자충의 항원 검출 및 유전형을 조사한 보고는 없다.본 연구에서는 제주도내 고양이 혈액에서의 톡소포자충 감염률과 그 유전자형을조사하였다 그리고 현재 수의 임상에서 톡소포자충 감염 진단에 사용하고 있는 상.
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업용 톡소포자충 와 고양이 특이적 검출을 위한IgG ELISA kit IgGImmunoComb® 를 통한 항체가 검사 및 을 통한 직접 항원 검출을 실시하kit PCR여 그 결과를 비교하였다 또한 인수공통전염병인 톡소포자충증의 진단을 보다 간.단하고 신속하게 진단하기 위한 실시간 법을 확립하고자 하였다PCR .
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재료 및 방법재료 및 방법재료 및 방법재료 및 방법II.II.II.II.

실험동물 및 시료실험동물 및 시료실험동물 및 시료실험동물 및 시료1.1.1.1.실험에 사용한 고양이는 제주도 지역 프로그램에TNR (Trap, Neuter, Return)의거하여 제주대학교 부설 동물병원에 내원한 길 고양이 마리와 진료로 내원한66집 고양이 마리 총 마리를 대상으로 하였다 혈액은 경정맥을 통하여 채11 , 77 . 3ml혈하였으며, 이 중 은 추출을 위해 로 항응고 처리 된 튜브0.5ml DNA EDTA-3K에 나머지 은 혈청 또는 혈장 분리를 위해서 각각 튜브와, 2.5ml Plain Sodium으로 항응고 처리된 튜브에 분주하였다 혈청 및 혈청분리는 으heparin . 3000rpm로 분간 원심분리 한 후 상층액을 취하여 에 씩 분주하여 검사에10 e-tube 0.5ml사용하기 전까지 에 보관하였다-70 .℃
추출추출추출추출2. DNA2. DNA2. DNA2. DNA 는 처리한 의 전혈로부터Genomic DNA (gDNA) EDTA-3K 0.5ml G-DexIIbTM상업용 키트를 사용하여 추출하였으며 최종 농도는extraction (Intron, Korea) ,가 되도록 조정하였다100ng/ (Nanoveu, USA) .㎕

양성 대조군양성 대조군양성 대조군양성 대조군3.3.3.3.톡소포자충 양성 대조군은 톡소포자충 으로 대한민국 질병관리본부에RH strain서 분양받아 사용하였다.
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4 중합효소연쇄반응중합효소연쇄반응중합효소연쇄반응중합효소연쇄반응. (PCR). (PCR). (PCR). (PCR)톡소포자충의 항원 검출을 위해(DNA) PCR (Peltier Thermal Cycler US을 실시하였으며 산물은 아가로스젤PTC-200DNA Engine, BIO-RAD) , PCR 1.5%에 전기 영동하여 확인하였다 증폭부위는. T. gondii 으로 전기repeated region영동 시 위치에 하나의 밴드가 나타나도록 및533bp primer set (Table 1) PCR조건 을 설정하였다(Table 2) .
Table 1. The sequences of T. gondii PCR primers and fragment sizes ofthe investigated genesPrimerPrimerPrimerPrimersetsetsetset SequenceSequenceSequenceSequence(5' 3')(5' 3')(5' 3')(5' 3')→→→→ AmplificationAmplificationAmplificationAmplificationsize (bp)size (bp)size (bp)size (bp)TOXO4 GGGGAATTCTGTCGCTAAGCCATCGGAAGG 533TOXO5 GGGGAATTCGTTCCGTTGATTCGTCTGATGGTG
Table 2. PCR condition at T. gondii repeated regionTOXO4-TOXO5 AmplificationTOXO4-TOXO5 AmplificationTOXO4-TOXO5 AmplificationTOXO4-TOXO5 Amplification Initial denaturation 94℃ 5min38 Cycles Denaturation 94℃ 45secAnnealing 58℃ 30secExtension 72℃ 30secFinal extension 72℃ 7min
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효소면역측정법효소면역측정법효소면역측정법효소면역측정법5. (ELISA)5. (ELISA)5. (ELISA)5. (ELISA)항체 검출을 위해 용혈과 황달이 있는 혈청을 제외한 개의 혈청 시료를 대상70으로 DRG®T. gondii 를 사용하였으anti-human IgG ELISA kit (DRG, German)며 값은 장비를 이용하여 에서 측정하였다, OD Sunrise (TECAN, Austria) 450nm .
6.6.6.6. T. gondiiT. gondiiT. gondiiT. gondii 검출검출검출검출anti-cat IgGanti-cat IgGanti-cat IgGanti-cat IgG톡소포자충 항체 검출을 위한 시행 결과와 항원 검출 결과 와의ELISA kit (PCR)비교를 위해서 시행 결과를 바탕으로 한 톡소포자충 양성시료 개와 음성, PCR 14시료 개를 대상으로10 T. gondii 검출 인anti-cat IgG kit ImmunoComb®을 사용하여 톡소포자충 항체를 측정하였다(Biogal, USA) .

Fig. 1 ImmunoComb® kit including plastic card (A), on which purifiedToxoplasma gondii and Chlamydophila antigebs are attached. a: Positivereference b: Chlamydophila positive c: T. gondii positive
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유전자형 분석유전자형 분석유전자형 분석유전자형 분석7.7.7.7.1) PCR1) PCR1) PCR1) PCR톡소포자충의 유전자형을 보기 위해서 SAG2 유전자의 와 부위에 각각의5’ 3’를 합성하여 을 실시하였다 제 형을 분류하기 위해서 부위에primer sets PCR . 3 5’특이 을 이용하여 하였으며 제 형을 분류하기 위해서 부위에primer sets PCR , 2 3’특이 을 이용하여 하였고 산물은 과 부위에 각각primer sets PCR PCR 5’ 3’와 크기가 되도록 하였다 에 사용된 과330bp 326bp . PCR primer sets (Table 3)조건 은 아래와 같다PCR (Table 4, Table 5) .Table 3. Primer sets for Primary PCR of SAG2Primer setsPrimer setsPrimer setsPrimer sets Sequence (5' 3')Sequence (5' 3')Sequence (5' 3')Sequence (5' 3')→→→→ AmplificationAmplificationAmplificationAmplificationsize(bp)size(bp)size(bp)size(bp)SAG2F4 GACCTAGAACAGGAACAC 330SAG2R4 GCATCAACAGTCTTCGTTGCSAG2F3 TCTGTTCTCCGAAGTGACTCC 326SAG2R3 TCAAAGCGTGCATTATCGC
Table 4. Condition for primary PCR at SAG2 5'SAG2F4-SAG2R4 AmplificationSAG2F4-SAG2R4 AmplificationSAG2F4-SAG2R4 AmplificationSAG2F4-SAG2R4 AmplificationInitial denaturation 94℃ 5min40 Cycles Denaturation 94℃ 45secAnnealing 58℃ 30secExtension 72℃ 30secFinal extension 72℃ 7min
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Table 5. Condition for primary PCR at SAG2 3'SAG2F3-SAG2R3 AmplificationSAG2F3-SAG2R3 AmplificationSAG2F3-SAG2R3 AmplificationSAG2F3-SAG2R3 AmplificationInitial denaturation 94℃ 5min40 Cycles Denaturation 94℃ 45secAnnealing 59℃ 30secExtension 72℃ 30secFinal extension 72℃ 7min
2) Nested PCR2) Nested PCR2) Nested PCR2) Nested PCR 를 증류수로 배 희석한 것을 주형으로 하여Primary PCR-product 10 nested하였으며 산물은 과 부위에 각각 와 크기가 되도록PCR , PCR 5’ 3’ 241bp 221bp하였다 이에 사용된 과 조건 은 아래와 같. primer sets (Table 6) PCR (Table 7)다.
Table 6. Primer sets of nested PCRPrimer setsPrimer setsPrimer setsPrimer sets Sequence (5' 3')Sequence (5' 3')Sequence (5' 3')Sequence (5' 3')→→→→ AmplificationAmplificationAmplificationAmplificationsize(bp)size(bp)size(bp)size(bp)SAG2F GAAATGTTTCAGGTTGCTGC 241SAG2R2 GCAAGAGCGAACTTGAACACSAG2F2 ATTCTCATGCCTCCGCTTC  221SAG2R AACGTTTCACGAAGGCACAC
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Table 7. Condition for nested PCR at SAG2SAG2F-SAG2R2/SAG2F2-SAG2R AmplificationSAG2F-SAG2R2/SAG2F2-SAG2R AmplificationSAG2F-SAG2R2/SAG2F2-SAG2R AmplificationSAG2F-SAG2R2/SAG2F2-SAG2R AmplificationInitial denaturation 94℃ 5min40 Cycles Denaturation 94℃ 45secAnnealing 58℃ 30secExtension 72℃ 30secFinal extension 72℃ 7min
3) PCR-RFLP3) PCR-RFLP3) PCR-RFLP3) PCR-RFLP결과에서 양성으로 확인된 시료 모두를 아가로스젤에 전Nested PCR 1.5% 8㎕기 영동한 후 를 사용하여MEGA-Bead gel extraction kit (Intron, Korea) gel과정을 거쳐 를 실시하였다 부위에 사용한 제한효소는elution PCR-RFLP . 5’Sau3AI이고 부위에 제한효소는3’ HhaI였다 된 산물 제한. Gel elution PCR 8 ,㎕효소 완충액 총 의 혼합물을 에서 시간 동안 배양한 후1 , 1 , 10 37 2 4%㎕ ㎕ ㎕ ℃아가로스젤에 전기 영동한 후 결과를 확인하였다 실시 결과 부위에서 절. RFLP 5’단된 형태를 가질 경우 제 형으로 부위에서 절단된 경우 제 형으로 분류하3 , 3’ 2였고 이 두 가지 효소 모두에서 절단되지 않은 형태를 제 형으로 분류하였다, 1 .

초고속 실시간초고속 실시간초고속 실시간초고속 실시간8. PCR (Ultra rapid realtime PCR, URRT-PCR)8. PCR (Ultra rapid realtime PCR, URRT-PCR)8. PCR (Ultra rapid realtime PCR, URRT-PCR)8. PCR (Ultra rapid realtime PCR, URRT-PCR)초고속 은 을 이용하여 실시하였다PCR TMC-1000 system (Samsung, Korea) .은 을 포함한 혼합물TMC-1000 SYBR Green PCR (DNA 100ng, Forward primer10pmol, Reveres primer 10pmol, dNTP 25mM, Taq 20U, 10X PCR Buffer
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을 마이크로 칩 에 주입한 후 플롯에 장1X, 10X SYBR Green 0.5X) (Fig. 2a) 6㎕착하고 하면 유전자가 증폭됨에 따라PCR 전면 패널 에 실시간으로 증폭정(Fig. 2b)도가 나타나게 된다 과정 중 에 걸리는. PCR denaturation, annealing, extension시간이 각각 초였다 초고속 실시간 에 사용된 은5 . PCR primer sets이며 조건 은 아래와 같다SAG2F-SAG2R2 PCR (Table 8) .Table 8. realtime PCR condition using SAG2F-SAG2R2 primer setSAG2F-SAG2R2 AmplificationSAG2F-SAG2R2 AmplificationSAG2F-SAG2R2 AmplificationSAG2F-SAG2R2 AmplificationInitial denaturation 94℃ 30sec40 Cycles Denaturation 94℃ 5secAnnealing 58℃ 5secExtension 72℃ 5secFinal extension 72℃ 3min

Fig. 2 A realtime micro-scale chip-based PCR system, GenSpectorTMC-1000 (Samsung, Korea). a: Micro PCR chip with plastic housingb: The software embedded in computing unit which produces theamplification curve during reaction.
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클로닝 과 염기서열분석클로닝 과 염기서열분석클로닝 과 염기서열분석클로닝 과 염기서열분석9. (Cloning)9. (Cloning)9. (Cloning)9. (Cloning)톡소포자충 항원 양성 시료와 그 유전자형 분석을 실시한 결과를 확인하기 위하여 클로닝과 염기서열분석을 실시하였다. Toxoplasma gondii 533bp repeated의 산물과 부위 산물을 아가로스젤에 전기 영동 한region PCR SAG2 5’ PCR 2%후 MEGA-Bead® 를 사용하여 하gel extraction kit (Intron, Korea) gel elution고 이것을 pCR®2.1-TOPO® 에 클로닝 하였다vector (invitrogen, USA) (Fig. 3) .산물이 삽입된 를PCR vector E. Coli 에 하고 삽입이 확(DH-5 ) transformation ,α인된 E. Coli에 대해서는 함유 에 배양 하였ampicillin LB broth (37 , overnight)℃다 배양된. E. Coli를 원심분리하고 을pellet QIAGEN® Plasmid mini kit를 이용하여 를 추출하고 염기서열분석을 의뢰하였다(QIAGEN, USA) plasmid ,(Solgent, Korea).

Fig. 3 Genetic map of pCR®2.1-TOPO® vector (Invitrogen, USA)with total vector size of 3.9kb.
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결 과결 과결 과결 과III.III.III.III.

중합효소연쇄반응중합효소연쇄반응중합효소연쇄반응중합효소연쇄반응1. (PCR)1. (PCR)1. (PCR)1. (PCR)T. gondii 을 증폭한 결과에서 의 위치에 하나의repeated region PCR 533bp밴드를 나타낸 양성 시료는 총 개체 였으며 그 중 길 고양이가 개체14 (20%) , 11집 고양이가 개체 였다(17%), 3 (27%) (Fig. 4).

Fig. 4 Electrophoresis pattern of T. gondii repeatedregion after PCR amplification M: 25/100bp ladder,RHPC: Toxoplasma gondii RH strain positive control,Toxo1~2: Toxoplasma gondii positive sample Ng: Negativecontrol
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유전자형 분석유전자형 분석유전자형 분석유전자형 분석2.2.2.2. 검사에서 톡소포자충 양성인 시료 개를 대상으로PCR 14 SAG2 유전자의 와5’부위의 과 을 시행한 결과에서 부위에는 각각3’ primary PCR nested PCR 5’와 의 위치에 부위에는 각각 와 의 위치에 하나의 밴330bp 241bp , 3’ 326bp 221bp드를 확인하였다. (Fig. 5)와 부위의 산물을 한 후 를 시행한 결5’ 3’ nested PCR gel elution PCR-RFLP과 개체 모두가 톡소포자충 과 같은 제 형이었다, 14 RH strain 1 (Fig. 6, Fig. 7).

Fig. 5 Electrophoresis patterns of SAG2 gene after PCR amplification M:25/100bp ladder, RH5'/3': T. gondii RH strain positive control primaryPCR at 5'/3', RH5'/3'nested: T. gondii RH strain positive control nestedPCR at 5'/3', Toxo1: Toxoplasma gondii positive sample
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Fig. 6 PCR-RFLP patterns of SAG2 gene at 5' by Sau3AIM: 25/100bp ladder, RH 5': T. gondii RH strain positivecontrol nested PCR-RFLP by Sau3AI, Toxo1~3: T. gondiipositive sample nested PCR using Sau3AI

Fig. 7 PCR-RFLP patterns of SAG2 gene at 5' by HhaI M:25/100bp ladder, RH 3': T. gondii RH strain positivecontrol nested PCR-RFLP by HhaI, Toxo1~3: T. gondiipositive sample nested PCR using HhaI
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클로닝과 염기서열 분석클로닝과 염기서열 분석클로닝과 염기서열 분석클로닝과 염기서열 분석3.3.3.3. 실험 결과에서 위치에 증폭된 산물과PCR 533bp SAG2 부위5’ primary PCR산물의 염기서열 분석 결과 산물의 염기서열은 에(330bp) , 533bp PCR GeneBank등록되어있는 T. gondii 과repeated region (Accession no.AF146527.1) 100%일치하였으며, SAG2 산물의 염기서열 분석결과5’ primary PCR T. gondii유전자의 과isolate RH surface antigen P22 5' UTR partial cds (GenBank와 일치하였다Accession no. AY941252.1) 100% .
4. ELISA4. ELISA4. ELISA4. ELISA개체 혈청 시료에 대해서70 T. gondii anti-human IgG ELISA kit (DRG,로 항체가를 검사한 결과 개체 모두가 양성 판단의 최소 흡광도 값German) 70에 미치지 못해서 모두 음성으로 확인되었다(50IU/ml) .

초고속 실시간초고속 실시간초고속 실시간초고속 실시간6. PCR6. PCR6. PCR6. PCR초고속 실시간 에서PCR (Ultra rapid realtime PCR, URRT-PCR) T. gondiiSAG2 부위를 증폭한 결과는 시작 분 후에 얻을 수 있었고 유전자의 증5’ PCR 24폭여부를 판단해주는 형광값이 사이클 전후에서 크게 증가하는 것을 알 수 있었35다 산물을 아가로스젤에 전기 영동하여 일반 과 동(Fig. 8a). URRT-PCR 2% PCR일한 위치인 크기를 확인하였다241bp (Fig. 8).
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Fig. 8 Results of realtime PCR a: The Realtime PCR amplificationcurve, b: Electrophoresis pattern of realtime PCR product
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고 찰고 찰고 찰고 찰IV.IV.IV.IV.

톡소포자충의 감염 진단에 사용되는 방법에는 중간숙주와 종숙주의 체내에서 톡소포자충의 또는 종숙주의 분변 내 난포낭 을 확인하는 방법tachyzoite (Oocyst)톡소포자충 특이적 와 항체가 측정 및 을 통한 직접 항원 검(14), IgG IgM (13) PCR출법 등이 있다 이러한 방법 중 고양이 분변에서 난포낭을 확인하는 방법은(34) .톡소포자충증 감염을 진단하는 가장 정확한 방법이지만 실제 혈액이나 뇌척수액,등에서 항체나 항원이 검출된 고양이 분변에서 직접 난포낭을 확인한 보고는 없다고양이 분변 내 난포낭을 확인하기 위한 실험에서 감염률을 보(28). 0.9%(3/326)고한 바 있다(7).톡소포자충의 항원 검출을 위한 법은tachyzoite PCR B1, P80, 18S rRNAGenes, T. gondii 등 다양한 유전자가 사용되고 있으며 톡소포자repeated gene ,충의 감염여부를 판단하는데 활용되는 빠르고 민감한 방법이다 항원 검출(19, 23).을 위한 검체로는 뇌척수액 안방수 혈액 및 분변 등으로 다양하다 톡(6), (23), (25) .소포자충증에 감염된 개체에서 의 표면 단백질에 따라 가지 유전형을tachyzoite 3방법으로 구분할 수 있으며 이에 사용되는 다양한 유전자가 보고되었PCR-RFLP ,다 국내에서도 를 이용한 연구 보고가 있으며 년 경기도(20). PCR-RFLP (39), 2008지역 고양이에서 톡소포자충 양성 시료를 대상으로 한 실험 결과 시료 모두가 가장 독력이 높은 제 형으로 분류된 바 있다1 (26).본 실험에서는 T. gondii 을 증폭하여 항원을 검출하였repeated gene (529bp)으며 그 결과 총 개체 중 개체 의 시료에서 양성을 나타내었다 일반적으20%( 77 14 ) .로 법이 톡소포자충 진단에 추천되고 있으며 대부분의 연구에서PCR , T. gondiiB1 유전자를 사용해 왔다 본 실험에서는(4). B1 유전자 증폭시에 한 개 이상의 비특이적 밴드가 확인되어 항원을 확인하는데 다소 문제가 있었기에 B1 유전자가 아닌 T. gondii 을 포함한 부위를 증폭하도록 를repeated region (529bp) primer새롭게 디자인하였다 본 실험에 사용된 양성시료에 대한 산물의 염기서열을. PCR분석한 결과 T. gondii repeated region (GenBank Accession no.AF146527.1)
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과 일치함을 확인하였으며 톡소포자충 양성 검체를 대상으로100% , SAG2 유전자의 산물 을 염기서열 분석한 결과PCR (330bp) T. gondii의 RH surface antigen부위 와 일치함을 확인하였다P22 (GenBank Accession no. AY941252.1) 100% .이를 토대로 톡소포자충 항원의 검출을 위한 검사에 있어, PCR B1부위가 아닌 T.gondii 과repeat region (529bp) SAG2 부위를 증폭했을 때 단일 밴드를 확인함으로써 진단에 유용한 지표가 됨을 확인하였다.양성 개체 중 개체는 길 고양이 개체는 집 고양이에서 확인되었으PCR 14 11 , 3며 시행 결과 개체 모두가 제 형으로 분류되었다 톡소포자충 제, PCR-RFLP 14 1 .형은 국내에서 가장 많이 보고된 과 국내에서 최초로 보고된1 RH strain KI-1이 포함되어 있으며 그 독력이 가장 높은 것으로 알려져 있다 이는strain(39) (21).사람과 접촉하고 있는 집 고양이에서 확인되었다는 점과 가장 독력이 높은 제 형1이라는 점에서 공중보건학적으로 중요한 의의가 있다고 할 수 있다.톡소포자충의 특이적 와 항체가를 검출하는 방법인 와IgG IgM ELISA, IFAT방법 중에서 방법보다 와 방법으로 검사하는 것이 감염률MAT MAT ELISA IFAT민감도 및 특이도 가 높게 나타났다 이러한 결과를 바(73.3%), (94.3%) (83.3%) (16).탕으로 사람을 포함하여 면양 등의 다양한 동물을 대상으로 톡소포자충의 와IgG항체가를 검출하는 상업용 가 개발되어 인의와 수의 분야에IgM kit (2, 3, 15, 27)서 사용되고 있다 그러나 종숙주인 고양이의 체액 내 톡소포자충 와 을 검. IgG IgM출하는 상업용 는 생산 및 원활한 공급이 되지 않아 국내 수의 임상에ELISA kit적용하기에 많은 어려움이 있다 과거 국내 고양이의 체액 중 톡소포자충의 항체가.검출 관련 연구에서는 상업용 가 아닌 방식의 방법으로ELISA kit manual ELISA검사 하였다 이런 경우 적합한 실험 조건이 갖추어질 경우에만 진단이 가(25, 30) .능하기 때문에 실제 수의 임상에서 적용하기에는 무리가 있다 본 실험에서는 국내.에서 손쉽게 구할 수 있는 사람 차 항체 처리된 톡소포자충2 (anti-human IgG)상업용 를 사용하여 고양이에서의 톡소포자충 감염률을 보았으며 그IgG ELISA kit결과 개체 모두가 양성 기준 흡광도 값에 못 미치는 음성을 나타내었다 또한70 .결과 양성인 시료 개체와 음성인 시료 개체를 대상으로 고양이 차 항체PCR 14 10 2
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를 사용한(anti-feline IgG) ImmunoComb® 로 검사한 결과 기존kit ,결과와 달리 양성 시료 개체 중 개체anti-human IgG ELISA kit PCR 14 12 (86%)에서 음성 시료 개체 중 개체 에서 양성을 나타내었다 따라서 고양, PCR 10 5 (50%) .이에서의 톡소포자충 감염을 진단하는데 있어서 고양이의 차 항체를 사용한2ImmunoComb® 가 적합할 것으로 판단된다 또한kit . ImmunoComb® 는 별도kit의 장비나 기구 없이 검사에 걸리는 시간이 분 정도인 것에 비해 은35 ELISA kit별도의 장비가 필요하고 검사에 시간 정도가 소요되는 점을 고려해볼 때 실제 임3상에서 톡소포자충증의 진단에 유용할 것으로 생각한다.검사와 항체가 검사 결과 간의 다소 차이가 발생한 이유는 두 방법 간에PCR검출하고자 하는 표적 항원 항체 에 차이가 있어서 이다 그 예로써 톡소포자충( , ) . ,감염 후 일째 혈액 내에서 항체가 검출되는 반면에 항원의 검출은 감염 후 일21 14전후에 나타난다고 보고된 바 있다 또한 종숙주인 고양이가 난포낭 감염성 난(5). ,포낭 등 어떤 형태의 톡소포자충에 감염되었는지에 따라 항원과 항체, bradyzoite의 검출 시기에 차이가 있다고 하였다 본 실험 결과 양성 개체의 혈청 중(9). PCR항체가 검출되지 않은 개의 시료가 감염초기 채혈된 것일 가능성과 이 마리의2 , 2고양이가 모두 동일한 어미에서 태어난 새끼 고양이였다는 점에서 태반감염의 가능성도 고려해 볼 수 있을 것이다 그리고 결과 음성 개체에서. PCRImmunoCombⓇ 양성 결과가 나타난 개체의 경우 톡소포자충 감염 후 항원kit 5이 혈중에 존재하지 않고 항체만 존재한 것으로 볼 수 있다.이상의 실험 결과에서 고양이 톡소포자충증의 진단에는 임상증상을 포함하여 항,체와 항원의 검출을 병행하는 것이 필요하다 그리고 확인된 모든 톡소포자충이 독.력이 강한 형태로 임신초기 여성에게 감염되지 않도록 공중보건학적 관리가 필요하다 또한 본 실험에서 초고속 실시간 법을 통해서 신속하고 정확한 진단을. PCR할 수 있는 방법을 확립함으로써 실제 임상에서 톡소포자충증의 진단에 유용하게사용될 수 있을 것이라고 사료된다.
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결 론결 론결 론결 론V.V.V.V.

제주도내 고양이 혈액에서의 톡소포자충 감염률과 그 유전자형을 조사하고 톡소,포자충 감염의 진단법 중 항체가 측정과 을 통한 직접 항원 검출 결과를 비교PCR한 결과는 아래와 같다.검사에서 마리 마리 가 톡소포자충 감염으로 확인되었으며 이 중PCR 20%(14 /70 ) ,개체 는 길 고양이 개체 는 집 고양이였다 그리고 양성 개체 모두11 (17%) , 3 (27%) . 14검사에서 톡소포자충 제 형으로 확인되었다nested PCR-RFLP 1 .양성 개체와 음성 개체 총 개체를 대상으로PCR 14 10 , 24 T. gondii IgG ELISA와kit ImmunoCom® 로 검사한 결과kit , T. gondii 검사에서 모IgG ELISA kit든 시료가 음성을 나타낸 반면에 ImmunoCom® 검사에서는 의 양성률을kit 70%나타내었다.톡소포자충 초고속 실시간 검사법을 확립하였으며 실제 수의 임상에서 진PCR ,단에 유용하게 적용할 수 있음을 확인하였다.이상의 결과로 고양이 톡소포자충증의 진단에는 임상증상을 포함하여 항체와 항원의 검출을 병행하는 것이 필요하며, 확인된 모든 톡소포자충이 독력이 강한 형태로 공중보건학적 관심과 관리가 필요하다 또한 초고속 실시간 법을 통해서 신. PCR속하고 정확한 진단을 내릴 수 있는 방법을 확립됨으로써 실제 임상에서 톡소포자충증의 진단에 유용하게 사용될 수 있을 것이라 사료된다.
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Abstract

Prevalence and Genotypes of Toxoplasma gondii in Blood

of Cat Population in Jeju IslandSoyeon Kim(Supervised by Prof. Youngmin Yun)Department of Veterinary Internal medicine, College of VeterinaryMedicine, Jeju National University, Jeju, Korea.Toxoplasma gondii is a widespread protozoan parasite that may causeserious diseases in various mammalian hosts including humans and smallruminants. It has been well-known that cats play an important role in thespread of toxoplasmosis, and they act as the definitive host of this parasite.This study is designed to investigate prevalence and genotypes ofToxoplasma gondii, which is detected in blood of cats of Jeju island. Inthis process, both antibody-detecting and antigen-detecting methods,which are widely used for diagnosis of Toxoplasmosis, were evaluated,and their detection rates were compared. The antibody-detectionmethods include a commercial kit involving Toxoplasma gondii IgG ELISAand ImmunoComb® kit detecting feline specific IgG, while PCR was usedas the antigen detection method in this study. Furthermore, ultra rapidreal-time PCR method has been adopted to diagnose T. gondii morepromptly.Blood samples were collected from 66 stray cats and 11 house-keptcats. Genomic DNA was extracted for detection of T. gondii by PCRmethod. Meanwhile, serum samples were also collected for ELISA kit andImmunoComb® kit. Based on PCR results, the positive samples were used
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for demonstration of PCR-RFLP patterns of SAG2 gene. On the otherhand, ultra rapid real-time PCR method was used to provide a promptdiagnosis of toxoplasmosis.In total, 14 of the 77 blood samples (20%) were positive in which11(17%) were from stray cats and 3(27%) were from house-kept cats inPCR method, respectively. Meanwhile, 70 serum samples showed negativeresults in ELISA kit. On the other hand, ImmunoComb®tests wereperformed on both 14 positive and 10 negative samples from PCRmethods, and 12 out of 14 positive and 5 out of 10 negative samples inPCR were demonstrate das positive. PCR-RFLP revealed that all samplesbelong to Type I clonal lineage. In addition, the results obtained usingultra rapid real-time PCR method well correlated with those fromconventional PCR method, and it is also much less time-consuming.In this study, it was possible to know the prevalence of T. gondii inthe cat population of Jeju island. Meanwhile, all positive samples werebelong to Type I clonal lineage which is the most virulent type. Astoxoplasmosis is one of the major zoonotic diseases and it poses a threaton public health, the prevalence rate needs to be continuouslymonitored. In addition, it can be suggested that the mmunoComb® kit issuperior to the commercial ELISA kit in diagnosis of felinetoxoplasmosis, as the former uses the feline secondary antibody incontrast to the latter using the human secondary antibody.
Key words: Toxoplasma gondii, Cat, SAG2, PCR-RFLP, realtime PCR
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이제는 오빠라고 부르기엔 너무 멀리 온 것 같아서 평생 성부장님으로 부를랍니다 그래도 늘 듬직하.고 자랑스러운 저의 오라버니에요 태균아 같은 실험실에 있으면서 늘 너에게 도움이 되는 버팀목이~ ,되어주어야겠다고 생각했었는데 오히려 도움 받은 것이 더 많은 것 같아서 참 고맙고 미안해 앞으로.의 학교생활 누구보다도 멋지게 해낼 수 있을 꺼라 확신해 대굴대굴 대근아 누가 뭐래도 니가 있는~ ~내과실이 가장 웃음꽃이 활짝 피고 즐거워 초심 잃지 않고 계획대로 잘 마무리되었으면 좋겠어 우~ ~리 실험실의 왕고 김윤기씨 너의 섬세함과 예리함 눈웃음과 주황색 색연필 라텍스는 앞으로의 내. , ,생활 곳곳에서 웃음을 줄 것 같다 지금 모습 늘 간직하길 바래 내과실의 하나밖에 없는 여동. . ( )ㅋㅋ생 혜원양 믿어주고 의지해줘서 고맙고 똑똑하고 착하고 무엇보다도 노력하는 모습이 참 예뻤어 내. !맘알지 강승훈이 휴학하면서 익숙하지 않은 실험실 생활에 잘 따라와 줘서 고맙고 대견하다 넌? ~ .ㅋ영원한 내과실 한가족이야 동기 없이 홀로 한 학년 역할 수행하느라 고생이 많은 라원아 힘들지~^^ ~만 많은 걸 얻었을 거라 생각해 이제 내과실 대장이니까 선배후배 잘 챙기고 지금처럼 잘 웃고 잘.지내줬으면 좋겠어 동휘야 이제는 송아지랑도 강아지랑도 친한 레알 수의학도가 되었으니 더욱 분~ .발해서 최고의 수의사가 되길 바래 내과실의 신데렐라 영신아 실험실 궂은일 도맡아 하느라 고생이~ .많다 이제 실험실의 주역이 되어 발바닥 땀나게 뛰고 졸업 전에 예쁜 여친과 함께 유리구두 신고 나.타나거라 내과실의 사감선생님 지원아 성실함과 부지런함은 어떤 것 보다 강력한 무기가 될 수~ ~ㅋ있다는 걸 널 보며 느낀다 이제 글씨 연습만 하면돼 언니가 펜글씨 교본 보내 줄께 뭐든 잘하. .. ~ .ㅋ는 사슴 같은 지연아 내과실의 안방마님이 되었구나 더 많은 시간을 함께했으면 좋았을 텐데 아쉬~ .움이 남는다 그래도 앞으로의 날이 더 기니까 하고 싶은 것 다하면서 자랑스러운 내 후배 수의사가. ..되길 바래^-^년이 넘는 시간 동안 함께 존재한다는 것만으로 힘이 되는 내 동기들 감사합니다 특히 물심양면8 .도움이 컸던 병리실 재훈이 독성실 동건이 고맙다 너희는 큰 사람이 될꺼야 그리고 추운 겨울 군, . ~!대에서 땀흘리고 있는 성준이 조금만 더 참고 힘내 정 많고 꿈 많고 배울점 많은 내 가족 같은 동. ~!생 지혜야 높이높이 올라가서 나중에 맛있는거 많이 사줘 충청도에서 고생하고 있는 전라디안 우리. !정욱이 요즘 옷은 잘 사입고 다니는지 모르겠다 우리 추억들 간직하며 모두 건강하게 잘살자 그. . ^^리고 년 지기 친구 경미 제주에서 부모님 역할하며 나 거둬먹이느라 고생이 많았고 대학원 오라10 .고 얘기 해줘서 고마워 미국에서 열공중인 보람오빠 야스요언니 늘 인생의 조언자가 되어줘서 고^^ , .마워요 미국에서 얼마 전에 득녀 하신 정효훈 선생님 덕분에 대학원생활 시작을 잘할 수 있어서 이. .날이 온 것 같습니다 감사합니다 또한 이 논문이 가능하게 해주신 질병관리본부 말라리아기생충과. . .이상은 선생님께 진심으로 감사드립니다.마지막으로 김정수씨 늘 나를 믿어주고 함께 해줘서 고맙고 서귀포와 제주시를 옆 동네 가듯 달~려줘서 고마워 뭐든 잘먹어주고 내 이야기 잘 들어주고 항상 날 보고 웃어줘서 고마워 그리고 무엇. .보다도 날 위해 제주행 비행기를 타줘서 고마워 덕분에 행복합니다 감사합니다^^ . .힘이 되어주시는 모든 분들 기대에 어긋나지 않는 정직하고 참 좋은 수의사가 되겠습니다.
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