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초 록

제주지역 돼지 흉막폐렴에 대한

병리학적 연구 및 원인체의 혈청형

지도교수 :김 재 훈

김 기 승

제주대학교 대학원 수의학과

 Actinobacillus(A.)pleuropneumoniae에 의한 돼지 흉막폐렴은 전 세계적으로

양돈산업에 경제적으로 매우 큰 피해를 주는 질병이다.현재까지 본 균체는 2개

의 생물형과 15개의 혈청형으로 분류된다.흉막폐렴의 효과적인 예방과 적절한

치료를 시작함에 있어 빠른 진단과 혈청형의 동정은 매우 중요하다.따라서 본

연구는 제주도 돼지에서 발생한 흉막폐렴에 대한 병리학적 특징과 병변형성에

관여하고 있는 균체의 혈청형을 규명하기 위하여 수행하였다.검사 시료는 2007

년부터 2011년까지 제주도 내 24개 양돈장으로부터 제주대학교 수의병리학교실

에 의뢰된 돼지 중 중합효소연쇄반응을 이용하여 A.pleuropneumoniae감염으로

진단된 총 50개의 돼지 폐장을 실험에 공여하였다.부검을 통해 채취한 폐장은

10% 중성완충포르말린에 고정하였고 일반적인 조직처리과정에 따라 병리조직학

적 검사를 실시하였다.흉막폐렴 병변에서 출현하는 특징적인 귀리세포(oatcell)

의 세포기원을 규명하고자 급성형 병변을 보이는 폐장조직에 대해 CD3,MHC

classⅡ 및 lysozyme항체를 사용하여 면역조직화학염색을 실시하였다.또한 중
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합효소연쇄반응을 이용하여 폐렴 병변에 존재하고 있는 균체의 혈청형을 분류하

였고,세균배양검사를 통해 분리된 균체에 대하여 항생제 감수성 검사를 실시하

였다.육안적으로 폐장에서 흉막폐렴 병변의 분포는 양측성보다 편측성인 경우가

많았다.병리조직학적으로 심급성 및 급성 병변에서는 미만성의 부종,섬유소 석

출,출혈,중성호성 백혈구 침윤,혈전형성,괴사 등의 특징을 보이고 있었다.만

성 병변에서는 큰포식세포 침윤,대상 괴사(zonalnecrosis)주위로 섬유화 및 폐

흉막에 결합조직의 증식을 나타내고 있었다.면역조직화학염색 결과,MHCclass

Ⅱ 및 lysozyme항체에 대하여 귀리세포 주위에서 약한 양성반응을 나타내었다.

50건의 흉막폐렴에 대한 혈청형 동정 결과 혈청형 5가 92%(46/50)로 가장 많았

으며,혈청형 2가 6%(3/50),2형과 5형의 혼합감염이 2%(1/50)의 순으로 분포하

였다.균체에 대한 항생제 감수성 검사 결과 ceftiofur,amoxicillin,colistin은 매

우 우수한 감수성을 보이고 있었으나,ampicillin,penicillin,tylosin등은 내성을

보였다.이상의 연구 결과를 종합해 볼 때 제주도 지역의 돼지 흉막폐렴에는 A.

pleuropneumoniae혈청형 5가 가장 많이 감염되고 있으며,괴사 병변에 나타나

는 귀리세포는 폐포큰포식세포에서 유래하는 것으로 사료된다.

중심어 : Actinobacilluspleuropneumoniae,돼지 흉막폐렴,면역조직화학염색,

중합효소연쇄반응,항생제 감수성 검사,혈청형
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Ⅰ.서 론

Actinobacillus(A.)pleuropneumoniae는 그람 음성이며,비운동성의 형태가 다

양한 소형의 구균양(coccoid)혹은 간균(rod)모양의 세균이다 [25,31].A.

pleuropneumoniae는 돼지가 유일한 자연 숙주이며 [31],돼지 흉막폐렴(porcine

pleuropneumonia)의 원인체로 전 세계적으로 양돈산업에서 막대한 경제적 피해

를 주고 있다 [32].이 균이 처음 분리되었을 당시에는 사람의 Hemophilus(H.)

strain과 유사하여 H.parahemolyticus로 명명되었다 [26].이후 Shope[30]은 아

르헨티나의 돼지 농장에서 발생한 흉막폐렴 병소에서 분리한 균을 병변의 특징

에 따라 H.pleuropneumoniae로 명명하였다.그러나 최근에는 DNA 조성과

phenotype이 Hemophilus속 보다는 Actionbacillus속에 가깝다는 것이 밝혀져 A.

pleuropneumoniae라고 개명되었다 [32].

A.pleuropneumoniae는 nicotinamide adenine dinucleotide (NAD 또는 V

factor)요구성에 따라 2개의 생물형(biotype)과 균체 협막을 구성하는 다당류의

차이에 의해 15개의 혈청형(serotype)으로 분류된다.NAD요구형인 생물형 Ⅰ에

는 혈청형 1∼12및 15가 있으며,혈청형 13및 14는 NAD 비요구형인 생물형

Ⅱ에 속한다 [17].

A.pleuropneumoniae는 건강한 돼지의 상부호흡기도 및 편도에서도 검출되며

[31],밀집사육,환기불량,장거리 수송,온도의 급변,갑작스런 환경변화 등의 스

트레스 요인이 가해졌을 때 돼지의 저항력 저하로 인하여 흉막폐렴이 발생하게

된다 [17].이 균의 전파는 감염돈에 의한 공기전파 및 직접접촉으로 이루어진다

[31].임상적으로 심급성,급성 및 만성형으로 구분되어 진다 [8].심급성형은 소

수의 개체가 산발적으로 무증상 또는 고열 및 식욕부진을 보이며 특별한 호흡기

증상 없이 바닥에 누워 있다.순환부전으로 인해 코,귀,사지말단에서 시작하여

시간이 경과하면서 전신 피부가 발적되는 청색증을 나타낸다.또한 개구호흡,견

좌자세 등을 보이며 폐사 직전에 코와 입으로부터 거품이 섞인 혈액성 삼출물을

보인다.급성형은 다수의 개체가 감염되는데,고열에 의해 피부가 발적되고 활동

성이 저하되며 사료와 음수의 섭취가 현저하게 줄어든다.호흡곤란,기침과 같은
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심한 호흡기 증상이 나타난다.만성형은 급성형의 증상이 사라진 후에 나타나는

데 열은 미약하거나 없으나 간헐적인 기침과 식욕저하로 증체량과 사료효율이

감소하여,출하일령이 증가된다 [13,17,30].

육안적으로 돼지 흉막폐렴은 폐장의 모든 엽에 걸쳐 경계가 명료한 암적색조

의 경화된 병변을 보인다 [25].병리조직학적 병변은 초기에는 출혈,괴사,중성

호성 백혈구의 침윤,페포큰포식세포와 혈소판의 활성,혈전형성,광범위한 수종,

섬유소성 삼출물의 석출 등을 특징으로 한다.만성으로 경과 시 큰포식세포 침

윤,괴사소 주위의 섬유화 및 섬유성 흉막염 등의 특징적인 소견을 보인다 [17].

또한 폐장 실질에 형성되는 대상 괴사소(zonalnecrosis)주위로는 농염된 핵과

세포질을 가지고 소용돌이치는 형태를 가지는 방추형의 귀리세포(oatcell)를 특

징적으로 관찰할 수 있다 [6,8,23].Liggett등 [23]은 이 세포들에 대한 면역조

직화학염색(immunohistochemistry;IHC)및 전자 현미경 검사 결과 중성호성백

혈구에서 유래하였을 가능성이 있음을 보고하였으며,폐장의 기관지염,폐포염

및 국소적인 괴사 등과 같은 초기 병변 형성에 있어 중성호성백혈구가 중요한

역할을 한다고 주장하였다.반면에 정과 한 [6]은 돼지 생식기 호흡기 증후군 바

이러스(porcinereproductiveandrespiratorysyndromevirus;PRRSV)를 접종한

후 A.pleuropneumoniae를 혼합감염시킨 실험군에서 폐포강내에 큰포식세포가

서로 유합되어 합포체를 형성하거나 귀리세포 형태를 나타내기도 한다고 보고하

였다.

A.pleuropneumoniae에 의한 흉막폐렴은 급성의 경과를 취하며 막대한 피해

를 주고 있기 때문에 본 질병에 대한 신속하고 정확한 진단이 매우 중요하다.균

체의 혈청형을 구분하는 진단 기법으로는 보체결합시험(complementfixation

test),간접혈구응집법(indirecthemagglutinationtest),효소면역법(enzyme-linked

immunosorbentassay),라텍스응집반응법(latexagglutinationtest),간접형광항

체법(indirectfluorescentantibody test),면역확산법(immunodiffusion test)및

링침강반응(ringprecipitationreaction)등으로 매우 다양하다 [2,3,34].이러한

기존의 면역학적 기법에 의한 혈청형 동정은 혈청형 간 교차반응이 자주 발생하

고 있기 때문에,최근에는 보다 신속하고 신뢰성이 높은 검사 기법인 중합효소연

쇄반응(polymerasechainreaction;PCR)을 이용하여 질병 진단 및 혈청형의 동
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정에 활용하고 있다 [4,9,29,34].흉막폐렴 균체에 대한 국내 연구에 따르면 각

지역별로 다소간의 차이는 있으나 주로 혈청형 2및 5가 가장 문제시되고 있으

며,간헐적으로 혈청형 3,7,10및 12가 보고되기도 하였다 [1,2,3,4].

이 질병을 치료하기 위하여 양돈장에서는 항생제가 주로 사용하고 있으며,비

교적 양호한 치료 효과를 보이고 있다 [24].그러나 때때로 과도한 항생제의 사

용으로 인한 내성균의 출현이라는 큰 문제점이 발생하고 있는 실정이다.또한 흉

막폐렴 균체는 단독 감염 시에도 높은 이환율과 폐사율을 나타내지만,PRRSV

등의 바이러스와 함께 복합감염될 때 그 피해는 더욱 심해진다 [17].

이 연구는 제주도에서 발생하는 돼지 흉막폐렴의 정확한 진단과 적절한 치료

및 예방을 위한 기초자료를 마련하기 위하여 수행하였다.돼지 흉막폐렴에 대한

병리학적 연구를 통하여 병변의 특징을 파악하였으며,병변을 유발하는 A.

pleuropneumoniae의 혈청형을 분석하였다.또한 배양된 균체에 대한 항생제 감

수성 검사를 실시하였다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1. 공시재료 

  2007년에서 2011년까지 제주도 소재 24개 양돈장으로부터 제주대학교 수의과

대학 병리학교실에 병성감정 의뢰된 돼지에서 육안 및 병리조직학적으로 흉막폐

렴으로 진단된 시료를 우선적으로 선발하였다.이 중,PCR을 이용하여 A.

pleuropneumoniae감염으로 최종 확인된 총 50두의 폐장 시료를 실험에 공여하

였다.50두 돼지를 지역에 따라 세분하여 보았을 때 제주시 지역 46두(한림읍 22

두,애월읍 17두,한경면 5두,조천읍 2두)및 서귀포시 지역 4두(대정읍 3두,표

선면 1두)로 확인되었다.

2.병리조직학적 검사

의뢰된 돼지는 일반적인 절차에 따라 부검을 수행하여 각 장기의 육안소견을

세밀하게 살핀 다음,폐장을 포함하여 병변이 확인된 장기를 채취하였다.채취한

폐장의 일부는 따로 분리하여 세균배양검사 및 PCR을 실시하였으며,일부는

10% 중성완충포르말린에 고정하였다.고정이 완료된 폐장 조직은 통상적인 처리

과정에 따라 파라핀 포매하여 hematoxylin-eosin(H&E)염색을 실시하였다.각

폐장 조직은 흉막폐렴의 특징적인 소견을 확인한 뒤,병변의 정도를 평가하기 위

해 각각의 소견을 4단계(none,mild,moderate및 severe)로 나누어 조사하였다.

또한 돼지 흉막폐렴 병변의 진행 단계는 Ajito등 [8]의 보고를 참고하여 수종

및 출혈이 특징적인 심급성(peracute),섬유소 석출 및 괴사가 주된 병변인 급성

(acute)및 괴사부 주위 또는 흉막에 섬유화까지 동반되는 만성(chronic)으로 구

분하여 조사하였다.
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3.PCR

1)검사 시료의 핵산 추출

돼지 50두의 폐장에서 흉막폐렴의 원인균인 A.pleuropneumoniae의 혈청형

동정을 위하여 PCR을 실시하였다.유전자 검사를 위하여 -70℃에 냉동 보관된

폐장 조직의 일부를 채취하여 DNaseRNasefreedistilledwater(Invitrogen,

USA)와 1:10비율로 혼합하여 균질화 시킨 후 상층액을 이용하였다.

DNA추출은 G-spin
™
DNA extractionkit(iNtRON biotechnology,Korea)를

이용하였다.시료의 상층액 200㎕에 G-buffer400㎕을 잘 혼합한 다음 70℃에

서 10분간 방치하고 bindingbuffer400㎕를 첨가하여 column에 800㎕를 넣고

12,000rpm에서 1분간 원심분리하였다.Collectiontube에 여과된 용액을 제거하

고 500㎕의 washingbuffer를 분주하여 12,000rpm에서 1분간 원심분리한 후

상기 과정을 1회 반복하였다.새로운 1.5㎖ effendorftube에 column을 넣고 100

㎖의 elutionbuffer를 첨가하여 13,000rpm에서 1분간 원심분리를 하였다.최종

추출물은 PCR검사 전까지 -70℃에 냉동보관 하였다.

2)Oligonucleotideprimer의 제작

A.pleuropneumoniae의 진단과 혈청형 2,5,6형 동정을 위한 primer는

Jessing 등 [20]의 방법에 준하여 제작하였으며,1형 동정을 위한 primer는

Schuchert등 [29]의 방법,3형 동정을 위한 primer는 Zhou등 [34]의 방법,7및

12형 동정을 위한 primer는 Angen등 [9]의 방법에 준하여 제작하였다(Table1).
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3)PCR반응조건

혈청형 동정을 위한 반응조건은 추출한 DNA 2㎕와 동정하고자 하는 혈청형

의 primer각각 0.5㎕ (20pmol)및 DNaseRNasefreewater17㎕를 PCR

premix(MaximePCRpremix,iNtRON biotechnology,Korea)에 첨가하여 최종

반응용량이 20㎕가 되도록 하였다.각 혈청형에 대한 PCR반응에 대한 온도와

시간 조건은 Table2와 같이 설정하였다.PCR의 증폭은 PCR ThermalCycler

DiceTP600(TaKaRa,Japan)을 이용하였다.

4)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 혈청형에 대한

특이적인 밴드의 유무를 확인하였으며,증폭산물을 확인하기 위하여 100 bp

DNALadder(iNtRON,Korea)를 molecularsizemarker로 이용하였다.
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Table 1.Oligonucleotideprimersused in PCR testforidentification and

serotypingofA.pleuropneumoniae

Target

agent
Primer Sequences(5̀ to3̀)

product

size

(bp)

APP

AllSerotype

HPF

HPR

AAGGTTGATATGTCCGCACC

CACCGATTACGCCTTGCCA
950

APP

Serotype1

Ap1U1

Ap1L2

AGTGGCTGGATGAGACGAGAC

TAGTTTGTTATGGTATTTCTGTA
1,603

APP

Serotype2

Ap2F

Ap2R

ACTATGGCAATCAGTCGATTCAT

CCTAATCGGAAACGCCATTCTG
500

APP

Serotype3

AP3NF

AP3NR

TTTGCGCTGTAGTGCTCCAAT

AACAAATAAAGTTGCTCGAAAGTA
921

APP

Serotype5

Ap5A

Ap5B

TTTATCACTATCACCGTCCACACCT

CATTCGGGTCTTGTGGCTACTAA
1,100

APP

Serotype6

SGJ14

SGJ5

AACCACTCACTTTCCACATTAG

AATCGGAAGGTTTTGGTCTCGTG
720

APP

Serotype7

Ap7F

Ap7R

GGTGACTGGCGTACGCCAAA

GGGCTGCAGACTGACGTAA
396

APP

Serotype12

Ap12F

Ap12R

GGTTCTCCAGATGACTCTGAAA

GCTATTGGATGAAGATGACTCAT
559
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Table2.PCRconditionsfortheclassificationofA.pleuropneumoniae

Agents

PCRconditions

Pre-cycle

heating
Cyclereactions

Post-

extension

APP

Serotype1
95℃,3min

95℃ for1min,56℃ for1min,

72℃ for2min (33cycles)
72℃,10min

APP

AllSerotype,

Serotype2,5,6

94℃,5min
94℃ for1min,63℃ for1min,

72℃ for1min20sec(33cycles)
72℃,10min

APP

Serotype3
95℃,15min

94℃ for1min,62℃ for1min,

72℃ for1min30sec(30cycles)
72℃,7min

APP

Serotype7,12
94℃,5min

94℃ for1min,63℃ for1min,

72℃ for1min (33cycles)
72℃,10min
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4.면역조직화학적 검사

  급성형을 보이는 폐장의 흉막폐렴 병변에 특징적으로 출현하는 귀리세포의 기

원을 규명하고 세포학적 변화상을 확인하기 위하여 Envisionpolymerreagent

(Dako,USA)방법으로 면역조직화학염색을 수행하였다.폐장 파라핀 조직을 4～

5㎛ 두께로 절편하여 silane코팅 슬라이드에 부착한 후,탈파라핀 및 함수과정

을 거쳤으며,조직 내 존재하는 peroxidase를 제거하기 위해 3% H2O2가 첨가된

phosphatebufferedsaline(PBS,pH 7.2)에 10분간 반응시켰다.귀리세포군 내

세포의 분포 및 변화 양상을 확인하기 위한 1차 항체로는 CD3,MHCclassⅡ

그리고 lysozymeantibody를 사용하였다(Table3).이들 항체를 조직위에 적하하

여 37℃에서 1시간 처리한 다음 2차 항체에 40분간 반응시켰다.반응이 끝난 후

PBS수세를 거친 뒤 3,3'-diamino-benzidinetetrahydrochloride(DAB;Dako,

USA)로 발색하였으며,대조염색은 Mayerhematoxylin(Sigma,USA)으로 염색

하였다.염색이 끝난 조직 슬라이드는 광학현미경으로 관찰하여 세포표지자에 양

성인 세포의 분포를 확인하였다.

Table3.Primaryantibodiesusedforthecharacterizationofoatcells

Antibody Targetcell Source Dilution Antigenretrieval

CD3 Tlymphocyte DakoA0452 1:50
10nmol/Lcitratebuffer,

pH6.0:95～99℃,1h

MHC

classⅡ

Macrophage

Blymphocyte

Dendriticcell

DakoM0746 1:40
10nmol/Lcitratebuffer,

pH6.0:95∼99℃,1h

Lysozyme Macrophage DakoA0099 1:400
ProteinaseK0.002%:37℃,

30min
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5.세균배양검사

병변이 확인된 폐장에서 A.pleuropneumoniae를 배양하고자 병변부 단면의

오염부위를 제거한 뒤,무균적으로 소량의 시료를 채취하여 chocolateagarplate

(HANILCOMED,Korea)에 도말하였다.도말을 마친 배지는 candlejar에 넣은

상태로 37℃에서 24～48시간 배양하였다.전체 50두의 폐장에 대한 세균배양검사

를 실시한 결과 총 28개의 균체를 분리하였다.

6.항생제 감수성 검사

  병변에서 분리한 28개의 A.pleuropneumoniae균체에 대하여 항생제 감수성

검사를 실시하였다.항생제 감수성 디스크는 BBL사 제품으로 amoxicillin/

clavulanic acid (AmC-30,20/10 ㎍),ampicillin (AM-10,20 ㎍),colistin

(CL-10,10 ㎍),enrofloxacin (ENO-5,5 ㎍),gentamicin (GM-10,10 ㎍),

penicillin(P-10,10U),trimethoprim/sulfamethoxazole(SXT,1.25㎍/23.75㎍)

와 Rosco Diagnostica A/S 제품으로 tylosin (Tylo,150 ㎍),lincospectin

(Li-SP,15/200㎍),lincomycin (LincoM,19㎍),ceftiofur(CFTIO,30㎍),

tiamulin(Tiamu,30㎍),등 12종의 항생제를 사용하였으며,감수성 여부는 각각

의 제조회사에서 제시한 감수성 판정 기준을 따랐다.균체는 0.5McFarland혼

탁도 기준으로 조정하여 chocolateagarplate에 접종균액을 멸균면봉으로 배지

전체에 골고루 도말한 다음 항생제 디스크를 20㎜ 간격으로 배지표면에 부착시

키고 candlejar를 사용하여 37℃에서 24시간 배양하였으며,디스크 주위에 형성

된 억제대의 직경으로 감수성 여부를 판정하였다.
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Ⅲ.결 과

1.흉막폐렴 발생 상황

흉막폐렴에 감염된 50두에 대하여 계절별 발생 분포를 분석한 바,겨울과 봄철

이 각각 28%(14/50)및 38%(19/50)로 나타나 여름(22%,11/50)이나 가을(12%,

6/50)에 비하여 좀 더 많이 발생하는 경향을 보이고 있었다.발생 돼지의 연령에

따라서는 2개월령 4%(2/50),3개월령 56%(28/50),4개월령 30%(15/50),5개월령

6%(3/50),6개월 이상 4%(2/50)로 구분되어 주로 3～4개월령에 집중적으로 발생

하였다.

2.육안검사 결과

임상적으로 흉막폐렴에 감염된 돼지들은 비강으로부터 거품이 섞인 혈액성의

삼출물과 함께 귀,꼬리,사지말단 및 흉부에서 하복부까지의 피부에 담적색 또

는 자적색의 발적 부위가 관찰되었다.부검 시 육안 병변으로 폐장의 흉막면에는

담황색내지 유황색의 거친 거미줄과 같은 삼출물이 부착되어 있었다.폐장의 소

엽간 결합조직은 현저하게 확장되어 있고,편측 혹은 양측 폐장의 전엽(첨엽 및

심엽)또는 횡격막엽에는 광범위한 암적색의 경화소가 대엽성으로 산재해 있으

며,일부 폐장에서는 단면 절개 시 꽃잎 무늬의 전형적인 괴사대가 매몰되어 있

었다.폐문 림프절은 자적색조로 발적되고 현저하게 종창되어 있었다.

육안검사를 통하여 흉막폐렴 병변의 폐장 내 분포를 살펴본 결과,50두의 폐장

중 편측성이 35두(70%,Fig.1A),양측성이 15두(30%,Fig.1B)로 나타나 한 쪽

폐엽에 국한된 편측성 병변이 더욱 많은 것으로 확인되었다.그러나 폐장을 전엽

및 후엽으로 구분하여 폐렴 병변의 분포 비율을 비교한 결과 큰 차이점을 나타



- 12 -

내지는 않았다.

3.병리조직학적 검사 결과

병리조직학적 검사 결과,흉막폐렴의 주요 병변은 흉막염,출혈,대상괴사소,

귀리세포,섬유소 석출 및 이로 인한 림프관의 확장 등 이었다(Table4).병리조

직학적 특징을 토대로 50두의 흉막폐렴 예를 병변의 진행 단계별로 분류한 결과,

심급성 23두(46%),급성 22두(44%)및 만성 5두(10%)로 확인되었다.

심급성 흉막폐렴으로 분류된 폐장의 조직학적 소견으로는 폐포강과 소엽간 결

합조직에 광범위한 출혈과 섬유소의 석출,미만성의 수종 및 중성호성 백혈구의

침윤이 주로 관찰되었고(Fig.2),이로 인해 소엽간 결합조직이 현저하게 확장되

어 있었다(Fig.3).일부 폐장에 분포하고 있는 작은 혈관에는 호산성의 균질 무

구조한 혈전이 형성되어 내강을 막고 있거나 맥관염이 진행되기도 하였으며(Fig.

4),폐흉막에는 다량의 염증세포 침윤 및 섬유소가 미만성으로 분포하고 있었다

(Fig.5).

급성 흉막폐렴으로 분류된 폐의 실질에 호염성으로 진하게 염색되는 세포들이

무리를 이루어 대상 괴사 병소를 만들고 있었고,그 내부에는 진하게 농염된 핵

과 세포질을 가지며 소용돌이치는 듯한 방추형의 귀리세포가 군집을 이루고

있었다(Fig.6및 7).

만성으로 분류된 폐장의 조직학적 소견은 대상 괴사소 주위 및 폐 실질에 결

합조직이 증식하고 있었고,일부에서는 세기관지 주위로도 결합조직이 증식하고

있었다(Fig.8).폐흉막에도 광범위한 결합조직의 증식이 관찰되었다(Fig.9).
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Table4.Histopathologiccharacteristicsof50porcinelungsinfectedwithA.

pleuropneumoniae

Microscopiclesions

Grade

None Mild Moderate Severe

Pleuritis 0 30 13 7

Hemorrhage 5 23 15 7

Zonalnecrosis 10 5 21 14

Oatcell 5 9 19 17

Fibrin 5 13 21 11

Lymphaticdilation 1 1 25 23
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4.PCR결과

50두에 대한 A.pleuropneumoniae혈청형 동정 결과 5형이 46두(92%)로 가장

많이 분포하였으며,2형은 3두(6%),2형 및 5형의 혼합감염이 1두(2%)로 확인되

었다.나머지 1,3,6,7및 12형은 모두 음성으로 판명되었다(Table5).

Table5.ResultsforserotypeanalysisofA.pleuropneumoniae

Type2 Type5 Type2& 5 Total

No.ofcases 3 46 1 50

% 6 92 2 100

5.면역조직화학적 검사 결과

돼지 흉막폐렴의 대상괴사소 주위에서 관찰되는 귀리세포에 대한 기원을 알아

보고자 CD3항체에 대한 면역조직화학염색 결과,세기관지 주위 림프소절의 T

림프구에는 강한 양성반응을 보였으나 귀리세포에는 음성반응을 나타내었다(Fig.

10).그러나 MHCclassⅡ 및 lysozyme항체에 대해서는 일부 귀리세포 주위에

서 약한 양성반응을 나타내었다(Fig.11및 12).비교적 정상적인 폐포 강에 침윤

된 폐포큰포식세포는 MHCclassⅡ 및 lysozyme항체 모두에서 강한 양성 반

응을 나타내고 있었다.
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6.항생제 감수성 검사 결과

A.pleuropneumoniae분리균 28주로 12종의 항생제에 대한 감수성 여부를 검

사한 결과 균체에 가장 효과적인 항생제는 ceftiofur (100%),amoxicillin/

clavulanicacid(96.4%),colistin(96.4%)및 lincospectin(96.2%)임을 알 수 있

었으며,tiamulin(89.3%),trimethoprim/sulfamethoxazole(89.3%),enrofloxacin

(85.2%),gentamicin(71.4%)및 lincomycin(71.4%)은 중등도의 감수성을 나타

내었다.그러나 ampicillin(32.1%),penicillin(21.4%)및 tylosin(21.4%)은 높은

내성을 가지고 있는 것으로 확인되었다(Table6).

Table6.Antimicrobialsusceptibility ofA.pleuropneumoniaeisolatesfrom
porcinepneumoniclungs

Antimicrobialagents
Disc

content(㎍)

No.ofisolates Sensitivity

(%)R I S Total

Amoxicillin/clavulanicacid 20/10㎍ 1 1 26 28 96.4

 Ampicillin 20㎍ 19 1 8 28 32.1

 Colistin 10 ㎍ 1 7 20 28 96.4

 Gentamicin 10㎍ 8 12 8 28 71.4

 Penicillin 10 U 22 3 3 28 21.4

 Enrofloxacin 5㎍ 4 2 21 27 85.2

 Trimethoprim/Sulfamethoxazole 1.25/23.75㎍ 3 3 22 28 89.3

 Ceftiofur 30㎍ 0 3 22 25 100

 Lincomycin 19㎍ 8 10 10 28 71.4

 Lincospectin 15/200 ㎍ 1 3 22 26 96.2

 Tiamulin 30㎍ 3 2 23 28 89.3

 Tylosin 150㎍ 22 2 4 28 21.4

R:resistant; I:intermediate;S:susceptible.

SusceptibleandintermediateisolateswerecombinedtocalculatesensitivitytoA.pleuropneumoniae
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Ⅳ.고 찰

우리나라의 양돈산업은 전업화,집약화,자동화 등으로 괄목할 만한 성장을 이

루었으나,양돈선진국들과 비교했을 때 아직까지 생산성에서 많은 차이를 보이고

있다.최근 몇 년 전까지 이유 후 전신 소모성 질병으로 인해 이유 초기에서 후

기 자돈들에서 많은 피해가 있었다.그러나 써코바이러스 백신이 상용화되고 효

과를 발휘하여 이유 구간에서의 소모성 질병은 현재 큰 문제가 되고 있지 않다.

따라서 많은 양돈장에서 생산성 향상이 크게 기대되었으나 일부에서는 이전과

비교하여 생산성이 크게 증가되지 않고 있는 실정이다.그 이유로는 육성 구간에

서 농장에 만연되어 있는 돼지 호흡기 복합질병이나 소화기 질병으로 인한 피해

가 상대적으로 증가되었기 때문으로 생각된다.호흡기 질병 중 돼지 흉막폐렴은

연령대가 높은 육성 또는 비육구간의 돼지에 급성으로 발병하여 높은 폐사를 유

발하기 때문에 큰 경제적 손실을 주게 된다.따라서 효과적인 사전 예방과 질병

발생 시 적절한 치료 대책 마련이 매우 중요하다.그러므로 환돈에 대한 신속하

고 정확한 진단과 혈청형 동정 및 항생제 감수성 검사는 피해를 최소화하기 위

한 대책 마련에 필수불가결한 요소라 할 수 있다.

Pijpers등 [27]은 흉막폐렴에 감염된 돼지에서는 비강으로부터 포말성 혈액성

비루,피부적변,침울,식욕부진,기침 및 복식호흡 등의 증상이 있다고 하였다.

이 실험에 의뢰된 돼지들도 비강으로부터 거품이 섞인 혈액성 비루,흉부에서 하

복부에 걸친 피부 자반 형성,발열,침울,기침,식욕감퇴 및 호흡곤란 등의 임상

증상을 나타내었다.

병리조직학적으로 흉막염,출혈,대상괴사,귀리세포,섬유소 및 림프관의 확장

등과 같은 흉막폐렴의 특징적인 병변을 질병의 단계별로 세분하여 출혈과 부종

이 주병변인 심급성,섬유소의 석출과 괴사가 특징인 급성 및 섬유화를 동반한

괴사를 보이는 만성으로 분류하였다.총 50두 중 심급성 23두(46%),급성 22두

(44%),만성 5두(10%)로 분류되어 본 실험에서는 흉막폐렴이 주로 심급성 및 급

성 형태임을 알 수 있었다.

흉막폐렴은 거의 모든 연령의 돼지에서 감염이 되지만 주로 12∼16주령의 육
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성 및 비육돈에서 가장 자주 진단된다 [25].이번 연구에서 연령에 따른 흉막폐

렴의 발생양상을 살펴보았을 때 전체 50두 중 43(86%)두가 3∼4개월령에 집중되

어 있음을 알 수 있었다.혈청학적으로 흉막폐렴 항체 양성인 농장에서 모돈은

초유를 통하여 자돈에게 고농도의 모체이행항체를 넘겨준다.그러나 자돈에서의

모체이행항체는 반감기가 있어 점차 항체 역가가 낮아지며 약 9주령 경에는 거

의 사라지게 된다 [25].이 때 백신 접종이 없는 상황에서 균체에 노출될 경우

흉막폐렴이 다발할 가능성이 높을 것으로 판단된다.

제주도에서 돼지 흉막폐렴은 연중 발생하지만 겨울철부터 2～4월경의 봄철 환

절기에 많이 발생하고 있음을 알 수 있었다.정 등 [7]은 양돈장내 상대습도와

폐렴발생의 상관성을 검사한 결과 상대습도가 낮은 군에서 섬유소성 흉막폐렴이

발생하고,상대습도가 높은 군에 비하여 열악한 사육환경이 조성되어 낮은 성장

률로 이어진다고 보고하였다.또한 Gorden[16]과 Bille등 [12]은 고온다습한 상

태에서는 호흡기내의 점액분비가 왕성하여 침입한 병원체의 배출을 용이하게 하

고 점막을 보호하여 주기 때문에 폐렴의 발현율과 병변정도가 감소하지만 저온

건조한 계절에는 점액분비가 용이하지 않고 점막도 쉽게 건조하기 때문에 호흡

기 병원체에 감염 시 폐렴의 발현율이 높아지고 병변도 심하게 된다고 하였다.

A.pleuropneumoniae는 혈청형에 따라 다양한 병원성을 나타내는 것으로 알

려져 있다.이는 혈청형 구분의 기준이 되는 협막 다당류뿐만 아니라 각 혈청형

들이 분비하는 외독소 차이 때문인 것으로 판단된다 [13].균체 독소 중 ApxI은

105∼110kilodalton(kDa)의 분자량을 가진 강한 용혈성과 세포독성을 가진 단백

질이며,혈청형 1,5,9,10,11,14에서 생산 분비된다 [14,15,22].ApxII는

103-105kDa의 분자량을 가진 약한 용혈성과 세포독성을 가지고 혈청형 10,14

를 제외한 모든 혈청형에서 생산 분비된다 [14,21,22].ApxIII는 분자량이 120

kDa이고 비용혈성이지만 강한 세포독성을 가지고,혈청형 2,4,6,8,15에서 생

산 분비된다 [21].다른 병원성 인자로는 lipopolysaccharide(LPS)와 협막이 있다.

LPS는 균의 부착에 관여하는 것으로 알려져 있고 [11],협막은 숙주의 공격으로

부터 방어하는 역할을 하는 것으로 알려져 있다 [19].

폐장에 침입한 A.pleuropneumoniae는 폐포큰포식세포에 탐식되어 ApxI,

ApxII및 ApxIII등의 독소를 생산하게 되고 이들 독소들은 폐포큰포식세포,혈



- 18 -

관내피세포,폐포 상피세포 및 간질의 모세혈관 등에 작용하여 용혈과 괴사 등의

손상을 입히게 된다.그러나 탐식된 A.pleuropneumoniae는 피막으로 싸여 있어

서 폐포큰포식세포가 소화시킬 수 없으며,보체에도 저항성이 있는 것으로 알려

져 있다 [28].폐장의 괴사소에 출현하는 귀리세포는 농염된 핵과 세포질을 가지

고 소용돌이치는 형태를 가진 방추형의 세포로서 [6,8,23],중성호성백혈구,림

프구,유괴사 단핵세포 또는 변성된 큰포식세포 등으로 표현되었다.본 연구에서

는 이 세포의 기원을 알아보고자 급성병변을 가지는 조직절편에 대하여 면역조

직화학염색을 실시하였다.CD3항체에 대한 면역조직화학염색 결과 세기관지 주

위 림프소절에는 양성반응을 보였으나 귀리세포에는 음성반응을 나타내었다.그

러나 MHCclassⅡ 및 lysozyme항체에 대해서는 귀리세포 주위에서 약한 양

성반응을 나타내는 반면 폐포 강에 분포하는 폐포큰포식세포는 강한 양성을 나

타내었다.이와 같은 결과를 유추해 보면 폐포큰포식세포가 파괴되기 전에

lysozyme이 폐포큰포식세포 내부에 존재할 때는 양성반응을 보이지만 파괴된 후

에는 lysozyme이 세포 밖으로 유출되어 귀리세포 주위에만 약한 양성 반응을 나

타내는 것으로 생각된다.따라서 대상 괴사소에 출현하는 귀리세포는 큰포식세포

에서 유래한 것으로 추정할 수 있었다.

각각의 나라와 지역에 따라 문제시되고 있는 A.pleuropneumoniae의 혈청형

은 매우 다양하다.일본은 1형과 2형 [10],스페인은 2형과 4형 [18],타이완은 1

형과 2형이 주로 발생하는 것으로 보고되었다 [33].우리나라 경우,정 등 [5]은

1992년부터 1993년까지 38주의 분리균주에 대하여 혈청형을 분석한 결과,2형

47.4%,5형 44.7% 및 7,10,12를 각각 2.6%라고 보고하였다.이 등 [4]은 1995년

부터 1997년까지 99주의 분리균주에 대하여 혈청형을 분석한 결과,5형이 54.6%,

2형은 45,4%로 확인하였다.그러나 최근 신 등 [2]은 2009년부터 2010년까지 37

개의 분리균주에 대한 혈청형 동정 결과,5형이 83.8%로 가장 많았고 1형은

10.8%,2형은 5.4%의 순으로 검출되었다.따라서 국내에서는 1990년대에 비하여

최근 들어 혈청형 2형의 분포가 감소하는 반면 5형이 현저하게 증가하고 있음을

알 수 있다.제주도 지역의 경우 1995년에서 1996년 사이 김 등 [1]의 보고에 따

르면 총 24주의 분리균주 중 5형 50%,2형 45.8% 및 7형 4.2%로 분포하고 있어

2형과 5형이 거의 동등하게 분포하고 있었다.그러나 이번 연구에서는 중복 감염
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을 포함하여 5형이 94%로 월등히 많은 반면 2형은 현저하게 감소하였음을 알

수 있었다.따라서 제주도를 포함한 국내 전 지역에서 유행하고 있는 흉막폐렴

균체의 혈청형이 변화하였음을 시사하고 있다.특히 혈청형 5는 혈청형 2에 비해

병원성이 높기 때문에 양돈농가에 더욱 큰 피해를 줄 수 있으므로 본 질병의 예

방에 더욱 만전을 기해야할 것으로 판단된다 [2].

일반적으로 흉막폐렴 균체에 감수성이 있는 항생제로는 penicillin,ampicillin,

cephalosporin, colistin, sulfonamide, cotrimoxazole (trimethoprim

+sulfamethoxazole),gentamicin등이 알려져 있다.그러나 베타락탐계 항생제는

보통 좋은 효과를 보이지만 내성이 자주 발현되는데 주로 혈청형 1,3,5및 7형

에서 좀 더 빈번하게 나오는 것으로 알려져 있다 [17].

국내에서 정 등 [5]은 1992～1993년 사이 돼지에서 분리한 흉막폐렴균에 대한

감수성 검사 결과 ampicillin,cephalothin,ciprofloxacin,ceftiofur에는 높은 감수

성을 보이고 amikacin,chloramphenicol,erythromycin,kanamycin,methicillin,

penicillin-G 및 sterptomycin 등에는 중등도의 감수성을 보이는 반면,

sulfadimethoxine,sulfamerazine,tylosin에는 강한 내성을 나타냄을 보고하였다.

타이완에서 Yang등 [33]은 2002년에서 2007년까지 흉막폐렴균에 대한 항생제

감수성 검사 결과 ceftiofur,cephalothin,chloramphenicol에는 높은 감수성,

amoxicillin,ampicillin에는 중등도의 감수성,lincospectin과 gentamicin에는 내성

을 나타내고 있음을 보고하였다.이와 같이 흉막폐렴 균체에 대한 항생제 감수성

검사 결과가 차이가 나는 것은 돼지를 사육하는 지역에 따라 사용하는 항생제가

다르고 그에 따라 균체가 내성을 획득하기 때문으로 생각된다.

제주도에서는 1990년대 중반 김 등 [1]보고에 의하면 흉막폐렴 균체가

ampicillin,cephalotin,oxacillin에 대해서는 높은 감수성을,cefazolin,kanamycin,

chloramphenicol,gentamicin,penicillin에는 중등도의 감수성을 보였다.그러나

erythromycin,streptomycin,neomycin,lencomycin,sulfamethoxazole에는 내성

을 나타내었다.반면 본 연구에서는 ceftiofur(100%),amoxicillin/clavulanicacid

(96.4%),colistin(96.4%)및 lincospectin(96.2%)에 높은 감수성을 나타냈었지만

ampicillin(32.1%),penicillin(21.4%)및 tylosin(21.4%)은 내성을 보이는 것으

로 나타났다.양돈장에서 자주 사용되고 있는 ampicillin과 penicillin의 경우 1990
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년대에는 각각 75.0% 및 62.5%의 감수성을 보이고 있었지만 [1],최근에는 강한

내성을 나타내고 있음이 확인되었다.이는 국내 양돈배합사료에 주로 사용되었던

tylosin과 제주지역에서 예전부터 오랫동안 호흡기 질병의 치료와 예방에 사용되

었던 페니실린계 항생제에 대한 내성이 증가된 것으로 생각되어진다.또한 베타

락탐계의 항생제가 내성이 잘 생기고,제주도의 주된 혈청형이 내성이 잘 발생하

는 5형이라는 점도 항생제의 내성의 변화에 영향을 주었을 것이라고 생각된다.

Gutiérrez-Martin등 [18]도 2000년 이후 흉막폐렴 균체의 항생제 감수성을 1980

년대와 비교한 결과 tetracyclin및 gentamicin에 대한 내성이 발현되고 있음을

보고하였다.

  양돈장에서 흉막폐렴을 예방하기 위해서는 본 질병이 상재되어 있는 농장에서

후보돈이나 임신돈을 도입해서는 안된다 [17]. 또한 기본적인 농장의 방역과 위

생관리가 철저하게 유지되어야 할 것이다. 질병 예방을 위한 백신은 농장에서 문

제시되고 있는 흉막폐렴의 혈청형에 맞는 백신을 사용하고, 균체의 감염 이전에

두 번에 걸친 정확한 백신접종이 이루어져야 할 것이다. 질병 발생 초기에 항생

제의 투여는 폐사율을 낮출 수 있는 좋은 치료법이기는 하지만, 임상증상을 보이

는 돼지의 경우 사료와 음수 섭취를 거부하기 때문에 사료 및 음수 투여보다는

개체별로 근육이나 피하주사로 항생제를 투여하는 것이 보다 나은 효과적인 치

료방법이 될 것이다 [27]. 양돈장에서 흉막폐렴이 의심되는 상황에서는 일단 위

에서 언급된 감수성이 높은 항생제가 일차적으로 선택되어야 하고, 내성 문제를

극복하기 위한 방안으로 환돈에서 분리된 균체에 대한 항생제 감수성 검사를 통

하여 감수성이 높은 항생제를 선택하여 사용하는 것이 바람직할 할 것이다. 

  이 실험에서 얻어진 흉막폐렴균에 대한 혈청형 분포와 항생제 감수성 결과는

제주도내 양돈현장에서 이 질병의 예방과 치료제 선정 시 고려할 수 있는 기초

자료로 활용될 수 있을 것으로 사료된다. 



- 21 -

Ⅴ.결 론

 제주지역 24개 농장으로부터 의뢰된 돼지 중 흉막폐렴으로 진단된 50두의 폐

장에 대한 균체 혈청형 조사,항생제 감수성 검사,병리조직학적 검사 및 면역조

직화학염색을 실시하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

1.제주도 돼지에서 흉막폐렴균의 혈청형은 5형이 92%(46/50),2형 6%(3/50),5

형 및 2형의 중복감염이 2%(1/50)로 분류되었다.

2.면역조직화학염색 결과 귀리세포의 기원은 폐장의 다른 염증세포들보다 폐포

큰포식세포와 더 밀접하게 관련되어 있었다.

3.분리된 흉막폐렴 균체에 대한 항생제 감수성 결과 ceftiofur,amoxicillin,

colistin및 lincospectin은 높은 감수성을 가지고 있었으나,ampicillin,penicillin

및 tylosin은 내성을 나타내었다.

이상의 결과를 종합해 볼 때,흉막폐렴의 효과적인 예방과 적절한 치료를 위해

서는 신속하고 정확한 진단과 혈청형 동정뿐만 아니라 항생제 내성을 방지하기

위한 지속적인 질병 모니터링이 수행되어야 할 것으로 사료된다.
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LegendsforFigures

Figure 1.Gross lesions of porcine pleuropneumonia.Distributions of

pneumoniclesionswereunilateral(A)orbilateral(B).

Figure2.Severediffusehemorrhagicpneumoniainper-acutecase.H&E,

X100.

Figure3.Interlobularseptaldilatationduetoinfiltrationofinflammatory

cellsandfibrindepositioninlymphatics.H&E,X100.

Figure4.Notevascularthrombosisandvasculitis(arrow)in per-acute

case.H&E,X200.

Figure 5.Severe diffuse fibrino-purulent pleuritis with intra-lesional

bacterialcolonies(arrows).H&E,X200.

Figure6. Zonalnecrosisin pulmonaryparenchymaofacutecase.H&E,

X100.

Figure7.Notestreamingoatcellsinzonalnecroticlesions.H&E,X200.

Figure 8. Severe multi-focal fibrosis around zonal necrosis and

peri-bronchiolararea(insert)inchroniccase.H&E,X100.

Figure 9. Note pleurisy characterized by dense fibrosis and

neo-vasculization.H&E,X100.

Figure10.Notepositivereactioninperi-bronchiolarlymphoidnodule(A)

andnegativereactioninoatcells(B)forCD3antibody.IHC,X100.

Figure11.NotepartialpositivereactionsinoatcellsforMHC classII

antibody.IHC,X200(A)andX400(B).

Figure12.Notestrongpositivereactionsinalveolarmacrophages(A)and

partialpositivitiesinoatcells(B)forlysozymeantibody.IHC,X400.
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PathologicStudiesforPorcine

PleuropneumoniainJejuandSerotypesof

theAgents

Ki-SeungKim

(SupervisedbyprofessorJae-HoonKim)
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Graduateschool,JejuNationalUniversity,Jeju,Korea

Abstract

Actinobacillus(A.)pleuropneumoniaeistheetiologicalagentofaporcine

pleuropneumoniaandhavegreateconomicimportancetotheglobalswine

industry.At present,2 biobars and 15 different serotypes have been

described.Early detection ofdisease and identification ofthe causative

serotypeareveryimportantincontrollingthespreadofpleuropneumoniain

pigherdsandtheinitialpropertreatment.Inthisstudy,weconductedto

investigate the causative serotypes and pathologic studies for porcine

pleuropneumoniainJeju.From 2007to2011,atotalof50pleuropneumonia

casesof24pigfarmswereselectedfrom piglungssubmittedtotheCollege

ofVeterinary Medicine,Jeju NationalUniversity using polymerase chain

reaction (PCR) analysis. Collected lungs were fixed in 10% neutral

phosphate-bufferedformalin andprocessedforhistologicalexamination.To

clarify theorigin ofoatcells,thecharacteristiccellin zonalnecrosisof

pleuropneumonia,immunohistochemistry using CD3,MHC class Ⅱ and
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lysozymeantibodieswasappliedinreplicatedlungsections.Theserotypeof

A.pleuropneumoniaeinlunglesionswasanalyzedbyPCRmethods.Andthe

antimicrobialsusceptibilityofA.pleuropneumoniaeisolateswasdetermined

by disc diffusion test.Grossly,unilateraldistribution ofhemorrhagic or

necroticpneumoniclesionswasmorecommonthanbilateraldistributionin

lungs.Inperacuteoracutecases,histopathologicchangeswerecharacterized

by necrosis, hemorrhage, neutrophils infiltration, vascular thrombosis,

widespread edema and fibrinous exudates.Following the acute response,

macrophage infiltration,marked fibrosis around zonalnecrotic areas,and

marked fibrous pleuritis were characteristic in chronic cases.

Immunohistochemically,theoatcellswereslightlypositivetoMHCclassⅡ

and lysozyme.A totalof50 pleuropneumonia were associated with A.

pleuropneumoniaeserotype5in46cases(92%),serotype2in3cases(6%),

andboth2and5in1case(2%).Morethan90% ofcollectedisolatesshowed

high sensitivity to ceftiofur,amoxicillin,and colistin.However,ampicillin,

penicillin,andtylosinshowedlow susceptibility.Theresultsofthisstudy

demonstrated thatA.pleuropneumoniae serotype 5 was the predominant

isolatesattheporcinepleuropneumoniainJejuandtheoriginofoatcellwas

morecloselyassociatedwithpulmonarymacrophagethanotherinflammatory

cellsinlung.

Key words :Actinobacillus pleuropneumonia,antimicrobialsusceptibility,

immunohistochemistry,PCR,porcinepleuropneumonia,serotype
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