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Abstract

Porcinesalmonellosisisan economically importantdiseaseaffecting the

globalpigindustrytoday.Salmonella(S.)Typhimurium ishighlycontagious,

andinfectionmayrapidlyspreadwithinpigpopulationsofherd.

ToinvestigatetheinfectiousrateofswinesalmonellosisinJeju,atotalof

12,885blood seraof96pig farmsfrom 2009to 2012wereanalyzed by

microplateagglutinationtest.AntibodiestoS.Typhimurium weredetectedin

allofpigfarmsinJeju,andthemeanseropositiverateofindividualpigs

was18.8%.Themeanseropositiverateofsalmonellainsows(46.7%)was7

times higherthan thatofweaned orgrowing pigs (6.7%).The lowest

seropositiverate(3.0%)was detected in 40 day-old pigs thatmightbe

closelyassociatedwiththemarkeddecreaseofmaternalpassiveimmunity.

Theseropositiverateinwinter(42.7%)washigherthaninotherseasons.

Accordingtosurveyusing1,191pigsfrom 2003to2012,155pigs(13.0%)

werediagnosedassalmonellosisinJeju.Majorporcinesalmonellosiscases

(88.4%)werefocusedin4∼12weeks-oldweanedpigs,but6pigs(3.9%)
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under 4 weeks-old were also diagnosed.Based on the histopathologic

examinations,ulcerative enteritis (63.9%) in the large intestine and/or

paratyphoid nodules formation (57.4%)in the liverwere mostprevalent

lesionsinporcinesalmonellosis.

SingleinfectionofS.Typhimurium andmixedinfectionwithmorethan2

pathogensweredetectedin38(24.5%)and117(75.5%)inpigs,respectively.

Co-infections of porcine reproductive and respiratory syndrome virus

(PRRSV)andporcinecircovirustype2(PCV2)wereverycommoninporcine

salmonellosis in Jeju and detected in 84 (54.2%)and 59 (38.1%)pigs,

respectively.

Basedontheserotypingtestsusing41bacterialisolates,S.Typhimurium

andS.Rissenwereconfirmedin39(95.1%)and2(4.9%)cases,respectively.

TwopigsinfectedwithS.Rissenshowedsimilarhistopathologiclesionssuch

asulcerativecolitisandparatyphoidnodulesinthecaseofS.Typhimurium

infection.

Inthisstudy,weappliedMALDI-TOFMStoidentifyS.spp.from isolated

bacteriausingporcinelargeintestinalcontentsorfeces.A totalof41strains

wereconfirmedasS.spp.byMALDI-TOF,andthiswasconsistentwiththe

results ofpolymerase chain reaction (PCR).MALDI-TOF MS has great

benefitssuchasreducingthetimeforidentificationlessthantenminutesand

easysystem tooperate.

ToexaminethepresenceofS.Typhimurium andviralantigenssuchas

PRRSV andPCV2inentericlesionsofporcinesalmonellosis,64caseswere

classifiedasgroupA (24cases,S.Typhimurium),groupB (11cases,S.

Typhimurium +PCV2),groupC (16cases,S.Typhimurium +PRRSV)and

groupD (13cases,S.Typhimurium + PCV2+ PRRSV).Comparing with

groupA,ulcerativeenteritisinlargeintestinewaslittlemoreprevalentinthe

PCV2 infected pigs in group B and D.And also lymphoid depletion in

gut-associatedlymphatictissue(GALT)oflargeintestineweredetectedin
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PCV2positivegroupB(36.4%)andD(30.8%).

According totheresultsofimmunohistochemistry (IHC),PCV2antigens

(20/24pigs,83.3%)weremoreprevalentlydistributedintheintestinallesions

ofporcinesalmonellosisthanPRRSV antigens(3/29pigs,10.3%).PCV2were

alsodetectedinthelymphoiddepletedGALT ofthelargeintestinefrom 7of

the8pigs(87.5%),butPRRSV werenotfoundinallcases.Itmayexplain

thatPCV2 can play a certain immunologicalrole to enhance secondary

bacterialinfectioninporcinealimentarytracts.

Keywords:IHC,lymphoiddepletion,MALDI-TOFMS,PCR,PCV2,PRRSV,

SalmonellaTyphimurium
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총 설

1886년 Smith와 Salmon은 돼지 열병(classicalswinefever)으로 폐사된 돼지

에서 살모넬라(Salmonella;S.)속 균인 S.Choleraesuis를 최초로 분리하였다

[Molorny등,2001].살모넬라 속 균은 장내세균과(Enterobacteriaceae)에 속하는

그람음성의 통성 혐기성 간균으로 S.bongori및 S.enterica로 나뉜다.이 2개의

종(species)중 사람과 동물에서 병원성을 발현하는 종은 S.enterica이며,이 종

은 다시 6개의 아종(subspecies; subsp.)인 enterica, salamae, arizonae,

diarizoanae,houtenae및 indica로 구분된다.이 중에 가장 문제시 되는 아종은

S.entericasubsp.enterica이며,이 균체들은 혈청형,생물형 및 파지형에 따라

좀 더 세분된다 [Koneman등,1997;Popoff등,2004].살모넬라 균체의 표면

항원은 균체항원(O-antigen),편모항원(H-antigen)및 표면캡슐항원(Vi-antigen)

이 있으며,Kauffman-Whiteserologicalscheme에 의해 균체의 혈청형이 구분되

고 있다 [Edwards와 Ewing,1986].현재까지 알려진 혈청형은 약 2,500여 종이

있으며 그 중 200여종이 비교적 높은 발생을 보이고 있다 [Baggesen등,2000;

Chiu등,2005a].

살모넬라균은 숙주에 대한 적응력이 뛰어나 종 특이성이 있는 균체와 그렇지

않은 균체로 뚜렷하게 구분된다.종 특이성이 있는 균체 혈청형 중 S. enterica

subsp.entericaserotypeTyphi(S.Typhi)및 S.Paratyphi는 사람에,S.Dublin

은 소,S.Choleraesuis는 돼지,S.Pullorum 및 S.Gallinarum은 닭,S.

Abortusovis는 양에 감염된다.종 특이성이 낮은 혈청형에는 S.Typhimurium 및

S.Enteritidis가 대표적이며,이 균체들은 사람을 포함한 거의 모든 동물에 감염

되어 장염 및 패혈증을 유발시킨다 [Baggesen등,2000;Rabsch등,2002].

S.Typhimurium은 거의 전 세계적으로 분포하고 있으며 사람,소,말,양,개,

조류,설치류 등 대부분의 동물에 감염되어 장염,패혈증,유산 등을 유발시킨다.

특히 사람에서는 식중독도 유발할 수 있기 때문에 공중보건학적으로 매우 중요

하다 [Davies등,2004;Rabsch등,2002;vanDuijkeren등,2002].사람에서 식
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품에 오염된 균체에 의해 유발되는 식중독에서 살모넬라균은 매우 빈번하게 관

여하고 있으며,미국에서는 전체 발생 식중독 중 약 30%를 차지하고 있다 [Taitt

등,2004].국내에서도 식중독 유발 세균 중 가장 높은 발생 빈도를 나타내고 있

다 [김,2000].최근에는 해외뿐 아니라 국내에서도 국민의 건강 증진을 위하여

축산물의 안전성과 철저한 위생관리를 확보하기 위하여 축산물의 생산과 유통과

정 전반에 대한 위해요소중점관리기준(hazard analysiscriticalcontrolpoint;

HACCP)제도가 도입되었다 [Hong등,2008;Hulebak과 Schlosser,2002].이 제

도는 축산물의 생산 단계부터 식탁에 오르기까지 전 과정에서 사람에 위해를 가

할 수 있는 각종 병원체를 제거하는 내용이 포함되며,그 중 살모넬라 균체의 부

재는 매우 엄격하게 규정되어 있다.

돼지에서 살모넬라증은 이유자돈,육성돈 및 비육돈에서 패혈증과 장염을 유발

한다. 패혈증은 S. Choleraesuis가 주로 관여하고, 장염은 대부분 S.

Typhimurium 감염에 의해 발생하지만 때로 S.Choleraesuis에 의해서도 발생할

수 있다 [Griffith등,2006].

살모넬라균을 비롯한 장내세균 병원체가 동물의 장관 내로 유입되었을 경우

중요한 면역기능을 수행하는 장기에는 장 관련 림프조직(gut-associated

lymphatictissue;GALT)이 있다.조직학적으로 GALT는 홑림프소절(solitary

lymphaticnodules)과 무리림프소절(aggregatedlymphaticnodules)로 크게 나눌

수 있고 점막상피 밑 결합조직에서 주로 관찰된다.특히 소장에서 관찰되는 무리

림프소절을 파이어판(Peyer’spatch)이라 명명하고 있으며 회장에서 가장 현저하

게 관찰된다.또한 대장 부위인 결장 또는 직장에서도 무리림프소절과 홑림프소

절이 산재하여 있다.GALT의 점막밑 림프소절 위로 솟아오른 둥근지붕모양부위

의 장관 상피에는 M 세포(microfoldcell)가 있다 [Nicader등,1993].M 세포는

항원을 포획하여 세포내로 이동시켜 면역반응을 일으키게 하는 역할을 한다.균

체에 오염된 환경 또는 사료 등과 함께 살모넬라균이 섭취되어 소장에 이르면

장관 내 M 세포를 통하여 체내로 유입되어 GALT에 이르게 된다.이 후 균체는

장간막 림프절로 이동한 다음 큰포식세포 및 중성호성 백혈구 등의 탐식세포에

포획되어 혈류를 타고 순환하여 간과 비장으로 이동하게 된다 [Carter와 Collins,

1974;Gewritz등,1999;Sansonetti와 Phalipon,1999;Siebers와 Finlay,1996].
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따라서 살모넬라증의 발생 기전에서 장관 내 GALT는 균체의 감염과 체내 전파

에 매우 중요한 역할을 하고 있다.

최근 전 세계적으로 돼지 농장에서 막대한 경제적 피해를 입히고 있는 소모성

질병의 원인체로는 돼지 써코바이러스 2형(porcinecircovirustype2;PCV2)과

돼지 생식기 호흡기 증후군 바이러스(porcine reproductive and respiratory

syndromevirus;PRRSV)가 있다.이 중 PCV2는 이유 자돈에서 전신적인 위축,

면역저하 등의 증상을 보이는 이유후 전신 소모성 증후군(postweaing

multisystemicwastingsyndrome;PMWS),돼지 피부염 및 신증 증후군(porcine

dermatitisandnephropathysyndrome;PDNS),번식장애 등 다양한 형태의 질병

을 유발하는 것으로 알려져 있으며,육안적으로 전신 림프절의 현저한 종대를 특

징적으로 나타낸다 [Gillespie등,2009;Opriessnig등,2007;Segalés,2012].자

연 감염 시 PCV2의 1차 증식은 편도 혹은 국소 림프절의 큰포식세포 및 항원제

시세포(antigen-presentingcell)등에서 이뤄지며,증식된 바이러스는 림프액과

혈액을 통해 전신 장기로 확산되게 된다.PCV2감염 시 나타나는 림프기관의 림

프구 고갈과 말초 혈액에서 림프구감소증의 원인으로는 골수의 림프구 생성 감

소,림프조직에서의 림프구 증식 감소 및 바이러스에 의한 림프구 괴사 혹은 세

포자멸사 등이 제시되었다 [Opriessnig등,2007].PRRSV는 자돈에서 호흡기 증

상,임신돈에서는 유,사산 등의 번식장애를 유발하는 질병으로서,바이러스에 감

염된 자돈에서 나타나는 림프절의 주요 병변은 림프소절의 증식과 함께 종자중

심의 단핵 세포 괴사가 특징이다 [Kawashima등,1999;Rossow,1998].따라서

PRRSV도 돼지에서 면역기능을 저하시킬 수 있는 중요한 원인체로 간주되어 지

고 있다.

돼지에서 이와 같은 소모성 바이러스 병원체에 감염되어 면역이 억제된 상태

에서 살모넬라증의 혼합 감염이 증가하고 있음이 여러 나라에서 보고되고 있다.

국내에서는 24개 돼지 농장을 대상으로 검사한 결과 37두가 살모넬라증으로 진

단되었으며,그 중 22두(59.5%)에서 PCV2와의 혼합 감염이 확인되었다 [Ha등,

2005]. 살모넬라균 감염으로 확인된 37예에서는 균체 혈청형별로 S.

Typhimurium 23두(62.2%),S.Choleraesuis2두(5.4%)및 기타 혈청형은 12두

(32.4%)로 검출되었다.일본에서는 40-90일령 돼지 14두를 대상으로 면역조직화
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학 염색 기법을 이용하여 조직 내 살모넬라균,PRRSV 및 PCV2항원을 검사하

였다 [Murakami등,2006].그 결과 세 가지 병원체가 혼합 감염되어 있는 예가

5두(55.6%)로 나타났으며,나머지 4두(44.4%)의 경우 살모넬라와 PCV2 또는

PRRSV의 혼합 감염이 각각 2두(22.2%)로 확인되었다.따라서 살모넬라 균체의

단독 감염보다는 다른 바이러스와의 혼합 감염이 더욱 빈발하고 있음을 보고하

였다.

제주도를 비롯한 국내 대부분의 돼지 농장에서는 살모넬라증을 근절하지 못하

고 있는 상황이며,PRRSV 또는 PCV2같은 바이러스나 다른 세균들과 혼합 감

염으로 인한 피해가 증가하고 있는 실정이다 [Kim 등,2004;Kim 등,2006;

Chae등,2012].특히 제주의 경우 한반도에서 떨어져 있는 차단된 지역이며,정

책 상 국내 다른 지역의 돼지가 제주도로 유입되지 못하는 특수한 상황에 놓여

있다.따라서 살모넬라증을 포함하는 생산성 저해 질병의 발생이 타 지역과 큰

차이가 있을 것으로 추정되고 있으나,이에 대한 심도 깊은 연구가 미흡한 실정

이다.

본 연구는 제주도 내 돼지를 대상으로 혈청학적 기법을 통한 살모넬라 항체

검사와 함께 야외 돼지 시료에 대한 부검을 실시한 후 균체 분리를 시도하였으

며,또한 살모넬라증으로 진단된 예의 병리학적 병변의 특징을 조사하였다.분리

된 균체에 대하여 혈청형 검사를 수행하였으며,균체 동정에 MALDI-TOF질량

분석법(matrix assisted laser desorption ionization time of flight mass

spectrometry)을 적용하여 보았다.특히 S.Typhimurium 감염으로 확진된 돼지의

장에서 PRRSV,PCV2등의 면역억제 바이러스의 존재 여부를 검사하였으며,세균

단독 감염과 바이러스와의 혼합 감염에 따른 병리조직학적 병변의 차이를 규명하

고자 하였다.
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Ⅰ.서 론

돼지에서 소화기 질병을 유발하는 주요 세균으로는 괴사성 장염균(Clostridium

perfringens),돼지 적리균(Brachyspira hyodysenteriae),돼지 증식성 장염균

(Lawsoniaintracellularis),대장균(Escherichiacoli),살모넬라균 등이 있다.이

중 살모넬라균은 다른 세균에 비하여 포유자돈에서 비육돈에 걸쳐 거의 전 연령

대에 감염될 수 있기 때문에 돼지 농장에 큰 피해를 주고 있는 상황이다

[Griffith등,2006;Straw 등,2006].

국내외에서는 살모넬라증 발생의 위험요인(riskfactor)에 대한 분석을 위하여

활발한 연구가 진행되고 있다.Funk와 Gebreyes[2004]는 살모넬라증 발생의 돼

지 농장 내 위험요인으로 모돈,설치류나 야생동물,오염된 사료,사료의 성상,

환경온도,돈군의 건강상태 등을 제시하였다.Beloeil등 [2007]은 89개 돼지 농장

에서 사육형태,항생제 처치 유무 및 PRRSV 항체 양성률이 육성돈과 비육돈의

살모넬라 항체 양전 위험률에 미치는 영향을 비교 분석하였다.항체 양전 위험률

은 비육기간에 항생제를 처치한 경우 2.4배,비육돈 돈사에 살모넬라균의 오염이

잔존한 상태에서 돼지가 입식되는 경우는 1.9배,비육기 PRRSV 항체 양성일 때

는 1.6배 증가하는 것으로 분석되었다 [Beloeil등,2007].

덴마크에서는 준 임상형 살모넬라증의 발생 상황을 분석하기 위하여 무작위로

추출한 96개 돼지 농장과 살모넬라 항체 양성률(33.0% 이상)이 높은 39개 농장

을 대상으로 혈청검사와 세균검사를 병행하여 본 질병의 역학적 상황을 비교하

였다.무작위 농장에서는 살모넬라 균체가 20농장(21.0%)에서 분리된 반면 항체

양성률이 높은 농장에서는 30농장(77.0%)에서 검출되어 3.5배 높은 균 검출률을

나타내고 있었다.또한 분리된 총 54균주 중 44균주(81.5%)가 S.Typhimurium으

로 동정되어 살모넬라 항체는 대부분 본 균체의 감염에 의해 형성된 항체인 것

으로 확인되었다 [Stege등,2000].그러나 제주도의 경우 최근까지 돼지 살모넬

라증에 대한 발생 상황조차 제대로 조사되어 있지 않은 상황이다.

돼지에서 살모넬라증의 감염을 확인하는 방법으로 세균학적 검사와 혈청학적
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검사가 주로 이용되고 있다 [Griffith등,2006].세균배양의 경우 특이성은 높지

만 세포내에 기생하는 살모넬라 균체의 특성 때문에 균체가 장관에서 간헐적으

로 배출되거나 장간막 림프절 등에 잠복 감염되어 있을 때에는 검출률이 떨어지

는 단점이 있다 [정 등,2006].혈청학적 검사는 세균배양에 비하여 민감도가 높

은 편이며,특히 돼지 농장에서 사육단계별로 항체 양성률을 분석함으로써 살모

넬라균의 감염 시기를 판단할 수 있는 장점이 있어 널리 활용되고 있다.국내에

서 살모넬라증 검사에 이용되는 혈청학적 검사 방법에는 ELISA와 마이크로플레

이트 응집반응(microplateagglutinationtest;MAT)이 있다.ELISA 방법은 살모

넬라 균체의 표면항원과 돼지 혈청 내 항체와의 반응을 측정하는 방법으로 민

감도와 특이성이 높아 전 세계적으로 널리 사용되고 있다 [Farzan등,2007].그

와 달리 MAT 방법은 불활화시킨 균체 항원에 혈청 시료를 계단희석하여 분주

하고 반응 시킨 뒤 혈청 희석 단계별 응집 여부를 검사하여 항체역가를 측정하

는 기법으로 민감도는 높으나 특이성이 낮은 단점이 있다 [심 등,1994].그러나

MAT검사에 이용되는 킷트는 ELISA에 비하여 비용이 저렴하고,ELISAreader

와 같은 기기를 필요로 하지 않기 때문에 많은 시료를 검사할 경우에는 매우 경

제적이라 할 수 있다.따라서 본 연구에서는 제주도 전역에서 수집된 돼지 혈청

에 대하여 MAT 방법을 적용한 혈청검사를 통하여 제주도내 살모넬라증의 발생

상황을 파악하고자 하였다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.공시동물

2009년부터 2012년까지 총 96개 농장으로부터 제주특별자치도 동물위생시험소

에 의뢰된 12,885두의 돼지 혈청을 대상으로 S.Typhimurium에 대한 항체검사

를 실시하였다.의뢰된 혈청 시료는 연도별,연령별,계절별 및 지역별로 구분

하여 실험에 공여하였다.연도별로는 2009년 2,890두,2010년 2,745두,2011년

4,690두,2012년 2,560두가 의뢰되었다(Table1-1).연령별로는 20일령 포유자돈

3,338두,40일령 이유자돈 1,407두,70일령 자돈 1,418두,100일령 육성돈 1,418두,

130일령 비육돈 1,415두로 세분하였다.모돈의 경우 처녀돈 1,120두,2산차 이하

1,386두,3산차 이상 1,383두로 구분되었다.계절별로는 겨울철(12-2월)260두,봄

(3-5월)3,734두,여름(6-8월)2,961두,가을(9-11월)에 5,930두가 의뢰되었다.지

역별로는 제주시 소재 66개 농장 및 서귀포시 30개 농장으로부터 각각 8,308두

와 4,557두가 의뢰되었다.

Table 1-1.Number ofpigs examined for seroprevalence ofSalmonella

Typhimurium inJejufrom 2009to2012

Animal

(age)

Year
Total

(96farms)2009

(34farms)

2010

(35farms)

2011

(55farms)

2012

(30farms)

Gilt 248 244 408 220 1,120

≤ P2 300 301 510 275 1,386

P3≤ 300 298 510 275 1,383

20D 743 711 1,224 660 3,338

40D 325 297 510 275 1,407

70D 324 299 510 285 1,418

100D 325 298 510 285 1,418

130D 325 297 508 285 1,415

Total 2,890 2,745 4,690 2,560 12,885

P:parity,D:day



- 9 -

2.Microplateagglutinationtest(MAT)

혈청검사는 S.Typhimurium을 배양하여 불활화시킨 균체항원으로 제작된 ST

MAT Reagent(MEDIAN DiagnosticsInc.,Korea)를 사용하는 마이크로 플레

이트 응집반응을 이용하였다.검사 전 각각의 돼지 혈청은 56℃ 항온수조에서 30

분간 처리하여 비동화하였다.96wellU-bottom microplate의 첫 번째 well에는

90㎕,나머지 well에는 각각 50㎕씩의 희석액을 분주하였다.비동화된 혈청들은

첫 번째 well에 10㎕씩 첨가한 후 2번에서 11번 well까지 50㎕씩 2진 계단 희

석하였다.MAT항원을 모든 well에 50㎕씩 첨가한 후 밀봉하여 37℃에서 24시

간 동안 배양하였다.각각의 microplate에는 양성 및 음성 대조를 두어 결과 판

독의 유효성 검증에 활용하였다.배양 후 플레이트를 실온에서 15분간 정치시킨

후 밝고 평판한 장소에서 검은 종이 위에 플레이트를 놓고 응집을 판독하였다.

실험의 유효성 검정은 양성대조의 경우 응집역가가 160배 이상,음성대조는 40배

미만인 것으로 판단하였다.결과 판정은 응집반응이 억제된 마지막 희석배수를

가검 혈청의 역가로 판정하였으며,40배 이상에서 응집반응을 보인 경우 양성으

로 간주하였다.
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Ⅲ.결 과

응집반응에서 S.Typhimurium 항체 양성으로 판명된 개체는 총 2,418두

(18.8%)로 나타났으며,연도별로는 2009년에 31.5%로 가장 높은 항체 양성률을

보이고 있었다(Table1-2).2010년 이후에는 14.3-16.0% 정도로 매년 비슷한 수

준의 양성률을 나타내었다.

돼지의 연령별로 혈청 검사 결과를 비교하였을 때 20일령에서 130일령까지의

자돈에서는 6.7%로 나타난 반면,처녀돈을 포함한 모돈에서는 46.7%를 보이고

있어 약 7배 이상의 높은 항체 양성률을 나타내었다.자돈에서는 20일령의 포유

자돈에서 4.4%의 양성률을 나타낸 후 이유자돈 시기인 40일령에서 가장 낮은

3.0%로 떨어진 다음 점차 연령이 증가할수록 항체 양성률이 증가하는 추세를 보

이고 있었다.모돈에서는 처녀돈 32.9%,2산차 이하 48.8%,3산차 이상 55.8% 순

으로 나타나 자돈에서와 유사하게 연령이 증가할수록 양성률은 증가하고 있었다.
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Table1-2.AnnualseroprevalenceforSalmonellaTyphimurium intestedpigs

Animal

(age)

Year
Subtotal

(n=12,885)

Total

(n=12,885)2009

(n=2,890)

2010

(n=2,745)

2011

(n=4,690)

2012

(n=2,560)

Gilt 163(65.7%)* 60(24.6%) 87(21.3%) 58(26.4%) 368(32.9%)

1,816/3,889

(46.7%)
≤ P2 220(73.3%) 116(38.5%) 199(39.0%) 141(51.3%) 676(48.8%)

P3≤ 237(79.0%) 138(46.3%) 246(48.2%) 151(54.9%) 772(55.8%)

20D 56(7.5%) 34(4.8%) 46(3.8%) 12(1.8%) 148(4.4%)

602/8,996

(6.7%)

40D 24(7.4%) 4(1.3%) 12(2.4%) 2(0.7%) 42(3.0%)

70D 53(16.4%) 23(7.7%) 11(2.2%) 6(2.1%) 93(6.6%)

100D 64(19.7%) 32(10.7%) 28(5.5%) 9(3.2%) 133(9.4%)

130D 92(28.3%) 33(11.1%) 40(7.9%) 21(7.4%) 186(13.1%)

Total
909

(31.5%)

440

(16.0%)

669

(14.3%)

400

(15.6%)

2,418

(18.8%)

2,418

(18.8%)

*sero-positivepigs(%),P:parity,D:day
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계절별로는 겨울에 가장 높은 42.7%의 항체 양성률을 나타내었고,봄 22.3%,

가을 17.2%,여름 15.3%의 순으로 낮아지고 있었다(Table1-3).검사한 모든 연

령에서 겨울철에 가장 높은 항체 양성률을 보이다가 봄철에 현저하게 떨어진 뒤

여름철을 지난 후 다시 양성률이 증가하는 경향을 나타내었다.

Table1-3.SeasonalseroprevalenceforSalmonellaTyphimurium in tested

pigs

Animal

(age)

Season
Total

(n=12,885)Winter

(n=260)

Spring

(n=3,734)

Summer

(n=2,961)

Autumn

(n=5,930)

Gilt 15(68.2%)
*
121(36.9%) 70(27.8%) 162(31.3%) 368(32.9%)

≤ P2 22(84.6%) 218(53.3%) 142(44.4%) 294(46.0%) 676(48.8%)

P3≤ 20(76.9%) 268(65.7%) 148(47.0%) 336(53.0%) 772(55.8%)

20D 15(21.4%) 55(5.7%) 21(2.7%) 57(3.7%) 148(4.4%)

40D 5(17.2%) 17(4.2%) 6(1.9%) 14(2.2%) 42(3.0%)

70D 7(24.1%) 43(10.6%) 9(2.7%) 34(5.2%) 93(6.6%)

100D 14(48.3%) 49(12.1%) 18(5.5%) 52(7.9%) 133(9.4%)

130D 13(44.8%) 62(15.3%) 39(11.9%) 72(11.0%) 186(13.1%)

Total
111

(42.7%)

833

(22.3%)

453

(15.3%)
1,021(17.2%)

2,418

(18.8%)

*sero-positivepigs(%),P:parity,D:day
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Animal

(age)

Location
Total

(n=12,885)Jeju-si

(66farms,n=8,308)

Seogwipo-si

(30farms,n=4,577)

Gilt 261(36.3%)
*

107(26.8%) 368(32.9%)

≤ P2 439(49.3%) 237(47.9%) 676(48.8%)

P3≤ 513(57.3%) 259(53.1%) 772(55.8%)

20D 96(4.4%) 52(4.4%) 148(4.4%)

40D 21(2.3%) 21(4.2%) 42(3.0%)

70D 41(4.5%) 52(10.3%) 93(6.6%)

100D 70(7.7%) 63(12.5%) 133(9.4%)

130D 103(11.3%) 83(16.5%) 186(13.1%)

Total 1,544(18.6%) 874(19.1%) 2,418(18.8%)

지역별로 항체 양성률을 비교한 결과 서귀포시와 제주시가 각각 19.1% 및

18.6%로 나타나 큰 차이를 보이지는 않았다(Table1-4).

검사 의뢰된 농장별로 제주시 66개 농장 및 서귀포시 30개 농장 모두 S.

Typhimurium 항체 양성 농장으로 확인되었다.

Table1-4.RegionalseroprevalenceforSalmonella Typhimurium in tested

pigsinJeju

*sero-positivepigs(%),P:parity,D:day
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Ⅳ.고 찰

Kim 등 [2010]은 국내 돼지 1,592두를 대상으로 살모넬라균에 대한 항체 검사

를 실시한 결과 전체적인 양성률은 38.1%임을 보고하였다.계절별 항체 양성률

은 겨울에 가장 높아 62.8%에 달하였으며,가을 38.5%,봄 24.6%이고 여름에는

가장 낮은 17.9%로 나타났다.이에 비하여 제주도 돼지를 대상으로 혈청검사를

실시한 본 연구에서는 S.Typhimurium에 대한 항체 양성률은 18.8%를 나타내어

국내 다른 지역보다 비교적 낮은 수준을 보이고 있었다.또한 본 연구에서 계절

별 항체 양성률은 겨울철에 가장 높은 반면 여름에 가장 낮아 Kim 등 [2010]의

보고와 일치하였다.미국과 덴마크의 연구에 따르면 살모넬라증의 발생이 겨울에

서 봄까지의 기간에 집중되고 있음이 확인되었다〔Funk등,2004].따라서 큰 일

교차로 인한 스트레스 요인과 추운 계절에 농장내의 보온 유지를 위해 충분한

환기를 시키지 않는 상황이 계절과 관련된 살모넬라증 발생의 위험요인으로 작

용할 수 있음을 보고하였다.제주도에서 항체 양성률이 낮은 것은 한 국가 내에

서도 지역별로 본 질병에 대한 감염 양상이 다르고,지역별로 돼지 사육 형태도

다르기 때문인 것으로 판단된다.제주 지역의 경우 국내 다른 지역에 비하여 남

쪽에 위치하고 있기 때문에 연평균 기온이 높고,일교차도 크지 않으며 겨울철

기간도 짧은 편이다.따라서 다른 지역보다 온도 및 계절 변화로 인한 스트레스

요인이 비교적 적기 때문에 전반적인 살모넬라 항체 양성률이 타 지역보다 낮은

것으로 추정된다.

국내에서 Lim 등 [2011]은 16개 돼지 농장을 대상으로 돼지 분변과 퇴비,돈

사 내 칸막이,돈사 바닥 등의 환경시료로부터 살모넬라균을 분리하고 분리된

균체에 대한 유전적 상관성을 조사하였다.살모넬라 균체는 6개 각기 다른 농장

에서 총 36개 균주가 분리되었으며 대부분 S.Typhimurium으로 동정되었고,시

료별로 돼지 분변 및 환경시료에서 각각 18점씩 검출되었다.균체가 분리된 분

변 시료는 이유자돈과 육성-비육돈 분변 시료가 각각 16점 및 2점으로 확인되

었다.환경시료에서 분리된 살모넬라 균주는 총 18주로 슬러지 및 퇴비에서 5주,
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칸막이 6주,돈사 바닥 2주,환기장치 1주,물과 닛뿔 2주,사료 1주 및 농장 종

사자의 손에서 1주가 분리되었다.이들 균체에 대하여 파지형과 유전형을 분석

한 결과 3개 농장에서 분리된 균체에서 동질성이 확인되었으며,이는 환경에 오

염되어 있던 살모넬라 균체가 돼지로 감염될 수 있음을 시사하고 있다.본 연구

에서 처녀돈을 포함한 모돈(46.7%)에서의 S.Typhimurium에 대한 항체 양성률

이 자돈(6.7%)에 비해 약 7배정도 높은 수준을 보이는 것으로 확인되었다.또한

같은 모돈이라 할지라도 산차가 높아질수록 항체 양성률은 증가하는 경향을 보

이고 있었다.이러한 결과는 본 균체에 오염되어 있는 돈사에서 오랜 기간 생육

되어 질수록 균체에 노출될 가능성이 높기 때문에 나타난 현상으로 추정된다.

모돈으로부터 초유를 통하여 포유자돈으로 이행되는 모체이행항체

(immunoglobulinA)는 포유기에 감염되는 각종 질병에 대한 저항성을 가지게 하

는 중요한 방어 기전이며,돼지의 연령이 증가하면서 점차 소실된다 [Offit과

Clark,1985].이번 연구에서 자돈의 연령별로 S.Typhimurium에 대한 항체 양성

률을 비교 분석한 결과 20일령에서는 4.4%를 보인 후 이유자돈 시기인 40일령에

서 가장 낮은 3.0%를 나타내었고,이 후 연령이 증가할수록 점차 양성률은 증가

하는 추세를 보이고 있었다.이러한 결과는 모체이행 항체가 거의 소실되는 이유

시기가 지난 후 살모넬라 균체에 노출되어 감염이 이루어지고 그로 인하여 항체

양성률이 증가하고 있기 때문인 것으로 판단된다.

덴마크에서의 조사에 따르면 살모넬라균은 30일령 이유자돈에서 검출되기 시

작하여 60일령에 가장 높은 검출률을 보이지만,항체 양성률은 120일령에서 최고

치를 보였다고 하였다 [Kranker등,2003].또한 항체 양성률이 분변을 통한 균

분리율에 비하여 약 10% 정도 높게 나타났다.따라서 혈중 항체 양성률을 근거

로 살모넬라증의 발생을 파악하기에는 다소 문제점이 있는 상황이며,병원체에

대한 검사가 병행되어야 할 것으로 판단된다.제 1장에서는 S.Typhimurium에

대한 항체 조사에 초점을 맞추었으며,자돈의 경우 이유자돈 시기인 40일령에서

항체 양성률이 가장 낮은 것으로 파악되었다.돼지에서 이유 시기는 각종 스트레

스 요인이 증가하고 모체이행 항체가 떨어지는 시기로 질병에 대한 저항성이 현

저히 저하된다.따라서 제 2장에서는 야외 돼지 시료에서 살모넬라증을 진단하

고,다른 병원체와 혼합 감염되는 양상을 분석하고자 한다.
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제 2장

돼지 살모넬라증에 대한 병리학적 연구

PathologicStudyforPorcineSalmonellosis
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Ⅰ.서 론

돼지에서 발생하는 살모넬라증은 패혈증형과 장염형으로 나타난다.패혈증형에

는 S.Choleraesuis가 주로 관여하며 이유자돈과 비육돈의 귀,사지 말단부와 복

부 피부의 청색증,간과 비장의 종대,위의 기저부에 발적 등이 관찰된다.신장의

피질부에서는 암적색의 불규칙한 점상출혈소가 산재하여 나타나게 되는데 이를

“turkeyeggkidney”라 부른다.소화기계에서는 장간막 혈관의 노장과 장간막 림

프절의 종대 또는 출혈이 관찰된다.결장의 병변은 일반적으로 카타르성 결장염

이 나타나며,일부 개체에서 폐사하지 않고 만성 상태로 경과된 경우에는 괴사성

또는 섬유소성 결장염으로 진행되기도 한다.조직학적으로는 간에서는 간세포의

응고괴사와 파라티푸스 결절(paratyphoidnodule)을 형성한다.기타 장기에서는

패혈증의 일환으로 위의 기저부,피부,신장,폐 등의 혈관 내에 섬유소양 혈전을

형성하는 병변이 나타난다 [Griffith등,2006;Wilcock등,1976].

S.Typhimurium의 감염에 의해 대부분 발생하는 장염형의 발생연령도 패혈

증형과 비슷한 시기이며,임상적으로는 황색의 수양성 설사를 보인다 [Griffith

등,2006].만성으로 경과한 일부 돼지에서는 복부팽만을 동반한 직장 협착으로

진행되기도 한다 [Wilcock과 Olander,1977a;Wilcock과 Olander,1977b].설사로

인해 폐사한 돼지에서의 주요 육안적 병변은 국소성 또는 미만성의 괴사성 장염,

결장염 또는 맹장염이다.병변은 주로 나선 결장,맹장 또는 회장에 분포하고 점

막 면의 발적과 섬유소의 석출이 관찰된다.조직학적으로는 점막과 장선 상피세

포에는 국소성에서 미만성의 괴사가 나타난다.심한 경우에는 괴사가 점막면에

한정되지 않고,점막 근층,점막하직 및 GALT까지 파급되어 깊은 궤양을 형성

하기도 한다.점막고유판 및 점막하직에는 다수의 큰포식세포 및 중등도의 림프

구 침윤이 관찰된다.궤양 부위에서 Balantidium (B.)coli가 흔히 관찰되기는 하

지만 병원성은 없는 것으로 알려져 있다.회장의 병변은 일반적으로 점막 표층에

나타나며 융모의 위축이 관찰된다.폐사된 돼지에서는 GALT 내 림프구의 비대

또는 재생성 증생이 주로 관찰된다.간에서는 파라티푸스 결절을 형성하지만,전
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반적인 간 병변의 정도와 간세포의 괴사는 패혈증형에 비하여 경미하게 나타난

다 [Griffith등,2006;Wilcock등,1976].

이유자돈에서 살모넬라증과 감별해야하는 질병으로는 돼지 적리(swine

dysentery)와 돼지 증식성 장염(porcineproliferativeenteritis)이 있다.설사 양상

의 경우 돼지 적리는 점액성 및 출혈성 설사로 나타나는 반면,살모넬라증에서는

다량의 황색 설사를 보인다.돼지 증식성 장염은 점막의 증식 또는 괴사를 동반

한 급성 장 출혈 또는 급성 내지 만성 설사를 일으킨다.세 가지 질병은 부검 시

장 병변의 발생 분포가 다르게 나타나는 특징을 가지고 있다.살모넬라증은 대부

분 결장에 병변을 형성하며,장간막 림프절의 종대가 동반되어 나타난다.때때로

소장에 병변을 형성하기도 하지만 국소적으로 회장에 국한되어 나타난다.돼지

적리는 대장에 국한되어 미만성으로 나타나며 장간막 림프절의 변화는 거의 발

생하지 않는다.돼지 증식성 장염은 주로 회장에서 출혈성 내지 괴사성 또는 증

식성으로 병변을 형성하며 결장에서의 병변은 회장보다 심하지 않다 [Griffith

등,2006].

국내에서는 동물의 살모넬라증에 대한 많은 연구가 진행되어 있다.과거의 연

구에 의하면 돼지 농장과 도축장에서 분리된 살모넬라 319균주의 혈청형을 분석

한 결과 S.Derby(77균)가 가장 많았고 S.Infant(41균주),S.Enteritidis(20균주),

S.Typhimurium(18균주)순으로 확인되었다 [최 등,1986].최근에도 건강한 돼

지와 설사 증상을 보이는 돼지로부터 살모넬라균을 분리하고 그 혈청형을 비교

한 결과 설사하는 돼지에서 107주의 균체가 분리되었으며,그 중 96주가 S.

Typhimurium인 것으로 판명되었다 [Lim 등, 2009]. 기타 균주로는 S.

Enteritidis9주,S.Schwarzengrund2주로 확인되었다.따라서 과거와는 달리

S.Typhimurium이 국내 돼지의 설사에 가장 밀접하게 관련되어 있음을 알 수

있었다.또한 새로운 혈청형의 살모넬라 균체가 문제시 될 가능성도 있는 것으

로 확인되었다.

살모넬라 균체의 동정 방법으로는 균 분리 후 생화학검사,API킷트,바이텍

및 PCR이 주로 이용되고 있다 [Baggesen등,1996;Barry등,1990;Griffith등,

2006;Villasante등,1987].최근에는 MALDI-TOF질량분석법이 세균 동정 분야

에도 응용되어 활용되고 있으며,균체 동정에 소요되는 시간이 수분 이내로 가능
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하기 때문에 신속 검사 기법으로 가치가 높아지고 있고 재현성 또한 높은 것으

로 알려져 있다 [Emonet등,2010;Saffert등,2011;vanVeen등,2010].

본 연구에서는 2003년부터 2012년까지 검사 의뢰된 돼지 시료를 대상으로 제

주도에서 살모넬라증의 발생 상황을 조사하였다.살모넬라증의 주요 임상증상,

병리학적 특징 및 다른 병원체와의 혼합 감염에 대해서 분석하였다.살모넬라균

혈청형의 동정을 위하여 분리된 균체와 파라핀 조직 블록을 이용한 PCR검사를

실시하여 제주도에서 문제시되고 있는 살모넬라 균체의 혈청형을 파악하였다.또

한 분리된 균주에 MALDI-TOF질량분석법을 적용하여 살모넬라 균체 동정 가

능 여부를 확인하였다.
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Ⅱ.재료 및 방법

야외 시료를 이용한 돼지 살모넬라증 발생상황 조사

1.공시동물

2003년 7월부터 2012년 10월까지 돼지 농장으로부터 제주대학교 수의과대학

병리학교실에 질병 진단 의뢰된 총 1,191두의 돼지를 실험에 공여하였다.이 중

육안적인 검사,병리학적 검사 및 실험실 진단을 통하여 살모넬라증으로 진단된

예를 대상으로 본 질병의 제주도내 발생상황을 조사하였다.살모넬라증으로 진

단된 예를 연도별,계절별,연령별,지역별 및 임상증상별로 구분하여 발생 상황

을 분석하였다.

2.병리학적 검사

검사 의뢰된 돼지는 외관 검사 후 통상적인 부검술식에 준하여 흉강과 복강을

노출시켜 각 장기의 병변을 확인하였다.특히 살모넬라증 발생 시 특징적인 병변

이 호발하는 소장,대장 및 간 등에 중점을 두어 육안적 소견을 관찰하였다.부

검 시 채취한 내부 장기는 10% 중성완충포르말린 용액에 고정하였다.고정이 완

료된 조직은 병변부위를 세절한 뒤 일반적인 조직처리 방법에 따라 파라핀 포

매하여 3～4㎛ 두께로 절편을 제작한 다음 hematoxylinandeosin(H&E)염

색을 실시하였다.염색이 끝난 절편은 봉입 후,광학현미경(OlympusBX51,

Japan)으로 검경하였다.
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3.병원체 검사

돼지 시료에 대한 병원체 검사는 세균과 바이러스로 구분하여 일반적인 진단

기법을 동원하여 실시하였다.특히 소모성 질병의 원인체인 PCV2감염을 확진하

기 위하여 중합효소연쇄반응(polymerasechainreaction;PCR)과 면역조직화학

염색법(immunohistochemistry;IHC)을 수행하였다.PCR은 Larochelle등 [1999]

이 제시한 PCV2바이러스의 openreadingframe2유전자를 검출하기 위하여

제작된 primer를 사용하였으며,IHC는 rabbitanti-PCV2antibody(IowaState

University,USA)를 이용하였다.PRRSV 항원 검사는 역전사효소 PCR(reverse

transcriptasePCR;RT-PCR)과 mouseanti-PRRSV(SDOW17)antibody(South

DakotaStateUniversity,USA)를 이용한 IHC를 실시하였다.기타 바이러스로 돼

지 인플루엔자 바이러스(swineinfluenzavirus),cytomegalovirus등은 PCR또는

간접형광항체법(indirectfluorescentantibodytest)등을 수행하여 확인하였다.

세균 검사의 경우 부검 시 확인한 각 장기의 병변부에서 무균적으로 조직을

채취하여 혈액 배지 및 MacConkeyagarplate(BDDifco,USA)에 도말하여 균

체 증식 여부를 확인하였다.도말한 배지는 37℃에서 24～48시간 동안 배양하였

다.살모넬라균을 순수 분리하기 위하여 Rambachagarplate(Merck,Germany)

를 사용하였으며,Actinobacilluspleuropneumoniae와 Haemophilusparasuis는

chocolateagarplate(HANILKOMED,Korea)에 도말한 후 candlejar를 이용

하여 균체를 분리하였다.Streptococcusspp.는 혈액배지에서 증식된 균체의 성

상,그람 염색 결과 및 catalasetest를 통하여 확진하였다.구포자충(Coccidia)은

소장 및 대장에 대한 병리조직학적 검사를 통하여 감염을 확인하였다.
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살모넬라 균체 종동정 시험

1.공시동물

2003년부터 2012년까지 제주대학교 수의과대학 병리학교실에 의뢰된 시료에서

돼지 살모넬라증으로 진단된 총 155두 중에서 41두 돼지로부터 분리된 살모넬라

균주와 돼지 66두의 회장 및 맹결장이 포함된 파라핀 블록을 포함시켜 총 107두

를 대상으로 실험을 하였다.

2.PCR검사

1)균체로부터 DNA 추출

순수 분리된 살모넬라균주 41점을 종동정하기 위하여 PCR을 실시하였다.균체

를 Rambachagarplate에 도말하여 37℃에서 48시간 호기 배양한 다음 전형적인

빨간색 집락을 형성하고 있는 신선한 균체로부터 DNA를 추출하였다.1.5㎖

eppendorftube에 1㎖의 DNaseRNasefreedistilledwater(Invitrogen,USA)

를 넣고 각각의 세균 집락을 현탁하였다.각 현탁액을 12,000rpm에서 10분 동안

원심분리 후 상층액을 제거하였다.침전물에 DNaseRNasefreedistilledwater

300µl를 넣은 후 100℃에 10분간 정치하고 바로 -20℃에 냉동시켰다.해동된 침

전물을 12,000rpm에서 10분간 원심 분리한 후 상층액에서 DNA를 추출하였다..

2)장 파라핀 블록에서 DNA추출

포르말린 고정된 돼지의 장 조직에서 감염되어 있는 살모넬라 균체를 동정하기

위하여 파라핀 블록을 이용한 PCR을 수행하였다.각 블록으로부터 오염되지 않

은 조직절편을 채취하기 위해 박절기(microtome)와 박절기용 칼날은 3% 과산화

수소수(3% H2O2)및 70% 에탄올을 이용하여 표면에 부착되어 있는 이물질을
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제거하였다.장기간 외부 환경에 노출되어 파라핀 블록 표면의 조직 내 DNA가

변성될 수 있으므로 표면 조직을 제거한 뒤,그 이후의 조직 절편을 DNA 추출

용 시료로 선택하였다.조직 절편은 약 10㎛ 두께로 제작하였으며,개체 당 3～

5개의 절편을 멸균된 1.5㎖ eppendorftube에 넣어 DNA 추출 전까지 실온에서

보관하였다.

DNA 추출은 TaKaRaDEXPAT
TM
(TaKaRa,Japan)을 이용하였다.절편이

들어있는 1.5㎖ eppendorftube에 0.5㎖의 DEXPAT
TM
액을 가하고 잘 혼합한

다음,100℃에서 10분간 방치하였다.열처리가 끝난 시료는 4℃,12,000rpm에서

10분간 원심분리하였다.원심분리가 끝난 시료는 상층액 표면에 형성된 파라핀

층을 조심스럽게 제거한 후 DNA가 포함된 상층액 약 70㎕ 정도를 채취하여 새

로운 1.5㎖ eppendorftube에 옮겨 담았다.DNA가 포함된 상층액은 검사 전까

지 -70℃에서 보관하였다.

3)Oligonucleotideprimer의 제작

S.Typhimurium,S.Choleraesuis및 S.ParatyphiC를 동정하기 위한 primer

는 Table2-1에 제시한 염기서열에 준하여 제작하였다.

4) PCR반응 조건

살모넬라균 동정을 위하여 세균에서 추출한 DNA 2㎕와 각각의 primer1

㎕(20 pmol) 및 DNase RNase free Distilled water 16 ㎕를 AccuPower

HotStartPCRPremix(BioneerK-5050,Korea)에 첨가하여 최종반응 용량이 20

㎕가 되도록 하였다.PCR반응 조건은 Table2-2와 같이 설정하였으며,PCR증

폭은 DiceTP600PCRThermalCycler(TaKaRa,Japan)을 이용하였다.

5)PCR증폭산물의 확인

반응 종료 후,각각의 반응액 8㎕씩을 취하여 1.5% agarosegel상에서 전기

영동을 실시한 다음 RedSafe
™
Nucleic Acid Staining Solution (iNtRON
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Species Primer Sequences(5̀ to3̀) Size(bp) Reference

Salmonella.

Typhimurium

STM4497-f
AACAACGGCTCC

GGTAATGA
310

Kim etal.,

2006
STM4497-r3

TGACAAACTCTT

GATTCTGA

Salmonella

Choleraesuisand

Salmonella

ParatyphiC

FlinC-F
AAGGAAAAGATC

ATGGCACAA
963

Chiuetal.,

2005b
FlinC-R

GAACCCACCATC

AATAACTTTG

Species

PCRcondition

Pre-cycle

heating
Cyclereactions Postextension

Salmonella.

Typhimurium
94℃,5min

95℃ for45sec,63℃ for30sec,

72℃ for30sec (30cycles)
72℃,3min

Salmonella

Choleraesuisand

Salmonella

ParatyphiC

94℃,10min
95℃ for45sec,55℃ for30sec,

72℃ for1min (35cycles)
72℃,7min

biotechnology, Korea) 용액(0.5 ㎕/㎖ in DW)으로 염색하였다. UV

transilluminator로 각각의 병원체에 대한 특이적인 밴드 유무를 확인하였다.

Table2-1.OligonucleotideprimersetsfortheserotypingofSalmonellaspp.

Table2-2.PCRconditionfortheserotypingofSalmonellaspp.
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3.Serotyping

PCR 기법으로 동정되지 않은 살모넬라 균주는 Salmonella-O와 H 항혈청

(Difco,USA)을 이용하여 균체 동정을 하였다.균체항원의 동정은 고형배지에서

여러 개의 세균집락을 채취하여 평판응집반응으로 검사하였다.편모항원의 검사

는 BHI (brainheartinfusion)broth에 배양 후 시험관 시험법(Tube-test)으로

먼저 PhaseI항원을 검사하였다.Ditchplatemethod를 이용하여 PhaseII항원

검사를 하였다.PhaseII항원이 유도된 균주는 PhaseII양성 항혈청을 이용하

여 시험관 시험법으로 검사하였다. 검사 후 최종 serotyping은

Kauffmann‑Whitescheme에 따라 구분하였다 [Edwards와 Ewing등,1986].



- 26 -

MALDI-TOF질량분석법을 이용한 Salmonella.spp.신속 검출

1.공시균주

제주대학교 수의과대학 병리학교실에서 돼지 살모넬라증으로 진단된 돼지 41

두에서 분리된 균주를 실험에 공여하였다.

2.MALDI-TOF질량분석법 검사

분리된 균주 41점을 동정하기 위하여 MALDI-TOF질량분석법을 적용하였다.

균체를 Rambachagarplate에 도말하여 37℃에서 48시간 호기 배양한 다음 전형

적인 빨간색 집락을 형성하고 있는 신선한 균체를 실험에 사용하였다.각 균주에

대해 직접법과 추출법으로 검사를 실시하였다.직접법은 가는 나무 막대를 이용하

여 Rambachagarplate에서 증식된 신선한 세균집락 1∼2개를 채취하여 MSP96

targetpolishedsteelplate(BrukerDaltonikGmbH,Bremen,Germany)의 각

well에 직접 도말하여 5분 동안 건조시킨 후,1 ㎕의 matrix solution (α

-cyano-4-hydroxycinnamicacidsolution)을 떨어뜨려 건조시켜서 수행하였다.

추출법은 신선한 세균 집락 1∼2개를 채취한 다음 1.5㎖ 튜브에 증류수 300μl를

넣고 혼합시킨 후 100% 에탄올을 첨가하였다.각 튜브는 16,000×g로 2분간 원

심분리하였다.원심분리 후 상층액을 제거하고 70% formicacid와 acetonitrile을

각각 50㎕ 첨가하여 재부유 하였다.다시 16,000×g로 2분간 원심분리하여 상

층액 2 ㎕를 MSP plate의 각 well에 도말하여 건조한 후 수행하였다.

MALDI-TOF에 의한 분석은 MALDIBrukermicroflexLT instrument(Bruker

DaltonikGmbH,Bremen,Germany)와 MALDIBiotyper3.0software를 이용하

였다.분석된 결과는 표 2-3과 같이 점수로 표시되며,2.000점 이상인 경우 유의

성이 있는 것으로 판단하였다.
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Species Primer Sequences(5̀ to3̀)
Size

(bp)
Reference

Salmonellaspp.

RepliconP1
TTATTAGGATCG

CGCCAGGC
163

Widjojoatmodjo

etal.,1991
RepliconP2

AAAGAATAACCG

TTGTTCAC

Table 2-3.Meaning ofscore values by matrix assisted laserdesorption

ionizationtimeofflightmassspectrometry

Scorevalue StrengthofIdentificationAchieved

2.300-3.000 Highlyprobablespeciesidentification

2.000-2.299 Securegenusidentification,probablespeciesidentification

1.700-1.999 Probablegenusidentification

0.000-1.699 Notreliableidentification

3.PCR검사

균주 41점에 대한 MALDI-TOF 질량분석법의 동정 결과와 비교하기 위하여

S.spp.에 대한 PCR을 실시하였다.각 균주의 DNA 분리,PCR증폭 및 산물의

확인은 앞에 기술한 살모넬라 균체 종동정 시험 방법에 준하여 실시하였다.S.

spp.의 동정을 위한 primer의 염기서열은 Table2-4와 같이 제작하여 Table2-5

와 같은 조건으로 PCR을 수행하였다.

Table2-4.OligonucleotideprimersetsforthedetectionofSalmonellaspp.
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Species

PCRcondition

Pre-cycle

heating
Cyclereactions Postextension

Salmonellaspp. 94℃,5min
95℃ for30sec,52℃ for30sec,

72℃ for1min (30cycles)
72℃,5min

Table2-5.PCRconditionforthedetectionofSalmonellaspp.
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Year 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 Total

No.of

pigs
78 91 126 135 138 114 185 136 97 91 1,191

No.of

salmo-

nellosis

9 9 25 38 18 1 7 19 12 17 155

% 11.5 9.9 19.8 28.1 13.0 0.9 3.8 14.0 12.4 18.7 13.0

Ⅲ.결 과

돼지 살모넬라증 발생상황 조사

1.돼지 살모넬라증 발생상황

2003년 7월부터 2012년 10월까지 1,191두의 돼지를 검사한 결과 155두(13.0%)

가 살모넬라증으로 진단되었다.

살모넬라증으로 진단된 돼지를 연도별로 분류하여 살펴본 결과,2006년(28.1%)

가장 많은 발생을 보이다가 2009년(3.8%)까지 점차 낮아진 후 2010년 이후에는

차츰 증가하는 경향을 보이고 있었다(Table2-6,Fig.2-1).

Table2-6.AnnualprevalenceofporcinesalmonellosisinJejufrom 2003to

2012
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Fig.2-1.AnnualprevalenceofporcinesalmonellosisinJejufrom 2003to

2012.
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돼지 살모넬라증으로 진단된 예를 계절별로 분류하여 본 결과 여름에 36.1%

로 가장 많이 발생하고 있었으며,봄이 25.2%,겨울과 가을이 각각 19.4%

로 나타났다(Table2-7).

Table2-7.SeasonalprevalenceofporcinesalmonellosisinJejufrom 2003to

2012

Season Winter
*

Spring Summer Autumn Total

No.of

salmonellosis
30 39 56 30 155

Prevalence

(%)
19.4 25.2 36.1 19.4 100

*Winter:DecembertoFebruary,Spring:MarchtoMay,Summer:JunetoAugust,

Autumn:SeptembertoNovember

연령별로 4주령 이하의 포유자돈,4-8주령 및 8-12주령의 이유자돈,12주령 이

상의 육성돈과 비육돈 및 성돈으로 구분하여 살모넬라증의 발생 상황을 살펴보

았다(Table2-8).살모넬라증은 대부분 이유자돈 구간인 4-8주령(57.4%)과 8-12

주령(31.0%)에서 발생하고 있었으며,육성돈과 모돈에서도 간헐적으로 발생

하였다.특히 포유자돈에서도 6두(3.9%)가 살모넬라증으로 진단되었다.

Table2-8.PrevalenceofporcinesalmonellosisaccordingtopigagesinJeju

from 2003to2012

Ages

(weeks)
≤ 4 4-8 8-12 12〈 adult Total

No.ofpigs 6 89 48 9 3 155

% 3.9 57.4 31.0 5.8 1.9 100
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제주도를 제주시와 서귀포시의 두 행정구역으로 구분하여 살모넬라증의 발

생상황을 조사한 결과 서귀포시(40.0%)보다는 제주시(60.0%)에서 많은 발생

을 보이고 있었다(Table2-9).

Table2-9.RegionaloccurrencesofporcinesalmonellosisinJeju

City Jeju-si Seogwipo-si Total

No.ofpigs 93 62 155

% 60.0 40.0 100
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2.병리학적 검사

살모넬라증으로 진단된 돼지에서 나타난 주요 임상증상은 위축,설사,호흡곤

란,식욕부진과 복부팽만(Fig.2-7)등이었다(Table2-10).이 중에서 피모가 거

칠고 역립되어 있는 위축(85.2%)을 동반한 설사(69.7%)가 살모넬라증의 가장 주

된 임상증상이었다.

Table2-10.Frequencyofclinicalsignsassociatedwithporcinesalmonellosis

Clinicalsign
No.ofpigs

(n=155)
%

Wasting 132 85.2

Diarrhea 108 69.7

Dyspnea 52 33.5

Anorexia 14 9.0

Abdominaldistention 8 5.2
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Organ Grossfindings
No.ofpigs

(n=155)
%

Smallintestine

Fibrinousexudate 12 7.7

Redness 3 1.9

Thickening 2 1.3

Erosion 1 0.6

Corrugation 1 0.6

Largeintestine

Ulcer 60 38.7

Fibrinousexudate 35 22.6

Erosion 12 7.7

Thickening 9 5.8

Redness 6 3.9

Mega-colon 5 3.2

Rectalstricture 9 5.8

Liver Whitefoci 22 14.2

살모넬라증으로 진단된 돼지 155두에 대하여 육안 소견을 관찰한 결과 주로

대장,소장 및 간에서 병변이 확인되었다(Table2-11).소장에서의 병변으로는

점막면에 섬유소의 석출이 12두(7.7%),다병소성 또는 미만성 발적이 3두(1.9%)

에서 관찰되었다.대장의 경우 현저한 장벽의 비후(Fig.2-5)와 함께 점막에 다양

한 크기의 단추양 궤양(Fig.2-6B)이 60두(38.7%)에서 확인되어 가장 많은 발생

빈도를 나타내었다.대장 점막면에 섬유소성 삼출물(Fig.2-6A)의 석출과 미란

형성은 각각 35두(22.6%)와 12두(7.7%)에서 관찰되었다.직장협착(Fig.2-8B)은

9두(5.8%)에서 관찰되었으며 이로 인한 인한 거대결장(Fig.2-8A)이 5두(3.2%)에

서 확인되었다.간에서는 주위 정상조직과 뚜렷이 구분되는 유백색 반점(Fig.

2-5)이 22두(14.2%)에서 관찰되었다.

Table2-11. Frequencyofgrossfindingsinmajortargetorgansofporcine

salmonellosis
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살모넬라증으로 진단된 돼지에서는 주로 대장,소장 및 간에서 특징적인 병리

조직소견이 관찰되었다(Table2-12).소장에서는 점막에 술잔세포의 수가 증가하

고 고유층에 다소간의 급성 염증세포가 침윤되어 있는 카타르성 장염이 136두

(87.7%)에서 관찰되어 가장 많았고,괴사성 또는 궤양성 장염이 각각 12두(7.7%)

및 5두(3.2%)에서 확인되었다.

대장에서는 궤양성 맹결장염(Fig.2-10)이 99두(63.9%)에서 나타나 가장 많았

고,만성 및 괴사성 장염이 각각 26두(16.8%)로 나타났다.괴사성 장염의 경우

점막 상피세포의 괴사와 탈락이 동반된 얕은 조직 결손인 미란이 형성되어 있으

며,고유층에는 울혈 및 출혈이 관찰되었다(Fig.2-9).궤양성 장염 예에서는 점

막 손상에 의한 궤양이 점막하직까지 파급되어 있으며,궤양부 점막면에는 심하

게 괴사된 세포들과 섬유소가 섞여 두꺼운 층을 형성하고 있었다(Fig.2-10).점

막하직에는 림프구와 큰포식세포로 구성된 만성 염증세포가 침윤되어 있고 섬유

아세포가 증가된 섬유화 소견을 보이며,때로 큰 혈관의 내강에 혈전이 형성되기

도 하였다.병변이 현저하게 진행된 예에서는 장막면 까지 궤양이 파급되어 대장

장막의 비후와 함께 염증이 동반된 장막염까지 관찰되기도 하였다.심한 궤양이

형성되어 있는 대장의 점막면에는 표면에 다수의 섬모를 가지고 있는 B.coli

(14.2%)가 게재되어 있었으며,일부 예에서는 점막하직에 까지 파급되어 있었다.

대장 장샘에 다량의 점액과 붕괴된 세포가 축적되어 플라스크 모양으로 확장된

병변을 보이고 있는 심재성 낭포성 결장염(colitis cystica profunda)은 16두

(10.3%)에서 관찰되었다.일부 예(8.4%)에서는 대장 점막하직의 GALT에서 림프

구가 고갈되고(Fig.2-9and11),다수의 조직구 침윤이 관찰되었다.때로 GALT

에 침윤된 조직구의 세포질 내에서 포도송이와 같은 PCV2특이 호염성 봉입체

(Fig.2-12)가 관찰되기도 하였다.

간에서는 파라티푸스 결절(Fig.2-13)이 89두(57.4%),담관염(Fig.2-14)이 56두

(36.1%)에서 관찰되었다.파라티푸스 결절은 국소 또는 다발성으로 관찰되었으며

간 세포의 괴사와 함께 큰포식세포,림프구와 중성호성 백혈구 등의 염증세포가

침윤되어 다양한 크기의 결절을 형성하고 있었다(Fig.2-13).담관염의 경우 문맥

삼각주에 분포하고 있는 담관 주위로 염증세포가 침윤하고,때로 담관의 증생이

동반되기도 하였다(Fig.2-14).
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Table2-12.Frequency ofhistopathologiclesionsinmajortargetorgansof

porcinesalmonellosis

Tissue Histopathologiclesions
No.ofpigs

(n=155)
%

Smallintestine

Enteritis
*

136 87.7

Necroticenteritis 12 7.7

Ulcerativeenteritis 5 3.2

Largeintestine

Chronicenteritis 26 16.8

Necroticenteritis 26 16.8

Ulcerativeenteritis 99 63.9

CCP
§

16 10.3

Balantidium coliinfection 22 14.2

Liver
Paratyphoidnodules 89 57.4

Cholangitis 56 36.1

GALT
†
in

largeintestine
Lymphoiddepletion 13 8.4

*Enteritis:mucopurulententeritis

§CCP:Colitiscysticaprofunda

†GALT:gut-associatedlymphatictissue
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3.살모넬라증과 기타 병원체와의 혼합 감염 조사

검사 의뢰된 돼지 시료 중 최종 살모넬라증으로 진단된 155두에 대하여 살모

넬라를 비롯한 각 질병의 감염 양상을 분석하였다.살모넬라균 단독 감염은 38

두(24.5%)로 적은 반면 살모넬라와 다른 병원체가 혼합 감염된 예는 117두

(75.5%)로 대다수를 차지하고 있었다(Table2-13).혼합 감염된 돼지의 경우 적

게는 2가지에서 많게는 5가지 병원체가 혼합 감염되어 있었으며,각각은 2중 감

염 52두(33.5%),3중 감염 51두(32.9%),4중 감염 12두(7.7%)및 5중 감염 2두

(1.3%)로 분석되었다.전체적으로 두 가지 또는 세 가지 병원체가 혼합 감염된

돼지가 103두(66.5%)로 가장 많았으며,이는 제주도내 돼지에 살모넬라증뿐만

아니라 다른 병원체가 복합적으로 감염되어 농장의 생산성을 떨어뜨리고 있는

것으로 해석된다.

병원체별로 살모넬라증과의 혼합 감염 빈도를 살펴보았을 때,PRRSV와의 혼

합 감염이 84두(54.2%)로 가장 많았으며 PCV2와의 혼합 감염이 59두(38.1%)로

그 다음 순으로 나타났다(Fig.2-2).돼지에서 화농성 기관지 폐렴을 유발하는

Streptococcusspp.및 Pasteurellamultocida가 각각 21두(13.5%)및 12두(7.7%)

에서 살모넬라와 혼합 감염되어 있었다.다른 소화기 질병과의 혼합 감염은 비교적

낮은 발생 빈도를 보이고 있었고 돼지 적리(1.3%)와 포유 및 이유초기 자돈에서

구포자충(3.2%)이 혼합 감염되어 있었다.
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Table2-13.InfectionstatusofSalmonellaspp.andotherpathogensin155pigsinJeju

Infection Pathogen
Year

Total(%)
2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Single Salmonella 2 4 9 4 1 2 7 1 8 38(24.5)

2agents

PRRSV
*

2 1 4 6 3 2 3 4 3 28(18.1)

PCV2 9 3 1 1 14(9.0)

Polyserositis 1 1(0.6)

APP 1 1(0.6)

PM 1 1 2(1.3)

BH 2 2(1.3)

Coccidia 1 1 2(1.3)

PA 1 1 2(1.3)

3agents

PRRSV+PCV2 2 2 8 9 1 1 1 24(15.5)

PRRSV+PM 1 1 1 3(1.9)

PRRSV+Strep 1 1 5 1 2 10(6.5)

PRRSV+BB 1 1(0.6)

PRRSV+SIV 1 1(0.6)

PRRSV+APP 1 1(0.6)

PRRSV+Polyserositis 1 1(0.6)

PRRSV+PA 1 1(0.6)

PCV2+Strep 3 1 4(2.6)

PCV2+PM 1 1(0.6)

PCV2+Cyto 1 1(0.6)

PCV2+Polyserositis 1 1 2(1.3)

PCV2+PA 1 1(0.6)

4agents

PRRSV+PM+Strep 1 1(0.6)

PRRSV+PCV2+Strep 3 1 1 5(3.2)

PRRSV+PCV2+PM 1 1 1 3(1.9)

PRRSV+PCV2+APP 1 1(0.6)

PRRSV+PCV2+Coccidia 1 1(0.6)

PRRSV+HP+Coccidia 1 1(0.6)

5agents
PRRSV+PCV2+PM+Coccidia 1 1(0.6)

PRRSV+PCV2+PM+Strepto 1 1(0.6)

Total 9 9 25 38 18 1 7 19 12 17 155(100)

*PRRSV:porcinereproductiveandrespiratorysyndromevirus,PCV2:,porcinecircovirustype2,APP:

Actinobacillus pleuropneumoniae,PM: Pasteurella multocida,BH: Brachyspira hyodysenteriae,PA:

pulmonary abscess,Strep:Streptococcusspp.,SIV:swineinfluenzavirus,Cyto:cytomegalovirus,HP:

Haemophilusparasuis
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Fig. 2-2. Co-infected pathogens associated with the case of porcine

salmonellosisinJeju.
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살모넬라 균체 종동정 시험

야외 돼지 시료에서 분리된 세균 41주에 대하여 PCR검사를 수행한 결과 총

39균주(95.1%)가 S.Typhimurium으로 판명되었다(Table2-14).세균 집락에서

추출한 DNA에 대한 PCR검사 결과 310bp의 S.Typhimurium 특이 산물이 확

인되었다(Fig.2-3).PCR 검사로 혈청형이 확정되지 않은 2균주는 균체항원 및

편모항원에 대한 항혈청 검사를 통하여 최종 S.Rissen(4.9%)으로 동정되었다.

소장 또는 대장이 포함된 66개 파라핀 블록에 대한 PCR검사 결과 43점(65.2%)

에서 S.Typhimurium의 유전자가 확인되었다.따라서 총 107두 시료에 대한 검

사결과 S.Typhimurium이 82두(76.6%),S.Rissen이 2두(1.9%)에 감염되어 있음

이 확진되었다.

Table2-14.PCRresultsofSalmonellaspeciesanalysisusingbacterialcolony

andparaffinblock

Sample
Salmonella

Typhimurium (%)

SalmonellaColeraesuisand

SalmonellaParatyphiC(%)

Salmonella

Rissen(%)
ND

*
(%)

Bacterial
colony
(n=41)

39(95.1) 0(0.0) 2(4.9) -

Paraffin
block
(n=66)

43(65.2) 0(0.0) - 23(34.8)

Total
(n=107)

82(76.6) 0(0.0) 2(1.9) 23(21.5)

*ND:notdetected
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항혈청을 이용한 균 동정 시 S.Rissen감염으로 확진된 돼지 2두는 30일령

과 70일령 이유자돈이었으며,설사를 동반한 위축을 나타내었다.병리조직학

적 병변으로는 맹결장의 궤양성 장염 및 간의 파라티푸스 결절 형성과 담관

염 등이 관찰되었으며,전반적인 조직 병변의 양상은 S.Typhimurium 감염과

거의 유사하였다.

Fig.2-3.PCRproductsofSalmonellaTyphimurium from isolatedbacterial

colonies.LaneM:100bpDNA ladder;lane1:positivecontrol;lane2:

negativecontrol;lane3～8:bacteriaisolates.
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MALDI-TOF질량분석법을 이용한 Salmonella.spp.신속 검출 결과

공시 균주 41주에 대하여 MALDI-TOF질량분석법을 적용하여 분석한 결과

직접 도말법과 추출법 모두에서 살모넬라균으로 확인되었다.직접 도말법에서는

2.000이상의 유의성이 있는 결과가 18개 균주(43.9%)에서 나타났으나,추출법에

서는 41개 균주 모두 2.300점 이상으로 확인되어 살모넬라 균체임을 확정할 수

있었다(Table2-15).균체에 대한 PCR검사에서는 41개 균주 모두 164bp의 S.

spp.특이 산물을 확인할 수 있었다(Fig.2-4).따라서 MALDI-TOF질량분석법

은 PCR검사와 동일한 결과를 보이고 있었고,특히 균체 동정까지의 시험시간이

수 분 정도 밖에 소요되지 않는 큰 장점을 가지고 있었다.

Table 2-15.Numberofisolates identified as Salmonella spp.by matrix

assistedlaserdesorptionionizationtimeofflightmassspectrometryanalysis

ScoreValue

Directsmearmethod

(n=41)

Extractionmethod

(n=41)

Subtotal(%) Total(%) Subtotal(%) Total(%)

2.300-3.000 1(2.4)
18(43.9)

41(100)
41(100)

2.000-2.299 17(41.5) 0(0)

1.700-1.999 17(41.5)
23(56.1)

0(0)
0(0)

0.000-1.699 6(14.6) 0(0)

Fig.2-4.PCRproductsofSalmonellaspp.from isolatedbacterialcolonies.

LaneM:100bpDNA ladder;lane1:positivecontrol;lane2:negative

control;lane3～8:bacteriaisolates.
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LegendsforFigures

Fig.2-5.Spiralcolonshowedseverediffusethickening.Notemultifocalpale

towhitefociintheliver.

Fig.2-6.Notediffusefibrinousexudates(A)andmultifocaltocoalescing

ulceration(B)oncolonicmucosa.

Fig.2-7.Pigshowedmarkedabdominaldistensionassociatedwithrectal

stricture.

Fig.2-8.Noteseveredistendedmega-colon(A)andrectalstricture(B).

Fig.2-9.Colonicmucosawascoveredwithdiffusefibrinousexudatesand

necroticcellulardebris.Gutassociatedlymphatictissuesshowedsparse

lymphocytepopulation.H&E.Bar=200㎛.

Fig. 2-10. Severe ulceration (arrows) and submucosal infiltration of

inflammatorycells(arrow heads)inthecolon.H&E.Bar=100㎛.

Fig.2-11.Severelymphoiddepletionwereobservedatthegutassociated

lymphatictissuesincolon.H&E.Bar=50㎛.

Fig.2-12.Note numerous basophilic intracytoplasmic inclusion bodies in

infiltratedhistiocytesofgutassociatedlymphatictissues.H&E.Bar=20㎛.

Fig.2-13.Paratyphoidnoduleinliver.H&E.Bar=50㎛.Noteinfiltrated

macrophagesandlymphocytesinnecroticfoci.H&E.Bar=20㎛.

Fig.2-14.Cholangitisandbileducthyperplasia(arrow)wereobservedinthe

portaltriadofliver.H&E.Bar=20㎛.



- 44 -



- 45 -



- 46 -



- 47 -



- 48 -

Ⅳ.고 찰

제주도 내 돼지 농장으로부터 의뢰된 총 1,191두의 야외 돼지 시료 중 155두

(13.0%)에서 살모넬라증으로 최종 진단되었다.계절별로 살모넬라증의 진단 현

황을 살펴보았을 때 겨울철(19.4%)보다는 여름철(36.1%)에 더욱 빈발하는 경향

을 보이고 있었다.이는 제 1장에서 검사한 혈청 검사상의 S.Typhimurium 항

체 양성률이 겨울철에 높게 나타난 계절적 차이와는 다른 양상을 보이고

있었다.따라서 외국의 경우와 마찬가지로 제주도에서도 살모넬라증 발생

과 항체 양성률과의 상관성은 낮은 것으로 판단된다.그러나 다소간의 계

절적 편차가 있다할지라도 질병 발생률과 항체 양성률 모두 연중 고르게

나타나고 있기 때문에 살모넬라증이 제주도에서 계절 구분 없이 발생하고

있음을 간접적으로 확인할 수 있었다.

살모넬라증으로 진단된 돼지를 연령별로 분류하였을 때 4-8주령 및 8-12주령

이 각각 89두(57.4%)및 48두(31.0%)로 나타나 약 90%의 살모넬라증이 주로 이

유 후 시기에 집중적으로 발생하고 있는 것으로 확인되었다.이런 현상은 제 1장

에서 S.Typhimurium에 대한 항체 양성률이 모체 이행항체가 거의 소실되는 40

일령(5-6주령,3.0%)에서 가장 낮았던 제주도 돼지 농장 상황과 밀접하게 연관되

어 있을 것으로 판단된다.돼지 농장에서 항체 수준이 가장 낮아 면역 방어 기전

이 약해진 이유 시기에 돈사 내외 또는 모돈에 오염되어 있던 살모넬라 균체에

노출되어 설사와 위축을 동반한 살모넬라증으로 발전하는 것으로 설명되어 진다.

또한 이유 후 스트레스 요인이 증가된 상태에서 만성 소모성 질병을 유발하는

PRRSV와 PCV2와 같은 바이러스에 감염되고 이차적으로 살모넬라증의 혼합 감

염이 증가할 수 도 있을 것으로 추정된다 [Gillespie등,2009;Harding등,1998].

그런 반면 12주령 이상의 육성돈에서는 살모넬라증이 5.8%로 매우 낮게 나

타났다.제주지역에서는 2011년 417두의 육성돈 설사 분변에 대하여 맹결

장 나선균(Brachyspirapilosicoli),돼지 적리균,돼지 증식성 장염균 및 살

모넬라균을 PCR로 검사한 결과 각각 75두(18.0%),33두(7.9%),13두(3.1%)
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및 12두(2.9%)로 나타났음을 보고하였다 [박 등,2011].따라서 타 지역과

달리 제주도에서는 육성돈 설사 문제에 살모넬라균 보다는 맹결장 나선균

이나 돼지 적리균이 주로 관여하고 있을 것으로 추정된다.

이번 연구에서 4주령 이하의 포유자돈에서도 살모넬라증이 6두에서 발생하였

다.이는 장염형 살모넬라증이 주로 이유부터 4개월령까지 문제시 된다는 보고와

는 매우 다른 상황이다 [Griffith등,2006].더욱이 살모넬라증으로 진단된 포유

자돈 6두에서 소장의 괴사성 장염,대장의 괴사성 또는 궤양성 장염과 간에서 파

라티푸스 결절도 관찰되어 전형적인 살모넬라증의 특징을 모두 가지고 있었다.

따라서 어린 연령의 포유시기에 이미 균체에 노출되어 짧은 잠복기를 거친 후

현증을 나타내고 폐사까지 이르는 것으로 판단된다.포유자돈에서 살모넬라증의

발생은 모돈의 초유를 통한 면역능의 전달이 약하여 발생할 수도 있겠으나,제주

도가 다른 지역에 비하여 살모넬라 균체에 만연되어 있어 질병에 노출될 기회가

많아서 발생할 수도 있을 것으로 추정된다.

돼지에서 장염형 살모넬라증의 경우 악취를 동반한 수양성 설사 증상이 가장

일반적이며 특징적인 임상 증상이다 [Griffith등,2006].본 연구에서 살모넬라증

으로 진단된 155두 돼지의 임상증상으로 위축(85.2%)이 가장 많은 비중을 차지

하고 있었다.각 돼지에서 감염된 질병을 원인체별로 조사하였을 때 살모넬라 단

독 감염은 38두(24.5%)에 불과하고 117두(75.5%)는 다른 병원체와 혼합 감염되

어 있었다.특히 만성 소모성 질병의 대표적 원인체인 PRRSV와 PCV2와의 혼합

감염이 143두(92.3%)에서 진단되었다.따라서 검사한 돼지에서 나타난 위축 증상

은 살모넬라 단독 감염에 의한 증상이라기보다는 다른 바이러스와의 혼합 감염

에 의해 발생한 증상으로 설명하는 것이 가장 타당성이 있을 것으로 판단된다.

연변 내지 수양성의 설사 증상은 두 번째로 많은 108두(69.7%)에서 관찰되었다.

이는 분변에서 분리된 균체 또는 대장 파라핀 조직을 이용하여 살모넬라균 동정을

실시한 결과 대부분의 균체가 장염을 유발하는 S.Typhimurium이었기 때문인 것

으로 해석된다.Griffith등 [2006]은 돼지 살모넬라증 예에서 돼지 적리균,돼지

증식성 장염균,구포자충 또는 대장균 등과 혼합 감염이 자주 나타난다고 하였

다.본 연구에서는 소화기 병원체로 돼지 적리균(1.3%)과 구포자충(3.2%)이 혼합

감염되어 있기는 하였으나 그 빈도는 현저하게 낮았다.따라서 제주도에서 발생
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하는 살모넬라증의 경우,전신 감염에서는 다른 병원체와 혼합 감염이 많은 반면

소화기 질병으로는 혼합 감염보다는 단독 감염으로 발생하는 경우가 월등히 많

은 것으로 풀이된다.

또 다른 임상증상인 호흡곤란은 52두(33.5%)에서 관찰되었다.이러한 증상은

S.Typhimurium 감염에 따른 증상은 아니며,혼합 감염된 PRRSV나 PCV2와

같은 바이러스 또는 Streptococcusspp.나 Pasteurellamultocida와 같은 폐렴

유발 병원체의 혼합 감염에 의한 증상으로 판단된다.특히 살모넬라증과 혼합 감

염된 화농성 기관지염 유발 세균으로 Streptococcus spp.와 Pasteurella

multocida가 각각 13.5% 및 7.7%의 예에서 진단되어 위의 설명을 뒷받침하고 있

다.외국의 경우 S.Choleraesuis에 의한 패혈증시 전신 감염의 일환으로 폐렴을

유발하는 것으로 알려져 있다.돼지의 체내에 감염된 S.Choleraesuis균체가 혈

류를 타고 전신으로 파급되어 폐장에 도달하여 폐포벽의 비후를 특징으로 하는

간질성 폐렴을 유발한다 [Wilcock등,1976;Griffith등,2006].그러나 본 연구에

서는 분리된 균체 및 조직 파라핀 PCR검사 결과 S.Choleraesuis는 전혀 검출

되지 않았다.복부 팽만 증상은 총 8두(5.2%)에서 관찰되었으며,이는 부검 시

관찰한 직장 협착에 의해 나타난 임상증상이다.직장 협착은 살모넬라증이 만성

적으로 경과 시 발생하는데,직장에 형성된 궤양이 만성화되면서 결합조직이 증

가하여 나타는 병변으로 주로 S.Typhimurium 감염 시 발생하는 것으로 알려져

있다 [Wilcock과 Olander,1977a;Wilcock과 Olander,1977b].

살모넬라증으로 진단된 돼지에서 육안 병변은 장기에 따라 소견 상 차이가 있

으나 소장,대장 및 간에서 각각 19두(12.3%),136두(87.7%)및 22두(14.2%)에서

관찰되었다.따라서 살모넬라증의 주요 병변 형성부위는 대장인 것으로 확인되었

다.대장의 점막의 병변은 궤양 형성 60두(38.7%),섬유소 석출 35두(22.6%),미

란 12두(7.7%)순으로 관찰되어 살모넬라증의 특징적인 병변은 대장의 궤양 형

성임이 입증되었다.병리조직학적 병변에서도 맹결장에 궤양을 형성하는 장염이

가장 많은 비중을 차지하고 있었다.육안적으로 간에서는 유백색 또는 퇴색된 반

점이 22두(14.2%)에서 관찰되었으며,조직학적 검사 결과 파라티푸스 결절 또는

문맥 삼각주의 담관염에 의한 병변임을 알 수 있었다.장과 간의 병변을 제외하

고 다른 장기에서 살모넬라증 특이 병변은 관찰되지 않았으며 이를 토대로 제주
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도에서 문제시되고 있는 살모넬라증은 패혈증형이 아닌 장염형임을 확인할 수

있었다 [Griffith등,2006;Wilcock등,1976].또한 살모넬라증 시 육안적 병변의

형성 비율보다 조직학적 병변 형성이 월등히 많이 발생하고 있으므로,야외 시료

에서 살모넬라증 감염이 의심되는 경우 대장과 간을 비롯한 대상 장기에 대한

병리조직학 검사가 반드시 이루어져야 확실한 진단을 할 수 있을 것으로 판단된

다.

특히 검사한 돼지 13두에서는 대장의 점막하직에 분포하고 있는 GALT에서 림

프구의 소실 또는 고갈이 관찰되었다.이런 병변은 기존 장염형 살모넬라증에서

나타는 림프구 비대 또는 재생성 증생 병변과는 많은 차이를 보이고 있었다.이

와 같은 병변은 PCV2감염으로 인한 전신 림프절 병변과 매우 유사한 양상을

띠고 있다 [Segalés등,2004b].따라서 GALT에 형성된 병변의 발생 기전을 밝

히기 위하여 제 3장에서 추가적인 실험을 실시하였다.

각 국가별 또는 시대별로 문제시되는 살모넬라균의 혈청형은 지속적으로 바뀌

는 양상을 나타낸다.미국에서는 1986년 검사 시에는 S.Choleraesuis가 71%로

가장 높고,S.Typhimurium은 10% 이하였으나,2005년에는 S.Typhimurium이

36%,S.Choleraesuis는 7%로 낮게 나타났다 [Foley 등,2013].일본의 경우

1998년부터 1999년 사이 조사에서는 S.Agona (28.4%), S.Typhimurium

(17.9%), S.Infantis(16.4%)의 순으로 나타난 반면 2004년부터 2005년에는 S.

Typhimurium (32.5%),S.Anatum (24.6%),S.Infantis(13.5%)순으로 확인되

었다 [Futagawa-saito등,2008].따라서 국가별로 유행하는 살모넬라균의 혈청

형은 지속적으로 변화하고 있으며,특히 S.Typhimurium이 많이 증가하는 양상

을 보이고 있다.본 연구에서 살모넬라증으로 진단된 107두에서 살모넬라균에 대

한 혈청형 동정 결과 S.Typhimurium이 82두(76.6%)로 가장 높게 검출되어 다

른 국가와 유사한 균체 혈청형의 변화상이 확인되었다.비록 S.Choleraesuis의

발생 빈도가 적어지기는 하였지만,패혈증 발생 시 급격하게 질병이 발생하여 큰

피해를 입히기 때문에 본 살모넬라 균체에 대한 꾸준한 모니터링은 질병 방역에

있어서 매우 중요할 것으로 사료된다.

본 연구에서 PCR기법으로 균 동정이 되지 않은 2개의 균주에 대한 응집 반

응 검사 결과 S.Rissen으로 확인되었다.S.Rissen은 최근 국내 소,돼지 등의
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다양한 축종에서 자주 검출되고 있는 혈청형으로 동물에서 장염을,사람에서는

식중독을 유발한다 [Lim 등,2009;Lim 등,2011].그러나 아직까지 이 균체가

돼지에 병원성이 있는지 여부는 알려져 있지 않은 상황이다.이번 연구에서 S.

Rissen감염으로 확진된 돼지는 30일령과 70일령 이유자돈이었으며,설사를 동반

한 위축을 나타내었다.병리조직학적 병변으로는 맹결장의 궤양성 장염과 간의

파라티푸스 결절 형성으로 확인되어 S.Typhimurium 감염에 의한 병변과 대동

소이하였다.또한 다른 병원체인 PRRSV,PCV2및 Streptococcusspp.가 혼합

감염되어 있는 것으로 확인되었다.국내에서 돼지 시료에서 S.Rissen이 분리되

었다는 보고는 있으나 병변에 대한 보고는 본 연구가 최초인 것으로 사료되며,

분리된 균체를 이용한 감염 실험 등을 통하여 균체의 병원성에 대한 좀 더 추가

적인 실험이 필요할 것으로 판단된다.

본 실험에서 살모넬라 균체를 확인하기 위해 PCR기법과 MALDI-TOF질량

분석법을 적용하여 두 가지 실험법의 결과를 비교하였다.MALDI-TOF질량분

석법의 경우 순수배양 된 41균주를 살모넬라 균체로 동정하기까지 검사 시간이

짧게 소요되어 수분 이내에 균체 동정이 가능하였으나,2,500여개가 넘는 살모넬

라균의 혈청형까지 동정하지는 못하였다.그런 반면 PCR기법은 혈청형 동정은

가능하지만 검사 시간이 길게 소요되고 DNA 추출 등의 과정이 복잡한 단점을

지니고 있었다.따라서 MALDI-TOF질량분석법 기법은 순수 분리된 균체의 간

이 신속 진단 실험에 충분히 활용될 수 있는 가능성이 높을 것으로 사료된다.

제주도에서는 살모넬라증이 거의 연중 발생하고 있으며,단독 감염되는 경우

보다 다른 병원체와 혼합 감염되는 경우가 빈번하게 발생하고 있다.특히 혼합

감염 예에서는 만성 소모성 질병을 유발하는 PCV2와 급성 또는 만성 호흡기 질

병을 유발하는 PRRSV와의 혼합 감염이 가장 많은 빈도를 차지하고 있었다.이

러한 결과는 국내외의 다른 보고와 대체로 일치하고 있는 상황이었다 [Ha등,

2005;Murakami등,2006;Takada-Iwao등,2011].따라서 제 3장에서는 살모넬

라균의 표적 장기에서 두 바이러스의 혼합 감염에 따른 항원 분포 상황과 장 병

변의 정도를 비교 분석하였다.
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제 3장

PCV2및 PRRSV가 Salmonella

Typhimurium 장염에 미치는 영향

TheCorrelationofPCV2andPRRSVinSalmonella

Typhimurium Enteritis
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Ⅰ.서 론

돼지 농장에서는 연간 모돈 1두당 출하 돼지수(marketedpig/sow/year;MSY)

를 생산성 지표로 활용하고 있다.일부 국내 연구에서는 돼지 농장의 포유자돈에

서 육성돈을 대상으로 PRRSV,PCV2및 살모넬라균에 대한 항원검사 및 항체조

사를 실시하여 질병 발생 정도와 생산성 지표를 비교 분석하였다 [정 등,2011].

농장을 MSY가 19두 이상과 19두 미만으로 구분하여 각 병원체와 연관성을 분석

한 결과 MSY가 높은 농장이 낮은 농장에 비하여 PCV2및 PRRSV 항원 발현

율과 항체 양성률이 낮고 세균인 살모넬라균 항체 양성률 또한 낮은 것으로 확

인되었다.따라서 PCV2,PRRSV 및 살모넬라균과 같은 병원체의 감염이 낮은

돼지 농장일수록 전체적인 생산성이 증가하고 있음을 증명하였다.

돼지에서 장염형 살모넬라증은 주로 이유자돈부터 약 4개월령까지의 돼지에서

발생한다 [Griffith등,2006].이와 유사한 시기에 돼지에 감염되어 만성적인 질

병 상태를 유발하는 바이러스 원인체로는 PCV2와 PRRSV가 있다 [Zimmerman

등,2006;Opriessnig등,2007].PCV2는 PMWS의 원인체로 1991년 캐나다에서

최초로 발생 보고되었으며,그 이후 거의 전 세계적으로 문제시되고 있는 바이

러스이다 [Allan 등,1999;Allan과 Ellis,2000;Ellis등,1998;Morozov 등,

1998].국내에서는 1998년 PCV2에 의한 PMWS가 최초로 발생 보고되었다 [김

등,2003;Lyoo등,1999].최근에는 PCV2감염으로 발생하는 PMWS,PDNS등

의 다양한 질병 군을 통칭하여 돼지 써코바이러스 관련 질병(porcinecircovirus

associateddisease;PCVAD)으로 명명하고 있다 [Gillespie등,2009;Opriessnig

등,2007].PCVAD에서는 PRRSV와 같은 다른 바이러스 및 세균의 혼합 감염이

일반적이며,이는 PCV2가 큰포식세포와 수지상 세포에 감염되어 면역을 억제시

킨 상태에서 다른 바이러스 또는 세균의 감염을 증진시키기 때문인 것으로 알려

져 있다 [노 등,2007;Opriessnig와 Halbur,2012].

그러나 PCV2감염에 의한 장염은 PCVAD에 포함되는 질병 중에서 가장 덜

알려져 있는 상황이다.최근 해외에서는 PCV2가 장 병변 발생에 미치는 영향을
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규명하기 위하여 PCV2,살모넬라균 및 증식성 장염균을 각각 단독 감염시킨 실

험군과 병원체를 혼합 감염시킨 군으로 구분하여 인공 감염을 돼지에 실시하였

다 [Opriessnig등,2011;Opriessnig과 Halbur,2012].감염 후 14일까지는 단독

감염군과 혼합 감염군에서 병변의 큰 차이는 보이지 않았으나,28일에서는 단독

감염군에 비하여 혼합 감염시킨 군에서 각 질병의 특징적인 병변이 증가하는 양

상을 보였으며,개체별 일당 증체량은 낮아지고 있었다.특히 다른 병원체의 유

무와 상관없이 PCV2단독 감염으로도 장 병변이 형성될 수 있음을 보고하였다.

또한 림프장기에서의 경우 감염 후 14일에 PCV2단독 감염보다 다른 장내 세균

과 혼합 감염되었을 경우 림프절 병변이 증가하고 있었다.PRRSV의 경우 포유

자돈에 감염 시 설사 증상을 유발할 수 있다 [Rossow,1998].

따라서 본 연구에서는 제주도에서 가장 많은 질병 발생 양상을 보이고 있는

살모넬라증과 PCV2및 PRRSV 혼합 감염 예와 살모넬라증 단독 감염 예에서

각 바이러스의 항원 분포를 조사하고 군별 병리조직학적 병변을 비교 분석하여

각 병원체의 상호 관련성을 규명하고자 하였다.
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Group Pathogens No.ofpigs

A SalmonellaTyphimurium 24

B SalmonellaTyphimurium +PCV2 11

C SalmonellaTyphimurium +PRRSV 16

D SalmonellaTyphimurium +PCV2+PRRSV 13

Total 64

Ⅱ.재료 및 방법

1.공시동물

제 2장에서 S.Typhimurium에 의한 살모넬라증으로 확진된 82두 중 PCV2및

PRRSV이외의 다른 병원체가 혼합 감염된 18두를 제외한 64두의 돼지를 실험에

공여하였다.살모넬라 단독 감염 예와 PCV2및 PRRSV의 혼합감염 예에서 병리조

직학적 병변의 정도를 비교 분석하기 위하여 총 4개의 실험군을 설정하였다(Table

3-1).실험군은 S.Typhimurium 단독 감염(A군,24두),PCV2와 혼합 감염(B군,11

두),PRRSV와 혼합 감염(C군,16두),PCV2와 PRRSV의 3중 혼합 감염(D군,13두)

으로 나누어 조직 내 바이러스 항원의 분포와 병변의 정도를 비교하였다.

Table3-1.Experimentalpiggroupsaccordingtoinfectiousstatus

2.병리학적 검사

돼지는 일반적인 부검술식에 따라 외관 검사 후 흉강 및 복강을 노출하여 각

장기의 병변을 확인하였다.특히 살모넬라균에 의한 병변이 주로 나타나는 소장,

대장 및 간 등에 대해 중점적으로 육안적 소견을 관찰하였다.병변이 확인된 각
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장기의 일부를 10% 중성완충포르말린 용액에 고정하였다.고정이 완료된 조직은

병변부위를 세절한 뒤 일반적인 조직처리 방법에 따라 파라핀 포매하여 3-4㎛

두께로 절편을 제작한 다음 H&E염색을 실시하고 광학현미경으로 검경하였다.

3.IHC

살모넬라증 병변이 가장 자주 나타나는 대장에서 PCV2및 PRRSV 항원의

분포를 확인하고자 EnVision
TM
peroxidase-conjugatedpolymerreagent(Dako,

Denmark)를 이용하여 IHC를 수행하였다.PCV2의 경우 B군과 D군의 시료 총

24두를 대상으로,PRRSV의 경우에는 C군과 D군 총 29두를 대상으로 IHC를 실

시하였다(Table3-2).

두 바이러스를 검출하기 위한 1차 항체는 rabbitanti-PCV2 antibody 및

mouseanti-PRRSV (SDOW17)antibody를 사용하였다(Table3-3).대장 파라핀

조직을 4-5㎛ 두께로 박절하여 silanecoating microslidesglass(MUTO

PURECHEMICALS,Japan)에 부착하고 탈파라핀 및 함수과정을 거쳤다.조직

내 자연적으로 존재하는 peroxidase를 제거하기 위하여 3% H2O2가 첨가된

phosphatebufferedsaline(PBS,pH7.2)에 10분간 반응하였으며,항원성의 부활을

위해 0.05% proteinaseⅩⅣ (Sigma,USA)로 37℃에서 20분간 반응하였다.각

각의 1차 항체를 antibodydiluentsolution(DAKO,USA)으로 적정 희석 배율

로 희석한 다음 절편에 적하하여 37℃에서 1시간 반응하였다.2차 항체로

EnVision
TM
/HRP,Rabbit/Mouse(EVN)reagent(DAKO,Denmark)를 슬라이드

에 적하하여 37℃에서 40분간 반응하였다.각 단계별로 반응 후에는 PBS로 10분

씩 2회에 걸쳐 수세하였다.모든 반응이 끝난 절편은 3,3́-diamino-benzidine

tetrahydrochloride(DAB;DAKO,Denmark)로 발색시킨 후,3차 증류수에서 반

응을 종결하였다.대조염색은 Mayer'shematoxylin(Sigma,USA)으로 염색하

였으며,탈수와 투명과정을 거쳐 봉입하였다.면역 염색이 끝난 조직 슬라이드는 광

학현미경으로 양성 대조군 및 음성 대조군과 비교하여 조직 내 각 바이러스의 항원

존재 여부를 관찰하였다.IHC를 실시한 시료는 Table3-3과 같다.
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Table3-2.Thenumberoftestedpigsforthedetectionofporcinecircovirus

type 2 and porcine reproductive and respiratory syndrome virus using

immunohistochemistry

Targetvirus
A*

(n=24)

B

(n=11)

C

(n=16)

D

(n=13)

Total

(n=24or29)

PCV2 - 11 - 13 24

PRRSV - - 16 13 29

* A group:S.Typhimurium,B group:S.Typhimurium + PCV2,C group:S.

Typhimurium +PRRSV,D:S.Typhimurium +PCV2+PRRSV

Table3-3.Primaryantibodiesforthedetectionofporcinecircovirustype2

andporcinereproductiveandrespiratorysyndromevirus

Antibody Targetvirus Source Dilution Antigenretrieval

Rabbit

anti-PCV2
PCV2

IowaState

University,USA
1:1,000

ProteaseⅩⅣ 0.05%;

37℃,20min

Mouse

anti-PRRSV

(SDOW17)

PRRSV

SouthDakota

StateUniversity,

USA

1:5,000
ProteaseⅩⅣ 0.05%;

37℃,20min
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Ⅲ.결 과

1.병리조직학적 검사 결과

각 실험군 별로 병리조직학적 소견의 정도를 비교 조사한 결과 소장의 병변은

전군에서 카타르성 또는 화농성 장염(85.9%)이 대다수를 차지하였다(Table3-4).

살모넬라균과 PRRSV가 혼합 감염된 C군에서 93.8%로 가장 많은 반면 살모넬라

균과 PRRSV 및 PCV2가 혼합 감염된 D군에서는 가장 낮은 76.9%의 발생 빈도

를 보이고 있었다.괴사성 및 궤양성 장염의 경우 군별로 특별한 차이를 나타내

지는 않았다.

대장 병변의 경우 전체 군에서 궤양성 장염이 43두(67.2%)로 가장 많이 관찰되

었으며,만성 장염 및 괴사성 장염이 각각 11두(17.2%)및 10두(15.6%)순으로

확인되었다.각 군별로는 궤양성 장염이 C군에서 가장 많아 14두(87.5%)에서 관

찰되었고,살모넬라와 PCV2가 혼합 감염된 B군,D군 및 살모넬라 단독 감염군

인 A군의 순으로 발생하고 있었다.그러나 C군을 제외하고는 뚜렷한 발생 빈도

의 차이는 거의 없었다.괴사성 장염은 살모넬라 단독 감염군인 A군이 다른 혼

합 감염군보다 높은 발생 빈도를 보이고 있었다.

간의 병리조직학적 병변으로 파라티푸스 결절 형성(81.8%)및 담관염(54.5%)

모두 B군에서 많이 발생하는 경향을 보이고 있었다.대장의 점막하직에 분포하

고 있는 GALT에서 림프구의 고갈은 살모넬라증에 PCV2가 혼합 감염된 B군과

D군에서만 각각 4두씩 총 8두(12.5%)에서 관찰되었다.발생 빈도는 B군이 36.4%

로 D군의 30.8%에 비하여 다소 높았으나,큰 차이는 없었다.
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Table3-4.Comparison ofthefrequency ofhistopathologiclesionsin four

experimentalgroups

Tissue
Histopathologic

lesions

A
*

(n=24)

B

(n=11)

C

(n=16)

D

(n=13)

Total

(n=64)

Small

intestine

Enteritis
§ 20

(83.3%)

10

(90.9%)

15

(93.8%)

10

(76.9%)

55

(85.9%)

Necroticenteritis
3

(12.5%)

1

(9.1%)

0

(0%)

2

(18.2%)

6

(9.4%)

Ulcerativeenteritis
1

(4.2%)

0

(0%)

1

(5.6%)

1

(9.1%)

3

(4.7%)

Large

intestine

Chronicenteritis
4

(16.7%)

2

(18.2%)

1

(6.3%)

4

(30.8%)

11

(17.2%)

Necroticenteritis
6

(25%)

2

(18.2%)

1

(5.6%)

1

(9.1%)

10

(15.6%)

Ulcerativeenteritis
14

(58.3%)

7

(63.6%)

14

(87.5%)

8

(61.5%)

43

(67.2%)

Liver

Paratyphoid

nodules

14

(58.3%)

9

(81.8%)

12

(75.0%)

7

(53.8%)

39

(60.9%)

Cholangitis
8

(33.3%)

6

(54.5%)

7

(43.8%)

3

(23.0%)

21

(32.8%)

GALT

inlarge

intestine

Lymphoid

depletion

0

(0%)

4

(36.4%)

0

(0%)

4

(30.8%)

8

(12.5%)

*A:S.Typhimurium,B:S.Typhimurium +PCV2,C:S.Typhimurium +PRRSV,D:

S.Typhimurium +PCV2+PRRSV,§,mucopurulententeritis,GALT:gut-associated

lymphatictissue
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2.IHC검사결과

대장 조직 내 바이러스 항원의 유무 및 분포 정도를 확인하기 위하여 PCV2와

PRRSV 특이 항체를 이용한 IHC결과 각각 20두(83.3%)및 3두(10.3%)에서 항

원이 검출되었다(Table3-5).실험군 별로 PCV2는 B군(90.9%)과 D군(76.9%)에

서 각각 10두씩 바이러스 항원이 검출되어 B군에서의 발현 빈도가 높게 관찰되

었다.PRRSV는 C군 3두(16.7%)에서만 바이러스 항원이 검출되었다.대장 조직

에서 바이러스 항원의 분포를 검사한 결과 PCV2항원은 점막하직의 GALT에

다량의 항원이 존재하고 일부 점막고유판에 침윤된 큰포식세포의 세포질에서도

항원이 확인되었다(Fig.3-1).그러나 PRRSV항원은 주로 GALT내 조직구의 세

포질에 국한되어 검출되었다(Fig.3-2).

Table3-5.Resultsofantigen detection forporcinecircovirustype2and

porcinereproductiveandrespiratorysyndromevirusinlargeintestinesusing

immunohistochemistry

Antigen
B
*

(n=11)

C

(n=16)

D

(n=13)

Total

(n=24or29)

PCV2 10(90.9%) NT 10(76.9%)
20/24

(83.3%)

PRRSV NT 3(16.7%) 0(0%)
3/29

(10.3%)

*B:S.Typhimurium +PCV2,C:S.Typhimurium +PRRSV,D:S.Typhimurium +

PCV2+PRRSV,NT:nottested
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살모넬라균과 두 가지 바이러스의 상관 관계를 좀더 면밀히 살펴보기 위하여

대장 조직에서 IHC를 이용하여 바이러스 항원이 검출되었던 예 만을 따로 분리

하여 각 군별 병리조직학적 병변의 정도를 비교 분석하였다. 즉, S.

Typhimurium 단독 감염 A군 24두,살모넬라와 PCV2항원이 동시에 검출된 B

군과 D군의 20두 및 살모넬라와 PRRSV가 혼합 감염된 것으로 확인된 C군의 3

두 만을 따로 분리하여 각 군의 조직 소견을 비교하였다(Table3-6).대장에서

가장 심한 병변이라 할 수 있는 궤양성 맹결장염은 살모넬라와 PRRSV 혼합 감

염군에서 3두(100%),살모넬라와 PCV2혼합 감염군에서13두(65.0%)로 확인되어

살모넬라 단독 감염군의 14두(58.3%)에 비하여 높은 발생 빈도를 보이고 있었다.

그러나 괴사성 장염은 단독 감염군에서의 발생(25.0%)이 가장 많았다.맹결장 점

막하직의 GALT에서 림프구 고갈되어 림프 소절의 세포 밀도가 낮아지는 병변

은 살모넬라와 PCV2의 혼합 감염된 B군과 D군의 7두(35.0%)에서만 관찰되었다.

Table 3-6.Comparison of histopathologic lesions in large intestine of

experimentalpiggroups

Tissue
Histopathologic

lesions

A
*

(n=24)

B&D

(PCV2

co-infected)

(n=20)

C

(PRRSV

co-infected)

(n=3)

Large

intestine

Chronicenteritis 4(16.7%) 5(25.0%) -

Necroticenteritis 6(25.0%) 2(10.0%) -

Ulcerativeenteritis 14(58.3%) 13(65.0%) 3(100%)

GALTin

largeintestine
Lymphoiddepletion 0(0.0%) 7(35.0%) 0(0.0%)

*A:S.Typhimurium,B:S.Typhimurium +PCV2,C:S.Typhimurium +PRRSV,D:

S.Typhimurium +PCV2+PRRSV,GALT:gut-associatedlymphatictissue
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각 실험군에서 병리조직학적 검사 시 대장 점막하직의 GALT에서 림프구의 소

실 또는 고갈 병변은 8두에서 관찰되었으며,살모넬라와 PCV2가 혼합 감염된 B

군과 살모넬라와 PCV2및 PRRS가 혼합 감염된 D군에서 각각 4두씩 확인되어

총 8두(12.5%)에서 발생하였다(Table3-4).

이를 토대로 림프구 소실이 있는 개체 8두를 대상으로 대장 조직 내 바이러스

항원의 존재를 검사한 결과 PCV2 바이러스 항원은 7두에서 검출된 반면

PRRSV항원은 전 두수에서 검출되지 않았다(Table3-7).실험군 별로 PCV2항

원은 B군과 D군에서 각각 4두(100%)및 3두(75.0%)가 검출되었다.병리조직학적

으로 PCV2바이러스 항원은 점막하직의 GALT 부위에서 가장 많이 존재하고

있었으나,점막고유판과 점막하직에 침윤된 큰포식세포 또는 조직구의 세포질에

서도 항원이 발현되고 있었다(Fig.3-3).일부 예에서는 다핵거대세포의 세포질

및 포도송이와 같은 모양의 PCV2특이 세포질내 봉입체에서도 바이러스 항원이

검출되었다(Fig.3-4).

Table3-7.Resultofantigen detection forporcinecircovirustype2and

porcinereproductiveand respiratory syndromevirus in lymphoid depleted

GALTusingimmunohistochemistry

Antigen B
*
(n=4) D(n=4)

Total

(n=8or4)

PCV2 4(100%) 3(75.0%) 7/8(87.5%)

PRRSV NT 0(0.0%) 0/4(0.0%)

* B:S.Typhimurium + PCV2,D:S.Typhimurium + PCV2+ PRRSV,GALT:

gut-associatedlymphatictissue,NT:nottested
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LegendsforFigures

Fig.3-1.The colon ofGroup B.Numerous positive reaction forPCV2

antigensintheGALTandlaminapropria.IHC.Bar=100㎛.

Fig.3-2.ThecolonofGroupC.PositivereactionforPRRSV antigensinthe

GALT.IHC.Bar=20㎛.

Fig.3-3.ThecolonofGroupD.PositivereactionforPCV2antigensinthe

GALTandlaminapropria.IHC.Bar=100㎛.

Fig.3-4.The colon ofGroup D.PCV2 antigens were demonstrated in

lymphoiddepletedGALT.Notestrongpositivereactionsinintracytoplasmic

inclusionbodies.IHC.Bar=20㎛.Insert:PCV2antigensinthecytoplasm of

multinucleatedgiantcell.IHC.Bar=20㎛.
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Ⅳ.고 찰

돼지에서 PCVAD는 PCV2감염에 의해 발생하는 질병을 통칭하는 것으로 이

유 자돈에서 전신 소모성 질병인 PMWS,피부병과 신증을 주 증상으로 하는

PDNS,괴사성 림프선염을 특징으로 하는 준임상형 PCV2감염,호흡기 질병,장

염 및 번식 장애를 포함한다.이 중 PCV2와 연계된 소화기 질병은 다른 질병군

에 비하여 상대적으로 적은 편이다 [Opriessnig등,2007].PCV2에 의한 장염은

주로 8-16주령의 자돈에서 발생하고,육안적으로는 증식성 장염균에 의한 아급

성 내지 만성의 회장염과 매우 유사한 병변을 형성한다.현미경적으로는 만성 육

아종성 장염을 특징으로 한다.이 질병에 대한 진단은 1)임상적으로 설사 증상

이 있고,2)전신 림프절이 아닌 소화기 GALT에 병변이 있으며,3)장 병변 내

에 PCV2항원 또는 핵산이 존재하는 것을 토대로 이루어진다.PRRSV는 모돈에

감염 시 주로 임신 말기에 유산이 발생하거나,허약 자돈을 분만한다.포유자돈

에서는 호흡곤란,위축,기아 등의 전신 증상과 진전,다리 벌림,패들링 등의 다

양한 신경 증상 등을 특징으로 한다.특히 영국에서는 포유자돈의 수양성 설사가

보고되기도 하였다 [Zimmerman등,2006].기타 자돈에서는 호흡 곤란,식욕부

진,발열,기침 등의 호흡기 질병이 주로 나타난다.이 두 질병은 해외뿐만 아니

라 국내에서도 수 년 전부터 거의 전국적으로 발생하여 돼지 농장에 많은 피해

를 주고 있는 실정이다.

본 연구의 제 2장에서 돼지 살모넬라증과 혼합 감염되는 병원체로 PRRSV와

PCV2가 가장 많아 전체 진단 된 예에서 각각 54.2%(84두)및 38.1%(59두)를 점

유하고 있었다.제 2장에서의 질병 진단은 살모넬라증의 경우 소화기에 특징적인

병변이 있고 균체 분리가 된 것을 토대로 하였고,PRRSV와 PCV2에 대한 진단

은 편도,림프절 및 폐장에서 바이러스 항원의 검출을 근거로 하였다.따라서 두

바이러스에 대한 진단은 전신 감염을 전제로 하였기 때문에 소화기 질병인 살모

넬라증과의 연관성을 규명하기에는 다소 문제점이 있었다.그러므로 제 3장에서

는 S.Typhimurium 감염에 의한 장염형 살모넬라증에서 두 바이러스가 소화기
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병변에 미치는 영향을 규명하고자 하였다.실험군은 S.Typhimurium 단독 감염

예와 상기 두 바이러스가 혼합 감염된 예를 구분하여 설정하였으며,병변이 있는

대장 병변에서 바이러스 항원의 발현 여부 및 분포를 살펴보았다.두 바이러스의

특이 항체를 이용한 IHC 결과 PCV2항원은 83.3%(20/24두)에서 검출되었으나,

PRRSV 항원은 10.3%(3/29두)에서만 검출되었다.또한 살모넬라증 단독 감염군

에 비하여 PCV2와 혼합 감염된 실험군에서 대장의 궤양성 장염의 발현 빈도도

다소 높게 발생하고 있었다.이를 토대로 PRRSV 보다는 PCV2가 살모넬라증의

장염 발생에 더욱 밀접하게 연관되어 있음을 확인할 수 있었다.외국과 유사하게

국내에서도 설사 증상을 보이는 40-60일령의 자돈 6두에서 소장 및 대장에 육아

종성 장염 병변을 보이고,PCV2항원이 병변 내에서 검출된 PCV2장염이 보고

되었다 [Kim 등,2004].호주에서는 PCVAD로 진단된 42두의 돼지 예에서 24두

가 살모넬라증과 혼합 감염되어 있으나,두 질병의 상호 관련성은 낮은 것으로

보고하였다 [O'dae등,2011].인공적으로 PCV2와 살모넬라균을 감염 시킨 돼지

에서 접종 후 28일째에 단독 감염군의 돼지와 병리조직학적 소견을 비교 분석하

였을 때,PCV2의 특징적인 병변인 회장에서의 육아종성 장염 병변에는 큰 차이

가 없었으나,살모넬라증의 병변인 화농성 또는 궤양성 대장염 병변은 다소 증가

하는 경향을 보이고 있었다 [Opriessnig등,2011;Opriessnig과 Halbur,2012].

따라서 본 연구의 병리조직학적 대장 병변의 군별 차이와 대체로 유사하였다.

외국의 연구에 따르면 PRRSV와 패혈증 살모넬라증의 원인체인 S.

Choleraesuis를 각각 단독 및 혼합 감염시켰을 때 단독 감염군에서는 특별한 임

상증상이 나타나지 않았으나 혼합 감염된 군에는 위축,호흡곤란,설사 등의 증

상을 나타내었다 [Wills등,2000].또한 혼합 감염군에서는 증체량이 감소하고

분변으로 살모넬라균의 배출도 현저히 높게 검출되었다.따라서 PRRSV와 S.

Choleraesuis의 혼합 감염 시 각 질병의 상승작용이 있음을 증명하였다.그러나

현재까지 PRRSV와 장염형 살모넬라증과의 연관성에 대한 보고는 없는 실정이

다.본 연구에서 장염형 살모넬라증과 전신 감염으로의 PRRSV가 혼합 감염된

돼지 29두에 대하여 소화기 장기에서 PRRSV 항원의 분포를 검사한 결과 단지

3두의 대장에서만 항원이 검출되었다.따라서 PRRSV의 소화기 질병으로서의 역

할은 극히 제한적인 것으로 판단된다.
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돼지에서 PCV2감염으로 인한 PCVAD의 발생 기전과 체내에서 PCV2가 증식

하는 가장 주된 세포에 대해서는 아직 완전히 밝혀져 있지 않다 [Opriessnig등,

2007].대체로 PCVAD 증상을 보이는 돼지에서 일관되게 나타나는 병변으로는

림프구 소실과 말초 혈액에서 림프구 감소증이 알려져 있다.또한 IHC또는 제

자리 부합법(insituhybridization)을 통한 검사 시 PCV2항원 또는 유전자는 큰

포식세포와 수지상 세포의 세포질에서 검출되고 있다.따라서 림프장기의 림프구

소실과 조직구로의 대체,활성화된 림프구에 바이러스의 감염 등으로 PCV2가 면

역억제를 유발하여 다른 이차적인 감염을 용이하게 하고 있음이 알려져 있다

[Segalés등,2004a].PCV2장염의 경우 PMWS또는 PDNS와는 달리 전신 림프

장기의 림프구 소실이나 림프소절의 조직구로의 대체 등의 병변은 없고,단지 소

화기에 분포하는 GALT에서의 림프구 소실 만이 관찰되는 특징을 가지고 있다

[Ha등,2005;Kim 등,2004;Opriessnig등,2007].본 연구에서 대장 점막하직의

GALT에서 림프구의 소실 또는 고갈 병변은 8두에서 관찰되었으며,살모넬라균

과 PCV2가 혼합 감염된 군과 살모넬라균과 PCV2및 PRRS가 혼합 감염된 군에

서 각각 4두씩 확인되었다.이를 토대로 GALT에서 림프구 소실이 있는 개체 8

두를 대상으로 대장 조직 내 바이러스 항원의 존재를 검사한 결과 PCV2바이러

스 항원만이 7두에서 검출되었다.따라서 PCV2감염으로 인해 대장의 GALT에

림프구 고갈을 유발하여 돼지의 면역 기능을 저하시킴으로써 소화기 세균의 감

염을 증강시킬 가능성이 높을 것으로 추정된다.
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총 결 론

제주도 내에서 돼지 살모넬라증의 발생양상을 파악하기 위하여 돼지 혈청에

대한 항체 검사,야외 돼지 시료에 병리학적 검사 및 세균학적 검사,소화기에

서 살모넬라균과 만성 소모성 질병을 유발하는 PCV2및 PRRSV와의 관련성을

분석하기 위한 연구를 실시하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

제주도 돼지에서 응집반응을 통한 S. Typhimurium 항체 양성률은

18.8%(2,418/12,885두)로 나타났으며,돼지 연령별로 자돈에서는 6.7%로 나타난

반면,모돈에서는 46.7%를 보이고 있어 약 7배 이상의 높은 항체 양성률을 나타

내었다.이유 후 40일령에서 가장 낮은 항체 양성률을 나타내었고,이는 모체 이

행 항체의 소실과 관련이 있을 것으로 추정된다.계절별로는 겨울철에 항체 양성

률이 가장 높았고,여름철에 가장 낮았다.

야외에서 의뢰된 돼지 시료 1,191두에 대한 검사 결과 155두(13.0%)가 살모넬

라증으로 진단되었다.제주도에서 살모넬라증은 4-12주령의 이유자돈에서 가장

많은 발생을 보이고 있었으며,때로는 포유 자돈 시기에서도 발생하고 있었다.

살모넬라증에 이환된 돼지에서 가장 주된 임상증상은 위축을 동반한 설사였으며,

육안 병변은 대장의 섬유소 석출과 궤양,간의 유백색 반점 형성이 주로 관찰되

었다.병리조직학적 궤양성 맹결장염(63.9%)과 간에서 파라티푸스 결절 형성

(57.4%)이 가장 많이 관찰되는 병변이었다.

살모넬라증으로 진단된 돼지에서 살모넬라 단독 감염은 24.5%로 적은 반면

다른 병원체가 혼합 감염된 예는 75.5%로 대다수를 차지하고 있었고,PRRSV

(54.2%)또는 PCV2(38.1%)와의 혼합 감염이 가장 많았다.

야외 돼지 시료에서 분리된 세균 41주에 대하여 균체 동정을 수행한 결과 39

균주(95.1%)는 S.Typhimurium으로,2균주는 S.Rissen(4.9%)으로 동정되었다.

공시 균주 41주에 MALDI-TOF질량분석법을 적용하여 분석한 결과 모든 균주

가 살모넬라균으로 확인되어,간편하고 신속한 균체 동정에 활용될 수 있는 새로

운 기법임이 입증되었다.
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살모넬라균과 PCV2및 PRRSV 감염이 돼지의 소화기 병변에 미치는 영향을

분석하였다.소화기에서 살모넬라균과 PCV2항원이 동시에 검출된 예는 83.3%

인 반면,살모넬라균과 PRRSV 항원이 같이 검출된 예는 10.3%에 불과하였다.

병리조직학적으로 PCV2바이러스 항원은 점막하직의 GALT 부위에서 가장 많

이 존재하고 있었다.살모넬라균과 PCV2혼합 감염 시 궤양성 맹결장염의 발생

빈도가 다소 증가하였으며,특히 PCV2감염으로 인해 대장의 GALT에 림프구

고갈을 유발하여 돼지의 면역 기능을 저하시켜 소화기 세균의 감염을 증강시킬

개연성이 있을 것으로 추정된다.

이상의 연구 결과를 종합하여 볼 때 살모넬라증은 제주도 전역의 양돈 농장에

만연되어 있으며,거의 연중 발생하고 있다.살모넬라증은 포유자돈 시기에서 발

생하기 시작하여 모체 이행 항체가 떨어지는 이유자돈 시기에 발생 빈도가 급격

히 증가하고 있었다.특히 돼지에서 만성 소모성 질병을 유발하는 PCV2및

PRRSV와 혼합 감염됨으로써 병증이 더욱 심해지고 돼지 농장에 더 큰 손실을

초래할 것으로 판단된다.따라서 제주도에서는 소모성 바이러스 질병에 대한 철

저한 예방접종과 살모넬라균 감염원을 제거하는 적극적인 차단방역이 반드시 필

요할 것으로 사료된다.
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요 약

제주도 내 돼지 살모넬라증의 발생양상 분석 및

병리학적 연구

돼지 살모넬라증은 거의 전 세계적으로 발생하고 있으며,양돈 산업에 있어서

큰 경제적 손실을 주고 있는 질병이다. 살모넬라균의 혈청형 중 S.

Typhimurium은 전염성이 높아 감염 시 돈군에 급속히 전파하고 심한 설사를

동반한 장염을 유발한다.

제주도 내에서 돼지 살모넬라증의 발생양상을 파악하기 위하여 96개 돼지 농

장에서 채취한 12,885두의 혈청에 대하여 MAT 검사를 실시하였다.검사한 모

든 농장이 살모넬라 항체 양성으로 나타났으며,S.Typhimurium 항체 양성률은

18.8%(2,418두)로 확인되었다.돼지 연령별로 포유자돈에서 비육돈에 이르는 자

돈에서는 양성률은 6.7%로 나타난 반면,처녀돈을 포함한 모돈에서는 46.7%를

보이고 있어 약 7배 이상의 높은 항체 양성률을 나타내었다.자돈의 경우 이유

후 40일령에서 가장 낮은 항체 양성률을 나타내었고,이는 모체 이행 항체의 소

실과 관련이 있을 것으로 추정된다.계절별로는 겨울철에 항체 양성률이 가장

높았고,여름철에 가장 낮았다.

야외에서 의뢰된 돼지 시료 1,191두에 대한 검사 결과 155두(13.0%)가 살모넬

라증으로 진단되었다.제주도에서 살모넬라증은 4-12주령의 이유자돈(88.4%)에

서 가장 많은 발생을 보이고 있었으며,때로 4주령 이하의 포유 자돈 시기에서도

발생하고 있었다.살모넬라증에 이환된 돼지에서 가장 주된 임상증상은 위축을

동반한 설사였으며,육안 병변은 대장의 섬유소의 석출과 궤양,간의 유백색 반

점 형성이 주로 관찰되었다.병리조직학적 검사에서는 궤양성 맹결장염(63.9%)과

간에서 파라티푸스 결절 형성 (57.4%)이 가장 많은 병변이었다.

살모넬라증으로 진단된 돼지에서 살모넬라균 단독 감염은 24.5%로 적은 반면
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다른 병원체가 혼합 감염된 예는 75.5%로 대다수를 차지하고 있었고,그중

PRRSV(54.2%)또는 PCV2(38.1%)와의 혼합 감염이 가장 많았다.

야외 돼지 시료에서 분리된 세균 41주에 대하여 균체 동정을 수행한 결과 39

균주(95.1%)는 S.Typhimurium으로,2균주는 S.Rissen(4.9%)으로 동정되었다.

대장 조직이 포함된 파라핀 블록에 대한 균 동정 결과 65.2%(43/66점)에서 S.

Typhimurium 감염으로 확인되었다. S. Rissen에 감염된 돼지에서는 S.

Typhimurium 감염과 유사한 간의 파라티푸스 결절 형성 및 대장의 궤양성 장염

이 관찰되었다.공시 균주 41주에 MALDI-TOF질량분석법을 적용하여 분석한

결과 모든 균주가 살모넬라균으로 확인되어,간편하고 수 분 내에 신속히 균체를

동정할 수 있는 새로운 기법임이 입증되었다.

살모넬라균과 PCV2및 PRRSV 감염이 돼지의 소화기 병변에 미치는 영향을

분석하기 위하여 살모넬라균 단독 감염군,PCV와 혼합 감염군,PRRSV와 혼합

감염군 및 PCV2와 PRRSV의 3중 혼합 감염군으로 세분하여 조직 내 바이러스 항원

의 분포와 병변의 정도를 비교하였다.소화기에서 살모넬라균과 PCV2항원이 동

시에 검출된 예는 83.3%인 반면,살모넬라균과 PRRSV항원이 같이 검출된 예는

10.3%에 불과하였다.병리조직학적으로 PCV2 바이러스 항원은 점막하직의

GALT 부위에서 가장 많이 존재하고 있었다.살모넬라균과 PCV2혼합 감염 시

궤양성 맹결장염의 발생 빈도가 다소 증가하였으며,특히 PCV2감염으로 인해

대장 GALT에 림프구 고갈을 유발하여 돼지의 면역 기능을 저하시켜 소화기 세

균의 감염을 증강시킬 가능성이 있을 것으로 추정된다.

주요어:림프구 고갈,면역조직화학염색,MALDI-TOF 질량분석법,PCR,

PCV2,PRRSV,SalmonellaTyphimurium
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