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요   약   문

Ⅰ. 제  목

원천기술 확보를 위한 신개념의 돼지 세균성 질병 예방용 다중점 백신 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

  섬유성 또는 화농성 섬유성 다발성 장막염은 양돈 농장에서 중요한 경제적 손실을 야기하는 

질병의 원인이다. 대부분의 다발성 장막염은 흉막폐렴균, 연쇄상 구균, 마이코플라즈마에 의하

여 야기된다. 국내에서 대부분 글래서씨병으로 추정하고 있는 질병의 정확한 진단은 연쇄상 구

균에 의한 전신 장막염이다. 따라서 국내에서는 오진에 의하여 질병의 중요성을 간과하고 있는

데, 향우 매우 경제적 피해가 큰 질병으로 사료된다. 

  최근 양돈 농장에서 문제가 되고 있는 세균성 소모성 질환인 연쇄상 구균증, 흉막폐렴균, 마

이코플라즈마에 대한 예방을 함에 있어서, 국내에서 발생하는 세균성 소모성 질병인 연쇄상 구

균증에 대한 예방 단일백신은 현재 없기 때문에 질병 예방에 어려움이 있다. 뿐만 아니라 국내

에서는 연쇄상 구균에 의한 뇌막염을 예방 할 수 있는 혼합백신만이 판매되고 있어 연쇄상 구

균증에 대한 예방 백신은 그 잠재 수요가 매우 높은 백신이다. 또한 대부분의 흉막폐렴과 마이

코플라즈마 감염 예방 백신은 수입 백신을 사용하고 있기 때문에 국내 양돈 농가의 의약품 구

매 비용이 증가되고 있다. 이러한 문제를 극복하기 위하여 현재 국내에서 세균성 소모성 질환

으로 가장 피해가 큰 두 가지 질병 예방에 대한 백신을 개발하고자 한다. 또한 최신 생명공학

적 방법을 이용하여 배양이 어려운 마이코플라즈마균의 경우 중요 유착 유전자를 흉막폐렴균

에 삽입하여 잡종 마이코플라즈마-흉막폐렴 세균을 제작하여 다중점 백신을 제작하기로 하였

다.

  또한, 본 연구를 통하여 국내 혈청형에 적합한 흉막폐렴 백신을 상품화하고자 한다. 본 연구

를 통하여 먼저 산업화하려는 이들 2가지 백신은 각각의 장점 때문에 상품화할 때 판매에는 

큰 어려움이 없다. 마지막으로 개발하려는 마이코플라즈마-흉막폐렴 다중점 백신의 경우 최근 

생물학적 기법을 이용하여 흉막폐렴균이 마이코플라즈마균의 유착단백질을 삽입한 다중점 백

신 균주를 제작하여 두 가지 이상의 질병을 예방하는 백신을 제작할 예정이다. 현재 국내 마이

코플라즈마 백신 시장이 약 86억원이고, 흉막폐렴 백신 시장이 약45억원(출처; 사단법인 한국

동물약품협회)이기 때문에 시장성이 충분히 있다.
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Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

 1. 연쇄상 구균증 예방 백신 개발

가. 연쇄상 구균 예방백신 제작용 표준균주 제작

   1) 국내 분리 연쇄상 구균의 혈청형 분석

       -재료 : 현재 보유중인 균과 분리중인 70개의 연쇄상 구균 분석

       -방법 : 응집 반응을 이용한 혈청형 분석

       -활용 : 본 연구 백신에 함유할 혈청형 확정

   2) 표준 혈청형 연쇄상 구균의 면역원성 검사

       -재료 : 선발된 표준 연쇄상 구균 세균

       -방법 : 토끼를 이용한 면역원성 측정

       -활용 : 본 연구 백신에 함유할 표준 균주 선발

   3) 표준 균주 확립 및 계대 방법 확립

       -재료 : 선발된 표준 연쇄상 구균주

       -방법 : 다양한 배양 방식을 이용한 최적의 계대 방법 확립

       -활용 : 백신 제조 할 때 표준주의 보관 및 계대에 활용

   4) 표준 균주의 대량 배양 방법 확립

       -재료 : 선발된 표준 연쇄상 구균주

       -방법 : 다양한 배양 방식을 최대 면역원성을 나타내는 최적의 대량 생산 방법 확립

       -활용 : 대량 백신 제조

   5) 표준 균주를 이용한 백신 제조

       -재료 : 선발된 표준 연쇄상 구균주

       -방법 : 배양 후 불활화 알루미늄 겔 백신 제작

       -활용 : 백신 제조 기법에 활용

나. 연쇄상 구균 예방 백신의 면역원성 및 안전성 연구

   1) 백신의 성분 및 분량 연구

       -재료 : 개발된 백신

       -방법 : 다양한 조합을 통한 최적의 시험백신 성분 및 분량 연구

       -활용 : 상업화 백신을 위한 성분 및 분량 확립

   2) 백신의 불활화 확인 실험

       -재료 : 개발된 백신

       -방법 : 백신의 최적 배양후의 불활화 방법 확립 및 확인

       -활용 : 상업화 백신 생산 할 때 불활화 방법으로 사용

   3) 실험동물을 이용한 백신 안전성 연구

       -재료 : 시험백신

       -방법 : 국가 검정 동물용 의약품 검정기준에 의한 마우스와 기니픽을 이용한 안전

성 연구
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   3) 실험동물을 이용한 백신 안전성 연구

       -재료 : 시험백신

       -방법 : 국가 검정 동물용 의약품 검정기준에 의한 마우스와 기니픽을 이용한 안전

성 연구
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       -활용 : 상업화 백신을 위한 안전성 확립

   4) 자돈을 이용한 백신 안전성 연구

       -재료 : 개발된 백신

       -방법 : 국가 검정 동물용 의약품 검정기준에 의한 자돈을 이용한 안전성 연구

       -활용 : 상업화 백신을 위한 안전성 확립

   5) 토끼를 이용한 백신 항체가 실험

       -재료 : 개발된 백신, 토끼

       -방법 : 토끼에 백신을 2주 간격 2회 접종 후 채혈하여 응집 항체가 측정

       -활용 : 상업화 백신을 위한 면역원성 확립

   6) 자돈을 이용한 백신 항체가 실험

       -재료 : 불활화 시험백신, 토끼

       -방법 : 자돈에게 시험백신을 2주 간격 2회 접종 후 채혈하여 응집 항체가 측정

       -활용 : 상업화 백신을 위한 면역원성 확립

다. 연쇄상 구균 예방 백신의 공격접종 시험 및 보존성 시험

   1) 백신의 특성 시험 및 무균시험

       -재료 : 개발된 백신

       -방법 : 백신의 이물질, 이취 및 무균 시험

       -활용 : 상업화 백신 기술 검토 자료 활용

   2) 실험동물을 이용한 예방 백신의 공격 접종 실험(3회 반복실험)

       -재료 : 개발된 백신, 마우스(또는 토끼)

       -방법 : 백신접종군과 미접종군에서 야외 균주를 이용한 공격접종에서 방어능력 시험

       -판단기준 : 3회 반복 실험을 통한 임상증상, 병리조직학적 병변의 차이 등을 분석

       -활용 : 상업화 백신의 공격 접종 효능 자료

   3) 자돈을 이용한 예방 백신의 공격 접종 실험(3회 반복실험)

       -재료 : 개발된 백신, 돼지

       -방법 : 백신접종군과 미접종군에서 야외 균주를 이용한 공격접종에서 방어능력 시험

       -판단기준 : 임상증상, 병리조직학적 병변의 차이 등을 분석

       -활용 : 상업화 백신의 공격 접종 효능 자료

   4) 시험백신 보존성 시험

       -재료 : 불활화 시험백신, 토끼

       -방법 : 백신의 유효기간 조사를 하기 위하여 제조시점, 6, 12, 18, 24개월 별 토끼시험

       -판단기준 : 토끼에 백신을 2주 간격 2회 접종 후 채혈하여 응집 항체가 측정

       -활용 : 상업화 백신의 보존성 시험 자료

라. 연쇄상 구균 예방 백신의 야외 적용 시험

   1) 야외 사육 자돈을 이용한 안전성 시험

       -재료 : 개발된 백신, 농장사육돼지, 양돈장(3개)

       -방법 : 농장 사육 동물을 이용한 야외 안전성 시험

       -판단기준 : 3개 농장에서 반복 실험을 통한 부작용 유무 검사
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       -활용 : 상업화 백신의 야외 안전성 검사 자료

   2) 야외 사육 자돈을 이용한 면역원성 시험

       -재료 : 개발된 백신, 농장사육돼지, 양돈장(3개)

       -방법 : 야외 사육 자돈에 백신을 2주 간격 2회 접종 후 채혈하여 응집 항체가 측정

       -활용 : 상업화 백신의 야외 면역원성 자료

   3) 야외 사육 자돈을 이용한 예방 백신의 효능 시험/ 개발된 백신의 혼합 단회접종에 의

한 효과 검증

       -재료 : 개발된 백신, 농장사육돼지, 양돈장(3개)

       -방법 : 백신접종군 과 미접종군에서 성장 증체, 임상증상 등의 야외 효능 시험

       -판단기준 : 3개 농장에서 반복 실험을 통한 임상증상, 성장 증체 등을 분석

       -활용 : 상업화 백신의 야외 효능 자료

2. 흉막폐렴 예방 백신 개발

   

가. 흉막폐렴균 예방백신 제작용 표준균주 제작

   1) 국내 분리 흉막폐렴균의 혈청형 분석

       -재료 : 현재 보유중인 균과 분리중인 75개의 흉막폐렴균 분석

       -방법 : 응집 반응을 이용한 혈청형 분석

       -활용 : 본 연구 백신에 함유할 혈청형 확정

   2) 표준 혈청형 흉막폐렴균의 면역원성 검사

       -재료 : 선발된 표준 흉막폐렴균주

       -방법 : 토끼를 이용한 면역원성 측정

       -활용 : 본 연구 백신에 함유할 표준 균주 선발

   3) 표준 균주 확립 및 계대 방법 확립

       -재료 : 선발된 표준 흉막폐렴균주

       -방법 : 다양한 배양 방식을 이용한 최적의 계대 방법 확립

       -활용 : 백신 제조 할 때 표준주의 보관 및 계대에 활용

   4) 표준 균주의 대량 배양 방법 확립

       -재료 : 선발된 표준 흉막폐렴균주

       -방법 : 다양한 배양 방식을 최대 면역원성을 나타내는 최적의 대량 생산 방법 확립

       -활용 : 대량 백신 제조

   5) 표준 균주를 이용한 시험백신 제조

       -재료 : 선발된 표준 흉막폐렴균주

       -방법 : 배양 후 불활화 알루미늄 겔 백신 제작

       -활용 : 백신 제조 기법에 활용

나. 흉막폐렴균 예방 백신 면역원성 및 안전성 연구

   1) 백신의 성분 및 분량 연구

       -재료 : 개발된 백신
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       -활용 : 상업화 백신을 위한 안전성 확립

   4) 자돈을 이용한 백신 안전성 연구

       -재료 : 개발된 백신

       -방법 : 국가 검정 동물용 의약품 검정기준에 의한 자돈을 이용한 안전성 연구

       -활용 : 상업화 백신을 위한 안전성 확립

   5) 토끼를 이용한 백신 항체가 실험

       -재료 : 개발된 백신, 토끼

       -방법 : 토끼에 백신을 2주 간격 2회 접종 후 채혈하여 응집 항체가 측정

       -활용 : 상업화 백신을 위한 면역원성 확립

   6) 자돈을 이용한 백신 항체가 실험

       -재료 : 불활화 시험백신, 토끼

       -방법 : 자돈에게 시험백신을 2주 간격 2회 접종 후 채혈하여 응집 항체가 측정

       -활용 : 상업화 백신을 위한 면역원성 확립

다. 연쇄상 구균 예방 백신의 공격접종 시험 및 보존성 시험

   1) 백신의 특성 시험 및 무균시험

       -재료 : 개발된 백신

       -방법 : 백신의 이물질, 이취 및 무균 시험

       -활용 : 상업화 백신 기술 검토 자료 활용

   2) 실험동물을 이용한 예방 백신의 공격 접종 실험(3회 반복실험)

       -재료 : 개발된 백신, 마우스(또는 토끼)

       -방법 : 백신접종군과 미접종군에서 야외 균주를 이용한 공격접종에서 방어능력 시험

       -판단기준 : 3회 반복 실험을 통한 임상증상, 병리조직학적 병변의 차이 등을 분석

       -활용 : 상업화 백신의 공격 접종 효능 자료

   3) 자돈을 이용한 예방 백신의 공격 접종 실험(3회 반복실험)

       -재료 : 개발된 백신, 돼지

       -방법 : 백신접종군과 미접종군에서 야외 균주를 이용한 공격접종에서 방어능력 시험

       -판단기준 : 임상증상, 병리조직학적 병변의 차이 등을 분석

       -활용 : 상업화 백신의 공격 접종 효능 자료

   4) 시험백신 보존성 시험

       -재료 : 불활화 시험백신, 토끼

       -방법 : 백신의 유효기간 조사를 하기 위하여 제조시점, 6, 12, 18, 24개월 별 토끼시험

       -판단기준 : 토끼에 백신을 2주 간격 2회 접종 후 채혈하여 응집 항체가 측정

       -활용 : 상업화 백신의 보존성 시험 자료

라. 연쇄상 구균 예방 백신의 야외 적용 시험

   1) 야외 사육 자돈을 이용한 안전성 시험

       -재료 : 개발된 백신, 농장사육돼지, 양돈장(3개)

       -방법 : 농장 사육 동물을 이용한 야외 안전성 시험

       -판단기준 : 3개 농장에서 반복 실험을 통한 부작용 유무 검사
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       -활용 : 상업화 백신의 야외 안전성 검사 자료

   2) 야외 사육 자돈을 이용한 면역원성 시험

       -재료 : 개발된 백신, 농장사육돼지, 양돈장(3개)

       -방법 : 야외 사육 자돈에 백신을 2주 간격 2회 접종 후 채혈하여 응집 항체가 측정

       -활용 : 상업화 백신의 야외 면역원성 자료

   3) 야외 사육 자돈을 이용한 예방 백신의 효능 시험/ 개발된 백신의 혼합 단회접종에 의

한 효과 검증

       -재료 : 개발된 백신, 농장사육돼지, 양돈장(3개)

       -방법 : 백신접종군 과 미접종군에서 성장 증체, 임상증상 등의 야외 효능 시험

       -판단기준 : 3개 농장에서 반복 실험을 통한 임상증상, 성장 증체 등을 분석

       -활용 : 상업화 백신의 야외 효능 자료

2. 흉막폐렴 예방 백신 개발

   

가. 흉막폐렴균 예방백신 제작용 표준균주 제작

   1) 국내 분리 흉막폐렴균의 혈청형 분석

       -재료 : 현재 보유중인 균과 분리중인 75개의 흉막폐렴균 분석

       -방법 : 응집 반응을 이용한 혈청형 분석

       -활용 : 본 연구 백신에 함유할 혈청형 확정

   2) 표준 혈청형 흉막폐렴균의 면역원성 검사

       -재료 : 선발된 표준 흉막폐렴균주

       -방법 : 토끼를 이용한 면역원성 측정

       -활용 : 본 연구 백신에 함유할 표준 균주 선발

   3) 표준 균주 확립 및 계대 방법 확립

       -재료 : 선발된 표준 흉막폐렴균주

       -방법 : 다양한 배양 방식을 이용한 최적의 계대 방법 확립

       -활용 : 백신 제조 할 때 표준주의 보관 및 계대에 활용

   4) 표준 균주의 대량 배양 방법 확립

       -재료 : 선발된 표준 흉막폐렴균주

       -방법 : 다양한 배양 방식을 최대 면역원성을 나타내는 최적의 대량 생산 방법 확립

       -활용 : 대량 백신 제조

   5) 표준 균주를 이용한 시험백신 제조

       -재료 : 선발된 표준 흉막폐렴균주

       -방법 : 배양 후 불활화 알루미늄 겔 백신 제작

       -활용 : 백신 제조 기법에 활용

나. 흉막폐렴균 예방 백신 면역원성 및 안전성 연구

   1) 백신의 성분 및 분량 연구

       -재료 : 개발된 백신
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       -방법 : 다양한 조합을 통한 최적의 시험백신 성분 및 분량 연구

       -활용 : 상업화 백신을 위한 성분 및 분량 확립

   2) 백신의 불활화 확인 실험

       -재료 : 개발된 백신

       -방법 : 백신의 최적 배양후의 불활화 방법 확립 및 확인

       -활용 : 상업화 백신 생산 할 때 불활화 방법으로 사용

   3) 실험동물을 이용한 백신 안전성 연구

       -재료 : 개발된 백신

       -방법 : 국가 검정 동물용 의약품 검정기준에 의한 마우스와 기니픽을 이용한 안전성 연구

       -활용 : 상업화 백신을 위한 안전성 확립

   4) 자돈을 이용한 백신 안전성 연구

       -재료 : 개발된 백신

       -방법 : 국가 검정 동물용 의약품 검정기준에 의한 자돈을 이용한 안전성 연구

       -활용 : 상업화 백신을 위한 안전성 확립

   5) 토끼를 이용한 백신 항체가 실험

       -재료 : 개발된 백신, 토끼

       -방법 : 토끼에 백신을 2주 간격 2회 접종 후 채혈하여 응집 항체가 측정

       -활용 : 상업화 백신을 위한 면역원성 확립

   6) 자돈을 이용한 백신 항체가 실험

       -재료 : 개발된 백신, 토끼

       -방법 : 자돈에게 백신을 2주 간격 2회 접종 후 채혈하여 응집 항체가 측정

       -활용 : 상업화 백신을 위한 면역원성 확립

다. 흉막폐렴균 예방 백신의 공격접종 시험 및 보존성 시험

   1) 백신의 특성 시험 및 무균시험

       -재료 : 개발된 백신

       -방법 : 백신의 이물질, 이취 및 무균 시험

       -활용 : 상업화 백신 기술 검토 자료 활용

   2) 실험동물을 이용한 예방 백신의 공격 접종 실험(3회 반복실험)

       -재료 : 개발된 백신, 마우스(또는 토끼)

       -방법 : 백신접종군과 미접종군에서 야외 균주를 이용한 공격접종에서의 방어능력 시험

       -판단기준 : 3회 반복 실험을 통한 임상증상, 병리조직학적 병변의 차이 등을 분석

       -활용 : 상업화 백신의 공격 접종 효능 자료

   3) 자돈을 이용한 예방 백신의 공격 접종 실험(3회 반복실험)

       -재료 : 개발된 백신, 돼지

       -방법 : 백신접종군과 미접종군에서 야외 균주를 이용한 공격접종에서의 방어능력 시험

       -판단기준 : 임상증상, 병리조직학적 병변의 차이 등을 분석

       -활용 : 상업화 백신의 공격 접종 효능 자료

   4) 시험 백신 보존성 시험

       -재료 : 불활화 백신, 토끼

- 7 -

       -방법 : 백신의 유효기간 조사를 위한 제조시점, 6, 12, 18, 24개월 별 토끼시험

       -판단기준 : 토끼에 백신을 2주 간격 2회 접종 후 채혈하여 응집 항체가 측정

       -활용 : 상업화 백신의 보존성 시험 자료

 라. 흉막폐렴균 예방 백신의 야외 적용 시험

   1) 야외 사육 자돈을 이용한 안전성 시험

       -재료 : 개발된 백신, 농장사육돼지, 양돈장(3개)

       -방법 : 농장 사육 동물을 이용한 야외 안전성 시험

       -판단기준 : 3개 농장에서 반복 실험을 통한 부작용 유무 검사

       -활용 : 상업화 백신의 야외 안전성 검사 자료

   2) 야외 사육 자돈을 이용한 면역원성 시험

       -재료 : 개발된 백신, 농장사육돼지, 양돈장(3개)

       -방법 : 야외 사육 자돈에 백신을 2주 간격 2회 접종 후 채혈하여 응집 항체가 측정

       -활용 : 상업화 백신의 야외 면역원성 자료

   3) 야외 사육 자돈을 이용한 예방 백신의 효능 시험

       -재료 : 개발된 백신, 농장사육돼지, 양돈장(3개)

       -방법 : 백신접종군과 미접종군에서 성장 증체, 임상증상 등의 야외 효능 시험

       -판단기준 : 3개 농장에서 반복 실험을 통한 임상증상, 성장 증체 등을 분석

       -활용 : 상업화 백신의 야외 효능 검사 자료

 3. 백신면역학적 검사

가. 연쇄상구균증 면역학적 검사 방법 개발 및 검사 실시

   1) 연쇄상 구균증 시험백신에 대한 혈청학적 검사 방법 개발

       -재료 : 개발된 백신, 실험동물, 돼지

   2) 연쇄상 구균증 시험백신에 대한 혈청학적 검사 실시

      -재료 : 개발된 백신, 실험동물, 돼지

나. 흉막폐렴 면역학적 검사 방법 개발 및 검사 실시

   1) 흉막폐렴 백신에 대한 혈청학적 검사 방법 개발

       -재료 : 개발된 백신, 실험동물, 돼지

   2) 흉막폐렴 백신에 대한 혈청학적 검사 실시

     -재료 : 개발된 백신, 실험동물, 돼지

다. 마이코플라즈마 혈청검사

   1) 국내 발병 빈도를 조사하기 위한 마이코플라즈마 ELISA 혈청검사 실시

   2) 백신 접종 시기를 결정하기 위한 마이코플라즈마 ELISA 혈청검사 실시

     -재료 : 개발된 백신, 실험동물, 돼지
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       -방법 : 다양한 조합을 통한 최적의 시험백신 성분 및 분량 연구

       -활용 : 상업화 백신을 위한 성분 및 분량 확립

   2) 백신의 불활화 확인 실험

       -재료 : 개발된 백신

       -방법 : 백신의 최적 배양후의 불활화 방법 확립 및 확인

       -활용 : 상업화 백신 생산 할 때 불활화 방법으로 사용

   3) 실험동물을 이용한 백신 안전성 연구

       -재료 : 개발된 백신

       -방법 : 국가 검정 동물용 의약품 검정기준에 의한 마우스와 기니픽을 이용한 안전성 연구

       -활용 : 상업화 백신을 위한 안전성 확립

   4) 자돈을 이용한 백신 안전성 연구

       -재료 : 개발된 백신

       -방법 : 국가 검정 동물용 의약품 검정기준에 의한 자돈을 이용한 안전성 연구

       -활용 : 상업화 백신을 위한 안전성 확립

   5) 토끼를 이용한 백신 항체가 실험

       -재료 : 개발된 백신, 토끼

       -방법 : 토끼에 백신을 2주 간격 2회 접종 후 채혈하여 응집 항체가 측정

       -활용 : 상업화 백신을 위한 면역원성 확립

   6) 자돈을 이용한 백신 항체가 실험

       -재료 : 개발된 백신, 토끼

       -방법 : 자돈에게 백신을 2주 간격 2회 접종 후 채혈하여 응집 항체가 측정

       -활용 : 상업화 백신을 위한 면역원성 확립

다. 흉막폐렴균 예방 백신의 공격접종 시험 및 보존성 시험

   1) 백신의 특성 시험 및 무균시험

       -재료 : 개발된 백신

       -방법 : 백신의 이물질, 이취 및 무균 시험

       -활용 : 상업화 백신 기술 검토 자료 활용

   2) 실험동물을 이용한 예방 백신의 공격 접종 실험(3회 반복실험)

       -재료 : 개발된 백신, 마우스(또는 토끼)

       -방법 : 백신접종군과 미접종군에서 야외 균주를 이용한 공격접종에서의 방어능력 시험

       -판단기준 : 3회 반복 실험을 통한 임상증상, 병리조직학적 병변의 차이 등을 분석

       -활용 : 상업화 백신의 공격 접종 효능 자료

   3) 자돈을 이용한 예방 백신의 공격 접종 실험(3회 반복실험)

       -재료 : 개발된 백신, 돼지

       -방법 : 백신접종군과 미접종군에서 야외 균주를 이용한 공격접종에서의 방어능력 시험

       -판단기준 : 임상증상, 병리조직학적 병변의 차이 등을 분석

       -활용 : 상업화 백신의 공격 접종 효능 자료

   4) 시험 백신 보존성 시험

       -재료 : 불활화 백신, 토끼
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       -방법 : 백신의 유효기간 조사를 위한 제조시점, 6, 12, 18, 24개월 별 토끼시험

       -판단기준 : 토끼에 백신을 2주 간격 2회 접종 후 채혈하여 응집 항체가 측정

       -활용 : 상업화 백신의 보존성 시험 자료

 라. 흉막폐렴균 예방 백신의 야외 적용 시험

   1) 야외 사육 자돈을 이용한 안전성 시험

       -재료 : 개발된 백신, 농장사육돼지, 양돈장(3개)

       -방법 : 농장 사육 동물을 이용한 야외 안전성 시험

       -판단기준 : 3개 농장에서 반복 실험을 통한 부작용 유무 검사

       -활용 : 상업화 백신의 야외 안전성 검사 자료

   2) 야외 사육 자돈을 이용한 면역원성 시험

       -재료 : 개발된 백신, 농장사육돼지, 양돈장(3개)

       -방법 : 야외 사육 자돈에 백신을 2주 간격 2회 접종 후 채혈하여 응집 항체가 측정

       -활용 : 상업화 백신의 야외 면역원성 자료

   3) 야외 사육 자돈을 이용한 예방 백신의 효능 시험

       -재료 : 개발된 백신, 농장사육돼지, 양돈장(3개)

       -방법 : 백신접종군과 미접종군에서 성장 증체, 임상증상 등의 야외 효능 시험

       -판단기준 : 3개 농장에서 반복 실험을 통한 임상증상, 성장 증체 등을 분석

       -활용 : 상업화 백신의 야외 효능 검사 자료

 3. 백신면역학적 검사

가. 연쇄상구균증 면역학적 검사 방법 개발 및 검사 실시

   1) 연쇄상 구균증 시험백신에 대한 혈청학적 검사 방법 개발

       -재료 : 개발된 백신, 실험동물, 돼지

   2) 연쇄상 구균증 시험백신에 대한 혈청학적 검사 실시

      -재료 : 개발된 백신, 실험동물, 돼지

나. 흉막폐렴 면역학적 검사 방법 개발 및 검사 실시

   1) 흉막폐렴 백신에 대한 혈청학적 검사 방법 개발

       -재료 : 개발된 백신, 실험동물, 돼지

   2) 흉막폐렴 백신에 대한 혈청학적 검사 실시

     -재료 : 개발된 백신, 실험동물, 돼지

다. 마이코플라즈마 혈청검사

   1) 국내 발병 빈도를 조사하기 위한 마이코플라즈마 ELISA 혈청검사 실시

   2) 백신 접종 시기를 결정하기 위한 마이코플라즈마 ELISA 혈청검사 실시

     -재료 : 개발된 백신, 실험동물, 돼지
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 4. 마이코플라즈마-흉막폐렴 다중점 백신 개발

가. 백신주 개발에 이용할 다양한 마이코플라즈마균 유전자 클론 확보

   -백신주 : 백신주는 ATCC에서 판매하는 Mycoplasma hyopneumoniae(#25095)와 국  

             내에서 분리할 병원성이 매우 낮은 Mycoplasma hyopneumoniae를 사용

   -목표 : 마이코플라즈마균 유전자 중 세포막에 존재하는 유전자 클론을 확보

   -개요 : 마이코플라즈마균 세포막 단백질을 추출하여 실험동물에 주사하여 확인

   -방법 : 마이코플라즈마균 세포외막 단백질을 준비하여 동물접종에 의하여 면역원성 확인

   -기대효과 : 마이코플라즈마균 세포막 단백질 중 면역원성이 큰 단백질 유전자 클론 확보

나. 확보된 유전자를 토대로 흉막폐렴균 유전자 재조합 벡터 개발

   -개요 : 클론이 확보된 마이코플라즈마균 유전자를 토대로, 기존에 개발되어 있는 흉막

폐렴균 유전자 조작 벡터 (pBKS-App-Kanr)와의 적합성을 확인 및 변형하여 

흉막폐렴균 벡터를 완성

  -방법 : 표준적인 클로닝 방법을 사용

  -결과 : 약독화된 흉막폐렴균을 변형하여 마이코플라즈마 세포막 단백질 발현을 유발하

는 벡터 제작

다. 약독화된 흉막폐렴 균주로의 유전자 재조합 실시

  -개요 : 본 실험실에서 확보하고 있는 약독화된 흉막폐렴균에, 개발된 재조합 벡터를    

           electroporator를 이용하여 주입

  -방법 : 흉막폐렴균을 log phase 로 성장하는 competent 세포에 electroporator를 사용  

          하여 벡터를 주입

  -결과 : 마이코플라즈마균 세포막 단백질을 발현하는 약독화 흉막폐렴균 완성

라. 개발된 균주 내에서의 마이코플라즈마균 단백질 발현 여부 확인

  - 방법 : 유전자 재조합이 확인된 흉막폐렴균에서 마이코플라즈마균 단백질 발현여부를  

            western blot으로 확인함

   

마. 개발된 균주의 실험동물을 이용한 면역원성 및 안전성 확인 분석

  - 마우스를 이용한 면역원성 분석 I : 개발된 마이코플라즈마균 단백질 발현 흉막폐렴균

을 마우스에 복강 내 투여 후, 마이코플라즈마균을 공격 접종하여 면역형성 여부 결정

  - 마우스를 이용한 면역원성 분석 II : 개발된 마이코플라즈마균 단백질 발현 흉막폐렴균

을 마우스에 복강 내 투여 후, 흉막폐렴균을 공격 접종하여 면역형성 여부 결정

  - 마우스를 이용한, 개발된 마이코플라즈마균 단백질 발현 흉막폐렴균의 안전성 결정 :

    마우스 복강에 재조합으로 개발된 균주와 대조균주를 각각 주입하여 폐사율 (반수치사

용량 LD50)을 토대로 안전성 여부 결정
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바. 개발된 균주의 돼지를 이용한 안전성 확인 분석

  - 개발된 균주를 돼지에게 직접 접종하여 안전성을 확인

사. 다중점 백신에 대한 백신시기

  - 마이코플라즈마의 면역유도: 자돈에게 4주령에서 8주령 사이에 접종

  - 흉막폐렴 백신 접종 시기: 현재 국내에서 흉막폐렴은 5주령과 7주령에 접종

  - 다중점백신의 접종 시기: 최근 마이코플라즈마 백신의 면역반응 연구와 흉막폐렴 백신 

시기 등의 자료를 토대로 본 다중점 백신의 경우에는 마이코플라즈마의 면역반응을 최

대한 유도하고, 흉막폐렴도 예방할 수 있는 백신 접종 시기 정함

아. 개발된 균주의 돼지에서 면역원성(항원성) 검사

  - 개발된 균주를 돼지에 적용하여 마이코플라즈마 면역원성(항원성) 분석 : 개발된 마이

코플라즈마균 단백질 발현 흉막폐렴균을 돼지에 투여 후, 다중점백신이 제대로 돼지의 

면역을 유도하는지 여부를 확인 및 마이코플라즈마균 단백질 발현 흉막폐렴균에서 마

이코플라즈마에 대한 면역원성(항원성)의 발현 여부를 확인하기 위하여 마이코플라즈

마에 대한 ELISA 방법을 이용하거나 세포성 면역의 유도 여부를 확인

  - 개발된 균주를 돼지에 적용하여 흉막폐렴균 면역원성(항원성) 분석 : 개발된 마이코플

라즈마균 단백질 발현 흉막폐렴균을 돼지에 투여 후, 다중점백신이 제대로 돼지의 면

역을 유도하는지 여부를 확인 및 마이코플라즈마균 단백질 발현 흉막폐렴균에서 흉막

폐렴균에 대한 면역원성(항원성)의 발현 여부를 확인하기 위하여 흉막폐렴균에 대한 

응집반응(agglutination) 또는 ELISA 방법을 이용하여 면역원성(항원성)을 측정

자. 개발된 균주의 돼지 공격접종을 통한 효능 검사

  - 개발된 균주를 돼지에 적용하여 공격접종 실험 I : 개발된 마이코플라즈마균 단백질 

발현 흉막폐렴균을 돼지에 투여 후, 흉막폐렴균을 공격 접종하여 질병 방어 효과 여부 

결정

  - 개발된 균주를 돼지에 적용하여 공격접종 실험 II : 개발된 마이코플라즈마균 단백질 

발현 흉막폐렴균을 돼지에 투여 후, 마이코플라즈마균을 공격 접종하여 질병 방어 효

과 여부 결정

  - 개발된 균주를 돼지에 적용하여 공격접종 실험 III : 개발된 마이코플라즈마균 단백질 

발현 흉막폐렴균을 돼지에 투여 후, 마이코플라즈마균과 흉막폐렴균을 동시에 공격 접

종하여 질병 방어 효과 여부 결정

차 개발된 균주의 야외 적용과 산업화 추진

  - 임상 예방 효과가 실험실에서 확인되면 실제 야외 농장에서의 사용상의 적응성을 확인

하기 위하여 야외 임상실험을 수행

  - 진단 서비스를 통한 참여 농장 선정

  - 특허 출원 및 최종보고서 작성 제출

  - 기대 결과: 개발된 백신 세포주의 현장적용 및 다중점 동시투여 백신의 상품성 확인
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 4. 마이코플라즈마-흉막폐렴 다중점 백신 개발

가. 백신주 개발에 이용할 다양한 마이코플라즈마균 유전자 클론 확보

   -백신주 : 백신주는 ATCC에서 판매하는 Mycoplasma hyopneumoniae(#25095)와 국  

             내에서 분리할 병원성이 매우 낮은 Mycoplasma hyopneumoniae를 사용

   -목표 : 마이코플라즈마균 유전자 중 세포막에 존재하는 유전자 클론을 확보

   -개요 : 마이코플라즈마균 세포막 단백질을 추출하여 실험동물에 주사하여 확인

   -방법 : 마이코플라즈마균 세포외막 단백질을 준비하여 동물접종에 의하여 면역원성 확인

   -기대효과 : 마이코플라즈마균 세포막 단백질 중 면역원성이 큰 단백질 유전자 클론 확보

나. 확보된 유전자를 토대로 흉막폐렴균 유전자 재조합 벡터 개발

   -개요 : 클론이 확보된 마이코플라즈마균 유전자를 토대로, 기존에 개발되어 있는 흉막

폐렴균 유전자 조작 벡터 (pBKS-App-Kanr)와의 적합성을 확인 및 변형하여 

흉막폐렴균 벡터를 완성

  -방법 : 표준적인 클로닝 방법을 사용

  -결과 : 약독화된 흉막폐렴균을 변형하여 마이코플라즈마 세포막 단백질 발현을 유발하

는 벡터 제작

다. 약독화된 흉막폐렴 균주로의 유전자 재조합 실시

  -개요 : 본 실험실에서 확보하고 있는 약독화된 흉막폐렴균에, 개발된 재조합 벡터를    

           electroporator를 이용하여 주입

  -방법 : 흉막폐렴균을 log phase 로 성장하는 competent 세포에 electroporator를 사용  

          하여 벡터를 주입

  -결과 : 마이코플라즈마균 세포막 단백질을 발현하는 약독화 흉막폐렴균 완성

라. 개발된 균주 내에서의 마이코플라즈마균 단백질 발현 여부 확인

  - 방법 : 유전자 재조합이 확인된 흉막폐렴균에서 마이코플라즈마균 단백질 발현여부를  

            western blot으로 확인함

   

마. 개발된 균주의 실험동물을 이용한 면역원성 및 안전성 확인 분석

  - 마우스를 이용한 면역원성 분석 I : 개발된 마이코플라즈마균 단백질 발현 흉막폐렴균

을 마우스에 복강 내 투여 후, 마이코플라즈마균을 공격 접종하여 면역형성 여부 결정

  - 마우스를 이용한 면역원성 분석 II : 개발된 마이코플라즈마균 단백질 발현 흉막폐렴균

을 마우스에 복강 내 투여 후, 흉막폐렴균을 공격 접종하여 면역형성 여부 결정

  - 마우스를 이용한, 개발된 마이코플라즈마균 단백질 발현 흉막폐렴균의 안전성 결정 :

    마우스 복강에 재조합으로 개발된 균주와 대조균주를 각각 주입하여 폐사율 (반수치사

용량 LD50)을 토대로 안전성 여부 결정
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바. 개발된 균주의 돼지를 이용한 안전성 확인 분석

  - 개발된 균주를 돼지에게 직접 접종하여 안전성을 확인

사. 다중점 백신에 대한 백신시기

  - 마이코플라즈마의 면역유도: 자돈에게 4주령에서 8주령 사이에 접종

  - 흉막폐렴 백신 접종 시기: 현재 국내에서 흉막폐렴은 5주령과 7주령에 접종

  - 다중점백신의 접종 시기: 최근 마이코플라즈마 백신의 면역반응 연구와 흉막폐렴 백신 

시기 등의 자료를 토대로 본 다중점 백신의 경우에는 마이코플라즈마의 면역반응을 최

대한 유도하고, 흉막폐렴도 예방할 수 있는 백신 접종 시기 정함

아. 개발된 균주의 돼지에서 면역원성(항원성) 검사

  - 개발된 균주를 돼지에 적용하여 마이코플라즈마 면역원성(항원성) 분석 : 개발된 마이

코플라즈마균 단백질 발현 흉막폐렴균을 돼지에 투여 후, 다중점백신이 제대로 돼지의 

면역을 유도하는지 여부를 확인 및 마이코플라즈마균 단백질 발현 흉막폐렴균에서 마

이코플라즈마에 대한 면역원성(항원성)의 발현 여부를 확인하기 위하여 마이코플라즈

마에 대한 ELISA 방법을 이용하거나 세포성 면역의 유도 여부를 확인

  - 개발된 균주를 돼지에 적용하여 흉막폐렴균 면역원성(항원성) 분석 : 개발된 마이코플

라즈마균 단백질 발현 흉막폐렴균을 돼지에 투여 후, 다중점백신이 제대로 돼지의 면

역을 유도하는지 여부를 확인 및 마이코플라즈마균 단백질 발현 흉막폐렴균에서 흉막

폐렴균에 대한 면역원성(항원성)의 발현 여부를 확인하기 위하여 흉막폐렴균에 대한 

응집반응(agglutination) 또는 ELISA 방법을 이용하여 면역원성(항원성)을 측정

자. 개발된 균주의 돼지 공격접종을 통한 효능 검사

  - 개발된 균주를 돼지에 적용하여 공격접종 실험 I : 개발된 마이코플라즈마균 단백질 

발현 흉막폐렴균을 돼지에 투여 후, 흉막폐렴균을 공격 접종하여 질병 방어 효과 여부 

결정

  - 개발된 균주를 돼지에 적용하여 공격접종 실험 II : 개발된 마이코플라즈마균 단백질 

발현 흉막폐렴균을 돼지에 투여 후, 마이코플라즈마균을 공격 접종하여 질병 방어 효

과 여부 결정

  - 개발된 균주를 돼지에 적용하여 공격접종 실험 III : 개발된 마이코플라즈마균 단백질 

발현 흉막폐렴균을 돼지에 투여 후, 마이코플라즈마균과 흉막폐렴균을 동시에 공격 접

종하여 질병 방어 효과 여부 결정

차 개발된 균주의 야외 적용과 산업화 추진

  - 임상 예방 효과가 실험실에서 확인되면 실제 야외 농장에서의 사용상의 적응성을 확인

하기 위하여 야외 임상실험을 수행

  - 진단 서비스를 통한 참여 농장 선정

  - 특허 출원 및 최종보고서 작성 제출

  - 기대 결과: 개발된 백신 세포주의 현장적용 및 다중점 동시투여 백신의 상품성 확인
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Ⅳ. 연구개발결과

 본 연구과제를 수행한 결과 1차 년도에는 연쇄상 구균증 예방백신 제작용 표준 균주 제작과 

흉막폐렴 예방백신 제작용 표준 균주를 제작할 수 있었고, 2차 년도에는 연쇄상 구균증 예방 

백신과 흉막폐렴 예방 백신의 안전성 및 면역원성 연구에 있어서 백신의 성분 및 분량 연구, 

백신의 불활화 확인 실험, 실험동물을 이용한 백신 안전성 연구, 돼지(자돈)를 이용한 시험백

신 안전성 연구, 토끼를 이용한 백신 항체가 실험, 돼지(자돈)를 이용하여 백신의 안정성과, 항

체가를 확인하였다. 3차 년도에는 연쇄상 구균증 예방 백신과 흉막폐렴 백신의 공격접종 시험 

및 보존성 시험에 있어서, 백신의 특성 시험 및 무균시험, 실험동물을 이용한  백신의 공격 접

종 실험(3회 반복실험) 및 면역원성 검사, 자돈을 이용한 예방 백신의 공격 접종 실험(3회 반

복실험) 및 면역원성 검사, 시험백신 보존성 시험(24개월까지 보관하면서 시험)을 실시하여, 

연쇄상 구균과 흉막폐렴의 안전성, 효능, 보존성을 확인하였다. 4차 년도에는 연쇄상 구균증 

예방 백신과 흉막폐렴 예방 백신의 야외 적용시험을 시행함에 있어서, 야외 사육 돼지(자돈)에 

대한 안전성 시험(3개 농장), 야외 사육 돼지(자돈)에 대한 면역원성 시험(3개 농장), 야외 사

육 돼지(자돈)에 대한 효능 시험(3개농장) 등의 야외 임상실험을 실시하여, 야외 임상에서의 

적용 가능성을 확인하였다. 또한, 배양이 어려운 마이코플라즈마균의 경우 중요 유착 유전자를 

흉막 폐렴균에 삽입하여 잡종 마이코플라즈마-흉막폐렴 세균을 제작하여 다중점 백신을 제작

하였고, 재조합된 흉막폐렴 균주내에서 마이코플라즈마균 단백질의 발현 여부를 확인하였다.

Ⅴ. 연구성과 및 성과활용 계획

 본 연구의 방향은 ①효과의 극대성, ②사용의 간편성, ③국내 적합성을 가질 수 있는 백신을 

개발하고자 한다. 우선 연쇄상 구균증 예방 백신과 흉막폐렴 예방 백신을 개발하고자 한다. 본 

연구를 통하여 먼저 산업화하려는 이들 2가지 백신은 각각의 장점 때문에 상품화할 때 판매에

는 큰 어려움이 없다. 또한, 마이코플라즈마-흉막폐렴 다중점 백신의 경우 최근 생물학적 기법

을 이용하여 흉막폐렴균이 마이코플라즈마균의 유착단백질을 삽입한 다중점 백신 균주를 제작

하여 두 가지 이상의 질병을 예방하는 백신을 제작할 예정이다.

 이번 연구에서 개발하는 백신은 다른 상품과 달리 국내 제품허가의 시일이 많이 소요되고 까

다롭기 때문에 대부분의 백신 회사들이 개발을 주저하고 있다. 본 연구에서는 이러한 문제를 

극복하기 위하여 연구 초기부터 제품 품목허가를 위한 실험 방법을 집중적으로 개발하고 실시

하여, 허가에 필요한 모든 자료를 축적하여 연구 개발이 종료되는 4년차에는 실질적으로 백신

의 제품화에 필요한 모든 자료를 취합하여 국가의 품목허가를 신청할 예정이다. 또한 최신 첨

단 기법에 의한 마이코플라즈마-흉막폐렴 다중점 백신의 경우 개발기간이 많이 소요되는 관계

로 본 연구와 동시에 개발 한 후 연구 종료 후에 즉시 상품화를 위한 품목허가를 취득하여 즉

시 판매 할 예정이다.

 이러한 판매를 통한 이익 이외에 새로운 백신 개발에 따른 노하우 축적 또한 매우 중요한 부

분이다. 특히 다중점 분야는 아직 세계적으로도 개발이 미진하기 때문에 이러한 부분의 개발은 
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현재 뒤쳐져있는 백신 개발 수준을 획기적으로 선진국 수준으로 끌어 올릴 수 있는 기회이다. 

이를 통한 특허 등을 이용하여 창조 할 수 있는 부가가치는 약 100억원으로 예상하고 있다. 

(출처, 국내 시장을 근거로 함).
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SUMMARY

 The purpose of this research is the development of multi-point vaccine for 

Streptococcus suis, Actinobacillus pleuropneumoniae, Mycoplasma 

hyopneumoniae-Actionbacillus pleuropneumoniae that has recently caused trouble for 

bacterial wasting disease in Korean pig farms. There is a difficulty for prevention of 

the disease because there is no preventive monovalent vaccine for bacterial wasting 

disease by S. suis in Korean farms.  Also, because most of preventive vaccine for A. 

pleuropneumoniae and M. hyopneumoniae are imported and the purchasing cost of 

medicine in Korean pig farms has been increased. Therefore, we tried to overcome 

these problems by developing the vaccine for the bacterial wasting disease that cause 

the biggest trouble in Korean pig farms. In the case of M. hyopneumoniae, having 

difficulty in isolation, we tried to develop the multivalent M. hyopneumoniae-A. 

pleuropneumoniae vaccine using the newest biotechnologic method. The main adhesion 

gene is inserted into A. pleuropneumoniae and produces the hybrid bacteria of M. 

hyopneumoniae-A. pleuropneumoniae. That is, for periods of up to four years of 

research we tried to develop the vaccine and vaccination program for S. suis and A. 

pleuropneumoniae making a thorough investigation of the serotype of S. suis and A. 

pleuropneumoniae with frequency adequate for Korean field conditions. Also, through 

the newest biotechnologic method of insertion of M. hyopneumoniae into A. 

pleuropneumoniae and development of the multi-point vaccine, we placed priority to 

develop the vaccine strain to prevent pneumonia caused by both M. hyopneumoniae 

and A. pleuropneumoniae.

 The industrialization way of the vaccine that we tried to develop can be set easily 

by the domestic and foreign market analysis. The direction of this research is that 

production of the vaccine necessary for the pig farms and efficacy-maximizing 

vaccine. And we have to plan the industrialization of the vaccine preventing the 

bacterial wasting disease by S. suis by the end of this research, the feature of the 

vaccine produced in this research is divided into main two features; prevention of 

wasting disease and accordance of antigen of the vaccine with the serotype that has 

occurred in Korean farms. The streptococcal vaccine that has come into the market is 

the preventive vaccine for neurological signs and symptoms by meningitis looking the 

efficacy from the side. However, the vaccine that will be produced in this research 

has the preventive purpose for pericarditis, pleurisy, peritonitis and will protect the 

pigs from the wasting disease. The vaccine made from this research has outstanding 
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feature for a field application because it contains the serotype of the bacteria causing 

the wasting disease in domestic farms looking the ingredients of a product. In case of 

the Streptococcus suis vaccine, we have the plan of vaccination program for both the 

sows and weaned pigs before the vaccine sale, it can induce the enough demand 

industrially, considering sow and young pig population. 

 The features of the vaccine for A. pleuropneumoniae, that is made from this 

research, are divided into three characteristics. It contains maximization of immunity 

for the antigen, serotype appropriate in domestic issue, and minimization of the side 

effect. That is, it contains outer membranous proteins of A. pleuropneumoniae that 

have outstanding immunity and distinguish itself than other vaccines. Also, it can 

protect over 95% of serotypes of A. pleuropneumoniae occurred in Korean farms 

because it contains serotypes 2 and 5 that occurred frequently in domestic farms, and 

serotype 6 which cause the problem recently, as well. And most of the vaccine for A. 

pleuropneumoniae have the side effect than other vaccines for different infectious 

agent, but we add a special reinforcing agent and minimize the side effect and 

avoiding situation in domestic farms. 

 The vaccine for haemophilus pleuropneumoniae that is produced from this research is 

scheduled for vaccinaton twice at the age of fifth week and eighth week. And it has 

enough market potential because the vaccination target for yearly quantity of pigs are 

13 million in domestic farms. 

 In the case of the preventive multi-point vaccine for M. hyopneumoniae-A. 

pleuropneumoniae, it has  two main features that completely differ from the existing 

vaccine. One is the maximization of efficacy of the vaccine, and the other is reliability 

and economic feasibility of usage. Currrently, even though foreign vaccine companies 

are selling M. hyopneumoniae and A. pleuropneumoniae vaccines respectively, the 

combined vaccine are not sold in the market because there are many problems.  

 To resolve this problem, we maximized the efficacy of the vaccine by completely 

combining two kinds of bacteria. In realistic terms, the vaccine that will be produced 

from this research has two features of reliability and economic feasibility of usage 

because it has the characteristics of two kinds of vaccines at a time. This will reduce 

labor in many farms.

 The combined vaccine for M. hyopneumoniae-A. pleuropneumoniae is targeted for 

one shot vaccination. It satisfies the efficacy, convenience, economic properties and 

eventually creates sufficient industrial demands. 

 Therefore, through this research we developed and merchandised a unique combined 

M. hyopneumoniae-A. pleuropneumoniae in the world, making it possible to hold a 

large domestic market share, the possibility for overseas market, sales increase of 

domestic vaccine maker, and the decrease of the economic burden on farmers.   
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제 1 장  서   론

제 1 절 연구개발의 목적과 범위

 본 연구의 목적은 최근 양돈 농장에서 문제가 되고 있는 세균성 소모성 질환인 연쇄상 구균

증 백신, 흉막폐렴 백신, 마이코플라즈마-흉막폐렴 다중점 백신을 개발하고자 한다. 국내에서 

발생하는 세균성 소모성 질병인 연쇄상 구균증에 대한 예방 단일백신은 현재 없기 때문에 질

병 예방에 어려움이 있다. 또한 대부분의 흉막폐렴과 마이코플라즈마 감염 예방 백신은 수입 

백신을 사용하고 있기 때문에 국내 양돈 농가의 의약품 구매 비용이 증가되고 있다. 이러한 문

제를 극복하기 위하여 현재 국내에서 세균성 소모성 질환으로 가장 피해가 큰 두 가지 질병 

예방에 대한 백신을 개발하고자 한다. 또한 최신 생명공학적 방법을 이용하여 배양이 어려운 

마이코플라즈마균의 경우 중요 유착 유전자를 흉막폐렴균에 삽입하여 잡종 마이코플라즈마-흉

막폐렴 세균을 제작하여 다중점 백신을 제작하고자 하였다. 즉, 4차년도에 이르는 사업과제 기

간동안 국내에서 빈번하게 발생하는 연쇄상 구균과 흉막폐렴균의 혈청형 분석하여,  국내 실정

에 적합한 연쇄상 구균증 예방 백신 개발 및 접종 프로그램을 개발하고, 국내 실정에 적합한 

흉막폐렴 예방 백신 개발 및 접종 프로그램을 개발하고자 한다. 또한, 첨단 기법을 통해 마이

코플라즈마균을 삽입한 흉막폐렴균을 이용한 다중점 백신 개발과 이로 인한 돼지 흉막폐렴과 

마이코플라즈마성 폐렴을 동시에 예방할 수 있는 다중점 백신주를 개발하는데 중점을 두었다.

 본 연구를 통하여 개발하는 백신의 산업화 방향은 이미 국내에서의 국내 제품과 국외 제품의 

시장 현황을 파악하면 쉽게 알 수 있다. 본 연구의 산업화 방향은 첫째로, 농장에서 필요한 백

신 생산, 둘째로, 효과를 극대화 된 백신 생산이라고 할 수 있다. 

 또한, 연구과제 종료와 함께 소모성 질환을 예방하는 연쇄상구균 단일백신을 산업화 할 계획

이며, 본 제품의 특징은 크게 2가지로 소모성 질환 예방과 국내 발병 혈청형과 백신 항원 일

치이다. 제품의 효능 측면에서 보면, 현재 시판되고 있는 연쇄상 구균 예방백신의 경우 뇌막염

에 의한 신경증상을 예방하는 백신인 반면, 본 연구를 통하여 개발하는 백신의 경우 심외막염, 

흉막염, 복막염 등을 예방하여 소모성 질환을 방지하는 백신이다. 제품의 성분 측면에서 보면 

국내에서 소모성 질환을 주로 유발하는 혈청형을 함유하고 있기 때문에 국내에서 야외 적용성

이 매우 뛰어나다. 소모성 질환을 예방하는 연쇄상 구균 백신의 경우 백신을 모돈 과 이유자돈

에게 접종하는 프로그램을 설정하여 판매 할 예정이며, 국내 모돈 사육두수와 자돈 사육두수를 

감안할 때 산업적으로도 충분한 수요를 창출 할 수 있다.

 본 연구를 통하여 개발되는 흉막폐렴 백신의 특성은 크게 3가지로 항원의 면역원성을 극대

화, 국내실정에 적합한 혈청형 함유, 부작용 최소화 백신이다. 첫째, 기술적면에서 다른 백신보

다 면역원성이 뛰어난 흉막폐렴의 외막 단백질을 많이 함유하고 다른 어떠한 백신보다 항체 

형성에서 뛰어나다. 둘째, 국내에서 가장 흔하게 발병하는 혈청형인 2번 과 5번, 뿐만 아니라 

최근에 문제가 되는 혈청형 6번을 첨가하여 명실 공히 국내에서 발병하는 흉막폐렴 혈청형의 

95%를 예방할 수 있는 백신을 개발할 수 있다. 셋째, 흉막폐렴 백신은 다른 백신보다 접종 할 

때에 부작용이 매우 높은데 특수 면역 보강제를 첨가하여 백신 접종 할 때 부작용을 최소하여 
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실험동물과 돼지를 이용한 면역원성 및 안전성 확인 분석

4. 다중점 백신에 대한 백신시기 결정 및 개발된 균주의 돼지에서 면역원성(항원성)과 
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제 1 장  서   론

제 1 절 연구개발의 목적과 범위

 본 연구의 목적은 최근 양돈 농장에서 문제가 되고 있는 세균성 소모성 질환인 연쇄상 구균

증 백신, 흉막폐렴 백신, 마이코플라즈마-흉막폐렴 다중점 백신을 개발하고자 한다. 국내에서 

발생하는 세균성 소모성 질병인 연쇄상 구균증에 대한 예방 단일백신은 현재 없기 때문에 질

병 예방에 어려움이 있다. 또한 대부분의 흉막폐렴과 마이코플라즈마 감염 예방 백신은 수입 

백신을 사용하고 있기 때문에 국내 양돈 농가의 의약품 구매 비용이 증가되고 있다. 이러한 문

제를 극복하기 위하여 현재 국내에서 세균성 소모성 질환으로 가장 피해가 큰 두 가지 질병 

예방에 대한 백신을 개발하고자 한다. 또한 최신 생명공학적 방법을 이용하여 배양이 어려운 
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막폐렴 세균을 제작하여 다중점 백신을 제작하고자 하였다. 즉, 4차년도에 이르는 사업과제 기

간동안 국내에서 빈번하게 발생하는 연쇄상 구균과 흉막폐렴균의 혈청형 분석하여,  국내 실정

에 적합한 연쇄상 구균증 예방 백신 개발 및 접종 프로그램을 개발하고, 국내 실정에 적합한 

흉막폐렴 예방 백신 개발 및 접종 프로그램을 개발하고자 한다. 또한, 첨단 기법을 통해 마이
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마이코플라즈마성 폐렴을 동시에 예방할 수 있는 다중점 백신주를 개발하는데 중점을 두었다.

 본 연구를 통하여 개발하는 백신의 산업화 방향은 이미 국내에서의 국내 제품과 국외 제품의 
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신 생산, 둘째로, 효과를 극대화 된 백신 생산이라고 할 수 있다. 
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에 의한 신경증상을 예방하는 백신인 반면, 본 연구를 통하여 개발하는 백신의 경우 심외막염, 
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다 면역원성이 뛰어난 흉막폐렴의 외막 단백질을 많이 함유하고 다른 어떠한 백신보다 항체 

형성에서 뛰어나다. 둘째, 국내에서 가장 흔하게 발병하는 혈청형인 2번 과 5번, 뿐만 아니라 

최근에 문제가 되는 혈청형 6번을 첨가하여 명실 공히 국내에서 발병하는 흉막폐렴 혈청형의 
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농장에서 백신 기피현상을 최소화 하는 특징이 있다.

 본 연구를 통하여 개발되는 흉막폐렴 백신은 이유자돈시기인 5주령 과 8주령에 2회 백신을 

접종할 예정이다 따라서 현재 국내에서 접종대상 동물 수는 연간 1,370만두 이기 때문에 충분

한 시장 잠재성이 있다.

 마이코플라즈마-흉막폐렴 예방 다중점 백신의 경우 기존의 백신과 완전히 차원이 다른 백신

으로 크게 2가지의 특성이 있는데, 백신 효과의 극대화와 사용의 편리성과 경제성이다. 현재 

국외 백신 회사들은 마이코플라즈마 백신과 흉막폐렴 백신을 각각 판매하면서도 혼합 백신을 

판매하지 않고 있는 것은 여러 문제점이 있기 때문에 혼합백신을 판매하지 않는 것으로 보인

다. 이러한 문제를 해결하기 위하여 2가지 세균의 완전한 화학적 융합을 통하여 백신의 효과

를 극대화 하였다. 현실적인 측면에서 개발될 백신은 2가지 백신을 동시에 접종 할 수 있기 

때문에 사용의 편리함과 경제성이 그 특징이다. 특히 현실적으로 농장에서 노동력 제한 문제가 

대두되는 실정에서 2가지 질병을 하나의 백신으로 예방이 가능하므로 편리성뿐만 아니라 경제

성도 가지고 있다.

 마이코플라즈마-흉막폐렴 다중점 백신은 이유자돈에 1회 접종을 목표로 하여 효능, 편리성, 

경제성을 모두 갖춘 백신으로 산업적으로도 충분한 수요를 창출 할 수 있다.

 따라서, 본 연구과제를 통하여 세계적으로 유일한 흉막폐렴과 마이코플라즈마성 폐렴 예방 다

중점 백신을 개발 및 상품화 하여 국내 시장 점유 및 해외 시장 진출 기회 획득, 백신 제조회

사 매출 증대, 농가 경제적 부담을 경감시킬 수 있다. 

- 21 -

제 2 장  국내외 기술개발 현황

제 1 절 국내 제품생산 및 시장 현황

1. 연쇄상 구균의 단일 백신을 판매하는 회사는 없으며 중앙백신 연구소와 고려비엔피에서 연

쇄상구균을 포함한 혼합백신을 2006년부터 판매해서 2006년에는 657,076천원을 판매, 

2007년에는 1,590,337천원을 판매하였다.

2. 흉막폐렴의 경우 국내 백신회사에서는 단일제품을 판매하고 있지 않으며, 흉막폐렴과 파스

튜렐라성 폐렴 혼합백신의 경우 2006년에 411,973천원 판매하였으며, 2007년에는 

844,142천원을 판매하였다. 흉막폐렴과 3가지 이상 기타 다른 질병의 혼합백신의 경우 

2006년에 769,411천원, 2007년에 643,266천원을 판매하였다. 이러한 판매현황을 분석하

면 3가지 이상 질병 혼합백신의 판매는 감소하는 반면, 2가지 질병 혼합백신은 증가하고 있

는 것으로 나타나고 있다. 따라서 농장에서는 폐사율이 높아 피해가 큰 질병인 흉막폐렴의 

경우, 더 효과적이라고 판단되는 단순 혼합백신을 선호하고 있다. 이에 따라 흉막폐렴 단일 

백신을 판매할 경우 시장에서의 판매는 분명히 증가 될 수 있다.

3. 마이코플라즈마 백신의 경우 국내 백신회사에서는 단일제품과, 3종류의 다른 질병과 혼합되

어 있는 마이코플라즈마 혼합백신으로 판매되고 있는데 2006년에 1,345,806천원, 2007년

에는 1,558,522천원을 판매하였다. 국내의 연쇄상 구균 백신, 흉막폐렴 백신, 마이코플라즈

마 백신 생산 및 시장현황에 대한 자료는 사단법인 동물약품 협회의 자료를 근거로 작성하

였다.

제 2 절 국외 제품생산 및 시장 현황

1. 연쇄상 구균의 단일 백신 또는 복합백신을 판매하는 국외 제품은 없다.

2. 흉막폐렴의 경우 국외 백신회사에서는 단일제품만 판매하고 있으며, 판매액은 2006년에는 

2,755,121천원, 2007년에는 2,822,530천원을 판매하여 계속 증가하고 있는 추세이다.

3. 마이코플라즈마 백신의 경우 국외 백신회사에서는 단일제품은 2006년에 5,919,297천원을 

판매하였으며, 2007년에는 5,688,276천원을 판매하였다. 또한 혼합백신의 경우 2006년에 

2,519,270천원을 2007년에 2,933,840천원을 판매하였다. 국외의 연쇄상 구균 백신, 흉막폐

렴 백신, 마이코플라즈마 백신 생산 및 시장현황에 대한 자료는 사단법인 동물약품 협회의 
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백신을 판매할 경우 시장에서의 판매는 분명히 증가 될 수 있다.

3. 마이코플라즈마 백신의 경우 국내 백신회사에서는 단일제품과, 3종류의 다른 질병과 혼합되

어 있는 마이코플라즈마 혼합백신으로 판매되고 있는데 2006년에 1,345,806천원, 2007년

에는 1,558,522천원을 판매하였다. 국내의 연쇄상 구균 백신, 흉막폐렴 백신, 마이코플라즈

마 백신 생산 및 시장현황에 대한 자료는 사단법인 동물약품 협회의 자료를 근거로 작성하

였다.

제 2 절 국외 제품생산 및 시장 현황

1. 연쇄상 구균의 단일 백신 또는 복합백신을 판매하는 국외 제품은 없다.

2. 흉막폐렴의 경우 국외 백신회사에서는 단일제품만 판매하고 있으며, 판매액은 2006년에는 

2,755,121천원, 2007년에는 2,822,530천원을 판매하여 계속 증가하고 있는 추세이다.

3. 마이코플라즈마 백신의 경우 국외 백신회사에서는 단일제품은 2006년에 5,919,297천원을 

판매하였으며, 2007년에는 5,688,276천원을 판매하였다. 또한 혼합백신의 경우 2006년에 

2,519,270천원을 2007년에 2,933,840천원을 판매하였다. 국외의 연쇄상 구균 백신, 흉막폐

렴 백신, 마이코플라즈마 백신 생산 및 시장현황에 대한 자료는 사단법인 동물약품 협회의 
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자료를 근거로 작성하였다.

제 3 절 연구결과가 국내․외 기술개발현황에서 차지하는 위치

1. 본 연구관련 국내외 기술수준 비교

 본 연구과제의 최종 연구개발 목표기술인 연쇄상 구균증 예방백신 개발, 흉막폐렴 예방백신 

개발, 흉막폐렴과 마이코플라즈마성 폐렴 예방 다중점 백신 개발에 대한 국내외의 기술수준은, 

첫째, 연쇄상 구균증 예방백신에 대한 관련기술 최고보유국은 캐나다이고, 우리나라는 현재 캐

나다에 비해 55-70% 의 기술수준을 보유하고 있으며, 90%의 기술개발을 목표로 하였다. 둘

째, 흉막폐렴 예방백신에 대한 관련기술 최고보유국은 미국이고, 우리나라는 현재 미국에 비해 

65-85% 의 기술수준을 보유하고 있으며, 연쇄상 구균백신 개발과 마찬가지로 90%의 기술개

발을 목표로 하였다. 셋째, 흉막폐렴과 마이코플라즈마성 폐렴 예방 다중점백신에 대한 국외 

관련기술 보유국은 어떠한 국가도 이와 관련된 기술을 보유하고 있지 않으며, 우리나라 역시 

아직은 이와 관련된 구체적이고, 진보적인 기술을 보유하고 있지는 않다. 하지만, 당해과제 완

료 후 선진국 대비 55% 이상의 성장을 목표로 하였다.

2. 특허분석 및 논문분석에 따른 본 연구과제와의 관련성

가. 연쇄상 구균 백신과 관련된 특허로는 2007년에 캐나다에서 등록된 Streptococcus suis 

polypeptides and polynucleotides encoding and their use in vaccinal and diagnostic 

application로 연쇄상 구균의 중요 병원성 인자로 추정되는 단백질을 이용한 백신 연구라

는 점이 본 연구와 유사하나, 실제적으로 백신을 제작하여 돼지에서 예방 실험을 실시하지 

않았다는 점에서 본 연구와의 차이를 가진다. 또, 2006년도에 네덜란드에서 등록된 

Streptococcus suis vaccines and diagnostic tests 는 연쇄상 구균의 중요 병원성 인자

로 추정되는 단백질의 recombinant를 이용한 백신 제작이라는 점에서 유사점으로 보이나 

마찬가지로 실제적으로 백신을 제작하여 돼지에서 예방 실험을 실시하지 않았다는 차이를 

가진다. 2003년에 우리나라에서 등록된 돼지 호흡기용 혼합백신은 연쇄상 구균 항원이 포

함되어 있다는 점에서 본 연구와의 연관성을 가지지만, 연쇄상 구균 이외에 7개의 균체항

원이 함유되어 있어 충분한 항체 형성의 제한된다는 차이점을 보인다.

    문헌 조사결과, Li Y et al, 2007에서 밝히는 연쇄상 구균 백신의 개발은 연쇄상 구균을 

이용한 subunit 백신을 제작한다는 점에서 본 연구와 연관이 있으며, Fittipaldi N et al, 

2007 는 연쇄상 구균을 이용한 백신 제작하여 돼지에서 응용했다는 점에서 본 연구와 연

관성을 가진다. 또한, Wisselink HJ et al, 2002 역시 혈청형 2형을 이용한 백신으로 돼

지에서 방어실험을 실시하였다는 점이 본 연구와 유사하나, 표면항원만 이용하여 예방 마

우스에서만 실험을 했다는 점과, 혈청형 2번만을 가지고 실험을 했다는 점, 생독백신을 사

용했다는 점이 본 연구와 차이를 가진다.
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나. 흉막폐렴 백신과 관련된 특허로는 2006년에 미국에서 등록된 "Antigens for 

Actinobacillus pleuropneumoniae and method"로 흉막폐렴균의 중요항원을 최대한 발현

하는 배양조건을 기술한 점에서 본 연구와 유사한 의미를 가지지만, 면역원성 확보가 확립

되지 않은 점을 보인다. 같은 해 미국에서 등록된 Bacterial virulence genes 는 흉막폐렴

균의 병원성 유전자의 발현 방법에 대해서 본 연구와 유사점을 가지나, 안전성문제로 인하

여 상품화가 제한되었다. 2003년 한국에서 등록된  돼지 호흡기용 혼합백신은 흉막폐렴 

항원이 포함되어 있다는 점이 본 연구와 유사하나, 흉막폐렴균 이외에 7개의 균체항원이 

함유되어 있어 충분한 항체 형성이 제한된다는 약점을 가진다.

    Lee KY et al, 2006 에 발표된 문헌에 따르면, 개발한 백신이 흉막폐렴을 예방한다는 점

에서 본 연구와의 연관성이 가지지만, 구강으로 투입하는 백신을 개발하여 현실적으로 농

장에서는 사용이 제한될 수 밖에 없는 문제를 지닌다. 또한, Maas A et al, 2006 에 발표

된 내용은 마찬가지로 개발한 백신이 흉막폐렴을 예방한다는 점에서 본 연구와의 연관성

이 가지지만, 생독백신을 이용하여 상업용 백신을 사용하기에 제한이 따른다. Tumamao 

JQ, et al, 2003년에서 생독백신과 subunit 백신을 이용한 돼지 방어의 내용은 본 연구와 

유사성을 지니나, 실험 백신균주의 불안정화로 인한 상업화가 제한되는 약점을 지닌다. 

다. 마이코플라즈마-흉막폐렴 다중점 백신과 관련된 특허로는 2000년도에 한국에서 등록된 돼

지 호흡기용 혼합백신이 있다. 이는 돼지 호흡기용 백신이라는 의미에서 본 연구와 유사점

을 가지나, 사균백신을 사용했다는 점에서 차이가 있다. 또, 2007년에 미국에서 등록된 

Mycoplasma hyopneumoniae bacterin vaccine은 마이코플라즈마 백신이 것 자체로 본 

연구와 연관성이 있지만, 역시 사독백신을 처리한 것이었다. 같은 년도에 미국에서 등록된 

Inactivated M. hyopneumoniae and uses therefor 역시 Thimerosal로 처리한 사균백신

인 점이 본 연구와 차이를 보인다. Chen H et al, 2008에서 밝히는 연구내용은 마이코플

라즈마 단백질을 발현하는  살모넬라균 사용한 것이었고, Krakowka S, 2007의 연구내용 

또한, Pfizer Animal Health, New York, New York, USA (PAH); Fort Dodge Animal 

Health, Fort Dodge, Iowa, USA (FDAH-1); Boehringer Ingelheim Vetmedica, St. 

Joseph, Missouri, USA (BI); Intervet, Millsboro, Delaware, USA (IV); and 

Schering-Plough Animal Health, Union, New Jersey, USA (SPAH), Fort Dodge 

Animal Health (FDAH-2) 의 사균 bacterin백신을 사용했다는 점에서 본 연구와 차이를 

보인다. 또한, 2007년에 게재된 Okamba FR et al, 2007의 연구내용은 마이코플라즈마 

p97 단백질의 c-terminus를 포함하는 아데노바이러스 사용했다는 점이 본 연구와 다른 

점이다.
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자료를 근거로 작성하였다.

제 3 절 연구결과가 국내․외 기술개발현황에서 차지하는 위치

1. 본 연구관련 국내외 기술수준 비교

 본 연구과제의 최종 연구개발 목표기술인 연쇄상 구균증 예방백신 개발, 흉막폐렴 예방백신 

개발, 흉막폐렴과 마이코플라즈마성 폐렴 예방 다중점 백신 개발에 대한 국내외의 기술수준은, 

첫째, 연쇄상 구균증 예방백신에 대한 관련기술 최고보유국은 캐나다이고, 우리나라는 현재 캐

나다에 비해 55-70% 의 기술수준을 보유하고 있으며, 90%의 기술개발을 목표로 하였다. 둘

째, 흉막폐렴 예방백신에 대한 관련기술 최고보유국은 미국이고, 우리나라는 현재 미국에 비해 

65-85% 의 기술수준을 보유하고 있으며, 연쇄상 구균백신 개발과 마찬가지로 90%의 기술개

발을 목표로 하였다. 셋째, 흉막폐렴과 마이코플라즈마성 폐렴 예방 다중점백신에 대한 국외 

관련기술 보유국은 어떠한 국가도 이와 관련된 기술을 보유하고 있지 않으며, 우리나라 역시 

아직은 이와 관련된 구체적이고, 진보적인 기술을 보유하고 있지는 않다. 하지만, 당해과제 완

료 후 선진국 대비 55% 이상의 성장을 목표로 하였다.

2. 특허분석 및 논문분석에 따른 본 연구과제와의 관련성

가. 연쇄상 구균 백신과 관련된 특허로는 2007년에 캐나다에서 등록된 Streptococcus suis 

polypeptides and polynucleotides encoding and their use in vaccinal and diagnostic 

application로 연쇄상 구균의 중요 병원성 인자로 추정되는 단백질을 이용한 백신 연구라

는 점이 본 연구와 유사하나, 실제적으로 백신을 제작하여 돼지에서 예방 실험을 실시하지 

않았다는 점에서 본 연구와의 차이를 가진다. 또, 2006년도에 네덜란드에서 등록된 

Streptococcus suis vaccines and diagnostic tests 는 연쇄상 구균의 중요 병원성 인자

로 추정되는 단백질의 recombinant를 이용한 백신 제작이라는 점에서 유사점으로 보이나 

마찬가지로 실제적으로 백신을 제작하여 돼지에서 예방 실험을 실시하지 않았다는 차이를 

가진다. 2003년에 우리나라에서 등록된 돼지 호흡기용 혼합백신은 연쇄상 구균 항원이 포

함되어 있다는 점에서 본 연구와의 연관성을 가지지만, 연쇄상 구균 이외에 7개의 균체항

원이 함유되어 있어 충분한 항체 형성의 제한된다는 차이점을 보인다.

    문헌 조사결과, Li Y et al, 2007에서 밝히는 연쇄상 구균 백신의 개발은 연쇄상 구균을 

이용한 subunit 백신을 제작한다는 점에서 본 연구와 연관이 있으며, Fittipaldi N et al, 

2007 는 연쇄상 구균을 이용한 백신 제작하여 돼지에서 응용했다는 점에서 본 연구와 연

관성을 가진다. 또한, Wisselink HJ et al, 2002 역시 혈청형 2형을 이용한 백신으로 돼

지에서 방어실험을 실시하였다는 점이 본 연구와 유사하나, 표면항원만 이용하여 예방 마

우스에서만 실험을 했다는 점과, 혈청형 2번만을 가지고 실험을 했다는 점, 생독백신을 사

용했다는 점이 본 연구와 차이를 가진다.
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나. 흉막폐렴 백신과 관련된 특허로는 2006년에 미국에서 등록된 "Antigens for 

Actinobacillus pleuropneumoniae and method"로 흉막폐렴균의 중요항원을 최대한 발현

하는 배양조건을 기술한 점에서 본 연구와 유사한 의미를 가지지만, 면역원성 확보가 확립

되지 않은 점을 보인다. 같은 해 미국에서 등록된 Bacterial virulence genes 는 흉막폐렴

균의 병원성 유전자의 발현 방법에 대해서 본 연구와 유사점을 가지나, 안전성문제로 인하

여 상품화가 제한되었다. 2003년 한국에서 등록된  돼지 호흡기용 혼합백신은 흉막폐렴 

항원이 포함되어 있다는 점이 본 연구와 유사하나, 흉막폐렴균 이외에 7개의 균체항원이 

함유되어 있어 충분한 항체 형성이 제한된다는 약점을 가진다.

    Lee KY et al, 2006 에 발표된 문헌에 따르면, 개발한 백신이 흉막폐렴을 예방한다는 점

에서 본 연구와의 연관성이 가지지만, 구강으로 투입하는 백신을 개발하여 현실적으로 농

장에서는 사용이 제한될 수 밖에 없는 문제를 지닌다. 또한, Maas A et al, 2006 에 발표

된 내용은 마찬가지로 개발한 백신이 흉막폐렴을 예방한다는 점에서 본 연구와의 연관성

이 가지지만, 생독백신을 이용하여 상업용 백신을 사용하기에 제한이 따른다. Tumamao 

JQ, et al, 2003년에서 생독백신과 subunit 백신을 이용한 돼지 방어의 내용은 본 연구와 

유사성을 지니나, 실험 백신균주의 불안정화로 인한 상업화가 제한되는 약점을 지닌다. 

다. 마이코플라즈마-흉막폐렴 다중점 백신과 관련된 특허로는 2000년도에 한국에서 등록된 돼
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을 가지나, 사균백신을 사용했다는 점에서 차이가 있다. 또, 2007년에 미국에서 등록된 
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p97 단백질의 c-terminus를 포함하는 아데노바이러스 사용했다는 점이 본 연구와 다른 
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제 1 절   서   설

  돼지에 있어서의 연쇄상 구균 감염증 중 가장 중요한 질병은 그람양성의 구균인 

Streptococcus suis에 의한 감염이다. 본 질병은 돼지에서 패혈증, 뇌막염, 관절염, 다발성 장

막염, 심내막염, 질염, 유산 등을 유발하며(Kataoka, et al. 1991; Reams, et al. 1994), 특히 

비육돈에서는 폐렴 등의 호흡기감염으로 심각한 경제적 손실을 야기하며 최근에는 이유자돈에

서 급성 패혈증에 대한 사례가 많다. 특히 본 질병은 인공공통 전염병으로서 돈육취급업자, 도

축업자, 수의사 등에게 피부의 상처를 통해서 감염된다. 본 질병이 1960년대 초반에 보고된 

이후로 지금까지 35여 종의 혈청형이 보고되어 있으며 이것 외에도 혈청형이 동정되지 않은 

것이 많아서 앞으로 더욱 많은 혈청형이 보고되리라 본다. 37oC의 인큐베이터에서 하루 정도

를 배양하면 혈액배지 상에서 대부분 불완전 용혈성의 직경 1-2mm의 흰색 집락을 보인다. 

Streptococcus속에 해당하는 균들은 종류가 많기 때문에 정확한 동정이 요구된다. 본 질병의 

발병기전에 대해 지금까지 밝혀진 바로는 건강돈의 비강이나 편도에 침입하여 정상 세균총으

로 존재하다가 호흡기세균이나 바이러스, 먼지 등에 의해 유발된 비강 내 염증반응으로 모여든 

탐식세포에 탐식되나 일부 병원성이 강한 균들은 대식 세포 내에서도 살아남아 대식세포를 따

라 순환하다가 다양한 증상과 병변을 유발하는 것으로 알려져 있다(Jansen, et al. 1994). 특

별한 증상이 없이 폐사를 일으키거나 뇌막염의 증상을 나타낸다. 대부분의 경우 식욕부진, 발

열, 마비, 신경증상을 일으킨다. 부검할 때 임파절의 종창과 발적, 다발성 장막염이 나타나며 

뇌에 항상 병변이 관찰되는 것은 아니다(Wei, et al. 2009). 국내에서 대부분 글래서씨병으로 

추정하고 있는 질병의 정확한 진단은 연쇄상 구균에 의한 전신 장막염이다. 따라서 국내에서는 

오진에 의하여 질병의 중요성을 간과하고 있는데, 향우 매우 경제적 피해가 큰 질병으로 사료

된다. 뿐만 아니라 국내에서는 연쇄상 구균에 의한 뇌막염을 예방 할 수 있는 혼합백신만이 판

매 되고 있어, 그 잠재 수요가 매우 높은 백신이다. 최근 몇몇 국가에서 백신을 제작하여 사용

하는 것으로 알려져 있지만, 연쇄상 구균증은 혈청형이 다양할 뿐 만 아니라 혈청형간의 교차

방어능이 없으므로 백신제조에 앞서 먼저 국내에서 유행하는 혈청형 파악이 선결과제이기도 

하다. 따라서, 본 연구과제의 연차별 연구목표 및 내용은 1차 년도에는 연쇄상 구균증 예방백

신 제작용 표준 균주 제작함에 있어서, 국내 분리 연쇄상 구균의 혈청형 분석, 표준 혈청형 연

쇄상 구균의 면역원성 검사, 표준 균주 확립 및 계대 방법 확립, 표준 균주의 대량 배양 방법 

확립, 표준 균주를 이용한 백신을 제조, 2차 년도에는 연쇄상 구균증 예방 백신의 안전성 및 

면역원성 연구을 연구함에 있어서 백신의 성분 및 분량 연구, 백신의 불활화 확인 실험, 실험

동물을 이용한 백신 안전성 연구, 돼지(자돈)를 이용한 시험백신 안전성 연구, 토끼를 이용한 

백신 항체가 실험, 돼지(자돈)를 이용한 백신 항체가를 실험한다.  3차 년도에는 연쇄상 구균

증 예방 백신의 공격접종 시험 및 보존성 시험에 있어서, 백신의 특성 시험 및 무균시험, 실험

동물을 이용한  백신의 공격 접종 실험(3회 반복실험) 및 면역원성 검사, 자돈을 이용한 예방 

- 25 -

백신의 공격 접종 실험(3회 반복실험) 및 면역원성 검사, 시험백신 보존성 시험(제조시점, 6, 

12, 18, 24개월까지 보관하면서 시험)을 실시하고, 4차 년도에는 연쇄상 구균증 예방 백신 야

외 적용시험을 시행함에 있어서, 야외 사육 돼지(자돈)에 대한 안전성 시험(3개 농장), 야외 사

육 돼지(자돈)에 대한 면역원성 시험(3개 농장), 야외 사육 돼지(자돈)에 대한 효능 시험(3개농

장) 등의 야외 임상실험을 실시하였다.

제 2 절   재료 및 방법

1. 연쇄상 구균(Streptococcus suis) 예방백신 제작용 표준균주 제작

가. 국내 돼지에서 연쇄상구균 분리

  의뢰된 돼지 중 섬유소성 심외막염, 흉막염 및 복막염이 관찰되는 케이스를 부검 시 장기가 

오염되지 않도록 소독한 부검용 칼로 조심스럽게 흉강 및 복강을 개방시키고, 멸균 면봉으로 

섬유소성 병변이 관찰되는 부위의 장막을 문질러 혈액 배지에 바른 후, 백금이로 바른

(streaking)다. 배지를 37℃의 배양기에 넣고 24시간 동안 호기성 배양을 하여, 연쇄상구균 콜

로니(colony)의 형태학적 특징을 갖춘 독립된 콜로니를 골라 trypticase soy 배지(TSA) 또는 

혈액 배지에 백금이로 2차 배양을 시킨다. 이 후 증균된 균에서 DNA를 추출하여 돼지 연쇄상

구균에 특이적인 프라이머를 사용한 중합효소 연쇄반응을 시행하여 돼지 연쇄상구균을 동정한

다.

나. 국내 분리 연쇄상구균 혈청형 분석

  국내 양돈장에서 의뢰된 돼지중에서 섬유소성 심외막염과 복막염이 관찰되는 이유자돈에서 

총 28개의 연쇄상구균을 분리하였다. 

다. 유전자 특성을 이용한 백신 후보 균주의 면역원성 검사

  국내에서 분리한 총 28건의 연쇄상구균에 대한 특성을 분석하기 위하여 extracellular 

factor(EF)와 muramidase-released protein(MRP)라는 단백질에 대한 유전자 유무를 분석하

였다. 이들 2가지  균주로 가장 이상적이다. 중합효소연쇄반응을 통하여 2가지 단백질을 암호

화하고 있는 EF의 유전자인 epf와 MRP의 유전자인 mrp의 유무를 전체 분리한 28개의 연쇄

상구균에서 실험을 실시하였다. 

  중합효소 연쇄반응을 위한 프라이머는 GenBank: X64450을 이용하여 epf 유전자유전자간의 

역할에 대해서는 아직 정확하게 밝혀진 바 없으나, EF는 세포에 침투 후, 세포 내 세균의 생

존에 관련된 인자로 추정되며, MRP는 면역성의 측면에서 볼 때 높은 면역원성을 가진 것으로 

알려져 있다. 따라서 MRP 유전자를 가지고 있어서 면역원성은 높고, 상대적으로 병원성 기능

이 높은 EF의 유전자를 보유하고 있지 않는 균주를 선택하면, 백신 생산을 위해 선택하는 표

준의 전방향 프라이머는 GCTACGACGGCCTCAGAAATC (염기 배열 번호 2407-2427)와 역

방향 프라이머는 TGGATCAACCACTGGTGTTAC (염기 배열 번호; 3032-3012 or 
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동물을 이용한 백신 안전성 연구, 돼지(자돈)를 이용한 시험백신 안전성 연구, 토끼를 이용한 

백신 항체가 실험, 돼지(자돈)를 이용한 백신 항체가를 실험한다.  3차 년도에는 연쇄상 구균

증 예방 백신의 공격접종 시험 및 보존성 시험에 있어서, 백신의 특성 시험 및 무균시험, 실험

동물을 이용한  백신의 공격 접종 실험(3회 반복실험) 및 면역원성 검사, 자돈을 이용한 예방 
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백신의 공격 접종 실험(3회 반복실험) 및 면역원성 검사, 시험백신 보존성 시험(제조시점, 6, 

12, 18, 24개월까지 보관하면서 시험)을 실시하고, 4차 년도에는 연쇄상 구균증 예방 백신 야

외 적용시험을 시행함에 있어서, 야외 사육 돼지(자돈)에 대한 안전성 시험(3개 농장), 야외 사

육 돼지(자돈)에 대한 면역원성 시험(3개 농장), 야외 사육 돼지(자돈)에 대한 효능 시험(3개농

장) 등의 야외 임상실험을 실시하였다.

제 2 절   재료 및 방법

1. 연쇄상 구균(Streptococcus suis) 예방백신 제작용 표준균주 제작

가. 국내 돼지에서 연쇄상구균 분리

  의뢰된 돼지 중 섬유소성 심외막염, 흉막염 및 복막염이 관찰되는 케이스를 부검 시 장기가 

오염되지 않도록 소독한 부검용 칼로 조심스럽게 흉강 및 복강을 개방시키고, 멸균 면봉으로 

섬유소성 병변이 관찰되는 부위의 장막을 문질러 혈액 배지에 바른 후, 백금이로 바른

(streaking)다. 배지를 37℃의 배양기에 넣고 24시간 동안 호기성 배양을 하여, 연쇄상구균 콜

로니(colony)의 형태학적 특징을 갖춘 독립된 콜로니를 골라 trypticase soy 배지(TSA) 또는 

혈액 배지에 백금이로 2차 배양을 시킨다. 이 후 증균된 균에서 DNA를 추출하여 돼지 연쇄상

구균에 특이적인 프라이머를 사용한 중합효소 연쇄반응을 시행하여 돼지 연쇄상구균을 동정한

다.

나. 국내 분리 연쇄상구균 혈청형 분석

  국내 양돈장에서 의뢰된 돼지중에서 섬유소성 심외막염과 복막염이 관찰되는 이유자돈에서 

총 28개의 연쇄상구균을 분리하였다. 

다. 유전자 특성을 이용한 백신 후보 균주의 면역원성 검사

  국내에서 분리한 총 28건의 연쇄상구균에 대한 특성을 분석하기 위하여 extracellular 

factor(EF)와 muramidase-released protein(MRP)라는 단백질에 대한 유전자 유무를 분석하

였다. 이들 2가지  균주로 가장 이상적이다. 중합효소연쇄반응을 통하여 2가지 단백질을 암호

화하고 있는 EF의 유전자인 epf와 MRP의 유전자인 mrp의 유무를 전체 분리한 28개의 연쇄

상구균에서 실험을 실시하였다. 

  중합효소 연쇄반응을 위한 프라이머는 GenBank: X64450을 이용하여 epf 유전자유전자간의 

역할에 대해서는 아직 정확하게 밝혀진 바 없으나, EF는 세포에 침투 후, 세포 내 세균의 생

존에 관련된 인자로 추정되며, MRP는 면역성의 측면에서 볼 때 높은 면역원성을 가진 것으로 

알려져 있다. 따라서 MRP 유전자를 가지고 있어서 면역원성은 높고, 상대적으로 병원성 기능

이 높은 EF의 유전자를 보유하고 있지 않는 균주를 선택하면, 백신 생산을 위해 선택하는 표

준의 전방향 프라이머는 GCTACGACGGCCTCAGAAATC (염기 배열 번호 2407-2427)와 역

방향 프라이머는 TGGATCAACCACTGGTGTTAC (염기 배열 번호; 3032-3012 or 
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5400-5380; epf variant gene)으로 하였으며(Wisselink, et al. 1999), mrp 유전자의 전방향 

프라이머는 ATTGCTCCACAAGAGGATGG  (염기 배열 번호3478-3497)와 역방향 프라이머

는 TGAGCTTTACCTGAAGCGGT  (염기 배열 번호 3646-3665)로 하였다(Silva, et al. 

2006).

  중합효소 연쇄반응은 다음과 같이 실시하였다. 연쇄상구균의 epf 유전자에 대한 중합효소 연

쇄반응은 50㎕를 기준으로 하여, 10mM Tris-HCl (pH8.3), 50mM KCl, 2mM MgCl2, 

0.2mM dNTP, 각각 10nM의 epf forward와 reverse 프라이머, 2U의 TLA 

polymerase(Bioneer, Daejeon, Korea), 추출한 DNA 5μl를 각각 섞은 후, RNase와 DNase

를 제거한 증류수를 첨가하여 50μl의 양이 되도록 맞춘 후 시행하였다. 연쇄상구균의 mrp 유

전자에 대한 중합효소 연쇄반응은 50μl를 기준으로, 10mM Tris-HCl (pH8.3), 50mM KCl, 

1.5mM MgCl2, 0.2mM dNTP, 각각 10nM의  forward와 reverse 프라이머, 1U의 TLA 

polymerase, 추출한 DNA 5μl를 각각 섞고,  RNase와 DNase를 제거한 증류수를 첨가하여 

50μl의 양이 되도록 맞춘 조성을 사용하였다.

  중합효소 연쇄반응은 GeneAmp PCR System 9700(Applied Biosystems, Foster city, CA, 

USA)을 사용하여 시행하였다. 사용된 프로그램은 epf의 경우, 섭씨 95℃에서 10분 동안 가열 

후, 94℃에서 1분, 60℃에서 55초, 72℃에서 2분을 반응시키는 과정을 40번 반복하고, 마지막

으로 72℃에서 10분 동안 반응하도록 하였으며, mrp의 프로그램은 섭씨 95℃에서 2분 가열한 

뒤, 94℃에서 30초, 58℃에서 30초, 72℃에서 30초를 반응시키는 과정을 40번 반복하고, 마

지막으로 72℃에서 2분 동안 반응하도록 하였다. 반응이 끝난 후, 10μl를 0.02% ethidium 

bromide를 첨가한 2% agarose gel에 40분 동안 전기영동 하였다.

라. 실험동물을 이용한 면역원성 검사

  국내에서 섬유소성 심외막염과 복막염에서 분리한 연쇄상구균중 발생 빈도가 높고 면역원성

을 결정하는데 중요한 인자인 mrp를 보유한 연쇄상구균 3형 4개 (일련번호 1, 4, 5, 12), mrp 

유전자 보유 한 4형 1개 (일련번호 18), mrp 유전자를 보유하지 않은 7형 3개 (일련번호 3, 

8, 9)를 가지고 백신을 제조하여 토끼에게 2주 간격으로 2회 접종하고 2차접종후 2주간 경과

된 시점에서 혈청을 채취하여 응집반응을 통하여 항체 형성 추이를 관찰하였다.

마. 백신 후보 균주 선정

  국내에서 섬유소성 심외막염과 복막염에서 분리한 연쇄상구균중 발생 빈도가 높고 면역원성

을 결정하는데 중요한 인자인 MRP를 보유하고 토끼를 이용한 항체 형성 능력을 확인하여 연

쇄상구균 3형 (일련번호 1), 4형 (일련번호 18), 7형 (일련번호 8) 등 3개의 연쇄상구균을 선

별하였다.

바. 연쇄상구균 3형의 염기서열 분석

  연쇄상구균 3형의 16s ribosomal RNA의 염기서열을 알아보기 위하여 전방향 (forward) 프

라이머는 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'로 제작하였고, 역방향 (reverse) 프라이머는 

5'-CGGGATCCCAGGCCCGGGAACGTATTCAC-3'로 제작하였다.

 유전자 증폭을 위한 중합효소 연쇄반응은 50μl를 기준으로 하여, 10mM Tris-HCl (pH8.3), 

50mM KCl, 1mM MgCl2, 0.2mM dNTP, 각각 10nM의 epf의 전방향와 역방향 프라이머, 1U
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의 TLA polymerase(Bioneer, Daejeon, Korea), 추출한 DNA 5μl를 각각 섞은 후, RNase와 

DNase를 제거한 증류수를 첨가하여 50μl의 양이 되도록 맞춘 후 시행하였다. 

 중합효소 연쇄반응은 GeneAmp PCR System 9700(Applied Biosystems, Foster city, CA, 

USA)을 사용하여 시행하였으며, 섭씨 95℃에서 5분 동안 가열 후, 94℃에서 30초, 60℃에서 

1분, 72℃에서 1분을 반응시키는 과정을 40번 반복하고, 마지막으로 72℃에서 5분 동안 반응

하도록 하였다. 반응이 끝난 후, 10μl를 0.02% ethidium bromide를 첨가한 2% agarose gel

에 40분 동안 전기영동 하였다.

  국내에서 분리하여 이번에 백신후보균주로 선정된 일련번호 1의 연쇄상구균 3형의 경우 연

쇄상구균이 보유하고 있는 16s ribosomal RNA sequence (33-1330 bp)을 증폭하여 유전자 

염기서열을 분석하였다. 

사. 백신 표준 균주 계대 방법 확립

  면양의 혈액(sheep blood)이 5% 첨가된 혈액 배지에 표준 돼지 연쇄상구균을 백금이로 바

른 후, 37℃의 배양기에서 24~48시간 동안 호기성 배양한다. 이 후 균의 독립된 콜로니

(colony)를 확인한 후, 다시 같은 방법으로 30계대를 연속적으로 시행하였다. 각각의 연속 계

대 사이에 중합효소 연쇄반응을 통하여 백신 후보로 선정한 균주에서 mrp 유전자를 보유하는 

지를 확인하였다. 

2. 연쇄상 구균(Streptococcus suis) 예방 백신의 면역원성 및 안전성 연구

가. 연쇄상구균증 백신 함유 혈청형 결정

 다발성 장막염이 유발된 가검물에서 분리한 연쇄상구균의 혈청형을 분석해본 검사 결과 국내

에서 분리한 연쇄상구균증 혈청형 3형이 28가지 균주 중 7개, 4형이 5개로 가장 흔하게 분리

되었으며, 이 2가지 혈청형은 전체의 42.9%를 차지하였다. 이 결과는 2형을 제외한다면 미국, 

중국, 일본 등지에서 연구된 3, 4, 7형이 다른 혈청형에 비해 높은 분포를 나타낸다는 결과와 

유사하다(Kataoka, et al. 1993; Reams, et al. 1994; Wei, et al. 2007).. 하지만 이들 연구

에서 2형이 가장 높은 분포를 나타내는 것과는 상반되는 결과이다. 이는 본 연구가 장막염이 

있는 가검물만을 선택하여 검사하였기 때문에 다른 연구들과의 샘플 선택 방법 차이에서 기인

한 것으로 생각된다. 국내에서 흔히 글래서씨병으로 추정 또는 오진하는 다발성 장막염을 본 

연구실에서 진단한 결과, 연쇄상구균증으로 인한 경우가 글래서씨병이 일으킨 다발성 장막염과 

비교하였을 때 유사한 비율을 차지하여 질병의 중요성을 새로이 인식하고, 앞으로도 경제적 피

해가 큰 질병으로 생각하였다. 

 

나. 연쇄상구균 2형과 4형의 염기서열 분석

 연쇄상구균 2형과 4형의 16s ribosomal RNA의 염기서열을 알아보기 위하여 전방향 

(forward) 프라이머는 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'로 제작하였고, 역방향 (reverse) 

프라이머는 5'-CGGGATCCCAGGCCCGGGAACGTATTCAC-3'로 제작하였다(Ip, et al. 
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5400-5380; epf variant gene)으로 하였으며(Wisselink, et al. 1999), mrp 유전자의 전방향 

프라이머는 ATTGCTCCACAAGAGGATGG  (염기 배열 번호3478-3497)와 역방향 프라이머

는 TGAGCTTTACCTGAAGCGGT  (염기 배열 번호 3646-3665)로 하였다(Silva, et al. 

2006).

  중합효소 연쇄반응은 다음과 같이 실시하였다. 연쇄상구균의 epf 유전자에 대한 중합효소 연

쇄반응은 50㎕를 기준으로 하여, 10mM Tris-HCl (pH8.3), 50mM KCl, 2mM MgCl2, 

0.2mM dNTP, 각각 10nM의 epf forward와 reverse 프라이머, 2U의 TLA 

polymerase(Bioneer, Daejeon, Korea), 추출한 DNA 5μl를 각각 섞은 후, RNase와 DNase

를 제거한 증류수를 첨가하여 50μl의 양이 되도록 맞춘 후 시행하였다. 연쇄상구균의 mrp 유

전자에 대한 중합효소 연쇄반응은 50μl를 기준으로, 10mM Tris-HCl (pH8.3), 50mM KCl, 

1.5mM MgCl2, 0.2mM dNTP, 각각 10nM의  forward와 reverse 프라이머, 1U의 TLA 

polymerase, 추출한 DNA 5μl를 각각 섞고,  RNase와 DNase를 제거한 증류수를 첨가하여 

50μl의 양이 되도록 맞춘 조성을 사용하였다.

  중합효소 연쇄반응은 GeneAmp PCR System 9700(Applied Biosystems, Foster city, CA, 

USA)을 사용하여 시행하였다. 사용된 프로그램은 epf의 경우, 섭씨 95℃에서 10분 동안 가열 

후, 94℃에서 1분, 60℃에서 55초, 72℃에서 2분을 반응시키는 과정을 40번 반복하고, 마지막

으로 72℃에서 10분 동안 반응하도록 하였으며, mrp의 프로그램은 섭씨 95℃에서 2분 가열한 

뒤, 94℃에서 30초, 58℃에서 30초, 72℃에서 30초를 반응시키는 과정을 40번 반복하고, 마

지막으로 72℃에서 2분 동안 반응하도록 하였다. 반응이 끝난 후, 10μl를 0.02% ethidium 

bromide를 첨가한 2% agarose gel에 40분 동안 전기영동 하였다.

라. 실험동물을 이용한 면역원성 검사

  국내에서 섬유소성 심외막염과 복막염에서 분리한 연쇄상구균중 발생 빈도가 높고 면역원성

을 결정하는데 중요한 인자인 mrp를 보유한 연쇄상구균 3형 4개 (일련번호 1, 4, 5, 12), mrp 

유전자 보유 한 4형 1개 (일련번호 18), mrp 유전자를 보유하지 않은 7형 3개 (일련번호 3, 

8, 9)를 가지고 백신을 제조하여 토끼에게 2주 간격으로 2회 접종하고 2차접종후 2주간 경과

된 시점에서 혈청을 채취하여 응집반응을 통하여 항체 형성 추이를 관찰하였다.

마. 백신 후보 균주 선정

  국내에서 섬유소성 심외막염과 복막염에서 분리한 연쇄상구균중 발생 빈도가 높고 면역원성

을 결정하는데 중요한 인자인 MRP를 보유하고 토끼를 이용한 항체 형성 능력을 확인하여 연

쇄상구균 3형 (일련번호 1), 4형 (일련번호 18), 7형 (일련번호 8) 등 3개의 연쇄상구균을 선

별하였다.

바. 연쇄상구균 3형의 염기서열 분석

  연쇄상구균 3형의 16s ribosomal RNA의 염기서열을 알아보기 위하여 전방향 (forward) 프

라이머는 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'로 제작하였고, 역방향 (reverse) 프라이머는 

5'-CGGGATCCCAGGCCCGGGAACGTATTCAC-3'로 제작하였다.

 유전자 증폭을 위한 중합효소 연쇄반응은 50μl를 기준으로 하여, 10mM Tris-HCl (pH8.3), 

50mM KCl, 1mM MgCl2, 0.2mM dNTP, 각각 10nM의 epf의 전방향와 역방향 프라이머, 1U
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의 TLA polymerase(Bioneer, Daejeon, Korea), 추출한 DNA 5μl를 각각 섞은 후, RNase와 

DNase를 제거한 증류수를 첨가하여 50μl의 양이 되도록 맞춘 후 시행하였다. 

 중합효소 연쇄반응은 GeneAmp PCR System 9700(Applied Biosystems, Foster city, CA, 

USA)을 사용하여 시행하였으며, 섭씨 95℃에서 5분 동안 가열 후, 94℃에서 30초, 60℃에서 

1분, 72℃에서 1분을 반응시키는 과정을 40번 반복하고, 마지막으로 72℃에서 5분 동안 반응

하도록 하였다. 반응이 끝난 후, 10μl를 0.02% ethidium bromide를 첨가한 2% agarose gel

에 40분 동안 전기영동 하였다.

  국내에서 분리하여 이번에 백신후보균주로 선정된 일련번호 1의 연쇄상구균 3형의 경우 연

쇄상구균이 보유하고 있는 16s ribosomal RNA sequence (33-1330 bp)을 증폭하여 유전자 

염기서열을 분석하였다. 

사. 백신 표준 균주 계대 방법 확립

  면양의 혈액(sheep blood)이 5% 첨가된 혈액 배지에 표준 돼지 연쇄상구균을 백금이로 바

른 후, 37℃의 배양기에서 24~48시간 동안 호기성 배양한다. 이 후 균의 독립된 콜로니

(colony)를 확인한 후, 다시 같은 방법으로 30계대를 연속적으로 시행하였다. 각각의 연속 계

대 사이에 중합효소 연쇄반응을 통하여 백신 후보로 선정한 균주에서 mrp 유전자를 보유하는 

지를 확인하였다. 

2. 연쇄상 구균(Streptococcus suis) 예방 백신의 면역원성 및 안전성 연구

가. 연쇄상구균증 백신 함유 혈청형 결정

 다발성 장막염이 유발된 가검물에서 분리한 연쇄상구균의 혈청형을 분석해본 검사 결과 국내

에서 분리한 연쇄상구균증 혈청형 3형이 28가지 균주 중 7개, 4형이 5개로 가장 흔하게 분리

되었으며, 이 2가지 혈청형은 전체의 42.9%를 차지하였다. 이 결과는 2형을 제외한다면 미국, 

중국, 일본 등지에서 연구된 3, 4, 7형이 다른 혈청형에 비해 높은 분포를 나타낸다는 결과와 

유사하다(Kataoka, et al. 1993; Reams, et al. 1994; Wei, et al. 2007).. 하지만 이들 연구

에서 2형이 가장 높은 분포를 나타내는 것과는 상반되는 결과이다. 이는 본 연구가 장막염이 

있는 가검물만을 선택하여 검사하였기 때문에 다른 연구들과의 샘플 선택 방법 차이에서 기인

한 것으로 생각된다. 국내에서 흔히 글래서씨병으로 추정 또는 오진하는 다발성 장막염을 본 

연구실에서 진단한 결과, 연쇄상구균증으로 인한 경우가 글래서씨병이 일으킨 다발성 장막염과 

비교하였을 때 유사한 비율을 차지하여 질병의 중요성을 새로이 인식하고, 앞으로도 경제적 피

해가 큰 질병으로 생각하였다. 

 

나. 연쇄상구균 2형과 4형의 염기서열 분석

 연쇄상구균 2형과 4형의 16s ribosomal RNA의 염기서열을 알아보기 위하여 전방향 

(forward) 프라이머는 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'로 제작하였고, 역방향 (reverse) 

프라이머는 5'-CGGGATCCCAGGCCCGGGAACGTATTCAC-3'로 제작하였다(Ip, et al. 
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2007). 유전자 증폭을 위한 중합효소 연쇄반응은 50μl를 기준으로 하여, 10mM Tris-HCl 

(pH8.3), 50mM KCl, 1mM MgCl2, 0.2mM dNTP, 각각 10nM의 epf의 전방향와 역방향 프

라이머, 1U의 TLA polymerase(Bioneer, Daejeon, Korea), 추출한 DNA 5μl를 각각 섞은 

후, RNase와 DNase를 제거한 증류수를 첨가하여 50μl의 양이 되도록 맞춘 후 시행하였다. 

중합효소 연쇄반응은 GeneAmp PCR System 9700(Applied Biosystems, Foster city, CA, 

USA)을 사용하여 시행하였으며, 섭씨 95℃에서 5분 동안 가열 후, 94℃에서 30초, 60℃에서 

1분, 72℃에서 1분을 반응시키는 과정을 40번 반복하고, 마지막으로 72℃에서 5분 동안 반응

하도록 하였다. 반응이 끝난 후, 10μl를 0.02% ethidium bromide를 첨가한 2% agarose gel

에 40분 동안 전기영동 하였다.

다. 부형제 선정과 조합을 통한 백신 개발

  부형제(adjuvant)는 백신의 효능과 관련된 성분으로 일반적인 백신들은 모두 부형제가 함유

되어 있으며, 이는 백신의 항체 형성 능력과 백신 효과의 지속 시간을 결정하는데 매우 중요한 

역할을 한다. 일반적으로 약독화 생균 백신은 균 자체의 감염력과 염증 반응을 이끌어내는 요

소를 갖추고 있기 때문에 사독백신에 비해 부형제의 역할이 비교적 작다. 하지만 본 연쇄상구

균증 백신은 사독 백신으로 부형제의 역할이 상대적으로 크며, 부형제의 선정이 보다 중요한 

의미를 갖는다.

  항체 형성 능력이 뛰어난 부형제로 알려져 있는 water-in-oil emulsion 형태인 complete 

Freunds 부형제는 접종부위의 조직손상을 일으키는 단점이 있어 양돈농가에서 접종을 기피하

게 되는 문제점이 있으며, 접종 할 때에도 오일 성분으로 인해 고통을 유발하므로 돼지에게 스

트레스를 유발하게 된다. 연쇄상구균증 백신에는 이러한 단점이 없는 부형제인 알루미늄 겔

(aluminium hydroxide gel)을 사용하여 실험하였다. 

 

라. 불활화 확인

  백신 제조 할 때 불활화 시약이 항원에 미치는 영향을 최소화하기 위하여 최소량의 포르말

린(formaldehyde)으로 완전히 불활화 시키기 위하여 다음과 같이 실험하였다.

  포르말린을 각각 0.3%, 0.5%, 0.7%, 1% 씩 넣은 1×105 CFU/ml 배양액을 4℃, 150 rpm

의 진탕 배양기에서 6, 12, 18, 24 시간동안 혼합시켜 불활화 시킨다. 불활화 시킨 배양액은 

포르말린을 제거하기 위하여 6000 rpm에서 10분간 원심분리한 후, 상층액을 버리고 같은 양

의 멸균 PBS에 다시 희석시킨다. 균 희석액을 각각 10배씩 10번을 멸균 PBS에 희석하여 면

양의 혈액(sheep blood)이 5% 첨가된 혈액 배지에 10μl씩 떨어뜨린 후 넓게 퍼트린 다음, 3

7℃의 배양기에서 24시간 동안 호기성 배양하였다. 

마. 실험동물을 이용한 연쇄상구균증 백신 안전성 실험

(1)  마우스를 이용한 연쇄상구균증 백신 안전성 실험

  백신 접종 할 때 일어날 수 있는 접종 부위의 병변 또는, 그 외에 생길 수 있는 부작용을 확

인하기 위하여 특정 병원체 부재(specific pathogen free) ICR 마우스를 이용하여 안전성 실
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험을 시행하였다. 15-20g의 마우스 15마리에서 5마리씩 각각 0.25, 0.5, 1ml의 연쇄상구균증 

백신을 복강에 접종하고, 같은 조건의 마우스 15마리에서 5마리씩 각각 0.25, 0.5, 1ml을 피

하에 접종하였다. 이 후, 7일간 증상 및 병변을 관찰하고, 마지막 날 경추탈골방법으로 안락사 

시켜 부검하여 조직을 중성포르말린으로 고정시켜 HE 염색을 거쳐 조직슬라이드를 만들어 병

변을 관찰하였다. 

(2) 기니피그를 이용한 연쇄상구균증 백신 안전성 실험

  백신 접종 할 때 일어날 수 있는 접종 부위의 병변 또는, 그 외에 생길 수 있는 부작용을 확

인하기 위하여 특정 병원체 부재(specific pathogen free) 기니피그를 이용하여 안전성 실험을 

시행하였다. 300-400g의 기니피그 6마리에서 2마리씩 각각 0.5, 1, 2ml의 연쇄상구균증 백신

을 근육에 접종하고, 같은 조건의 기니피그 6마리에서 2마리씩 각각 0.5, 1, 2ml을 피하에 접

종하고, 같은 조건의 기니피그 2마리에 0.1ml을 피내에 접종하여 7일간 주사부위의 화농 및 

괴사 없이 생존하는지 관찰하였다. 

바. 돼지를 이용한 연쇄상구균증 백신 안전성 실험

(1) 자돈을 이용한 연쇄상구균증 백신 안전성 실험

 국가검정동물약품검정기준 (사단법인 한국동물약품협회)에 의하여 백신 접종 할 때 일어날 수 

있는 접종 부위의 병변 또는, 그 외에 생길 수 있는 부작용을 확인하기 위하여 자돈을 이용하

여 안전성 실험을 시행하였다. 4주령의 자돈 4마리에 백신규정량의 2배인 2ml의 연쇄상구균증 

백신을 근육에 접종하여, 1~2시간 내 과민반응의 유무 관찰과 이후 10일간 관찰하여 주사부

위에 화농 및 괴사가 없는지 관찰하였다. 

사. 실험동물을 이용한 연쇄상구균 백신의 항체가 연구

(1) 토끼를 이용한 연쇄상구균증 백신 항체가 연구

  토끼에게 연쇄상구균증 백신을 2주 간격으로 2회 접종하고 2차접종후 2주간 경과된 시점에

서 혈청을 채취하여 평판 응집반응(microplate agglutination test)을 실시하였다. 2배 희석한 

혈청을 멸균 PBS에 2배씩 10번 희석하여 마지막이 1,024배가 되도록 혈청 희석액을 준비하

였다. 그리고 brain heart infusion broth에서 배양한 연쇄상구균을 사독화하여 원심분리한 후, 

멸균 PBS로 희석하여 항원 희석액을 준비하였다. 그리고 96 well 플레이트에 준비된 혈청 희

석액을 각각 60μl씩 넣고, 마지막 2개의 well은 PBS만 60μl씩 넣은 후, 항원 희석액을 모든 

well에 60μl씩 분주하였다. 그리고 24시간 동안 37℃에서 반응시킨 후 결과를 확인하였다.

아. 돼지를 이용한 연쇄상구균 백신의 항체가 연구

(1) 자돈을 이용한 연쇄상구균증 백신 항체가 연구
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2007). 유전자 증폭을 위한 중합효소 연쇄반응은 50μl를 기준으로 하여, 10mM Tris-HCl 

(pH8.3), 50mM KCl, 1mM MgCl2, 0.2mM dNTP, 각각 10nM의 epf의 전방향와 역방향 프

라이머, 1U의 TLA polymerase(Bioneer, Daejeon, Korea), 추출한 DNA 5μl를 각각 섞은 

후, RNase와 DNase를 제거한 증류수를 첨가하여 50μl의 양이 되도록 맞춘 후 시행하였다. 

중합효소 연쇄반응은 GeneAmp PCR System 9700(Applied Biosystems, Foster city, CA, 

USA)을 사용하여 시행하였으며, 섭씨 95℃에서 5분 동안 가열 후, 94℃에서 30초, 60℃에서 

1분, 72℃에서 1분을 반응시키는 과정을 40번 반복하고, 마지막으로 72℃에서 5분 동안 반응

하도록 하였다. 반응이 끝난 후, 10μl를 0.02% ethidium bromide를 첨가한 2% agarose gel

에 40분 동안 전기영동 하였다.

다. 부형제 선정과 조합을 통한 백신 개발

  부형제(adjuvant)는 백신의 효능과 관련된 성분으로 일반적인 백신들은 모두 부형제가 함유

되어 있으며, 이는 백신의 항체 형성 능력과 백신 효과의 지속 시간을 결정하는데 매우 중요한 

역할을 한다. 일반적으로 약독화 생균 백신은 균 자체의 감염력과 염증 반응을 이끌어내는 요

소를 갖추고 있기 때문에 사독백신에 비해 부형제의 역할이 비교적 작다. 하지만 본 연쇄상구

균증 백신은 사독 백신으로 부형제의 역할이 상대적으로 크며, 부형제의 선정이 보다 중요한 

의미를 갖는다.

  항체 형성 능력이 뛰어난 부형제로 알려져 있는 water-in-oil emulsion 형태인 complete 

Freunds 부형제는 접종부위의 조직손상을 일으키는 단점이 있어 양돈농가에서 접종을 기피하

게 되는 문제점이 있으며, 접종 할 때에도 오일 성분으로 인해 고통을 유발하므로 돼지에게 스

트레스를 유발하게 된다. 연쇄상구균증 백신에는 이러한 단점이 없는 부형제인 알루미늄 겔

(aluminium hydroxide gel)을 사용하여 실험하였다. 

 

라. 불활화 확인

  백신 제조 할 때 불활화 시약이 항원에 미치는 영향을 최소화하기 위하여 최소량의 포르말

린(formaldehyde)으로 완전히 불활화 시키기 위하여 다음과 같이 실험하였다.

  포르말린을 각각 0.3%, 0.5%, 0.7%, 1% 씩 넣은 1×105 CFU/ml 배양액을 4℃, 150 rpm

의 진탕 배양기에서 6, 12, 18, 24 시간동안 혼합시켜 불활화 시킨다. 불활화 시킨 배양액은 

포르말린을 제거하기 위하여 6000 rpm에서 10분간 원심분리한 후, 상층액을 버리고 같은 양

의 멸균 PBS에 다시 희석시킨다. 균 희석액을 각각 10배씩 10번을 멸균 PBS에 희석하여 면

양의 혈액(sheep blood)이 5% 첨가된 혈액 배지에 10μl씩 떨어뜨린 후 넓게 퍼트린 다음, 3

7℃의 배양기에서 24시간 동안 호기성 배양하였다. 

마. 실험동물을 이용한 연쇄상구균증 백신 안전성 실험

(1)  마우스를 이용한 연쇄상구균증 백신 안전성 실험

  백신 접종 할 때 일어날 수 있는 접종 부위의 병변 또는, 그 외에 생길 수 있는 부작용을 확

인하기 위하여 특정 병원체 부재(specific pathogen free) ICR 마우스를 이용하여 안전성 실
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험을 시행하였다. 15-20g의 마우스 15마리에서 5마리씩 각각 0.25, 0.5, 1ml의 연쇄상구균증 

백신을 복강에 접종하고, 같은 조건의 마우스 15마리에서 5마리씩 각각 0.25, 0.5, 1ml을 피

하에 접종하였다. 이 후, 7일간 증상 및 병변을 관찰하고, 마지막 날 경추탈골방법으로 안락사 

시켜 부검하여 조직을 중성포르말린으로 고정시켜 HE 염색을 거쳐 조직슬라이드를 만들어 병

변을 관찰하였다. 

(2) 기니피그를 이용한 연쇄상구균증 백신 안전성 실험

  백신 접종 할 때 일어날 수 있는 접종 부위의 병변 또는, 그 외에 생길 수 있는 부작용을 확

인하기 위하여 특정 병원체 부재(specific pathogen free) 기니피그를 이용하여 안전성 실험을 

시행하였다. 300-400g의 기니피그 6마리에서 2마리씩 각각 0.5, 1, 2ml의 연쇄상구균증 백신

을 근육에 접종하고, 같은 조건의 기니피그 6마리에서 2마리씩 각각 0.5, 1, 2ml을 피하에 접

종하고, 같은 조건의 기니피그 2마리에 0.1ml을 피내에 접종하여 7일간 주사부위의 화농 및 

괴사 없이 생존하는지 관찰하였다. 

바. 돼지를 이용한 연쇄상구균증 백신 안전성 실험

(1) 자돈을 이용한 연쇄상구균증 백신 안전성 실험

 국가검정동물약품검정기준 (사단법인 한국동물약품협회)에 의하여 백신 접종 할 때 일어날 수 

있는 접종 부위의 병변 또는, 그 외에 생길 수 있는 부작용을 확인하기 위하여 자돈을 이용하

여 안전성 실험을 시행하였다. 4주령의 자돈 4마리에 백신규정량의 2배인 2ml의 연쇄상구균증 

백신을 근육에 접종하여, 1~2시간 내 과민반응의 유무 관찰과 이후 10일간 관찰하여 주사부

위에 화농 및 괴사가 없는지 관찰하였다. 

사. 실험동물을 이용한 연쇄상구균 백신의 항체가 연구

(1) 토끼를 이용한 연쇄상구균증 백신 항체가 연구

  토끼에게 연쇄상구균증 백신을 2주 간격으로 2회 접종하고 2차접종후 2주간 경과된 시점에

서 혈청을 채취하여 평판 응집반응(microplate agglutination test)을 실시하였다. 2배 희석한 

혈청을 멸균 PBS에 2배씩 10번 희석하여 마지막이 1,024배가 되도록 혈청 희석액을 준비하

였다. 그리고 brain heart infusion broth에서 배양한 연쇄상구균을 사독화하여 원심분리한 후, 

멸균 PBS로 희석하여 항원 희석액을 준비하였다. 그리고 96 well 플레이트에 준비된 혈청 희

석액을 각각 60μl씩 넣고, 마지막 2개의 well은 PBS만 60μl씩 넣은 후, 항원 희석액을 모든 

well에 60μl씩 분주하였다. 그리고 24시간 동안 37℃에서 반응시킨 후 결과를 확인하였다.

아. 돼지를 이용한 연쇄상구균 백신의 항체가 연구

(1) 자돈을 이용한 연쇄상구균증 백신 항체가 연구
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 5주령의 자돈 5두에 연쇄상구균증 백신을 2주 간격으로 2회 접종하고 2차 접종 후 2주간 경

과된 시점에서 혈청을 채취하여 평판 응집반응(microplate agglutination test)을 실시하였다. 

 2배 희석한 혈청을 멸균 PBS에 2배씩 10번 희석하여 마지막이 1,024배가 되도록 혈청 희석

액을 준비하였다. 그리고 brain heart infusion broth에서 배양한 연쇄상구균을 사독화하여 원

심분리한 후, 멸균 PBS로 희석하여 항원 희석액을 준비하였다. 그리고 96 well 플레이트에 준

비된 혈청 희석액을 각각 60μl씩 넣고, 마지막 2개의 well은 PBS만 60μl씩 넣은 후, 항원 희

석액을 모든 well에 60μl씩 분주하였다. 그리고 24시간 동안 37℃에서 반응시킨 후 결과를 확

인하였다.

자. 연쇄상구균에 의한 다발성 장막염 진단법 개발 및 역학 조사

(1) 중합효소 연쇄반응을 이용한 다발성 장막염 감별 진단법 개발

  농장에서 의뢰되는 가검물의 경우 부검장기가 냉장 또는 포르말린에 고정이 되어서 의뢰되

는 경우가 증가하고 있다. 따라서 고전적인 진단법으로 사용하는 세균분리 검사만을 의존하는 

진단 검사 방법을 사용하는데 제한이 있기 때문에 포르말린에 고정된 조직에서부터 다발성 장

막염을 유발하는 연쇄상구균(Streptococcus suis), 헤모필러스균(Haemophilus parasuis), 마

이코플라즈마균(Mycoplasma hyorhinis)의 유전자 DNA를 포르말린으로 고정하고, 파라핀에 

포매된 조직에서부터 유전자를 추출하여 중합효소 연쇄반응을 이용하여 감별 진단법을 개발하

고자 하였다.

  중합효소 연쇄반응을 위한 프라이머는 연쇄상구균(Streptococcus suis)와 헤모필러스균

(Haemophilus parasuis)의 경우 16S small subunit ribosomal RNA gene를 이용하여 설계하

였으며, 마이코플라즈마균(Mycoplasma hyorhinis)의 경우 p37, p29와 p69의 유전자를 이용

하여 설계하였다. 이들 유전자 정보는 Genbank

(http://www.ncbi.nlm.gov/Genbank/index.html)에서 얻었으며 프라이머를 설계할 때에는 

MegaAlign (DNASTAR Inc., Madison, WI) 와 Oligo(Molecular Biology Insights Inc., 

Cascade, CO.) 프로그램을 이용하여 제작한 후 NCBI BLAST 

2.2.22+(http://blast.ncbi.nlm.gov/Blast.cgi)를 이용하여 다른 세균 또는 바이러스에서 동일한 

유전자 존재 여부를 확인하여 어떠한 병원체에서도 본 연구에서 제작한 프라이머와 동일한 유

전자 배열순서가 없는 것을 확인하였다.

표. 연쇄상구균(Streptococcus suis), 헤모필러스균(Haemophilus parasuis), 마이코플라즈마균

(Mycoplasma hyorhinis)의 프라이머
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Bacteria Primer Sequences (5'-3') Location Size (bp)

H. parausis outer F-GTGATGAGGAAGGGTGGTGT 393-412 316

R-AGCGTCAGTATTTTCCCAAG 689-708

inner F-AGAACATTACATTGACGTTAGTC 419-441 197

R-TAAAATACTCTAGCAACCCAGTA 592-615

S. suis outer F-AACGCTGAAGTCTGGTGCTT 38-57 228

R-TGTATCGATGCCTTGGTGAG 246-265

inner F-CTTGCACTAGACGGATGA 55-72 114

R-TGCGGTAAATACTGTTATGC 149-168

M. hyorhinis outer F-CATATGGCCCACTTTTAGGG 1878-1897 366

R-GGGATTGAAGTGGTTGTCTG 2226-2245

inner F-TGACAATTTCCAAAAAGAGA 1918-1937 236

R-AAAAAGGATTGTTCCTTCAA 2134-2153

  중합효소 연쇄반응을 위하여 포르말린으로 고정하고, 파라핀에 포매 된 조직에서부터 유전자

를 추출하고자 장막염이 관찰되는 파라핀 포매 조직을 10μm 두께로 10-15회 절편하여 1.5ml 

튜브에 각각 넣어 준비하였다. 이 때 사용된 칼날과 포셉은 각 조직이 서로 섞이지 않도록 교

환하여 사용하였다. 다음으로 파라핀 성분을 제거하기 위하여 파라핀 절편이 든 튜브에 자일렌

(xylene) 1ml을 넣고 흔들어 40℃에서 10분 동안 녹인 후, 원심 분리하여 상층에 있는 자일

렌을 제거하고 다시 한 번 같은 과정을 반복한다. 그리고 100% ethanol 1ml을 사용하여 2회 

세척하고 남은 ethanol을 없애기 위해 진공건조를 시행한다. 그 후 digestion buffer 500μl씩 

분주하고 proteinase K가 100μg 포함되도록 하여 56℃에서 1시간마다 흔들어주며 8시간 동

안 반응시켜 조직을 충분히 분해시키고, 100℃에서 8분 동안 끓인다. 이 후는 Trizol 

LS(Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) 시약을 제조사 프로토콜에 따라 사용하여 DNA를 

추출하여 0.8mM 수산화나트륨 용액에 DNA를 보관하였다.

  연쇄상구균(Streptococcus suis), 헤모필러스균(Haemophilus parasuis), 마이코플라즈마균

(Mycoplasma hyorhinis)은 3가지 균에 대한 프라이머를 하나의 혼합물(mixture)로 만들어 검

사하는 방법인 다중 중합효소 연쇄반응으로 검사하였으며 또한 첫 번째 실험결과물로 다시 한 

번 실험을 시행하는 이중 중합효소 연쇄반응방법으로 시행하였다. 첫 번째 다중 중합효소 연쇄

반응은 50μl를 기준으로 하여, 10mM Tris-HCl (pH8.3), 50mM KCl, 1.5mM MgCl2, 0.2mM 

dNTP, 각각의 균에 대한 200nM의 전방향(forward)와 역방향(reverse) 프라이머, 2.5U의 

TLA polymerase(Bioneer, Daejeon, Korea), 추출한 DNA 5μl를 각각 섞은 후, RNase와 

DNase를 제거한 증류수를 첨가하여 50μl의 양이 되도록 맞춘 후 시행하였다. 두 번째 다중 

중합효소 연쇄반응은 50μl 기준으로, 10mM Tris-HCl (pH8.3), 50mM KCl, 1.5mM MgCl2, 

0.2mM dNTP, 각각 200nM의  전방향와 역방향 프라이머, 2.5U의 TLA polymerase, 그리고 

첫 번째 다중 중합효소 연쇄반응의 결과물인 PCR products 10μl를 각각 섞고,  RNase와 

DNase를 제거한 증류수를 첨가하여 50μl의 양이 되도록 맞춘 조성을 사용하였다.

  중합효소 연쇄반응은 GeneAmp PCR System 9700(Applied Biosystems, Foster city, CA, 

USA)을 사용하여 시행하였다. 사용된 프로그램은 첫 번째 다중 중합효소 연쇄반응의 경우, 섭
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 5주령의 자돈 5두에 연쇄상구균증 백신을 2주 간격으로 2회 접종하고 2차 접종 후 2주간 경

과된 시점에서 혈청을 채취하여 평판 응집반응(microplate agglutination test)을 실시하였다. 

 2배 희석한 혈청을 멸균 PBS에 2배씩 10번 희석하여 마지막이 1,024배가 되도록 혈청 희석

액을 준비하였다. 그리고 brain heart infusion broth에서 배양한 연쇄상구균을 사독화하여 원

심분리한 후, 멸균 PBS로 희석하여 항원 희석액을 준비하였다. 그리고 96 well 플레이트에 준

비된 혈청 희석액을 각각 60μl씩 넣고, 마지막 2개의 well은 PBS만 60μl씩 넣은 후, 항원 희

석액을 모든 well에 60μl씩 분주하였다. 그리고 24시간 동안 37℃에서 반응시킨 후 결과를 확

인하였다.

자. 연쇄상구균에 의한 다발성 장막염 진단법 개발 및 역학 조사

(1) 중합효소 연쇄반응을 이용한 다발성 장막염 감별 진단법 개발

  농장에서 의뢰되는 가검물의 경우 부검장기가 냉장 또는 포르말린에 고정이 되어서 의뢰되

는 경우가 증가하고 있다. 따라서 고전적인 진단법으로 사용하는 세균분리 검사만을 의존하는 

진단 검사 방법을 사용하는데 제한이 있기 때문에 포르말린에 고정된 조직에서부터 다발성 장

막염을 유발하는 연쇄상구균(Streptococcus suis), 헤모필러스균(Haemophilus parasuis), 마

이코플라즈마균(Mycoplasma hyorhinis)의 유전자 DNA를 포르말린으로 고정하고, 파라핀에 

포매된 조직에서부터 유전자를 추출하여 중합효소 연쇄반응을 이용하여 감별 진단법을 개발하

고자 하였다.

  중합효소 연쇄반응을 위한 프라이머는 연쇄상구균(Streptococcus suis)와 헤모필러스균

(Haemophilus parasuis)의 경우 16S small subunit ribosomal RNA gene를 이용하여 설계하

였으며, 마이코플라즈마균(Mycoplasma hyorhinis)의 경우 p37, p29와 p69의 유전자를 이용

하여 설계하였다. 이들 유전자 정보는 Genbank

(http://www.ncbi.nlm.gov/Genbank/index.html)에서 얻었으며 프라이머를 설계할 때에는 

MegaAlign (DNASTAR Inc., Madison, WI) 와 Oligo(Molecular Biology Insights Inc., 

Cascade, CO.) 프로그램을 이용하여 제작한 후 NCBI BLAST 

2.2.22+(http://blast.ncbi.nlm.gov/Blast.cgi)를 이용하여 다른 세균 또는 바이러스에서 동일한 

유전자 존재 여부를 확인하여 어떠한 병원체에서도 본 연구에서 제작한 프라이머와 동일한 유

전자 배열순서가 없는 것을 확인하였다.

표. 연쇄상구균(Streptococcus suis), 헤모필러스균(Haemophilus parasuis), 마이코플라즈마균

(Mycoplasma hyorhinis)의 프라이머

- 31 -

Bacteria Primer Sequences (5'-3') Location Size (bp)

H. parausis outer F-GTGATGAGGAAGGGTGGTGT 393-412 316

R-AGCGTCAGTATTTTCCCAAG 689-708

inner F-AGAACATTACATTGACGTTAGTC 419-441 197

R-TAAAATACTCTAGCAACCCAGTA 592-615

S. suis outer F-AACGCTGAAGTCTGGTGCTT 38-57 228

R-TGTATCGATGCCTTGGTGAG 246-265

inner F-CTTGCACTAGACGGATGA 55-72 114

R-TGCGGTAAATACTGTTATGC 149-168

M. hyorhinis outer F-CATATGGCCCACTTTTAGGG 1878-1897 366

R-GGGATTGAAGTGGTTGTCTG 2226-2245

inner F-TGACAATTTCCAAAAAGAGA 1918-1937 236

R-AAAAAGGATTGTTCCTTCAA 2134-2153

  중합효소 연쇄반응을 위하여 포르말린으로 고정하고, 파라핀에 포매 된 조직에서부터 유전자

를 추출하고자 장막염이 관찰되는 파라핀 포매 조직을 10μm 두께로 10-15회 절편하여 1.5ml 

튜브에 각각 넣어 준비하였다. 이 때 사용된 칼날과 포셉은 각 조직이 서로 섞이지 않도록 교

환하여 사용하였다. 다음으로 파라핀 성분을 제거하기 위하여 파라핀 절편이 든 튜브에 자일렌

(xylene) 1ml을 넣고 흔들어 40℃에서 10분 동안 녹인 후, 원심 분리하여 상층에 있는 자일

렌을 제거하고 다시 한 번 같은 과정을 반복한다. 그리고 100% ethanol 1ml을 사용하여 2회 

세척하고 남은 ethanol을 없애기 위해 진공건조를 시행한다. 그 후 digestion buffer 500μl씩 

분주하고 proteinase K가 100μg 포함되도록 하여 56℃에서 1시간마다 흔들어주며 8시간 동

안 반응시켜 조직을 충분히 분해시키고, 100℃에서 8분 동안 끓인다. 이 후는 Trizol 

LS(Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) 시약을 제조사 프로토콜에 따라 사용하여 DNA를 

추출하여 0.8mM 수산화나트륨 용액에 DNA를 보관하였다.

  연쇄상구균(Streptococcus suis), 헤모필러스균(Haemophilus parasuis), 마이코플라즈마균

(Mycoplasma hyorhinis)은 3가지 균에 대한 프라이머를 하나의 혼합물(mixture)로 만들어 검

사하는 방법인 다중 중합효소 연쇄반응으로 검사하였으며 또한 첫 번째 실험결과물로 다시 한 

번 실험을 시행하는 이중 중합효소 연쇄반응방법으로 시행하였다. 첫 번째 다중 중합효소 연쇄

반응은 50μl를 기준으로 하여, 10mM Tris-HCl (pH8.3), 50mM KCl, 1.5mM MgCl2, 0.2mM 

dNTP, 각각의 균에 대한 200nM의 전방향(forward)와 역방향(reverse) 프라이머, 2.5U의 

TLA polymerase(Bioneer, Daejeon, Korea), 추출한 DNA 5μl를 각각 섞은 후, RNase와 

DNase를 제거한 증류수를 첨가하여 50μl의 양이 되도록 맞춘 후 시행하였다. 두 번째 다중 

중합효소 연쇄반응은 50μl 기준으로, 10mM Tris-HCl (pH8.3), 50mM KCl, 1.5mM MgCl2, 

0.2mM dNTP, 각각 200nM의  전방향와 역방향 프라이머, 2.5U의 TLA polymerase, 그리고 

첫 번째 다중 중합효소 연쇄반응의 결과물인 PCR products 10μl를 각각 섞고,  RNase와 

DNase를 제거한 증류수를 첨가하여 50μl의 양이 되도록 맞춘 조성을 사용하였다.

  중합효소 연쇄반응은 GeneAmp PCR System 9700(Applied Biosystems, Foster city, CA, 

USA)을 사용하여 시행하였다. 사용된 프로그램은 첫 번째 다중 중합효소 연쇄반응의 경우, 섭
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씨 95℃에서 10분 동안 가열 후, 95℃에서 30초, 57℃에서 45초, 68℃에서 30초을 반응시키

는 과정을 40번 반복하고, 마지막으로 68℃에서 2분 동안 반응하도록 하였으며, 두 번째 다중 

중합효소 연쇄반응의 프로그램은 섭씨 95℃에서 5분 가열한 뒤, 95℃에서 30초, 55℃에서 45

초, 68℃에서 30초를 반응시키는 과정을 40번 반복하고, 마지막으로 68℃에서 2분 동안 반응

하도록 하였다. 반응이 끝난 후, 10μl를 0.02% ethidium bromide를 첨가한 2% agarose gel

에 30분 동안 전기영동 하여 연쇄상구균(Streptococcus suis), 헤모필러스균(Haemophilus 

parasuis), 마이코플라즈마균(Mycoplasma hyorhinis) 각각의 DNA를 검출하였다.

(2) 조직내 교잡법을 이용한 다발성 장막염 감별 진단법 개발

 중합효소 연쇄반응을 이용해서 포르말린에 고정하고 파라핀에 포매된 조직에서도 연쇄상구균

(Streptococcus suis), 헤모필러스균(Haemophilus parasuis), 마이코플라즈마균(Mycoplasma 

hyorhinis) 세균의 유전자를 검출할 수가 있지만 가끔 이러한 세균이 병변을 유발하지 않음에

도 불구하고 중합효소 연쇄반응에서는 유전자가 검출되는 경우가 있으므로 다발성 장막염이 

유발된 병변에서 조직내 교잡법(in situ hybridization)을 이용하여 직접 다발성 장막염이 유발

된 병변에서부터 이들 연쇄상구균, 헤모필러스균, 마이코플라즈마균을 진단하면 가장 유효한 

진단법이 된다. 따라서 본 연구를 통하여 조직내 교잡법을 통하여 이들 세균의 유전자를 검출

하고자 하였다(Choi, et al. 1999).

(3) 연쇄상구균에 의한 다발성 장막염 역학 조사

  본 연구를 위하여 348마리의 돼지 가검물 중에서 다발성 장막염의 여부를 병리조직학적 검

사를 통하여 312마리를 선정하였다. 본 실험에서 선정한 312마리의 연령 분포도를 보면 1주

령에서 4주령 사이의 포유자돈이 58두, 5주령에서 10주령 사이의 이유자돈이 169두, 11주령

에서 15주령 사이의 육성돈이 85두이었다.

3. 연쇄상 구균(Streptococcus suis) 예방 백신의 공격접종 시험 및 보존성 시험

가. 연쇄상구균증 백신의 특성 시험 및 무균시험

(1) 특성시험

 3번의 백신 제조를 통해 3개 Lot을 만들어 동물용의약품 생물학제제 일반검정기준에 따라 시

험백신에 대한 색, 혼탁도, 침전물의 유무와 색체 이물에 대하여 100 룩스 광도에서 검사하고, 

이취에 대해서도 검사한다.

(2) 무균시험

 동물용의약품 생물학제제 일반검정기준에 따라 백신 제조 후 9개월이 경과된 시점에서 

Nutrient agar(NA), Nutrient broth(NB), Thioglycollate(Thio) 배지에 각각 접종하여 22℃ 

및 37℃에서 각각 배양 관찰 하며, 같은 시점에서 Mycoplasma는 PCR을 통해 오염여부를 확

인하여 양성이 나타날 경우 배양을 실시한다.
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나. 연쇄상구균증 백신의 공격 접종 실험 방어 판정 근거

(1) 임상 증상

 연쇄상구균증의 임상증상이 나타날 경우, 증상의 정도에 따라 다음의 표에 기술된 기준에 의

거하여 임상점수를 부여하여 평가하였으며, 개체의 총 점수는 4가지 기준에 의거하여 각각 부

여된 점수의 총합으로 나타내었다(Jacobs, et al. 1996). 

임상점수

임상증상

행동 장애 호흡 장애 보행 장애 신경 장애

0 정상 정상 정상 정상

1 반응이 느림 호흡수가 약간 증가 한 개의 다리를 절룩임 -

2 운동을 꺼림 호흡수가 증가 두 개의 다리를 절룩임 -

3
빈사 상태

폐사

빈호흡

폐사

두 개 이상을 절룩임

폐사

경직, 경련, 마비

폐사

(2) 육안 병변

 시험종료 시기인 7주령에서 안락사 시킨 후 부검하여 다발성 장막염이 관찰될 경우, 흉강, 심

낭, 복강의 3가지 부위에 대하여 정도에 따라 다음의 표에 기술된 기준에 의거하여 점수를 부

여하였다. 개체의 총 점수는 각각의 부위에 대해 장막과, 강에 부여한 점수의 총합으로 나타내

었다(Blanco, et al. 2008).

(3) 병리조직학적 병변

 시험 종료 시기인 7주령에서 안락사 시킨 후 부검하여 폐, 심장, 간, 비장, 장을 샘플링 하였

으며, 연쇄상구균 2형 접종군의 경우는 뇌를 포함하였다. 검체는 중성 포르말린으로 고정 후 

탈수시켜 파라핀으로 포매한 후에 3μm 두께로 잘라 H&E (hematoxylin & eosin) 염색을 하

여 현미경하에서 관찰하고 조직 슬라이드의 번호는 그룹명과 관련성이 없도록 명기한 후 관찰

하여, 객관적으로 병변의 유무를 판정할 수 있도록 하였다. 각 장기의 뇌막 또는 장막에서 섬

유소성 화농성 장막염이 관찰될 경우, 다발성 장막염에서 개체의 점수는 병변이 관찰된 장기의 

종류 합계로 나타내었다. 

  

섬유소성

병변유무

관찰 장기

뇌 폐 심장 간 비장 장

0 뇌막 또는 장막에 섬유소성 병변 또는 화농성 병변이 관찰되지 않음

1 뇌막 또는 장막에 섬유소성 병변 또는 화농성 병변이 관찰됨
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씨 95℃에서 10분 동안 가열 후, 95℃에서 30초, 57℃에서 45초, 68℃에서 30초을 반응시키

는 과정을 40번 반복하고, 마지막으로 68℃에서 2분 동안 반응하도록 하였으며, 두 번째 다중 

중합효소 연쇄반응의 프로그램은 섭씨 95℃에서 5분 가열한 뒤, 95℃에서 30초, 55℃에서 45

초, 68℃에서 30초를 반응시키는 과정을 40번 반복하고, 마지막으로 68℃에서 2분 동안 반응

하도록 하였다. 반응이 끝난 후, 10μl를 0.02% ethidium bromide를 첨가한 2% agarose gel

에 30분 동안 전기영동 하여 연쇄상구균(Streptococcus suis), 헤모필러스균(Haemophilus 

parasuis), 마이코플라즈마균(Mycoplasma hyorhinis) 각각의 DNA를 검출하였다.

(2) 조직내 교잡법을 이용한 다발성 장막염 감별 진단법 개발

 중합효소 연쇄반응을 이용해서 포르말린에 고정하고 파라핀에 포매된 조직에서도 연쇄상구균

(Streptococcus suis), 헤모필러스균(Haemophilus parasuis), 마이코플라즈마균(Mycoplasma 

hyorhinis) 세균의 유전자를 검출할 수가 있지만 가끔 이러한 세균이 병변을 유발하지 않음에

도 불구하고 중합효소 연쇄반응에서는 유전자가 검출되는 경우가 있으므로 다발성 장막염이 

유발된 병변에서 조직내 교잡법(in situ hybridization)을 이용하여 직접 다발성 장막염이 유발

된 병변에서부터 이들 연쇄상구균, 헤모필러스균, 마이코플라즈마균을 진단하면 가장 유효한 

진단법이 된다. 따라서 본 연구를 통하여 조직내 교잡법을 통하여 이들 세균의 유전자를 검출

하고자 하였다(Choi, et al. 1999).

(3) 연쇄상구균에 의한 다발성 장막염 역학 조사

  본 연구를 위하여 348마리의 돼지 가검물 중에서 다발성 장막염의 여부를 병리조직학적 검

사를 통하여 312마리를 선정하였다. 본 실험에서 선정한 312마리의 연령 분포도를 보면 1주

령에서 4주령 사이의 포유자돈이 58두, 5주령에서 10주령 사이의 이유자돈이 169두, 11주령

에서 15주령 사이의 육성돈이 85두이었다.

3. 연쇄상 구균(Streptococcus suis) 예방 백신의 공격접종 시험 및 보존성 시험

가. 연쇄상구균증 백신의 특성 시험 및 무균시험

(1) 특성시험

 3번의 백신 제조를 통해 3개 Lot을 만들어 동물용의약품 생물학제제 일반검정기준에 따라 시

험백신에 대한 색, 혼탁도, 침전물의 유무와 색체 이물에 대하여 100 룩스 광도에서 검사하고, 

이취에 대해서도 검사한다.

(2) 무균시험

 동물용의약품 생물학제제 일반검정기준에 따라 백신 제조 후 9개월이 경과된 시점에서 

Nutrient agar(NA), Nutrient broth(NB), Thioglycollate(Thio) 배지에 각각 접종하여 22℃ 

및 37℃에서 각각 배양 관찰 하며, 같은 시점에서 Mycoplasma는 PCR을 통해 오염여부를 확

인하여 양성이 나타날 경우 배양을 실시한다.
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나. 연쇄상구균증 백신의 공격 접종 실험 방어 판정 근거

(1) 임상 증상

 연쇄상구균증의 임상증상이 나타날 경우, 증상의 정도에 따라 다음의 표에 기술된 기준에 의

거하여 임상점수를 부여하여 평가하였으며, 개체의 총 점수는 4가지 기준에 의거하여 각각 부

여된 점수의 총합으로 나타내었다(Jacobs, et al. 1996). 

임상점수

임상증상

행동 장애 호흡 장애 보행 장애 신경 장애

0 정상 정상 정상 정상

1 반응이 느림 호흡수가 약간 증가 한 개의 다리를 절룩임 -

2 운동을 꺼림 호흡수가 증가 두 개의 다리를 절룩임 -

3
빈사 상태

폐사

빈호흡

폐사

두 개 이상을 절룩임

폐사

경직, 경련, 마비

폐사

(2) 육안 병변

 시험종료 시기인 7주령에서 안락사 시킨 후 부검하여 다발성 장막염이 관찰될 경우, 흉강, 심

낭, 복강의 3가지 부위에 대하여 정도에 따라 다음의 표에 기술된 기준에 의거하여 점수를 부

여하였다. 개체의 총 점수는 각각의 부위에 대해 장막과, 강에 부여한 점수의 총합으로 나타내

었다(Blanco, et al. 2008).

(3) 병리조직학적 병변

 시험 종료 시기인 7주령에서 안락사 시킨 후 부검하여 폐, 심장, 간, 비장, 장을 샘플링 하였

으며, 연쇄상구균 2형 접종군의 경우는 뇌를 포함하였다. 검체는 중성 포르말린으로 고정 후 

탈수시켜 파라핀으로 포매한 후에 3μm 두께로 잘라 H&E (hematoxylin & eosin) 염색을 하

여 현미경하에서 관찰하고 조직 슬라이드의 번호는 그룹명과 관련성이 없도록 명기한 후 관찰

하여, 객관적으로 병변의 유무를 판정할 수 있도록 하였다. 각 장기의 뇌막 또는 장막에서 섬

유소성 화농성 장막염이 관찰될 경우, 다발성 장막염에서 개체의 점수는 병변이 관찰된 장기의 

종류 합계로 나타내었다. 

  

섬유소성

병변유무

관찰 장기

뇌 폐 심장 간 비장 장

0 뇌막 또는 장막에 섬유소성 병변 또는 화농성 병변이 관찰되지 않음

1 뇌막 또는 장막에 섬유소성 병변 또는 화농성 병변이 관찰됨
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다. 실험동물을 이용한 연쇄상구균증 백신의 단일 혈청형 공격 접종 실험

(1) 실험 디자인

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

1 5 O X X

2 5 O 혈청형 2형 복강내

3 5 X 혈청형 2형 복강내

4 5 O 혈청형 3형 복강내

5 5 X 혈청형 3형 복강내

6 5 O 혈청형 4형 복강내

7 5 X 혈청형 4형 복강내

8 5 X X X

 15-20g의 BALB/c SPF(specific pathogen free) 마우스 암컷을 40마리를 다음의 표와 같이 

5마리씩 8개의 군으로 나눈 후, 그룹 1, 2, 4, 6그룹에 0.2ml의 연쇄상구균증 백신을 복강에 

접종한 후, 3주령에 0.2ml의 백신을 복강에 2차 접종하였다. 그리고 공격접종을 시행하기 전

에 연쇄상구균 혈청형 2, 3, 4형을 brain heart infusion broth에 horse serum 2%, yeast 

extract 2%씩 첨가한 배양액을 사용하여 37℃의 진동배양기에서 배양하여, 배양액을 원심분

리를 통해 제거하고 멸균 PBS에 희석하여 1X107 CFU/ml로 각각 준비하였다. 2차 백신 접종 

2주 후에 공격접종을 실시하였으며,  2, 3형과 4형 연쇄상구균을 2~7번 군의 마우스 복강에 

1ml씩 접종하였다. 공격접종 후 2주간 1주일에 2회씩 임상증상과 폐사 상황을 관찰하였으며, 

폐사 직전이라고 판단될 경우와 실험종료인 공격접종 후 2주 후에 모두 부검을 실시하여 육안 

병변 정도와 현미경 상에서의 병변을 관찰하였으며, 각각의 기준에 의하여 점수를 부여하였다. 

전체적인 실험의 디자인은 상기의 표와 같으며 이와 같은 공격접종실험을 3번 반복하여 실시

하였다.

 조직병리학적 병변을 평가하기 위하여, 부검 후 폐, 심장, 간, 비장, 장을 각각 샘플링하였다. 

각 조직은 10% 중성 포르말린에서 24시간 동안 고정하여 세척, 탈수 과정을 거쳐 파라핀으로 

포매하였으며, 3μm 두께로 잘라 H&E 염색을 하였다. 조직 슬라이드의 번호는 그룹명과 관련

성이 없도록 명기한 후 현미경하에서 관찰하여, 객관적으로 병변의 유무를 판정할 수 있도록 

하였다. 

 혈액 내 항체의 역가를 측정하기 위하여 접종 전과 1차 접종 후 14, 28, 35일 시기에 채혈하

였으며, 응집 반응을 통하여 항체의 역가를 측정하였다. 각각의 연쇄상구균 혈청형을 위와 같

은 방법으로 배양한 후, 10000g, 15분 동안 원심분리 후, 멸균 PBS로 세척 후 540nm의 흡광

도에서 분석할 때 0.33의 O.D 값이 되도록 희석한 후, 방부제인 NaN3를 1:10000으로 희석하

여 섞은 후, 4℃에서 보관하였다. 혈청은 멸균 PBS에 2배씩 단계 희석을 하여 준비하여 50μl

씩 혈청 희석액과 항원 희석액을 각각 96 well 플레이트에 분주한 후, 37℃에서 48시간 동안 

반응시켜 결과를 확인하였다.

 각 그룹간 개체의 응집항체가, 임상증상, 육안병변과 조직병리학적 점수를 통계분석하기 위하
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여 Kruskal-Wallis 테스트 후 Mann-Whitney 테스트를 실시하였으며, 폐사율을 분석하기 위

하여 Chi-square 테스트를 실시하였다. 모든 통계분석은 P<0.05일 경우 유의한 것으로 판정

하였다.

연쇄상구균 백신접종 연쇄상구균 공격접종

라. 실험동물을 이용한 연쇄상구균증 백신의 복수 혈청형 공격 접종 실험

(1) 실험 디자인

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

1 5 O X X

2 5 O 혈청형 2와 3형 복강내

3 5 X 혈청형 2와 3형 복강내

4 5 O 혈청형 2와 4형 복강내

5 5 X 혈청형 2와 4형 복강내

6 5 O 혈청형 3와 4형 복강내

7 5 X 혈청형 3와 4형 복강내

8 5 O 혈청형 2, 3와 4형 복강내

9 5 X 혈청형 2, 3와 4형 복강내

10 5 X X X

 15-20g의 BALB/c SPF(specific pathogen free) 마우스 암컷 40마리를 다음의 표와 같이 5

마리씩 10개의 군으로 나눈 후, 그룹 1, 2, 4, 6, 8그룹에 0.2ml의 연쇄상구균증 백신을 복강

에 접종한 후, 3주령에 0.2ml의 백신을 복강에 2차 접종하였다. 그리고 공격접종을 시행하기 

전에 연쇄상구균 혈청형 2, 3, 4형을 brain heart infusion broth에 horse serum 2%, yeast 

extract 2%씩 첨가한 배양액을 사용하여 37℃의 진동배양기에서 배양하여, 배양액을 원심분

리를 통해 제거하고 멸균 PBS에 희석하여 각각의 혈청형을 조합한 희석액이 1X107 CFU/ml

이 되도록 준비하였다. 2차 백신 접종 2주 후에 공격접종을 실시하였으며,  조합된 연쇄상구균 

혈청형을 2~9번 군의 마우스 복강에 1ml씩 접종하였다. 공격접종 후 2주간 1주일에 2회씩 임

상증상과 폐사 상황을 관찰하였으며, 폐사 직전이라고 판단될 경우와 실험종료인 공격접종 후

에 2주가 경과된 시점에 모두 부검을 실시하여 육안 병변 정도와 현미경 상에서의 병변을 관

찰하였으며, 각각의 기준에 의하여 점수를 부여하였다. 전체적인 실험의 디자인은 상기의 표와 

같으며 이와 같은 공격접종실험을 3번 반복하여 실시하였다.
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다. 실험동물을 이용한 연쇄상구균증 백신의 단일 혈청형 공격 접종 실험

(1) 실험 디자인

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

1 5 O X X

2 5 O 혈청형 2형 복강내

3 5 X 혈청형 2형 복강내

4 5 O 혈청형 3형 복강내

5 5 X 혈청형 3형 복강내

6 5 O 혈청형 4형 복강내

7 5 X 혈청형 4형 복강내

8 5 X X X

 15-20g의 BALB/c SPF(specific pathogen free) 마우스 암컷을 40마리를 다음의 표와 같이 

5마리씩 8개의 군으로 나눈 후, 그룹 1, 2, 4, 6그룹에 0.2ml의 연쇄상구균증 백신을 복강에 

접종한 후, 3주령에 0.2ml의 백신을 복강에 2차 접종하였다. 그리고 공격접종을 시행하기 전

에 연쇄상구균 혈청형 2, 3, 4형을 brain heart infusion broth에 horse serum 2%, yeast 

extract 2%씩 첨가한 배양액을 사용하여 37℃의 진동배양기에서 배양하여, 배양액을 원심분

리를 통해 제거하고 멸균 PBS에 희석하여 1X107 CFU/ml로 각각 준비하였다. 2차 백신 접종 

2주 후에 공격접종을 실시하였으며,  2, 3형과 4형 연쇄상구균을 2~7번 군의 마우스 복강에 

1ml씩 접종하였다. 공격접종 후 2주간 1주일에 2회씩 임상증상과 폐사 상황을 관찰하였으며, 

폐사 직전이라고 판단될 경우와 실험종료인 공격접종 후 2주 후에 모두 부검을 실시하여 육안 

병변 정도와 현미경 상에서의 병변을 관찰하였으며, 각각의 기준에 의하여 점수를 부여하였다. 

전체적인 실험의 디자인은 상기의 표와 같으며 이와 같은 공격접종실험을 3번 반복하여 실시

하였다.

 조직병리학적 병변을 평가하기 위하여, 부검 후 폐, 심장, 간, 비장, 장을 각각 샘플링하였다. 

각 조직은 10% 중성 포르말린에서 24시간 동안 고정하여 세척, 탈수 과정을 거쳐 파라핀으로 

포매하였으며, 3μm 두께로 잘라 H&E 염색을 하였다. 조직 슬라이드의 번호는 그룹명과 관련

성이 없도록 명기한 후 현미경하에서 관찰하여, 객관적으로 병변의 유무를 판정할 수 있도록 

하였다. 

 혈액 내 항체의 역가를 측정하기 위하여 접종 전과 1차 접종 후 14, 28, 35일 시기에 채혈하

였으며, 응집 반응을 통하여 항체의 역가를 측정하였다. 각각의 연쇄상구균 혈청형을 위와 같

은 방법으로 배양한 후, 10000g, 15분 동안 원심분리 후, 멸균 PBS로 세척 후 540nm의 흡광

도에서 분석할 때 0.33의 O.D 값이 되도록 희석한 후, 방부제인 NaN3를 1:10000으로 희석하

여 섞은 후, 4℃에서 보관하였다. 혈청은 멸균 PBS에 2배씩 단계 희석을 하여 준비하여 50μl

씩 혈청 희석액과 항원 희석액을 각각 96 well 플레이트에 분주한 후, 37℃에서 48시간 동안 

반응시켜 결과를 확인하였다.

 각 그룹간 개체의 응집항체가, 임상증상, 육안병변과 조직병리학적 점수를 통계분석하기 위하
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여 Kruskal-Wallis 테스트 후 Mann-Whitney 테스트를 실시하였으며, 폐사율을 분석하기 위

하여 Chi-square 테스트를 실시하였다. 모든 통계분석은 P<0.05일 경우 유의한 것으로 판정

하였다.

연쇄상구균 백신접종 연쇄상구균 공격접종

라. 실험동물을 이용한 연쇄상구균증 백신의 복수 혈청형 공격 접종 실험

(1) 실험 디자인

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

1 5 O X X

2 5 O 혈청형 2와 3형 복강내

3 5 X 혈청형 2와 3형 복강내

4 5 O 혈청형 2와 4형 복강내

5 5 X 혈청형 2와 4형 복강내

6 5 O 혈청형 3와 4형 복강내

7 5 X 혈청형 3와 4형 복강내

8 5 O 혈청형 2, 3와 4형 복강내

9 5 X 혈청형 2, 3와 4형 복강내

10 5 X X X

 15-20g의 BALB/c SPF(specific pathogen free) 마우스 암컷 40마리를 다음의 표와 같이 5

마리씩 10개의 군으로 나눈 후, 그룹 1, 2, 4, 6, 8그룹에 0.2ml의 연쇄상구균증 백신을 복강

에 접종한 후, 3주령에 0.2ml의 백신을 복강에 2차 접종하였다. 그리고 공격접종을 시행하기 

전에 연쇄상구균 혈청형 2, 3, 4형을 brain heart infusion broth에 horse serum 2%, yeast 

extract 2%씩 첨가한 배양액을 사용하여 37℃의 진동배양기에서 배양하여, 배양액을 원심분

리를 통해 제거하고 멸균 PBS에 희석하여 각각의 혈청형을 조합한 희석액이 1X107 CFU/ml

이 되도록 준비하였다. 2차 백신 접종 2주 후에 공격접종을 실시하였으며,  조합된 연쇄상구균 

혈청형을 2~9번 군의 마우스 복강에 1ml씩 접종하였다. 공격접종 후 2주간 1주일에 2회씩 임

상증상과 폐사 상황을 관찰하였으며, 폐사 직전이라고 판단될 경우와 실험종료인 공격접종 후

에 2주가 경과된 시점에 모두 부검을 실시하여 육안 병변 정도와 현미경 상에서의 병변을 관

찰하였으며, 각각의 기준에 의하여 점수를 부여하였다. 전체적인 실험의 디자인은 상기의 표와 

같으며 이와 같은 공격접종실험을 3번 반복하여 실시하였다.
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 조직병리학적 병변을 평가하기 위하여, 부검 후 폐, 심장, 간, 비장, 장을 각각 샘플링하였다. 

각 조직은 10% 중성 포르말린에서 24시간 동안 고정하여 세척, 탈수 과정을 거쳐 파라핀으로 

포매하였으며, 3μm 두께로 잘라 H&E 염색을 하였다. 조직 슬라이드의 번호는 그룹명과 관련

성이 없도록 명기한 후 현미경하에서 관찰하여, 객관적으로 병변의 유무를 판정할 수 있도록 

하였다. 

 혈액 내 항체의 역가를 측정하기 위하여 접종 전과 1차 접종 후 14, 28, 35일 시기에 채혈하

였으며, 응집 반응을 통하여 항체의 역가를 측정하였다. 각각의 연쇄상구균 혈청형을 위와 같

은 방법으로 배양한 후에 15분 동안 원심(10,000g)분리 한후에 멸균 PBS로 세척 후 540nm

의 흡광도에서 분석 할 때0.33의 O.D 값이 되도록 희석한 후, 방부제인 NaN3를 1:10000으로 

희석하여 섞은 후, 4℃에서 보관하였다. 혈청은 멸균 PBS에 2배씩 단계 희석을 하여 준비하여 

50μl씩 혈청 희석액과 항원 희석액을 각각 96 well 플레이트에 분주한 후, 37℃에서 48시간 

동안 반응시켜 결과를 확인하였다.

 각 그룹간 개체의 응집항체가, 임상증상, 육안병변과 조직병리학적 점수를 통계분석하기 위하

여 Kruskal-Wallis 테스트 후 Mann-Whitney 테스트를 실시하였으며, 폐사율을 분석하기 위

하여 Chi-square 테스트를 실시하였다. 모든 통계분석은 P<0.05일 경우 유의한 것으로 판정

하였다.

연쇄상구균 백신접종 연쇄상구균 공격접종

마. 돼지(자돈)을 이용한 연쇄상구균증 백신의 단일 혈청형 공격 접종 실험

(1) 실험 디자인
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그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

1 8 O X X

2 8 O 혈청형 2형 정맥내

3 8 X 혈청형 2형 정맥내

4 8 O 혈청형 2형 복강내

5 8 X 혈청형 2형 복강내

6 8 O 혈청형 3형 복강내

7 8 X 혈청형 3형 복강내

8 8 O 혈청형 4형 복강내

9 8 X 혈청형 4형 복강내

10 8 X X X

 1주령 돼지 80마리를 연쇄상구균증이 진단되지 않은 농장에서 구입하여, 다음의 표와 같이 8

마리씩 10개의 군으로 나눈 후, 1주령에 그룹 1, 2, 4, 6, 8그룹에 1ml의 연쇄상구균증 백신

을 이근부에 접종한 후, 3주령에 1ml의 백신을 이근부에 2차 접종하였다. 그리고 공격접종 전 

연쇄상구균 혈청형 2, 3, 4형을 brain heart infusion broth에 horse serum 2%, yeast 

extract 2%씩 첨가한 배양액을 사용하여 37℃의 진동배양기에서 배양하여, 배양액을 원심분

리를 통해 제거하고 멸균 PBS에 희석하여 1X105 CFU/ml로 각각 준비하였다. 2차 백신 접종 

2주 후에 공격접종을 실시하였으며, 혈청형 2형은 다른 혈청형에 비하여 신경증상을 자주 일

으키기 때문에 뇌의 병변을 유발시키기 위하여 2, 3그룹에는 경정맥에 균액 2ml을 접종하고, 

4, 5그룹에는 복강에 4ml을 접종하는 2가지 방식으로 나누어 공격접종 하였고, 3형과 4형은 

복강에 4ml 접종을 실시하였다. 공격접종 후 2주간 1주일에 2회씩 임상증상과 폐사 상황을 관

찰하였으며, 실험종료인 7주령에서 부검을 실시하여 육안 병변 정도와 현미경 상에서의 병변

을 관찰하여, 각각의 기준에 의하여 점수를 부여하였다. 전체적인 실험의 디자인은 상기의 표

와 같으며 이와 같은 공격접종실험을 3번 반복하여 실시하였다.

 조직병리학적 병변을 평가하기 위하여, 부검 후 뇌, 폐, 심장, 간, 비장, 공장, 회장, 맹장, 결

장을 각각 샘플링하였다. 각 조직은 10% 중성 포르말린에서 24시간 동안 고정하여 세척, 탈수 

과정을 거쳐 파라핀으로 포매하였으며, 3μm 두께로 잘라 H&E 염색을 실시하였다. 조직 슬라

이드의 번호는 그룹명과 관련성이 없도록 명기한 후에 현미경하에서 관찰하여, 객관적으로 병

변의 유무를 판정할 수 있도록 하였다. 

 혈액 내 항체의 역가를 측정하기 위하여 1, 3, 5, 6주령에 채혈하였으며, 응집 반응을 통하여 

항체의 역가를 측정하였다. 각각의 연쇄상구균 혈청형을 위와 같은 방법으로 배양한 후, 

10000g, 15분 동안 원심분리 후, 멸균 PBS로 세척 후에 540nm의 흡광도에서 분석 할때 

0.33의 O.D 값이 되도록 희석한 후에 방부제인 NaN3를 1:10,000으로 희석하여 섞은 후에 

4℃에서 보관하였다. 혈청은 멸균 PBS에 2배씩 단계 희석을 하여 준비하여 50μl씩 혈청 희석

액과 항원 희석액을 각각 96 well 플레이트에 분주한 후, 37℃에서 48시간 동안 반응시켜 결

과를 확인하였다.

 각 그룹간 개체의 응집항체가, 임상증상, 육안병변과 조직병리학적 점수를 통계분석하기 위하

여 Kruskal-Wallis 테스트 후 Mann-Whitney 테스트를 실시하였으며, 폐사율을 분석하기 위
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 조직병리학적 병변을 평가하기 위하여, 부검 후 폐, 심장, 간, 비장, 장을 각각 샘플링하였다. 

각 조직은 10% 중성 포르말린에서 24시간 동안 고정하여 세척, 탈수 과정을 거쳐 파라핀으로 

포매하였으며, 3μm 두께로 잘라 H&E 염색을 하였다. 조직 슬라이드의 번호는 그룹명과 관련

성이 없도록 명기한 후 현미경하에서 관찰하여, 객관적으로 병변의 유무를 판정할 수 있도록 

하였다. 

 혈액 내 항체의 역가를 측정하기 위하여 접종 전과 1차 접종 후 14, 28, 35일 시기에 채혈하

였으며, 응집 반응을 통하여 항체의 역가를 측정하였다. 각각의 연쇄상구균 혈청형을 위와 같

은 방법으로 배양한 후에 15분 동안 원심(10,000g)분리 한후에 멸균 PBS로 세척 후 540nm

의 흡광도에서 분석 할 때0.33의 O.D 값이 되도록 희석한 후, 방부제인 NaN3를 1:10000으로 

희석하여 섞은 후, 4℃에서 보관하였다. 혈청은 멸균 PBS에 2배씩 단계 희석을 하여 준비하여 

50μl씩 혈청 희석액과 항원 희석액을 각각 96 well 플레이트에 분주한 후, 37℃에서 48시간 

동안 반응시켜 결과를 확인하였다.

 각 그룹간 개체의 응집항체가, 임상증상, 육안병변과 조직병리학적 점수를 통계분석하기 위하

여 Kruskal-Wallis 테스트 후 Mann-Whitney 테스트를 실시하였으며, 폐사율을 분석하기 위

하여 Chi-square 테스트를 실시하였다. 모든 통계분석은 P<0.05일 경우 유의한 것으로 판정

하였다.

연쇄상구균 백신접종 연쇄상구균 공격접종

마. 돼지(자돈)을 이용한 연쇄상구균증 백신의 단일 혈청형 공격 접종 실험

(1) 실험 디자인
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그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

1 8 O X X

2 8 O 혈청형 2형 정맥내

3 8 X 혈청형 2형 정맥내

4 8 O 혈청형 2형 복강내

5 8 X 혈청형 2형 복강내

6 8 O 혈청형 3형 복강내

7 8 X 혈청형 3형 복강내

8 8 O 혈청형 4형 복강내

9 8 X 혈청형 4형 복강내

10 8 X X X

 1주령 돼지 80마리를 연쇄상구균증이 진단되지 않은 농장에서 구입하여, 다음의 표와 같이 8

마리씩 10개의 군으로 나눈 후, 1주령에 그룹 1, 2, 4, 6, 8그룹에 1ml의 연쇄상구균증 백신

을 이근부에 접종한 후, 3주령에 1ml의 백신을 이근부에 2차 접종하였다. 그리고 공격접종 전 

연쇄상구균 혈청형 2, 3, 4형을 brain heart infusion broth에 horse serum 2%, yeast 

extract 2%씩 첨가한 배양액을 사용하여 37℃의 진동배양기에서 배양하여, 배양액을 원심분

리를 통해 제거하고 멸균 PBS에 희석하여 1X105 CFU/ml로 각각 준비하였다. 2차 백신 접종 

2주 후에 공격접종을 실시하였으며, 혈청형 2형은 다른 혈청형에 비하여 신경증상을 자주 일

으키기 때문에 뇌의 병변을 유발시키기 위하여 2, 3그룹에는 경정맥에 균액 2ml을 접종하고, 

4, 5그룹에는 복강에 4ml을 접종하는 2가지 방식으로 나누어 공격접종 하였고, 3형과 4형은 

복강에 4ml 접종을 실시하였다. 공격접종 후 2주간 1주일에 2회씩 임상증상과 폐사 상황을 관

찰하였으며, 실험종료인 7주령에서 부검을 실시하여 육안 병변 정도와 현미경 상에서의 병변

을 관찰하여, 각각의 기준에 의하여 점수를 부여하였다. 전체적인 실험의 디자인은 상기의 표

와 같으며 이와 같은 공격접종실험을 3번 반복하여 실시하였다.

 조직병리학적 병변을 평가하기 위하여, 부검 후 뇌, 폐, 심장, 간, 비장, 공장, 회장, 맹장, 결

장을 각각 샘플링하였다. 각 조직은 10% 중성 포르말린에서 24시간 동안 고정하여 세척, 탈수 

과정을 거쳐 파라핀으로 포매하였으며, 3μm 두께로 잘라 H&E 염색을 실시하였다. 조직 슬라

이드의 번호는 그룹명과 관련성이 없도록 명기한 후에 현미경하에서 관찰하여, 객관적으로 병

변의 유무를 판정할 수 있도록 하였다. 

 혈액 내 항체의 역가를 측정하기 위하여 1, 3, 5, 6주령에 채혈하였으며, 응집 반응을 통하여 

항체의 역가를 측정하였다. 각각의 연쇄상구균 혈청형을 위와 같은 방법으로 배양한 후, 

10000g, 15분 동안 원심분리 후, 멸균 PBS로 세척 후에 540nm의 흡광도에서 분석 할때 

0.33의 O.D 값이 되도록 희석한 후에 방부제인 NaN3를 1:10,000으로 희석하여 섞은 후에 

4℃에서 보관하였다. 혈청은 멸균 PBS에 2배씩 단계 희석을 하여 준비하여 50μl씩 혈청 희석

액과 항원 희석액을 각각 96 well 플레이트에 분주한 후, 37℃에서 48시간 동안 반응시켜 결

과를 확인하였다.

 각 그룹간 개체의 응집항체가, 임상증상, 육안병변과 조직병리학적 점수를 통계분석하기 위하

여 Kruskal-Wallis 테스트 후 Mann-Whitney 테스트를 실시하였으며, 폐사율을 분석하기 위
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하여 Chi-square 테스트를 실시하였다. 모든 통계분석은 P<0.05일 경우 유의한 것으로 판정

하였다.

연쇄상구균 백신접종 연쇄상구균 공격접종

  

바. 돼지(자돈)를 이용한 연쇄상구균증 백신의 복수 혈청형 공격 접종 실험

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

1 8 O X X

2 8 O 혈청형 2와 3형 복강내

3 8 X 혈청형 2와 3형 복강내

4 8 O 혈청형 2와 4형 복강내

5 8 X 혈청형 2와 4형 복강내

6 8 O 혈청형 3와 4형 복강내

7 8 X 혈청형 3와 4형 복강내

8 8 O 혈청형 2, 3와 4형 복강내

9 8 X 혈청형 2, 3와 4형 복강내

10 8 X X X

 1주령 돼지 80마리를 연쇄상구균증이 진단되지 않은 농장에서 구입하여, 다음의 표와 같이 8

마리씩 10개의 군으로 나눈 후, 1주령에 그룹 1, 2, 4, 6, 8그룹에 1ml의 연쇄상구균증 백신

을 이근부에 접종한 후, 3주령에 1ml의 백신을 이근부에 2차 접종하였다. 그리고 공격접종 전 

연쇄상구균 혈청형 2, 3, 4형을 brain heart infusion broth에 horse serum 2%, yeast 

extract 2%씩 첨가한 배양액을 사용하여 37℃의 진동배양기에서 배양하여, 배양액을 원심분

리를 통해 제거하고 멸균 PBS에 희석하여 1X105 CFU/ml로 각각 준비하였다. 2차 백신 접종 

2주 후에 공격접종을 실시하였으며, 혈청형 2형+3형,  2형+4형, 3형+4형, 2형+3형+4형을 

조합하여 전체 CFU가 1X105 CFU/ml이 되도록 희석한 후, 복강에 4ml씩 접종을 실시하였다. 

공격접종 후 2주간 1주일에 2회씩 임상증상과 폐사 상황을 관찰하였으며, 실험종료인 7주령에

서 부검을 실시하여 육안 병변 정도와 현미경 상에서의 병변을 관찰하여, 각각의 기준에 의하

여 점수를 부여하였다. 전체적인 실험의 디자인은 상기의 표와 같으며 이와 같은 공격접종실험

을 3번 반복하여 실시하였다.

 조직병리학적 병변을 평가하기 위하여, 부검 후 뇌, 폐, 심장, 간, 비장, 공장, 회장, 맹장, 결
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장을 각각 샘플링하였다. 각 조직은 10% 중성 포르말린에서 24시간 동안 고정하여 세척, 탈수 

과정을 거쳐 파라핀으로 포매하였으며, 3μm 두께로 잘라 H&E 염색을 실시하였다. 조직 슬라

이드의 번호는 그룹명과 관련성이 없도록 명기한 후 현미경하에서 관찰하여, 객관적으로 병변

의 유무를 판정할 수 있도록 하였다. 

 혈액 내 항체의 역가를 측정하기 위하여 1, 3, 5, 6주령에 채혈하였으며, 응집 반응을 통하여 

항체의 역가를 측정하였다. 각각의 연쇄상구균 혈청형을 위와 같은 방법으로 배양한 후, 

10000g, 15분 동안 원심분리 후에 멸균 PBS로 세척 후 540nm의 흡광도에서 분석할 때 0.33

의 O.D 값이 되도록 희석한 후, 방부제인 NaN3를 1:10,000으로 희석하여 섞은 후, 4℃에서 

보관하였다. 혈청은 멸균 PBS에 2배씩 단계 희석을 하여 준비하여 50μl씩 혈청 희석액과 항

원 희석액을 각각 96 well 플레이트에 분주한 후, 37℃에서 48시간 동안 반응시켜 결과를 확

인하였다.

각 그룹간 개체의 응집항체가, 임상증상, 육안병변과 조직병리학적 점수를 통계분석하기 위하

여 Kruskal-Wallis 테스트 후 Mann-Whitney 테스트를 실시하였으며, 폐사율을 분석하기 위

하여 Chi-square 테스트를 실시하였다. 모든 통계분석은 P<0.05일 경우 유의한 것으로 판정

하였다.

연쇄상구균 백신접종 연쇄상구균 공격접종

사. 연쇄상구균증 백신 보존성 시험

 각각 4℃에서 보관한지 6개월, 12개월, 18개월이 지난 시점의 연쇄상구균증 백신을 2kg의 

New Zealand White종 토끼 5마리에게 2주 간격으로 2회 접종하고 2차 접종부터 2주가 경과

된 시점에서 혈청을 채취하여 평판 응집반응(microplate agglutination test)을 실시하였다. 

  2배 희석한 혈청을 멸균 PBS에 2배씩 10번 희석하여 마지막이 1,024배가 되도록 혈청 희

석액을 준비하였다. 각각의 연쇄상구균 혈청형을 brain heart infusion broth에서 배양하여, 

10000g, 15분 동안 원심분리 후에 멸균 PBS로 세척하였다. 그리고 540nm의 흡광도에서 분

석할 때 0.33의 O.D 값이 되도록 희석하고, 방부제인 NaN3를 1:10,000으로 희석하여 섞은 

후, 4℃에서 보관하였다. 혈청은 멸균 PBS에 2배씩 단계 희석을 하여 준비하여 50μl씩 혈청 

희석액과 항원 희석액을 각각 96 well 플레이트에 분주한 후, 37℃에서 48시간 동안 반응시

켜 결과를 확인하였다.

4. 연쇄상 구균(Streptococcus suis) 예방 백신의 야외 적용 시험

가. 1차 연쇄상구균증 백신 접종 후 안전성 시험 
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하여 Chi-square 테스트를 실시하였다. 모든 통계분석은 P<0.05일 경우 유의한 것으로 판정

하였다.

연쇄상구균 백신접종 연쇄상구균 공격접종

  

바. 돼지(자돈)를 이용한 연쇄상구균증 백신의 복수 혈청형 공격 접종 실험

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

1 8 O X X

2 8 O 혈청형 2와 3형 복강내

3 8 X 혈청형 2와 3형 복강내

4 8 O 혈청형 2와 4형 복강내

5 8 X 혈청형 2와 4형 복강내

6 8 O 혈청형 3와 4형 복강내

7 8 X 혈청형 3와 4형 복강내

8 8 O 혈청형 2, 3와 4형 복강내

9 8 X 혈청형 2, 3와 4형 복강내

10 8 X X X

 1주령 돼지 80마리를 연쇄상구균증이 진단되지 않은 농장에서 구입하여, 다음의 표와 같이 8

마리씩 10개의 군으로 나눈 후, 1주령에 그룹 1, 2, 4, 6, 8그룹에 1ml의 연쇄상구균증 백신

을 이근부에 접종한 후, 3주령에 1ml의 백신을 이근부에 2차 접종하였다. 그리고 공격접종 전 

연쇄상구균 혈청형 2, 3, 4형을 brain heart infusion broth에 horse serum 2%, yeast 

extract 2%씩 첨가한 배양액을 사용하여 37℃의 진동배양기에서 배양하여, 배양액을 원심분

리를 통해 제거하고 멸균 PBS에 희석하여 1X105 CFU/ml로 각각 준비하였다. 2차 백신 접종 

2주 후에 공격접종을 실시하였으며, 혈청형 2형+3형,  2형+4형, 3형+4형, 2형+3형+4형을 

조합하여 전체 CFU가 1X105 CFU/ml이 되도록 희석한 후, 복강에 4ml씩 접종을 실시하였다. 

공격접종 후 2주간 1주일에 2회씩 임상증상과 폐사 상황을 관찰하였으며, 실험종료인 7주령에

서 부검을 실시하여 육안 병변 정도와 현미경 상에서의 병변을 관찰하여, 각각의 기준에 의하

여 점수를 부여하였다. 전체적인 실험의 디자인은 상기의 표와 같으며 이와 같은 공격접종실험

을 3번 반복하여 실시하였다.

 조직병리학적 병변을 평가하기 위하여, 부검 후 뇌, 폐, 심장, 간, 비장, 공장, 회장, 맹장, 결
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장을 각각 샘플링하였다. 각 조직은 10% 중성 포르말린에서 24시간 동안 고정하여 세척, 탈수 

과정을 거쳐 파라핀으로 포매하였으며, 3μm 두께로 잘라 H&E 염색을 실시하였다. 조직 슬라

이드의 번호는 그룹명과 관련성이 없도록 명기한 후 현미경하에서 관찰하여, 객관적으로 병변

의 유무를 판정할 수 있도록 하였다. 

 혈액 내 항체의 역가를 측정하기 위하여 1, 3, 5, 6주령에 채혈하였으며, 응집 반응을 통하여 

항체의 역가를 측정하였다. 각각의 연쇄상구균 혈청형을 위와 같은 방법으로 배양한 후, 

10000g, 15분 동안 원심분리 후에 멸균 PBS로 세척 후 540nm의 흡광도에서 분석할 때 0.33

의 O.D 값이 되도록 희석한 후, 방부제인 NaN3를 1:10,000으로 희석하여 섞은 후, 4℃에서 

보관하였다. 혈청은 멸균 PBS에 2배씩 단계 희석을 하여 준비하여 50μl씩 혈청 희석액과 항

원 희석액을 각각 96 well 플레이트에 분주한 후, 37℃에서 48시간 동안 반응시켜 결과를 확

인하였다.

각 그룹간 개체의 응집항체가, 임상증상, 육안병변과 조직병리학적 점수를 통계분석하기 위하

여 Kruskal-Wallis 테스트 후 Mann-Whitney 테스트를 실시하였으며, 폐사율을 분석하기 위

하여 Chi-square 테스트를 실시하였다. 모든 통계분석은 P<0.05일 경우 유의한 것으로 판정

하였다.

연쇄상구균 백신접종 연쇄상구균 공격접종

사. 연쇄상구균증 백신 보존성 시험

 각각 4℃에서 보관한지 6개월, 12개월, 18개월이 지난 시점의 연쇄상구균증 백신을 2kg의 

New Zealand White종 토끼 5마리에게 2주 간격으로 2회 접종하고 2차 접종부터 2주가 경과

된 시점에서 혈청을 채취하여 평판 응집반응(microplate agglutination test)을 실시하였다. 

  2배 희석한 혈청을 멸균 PBS에 2배씩 10번 희석하여 마지막이 1,024배가 되도록 혈청 희

석액을 준비하였다. 각각의 연쇄상구균 혈청형을 brain heart infusion broth에서 배양하여, 

10000g, 15분 동안 원심분리 후에 멸균 PBS로 세척하였다. 그리고 540nm의 흡광도에서 분

석할 때 0.33의 O.D 값이 되도록 희석하고, 방부제인 NaN3를 1:10,000으로 희석하여 섞은 

후, 4℃에서 보관하였다. 혈청은 멸균 PBS에 2배씩 단계 희석을 하여 준비하여 50μl씩 혈청 

희석액과 항원 희석액을 각각 96 well 플레이트에 분주한 후, 37℃에서 48시간 동안 반응시

켜 결과를 확인하였다.

4. 연쇄상 구균(Streptococcus suis) 예방 백신의 야외 적용 시험

가. 1차 연쇄상구균증 백신 접종 후 안전성 시험 
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(1) 1차 백신 접종 후 전제 안전성 시험

 안전성 시험은 7일령에 1차 백신 접종 후 30분, 1시간, 4시간 후에 측정하고, 그 후 매일 동

일한 시간에 안정성 여부를 확인하였다. 

나. 2차 연쇄상구균증 백신 접종 후 안전성 시험

(1) 2차 백신 접종 후 전제 안전성 시험 

 안전성 시험은 7일령에 1차 백신 접종 후 30분, 1시간, 4시간 후에 측정하고, 그 후 매일 동

일한 시간에 안정성 여부를 확인하였다.

임상점수

임상증상

행동 장애 호흡 장애 보행 장애 신경 장애

0 정상 정상 정상 정상

1 반응이 느림 호흡수가 약간 증가 한 개의 다리를 절룩임 -

2 운동을 꺼림 호흡수가 증가 두 개의 다리를 절룩임 -

3
빈사 상태

폐사

빈호흡

폐사

두 개 이상을 절룩임

폐사

경직, 경련, 마비

폐사

 

다. 백신 접종군과 미접종군에서 성장 증체 비교 시험

(1) 3개 농장에서 연쇄상구균에 의한 다발성 장막염 발병 확인

 

 최근 서울대 수의과대학 병리학실에 검체를 의뢰한 농장 중 돼지 연쇄상구균으로 진단된 농

장 3개를 선정하여, 신경증상, 위축, 호흡기 증상, 보행의 이상 등 농장 내 자돈의 임상 증상을 

직접 확인하고 의심되는 자돈들을 부검한 후, 육안병변 상 다발성 장막염 및 임을 확인하였다. 

병변을 swab하여 실험실에서 혈액배지에 바른 후, 37℃의 배양기에 넣고 24시간 동안 호기성 

배양을 하여 연쇄상구균 콜로니(colony)의 형태학적 특징을 갖춘 독립된 콜로니를 확인하고 

콜로니에서 DNA를 추출하여 돼지 연쇄상구균에 특이적인 프라이머를 사용한 중합효소 연쇄반

응을 시행하여 돼지 연쇄상구균을 동정하여 농장에서 연쇄상구균으로 인한 다발성 장막염의 

발병을 확인하였다.

(2) 3개농장에서 각각 20두씩 2개 그룹을 선정하여 백신접종군과 미접종군으로 시험 실시

 

 돼지 연쇄상구균으로 인한 다발성 장막염이 확인된 3개 농장에서 1주령 자돈을 암수 관계없
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이 각각 25마리씩 무작위로 선별하여 총 50마리를 선별한 후, 1주 후 체중과 활력을 고려하여 

1주령의 자돈을 각각 20마리씩 2개군으로 총 40마리를 최종 선별하였다. 선택된 자돈의 임상

증상과 체온을 확인하고 이근부에 돼지 연쇄상구균 백신을 1ml씩 접종한 후, 접종 후 30분, 1

시간, 2시간, 4시간 간격으로 임상증상과 체온을 확인하여 백신의 안전성을 시험하였다. 2주 

후 3주령의 자돈에 추가로 1ml씩 2차 접종을 실시하였으며 같은 시간 간격으로 백신의 안전

성을 시험하였다. 시험은 16주령에 종료하였으며, 1, 5, 12, 16주에 체중 측정과 채혈을 실시

하여 질병예방으로 인한 증체량의 차이와 주령별 응집 항체가의 변화를 확인하였다. 실험이 시

행되는 기간 동안 1주 간격으로 임상증상을 확인하여 기록하였으며, 도중에 폐사한 자돈은 부

검을 시행하였다.

라. 백신 접종군과 미접종군에서 임상 시험 비교 시험

(1) 백신접종군과 미접종군간의 백신 접종 전 피모, 창백, 호흡수, 활력도, 호흡기, 및 소화기 

증상 등의 임상증상을 비교하였다.

(2) 백신 접종군과 미 접종군 간의 백신 접종 후 피모, 창백, 호흡수, 활력도, 호흡기, 및 소화

기 증상 등의 임상증상을 비교하였다.

(3) 백신 접종군과 미 접종군 간의 백신 접종 후 1주 간격으로 시험 종료까지 피모, 창백, 호
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제 3 절 결과와 고찰

1. 연쇄상 구균(Streptococcus suis) 예방백신 제작용 표준균주 제작

가. 국내 분리 연쇄상구균 혈청형 분석

  국내 양돈장에서 의뢰된 돼지중에서 섬유소성 심외막염과 복막염이 관찰되는 이유자돈에서 

총 28개의 연쇄상구균을 분리하였고, 분리한 연쇄상구균을 응집반응으로 혈청형을 분석한 결

과 아래와 같다.
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(1) 1차 백신 접종 후 전제 안전성 시험
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나. 2차 연쇄상구균증 백신 접종 후 안전성 시험

(1) 2차 백신 접종 후 전제 안전성 시험 
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임상점수

임상증상

행동 장애 호흡 장애 보행 장애 신경 장애

0 정상 정상 정상 정상

1 반응이 느림 호흡수가 약간 증가 한 개의 다리를 절룩임 -

2 운동을 꺼림 호흡수가 증가 두 개의 다리를 절룩임 -

3
빈사 상태

폐사

빈호흡

폐사

두 개 이상을 절룩임

폐사

경직, 경련, 마비

폐사

 

다. 백신 접종군과 미접종군에서 성장 증체 비교 시험

(1) 3개 농장에서 연쇄상구균에 의한 다발성 장막염 발병 확인

 

 최근 서울대 수의과대학 병리학실에 검체를 의뢰한 농장 중 돼지 연쇄상구균으로 진단된 농

장 3개를 선정하여, 신경증상, 위축, 호흡기 증상, 보행의 이상 등 농장 내 자돈의 임상 증상을 

직접 확인하고 의심되는 자돈들을 부검한 후, 육안병변 상 다발성 장막염 및 임을 확인하였다. 

병변을 swab하여 실험실에서 혈액배지에 바른 후, 37℃의 배양기에 넣고 24시간 동안 호기성 

배양을 하여 연쇄상구균 콜로니(colony)의 형태학적 특징을 갖춘 독립된 콜로니를 확인하고 

콜로니에서 DNA를 추출하여 돼지 연쇄상구균에 특이적인 프라이머를 사용한 중합효소 연쇄반

응을 시행하여 돼지 연쇄상구균을 동정하여 농장에서 연쇄상구균으로 인한 다발성 장막염의 

발병을 확인하였다.

(2) 3개농장에서 각각 20두씩 2개 그룹을 선정하여 백신접종군과 미접종군으로 시험 실시

 

 돼지 연쇄상구균으로 인한 다발성 장막염이 확인된 3개 농장에서 1주령 자돈을 암수 관계없
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총 28개의 연쇄상구균을 분리하였고, 분리한 연쇄상구균을 응집반응으로 혈청형을 분석한 결
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혈청형  분리 균수

2형 2

3형 7

4형 5

7형 3

8형 2

16형 1

22형 1

33형 2

Non-typable 3

Auto-agglutinant 2

합계 28

  검사결과 국내에서 분리한 연쇄상구균중 혈청형 3형(분리균수 7개)이 가장 흔하게 분리되었

으며, 4형과 7형 순서로 분리되었다.

나. 유전자 특성을 이용한 백신 후보 균주의 면역원성 검사

 

 중합효소연쇄반응을 통하여 본 연구에서 분리한 28개의 균주에 대한 검사 분석 결과 아래와 

같다.
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연쇄상구균 

일련번호
혈청형 epf 유전자 mrp 유전자

1 3 X O

2 2 O O

3 7 X X

4 3 X O

5 3 X O

6 Non-typable X X

7 8 X X

8 7 X X

9 7 X X

10 3 X X

11 22 X X

12 3 X O

13 4 X X

14 Auto-agglutinant X X

15 Non-typable X X

16 16 X X

17 4 X X

18 4 X O

19 8 X X

20 33 X X

21 33 X X

22 4 X X

23 Auto-agglutinant X X

24 3 X X

25 2 X O

26 Non-typable X X

27 3 X X

28 4 X O

  중합효소연쇄반응 검사 결과 혈청형 2형의 연쇄상구균에서만 EF 유전자인 epf (그림 1)를 

보유하고 있었으며, 8개의 균주에서 MRP 유전자인 mfp (그림 2)를 보유하였다.

그림 1. epf PCR. PCR product의 크기는 626 base pair이다. M: 100bp ladder; 1: 3형 균

주; 2: 양성대조
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그림 2. mrp PCR 후 전기영동 사진. PCR product의 크기는 188 base pair이다. M: 100bp 

ladder; 1: 3형 균주; 2: 음성대조

   

다. 실험동물을 이용한 면역원성 검사

 토끼에게 2주 간격으로 2회 접종하고 2차접종후 2주간 경과된 시점에서 혈청을 채취하여 응

집반응을 통하여 항체 형성 추이를 관찰한 결과는 다음과 같았다.

연쇄상구균 

일련번호
혈청형 항체 형성가

1 3 1:4096

3 7 1:1024

4 3 1:512

5 3 1:2048

8 7 1:2048

9 7 1:1024

12 3 1:1024

18 4 1:2048

라. 연쇄상구균 3형의 염기서열 분석

 BLAST 결과, 일본의 1, 1/2, 2형과 덴마크의 25형에서 시퀀스가 동일한 Genbank 자료가 

있었으며, 그 외에 캐나다, 영국, 한국의 혈청형을 알 수 없는 연쇄상구균의 염기서열이 동일

하였다.

33   AGTAGAACGC TGAAGTCTGG TGCTTGCACT AGACGGATGA GTTGCGAACG GGTGAGTAAC

93   GCGTAGGTAA CCTGCCTCAT AGCGGGGGAT AACTATTGGA AACGATAGCT AATACCGCAT

153  AACAGTATTT ACCGCATGGT AGATGCTTGA AAGGAGCAAC TGCTTCACTA TGAGATGGAC

213  CTGCGTTGTA TTAGCTAGTT GGTGAGGTAA CGGCTCACCA AGGCTTCGAT ACATAGCCGA

273  CCTGAGAGGG TGATCGGCCA CACTGGGACT GAGACACGGC CCAGACTCCT ACGGGAGGCA

333  GCAGTAGGGA ATCTTCGGCA ATGGGGGCAA CCCTGACCGA GCAACGCCGC GTGAGTGAAG

393  AAGGTTTTCG GATCGTAAAG CTCTGTTGTA AGAGAAGAAC TGTGAGAAGA GTGGAAAGTT

453  TCTCACTTGA CGGTATCTTA CCAGAAAGGG ACGGCTAACT ACGTGCCAGC AGCCGCGGTA
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513  ATACGTAGGT CCCGAGCGTT GTCCGGATTT ATTGGGCGTA AAGCGAGCGC AGGCGGTTTG

573  ATAAGTCTGA AGTAAAAGGC TGTGGCTTAA CCATAGTACG CTTTGGAAAC TGTCAAACTT

633  GAGTGCAGAA GGGGAGAGTG GAATTCCATG TGTAGCGGTG AAATGCGTAG ATATATGGAG

693  GAACACCGGT GGCGAAAGCG GCTCTCTGGT CTGTAACTGA CGCTGAGGCT CTAAAGCGTG

753  GGGAGCGAAC AGGATTATAT ACCCTGGTAG TCCACGCCGC AAACTATGAG TGCTAGGTGT

813  TGGGTCCTTT CCGGGACTCA GTGCCGCAGC TAACGCATTA AGCACTCCGC CTGGGGAGTA

873  CGACCGCAAG GTTGAAACTC AAAGGAATTG ACGGGGGCCC GCACAAGCGG TGGAGCATGT

933  GGTTTAATTC GAAGCAACGC GAAGAACCTT ACCAGGTCTT GACATCCCGA TGACCGCCCT

993  AGAGATGGGG TTTCTCTTCG GAGCATCGGT GACAGGTGGT GCATGGTTGT CGTCAGCTCG

1053 TGTCGTGAGA TGTTGGGTTA AGTCCCGCAA CGAGCGCAAC CCCTATTGTT AGTTGCCATC

1113 ATTCAGTTGG GCACTCTAGC GAGACTGCCG GTAATAAACC GGAGGAAGGT GGGGATGACG

1173 TCAAATCATC ATGCCCCTTA TGACCTGGGC TACACACGTG CTACAATGGC TGGTACAACG

1233 AGTCGCAAGT CGGTGACGGC AAGCTAATCT CTTAAAGCCA GTCTCAGTTC GGATTGTAGG

1293 CTGCAACTCG CCTACATGAA GTCGGAATCG CTAGTAAT

마. 백신 표준 균주 계대 방법 확립

 연쇄상구균 3형 (일련번호 1)와 4형(일련번호 18)의 경우 면역원성에 중요한 인자인 mrp 유

전자를 30 계대 동안 지속적으로 보유하는 지를 확인 하였다. 또한 제1계대후의 균주로 제작

한 백신과 연속 30 계대후의 균주로 제작한 백신을 토끼에게 접종한 결과 형성되는 항체수준

의 변화의 유무를 확인하였다. 또한 각각의 연속 계대 사이에 중합효소 연쇄반응을 통하여 백

신 후보로 선정한 균주인 연쇄상구균 3형 (일련번호 1)와 4형(일련번호 18)의 경우 면역원성

에 중요한 인자인 mrp 유전자를 30 계대 동안 지속적으로 보유하는 것을 확인하였다. 또한 

제1계대후의 균주로 제작한 백신과 연속 30 계대후의 균주로 제작한 백신을 토끼에게 접종한 

결과 형성되는 항체수준의 변화가 없는 것을 확인하였다. 이러한 결과 본 연구에서 사용하는 

백신주의 계대 방법이 백신 균주의 유전적 또는 면역원성의 변화를 일으키지 않는 매우 안정

적인 균주로 확인되었다.

백신 후보 균주
면역원성 변화 mrp 유전자 보유 

제 1 계대후 제 30 계대후 제 1 계대후 제 30 계대후

3형 (일련번호 1) 1:4096 1:4096 보유 보유

4형 (일련번호 18) 1:2048 1:2048 보유 보유

7형 (일련번호 8) 1:2048 1:2048 미보유 미보유

바. 백신 표준 균주 대량 배양 방법 확립

 표준 돼지 연쇄상구균을 냉동보관에서 꺼내어 가능한 빠르게 녹인 후 바로 백금이로 혈액 배

지에 바른다. 그 후 약 12시간이 경과된 후, 오염 유무를 확인하고 독립된 콜로니를 멸균 면봉

으로 수거하여 다시 혈액 배지 또는 trypticase soy 배지 (TSA) 1개에 바르고, brain heart 

infusion (BHI) 배양액을 200ml 제조하여 멸균시켜 준비한다. 셋째 날, 클린벤치 안에서 1% 

horse serum과 1% yeast extract를 멸균시킨 BHI 배양액 200ml에 첨가하고, 그 중 5ml을 

뽑아 배양된 세균을 멸균 면봉으로 풀어 부유시킨다. 이를 배양액에 넣은 후 12시간 동안 3

7℃의 배양기에서 150rpm의 속도로 교반, 증균시킨다. 그리고 증균된 200ml는 일부 뽑아서 

다시 오염 유무를 확인한 후, 앞서 기술한 내용과 같은 방법으로 사용하여 대량 배양한다.
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그림 2. mrp PCR 후 전기영동 사진. PCR product의 크기는 188 base pair이다. M: 100bp 

ladder; 1: 3형 균주; 2: 음성대조

   

다. 실험동물을 이용한 면역원성 검사

 토끼에게 2주 간격으로 2회 접종하고 2차접종후 2주간 경과된 시점에서 혈청을 채취하여 응

집반응을 통하여 항체 형성 추이를 관찰한 결과는 다음과 같았다.

연쇄상구균 

일련번호
혈청형 항체 형성가

1 3 1:4096

3 7 1:1024

4 3 1:512

5 3 1:2048

8 7 1:2048

9 7 1:1024

12 3 1:1024

18 4 1:2048

라. 연쇄상구균 3형의 염기서열 분석

 BLAST 결과, 일본의 1, 1/2, 2형과 덴마크의 25형에서 시퀀스가 동일한 Genbank 자료가 

있었으며, 그 외에 캐나다, 영국, 한국의 혈청형을 알 수 없는 연쇄상구균의 염기서열이 동일

하였다.

33   AGTAGAACGC TGAAGTCTGG TGCTTGCACT AGACGGATGA GTTGCGAACG GGTGAGTAAC

93   GCGTAGGTAA CCTGCCTCAT AGCGGGGGAT AACTATTGGA AACGATAGCT AATACCGCAT

153  AACAGTATTT ACCGCATGGT AGATGCTTGA AAGGAGCAAC TGCTTCACTA TGAGATGGAC

213  CTGCGTTGTA TTAGCTAGTT GGTGAGGTAA CGGCTCACCA AGGCTTCGAT ACATAGCCGA

273  CCTGAGAGGG TGATCGGCCA CACTGGGACT GAGACACGGC CCAGACTCCT ACGGGAGGCA

333  GCAGTAGGGA ATCTTCGGCA ATGGGGGCAA CCCTGACCGA GCAACGCCGC GTGAGTGAAG

393  AAGGTTTTCG GATCGTAAAG CTCTGTTGTA AGAGAAGAAC TGTGAGAAGA GTGGAAAGTT

453  TCTCACTTGA CGGTATCTTA CCAGAAAGGG ACGGCTAACT ACGTGCCAGC AGCCGCGGTA
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513  ATACGTAGGT CCCGAGCGTT GTCCGGATTT ATTGGGCGTA AAGCGAGCGC AGGCGGTTTG

573  ATAAGTCTGA AGTAAAAGGC TGTGGCTTAA CCATAGTACG CTTTGGAAAC TGTCAAACTT

633  GAGTGCAGAA GGGGAGAGTG GAATTCCATG TGTAGCGGTG AAATGCGTAG ATATATGGAG

693  GAACACCGGT GGCGAAAGCG GCTCTCTGGT CTGTAACTGA CGCTGAGGCT CTAAAGCGTG

753  GGGAGCGAAC AGGATTATAT ACCCTGGTAG TCCACGCCGC AAACTATGAG TGCTAGGTGT

813  TGGGTCCTTT CCGGGACTCA GTGCCGCAGC TAACGCATTA AGCACTCCGC CTGGGGAGTA

873  CGACCGCAAG GTTGAAACTC AAAGGAATTG ACGGGGGCCC GCACAAGCGG TGGAGCATGT

933  GGTTTAATTC GAAGCAACGC GAAGAACCTT ACCAGGTCTT GACATCCCGA TGACCGCCCT

993  AGAGATGGGG TTTCTCTTCG GAGCATCGGT GACAGGTGGT GCATGGTTGT CGTCAGCTCG

1053 TGTCGTGAGA TGTTGGGTTA AGTCCCGCAA CGAGCGCAAC CCCTATTGTT AGTTGCCATC

1113 ATTCAGTTGG GCACTCTAGC GAGACTGCCG GTAATAAACC GGAGGAAGGT GGGGATGACG

1173 TCAAATCATC ATGCCCCTTA TGACCTGGGC TACACACGTG CTACAATGGC TGGTACAACG

1233 AGTCGCAAGT CGGTGACGGC AAGCTAATCT CTTAAAGCCA GTCTCAGTTC GGATTGTAGG

1293 CTGCAACTCG CCTACATGAA GTCGGAATCG CTAGTAAT

마. 백신 표준 균주 계대 방법 확립

 연쇄상구균 3형 (일련번호 1)와 4형(일련번호 18)의 경우 면역원성에 중요한 인자인 mrp 유

전자를 30 계대 동안 지속적으로 보유하는 지를 확인 하였다. 또한 제1계대후의 균주로 제작

한 백신과 연속 30 계대후의 균주로 제작한 백신을 토끼에게 접종한 결과 형성되는 항체수준

의 변화의 유무를 확인하였다. 또한 각각의 연속 계대 사이에 중합효소 연쇄반응을 통하여 백

신 후보로 선정한 균주인 연쇄상구균 3형 (일련번호 1)와 4형(일련번호 18)의 경우 면역원성

에 중요한 인자인 mrp 유전자를 30 계대 동안 지속적으로 보유하는 것을 확인하였다. 또한 

제1계대후의 균주로 제작한 백신과 연속 30 계대후의 균주로 제작한 백신을 토끼에게 접종한 

결과 형성되는 항체수준의 변화가 없는 것을 확인하였다. 이러한 결과 본 연구에서 사용하는 

백신주의 계대 방법이 백신 균주의 유전적 또는 면역원성의 변화를 일으키지 않는 매우 안정

적인 균주로 확인되었다.

백신 후보 균주
면역원성 변화 mrp 유전자 보유 

제 1 계대후 제 30 계대후 제 1 계대후 제 30 계대후

3형 (일련번호 1) 1:4096 1:4096 보유 보유

4형 (일련번호 18) 1:2048 1:2048 보유 보유

7형 (일련번호 8) 1:2048 1:2048 미보유 미보유

바. 백신 표준 균주 대량 배양 방법 확립

 표준 돼지 연쇄상구균을 냉동보관에서 꺼내어 가능한 빠르게 녹인 후 바로 백금이로 혈액 배

지에 바른다. 그 후 약 12시간이 경과된 후, 오염 유무를 확인하고 독립된 콜로니를 멸균 면봉

으로 수거하여 다시 혈액 배지 또는 trypticase soy 배지 (TSA) 1개에 바르고, brain heart 

infusion (BHI) 배양액을 200ml 제조하여 멸균시켜 준비한다. 셋째 날, 클린벤치 안에서 1% 

horse serum과 1% yeast extract를 멸균시킨 BHI 배양액 200ml에 첨가하고, 그 중 5ml을 

뽑아 배양된 세균을 멸균 면봉으로 풀어 부유시킨다. 이를 배양액에 넣은 후 12시간 동안 3

7℃의 배양기에서 150rpm의 속도로 교반, 증균시킨다. 그리고 증균된 200ml는 일부 뽑아서 

다시 오염 유무를 확인한 후, 앞서 기술한 내용과 같은 방법으로 사용하여 대량 배양한다.
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사. 백신 표준 균주 이용한 백신 제조

 앞서 대량 배양한 돼지 연쇄상구균 배양액을 4℃로 냉장시키기 전 단계적으로 10배 희석시켜 

혈액배지에 발라 생성되는 콜로니의 수를 확인하여 1ml 당 105 colony forming unit (CFU) 

이상이 되는지 검사한다. 검사를 통과하면 전체 양의 0.7~0.8%만큼의 포르말린을 첨가하고, 

4℃의 교반 배양기로 이동시켜 불활화 시킨다. 24시간 이상 교반한 후, 일부 불활화 된 배양

액을 뽑아 혈액 배지에 발라서 불활화 되었는지 검사한다. 다음 날 완전히 불활화된 것이 확인

되면, 부형제(adjuvant)로서 알루미늄 겔(aluminium hydroxide gel)을 10% 만큼 첨가하고, 

12시간 동안 교반시킨다.

2. 연쇄상 구균(Streptococcus suis) 예방 백신의 면역원성 및 안전성 연구

가. 연쇄상구균증 백신 함유 혈청형 결정

 2000년부터 2008년까지 서울대학교 수의과 대학에 의뢰된 장막염이 관찰됐던 312두의 파라

핀 포매 조직에서 핵산을 추출해 중합효소연쇄반응법으로 검사한 결과, 특히 포유자돈의 경우 

연쇄상구균과 헤모필러스균의 단일 감염 분포가 각각 25두와 21두로 거의 유사한 분포를 보

였다. 그러므로 본 백신의 최초 1년차 연구개발계획은 연쇄상구균증으로 인한 다발성 장막염

의 예방에 중점을 두어 3형, 4형 및 7형을 포함하는 백신을 개발하는 것이었다. 하지만 현재 

연쇄상구균은 자돈에서 신경증상을 동반하는 세균성 뇌막염을 주 병변으로 하는 질병의 원인

체로 양돈가에 널리 알려져 있고, 때문에 현재 시중의 연쇄상구균증 백신 또한 그러한 증상의 

예방에 초점이 맞춰져있다. 그러므로 본 백신이 뇌막염 예방이 가능한 동시에 국내에서 빈발하

는 혈청형을 이용하여 다발성 장막염도 예방 가능하도록 개발된다면 기존 백신보다 더욱 효용

가치가 높을 것이다. 따라서 2년차 연구개발에서는 가장 병원성이 높고 대부분의 연쇄상구균

증 뇌막염을 일으키는 것으로 알려진 연쇄상구균 2형을 새로 포함하였고, 3, 4형에 비해 영향

이 적은 7형은 배제하였다. 또한 선택된 균주는 최초 1년차 연구와 마찬가지로 높은 면역원성

을 가지는 muramidase-released protein (MRP)을 가진 균이며, 특히 새로 추가된 2형은 뇌

막염의 발병과 밀접하게 연관되며 면역원성도 갖는 인자인 extracellular factor (EF)를 동시

에 가진 균으로 결정하였다.

나. 연쇄상구균 2형과 4형의 염기서열 분석

 백신후보균주로 선정된 연쇄상구균 2형의 경우 연쇄상구균이 보유하고 있는 16s ribosomal 

RNA sequence (10-1325 bp)을 증폭하여 유전자 염기서열을 분석하였다. BLAST 결과, 일

본의 2형과 동일한 Genbank 자료가 있었으며, 그 외에 네덜란드, 캐나다, 중국, 한국의 혈청

형을 알 수 없는 연쇄상구균의 염기서열이 동일하였다. 연쇄상구균 4형의 경우 연쇄상구균이 

보유하고 있는 16s ribosomal RNA sequence (6-1309 bp)을 증폭하여 유전자 염기서열을 

분석하였다. BLAST 결과, 네덜란드의 혈청형을 알 수 없는 연쇄상구균의 염기서열만이 동일

하였다. 
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연쇄상구균 2형

10   GCGGGTGCTA TAATGCAGTA GAACGCTGAA GTCTGGTGCT TGCACTAGAC GGATGAGTTG

70   CGAACGGGTG AGTAACGCGT AGGTAACCTG CCTCATAGCG GGGGATAACT ATTGGAAACG

130  ATAGCTAATA CCGCATAACA GTATTTACCG CATGGTAGAT ATTTGAAAGG AGCAATTGCT

190  TCACTATGAG ATGGACCTGC GTTGTATTAG CTAGTTGGTG AGGTAACGGC TCACCAAGGC

250  TTCGATACAT AGCCGACCTG AGAGGGTGAT CGGCACACTG GGACTGAGAC ACGGCCCAGA

310  CTCTACGGGA GGCAGCAGTA GGGAATCTTC GGCAATGGGG GCAACCCTGA CCGAGCAACG

370  CCGCGTGAGT GAAGAAGGTT TTCGGATCGT AAAGCTCTGT TGTAAGAGAA GAACTGTGAG

430  AAGAGTGGAA AGTTTCTCAC TTGACGGTAT CTTACCAGAA AGGGACGGCT AACTACGTGC

490  CAGCAGCCGC GGTAATACGT AGGTCCCGAG CGTTGTCCGG ATTTATTGGG CGTAAAGCGA

550  GCGCAGGCGG TTTGATAAGT CTGAAGTAAA AGGCTGTGGC TTAACCATAG TACGCTTTGG

610  AAACTGTCAA ACTTGAGTGC AGAAGGGGAG AGTGGAATTC CATGTGTAGC GGTGAAATGC

670  GTAGATATAT GGAGGAACAC CGGTGGCGAA AGCGGCTCTC TGGTCTGTAA CTGACGCTGA

730  GGCTCGAAAG CGTGGGGAGC GAACAGGATT AGATACCCTG GTAGTCCACG CCGTAAACGA

790  TGAGTGCTAG GTGTTGGGTC CTTTCCGGGA CTCAGTGCCG CAGCTAACGC ATTAAGCACT

850  CCGCCTGGGG AGTACGACCG CAAGGTTGAA ACTCAAAGGA ATTGACGGGG GCCCGCACAA

910  GCGGTGGAGC ATGTGGTTTA ATTCGAAGCA ACGCGAAGAA CCTTACCAGG TCTTGACATC

970  CCGATGACCG CCCTAGAGAT AGGGTTTCTC TTCGGAGCAT CGGTGACAGG TGGTGCATGG

1030 TTGTCGTCAG CTCGTGTCGT GAGATGTTGG GTTAAGTCCC GCAACGAGCG CAACCCCTAT

1090 TGTTAGTTGC CATCATTCAG TTGGGCACTC TAGCGAGACT GCCGGTAATA AACCGGAGGA

1150 AGGTGGGGAT GACGTCAAAT CATCATGCCC CTTATGACCT GGGCTACACA CGTGCTACAA

1210 TGGCTGGTAC AACGAGTCGC AAGTCGGTGA CGGCAAGCTA ATCTCTTAAA GCCAGTCTCA

1270 GTTCGGATTG TAGGCTGCAA CTCGCCTACA TGAAGTCGGA ATCGCTAGTA ATCGCG

연쇄상구균 4형

6    GTGCTATAAT GCAGTAGAAC GCTGAAGTCT GGTGCTTGCA CTAGACGGAT GAGTTGCGAA

66   CGGGTGAGTA ACGCGTAGGT AACCTGCCTC ATAGCGGGGG ATAACTATTG GAAACGATAG

126  CTAATACCGC ATAACAGTAT TTACCGCATG GTAGATGCTT GAAAGGAGCA ACTGCTTCAC

186  TATGAGATGG ACCTGCGTTG TATTAGCTAG TTGTGNGTAA CGGCTCCACC AAGGCTTCGA

246  TACATAGCCG ACCTGAGAGG GTGATCGGCA CACTGGGACT GAGACACGGC CCAGACTCTA

306  CGGGAGGCAG CAGTAGGGAA TCTTCGGCAA TGGGGGCAAC CCTGACCGAG CAACGCCGCG

366  TGAGTGAAGA AGGTTTTCGG ATCGTAAAGC TCTGTTGTAA GAGAAGAACT GTGAGAAGAG

426  TGGAAAGTTT CTCACTTGAC GGTATCTTAC CAGAAAGGGA CGGCTAACTA CGTGCCAGCA

486  GCCGCGGTAA TACGTAGGTC CCGAGCGTTG TCCGGATTTA TTGGGCGTAA AGCGAGCGCA

546  GGCGGTTTGA TAAGTCTGAA GTAAAAGGCT GTGGCTTAAC CATAGTACGC TTTGGAAACT

606  GTCAAACTTG AGTGCAGAAG GGGAGAGTGG AATTCCATGT GTAGCGGTGA AATGCGTAGA

666  TATATGGAGG AACACCGGTG GCGAAAGCGG CTCTCTGGTC TGTAACTGAC GCTGAGGCTC

726  GAAAGCGTGG GGAGCGAACA GGATTAGATA CCCTGGTAGT CCACGCCGTA AACGATGAGT

786  GCTAGGTGTT GGGTCCTTTC CGGGACTCAG TGCCGCAGCT AACGCATTAA GCACTCCGCC

826  TGGGGAGTAC GACCGCAAGG TTGAAACTCA AAGGAATTGA CGGGGGCCCG CACAAGCGGT

886  GGAGCATGTG GTTTAATTCG AAGCAACGCG AAGAACCTTA CCAGGTCTTG ACATCCCGAT

946  GACCGCCCTA GAGATGGGGT TTCTCTTCGG AGCATCGGTG ACAGGTGGTG CATGGTTGTC

1006 GTCAGCTCGT GTCGTGAGAT GTTGGGTTAA GTCCCGCAAC GAGCGCAACC CCTATTGTTA

1066 GTTGCCATCA TTCAGTTGGG CACTCTAGCG AGACTGCCGG TAATAAACCG GAGGAAGGTG

1126 GGGATGACGT CAAATCATCA TGCCCCTTAT GACCTGGGCT ACACACGTGC TACAATGGCT

1186 GGTACAACGA GTCGCAAGTC GGTGACGGCA AGCTAATCTC TTAAAGCCAG TCTCAGTTCG

1246 GATTGTAGGC TGCAACTCGC CTACATGAAG TCGGAATCGC TAGTAATCGC GATCAGCACC

1306 CCGC
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사. 백신 표준 균주 이용한 백신 제조

 앞서 대량 배양한 돼지 연쇄상구균 배양액을 4℃로 냉장시키기 전 단계적으로 10배 희석시켜 

혈액배지에 발라 생성되는 콜로니의 수를 확인하여 1ml 당 105 colony forming unit (CFU) 

이상이 되는지 검사한다. 검사를 통과하면 전체 양의 0.7~0.8%만큼의 포르말린을 첨가하고, 

4℃의 교반 배양기로 이동시켜 불활화 시킨다. 24시간 이상 교반한 후, 일부 불활화 된 배양

액을 뽑아 혈액 배지에 발라서 불활화 되었는지 검사한다. 다음 날 완전히 불활화된 것이 확인

되면, 부형제(adjuvant)로서 알루미늄 겔(aluminium hydroxide gel)을 10% 만큼 첨가하고, 

12시간 동안 교반시킨다.

2. 연쇄상 구균(Streptococcus suis) 예방 백신의 면역원성 및 안전성 연구

가. 연쇄상구균증 백신 함유 혈청형 결정

 2000년부터 2008년까지 서울대학교 수의과 대학에 의뢰된 장막염이 관찰됐던 312두의 파라

핀 포매 조직에서 핵산을 추출해 중합효소연쇄반응법으로 검사한 결과, 특히 포유자돈의 경우 

연쇄상구균과 헤모필러스균의 단일 감염 분포가 각각 25두와 21두로 거의 유사한 분포를 보

였다. 그러므로 본 백신의 최초 1년차 연구개발계획은 연쇄상구균증으로 인한 다발성 장막염

의 예방에 중점을 두어 3형, 4형 및 7형을 포함하는 백신을 개발하는 것이었다. 하지만 현재 
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예방에 초점이 맞춰져있다. 그러므로 본 백신이 뇌막염 예방이 가능한 동시에 국내에서 빈발하

는 혈청형을 이용하여 다발성 장막염도 예방 가능하도록 개발된다면 기존 백신보다 더욱 효용

가치가 높을 것이다. 따라서 2년차 연구개발에서는 가장 병원성이 높고 대부분의 연쇄상구균

증 뇌막염을 일으키는 것으로 알려진 연쇄상구균 2형을 새로 포함하였고, 3, 4형에 비해 영향

이 적은 7형은 배제하였다. 또한 선택된 균주는 최초 1년차 연구와 마찬가지로 높은 면역원성

을 가지는 muramidase-released protein (MRP)을 가진 균이며, 특히 새로 추가된 2형은 뇌

막염의 발병과 밀접하게 연관되며 면역원성도 갖는 인자인 extracellular factor (EF)를 동시

에 가진 균으로 결정하였다.

나. 연쇄상구균 2형과 4형의 염기서열 분석

 백신후보균주로 선정된 연쇄상구균 2형의 경우 연쇄상구균이 보유하고 있는 16s ribosomal 

RNA sequence (10-1325 bp)을 증폭하여 유전자 염기서열을 분석하였다. BLAST 결과, 일

본의 2형과 동일한 Genbank 자료가 있었으며, 그 외에 네덜란드, 캐나다, 중국, 한국의 혈청

형을 알 수 없는 연쇄상구균의 염기서열이 동일하였다. 연쇄상구균 4형의 경우 연쇄상구균이 

보유하고 있는 16s ribosomal RNA sequence (6-1309 bp)을 증폭하여 유전자 염기서열을 

분석하였다. BLAST 결과, 네덜란드의 혈청형을 알 수 없는 연쇄상구균의 염기서열만이 동일

하였다. 
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연쇄상구균 2형

10   GCGGGTGCTA TAATGCAGTA GAACGCTGAA GTCTGGTGCT TGCACTAGAC GGATGAGTTG

70   CGAACGGGTG AGTAACGCGT AGGTAACCTG CCTCATAGCG GGGGATAACT ATTGGAAACG

130  ATAGCTAATA CCGCATAACA GTATTTACCG CATGGTAGAT ATTTGAAAGG AGCAATTGCT

190  TCACTATGAG ATGGACCTGC GTTGTATTAG CTAGTTGGTG AGGTAACGGC TCACCAAGGC

250  TTCGATACAT AGCCGACCTG AGAGGGTGAT CGGCACACTG GGACTGAGAC ACGGCCCAGA

310  CTCTACGGGA GGCAGCAGTA GGGAATCTTC GGCAATGGGG GCAACCCTGA CCGAGCAACG

370  CCGCGTGAGT GAAGAAGGTT TTCGGATCGT AAAGCTCTGT TGTAAGAGAA GAACTGTGAG

430  AAGAGTGGAA AGTTTCTCAC TTGACGGTAT CTTACCAGAA AGGGACGGCT AACTACGTGC

490  CAGCAGCCGC GGTAATACGT AGGTCCCGAG CGTTGTCCGG ATTTATTGGG CGTAAAGCGA

550  GCGCAGGCGG TTTGATAAGT CTGAAGTAAA AGGCTGTGGC TTAACCATAG TACGCTTTGG

610  AAACTGTCAA ACTTGAGTGC AGAAGGGGAG AGTGGAATTC CATGTGTAGC GGTGAAATGC

670  GTAGATATAT GGAGGAACAC CGGTGGCGAA AGCGGCTCTC TGGTCTGTAA CTGACGCTGA

730  GGCTCGAAAG CGTGGGGAGC GAACAGGATT AGATACCCTG GTAGTCCACG CCGTAAACGA

790  TGAGTGCTAG GTGTTGGGTC CTTTCCGGGA CTCAGTGCCG CAGCTAACGC ATTAAGCACT

850  CCGCCTGGGG AGTACGACCG CAAGGTTGAA ACTCAAAGGA ATTGACGGGG GCCCGCACAA

910  GCGGTGGAGC ATGTGGTTTA ATTCGAAGCA ACGCGAAGAA CCTTACCAGG TCTTGACATC

970  CCGATGACCG CCCTAGAGAT AGGGTTTCTC TTCGGAGCAT CGGTGACAGG TGGTGCATGG

1030 TTGTCGTCAG CTCGTGTCGT GAGATGTTGG GTTAAGTCCC GCAACGAGCG CAACCCCTAT

1090 TGTTAGTTGC CATCATTCAG TTGGGCACTC TAGCGAGACT GCCGGTAATA AACCGGAGGA

1150 AGGTGGGGAT GACGTCAAAT CATCATGCCC CTTATGACCT GGGCTACACA CGTGCTACAA

1210 TGGCTGGTAC AACGAGTCGC AAGTCGGTGA CGGCAAGCTA ATCTCTTAAA GCCAGTCTCA

1270 GTTCGGATTG TAGGCTGCAA CTCGCCTACA TGAAGTCGGA ATCGCTAGTA ATCGCG

연쇄상구균 4형

6    GTGCTATAAT GCAGTAGAAC GCTGAAGTCT GGTGCTTGCA CTAGACGGAT GAGTTGCGAA

66   CGGGTGAGTA ACGCGTAGGT AACCTGCCTC ATAGCGGGGG ATAACTATTG GAAACGATAG

126  CTAATACCGC ATAACAGTAT TTACCGCATG GTAGATGCTT GAAAGGAGCA ACTGCTTCAC

186  TATGAGATGG ACCTGCGTTG TATTAGCTAG TTGTGNGTAA CGGCTCCACC AAGGCTTCGA

246  TACATAGCCG ACCTGAGAGG GTGATCGGCA CACTGGGACT GAGACACGGC CCAGACTCTA

306  CGGGAGGCAG CAGTAGGGAA TCTTCGGCAA TGGGGGCAAC CCTGACCGAG CAACGCCGCG

366  TGAGTGAAGA AGGTTTTCGG ATCGTAAAGC TCTGTTGTAA GAGAAGAACT GTGAGAAGAG

426  TGGAAAGTTT CTCACTTGAC GGTATCTTAC CAGAAAGGGA CGGCTAACTA CGTGCCAGCA

486  GCCGCGGTAA TACGTAGGTC CCGAGCGTTG TCCGGATTTA TTGGGCGTAA AGCGAGCGCA

546  GGCGGTTTGA TAAGTCTGAA GTAAAAGGCT GTGGCTTAAC CATAGTACGC TTTGGAAACT

606  GTCAAACTTG AGTGCAGAAG GGGAGAGTGG AATTCCATGT GTAGCGGTGA AATGCGTAGA

666  TATATGGAGG AACACCGGTG GCGAAAGCGG CTCTCTGGTC TGTAACTGAC GCTGAGGCTC

726  GAAAGCGTGG GGAGCGAACA GGATTAGATA CCCTGGTAGT CCACGCCGTA AACGATGAGT

786  GCTAGGTGTT GGGTCCTTTC CGGGACTCAG TGCCGCAGCT AACGCATTAA GCACTCCGCC

826  TGGGGAGTAC GACCGCAAGG TTGAAACTCA AAGGAATTGA CGGGGGCCCG CACAAGCGGT

886  GGAGCATGTG GTTTAATTCG AAGCAACGCG AAGAACCTTA CCAGGTCTTG ACATCCCGAT

946  GACCGCCCTA GAGATGGGGT TTCTCTTCGG AGCATCGGTG ACAGGTGGTG CATGGTTGTC

1006 GTCAGCTCGT GTCGTGAGAT GTTGGGTTAA GTCCCGCAAC GAGCGCAACC CCTATTGTTA

1066 GTTGCCATCA TTCAGTTGGG CACTCTAGCG AGACTGCCGG TAATAAACCG GAGGAAGGTG

1126 GGGATGACGT CAAATCATCA TGCCCCTTAT GACCTGGGCT ACACACGTGC TACAATGGCT

1186 GGTACAACGA GTCGCAAGTC GGTGACGGCA AGCTAATCTC TTAAAGCCAG TCTCAGTTCG

1246 GATTGTAGGC TGCAACTCGC CTACATGAAG TCGGAATCGC TAGTAATCGC GATCAGCACC

1306 CCGC
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다. 부형제 선정과 조합을 통한 백신 개발

 부형제의 적정함량을 검증하기 위하여 1×1010 CFU/ml 의 균 배양액을 불활화하여 알루미늄 

겔을 1%, 5%, 10%, 15%, 20% 씩 포함시킨 후, 4℃, 150 rpm의 진탕 배양기에서 24 시간동

안 혼합시켜 백신을 제조하였다. 그리고 제조한 5개의 백신을 토끼에게 접종하여 부형제 함량

에 따른 부작용을 관찰하였으며, 2주 간격으로 2회 접종하고 2차 접종 후 2주간 경과된 시점

에서 혈청을 채취하여 응집반응을 통하여 항체 형성 추이를 관찰한 결과는 아래와 같다. 결론

적으로 부형제 함량별 토끼의 부작용 관찰 결과, 특별한 부작용은 관찰되지 않았다.

연쇄상구균증 백신 

부형제 함량
형성 항체가

1% 1:256

5% 1:1024

10% 1:2048

15% 1:2048

20% 1:2048

라. 불활화 확인

포르말린 함량 불활화 시간 (hr) CFU/μl

0.3% 6 6.4×104

0.5% 6 2.3×104

0.7% 6 3.1×103

1% 6 2.0×102

0.3% 12 1.7×104

0.5% 12 7.7×103

0.7% 12 1.8×102

1% 12 3.2×101

0.3% 18 2.4×103

0.5% 18 6.4×101

0.7% 18 8.0×100

1% 18 0

0.3% 24 9.8×101

0.5% 24 2.1×101

0.7% 24 0

1% 24 0

마. 실험동물을 이용한 연쇄상구균증 백신 안전성 실험

(1) 마우스를 이용한 연쇄상구균증 백신 안전성 실험
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접종부위 접종량(ml) 개체번호 임상증상 병변

복강

0.25

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

0.5

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

1

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

피하

0.25

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

0.5

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

1

1 무증상 무병변

2 무증상 접종부위 탈모

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 접종부위 탈모

  

실험군 복강 접종 피하 접종 피하접종군(1ml 군)

  마우스 HE 염색 슬라이드
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접종부위 접종량(ml) 개체번호 임상증상 병변

복강

0.25

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

0.5

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

1

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

피하

0.25

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

0.5

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

1

1 무증상 무병변

2 무증상 접종부위 탈모

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 접종부위 탈모

  

실험군 복강 접종 피하 접종 피하접종군(1ml 군)

  마우스 HE 염색 슬라이드
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복강 0.25ml

간 신장 장

복강 0.5ml

간 신장 장

복강 1ml

간 신장 장

피부

피하 0.25ml 피하 0.5ml 피하 1ml

  

(2) 기니피그를 이용한 연쇄상구균증 백신 안전성 실험
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접종부위 접종량(ml) 개체번호 임상증상 병변

근육

0.5

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

1

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

2

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

피하

0.5

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

1

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

2

1 무증상 접종부위 탈모

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 접종부위 탈모

피내 0.1
1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

근육접종군 피하접종군 피내접종군
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복강 0.25ml

간 신장 장

복강 0.5ml

간 신장 장

복강 1ml

간 신장 장

피부

피하 0.25ml 피하 0.5ml 피하 1ml

  

(2) 기니피그를 이용한 연쇄상구균증 백신 안전성 실험
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접종부위 접종량(ml) 개체번호 임상증상 병변

근육

0.5

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

1

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

2

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

피하

0.5

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

1

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

2

1 무증상 접종부위 탈모

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 접종부위 탈모

피내 0.1
1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

근육접종군 피하접종군 피내접종군
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근육

근육 0.5ml 근육 1ml 근육 2ml

피부

피하 0.5ml 피하 1ml 피하 2ml 피내 0.1ml

바. 돼지를 이용한 연쇄상구균증 백신 안전성 실험

(1) 자돈을 이용한 연쇄상구균증 백신 안전성 실험

 

접종부위 접종량(ml) 개체번호 과민반응 병변

근육 2

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

근육 조직 HE 염색

사. 실험동물을 이용한 연쇄상구균 백신의 항체가 연구

(1) 토끼를 이용한 연쇄상구균증 백신 항체가 연구
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실험

동물

2형 3형 4형

0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi

1 0 64 512 0 32 128 0 64 256

2 0 64 256 0 64 256 0 64 256

3 0 64 256 0 64 256 0 32 128

4 0 32 256 0 64 256 0 64 256

5 0 32 256 0 64 512 0 64 512

6 0 64 512 0 64 256 0 64 256

아. 돼지를 이용한 연쇄상구균 백신의 항체가 연구

(1) 자돈을 이용한 연쇄상구균증 백신 항체가 연구

 

실험

동물

2형 3형 4형

0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi

1 0 32 256 0 64 256 0 32 256

2 0 32 256 0 64 256 0 64 256

3 0 64 256 0 32 128 0 64 256

4 0 32 128 0 32 128 0 32 128

5 0 32 256 0 64 256 0 64 256

자. 연쇄상구균에 의한 다발성 장막염 진단법 개발 및 역학 조사

(1) 중합효소 연쇄반응을 이용한 다발성 장막염 감별 진단법 개발
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근육

근육 0.5ml 근육 1ml 근육 2ml

피부

피하 0.5ml 피하 1ml 피하 2ml 피내 0.1ml

바. 돼지를 이용한 연쇄상구균증 백신 안전성 실험

(1) 자돈을 이용한 연쇄상구균증 백신 안전성 실험

 

접종부위 접종량(ml) 개체번호 과민반응 병변

근육 2

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

근육 조직 HE 염색

사. 실험동물을 이용한 연쇄상구균 백신의 항체가 연구

(1) 토끼를 이용한 연쇄상구균증 백신 항체가 연구
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실험

동물

2형 3형 4형

0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi

1 0 64 512 0 32 128 0 64 256

2 0 64 256 0 64 256 0 64 256

3 0 64 256 0 64 256 0 32 128

4 0 32 256 0 64 256 0 64 256

5 0 32 256 0 64 512 0 64 512

6 0 64 512 0 64 256 0 64 256

아. 돼지를 이용한 연쇄상구균 백신의 항체가 연구

(1) 자돈을 이용한 연쇄상구균증 백신 항체가 연구

 

실험

동물

2형 3형 4형

0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi

1 0 32 256 0 64 256 0 32 256

2 0 32 256 0 64 256 0 64 256

3 0 64 256 0 32 128 0 64 256

4 0 32 128 0 32 128 0 32 128

5 0 32 256 0 64 256 0 64 256

자. 연쇄상구균에 의한 다발성 장막염 진단법 개발 및 역학 조사

(1) 중합효소 연쇄반응을 이용한 다발성 장막염 감별 진단법 개발
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※그림 설명 : M; 래더, 1; 음성대조군, 2; 헤모필러스균 단독 감염, 3; 연쇄상구균 단독 감염, 

4; 마이코플라즈마균 단독 감염, 5; 연쇄상구균과 헤모필러스균 복합 감염, 6; 

헤모필러스균과 마이코플라즈마 복합 감염, 7; 연쇄상구균과 마이코플라즈마 복

합감염, 8; 연쇄상구균, 헤모필러스균, 마이코플라즈마균 복합 감염

(2) 조직내 교잡법을 이용한 다발성 장막염 감별 진단법 개발

 중합효소 연쇄반응을 이용해서 포르말린에 고정하고 파라핀에 포매된 조직에서도 연쇄상구균

(Streptococcus suis), 헤모필러스균(Haemophilus parasuis), 마이코플라즈마균(Mycoplasma 

hyorhinis) 세균의 유전자를 검출할 수가 있지만 가끔 이러한 세균이 병변을 유발하지 않음에

도 불구하고 중합효소 연쇄반응에서는 유전자가 검출되는 경우가 있으므로 다발성 장막염이 

유발된 병변에서 조직내 교잡법(in situ hybridization)을 이용하여 직접 다발성 장막염이 유발

된 병변에서부터 이들 연쇄상구균(Streptococcus suis), 헤모필러스균(Haemophilus 

parasuis), 마이코플라즈마균(Mycoplasma hyorhinis)를 진단하면 가장 유효한 진단법이 된다. 

따라서 본 연구를 통하여 조직내 교잡법을 통하여 이들 세균의 유전자를 검출하고자 하였다.

(3) 연쇄상구균에 의한 다발성 장막염 역학 조사

 검사한 312두중에서 224두에서는 최소한 한 개의 세균이 검출되었고, 88두에서는 최소 2개 

이상의 세균이 검출되었다. 단일 감염에 의한 다발성 장막염이 있는 돼지 224두에서 연령별

(포유자돈, 이유자돈, 육성돈)에서 연쇄상구균(Streptococcus suis), 헤모필러스균

(Haemophilus parasuis), 마이코플라즈마균(Mycoplasma hyorhinis)의 분포도를 보면 아래의 

표와 같다. 포유자돈의 경우 연쇄상구균과 헤모필러스균의 분포가 가장 흔하며, 이유자돈과 육

성돈에서는 헤모필러스균의 감염이 가장 높다.

표. 단일 감염 돼지의 연령별 연쇄상구균(Streptococcus suis), 헤모필러스균(Haemophilus 

parasuis), 마이코플라즈마균(Mycoplasma hyorhinis)의 분포도

세균 종류

돼지  양성 돼지 숫자 H. parasuis S. suis M. hyorhinis

포유자돈 46 25 21 0

이유자돈 122 88 34 0

육성돈 56 48 6 2

합계 224 161 61 2

 복합 감염에 의한 다발성 장막염이 있는 돼지 88두에서 연령별(포유자돈, 이유자돈, 육성돈)

에서 연쇄상구균(Streptococcus suis), 헤모필러스균(Haemophilus parasuis), 마이코플라즈마

균(Mycoplasma hyorhinis)의 분포도를 보면 아래의 표와 같다. 포유자돈, 이유자돈 육성돈 모

두의 경우 연쇄상구균과 헤모필러스균의 복합감염의 분포가 가장 높다.
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표. 복합 감염 돼지의 연령별 연쇄상구균(Streptococcus suis), 헤모필러스균(Haemophilus 

parasuis), 마이코플라즈마균(Mycoplasma hyorhinis)의 분포도

세균 종류

돼지
양성 돼지 

숫자

H. parasuis+

S. suis
H. parasuis+

M. hyorhinis
S. suis+

M. hyorhinis

H. parasuis+

S. suis+

M. hyorhinis

포유자돈 12 10 1 1 0

이유자돈 47 26 14 7 0

육성돈 29 14 10 2 3

합계 88 50 25 10 3

 농장에서 다발성 장막염에서 지속적인 연쇄상구균 분리

 본 연구의 1년차인 2009년에는 66건의 다발성 장막염이 관찰되는 부검장기 및 사체가 의뢰

되었으며 그 중 28건에서 연쇄상구균이 분리 및 동정되었고, 22건에서 헤모필러스균이 분리 

및 동정되었다. 주령별로 연쇄상구균은 포유자돈에서 6건, 이유자돈에서 11건, 육성돈 이상에

서 11건이 분리되었고, 헤모필러스균은 이유자돈에서 15건, 육성돈 이상에서 7건이 분리되었

다. 2년차인 2010년은 9월까지 의뢰된 다발성 장막염 건이 총 30건이며, 이 중 15건에서 연

쇄상구균이 분리 및 동정되었고, 8건에서 헤모필러스균이 분리 및 동정되었다. 연령별로 연쇄

상구균은 포유자돈에서 2건, 이유자돈에서 9건, 육성돈 이상에서 4건이 분리되었고, 헤모필러

스균은 이유자돈에서 5건, 육성돈 이상에서 3건이 분리되었다. 전 해의 중합효소 연쇄반응 결

과와 비교하였을 때 상대적으로 헤모필러스균의 분리횟수가 낮은 이유는 연쇄상구균에 비해 

균분리 자체가 비교적 까다롭다는 사실에 기인할 것으로 추측된다. 하지만 여전히 높은 연쇄상

구균 분리횟수 비율은 국내 양돈농장에서 지속적으로 연쇄상구균증이 문제를 일으키고 있으며, 

상당한 경제적 피해를 입히고 있음을 시사한다.

3. 연쇄상 구균(Streptococcus suis) 예방 백신의 공격접종 시험 및 보존성 시험

가. 연쇄상구균증 백신의 특성 시험 및 무균시험

(1) 특성시험

Lot No. 결   과

Lot 1 적   합

Lot 2 적   합

Lot 3 적   합

 3개 Lot 모두 옅은 황색의 혼탁한 부유액이며, 정치하면 내용물의 침전이 생기나 흔들면 쉽

게 균등액이 되며 소분된 내용물의 성상이 균일하고 이물이 존재하지 않는다.
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※그림 설명 : M; 래더, 1; 음성대조군, 2; 헤모필러스균 단독 감염, 3; 연쇄상구균 단독 감염, 

4; 마이코플라즈마균 단독 감염, 5; 연쇄상구균과 헤모필러스균 복합 감염, 6; 

헤모필러스균과 마이코플라즈마 복합 감염, 7; 연쇄상구균과 마이코플라즈마 복

합감염, 8; 연쇄상구균, 헤모필러스균, 마이코플라즈마균 복합 감염

(2) 조직내 교잡법을 이용한 다발성 장막염 감별 진단법 개발

 중합효소 연쇄반응을 이용해서 포르말린에 고정하고 파라핀에 포매된 조직에서도 연쇄상구균

(Streptococcus suis), 헤모필러스균(Haemophilus parasuis), 마이코플라즈마균(Mycoplasma 

hyorhinis) 세균의 유전자를 검출할 수가 있지만 가끔 이러한 세균이 병변을 유발하지 않음에

도 불구하고 중합효소 연쇄반응에서는 유전자가 검출되는 경우가 있으므로 다발성 장막염이 

유발된 병변에서 조직내 교잡법(in situ hybridization)을 이용하여 직접 다발성 장막염이 유발

된 병변에서부터 이들 연쇄상구균(Streptococcus suis), 헤모필러스균(Haemophilus 

parasuis), 마이코플라즈마균(Mycoplasma hyorhinis)를 진단하면 가장 유효한 진단법이 된다. 

따라서 본 연구를 통하여 조직내 교잡법을 통하여 이들 세균의 유전자를 검출하고자 하였다.

(3) 연쇄상구균에 의한 다발성 장막염 역학 조사

 검사한 312두중에서 224두에서는 최소한 한 개의 세균이 검출되었고, 88두에서는 최소 2개 

이상의 세균이 검출되었다. 단일 감염에 의한 다발성 장막염이 있는 돼지 224두에서 연령별

(포유자돈, 이유자돈, 육성돈)에서 연쇄상구균(Streptococcus suis), 헤모필러스균

(Haemophilus parasuis), 마이코플라즈마균(Mycoplasma hyorhinis)의 분포도를 보면 아래의 

표와 같다. 포유자돈의 경우 연쇄상구균과 헤모필러스균의 분포가 가장 흔하며, 이유자돈과 육

성돈에서는 헤모필러스균의 감염이 가장 높다.

표. 단일 감염 돼지의 연령별 연쇄상구균(Streptococcus suis), 헤모필러스균(Haemophilus 

parasuis), 마이코플라즈마균(Mycoplasma hyorhinis)의 분포도

세균 종류

돼지  양성 돼지 숫자 H. parasuis S. suis M. hyorhinis

포유자돈 46 25 21 0

이유자돈 122 88 34 0

육성돈 56 48 6 2

합계 224 161 61 2

 복합 감염에 의한 다발성 장막염이 있는 돼지 88두에서 연령별(포유자돈, 이유자돈, 육성돈)

에서 연쇄상구균(Streptococcus suis), 헤모필러스균(Haemophilus parasuis), 마이코플라즈마

균(Mycoplasma hyorhinis)의 분포도를 보면 아래의 표와 같다. 포유자돈, 이유자돈 육성돈 모

두의 경우 연쇄상구균과 헤모필러스균의 복합감염의 분포가 가장 높다.
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표. 복합 감염 돼지의 연령별 연쇄상구균(Streptococcus suis), 헤모필러스균(Haemophilus 

parasuis), 마이코플라즈마균(Mycoplasma hyorhinis)의 분포도

세균 종류

돼지
양성 돼지 

숫자

H. parasuis+

S. suis
H. parasuis+

M. hyorhinis
S. suis+

M. hyorhinis

H. parasuis+

S. suis+

M. hyorhinis

포유자돈 12 10 1 1 0

이유자돈 47 26 14 7 0

육성돈 29 14 10 2 3

합계 88 50 25 10 3

 농장에서 다발성 장막염에서 지속적인 연쇄상구균 분리

 본 연구의 1년차인 2009년에는 66건의 다발성 장막염이 관찰되는 부검장기 및 사체가 의뢰

되었으며 그 중 28건에서 연쇄상구균이 분리 및 동정되었고, 22건에서 헤모필러스균이 분리 

및 동정되었다. 주령별로 연쇄상구균은 포유자돈에서 6건, 이유자돈에서 11건, 육성돈 이상에

서 11건이 분리되었고, 헤모필러스균은 이유자돈에서 15건, 육성돈 이상에서 7건이 분리되었

다. 2년차인 2010년은 9월까지 의뢰된 다발성 장막염 건이 총 30건이며, 이 중 15건에서 연

쇄상구균이 분리 및 동정되었고, 8건에서 헤모필러스균이 분리 및 동정되었다. 연령별로 연쇄

상구균은 포유자돈에서 2건, 이유자돈에서 9건, 육성돈 이상에서 4건이 분리되었고, 헤모필러

스균은 이유자돈에서 5건, 육성돈 이상에서 3건이 분리되었다. 전 해의 중합효소 연쇄반응 결

과와 비교하였을 때 상대적으로 헤모필러스균의 분리횟수가 낮은 이유는 연쇄상구균에 비해 

균분리 자체가 비교적 까다롭다는 사실에 기인할 것으로 추측된다. 하지만 여전히 높은 연쇄상

구균 분리횟수 비율은 국내 양돈농장에서 지속적으로 연쇄상구균증이 문제를 일으키고 있으며, 

상당한 경제적 피해를 입히고 있음을 시사한다.

3. 연쇄상 구균(Streptococcus suis) 예방 백신의 공격접종 시험 및 보존성 시험

가. 연쇄상구균증 백신의 특성 시험 및 무균시험

(1) 특성시험

Lot No. 결   과

Lot 1 적   합

Lot 2 적   합

Lot 3 적   합

 3개 Lot 모두 옅은 황색의 혼탁한 부유액이며, 정치하면 내용물의 침전이 생기나 흔들면 쉽

게 균등액이 되며 소분된 내용물의 성상이 균일하고 이물이 존재하지 않는다.
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(2) 무균시험

Lot No.

일반 세균
마이코플라즈마

(PCR 결과)시험배지
결 과 (7일간)

22℃ 37℃

Lot 1

NA - -

음  성NB - -

Thio - -

Lot 2

NA - -

음  성NB - -

Thio - -

Lot 3

NA - -

음  성NB - -

Thio - -

※ - : 세균의 발육이 인정되지 않음

동물용 의약품 생물학제제 일반검정기준에 따른 시험백신의 무균시험 결과 3 Lot 모두 NA, 

NB, Thio에서 7일간 배양하였을 때 어떠한 세균 및 곰팡이의 발육도 나타나지 않았으며, 마

이코플라즈마는 PCR 음성으로 확인되었다.

나. 연쇄상구균증 백신의 공격 접종 실험 방어 판정 근거

(1) 임상 증상 및 육안병변
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병변 점수

병변

장막 강

0 정상 정상

1

소수의 섬유소 가닥 관찰 중등도의 삼출액 증가

2

섬유소로 인해 유착됨 심한 삼출액의 증가와 색의 변화

3

섬유소로 막이 형성되며, 화농성 염증 

관찰

  

다. 실험동물을 이용한 연쇄상구균증 백신의 단일 혈청형 공격 접종 실험

(1) 단일 혈청형 공격 접종 실험 임상 증상 점수 평균
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(2) 무균시험

Lot No.

일반 세균
마이코플라즈마

(PCR 결과)시험배지
결 과 (7일간)

22℃ 37℃

Lot 1

NA - -

음  성NB - -

Thio - -

Lot 2

NA - -

음  성NB - -

Thio - -

Lot 3

NA - -

음  성NB - -

Thio - -

※ - : 세균의 발육이 인정되지 않음

동물용 의약품 생물학제제 일반검정기준에 따른 시험백신의 무균시험 결과 3 Lot 모두 NA, 

NB, Thio에서 7일간 배양하였을 때 어떠한 세균 및 곰팡이의 발육도 나타나지 않았으며, 마

이코플라즈마는 PCR 음성으로 확인되었다.

나. 연쇄상구균증 백신의 공격 접종 실험 방어 판정 근거

(1) 임상 증상 및 육안병변
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병변 점수

병변

장막 강

0 정상 정상

1

소수의 섬유소 가닥 관찰 중등도의 삼출액 증가

2

섬유소로 인해 유착됨 심한 삼출액의 증가와 색의 변화

3

섬유소로 막이 형성되며, 화농성 염증 

관찰

  

다. 실험동물을 이용한 연쇄상구균증 백신의 단일 혈청형 공격 접종 실험

(1) 단일 혈청형 공격 접종 실험 임상 증상 점수 평균
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그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 5 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 5 O 혈청형 2형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

3 5 X 혈청형 2형 복강내 0.4±0.55 0.6±0.55 0.6±0.55

4 5 O 혈청형 3형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

5 5 X 혈청형 3형 복강내 2.2±1.64 1.2±0.45 1.2±0.45

6 5 O 혈청형 4형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

7 5 X 혈청형 4형 복강내 0.6±0.55 0.8±0.45 0.4±0.55

8 5 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

 가장 차이가 컸던 접종 후 7일의 그룹별 임상증상 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 4와 

5(P=0.008), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 3, 5, 7)(P=0.001)에서만 유의하게 

차이가 있었으며, 그룹 2와 3(P=0.310), 그룹 6과 7(P=0.151)은 차이가 없었다. 제 2시험의 

경우, 그룹 4와 5(P=0.008), 그룹 6과 7(P=0.032), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그

룹 3, 5, 7)(P<0.001)에서만 유의하게 차이가 있었으며, 그룹 2와 3(P=0.151)은 차이가 없었

다. 제 3시험의 경우 또한, 그룹 4와 5(P=0.008), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 

3, 5, 7)(P=0.001)에서만 유의하게 차이가 있었으며, 그룹 2와 3(P=0.151), 그룹 6과 

7(P=0.310)은 차이가 없었다. 기존의 발표된 논문(Vecht U., et al. 1997. Virulence of 

Streptococcus suis type 2 for mice and pigs appeared host-specific. Veterinary 

Microbiology 58:53-60)에 따르면, 가장 높은 병원성(EF+MRP+)을 가진 2형도 균주에 따라

서 마우스에 대해 전혀 병원성이 없을 수 있거나 약독성인 경우가 있으므로, 이러한 결과의 원

인으로는 공격접종에 사용된 표준 균주가 그에 해당되는 가능성이 있다.

(2) 단일 혈청형 공격 접종 실험 폐사 두수 결과
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그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 5 O X X 0/5 0/5 0/5

2 5 O 혈청형 2형 복강내 0/5 0/5 0/5

3 5 X 혈청형 2형 복강내 0/5 0/5 0/5

4 5 O 혈청형 3형 복강내 0/5 0/5 0/5

5 5 X 혈청형 3형 복강내 1/5 0/5 0/5

6 5 O 혈청형 4형 복강내 0/5 0/5 0/5

7 5 X 혈청형 4형 복강내 0/5 0/5 0/5

8 5 X X X 0/5 0/5 0/5

 그룹별 폐사율 분석 결과, 백신군과 비백신군 사이는 통계적인 차이가 없다. 이러한 결과의 

원인으로는, 임상증상 결과와 마찬가지로 표준 균주가 마우스에 감수성이 없는 균주일 가능성

이 있다.

(3) 단일 혈청형 공격 접종 실험 병리조직학적 병변 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 5 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 5 O 혈청형 2형 정맥내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

3 5 X 혈청형 2형 정맥내 0.2±0.45 0.4±0.55 0.2±0.45

4 5 O 혈청형 2형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

5 5 X 혈청형 2형 복강내 0.6±0.89 0.4±0.55 0.6±0.55

6 5 O 혈청형 3형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

7 5 X 혈청형 3형 복강내 0.2±0.45 0.2±0.45 0.2±0.45

8 5 O 혈청형 4형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00



- 58 -

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 5 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 5 O 혈청형 2형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

3 5 X 혈청형 2형 복강내 0.4±0.55 0.6±0.55 0.6±0.55

4 5 O 혈청형 3형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

5 5 X 혈청형 3형 복강내 2.2±1.64 1.2±0.45 1.2±0.45

6 5 O 혈청형 4형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

7 5 X 혈청형 4형 복강내 0.6±0.55 0.8±0.45 0.4±0.55

8 5 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

 가장 차이가 컸던 접종 후 7일의 그룹별 임상증상 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 4와 

5(P=0.008), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 3, 5, 7)(P=0.001)에서만 유의하게 

차이가 있었으며, 그룹 2와 3(P=0.310), 그룹 6과 7(P=0.151)은 차이가 없었다. 제 2시험의 

경우, 그룹 4와 5(P=0.008), 그룹 6과 7(P=0.032), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그

룹 3, 5, 7)(P<0.001)에서만 유의하게 차이가 있었으며, 그룹 2와 3(P=0.151)은 차이가 없었

다. 제 3시험의 경우 또한, 그룹 4와 5(P=0.008), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 

3, 5, 7)(P=0.001)에서만 유의하게 차이가 있었으며, 그룹 2와 3(P=0.151), 그룹 6과 

7(P=0.310)은 차이가 없었다. 기존의 발표된 논문(Vecht U., et al. 1997. Virulence of 

Streptococcus suis type 2 for mice and pigs appeared host-specific. Veterinary 

Microbiology 58:53-60)에 따르면, 가장 높은 병원성(EF+MRP+)을 가진 2형도 균주에 따라

서 마우스에 대해 전혀 병원성이 없을 수 있거나 약독성인 경우가 있으므로, 이러한 결과의 원

인으로는 공격접종에 사용된 표준 균주가 그에 해당되는 가능성이 있다.

(2) 단일 혈청형 공격 접종 실험 폐사 두수 결과
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그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 5 O X X 0/5 0/5 0/5

2 5 O 혈청형 2형 복강내 0/5 0/5 0/5

3 5 X 혈청형 2형 복강내 0/5 0/5 0/5

4 5 O 혈청형 3형 복강내 0/5 0/5 0/5

5 5 X 혈청형 3형 복강내 1/5 0/5 0/5

6 5 O 혈청형 4형 복강내 0/5 0/5 0/5

7 5 X 혈청형 4형 복강내 0/5 0/5 0/5

8 5 X X X 0/5 0/5 0/5

 그룹별 폐사율 분석 결과, 백신군과 비백신군 사이는 통계적인 차이가 없다. 이러한 결과의 

원인으로는, 임상증상 결과와 마찬가지로 표준 균주가 마우스에 감수성이 없는 균주일 가능성

이 있다.

(3) 단일 혈청형 공격 접종 실험 병리조직학적 병변 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 5 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 5 O 혈청형 2형 정맥내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

3 5 X 혈청형 2형 정맥내 0.2±0.45 0.4±0.55 0.2±0.45

4 5 O 혈청형 2형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

5 5 X 혈청형 2형 복강내 0.6±0.89 0.4±0.55 0.6±0.55

6 5 O 혈청형 3형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

7 5 X 혈청형 3형 복강내 0.2±0.45 0.2±0.45 0.2±0.45

8 5 O 혈청형 4형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00
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 그룹별 조직병리학적 병변의 평가 결과, 백신군과 비백신군 사이는 모두 통계적인 차이를 보

이지 않는다. 이 중 3형의 경우, 임상증상 결과에서는 통계적인 차이를 보였음에도 병변에서는 

그렇지 않았는데 이는 안락사가 필요할 정도의 임상증상은 보이지 않았으며, 접종 후 7일보다 

접종 후 14일의 임상증상이 경미하게 나타난 것으로 보아 부검 시점에서는 경미한 병변만이 

남은 것으로 생각된다.
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그룹 병변 그룹 병변

백신

+

공격

접종군

2

공격

접종군

3

4 5

6 7

(4) 단일 혈청형 공격 접종 실험 응집반응 항체가 결과

그룹 동물수 백신접종

시험횟수

1 2 3

1 8 O 104±33.1 152±67.9 136±53.4

2 8 O 120±22.6 128±59.3 100.6±34.2

3 8 X 0±0 0±0 0±0

4 8 O 144±74.6 144±74.6 100.6±34.2

5 8 X 0±0 0±0 0±0

6 8 O 112±29.6 128±59.3 96±34.2

7 8 X 0±0 0±0 0±0

8 8 O 120±63.4 152±67.9 112±29.6

 통계 분석 결과 각각의 혈청형에 따른 모든 공격접종군에서 백신군과 비백신군 사이에 차이

가 있는 것으로 확인되었다. (P<0.001)

라. 실험동물을 이용한 연쇄상구균증 백신의 복수 혈청형 공격 접종 실험

(1) 복수 혈청형 공격 접종 실험 임상 증상 결과
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 그룹별 조직병리학적 병변의 평가 결과, 백신군과 비백신군 사이는 모두 통계적인 차이를 보

이지 않는다. 이 중 3형의 경우, 임상증상 결과에서는 통계적인 차이를 보였음에도 병변에서는 

그렇지 않았는데 이는 안락사가 필요할 정도의 임상증상은 보이지 않았으며, 접종 후 7일보다 

접종 후 14일의 임상증상이 경미하게 나타난 것으로 보아 부검 시점에서는 경미한 병변만이 

남은 것으로 생각된다.
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그룹 병변 그룹 병변

백신

+

공격

접종군

2

공격

접종군

3

4 5

6 7

(4) 단일 혈청형 공격 접종 실험 응집반응 항체가 결과

그룹 동물수 백신접종

시험횟수

1 2 3

1 8 O 104±33.1 152±67.9 136±53.4

2 8 O 120±22.6 128±59.3 100.6±34.2

3 8 X 0±0 0±0 0±0

4 8 O 144±74.6 144±74.6 100.6±34.2

5 8 X 0±0 0±0 0±0

6 8 O 112±29.6 128±59.3 96±34.2

7 8 X 0±0 0±0 0±0

8 8 O 120±63.4 152±67.9 112±29.6

 통계 분석 결과 각각의 혈청형에 따른 모든 공격접종군에서 백신군과 비백신군 사이에 차이

가 있는 것으로 확인되었다. (P<0.001)

라. 실험동물을 이용한 연쇄상구균증 백신의 복수 혈청형 공격 접종 실험

(1) 복수 혈청형 공격 접종 실험 임상 증상 결과
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그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 5 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 5 O 혈청형 2와 3형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

3 5 X 혈청형 2와 3형 복강내 1.8±1.1 1.2±0.45 1.4±0.89

4 5 O 혈청형 2와 4형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

5 5 X 혈청형 2와 4형 복강내 0.6±0.55 0.6±0.55 0.4±0.55

6 5 O 혈청형 3와 4형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

7 5 X 혈청형 3와 4형 복강내 1.0±0.71 1.4±0.89 1.0±0.71

8 5 O 혈청형 2, 3와 4형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

9 5 X 혈청형 2, 3와 4형 복강내 1.0±0.71 1.0±0.00 1.2±0.45

10 5 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

 

 그룹별 임상증상 평가 결과, 단일 혈청형 접종실험과 마찬가지로 3형이 포함되지 않은 군은 

통계적인 차이를 보이지 않았다. 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.008), 그룹 6과 7(P=0.032), 

그룹 8과 9(P=0.032), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에

서 유의하게 차이가 있었으며, 그룹 4와 5(P=0.151)는 차이를 보이지 않았다. 제 2시험의 경

우, 그룹 2와 3(P=0.008), 그룹 6과 7(P=0.008), 그룹 8과 9(P=0.008), 그리고 백신군(그룹 

2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에서 유의하게 차이가 있었으며, 그룹 4와 

5(P=0.151)는 차이를 보이지 않았으며, 제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P=0.032), 그룹 6

과 7(P=0.032), 그룹 8과 9(P=0.008), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 

7, 9)(P<0.001)에서 유의하게 차이가 있었으며, 그룹 4와 5(P=0.310)는 차이를 보이지 않았

다. 
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(2) 복수 혈청형 공격 접종 실험 폐사 두수 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 5 O X X 0/5 0/5 0/5

2 5 O 혈청형 2와 3형 복강내 0/5 0/5 0/5

3 5 X 혈청형 2와 3형 복강내 0/5 0/5 0/5

4 5 O 혈청형 2와 4형 복강내 0/5 0/5 0/5

5 5 X 혈청형 2와 4형 복강내 0/5 0/5 0/5

6 5 O 혈청형 3와 4형 복강내 0/5 0/5 0/5

7 5 X 혈청형 3와 4형 복강내 0/5 0/5 0/5

8 5 O 혈청형 2, 3와 4형 복강내 0/5 0/5 0/5

9 5 X 혈청형 2, 3와 4형 복강내 0/5 0/5 0/5

10 5 X X X 0/5 0/5 0/5

 복합 혈청형 공격접종 실험에서는 폐사가 나오지 않았으며, 이는 균주가 마우스에 대하여 약

독성 혹은 무독성이기 때문인 것으로 생각된다. 

(3) 복수 혈청형 공격 접종 실험 병리조직학적 병변 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 5 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 5 O 혈청형 2와 3형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

3 5 X 혈청형 2와 3형 복강내 0.4±0.89 0.4±0.89 0.6±1.34

4 5 O 혈청형 2와 4형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

5 5 X 혈청형 2와 4형 복강내 0.00±0.00 0.2±0.45 0.2±0.45

6 5 O 혈청형 3와 4형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

7 5 X 혈청형 3와 4형 복강내 0.4±0.89 0.4±0.89 0.4±0.89

8 5 O 혈청형 2, 3와 4형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

9 5 X 혈청형 2, 3와 4형 복강내 0.2±0.45 0.2±0.45 0.4±0.55

10 5 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00
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그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 5 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 5 O 혈청형 2와 3형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

3 5 X 혈청형 2와 3형 복강내 1.8±1.1 1.2±0.45 1.4±0.89

4 5 O 혈청형 2와 4형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

5 5 X 혈청형 2와 4형 복강내 0.6±0.55 0.6±0.55 0.4±0.55

6 5 O 혈청형 3와 4형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

7 5 X 혈청형 3와 4형 복강내 1.0±0.71 1.4±0.89 1.0±0.71

8 5 O 혈청형 2, 3와 4형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

9 5 X 혈청형 2, 3와 4형 복강내 1.0±0.71 1.0±0.00 1.2±0.45

10 5 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

 

 그룹별 임상증상 평가 결과, 단일 혈청형 접종실험과 마찬가지로 3형이 포함되지 않은 군은 

통계적인 차이를 보이지 않았다. 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.008), 그룹 6과 7(P=0.032), 

그룹 8과 9(P=0.032), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에

서 유의하게 차이가 있었으며, 그룹 4와 5(P=0.151)는 차이를 보이지 않았다. 제 2시험의 경

우, 그룹 2와 3(P=0.008), 그룹 6과 7(P=0.008), 그룹 8과 9(P=0.008), 그리고 백신군(그룹 

2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에서 유의하게 차이가 있었으며, 그룹 4와 

5(P=0.151)는 차이를 보이지 않았으며, 제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P=0.032), 그룹 6

과 7(P=0.032), 그룹 8과 9(P=0.008), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 

7, 9)(P<0.001)에서 유의하게 차이가 있었으며, 그룹 4와 5(P=0.310)는 차이를 보이지 않았

다. 
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(2) 복수 혈청형 공격 접종 실험 폐사 두수 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 5 O X X 0/5 0/5 0/5

2 5 O 혈청형 2와 3형 복강내 0/5 0/5 0/5

3 5 X 혈청형 2와 3형 복강내 0/5 0/5 0/5

4 5 O 혈청형 2와 4형 복강내 0/5 0/5 0/5

5 5 X 혈청형 2와 4형 복강내 0/5 0/5 0/5

6 5 O 혈청형 3와 4형 복강내 0/5 0/5 0/5

7 5 X 혈청형 3와 4형 복강내 0/5 0/5 0/5

8 5 O 혈청형 2, 3와 4형 복강내 0/5 0/5 0/5

9 5 X 혈청형 2, 3와 4형 복강내 0/5 0/5 0/5

10 5 X X X 0/5 0/5 0/5

 복합 혈청형 공격접종 실험에서는 폐사가 나오지 않았으며, 이는 균주가 마우스에 대하여 약

독성 혹은 무독성이기 때문인 것으로 생각된다. 

(3) 복수 혈청형 공격 접종 실험 병리조직학적 병변 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 5 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 5 O 혈청형 2와 3형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

3 5 X 혈청형 2와 3형 복강내 0.4±0.89 0.4±0.89 0.6±1.34

4 5 O 혈청형 2와 4형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

5 5 X 혈청형 2와 4형 복강내 0.00±0.00 0.2±0.45 0.2±0.45

6 5 O 혈청형 3와 4형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

7 5 X 혈청형 3와 4형 복강내 0.4±0.89 0.4±0.89 0.4±0.89

8 5 O 혈청형 2, 3와 4형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

9 5 X 혈청형 2, 3와 4형 복강내 0.2±0.45 0.2±0.45 0.4±0.55

10 5 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00
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 그룹별 조직병리학적 병변의 평가 결과, 백신군과 비백신군 사이는 모두 통계적인 차이를 보

이지 않는다. 이 중 3형의 경우, 임상증상 결과에서는 통계적인 차이를 보였음에도 병변에서는 

그렇지 않았는데 이는 안락사가 필요할 정도의 임상증상은 보이지 않았으며, 접종 후 7일보다 

접종 후 14일의 임상증상이 경미하게 나타난 것으로 보아 부검 시점에서는 경미한 병변만이 

남은 것으로 생각된다.
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그룹 병변 그룹 병변

백신

+

공격

접종군

2

공격

접종군

3

4 5

6 7

8 9

(4) 복합 혈청형 공격 접종 실험 응집반응 항체가 결과 (2차 백신 접종 2주 후)
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 그룹별 조직병리학적 병변의 평가 결과, 백신군과 비백신군 사이는 모두 통계적인 차이를 보

이지 않는다. 이 중 3형의 경우, 임상증상 결과에서는 통계적인 차이를 보였음에도 병변에서는 

그렇지 않았는데 이는 안락사가 필요할 정도의 임상증상은 보이지 않았으며, 접종 후 7일보다 

접종 후 14일의 임상증상이 경미하게 나타난 것으로 보아 부검 시점에서는 경미한 병변만이 

남은 것으로 생각된다.
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그룹 병변 그룹 병변

백신

+

공격

접종군

2

공격

접종군

3

4 5

6 7

8 9

(4) 복합 혈청형 공격 접종 실험 응집반응 항체가 결과 (2차 백신 접종 2주 후)
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그룹 동물수 백신접종

시험횟수

1 2 3

1 5 O 136±74.6 128±59.3 128±59.3

2 5 O 96±59.3 104±33.1 112±29.6

3 5 X 0±0 0±0 0±0

4 5 O 92±79.8 128±59.3 136±53.4

5 5 X 0±0 0±0 0±0

6 5 O 92±63.4 104±33.1 104±33.1

7 5 X 0±0 0±0 0±0

8 5 O 96±33.1 112±29.6 120±22.6

9 5 X 0±0 0±0 0±0

10 5 X 0±0 0±0 0±0

 통계 분석 결과 각각의 혈청형에 따른 모든 공격접종군에서 백신군과 비백신군 사이에 차이

가 있는 것으로 확인되었다. (P<0.001)

마. 돼지(자돈)을 이용한 연쇄상구균증 백신의 단일 혈청형 공격 접종 실험

(1) 단일 혈청형 공격 접종 실험 임상 증상 점수 평균

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0.00±0.00 0.13±0.35 0.13±0.35

2 8 O 혈청형 2형 정맥내 0.63±3.11 3.63±5.45 2.63±4.03

3 8 X 혈청형 2형 정맥내 9.17±4.49 11.13±2.47 12.00±0.00

4 8 O 혈청형 2형 복강내 1.75±4.20 1.75±4.20 2.00±4.11

5 8 X 혈청형 2형 복강내 12.0±0.00 11.25±2.12 12.00±0.00

6 8 O 혈청형 3형 복강내 0.88±1.36 0.63±1.19 0.88±1.36

7 8 X 혈청형 3형 복강내 8.00±4.43 10.50±2.98 10.25±3.28

8 8 O 혈청형 4형 복강내 3.13±5.49 0.63±1.41 1.88±4.12

9 8 X 혈청형 4형 복강내 9.00±4.82 9.50±3.46 9.75±4.17

10 8 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.13±0.35
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 그룹별 임상증상 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 5(P=0.002), 그룹 

6과 7(P=0.001), 그룹 8과 9(P=0.021), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 

7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 

3(P=0.015), 그룹 4와 5(P=0.002), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P<0.001), 그리고 백신

군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 

제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P=0.002), 그룹 4와 5(P=0.002), 그룹 6과 7(P<0.001), 

그룹 8과 9(P=0.003), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에

서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 연쇄상구균 감염시 백신이 병증을 감소시킴을 확인

하였다.

단일 혈청형 공격 접종 실험 폐사 두수 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0/8 0/8 0/8

2 8 O 혈청형 2형 정맥내 1/8 2/8 1/8

3 8 X 혈청형 2형 정맥내 6/8 7/8 6/8

4 8 O 혈청형 2형 복강내 2/8 1/8 1/8

5 8 X 혈청형 2형 복강내 8/8 7/8 8/8

6 8 O 혈청형 3형 복강내 0/8 0/8 0/8

7 8 X 혈청형 3형 복강내 4/8 6/8 6/8

8 8 O 혈청형 4형 복강내 2/8 0/8 1/8

9 8 X 혈청형 4형 복강내 6/8 5/8 6/8

10 8 X X X 0/8 0/8 0/8

 그룹별 폐사율 분석 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.041), 그룹 4와 5(P=0.007)는 유의
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그룹 동물수 백신접종

시험횟수

1 2 3

1 5 O 136±74.6 128±59.3 128±59.3

2 5 O 96±59.3 104±33.1 112±29.6

3 5 X 0±0 0±0 0±0

4 5 O 92±79.8 128±59.3 136±53.4

5 5 X 0±0 0±0 0±0

6 5 O 92±63.4 104±33.1 104±33.1

7 5 X 0±0 0±0 0±0

8 5 O 96±33.1 112±29.6 120±22.6

9 5 X 0±0 0±0 0±0

10 5 X 0±0 0±0 0±0

 통계 분석 결과 각각의 혈청형에 따른 모든 공격접종군에서 백신군과 비백신군 사이에 차이

가 있는 것으로 확인되었다. (P<0.001)

마. 돼지(자돈)을 이용한 연쇄상구균증 백신의 단일 혈청형 공격 접종 실험

(1) 단일 혈청형 공격 접종 실험 임상 증상 점수 평균

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0.00±0.00 0.13±0.35 0.13±0.35

2 8 O 혈청형 2형 정맥내 0.63±3.11 3.63±5.45 2.63±4.03

3 8 X 혈청형 2형 정맥내 9.17±4.49 11.13±2.47 12.00±0.00

4 8 O 혈청형 2형 복강내 1.75±4.20 1.75±4.20 2.00±4.11

5 8 X 혈청형 2형 복강내 12.0±0.00 11.25±2.12 12.00±0.00

6 8 O 혈청형 3형 복강내 0.88±1.36 0.63±1.19 0.88±1.36

7 8 X 혈청형 3형 복강내 8.00±4.43 10.50±2.98 10.25±3.28

8 8 O 혈청형 4형 복강내 3.13±5.49 0.63±1.41 1.88±4.12

9 8 X 혈청형 4형 복강내 9.00±4.82 9.50±3.46 9.75±4.17

10 8 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.13±0.35
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 그룹별 임상증상 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 5(P=0.002), 그룹 

6과 7(P=0.001), 그룹 8과 9(P=0.021), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 

7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 

3(P=0.015), 그룹 4와 5(P=0.002), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P<0.001), 그리고 백신

군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 

제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P=0.002), 그룹 4와 5(P=0.002), 그룹 6과 7(P<0.001), 

그룹 8과 9(P=0.003), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에

서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 연쇄상구균 감염시 백신이 병증을 감소시킴을 확인

하였다.

단일 혈청형 공격 접종 실험 폐사 두수 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0/8 0/8 0/8

2 8 O 혈청형 2형 정맥내 1/8 2/8 1/8

3 8 X 혈청형 2형 정맥내 6/8 7/8 6/8

4 8 O 혈청형 2형 복강내 2/8 1/8 1/8

5 8 X 혈청형 2형 복강내 8/8 7/8 8/8

6 8 O 혈청형 3형 복강내 0/8 0/8 0/8

7 8 X 혈청형 3형 복강내 4/8 6/8 6/8

8 8 O 혈청형 4형 복강내 2/8 0/8 1/8

9 8 X 혈청형 4형 복강내 6/8 5/8 6/8

10 8 X X X 0/8 0/8 0/8

 그룹별 폐사율 분석 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.041), 그룹 4와 5(P=0.007)는 유의
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한 차이가 있었으나, 그룹 6과 7(P=0.077), 그룹 8과 9(P=0.132)에서는 차이를 보이지 않았

다. 하지만 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)의 비교에서는 유의한 

차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 3(P=0.041), 그룹 4와 5(P=0.01), 그

룹 6과 7(P=0.007), 그룹 8과 9(P=0.026), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 

5, 7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 

3(P=0.041), 그룹 4와 5(P=0.001), 그룹 6과 7(P=0.007), 그룹 8과 9(P=0.041), 그리고 백신

군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나

타내어, 연쇄상구균 감염 때에 백신이 폐사율을 감소시킴을 확인하였다.

단일 혈청형 공격 접종 실험 육안 병변 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 8 O 혈청형 2형 정맥내 0.75±1.04 1.13±1.55 0.00±0.00

3 8 X 혈청형 2형 정맥내 3.63±1.19 3.63±1.19 4.13±0.64

4 8 O 혈청형 2형 복강내 0.75±1.16 0.88±1.36 0.88±1.36

5 8 X 혈청형 2형 복강내 4.00±0.76 3.88±0.83 3.63±0.92

6 8 O 혈청형 3형 복강내 0.38±0.74 0.63±0.74 0.63±0.92

7 8 X 혈청형 3형 복강내 3.38±1.41 3.63±1.06 3.38±0.92

8 8 O 혈청형 4형 복강내 1.13±1.89 0.75±0.71 0.75±1.04

9 8 X 혈청형 4형 복강내 3.38±1.41 3.25±1.16 3.50±0.93

10 8 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

  

 그룹별 육안병변의 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그

룹 6과 7(P=0.001), 그룹 8과 9(P=0.021), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 
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5, 7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 

3(P=0.007), 그룹 4와 5(P=0.002), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P=0.001), 그리고 백신

군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 

제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P<0.001), 그룹 4와 5(P=0.003), 그룹 6과 7(P<0.001), 

그룹 8과 9(P=0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에

서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 연쇄상구균 감염할 때 백신이 다발성 장막염을 감

소시킴을 확인하였다.  

그룹 병변 그룹 병변

백신

+

공격

접종군

2

공격

접종군

3

4 5

6 7
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한 차이가 있었으나, 그룹 6과 7(P=0.077), 그룹 8과 9(P=0.132)에서는 차이를 보이지 않았

다. 하지만 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)의 비교에서는 유의한 

차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 3(P=0.041), 그룹 4와 5(P=0.01), 그

룹 6과 7(P=0.007), 그룹 8과 9(P=0.026), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 

5, 7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 

3(P=0.041), 그룹 4와 5(P=0.001), 그룹 6과 7(P=0.007), 그룹 8과 9(P=0.041), 그리고 백신

군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나

타내어, 연쇄상구균 감염 때에 백신이 폐사율을 감소시킴을 확인하였다.

단일 혈청형 공격 접종 실험 육안 병변 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 8 O 혈청형 2형 정맥내 0.75±1.04 1.13±1.55 0.00±0.00

3 8 X 혈청형 2형 정맥내 3.63±1.19 3.63±1.19 4.13±0.64

4 8 O 혈청형 2형 복강내 0.75±1.16 0.88±1.36 0.88±1.36

5 8 X 혈청형 2형 복강내 4.00±0.76 3.88±0.83 3.63±0.92

6 8 O 혈청형 3형 복강내 0.38±0.74 0.63±0.74 0.63±0.92

7 8 X 혈청형 3형 복강내 3.38±1.41 3.63±1.06 3.38±0.92

8 8 O 혈청형 4형 복강내 1.13±1.89 0.75±0.71 0.75±1.04

9 8 X 혈청형 4형 복강내 3.38±1.41 3.25±1.16 3.50±0.93

10 8 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

  

 그룹별 육안병변의 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그

룹 6과 7(P=0.001), 그룹 8과 9(P=0.021), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 
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5, 7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 

3(P=0.007), 그룹 4와 5(P=0.002), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P=0.001), 그리고 백신

군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 

제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P<0.001), 그룹 4와 5(P=0.003), 그룹 6과 7(P<0.001), 

그룹 8과 9(P=0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에

서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 연쇄상구균 감염할 때 백신이 다발성 장막염을 감

소시킴을 확인하였다.  

그룹 병변 그룹 병변

백신
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접종군
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단일 혈청형 공격 접종 실험 병리조직학적 병변 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 8 O 혈청형 2형 정맥내 0.25±0.46 0.25±0.46 0.00±0.00

3 8 X 혈청형 2형 정맥내 2.25±1.91 2.38±1.19 3.13±1.13

4 8 O 혈청형 2형 복강내 0.25±0.46 0.25±0.71 0.25±0.71

5 8 X 혈청형 2형 복강내 2.50±1.07 2.63±0.92 2.88±1.81

6 8 O 혈청형 3형 복강내 0.38±0.74 0.00±0.00 0.00±0.00

7 8 X 혈청형 3형 복강내 1.25±1.49 1.75±1.28 1.88±1.96

8 8 O 혈청형 4형 복강내 0.38±0.74 0.38±0.74 0.00±0.00

9 8 X 혈청형 4형 복강내 1.88±1.73 2.13±1.73 1.63±1.41

10 8 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

  

 그룹별 조직병리학적 병변의 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.021), 그룹 4와 

5(P<0.001), 그룹 8과 9(P=0.050), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 

9)(P<0.001)에서 유의하게 차이가 있음을 나타내었으나 그룹 6과 7(P=0.195)에서는 유의한 

차이를 보이지 않았다. 하지만 제 2시험의 경우, 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 5(P=0.001), 

그룹 6과 7(P<0.01), 그룹 8과 9(P=0.021), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 

5, 7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 

3(P<0.001), 그룹 4와 5(P=0.001), 그룹 6과 7(P<0.01), 그룹 8과 9(P=0.01), 그리고 백신군

(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타

내어, 연쇄상구균 감염할 때 백신이 섬유소성 염증을 감소시킴을 확인하였다.  
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단일 혈청형 공격 접종 실험 응집반응 항체가 결과 (2차 백신 접종 후 2주 후)
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단일 혈청형 공격 접종 실험 병리조직학적 병변 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 8 O 혈청형 2형 정맥내 0.25±0.46 0.25±0.46 0.00±0.00

3 8 X 혈청형 2형 정맥내 2.25±1.91 2.38±1.19 3.13±1.13

4 8 O 혈청형 2형 복강내 0.25±0.46 0.25±0.71 0.25±0.71

5 8 X 혈청형 2형 복강내 2.50±1.07 2.63±0.92 2.88±1.81

6 8 O 혈청형 3형 복강내 0.38±0.74 0.00±0.00 0.00±0.00

7 8 X 혈청형 3형 복강내 1.25±1.49 1.75±1.28 1.88±1.96

8 8 O 혈청형 4형 복강내 0.38±0.74 0.38±0.74 0.00±0.00

9 8 X 혈청형 4형 복강내 1.88±1.73 2.13±1.73 1.63±1.41

10 8 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

  

 그룹별 조직병리학적 병변의 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.021), 그룹 4와 

5(P<0.001), 그룹 8과 9(P=0.050), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 

9)(P<0.001)에서 유의하게 차이가 있음을 나타내었으나 그룹 6과 7(P=0.195)에서는 유의한 

차이를 보이지 않았다. 하지만 제 2시험의 경우, 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 5(P=0.001), 

그룹 6과 7(P<0.01), 그룹 8과 9(P=0.021), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 

5, 7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 

3(P<0.001), 그룹 4와 5(P=0.001), 그룹 6과 7(P<0.01), 그룹 8과 9(P=0.01), 그리고 백신군

(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타

내어, 연쇄상구균 감염할 때 백신이 섬유소성 염증을 감소시킴을 확인하였다.  
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단일 혈청형 공격 접종 실험 응집반응 항체가 결과 (2차 백신 접종 후 2주 후)
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그룹 동물수 백신접종

시험횟수

3 5 6

1 8 O 136±53.4 152±67.9 136±53.4

2 8 O 105.1±40.1 128±59.3 100.6±34.2

3 8 X 0±0 0±0 0±0

4 8 O 96±45.3 144±74.6 100.6±34.2

5 8 X 0±0 0±0 0±0

6 8 O 92±39.9 128±59.3 96±34.2

7 8 X 0±0 0±0 0±0

8 8 O 104±33.1 152±67.9 112±29.6

9 8 X 0±0 0±0 0±0

10 8 X 0±0 0±0  0±0

 통계 분석 결과 각각의 혈청형에 따른 모든 공격접종군에서 백신군과 비백신군 사이에 차이

가 있는 것으로 확인되었다. (P<0.001)

바. 돼지(자돈)를 이용한 연쇄상구균증 백신의 복수 혈청형 공격 접종 실험

(1) 복수 혈청형 공격 접종 실험 임상 증상 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0.13±0.35 0.13±0.35 0.13±0.35

2 8 O 혈청형 2와 3형 복강내 1.25±1.83 2.38±4.07 3.75±5.18

3 8 X 혈청형 2와 3형 복강내 9.75±4.20 12.00±0.00 12.00±0.00

4 8 O 혈청형 2와 4형 복강내 2.13±4.09 4.13±5.17 2.38±4.14

5 8 X 혈청형 2와 4형 복강내 11.38±1.77 12.00±0.00 12.00±0.00

6 8 O 혈청형 3와 4형 복강내 3.75±5.20 2.75±4.27 1.00±0.93

7 8 X 혈청형 3와 4형 복강내 11.25±2.12 12.00±0.00 12.00±0.00

8 8 O 혈청형 2, 3와 4형 복강내 3.63±5.34 2.38±4.07 1.00±1.07

9 8 X 혈청형 2, 3와 4형 복강내 10.50±2.83 11.38±1.77 10.88±3.18

10 8 X X X 0.25±0.71 0.00±0.00 0.13±0.35
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 그룹별 임상증상 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 5(P=0.002), 그룹 

6과 7(P=0.015), 그룹 8과 9(P=0.021), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 

7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 

3(P=0.002), 그룹 4와 5(P=0.01), 그룹 6과 7(P=0.002), 그룹 8과 9(P=0.002), 그리고 백신

군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 

제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P=0.01), 그룹 4와 5(P=0.002), 그룹 6과 7(P<0.001), 그

룹 8과 9(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에서 

모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 연쇄상구균 감염할 때 백신이 병증을 감소시킴을 확인

하였다.

(2) 복수 혈청형 공격 접종 실험 폐사 두수 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0/8 0/8 0/8

2 8 O 혈청형 2와 3형 복강내 0/8 1/8 1/8

3 8 X 혈청형 2와 3형 복강내 6/8 6/8 7/8

4 8 O 혈청형 2와 4형 복강내 1/8 2/8 1/8

5 8 X 혈청형 2와 4형 복강내 6/8 8/8 5/8

6 8 O 혈청형 3와 4형 복강내 2/8 1/8 0/8

7 8 X 혈청형 3와 4형 복강내 7/8 8/8 8/8

8 8 O 혈청형 2, 3와 4형 복강내 1/8 1/8 0/8

9 8 X 혈청형 2, 3와 4형 복강내 6/8 7/8 6/8

10 8 X X X 0/8 0/8 0/8
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그룹 동물수 백신접종

시험횟수

3 5 6

1 8 O 136±53.4 152±67.9 136±53.4

2 8 O 105.1±40.1 128±59.3 100.6±34.2

3 8 X 0±0 0±0 0±0

4 8 O 96±45.3 144±74.6 100.6±34.2

5 8 X 0±0 0±0 0±0

6 8 O 92±39.9 128±59.3 96±34.2

7 8 X 0±0 0±0 0±0

8 8 O 104±33.1 152±67.9 112±29.6

9 8 X 0±0 0±0 0±0

10 8 X 0±0 0±0  0±0

 통계 분석 결과 각각의 혈청형에 따른 모든 공격접종군에서 백신군과 비백신군 사이에 차이

가 있는 것으로 확인되었다. (P<0.001)

바. 돼지(자돈)를 이용한 연쇄상구균증 백신의 복수 혈청형 공격 접종 실험

(1) 복수 혈청형 공격 접종 실험 임상 증상 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0.13±0.35 0.13±0.35 0.13±0.35

2 8 O 혈청형 2와 3형 복강내 1.25±1.83 2.38±4.07 3.75±5.18

3 8 X 혈청형 2와 3형 복강내 9.75±4.20 12.00±0.00 12.00±0.00

4 8 O 혈청형 2와 4형 복강내 2.13±4.09 4.13±5.17 2.38±4.14

5 8 X 혈청형 2와 4형 복강내 11.38±1.77 12.00±0.00 12.00±0.00

6 8 O 혈청형 3와 4형 복강내 3.75±5.20 2.75±4.27 1.00±0.93

7 8 X 혈청형 3와 4형 복강내 11.25±2.12 12.00±0.00 12.00±0.00

8 8 O 혈청형 2, 3와 4형 복강내 3.63±5.34 2.38±4.07 1.00±1.07

9 8 X 혈청형 2, 3와 4형 복강내 10.50±2.83 11.38±1.77 10.88±3.18

10 8 X X X 0.25±0.71 0.00±0.00 0.13±0.35
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 그룹별 임상증상 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 5(P=0.002), 그룹 

6과 7(P=0.015), 그룹 8과 9(P=0.021), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 

7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 

3(P=0.002), 그룹 4와 5(P=0.01), 그룹 6과 7(P=0.002), 그룹 8과 9(P=0.002), 그리고 백신

군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 

제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P=0.01), 그룹 4와 5(P=0.002), 그룹 6과 7(P<0.001), 그

룹 8과 9(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에서 

모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 연쇄상구균 감염할 때 백신이 병증을 감소시킴을 확인

하였다.

(2) 복수 혈청형 공격 접종 실험 폐사 두수 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0/8 0/8 0/8

2 8 O 혈청형 2와 3형 복강내 0/8 1/8 1/8

3 8 X 혈청형 2와 3형 복강내 6/8 6/8 7/8

4 8 O 혈청형 2와 4형 복강내 1/8 2/8 1/8

5 8 X 혈청형 2와 4형 복강내 6/8 8/8 5/8

6 8 O 혈청형 3와 4형 복강내 2/8 1/8 0/8

7 8 X 혈청형 3와 4형 복강내 7/8 8/8 8/8

8 8 O 혈청형 2, 3와 4형 복강내 1/8 1/8 0/8

9 8 X 혈청형 2, 3와 4형 복강내 6/8 7/8 6/8

10 8 X X X 0/8 0/8 0/8
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(3) 복수 혈청형 공격 접종 실험 육안 병변 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 8 O 혈청형 2와 3형 복강내 0.75±1.04 1.13±1.36 1.38±1.30

3 8 X 혈청형 2와 3형 복강내 4.13±0.83 4.50±0.53 4.25±0.71

4 8 O 혈청형 2와 4형 복강내 1.25±1.28 1.50±1.69 1.38±1.41

5 8 X 혈청형 2와 4형 복강내 4.00±0.53 4.25±0.71 4.13±0.83

6 8 O 혈청형 3와 4형 복강내 1.38±1.69 1.25±1.28 0.88±0.83

7 8 X 혈청형 3와 4형 복강내 4.00±0.93 4.00±0.76 4.25±0.71

8 8 O 혈청형 2, 3와 4형 복강내 1.50±1.93 1.25±1.39 0.88±1.13

9 8 X 혈청형 2, 3와 4형 복강내 4.13±0.83 4.00±0.76 3.38±1.06

10 8 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

  그룹별 육안병변의 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P<0.001), 그룹 4와 5(P=0.002), 

그룹 6과 7(P=0.007), 그룹 8과 9(P=0.021), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 

3, 5, 7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2

와 3(P=0.001), 그룹 4와 5(P=0.005), 그룹 6과 7(P=0.002), 그룹 8과 9(P=0.002), 그리고 

백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었

으며, 제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P<0.001), 그룹 4와 5(P=0.002), 그룹 6과 

7(P<0.001), 그룹 8과 9(P=0.002), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 

9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 연쇄상구균 감염할 때 백신이 다발

성 장막염을 감소시킴을 확인하였다.  
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(4) 복수 혈청형 공격 접종 실험 병리조직학적 병변 결과
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(3) 복수 혈청형 공격 접종 실험 육안 병변 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 8 O 혈청형 2와 3형 복강내 0.75±1.04 1.13±1.36 1.38±1.30

3 8 X 혈청형 2와 3형 복강내 4.13±0.83 4.50±0.53 4.25±0.71

4 8 O 혈청형 2와 4형 복강내 1.25±1.28 1.50±1.69 1.38±1.41

5 8 X 혈청형 2와 4형 복강내 4.00±0.53 4.25±0.71 4.13±0.83

6 8 O 혈청형 3와 4형 복강내 1.38±1.69 1.25±1.28 0.88±0.83

7 8 X 혈청형 3와 4형 복강내 4.00±0.93 4.00±0.76 4.25±0.71

8 8 O 혈청형 2, 3와 4형 복강내 1.50±1.93 1.25±1.39 0.88±1.13

9 8 X 혈청형 2, 3와 4형 복강내 4.13±0.83 4.00±0.76 3.38±1.06

10 8 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

  그룹별 육안병변의 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P<0.001), 그룹 4와 5(P=0.002), 

그룹 6과 7(P=0.007), 그룹 8과 9(P=0.021), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 

3, 5, 7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2

와 3(P=0.001), 그룹 4와 5(P=0.005), 그룹 6과 7(P=0.002), 그룹 8과 9(P=0.002), 그리고 

백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었

으며, 제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P<0.001), 그룹 4와 5(P=0.002), 그룹 6과 

7(P<0.001), 그룹 8과 9(P=0.002), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 

9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 연쇄상구균 감염할 때 백신이 다발

성 장막염을 감소시킴을 확인하였다.  
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(4) 복수 혈청형 공격 접종 실험 병리조직학적 병변 결과
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그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 8 O 혈청형 2와 3형 복강내 0.00±0.00 0.38±0.74 0.38±1.06

3 8 X 혈청형 2와 3형 복강내 2.75±1.98 3.00±2.00 3.38±1.51

4 8 O 혈청형 2와 4형 복강내 0.25±0.46 0.25±0.71 0.75±1.39

5 8 X 혈청형 2와 4형 복강내 2.38±0.92 2.38±1.30 3.38±1.85

6 8 O 혈청형 3와 4형 복강내 0.63±1.06 0.38±1.06 0.00±0.00

7 8 X 혈청형 3와 4형 복강내 1.63±1.51 2.00±0.76 1.88±0.99

8 8 O 혈청형 2, 3와 4형 복강내 0.63±1.19 0.25±0.71 0.25±0.71

9 8 X 혈청형 2, 3와 4형 복강내 2.63±2.26 2.38±1.77 2.00±2.00

10 8 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

 

 그룹별 조직병리학적 병변의 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.002), 그룹 4와 

5(P<0.001),  그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에서 유의

하게 차이가 있음을 나타내었으나 그룹 6과 7(P=0.161), 그리고 그룹 8과 9(P=0.065)에서는 

차이를 보이지 않았다. 하지만 제 2시험의 경우, 그룹 2와 3(P=0.002), 그룹 4와 5(P=0.001), 

그룹 6과 7(P=0.007), 그룹 8과 9(P=0.007), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 

3, 5, 7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 제 3시험의 경우, 그룹 2와 

3(P=0.002), 그룹 4와 5(P=0.01), 그룹 6과 7(P=0.002), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 

대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었고, 제 2 시험과 

달리 그룹 8과 9(P=0.065)에서는 유의한 차이가 있다고 볼 수 없었다. 하지만 제 2 시험의 결

과를 토대로 보았을 때, 연쇄상구균 감염할 때 백신이 섬유소성 염증을 감소시킴을 확인하였

다.  
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(5) 복합 혈청형 공격 접종 실험 응집반응 항체가 결과 (2차 백신 접종 후 2주 후)



- 76 -

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 8 O 혈청형 2와 3형 복강내 0.00±0.00 0.38±0.74 0.38±1.06

3 8 X 혈청형 2와 3형 복강내 2.75±1.98 3.00±2.00 3.38±1.51

4 8 O 혈청형 2와 4형 복강내 0.25±0.46 0.25±0.71 0.75±1.39

5 8 X 혈청형 2와 4형 복강내 2.38±0.92 2.38±1.30 3.38±1.85

6 8 O 혈청형 3와 4형 복강내 0.63±1.06 0.38±1.06 0.00±0.00

7 8 X 혈청형 3와 4형 복강내 1.63±1.51 2.00±0.76 1.88±0.99

8 8 O 혈청형 2, 3와 4형 복강내 0.63±1.19 0.25±0.71 0.25±0.71

9 8 X 혈청형 2, 3와 4형 복강내 2.63±2.26 2.38±1.77 2.00±2.00

10 8 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

 

 그룹별 조직병리학적 병변의 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.002), 그룹 4와 

5(P<0.001),  그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에서 유의

하게 차이가 있음을 나타내었으나 그룹 6과 7(P=0.161), 그리고 그룹 8과 9(P=0.065)에서는 

차이를 보이지 않았다. 하지만 제 2시험의 경우, 그룹 2와 3(P=0.002), 그룹 4와 5(P=0.001), 

그룹 6과 7(P=0.007), 그룹 8과 9(P=0.007), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 

3, 5, 7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 제 3시험의 경우, 그룹 2와 

3(P=0.002), 그룹 4와 5(P=0.01), 그룹 6과 7(P=0.002), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 

대조군(그룹 3, 5, 7, 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었고, 제 2 시험과 

달리 그룹 8과 9(P=0.065)에서는 유의한 차이가 있다고 볼 수 없었다. 하지만 제 2 시험의 결

과를 토대로 보았을 때, 연쇄상구균 감염할 때 백신이 섬유소성 염증을 감소시킴을 확인하였

다.  
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(5) 복합 혈청형 공격 접종 실험 응집반응 항체가 결과 (2차 백신 접종 후 2주 후)
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그룹 동물수 백신접종

시험횟수

1 2 3

1 8 O 112±29.6 128±59.3 136±74.6

2 8 O 88±44.4 104±33.1 96±59.3

3 8 X 0±0 0±0 0±0

4 8 O 100±39.9 128±59.3 92±79.8

5 8 X 0±0 0±0 0±0

6 8 O 82.3±31.2 104±33.1 92±63.4

7 8 X 0±0 0±0 0±0

8 8 O 96±34.2 112±29.6 96±33.1

9 8 X 0±0 0±0 0±0

10 8 X 0±0 0±0 0±0

 통계 분석 결과 각각의 혈청형에 따른 모든 공격접종군에서 백신군과 비백신군 사이에 차이

가 있는 것으로 확인되었다. (P<0.001)

사. 연쇄상구균증 백신 보존성 시험

(1) 제조후 6개월 보존한 연쇄상구균증 백신의 항체 형성 능력 시험

실험

동물

2형 3형 4형

0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi

1 0 32 128 0 32 256 0 32 128

2 0 16 128 0 16 64 0 32 128

3 0 32 256 0 32 128 0 32 128

4 0 32 128 0 32 128 0 16 64

5 0 32 128 0 32 256 0 16 128

(2) 제조후 12개월 보존한 연쇄상구균증 백신의 항체 형성 능력 시험

실험

동물

2형 3형 4형

0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi

1 0 16 128 0 16 64 0 16 128

2 0 16 64 0 32 128 0 16 128

3 0 32 128 0 16 128 0 32 128

4 0 16 128 0 32 128 0 16 64

5 0 32 128 0 32 128 0 16 128

(3) 제조후 18개월 보존한 연쇄상구균증 백신의 항체 형성 능력 시험
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실험

동물

2형 3형 4형

0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi

1 0 8 128 0 16 64 0 16 128

2 0 16 64 0 16 128 0 16 64

3 0 32 64 0 16 64 0 32 128

4 0 32 128 0 32 128 0 32 64

5 0 16 128 0 16 128 0 16 128

(4) 제조후 24개월 보존한 연쇄상구균증 백신의 항체 형성 능력 시험

실험

동물

2형 3형 4형

0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi

1 0 16 128 0 16 64 0 16 128

2 0 16 64 0 16 128 0 16 64

3 0 16 64 0 16 64 0 32 64

4 0 32 64 0 16 64 0 32 64

5 0 16 64 0 16 64 0 16 128

4. 연쇄상 구균(Streptococcus suis) 예방 백신의 야외 적용 시험

가. 1차 연쇄상구균증 백신 접종 후 안전성 시험 결과

(1) 1차 백신 접종 후 전제 안전성 시험 결과 

 안전성 시험 기관동안 3개 시험농장의 20두씩의 자돈에서 어떠한 부작용도 관찰되지 않았다.

 (가) 접종 30분 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 1주령 0 2 0 1 0 0 0 39.51

농장2 20 1주령 0 2 0 2 0 0 0 39.05

농장3 20 1주령 0 1 0 2 0 0 0 39.76

 (나) 접종 1시간 후 안전성 실험
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그룹 동물수 백신접종

시험횟수

1 2 3

1 8 O 112±29.6 128±59.3 136±74.6

2 8 O 88±44.4 104±33.1 96±59.3

3 8 X 0±0 0±0 0±0

4 8 O 100±39.9 128±59.3 92±79.8

5 8 X 0±0 0±0 0±0

6 8 O 82.3±31.2 104±33.1 92±63.4

7 8 X 0±0 0±0 0±0

8 8 O 96±34.2 112±29.6 96±33.1

9 8 X 0±0 0±0 0±0

10 8 X 0±0 0±0 0±0

 통계 분석 결과 각각의 혈청형에 따른 모든 공격접종군에서 백신군과 비백신군 사이에 차이

가 있는 것으로 확인되었다. (P<0.001)

사. 연쇄상구균증 백신 보존성 시험

(1) 제조후 6개월 보존한 연쇄상구균증 백신의 항체 형성 능력 시험

실험

동물

2형 3형 4형

0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi

1 0 32 128 0 32 256 0 32 128

2 0 16 128 0 16 64 0 32 128

3 0 32 256 0 32 128 0 32 128

4 0 32 128 0 32 128 0 16 64

5 0 32 128 0 32 256 0 16 128

(2) 제조후 12개월 보존한 연쇄상구균증 백신의 항체 형성 능력 시험

실험

동물

2형 3형 4형

0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi

1 0 16 128 0 16 64 0 16 128

2 0 16 64 0 32 128 0 16 128

3 0 32 128 0 16 128 0 32 128

4 0 16 128 0 32 128 0 16 64

5 0 32 128 0 32 128 0 16 128

(3) 제조후 18개월 보존한 연쇄상구균증 백신의 항체 형성 능력 시험
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실험

동물

2형 3형 4형

0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi

1 0 8 128 0 16 64 0 16 128

2 0 16 64 0 16 128 0 16 64

3 0 32 64 0 16 64 0 32 128

4 0 32 128 0 32 128 0 32 64

5 0 16 128 0 16 128 0 16 128

(4) 제조후 24개월 보존한 연쇄상구균증 백신의 항체 형성 능력 시험

실험

동물

2형 3형 4형

0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi

1 0 16 128 0 16 64 0 16 128

2 0 16 64 0 16 128 0 16 64

3 0 16 64 0 16 64 0 32 64

4 0 32 64 0 16 64 0 32 64

5 0 16 64 0 16 64 0 16 128

4. 연쇄상 구균(Streptococcus suis) 예방 백신의 야외 적용 시험

가. 1차 연쇄상구균증 백신 접종 후 안전성 시험 결과

(1) 1차 백신 접종 후 전제 안전성 시험 결과 

 안전성 시험 기관동안 3개 시험농장의 20두씩의 자돈에서 어떠한 부작용도 관찰되지 않았다.

 (가) 접종 30분 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 1주령 0 2 0 1 0 0 0 39.51

농장2 20 1주령 0 2 0 2 0 0 0 39.05

농장3 20 1주령 0 1 0 2 0 0 0 39.76

 (나) 접종 1시간 후 안전성 실험
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농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 1주령 0 2 0 1 0 0 0 39.59

농장2 20 1주령 0 1 0 0 0 0 0 39.66

농장3 20 1주령 0 0 0 0 0 0 0 39.83
 

 (다) 접종 2시간 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 1주령 0 0 0 1 0 0 0 39.50

농장2 20 1주령 0 0 0 1 0 0 0 39.55

농장3 20 1주령 0 0 0 0 0 0 0 39.68

 (라) 접종 4시간 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 1주령 0 1 0 1 0 0 0 39.47

농장2 20 1주령 0 0 0 1 0 0 0 39.54

농장3 20 1주령 0 0 0 2 0 0 0 39.65

 (마) 접종 1일후부터 14일간 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 기타

농장1 20 1주령 0 4 0 3 0 0 0 0

농장2 20 1주령 0 4 0 4 0 0 0 0

농장3 20 1주령 0 4 0 4 0 0 0 0

※ 관찰일: 접종 후 14일간
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나. 2차 연쇄상구균증 백신 접종 후 안전성 시험 결과

(1) 2차 백신 접종 후 전제 안전성 시험 결과 

 안전성 시험 기관동안 3개 시험농장의 20두씩의 자돈에서 어떠한 부작용도 관찰되지 않았다.

 (가) 접종 30분 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 3주령 0 0 0 1 0 0 0 39.42

농장2 20 3주령 0 2 0 1 0 0 0 39.51

농장3 20 3주령 0 1 0 1 0 0 0 39.43
 

 (나) 접종 1시간 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 3주령 0 0 0 1 0 0 0 39.50

농장2 20 3주령 0 0 0 1 0 0 0 39.51

농장3 20 3주령 0 0 0 1 0 0 0 39.57

 (다) 접종 2시간 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 3주령 0 0 0 0 0 0 0 39.48

농장2 20 3주령 0 0 0 0 0 0 0 39.47

농장3 20 3주령 0 0 0 0 0 0 0 39.51

 (라) 접종 4시간 후 안전성 실험
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농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 1주령 0 2 0 1 0 0 0 39.59

농장2 20 1주령 0 1 0 0 0 0 0 39.66

농장3 20 1주령 0 0 0 0 0 0 0 39.83
 

 (다) 접종 2시간 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 1주령 0 0 0 1 0 0 0 39.50

농장2 20 1주령 0 0 0 1 0 0 0 39.55

농장3 20 1주령 0 0 0 0 0 0 0 39.68

 (라) 접종 4시간 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 1주령 0 1 0 1 0 0 0 39.47

농장2 20 1주령 0 0 0 1 0 0 0 39.54

농장3 20 1주령 0 0 0 2 0 0 0 39.65

 (마) 접종 1일후부터 14일간 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 기타

농장1 20 1주령 0 4 0 3 0 0 0 0

농장2 20 1주령 0 4 0 4 0 0 0 0

농장3 20 1주령 0 4 0 4 0 0 0 0

※ 관찰일: 접종 후 14일간
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나. 2차 연쇄상구균증 백신 접종 후 안전성 시험 결과

(1) 2차 백신 접종 후 전제 안전성 시험 결과 

 안전성 시험 기관동안 3개 시험농장의 20두씩의 자돈에서 어떠한 부작용도 관찰되지 않았다.

 (가) 접종 30분 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 3주령 0 0 0 1 0 0 0 39.42

농장2 20 3주령 0 2 0 1 0 0 0 39.51

농장3 20 3주령 0 1 0 1 0 0 0 39.43
 

 (나) 접종 1시간 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 3주령 0 0 0 1 0 0 0 39.50

농장2 20 3주령 0 0 0 1 0 0 0 39.51

농장3 20 3주령 0 0 0 1 0 0 0 39.57

 (다) 접종 2시간 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 3주령 0 0 0 0 0 0 0 39.48

농장2 20 3주령 0 0 0 0 0 0 0 39.47

농장3 20 3주령 0 0 0 0 0 0 0 39.51

 (라) 접종 4시간 후 안전성 실험
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농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 3주령 0 0 0 1 0 0 0 39.44

농장2 20 3주령 0 0 0 0 0 0 0 39.40

농장3 20 3주령 0 0 0 1 0 0 0 39.41

 (마) 접종 1일후부터 14일간 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 기타

농장1 20 3주령 0 4 0 3 0 0 0 0

농장2 20 3주령 0 4 0 3 0 0 0 0

농장3 20 3주령 0 3 0 4 0 0 0 0

※ 관찰일: 접종 후 14일간

다. 백신 접종군과 미접종군에서 성장 증체 비교 시험

(1) 백신접종군과 미접종군간 백신 1차 접종시(1주령), 2차 접종(3주령) 후 3주 후(6주령), 2

차 접종 후 6주 후(12주령), 시험 종료시(16주령)의 체중 비교

(가) 제 1 농장

그룹
주령 증체율

(%)

폐사율

(%)1 5 12 16

백신접종군

공시두수 20 20 19 19 5

평균 2.64 10.13 28.47 46.31 1754.17

표준편차 0.416 0.78 4.69 7.18

미접종군

공시두수 20 19 19 17 15

평균 2.61 9.49 25 44.70 1712.64

표준편차 0.39 0.87 3.68 6.17

유의성 (P value) 0.74 0.022 0.017 0.479

(나) 제 2 농장
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그룹
주령 증체율

(%)

폐사율

(%)1 5 12 16

백신접종군

공시두수 20 20 19 17 15

평균 2.79 10.37 29.79 50.12 1796.42

표준편차 0.46 0.96 3.33 5.39

미접종군

공시두수 20 17 14 14 30

평균 2.82 9.30 26.88 44.93 1593.26

표준편차 0.41 0.61 4.86 6.79

유의성 (P value) 0.83 0.001 0.044 0.024

(다) 제 3 농장

그룹
주령 증체율

(%)

폐사율

(%)1 5 12 16

백신접종군

공시두수 20 20 19 19 5

평균 2.64 10.55 28.74 49.22 1864.39

표준편차 0.43 0.90 3.87 5.29

미접종군

공시두수 20 19 17 16 20

평균 2.68 9.56 25.76 46.13 1721.27

표준편차 0.35 0.42 1.68 5.30

유의성 (P value) 0.718 0.001 0.006 0.099

라. 백신 접종군과 미접종군에서 임상 시험 비교 시험

(1) 백신접종군과 미접종군간의 백신 접종 전 피모, 창백, 호흡수, 활력도, 호흡기, 및 소화기 

증상 등의 임상증상 비교

(가) 제 1 농장

그룹 1차 접종 전 2차 접종 전

백신

접종군

평균 0.25 0.5

표준편차 0.64 0.83

미접종군
평균 0.25 1.0

표준편차 0.64 1.78

(나) 제 2 농장



- 82 -

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 3주령 0 0 0 1 0 0 0 39.44

농장2 20 3주령 0 0 0 0 0 0 0 39.40

농장3 20 3주령 0 0 0 1 0 0 0 39.41

 (마) 접종 1일후부터 14일간 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 기타

농장1 20 3주령 0 4 0 3 0 0 0 0

농장2 20 3주령 0 4 0 3 0 0 0 0

농장3 20 3주령 0 3 0 4 0 0 0 0

※ 관찰일: 접종 후 14일간

다. 백신 접종군과 미접종군에서 성장 증체 비교 시험

(1) 백신접종군과 미접종군간 백신 1차 접종시(1주령), 2차 접종(3주령) 후 3주 후(6주령), 2

차 접종 후 6주 후(12주령), 시험 종료시(16주령)의 체중 비교

(가) 제 1 농장

그룹
주령 증체율

(%)

폐사율

(%)1 5 12 16

백신접종군

공시두수 20 20 19 19 5

평균 2.64 10.13 28.47 46.31 1754.17

표준편차 0.416 0.78 4.69 7.18

미접종군

공시두수 20 19 19 17 15

평균 2.61 9.49 25 44.70 1712.64

표준편차 0.39 0.87 3.68 6.17

유의성 (P value) 0.74 0.022 0.017 0.479

(나) 제 2 농장
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그룹
주령 증체율

(%)

폐사율

(%)1 5 12 16

백신접종군

공시두수 20 20 19 17 15

평균 2.79 10.37 29.79 50.12 1796.42

표준편차 0.46 0.96 3.33 5.39

미접종군

공시두수 20 17 14 14 30

평균 2.82 9.30 26.88 44.93 1593.26

표준편차 0.41 0.61 4.86 6.79

유의성 (P value) 0.83 0.001 0.044 0.024

(다) 제 3 농장

그룹
주령 증체율

(%)

폐사율

(%)1 5 12 16

백신접종군

공시두수 20 20 19 19 5

평균 2.64 10.55 28.74 49.22 1864.39

표준편차 0.43 0.90 3.87 5.29

미접종군

공시두수 20 19 17 16 20

평균 2.68 9.56 25.76 46.13 1721.27

표준편차 0.35 0.42 1.68 5.30

유의성 (P value) 0.718 0.001 0.006 0.099

라. 백신 접종군과 미접종군에서 임상 시험 비교 시험

(1) 백신접종군과 미접종군간의 백신 접종 전 피모, 창백, 호흡수, 활력도, 호흡기, 및 소화기 

증상 등의 임상증상 비교

(가) 제 1 농장

그룹 1차 접종 전 2차 접종 전

백신

접종군

평균 0.25 0.5

표준편차 0.64 0.83

미접종군
평균 0.25 1.0

표준편차 0.64 1.78

(나) 제 2 농장
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그룹 1차 접종 전 2차 접종 전

백신

접종군

평균 0.20 0.35

표준편차 0.41 0.49

미접종군
평균 0.20 0.95

표준편차 0.41 1.61

(다) 제 3 농장

그룹 1차 접종 전 2차 접종 전

백신

접종군

평균 0.30 0.65

표준편차 0.47 0.75

미접종군
평균 0.30 1.65

표준편차 0.47 1.56

(2) 백신접종군과 미접종군간의 백신 접종 후 피모, 창백, 호흡수, 활력도, 호흡기, 및 소화기 

증상 등의 임상증상 비교

(가) 제 1 농장

그룹 1차 접종 후 2차 접종 후

백신

접종군

평균 0.30 0.45

표준편차 0.66 0.76

미접종군
평균 0.25 1.0

표준편차 0.64 1.78

(나) 제 2 농장

그룹 1차 접종 후 2차 접종 후

백신

접종군

평균 0.25 0.45

표준편차 0.55 0.60

미접종군
평균 0.20 0.95

표준편차 0.41 1.61
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(다) 제 3 농장

그룹 1차 접종 후 2차 접종 후

백신

접종군

평균 0.25 0.50

표준편차 0.55 0.69

미접종군
평균 0.30 1.65

표준편차 0.47 1.56

(3) 백신접종군과 미접종군간의 백신 접종 후 1주 간격으로 시험 종료까지 피모, 창백, 호흡수, 

활력도, 호흡기, 및 소화기 증상 등의 임상증상 비교

(가) 제 1 농장

그룹
주령

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

백신

접종군

평균 0.06 0.05 0.13 0.16 0.18 0.28 0.24 0.31 0.22 0.24 0.22 0.18 0.20 0.17 0.13 0.19

표준편차 0.24 0.22 0.33 0.40 0.44 0.56 0.51 0.69 0.48 0.51 0.51 0.48 0.46 0.44 0.38 0.40

미접종군
평균 0.06 0.18 0.25 0.39 0.46 0.33 0.36 0.44 0.43 0.47 0.40 0.35 0.38 0.22 0.25 0.25

표준편차 0.24 0.50 0.56 0.79 0.87 0.68 0.76 0.65 0.62 0.73 0.66 0.65 0.72 0.48 0.56 0.58

유의성 (P value) 0.63 0.13 0.02 0.01 0.01 0.78 0.05 0.05 0.15 0.02 0.02 0.03 0.03 0.78 0.35 0.31

(나) 제 2 농장

그룹
주령

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

백신

접종군

평균 0.05 0.08 0.09 0.11 0.13 0.16 0.16 0.19 0.21 0.22 0.24 0.22 0.24 0.25 0.26 0.18

표준편차 0.22 0.27 0.28 0.32 0.33 0.37 0.43 0.45 0.59 0.51 0.49 0.48 0.54 0.68 0.67 0.49

미접종군
평균 0.05 0.18 0.24 0.43 0.44 0.43 0.33 0.38 0.44 0.44 0.48 0.45 0.38 0.38 0.39 0.39

표준편차 0.22 0.38 0.53 0.84 0.79 0.76 0.54 0.60 0.64 0.66 0.82 0.81 0.59 0.62 0.62 0.62

유의성 (P value) 0.99 0.06 0.01 0.05 0.05 0.03 0.30 0.28 0.03 0.02 0.32 0.42 0.73 0.85 0.76 0.21

(다) 제 3 농장
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그룹 1차 접종 전 2차 접종 전

백신

접종군

평균 0.20 0.35

표준편차 0.41 0.49

미접종군
평균 0.20 0.95

표준편차 0.41 1.61

(다) 제 3 농장

그룹 1차 접종 전 2차 접종 전

백신

접종군

평균 0.30 0.65

표준편차 0.47 0.75

미접종군
평균 0.30 1.65

표준편차 0.47 1.56

(2) 백신접종군과 미접종군간의 백신 접종 후 피모, 창백, 호흡수, 활력도, 호흡기, 및 소화기 

증상 등의 임상증상 비교

(가) 제 1 농장

그룹 1차 접종 후 2차 접종 후

백신

접종군

평균 0.30 0.45

표준편차 0.66 0.76

미접종군
평균 0.25 1.0

표준편차 0.64 1.78

(나) 제 2 농장

그룹 1차 접종 후 2차 접종 후

백신

접종군

평균 0.25 0.45

표준편차 0.55 0.60

미접종군
평균 0.20 0.95

표준편차 0.41 1.61
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(다) 제 3 농장

그룹 1차 접종 후 2차 접종 후

백신

접종군

평균 0.25 0.50

표준편차 0.55 0.69

미접종군
평균 0.30 1.65

표준편차 0.47 1.56

(3) 백신접종군과 미접종군간의 백신 접종 후 1주 간격으로 시험 종료까지 피모, 창백, 호흡수, 

활력도, 호흡기, 및 소화기 증상 등의 임상증상 비교

(가) 제 1 농장

그룹
주령

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

백신

접종군

평균 0.06 0.05 0.13 0.16 0.18 0.28 0.24 0.31 0.22 0.24 0.22 0.18 0.20 0.17 0.13 0.19

표준편차 0.24 0.22 0.33 0.40 0.44 0.56 0.51 0.69 0.48 0.51 0.51 0.48 0.46 0.44 0.38 0.40

미접종군
평균 0.06 0.18 0.25 0.39 0.46 0.33 0.36 0.44 0.43 0.47 0.40 0.35 0.38 0.22 0.25 0.25

표준편차 0.24 0.50 0.56 0.79 0.87 0.68 0.76 0.65 0.62 0.73 0.66 0.65 0.72 0.48 0.56 0.58

유의성 (P value) 0.63 0.13 0.02 0.01 0.01 0.78 0.05 0.05 0.15 0.02 0.02 0.03 0.03 0.78 0.35 0.31

(나) 제 2 농장

그룹
주령

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

백신

접종군

평균 0.05 0.08 0.09 0.11 0.13 0.16 0.16 0.19 0.21 0.22 0.24 0.22 0.24 0.25 0.26 0.18

표준편차 0.22 0.27 0.28 0.32 0.33 0.37 0.43 0.45 0.59 0.51 0.49 0.48 0.54 0.68 0.67 0.49

미접종군
평균 0.05 0.18 0.24 0.43 0.44 0.43 0.33 0.38 0.44 0.44 0.48 0.45 0.38 0.38 0.39 0.39

표준편차 0.22 0.38 0.53 0.84 0.79 0.76 0.54 0.60 0.64 0.66 0.82 0.81 0.59 0.62 0.62 0.62

유의성 (P value) 0.99 0.06 0.01 0.05 0.05 0.03 0.30 0.28 0.03 0.02 0.32 0.42 0.73 0.85 0.76 0.21

(다) 제 3 농장
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그룹
주령

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

백신

접종군

평균 0.08 0.11 0.16 0.18 0.19 0.20 0.21 0.16 0.18 0.20 0.21 0.28 0.33 0.24 0.21 0.21

표준편차 0.26 0.32 0.40 0.41 0.45 0.49 0.59 0.37 0.42 0.43 0.50 0.60 0.66 0.51 0.44 0.44

미접종군
평균 0.08 0.38 0.41 0.48 0.50 0.54 0.50 0.56 0.50 0.49 0.47 0.43 0.56 0.45 0.47 0.47

표준편차 0.26 0.54 0.61 0.71 0.70 0.80 0.71 0.80 0.72 0.72 0.74 0.70 0.82 0.69 0.76 0.78

유의성 (P value) 0.99 0.01 0.01 0.02 0.03 0.06 0.13 0.03 0.03 0.07 0.15 0.51 0.34 0.28 0.18 0.17

(4) 백신 접종군과 미접종군에서 임상 시험 비교 시험 최종 결과

 백신의 안전성 시험 결과, 백신의 1차 접종 후 자돈에서 발열을 보인 개체는 평균 4두, 식욕

장애는 1두, 그 외 나머지 항목은 관찰되지 않았으며 통계적으로 미접종군과 차이를 나타내지 

않았다. 또한, 2차 접종 후 발열을 보인 개체와 식욕저하를 보인 개체수는 평균 1두로 그외 나

머지 항목은 관찰되지 않았으며, 체온도 정상범위 내에 있었으며 통계적으로 백신 접종군과 미

접종군은 차이를 나타내지 않았다. 그러므로 본 연쇄상 구균 백신은 1주 및 3주령 자돈에게 

안전한 것으로 판단된다.

1차 백신접종 후 30분 1차 백신접종 1시간 후 1차 백신접종 2시간 후 1차 백신접종 4시간 후

2차 백신접종 후 30분 2차 백신접종 1시간 후 2차 백신접종 2시간 후 2차 백신접종 4시간 후

 백신 접종 후 시험기간 동안 임상증상의 관찰 결과, 백신 접종군과 미접종군이 통계적으로 가

장 많은 차이를 보인 주령은 3-5주령이며 이는 일반적으로 연쇄상 구균증이 집락화

(colonization)하는 시기와 유사한 주령이다. 또한 백신 접종군의 폐사율은 5%, 미접종군의 폐

사율은 21.5%로 차이를 보였다 (P=0.012). 이로 미루어 백신은 임상증상의 감소에 효과적인 

것으로 판단된다.

 백신의 성장증체 비교시험 결과, 백신접종군의 16주령 체중과 미접종군의 16주령 체중을 비

교하였을 때, 각각의 증체율은 평균적으로 1804.99%, 1675.72% 이었다. 이것은 백신접종군이 

미접종군에 비하여 증체율이 129.26% 더 증가한 결과이며, 이는 통계적으로 유의하였다 

- 87 -

(P=0.011).

농장명 백신 접종군 백신 미접종군 

농장 1

농장 2

농장 3
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그룹
주령

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

백신

접종군

평균 0.08 0.11 0.16 0.18 0.19 0.20 0.21 0.16 0.18 0.20 0.21 0.28 0.33 0.24 0.21 0.21

표준편차 0.26 0.32 0.40 0.41 0.45 0.49 0.59 0.37 0.42 0.43 0.50 0.60 0.66 0.51 0.44 0.44

미접종군
평균 0.08 0.38 0.41 0.48 0.50 0.54 0.50 0.56 0.50 0.49 0.47 0.43 0.56 0.45 0.47 0.47

표준편차 0.26 0.54 0.61 0.71 0.70 0.80 0.71 0.80 0.72 0.72 0.74 0.70 0.82 0.69 0.76 0.78

유의성 (P value) 0.99 0.01 0.01 0.02 0.03 0.06 0.13 0.03 0.03 0.07 0.15 0.51 0.34 0.28 0.18 0.17

(4) 백신 접종군과 미접종군에서 임상 시험 비교 시험 최종 결과

 백신의 안전성 시험 결과, 백신의 1차 접종 후 자돈에서 발열을 보인 개체는 평균 4두, 식욕

장애는 1두, 그 외 나머지 항목은 관찰되지 않았으며 통계적으로 미접종군과 차이를 나타내지 

않았다. 또한, 2차 접종 후 발열을 보인 개체와 식욕저하를 보인 개체수는 평균 1두로 그외 나

머지 항목은 관찰되지 않았으며, 체온도 정상범위 내에 있었으며 통계적으로 백신 접종군과 미

접종군은 차이를 나타내지 않았다. 그러므로 본 연쇄상 구균 백신은 1주 및 3주령 자돈에게 

안전한 것으로 판단된다.

1차 백신접종 후 30분 1차 백신접종 1시간 후 1차 백신접종 2시간 후 1차 백신접종 4시간 후

2차 백신접종 후 30분 2차 백신접종 1시간 후 2차 백신접종 2시간 후 2차 백신접종 4시간 후

 백신 접종 후 시험기간 동안 임상증상의 관찰 결과, 백신 접종군과 미접종군이 통계적으로 가

장 많은 차이를 보인 주령은 3-5주령이며 이는 일반적으로 연쇄상 구균증이 집락화

(colonization)하는 시기와 유사한 주령이다. 또한 백신 접종군의 폐사율은 5%, 미접종군의 폐

사율은 21.5%로 차이를 보였다 (P=0.012). 이로 미루어 백신은 임상증상의 감소에 효과적인 

것으로 판단된다.

 백신의 성장증체 비교시험 결과, 백신접종군의 16주령 체중과 미접종군의 16주령 체중을 비

교하였을 때, 각각의 증체율은 평균적으로 1804.99%, 1675.72% 이었다. 이것은 백신접종군이 

미접종군에 비하여 증체율이 129.26% 더 증가한 결과이며, 이는 통계적으로 유의하였다 
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(P=0.011).

농장명 백신 접종군 백신 미접종군 

농장 1

농장 2

농장 3
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제 4 장  흉막폐렴 예방 백신 개발

제 1 절   서   설

  돼지 흉막폐렴은 Actinobacillus pleuropneumoniae라는 세균이 원인체이다(Bertram, et al. 

1985; Nielson, et al. 1988). 보통 2-5개월 령의 30-70kg 의 성장상태가 좋은 돼지에서 발

생하는 호흡기성 질병이다(Frey, et al. 1994). 동물 중에서 돼지만이 유일하게 흉막 폐렴균의 

감염에 감수성이 있다. 심급성형, 급성형 그리고 만성형이 있으며, 심급성으로 진행되었을 때 

돼지가 어떤 임상증상도 없이 24-36시간 이내에 갑자기 죽는다. 급사한 돼지의 콧구멍과 입에

서는 출혈을 동반한 거품을 관찰할 수 있다. 급성형에서는 구토, 청색증, 고열, 식욕불량, 호흡

곤란, 복식호흡 등이 관찰되며, 추후 코와 입에서 출혈을 일으키며 24시간 내에 급성으로 폐사

되거나 회복되어 만성형으로 진행된다(Bertram, et al. 1988). 초기 감염이 만성으로 진행 되

었을 시에는 무증상의 보균자가 되어서 지속적으로 흉막폐렴균을 분비하여 돈사 안의 순환 감

염을 일으키며, 호흡곤란으로 인한 복식 호흡이 관찰되기도 하고, 앞에서 언급한 급성형으로 

발전할 수 있는 가능성이 있다(Bertram, et al. 1986). 성장 상태가 좋은 돼지가 돼지 흉막폐

렴 급성형으로 인해 출혈을 동반한 폐사를 겪는 농장의 피해는 양돈 산업의 손실은 물론 사양

가의 정신적 피해마저 일으킨다. 흉막 폐렴균은 2개의 생물학적 타입이 존재한다(Frey, et al. 

1993). 흉막 폐렴균 배양시 nicotinamide adenine dinecleotide (NAD)라는 V factor가 필요

하면 biotype 1 strain, 필요 없으면, biotype 2 strain 이라 한다(Frey, et al. 1988; 

Fedorka-Cray, et al. 1990; Anderson, et al. 1991). 일반적으로 흉막폐렴의 폐사율은 

biotype 1이 biotype 2보다 높다. 흉막폐렴균은 특이적인 고유한 capsular antigen 에 의해서 

15개의 혈청형으로 나누어진다. 그중 혈청형 1형과 5형은 다시 A 와 B type 으로 나뉘어진

다. 혈청형의 분류에는 slide agglutination test 와 coagglutination test 가 제일 사용하기도 

쉽고, 효과적인 방법으로 이용된다(Komal, et al. 1990). 혈청형과 biotype 의 관계를 보면, 

혈청형 1, 3, 5, 6, 8, 10, 11, 12, 15 형은 biotype 1만 있으며, 혈청형 13, 14형은 biotype 

2만 존재한다. 혈청형 2, 4, 7, 9 형은 biotype 1과 2 모두 있다. 혈청형은 지역별로 분포되어 

있다. 한국에서는 혈청형 2, 5, 6형이 자주 분리되는 혈청형이다(Min, et al. 1999, Kim, et 

al. 2001). 미국에서는 혈청형 1, 5, 7형이 자주 분리되며, 유럽에서는 혈청형 1, 2, 5, 7, 9형

이 자주 분리되는 혈청형이다. 흉막폐렴균이 분비하는 독소를 특별히 Actinobacillus 

pleuropneumoniae RTX(Apx)이라고 명명했다. Apx의 종류는 Apx I, Apx II, Apx III, Apx 

IV까지 보고 되었으며(Kamp, et al. 1994; Cho, et al. 2001; Choi, et al. 2001), 혈청형에 

따라서 분비하는 Apx toxin의 종류가 다르다. 이 중 Apx I, Apx III의 유전자 배열은 C, A, 

B, D로 구성되어 있는 전형적인 RTX toxin 구조인 반면, Apx II는 C, A로만 구성되어 있다. 

Apx toxin 의 생물학적 특징도 활발히 연구되고 있으며, 각각의 특징은 다음과 같다. Apx I은 

용혈성과 세포독성이 매우 강한 독소이다. Apx II는 용혈성과 세균독성이 매우 약한 독소이다. 

Apx III는 용혈성이 거의 없는 반면, 세포 독성은 매우 높다(Chang, et al. 1989, 1993; Frey, 

et al. 1990). 본 연구에서는 연차별로 1차 년도에는 흉막폐렴 예방백신 제작용 표준 균주를 
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제작함에 있어서, 국내 분리 흉막 폐렴균의 혈청형 분석, 표준 혈청형 흉막폐렴균의 면역원성 

검사, 표준 균주 확립 및 계대 방법 확립, 표준 균주의 대량 배양 방법 확립, 표준 균주를 이

용한 백신을 제조하고, 2차 년도에는 흉막폐렴 예방 백신 안전성 및 면역원성 연구에 있어서, 

백신의 성분 및 분량 연구, 백신의 불활화 확인 실험, 실험동물을 이용한 백신 안전성 연구, 

돼지(자돈)를 이용한 백신 안전성 연구, 토끼를 이용한 백신 항체가 실험, 돼지(자돈)를 이용한 

백신 항체가를 실험하였다. 3차 년도에 이르러서는 흉막폐렴 예방 백신의 공격접종 시험 및 

보존성 시험을 하는데 있어서, 시험백신의 특성 시험 및 무균시험, 실험동물을 이용한 예방 백

신의 공격 접종 실험(3회 반복실험) 및 면역원성 검사, 자돈을 이용한 예방 백신의 공격 접종 

실험(3회 반복실험) 및 면역원성 검사, 시험백신 보존성 시험(제조시점, 6, 12, 18, 24개월까

지 보관하면서 시험)을 하였고, 마지막 년도에는 흉막폐렴 예방 백신 야외 적용시험에 있어서, 

야외 사육 돼지(자돈)에 대한 안전성 시험(3개 농장), 야외 사육 돼지(자돈)에 대한 면역원성 

시험(3개 농장), 야외 사육 돼지(자돈)에 대한 효능 시험(3개농장) 등의 야외 임상 실험을 실시

하였다.

제 2 절   재료 및 방법

1. 흉막폐렴균(Actinobacillus pleuropneumoniae) 예방백신 제작용 표준균주 제작

가. 국내 돼지에서 흉막폐렴균 분리

 

 2009년 1월부터 2009년 5월까지 서울대학교 병리학실에 의뢰된 돼지 중에서 폐에서 출혈소

와 경화소, 또는 동시에 섬유소성 삼출물로 인한 폐표면의 유착 소견이 관찰되는 케이스를 장

기가 오염되지 않도록 소독한 부검용 칼로 흉강을 개방시키고, 병변이 관찰되는 부위를 샘플링

(sampling)하였다. 실험실로 이동하여 혈액 배지에 Staphylococcus aureus를 가운데 선을 긋

듯이 발라 준비한다. 폐표면을 멸균시키고, 멸균 면봉을 조직의 내부에 넣어 문질러 준비된 혈

액 배지에 발라둔 Staphylococcus aureus의 바로 옆과 멀리 떨어진 반대쪽에 동시에 바른다. 

배지를 37℃의 배양기에 넣고 24시간 동안 호기성 배양을 하여, Staphylococcus aureus에 의

하여 생긴 용혈범위에는 자라고, 반대쪽의 용혈범위가 미치지 않은 부위에는 자라지 않은 흉막

폐렴균 콜로니의 형태학적 특징을 갖춘 독립된 콜로니를 골라 1% nicotinamide adenine 

dinucleotide(NAD)를 첨가한 Casman 배지에 백금이로 2차 배양을 시킨다. 동시에 trypticase 

soy 배지(TSA)에서도 배양시켜 분리한 균이 흉막폐렴균임을 다시 한번 확인한다. 이 후 증균 

된 균에서 DNA를 추출하여 흉막폐렴균의 독소인 APX에 특이적인 프라이머를 사용한 중합효

소 연쇄반응을 시행하고, 응집반응을 통하여 혈청형을 분석하였다(Kamp, et al. 1991; 

Rayamajhi, et al. 2005).

나. 흉막폐렴균 혈청형 분석
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제 4 장  흉막폐렴 예방 백신 개발

제 1 절   서   설

  돼지 흉막폐렴은 Actinobacillus pleuropneumoniae라는 세균이 원인체이다(Bertram, et al. 

1985; Nielson, et al. 1988). 보통 2-5개월 령의 30-70kg 의 성장상태가 좋은 돼지에서 발

생하는 호흡기성 질병이다(Frey, et al. 1994). 동물 중에서 돼지만이 유일하게 흉막 폐렴균의 

감염에 감수성이 있다. 심급성형, 급성형 그리고 만성형이 있으며, 심급성으로 진행되었을 때 

돼지가 어떤 임상증상도 없이 24-36시간 이내에 갑자기 죽는다. 급사한 돼지의 콧구멍과 입에

서는 출혈을 동반한 거품을 관찰할 수 있다. 급성형에서는 구토, 청색증, 고열, 식욕불량, 호흡

곤란, 복식호흡 등이 관찰되며, 추후 코와 입에서 출혈을 일으키며 24시간 내에 급성으로 폐사

되거나 회복되어 만성형으로 진행된다(Bertram, et al. 1988). 초기 감염이 만성으로 진행 되

었을 시에는 무증상의 보균자가 되어서 지속적으로 흉막폐렴균을 분비하여 돈사 안의 순환 감

염을 일으키며, 호흡곤란으로 인한 복식 호흡이 관찰되기도 하고, 앞에서 언급한 급성형으로 

발전할 수 있는 가능성이 있다(Bertram, et al. 1986). 성장 상태가 좋은 돼지가 돼지 흉막폐

렴 급성형으로 인해 출혈을 동반한 폐사를 겪는 농장의 피해는 양돈 산업의 손실은 물론 사양

가의 정신적 피해마저 일으킨다. 흉막 폐렴균은 2개의 생물학적 타입이 존재한다(Frey, et al. 

1993). 흉막 폐렴균 배양시 nicotinamide adenine dinecleotide (NAD)라는 V factor가 필요

하면 biotype 1 strain, 필요 없으면, biotype 2 strain 이라 한다(Frey, et al. 1988; 

Fedorka-Cray, et al. 1990; Anderson, et al. 1991). 일반적으로 흉막폐렴의 폐사율은 

biotype 1이 biotype 2보다 높다. 흉막폐렴균은 특이적인 고유한 capsular antigen 에 의해서 

15개의 혈청형으로 나누어진다. 그중 혈청형 1형과 5형은 다시 A 와 B type 으로 나뉘어진

다. 혈청형의 분류에는 slide agglutination test 와 coagglutination test 가 제일 사용하기도 

쉽고, 효과적인 방법으로 이용된다(Komal, et al. 1990). 혈청형과 biotype 의 관계를 보면, 

혈청형 1, 3, 5, 6, 8, 10, 11, 12, 15 형은 biotype 1만 있으며, 혈청형 13, 14형은 biotype 

2만 존재한다. 혈청형 2, 4, 7, 9 형은 biotype 1과 2 모두 있다. 혈청형은 지역별로 분포되어 

있다. 한국에서는 혈청형 2, 5, 6형이 자주 분리되는 혈청형이다(Min, et al. 1999, Kim, et 

al. 2001). 미국에서는 혈청형 1, 5, 7형이 자주 분리되며, 유럽에서는 혈청형 1, 2, 5, 7, 9형

이 자주 분리되는 혈청형이다. 흉막폐렴균이 분비하는 독소를 특별히 Actinobacillus 

pleuropneumoniae RTX(Apx)이라고 명명했다. Apx의 종류는 Apx I, Apx II, Apx III, Apx 

IV까지 보고 되었으며(Kamp, et al. 1994; Cho, et al. 2001; Choi, et al. 2001), 혈청형에 

따라서 분비하는 Apx toxin의 종류가 다르다. 이 중 Apx I, Apx III의 유전자 배열은 C, A, 

B, D로 구성되어 있는 전형적인 RTX toxin 구조인 반면, Apx II는 C, A로만 구성되어 있다. 

Apx toxin 의 생물학적 특징도 활발히 연구되고 있으며, 각각의 특징은 다음과 같다. Apx I은 

용혈성과 세포독성이 매우 강한 독소이다. Apx II는 용혈성과 세균독성이 매우 약한 독소이다. 

Apx III는 용혈성이 거의 없는 반면, 세포 독성은 매우 높다(Chang, et al. 1989, 1993; Frey, 

et al. 1990). 본 연구에서는 연차별로 1차 년도에는 흉막폐렴 예방백신 제작용 표준 균주를 
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제작함에 있어서, 국내 분리 흉막 폐렴균의 혈청형 분석, 표준 혈청형 흉막폐렴균의 면역원성 

검사, 표준 균주 확립 및 계대 방법 확립, 표준 균주의 대량 배양 방법 확립, 표준 균주를 이

용한 백신을 제조하고, 2차 년도에는 흉막폐렴 예방 백신 안전성 및 면역원성 연구에 있어서, 

백신의 성분 및 분량 연구, 백신의 불활화 확인 실험, 실험동물을 이용한 백신 안전성 연구, 

돼지(자돈)를 이용한 백신 안전성 연구, 토끼를 이용한 백신 항체가 실험, 돼지(자돈)를 이용한 

백신 항체가를 실험하였다. 3차 년도에 이르러서는 흉막폐렴 예방 백신의 공격접종 시험 및 

보존성 시험을 하는데 있어서, 시험백신의 특성 시험 및 무균시험, 실험동물을 이용한 예방 백

신의 공격 접종 실험(3회 반복실험) 및 면역원성 검사, 자돈을 이용한 예방 백신의 공격 접종 

실험(3회 반복실험) 및 면역원성 검사, 시험백신 보존성 시험(제조시점, 6, 12, 18, 24개월까

지 보관하면서 시험)을 하였고, 마지막 년도에는 흉막폐렴 예방 백신 야외 적용시험에 있어서, 

야외 사육 돼지(자돈)에 대한 안전성 시험(3개 농장), 야외 사육 돼지(자돈)에 대한 면역원성 

시험(3개 농장), 야외 사육 돼지(자돈)에 대한 효능 시험(3개농장) 등의 야외 임상 실험을 실시

하였다.

제 2 절   재료 및 방법

1. 흉막폐렴균(Actinobacillus pleuropneumoniae) 예방백신 제작용 표준균주 제작

가. 국내 돼지에서 흉막폐렴균 분리

 

 2009년 1월부터 2009년 5월까지 서울대학교 병리학실에 의뢰된 돼지 중에서 폐에서 출혈소

와 경화소, 또는 동시에 섬유소성 삼출물로 인한 폐표면의 유착 소견이 관찰되는 케이스를 장

기가 오염되지 않도록 소독한 부검용 칼로 흉강을 개방시키고, 병변이 관찰되는 부위를 샘플링

(sampling)하였다. 실험실로 이동하여 혈액 배지에 Staphylococcus aureus를 가운데 선을 긋

듯이 발라 준비한다. 폐표면을 멸균시키고, 멸균 면봉을 조직의 내부에 넣어 문질러 준비된 혈

액 배지에 발라둔 Staphylococcus aureus의 바로 옆과 멀리 떨어진 반대쪽에 동시에 바른다. 

배지를 37℃의 배양기에 넣고 24시간 동안 호기성 배양을 하여, Staphylococcus aureus에 의

하여 생긴 용혈범위에는 자라고, 반대쪽의 용혈범위가 미치지 않은 부위에는 자라지 않은 흉막

폐렴균 콜로니의 형태학적 특징을 갖춘 독립된 콜로니를 골라 1% nicotinamide adenine 

dinucleotide(NAD)를 첨가한 Casman 배지에 백금이로 2차 배양을 시킨다. 동시에 trypticase 

soy 배지(TSA)에서도 배양시켜 분리한 균이 흉막폐렴균임을 다시 한번 확인한다. 이 후 증균 

된 균에서 DNA를 추출하여 흉막폐렴균의 독소인 APX에 특이적인 프라이머를 사용한 중합효

소 연쇄반응을 시행하고, 응집반응을 통하여 혈청형을 분석하였다(Kamp, et al. 1991; 

Rayamajhi, et al. 2005).

나. 흉막폐렴균 혈청형 분석
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 국내 양돈장에서 의뢰된 돼지 중에서 폐렴이 관찰되는 이유자돈에서 총 25개의 흉막폐렴균을 

분리하였다. 분리한 흉막폐렴균을 응집반응을 실시하여 혈청형을 분석하였다. 응집반응은 흉막

폐렴에서 분리한 흉막폐렴균을 배양액에서 배양한 후, 1ml을 tube에 넣고 3000rpm에서 5분 

동안 원심 분리한다. 원심 분리 후 가라앉은 균을 제외한 배양액을 버리고, PBS에 희석하되 

너무 희석되지 않고 적당히 탁도를 유지하도록 풀어 끓는 물에서 10분 동안 가열한다. 깨끗이 

닦은 슬라이드에 흉막폐렴균 표준 항혈청 10μl를 슬라이드 위에 떨어뜨린 후, 준비한 흉막폐렴

균 항원을 10μl씩 떨어뜨려 섞고, 1~2분 기다린다. 그 후 응집정도를 확인하여 혈청형을 확인

한다. 흉막폐렴균의 혈청형 마다 특이적으로 보유한 Apx독소 유전자를 분석하기 위하여 다양

한  프라이머를 제작하기 위하여 apxIIICA(Genbank code: X80055.1), apxIIIBD(Genbank 

code: L121451.1)와 apxICA, apxIBD(Genbank code: X68595.1)에 특이적인 염기서열을 선

택하였으며, 10형과 14형을 제외한 모든 혈청형에 공통적으로 존재하는 apxIICA(Genbank 

code: M30602.1)에 특이적인 염기서열도 함께 선택하여, computer software(Oligo 4.0 

program, National Biosciences, Plymouth, MN, USA)를 이용하여 프라이머를 제작하였다. 

유전자 apxIIICA의 전방향 프라이머는 5‘-CATGTTCAAGGAGGACAAAT-3’(602-621 

nucleotides), 역방향 프라이머는 5‘-GCTCAGAGGCTAAAGAAACA-3’(1301-1282 

nucleotides)가 되도록 제작하였으며, apxIIIBD의 전방향 프라이머는 

5‘-GGAGAGCTTGGTGCAGGCTT-3’(5752-5771 nucleotides), 역방향 프라이머는 

5‘-GCTCAGAGGCTAAAGAAACA-3’(6224-6203 nucleotides)가 되도록 제작하였다. 

apxICA의 전방향 프라이머는 5‘-TTGCCTCGCTAGTTGCGGAT-3’(440-459 nucleotides), 

역방향 프라이머는 5‘-TCCCAAGTTCGAATGGGCTT-3’(2860-2841 nucleotides)가 되도록 

제작하였으며, apxIBD의 전방향 프라이머는 5‘-GCACGCGCTTTGGTGAATA-3’(5745-5763 

nucleotides), 역방향 프라이머는 5‘-CCTTTTCTCGATCCGGCGTA-3’(6136-6118 

nucleotides)가 되도록 제작하였다. apxIICA의 전방향 프라이머는 

5‘-CTGCATTAATCGCATCTACA-3’(1694-1713 nucleotides), 역방향 프라이머는 

5‘-CCCATCTTTGTTGGGTAATA-3’(2196-2215 nucleotides)가 되도록 제작하였다. 중합효

소 연쇄반응을 위한 조건은 다음과 같다. 유전자 apxICA를 제외한 모든 apx그룹의 reaction 

volume은 50μl를 기준으로 하여 다음과 같은  조성을 사용하였다. 10mM Tris-HCl (pH8.3), 

50mM KCl, 1.5mM MgCl2, 0.2mM dNTP, 각각 10nM의 apxIIICA, apxIIIBD, apxIBD, 

apxIICA의 전방향과 역방향 프라이머, 1U의 TLA polymerase(Bioneer, Daejeon, Korea), 추

출한 DNA 5μl를 각각 섞은 후, RNase와 DNase를 제거한 증류수를 첨가하여 50μl의 양이 되

도록 맞춘 후 각각 시행하였다. apxICA의 중합효소 연쇄반응은 10mM Tris-HCl (pH8.3), 

40mM KCl, 1mM MgCl2, 0.2mM dNTP, 각각 10nM의 apxICA의 전방향과 역방향 프라이

머, 2U의 TLA polymerase(Bioneer, Daejeon, Korea), 추출한 DNA 5μl를 각각 섞은 후, 

RNase와 DNase를 제거한 증류수를 첨가하여 50μl의 양이 되도록 맞춘 후 시행하였다. 중합

효소 연쇄반응은 GeneAmp PCR System 9700(Applied Biosystems, Foster city, CA, USA)

을 사용하여 시행하였다. 사용된 프로그램은 apxIIICA와 apxIICA의 경우, 섭씨 95℃에서 5분 

동안 가열 후, 94℃에서 30초, 55℃에서 30초, 72℃에서 30초를 반응시키는 과정을 40번 반

복하고, 마지막으로 72℃에서 7분 동안 반응하도록 하였으며, apxIIIBD와 apxIBD의 프로그램

은 섭씨 95℃에서 5분 가열한 뒤, 94℃에서 30초, 63℃에서 30초, 72℃에서 30초를 반응시키
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는 과정을 40번 반복하고, 마지막으로 72℃에서 7분 동안 반응하도록 하였다. 유전자 apxICA

의 프로그램은 섭씨 95℃에서 5분 가열한 뒤, 94℃에서 1분, 63℃에서 55초, 72℃에서 2분 

반응시키는 과정을 40번 반복하고, 마지막으로 72℃에서 10분 동안 반응하도록 하였다. 반응

이 끝난 후, 10μl를 0.02% ethidium bromide를 첨가한 2% agarose gel에 40분 동안 전기영

동 하였다.

다. 백신 후보 균주의 면역원성 검사

 국내에서 흉막폐렴에서 분리한 흉막폐렴균중 발생 빈도가 높고 병원성 및 면역원성을 결정하

는데 중요한 인자인 apx를 보유한 흉막폐렴 2형 2개 (일련번호 1, 14), 흉막폐렴 5형 2개 (일

련번호 20, 21), 6형 1개 (일련번호 24)를 선정하여 백신을 제조하여 토끼에게 2주 간격으로 

2회 접종하고 2차접종후 2주간 경과된 시점에서 혈청을 채취하여 응집반응을 통하여 항체 형

성 추이를 관찰하였다(Bhatia, et al. 1991; Chiers, et al. 1995; Chiang, et al. 2009).

라. 백신 후보 균주 선정

  국내에서 흉막폐렴에서 분리한 흉막폐렴균중 발생 빈도가 높고 Apx독소 유전자 보유 상태

와 토끼를 이용한 항체 형성 능력을 확인하여 흉막폐렴균 2형 (일련번호 1), 5형 (일련번호 

20), 6형 (일련번호 24) 등 3개의 흉막폐렴균을 선별하였다.

2. 흉막폐렴균 예방 백신 면역원성 및 안전성 연구

가. 흉막폐렴 백신 함유 혈청형 결정

 본 연구의 1년차인 2009년에 서울대학교 수의과대학에 의뢰된 흉막폐렴이 유발된 가검물에

서 흉막폐렴균을 분리 동정한 결과 총 25개의 흉막폐렴균을 분리하였다. 분리된 흉막폐렴균의 

혈청형을 항원-항체 응집반응을 통해 분석하였다.

나. 부형제 선정과 조합을 통한 백신 개발

 부형제(adjuvant)는 백신의 효능과 관련된 성분으로 일반적인 백신들은 모두 부형제가 함유되

어 있으며, 이는 백신의 항체 생성 능력과 백신 효과의 지속 시간을 결정하는데 매우 중요한 

역할을 한다. 일반적으로 약독화 생균 백신은 균 자체의 감염력과 염증 반응을 이끌어내는 요

소를 갖추고 있기 때문에 사독백신에 비해 부형제의 역할이 비교적 작다. 하지만 본 흉막폐렴 

백신은 사독 백신으로 부형제의 역할이 상대적으로 크며, 부형제의 선정이 보다 중요한 의미를 

갖는다.

 항체생성능이 뛰어난 부형제로 알려져 있는 water-in-oil emulsion 형태인 complete 

Freunds 부형제는 접종부위의 조직손상을 일으키는 단점이 있어 양돈농가에서 기피하게 되는 

문제점이 있으며, 접종 시에는 오일 성분으로 인해 고통을 유발하므로 돼지에게 스트레스를 주

게 된다. 흉막폐렴 백신에는 이러한 단점이 없는 부형제인 알루미늄 겔(aluminium hydroxide 

gel)을 사용하여 실험하였다. 
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 국내 양돈장에서 의뢰된 돼지 중에서 폐렴이 관찰되는 이유자돈에서 총 25개의 흉막폐렴균을 

분리하였다. 분리한 흉막폐렴균을 응집반응을 실시하여 혈청형을 분석하였다. 응집반응은 흉막

폐렴에서 분리한 흉막폐렴균을 배양액에서 배양한 후, 1ml을 tube에 넣고 3000rpm에서 5분 

동안 원심 분리한다. 원심 분리 후 가라앉은 균을 제외한 배양액을 버리고, PBS에 희석하되 

너무 희석되지 않고 적당히 탁도를 유지하도록 풀어 끓는 물에서 10분 동안 가열한다. 깨끗이 

닦은 슬라이드에 흉막폐렴균 표준 항혈청 10μl를 슬라이드 위에 떨어뜨린 후, 준비한 흉막폐렴

균 항원을 10μl씩 떨어뜨려 섞고, 1~2분 기다린다. 그 후 응집정도를 확인하여 혈청형을 확인

한다. 흉막폐렴균의 혈청형 마다 특이적으로 보유한 Apx독소 유전자를 분석하기 위하여 다양

한  프라이머를 제작하기 위하여 apxIIICA(Genbank code: X80055.1), apxIIIBD(Genbank 

code: L121451.1)와 apxICA, apxIBD(Genbank code: X68595.1)에 특이적인 염기서열을 선

택하였으며, 10형과 14형을 제외한 모든 혈청형에 공통적으로 존재하는 apxIICA(Genbank 

code: M30602.1)에 특이적인 염기서열도 함께 선택하여, computer software(Oligo 4.0 

program, National Biosciences, Plymouth, MN, USA)를 이용하여 프라이머를 제작하였다. 

유전자 apxIIICA의 전방향 프라이머는 5‘-CATGTTCAAGGAGGACAAAT-3’(602-621 

nucleotides), 역방향 프라이머는 5‘-GCTCAGAGGCTAAAGAAACA-3’(1301-1282 

nucleotides)가 되도록 제작하였으며, apxIIIBD의 전방향 프라이머는 

5‘-GGAGAGCTTGGTGCAGGCTT-3’(5752-5771 nucleotides), 역방향 프라이머는 

5‘-GCTCAGAGGCTAAAGAAACA-3’(6224-6203 nucleotides)가 되도록 제작하였다. 

apxICA의 전방향 프라이머는 5‘-TTGCCTCGCTAGTTGCGGAT-3’(440-459 nucleotides), 

역방향 프라이머는 5‘-TCCCAAGTTCGAATGGGCTT-3’(2860-2841 nucleotides)가 되도록 

제작하였으며, apxIBD의 전방향 프라이머는 5‘-GCACGCGCTTTGGTGAATA-3’(5745-5763 

nucleotides), 역방향 프라이머는 5‘-CCTTTTCTCGATCCGGCGTA-3’(6136-6118 

nucleotides)가 되도록 제작하였다. apxIICA의 전방향 프라이머는 

5‘-CTGCATTAATCGCATCTACA-3’(1694-1713 nucleotides), 역방향 프라이머는 

5‘-CCCATCTTTGTTGGGTAATA-3’(2196-2215 nucleotides)가 되도록 제작하였다. 중합효

소 연쇄반응을 위한 조건은 다음과 같다. 유전자 apxICA를 제외한 모든 apx그룹의 reaction 

volume은 50μl를 기준으로 하여 다음과 같은  조성을 사용하였다. 10mM Tris-HCl (pH8.3), 

50mM KCl, 1.5mM MgCl2, 0.2mM dNTP, 각각 10nM의 apxIIICA, apxIIIBD, apxIBD, 

apxIICA의 전방향과 역방향 프라이머, 1U의 TLA polymerase(Bioneer, Daejeon, Korea), 추

출한 DNA 5μl를 각각 섞은 후, RNase와 DNase를 제거한 증류수를 첨가하여 50μl의 양이 되

도록 맞춘 후 각각 시행하였다. apxICA의 중합효소 연쇄반응은 10mM Tris-HCl (pH8.3), 

40mM KCl, 1mM MgCl2, 0.2mM dNTP, 각각 10nM의 apxICA의 전방향과 역방향 프라이

머, 2U의 TLA polymerase(Bioneer, Daejeon, Korea), 추출한 DNA 5μl를 각각 섞은 후, 

RNase와 DNase를 제거한 증류수를 첨가하여 50μl의 양이 되도록 맞춘 후 시행하였다. 중합

효소 연쇄반응은 GeneAmp PCR System 9700(Applied Biosystems, Foster city, CA, USA)

을 사용하여 시행하였다. 사용된 프로그램은 apxIIICA와 apxIICA의 경우, 섭씨 95℃에서 5분 

동안 가열 후, 94℃에서 30초, 55℃에서 30초, 72℃에서 30초를 반응시키는 과정을 40번 반

복하고, 마지막으로 72℃에서 7분 동안 반응하도록 하였으며, apxIIIBD와 apxIBD의 프로그램

은 섭씨 95℃에서 5분 가열한 뒤, 94℃에서 30초, 63℃에서 30초, 72℃에서 30초를 반응시키
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는 과정을 40번 반복하고, 마지막으로 72℃에서 7분 동안 반응하도록 하였다. 유전자 apxICA

의 프로그램은 섭씨 95℃에서 5분 가열한 뒤, 94℃에서 1분, 63℃에서 55초, 72℃에서 2분 

반응시키는 과정을 40번 반복하고, 마지막으로 72℃에서 10분 동안 반응하도록 하였다. 반응

이 끝난 후, 10μl를 0.02% ethidium bromide를 첨가한 2% agarose gel에 40분 동안 전기영

동 하였다.

다. 백신 후보 균주의 면역원성 검사

 국내에서 흉막폐렴에서 분리한 흉막폐렴균중 발생 빈도가 높고 병원성 및 면역원성을 결정하

는데 중요한 인자인 apx를 보유한 흉막폐렴 2형 2개 (일련번호 1, 14), 흉막폐렴 5형 2개 (일

련번호 20, 21), 6형 1개 (일련번호 24)를 선정하여 백신을 제조하여 토끼에게 2주 간격으로 

2회 접종하고 2차접종후 2주간 경과된 시점에서 혈청을 채취하여 응집반응을 통하여 항체 형

성 추이를 관찰하였다(Bhatia, et al. 1991; Chiers, et al. 1995; Chiang, et al. 2009).

라. 백신 후보 균주 선정

  국내에서 흉막폐렴에서 분리한 흉막폐렴균중 발생 빈도가 높고 Apx독소 유전자 보유 상태

와 토끼를 이용한 항체 형성 능력을 확인하여 흉막폐렴균 2형 (일련번호 1), 5형 (일련번호 

20), 6형 (일련번호 24) 등 3개의 흉막폐렴균을 선별하였다.

2. 흉막폐렴균 예방 백신 면역원성 및 안전성 연구

가. 흉막폐렴 백신 함유 혈청형 결정

 본 연구의 1년차인 2009년에 서울대학교 수의과대학에 의뢰된 흉막폐렴이 유발된 가검물에

서 흉막폐렴균을 분리 동정한 결과 총 25개의 흉막폐렴균을 분리하였다. 분리된 흉막폐렴균의 

혈청형을 항원-항체 응집반응을 통해 분석하였다.

나. 부형제 선정과 조합을 통한 백신 개발

 부형제(adjuvant)는 백신의 효능과 관련된 성분으로 일반적인 백신들은 모두 부형제가 함유되

어 있으며, 이는 백신의 항체 생성 능력과 백신 효과의 지속 시간을 결정하는데 매우 중요한 

역할을 한다. 일반적으로 약독화 생균 백신은 균 자체의 감염력과 염증 반응을 이끌어내는 요

소를 갖추고 있기 때문에 사독백신에 비해 부형제의 역할이 비교적 작다. 하지만 본 흉막폐렴 

백신은 사독 백신으로 부형제의 역할이 상대적으로 크며, 부형제의 선정이 보다 중요한 의미를 

갖는다.

 항체생성능이 뛰어난 부형제로 알려져 있는 water-in-oil emulsion 형태인 complete 

Freunds 부형제는 접종부위의 조직손상을 일으키는 단점이 있어 양돈농가에서 기피하게 되는 

문제점이 있으며, 접종 시에는 오일 성분으로 인해 고통을 유발하므로 돼지에게 스트레스를 주

게 된다. 흉막폐렴 백신에는 이러한 단점이 없는 부형제인 알루미늄 겔(aluminium hydroxide 

gel)을 사용하여 실험하였다. 
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 부형제의 적정함량을 검증하기 위하여 1×1010 CFU/ml 의 균 배양액을 불활화하여 알루미늄 

겔을 1%, 5%, 10%, 15%, 20% 씩 포함시킨 후, 4℃, 150 rpm의 진탕 배양기에서 24 시간동

안 혼합시켜 백신을 제조하였다. 그리고 제조한 5개의 백신을 토끼에게 접종하여 부형제 함량

에 따른 부작용을 관찰하였으며, 2주 간격으로 2회 접종하고 2차 접종 후 2주간 경과된 시점

에서 혈청을 채취하여 응집반응을 통하여 항체 형성 추이를 관찰하였다. 

흉막폐렴 백신 

부형제 함량
형성 항체가

1% 1:256

5% 1:1024

10% 1:2048

15% 1:2048

20% 1:2048

다. 불활화 확인

 백신 제조 시 불활화 시약이 항원에 미치는 영향을 최소화하기 위하여 최소량의 포르말린

(formaldehyde)으로 완전히 불활화 시키기 위하여 다음과 같이 실험하였다.

 포르말린을 각각 0.3%, 0.5%, 0.7%, 1% 씩 넣은 1×105 CFU/ml 배양액을 4℃, 150 rpm의 

진탕 배양기에서 6, 12, 18, 24 시간동안 혼합시켜 불활화시킨다. 불활화시킨 배양액은 포르

말린을 제거하기 위하여 6000 rpm에서 10분간 원심분리한 후, 상층액을 버리고 같은 양의 멸

균 PBS에 다시 희석시킨다. 균 희석액을 각각 10배씩 10번을 멸균 PBS에 희석하여 면양의 

혈액(sheep blood)이 5% 첨가된 혈액 배지에 10μl씩 떨어뜨린 후 넓게 퍼트린 다음, 37℃의 

배양기에서 24시간 동안 호기성 배양하였다. 시간이 지난 후, 배지를 꺼내어 각각의 불활화 배

양액에서 균의 CFU(colony forming unit)를 측정하였다(Higgins, et al. 1985; Chier, et al. 

1998; Huter, et al. 2000).

 

라. 실험동물을 이용한 흉막폐렴 백신 안전성 실험

(1) 마우스를 이용한 흉막폐렴 백신 안전성 실험

 국가검정동물약품검정기준 (사단법인 한국동물약품협회)에 의거하여 백신 접종 할 때 일어날 

수 있는 접종 부위의 병변 또는, 그 외에 생길 수 있는 부작용을 확인하기 위하여 특정 병원체 

부재(specific pathogen free) ICR 마우스를 이용하여 안전성 실험을 시행하였다. 15-20g의 

마우스 15마리에서 5마리씩 각각 0.25, 0.5, 1ml의 흉막폐렴 백신을 복강에 접종하고, 같은 

조건의 마우스 15마리에서 5마리씩 각각 0.25, 0.5, 1ml을 피하에 접종하였다. 이 후, 7일간 

증상 및 병변을 관찰하고, 마지막 날 경추탈골방법으로 안락사시켜 부검하여 조직을 중성포르

말린으로 고정시켜 HE 염색을 거쳐 조직슬라이드를 만들어 병변을 관찰하였다. 

(2) 기니피그를 이용한 흉막폐렴 백신 안전성 실험
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 국가검정동물약품검정기준 (사단법인 한국동물약품협회)에 의거하여 백신 접종 할 때 일어날 

수 있는 접종 부위의 병변 또는, 그 외에 생길 수 있는 부작용을 확인하기 위하여 특정 병원체 

부재 (specific pathogen free) 기니피그를 이용하여 안전성 실험을 시행하였다. 300-400g의 

기니피그 6마리에서 2마리씩 각각 0.5, 1, 2ml의 흉막폐렴 백신을 근육에 접종하고, 같은 조

건의 기니피그 6마리에서 2마리씩 각각 0.5, 1, 2ml을 피하에 접종하고, 같은 조건의 기니피

그 2마리에 0.1ml을 피내에 접종하여 7일간 주사부위의 화농 및 괴사 없이 생존하는지 관찰하

였다. 

마. 돼지를 이용한 흉막폐렴 백신 안전성 실험

(1) 자돈을 이용한 흉막폐렴 백신 안전성 실험

 국가검정동물약품검정기준 (사단법인 한국동물약품협회)에 의거하여 백신 접종 할 때 일어날 

수 있는 접종 부위의 병변 또는, 그 외에 생길 수 있는 부작용을 확인하기 위하여 자돈을 이용

하여 안전성 실험을 시행하였다. 4주령의 자돈 4마리에 백신규정량의 2배인 2ml의 흉막폐렴 

백신을 근육에 접종하여, 1-2시간 내 과민반응의 유무 관찰과 이후 10일간 관찰하여 주사부위

에 화농 및 괴사가 없는지 관찰하였다. 

바. 실험동물을 이용한 흉막폐렴 백신의 항체가 연구

(1) 토끼를 이용한 흉막폐렴 백신 항체가 연구

 토끼에게 흉막폐렴 백신을 2주 간격으로 2회 접종하고 2차접종후 2주간 경과된 시점에서 혈

청을 채취하여 평판 응집반응(microplate agglutination test)을 실시하였다. 

 4배 희석한 혈청을 멸균 PBS에 2배씩 10번 희석하여 마지막이 2,048배가 되도록 혈청 희석

액을 준비하였다. 그리고 brain heart infusion broth에서 배양한 흉막폐렴균을 사독화하여 원

심분리한 후, 멸균 PBS로 희석하여 항원 희석액을 준비하였다. 그리고 96 well 플레이트에 준

비된 혈청 희석액을 각각 60μl씩 넣고, 마지막 2개의 well은 PBS만 60μl씩 넣은 후, 항원 희

석액을 모든 well에 60μl씩 분주하였다. 그리고 24시간 동안 37℃에서 반응시킨 후 결과를 확

인하였다.

  

사. 돼지 (자돈)를 이용한 백신 항체가 실험

(1) 자돈을 이용한 흉막폐렴 백신 항체가 연구

 5주령의 자돈 5두에 흉막폐렴 백신을 2주 간격으로 2회 접종하고 2차 접종 후 2주간 경과된 

시점에서 혈청을 채취하여 평판 응집반응(microplate agglutination test)을 실시하였다. 

 4배 희석한 혈청을 멸균 PBS에 2배씩 10번 희석하여 마지막이 2,048배가 되도록 혈청 희석

액을 준비하였다. 그리고 brain heart infusion broth에서 배양한 흉막폐렴균을 사독화하여 원

심분리한 후, 멸균 PBS로 희석하여 항원 희석액을 준비하였다. 그리고 96 well 플레이트에 준
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 부형제의 적정함량을 검증하기 위하여 1×1010 CFU/ml 의 균 배양액을 불활화하여 알루미늄 

겔을 1%, 5%, 10%, 15%, 20% 씩 포함시킨 후, 4℃, 150 rpm의 진탕 배양기에서 24 시간동

안 혼합시켜 백신을 제조하였다. 그리고 제조한 5개의 백신을 토끼에게 접종하여 부형제 함량

에 따른 부작용을 관찰하였으며, 2주 간격으로 2회 접종하고 2차 접종 후 2주간 경과된 시점

에서 혈청을 채취하여 응집반응을 통하여 항체 형성 추이를 관찰하였다. 

흉막폐렴 백신 

부형제 함량
형성 항체가

1% 1:256

5% 1:1024

10% 1:2048

15% 1:2048

20% 1:2048

다. 불활화 확인

 백신 제조 시 불활화 시약이 항원에 미치는 영향을 최소화하기 위하여 최소량의 포르말린

(formaldehyde)으로 완전히 불활화 시키기 위하여 다음과 같이 실험하였다.

 포르말린을 각각 0.3%, 0.5%, 0.7%, 1% 씩 넣은 1×105 CFU/ml 배양액을 4℃, 150 rpm의 

진탕 배양기에서 6, 12, 18, 24 시간동안 혼합시켜 불활화시킨다. 불활화시킨 배양액은 포르

말린을 제거하기 위하여 6000 rpm에서 10분간 원심분리한 후, 상층액을 버리고 같은 양의 멸

균 PBS에 다시 희석시킨다. 균 희석액을 각각 10배씩 10번을 멸균 PBS에 희석하여 면양의 

혈액(sheep blood)이 5% 첨가된 혈액 배지에 10μl씩 떨어뜨린 후 넓게 퍼트린 다음, 37℃의 

배양기에서 24시간 동안 호기성 배양하였다. 시간이 지난 후, 배지를 꺼내어 각각의 불활화 배

양액에서 균의 CFU(colony forming unit)를 측정하였다(Higgins, et al. 1985; Chier, et al. 

1998; Huter, et al. 2000).

 

라. 실험동물을 이용한 흉막폐렴 백신 안전성 실험

(1) 마우스를 이용한 흉막폐렴 백신 안전성 실험

 국가검정동물약품검정기준 (사단법인 한국동물약품협회)에 의거하여 백신 접종 할 때 일어날 

수 있는 접종 부위의 병변 또는, 그 외에 생길 수 있는 부작용을 확인하기 위하여 특정 병원체 

부재(specific pathogen free) ICR 마우스를 이용하여 안전성 실험을 시행하였다. 15-20g의 

마우스 15마리에서 5마리씩 각각 0.25, 0.5, 1ml의 흉막폐렴 백신을 복강에 접종하고, 같은 

조건의 마우스 15마리에서 5마리씩 각각 0.25, 0.5, 1ml을 피하에 접종하였다. 이 후, 7일간 

증상 및 병변을 관찰하고, 마지막 날 경추탈골방법으로 안락사시켜 부검하여 조직을 중성포르

말린으로 고정시켜 HE 염색을 거쳐 조직슬라이드를 만들어 병변을 관찰하였다. 

(2) 기니피그를 이용한 흉막폐렴 백신 안전성 실험
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 국가검정동물약품검정기준 (사단법인 한국동물약품협회)에 의거하여 백신 접종 할 때 일어날 

수 있는 접종 부위의 병변 또는, 그 외에 생길 수 있는 부작용을 확인하기 위하여 특정 병원체 

부재 (specific pathogen free) 기니피그를 이용하여 안전성 실험을 시행하였다. 300-400g의 

기니피그 6마리에서 2마리씩 각각 0.5, 1, 2ml의 흉막폐렴 백신을 근육에 접종하고, 같은 조

건의 기니피그 6마리에서 2마리씩 각각 0.5, 1, 2ml을 피하에 접종하고, 같은 조건의 기니피

그 2마리에 0.1ml을 피내에 접종하여 7일간 주사부위의 화농 및 괴사 없이 생존하는지 관찰하

였다. 

마. 돼지를 이용한 흉막폐렴 백신 안전성 실험

(1) 자돈을 이용한 흉막폐렴 백신 안전성 실험

 국가검정동물약품검정기준 (사단법인 한국동물약품협회)에 의거하여 백신 접종 할 때 일어날 

수 있는 접종 부위의 병변 또는, 그 외에 생길 수 있는 부작용을 확인하기 위하여 자돈을 이용

하여 안전성 실험을 시행하였다. 4주령의 자돈 4마리에 백신규정량의 2배인 2ml의 흉막폐렴 

백신을 근육에 접종하여, 1-2시간 내 과민반응의 유무 관찰과 이후 10일간 관찰하여 주사부위

에 화농 및 괴사가 없는지 관찰하였다. 

바. 실험동물을 이용한 흉막폐렴 백신의 항체가 연구

(1) 토끼를 이용한 흉막폐렴 백신 항체가 연구

 토끼에게 흉막폐렴 백신을 2주 간격으로 2회 접종하고 2차접종후 2주간 경과된 시점에서 혈

청을 채취하여 평판 응집반응(microplate agglutination test)을 실시하였다. 

 4배 희석한 혈청을 멸균 PBS에 2배씩 10번 희석하여 마지막이 2,048배가 되도록 혈청 희석

액을 준비하였다. 그리고 brain heart infusion broth에서 배양한 흉막폐렴균을 사독화하여 원

심분리한 후, 멸균 PBS로 희석하여 항원 희석액을 준비하였다. 그리고 96 well 플레이트에 준

비된 혈청 희석액을 각각 60μl씩 넣고, 마지막 2개의 well은 PBS만 60μl씩 넣은 후, 항원 희

석액을 모든 well에 60μl씩 분주하였다. 그리고 24시간 동안 37℃에서 반응시킨 후 결과를 확

인하였다.

  

사. 돼지 (자돈)를 이용한 백신 항체가 실험

(1) 자돈을 이용한 흉막폐렴 백신 항체가 연구

 5주령의 자돈 5두에 흉막폐렴 백신을 2주 간격으로 2회 접종하고 2차 접종 후 2주간 경과된 

시점에서 혈청을 채취하여 평판 응집반응(microplate agglutination test)을 실시하였다. 

 4배 희석한 혈청을 멸균 PBS에 2배씩 10번 희석하여 마지막이 2,048배가 되도록 혈청 희석

액을 준비하였다. 그리고 brain heart infusion broth에서 배양한 흉막폐렴균을 사독화하여 원

심분리한 후, 멸균 PBS로 희석하여 항원 희석액을 준비하였다. 그리고 96 well 플레이트에 준
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비된 혈청 희석액을 각각 60μl씩 넣고, 마지막 2개의 well은 PBS만 60μl씩 넣은 후, 항원 희

석액을 모든 well에 60μl씩 분주하였다. 그리고 24시간 동안 37℃에서 반응시킨 후 결과를 확

인하였다.

(2) 용혈 억제 반응을 통한 Apx 항체의 역가 측정

 

 제3세부과제에서 개발한 용혈 억제 반응을 통한 Apx 항체의 역가 측정 방법을 이용하여 본 

연구에서 개발한 백신을 자돈 6두에 접종 한 후에 용혈 억제 능력 항체 수준을 측정하였다. 

실험방법은 제3세부과제의 방법을 동일하게 사용하였다. 실험은 동일 혈청을 가지고 3회 반복

실험 하였으며, 역가 측정 결과는 50%의 용혈억제가 관찰되는 희석배수를 측정하였다. 측정 

결과, 자돈 1두에서 채취한 혈청의 경우  160배 혈청 희석액까지 완전히 용혈이 억제되었고, 

나머지 5두에서 채취한 혈청의 경우 640배 혈청 희석액까지 완전히 용혈이 억제되었다. 이러

한 실험 결과 본 연구에서 개발 중인 흉막폐렴 백신이 충분한 Apx독소의 용혈을 억제하는 

Apx항체를 형성하는 것을 확인하였다.

(3) 세포 독성 억제 반응을 통한 Apx 항체의 역가 측정

 제3세부과제에서 개발한 용혈 억제 반응을 통한 Apx 항체의 역가 측정 방법을 이용하여 본 

연구에서 개발한 백신을 자돈 6두에 접종 한 후에 용혈 억제 능력 항체 수준을 측정하였다. 

실험방법은 제3세부과제의 방법을 동일하게 사용하였다. 실험은 동일 혈청을 가지고 3회 반복

실험 하였으며,, 역가 측정 결과는 50%의 세포 독성 억제가 관찰되는 희석배수를 측정하였다. 

측정 결과, 4두의 자돈에서 채취한 4개 혈청에서 160배 혈청 희석액까지 완전히 세포 독성이 

억제되었고, 2두의 자돈에서 채취한 2개의 혈청에서는 640배에서도 완전히 세포 독성이 억제

되었다. 이러한 실험 결과 본 연구에서 개발 중인 흉막폐렴 백신이 충분한 Apx독소의 세포 독

성을 중화하는 Apx항체를 형성하는 것을 확인하였다.

3. 흉막폐렴균(Actinobacillus pleuropneumoniae) 예방 백신의 공격접종 시험 및 보존성 시험

가. 흉막폐렴 백신의 특성 시험 및 무균시험 

(1) 특성시험

 3번의 백신 제조를 통해 3개 Lot을 만들어 동물용의약품 생물학제제 일반검정기준에 따라 시

험백신에 대한 색, 혼탁도, 침전물의 유무와 색체 이물에 대하여 100룩스 광도에서 검사하고, 

이취에 대해서도 검사한다.
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Lot No. 결   과

Lot 1 적   합

Lot 2 적   합

Lot 3 적   합

 3개 Lot 모두 옅은 황색의 혼탁한 부유액이며, 정치하면 내용물의 침전이 생기나 흔들면 쉽

게 균등액이 되며 소분된 내용물의 성상이 균일하고 이물이 존재하지 않는다.

(2) 무균시험

 동물용의약품 생물학제제 일반검정기준에 따라 백신 제조 후 9개월이 경과된 시점에서 

nutrient agar(NA), nutrient broth(NB), thioglycollate(Thio) 배지에 각각 접종하여 22℃ 및 

37℃에서 각각 배양 관찰 하며, 같은 시점에서 Mycoplasma는 PCR을 통해 오염여부를 확인

하여 양성이 나타날 경우 배양을 실시한다.

Lot No.

일반 세균
마이코플라즈마

(PCR 결과)시험배지
결 과 (7일간)

22℃ 37℃

Lot 1

NA - -

음  성NB - -

Thio - -

Lot 2

NA - -

음  성NB - -

Thio - -

Lot 3

NA - -

음  성NB - -

Thio - -

※ - : 세균의 발육이 인정되지 않음

 동물용 의약품 생물학제제 일반검정기준에 따른 시험백신의 무균시험 결과 3 Lot 모두 NA, 

NB, Thio에서 7일간 배양하였을 때 어떠한 세균 및 곰팡이의 발육도 나타나지 않았으며, 마

이코플라즈마는 PCR 음성으로 확인되었다. 

나. 흉막폐렴 백신의 공격 접종 실험 방어 판정 근거

(1) 임상 증상 및 육안병변

 공격접종 후, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 72시간의 간격으로 3일간 체온측정과 임상 증상 관찰

을 시행하였으며, 2명의 실험자가 동시에 평가하였다. 각 그룹의 임상증상 점수는 아래의 기준

에 의거하여 총 0~6까지 부여되었으며, 1일 간격으로 평균 점수를 부여하였다. 실험동물의 경

우, 행동 항목의 임상증상만을 평가하였다(Rossi-Campos, et al. 1992). 
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비된 혈청 희석액을 각각 60μl씩 넣고, 마지막 2개의 well은 PBS만 60μl씩 넣은 후, 항원 희

석액을 모든 well에 60μl씩 분주하였다. 그리고 24시간 동안 37℃에서 반응시킨 후 결과를 확

인하였다.

(2) 용혈 억제 반응을 통한 Apx 항체의 역가 측정

 

 제3세부과제에서 개발한 용혈 억제 반응을 통한 Apx 항체의 역가 측정 방법을 이용하여 본 

연구에서 개발한 백신을 자돈 6두에 접종 한 후에 용혈 억제 능력 항체 수준을 측정하였다. 

실험방법은 제3세부과제의 방법을 동일하게 사용하였다. 실험은 동일 혈청을 가지고 3회 반복

실험 하였으며, 역가 측정 결과는 50%의 용혈억제가 관찰되는 희석배수를 측정하였다. 측정 

결과, 자돈 1두에서 채취한 혈청의 경우  160배 혈청 희석액까지 완전히 용혈이 억제되었고, 

나머지 5두에서 채취한 혈청의 경우 640배 혈청 희석액까지 완전히 용혈이 억제되었다. 이러

한 실험 결과 본 연구에서 개발 중인 흉막폐렴 백신이 충분한 Apx독소의 용혈을 억제하는 

Apx항체를 형성하는 것을 확인하였다.

(3) 세포 독성 억제 반응을 통한 Apx 항체의 역가 측정

 제3세부과제에서 개발한 용혈 억제 반응을 통한 Apx 항체의 역가 측정 방법을 이용하여 본 

연구에서 개발한 백신을 자돈 6두에 접종 한 후에 용혈 억제 능력 항체 수준을 측정하였다. 

실험방법은 제3세부과제의 방법을 동일하게 사용하였다. 실험은 동일 혈청을 가지고 3회 반복

실험 하였으며,, 역가 측정 결과는 50%의 세포 독성 억제가 관찰되는 희석배수를 측정하였다. 

측정 결과, 4두의 자돈에서 채취한 4개 혈청에서 160배 혈청 희석액까지 완전히 세포 독성이 

억제되었고, 2두의 자돈에서 채취한 2개의 혈청에서는 640배에서도 완전히 세포 독성이 억제

되었다. 이러한 실험 결과 본 연구에서 개발 중인 흉막폐렴 백신이 충분한 Apx독소의 세포 독

성을 중화하는 Apx항체를 형성하는 것을 확인하였다.

3. 흉막폐렴균(Actinobacillus pleuropneumoniae) 예방 백신의 공격접종 시험 및 보존성 시험

가. 흉막폐렴 백신의 특성 시험 및 무균시험 

(1) 특성시험

 3번의 백신 제조를 통해 3개 Lot을 만들어 동물용의약품 생물학제제 일반검정기준에 따라 시

험백신에 대한 색, 혼탁도, 침전물의 유무와 색체 이물에 대하여 100룩스 광도에서 검사하고, 

이취에 대해서도 검사한다.
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Lot No. 결   과

Lot 1 적   합

Lot 2 적   합

Lot 3 적   합

 3개 Lot 모두 옅은 황색의 혼탁한 부유액이며, 정치하면 내용물의 침전이 생기나 흔들면 쉽

게 균등액이 되며 소분된 내용물의 성상이 균일하고 이물이 존재하지 않는다.

(2) 무균시험

 동물용의약품 생물학제제 일반검정기준에 따라 백신 제조 후 9개월이 경과된 시점에서 

nutrient agar(NA), nutrient broth(NB), thioglycollate(Thio) 배지에 각각 접종하여 22℃ 및 

37℃에서 각각 배양 관찰 하며, 같은 시점에서 Mycoplasma는 PCR을 통해 오염여부를 확인

하여 양성이 나타날 경우 배양을 실시한다.

Lot No.

일반 세균
마이코플라즈마

(PCR 결과)시험배지
결 과 (7일간)

22℃ 37℃

Lot 1

NA - -

음  성NB - -

Thio - -

Lot 2

NA - -

음  성NB - -

Thio - -

Lot 3

NA - -

음  성NB - -

Thio - -

※ - : 세균의 발육이 인정되지 않음

 동물용 의약품 생물학제제 일반검정기준에 따른 시험백신의 무균시험 결과 3 Lot 모두 NA, 

NB, Thio에서 7일간 배양하였을 때 어떠한 세균 및 곰팡이의 발육도 나타나지 않았으며, 마

이코플라즈마는 PCR 음성으로 확인되었다. 

나. 흉막폐렴 백신의 공격 접종 실험 방어 판정 근거

(1) 임상 증상 및 육안병변

 공격접종 후, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 72시간의 간격으로 3일간 체온측정과 임상 증상 관찰

을 시행하였으며, 2명의 실험자가 동시에 평가하였다. 각 그룹의 임상증상 점수는 아래의 기준

에 의거하여 총 0~6까지 부여되었으며, 1일 간격으로 평균 점수를 부여하였다. 실험동물의 경

우, 행동 항목의 임상증상만을 평가하였다(Rossi-Campos, et al. 1992). 
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임상점수

임상증상

호흡 행동

0 정상 정상

1 호흡수가 약간 증가 반응이 느림

2 호흡수의 뚜렷한 증가 운동을 꺼림

3
빈호흡

폐사

빈사 상태

폐사

 폐사 직전의 돼지 또는 폐사한 돼지는 발견된 시점에서 즉시 부검하였으며, 이미 폐사한 자돈

을 제외한 나머지 자돈은 시험종료 시기인 접종 후 3일 후 안락사 시킨 후 부검하여 폐의 육

안병변을 관찰하였다. 폐 전체를 100점으로 두고 각 폐엽에 존재하는 병변이 차지하는 비율을 

측정하여, 전체 폐에 대한 병변의 크기를 점수로 나타내었다. 각 폐엽의 기본 점수는 아래의 

그림처럼 우전엽, 좌전엽의 첨부, 좌전엽의 기저부와 우중엽의 경우 10점, 덧엽은 5점, 그리고 

우후엽과 좌후엽은 27.5점씩으로 총 100점이 되도록 하였다(Halbur, et al. 1996). 

(2) 병리조직학적 병변

 폐사한 돼지는 발견된 시점에서 즉시 부검하였으며, 이미 폐사한 자돈을 제외한 나머지 자돈

은 시험종료 시기인 접종 후 3일 후 안락사 시킨 후 부검하여 폐엽을 종류별로 샘플링하였다. 

검체는 중성 포르말린으로 고정 후 침투과정을 거쳐 파라핀으로 포매한 후에 3μm 두께로 잘

라 H&E 염색을 실시하여 현미경하에서 관찰하되 조직 슬라이드의 번호는 그룹명과 관련성이 

없도록 명기한 후 관찰하여, 객관적으로 병변의 유무를 판정할 수 있도록 하였다. 점수부여는 

1) 괴사, 2) 출혈, 3) 폐포강 내 염증세포의 침윤, 4) 혈전, 5) 흉막염, 이상의 5가지 병변들이 

관찰되는 경우 각 1점씩을 부여하여, 개체당 0~5점의 점수를 부여하였다. 실험동물의 경우, 

괴사, 출혈 및 염증세포의 침윤의 3개 항목만이 적용되었다.
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다. 실험동물을 이용한 흉막폐렴 백신의 단일 혈청형 공격 접종 실험

(1) 실험 디자인

  15-20g의 BALB/c SPF(specific pathogen free) 마우스 암컷을 40마리를 다음의 표와 같

이 5마리씩 8개의 군으로 나눈 후, 그룹 1, 2, 4, 6그룹에 0.2ml의 흉막폐렴 백신을 복강에 

접종한 후, 2주 후에 추가로 0.2ml의 백신을 복강에 2차 접종하였다. 그리고 공격접종하기 전

에 흉막폐렴균 혈청형 2, 5, 6형을 brain heart infusion broth에 NAD 1%, yeast extract 

1%씩 첨가한 배양액을 사용하여 37℃의 진동배양기에서 배양한 후, 배양액을 원심분리를 통

해 제거하고 멸균 PBS에 희석하여 1X108 CFU/ml로 각각 준비하였다. 2차 백신 접종 2주 후

에 야외주 흉막폐렴 2, 5, 6형의 공격접종을 실시하였으며, 복강을 통해 5ml씩 각각 접종을 

실시하였다(Prideaux, et al. 1998). 공격접종 후 3일간 임상증상과 폐사 상황을 관찰하였으

며, 실험종료인 3일 후에 부검을 실시하여 육안 병변 정도와 현미경 상에서의 병변을 관찰하

여, 각각의 기준에 의하여 점수를 부여하였다. 전체적인 실험의 디자인은 아래의 표와 같으며 

이와 같은 공격접종실험을 3번 반복하여 실시하였다.

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

1 5 O X X

2 5 O 혈청형 2형 복강내

3 5 X 혈청형 2형 복강내

4 5 O 혈청형 5형 복강내

5 5 X 혈청형 5형 복강내

6 5 O 혈청형 6형 복강내

7 5 X 혈청형 6형 복강내

8 5 X X X

 조직병리학적 병변을 평가하기 위하여, 부검하여 폐, 심장, 간, 비장, 신장, 장을 채취하였다. 

각 조직은 10% 중성 포르말린에서 24시간 동안 고정하여 세척, 침투 과정을 거쳐 파라핀으로 

포매하였으며, 3μm 두께로 파라핀 포매 조직을 슬라이드로 만들어 H&E 염색을 실시하였다. 

조직 슬라이드의 번호는 그룹명과 관련성이 없도록 명기한 후 현미경하에서 관찰하여, 객관적

으로 병변의 유무를 판정할 수 있도록 하였다.

 혈액 내 항체의 역가를 측정하기 위하여 접종 전과 접종 후 14, 28일령에 채혈하였으며, 응

집 반응을 통하여 항체의 역가를 측정하였다. 각각의 흉막폐렴균 혈청형을 위와 같은 방법으로 

배양한 후에 15분 동안 원심(10,000g)분리 후에 멸균 PBS로 세척 후에 540nm의 흡광도에서 

분석할 때 0.33의 O.D 값이 되도록 희석한 후, 방부제인 NaN3를 1:10,000으로 희석하여 섞은 

후, 4℃에서 보관하였다. 혈청은 멸균 PBS에 2배씩 단계 희석을 하여 준비하여 50μl씩 혈청 

희석액과 항원 희석액을 각각 96 well 플레이트에 분주한 후, 37℃에서 48시간 동안 반응시

켜 결과를 확인하였다.

각 그룹간 개체의 응집항체가, 임상증상, 육안병변과 조직병리학적 점수를 통계분석하기 위하
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임상점수

임상증상

호흡 행동

0 정상 정상

1 호흡수가 약간 증가 반응이 느림

2 호흡수의 뚜렷한 증가 운동을 꺼림

3
빈호흡

폐사

빈사 상태

폐사

 폐사 직전의 돼지 또는 폐사한 돼지는 발견된 시점에서 즉시 부검하였으며, 이미 폐사한 자돈

을 제외한 나머지 자돈은 시험종료 시기인 접종 후 3일 후 안락사 시킨 후 부검하여 폐의 육

안병변을 관찰하였다. 폐 전체를 100점으로 두고 각 폐엽에 존재하는 병변이 차지하는 비율을 

측정하여, 전체 폐에 대한 병변의 크기를 점수로 나타내었다. 각 폐엽의 기본 점수는 아래의 

그림처럼 우전엽, 좌전엽의 첨부, 좌전엽의 기저부와 우중엽의 경우 10점, 덧엽은 5점, 그리고 

우후엽과 좌후엽은 27.5점씩으로 총 100점이 되도록 하였다(Halbur, et al. 1996). 

(2) 병리조직학적 병변

 폐사한 돼지는 발견된 시점에서 즉시 부검하였으며, 이미 폐사한 자돈을 제외한 나머지 자돈

은 시험종료 시기인 접종 후 3일 후 안락사 시킨 후 부검하여 폐엽을 종류별로 샘플링하였다. 

검체는 중성 포르말린으로 고정 후 침투과정을 거쳐 파라핀으로 포매한 후에 3μm 두께로 잘

라 H&E 염색을 실시하여 현미경하에서 관찰하되 조직 슬라이드의 번호는 그룹명과 관련성이 

없도록 명기한 후 관찰하여, 객관적으로 병변의 유무를 판정할 수 있도록 하였다. 점수부여는 

1) 괴사, 2) 출혈, 3) 폐포강 내 염증세포의 침윤, 4) 혈전, 5) 흉막염, 이상의 5가지 병변들이 

관찰되는 경우 각 1점씩을 부여하여, 개체당 0~5점의 점수를 부여하였다. 실험동물의 경우, 

괴사, 출혈 및 염증세포의 침윤의 3개 항목만이 적용되었다.
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다. 실험동물을 이용한 흉막폐렴 백신의 단일 혈청형 공격 접종 실험

(1) 실험 디자인

  15-20g의 BALB/c SPF(specific pathogen free) 마우스 암컷을 40마리를 다음의 표와 같

이 5마리씩 8개의 군으로 나눈 후, 그룹 1, 2, 4, 6그룹에 0.2ml의 흉막폐렴 백신을 복강에 

접종한 후, 2주 후에 추가로 0.2ml의 백신을 복강에 2차 접종하였다. 그리고 공격접종하기 전

에 흉막폐렴균 혈청형 2, 5, 6형을 brain heart infusion broth에 NAD 1%, yeast extract 

1%씩 첨가한 배양액을 사용하여 37℃의 진동배양기에서 배양한 후, 배양액을 원심분리를 통

해 제거하고 멸균 PBS에 희석하여 1X108 CFU/ml로 각각 준비하였다. 2차 백신 접종 2주 후

에 야외주 흉막폐렴 2, 5, 6형의 공격접종을 실시하였으며, 복강을 통해 5ml씩 각각 접종을 

실시하였다(Prideaux, et al. 1998). 공격접종 후 3일간 임상증상과 폐사 상황을 관찰하였으

며, 실험종료인 3일 후에 부검을 실시하여 육안 병변 정도와 현미경 상에서의 병변을 관찰하

여, 각각의 기준에 의하여 점수를 부여하였다. 전체적인 실험의 디자인은 아래의 표와 같으며 

이와 같은 공격접종실험을 3번 반복하여 실시하였다.

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

1 5 O X X

2 5 O 혈청형 2형 복강내

3 5 X 혈청형 2형 복강내

4 5 O 혈청형 5형 복강내

5 5 X 혈청형 5형 복강내

6 5 O 혈청형 6형 복강내

7 5 X 혈청형 6형 복강내

8 5 X X X

 조직병리학적 병변을 평가하기 위하여, 부검하여 폐, 심장, 간, 비장, 신장, 장을 채취하였다. 

각 조직은 10% 중성 포르말린에서 24시간 동안 고정하여 세척, 침투 과정을 거쳐 파라핀으로 

포매하였으며, 3μm 두께로 파라핀 포매 조직을 슬라이드로 만들어 H&E 염색을 실시하였다. 

조직 슬라이드의 번호는 그룹명과 관련성이 없도록 명기한 후 현미경하에서 관찰하여, 객관적

으로 병변의 유무를 판정할 수 있도록 하였다.

 혈액 내 항체의 역가를 측정하기 위하여 접종 전과 접종 후 14, 28일령에 채혈하였으며, 응

집 반응을 통하여 항체의 역가를 측정하였다. 각각의 흉막폐렴균 혈청형을 위와 같은 방법으로 

배양한 후에 15분 동안 원심(10,000g)분리 후에 멸균 PBS로 세척 후에 540nm의 흡광도에서 

분석할 때 0.33의 O.D 값이 되도록 희석한 후, 방부제인 NaN3를 1:10,000으로 희석하여 섞은 

후, 4℃에서 보관하였다. 혈청은 멸균 PBS에 2배씩 단계 희석을 하여 준비하여 50μl씩 혈청 

희석액과 항원 희석액을 각각 96 well 플레이트에 분주한 후, 37℃에서 48시간 동안 반응시

켜 결과를 확인하였다.

각 그룹간 개체의 응집항체가, 임상증상, 육안병변과 조직병리학적 점수를 통계분석하기 위하
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여 Kruskal-Wallis 테스트 후 Mann-Whitney 테스트를 실시하였으며, 체온을 분석하기 위해

서 ANOVA 후, Dunnett's test를 사용하였다. 또한 폐사율을 분석하기 위하여 Chi-square 테

스트를 실시하였다. 모든 통계분석은 P<0.05일 경우 유의한 것으로 판정하였다.

흉막폐렴 백신접종 흉막폐렴균 공격접종

   

라. 실험동물을 이용한 흉막폐렴 백신의 복수 혈청형 공격 접종 실험

(1) 실험 디자인

 

 15-20g의 BALB/c SPF(specific pathogen free) 마우스 암컷을 50마리를 다음의 표와 같이 

5마리씩 10개의 군으로 나눈 후, 그룹 1, 2, 4, 6, 8그룹에 0.2ml의 흉막폐렴 백신을 복강에 

접종한 후, 2주 후에 추가로 0.2ml의 백신을 복강에 2차 접종하였다. 그리고 공격접종 전 흉

막폐렴균 혈청형 2, 5, 6형을 brain heart infusion broth에 NAD 1%, yeast extract 1%씩 

첨가한 배양액을 사용하여 37℃의 진동배양기에서 배양한 후, 배양액을 원심분리를 통해 제거

하고 멸균 PBS에 희석하여 각각의 조합된 희석액이 1X108 CFU/ml가 되도록 준비하였다. 2

차 백신 접종 2주 후에 공격접종을 실시하였으며, 복강을 통해 1ml씩 각각 접종을 실시하였

다. 공격접종 후 3일간 임상증상과 폐사 상황을 관찰하였으며, 폐사직전이라고 판단되는 경우

와 실험종료인 3일 후에 부검을 실시하여 육안 병변 정도와 현미경 상에서의 병변을 관찰하

여, 각각의 기준에 의하여 점수를 부여하였다. 전체적인 실험의 디자인은 아래의 표와 같으며 

이와 같은 공격접종실험을 3번 반복하여 실시하였다.

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

1 5 O X X

2 5 O 혈청형 2와 5형 복강내

3 5 X 혈청형 2와 5형 복강내

4 5 O 혈청형 2와 6형 복강내

5 5 X 혈청형 2와 6형 복강내

6 5 O 혈청형 5와 6형 복강내

7 5 X 혈청형 5와 6형 복강내

8 5 O 혈청형 2, 5와 6형 복강내

9 5 X 혈청형 2, 5와 6형 복강내

10 5 X X X

- 99 -

 조직병리학적 병변을 평가하기 위하여, 부검하여 폐, 심장, 비장, 간, 신장, 장을 채취하였다. 

각 조직은 10% 중성 포르말린에서 24시간 동안 고정하여 세척, 침투 과정을 거쳐 파라핀으로 

포매하였으며, 3um 두께로 파라핀 포매 조직을 슬라이드로 만들어 H&E 염색을 실시하였다. 

조직 슬라이드의 번호는 그룹명과 관련성이 없도록 명기한 후 현미경하에서 관찰하여, 객관적

으로 병변의 유무를 판정할 수 있도록 하였다.

 혈액 내 항체의 역가를 측정하기 위하여 접종 후 14, 28일에 채혈하였으며, 응집 반응을 통

하여 항체의 역가를 측정하였다. 각각의 흉막폐렴균 혈청형을 위와 같은 방법으로 배양한 후에 

15분 동안 원심(10,000g)분리 후, 멸균 PBS로 세척 후 540nm의 흡광도에서 분석할 때 0.33

의 O.D 값이 되도록 희석한 후, 방부제인 NaN3를 1:10,000으로 희석하여 섞은 후, 4℃에서 

보관하였다. 혈청은 멸균 PBS에 2배씩 단계 희석을 하여 준비하여 50μl씩 혈청 희석액과 항

원 희석액을 각각 96 well 플레이트에 분주한 후, 37℃에서 48시간 동안 반응시켜 결과를 확

인하였다.

각 그룹간 개체의 응집항체가, 임상증상, 육안병변과 조직병리학적 점수를 통계분석하기 위하

여 Kruskal-Wallis 테스트 후 Mann-Whitney 테스트를 실시하였으며, 폐사율을 분석하기 위

하여 Chi-square 테스트를 실시하였다. 모든 통계분석은 P<0.05일 경우 유의한 것으로 판정

하였다.

흉막폐렴 백신접종 흉막폐렴균 공격접종

마. 돼지(자돈)을 이용한 흉막폐렴 백신의 단일 혈청형 공격 접종 실험

(1) 실험 디자인

  5주령 돼지 64마리를 흉막폐렴이 진단되지 않은 농장에서 구입하여, 다음의 표와 같이 8마

리씩 8개의 군으로 나눈 후, 5주령에 그룹 1, 2, 4, 6그룹에 1ml의 흉막폐렴 백신을 이근부에 

접종한 후, 7주령에 1ml의 백신을 이근부에 2차 접종하였다. 그리고 공격접종 전 흉막폐렴균 

혈청형 2, 5, 6형을 brain heart infusion broth에 NAD 1%, yeast extract 1%씩 첨가한 배

양액을 사용하여 37℃의 진동배양기에서 배양한 후, 배양액을 원심분리를 통해 제거하고 멸균 

PBS에 희석하여 1X108 CFU/ml로 각각 준비하였다. 2차 백신 접종 2주 후에 야외주 흉막폐

렴균 2, 5, 6형의 공격접종을 실시하였으며, 비강을 통해 5ml씩 각각 접종을 실시하였다. 공격

접종 후 3일간 임상증상과 폐사 상황을 관찰하였으며, 실험종료인 3일 후에 부검을 실시하여 

육안 병변 정도와 현미경 상에서의 병변을 관찰하여, 각각의 기준에 의하여 점수를 부여하였

다. 전체적인 실험의 디자인은 아래의 표와 같으며 이와 같은 공격접종실험을 3번 반복하여 

실시하였다.
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여 Kruskal-Wallis 테스트 후 Mann-Whitney 테스트를 실시하였으며, 체온을 분석하기 위해

서 ANOVA 후, Dunnett's test를 사용하였다. 또한 폐사율을 분석하기 위하여 Chi-square 테

스트를 실시하였다. 모든 통계분석은 P<0.05일 경우 유의한 것으로 판정하였다.

흉막폐렴 백신접종 흉막폐렴균 공격접종

   

라. 실험동물을 이용한 흉막폐렴 백신의 복수 혈청형 공격 접종 실험

(1) 실험 디자인

 

 15-20g의 BALB/c SPF(specific pathogen free) 마우스 암컷을 50마리를 다음의 표와 같이 

5마리씩 10개의 군으로 나눈 후, 그룹 1, 2, 4, 6, 8그룹에 0.2ml의 흉막폐렴 백신을 복강에 

접종한 후, 2주 후에 추가로 0.2ml의 백신을 복강에 2차 접종하였다. 그리고 공격접종 전 흉

막폐렴균 혈청형 2, 5, 6형을 brain heart infusion broth에 NAD 1%, yeast extract 1%씩 

첨가한 배양액을 사용하여 37℃의 진동배양기에서 배양한 후, 배양액을 원심분리를 통해 제거

하고 멸균 PBS에 희석하여 각각의 조합된 희석액이 1X108 CFU/ml가 되도록 준비하였다. 2

차 백신 접종 2주 후에 공격접종을 실시하였으며, 복강을 통해 1ml씩 각각 접종을 실시하였

다. 공격접종 후 3일간 임상증상과 폐사 상황을 관찰하였으며, 폐사직전이라고 판단되는 경우

와 실험종료인 3일 후에 부검을 실시하여 육안 병변 정도와 현미경 상에서의 병변을 관찰하

여, 각각의 기준에 의하여 점수를 부여하였다. 전체적인 실험의 디자인은 아래의 표와 같으며 

이와 같은 공격접종실험을 3번 반복하여 실시하였다.

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

1 5 O X X

2 5 O 혈청형 2와 5형 복강내

3 5 X 혈청형 2와 5형 복강내

4 5 O 혈청형 2와 6형 복강내

5 5 X 혈청형 2와 6형 복강내

6 5 O 혈청형 5와 6형 복강내

7 5 X 혈청형 5와 6형 복강내

8 5 O 혈청형 2, 5와 6형 복강내

9 5 X 혈청형 2, 5와 6형 복강내

10 5 X X X
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 조직병리학적 병변을 평가하기 위하여, 부검하여 폐, 심장, 비장, 간, 신장, 장을 채취하였다. 

각 조직은 10% 중성 포르말린에서 24시간 동안 고정하여 세척, 침투 과정을 거쳐 파라핀으로 

포매하였으며, 3um 두께로 파라핀 포매 조직을 슬라이드로 만들어 H&E 염색을 실시하였다. 

조직 슬라이드의 번호는 그룹명과 관련성이 없도록 명기한 후 현미경하에서 관찰하여, 객관적

으로 병변의 유무를 판정할 수 있도록 하였다.

 혈액 내 항체의 역가를 측정하기 위하여 접종 후 14, 28일에 채혈하였으며, 응집 반응을 통

하여 항체의 역가를 측정하였다. 각각의 흉막폐렴균 혈청형을 위와 같은 방법으로 배양한 후에 

15분 동안 원심(10,000g)분리 후, 멸균 PBS로 세척 후 540nm의 흡광도에서 분석할 때 0.33

의 O.D 값이 되도록 희석한 후, 방부제인 NaN3를 1:10,000으로 희석하여 섞은 후, 4℃에서 

보관하였다. 혈청은 멸균 PBS에 2배씩 단계 희석을 하여 준비하여 50μl씩 혈청 희석액과 항

원 희석액을 각각 96 well 플레이트에 분주한 후, 37℃에서 48시간 동안 반응시켜 결과를 확

인하였다.

각 그룹간 개체의 응집항체가, 임상증상, 육안병변과 조직병리학적 점수를 통계분석하기 위하

여 Kruskal-Wallis 테스트 후 Mann-Whitney 테스트를 실시하였으며, 폐사율을 분석하기 위

하여 Chi-square 테스트를 실시하였다. 모든 통계분석은 P<0.05일 경우 유의한 것으로 판정

하였다.

흉막폐렴 백신접종 흉막폐렴균 공격접종

마. 돼지(자돈)을 이용한 흉막폐렴 백신의 단일 혈청형 공격 접종 실험

(1) 실험 디자인

  5주령 돼지 64마리를 흉막폐렴이 진단되지 않은 농장에서 구입하여, 다음의 표와 같이 8마

리씩 8개의 군으로 나눈 후, 5주령에 그룹 1, 2, 4, 6그룹에 1ml의 흉막폐렴 백신을 이근부에 

접종한 후, 7주령에 1ml의 백신을 이근부에 2차 접종하였다. 그리고 공격접종 전 흉막폐렴균 

혈청형 2, 5, 6형을 brain heart infusion broth에 NAD 1%, yeast extract 1%씩 첨가한 배

양액을 사용하여 37℃의 진동배양기에서 배양한 후, 배양액을 원심분리를 통해 제거하고 멸균 

PBS에 희석하여 1X108 CFU/ml로 각각 준비하였다. 2차 백신 접종 2주 후에 야외주 흉막폐

렴균 2, 5, 6형의 공격접종을 실시하였으며, 비강을 통해 5ml씩 각각 접종을 실시하였다. 공격

접종 후 3일간 임상증상과 폐사 상황을 관찰하였으며, 실험종료인 3일 후에 부검을 실시하여 

육안 병변 정도와 현미경 상에서의 병변을 관찰하여, 각각의 기준에 의하여 점수를 부여하였

다. 전체적인 실험의 디자인은 아래의 표와 같으며 이와 같은 공격접종실험을 3번 반복하여 

실시하였다.
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그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

1 8 O X X

2 8 O 혈청형 2형 비강내

3 8 X 혈청형 2형 비강내

4 8 O 혈청형 5형 비강내

5 8 X 혈청형 5형 비강내

6 8 O 혈청형 6형 비강내

7 8 X 혈청형 6형 비강내

8 8 X X X

 조직병리학적 병변을 평가하기 위하여, 부검하여 각각의 폐엽을 종류별로 채취하였다. 각 조

직은 10% 중성 포르말린에서 24시간 동안 고정하여 세척, 침투 과정을 거쳐 파라핀으로 포매

하였으며, 3μm 두께로 파라핀 포매 조직을 슬라이드로 만들어 H&E 염색을 실시하였다. 조직 

슬라이드의 번호는 그룹명과 관련성이 없도록 명기한 후 현미경하에서 관찰하여, 객관적으로 

병변의 유무를 판정할 수 있도록 하였다.

 혈액 내 항체의 역가를 측정하기 위하여 5, 7, 9주령에 채혈하였으며, 응집 반응을 통하여 항

체의 역가를 측정하였다. 각각의 흉막폐렴균 혈청형을 위와 같은 방법으로 배양한 후에 15분 

동안 원심(10,000g)분리 후에 멸균 PBS로 세척 후 540nm의 흡광도에서 분석할 때 0.33의 

O.D 값이 되도록 희석한 후, 방부제인 NaN3를 1:10,000으로 희석하여 섞은 후, 4℃에서 보관

하였다. 혈청은 멸균 PBS에 2배씩 단계 희석을 하여 준비하여 50μl씩 혈청 희석액과 항원 희

석액을 각각 96 well 플레이트에 분주한 후, 37℃에서 48시간 동안 반응시켜 결과를 확인하

였다.

각 그룹간 개체의 응집항체가, 임상증상, 육안병변과 조직병리학적 점수를 통계분석하기 위하

여 Kruskal-Wallis 테스트 후 Mann-Whitney 테스트를 실시하였으며, 체온을 분석하기 위해

서 ANOVA 후, Dunnett's test를 사용하였다. 또한 폐사율을 분석하기 위하여 Chi-square 테

스트를 실시하였다. 모든 통계분석은 P<0.05일 경우 유의한 것으로 판정하였다.

흉막폐렴 백신접종 흉막폐렴균 공격접종

바. 돼지(자돈)를 이용한 흉막폐렴 백신의 복수 혈청형 공격 접종 실험

(1) 실험 디자인

 5주령 돼지 80마리를 흉막폐렴이 진단되지 않은 농장에서 구입하여, 다음의 표와 같이 8마리
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씩 10개의 군으로 나눈 후, 5주령에 그룹 1, 2, 4, 6, 8그룹에 1ml의 흉막폐렴 백신을 이근부

에 접종한 후, 7주령에 1ml의 백신을 이근부에 2차 접종하였다. 그리고 공격접종 전 흉막폐렴

균 혈청형 2, 5, 6형을 brain heart infusion broth에 NAD 1%, yeast extract 1%씩 첨가한 

배양액을 사용하여 37℃의 진동배양기에서 배양한 후, 배양액을 원심분리를 통해 제거하고 멸

균 PBS에 희석하여 1X108 CFU/ml로 각각 준비하였다. 2차 백신 접종 2주 후에 야외주 흉막

폐렴 2, 5, 6형의 공격접종을 실시하였으며, 비강을 통해 5ml씩 각각 접종을 실시하였다. 공격

접종 후 3일간 임상증상과 폐사 상황을 관찰하였으며, 실험종료인 3일 후에 부검을 실시하여 

육안 병변 정도와 현미경 상에서의 병변을 관찰하여, 각각의 기준에 의하여 점수를 부여하였

다. 전체적인 실험의 디자인은 아래의 표와 같으며 이와 같은 공격접종실험을 3번 반복하여 

실시하였다.

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

1 8 O X X

2 8 O 혈청형 2와 5형 비강내

3 8 X 혈청형 2와 5형 비강내

4 8 O 혈청형 2와 6형 비강내

5 8 X 혈청형 2와 6형 비강내

6 8 O 혈청형 5와 6형 비강내

7 8 X 혈청형 5와 6형 비강내

8 8 O 혈청형 2, 5와 6형 비강내

9 8 X 혈청형 2, 5와 6형 비강내

10 8 X X X

 조직병리학적 병변을 평가하기 위하여, 부검하여 각각의 폐를 채취하였다. 각 조직은 10% 중

성 포르말린에서 24시간 동안 고정하여 세척, 침투 과정을 거쳐 파라핀으로 포매하였으며, 

3um 두께로 파라핀 포매 조직을 슬라이드로 만들어 H&E 염색을 하였다. 조직 슬라이드의 번

호는 그룹명과 관련성이 없도록 명기한 후 현미경하에서 관찰하여, 객관적으로 병변의 유무를 

판정할 수 있도록 하였다.

 혈액 내 항체의 역가를 측정하기 위하여 5, 7, 9주령에 채혈하였으며, 응집 반응을 통하여 항

체의 역가를 측정하였다. 각각의 흉막폐렴균 혈청형을 위와 같은 방법으로 배양한 후에 15분 

동안 원심(10,000g)분리 후, 멸균 PBS로 세척 후 540nm의 흡광도에서 분석할 때 0.33의 

O.D 값이 되도록 희석한 후, 방부제인 NaN3를 1:10,000으로 희석하여 섞은 후, 4℃에서 보관

하였다. 혈청은 멸균 PBS에 2배씩 단계 희석을 하여 준비하여 50μl씩 혈청 희석액과 항원 희

석액을 각각 96 well 플레이트에 분주한 후, 37℃에서 48시간 동안 반응시켜 결과를 확인하

였다.

 각 그룹간 개체의 응집항체가, 임상증상, 육안병변과 조직병리학적 점수를 통계분석하기 위하

여 Kruskal-Wallis 테스트 후 Mann-Whitney 테스트를 실시하였으며, 폐사율을 분석하기 위

하여 Chi-square 테스트를 실시하였다. 모든 통계분석은 P<0.05일 경우 유의한 것으로 판정

하였다.
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그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

1 8 O X X

2 8 O 혈청형 2형 비강내

3 8 X 혈청형 2형 비강내

4 8 O 혈청형 5형 비강내

5 8 X 혈청형 5형 비강내

6 8 O 혈청형 6형 비강내

7 8 X 혈청형 6형 비강내

8 8 X X X

 조직병리학적 병변을 평가하기 위하여, 부검하여 각각의 폐엽을 종류별로 채취하였다. 각 조

직은 10% 중성 포르말린에서 24시간 동안 고정하여 세척, 침투 과정을 거쳐 파라핀으로 포매

하였으며, 3μm 두께로 파라핀 포매 조직을 슬라이드로 만들어 H&E 염색을 실시하였다. 조직 

슬라이드의 번호는 그룹명과 관련성이 없도록 명기한 후 현미경하에서 관찰하여, 객관적으로 

병변의 유무를 판정할 수 있도록 하였다.

 혈액 내 항체의 역가를 측정하기 위하여 5, 7, 9주령에 채혈하였으며, 응집 반응을 통하여 항

체의 역가를 측정하였다. 각각의 흉막폐렴균 혈청형을 위와 같은 방법으로 배양한 후에 15분 

동안 원심(10,000g)분리 후에 멸균 PBS로 세척 후 540nm의 흡광도에서 분석할 때 0.33의 

O.D 값이 되도록 희석한 후, 방부제인 NaN3를 1:10,000으로 희석하여 섞은 후, 4℃에서 보관

하였다. 혈청은 멸균 PBS에 2배씩 단계 희석을 하여 준비하여 50μl씩 혈청 희석액과 항원 희

석액을 각각 96 well 플레이트에 분주한 후, 37℃에서 48시간 동안 반응시켜 결과를 확인하

였다.

각 그룹간 개체의 응집항체가, 임상증상, 육안병변과 조직병리학적 점수를 통계분석하기 위하

여 Kruskal-Wallis 테스트 후 Mann-Whitney 테스트를 실시하였으며, 체온을 분석하기 위해

서 ANOVA 후, Dunnett's test를 사용하였다. 또한 폐사율을 분석하기 위하여 Chi-square 테

스트를 실시하였다. 모든 통계분석은 P<0.05일 경우 유의한 것으로 판정하였다.

흉막폐렴 백신접종 흉막폐렴균 공격접종

바. 돼지(자돈)를 이용한 흉막폐렴 백신의 복수 혈청형 공격 접종 실험

(1) 실험 디자인

 5주령 돼지 80마리를 흉막폐렴이 진단되지 않은 농장에서 구입하여, 다음의 표와 같이 8마리
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씩 10개의 군으로 나눈 후, 5주령에 그룹 1, 2, 4, 6, 8그룹에 1ml의 흉막폐렴 백신을 이근부

에 접종한 후, 7주령에 1ml의 백신을 이근부에 2차 접종하였다. 그리고 공격접종 전 흉막폐렴

균 혈청형 2, 5, 6형을 brain heart infusion broth에 NAD 1%, yeast extract 1%씩 첨가한 

배양액을 사용하여 37℃의 진동배양기에서 배양한 후, 배양액을 원심분리를 통해 제거하고 멸

균 PBS에 희석하여 1X108 CFU/ml로 각각 준비하였다. 2차 백신 접종 2주 후에 야외주 흉막

폐렴 2, 5, 6형의 공격접종을 실시하였으며, 비강을 통해 5ml씩 각각 접종을 실시하였다. 공격

접종 후 3일간 임상증상과 폐사 상황을 관찰하였으며, 실험종료인 3일 후에 부검을 실시하여 

육안 병변 정도와 현미경 상에서의 병변을 관찰하여, 각각의 기준에 의하여 점수를 부여하였

다. 전체적인 실험의 디자인은 아래의 표와 같으며 이와 같은 공격접종실험을 3번 반복하여 

실시하였다.

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

1 8 O X X

2 8 O 혈청형 2와 5형 비강내

3 8 X 혈청형 2와 5형 비강내

4 8 O 혈청형 2와 6형 비강내

5 8 X 혈청형 2와 6형 비강내

6 8 O 혈청형 5와 6형 비강내

7 8 X 혈청형 5와 6형 비강내

8 8 O 혈청형 2, 5와 6형 비강내

9 8 X 혈청형 2, 5와 6형 비강내

10 8 X X X

 조직병리학적 병변을 평가하기 위하여, 부검하여 각각의 폐를 채취하였다. 각 조직은 10% 중

성 포르말린에서 24시간 동안 고정하여 세척, 침투 과정을 거쳐 파라핀으로 포매하였으며, 

3um 두께로 파라핀 포매 조직을 슬라이드로 만들어 H&E 염색을 하였다. 조직 슬라이드의 번

호는 그룹명과 관련성이 없도록 명기한 후 현미경하에서 관찰하여, 객관적으로 병변의 유무를 

판정할 수 있도록 하였다.

 혈액 내 항체의 역가를 측정하기 위하여 5, 7, 9주령에 채혈하였으며, 응집 반응을 통하여 항

체의 역가를 측정하였다. 각각의 흉막폐렴균 혈청형을 위와 같은 방법으로 배양한 후에 15분 

동안 원심(10,000g)분리 후, 멸균 PBS로 세척 후 540nm의 흡광도에서 분석할 때 0.33의 

O.D 값이 되도록 희석한 후, 방부제인 NaN3를 1:10,000으로 희석하여 섞은 후, 4℃에서 보관

하였다. 혈청은 멸균 PBS에 2배씩 단계 희석을 하여 준비하여 50μl씩 혈청 희석액과 항원 희

석액을 각각 96 well 플레이트에 분주한 후, 37℃에서 48시간 동안 반응시켜 결과를 확인하

였다.

 각 그룹간 개체의 응집항체가, 임상증상, 육안병변과 조직병리학적 점수를 통계분석하기 위하

여 Kruskal-Wallis 테스트 후 Mann-Whitney 테스트를 실시하였으며, 폐사율을 분석하기 위

하여 Chi-square 테스트를 실시하였다. 모든 통계분석은 P<0.05일 경우 유의한 것으로 판정
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4. 흉막폐렴균 예방 백신의 야외 적용 시험

가. 1차 흉막폐렴 백신 접종 후 안전성 시험

(1) 1차 백신 접종 후 전제 안전성 시험 결과 

 안전성 시험은 5주령에 1차 백신 접종 후 30분, 1시간, 4시간 후에 측정하고, 그 후 매일 동

일한 시간에 안정성 여부를 확인하였다.

나. 2차 흉막폐렴 백신 접종 후 안전성 시험

(1) 2차 백신 접종 후 전제 안전성 시험 결과 

 안전성 시험은 7주령에 1차 백신 접종 후 30분, 1시간, 4시간 후에 측정하고, 그 후 매일 동

일한 시간에 안정성 여부를 확인하였다.

다. 백신 접종군과 미접종군에서 성장 증체 비교 시험

(1) 3개 농장에서 흉막폐렴 발병 확인

   최근 서울대 수의과대학 병리학실에 검체를 의뢰한 농장 중 돼지 흉막폐렴증으로 진단된 

농장 3개를 선정하여, 흉막폐렴증의 일반적인 발생주령과 일치하는 주령의 자돈에서 발열, 호

흡기 증상, 급사 등 농장 내 자돈의 임상 증상을 직접 확인하고 의심되는 자돈들을 부검한 후, 

육안병변에서 화농 및  출혈성 폐렴, 섬유소성 흉막염을 확인하였다. 병변을 swab하여 실험실

에서 Casman agar에 바른 후, 37℃의 배양기에 넣고 24시간 동안 호기성 배양을 하여 흉막

폐렴균 콜로니(colony)의 형태적 특징을 갖춘 독립된 콜로니를 확인하였다. 이 후 각각의 독립

된 균주를 Casman agar와 Trypsin soy agar 에 바른 후, Trypsin soy agar에서는 배양되지 

않고, Casman agar에서 배양된 균주를 선별한 후, 콜로니에서 DNA를 추출하여 돼지 흉막폐

렴균의 Apx I 유전자에 특이적인 프라이머를 사용한 중합효소 연쇄반응을 시행하여 돼지 흉막

폐렴균을 동정하여 선별된 농장에서 흉막폐렴의 발병을 확인하였다.

(2) 3개 농장에서 각각 20두씩 2개 그룹을 선정하여 백신접종군과 미접종군으로 시험 실시

   돼지 흉막폐렴이 확인된 3개 농장에서 4주령 자돈을 암수 관계없이 각각 25마리씩 무작위
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로 선별하여 총 50마리를 선별한 후, 1주 후 체중과 활력을 고려하여 5주령의 자돈을 각각 

20마리씩 2개군으로 총 40마리를 최종 선별하였다. 선택된 자돈의 임상증상과 체온을 확인하

고 이근부에 돼지 흉막폐렴균 백신을 1ml씩 접종한 후, 접종 후 30분, 1시간, 2시간, 4시간 

간격으로 임상증상과 체온을 확인하여 백신의 안전성을 시험하였다. 2주 후 7주령의 자돈에 

추가로 1ml씩 2차 접종을 실시하였으며 같은 시간 간격으로 백신의 안전성을 시험하였다. 시

험은 25주령에 종료하였으며, 5, 9, 16, 25주에 체중 측정과 채혈을 실시하여 질병예방으로 

인한 증체량의 차이와 주령별 응집 항체가의 변화를 확인하였다. 실험이 시행되는 기간 동안 

1주 간격으로 임상증상을 확인하여 기록하였으며, 도중에 폐사한 자돈은 부검을 시행하였다.

라. 백신 접종군과 미접종군에서 임상 시험 비교 시험

(1) 백신접종군과 미접종군간의 백신 접종 전, 후와 접종 후 1주 간격으로 시험 종료까지의 피

모, 창백, 호흡수, 활력도, 호흡기, 및 소화기 증상 등의 임상증상을 비교하였다.

제 3 절  결과 와 고찰

1. 흉막폐렴균 예방백신 제작용 표준균주 제작

가. 흉막폐렴균 혈청형 분석결과

 응집반응 검사결과 국내에서 분리한 흉막폐렴균 중 혈청형 2형(분리균수 11개)이 가장 흔하

게 분리되었으며, 5형 (분리균수 7개)과 6형 (분리균수 3개) 순서로 분리되었다.

                               

혈청형 분리균수

2형 11

5형 7

6형 3

7형 1

Un-typable 3

합계 25

그림 1. 흉막 폐렴균 2형의 응집반응. 순서대로 1형, 2형, 5a형, 5b형, 8형 항혈청에 대한 반

응이다.

  

그림 2. 흉막 폐렴균 5형의 응집반응. 순서대로 1형, 2형, 5a형, 5b형, 8형 항혈청에 대한 반
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그림 2. 흉막 폐렴균 5형의 응집반응. 순서대로 1형, 2형, 5a형, 5b형, 8형 항혈청에 대한 반
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응이다.

  

나. 유전자 특성을 이용한 백신 후보 균주의 면역원성 검사결과

 국내에서 분리한 총 25건의 흉막폐렴균에 대한 특성을 분석하기 위하여 흉막폐렴균이 분비하

는 Apx독소의 유전자인 apx 확인을 중합효소 연쇄반응을 이용하여 확인하였다. 현재까지 

ApxI, ApxII, ApxIII, ApxIV의 총 4가지 Apx독소가 있는데 이중 병원성과 관련된 기능이 확

인된 ApxI, ApxII, ApxIII에 대한 유전자를 확인하기로 하였다. 비록 이들 Apx독소는 병원성

과 관된 독소이지만, 이들 독소는 흉막폐렴의 방어에도 중요한 역할을 하는 면역원성이 높은 

단백질성분으로 구성되어 있기 때문에 이들 독소의 유전자를 하여 이들 독소를 분비하는 흉막

폐렴균을 백신 후보로 사용하는 것이 효과적이다. 본 연구에서 검사한 3가지 Apx독소를 분비

하는데 관여하는 유전자는 총 5가지 종류로 이들 유전자의 조합에 따라서 혈청형 2형과 6형의 

경우 apxIBD (그림1), apxIICA (그림 3), apxIIICA (그림5), apxIIIBD (그림2) 유전자를 보유

하여 ApxII와 ApxIII 독소를 분비한다. 또한 혈청형 5형의 경우 apxICA (그림3), apxIBD, 

apxIICA 유전자를 보유하여 ApxI와 ApxII 독소를 분비한다.

그림 1. apxIBD PCR. PCR product의 크기는 393 base pair이다. M: 100bp ladder; 1: 2형 

균주; 2: 5형 균주; 3: 8형 균주; 4: 음성대조

그림 2. apxIIIBD PCR. PCR product의 크기는 473 base pair이다. M: 100bp ladder; 1: 2

형 균주; 2: 5형 균주; 3: 8형 균주; 4: 음성대조
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그림 3. apxICA PCR. PCR product의 크기는 2422 base pair이다. M: 100bp ladder; 1: 2

형 균주; 2: 5형 균주; 3: 8형 균주; 4: 음성대조

그림 4. apxIICA PCR. PCR product의 크기는 522 base pair이다. M: 100bp ladder; 1: 2

형 균주; 2: 5형 균주; 3: 8형 균주; 4: 음성대조

그림 5. apxIIICA PCR. PCR product의 크기는 700 base pair이다. M: 100bp ladder; 1: 2

형 균주; 2: 5형 균주; 3: 8형 균주; 4: 음성대조
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그림 2. apxIIIBD PCR. PCR product의 크기는 473 base pair이다. M: 100bp ladder; 1: 2

형 균주; 2: 5형 균주; 3: 8형 균주; 4: 음성대조
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그림 3. apxICA PCR. PCR product의 크기는 2422 base pair이다. M: 100bp ladder; 1: 2

형 균주; 2: 5형 균주; 3: 8형 균주; 4: 음성대조

그림 4. apxIICA PCR. PCR product의 크기는 522 base pair이다. M: 100bp ladder; 1: 2

형 균주; 2: 5형 균주; 3: 8형 균주; 4: 음성대조

그림 5. apxIIICA PCR. PCR product의 크기는 700 base pair이다. M: 100bp ladder; 1: 2

형 균주; 2: 5형 균주; 3: 8형 균주; 4: 음성대조
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일련번호 혈청형
apx 유전자

apxICA apxIICA apxIIICA apxIBD apxIIIBD
1 2형 X O O O O

2 5형 O O X O X

3 2형 X O O O O

4 2형 X O X O X

5 2형 X O O O O

6 6형 O O O O O

7 2형 X X O O O

8 5형 O X X O X

9 Un-typable X X O O O

10 2형 X X O O O

11 7형 X X X X X

12 2형 X O O O X

13 5형 X X X O X

14 2형 X O O O O

15 2형 X O O O O

16 5형 X O X O X

17 2형 X X O O O

18 Un-typable X O O O O

19 2형 X O X O O

20 5형 O O X O X

21 5형 O O X O X

22 5형 X O X O X

23 Un-typable X O X X O

24 6형 X O O O O

25 6형 X X O O O

다. 백신 후보 균주의 면역원성 검사결과

                       

흉막폐렴 일련번호 혈청형 항체 형성가

1 2 1:2048

14 2 1:512

20 5 1:1024

21 5 1:512

24 6 1:512
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마. 흉막폐렴 혈청형 2형 apxIIICA와 apxIIIBD 유전자 염기배열 확인

 총 12쌍의 프라이머를 이용하여 7721bp의 전체 유전자중 7441bp을 증폭하였으며 증폭된 부

분은 Genbank에 등록된 apxIIICABD 유전자(등록번호 L12145)의 172-7609부분에 해당하며, 

염기서열 비교 시 30개 base pair의 차이를 보인다. 차이를 보이는 염기서열 번호와 염기의 

종류는, Genebank code L12145의 염기서열 중 801-802번의 TT가 본 흉막폐렴균 2형의 염

기서열에서는 630-631번의 CC로, 1398번의 C가 1227번의 T로, 1517-1518번의 CG가 

1346-1347번의 GC로, 1531-1532번의 CG가 1361-1362번의 GC로, 1646-1947번의 CG가 

1475-1476번의 GC로, 2233번의 T가 2062번의 C로, 2829번의 A가 2658번의 C로 대체되

었다. 2933번과 2934번 사이에 2763번의 A가 삽입되었으며, 2935번과 2936번의 사이에 

2766번의 T, 2767번의 T가 삽입되었다. 그리고 3505번의 C가 3337번의 A로, 4214번의 T

가 4046번의 C로, 4316번의 G가 4148번의 A로, 4318번의 G가 4150번의 A로, 5349-5351

번의 TTT가 5181-5183번의 AAA로, 5760-5761번의 TT가 5592-5593번의 AA로, 

6219-6220번의 CG가 6051-6052번의 GC로 대체되었다. 6482번의 C는 6313-6414번 사이

에서 제거되었고, 6485-6486번 사이에 6317번의 C가 삽입되었으며, 7220번의 G가 7052번

의 A로, 7373번의 C가 7205의 T로 대체되었다. 본 연구에서 분석한 apxIIICABD 유전자의 

염기배열 순서는 아래와 같다.

ATATAATTAACGGTTCTTAAAGTGGATAAATAATAAAATTATGAGTTATAAAAATGTTA

AAAATTTAACAGATGATTTTACAACTTTAGGGCATATCGCTTGGTTGTGGGCTAATTCT

CCGTTACATAAGGAGTGGTCTATCTCTTTGTTTACTAAGAATATTTTGCCAGCCATTCA

ACATGATCAATATATTTTACTTATGCGAGATGAGTTCCCTGTAGCGTTTTGTAGTTGGG

CAAATTTAACGTTAACTAATGAAGTGAAGTATGTACGTGATGTGACGTCATTGACTTTT

GAAGATTGGAATTCAGGAGAACGAAAATGGTTGATCGATTGGATTGCGCCATTTGGGGA

TAACAATACGCTTTATAGATATATGCGTAAAAAATTTCCTAATGAAGTATTCCGGGCCA

TTCGAGTATATCCTGGTTCTACAGAAGCGAAAATCATTCATGTTCAAGGAGGACAAATT

AATAAATTTACAGCTAAAAAATTAATACAACAATATCAGGAAGAACTTATTCAAGTTCT

TAACAATCACAAAAAAATTGTAAGAGGATAAAATATGAGTACTTGGTCAAGCATGTTAG

CCGACTTAAAAAAAAGGGCTGAAGAAGCCAAAAGACAAGCCAAAAAAGGCTACGATGTA

ACTAAAAATGGTTTGCAATATGGGGTGAGTCAAGCAAAATTACAAGCATTAGCAGCTGG

TAAAGCCGTTCAAAAGTACGGTAATAAATTAGTTTTAGTTATTCCAAAAGAGTATGACG

GAAGTGTTGGTAACGGTTTCTTTGATTTAGTAAAAGCAGCTGAGGAATTAGGCATTCAA

GTTAAATATGTTAACCGTAATGAATTGGAAGTTGCCCATAAAAGTTTAGGTACCGCAGA

CCAATTCTTGGGTTTAACAGAACGTGGACTTACTTTATTTGCACCGCAACTAGATCAGT

TCTTACAAAAACATTCAAAAATTTCTAACGTAGTGGGCAGTTCTACTGGTGATGCAGTA

AGTAAACTTGCTAAGAGTCAAACTATTATTTCAGGAATTCAATCTGTATTAGGTACTGT

ATTAGCAGGTATTAATCTTAATGAAGCTATTATTAGTGGCGGTTCAGAGCTCGAATTAG

CTGAAGCTGGTGTTTCTTTAGCCTCTGAGCTCGTTAGTAATATTGCTAAAGGTACAACA

ACAATAGATGCTTTCACTACACAAATCCAGAACTTTGGGAAATTAGTGGAAAATGCTAA

AGGGTTAGGTGGTGTTGGCCGCCAATTACAGAATATTTCAGGTTCTGCATTAAGCAAAA
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일련번호 혈청형
apx 유전자

apxICA apxIICA apxIIICA apxIBD apxIIIBD
1 2형 X O O O O

2 5형 O O X O X

3 2형 X O O O O

4 2형 X O X O X

5 2형 X O O O O

6 6형 O O O O O

7 2형 X X O O O

8 5형 O X X O X

9 Un-typable X X O O O

10 2형 X X O O O

11 7형 X X X X X

12 2형 X O O O X

13 5형 X X X O X

14 2형 X O O O O

15 2형 X O O O O

16 5형 X O X O X

17 2형 X X O O O

18 Un-typable X O O O O

19 2형 X O X O O

20 5형 O O X O X

21 5형 O O X O X

22 5형 X O X O X

23 Un-typable X O X X O

24 6형 X O O O O

25 6형 X X O O O

다. 백신 후보 균주의 면역원성 검사결과

                       

흉막폐렴 일련번호 혈청형 항체 형성가

1 2 1:2048

14 2 1:512

20 5 1:1024

21 5 1:512

24 6 1:512
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마. 흉막폐렴 혈청형 2형 apxIIICA와 apxIIIBD 유전자 염기배열 확인

 총 12쌍의 프라이머를 이용하여 7721bp의 전체 유전자중 7441bp을 증폭하였으며 증폭된 부

분은 Genbank에 등록된 apxIIICABD 유전자(등록번호 L12145)의 172-7609부분에 해당하며, 

염기서열 비교 시 30개 base pair의 차이를 보인다. 차이를 보이는 염기서열 번호와 염기의 

종류는, Genebank code L12145의 염기서열 중 801-802번의 TT가 본 흉막폐렴균 2형의 염

기서열에서는 630-631번의 CC로, 1398번의 C가 1227번의 T로, 1517-1518번의 CG가 

1346-1347번의 GC로, 1531-1532번의 CG가 1361-1362번의 GC로, 1646-1947번의 CG가 

1475-1476번의 GC로, 2233번의 T가 2062번의 C로, 2829번의 A가 2658번의 C로 대체되

었다. 2933번과 2934번 사이에 2763번의 A가 삽입되었으며, 2935번과 2936번의 사이에 

2766번의 T, 2767번의 T가 삽입되었다. 그리고 3505번의 C가 3337번의 A로, 4214번의 T

가 4046번의 C로, 4316번의 G가 4148번의 A로, 4318번의 G가 4150번의 A로, 5349-5351

번의 TTT가 5181-5183번의 AAA로, 5760-5761번의 TT가 5592-5593번의 AA로, 

6219-6220번의 CG가 6051-6052번의 GC로 대체되었다. 6482번의 C는 6313-6414번 사이

에서 제거되었고, 6485-6486번 사이에 6317번의 C가 삽입되었으며, 7220번의 G가 7052번

의 A로, 7373번의 C가 7205의 T로 대체되었다. 본 연구에서 분석한 apxIIICABD 유전자의 

염기배열 순서는 아래와 같다.

ATATAATTAACGGTTCTTAAAGTGGATAAATAATAAAATTATGAGTTATAAAAATGTTA

AAAATTTAACAGATGATTTTACAACTTTAGGGCATATCGCTTGGTTGTGGGCTAATTCT

CCGTTACATAAGGAGTGGTCTATCTCTTTGTTTACTAAGAATATTTTGCCAGCCATTCA

ACATGATCAATATATTTTACTTATGCGAGATGAGTTCCCTGTAGCGTTTTGTAGTTGGG

CAAATTTAACGTTAACTAATGAAGTGAAGTATGTACGTGATGTGACGTCATTGACTTTT

GAAGATTGGAATTCAGGAGAACGAAAATGGTTGATCGATTGGATTGCGCCATTTGGGGA

TAACAATACGCTTTATAGATATATGCGTAAAAAATTTCCTAATGAAGTATTCCGGGCCA

TTCGAGTATATCCTGGTTCTACAGAAGCGAAAATCATTCATGTTCAAGGAGGACAAATT

AATAAATTTACAGCTAAAAAATTAATACAACAATATCAGGAAGAACTTATTCAAGTTCT

TAACAATCACAAAAAAATTGTAAGAGGATAAAATATGAGTACTTGGTCAAGCATGTTAG

CCGACTTAAAAAAAAGGGCTGAAGAAGCCAAAAGACAAGCCAAAAAAGGCTACGATGTA

ACTAAAAATGGTTTGCAATATGGGGTGAGTCAAGCAAAATTACAAGCATTAGCAGCTGG

TAAAGCCGTTCAAAAGTACGGTAATAAATTAGTTTTAGTTATTCCAAAAGAGTATGACG

GAAGTGTTGGTAACGGTTTCTTTGATTTAGTAAAAGCAGCTGAGGAATTAGGCATTCAA

GTTAAATATGTTAACCGTAATGAATTGGAAGTTGCCCATAAAAGTTTAGGTACCGCAGA

CCAATTCTTGGGTTTAACAGAACGTGGACTTACTTTATTTGCACCGCAACTAGATCAGT

TCTTACAAAAACATTCAAAAATTTCTAACGTAGTGGGCAGTTCTACTGGTGATGCAGTA

AGTAAACTTGCTAAGAGTCAAACTATTATTTCAGGAATTCAATCTGTATTAGGTACTGT

ATTAGCAGGTATTAATCTTAATGAAGCTATTATTAGTGGCGGTTCAGAGCTCGAATTAG

CTGAAGCTGGTGTTTCTTTAGCCTCTGAGCTCGTTAGTAATATTGCTAAAGGTACAACA

ACAATAGATGCTTTCACTACACAAATCCAGAACTTTGGGAAATTAGTGGAAAATGCTAA

AGGGTTAGGTGGTGTTGGCCGCCAATTACAGAATATTTCAGGTTCTGCATTAAGCAAAA
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CTGGATTAGGTTTGGATATTATCTCAAGCTTACTTTCAGGAGTAACTGCAAGTTTTGCT

TTAGCGAATAAGAATGCTTCAACAAGCACTAAAGTTGCTGCTGGCTTTGAACTCTCAAA

TCAAGTAATTGGTGGTATTACGAAAGCAGTATCAAGCTATATTCTTGCACAGCGTTTAG

CTGCTGGTTTATCAACGACAGGTCCTGCTGCAGCACTAATTGCGTCTAGTATTTCTTTA

GCAATCAGTCCATTGGCGTTTTTACGTGTAGCTGATAATTTTAATCGTTCTAAAGAAAT

TGGCGAATTTGCTGAACGTTTCAAAAAATTGGGCTATGACGGCGATAAACTACTTTCAG

AGTTTTATCACGAAGCTGGTACTATTGATGCCTCAATTACTACAATTAGTACAGCACTT

TCTGCTATCGCAGCTGGAACGGCCGCCGCGAGTGCAGGTGCATTAGTTGGCGCACCAAT

TACTTTGTTGGTTACTGGTATCACAGGATTAATTTCTGGTATTTTAGAGTTCTCTAAAC

AACCAATGTTAGATCATGTTGCATCGAAAATTGGTAACAAAATTGACGAATGGGAGAAA

AAATACGGTAAAAATTACTTCGAGAATGGCTATGATGCTCGTCATAAAGCTTTCTTAGA

AGATTCATTCTCATTATTGTCTAGTTTTAATAAACAATATGAAACTGAAAGAGCTGTTT

TAATTACACAACAACGTTGGGATGAATATATTGGCGAACTTGCGGGTATTACTGGCAAA

GGTGACAAACTCTCTAGTGGTAAGGCGTATGTAGATTACTTTCAAGAAGGTAAATTATT

AGAGAAAAAACCTGATGACTTTAGCAAAGTAGTTTTCGATCCAACTAAGGGCGAAATTG

ATATTTCAAATAGCCAAACGTCAACGTTGTTAAAATTTGTTACGCCATTATTAACACCA

GGTACAGAGTCACGTGAAAGAACTCAAACAGGTAAATATGAATATATCACGAAGTTAGT

TGTAAAAGGTAAAGATAAATGGGTTGTTAATGGCGTTAAAGATAAAGGTGCCGTTTATG

ATTATACTAATTTAATTCAACATGCTCATATTAGTTCATCAGTAGCACGTGGTGAAGAA

TACCGTGAAGTTCGTTTGGTATCTCATCTAGGCAATGGTAATGACAAAGTGTTCTTAGC

TGCGGGTTCCGCAGAAATTCACGCTGGTGAAGGTCATGATGTGGTTTATTATGATAAAA

CCGATACAGGTCTTTTAGTAATTGATGGAACCAAAGCGACTGAACAAGGGCGTTATTCT

GTTACGCGCGAATTGAGTGGTGCTACAAAAATCCTGAGAGAAGTAATAAAAAATCAAAA

ATCTGCTGTTGGTAAACGTGAAGAAACCTTGGAATATCGTGATTATGAATTAACGCAAT

CAGGTAATAGTAACCTAAAAGCACATGATGAATTACATTCAGTAGAAGAAATTATTGGA

AGTAATCAGAGAGACGAATTTAAAGGTAGTAAATTCAGAGATATTTTCCATGGTGCCGA

TGGTGATGATCTATTAAATGGTAATGATGGGGATGATATTCTATACGGTGATAAAGGTA

ACGATGAGTTAAGAGGTGATAACGGTAACGACCAACTTTATGGTGGTGAAGGTGATGAC

AAACTATTAGGAGGTAATGGCAATAATTACCTCAGTGGTGGTGATGGCAATGATGAGCT

TCAAGTATTAGGCAATGGTTTTAATGTGCTTCGTGGCGGTAAAGGCGATGATAAACTTT

ATGGTAGCTCAGGTTCTGATTTACTTGATGGTGGAGAAGGTAATGATTATCTAGAAGGA

GGCGATGGTAGCGATTTTTATGTTTATCGTTCCACTTCAGGTAATCATACTATTTATGA

TCAAGGTAAAGCTAGCGATTCAGATAAGCTATATTTGTCAGATCTTTCTTTTGATAATA

TTTTAGTTAAAAGGGTTAACGATAACCTTGAGTTTAGAAGCAATAATAACAGTAATAGT

GGTGTGCTTACGATCAAGGACTGGTTCAAAGGAGGCAATAGTTACAATCATAAAATTGA

ACAAATTGTTGATAAAAATGGTAGAAAATTGACAGCTGGGAATTTAGGAAATAACTTCC

ATGATACTCAACAAGCTAGTAGTTTACTTAAAAATGTTACACAAGAACAAAATGAAAGC

AATTTATCTTCACTTAAAACTGAATTAGGTAAAATTATTACTAATGCAGGTAATTTTGG

TGTGGCAAAACAAGGTAATACTGGAATCAATACAGCTGCCTTGAACAATGAAGTGAATA

AAATCATTTCTTCTGCTAATACCTTTGCTACTTCACAATTGGGTGGCTCAGGGATGGGA
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ACATTACCATCAACGAATGTAAATTCAATGATGCTAGGTAACCTAGCTAGAGCAGCTTA

ATCATCTGCAATAATCAATAGCAATCCTATGGTTATTCTAGGATTGCTATTTTATTTAT

GGAGTCACAAATGCCTTTTAACGAAAAAATAGATTACGGATTACATGCATTGGTAATTC

TCGCGCAATATCACAATGTTGCCGTAAACCCTGAAGAGGTAAAACATAAATTTGATCTT

GATGGCAAAGGATTGGATCTTGTTGCTTGGTTATTAGCAGCAAAATCATTAGAATTAAA

AGTCAAACGAGTAAAAAAGAGTATTGAGCGTTTACCATTTATTCATCTTCCTGCTTTAA

TCTGGCGAGATGATGGTCAACACGTTATTTTGACGAAAATTGACACCCAAACTAACCGT

TACCTTATTTTTGACTTAGAAGAACGAAACCCTAAAGTACTAAGTGCGGCTGAATTTCA

CGAAATTTTTCAAGGTGATGTGATTCTTATTACTTCACGAGCTTCTATTATGGGGCAAT

TGGCGAAGTTTGATTTCACTTGGTTTATCCCCGCAGTAATTAAATACCGTAAAATTTTT

GTAGAAACTATTATTGTTTCTATTTTTTTGCAGCTTTTTGCACTAATTACTCCCTTATT

TTTCCAAGTTGTGATGGATAAAGTTCTTGTCCATCGTGGATTTTCTACACTTAATGTTA

TCACGGTTGCATTATCTGTAGTGGTTATCTTTGAAATTGTATTAAGCGGTCTACGGACT

TATATATTTTCCCATAGCACTAGCCGAATTGATGTAGAACTTGGTGCAAAATTATTTCG

TCACTTGTTAGCGTTACCTATTTCTTATTTCGAAAATAGACGTGTAGGTGACACAGTTG

CTCGAGTACGAGAATTGGATCAAATACGCAATTTTTTAACAGGTCAGGCACTTACCTCT

GTATTAGATCTCTTATTCTCTTTTATTTTCTTTGCAGTGATGTGGTATTACAGCCCAAA

ACTAACTATTGTGATTTTACTTTCATTACCTTGTTATATCGCATGGTCAATATTTATTA

GCCCAATATTACGTCGTCGTCTAGATGAAAAATTTGCTCGTAATGCTGATAATCAATCT

TTTTTAGTTGAATCTGTTTCTGCAATAGACACGATCAAGGCTCTTGCTGTAACACCTCA

AATGACAAATATTTGGGATAAACAGTTAGCAAGTTATGTATCAGCAGATTTTAGAGTGA

CAGTATTGGCAACTATTGGACAGCAAGGTGTACAACTTATCCAAAAAACAGTAATGATA

ATTAATTTATGGTTAGGTGCACATTTAGTAATTTCAGGGGATCTTAGCATTGGACAATT

AATTGCTTTTAATATGCTTTCAGGACAAGTTATTGCACCTGTAGTTCGTTTAGCACAAT

TGTGGCAAGACTTTCAACAAGTAGGAATTTCTATTACACGATTGGGAGATGTCTTAAAT

TCACCTACAGAAAATTATCAAGGTAAGCTTTCACTACCAGAAATCAAAGGGGATATCGC

ATTTAAACATATTCGCTTTCGCTATAAGCCCGATGCTCCAATCATTTTAGATGATGTAA

ATTTATCGGTTAAACAGGGGGAAGTTATTGGGATAGTAGGACGTTCAGGTTCAGGTAAA

AGTACTCTCACTAAATTATTACAACGTTTTTATATTCCGGAAAATGGCCAAGTATTGAT

TGATGGTCACGATCTTGCGCTTGCTGATCCTAATTGGTTACGTCGTCAAATTGGTGTTG

TTTTACAAGATAATGTGTTATTAAACCGTAGTATTCGCGATAATATCGCACTCACTGAT

CCAAGCATGTCTATGGAACGTGTTATCTATGCGGCAAAATTAGCAGGGGCACATGATTT

TATTTCTGAATTACGTGAAGGTTACAATACTATTGTAGGAGAGCAAGGTGCAGGCTTAT

CTGGTGGACAACGTCAACGGATTGCTATTGCACGAGCTTTAGTCAATAACCCTAGGATT

TTGATTTTTGATGAGGCGACAAGTGCATTAGATTATGAATCTGAACATATCATTATGCA

AAATATGCAAAAAATCTGCCATGGACGGACAGTAATCATTATTGCCCACCGTCTTTCTA

CAGTAAAAAATGCGGATCGCATTATTGTTATGGAAAAGGGACATATTGTAGAGCAAGGT

AAACATAACCAATTACTGGAAAATGAAAATGGACTCTATTATTACCTCAACCAACTACA

ATCAAATTAAGGTGAAACAACATGAAGTTATGGATTCTAGGACTTGGGGAATTTTTTCA

ACGTTATCGTAATATTTGGCGTGAAATATGGAAAATCCGCAAACAATTAGATACCCCAG
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CTGGATTAGGTTTGGATATTATCTCAAGCTTACTTTCAGGAGTAACTGCAAGTTTTGCT

TTAGCGAATAAGAATGCTTCAACAAGCACTAAAGTTGCTGCTGGCTTTGAACTCTCAAA

TCAAGTAATTGGTGGTATTACGAAAGCAGTATCAAGCTATATTCTTGCACAGCGTTTAG

CTGCTGGTTTATCAACGACAGGTCCTGCTGCAGCACTAATTGCGTCTAGTATTTCTTTA

GCAATCAGTCCATTGGCGTTTTTACGTGTAGCTGATAATTTTAATCGTTCTAAAGAAAT

TGGCGAATTTGCTGAACGTTTCAAAAAATTGGGCTATGACGGCGATAAACTACTTTCAG

AGTTTTATCACGAAGCTGGTACTATTGATGCCTCAATTACTACAATTAGTACAGCACTT

TCTGCTATCGCAGCTGGAACGGCCGCCGCGAGTGCAGGTGCATTAGTTGGCGCACCAAT

TACTTTGTTGGTTACTGGTATCACAGGATTAATTTCTGGTATTTTAGAGTTCTCTAAAC

AACCAATGTTAGATCATGTTGCATCGAAAATTGGTAACAAAATTGACGAATGGGAGAAA

AAATACGGTAAAAATTACTTCGAGAATGGCTATGATGCTCGTCATAAAGCTTTCTTAGA

AGATTCATTCTCATTATTGTCTAGTTTTAATAAACAATATGAAACTGAAAGAGCTGTTT

TAATTACACAACAACGTTGGGATGAATATATTGGCGAACTTGCGGGTATTACTGGCAAA

GGTGACAAACTCTCTAGTGGTAAGGCGTATGTAGATTACTTTCAAGAAGGTAAATTATT

AGAGAAAAAACCTGATGACTTTAGCAAAGTAGTTTTCGATCCAACTAAGGGCGAAATTG

ATATTTCAAATAGCCAAACGTCAACGTTGTTAAAATTTGTTACGCCATTATTAACACCA

GGTACAGAGTCACGTGAAAGAACTCAAACAGGTAAATATGAATATATCACGAAGTTAGT

TGTAAAAGGTAAAGATAAATGGGTTGTTAATGGCGTTAAAGATAAAGGTGCCGTTTATG

ATTATACTAATTTAATTCAACATGCTCATATTAGTTCATCAGTAGCACGTGGTGAAGAA

TACCGTGAAGTTCGTTTGGTATCTCATCTAGGCAATGGTAATGACAAAGTGTTCTTAGC

TGCGGGTTCCGCAGAAATTCACGCTGGTGAAGGTCATGATGTGGTTTATTATGATAAAA

CCGATACAGGTCTTTTAGTAATTGATGGAACCAAAGCGACTGAACAAGGGCGTTATTCT

GTTACGCGCGAATTGAGTGGTGCTACAAAAATCCTGAGAGAAGTAATAAAAAATCAAAA

ATCTGCTGTTGGTAAACGTGAAGAAACCTTGGAATATCGTGATTATGAATTAACGCAAT

CAGGTAATAGTAACCTAAAAGCACATGATGAATTACATTCAGTAGAAGAAATTATTGGA

AGTAATCAGAGAGACGAATTTAAAGGTAGTAAATTCAGAGATATTTTCCATGGTGCCGA

TGGTGATGATCTATTAAATGGTAATGATGGGGATGATATTCTATACGGTGATAAAGGTA

ACGATGAGTTAAGAGGTGATAACGGTAACGACCAACTTTATGGTGGTGAAGGTGATGAC

AAACTATTAGGAGGTAATGGCAATAATTACCTCAGTGGTGGTGATGGCAATGATGAGCT

TCAAGTATTAGGCAATGGTTTTAATGTGCTTCGTGGCGGTAAAGGCGATGATAAACTTT

ATGGTAGCTCAGGTTCTGATTTACTTGATGGTGGAGAAGGTAATGATTATCTAGAAGGA

GGCGATGGTAGCGATTTTTATGTTTATCGTTCCACTTCAGGTAATCATACTATTTATGA

TCAAGGTAAAGCTAGCGATTCAGATAAGCTATATTTGTCAGATCTTTCTTTTGATAATA

TTTTAGTTAAAAGGGTTAACGATAACCTTGAGTTTAGAAGCAATAATAACAGTAATAGT

GGTGTGCTTACGATCAAGGACTGGTTCAAAGGAGGCAATAGTTACAATCATAAAATTGA

ACAAATTGTTGATAAAAATGGTAGAAAATTGACAGCTGGGAATTTAGGAAATAACTTCC

ATGATACTCAACAAGCTAGTAGTTTACTTAAAAATGTTACACAAGAACAAAATGAAAGC

AATTTATCTTCACTTAAAACTGAATTAGGTAAAATTATTACTAATGCAGGTAATTTTGG

TGTGGCAAAACAAGGTAATACTGGAATCAATACAGCTGCCTTGAACAATGAAGTGAATA

AAATCATTTCTTCTGCTAATACCTTTGCTACTTCACAATTGGGTGGCTCAGGGATGGGA
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ACATTACCATCAACGAATGTAAATTCAATGATGCTAGGTAACCTAGCTAGAGCAGCTTA

ATCATCTGCAATAATCAATAGCAATCCTATGGTTATTCTAGGATTGCTATTTTATTTAT

GGAGTCACAAATGCCTTTTAACGAAAAAATAGATTACGGATTACATGCATTGGTAATTC

TCGCGCAATATCACAATGTTGCCGTAAACCCTGAAGAGGTAAAACATAAATTTGATCTT

GATGGCAAAGGATTGGATCTTGTTGCTTGGTTATTAGCAGCAAAATCATTAGAATTAAA

AGTCAAACGAGTAAAAAAGAGTATTGAGCGTTTACCATTTATTCATCTTCCTGCTTTAA

TCTGGCGAGATGATGGTCAACACGTTATTTTGACGAAAATTGACACCCAAACTAACCGT

TACCTTATTTTTGACTTAGAAGAACGAAACCCTAAAGTACTAAGTGCGGCTGAATTTCA

CGAAATTTTTCAAGGTGATGTGATTCTTATTACTTCACGAGCTTCTATTATGGGGCAAT

TGGCGAAGTTTGATTTCACTTGGTTTATCCCCGCAGTAATTAAATACCGTAAAATTTTT

GTAGAAACTATTATTGTTTCTATTTTTTTGCAGCTTTTTGCACTAATTACTCCCTTATT

TTTCCAAGTTGTGATGGATAAAGTTCTTGTCCATCGTGGATTTTCTACACTTAATGTTA

TCACGGTTGCATTATCTGTAGTGGTTATCTTTGAAATTGTATTAAGCGGTCTACGGACT

TATATATTTTCCCATAGCACTAGCCGAATTGATGTAGAACTTGGTGCAAAATTATTTCG

TCACTTGTTAGCGTTACCTATTTCTTATTTCGAAAATAGACGTGTAGGTGACACAGTTG

CTCGAGTACGAGAATTGGATCAAATACGCAATTTTTTAACAGGTCAGGCACTTACCTCT

GTATTAGATCTCTTATTCTCTTTTATTTTCTTTGCAGTGATGTGGTATTACAGCCCAAA

ACTAACTATTGTGATTTTACTTTCATTACCTTGTTATATCGCATGGTCAATATTTATTA

GCCCAATATTACGTCGTCGTCTAGATGAAAAATTTGCTCGTAATGCTGATAATCAATCT

TTTTTAGTTGAATCTGTTTCTGCAATAGACACGATCAAGGCTCTTGCTGTAACACCTCA

AATGACAAATATTTGGGATAAACAGTTAGCAAGTTATGTATCAGCAGATTTTAGAGTGA

CAGTATTGGCAACTATTGGACAGCAAGGTGTACAACTTATCCAAAAAACAGTAATGATA

ATTAATTTATGGTTAGGTGCACATTTAGTAATTTCAGGGGATCTTAGCATTGGACAATT

AATTGCTTTTAATATGCTTTCAGGACAAGTTATTGCACCTGTAGTTCGTTTAGCACAAT

TGTGGCAAGACTTTCAACAAGTAGGAATTTCTATTACACGATTGGGAGATGTCTTAAAT

TCACCTACAGAAAATTATCAAGGTAAGCTTTCACTACCAGAAATCAAAGGGGATATCGC

ATTTAAACATATTCGCTTTCGCTATAAGCCCGATGCTCCAATCATTTTAGATGATGTAA

ATTTATCGGTTAAACAGGGGGAAGTTATTGGGATAGTAGGACGTTCAGGTTCAGGTAAA

AGTACTCTCACTAAATTATTACAACGTTTTTATATTCCGGAAAATGGCCAAGTATTGAT

TGATGGTCACGATCTTGCGCTTGCTGATCCTAATTGGTTACGTCGTCAAATTGGTGTTG

TTTTACAAGATAATGTGTTATTAAACCGTAGTATTCGCGATAATATCGCACTCACTGAT

CCAAGCATGTCTATGGAACGTGTTATCTATGCGGCAAAATTAGCAGGGGCACATGATTT

TATTTCTGAATTACGTGAAGGTTACAATACTATTGTAGGAGAGCAAGGTGCAGGCTTAT

CTGGTGGACAACGTCAACGGATTGCTATTGCACGAGCTTTAGTCAATAACCCTAGGATT

TTGATTTTTGATGAGGCGACAAGTGCATTAGATTATGAATCTGAACATATCATTATGCA

AAATATGCAAAAAATCTGCCATGGACGGACAGTAATCATTATTGCCCACCGTCTTTCTA

CAGTAAAAAATGCGGATCGCATTATTGTTATGGAAAAGGGACATATTGTAGAGCAAGGT

AAACATAACCAATTACTGGAAAATGAAAATGGACTCTATTATTACCTCAACCAACTACA

ATCAAATTAAGGTGAAACAACATGAAGTTATGGATTCTAGGACTTGGGGAATTTTTTCA

ACGTTATCGTAATATTTGGCGTGAAATATGGAAAATCCGCAAACAATTAGATACCCCAG
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CAAGACAAAAAGATGAAAACGAATTTTTGCCTGCGCATTTAGAGTTAATTGAGACACCT

ATTTCAAAAAAGCCACGGCTGATCGCTTATTTGATAATGCTATTTCTATTTTTAGCTAT

TGTAATTTCCATTATTAGTAAAGTAGAAATTGTTGCTAGTGCTACAGGTAAGTTGGTAT

TTAGTGGACATAGTAAAGAAATAAAGCCTATTGAGAATGCTTTAGTAAAAGACATTTTT

GTTAAAGATGGACAATTTGTTGAAAAAGGACAATTATTATTAAATCTCACCGCACTTGG

TGCCGATGCAGACAAACAAAAAACTAAAGTATCGTTAGGATTGGAAAGATTAGATGGTT

ACCGATATAAGTCATTGTTATATAGCATTGAACACAATAGATTACCTTTATTGGATTTT

AACCAAGCTGATTTTGATTCTGTTCAGGAAGAAGATAAGACTAACGCACGTCATTTAAT

TACCGAACAATTTGAGACTTGGCAAAAACAAAAATATCAGAAGGAATTAGCGTATCAAC

GTAAACAAGCTGAAAAACAAACAGTATTAGCAAATATCCGTAAATATGAAAGCGCTAGT

CGTATTGAAAAGGAGAAATTAAGTGATTTAAAAAAATTATATGATGTAAAGTCTATTTC

TAAGCATGAGTTGTTAGCACAAGAAAATAGATATGTTGAAGCTAGTAATGAATTGTCTG

TTTATCAATCTCATCTCAAAGAAGTAGAAAGTGACTTGCTTAAAGCACAAGAAGATTTA

AAGCTTGTTACTCAATTATTTAAGAGTGATATTTTGGAAAAACTACAGCAAAATATACA

ACGCGAAAAGCAGCTCACTTTAGAACTTGAGAAAAATGAACAACGTCAATTAGCCTCTA

TCATTAGGGCGCCAGTATCAGGCACAGTCCAACAATTAAAAACTCATACTAAAGGTGGC

GTAGTAACTACTGCAGAAACCTTAATGGTCATTGCTCCTGAGGATGACGTGTTGGAAGT

AAGTGCTTTAATTCAAAACAAAGATATTGGTTTTGTTGAAATTGGACAGGAAGCAGTTA

TTAAAGTGGAAACTTTTCCCTACACAAGATATGGTTATCTCTATGGAAAAGTAAAAACT

ATTACTCTTGATGCTATTGAGCACCCTCAGCTTGGTTTAGTTTTCAATTCTATTATTGA

GATTAATAAGAAAACATTAACAGATGGTGATAAAGAAATTCAATTAGGTTCTGGAATGA

GCGTTATTGCAGAAATTAAAACAGGAGAACGCAGTGTTATCAGTTTCCTACTCAGTCCA

TTAGAAGAATCTATTACTGAAAGTCTAAGAGAACGTTAATTATCTCTTCTAAATTAAGC

AAATATATAACTTTTGTAAAAACGTTATTTAAGGAGAGTTGCTAATAGAAGTTAAAATA

TCTATTA

바. 백신 표준 균주 계대 방법 확립

 흉막폐렴균 배양 전용 배지인 1% nicotinamide adenine dinucleotide(NAD)를 첨가한 

Casman 배지와 trypticase soy 배지(TSA)에 표준 흉막폐렴균주를 백금이로 바른 후, 37℃의 

배양기에서 24시간 동안 호기성 배양한다. 이 후 TSA에서 균이 자랐는지 확인하고, 자라지 

않았다면 오염되었을 가능성은 매우 희박하므로, 균의 독립된 콜로니를 확인한 후, 다시 같은 

방법으로 계대한다. 또한 각각의 연속 계대 사이에 중합효소 연쇄반응을 통하여 백신 후보로 

선정한 균주인 흉막폐렴균 2형 (일련번호 1), 5형 (일련번호 20), 6형 (일련번호 24) 등 3개의 

흉막폐렴균에 중요한 인자인 apx 유전자를 30 계대 동안 지속적으로 보유하는 것을 확인하였

다. 또한 제1계대후의 균주로 제작한 백신과 연속 30 계대후의 균주로 제작한 백신을 토끼에

게 접종한 결과 형성되는 항체수준의 변화가 없는 것을 확인하였다. 이러한 결과 본 연구에서 

사용하는 백신주의 계대 방법이 백신 군주의 유전적 또는 면역원성의 변화를 일으키지 않는 

매우 안정적인 균주로 확인되었다.
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백신 후보균주
면역원성 변화

제 1계대후 제 30계대후

2형 (일련번호 1) 1:2048 1:2048

5형 (일련번호 20) 1:1024 1:1024

6형 (일련번호 24) 1:512 1:512

백신 

후보균

apx 유전자

apxICA apxIICA apxIIICA apxIBD apxIIIBD
1계대 30계대 1계대 30계대 1계대 30계대 1계대 30계대 1계대 30계대

2형 X X O O O O O O O O

5형 X X O O X O O O X X

6형 X X O O O O O O O O

사. 백신 표준 균주 대량 배양 방법  확립

 표준 흉막폐렴균을 냉동보관에서 꺼내어 가능한 빠르게 녹인 후 바로 백금이로 1% NAD 첨

가 Casman 배지와 trypticase soy agar (TSA)에 각각 바른다. 둘째 날, TSA의 오염 유무를 

확인하고 오염이 되지 않았다면 Casman 배지에서 독립된 콜로니를 멸균 면봉으로 수거하여 

다시 1% NAD 첨가 Casman 배지 1개에 바르고, brain heart infusion(BHI) 배양액을 200ml 

제조하여 멸균시켜 준비한다. 셋째 날, 클린벤치 안에서 1% NAD와 1% yeast extract를 멸균

시킨 BHI 배양액 200ml에 첨가하고, 그 중 5ml을 뽑아 배양된 세균을 멸균 면봉으로 풀어 부

유시킨다. 이를 배양액에 넣은 후 toxin의 생성이 최소한으로 억제되도록 최대 8시간이 넘지 

않도록 37℃의 배양기에서 150rpm의 속도로 교반, 증균시킨다. 그 후, 500ml의 같은 BHI 배

양액에 증균 된 200ml을 넣어 다시 최대 8시간 동안 배양하고 조금 남은 배양액 일부는 백금

이에 묻혀서 다시 오염 유무를 확인한다. 이러한 방법을 반복하여 증균시켜 대량 배양한다.   

아. 백신 표준 균주 이용한 백신 제조

  앞서 대량 배양한 흉막폐렴균 배양액을 4oC로 냉장시키기 전 TSA에 발라 오염 여부 검사와 

함께 단계적으로 10배 희석시켜서 1% NAD 첨가 Casman 배지에 발라 생성되는 콜로니의 수

를 확인하여 1ml 당 1x105 colony forming unit (CFU) 이상이 되는지 검사한다. 검사를 통과

하면 전체 양의 0.7~0.8%만큼의 포르말린을 첨가하고, 4℃의 교반 배양기로 이동시켜 불활화 

시킨다. 24시간 이상 교반한 후, 일부 불활화된 배양액을 뽑아 1% NAD 첨가 Casman 배지에 

발라서 불활화 되었는지 검사한다. 다음 날 완전히 불활화된 것이 확인되면, 부형제(adjuvant)

로서 알루미늄 겔(aluminium hydroxide gel)을 10% 만큼 첨가하고, 12시간 동안 교반시킨다.

2. 흉막폐렴균 예방 백신 면역원성 및 안전성 연구

가. 흉막폐렴 백신 함유 혈청형 결정
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CAAGACAAAAAGATGAAAACGAATTTTTGCCTGCGCATTTAGAGTTAATTGAGACACCT

ATTTCAAAAAAGCCACGGCTGATCGCTTATTTGATAATGCTATTTCTATTTTTAGCTAT

TGTAATTTCCATTATTAGTAAAGTAGAAATTGTTGCTAGTGCTACAGGTAAGTTGGTAT

TTAGTGGACATAGTAAAGAAATAAAGCCTATTGAGAATGCTTTAGTAAAAGACATTTTT

GTTAAAGATGGACAATTTGTTGAAAAAGGACAATTATTATTAAATCTCACCGCACTTGG

TGCCGATGCAGACAAACAAAAAACTAAAGTATCGTTAGGATTGGAAAGATTAGATGGTT

ACCGATATAAGTCATTGTTATATAGCATTGAACACAATAGATTACCTTTATTGGATTTT

AACCAAGCTGATTTTGATTCTGTTCAGGAAGAAGATAAGACTAACGCACGTCATTTAAT

TACCGAACAATTTGAGACTTGGCAAAAACAAAAATATCAGAAGGAATTAGCGTATCAAC

GTAAACAAGCTGAAAAACAAACAGTATTAGCAAATATCCGTAAATATGAAAGCGCTAGT

CGTATTGAAAAGGAGAAATTAAGTGATTTAAAAAAATTATATGATGTAAAGTCTATTTC

TAAGCATGAGTTGTTAGCACAAGAAAATAGATATGTTGAAGCTAGTAATGAATTGTCTG

TTTATCAATCTCATCTCAAAGAAGTAGAAAGTGACTTGCTTAAAGCACAAGAAGATTTA

AAGCTTGTTACTCAATTATTTAAGAGTGATATTTTGGAAAAACTACAGCAAAATATACA

ACGCGAAAAGCAGCTCACTTTAGAACTTGAGAAAAATGAACAACGTCAATTAGCCTCTA

TCATTAGGGCGCCAGTATCAGGCACAGTCCAACAATTAAAAACTCATACTAAAGGTGGC

GTAGTAACTACTGCAGAAACCTTAATGGTCATTGCTCCTGAGGATGACGTGTTGGAAGT

AAGTGCTTTAATTCAAAACAAAGATATTGGTTTTGTTGAAATTGGACAGGAAGCAGTTA

TTAAAGTGGAAACTTTTCCCTACACAAGATATGGTTATCTCTATGGAAAAGTAAAAACT

ATTACTCTTGATGCTATTGAGCACCCTCAGCTTGGTTTAGTTTTCAATTCTATTATTGA

GATTAATAAGAAAACATTAACAGATGGTGATAAAGAAATTCAATTAGGTTCTGGAATGA

GCGTTATTGCAGAAATTAAAACAGGAGAACGCAGTGTTATCAGTTTCCTACTCAGTCCA

TTAGAAGAATCTATTACTGAAAGTCTAAGAGAACGTTAATTATCTCTTCTAAATTAAGC

AAATATATAACTTTTGTAAAAACGTTATTTAAGGAGAGTTGCTAATAGAAGTTAAAATA

TCTATTA

바. 백신 표준 균주 계대 방법 확립

 흉막폐렴균 배양 전용 배지인 1% nicotinamide adenine dinucleotide(NAD)를 첨가한 

Casman 배지와 trypticase soy 배지(TSA)에 표준 흉막폐렴균주를 백금이로 바른 후, 37℃의 

배양기에서 24시간 동안 호기성 배양한다. 이 후 TSA에서 균이 자랐는지 확인하고, 자라지 

않았다면 오염되었을 가능성은 매우 희박하므로, 균의 독립된 콜로니를 확인한 후, 다시 같은 

방법으로 계대한다. 또한 각각의 연속 계대 사이에 중합효소 연쇄반응을 통하여 백신 후보로 

선정한 균주인 흉막폐렴균 2형 (일련번호 1), 5형 (일련번호 20), 6형 (일련번호 24) 등 3개의 

흉막폐렴균에 중요한 인자인 apx 유전자를 30 계대 동안 지속적으로 보유하는 것을 확인하였

다. 또한 제1계대후의 균주로 제작한 백신과 연속 30 계대후의 균주로 제작한 백신을 토끼에

게 접종한 결과 형성되는 항체수준의 변화가 없는 것을 확인하였다. 이러한 결과 본 연구에서 

사용하는 백신주의 계대 방법이 백신 군주의 유전적 또는 면역원성의 변화를 일으키지 않는 

매우 안정적인 균주로 확인되었다.

- 111 -

백신 후보균주
면역원성 변화

제 1계대후 제 30계대후

2형 (일련번호 1) 1:2048 1:2048

5형 (일련번호 20) 1:1024 1:1024

6형 (일련번호 24) 1:512 1:512

백신 

후보균

apx 유전자

apxICA apxIICA apxIIICA apxIBD apxIIIBD
1계대 30계대 1계대 30계대 1계대 30계대 1계대 30계대 1계대 30계대

2형 X X O O O O O O O O

5형 X X O O X O O O X X

6형 X X O O O O O O O O

사. 백신 표준 균주 대량 배양 방법  확립

 표준 흉막폐렴균을 냉동보관에서 꺼내어 가능한 빠르게 녹인 후 바로 백금이로 1% NAD 첨

가 Casman 배지와 trypticase soy agar (TSA)에 각각 바른다. 둘째 날, TSA의 오염 유무를 

확인하고 오염이 되지 않았다면 Casman 배지에서 독립된 콜로니를 멸균 면봉으로 수거하여 

다시 1% NAD 첨가 Casman 배지 1개에 바르고, brain heart infusion(BHI) 배양액을 200ml 

제조하여 멸균시켜 준비한다. 셋째 날, 클린벤치 안에서 1% NAD와 1% yeast extract를 멸균

시킨 BHI 배양액 200ml에 첨가하고, 그 중 5ml을 뽑아 배양된 세균을 멸균 면봉으로 풀어 부

유시킨다. 이를 배양액에 넣은 후 toxin의 생성이 최소한으로 억제되도록 최대 8시간이 넘지 

않도록 37℃의 배양기에서 150rpm의 속도로 교반, 증균시킨다. 그 후, 500ml의 같은 BHI 배

양액에 증균 된 200ml을 넣어 다시 최대 8시간 동안 배양하고 조금 남은 배양액 일부는 백금

이에 묻혀서 다시 오염 유무를 확인한다. 이러한 방법을 반복하여 증균시켜 대량 배양한다.   

아. 백신 표준 균주 이용한 백신 제조

  앞서 대량 배양한 흉막폐렴균 배양액을 4oC로 냉장시키기 전 TSA에 발라 오염 여부 검사와 

함께 단계적으로 10배 희석시켜서 1% NAD 첨가 Casman 배지에 발라 생성되는 콜로니의 수

를 확인하여 1ml 당 1x105 colony forming unit (CFU) 이상이 되는지 검사한다. 검사를 통과

하면 전체 양의 0.7~0.8%만큼의 포르말린을 첨가하고, 4℃의 교반 배양기로 이동시켜 불활화 

시킨다. 24시간 이상 교반한 후, 일부 불활화된 배양액을 뽑아 1% NAD 첨가 Casman 배지에 

발라서 불활화 되었는지 검사한다. 다음 날 완전히 불활화된 것이 확인되면, 부형제(adjuvant)

로서 알루미늄 겔(aluminium hydroxide gel)을 10% 만큼 첨가하고, 12시간 동안 교반시킨다.

2. 흉막폐렴균 예방 백신 면역원성 및 안전성 연구

가. 흉막폐렴 백신 함유 혈청형 결정
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혈청형 분리균수

2형 11

5형 7

6형 3

7형 1

Un-typable 3

합계 25

 응집반응 검사결과 2009년 국내에서 분리한 흉막폐렴균 중 혈청형 2형이 가장 흔하게 분리

되었으며, 5형 과 6형 순서로 분리되었다. 또한 1999년에 국내 흉막폐렴균의 분포를 조사한 

논문의 경우 흉막폐렴균주 중에서도 병원성과 밀접하게 연관된 APX 독소를 가진 97개의 흉막

폐렴균주 중 2형, 5형, 6형이 각각 56개, 28개, 11개로 전체의 98%를 차지한다고 하며(Min, 

et al. 1999), 이 사실은 2009년의 결과와 크게 다르지 않다. 이러한 결과를 토대로 흉막폐렴

균 혈청형 2, 5, 6형을 백신균주로 선택하여 진행하였다. 

나. 부형제 선정과 조합을 통한 백신 개발

 부형제 함량별 토끼의 부작용 관찰 결과, 특별한 부작용은 관찰되지 않았다.

흉막폐렴 백신 

부형제 함량
형성 항체가

1% 1:256

5% 1:1024

10% 1:2048

15% 1:2048

20% 1:2048

다. 불활화 확인결과
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포르말린 함량 불활화 시간 (hr) CFU/μl

0.3% 6 3.2×104

0.5% 6 6.5×103

0.7% 6 1.8×103

1% 6 1.6×102

0.3% 12 4.4×103

0.5% 12 3.4×102

0.7% 12 1.1×102

1% 12 2.1×101

0.3% 18 2.4×102

0.5% 18 6.4×101

0.7% 18 0

1% 18 0

0.3% 24 3.8×101

0.5% 24 0

0.7% 24 0

1% 24 0

라. 실험동물을 이용한 흉막폐렴 백신 안전성 실험

(1) 마우스를 이용한 흉막폐렴 백신 안전성 실험결과
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혈청형 분리균수

2형 11

5형 7

6형 3

7형 1

Un-typable 3

합계 25

 응집반응 검사결과 2009년 국내에서 분리한 흉막폐렴균 중 혈청형 2형이 가장 흔하게 분리

되었으며, 5형 과 6형 순서로 분리되었다. 또한 1999년에 국내 흉막폐렴균의 분포를 조사한 

논문의 경우 흉막폐렴균주 중에서도 병원성과 밀접하게 연관된 APX 독소를 가진 97개의 흉막

폐렴균주 중 2형, 5형, 6형이 각각 56개, 28개, 11개로 전체의 98%를 차지한다고 하며(Min, 

et al. 1999), 이 사실은 2009년의 결과와 크게 다르지 않다. 이러한 결과를 토대로 흉막폐렴

균 혈청형 2, 5, 6형을 백신균주로 선택하여 진행하였다. 

나. 부형제 선정과 조합을 통한 백신 개발

 부형제 함량별 토끼의 부작용 관찰 결과, 특별한 부작용은 관찰되지 않았다.

흉막폐렴 백신 

부형제 함량
형성 항체가

1% 1:256

5% 1:1024

10% 1:2048

15% 1:2048

20% 1:2048

다. 불활화 확인결과
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포르말린 함량 불활화 시간 (hr) CFU/μl

0.3% 6 3.2×104

0.5% 6 6.5×103

0.7% 6 1.8×103

1% 6 1.6×102

0.3% 12 4.4×103

0.5% 12 3.4×102

0.7% 12 1.1×102

1% 12 2.1×101

0.3% 18 2.4×102

0.5% 18 6.4×101

0.7% 18 0

1% 18 0

0.3% 24 3.8×101

0.5% 24 0

0.7% 24 0

1% 24 0

라. 실험동물을 이용한 흉막폐렴 백신 안전성 실험

(1) 마우스를 이용한 흉막폐렴 백신 안전성 실험결과
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접종부위 접종량(ml) 개체번호 임상증상 병변

복강

0.25

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

0.5

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

1

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

피하

0.25

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

0.5

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

1

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

실험군 복강 접종 피하 접종 피하접종군(1ml 군)

마우스 HE 염색 슬라이드
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복강 0.25ml

간 신장 장

복강 0.5ml

간 신장 장

복강 1ml

간 신장 장

  

피부

피하 0.25ml 피하 0.5ml 피하 1ml

(2) 기니피그를 이용한 흉막폐렴 백신 안전성 실험
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접종부위 접종량(ml) 개체번호 임상증상 병변

복강

0.25

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

0.5

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

1

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

피하

0.25

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

0.5

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

1

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

실험군 복강 접종 피하 접종 피하접종군(1ml 군)

마우스 HE 염색 슬라이드
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복강 0.25ml

간 신장 장

복강 0.5ml

간 신장 장

복강 1ml

간 신장 장

  

피부

피하 0.25ml 피하 0.5ml 피하 1ml

(2) 기니피그를 이용한 흉막폐렴 백신 안전성 실험
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접종부위 접종량(ml) 개체번호 임상증상 병변

근육

0.5

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

1

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

2

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

피하

0.5

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

1

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

2

1 무증상 접종부위 탈모

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

피내 0.1
1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

근육접종군 피하접종군 피내접종군
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근육

근육 0.5ml 근육 1ml 근육 2ml

피부

피하 0.5ml 피하 1ml 피하 2ml 피내 0.1ml

마. 돼지를 이용한 흉막폐렴 백신 안전성 실험결과

(1) 자돈을 이용한 흉막폐렴 백신 안전성 실험결과

접종부위 접종량(ml) 개체번호 과민반응 병변

근육 2

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

근육 조직 HE 염색

바. 실험동물을 이용한 흉막폐렴 백신의 항체가 연구결과

(1) 토끼를 이용한 흉막폐렴 백신 항체가 연구결과
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접종부위 접종량(ml) 개체번호 임상증상 병변

근육

0.5

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

1

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

2

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

피하

0.5

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

1

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

2

1 무증상 접종부위 탈모

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

5 무증상 무병변

피내 0.1
1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

근육접종군 피하접종군 피내접종군
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근육

근육 0.5ml 근육 1ml 근육 2ml

피부

피하 0.5ml 피하 1ml 피하 2ml 피내 0.1ml

마. 돼지를 이용한 흉막폐렴 백신 안전성 실험결과

(1) 자돈을 이용한 흉막폐렴 백신 안전성 실험결과

접종부위 접종량(ml) 개체번호 과민반응 병변

근육 2

1 무증상 무병변

2 무증상 무병변

3 무증상 무병변

4 무증상 무병변

근육 조직 HE 염색

바. 실험동물을 이용한 흉막폐렴 백신의 항체가 연구결과

(1) 토끼를 이용한 흉막폐렴 백신 항체가 연구결과
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2형 5형 6형

0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi

1 0 64 512 0 128 512 0 128 1024

2 0 64 1024 0 256 512 0 256 1024

3 0 64 1024 0 256 1024 0 128 512

4 0 64 512 0 256 1024 0 256 1024

5 0 128 512 0 256 1024 0 64 512

6 0 64 512 0 256 512 0 256 1024

  

사. 돼지 (자돈)를 이용한 백신 항체가 실험결과

(1) 자돈을 이용한 흉막폐렴 백신 항체가 연구결과

2형 5형 6형

0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi

1 0 128 1024 0 128 1024 0 128 1024

2 0 64 1024 0 128 512 0 64 512

3 0 64 512 0 128 1024 0 128 1024

4 0 64 512 0 64 1024 0 128 1024

5 0 128 512 0 128 1024 0 64 512

 

(2) 용혈 억제 반응을 통한 Apx 항체의 역가 측정결과
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혈청 번호
역가

(50% 용혈 억제 희석 배수)

1 640

2 640

3 640

4 160

5 640

6 640

A : 백신군 배양액과 혈청 희석액이 포함된 용혈 억제 시험군

B : 백신군 배양액이 포함된 용혈 양성 대조군

C : 무균 배양액이 포함된 용혈 음성 대조군

(3) 세포 독성 억제 반응을 통한 Apx 항체의 역가 측정결과
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2형 5형 6형

0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi

1 0 64 512 0 128 512 0 128 1024

2 0 64 1024 0 256 512 0 256 1024

3 0 64 1024 0 256 1024 0 128 512

4 0 64 512 0 256 1024 0 256 1024

5 0 128 512 0 256 1024 0 64 512

6 0 64 512 0 256 512 0 256 1024

  

사. 돼지 (자돈)를 이용한 백신 항체가 실험결과

(1) 자돈을 이용한 흉막폐렴 백신 항체가 연구결과

2형 5형 6형

0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi

1 0 128 1024 0 128 1024 0 128 1024

2 0 64 1024 0 128 512 0 64 512

3 0 64 512 0 128 1024 0 128 1024

4 0 64 512 0 64 1024 0 128 1024

5 0 128 512 0 128 1024 0 64 512

 

(2) 용혈 억제 반응을 통한 Apx 항체의 역가 측정결과
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혈청 번호
역가

(50% 용혈 억제 희석 배수)

1 640

2 640

3 640

4 160

5 640

6 640

A : 백신군 배양액과 혈청 희석액이 포함된 용혈 억제 시험군

B : 백신군 배양액이 포함된 용혈 양성 대조군

C : 무균 배양액이 포함된 용혈 음성 대조군

(3) 세포 독성 억제 반응을 통한 Apx 항체의 역가 측정결과
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혈청 번호
역가

(50% 세포독성 억제 희석 배수)

1 160

2 640

3 160

4 160

5 160

6 640

3. 흉막폐렴균 예방 백신의 공격접종 시험 및 보존성 시험

가. 흉막폐렴 백신의 특성 시험 및 무균시험 

(1) 특성시험 결과

Lot No. 결   과

Lot 1 적   합

Lot 2 적   합

Lot 3 적   합

 3개 Lot 모두 옅은 황색의 혼탁한 부유액이며, 정치하면 내용물의 침전이 생기나 흔들면 쉽

게 균등액이 되며 소분된 내용물의 성상이 균일하고 이물이 존재하지 않는다.

(2) 무균시험 결과

- 121 -

Lot No.

일반 세균
마이코플라즈마

(PCR 결과)시험배지
결 과 (7일간)

22℃ 37℃

Lot 1

NA - -

음  성NB - -

Thio - -

Lot 2

NA - -

음  성NB - -

Thio - -

Lot 3

NA - -

음  성NB - -

Thio - -

※ - : 세균의 발육이 인정되지 않음

동물용 의약품 생물학제제 일반검정기준에 따른 시험백신의 무균시험 결과 3 Lot 모두 NA, 

NB, Thio에서 7일간 배양하였을 때 어떠한 세균 및 곰팡이의 발육도 나타나지 않았으며, 마

이코플라즈마는 PCR 음성으로 확인되었다. 

나. 실험동물을 이용한 흉막폐렴 백신의 단일 혈청형 공격 접종 실험결과

(1) 단일 혈청형 공격 접종 실험 임상 증상 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 5 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 5 O 혈청형 2형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

3 5 X 혈청형 2형 복강내 2.4±2.19 1.8±2.05 2.2±1.79

4 5 O 혈청형 5형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

5 5 X 혈청형 5형 복강내 2.6±1.67 2.0±1.41 2.2±2.05

6 5 O 혈청형 6형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

7 5 X 혈청형 6형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

8 5 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00
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혈청 번호
역가

(50% 세포독성 억제 희석 배수)

1 160

2 640

3 160

4 160

5 160

6 640

3. 흉막폐렴균 예방 백신의 공격접종 시험 및 보존성 시험

가. 흉막폐렴 백신의 특성 시험 및 무균시험 

(1) 특성시험 결과

Lot No. 결   과

Lot 1 적   합

Lot 2 적   합

Lot 3 적   합

 3개 Lot 모두 옅은 황색의 혼탁한 부유액이며, 정치하면 내용물의 침전이 생기나 흔들면 쉽

게 균등액이 되며 소분된 내용물의 성상이 균일하고 이물이 존재하지 않는다.

(2) 무균시험 결과
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Lot No.

일반 세균
마이코플라즈마

(PCR 결과)시험배지
결 과 (7일간)

22℃ 37℃

Lot 1

NA - -

음  성NB - -

Thio - -

Lot 2

NA - -

음  성NB - -

Thio - -

Lot 3

NA - -

음  성NB - -

Thio - -

※ - : 세균의 발육이 인정되지 않음

동물용 의약품 생물학제제 일반검정기준에 따른 시험백신의 무균시험 결과 3 Lot 모두 NA, 

NB, Thio에서 7일간 배양하였을 때 어떠한 세균 및 곰팡이의 발육도 나타나지 않았으며, 마

이코플라즈마는 PCR 음성으로 확인되었다. 

나. 실험동물을 이용한 흉막폐렴 백신의 단일 혈청형 공격 접종 실험결과

(1) 단일 혈청형 공격 접종 실험 임상 증상 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 5 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 5 O 혈청형 2형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

3 5 X 혈청형 2형 복강내 2.4±2.19 1.8±2.05 2.2±1.79

4 5 O 혈청형 5형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

5 5 X 혈청형 5형 복강내 2.6±1.67 2.0±1.41 2.2±2.05

6 5 O 혈청형 6형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

7 5 X 혈청형 6형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

8 5 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00
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 그룹별 임상증상 평가 결과, 모든 시험에서 6형 접종군(그룹 6, 7)은 통계적인 차이를 보이지 

않았다. Komal 등의 논문에 따르면 (Komal, et al. 1990), 6형은 마우스에 대하여 병원성이 

없는 것으로 나타난다. 제 1 시험에서, 그룹 4와 5(P=0.032), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 

대조군(그룹 3, 5, 7)(P=0.029)에서 유의하게 차이가 있었으며 그룹 2와 3(P=0.151)은 차이를 

보이지 않았다. 제 2시험의 경우는 제 1시험과 동일한 통계적 결과를 얻었으며, 제 3시험의 

경우, 그룹 2와 3(P=0.032), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 3, 5, 7)(P=0.029)에

서 유의하게 차이가 있었으며 그룹 4와 5(P=0.151)은 차이를 보이지 않았다. 2형과 5형의 통

계적인 결과가 실험 순번에 따라 다르게 나타나는 것은 각각의 혈청형 접종실험에 한정된 개

체수의 영향으로 판단되며, 총 백신군과 비백신군의 통계적인 결과를 보았을 때, 백신이 병증

을 감소시킴을 확인하였다.

(2) 단일 혈청형 공격 접종 실험 폐사 두수 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 5 O X X 0 0 0

2 5 O 혈청형 2형 복강내 0 0 0

3 5 X 혈청형 2형 복강내 3 2 2

4 5 O 혈청형 5형 복강내 0 0 0

5 5 X 혈청형 5형 복강내 1 1 2

6 5 O 혈청형 6형 복강내 0 0 0

7 5 X 혈청형 6형 복강내 0 0 0

8 5 X X X 0 0 0
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 그룹별 폐사율 평가 결과, 2형과 5형에서 일부 폐사가 있었지만 폐사율에서는 통계적인 차이

를 나타내지 않았다. Komal 등의 논문에 따르면 (Komal, et al. 1990), 마우스에서 2형과 5형

의 폐사율은 일정치 않고, 2형은 최고 33%의 낮은 폐사율을 나타내고 있는데, 본 실험 결과 

또한 유사한 폐사율을 보였다.

(3) 단일 혈청형 공격 접종 실험 병리조직학적 병변 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 5 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 5 O 혈청형 2형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

3 5 X 혈청형 2형 복강내 1.2±1.1 1.0±1.41 1.0±1.00

4 5 O 혈청형 5형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

5 5 X 혈청형 5형 복강내 1.0±0.71 0.8±0.84 1.0±1.00

6 5 O 혈청형 6형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

7 5 X 혈청형 6형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

8 5 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

 그룹별 병리조직학적 병변 평가 결과, 제 1 시험에서, 그룹 4와 5(P=0.032), 그리고 백신군

(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 3, 5, 7)(P=0.029)에서 유의하게 차이가 있었으며 그룹 2와 

3(P=0.151)은 차이를 보이지 않았다. 제 2시험의 경우는 제 1시험과 동일한 통계적 결과를 얻

었으며, 제 3시험의 경우, 그룹 2와 3(P=0.032), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 

3, 5, 7)(P=0.029)에서 유의하게 차이가 있었으며 그룹 4와 5(P=0.151)은 차이를 보이지 않

았다. 2형과 5형의 통계적인 결과가 실험 순번에 따라 다르게 나타나는 것은 각각의 혈청형 

접종실험에 한정된 개체수의 영향으로 판단되며, 총 백신군과 비백신군의 통계적인 결과를 보
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 그룹별 임상증상 평가 결과, 모든 시험에서 6형 접종군(그룹 6, 7)은 통계적인 차이를 보이지 

않았다. Komal 등의 논문에 따르면 (Komal, et al. 1990), 6형은 마우스에 대하여 병원성이 

없는 것으로 나타난다. 제 1 시험에서, 그룹 4와 5(P=0.032), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 

대조군(그룹 3, 5, 7)(P=0.029)에서 유의하게 차이가 있었으며 그룹 2와 3(P=0.151)은 차이를 

보이지 않았다. 제 2시험의 경우는 제 1시험과 동일한 통계적 결과를 얻었으며, 제 3시험의 

경우, 그룹 2와 3(P=0.032), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 3, 5, 7)(P=0.029)에

서 유의하게 차이가 있었으며 그룹 4와 5(P=0.151)은 차이를 보이지 않았다. 2형과 5형의 통

계적인 결과가 실험 순번에 따라 다르게 나타나는 것은 각각의 혈청형 접종실험에 한정된 개

체수의 영향으로 판단되며, 총 백신군과 비백신군의 통계적인 결과를 보았을 때, 백신이 병증

을 감소시킴을 확인하였다.

(2) 단일 혈청형 공격 접종 실험 폐사 두수 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 5 O X X 0 0 0

2 5 O 혈청형 2형 복강내 0 0 0

3 5 X 혈청형 2형 복강내 3 2 2

4 5 O 혈청형 5형 복강내 0 0 0

5 5 X 혈청형 5형 복강내 1 1 2

6 5 O 혈청형 6형 복강내 0 0 0

7 5 X 혈청형 6형 복강내 0 0 0

8 5 X X X 0 0 0
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 그룹별 폐사율 평가 결과, 2형과 5형에서 일부 폐사가 있었지만 폐사율에서는 통계적인 차이

를 나타내지 않았다. Komal 등의 논문에 따르면 (Komal, et al. 1990), 마우스에서 2형과 5형

의 폐사율은 일정치 않고, 2형은 최고 33%의 낮은 폐사율을 나타내고 있는데, 본 실험 결과 

또한 유사한 폐사율을 보였다.

(3) 단일 혈청형 공격 접종 실험 병리조직학적 병변 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 5 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 5 O 혈청형 2형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

3 5 X 혈청형 2형 복강내 1.2±1.1 1.0±1.41 1.0±1.00

4 5 O 혈청형 5형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

5 5 X 혈청형 5형 복강내 1.0±0.71 0.8±0.84 1.0±1.00

6 5 O 혈청형 6형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

7 5 X 혈청형 6형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

8 5 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

 그룹별 병리조직학적 병변 평가 결과, 제 1 시험에서, 그룹 4와 5(P=0.032), 그리고 백신군

(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 3, 5, 7)(P=0.029)에서 유의하게 차이가 있었으며 그룹 2와 

3(P=0.151)은 차이를 보이지 않았다. 제 2시험의 경우는 제 1시험과 동일한 통계적 결과를 얻

었으며, 제 3시험의 경우, 그룹 2와 3(P=0.032), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 

3, 5, 7)(P=0.029)에서 유의하게 차이가 있었으며 그룹 4와 5(P=0.151)은 차이를 보이지 않

았다. 2형과 5형의 통계적인 결과가 실험 순번에 따라 다르게 나타나는 것은 각각의 혈청형 

접종실험에 한정된 개체수의 영향으로 판단되며, 총 백신군과 비백신군의 통계적인 결과를 보
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았을 때, 백신이 병증을 감소시킴을 확인하였다.

그룹 조직 병변 그룹 조직 병변

백신

+

공격

접종군

2

공격

접종군

3

4 5

6
7

 2, 5형 접종군은 복강 내 접종시 장막의 염증이 관찰되지만, 6형 접종군은 염증이 관찰되지 

않거나 미약하게 관찰되었다.

(4) 단일 혈청형 공격 접종 실험 응집반응 항체가 결과 (2차 백신 접종 후 2주 후)

그룹 동물수 백신접종

시험횟수

1 2 3

1 5 O 704±265.0 832±265.0 640±273.0

2 5 O 704±265.0 896±237.0 576±181.0

3 5 X 0±0 0±0 0±0

4 5 O 896±237.0 896±237.0 704±265.0

5 5 X 0±0 0±0 0±0

6 5 O 768±273.7 960±181.0 768±273.7

7 5 X 0±0 0±0 0±0

8 5 O 0±0 0±0 0±0

 통계 분석 결과 각각의 혈청형에 따른 모든 공격접종군에서 백신군과 비백신군 사이에 차이

가 있는 것으로 확인되었다 (P<0.001).
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다. 실험동물을 이용한 흉막폐렴 백신의 복수 혈청형 공격 접종 실험결과

(1) 실험 디자인 결과

(가) 복수 혈청형 공격 접종 실험 임상 증상 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 5 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 5 O 혈청형 2와 5형 복강내 0.4±0.55 0.2±0.45 0.2±0.45

3 5 X 혈청형 2와 5형 복강내 2.6±1.67 2.2±1.64 3.2±0.84

4 5 O 혈청형 2와 6형 복강내 0.6±0.55 0.4±0.55 0.4±0.55

5 5 X 혈청형 2와 6형 복강내 1.8±1.79 1.6±1.14 2.0±1.00

6 5 O 혈청형 5와 6형 복강내 0.4±0.55 0.2±0.45 0.2±0.45

7 5 X 혈청형 5와 6형 복강내 2.2±1.64 2.4±1.52 1.8±1.30

8 5 O 혈청형 2, 5와 6형 복강내 0.4±0.55 0.2±0.45 0.2±0.45

9 5 X 혈청형 2, 5와 6형 복강내 1.8±1.48 2.8±1.30 2.2±1.64

10 5 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

 그룹별 임상증상 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 5(P=0.003), 그룹 

6과 7(P=0.001), 그룹 8과 9(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 

7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 

3(P=0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P=0.001), 그리고 백신
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았을 때, 백신이 병증을 감소시킴을 확인하였다.

그룹 조직 병변 그룹 조직 병변

백신

+

공격

접종군

2

공격

접종군

3

4 5

6
7

 2, 5형 접종군은 복강 내 접종시 장막의 염증이 관찰되지만, 6형 접종군은 염증이 관찰되지 

않거나 미약하게 관찰되었다.

(4) 단일 혈청형 공격 접종 실험 응집반응 항체가 결과 (2차 백신 접종 후 2주 후)

그룹 동물수 백신접종

시험횟수

1 2 3

1 5 O 704±265.0 832±265.0 640±273.0

2 5 O 704±265.0 896±237.0 576±181.0

3 5 X 0±0 0±0 0±0

4 5 O 896±237.0 896±237.0 704±265.0

5 5 X 0±0 0±0 0±0

6 5 O 768±273.7 960±181.0 768±273.7

7 5 X 0±0 0±0 0±0

8 5 O 0±0 0±0 0±0

 통계 분석 결과 각각의 혈청형에 따른 모든 공격접종군에서 백신군과 비백신군 사이에 차이

가 있는 것으로 확인되었다 (P<0.001).
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다. 실험동물을 이용한 흉막폐렴 백신의 복수 혈청형 공격 접종 실험결과

(1) 실험 디자인 결과

(가) 복수 혈청형 공격 접종 실험 임상 증상 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 5 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 5 O 혈청형 2와 5형 복강내 0.4±0.55 0.2±0.45 0.2±0.45

3 5 X 혈청형 2와 5형 복강내 2.6±1.67 2.2±1.64 3.2±0.84

4 5 O 혈청형 2와 6형 복강내 0.6±0.55 0.4±0.55 0.4±0.55

5 5 X 혈청형 2와 6형 복강내 1.8±1.79 1.6±1.14 2.0±1.00

6 5 O 혈청형 5와 6형 복강내 0.4±0.55 0.2±0.45 0.2±0.45

7 5 X 혈청형 5와 6형 복강내 2.2±1.64 2.4±1.52 1.8±1.30

8 5 O 혈청형 2, 5와 6형 복강내 0.4±0.55 0.2±0.45 0.2±0.45

9 5 X 혈청형 2, 5와 6형 복강내 1.8±1.48 2.8±1.30 2.2±1.64

10 5 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

 그룹별 임상증상 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 5(P=0.003), 그룹 

6과 7(P=0.001), 그룹 8과 9(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 

7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 

3(P=0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P=0.001), 그리고 백신
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군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 

제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P=0.003), 그룹 4와 5(P=0.003), 그룹 6과 7(P<0.001), 

그룹 8과 9(P=0.003), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에

서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염시 백신이 병증을 감소시킴을 확인하

였다.

(나) 복수 혈청형 공격 접종 실험 폐사 두수 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 5 O X X 0 0 0

2 5 O 혈청형 2와 5형 복강내 0 0 0

3 5 X 혈청형 2와 5형 복강내 2 1 2

4 5 O 혈청형 2와 6형 복강내 0 0 0

5 5 X 혈청형 2와 6형 복강내 1 0 0

6 5 O 혈청형 5와 6형 복강내 0 0 0

7 5 X 혈청형 5와 6형 복강내 1 2 1

8 5 O 혈청형 2, 5와 6형 복강내 0 0 0

9 5 X 혈청형 2, 5와 6형 복강내 1 2 1

10 5 X X X 0 0 0

 그룹별 폐사율 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.007), 그룹 4와 5(P=0.001), 그룹 

6과 7(P=0.007), 그룹 8과 9(P=0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 

7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 

3(P=0.001), 그룹 4와 5(P=0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P=0.001), 그리고 백신

군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 

제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P=0.01), 그룹 4와 5(P=0.01), 그룹 6과 7(P=0.001), 그룹 

8과 9(P=0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모

두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염할 때 백신이 흉막폐렴으로 인한 폐사를 

감소시킴을 확인하였다.
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(다) 복수 혈청형 공격 접종 실험 병리조직학적 병변 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 5 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 5 O 혈청형 2와 5형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

3 5 X 혈청형 2와 5형 복강내 1.0±1.0 0.8±0.84 1.2±0.84

4 5 O 혈청형 2와 6형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

5 5 X 혈청형 2와 6형 복강내 0.6±0.89 0.4±0.55 0.8±0.45

6 5 O 혈청형 5와 6형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

7 5 X 혈청형 5와 6형 복강내 0.8±0.83 1.4±0.55 1.0±0.71

8 5 O 혈청형 2, 5와 6형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

9 5 X 혈청형 2, 5와 6형 복강내 1.25±0.50 0.75±0.96 0.75±0.96

10 5 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

 그룹별 병리조직학적 병변 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 

5(P=0.005), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 

대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 

경우, 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 

9(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모두 

유의하게 차이가 있었으며, 제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P=0.005), 그룹 4와 

5(P=0.002), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 
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군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 

제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P=0.003), 그룹 4와 5(P=0.003), 그룹 6과 7(P<0.001), 

그룹 8과 9(P=0.003), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에

서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염시 백신이 병증을 감소시킴을 확인하

였다.

(나) 복수 혈청형 공격 접종 실험 폐사 두수 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 5 O X X 0 0 0

2 5 O 혈청형 2와 5형 복강내 0 0 0

3 5 X 혈청형 2와 5형 복강내 2 1 2

4 5 O 혈청형 2와 6형 복강내 0 0 0

5 5 X 혈청형 2와 6형 복강내 1 0 0

6 5 O 혈청형 5와 6형 복강내 0 0 0

7 5 X 혈청형 5와 6형 복강내 1 2 1

8 5 O 혈청형 2, 5와 6형 복강내 0 0 0

9 5 X 혈청형 2, 5와 6형 복강내 1 2 1

10 5 X X X 0 0 0

 그룹별 폐사율 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.007), 그룹 4와 5(P=0.001), 그룹 

6과 7(P=0.007), 그룹 8과 9(P=0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 

7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 

3(P=0.001), 그룹 4와 5(P=0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P=0.001), 그리고 백신

군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 

제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P=0.01), 그룹 4와 5(P=0.01), 그룹 6과 7(P=0.001), 그룹 

8과 9(P=0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모

두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염할 때 백신이 흉막폐렴으로 인한 폐사를 

감소시킴을 확인하였다.
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(다) 복수 혈청형 공격 접종 실험 병리조직학적 병변 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 5 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 5 O 혈청형 2와 5형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

3 5 X 혈청형 2와 5형 복강내 1.0±1.0 0.8±0.84 1.2±0.84

4 5 O 혈청형 2와 6형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

5 5 X 혈청형 2와 6형 복강내 0.6±0.89 0.4±0.55 0.8±0.45

6 5 O 혈청형 5와 6형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

7 5 X 혈청형 5와 6형 복강내 0.8±0.83 1.4±0.55 1.0±0.71

8 5 O 혈청형 2, 5와 6형 복강내 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

9 5 X 혈청형 2, 5와 6형 복강내 1.25±0.50 0.75±0.96 0.75±0.96

10 5 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

 그룹별 병리조직학적 병변 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 

5(P=0.005), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 

대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 

경우, 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 

9(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모두 

유의하게 차이가 있었으며, 제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P=0.005), 그룹 4와 

5(P=0.002), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 



- 128 -

대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염

시 백신이 흉막폐렴 병변을 감소시킴을 확인하였다.

그룹 육안병변 그룹 육안병변

백신

+

공격

접종군

2

공격

접종군

3

4 5

6
7

8 9

 복강내 공격 접종시 3, 5 그룹은 장막에 염증이 있으며, 7, 9 그룹은 신장 내 출혈과 괴사가 

관찰되었다.

- 129 -

(라) 복수 혈청형 공격 접종 실험 응집반응 항체가 결과 (2차 백신 접종 2주 후)

그룹 동물수 백신접종

시험횟수

1 2 3

1 5 O 640±237.0 704±265.0 640±237.0

2 5 O 704±265.0 768±273.7 704±265.0

3 5 X 0±0 0±0 0±0

4 5 O 768±273.7 768±273.7 832±265.0

5 5 X 0±0 0±0 0±0

6 5 O 896±237.0 832±265.0 768±273.7

7 5 X 0±0 0±0 0±0

8 5 O 704±265.0 704±265.0 832±265.0

9 5 X 0±0 0±0 0±0

10 5 X 0±0 0±0 0±0

통계 분석 결과 각각의 혈청형에 따른 모든 공격접종군에서 백신군과 비백신군 사이에 차이가 

있는 것으로 확인되었다 (P<0.001).

라. 돼지(자돈)을 이용한 흉막폐렴 백신의 단일 혈청형 공격 접종 실험결과

(1) 단일 혈청형 공격 접종 실험 임상 증상 결과 (체온)

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 39.6±0.38 39.4±0.32 39.5±0.40

2 8 O 혈청형 2형 비강내 39.5±0.31 39.6±0.41 39.4±0.34

3 8 X 혈청형 2형 비강내 40.9±1.03 41.0±0.94 40.8±0.98

4 8 O 혈청형 5형 비강내 39.7±0.37 39.8±0.37 39.6±0.42

5 8 X 혈청형 5형 비강내 40.9±0.85 40.7±1.08 41.1±1.06

6 8 O 혈청형 6형 비강내 39.8±0.36 39.7±0.40 39.6±0.35

7 8 X 혈청형 6형 비강내 40.8±0.92 40.8±1.18 40.9±0.86

8 8 X X X 39.6±0.40 39.5±0.42 39.7±0.37
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대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염

시 백신이 흉막폐렴 병변을 감소시킴을 확인하였다.

그룹 육안병변 그룹 육안병변

백신

+

공격

접종군

2

공격

접종군

3

4 5

6
7

8 9

 복강내 공격 접종시 3, 5 그룹은 장막에 염증이 있으며, 7, 9 그룹은 신장 내 출혈과 괴사가 

관찰되었다.
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(라) 복수 혈청형 공격 접종 실험 응집반응 항체가 결과 (2차 백신 접종 2주 후)

그룹 동물수 백신접종

시험횟수

1 2 3

1 5 O 640±237.0 704±265.0 640±237.0

2 5 O 704±265.0 768±273.7 704±265.0

3 5 X 0±0 0±0 0±0

4 5 O 768±273.7 768±273.7 832±265.0

5 5 X 0±0 0±0 0±0

6 5 O 896±237.0 832±265.0 768±273.7

7 5 X 0±0 0±0 0±0

8 5 O 704±265.0 704±265.0 832±265.0

9 5 X 0±0 0±0 0±0

10 5 X 0±0 0±0 0±0

통계 분석 결과 각각의 혈청형에 따른 모든 공격접종군에서 백신군과 비백신군 사이에 차이가 

있는 것으로 확인되었다 (P<0.001).

라. 돼지(자돈)을 이용한 흉막폐렴 백신의 단일 혈청형 공격 접종 실험결과

(1) 단일 혈청형 공격 접종 실험 임상 증상 결과 (체온)

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 39.6±0.38 39.4±0.32 39.5±0.40

2 8 O 혈청형 2형 비강내 39.5±0.31 39.6±0.41 39.4±0.34

3 8 X 혈청형 2형 비강내 40.9±1.03 41.0±0.94 40.8±0.98

4 8 O 혈청형 5형 비강내 39.7±0.37 39.8±0.37 39.6±0.42

5 8 X 혈청형 5형 비강내 40.9±0.85 40.7±1.08 41.1±1.06

6 8 O 혈청형 6형 비강내 39.8±0.36 39.7±0.40 39.6±0.35

7 8 X 혈청형 6형 비강내 40.8±0.92 40.8±1.18 40.9±0.86

8 8 X X X 39.6±0.40 39.5±0.42 39.7±0.37
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 그룹별 체온 분석 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P<0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 6

과 7(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 3, 5, 7)(P<0.001)에서 모두 유의

하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 3(P<0.001), 그룹 4와 

5(P<0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 3, 5, 

7)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 

3(P<0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대

조군(그룹 3, 5, 7)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염시 백

신이 체온의 상승을 감소시킴을 확인하였다.

(2) 임상 증상

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0.13±0.35 0.00±0.00 0.50±0.93

2 8 O 혈청형 2형 비강내 0.88±1.46 1.13±2.10 1.25±1.75

3 8 X 혈청형 2형 비강내 5.25±0.71 5.50±0.53 5.13±1.13

4 8 O 혈청형 5형 비강내 0.75±1.04 0.75±1.04 1.38±2.20

5 8 X 혈청형 5형 비강내 5.13±1.13 5.25±1.04 4.88±1.64

6 8 O 혈청형 6형 비강내 1.13±1.81 0.50±0.93 1.00±2.14

7 8 X 혈청형 6형 비강내 4.75±1.58 5.00±1.41 5.50±0.76

8 8 X X X 0.25±0.46 0.13±0.35 0.38±0.74
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 그룹별 임상증상 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P<0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 

6과 7(P=0.002), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 3, 5, 7)(P<0.001)에서 모두 유

의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 

5(P<0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 3, 5, 

7)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 

3(P=0.001), 그룹 4와 5(P=0.007), 그룹 6과 7(P=0.003), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대

조군(그룹 3, 5, 7)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염시 백

신이 병증을 감소시킴을 확인하였다.

(3) 단일 혈청형 공격 접종 실험 폐사 두수 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0 0 0

2 8 O 혈청형 2형 비강내 1 2 1

3 8 X 혈청형 2형 비강내 8 8 7

4 8 O 혈청형 5형 비강내 0 0 1

5 8 X 혈청형 5형 비강내 6 7 6

6 8 O 혈청형 6형 비강내 1 0 1

7 8 X 혈청형 6형 비강내 6 6 7

8 8 X X X 0 0 0

 그룹별 폐사율 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 5(P=0.007), 그룹 

6과 7(P=0.041), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 3, 5, 7)(P<0.001)에서 모두 유

의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 3(P=0.007), 그룹 4와 
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 그룹별 체온 분석 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P<0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 6

과 7(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 3, 5, 7)(P<0.001)에서 모두 유의

하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 3(P<0.001), 그룹 4와 

5(P<0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 3, 5, 

7)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 

3(P<0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대

조군(그룹 3, 5, 7)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염시 백

신이 체온의 상승을 감소시킴을 확인하였다.

(2) 임상 증상

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0.13±0.35 0.00±0.00 0.50±0.93

2 8 O 혈청형 2형 비강내 0.88±1.46 1.13±2.10 1.25±1.75

3 8 X 혈청형 2형 비강내 5.25±0.71 5.50±0.53 5.13±1.13

4 8 O 혈청형 5형 비강내 0.75±1.04 0.75±1.04 1.38±2.20

5 8 X 혈청형 5형 비강내 5.13±1.13 5.25±1.04 4.88±1.64

6 8 O 혈청형 6형 비강내 1.13±1.81 0.50±0.93 1.00±2.14

7 8 X 혈청형 6형 비강내 4.75±1.58 5.00±1.41 5.50±0.76

8 8 X X X 0.25±0.46 0.13±0.35 0.38±0.74
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 그룹별 임상증상 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P<0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 

6과 7(P=0.002), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 3, 5, 7)(P<0.001)에서 모두 유

의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 

5(P<0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 3, 5, 

7)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 

3(P=0.001), 그룹 4와 5(P=0.007), 그룹 6과 7(P=0.003), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대

조군(그룹 3, 5, 7)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염시 백

신이 병증을 감소시킴을 확인하였다.

(3) 단일 혈청형 공격 접종 실험 폐사 두수 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0 0 0

2 8 O 혈청형 2형 비강내 1 2 1

3 8 X 혈청형 2형 비강내 8 8 7

4 8 O 혈청형 5형 비강내 0 0 1

5 8 X 혈청형 5형 비강내 6 7 6

6 8 O 혈청형 6형 비강내 1 0 1

7 8 X 혈청형 6형 비강내 6 6 7

8 8 X X X 0 0 0

 그룹별 폐사율 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 5(P=0.007), 그룹 

6과 7(P=0.041), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 3, 5, 7)(P<0.001)에서 모두 유

의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 3(P=0.007), 그룹 4와 
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5(P=0.001), 그룹 6과 7(P=0.007), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 3, 5, 

7)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 

3(P=0.01), 그룹 4와 5(P=0.041), 그룹 6과 7(P=0.01), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조

군(그룹 3, 5, 7)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염할 때 

백신이 흉막폐렴으로 인한 폐사를 감소시킴을 확인하였다.

(4) 단일 혈청형 공격 접종 실험 육안 병변 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0

2 8 O 혈청형 2형 비강내 10.3±16.0 10.8±17.0 7.8±12.0

3 8 X 혈청형 2형 비강내 58.1±8.8 57.8±8.3 60.9±8.8

4 8 O 혈청형 5형 비강내 2.8±4.4 2.5±3.8 8.6±14.9

5 8 X 혈청형 5형 비강내 44.5±10.6 45.4±11.6 47.9±10.9

6 8 O 혈청형 6형 비강내 6.13±12.8 0.9±2.5 5.7±12.4

7 8 X 혈청형 6형 비강내 43.8±13.4 44.3±12.2 46.8±10.3

8 8 X X X 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0

 

 그룹별 육안병변 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P<0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 

6과 7(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 3, 5, 7)(P<0.001)에서 모두 유

의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 3(P<0.001), 그룹 4와 

5(P<0.001), 그룹 6과 7(P=0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 3, 5, 

7)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 

3(P=0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대
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조군(그룹 3, 5, 7)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염시 백

신이 흉막폐렴 병변을 감소시킴을 확인하였다.

그룹 육안병변 그룹 육안병변

백신

+

공격

접종군

2

공격

접종군

3

4 5

6
7

(5) 단일 혈청형 공격 접종 실험 병리조직학적 병변 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 8 O 혈청형 2형 비강내 1.00±1.41 1.38±2.00 1.13±1.36

3 8 X 혈청형 2형 비강내 4.25±0.89 4.38±0.74 4.38±0.74

4 8 O 혈청형 5형 비강내 0.50±0.76 0.63±0.92 1.13±1.46

5 8 X 혈청형 5형 비강내 3.25±1.28 3.50±1.20 3.13±1.46

6 8 O 혈청형 6형 비강내 0.88±1.46 0.38±0.74 0.63±1.41

7 8 X 혈청형 6형 비강내 3.25±1.58 3.38±1.41 3.88±1.13

8 8 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00
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5(P=0.001), 그룹 6과 7(P=0.007), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 3, 5, 

7)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 

3(P=0.01), 그룹 4와 5(P=0.041), 그룹 6과 7(P=0.01), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조

군(그룹 3, 5, 7)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염할 때 

백신이 흉막폐렴으로 인한 폐사를 감소시킴을 확인하였다.

(4) 단일 혈청형 공격 접종 실험 육안 병변 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0

2 8 O 혈청형 2형 비강내 10.3±16.0 10.8±17.0 7.8±12.0

3 8 X 혈청형 2형 비강내 58.1±8.8 57.8±8.3 60.9±8.8

4 8 O 혈청형 5형 비강내 2.8±4.4 2.5±3.8 8.6±14.9

5 8 X 혈청형 5형 비강내 44.5±10.6 45.4±11.6 47.9±10.9

6 8 O 혈청형 6형 비강내 6.13±12.8 0.9±2.5 5.7±12.4

7 8 X 혈청형 6형 비강내 43.8±13.4 44.3±12.2 46.8±10.3

8 8 X X X 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0

 

 그룹별 육안병변 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P<0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 

6과 7(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 3, 5, 7)(P<0.001)에서 모두 유

의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 3(P<0.001), 그룹 4와 

5(P<0.001), 그룹 6과 7(P=0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 3, 5, 

7)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 

3(P=0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대
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조군(그룹 3, 5, 7)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염시 백

신이 흉막폐렴 병변을 감소시킴을 확인하였다.

그룹 육안병변 그룹 육안병변

백신

+

공격

접종군

2

공격

접종군

3

4 5

6
7

(5) 단일 혈청형 공격 접종 실험 병리조직학적 병변 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 8 O 혈청형 2형 비강내 1.00±1.41 1.38±2.00 1.13±1.36

3 8 X 혈청형 2형 비강내 4.25±0.89 4.38±0.74 4.38±0.74

4 8 O 혈청형 5형 비강내 0.50±0.76 0.63±0.92 1.13±1.46

5 8 X 혈청형 5형 비강내 3.25±1.28 3.50±1.20 3.13±1.46

6 8 O 혈청형 6형 비강내 0.88±1.46 0.38±0.74 0.63±1.41

7 8 X 혈청형 6형 비강내 3.25±1.58 3.38±1.41 3.88±1.13

8 8 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00
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 그룹별 병리조직학적 병변 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 

5(P=0.01), 그룹 6과 7(P=0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 3, 5, 

7)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 

3(P=0.001), 그룹 4와 5(P=0.001), 그룹 6과 7(P=0.021), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대

조군(그룹 3, 5, 7)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 제 3시험의 경우 또한, 그

룹 2와 3(P=0.01), 그룹 4와 5(P=0.001), 그룹 6과 7(P=0.002), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)

과 대조군(그룹 3, 5, 7)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염

할 때 백신이 흉막폐렴 병변을 감소시킴을 확인하였다.
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그룹 육안병변 그룹 육안병변

백신

+

공격

접종군

2

공격

접종군

3

4 5

6
7

(6) 단일 혈청형 공격 접종 실험 응집반응 항체가 결과 (2차 백신 접종 2주 후)

그룹 동물수 백신접종

시험횟수

1 2 3

1 8 O 704±265.0 832±265.0 640±273.0

2 8 O 704±265.0 896±237.0 576±181.0

3 8 X 0±0 0±0 0±0

4 8 O 896±237.0 896±237.0 704±265.0

5 8 X 0±0 0±0 0±0

6 8 O 768±273.7 960±181.0 768±273.7

7 8 X 0±0 0±0 0±0

8 8 O 0±0 0±0 0±0

 통계 분석 결과 각각의 혈청형에 따른 모든 공격접종군에서 백신군과 비백신군 사이에 차이

가 있는 것으로 확인되었다. (P<0.001)

마. 돼지(자돈)를 이용한 흉막폐렴 백신의 복수 혈청형 공격 접종 실험결과
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 그룹별 병리조직학적 병변 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 

5(P=0.01), 그룹 6과 7(P=0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대조군(그룹 3, 5, 

7)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 

3(P=0.001), 그룹 4와 5(P=0.001), 그룹 6과 7(P=0.021), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)과 대

조군(그룹 3, 5, 7)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 제 3시험의 경우 또한, 그

룹 2와 3(P=0.01), 그룹 4와 5(P=0.001), 그룹 6과 7(P=0.002), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6)

과 대조군(그룹 3, 5, 7)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염

할 때 백신이 흉막폐렴 병변을 감소시킴을 확인하였다.
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그룹 육안병변 그룹 육안병변

백신

+

공격

접종군

2

공격

접종군

3

4 5

6
7

(6) 단일 혈청형 공격 접종 실험 응집반응 항체가 결과 (2차 백신 접종 2주 후)

그룹 동물수 백신접종

시험횟수

1 2 3

1 8 O 704±265.0 832±265.0 640±273.0

2 8 O 704±265.0 896±237.0 576±181.0

3 8 X 0±0 0±0 0±0

4 8 O 896±237.0 896±237.0 704±265.0

5 8 X 0±0 0±0 0±0

6 8 O 768±273.7 960±181.0 768±273.7

7 8 X 0±0 0±0 0±0

8 8 O 0±0 0±0 0±0

 통계 분석 결과 각각의 혈청형에 따른 모든 공격접종군에서 백신군과 비백신군 사이에 차이

가 있는 것으로 확인되었다. (P<0.001)

마. 돼지(자돈)를 이용한 흉막폐렴 백신의 복수 혈청형 공격 접종 실험결과
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(1) 복수 혈청형 공격 접종 실험 임상 증상 결과(체온)

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 39.5±0.37 39.6±0.35 39.7±0.46

2 8 O 혈청형 2와 5형 비강내 39.5±0.46 39.4±0.44 39.7±0.38

3 8 X 혈청형 2와 5형 비강내 40.8±0.91 40.7±0.94 41.2±1.18

4 8 O 혈청형 2와 6형 비강내 39.4±0.39 39.7±0.36 39.5±0.42

5 8 X 혈청형 2와 6형 비강내 41.0±1.08 40.9±0.88 41.1±1.12

6 8 O 혈청형 5와 6형 비강내 39.5±0.33 39.7±0.41 39.6±0.41

7 8 X 혈청형 5와 6형 비강내 40.8±0.89 41.2±1.08 40.7±0.96

8 8 O 혈청형 2, 5와 6형 비강내 39.4±0.31 39.6±0.36 39.7±0.39

9 8 X 혈청형 2, 5와 6형 비강내 40.8±1.02 40.9±1.03 40.9±0.96

10 8 X X X 39.6±0.43 39.4±0.44 39.7±0.40

 그룹별 체온 분석 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P<0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 6

과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 

7. 9) (P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 

3(P<0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P<0.001), 그리고 백신

군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9) (P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으

며, 제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P<0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 6과 

7(P<0.001), 그룹 8과 9(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 

7)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염시 백신이 체온의 상

승을 감소시킴을 확인하였다.
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(2) 임상 증상

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0.25±0.46 0.00±0.00 0.38±0.52

2 8 O 혈청형 2와 5형 비강내 1.38±2.26 1.00±1.77 1.13±2.10

3 8 X 혈청형 2와 5형 비강내 5.75±0.46 5.50±0.53 5.38±0.92

4 8 O 혈청형 2와 6형 비강내 1.13±2.10 0.75±1.16 1.38±2.13

5 8 X 혈청형 2와 6형 비강내 5.63±0.52 5.25±1.49 5.38±1.19

6 8 O 혈청형 5와 6형 비강내 0.88±1.25 0.63±1.19 0.63±1.19

7 8 X 혈청형 5와 6형 비강내 4.88±1.55 5.63±0.52 5.38±0.74

8 8 O 혈청형 2, 5와 6형 비강내 0.63±1.06 1.13±1.89 1.38±2.20

9 8 X 혈청형 2, 5와 6형 비강내 5.00±1.31 5.50±0.76 5.50±0.76

10 8 X X X 0.25±0.46 0.25±0.46 0.00±0.00

 그룹별 임상증상 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 5(P=0.003), 그룹 

6과 7(P=0.001), 그룹 8과 9(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 

7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 

3(P=0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P=0.001), 그리고 백신

군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 

제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P=0.003), 그룹 4와 5(P=0.003), 그룹 6과 7(P<0.001), 

그룹 8과 9(P=0.003), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에

서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염할 때 백신이 병증을 감소시킴을 확

인하였다.
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(1) 복수 혈청형 공격 접종 실험 임상 증상 결과(체온)

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 39.5±0.37 39.6±0.35 39.7±0.46

2 8 O 혈청형 2와 5형 비강내 39.5±0.46 39.4±0.44 39.7±0.38

3 8 X 혈청형 2와 5형 비강내 40.8±0.91 40.7±0.94 41.2±1.18

4 8 O 혈청형 2와 6형 비강내 39.4±0.39 39.7±0.36 39.5±0.42

5 8 X 혈청형 2와 6형 비강내 41.0±1.08 40.9±0.88 41.1±1.12

6 8 O 혈청형 5와 6형 비강내 39.5±0.33 39.7±0.41 39.6±0.41

7 8 X 혈청형 5와 6형 비강내 40.8±0.89 41.2±1.08 40.7±0.96

8 8 O 혈청형 2, 5와 6형 비강내 39.4±0.31 39.6±0.36 39.7±0.39

9 8 X 혈청형 2, 5와 6형 비강내 40.8±1.02 40.9±1.03 40.9±0.96

10 8 X X X 39.6±0.43 39.4±0.44 39.7±0.40

 그룹별 체온 분석 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P<0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 6

과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 

7. 9) (P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 

3(P<0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P<0.001), 그리고 백신

군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7, 9) (P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으

며, 제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P<0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 6과 

7(P<0.001), 그룹 8과 9(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 

7)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염시 백신이 체온의 상

승을 감소시킴을 확인하였다.
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(2) 임상 증상

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0.25±0.46 0.00±0.00 0.38±0.52

2 8 O 혈청형 2와 5형 비강내 1.38±2.26 1.00±1.77 1.13±2.10

3 8 X 혈청형 2와 5형 비강내 5.75±0.46 5.50±0.53 5.38±0.92

4 8 O 혈청형 2와 6형 비강내 1.13±2.10 0.75±1.16 1.38±2.13

5 8 X 혈청형 2와 6형 비강내 5.63±0.52 5.25±1.49 5.38±1.19

6 8 O 혈청형 5와 6형 비강내 0.88±1.25 0.63±1.19 0.63±1.19

7 8 X 혈청형 5와 6형 비강내 4.88±1.55 5.63±0.52 5.38±0.74

8 8 O 혈청형 2, 5와 6형 비강내 0.63±1.06 1.13±1.89 1.38±2.20

9 8 X 혈청형 2, 5와 6형 비강내 5.00±1.31 5.50±0.76 5.50±0.76

10 8 X X X 0.25±0.46 0.25±0.46 0.00±0.00

 그룹별 임상증상 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 5(P=0.003), 그룹 

6과 7(P=0.001), 그룹 8과 9(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 

7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 

3(P=0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P=0.001), 그리고 백신

군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 

제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P=0.003), 그룹 4와 5(P=0.003), 그룹 6과 7(P<0.001), 

그룹 8과 9(P=0.003), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에

서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염할 때 백신이 병증을 감소시킴을 확

인하였다.
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(3) 복수 혈청형 공격 접종 실험 폐사 두수 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0 0 0

2 8 O 혈청형 2와 5형 비강내 2 1 1

3 8 X 혈청형 2와 5형 비강내 8 8 7

4 8 O 혈청형 2와 6형 비강내 1 0 1

5 8 X 혈청형 2와 6형 비강내 8 7 7

6 8 O 혈청형 5와 6형 비강내 0 0 0

7 8 X 혈청형 5와 6형 비강내 6 8 7

8 8 O 혈청형 2, 5와 6형 비강내 0 1 1

9 8 X 혈청형 2, 5와 6형 비강내 7 8 8

10 8 X X X 0 0 0

 그룹별 폐사율 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.007), 그룹 4와 5(P=0.001), 그룹 

6과 7(P=0.007), 그룹 8과 9(P=0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 

7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 

3(P=0.001), 그룹 4와 5(P=0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P=0.001), 그리고 백신

군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 

제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P=0.01), 그룹 4와 5(P=0.01), 그룹 6과 7(P=0.001), 그룹 

8과 9(P=0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모

두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염할 때 백신이 흉막폐렴으로 인한 폐사를 

감소시킴을 확인하였다.

(4) 복수 혈청형 공격 접종 실험 육안 병변 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0

2 8 O 혈청형 2와 5형 비강내 13.1±20.1 8.4±12.3 9.3±15.1

3 8 X 혈청형 2와 5형 비강내 60.8±9.8 57.1±9.8 52.8±15.1

4 8 O 혈청형 2와 6형 비강내 9.0±11.3 4.4±5.0 8.8±13.8

5 8 X 혈청형 2와 6형 비강내 57.5±8.5 52.1±11.0 52.1±11.2

6 8 O 혈청형 5와 6형 비강내 4.4±6.8 2.8±5.1 6.3±13.1

7 8 X 혈청형 5와 6형 비강내 50.4±16.5 53.6±7.7 52.3±15.5

8 8 O 혈청형 2, 5와 6형 비강내 3.1±5.3 10.6±16.4 14.1±21.9

9 8 X 혈청형 2, 5와 6형 비강내 54.5±14.0 51.8±7.0 58.8±9.5

10 8 X X X 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0
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 그룹별 육안병변 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P<0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 

6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 

7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 

3(P<0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P=0.001), 그리고 백신

군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 

제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 5(P=0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 

그룹 8과 9(P=0.003), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에

서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염할 때 백신이 흉막폐렴 병변을 감소

시킴을 확인하였다.
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(3) 복수 혈청형 공격 접종 실험 폐사 두수 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0 0 0

2 8 O 혈청형 2와 5형 비강내 2 1 1

3 8 X 혈청형 2와 5형 비강내 8 8 7

4 8 O 혈청형 2와 6형 비강내 1 0 1

5 8 X 혈청형 2와 6형 비강내 8 7 7

6 8 O 혈청형 5와 6형 비강내 0 0 0

7 8 X 혈청형 5와 6형 비강내 6 8 7

8 8 O 혈청형 2, 5와 6형 비강내 0 1 1

9 8 X 혈청형 2, 5와 6형 비강내 7 8 8

10 8 X X X 0 0 0

 그룹별 폐사율 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.007), 그룹 4와 5(P=0.001), 그룹 

6과 7(P=0.007), 그룹 8과 9(P=0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 

7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 

3(P=0.001), 그룹 4와 5(P=0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P=0.001), 그리고 백신

군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 

제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P=0.01), 그룹 4와 5(P=0.01), 그룹 6과 7(P=0.001), 그룹 

8과 9(P=0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모

두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염할 때 백신이 흉막폐렴으로 인한 폐사를 

감소시킴을 확인하였다.

(4) 복수 혈청형 공격 접종 실험 육안 병변 결과

그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0

2 8 O 혈청형 2와 5형 비강내 13.1±20.1 8.4±12.3 9.3±15.1

3 8 X 혈청형 2와 5형 비강내 60.8±9.8 57.1±9.8 52.8±15.1

4 8 O 혈청형 2와 6형 비강내 9.0±11.3 4.4±5.0 8.8±13.8

5 8 X 혈청형 2와 6형 비강내 57.5±8.5 52.1±11.0 52.1±11.2

6 8 O 혈청형 5와 6형 비강내 4.4±6.8 2.8±5.1 6.3±13.1

7 8 X 혈청형 5와 6형 비강내 50.4±16.5 53.6±7.7 52.3±15.5

8 8 O 혈청형 2, 5와 6형 비강내 3.1±5.3 10.6±16.4 14.1±21.9

9 8 X 혈청형 2, 5와 6형 비강내 54.5±14.0 51.8±7.0 58.8±9.5

10 8 X X X 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0
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 그룹별 육안병변 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P<0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 

6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 

7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 경우, 그룹 2와 

3(P<0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P=0.001), 그리고 백신

군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있었으며, 

제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 5(P=0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 

그룹 8과 9(P=0.003), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에

서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염할 때 백신이 흉막폐렴 병변을 감소

시킴을 확인하였다.
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(5) 복수 혈청형 공격 접종 실험 병리조직학적 병변 결과
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그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 8 O 혈청형 2와 5형 비강내 1.13±1.55 0.88±1.46 0.88±1.81

3 8 X 혈청형 2와 5형 비강내 4.5±0.76 4.38±0.92 4.13±0.99

4 8 O 혈청형 2와 6형 비강내 1.13±1.73 0.75±0.89 1.13±1.46

5 8 X 혈청형 2와 6형 비강내 4.38±0.74 4.13±0.99 4.13±1.13

6 8 O 혈청형 5와 6형 비강내 0.75±0.89 0.75±0.89 0.63±0.92

7 8 X 혈청형 5와 6형 비강내 4.13±0.83 4.38±0.74 4.25±0.89

8 8 O 혈청형 2, 5와 6형 비강내 0.50±0.76 1.41±1.41 1.00±1.07

9 8 X 혈청형 2, 5와 6형 비강내 4.00±1.00 4.71±0.49 3.86±0.69

10 8 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

 그룹별 병리조직학적 병변 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 

5(P=0.005), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 

대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 

경우, 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 

9(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모두 

유의하게 차이가 있었으며, 제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P=0.005), 그룹 4와 

5(P=0.002), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 

대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염

시 백신이 흉막폐렴 병변을 감소시킴을 확인하였다.
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(5) 복수 혈청형 공격 접종 실험 병리조직학적 병변 결과
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그룹 동물수 백신접종
접종 세균

혈청형

세균 접종

방법

시험횟수

1 2 3

1 8 O X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

2 8 O 혈청형 2와 5형 비강내 1.13±1.55 0.88±1.46 0.88±1.81

3 8 X 혈청형 2와 5형 비강내 4.5±0.76 4.38±0.92 4.13±0.99

4 8 O 혈청형 2와 6형 비강내 1.13±1.73 0.75±0.89 1.13±1.46

5 8 X 혈청형 2와 6형 비강내 4.38±0.74 4.13±0.99 4.13±1.13

6 8 O 혈청형 5와 6형 비강내 0.75±0.89 0.75±0.89 0.63±0.92

7 8 X 혈청형 5와 6형 비강내 4.13±0.83 4.38±0.74 4.25±0.89

8 8 O 혈청형 2, 5와 6형 비강내 0.50±0.76 1.41±1.41 1.00±1.07

9 8 X 혈청형 2, 5와 6형 비강내 4.00±1.00 4.71±0.49 3.86±0.69

10 8 X X X 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

 그룹별 병리조직학적 병변 평가 결과, 제 1시험에서 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 

5(P=0.005), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 

대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내었다. 제 2시험의 

경우, 그룹 2와 3(P=0.001), 그룹 4와 5(P<0.001), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 

9(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모두 

유의하게 차이가 있었으며, 제 3시험의 경우 또한, 그룹 2와 3(P=0.005), 그룹 4와 

5(P=0.002), 그룹 6과 7(P<0.001), 그룹 8과 9(P<0.001), 그리고 백신군(그룹 2, 4, 6, 8)과 

대조군(그룹 3, 5, 7. 9)(P<0.001)에서 모두 유의하게 차이가 있음을 나타내어, 흉막폐렴 감염

시 백신이 흉막폐렴 병변을 감소시킴을 확인하였다.
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(6) 복수 혈청형 공격 접종 실험 응집반응 항체가 결과 (2차 백신 접종 2주 후)

그룹 동물수 백신접종

시험횟수

1 2 3

1 8 O 640±237.0 704±265.0 640±237.0

2 8 O 704±265.0 768±273.7 704±265.0

3 8 X 0±0 0±0 0±0

4 8 O 768±273.7 768±273.7 832±265.0

5 8 X 0±0 0±0 0±0

6 8 O 896±237.0 832±265.0 768±273.7

7 8 X 0±0 0±0 0±0

8 8 O 704±265.0 704±265.0 832±265.0

9 8 X 0±0 0±0 0±0

10 8 X 0±0 0±0 0±0

통계 분석 결과 각각의 혈청형에 따른 모든 공격접종군에서 백신군과 비백신군 사이에 차이가 

있는 것으로 확인되었다 (P<0.001).

바. 흉막폐렴 백신 보존성 시험결과

(1) 제조 후 6개월 보존한 흉막폐렴 백신의 Apx 독소의 용혈능력과 세포독성 억제 능력 항체

가 형성 능력 시험결과

(가) Apx 독소의 용혈능 시험결과

실험 동물 용혈능 유지 희석 배수

1 32

2 32

3 16

4 32

5 32

(나) Apx 독소의 세포독성 억제 항체가 형성능 시험

실험

동물

2형 5형 6형

0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi

1 0 4 16 0 4 8 0 4 16

2 0 4 8 0 4 16 0 4 8

3 0 4 8 0 4 8 0 4 8

4 0 4 8 0 4 16 0 4 8

5 0 4 16 0 4 8 0 4 16

(2) 제조후 12개월 보존한 흉막폐렴 백신의 Apx 독소의 용혈능력과 세포독성 억제 능력 항체

가 형성 능력 시험결과
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그룹 육안병변 그룹 육안병변

백신

+

공격

접종군

2

공격

접종군

3

4 5

6
7

8 9
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(6) 복수 혈청형 공격 접종 실험 응집반응 항체가 결과 (2차 백신 접종 2주 후)

그룹 동물수 백신접종

시험횟수

1 2 3

1 8 O 640±237.0 704±265.0 640±237.0

2 8 O 704±265.0 768±273.7 704±265.0

3 8 X 0±0 0±0 0±0

4 8 O 768±273.7 768±273.7 832±265.0

5 8 X 0±0 0±0 0±0

6 8 O 896±237.0 832±265.0 768±273.7

7 8 X 0±0 0±0 0±0

8 8 O 704±265.0 704±265.0 832±265.0

9 8 X 0±0 0±0 0±0

10 8 X 0±0 0±0 0±0

통계 분석 결과 각각의 혈청형에 따른 모든 공격접종군에서 백신군과 비백신군 사이에 차이가 

있는 것으로 확인되었다 (P<0.001).

바. 흉막폐렴 백신 보존성 시험결과

(1) 제조 후 6개월 보존한 흉막폐렴 백신의 Apx 독소의 용혈능력과 세포독성 억제 능력 항체

가 형성 능력 시험결과

(가) Apx 독소의 용혈능 시험결과

실험 동물 용혈능 유지 희석 배수

1 32

2 32

3 16

4 32

5 32

(나) Apx 독소의 세포독성 억제 항체가 형성능 시험

실험

동물

2형 5형 6형

0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi

1 0 4 16 0 4 8 0 4 16

2 0 4 8 0 4 16 0 4 8

3 0 4 8 0 4 8 0 4 8

4 0 4 8 0 4 16 0 4 8

5 0 4 16 0 4 8 0 4 16

(2) 제조후 12개월 보존한 흉막폐렴 백신의 Apx 독소의 용혈능력과 세포독성 억제 능력 항체

가 형성 능력 시험결과
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(가) Apx 독소의 용혈능 시험결과

실험 동물 용혈능 유지 희석 배수

1 16

2 16

3 16

4 32

5 16

(나) Apx 독소의 세포독성 억제 항체가 형성능 시험결과

실험

동물

2형 5형 6형

0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi

1 0 8 16 0 8 16 0 4 16

2 0 4 8 0 8 16 0 4 8

3 0 8 16 0 4 8 0 8 16

4 0 4 8 0 4 8 0 4 8

5 0 8 8 0 8 8 0 8 16

(3) 제조 후 18개월 보존한 흉막폐렴 백신의 Apx 독소의 용혈능력과 세포독성 억제 능력 항

체가 형성 능력 시험

(가) Apx 독소의 용혈능 시험결과

실험 동물 용혈능 유지 희석 배수

1 16

2 8

3 16

4 16

5 16

(나) Apx 독소의 세포독성 억제 항체가 형성능 시험결과

  

실험

동물

2형 5형 6형

0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi

1 0 8 8 0 4 8 0 4 8

2 0 4 8 0 8 16 0 4 8

3 0 4 8 0 4 8 0 8 16

4 0 4 8 0 4 8 0 8 8

5 0 8 16 0 8 8 0 8 16

(4) 제조후 24개월 보존한 흉막폐렴 백신의 Apx 독소의 용혈능력과 세포독성 억제 능력 항체

가 형성 능력 시험

(가) Apx 독소의 용혈능 시험결과
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실험 동물 용혈능 유지 희석 배수

1 8

2 8

3 16

4 16

5 16

(나) Apx 독소의 세포독성 억제 항체가 형성능 시험결과

실험

동물

2형 5형 6형

0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi

1 0 8 8 0 4 8 0 4 8

2 0 4 8 0 4 16 0 4 8

3 0 4 8 0 4 8 0 8 16

4 0 4 8 0 4 8 0 8 8

5 0 8 8 0 8 8 0 8 16

4. 흉막폐렴균 예방 백신의 야외 적용 시험

가. 1차 흉막폐렴 백신 접종 후 안전성 시험결과

(1) 1차 백신 접종 후 전제 안전성 시험 결과 

 안전성 시험 기관동안 3개 시험농장의 20두씩의 자돈에서 어떠한 부작용도 관찰되지 않았다.

(가) 접종 30분 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 5주령 0 0 0 1 0 0 0 40.44

농장2 20 5주령 0 1 0 0 0 0 0 40.42

농장3 20 5주령 0 0 0 0 0 0 0 40.85
 

(나) 접종 1시간 후 안전성 실험
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(가) Apx 독소의 용혈능 시험결과

실험 동물 용혈능 유지 희석 배수

1 16

2 16

3 16

4 32

5 16

(나) Apx 독소의 세포독성 억제 항체가 형성능 시험결과

실험

동물

2형 5형 6형

0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi

1 0 8 16 0 8 16 0 4 16

2 0 4 8 0 8 16 0 4 8

3 0 8 16 0 4 8 0 8 16

4 0 4 8 0 4 8 0 4 8

5 0 8 8 0 8 8 0 8 16

(3) 제조 후 18개월 보존한 흉막폐렴 백신의 Apx 독소의 용혈능력과 세포독성 억제 능력 항

체가 형성 능력 시험

(가) Apx 독소의 용혈능 시험결과

실험 동물 용혈능 유지 희석 배수

1 16

2 8

3 16

4 16

5 16

(나) Apx 독소의 세포독성 억제 항체가 형성능 시험결과

  

실험

동물

2형 5형 6형

0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi

1 0 8 8 0 4 8 0 4 8

2 0 4 8 0 8 16 0 4 8

3 0 4 8 0 4 8 0 8 16

4 0 4 8 0 4 8 0 8 8

5 0 8 16 0 8 8 0 8 16

(4) 제조후 24개월 보존한 흉막폐렴 백신의 Apx 독소의 용혈능력과 세포독성 억제 능력 항체

가 형성 능력 시험

(가) Apx 독소의 용혈능 시험결과
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실험 동물 용혈능 유지 희석 배수

1 8

2 8

3 16

4 16

5 16

(나) Apx 독소의 세포독성 억제 항체가 형성능 시험결과

실험

동물

2형 5형 6형

0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi 0dpi 14dpi 28dpi

1 0 8 8 0 4 8 0 4 8

2 0 4 8 0 4 16 0 4 8

3 0 4 8 0 4 8 0 8 16

4 0 4 8 0 4 8 0 8 8

5 0 8 8 0 8 8 0 8 16

4. 흉막폐렴균 예방 백신의 야외 적용 시험

가. 1차 흉막폐렴 백신 접종 후 안전성 시험결과

(1) 1차 백신 접종 후 전제 안전성 시험 결과 

 안전성 시험 기관동안 3개 시험농장의 20두씩의 자돈에서 어떠한 부작용도 관찰되지 않았다.

(가) 접종 30분 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 5주령 0 0 0 1 0 0 0 40.44

농장2 20 5주령 0 1 0 0 0 0 0 40.42

농장3 20 5주령 0 0 0 0 0 0 0 40.85
 

(나) 접종 1시간 후 안전성 실험
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농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 5주령 0 0 0 1 0 0 0 40.56

농장2 20 5주령 0 0 0 1 0 0 0 40.5

농장3 20 5주령 0 0 0 1 0 0 0 40.93
  

(다) 접종 2시간 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 5주령 0 0 0 1 0 0 0 40.48

농장2 20 5주령 0 0 0 1 0 0 0 40.39

농장3 20 5주령 0 0 0 1 0 0 0 40.86

(라) 접종 4시간 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 5주령 0 0 0 1 0 0 0 40.36

농장2 20 5주령 0 0 0 2 0 0 0 40.26

농장3 20 5주령 0 0 0 1 0 0 0 40.78

(마) 접종 1일후부터 14일간 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 기타

농장1 20 5주령 0 1 0 4 0 0 0 0

농장2 20 5주령 0 1 0 4 0 0 0 0

농장3 20 5주령 0 3 0 4 0 0 0 0

※ 관찰일: 접종 후 14일간

나. 2차 흉막폐렴 백신 접종 후 안전성 시험 결과

(1) 2차 백신 접종 후 전제 안전성 시험 결과 
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 안전성 시험 기관동안 3개 시험농장의 20두씩의 자돈에서 어떠한 부작용도 관찰되지 않았다.

(가) 접종 30분 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 7주령 0 0 0 0 0 0 0 40.58

농장2 20 7주령 0 0 0 0 0 0 0 40.56

농장3 20 7주령 0 1 0 1 0 0 0 40.57

(나) 접종 1시간 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 7주령 0 0 0 1 0 0 0 40.61

농장2 20 7주령 0 0 0 0 0 0 0 40.64

농장3 20 7주령 0 0 0 2 0 0 0 40.64

(다) 접종 2시간 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 7주령 0 0 0 0 0 0 0 40.53

농장2 20 7주령 0 0 0 1 0 0 0 40.46

농장3 20 7주령 0 0 0 2 0 0 0 40.50

(라) 접종 4시간 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 7주령 0 0 0 0 0 0 0 40.44

농장2 20 7주령 0 0 0 0 0 0 0 40.38

농장3 20 7주령 0 0 0 0 0 0 0 40.39



- 146 -

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 5주령 0 0 0 1 0 0 0 40.56

농장2 20 5주령 0 0 0 1 0 0 0 40.5

농장3 20 5주령 0 0 0 1 0 0 0 40.93
  

(다) 접종 2시간 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 5주령 0 0 0 1 0 0 0 40.48

농장2 20 5주령 0 0 0 1 0 0 0 40.39

농장3 20 5주령 0 0 0 1 0 0 0 40.86

(라) 접종 4시간 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 5주령 0 0 0 1 0 0 0 40.36

농장2 20 5주령 0 0 0 2 0 0 0 40.26

농장3 20 5주령 0 0 0 1 0 0 0 40.78

(마) 접종 1일후부터 14일간 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 기타

농장1 20 5주령 0 1 0 4 0 0 0 0

농장2 20 5주령 0 1 0 4 0 0 0 0

농장3 20 5주령 0 3 0 4 0 0 0 0

※ 관찰일: 접종 후 14일간

나. 2차 흉막폐렴 백신 접종 후 안전성 시험 결과

(1) 2차 백신 접종 후 전제 안전성 시험 결과 
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 안전성 시험 기관동안 3개 시험농장의 20두씩의 자돈에서 어떠한 부작용도 관찰되지 않았다.

(가) 접종 30분 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 7주령 0 0 0 0 0 0 0 40.58

농장2 20 7주령 0 0 0 0 0 0 0 40.56

농장3 20 7주령 0 1 0 1 0 0 0 40.57

(나) 접종 1시간 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 7주령 0 0 0 1 0 0 0 40.61

농장2 20 7주령 0 0 0 0 0 0 0 40.64

농장3 20 7주령 0 0 0 2 0 0 0 40.64

(다) 접종 2시간 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 7주령 0 0 0 0 0 0 0 40.53

농장2 20 7주령 0 0 0 1 0 0 0 40.46

농장3 20 7주령 0 0 0 2 0 0 0 40.50

(라) 접종 4시간 후 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 체온

농장1 20 7주령 0 0 0 0 0 0 0 40.44

농장2 20 7주령 0 0 0 0 0 0 0 40.38

농장3 20 7주령 0 0 0 0 0 0 0 40.39
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(마) 접종 1일후부터 14일간 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 기타

농장1 20 7주령 0 2 0 4 0 0 0 0

농장2 20 7주령 0 1 0 4 0 0 0 0

농장3 20 7주령 0 4 0 4 0 0 0 0

※ 관찰일: 접종 후 14일간

다. 백신 접종군과 미접종군에서 성장 증체 비교 시험결과

(1) 백신접종군과 미접종군간 백신 1차 접종시(5주령), 2차 접종(7주령) 후 2주 후(9주령), 2

차 접종 후 9주 후(16주령), 시험 종료시(25주령)의 체중 비교

(가) 제 1 농장

그룹
주령 증체율

(%)

폐사율

(%)5 9 16 25

백신접종군

공시두수 20 20 20 18 10

평균 6.67 25.82 42.06 105.17 1576.76

표준편차 0.87 0.99 4.66 7.57

미접종군

공시두수 20 20 20 18 10

평균 6.68 24.36 42.95 104.56 1565.27

표준편차 0.64 1.32 3.21 6.55

유의성 (P value) 0.951 0.001 0.50 0.797

(나) 제 2 농장

그룹
주령 증체율

(%)

폐사율

(%)5 9 16 25

백신접종군

공시두수 20 20 18 18 10

평균 6.21 26.01 44.68 103.22 1662.16

표준편차 0.49 0.97 4.44 5.37

미접종군

공시두수 20 20 16 14 30

평균 6.29 24.24 40.44 97.54 1550.72

표준편차 0.44 1.28 6.41 6.98

유의성 (P value) 0.594 0.001 0.027 0.016
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(다) 제 3 농장

그룹
주령 증체율

(%)

폐사율

(%)5 9 16 25

백신접종군

공시두수 20 20 19 18 10

평균 6.56 26.13 40.26 104.94 1599.70

표준편차 0.45 0.81 3.51 5.13

미접종군

공시두수 20 20 17 15 25

평균 6.58 24.15 38 101.73 1546.05

표준편차 0.65 1.22 4.15 5.22

유의성 (P value) 0.933 0.001 0.085 0.085

라. 백신 접종군과 미접종군에서 임상 시험 비교 시험결과

(1) 백신접종군과 미접종군 간의 백신 접종 전 피모, 창백, 호흡수, 활력도, 호흡기, 및 소화기 

증상 등의 임상증상 비교

(가) 제 1 농장

그룹 1차 접종 전 2차 접종 전

백신

접종군

평균 0.10 0.20

표준편차 0.31 0.52

미접종군
평균 0.10 0.35

표준편차 0.31 0.93

(나) 제 2 농장

그룹 1차 접종 전 2차 접종 전

백신

접종군

평균 0.11 0.16

표준편차 0.32 0.37

미접종군
평균 0.10 0.40

표준편차 0.31 0.60

(다) 제 3 농장
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(마) 접종 1일후부터 14일간 안전성 실험

농장명
시험

두수

접종

일령

임상 증상 발현 두수

쇼크 발열 구토
식욕

저하
화농 위축 폐사 기타

농장1 20 7주령 0 2 0 4 0 0 0 0

농장2 20 7주령 0 1 0 4 0 0 0 0

농장3 20 7주령 0 4 0 4 0 0 0 0

※ 관찰일: 접종 후 14일간

다. 백신 접종군과 미접종군에서 성장 증체 비교 시험결과

(1) 백신접종군과 미접종군간 백신 1차 접종시(5주령), 2차 접종(7주령) 후 2주 후(9주령), 2

차 접종 후 9주 후(16주령), 시험 종료시(25주령)의 체중 비교

(가) 제 1 농장

그룹
주령 증체율

(%)

폐사율

(%)5 9 16 25

백신접종군

공시두수 20 20 20 18 10

평균 6.67 25.82 42.06 105.17 1576.76

표준편차 0.87 0.99 4.66 7.57

미접종군

공시두수 20 20 20 18 10

평균 6.68 24.36 42.95 104.56 1565.27

표준편차 0.64 1.32 3.21 6.55

유의성 (P value) 0.951 0.001 0.50 0.797

(나) 제 2 농장

그룹
주령 증체율

(%)

폐사율

(%)5 9 16 25

백신접종군

공시두수 20 20 18 18 10

평균 6.21 26.01 44.68 103.22 1662.16

표준편차 0.49 0.97 4.44 5.37

미접종군

공시두수 20 20 16 14 30

평균 6.29 24.24 40.44 97.54 1550.72

표준편차 0.44 1.28 6.41 6.98

유의성 (P value) 0.594 0.001 0.027 0.016
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(다) 제 3 농장

그룹
주령 증체율

(%)

폐사율

(%)5 9 16 25

백신접종군

공시두수 20 20 19 18 10

평균 6.56 26.13 40.26 104.94 1599.70

표준편차 0.45 0.81 3.51 5.13

미접종군

공시두수 20 20 17 15 25

평균 6.58 24.15 38 101.73 1546.05

표준편차 0.65 1.22 4.15 5.22

유의성 (P value) 0.933 0.001 0.085 0.085

라. 백신 접종군과 미접종군에서 임상 시험 비교 시험결과

(1) 백신접종군과 미접종군 간의 백신 접종 전 피모, 창백, 호흡수, 활력도, 호흡기, 및 소화기 

증상 등의 임상증상 비교

(가) 제 1 농장

그룹 1차 접종 전 2차 접종 전

백신

접종군

평균 0.10 0.20

표준편차 0.31 0.52

미접종군
평균 0.10 0.35

표준편차 0.31 0.93

(나) 제 2 농장

그룹 1차 접종 전 2차 접종 전

백신

접종군

평균 0.11 0.16

표준편차 0.32 0.37

미접종군
평균 0.10 0.40

표준편차 0.31 0.60

(다) 제 3 농장
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그룹 1차 접종 전 2차 접종 전

백신

접종군

평균 0.05 0.11

표준편차 0.23 0.32

미접종군
평균 0.05 0.20

표준편차 0.22 0.41

(2) 백신접종군과 미접종군 간의 백신 접종 후  피모, 창백, 호흡수, 활력도, 호흡기, 및 소화기 

증상 등의 임상증상 비교

(가) 제 1 농장

그룹 1차 접종 후 2차 접종 후

백신

접종군

평균 0.25 0.40

표준편차 0.55 0.60

미접종군
평균 0.10 0.35

표준편차 0.31 0.93

(나) 제 2 농장

그룹 1차 접종 후 2차 접종 후

백신

접종군

평균 0.25 0.30

표준편차 0.55 0.57

미접종군
평균 0.10 0.40

표준편차 0.31 0.60

(다) 제 3 농장

그룹 1차 접종 후 2차 접종 후

백신

접종군

평균 0.10 0.20

표준편차 0.31 0.41

미접종군
평균 0.05 0.20

표준편차 0.22 0.41
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(3) 백신접종군과 미접종군간의 백신 접종 후 1주 간격으로 시험 종료까지 피모, 창백, 호흡수, 

활력도, 호흡기, 및 소화기 증상 등의 임상증상 비교

(가) 제 1 농장

그룹
주령

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

백신

접종군

평균 0.05 0.08 0.10 0.15 0.20 0.15 0.15 0.33 0.30 0.43 0.39 0.22 0.22 0.19 0.17 0.14

표준편차 0.22 0.27 0.30 0.43 0.52 0.36 0.43 0.66 0.65 0.87 0.82 0.54 0.54 0.52 0.45 0.35

미접종군
평균 0.05 0.13 0.18 0.18 0.25 0.15 0.15 0.25 0.24 0.41 0.50 0.58 0.68 0.53 0.44 0.36

표준편차 0.22 0.33 0.50 0.50 0.54 0.48 0.48 0.71 0.43 0.60 0.76 0.83 0.96 0.74 0.73 0.64

유의성 (P value) 0.99 0.50 0.53 0.03 0.04 0.99 0.71 0.63 0.82 0.61 0.09 0.06 0.01 0.03 0.04 0.05

(나) 제 2 농장

그룹
주령

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

백신

접종군

평균 0.05 0.05 0.08 0.10 0.15 0.15 0.15 0.15 0.28 0.29 0.28 0.33 0.12 0.15 0.18 0.15

표준편차 0.22 0.22 0.27 0.30 0.36 0.36 0.36 0.36 0.51 0.73 0.61 0.79 0.33 0.36 0.39 0.36

미접종군
평균 0.05 0.13 0.20 0.20 0.30 0.33 0.35 0.63 0.65 0.66 0.67 0.68 0.66 0.69 0.53 0.46

표준편차 0.22 0.33 0.40 0.41 0.46 0.53 0.53 0.67 0.89 0.81 0.96 0.88 0.79 0.93 0.89 0.84

유의성 (P value) 0.99 0.22 0.12 0.22 0.18 0.10 0.07 0.01 0.04 0.03 0.04 0.02 0.02 0.04 0.18 0.23

(다) 제 3 농장

그룹
주령

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

백신

접종군

평균 0.03 0.05 0.05 0.08 0.08 0.13 0.18 0.15 0.20 0.20 0.25 0.13 0.13 0.21 0.21 0.21

표준편차 0.19 0.22 0.22 0.27 0.27 0.33 0.45 0.43 0.52 0.56 0.74 0.41 0.41 0.52 0.52 0.52

미접종군
평균 0.03 0.08 0.10 0.08 0.18 0.20 0.33 0.40 0.50 0.42 0.39 0.38 0.41 0.41 0.56 0.62

표준편차 0.16 0.26 0.30 0.27 0.45 0.46 0.61 0.67 0.88 0.83 0.77 0.60 0.61 0.66 0.75 0.92

유의성 (P value) 0.99 0.64 0.34 0.99 0.25 0.45 0.33 0.01 0.02 0.35 0.04 0.03 0.12 0.35 0.13 0.41

(4) 백신 접종군과 미접종군에서 임상 시험 비교 시험 최종 결과

 백신의 안전성 시험 결과, 백신의 1차 접종 후 자돈에서 호흡수가 증가한 개체는 평균 2두, 

행동장애는 1두, 그 외 나머지 항목은 관찰되지 않았으며 통계적으로 미접종군과 차이를 나타

내지 않았다. 또한, 2차 접종 후 발열을 보인 개체는 호흡수나 행동장애에 평균 1두로 그외 나
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그룹 1차 접종 전 2차 접종 전

백신

접종군

평균 0.05 0.11

표준편차 0.23 0.32

미접종군
평균 0.05 0.20

표준편차 0.22 0.41

(2) 백신접종군과 미접종군 간의 백신 접종 후  피모, 창백, 호흡수, 활력도, 호흡기, 및 소화기 

증상 등의 임상증상 비교

(가) 제 1 농장

그룹 1차 접종 후 2차 접종 후

백신

접종군

평균 0.25 0.40

표준편차 0.55 0.60

미접종군
평균 0.10 0.35

표준편차 0.31 0.93

(나) 제 2 농장

그룹 1차 접종 후 2차 접종 후

백신

접종군

평균 0.25 0.30

표준편차 0.55 0.57

미접종군
평균 0.10 0.40

표준편차 0.31 0.60

(다) 제 3 농장

그룹 1차 접종 후 2차 접종 후

백신

접종군

평균 0.10 0.20

표준편차 0.31 0.41

미접종군
평균 0.05 0.20

표준편차 0.22 0.41
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(3) 백신접종군과 미접종군간의 백신 접종 후 1주 간격으로 시험 종료까지 피모, 창백, 호흡수, 

활력도, 호흡기, 및 소화기 증상 등의 임상증상 비교

(가) 제 1 농장

그룹
주령

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

백신

접종군

평균 0.05 0.08 0.10 0.15 0.20 0.15 0.15 0.33 0.30 0.43 0.39 0.22 0.22 0.19 0.17 0.14

표준편차 0.22 0.27 0.30 0.43 0.52 0.36 0.43 0.66 0.65 0.87 0.82 0.54 0.54 0.52 0.45 0.35

미접종군
평균 0.05 0.13 0.18 0.18 0.25 0.15 0.15 0.25 0.24 0.41 0.50 0.58 0.68 0.53 0.44 0.36

표준편차 0.22 0.33 0.50 0.50 0.54 0.48 0.48 0.71 0.43 0.60 0.76 0.83 0.96 0.74 0.73 0.64

유의성 (P value) 0.99 0.50 0.53 0.03 0.04 0.99 0.71 0.63 0.82 0.61 0.09 0.06 0.01 0.03 0.04 0.05

(나) 제 2 농장

그룹
주령

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

백신

접종군

평균 0.05 0.05 0.08 0.10 0.15 0.15 0.15 0.15 0.28 0.29 0.28 0.33 0.12 0.15 0.18 0.15

표준편차 0.22 0.22 0.27 0.30 0.36 0.36 0.36 0.36 0.51 0.73 0.61 0.79 0.33 0.36 0.39 0.36

미접종군
평균 0.05 0.13 0.20 0.20 0.30 0.33 0.35 0.63 0.65 0.66 0.67 0.68 0.66 0.69 0.53 0.46

표준편차 0.22 0.33 0.40 0.41 0.46 0.53 0.53 0.67 0.89 0.81 0.96 0.88 0.79 0.93 0.89 0.84

유의성 (P value) 0.99 0.22 0.12 0.22 0.18 0.10 0.07 0.01 0.04 0.03 0.04 0.02 0.02 0.04 0.18 0.23

(다) 제 3 농장

그룹
주령

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

백신

접종군

평균 0.03 0.05 0.05 0.08 0.08 0.13 0.18 0.15 0.20 0.20 0.25 0.13 0.13 0.21 0.21 0.21

표준편차 0.19 0.22 0.22 0.27 0.27 0.33 0.45 0.43 0.52 0.56 0.74 0.41 0.41 0.52 0.52 0.52

미접종군
평균 0.03 0.08 0.10 0.08 0.18 0.20 0.33 0.40 0.50 0.42 0.39 0.38 0.41 0.41 0.56 0.62

표준편차 0.16 0.26 0.30 0.27 0.45 0.46 0.61 0.67 0.88 0.83 0.77 0.60 0.61 0.66 0.75 0.92

유의성 (P value) 0.99 0.64 0.34 0.99 0.25 0.45 0.33 0.01 0.02 0.35 0.04 0.03 0.12 0.35 0.13 0.41

(4) 백신 접종군과 미접종군에서 임상 시험 비교 시험 최종 결과

 백신의 안전성 시험 결과, 백신의 1차 접종 후 자돈에서 호흡수가 증가한 개체는 평균 2두, 

행동장애는 1두, 그 외 나머지 항목은 관찰되지 않았으며 통계적으로 미접종군과 차이를 나타

내지 않았다. 또한, 2차 접종 후 발열을 보인 개체는 호흡수나 행동장애에 평균 1두로 그외 나
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머지 항목은 관찰되지 않았으며 통계적으로 미접종군과 차이를 나타내지 않았다. 그러므로 본 

흉막폐렴 백신은 5주 및 7주령 자돈에게 안전한 것으로 판단된다.

1차 백신접종 후 30분 1차 백신접종 1시간 후 1차 백신접종 2시간 후 1차 백신접종 4시간 후

2차 백신접종 후 30분 2차 백신접종 1시간 후 2차 백신접종 2시간 후 2차 백신접종 4시간 후

 백신의 성장증체 비교시험 결과, 백신접종군의 20주령 체중과 미접종군의 20주령 체중을 비

교하였을 때, 각각의 증체율은 1612.87%, 1554.01% 이었다. 이것은 백신접종군이 미접종군에 

비하여 증체율이 58.86% 더 증가한 결과이며, 이는 통계적으로 유의하였다 (P=0.048).
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농장명 백신 접종군 백신 미접종군 

농장 1

농장 2

농장 3

 백신 접종 후 시험기간동안 임상증상의 관찰 결과, 백신 접종군과 미접종군이 통계적으로 차

이를 보인 주령은 8-9주령이며 이는 일반적으로 흉막폐렴이 발병하는 시기와 유사한 주령이

다. 또한 백신 접종군의 폐사율은 10%, 미접종군의 폐사율은 21.7%로 차이를 보였

다.(P=0.021) 이로 미루어 백신은 임상증상의 감소에 효과적인 것으로 판단된다. 
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제 5 장  백신 면역학적 검사

제 1 절   서   설

 국내에서 지속적으로 연쇄상구균에 의한 다발성 장막염의 발생 빈도를 인식하고 있기 때문에 

장차 다발성 장막염 예방에 연쇄상 구균 백신의 필요성이 서서히 대두대고 있는 실정이다. 따

라서 국내에서의 연쇄상 구균을 이용한 다발성 장막염 백신 개발의 필요성이 더욱 증가되고 

있다. 또한, 최근 양돈협회에서 실시한 설문 조사에서 흉막 폐렴이 가장 경제적 피해를 많이 

일으키는 질병 중의 하나라고 답변하였다. 지금까지 흉막 폐렴이 발생하지 않던 농장에서는 흉

막 폐렴 증상을 나타내지 않는 보균자 돼지가 새로 농장에 유입되어서 발병되는 예가 많다. 흉

막 폐렴균은 돼지와 돼지의 직접접촉이나 공기감염에 의해 전파된다. 스트레스도 흉막 폐렴을 

증가시키는 중요한 인자이다. 밀집사육, 환기불량, 수송, 급격한 기온변화 등에 의한 스트레스

는 흉막 폐렴의 발생을 증가시킨다. 또한, 계절별 발생양상을 보면, 늦은 가을에서부터 초봄까

지에 흉막폐렴이 가장 다발한다. 특히, 우리나라 계절 특성상 초봄에 일교차가 심해서 흉막 폐

렴이 다발하고 있다. 흉막폐렴은 사양관리가 열악한 농장에서는 자돈사에 있는 60-70일령의 

이유자돈에서부터 발병을 한다. 하지만, 대부분의 농장에서는 자돈사에서 흉막 폐렴이 감염되

어서 질병이 진행되다가 비육돈사로 돼지를 옮긴 후에 임상증상을 유발하여 폐사한다. 흉막 폐

렴은 60-70일령의 돼지에서부터 감염되기 때문에 임신 모돈에 예방접종을 해서 모체이행 항

체를 통해 포유자돈을 예방하는 것은 효과적이지 못하다. 따라서, 5주와 8주령에 2차례 흉막

폐렴 백신을 접종해 이유자돈이 60-70일령에 도달하기 전에 흉막 폐렴에 대한 항체를 보유하

는 것이 좋다. 일반적으로는 5주령 돼지에 1차 접종하고, 3주 후인 8주령에 2차 접종을 하는 

것이 좋다고 알려져 있다. Mycoplasma hyopneumoniae는 돼지 농장에 널리 퍼져있으며, 증

체률을 저하시킨다. 마이코플라즈마성 폐렴은 비육돈과 육성돈에서 임상 증상을 일으킨다. 일

반적으로 감염된 초산 또는 3산 이하 모돈에서부터 포유자돈으로 전파된다. 포유시기에 감염

된 포유자돈은 다른 포유자돈에게 M. hyopneumoniae를 전파시킨다. M. hyopneumoniae에 

감염되면 약 10-16일간의 잠복기를 거치게 되며, 감염된 포유자돈은 이유 후 보통 약 9일 이

내에 기침을 한다. 일단, 마이코플라즈마성 폐렴이 농장에 감염되면 모든 돼지를 일시에 전부 

출하시킨 후 감염이 안 된 새로운 돼지를 유입시켜야 질병을 박멸시킬 수 있지만, 현실적으로

는 불가능한 점이 있다. 따라서, 최근 양돈 농장에서 문제가 되고 있는 세균성 소모성 질환인 

연쇄상 구균증 백신, 흉막폐렴 백신, 마이코플라즈마-흉막폐렴 다중점 백신을 개발하고자 하였

다. 국내에서 발생하는 세균성 소모성 질병인 연쇄상 구균증에 대한 예방 단일백신은 현재 없

기 때문에 질병 예방에 어려움이 있다. 또한 대부분의 흉막폐렴과 마이코플라즈마 감염 예방 

백신은 수입 백신을 사용하고 있기 때문에 국내 양돈 농가의 의약품 구매 비용이 증가되고 있

다. 이러한 문제를 극복하기 위하여 현재 국내에서 세균성 소모성 질환으로 가장 피해가 큰 두 

가지 질병 예방에 대한 백신을 개발하고자 하였다. 또한 최신 생명공학적 방법을 이용하여 배

양이 어려운 마이코플라즈마균의 경우 중요 유착 유전자를 흉막 폐렴균에 삽입하여 잡종 마이

코플라즈마-흉막 폐렴 세균을 제작하여 다중점 백신을 제작하기로 하였다. 본 연구에서는 연
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쇄상 구균증의 백신, 흉막 폐렴균의 백신, 마이코플라즈마-흉막 폐렴균의 백신을 제작하는 데

에 있어서 백신면역학적 검사를 통하여 연쇄상 구균증 예방백신의 효과를 측정할 수 있는 면

역학적 검사 방법 개발, 흉막폐렴 예방백신의 효과를 측정할 수 있는 면역학적 검사 방법 개

발, 흉막폐렴균의 외막에서 유도된 항체 측정용 면역학적 검사방법 개발 등을 수행하고자 하였

다.

제 2 절  재료 및 방법

1. 연쇄상구균증 및 흉막폐렴 면역학적 검사 방법 개발

가. 응집반응을 이용한 연쇄상구균증 백신에 대한 혈청학적 검사 방법 개발

 Microplate agglutination test(MAT)를 이용하여 혈청 내 항체의 역가를 판별한다. U자 96 

well 플레이트를 준비하여 PBS를 분주하되 가로로 2, 3, 4번째 well에는 240μl를 분주하고, 

첫 번째 well에는 300μl를 분주한다. 그리고 첫 번째 well에 혈청 20μl를 분주하여, 혈청을 

16배 희석시킨다. 희석한 첫 번째 well에서 희석액 80μl를 뽑아 2번째 well에 넣고 섞어 4배 

희석시킨 후, 3, 4번째 well까지 단계적으로 4배씩 희석시켜 4번째 well은 1,024배 희석이 되

도록 한다. 다음으로 V자 96well 플레이트를 준비하여 앞서 준비한 혈청 희석액을 60μl씩 같

은 순서로 분주한다. 그리고 각각의 연쇄상구균 혈청형의 항원을 PBS에 같은 탁도로 희석시켜

서 60μl씩 분주한다. 잘 섞은 후, 증발이 되지 않도록 랩 등으로 잘 밀봉하여 55℃ 배양기에 

넣고 밤새 반응시킨다. 다음 날, 불빛 아래에서 보았을 때, 응집이 잘 이루어지면 균체, 즉 항

원이 항원-항체 교차반응(cross-link)으로 인해 가라앉지 못하고 전 날과 마찬가지로 고르게 

부유한 채로 있으므로, 플레이트의 바닥에 확실히 균체가 가라앉아 하얀색 점으로 보이기 시작

하는 well의 희석 배수로 항체의 역가를 판별한다. 연쇄상구균 3형, 4형 7형에 대한 항체가를 

쉽게 응집반응을 통하여 측정할 수 있다. 

나. 응집반응을 이용한 흉막폐렴 백신에 대한 혈청학적 검사 방법 개발

 

 Microplate agglutination test(MAT)를 이용하여 혈청 내 항체의 역가를 판별한다. U자 96 

well 플레이트를 준비하여 PBS를 분주하되 가로로 2, 3, 4번째 well에는 240μl를 분주하고, 

첫 번째 well에는 300μl를 분주한다. 그리고 첫 번째 well에 혈청 20μl를 분주하여, 혈청을 

16배 희석시킨다. 희석한 첫 번째 well에서 희석액 80μl를 뽑아 2번째 well에 넣고 섞어 4배 

희석시킨 후, 3, 4번째 well까지 단계적으로 4배씩 희석시켜 4번째 well은 1,024배 희석이 되

도록 한다. 다음으로 V자 96well 플레이트를 준비하여 앞서 준비한 혈청 희석액을 60μl씩 같

은 순서로 분주한다. 그리고 각각의 흉막폐렴균 혈청형의 항원을 PBS에 같은 탁도로 희석시켜

서 60μl씩 분주한다. 잘 섞은 후, 증발이 되지 않도록 랩 등으로 잘 밀봉하여 55℃ 배양기에 

넣고 밤새 반응시킨다. 다음 날, 불빛 아래에서 보았을 때, 응집이 잘 이루어지면 균체, 즉 항

원이 항원-항체 교차반응(cross-link)으로 인해 가라앉지 못하고 전 날과 마찬가지로 고르게 
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제 5 장  백신 면역학적 검사

제 1 절   서   설

 국내에서 지속적으로 연쇄상구균에 의한 다발성 장막염의 발생 빈도를 인식하고 있기 때문에 

장차 다발성 장막염 예방에 연쇄상 구균 백신의 필요성이 서서히 대두대고 있는 실정이다. 따

라서 국내에서의 연쇄상 구균을 이용한 다발성 장막염 백신 개발의 필요성이 더욱 증가되고 

있다. 또한, 최근 양돈협회에서 실시한 설문 조사에서 흉막 폐렴이 가장 경제적 피해를 많이 

일으키는 질병 중의 하나라고 답변하였다. 지금까지 흉막 폐렴이 발생하지 않던 농장에서는 흉

막 폐렴 증상을 나타내지 않는 보균자 돼지가 새로 농장에 유입되어서 발병되는 예가 많다. 흉

막 폐렴균은 돼지와 돼지의 직접접촉이나 공기감염에 의해 전파된다. 스트레스도 흉막 폐렴을 

증가시키는 중요한 인자이다. 밀집사육, 환기불량, 수송, 급격한 기온변화 등에 의한 스트레스

는 흉막 폐렴의 발생을 증가시킨다. 또한, 계절별 발생양상을 보면, 늦은 가을에서부터 초봄까

지에 흉막폐렴이 가장 다발한다. 특히, 우리나라 계절 특성상 초봄에 일교차가 심해서 흉막 폐

렴이 다발하고 있다. 흉막폐렴은 사양관리가 열악한 농장에서는 자돈사에 있는 60-70일령의 

이유자돈에서부터 발병을 한다. 하지만, 대부분의 농장에서는 자돈사에서 흉막 폐렴이 감염되

어서 질병이 진행되다가 비육돈사로 돼지를 옮긴 후에 임상증상을 유발하여 폐사한다. 흉막 폐

렴은 60-70일령의 돼지에서부터 감염되기 때문에 임신 모돈에 예방접종을 해서 모체이행 항

체를 통해 포유자돈을 예방하는 것은 효과적이지 못하다. 따라서, 5주와 8주령에 2차례 흉막

폐렴 백신을 접종해 이유자돈이 60-70일령에 도달하기 전에 흉막 폐렴에 대한 항체를 보유하

는 것이 좋다. 일반적으로는 5주령 돼지에 1차 접종하고, 3주 후인 8주령에 2차 접종을 하는 

것이 좋다고 알려져 있다. Mycoplasma hyopneumoniae는 돼지 농장에 널리 퍼져있으며, 증

체률을 저하시킨다. 마이코플라즈마성 폐렴은 비육돈과 육성돈에서 임상 증상을 일으킨다. 일

반적으로 감염된 초산 또는 3산 이하 모돈에서부터 포유자돈으로 전파된다. 포유시기에 감염

된 포유자돈은 다른 포유자돈에게 M. hyopneumoniae를 전파시킨다. M. hyopneumoniae에 

감염되면 약 10-16일간의 잠복기를 거치게 되며, 감염된 포유자돈은 이유 후 보통 약 9일 이

내에 기침을 한다. 일단, 마이코플라즈마성 폐렴이 농장에 감염되면 모든 돼지를 일시에 전부 

출하시킨 후 감염이 안 된 새로운 돼지를 유입시켜야 질병을 박멸시킬 수 있지만, 현실적으로

는 불가능한 점이 있다. 따라서, 최근 양돈 농장에서 문제가 되고 있는 세균성 소모성 질환인 

연쇄상 구균증 백신, 흉막폐렴 백신, 마이코플라즈마-흉막폐렴 다중점 백신을 개발하고자 하였

다. 국내에서 발생하는 세균성 소모성 질병인 연쇄상 구균증에 대한 예방 단일백신은 현재 없

기 때문에 질병 예방에 어려움이 있다. 또한 대부분의 흉막폐렴과 마이코플라즈마 감염 예방 

백신은 수입 백신을 사용하고 있기 때문에 국내 양돈 농가의 의약품 구매 비용이 증가되고 있

다. 이러한 문제를 극복하기 위하여 현재 국내에서 세균성 소모성 질환으로 가장 피해가 큰 두 

가지 질병 예방에 대한 백신을 개발하고자 하였다. 또한 최신 생명공학적 방법을 이용하여 배

양이 어려운 마이코플라즈마균의 경우 중요 유착 유전자를 흉막 폐렴균에 삽입하여 잡종 마이

코플라즈마-흉막 폐렴 세균을 제작하여 다중점 백신을 제작하기로 하였다. 본 연구에서는 연
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쇄상 구균증의 백신, 흉막 폐렴균의 백신, 마이코플라즈마-흉막 폐렴균의 백신을 제작하는 데

에 있어서 백신면역학적 검사를 통하여 연쇄상 구균증 예방백신의 효과를 측정할 수 있는 면

역학적 검사 방법 개발, 흉막폐렴 예방백신의 효과를 측정할 수 있는 면역학적 검사 방법 개

발, 흉막폐렴균의 외막에서 유도된 항체 측정용 면역학적 검사방법 개발 등을 수행하고자 하였

다.

제 2 절  재료 및 방법

1. 연쇄상구균증 및 흉막폐렴 면역학적 검사 방법 개발

가. 응집반응을 이용한 연쇄상구균증 백신에 대한 혈청학적 검사 방법 개발

 Microplate agglutination test(MAT)를 이용하여 혈청 내 항체의 역가를 판별한다. U자 96 

well 플레이트를 준비하여 PBS를 분주하되 가로로 2, 3, 4번째 well에는 240μl를 분주하고, 

첫 번째 well에는 300μl를 분주한다. 그리고 첫 번째 well에 혈청 20μl를 분주하여, 혈청을 

16배 희석시킨다. 희석한 첫 번째 well에서 희석액 80μl를 뽑아 2번째 well에 넣고 섞어 4배 

희석시킨 후, 3, 4번째 well까지 단계적으로 4배씩 희석시켜 4번째 well은 1,024배 희석이 되

도록 한다. 다음으로 V자 96well 플레이트를 준비하여 앞서 준비한 혈청 희석액을 60μl씩 같

은 순서로 분주한다. 그리고 각각의 연쇄상구균 혈청형의 항원을 PBS에 같은 탁도로 희석시켜

서 60μl씩 분주한다. 잘 섞은 후, 증발이 되지 않도록 랩 등으로 잘 밀봉하여 55℃ 배양기에 

넣고 밤새 반응시킨다. 다음 날, 불빛 아래에서 보았을 때, 응집이 잘 이루어지면 균체, 즉 항

원이 항원-항체 교차반응(cross-link)으로 인해 가라앉지 못하고 전 날과 마찬가지로 고르게 

부유한 채로 있으므로, 플레이트의 바닥에 확실히 균체가 가라앉아 하얀색 점으로 보이기 시작

하는 well의 희석 배수로 항체의 역가를 판별한다. 연쇄상구균 3형, 4형 7형에 대한 항체가를 

쉽게 응집반응을 통하여 측정할 수 있다. 

나. 응집반응을 이용한 흉막폐렴 백신에 대한 혈청학적 검사 방법 개발

 

 Microplate agglutination test(MAT)를 이용하여 혈청 내 항체의 역가를 판별한다. U자 96 

well 플레이트를 준비하여 PBS를 분주하되 가로로 2, 3, 4번째 well에는 240μl를 분주하고, 

첫 번째 well에는 300μl를 분주한다. 그리고 첫 번째 well에 혈청 20μl를 분주하여, 혈청을 

16배 희석시킨다. 희석한 첫 번째 well에서 희석액 80μl를 뽑아 2번째 well에 넣고 섞어 4배 

희석시킨 후, 3, 4번째 well까지 단계적으로 4배씩 희석시켜 4번째 well은 1,024배 희석이 되

도록 한다. 다음으로 V자 96well 플레이트를 준비하여 앞서 준비한 혈청 희석액을 60μl씩 같

은 순서로 분주한다. 그리고 각각의 흉막폐렴균 혈청형의 항원을 PBS에 같은 탁도로 희석시켜

서 60μl씩 분주한다. 잘 섞은 후, 증발이 되지 않도록 랩 등으로 잘 밀봉하여 55℃ 배양기에 

넣고 밤새 반응시킨다. 다음 날, 불빛 아래에서 보았을 때, 응집이 잘 이루어지면 균체, 즉 항

원이 항원-항체 교차반응(cross-link)으로 인해 가라앉지 못하고 전 날과 마찬가지로 고르게 
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부유한 채로 있으므로, 플레이트의 바닥에 확실히 균체가 가라앉아 하얀색 점으로 보이기 시작

하는 well의 희석 배수로 항체의 역가를 판별한다. 흉막폐렴균 2형, 5형 6형에 대한 항체가를 

쉽게 응집반응을 통하여 측정할 수 있다. 

다. 혈청검사를 통한 마이코플라즈마 폐렴 감염시기 조사

 총 13개의 농장에서 의뢰된 가검물을 검사하였다. 각 주령별로 6주령, 10주령, 14주령, 18주

령, 22주령의 가검물을 검사하여 국내 양돈장에서 마이코플라즈마가 감염되는 시기를 조사하

였다.

2. 마이코플라즈마 혈청검사

가. 연쇄상구균 백신에 대한 혈청학적 검사 방법 실시

(1) 연쇄상구균 백신 항체가 측정을 위한 평판 응집반응 개발

 개발할 연쇄상구균 백신의 항체 형성 능력을 측정하기 위하여 평판 응집반응 (microplate 

agglutination test)을 개발하였다. 개발 한 평판 응집반응의 시행 방법은 크게 측정 할 항체 

준비 방법과 항원 준비 방법이 있다. 항체 준비 방법은 2배 희석한 혈청을 멸균 PBS에 2배씩 

10번 희석하여 마지막이 1024배가 되도록 혈청 희석액을 준비하였다. 돼지 체내에서 형성된 

항체를 측정하기 위한 항원의 준비과정은 먼저 표준주로 사용하는 혈청형 2형, 3형, 4형을 배

양한다. 3가지 연쇄상구균을 냉동보관에서 꺼내어 가능한 빠르게 녹인 후 바로 백금이로 혈액 

배지에 바른다. 그 후 약 12시간이 경과된 후, 오염 유무를 확인하고 독립된 콜로니를 멸균 면

봉으로 수거하여 다시 혈액 배지 또는 trypticase soy 배지 (TSA) 1개에 바르고, brain heart 

infusion (BHI) 배양액을 200ml 제조하여 멸균시켜 준비한다. 셋째 날, 클린벤치 안에서 1% 

horse serum과 1% yeast extract를 멸균시킨 BHI 배양액 200ml에 첨가하고, 그 중 5ml을 

뽑아 배양된 세균을 멸균 면봉으로 풀어 부유시킨다. 이를 배양액에 넣은 후 12시간 동안 

37oC의 배양기에서 150rpm의 속도로 교반, 증균시킨다. 증균된 연쇄상구균은 6000rpm에서 

원심분리하여 상층의 배양액을 버리고 균체는 멸균 PBS에 다시 부유시킨다. 부유시킨 균은 다

시 stomacher 기기를 이용하여 더욱 고르게 부유시켜준 후, 3회 냉동과 해동을 반복한다. 이

렇게 준비된 항원은 2-3배 희석하여 사용한다. 96 well 플레이트에 준비된 혈청 희석액을 각

각 60μl씩 넣고, 마지막 2개의 well은 PBS만 60μl씩 넣은 후, 항원 희석액을 모든 well에 60

μl씩 분주한다. 그리고 24시간 동안 37oC에서 반응시킨 후 결과를 확인한다.

(2) 평판 응집반응을 이용한 연쇄상구균 항체 측정 검사

 개발한 평판 응집반응을 이용하여 국내 양돈장 10곳에서 채취한 주령별 혈청을 이용하여 연

쇄상구균 2형, 3형, 4형의 항체가를 조사하였다. 주령별 혈청은 크게 1주에서 3주령까지는 포

유자돈 혈청, 4주령에서 10주령까지는 이유자돈 혈청, 11주령 이상은 육성비육돈 혈청, 모돈
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은 산차에 관계없이 모돈 혈청으로 분류하여 분석하였다. 

나. 흉막폐렴 백신에 대한 혈청학적 검사 방법 실시

(1) Apx 독소의 용혈 활성도 검사 방법 확립

 흉막폐렴균은 여러 병원성 결정 요소들을 지니고 있지만, 그 중 가장 강력하게 병원성과 관련 

있는 요소는 외독소인 Apx 독소이다. Apx 독소는 흉막폐렴균에 의하여 유발되는 병변과 직접

적으로 연관되어 있으며, 흉막폐렴균을 제외한 Apx를 함유한 배양액만으로도 흉막폐렴과 유사

한 폐렴병변을 일으킬 수 있다. 또한 이러한 Apx 독소는 단백질로 구성되어 있기 때문에 강력

한 면역 중화 작용을 일으킬 수 있는 항원으로도 알려져 있다. Apx 독소는 4가지로 구분 지을 

수 있으며, 첫 번째 ApxI은 강한 용혈작용과 세포독성을 가지며 본 백신의 5형 흉막폐렴균이 

가지고 있다. 두 번째 ApxII는 약한 용혈작용과 중등도의 세포독성을 가지며 본 백신의 2, 5, 

6형 흉막폐렴균이 모두 가지고 있다. 세 번째 ApxIII는 강한 세포독성을 가지지만 용혈작용이 

없으며, 본 백신의 2형과 6형 흉막폐렴균이 가지고 있다. 네 번째 ApxIV는 약한 용혈작용을 

일으키나, 생체 내에서만 분비가 되는 것으로 알려져 있으므로 본 백신 검사에서는 제외하였다

(Huang, et al. 2005). 때문에 Apx 독소의 유무를 검사하기 위하여 Apx 독소의 용혈능력을 

이용한 역가측정(titration of hemolytic activity)을 실시하였다. 우선 사독화 전의 백신균 배

양액을 원심분리기에 넣고 6000rpm에서 10분 동안 균을 가라앉힌 후 상층액을 0.45μm 필터

에 통과시켜 준비하며, 흉막폐렴 혈청 응집반응 검사를 통해 항체역가가 음성인 돼지에서 채혈

한 혈액을 3000rpm에서 10분간 원심분리하여 적혈구만 분리하여 놓는다. 96 well 플레이트

에 150μl의 필터링한 상층액을 첫 well에 넣은 후 나머지 well에는 150μl의 멸균 

Tris-buffered 생리식염수(TBS : Tris-HCl 10mM, NaCl 145mM, CaCl2 10mM)를 넣은 후, 

첫 well에서 50μl의 상층액을 뽑아 다음 well에 넣고 섞어 4배씩 단계적으로 희석한다. 마지

막은 TBS만 넣어 음성대조군으로 사용한다. 그리고 모든 well의 용액을 100μl로 맞춘 후, 멸

균 TBS에 2% 만큼 돼지 적혈구를 넣어 섞은 용액을 각 well에 50μl씩 첨가하여 섞는다. 이 

후, 플레이트를 잘 감싼 후 37oC에서 1시간 동안 반응시키고, 다시 4oC에서 15시간 동안 침전

시킨다. 역가는 50%의 용혈이 일어나는 희석배수를 측정한다.

(2) 용혈 억제 반응을 통한 Apx 항체의 역가 측정 방법 확립

 용혈이 뚜렷하게 유지되는 마지막 희석 농도인 1/16배의 백신균 배양액을 용혈 활성도 검사

의 준비과정과 같은 방법으로 준비하고, 마찬가지로 전과 같은 방법으로 돼지 적혈구를 분리해

둔다. 항혈청은 1차 백신을 접종하고 2주 후에 다시 2차 접종을 한 후, 2주 동안 항체생성을 

기다려 채혈한 후 분리한 토끼 혈청을 1번부터 6번까지 준비한다. 96 well 플레이트에 양성대

조군은 1/16배의 배양액 희석액을 100μl씩 분주하고, 음성대조군은 TBS만 100μl씩 분주하였

다. 그리고 실험군은 최초에 혈청을 넣을 well에 배양액 희석액을 180μl씩 분주하고 나머지 

well에는 150μl씩 분주한 후, 준비된 혈청을 각각의 줄의 첫 번째 well에 20μl씩 분주하여 10

배 희석하였다. 이 후, 첫 번째 well에서 50μl를 뽑아 다음 well에 넣고 단계적으로 4배씩 희

석하고, 최종적으로 모든 well에서 100μl씩 남기고 나머지는 덜어냈다. 이 플레이트를 잘 감싸
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부유한 채로 있으므로, 플레이트의 바닥에 확실히 균체가 가라앉아 하얀색 점으로 보이기 시작

하는 well의 희석 배수로 항체의 역가를 판별한다. 흉막폐렴균 2형, 5형 6형에 대한 항체가를 

쉽게 응집반응을 통하여 측정할 수 있다. 

다. 혈청검사를 통한 마이코플라즈마 폐렴 감염시기 조사

 총 13개의 농장에서 의뢰된 가검물을 검사하였다. 각 주령별로 6주령, 10주령, 14주령, 18주

령, 22주령의 가검물을 검사하여 국내 양돈장에서 마이코플라즈마가 감염되는 시기를 조사하

였다.

2. 마이코플라즈마 혈청검사

가. 연쇄상구균 백신에 대한 혈청학적 검사 방법 실시

(1) 연쇄상구균 백신 항체가 측정을 위한 평판 응집반응 개발

 개발할 연쇄상구균 백신의 항체 형성 능력을 측정하기 위하여 평판 응집반응 (microplate 

agglutination test)을 개발하였다. 개발 한 평판 응집반응의 시행 방법은 크게 측정 할 항체 

준비 방법과 항원 준비 방법이 있다. 항체 준비 방법은 2배 희석한 혈청을 멸균 PBS에 2배씩 

10번 희석하여 마지막이 1024배가 되도록 혈청 희석액을 준비하였다. 돼지 체내에서 형성된 

항체를 측정하기 위한 항원의 준비과정은 먼저 표준주로 사용하는 혈청형 2형, 3형, 4형을 배

양한다. 3가지 연쇄상구균을 냉동보관에서 꺼내어 가능한 빠르게 녹인 후 바로 백금이로 혈액 

배지에 바른다. 그 후 약 12시간이 경과된 후, 오염 유무를 확인하고 독립된 콜로니를 멸균 면

봉으로 수거하여 다시 혈액 배지 또는 trypticase soy 배지 (TSA) 1개에 바르고, brain heart 

infusion (BHI) 배양액을 200ml 제조하여 멸균시켜 준비한다. 셋째 날, 클린벤치 안에서 1% 

horse serum과 1% yeast extract를 멸균시킨 BHI 배양액 200ml에 첨가하고, 그 중 5ml을 

뽑아 배양된 세균을 멸균 면봉으로 풀어 부유시킨다. 이를 배양액에 넣은 후 12시간 동안 

37oC의 배양기에서 150rpm의 속도로 교반, 증균시킨다. 증균된 연쇄상구균은 6000rpm에서 

원심분리하여 상층의 배양액을 버리고 균체는 멸균 PBS에 다시 부유시킨다. 부유시킨 균은 다

시 stomacher 기기를 이용하여 더욱 고르게 부유시켜준 후, 3회 냉동과 해동을 반복한다. 이

렇게 준비된 항원은 2-3배 희석하여 사용한다. 96 well 플레이트에 준비된 혈청 희석액을 각

각 60μl씩 넣고, 마지막 2개의 well은 PBS만 60μl씩 넣은 후, 항원 희석액을 모든 well에 60

μl씩 분주한다. 그리고 24시간 동안 37oC에서 반응시킨 후 결과를 확인한다.

(2) 평판 응집반응을 이용한 연쇄상구균 항체 측정 검사

 개발한 평판 응집반응을 이용하여 국내 양돈장 10곳에서 채취한 주령별 혈청을 이용하여 연

쇄상구균 2형, 3형, 4형의 항체가를 조사하였다. 주령별 혈청은 크게 1주에서 3주령까지는 포

유자돈 혈청, 4주령에서 10주령까지는 이유자돈 혈청, 11주령 이상은 육성비육돈 혈청, 모돈
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은 산차에 관계없이 모돈 혈청으로 분류하여 분석하였다. 

나. 흉막폐렴 백신에 대한 혈청학적 검사 방법 실시

(1) Apx 독소의 용혈 활성도 검사 방법 확립

 흉막폐렴균은 여러 병원성 결정 요소들을 지니고 있지만, 그 중 가장 강력하게 병원성과 관련 

있는 요소는 외독소인 Apx 독소이다. Apx 독소는 흉막폐렴균에 의하여 유발되는 병변과 직접

적으로 연관되어 있으며, 흉막폐렴균을 제외한 Apx를 함유한 배양액만으로도 흉막폐렴과 유사

한 폐렴병변을 일으킬 수 있다. 또한 이러한 Apx 독소는 단백질로 구성되어 있기 때문에 강력

한 면역 중화 작용을 일으킬 수 있는 항원으로도 알려져 있다. Apx 독소는 4가지로 구분 지을 

수 있으며, 첫 번째 ApxI은 강한 용혈작용과 세포독성을 가지며 본 백신의 5형 흉막폐렴균이 

가지고 있다. 두 번째 ApxII는 약한 용혈작용과 중등도의 세포독성을 가지며 본 백신의 2, 5, 

6형 흉막폐렴균이 모두 가지고 있다. 세 번째 ApxIII는 강한 세포독성을 가지지만 용혈작용이 

없으며, 본 백신의 2형과 6형 흉막폐렴균이 가지고 있다. 네 번째 ApxIV는 약한 용혈작용을 

일으키나, 생체 내에서만 분비가 되는 것으로 알려져 있으므로 본 백신 검사에서는 제외하였다

(Huang, et al. 2005). 때문에 Apx 독소의 유무를 검사하기 위하여 Apx 독소의 용혈능력을 

이용한 역가측정(titration of hemolytic activity)을 실시하였다. 우선 사독화 전의 백신균 배

양액을 원심분리기에 넣고 6000rpm에서 10분 동안 균을 가라앉힌 후 상층액을 0.45μm 필터

에 통과시켜 준비하며, 흉막폐렴 혈청 응집반응 검사를 통해 항체역가가 음성인 돼지에서 채혈

한 혈액을 3000rpm에서 10분간 원심분리하여 적혈구만 분리하여 놓는다. 96 well 플레이트

에 150μl의 필터링한 상층액을 첫 well에 넣은 후 나머지 well에는 150μl의 멸균 

Tris-buffered 생리식염수(TBS : Tris-HCl 10mM, NaCl 145mM, CaCl2 10mM)를 넣은 후, 

첫 well에서 50μl의 상층액을 뽑아 다음 well에 넣고 섞어 4배씩 단계적으로 희석한다. 마지

막은 TBS만 넣어 음성대조군으로 사용한다. 그리고 모든 well의 용액을 100μl로 맞춘 후, 멸

균 TBS에 2% 만큼 돼지 적혈구를 넣어 섞은 용액을 각 well에 50μl씩 첨가하여 섞는다. 이 

후, 플레이트를 잘 감싼 후 37oC에서 1시간 동안 반응시키고, 다시 4oC에서 15시간 동안 침전

시킨다. 역가는 50%의 용혈이 일어나는 희석배수를 측정한다.

(2) 용혈 억제 반응을 통한 Apx 항체의 역가 측정 방법 확립

 용혈이 뚜렷하게 유지되는 마지막 희석 농도인 1/16배의 백신균 배양액을 용혈 활성도 검사

의 준비과정과 같은 방법으로 준비하고, 마찬가지로 전과 같은 방법으로 돼지 적혈구를 분리해

둔다. 항혈청은 1차 백신을 접종하고 2주 후에 다시 2차 접종을 한 후, 2주 동안 항체생성을 

기다려 채혈한 후 분리한 토끼 혈청을 1번부터 6번까지 준비한다. 96 well 플레이트에 양성대

조군은 1/16배의 배양액 희석액을 100μl씩 분주하고, 음성대조군은 TBS만 100μl씩 분주하였

다. 그리고 실험군은 최초에 혈청을 넣을 well에 배양액 희석액을 180μl씩 분주하고 나머지 

well에는 150μl씩 분주한 후, 준비된 혈청을 각각의 줄의 첫 번째 well에 20μl씩 분주하여 10

배 희석하였다. 이 후, 첫 번째 well에서 50μl를 뽑아 다음 well에 넣고 단계적으로 4배씩 희

석하고, 최종적으로 모든 well에서 100μl씩 남기고 나머지는 덜어냈다. 이 플레이트를 잘 감싸
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서 37oC에서 1시간 동안 반응시킨 후, 멸균 TBS에 1% 만큼 돼지 적혈구를 넣어 섞은 용액을 

각 well에 50μl씩 첨가하여 섞었다. 이 후, 37oC에서 1시간 동안 두고 다시 4oC에서 15시간 

동안 침전시킨다. 역가 결과는 50%의 용혈억제가 관찰되는 희석배수를 측정하였다.

(3) Apx 독소의 세포 독성 시험 검사 방법 확립

 세포 독성 시험에 이용되는 돼지 폐장에서 유래한 폐포 대식구(alveolar macrophage)의 분

리를 위하여 대상 1주령 자돈의 병원체 감염 유무를 검사하였다. 흉막폐렴균, 돼지 써코바이러

스, 돼지 생식기 호흡기 증후군 바이러스, 돼지 마이코플라즈마성 폐렴에 음성인 1주령의 건강

한 포유자돈을 확보하여 폐장으로부터 폐포 대식구를 채취하기 위하여 부검을 실시하였다. 자

돈의 흉부에서 폐에 손상을 입히지 않도록 주의하여 적출한 후, 기관을 통하여 4-6℃의 

RPMI(Rosewell Park Memorial Institute) 배지를 주입하되 흉강의 부피와 비교하여 그보다 

폐가 커지지 않은 정도까지 주입한다. 손으로 폐를 마사지하고 2-3분을 기다려, 폐에 압력을 

주어 주입된 RPMI 배지를 회수한다. 그리고 다시 RPMI 배지를 주입하고 한번 더 과정을 반

복한다. 회수된 RPMI 배지는 세척을 위하여 1000rpm에서 10분 원심분리한 후, 상층액을 버

리고 가라앉은 세포는 항진균제-항생제 1%, fetal bovine serum(FBS)가 10%만큼 포함된 

RPMI 배지에 다시 부유시킨다. 그리고 세척 과정을 한번 더 반복한다. 분리한 폐포 대식구 부

유액은 슬라이드에 1μl를 올려 대식구 숫자를 계산하여 최종 50μl당 105개의 대식구가 있도록 

희석한다. 그리고 챔버 슬라이드에 각각 50μl의 대식구 부유액을 넣고 5% 이산화탄소, 37oC 

환경의 배양기에서 하루 동안 배양하여 슬라이드에 대식구가 유착되도록 한다. 이 후, 용혈 활

성도 검사와 동일한 방법으로 준비한 백신군 배양 상층액을 무균 배양액에 4배씩 단계 희석하

여 각각을 50μl씩 만들어 대식구가 유착된 챔버 슬라이드에 50μl씩 분주한다. 그리고 5% 이산

화탄소, 37oC 환경의 배양기에서 5시간 동안 반응시킨 후, 배지는 모두 버리고 죽은 대식구를 

확인하기 위하여 0.2% nigrosin solution으로 염색하고 도립 현미경으로 검경하여 죽은 대식

구의 비율을 확인하였다(Furesz, et al. 1997). 역가는 50%의 대식구가 죽은 희석배수를 측정

하였다. 실험은 3번 반복하여 실시하였다.

(4) 세포 독성 억제 반응을 통한 Apx 항체의 역가 측정 방법 확립

 세포 독성이 뚜렷하게 유지되는 마지막 희석 농도인 1/8배의 백신균 배양액을 용혈 활성도 

검사의 준비과정과 같은 방법으로 준비하고, 마찬가지로 세포 독성 시험에서와 같은 방법으로 

폐포 대식구를 챔버 슬라이드에 배양해둔다. 항혈청은 1차 백신을 접종하고 2주 후에 다시 2

차 접종을 한 후, 2주 동안 항체생성이 된 토끼 혈청을 1번부터 6번까지 준비한다. 96 well 

플레이트에 양성대조군은 RPMI에 1/8배로 희석한 배양액 희석액을 50μl씩 분주하고, 음성대

조군은 RPMI에 1/8배로 희석한 무균 배양액만 50μl씩 분주하였다. 그리고 실험군은 처음 혈

청을 넣을 well에 양성 대조군과 동일한 배양액 희석액을 90μl씩 분주하고 나머지 well에는 

75μl씩 분주한 후, 준비된 혈청을 첫 번째 well에 10μl씩 분주하여 10배 희석하였다. 이 후, 

첫 번째 well에서 25μl를 뽑아 다음 well에 넣고 단계적으로 4배씩 희석하였다. 이 플레이트

를 잘 감싸서 37oC에서 1시간 동안 반응시킨 후, 꺼내어 각각의 well에서 50μl를 뽑아 대식구

가 유착된 챔버 슬라이드에 각각 분주하였다. 이 후, 5% 이산화탄소, 37oC 환경의 배양기에서 
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5시간 동안 반응시킨 후, 배지는 모두 버리고 죽은 대식구를 확인하기 위하여 0.2% nigrosin 

solution으로 염색하고 도립 현미경으로 검경하여 죽은 대식구의 비율을 확인하였다.

(5) 용혈 억제 반응을 통한 Apx 항체의 역가 측정

  개발한 용혈 억제 반응을 통한 Apx항체의 역가 측정 방법을 이용하여 국내 양돈장 25곳에

서 채취한 주령별 혈청을 이용하여 Apx 용혈 억제 항체가를 조사하였다. 

(6) 세포 독성 억제 반응을 통한 Apx 항체의 역가 측정

  개발한 세포 독성 억제 반응을 통한 Apx항체의 역가 측정 방법을 이용하여 국내 양돈장 25

곳에서 채취한 주령별 혈청을 이용하여 Apx 세포 독성 억제 항체가를 조사하였다. 

  

다. 혈청검사를 통한 마이코플라즈마성 폐렴 감염 시기 조사

 ELISA 검사 방법을 이용하여 국내 양돈장 25곳에서 채취한 주령별 혈청을 이용하여 마이코

플라즈마 감염 여부를 조사하였다. ELISA 검사의 S/P ratio 값이 0.4를 기준으로 0.4 이상을 

양성으로 판단하였다. 

3. 연쇄상구균증 및 흉막폐렴 면역학적 검사

가. 혈청학적 검사 방법을 통한 연쇄상구균증 감염 시기 조사

(1) 연쇄상구균증(다발성 장막염)을 유발하는 연쇄상구균 혈청형 2형 감염 시기 조사

 항원-항체 응집 검사 방법을 이용하여 각각의 국내 농장으로부터 서울대학교 수의과대학 병

리실에 의뢰된 혈청을 이용하여 연쇄상구균 2형의 감염 여부를 조사하였다. 응집반응의 항체

가는 4.0 이상일 경우 양성으로 판정하였다.

(2) 연쇄상구균증(다발성 장막염)을 유발하는 연쇄상구균 혈청형 3형 감염 시기 조사

 항원-항체 응집 검사 방법을 이용하여 각각의 국내 농장으로부터 서울대학교 수의과대학 병

리실에 의뢰된 혈청을 이용하여 연쇄상구균 3형의 감염 여부를 조사하였다. 응집반응의 항체

가는 4.0 이상일 경우 양성으로 판정하였다.

(3) 연쇄상구균증(다발성 장막염)을 유발하는 연쇄상구균혈청형 4형 감염 시기 조사

 항원-항체 응집 검사 방법을 이용하여 각각의 국내 농장으로부터 서울대학교 수의과대학 병

리실에 의뢰된 혈청을 이용하여 연쇄상구균 4형의 감염 여부를 조사하였다. 응집반응의 항체
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서 37oC에서 1시간 동안 반응시킨 후, 멸균 TBS에 1% 만큼 돼지 적혈구를 넣어 섞은 용액을 

각 well에 50μl씩 첨가하여 섞었다. 이 후, 37oC에서 1시간 동안 두고 다시 4oC에서 15시간 

동안 침전시킨다. 역가 결과는 50%의 용혈억제가 관찰되는 희석배수를 측정하였다.

(3) Apx 독소의 세포 독성 시험 검사 방법 확립

 세포 독성 시험에 이용되는 돼지 폐장에서 유래한 폐포 대식구(alveolar macrophage)의 분

리를 위하여 대상 1주령 자돈의 병원체 감염 유무를 검사하였다. 흉막폐렴균, 돼지 써코바이러

스, 돼지 생식기 호흡기 증후군 바이러스, 돼지 마이코플라즈마성 폐렴에 음성인 1주령의 건강

한 포유자돈을 확보하여 폐장으로부터 폐포 대식구를 채취하기 위하여 부검을 실시하였다. 자

돈의 흉부에서 폐에 손상을 입히지 않도록 주의하여 적출한 후, 기관을 통하여 4-6℃의 

RPMI(Rosewell Park Memorial Institute) 배지를 주입하되 흉강의 부피와 비교하여 그보다 

폐가 커지지 않은 정도까지 주입한다. 손으로 폐를 마사지하고 2-3분을 기다려, 폐에 압력을 

주어 주입된 RPMI 배지를 회수한다. 그리고 다시 RPMI 배지를 주입하고 한번 더 과정을 반

복한다. 회수된 RPMI 배지는 세척을 위하여 1000rpm에서 10분 원심분리한 후, 상층액을 버

리고 가라앉은 세포는 항진균제-항생제 1%, fetal bovine serum(FBS)가 10%만큼 포함된 

RPMI 배지에 다시 부유시킨다. 그리고 세척 과정을 한번 더 반복한다. 분리한 폐포 대식구 부

유액은 슬라이드에 1μl를 올려 대식구 숫자를 계산하여 최종 50μl당 105개의 대식구가 있도록 

희석한다. 그리고 챔버 슬라이드에 각각 50μl의 대식구 부유액을 넣고 5% 이산화탄소, 37oC 

환경의 배양기에서 하루 동안 배양하여 슬라이드에 대식구가 유착되도록 한다. 이 후, 용혈 활

성도 검사와 동일한 방법으로 준비한 백신군 배양 상층액을 무균 배양액에 4배씩 단계 희석하

여 각각을 50μl씩 만들어 대식구가 유착된 챔버 슬라이드에 50μl씩 분주한다. 그리고 5% 이산

화탄소, 37oC 환경의 배양기에서 5시간 동안 반응시킨 후, 배지는 모두 버리고 죽은 대식구를 

확인하기 위하여 0.2% nigrosin solution으로 염색하고 도립 현미경으로 검경하여 죽은 대식

구의 비율을 확인하였다(Furesz, et al. 1997). 역가는 50%의 대식구가 죽은 희석배수를 측정

하였다. 실험은 3번 반복하여 실시하였다.

(4) 세포 독성 억제 반응을 통한 Apx 항체의 역가 측정 방법 확립

 세포 독성이 뚜렷하게 유지되는 마지막 희석 농도인 1/8배의 백신균 배양액을 용혈 활성도 

검사의 준비과정과 같은 방법으로 준비하고, 마찬가지로 세포 독성 시험에서와 같은 방법으로 

폐포 대식구를 챔버 슬라이드에 배양해둔다. 항혈청은 1차 백신을 접종하고 2주 후에 다시 2

차 접종을 한 후, 2주 동안 항체생성이 된 토끼 혈청을 1번부터 6번까지 준비한다. 96 well 

플레이트에 양성대조군은 RPMI에 1/8배로 희석한 배양액 희석액을 50μl씩 분주하고, 음성대

조군은 RPMI에 1/8배로 희석한 무균 배양액만 50μl씩 분주하였다. 그리고 실험군은 처음 혈

청을 넣을 well에 양성 대조군과 동일한 배양액 희석액을 90μl씩 분주하고 나머지 well에는 

75μl씩 분주한 후, 준비된 혈청을 첫 번째 well에 10μl씩 분주하여 10배 희석하였다. 이 후, 

첫 번째 well에서 25μl를 뽑아 다음 well에 넣고 단계적으로 4배씩 희석하였다. 이 플레이트

를 잘 감싸서 37oC에서 1시간 동안 반응시킨 후, 꺼내어 각각의 well에서 50μl를 뽑아 대식구

가 유착된 챔버 슬라이드에 각각 분주하였다. 이 후, 5% 이산화탄소, 37oC 환경의 배양기에서 
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5시간 동안 반응시킨 후, 배지는 모두 버리고 죽은 대식구를 확인하기 위하여 0.2% nigrosin 

solution으로 염색하고 도립 현미경으로 검경하여 죽은 대식구의 비율을 확인하였다.

(5) 용혈 억제 반응을 통한 Apx 항체의 역가 측정

  개발한 용혈 억제 반응을 통한 Apx항체의 역가 측정 방법을 이용하여 국내 양돈장 25곳에

서 채취한 주령별 혈청을 이용하여 Apx 용혈 억제 항체가를 조사하였다. 

(6) 세포 독성 억제 반응을 통한 Apx 항체의 역가 측정

  개발한 세포 독성 억제 반응을 통한 Apx항체의 역가 측정 방법을 이용하여 국내 양돈장 25

곳에서 채취한 주령별 혈청을 이용하여 Apx 세포 독성 억제 항체가를 조사하였다. 

  

다. 혈청검사를 통한 마이코플라즈마성 폐렴 감염 시기 조사

 ELISA 검사 방법을 이용하여 국내 양돈장 25곳에서 채취한 주령별 혈청을 이용하여 마이코

플라즈마 감염 여부를 조사하였다. ELISA 검사의 S/P ratio 값이 0.4를 기준으로 0.4 이상을 

양성으로 판단하였다. 

3. 연쇄상구균증 및 흉막폐렴 면역학적 검사

가. 혈청학적 검사 방법을 통한 연쇄상구균증 감염 시기 조사

(1) 연쇄상구균증(다발성 장막염)을 유발하는 연쇄상구균 혈청형 2형 감염 시기 조사

 항원-항체 응집 검사 방법을 이용하여 각각의 국내 농장으로부터 서울대학교 수의과대학 병

리실에 의뢰된 혈청을 이용하여 연쇄상구균 2형의 감염 여부를 조사하였다. 응집반응의 항체

가는 4.0 이상일 경우 양성으로 판정하였다.

(2) 연쇄상구균증(다발성 장막염)을 유발하는 연쇄상구균 혈청형 3형 감염 시기 조사

 항원-항체 응집 검사 방법을 이용하여 각각의 국내 농장으로부터 서울대학교 수의과대학 병

리실에 의뢰된 혈청을 이용하여 연쇄상구균 3형의 감염 여부를 조사하였다. 응집반응의 항체

가는 4.0 이상일 경우 양성으로 판정하였다.

(3) 연쇄상구균증(다발성 장막염)을 유발하는 연쇄상구균혈청형 4형 감염 시기 조사

 항원-항체 응집 검사 방법을 이용하여 각각의 국내 농장으로부터 서울대학교 수의과대학 병

리실에 의뢰된 혈청을 이용하여 연쇄상구균 4형의 감염 여부를 조사하였다. 응집반응의 항체
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가는 4.0 이상일 경우 양성으로 판정하였다. 

나. 혈청학적 검사 방법을 통한 흉막폐렴균 감염 시기 조사

(1) 흉막폐렴을 유발하는 흉막폐렴균 혈청형 2형 감염 시기 조사

 

 항원-항체 응집 검사 방법을 이용하여 각각의 국내 농장으로부터 서울대학교 수의과대학 병

리실에 의뢰된 혈청을 이용하여 흉막폐렴 2형균의 감염 여부를 조사하였다. 응집반응의 항체

가는 4.0 이상일 경우 양성으로 판정하였다. 

(2) 흉막폐렴을 유발하는 흉막폐렴균 혈청형 5형 감염 시기 조사

 항원-항체 응집 검사 방법을 방법을 이용하여 각각의 국내 농장으로부터 서울대학교 수의과

대학 병리실에 의뢰된 혈청을 이용하여 흉막폐렴 5형균의 감염 여부를 조사하였다. 응집반응

의 항체가는 4.0 이상일 경우 양성으로 판정하였다.

(3) 흉막폐렴을 유발하는 흉막폐렴균 혈청형 6형 감염 시기 조사

 

 항원-항체 응집 검사 방법을 이용하여 각각의 국내 농장으로부터 서울대학교 수의과대학 병

리실에 의뢰된 혈청을 이용하여 흉막폐렴 5형균의 감염 여부를 조사하였다. 응집반응의 항체

가는 4.0 이상일 경우 양성으로 판정하였다. 

다. 혈청검사를 통한 마이코플라즈마성 폐렴 감염 시기 조사

(1) 돼지 써코바이러스 2형 감염 농장에서 마이코플라즈마 감염율 및 감염 시기 실태 조사

 ELISA 검사 방법을 이용하여 각각의 국내 농장으로부터 2006년부터 2010년까지 서울대학교 

수의과대학 병리실에 의뢰된 혈청을 이용하여 마이코플라즈마 감염 여부를 조사하였다. ELISA 

검사의 S/P ratio 값이 0.4를 기준으로 0.4 이상을 양성으로 판정하였다.

(2) 돼지 생식기 호흡기 증후군 바이러스(PRRSV) 감염 농장에서의 마이코플라즈마 감염율 및 

감염 시기 실태 조사

 ELISA 검사 방법을 이용하여 각각의 국내 농장으로부터 2006년부터 2010년까지 서울대학교 

수의과대학 병리실에 의뢰된 혈청을 이용하여 마이코플라즈마 감염 여부를 조사하였다. ELISA 

검사의 S/P ratio 값이 0.4를 기준으로 0.4 이상을 양성으로 판정하였다. 
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4. 마이코플라즈마 혈청검사

가. 연쇄상구균 백신에 대한 백신 접종군과 미접종군에서 면역형성 능력 비교 시험

(1) 1차백신 접종후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 3형와 4형 항체 비교

(2) 2차백신 접종후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 3형와 4형에 대한 항체 형성능력 

비교

(3) 2차백신 접종 3주후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 3형와 4형에 대한 항체 형성능

력 비교

(4) 시험 종료직후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 3형와 4형에 대한 항체 형성 능력 

비교

 

나. 흉막폐렴 백신에 대한 대한 백신 접종군과 미접종군에서 면역형성 능력 비교 시험

(1) 1차백신 접종 후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 5형와 6형 항체 비교

(2) 1차백신 접종 후 백신접종군과 미접종군의 Apx 독소의 용혈 억제 능력과 세포독성 억제 

능력 항체 비교

(3) 2차백신 접종 후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 5형와 6형에 대한 항체 형성 능력 

비교

(4) 2차백신 접종 후 백신접종군과 미접종군의 Apx 독소의 용혈 억제 능력과 세포독성 억제 

능력 항체 형성 능력 비교

(5) 2차백신 접종 3주 후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 5형와 6형에 대한 항체 형성 

능력 비교

(6) 2차백신 접종 3주 후 백신접종군과 미접종군의 Apx 독소의 용혈 억제 능력과 세포독성 

억제 능력 항체 형성 능력 비교

(7) 시험 종료 직후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 5형와 6형에 대한 항체 형성 능력 

비교

(8) 시험 종료 직후 백신접종군과 미접종군의 Apx 독소의 용혈 억제 능력과 세포독성 억제 능

력 항체 형성 능력 비교

다. 혈청검사를 통한 마이코플라즈마성 폐렴 감염 시기 조사

 ELISA 검사 방법을 이용하여 국내 양돈장 25곳에서 채취한 주령별 혈청을 이용하여 마이코

플라즈마 감염 여부를 조사하였다. 주령별 혈청은 크게 1주에서 3주령까지는 포유자돈 혈청, 

4주령에서 10주령까지는 이유자돈 혈청, 11주령 이상은 육성비육돈 혈청, 모돈은 산차에 관계

없이 모돈 혈청으로 분류하여 분석하였다.
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가는 4.0 이상일 경우 양성으로 판정하였다. 

나. 혈청학적 검사 방법을 통한 흉막폐렴균 감염 시기 조사

(1) 흉막폐렴을 유발하는 흉막폐렴균 혈청형 2형 감염 시기 조사

 

 항원-항체 응집 검사 방법을 이용하여 각각의 국내 농장으로부터 서울대학교 수의과대학 병

리실에 의뢰된 혈청을 이용하여 흉막폐렴 2형균의 감염 여부를 조사하였다. 응집반응의 항체

가는 4.0 이상일 경우 양성으로 판정하였다. 

(2) 흉막폐렴을 유발하는 흉막폐렴균 혈청형 5형 감염 시기 조사

 항원-항체 응집 검사 방법을 방법을 이용하여 각각의 국내 농장으로부터 서울대학교 수의과

대학 병리실에 의뢰된 혈청을 이용하여 흉막폐렴 5형균의 감염 여부를 조사하였다. 응집반응

의 항체가는 4.0 이상일 경우 양성으로 판정하였다.

(3) 흉막폐렴을 유발하는 흉막폐렴균 혈청형 6형 감염 시기 조사

 

 항원-항체 응집 검사 방법을 이용하여 각각의 국내 농장으로부터 서울대학교 수의과대학 병

리실에 의뢰된 혈청을 이용하여 흉막폐렴 5형균의 감염 여부를 조사하였다. 응집반응의 항체

가는 4.0 이상일 경우 양성으로 판정하였다. 

다. 혈청검사를 통한 마이코플라즈마성 폐렴 감염 시기 조사

(1) 돼지 써코바이러스 2형 감염 농장에서 마이코플라즈마 감염율 및 감염 시기 실태 조사

 ELISA 검사 방법을 이용하여 각각의 국내 농장으로부터 2006년부터 2010년까지 서울대학교 

수의과대학 병리실에 의뢰된 혈청을 이용하여 마이코플라즈마 감염 여부를 조사하였다. ELISA 

검사의 S/P ratio 값이 0.4를 기준으로 0.4 이상을 양성으로 판정하였다.

(2) 돼지 생식기 호흡기 증후군 바이러스(PRRSV) 감염 농장에서의 마이코플라즈마 감염율 및 

감염 시기 실태 조사

 ELISA 검사 방법을 이용하여 각각의 국내 농장으로부터 2006년부터 2010년까지 서울대학교 

수의과대학 병리실에 의뢰된 혈청을 이용하여 마이코플라즈마 감염 여부를 조사하였다. ELISA 

검사의 S/P ratio 값이 0.4를 기준으로 0.4 이상을 양성으로 판정하였다. 
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4. 마이코플라즈마 혈청검사

가. 연쇄상구균 백신에 대한 백신 접종군과 미접종군에서 면역형성 능력 비교 시험

(1) 1차백신 접종후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 3형와 4형 항체 비교

(2) 2차백신 접종후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 3형와 4형에 대한 항체 형성능력 

비교

(3) 2차백신 접종 3주후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 3형와 4형에 대한 항체 형성능

력 비교

(4) 시험 종료직후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 3형와 4형에 대한 항체 형성 능력 

비교

 

나. 흉막폐렴 백신에 대한 대한 백신 접종군과 미접종군에서 면역형성 능력 비교 시험

(1) 1차백신 접종 후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 5형와 6형 항체 비교

(2) 1차백신 접종 후 백신접종군과 미접종군의 Apx 독소의 용혈 억제 능력과 세포독성 억제 

능력 항체 비교

(3) 2차백신 접종 후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 5형와 6형에 대한 항체 형성 능력 

비교

(4) 2차백신 접종 후 백신접종군과 미접종군의 Apx 독소의 용혈 억제 능력과 세포독성 억제 

능력 항체 형성 능력 비교

(5) 2차백신 접종 3주 후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 5형와 6형에 대한 항체 형성 

능력 비교

(6) 2차백신 접종 3주 후 백신접종군과 미접종군의 Apx 독소의 용혈 억제 능력과 세포독성 

억제 능력 항체 형성 능력 비교

(7) 시험 종료 직후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 5형와 6형에 대한 항체 형성 능력 

비교

(8) 시험 종료 직후 백신접종군과 미접종군의 Apx 독소의 용혈 억제 능력과 세포독성 억제 능

력 항체 형성 능력 비교

다. 혈청검사를 통한 마이코플라즈마성 폐렴 감염 시기 조사

 ELISA 검사 방법을 이용하여 국내 양돈장 25곳에서 채취한 주령별 혈청을 이용하여 마이코

플라즈마 감염 여부를 조사하였다. 주령별 혈청은 크게 1주에서 3주령까지는 포유자돈 혈청, 

4주령에서 10주령까지는 이유자돈 혈청, 11주령 이상은 육성비육돈 혈청, 모돈은 산차에 관계

없이 모돈 혈청으로 분류하여 분석하였다.
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제 3 절  결과 와 고찰

1. 연쇄상구균증 및 흉막폐렴 면역학적 검사 방법 개발

가. 응집반응을 이용한 연쇄상구균증 백신에 대한 혈청학적 검사 방법 개발

 Microplate agglutination test(MAT)를 이용하여 혈청 내 항체의 역가를 판별한다. U자 96 

well 플레이트를 준비하여 PBS를 분주하되 가로로 2, 3, 4번째 well에는 240μl를 분주하고, 

첫 번째 well에는 300μl를 분주한다. 그리고 첫 번째 well에 혈청 20μl를 분주하여, 혈청을 

16배 희석시킨다. 희석한 첫 번째 well에서 희석액 80μl를 뽑아 2번째 well에 넣고 섞어 4배 

희석시킨 후, 3, 4번째 well까지 단계적으로 4배씩 희석시켜 4번째 well은 1024배 희석이 되

도록 한다. 다음으로 V자 96well 플레이트를 준비하여 앞서 준비한 혈청 희석액을 60μl씩 같

은 순서로 분주한다. 그리고 각각의 연쇄상구균 혈청형의 항원을 PBS에 같은 탁도로 희석시켜

서 60μl씩 분주한다. 잘 섞은 후, 증발이 되지 않도록 랩 등으로 잘 밀봉하여 55oC 배양기에 

넣고 밤새 반응시킨다. 다음 날, 불빛 아래에서 보았을 때, 응집이 잘 이루어지면 균체, 즉 항

원이 항원-항체 교차반응(cross-link)으로 인해 가라앉지 못하고 전 날과 마찬가지로 고르게 

부유한 채로 있으므로, 플레이트의 바닥에 확실히 균체가 가라앉아 하얀색 점으로 보이기 시작

하는 well의 희석 배수로 항체의 역가를 판별한다. 연쇄상구균 3형, 4형 7형에 대한 항체가를 

쉽게 응집반응을 통하여 측정할 수 있다. 

나. 응집반응을 이용한 흉막폐렴 백신에 대한 혈청학적 검사 방법 개발

 

 Microplate agglutination test(MAT)를 이용하여 혈청 내 항체의 역가를 판별한다. U자 96 

well 플레이트를 준비하여 PBS를 분주하되 가로로 2, 3, 4번째 well에는 240μl를 분주하고, 

첫 번째 well에는 300μl를 분주한다. 그리고 첫 번째 well에 혈청 20μl를 분주하여, 혈청을 

16배 희석시킨다. 희석한 첫 번째 well에서 희석액 80μl를 뽑아 2번째 well에 넣고 섞어 4배 

희석시킨 후, 3, 4번째 well까지 단계적으로 4배씩 희석시켜 4번째 well은 1024배 희석이 되

도록 한다. 다음으로 V자 96well 플레이트를 준비하여 앞서 준비한 혈청 희석액을 60μl씩 같

은 순서로 분주한다. 그리고 각각의 흉막폐렴균 혈청형의 항원을 PBS에 같은 탁도로 희석시켜

서 60μl씩 분주한다. 잘 섞은 후, 증발이 되지 않도록 랩 등으로 잘 밀봉하여 55℃ 배양기에 

넣고 밤새 반응시킨다. 다음 날, 불빛 아래에서 보았을 때, 응집이 잘 이루어지면 균체, 즉 항

원이 항원-항체 교차반응(cross-link)으로 인해 가라앉지 못하고 전 날과 마찬가지로 고르게 

부유한 채로 있으므로, 플레이트의 바닥에 확실히 균체가 가라앉아 하얀색 점으로 보이기 시작

하는 well의 희석 배수로 항체의 역가를 판별한다. 흉막폐렴균 2형, 5형 6형에 대한 항체가를 

쉽게 응집반응을 통하여 측정할 수 있다. 

다. 혈청검사를 통한 마이코플라즈마 폐렴 감염시기 조사결과

 주령별로 각각 5개체씩 의뢰된 자돈 혈청의 마이코플라즈마 ELISA 검사 결과이다. 총 13개
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의 농장에서 의뢰되었다. 카이제곱 통계를 통해 모든 농장을 묶어 양성과 음성만을 비교하였을 

때 6주령은 14주령과 비교했을 때부터 유의성(p=0.001)이 있으므로 14주령부터는 6주령에 비

해 의미 있게 양성 두수가 많다고 볼 수 있습니다. 6주령과 10주령, 10주령과 14주령은 각각 

비교했을 때 유의성이 없었다. 따라서 국내조사를 분석하면 국내 양돈장에서 마이코플라즈마가 

감염되는 시기는 6주령에서 10주령 사이로 분석되었다.

농장

양성 두수

6주령 10주령 14주령 18주령 22주령

A 0 0 3 2 2

B 0 0 0 1 0

C 0 4 4 4 5

D 0 0 0 1 1

E 3 2 4 4 5

F 2 5 3 4 4

G 1 1 1 3 3

H 2 2 1 4 5

I 1 1 5 3 3*

J 1 1 2 3 3

K 0 3 4 4 4

L 0 1 0 0 5

M 1 0 1 5 5

양성 총두수 11 20 28 38 45

총두수 65 65 65 65 66

*: 의뢰된 개체수가 6마리이다.

2. 마이코플라즈마 혈청검사

가. 연쇄상구균 백신에 대한 혈청학적 검사 방법 실시

(1) 연쇄상구균 백신 항체가 측정을 위한 평판 응집반응 개발

 24시간 동안 37oC에서 반응시킨 후 확인한 결과는 다음과 같다.



- 162 -

제 3 절  결과 와 고찰

1. 연쇄상구균증 및 흉막폐렴 면역학적 검사 방법 개발

가. 응집반응을 이용한 연쇄상구균증 백신에 대한 혈청학적 검사 방법 개발

 Microplate agglutination test(MAT)를 이용하여 혈청 내 항체의 역가를 판별한다. U자 96 

well 플레이트를 준비하여 PBS를 분주하되 가로로 2, 3, 4번째 well에는 240μl를 분주하고, 

첫 번째 well에는 300μl를 분주한다. 그리고 첫 번째 well에 혈청 20μl를 분주하여, 혈청을 

16배 희석시킨다. 희석한 첫 번째 well에서 희석액 80μl를 뽑아 2번째 well에 넣고 섞어 4배 

희석시킨 후, 3, 4번째 well까지 단계적으로 4배씩 희석시켜 4번째 well은 1024배 희석이 되

도록 한다. 다음으로 V자 96well 플레이트를 준비하여 앞서 준비한 혈청 희석액을 60μl씩 같

은 순서로 분주한다. 그리고 각각의 연쇄상구균 혈청형의 항원을 PBS에 같은 탁도로 희석시켜

서 60μl씩 분주한다. 잘 섞은 후, 증발이 되지 않도록 랩 등으로 잘 밀봉하여 55oC 배양기에 

넣고 밤새 반응시킨다. 다음 날, 불빛 아래에서 보았을 때, 응집이 잘 이루어지면 균체, 즉 항

원이 항원-항체 교차반응(cross-link)으로 인해 가라앉지 못하고 전 날과 마찬가지로 고르게 

부유한 채로 있으므로, 플레이트의 바닥에 확실히 균체가 가라앉아 하얀색 점으로 보이기 시작

하는 well의 희석 배수로 항체의 역가를 판별한다. 연쇄상구균 3형, 4형 7형에 대한 항체가를 

쉽게 응집반응을 통하여 측정할 수 있다. 

나. 응집반응을 이용한 흉막폐렴 백신에 대한 혈청학적 검사 방법 개발

 

 Microplate agglutination test(MAT)를 이용하여 혈청 내 항체의 역가를 판별한다. U자 96 

well 플레이트를 준비하여 PBS를 분주하되 가로로 2, 3, 4번째 well에는 240μl를 분주하고, 

첫 번째 well에는 300μl를 분주한다. 그리고 첫 번째 well에 혈청 20μl를 분주하여, 혈청을 

16배 희석시킨다. 희석한 첫 번째 well에서 희석액 80μl를 뽑아 2번째 well에 넣고 섞어 4배 

희석시킨 후, 3, 4번째 well까지 단계적으로 4배씩 희석시켜 4번째 well은 1024배 희석이 되

도록 한다. 다음으로 V자 96well 플레이트를 준비하여 앞서 준비한 혈청 희석액을 60μl씩 같

은 순서로 분주한다. 그리고 각각의 흉막폐렴균 혈청형의 항원을 PBS에 같은 탁도로 희석시켜

서 60μl씩 분주한다. 잘 섞은 후, 증발이 되지 않도록 랩 등으로 잘 밀봉하여 55℃ 배양기에 

넣고 밤새 반응시킨다. 다음 날, 불빛 아래에서 보았을 때, 응집이 잘 이루어지면 균체, 즉 항

원이 항원-항체 교차반응(cross-link)으로 인해 가라앉지 못하고 전 날과 마찬가지로 고르게 

부유한 채로 있으므로, 플레이트의 바닥에 확실히 균체가 가라앉아 하얀색 점으로 보이기 시작

하는 well의 희석 배수로 항체의 역가를 판별한다. 흉막폐렴균 2형, 5형 6형에 대한 항체가를 

쉽게 응집반응을 통하여 측정할 수 있다. 

다. 혈청검사를 통한 마이코플라즈마 폐렴 감염시기 조사결과

 주령별로 각각 5개체씩 의뢰된 자돈 혈청의 마이코플라즈마 ELISA 검사 결과이다. 총 13개
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의 농장에서 의뢰되었다. 카이제곱 통계를 통해 모든 농장을 묶어 양성과 음성만을 비교하였을 

때 6주령은 14주령과 비교했을 때부터 유의성(p=0.001)이 있으므로 14주령부터는 6주령에 비

해 의미 있게 양성 두수가 많다고 볼 수 있습니다. 6주령과 10주령, 10주령과 14주령은 각각 

비교했을 때 유의성이 없었다. 따라서 국내조사를 분석하면 국내 양돈장에서 마이코플라즈마가 

감염되는 시기는 6주령에서 10주령 사이로 분석되었다.

농장

양성 두수

6주령 10주령 14주령 18주령 22주령

A 0 0 3 2 2

B 0 0 0 1 0

C 0 4 4 4 5

D 0 0 0 1 1

E 3 2 4 4 5

F 2 5 3 4 4

G 1 1 1 3 3

H 2 2 1 4 5

I 1 1 5 3 3*

J 1 1 2 3 3

K 0 3 4 4 4

L 0 1 0 0 5

M 1 0 1 5 5

양성 총두수 11 20 28 38 45

총두수 65 65 65 65 66

*: 의뢰된 개체수가 6마리이다.

2. 마이코플라즈마 혈청검사

가. 연쇄상구균 백신에 대한 혈청학적 검사 방법 실시

(1) 연쇄상구균 백신 항체가 측정을 위한 평판 응집반응 개발

 24시간 동안 37oC에서 반응시킨 후 확인한 결과는 다음과 같다.
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A: 연쇄상구균 항체 양성

B: 연쇄상구균 항체 음성

(2) 평판 응집반응을 이용한 연쇄상구균 항체 측정 검사

 분석 결과, 대부분의 주령 대에서 충분한 방어능력을 가지고 있지 못했으며, 2개 농장만이 2, 

3, 4형 3개 혈청형에 대해서 전 주령 대에서 항체가 확인되지 않았다.

항체가

혈청형 농장번호 포유자돈 이유자돈 육성돈 모돈

2

1 1:4 1:8 1:32 1:32

2 1:8 1:32 1:64 ⁃
3 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃
4 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃
5 ⁃ ⁃ ⁃ 1:32

6 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃
7 1:4 1:8 1:32 1:64

8 1:8 1:16 1:32 1:32

9 ⁃ 1:16 ⁃ 1:32

10 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃

3

1 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃
2 1:4 1:8 1:32 1:64

3 ⁃ 1:8 1:32 1:32

4 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃
5 1:2 1:16 1:32 1:32

6 1:4 ⁃ 1:8 1:32

7 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃
8 ⁃ ⁃ ⁃ 1:16

9 1:4 1:16 1:16 1:32

10 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃

4

1 ⁃ ⁃ ⁃ 1:32

2 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃
3 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃
4 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃
5 ⁃ 1:16 1:16 1:32

6 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃
7 1:4 1:16 1:64 1:64

8 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃
9 1:8 1:8 1:32 1:32

10 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃

나. 흉막폐렴 백신에 대한 혈청학적 검사 방법 실시

(1) Apx 독소의 용혈 활성도 검사 방법 확립

 실험은 3번 반복하였으며 그 결과, 3번 모두 32배 희석량까지 용혈 반응을 나타내었다.
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(2) 용혈 억제 반응을 통한 Apx 항체의 역가 측정

 

 용혈 억제 반응을 통한 Apx 항체가의 결과는 아래의 표에 정리되어 있다. 국내 혈청 검사에

서는 용혈 억제 항체 수준은 거의 1:8로 낮게 나왔다.

농장번호 모돈 후보돈 6주령 10주령 14주령 18주령 22주령

1 ⁃ ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

2 1:8 ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 ⁃
3 1:8 ⁃ 1:8 1:8 1:8 ⁃ ⁃
4 ⁃ ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

5 1:8 ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

6 ⁃ ⁃ 1:8 1:8 ⁃ ⁃ ⁃
7 ⁃ ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

8 1:8 ⁃ 1:8 1:8 1:8 ⁃ ⁃
9 ⁃ ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

10 1:8 ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

11 1:8 ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 ⁃
12 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 ⁃
13 1:8 1:8 ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8

14 ⁃ ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

15 ⁃ ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

16 ⁃ ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

17 ⁃ ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

18 ⁃ ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

19 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

20 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

21 ⁃ ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

22 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 ⁃
23 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

24 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 ⁃ ⁃
25 1:8 ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

검사두수 76 35 120 125 120 105 85

평균 

항체가
1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

(3) 세포 독성 억제 반응을 통한 Apx 항체의 역가 측정

 Apx 항체의 역가측정의 결과는 아래 표와 같이 모돈 및 후보돈의 경우 항체수준이 
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A: 연쇄상구균 항체 양성

B: 연쇄상구균 항체 음성

(2) 평판 응집반응을 이용한 연쇄상구균 항체 측정 검사

 분석 결과, 대부분의 주령 대에서 충분한 방어능력을 가지고 있지 못했으며, 2개 농장만이 2, 

3, 4형 3개 혈청형에 대해서 전 주령 대에서 항체가 확인되지 않았다.

항체가

혈청형 농장번호 포유자돈 이유자돈 육성돈 모돈

2

1 1:4 1:8 1:32 1:32

2 1:8 1:32 1:64 ⁃
3 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃
4 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃
5 ⁃ ⁃ ⁃ 1:32

6 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃
7 1:4 1:8 1:32 1:64

8 1:8 1:16 1:32 1:32

9 ⁃ 1:16 ⁃ 1:32

10 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃

3

1 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃
2 1:4 1:8 1:32 1:64

3 ⁃ 1:8 1:32 1:32

4 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃
5 1:2 1:16 1:32 1:32

6 1:4 ⁃ 1:8 1:32

7 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃
8 ⁃ ⁃ ⁃ 1:16

9 1:4 1:16 1:16 1:32

10 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃

4

1 ⁃ ⁃ ⁃ 1:32

2 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃
3 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃
4 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃
5 ⁃ 1:16 1:16 1:32

6 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃
7 1:4 1:16 1:64 1:64

8 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃
9 1:8 1:8 1:32 1:32

10 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃

나. 흉막폐렴 백신에 대한 혈청학적 검사 방법 실시

(1) Apx 독소의 용혈 활성도 검사 방법 확립

 실험은 3번 반복하였으며 그 결과, 3번 모두 32배 희석량까지 용혈 반응을 나타내었다.
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(2) 용혈 억제 반응을 통한 Apx 항체의 역가 측정

 

 용혈 억제 반응을 통한 Apx 항체가의 결과는 아래의 표에 정리되어 있다. 국내 혈청 검사에

서는 용혈 억제 항체 수준은 거의 1:8로 낮게 나왔다.

농장번호 모돈 후보돈 6주령 10주령 14주령 18주령 22주령

1 ⁃ ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

2 1:8 ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 ⁃
3 1:8 ⁃ 1:8 1:8 1:8 ⁃ ⁃
4 ⁃ ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

5 1:8 ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

6 ⁃ ⁃ 1:8 1:8 ⁃ ⁃ ⁃
7 ⁃ ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

8 1:8 ⁃ 1:8 1:8 1:8 ⁃ ⁃
9 ⁃ ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

10 1:8 ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

11 1:8 ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 ⁃
12 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 ⁃
13 1:8 1:8 ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8

14 ⁃ ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

15 ⁃ ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

16 ⁃ ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

17 ⁃ ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

18 ⁃ ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

19 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

20 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

21 ⁃ ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

22 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 ⁃
23 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

24 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 ⁃ ⁃
25 1:8 ⁃ 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

검사두수 76 35 120 125 120 105 85

평균 

항체가
1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

(3) 세포 독성 억제 반응을 통한 Apx 항체의 역가 측정

 Apx 항체의 역가측정의 결과는 아래 표와 같이 모돈 및 후보돈의 경우 항체수준이 
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1:64-1:32 로 높게 나왔고, 주령별 항체역가의 경우, 생후 6주에서 22주까지의 결과는 주령이 

늘어감에 따라 항체역가가 올라가는 것을 알 수 있다.

 

농장번호 모돈 후보돈 6주령 10주령 14주령 18주령 22주령

1 ⁃ ⁃ 1:16 1:16 1:32 1:32 1:32

2 1:64 ⁃ 1:16 1:16 1:16 1:16 ⁃
3 1:64 ⁃ 1:16 1:16 1:32 ⁃ ⁃
4 ⁃ ⁃ 1:16 1:16 1:16 1:16 1:32

5 1:32 ⁃ 1:32 1:16 1:16 1:16 1:32

6 ⁃ ⁃ 1:16 1:16 ⁃ ⁃ ⁃
7 ⁃ ⁃ 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16

8 1:32 ⁃ 1:16 1:16 1:16 ⁃ ⁃
9 ⁃ ⁃ 1:8 1:16 1:16 1:16 1:32

10 1:32 ⁃ 1:16 1:16 1:64 1:32 1:16

11 1:64 ⁃ 1:8 1:16 1:16 1:16 ⁃
12 1:64 1:64 1:16 1:16 1:32 1:64 ⁃
13 1:64 1:32 ⁃ 1:16 1:32 1:16 1:16

14 ⁃ ⁃ 1:32 1:16 1:32 1:32 1:32

15 ⁃ ⁃ 1:16 1:32 1:32 1:32 1:64

16 ⁃ ⁃ 1:16 1:32 1:32 1:64 1:128

17 ⁃ ⁃ 1:16 1:32 1:32 1:64 1:64

18 ⁃ ⁃ 1:32 1:32 1:16 1:32 1:16

19 1:64 1:64 1:32 1:32 1:64 1:64 1:32

20 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16

21 ⁃ ⁃ 1:16 1:16 1:32 1:32 1:64

22 1:32 1:32 1:16 1:16 1:16 1:32 ⁃
23 1:32 1:32 1:16 1:16 1:16 1:32 1:16

24 1:32 1:32 1:16 1:16 1:32 ⁃ ⁃
25 1:64 ⁃ 1:32 1:16 1:32 1:32 1:16

검사 

혈청수
76 35 120 125 120 105 85

평균 

항체가
1:64 1:32 1:16 1:16 1:32 1:32 1:64

  

다. 혈청검사를 통한 마이코플라즈마성 폐렴 감염 시기 조사

 모돈, 후보돈의 경우, 거의 대부분 양성으로 항체를 가지고 있으며, 생후 6주에서 22주까지는 

주령이 증가됨에 따라 10주령 이후 급격히 항체가가 높아지는 경향을 보였다.
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농장 모돈 후보돈 6주령 10주령 14주령 18주령 22주령

1 ⁃ ⁃ 2/5 2/5 2/5 4/5 5/5

2 5/5 ⁃ 2/5 1/5 3/5 4/5 ⁃
3 5/5 ⁃ 2/5 1/5 4/5 ⁃ ⁃
4 ⁃ ⁃ 0/5 2/5 2/5 2/5 5/5

5 5/5 ⁃ 5/5 3/5 2/5 3/5 5/5

6 ⁃ ⁃ 3/5 1/5 3/5 3/5 5/5

7 ⁃ ⁃ 2/5 3/5 0/5 1/5 2/5

8 5/5 ⁃ 1/5 1/5 3/5 ⁃ ⁃
9 ⁃ ⁃ 2/5 3/5 1/5 1/5 4/5

10 5/5 ⁃ 3/5 4/5 5/5 3/5 4/5

11 5/5 ⁃ 4/5 1/5 2/5 1/5 ⁃
12 4/4 4/4 4/5 5/5 5/5 4/5 ⁃
13 5/5 6/6 4/5 4/5 5/5 5/5 5/5

14 ⁃ ⁃ 5/5 5/5 4/5 5/5 5/5

15 ⁃ ⁃ 3/5 4/5 2/5 1/5 5/5

16 ⁃ ⁃ 0/5 1/5 0/5 5/5 5/5

17 ⁃ ⁃ 5/5 5/5 4/5 5/5 5/5

18 ⁃ ⁃ 4/5 4/5 3/5 4/5 5/5

19 5/5 5/5 2/5 4/5 5/5 5/5 5/5

20 5/5 3/5 2/5 3/5 3/5 3/5 5/5

21 ⁃ ⁃ 2/5 2/5 2/5 5/5 4/5

22 5/5 5/5 2/5 2/5 2/5 3/5 ⁃
23 2/5 1/5 4/5 4/5 3/5 3/5 4/5

24 10/12 5/5 2/5 3/5 4/5 ⁃ ⁃
25 5/5 ⁃ 3/5 4/5 5/5 5/5 5/5

감염 합계 71/76 29/35 68/120 72/125 77/120 75/105 83/85

감염률 0.93 0.83 0.57 0.58 0.64 0.71 0.97

 

3. 연쇄상구균증 및 흉막폐렴 면역학적 검사

가. 혈청학적 검사 방법을 통한 연쇄상구균증 감염 시기 조사결과

(1) 연쇄상구균증(다발성 장막염)을 유발하는 연쇄상구균 혈청형 2형 감염 시기 조사결과

 조사 결과, 4주령부터 감염율이 2배 가량 증가함을 확인할 수 있다.

농장 1주령 2주령 3주령 4주령 5주령 6주령 7주령 8주령 9주령 10주령

1 ⁃ 1/5 1/5 2/5 ⁃ 2/5 3/5 3/5 ⁃ 2/5

2 1/5 1/5 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃ 1/5 2/5 2/5 ⁃
3 ⁃ 0/5 0/5 2/5 4/5 3/5 ⁃ ⁃ 3/5 3/5

4 1/5 2/5 1/5 3/5 ⁃ 3/5 ⁃ 4/5 3/5 ⁃
5 2/5 1/5 2/5 ⁃ 3/5 2/5 4/5 5/5 4/5 5/5

6 0/5 2/5 3/5 3/5 ⁃ 3/5 ⁃ 2/5 2/5 3/5

감염합계 4/20 7/30 7/25 10/20 7/10 13/25 8/15 16/25 14/25 13/20

감염율 0.20 0.23 0.28 0.50 0.70 0.52 0.53 0.64 0.56 0.65
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1:64-1:32 로 높게 나왔고, 주령별 항체역가의 경우, 생후 6주에서 22주까지의 결과는 주령이 

늘어감에 따라 항체역가가 올라가는 것을 알 수 있다.

 

농장번호 모돈 후보돈 6주령 10주령 14주령 18주령 22주령

1 ⁃ ⁃ 1:16 1:16 1:32 1:32 1:32

2 1:64 ⁃ 1:16 1:16 1:16 1:16 ⁃
3 1:64 ⁃ 1:16 1:16 1:32 ⁃ ⁃
4 ⁃ ⁃ 1:16 1:16 1:16 1:16 1:32

5 1:32 ⁃ 1:32 1:16 1:16 1:16 1:32

6 ⁃ ⁃ 1:16 1:16 ⁃ ⁃ ⁃
7 ⁃ ⁃ 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16

8 1:32 ⁃ 1:16 1:16 1:16 ⁃ ⁃
9 ⁃ ⁃ 1:8 1:16 1:16 1:16 1:32

10 1:32 ⁃ 1:16 1:16 1:64 1:32 1:16

11 1:64 ⁃ 1:8 1:16 1:16 1:16 ⁃
12 1:64 1:64 1:16 1:16 1:32 1:64 ⁃
13 1:64 1:32 ⁃ 1:16 1:32 1:16 1:16

14 ⁃ ⁃ 1:32 1:16 1:32 1:32 1:32

15 ⁃ ⁃ 1:16 1:32 1:32 1:32 1:64

16 ⁃ ⁃ 1:16 1:32 1:32 1:64 1:128

17 ⁃ ⁃ 1:16 1:32 1:32 1:64 1:64

18 ⁃ ⁃ 1:32 1:32 1:16 1:32 1:16

19 1:64 1:64 1:32 1:32 1:64 1:64 1:32

20 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16

21 ⁃ ⁃ 1:16 1:16 1:32 1:32 1:64

22 1:32 1:32 1:16 1:16 1:16 1:32 ⁃
23 1:32 1:32 1:16 1:16 1:16 1:32 1:16

24 1:32 1:32 1:16 1:16 1:32 ⁃ ⁃
25 1:64 ⁃ 1:32 1:16 1:32 1:32 1:16

검사 

혈청수
76 35 120 125 120 105 85

평균 

항체가
1:64 1:32 1:16 1:16 1:32 1:32 1:64

  

다. 혈청검사를 통한 마이코플라즈마성 폐렴 감염 시기 조사

 모돈, 후보돈의 경우, 거의 대부분 양성으로 항체를 가지고 있으며, 생후 6주에서 22주까지는 

주령이 증가됨에 따라 10주령 이후 급격히 항체가가 높아지는 경향을 보였다.
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농장 모돈 후보돈 6주령 10주령 14주령 18주령 22주령

1 ⁃ ⁃ 2/5 2/5 2/5 4/5 5/5

2 5/5 ⁃ 2/5 1/5 3/5 4/5 ⁃
3 5/5 ⁃ 2/5 1/5 4/5 ⁃ ⁃
4 ⁃ ⁃ 0/5 2/5 2/5 2/5 5/5

5 5/5 ⁃ 5/5 3/5 2/5 3/5 5/5

6 ⁃ ⁃ 3/5 1/5 3/5 3/5 5/5

7 ⁃ ⁃ 2/5 3/5 0/5 1/5 2/5

8 5/5 ⁃ 1/5 1/5 3/5 ⁃ ⁃
9 ⁃ ⁃ 2/5 3/5 1/5 1/5 4/5

10 5/5 ⁃ 3/5 4/5 5/5 3/5 4/5

11 5/5 ⁃ 4/5 1/5 2/5 1/5 ⁃
12 4/4 4/4 4/5 5/5 5/5 4/5 ⁃
13 5/5 6/6 4/5 4/5 5/5 5/5 5/5

14 ⁃ ⁃ 5/5 5/5 4/5 5/5 5/5

15 ⁃ ⁃ 3/5 4/5 2/5 1/5 5/5

16 ⁃ ⁃ 0/5 1/5 0/5 5/5 5/5

17 ⁃ ⁃ 5/5 5/5 4/5 5/5 5/5

18 ⁃ ⁃ 4/5 4/5 3/5 4/5 5/5

19 5/5 5/5 2/5 4/5 5/5 5/5 5/5

20 5/5 3/5 2/5 3/5 3/5 3/5 5/5

21 ⁃ ⁃ 2/5 2/5 2/5 5/5 4/5

22 5/5 5/5 2/5 2/5 2/5 3/5 ⁃
23 2/5 1/5 4/5 4/5 3/5 3/5 4/5

24 10/12 5/5 2/5 3/5 4/5 ⁃ ⁃
25 5/5 ⁃ 3/5 4/5 5/5 5/5 5/5

감염 합계 71/76 29/35 68/120 72/125 77/120 75/105 83/85

감염률 0.93 0.83 0.57 0.58 0.64 0.71 0.97

 

3. 연쇄상구균증 및 흉막폐렴 면역학적 검사

가. 혈청학적 검사 방법을 통한 연쇄상구균증 감염 시기 조사결과

(1) 연쇄상구균증(다발성 장막염)을 유발하는 연쇄상구균 혈청형 2형 감염 시기 조사결과

 조사 결과, 4주령부터 감염율이 2배 가량 증가함을 확인할 수 있다.

농장 1주령 2주령 3주령 4주령 5주령 6주령 7주령 8주령 9주령 10주령

1 ⁃ 1/5 1/5 2/5 ⁃ 2/5 3/5 3/5 ⁃ 2/5

2 1/5 1/5 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃ 1/5 2/5 2/5 ⁃
3 ⁃ 0/5 0/5 2/5 4/5 3/5 ⁃ ⁃ 3/5 3/5

4 1/5 2/5 1/5 3/5 ⁃ 3/5 ⁃ 4/5 3/5 ⁃
5 2/5 1/5 2/5 ⁃ 3/5 2/5 4/5 5/5 4/5 5/5

6 0/5 2/5 3/5 3/5 ⁃ 3/5 ⁃ 2/5 2/5 3/5

감염합계 4/20 7/30 7/25 10/20 7/10 13/25 8/15 16/25 14/25 13/20

감염율 0.20 0.23 0.28 0.50 0.70 0.52 0.53 0.64 0.56 0.65
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(2) 연쇄상구균증(다발성 장막염)을 유발하는 연쇄상구균 혈청형 3형 감염 시기 조사결과

 조사 결과, 1주령부터 시작하여 3주령까지 감염율이 점차 증가함을 확인할 수 있다.

농장 1주령 2주령 3주령 4주령 5주령 6주령 7주령 8주령 9주령 10주령

1 ⁃ 1/5 2/5 4/5 ⁃ 3/5 3/5 4/5 ⁃ 3/5

2 2/5 3/5 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃ 2/5 2/5 3/5 ⁃
3 ⁃ 1/5 3/5 3/5 4/5 3/5 ⁃ ⁃ 2/5 5/5

4 3/5 2/5 4/5 5/5 ⁃ 4/5 ⁃ 5/5 4/5 ⁃
5 2/5 3/5 4/5 ⁃ 3/5 4/5 3/5 5/5 5/5 3/5

6 0/5 2/5 3/5 3/5 ⁃ 5/5 ⁃ 3/5 3/5 1/5

감염합계 7/20 12/30 16/25 15/20 7/10 19/25 8/15 19/25 17/25 12/20

감염율 0.35 0.40 0.64 0.75 0.70 0.76 0.53 0.76 0.68 0.60

(3) 연쇄상구균증(다발성 장막염)을 유발하는 연쇄상구균혈청형 4형 감염 시기 조사결과

 조사 결과, 3주령부터 감염율이 2배 가량 증가함을 확인할 수 있다.

농장 1주령 2주령 3주령 4주령 5주령 6주령 7주령 8주령 9주령 10주령

1 ⁃ 0/5 2/5 1/5 ⁃ 2/5 2/5 3/5 ⁃ 1/5

2 1/5 2/5 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃ 3/5 4/5 2/5 ⁃
3 ⁃ 1/5 2/5 2/5 1/5 3/5 ⁃ ⁃ 3/5 4/5

4 0/5 1/5 1/5 3/5 ⁃ 2/5 ⁃ 2/5 1/5 ⁃
5 0/5 0/5 1/5 ⁃ 2/5 1/5 1/5 2/5 3/5 3/5

6 1/5 1/5 2/5 1/5 ⁃ 0/5 ⁃ 1/5 0/5 3/5

감염합계 2/20 5/30 8/25 8/20 3/10 8/25 6/15 12/25 9/25 11/20

감염율 0.10 0.16 0.32 0.40 0.30 0.32 0.40 0.48 0.36 0.55

나. 혈청학적 검사 방법을 통한 흉막폐렴균 감염 시기 조사결과

(1) 흉막폐렴을 유발하는 흉막폐렴균 혈청형 2형 감염 시기 조사결과

 조사 결과, 주령별로 차이가 보이지 않으며, 이는 농장 내 백신 사용에 의한 영향으로 추측된

다.

농장 1주령 2주령 3주령 4주령 5주령 6주령 7주령 8주령 9주령 10주령

1 ⁃ 4/5 4/5 3/5 ⁃ 3/5 5/5 5/5 ⁃ 4/5

2 5/5 5/5 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃ 5/5 2/5 3/5 ⁃
3 ⁃ 5/5 5/5 2/5 5/5 4/5 ⁃ ⁃ 5/5 5/5

4 5/5 5/5 5/5 5/5 ⁃ 5/5 ⁃ 5/5 5/5 ⁃
5 3/5 3/5 4/5 ⁃ 5/5 5/5 5/5 5/5 4/5 5/5

6 2/5 2/5 5/5 3/5 ⁃ 3/5 ⁃ 5/5 5/5 2/5

감염합계 15/20 24/30 23/25 13/20 10/10 20/25 15/15 22/25 22/25 16/20

감염율 0.75 0.80 0.92 0.65 1.00 0.80 1.00 0.88 0.88 0.80

(2) 흉막폐렴을 유발하는 흉막폐렴균 혈청형 5형 감염 시기 조사결과

 조사결과 9주령부터 감염율이 2배 가량 증가함을 확인할 수 있다.

- 169 -

농장 1주령 2주령 3주령 4주령 5주령 6주령 7주령 8주령 9주령 10주령

1 ⁃ 2/5 0/5 1/5 ⁃ 1/5 1/5 0/5 ⁃ 3/5

2 5/5 2/5 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃ 2/5 3/5 2/5 ⁃
3 ⁃ 3/5 1/5 1/5 1/5 2/5 ⁃ ⁃ 3/5 3/5

4 2/5 1/5 4/5 2/5 ⁃ 3/5 ⁃ 2/5 4/5 ⁃
5 0/5 0/5 0/5 ⁃ 1/5 4/5 0/5 1/5 3/5 2/5

6 0/5 2/5 2/5 2/5 ⁃ 1/5 ⁃ 2/5 3/5 1/5

감염합계 7/20 10/30 7/25 6/20 2/10 11/25 3/15 8/25 15/25 9/20

감염율 0.35 0.33 0.28 0.30 0.20 0.55 0.20 0.32 0.60 0.45

(3) 흉막폐렴을 유발하는 흉막폐렴균 혈청형 6형 감염 시기 조사결과

 조사결과 8주령부터 감염율이 2배 가량 증가함을 확인할 수 있다.

 

농장 1주령 2주령 3주령 4주령 5주령 6주령 7주령 8주령 9주령 10주령

1 ⁃ 0/5 0/5 1/5 ⁃ 0/5 1/5 1/5 ⁃ 1/5

2 0/5 0/5 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃ 1/5 3/5 2/5 ⁃
3 ⁃ 1/5 1/5 1/5 0/5 2/5 ⁃ ⁃ 1/5 2/5

4 1/5 1/5 1/5 0/5 ⁃ 0/5 ⁃ 2/5 3/5 ⁃
5 0/5 0/5 0/5 ⁃ 0/5 1/5 0/5 1/5 3/5 2/5

6 0/5 0/5 0/5 1/5 ⁃ 2/5 ⁃ 2/5 1/5 3/5

감염합계 1/20 2/30 2/25 3/20 0/10 5/25 2/15 9/25 10/25 8/20

감염율 0.05 0.07 0.08 0.15 0.00 0.20 0.13 0.36 0.40 0.40

다. 혈청검사를 통한 마이코플라즈마성 폐렴 감염 시기 조사 결과

(1) 돼지 써코바이러스 (PCV2) 감염 농장에서의 마이코플라즈마 감염율 및 감염 시기 실태 조

사결과

 조사결과 9주령부터 감염율이 2배 가량 증가함을 확인할 수 있다. 

농장 1주령 2주령 3주령 4주령 5주령 6주령 7주령 8주령 9주령 10주령

1 0/10 0/6 0/1 0/9 0/3 3/11 2/4 0/3 6/7 8/13

2 ⁃ ⁃ 6/20 ⁃ 3/16 1/10 0/8 ⁃ 4/13 4/10

3 1/5 1/5 1/14 4/5 0/10 2/5 1/9 ⁃ 4/9 8/10

4 ⁃ ⁃ 3/15 2/5 1/5 1/10 6/10 ⁃ 7/11 8/10

5 1/5 0/2 1/13 ⁃ 0/5 4/17 0/2 0/3 4/10 6/8

6 ⁃ ⁃ 0/15 ⁃ ⁃ 4/20 2/5 1/5 5/10 3/5

7 ⁃ 0/4 2/9 0/7 ⁃ 3/12 1/3 1/3 1/5 6/8

8 ⁃ ⁃ 2/16 1/6 ⁃ 2/13 0/3 ⁃ 2/3 8/16

9 2/8 ⁃ 0/8 1/5 2/3 0/5 1/2 3/5 1/2 3/5

10 3/15 ⁃ 5/14 6/14 3/5 3/10 2/10 ⁃ 4/10 4/15

감염합계 7/45 1/21 20/125 14/51 9/47 23/113 15/56 5/19 38/80 59/100

감염율 0.16 0.05 0.16 0.27 0.19 0.20 0.27 0.26 0.48 0.59

(2) 돼지 생식기 호흡기 증후군 바이러스(PRRSV) 감염 농장에서의 마이코플라즈마 감염율 및 

감염 시기 실태 조사결과
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(2) 연쇄상구균증(다발성 장막염)을 유발하는 연쇄상구균 혈청형 3형 감염 시기 조사결과

 조사 결과, 1주령부터 시작하여 3주령까지 감염율이 점차 증가함을 확인할 수 있다.

농장 1주령 2주령 3주령 4주령 5주령 6주령 7주령 8주령 9주령 10주령

1 ⁃ 1/5 2/5 4/5 ⁃ 3/5 3/5 4/5 ⁃ 3/5

2 2/5 3/5 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃ 2/5 2/5 3/5 ⁃
3 ⁃ 1/5 3/5 3/5 4/5 3/5 ⁃ ⁃ 2/5 5/5

4 3/5 2/5 4/5 5/5 ⁃ 4/5 ⁃ 5/5 4/5 ⁃
5 2/5 3/5 4/5 ⁃ 3/5 4/5 3/5 5/5 5/5 3/5

6 0/5 2/5 3/5 3/5 ⁃ 5/5 ⁃ 3/5 3/5 1/5

감염합계 7/20 12/30 16/25 15/20 7/10 19/25 8/15 19/25 17/25 12/20

감염율 0.35 0.40 0.64 0.75 0.70 0.76 0.53 0.76 0.68 0.60

(3) 연쇄상구균증(다발성 장막염)을 유발하는 연쇄상구균혈청형 4형 감염 시기 조사결과

 조사 결과, 3주령부터 감염율이 2배 가량 증가함을 확인할 수 있다.

농장 1주령 2주령 3주령 4주령 5주령 6주령 7주령 8주령 9주령 10주령

1 ⁃ 0/5 2/5 1/5 ⁃ 2/5 2/5 3/5 ⁃ 1/5

2 1/5 2/5 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃ 3/5 4/5 2/5 ⁃
3 ⁃ 1/5 2/5 2/5 1/5 3/5 ⁃ ⁃ 3/5 4/5

4 0/5 1/5 1/5 3/5 ⁃ 2/5 ⁃ 2/5 1/5 ⁃
5 0/5 0/5 1/5 ⁃ 2/5 1/5 1/5 2/5 3/5 3/5

6 1/5 1/5 2/5 1/5 ⁃ 0/5 ⁃ 1/5 0/5 3/5

감염합계 2/20 5/30 8/25 8/20 3/10 8/25 6/15 12/25 9/25 11/20

감염율 0.10 0.16 0.32 0.40 0.30 0.32 0.40 0.48 0.36 0.55

나. 혈청학적 검사 방법을 통한 흉막폐렴균 감염 시기 조사결과

(1) 흉막폐렴을 유발하는 흉막폐렴균 혈청형 2형 감염 시기 조사결과

 조사 결과, 주령별로 차이가 보이지 않으며, 이는 농장 내 백신 사용에 의한 영향으로 추측된

다.

농장 1주령 2주령 3주령 4주령 5주령 6주령 7주령 8주령 9주령 10주령

1 ⁃ 4/5 4/5 3/5 ⁃ 3/5 5/5 5/5 ⁃ 4/5

2 5/5 5/5 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃ 5/5 2/5 3/5 ⁃
3 ⁃ 5/5 5/5 2/5 5/5 4/5 ⁃ ⁃ 5/5 5/5

4 5/5 5/5 5/5 5/5 ⁃ 5/5 ⁃ 5/5 5/5 ⁃
5 3/5 3/5 4/5 ⁃ 5/5 5/5 5/5 5/5 4/5 5/5

6 2/5 2/5 5/5 3/5 ⁃ 3/5 ⁃ 5/5 5/5 2/5

감염합계 15/20 24/30 23/25 13/20 10/10 20/25 15/15 22/25 22/25 16/20

감염율 0.75 0.80 0.92 0.65 1.00 0.80 1.00 0.88 0.88 0.80

(2) 흉막폐렴을 유발하는 흉막폐렴균 혈청형 5형 감염 시기 조사결과

 조사결과 9주령부터 감염율이 2배 가량 증가함을 확인할 수 있다.
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농장 1주령 2주령 3주령 4주령 5주령 6주령 7주령 8주령 9주령 10주령

1 ⁃ 2/5 0/5 1/5 ⁃ 1/5 1/5 0/5 ⁃ 3/5

2 5/5 2/5 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃ 2/5 3/5 2/5 ⁃
3 ⁃ 3/5 1/5 1/5 1/5 2/5 ⁃ ⁃ 3/5 3/5

4 2/5 1/5 4/5 2/5 ⁃ 3/5 ⁃ 2/5 4/5 ⁃
5 0/5 0/5 0/5 ⁃ 1/5 4/5 0/5 1/5 3/5 2/5

6 0/5 2/5 2/5 2/5 ⁃ 1/5 ⁃ 2/5 3/5 1/5

감염합계 7/20 10/30 7/25 6/20 2/10 11/25 3/15 8/25 15/25 9/20

감염율 0.35 0.33 0.28 0.30 0.20 0.55 0.20 0.32 0.60 0.45

(3) 흉막폐렴을 유발하는 흉막폐렴균 혈청형 6형 감염 시기 조사결과

 조사결과 8주령부터 감염율이 2배 가량 증가함을 확인할 수 있다.

 

농장 1주령 2주령 3주령 4주령 5주령 6주령 7주령 8주령 9주령 10주령

1 ⁃ 0/5 0/5 1/5 ⁃ 0/5 1/5 1/5 ⁃ 1/5

2 0/5 0/5 ⁃ ⁃ ⁃ ⁃ 1/5 3/5 2/5 ⁃
3 ⁃ 1/5 1/5 1/5 0/5 2/5 ⁃ ⁃ 1/5 2/5

4 1/5 1/5 1/5 0/5 ⁃ 0/5 ⁃ 2/5 3/5 ⁃
5 0/5 0/5 0/5 ⁃ 0/5 1/5 0/5 1/5 3/5 2/5

6 0/5 0/5 0/5 1/5 ⁃ 2/5 ⁃ 2/5 1/5 3/5

감염합계 1/20 2/30 2/25 3/20 0/10 5/25 2/15 9/25 10/25 8/20

감염율 0.05 0.07 0.08 0.15 0.00 0.20 0.13 0.36 0.40 0.40

다. 혈청검사를 통한 마이코플라즈마성 폐렴 감염 시기 조사 결과

(1) 돼지 써코바이러스 (PCV2) 감염 농장에서의 마이코플라즈마 감염율 및 감염 시기 실태 조

사결과

 조사결과 9주령부터 감염율이 2배 가량 증가함을 확인할 수 있다. 

농장 1주령 2주령 3주령 4주령 5주령 6주령 7주령 8주령 9주령 10주령

1 0/10 0/6 0/1 0/9 0/3 3/11 2/4 0/3 6/7 8/13

2 ⁃ ⁃ 6/20 ⁃ 3/16 1/10 0/8 ⁃ 4/13 4/10

3 1/5 1/5 1/14 4/5 0/10 2/5 1/9 ⁃ 4/9 8/10

4 ⁃ ⁃ 3/15 2/5 1/5 1/10 6/10 ⁃ 7/11 8/10

5 1/5 0/2 1/13 ⁃ 0/5 4/17 0/2 0/3 4/10 6/8

6 ⁃ ⁃ 0/15 ⁃ ⁃ 4/20 2/5 1/5 5/10 3/5

7 ⁃ 0/4 2/9 0/7 ⁃ 3/12 1/3 1/3 1/5 6/8

8 ⁃ ⁃ 2/16 1/6 ⁃ 2/13 0/3 ⁃ 2/3 8/16

9 2/8 ⁃ 0/8 1/5 2/3 0/5 1/2 3/5 1/2 3/5

10 3/15 ⁃ 5/14 6/14 3/5 3/10 2/10 ⁃ 4/10 4/15

감염합계 7/45 1/21 20/125 14/51 9/47 23/113 15/56 5/19 38/80 59/100

감염율 0.16 0.05 0.16 0.27 0.19 0.20 0.27 0.26 0.48 0.59

(2) 돼지 생식기 호흡기 증후군 바이러스(PRRSV) 감염 농장에서의 마이코플라즈마 감염율 및 

감염 시기 실태 조사결과
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 조사결과 7주령부터 감염율이 2배 가량 증가함을 확인할 수 있다.

농장 1주령 2주령 3주령 4주령 5주령 6주령 7주령 8주령 9주령 10주령

1 1/3 0/5 ⁃ 2/10 ⁃ 2/7 ⁃ 1/5 3/3 0/2

2 1/5 ⁃ 1/14 0/5 ⁃ 2/9 2/5 ⁃ 2/4 7/10

3 ⁃ ⁃ 3/12 ⁃ 1/4 2/8 ⁃ 1/3 ⁃ 5/12

4 ⁃ 2/5 1/9 0/5 ⁃ 0/14 ⁃ ⁃ 2/10 0/4

5 ⁃ 1/7 0/5 1/3 ⁃ 6/17 2/2 ⁃ ⁃ 17/20

6 ⁃ 0/5 0/4 3/10 ⁃ 2/9 1/5 ⁃ 0/5 6/9

7 0/3 1/3 0/7 0/3 0/7 0/4 5/8 ⁃ 3/4 2/4

8 ⁃ ⁃ 0/8 ⁃ 5/5 2/8 ⁃ 2/5 5/5 2/7

9 ⁃ ⁃ 2/5 1/5 3/10 6/10 3/5 3/5 5/10 2/5

10 ⁃ ⁃ 0/9 0/5 ⁃ 0/9 3/6 ⁃ ⁃ 12/14

11 1/2 2/2 2/7 0/2 1/7 2/7 1/2 2/2 2/2 2/2

감염합계 3/13 6/27 9/80 7/48 10/33 24/102 17/33 9/20 22/43 55/89

감염율 0.23 0.22 0.11 0.15 0.30 0.24 0.52 0.45 0.51 0.62

4. 마이코플라즈마 혈청검사

가. 연쇄상구균 백신에 대한 백신 접종군과 미접종군에서 면역형성 능력 비교 시험결과

(1) 1차백신 접종후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 3형와 4형 항체 비교시험 결과

농장

2형 3형 4형

백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군

1
평균 3.45* 0 3.37 0 3.20 -

표준편차 2.27 0 2.13 0 2.11 -

2
평균 3.49 0.13 3.20 0.11 3.29 -

표준편차 2.77 0.27 2.11 0.51 2.13 -

3
평균 3.17 2.80 3.12 - 3.14 0.11

표준편차 2.16 1.51 2.05 - 2.20 0.13

-제 1농장은 연쇄상 구균 2형과 3형이 존재하는 농장임.

-제 2농장은 연쇄상 구균 2형과 3형이 존재하는 농장임.

-제 3농장은 연쇄상 구균 2형과 4형이 존재하는 농장임.

*: Log2 지수값으로 나타낸 평균±표준편차.
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(2) 2차백신 접종후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 3형와 4형에 대한 항체 형성능력 

비교시험 결과

농장

2형 3형 4형

백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군

1
평균 6.74 0.76 6.51 0.13 6.40 -

표준편차 5.92 0.90 6.00 0.60 5.05 -

2
평균 6.50 1.43 6.40 0.61 6.39 -

표준편차 6.09 0.99 5.05 0.73 6.05 -

3
평균 6.29 6.01 5.54 - 6.32 0.56

표준편차 5.13 5.46 4.48 - 5.07 0.68

  

(3) 2차백신 접종 3주후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 3형와 4형에 대한 항체 형성능

력 비교시험 결과
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 조사결과 7주령부터 감염율이 2배 가량 증가함을 확인할 수 있다.

농장 1주령 2주령 3주령 4주령 5주령 6주령 7주령 8주령 9주령 10주령

1 1/3 0/5 ⁃ 2/10 ⁃ 2/7 ⁃ 1/5 3/3 0/2

2 1/5 ⁃ 1/14 0/5 ⁃ 2/9 2/5 ⁃ 2/4 7/10

3 ⁃ ⁃ 3/12 ⁃ 1/4 2/8 ⁃ 1/3 ⁃ 5/12

4 ⁃ 2/5 1/9 0/5 ⁃ 0/14 ⁃ ⁃ 2/10 0/4

5 ⁃ 1/7 0/5 1/3 ⁃ 6/17 2/2 ⁃ ⁃ 17/20

6 ⁃ 0/5 0/4 3/10 ⁃ 2/9 1/5 ⁃ 0/5 6/9

7 0/3 1/3 0/7 0/3 0/7 0/4 5/8 ⁃ 3/4 2/4

8 ⁃ ⁃ 0/8 ⁃ 5/5 2/8 ⁃ 2/5 5/5 2/7

9 ⁃ ⁃ 2/5 1/5 3/10 6/10 3/5 3/5 5/10 2/5

10 ⁃ ⁃ 0/9 0/5 ⁃ 0/9 3/6 ⁃ ⁃ 12/14

11 1/2 2/2 2/7 0/2 1/7 2/7 1/2 2/2 2/2 2/2

감염합계 3/13 6/27 9/80 7/48 10/33 24/102 17/33 9/20 22/43 55/89

감염율 0.23 0.22 0.11 0.15 0.30 0.24 0.52 0.45 0.51 0.62

4. 마이코플라즈마 혈청검사

가. 연쇄상구균 백신에 대한 백신 접종군과 미접종군에서 면역형성 능력 비교 시험결과

(1) 1차백신 접종후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 3형와 4형 항체 비교시험 결과

농장

2형 3형 4형

백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군

1
평균 3.45* 0 3.37 0 3.20 -

표준편차 2.27 0 2.13 0 2.11 -

2
평균 3.49 0.13 3.20 0.11 3.29 -

표준편차 2.77 0.27 2.11 0.51 2.13 -

3
평균 3.17 2.80 3.12 - 3.14 0.11

표준편차 2.16 1.51 2.05 - 2.20 0.13

-제 1농장은 연쇄상 구균 2형과 3형이 존재하는 농장임.

-제 2농장은 연쇄상 구균 2형과 3형이 존재하는 농장임.

-제 3농장은 연쇄상 구균 2형과 4형이 존재하는 농장임.

*: Log2 지수값으로 나타낸 평균±표준편차.
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(2) 2차백신 접종후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 3형와 4형에 대한 항체 형성능력 

비교시험 결과

농장

2형 3형 4형

백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군

1
평균 6.74 0.76 6.51 0.13 6.40 -

표준편차 5.92 0.90 6.00 0.60 5.05 -

2
평균 6.50 1.43 6.40 0.61 6.39 -

표준편차 6.09 0.99 5.05 0.73 6.05 -

3
평균 6.29 6.01 5.54 - 6.32 0.56

표준편차 5.13 5.46 4.48 - 5.07 0.68

  

(3) 2차백신 접종 3주후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 3형와 4형에 대한 항체 형성능

력 비교시험 결과
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농장

2형 3형 4형

백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군

1
평균 6.04 3.61 6.29 2.87 6.11 -

표준편차 4.95 4.02 5.79 3.04 5.27 -

2
평균 6.12 4.16 6.11 2.75 6.28 -

표준편차 5.28 4.41 5.28 2.79 5.76 -

3
평균 6.05 5.78 5.37 - 6.27 2.77

표준편차 5.34 5.31 4.71 - 5.87 2.53

(4) 시험 종료직후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 3형와 4형에 대한 항체 형성 능력 

비교시험 결과

농장

2형 3형 4형

백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군

1
평균 5.88 3.37 5.81 2.71 5.77 -

표준편차 4.46 3.84 5.16 2.62 4.62 -

2
평균 6.04 3.92 5.81 2.58 5.84 -

표준편차 5.04 4.12 4.58 2.83 5.21 -

3
평균 5.81 5.37 5.01 - 5.95 2.71

표준편차 4.62 4.44 4.04 - 4.80 2.38

※ 백신 접종군의 혈청형 2형, 3형, 4형에 대한 항체 형성 능력
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※ 백신 미접종군의 혈청형 2형, 3형, 4형에 대한 항체 형성 능력

  

 

나. 흉막폐렴 백신에 대한 대한 백신 접종군과 미접종군에서 면역형성 능력 비교 시험결과

(1) 1차백신 접종 후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 5형와 6형 항체 비교시험 결과

농장

2형 5형 6형

백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군

1
평균 6.84 4.21 6.21 - 6.56 -

표준편차 5.83 4.34 5.15 - 5.75 -

2
평균 6.84 - 6.56 4.21 6.21 4.21

표준편차 5.83 - 5.75 4.34 5.15 4.34

3
평균 6.23 4.51 6.21 - 6.03 -

표준편차 5.28 4.34 5.74 - 4.97 -

-제 1농장은 흉막폐렴 2형이 존재하는 농장임.

-제 2농장은 연쇄상 구균 5형과 6형이 존재하는 농장임.

-제 3농장은 연쇄상 구균 2형이 존재하는 농장임.

*: Log2 지수값으로 나타낸 평균±표준편차.

(2) 1차백신 접종 후 백신접종군과 미접종군의 Apx 독소의 용혈 억제 능력과 세포독성 억제 

능력 항체 비교시험 결과
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농장

2형 3형 4형

백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군

1
평균 6.04 3.61 6.29 2.87 6.11 -

표준편차 4.95 4.02 5.79 3.04 5.27 -

2
평균 6.12 4.16 6.11 2.75 6.28 -

표준편차 5.28 4.41 5.28 2.79 5.76 -

3
평균 6.05 5.78 5.37 - 6.27 2.77

표준편차 5.34 5.31 4.71 - 5.87 2.53

(4) 시험 종료직후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 3형와 4형에 대한 항체 형성 능력 

비교시험 결과

농장

2형 3형 4형

백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군

1
평균 5.88 3.37 5.81 2.71 5.77 -

표준편차 4.46 3.84 5.16 2.62 4.62 -

2
평균 6.04 3.92 5.81 2.58 5.84 -

표준편차 5.04 4.12 4.58 2.83 5.21 -

3
평균 5.81 5.37 5.01 - 5.95 2.71

표준편차 4.62 4.44 4.04 - 4.80 2.38

※ 백신 접종군의 혈청형 2형, 3형, 4형에 대한 항체 형성 능력
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※ 백신 미접종군의 혈청형 2형, 3형, 4형에 대한 항체 형성 능력

  

 

나. 흉막폐렴 백신에 대한 대한 백신 접종군과 미접종군에서 면역형성 능력 비교 시험결과

(1) 1차백신 접종 후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 5형와 6형 항체 비교시험 결과

농장

2형 5형 6형

백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군

1
평균 6.84 4.21 6.21 - 6.56 -

표준편차 5.83 4.34 5.15 - 5.75 -

2
평균 6.84 - 6.56 4.21 6.21 4.21

표준편차 5.83 - 5.75 4.34 5.15 4.34

3
평균 6.23 4.51 6.21 - 6.03 -

표준편차 5.28 4.34 5.74 - 4.97 -

-제 1농장은 흉막폐렴 2형이 존재하는 농장임.

-제 2농장은 연쇄상 구균 5형과 6형이 존재하는 농장임.

-제 3농장은 연쇄상 구균 2형이 존재하는 농장임.

*: Log2 지수값으로 나타낸 평균±표준편차.

(2) 1차백신 접종 후 백신접종군과 미접종군의 Apx 독소의 용혈 억제 능력과 세포독성 억제 

능력 항체 비교시험 결과
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농장

Apx 독소 용혈 억제능 세포독성 억제능

백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군

1

(2형)

평균 6.84 4.21 6.85 4.20

표준편차 5.83 4.34 5.83 4.32

2

(5/6형)

평균 6.55 6.15 4.11 4.21 6.98 6.77 4.33 4.41

표준편차 5.34 5.14 3.90 4.10 5.71 5.89 4.12 4.13

3

(2형)

평균 6.23 4.51 6.23 4.51

표준편차 5.28 4.34 5.28 4.34

(3) 2차백신 접종 후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 5형와 6형에 대한 항체 형성 능력 

비교시험 결과

농장

2형 5형 6형

백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군

1
평균 9.21 7.21 9.07 - 9.31 -

표준편차 8.11 7.32 8.14 - 8.12 -

2
평균 9.17 - 9.31 7.21 9.07 7.21

표준편차 8.16 - 8.12 7.32 8.14 7.32

3
평균 8.98 7.34 9.22 - 8.58 -

표준편차 8.24 7.45 8.13 - 7.85 -
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(4) 2차백신 접종 후 백신접종군과 미접종군의 Apx 독소의 용혈 억제 능력과 세포독성 억제 

능력 항체 형성 능력 비교시험 결과

농장

Apx 독소 용혈 억제능 세포독성 억제능

백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군

1

(2형)

평균 9.21 7.21 9.34 6.11

표준편차 8.11 7.32 8.01 5.43

2

(5/6형)

평균 9.34 9.14 7.34 7.11 9.56 9.78 6.36 5.13

표준편차 7.13 7.56 7.11 7.43 8.03 7.31 4.99 5.45

3

(2형)

평균 8.98 7.34 9.12 7.21

표준편차 8.23 7.45 7.89 6.14

(5) 2차백신 접종 3주 후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 5형와 6형에 대한 항체 형성 

능력 비교시험 결과
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농장

Apx 독소 용혈 억제능 세포독성 억제능

백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군

1

(2형)

평균 6.84 4.21 6.85 4.20

표준편차 5.83 4.34 5.83 4.32

2

(5/6형)

평균 6.55 6.15 4.11 4.21 6.98 6.77 4.33 4.41

표준편차 5.34 5.14 3.90 4.10 5.71 5.89 4.12 4.13

3

(2형)

평균 6.23 4.51 6.23 4.51

표준편차 5.28 4.34 5.28 4.34

(3) 2차백신 접종 후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 5형와 6형에 대한 항체 형성 능력 

비교시험 결과

농장

2형 5형 6형

백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군

1
평균 9.21 7.21 9.07 - 9.31 -

표준편차 8.11 7.32 8.14 - 8.12 -

2
평균 9.17 - 9.31 7.21 9.07 7.21

표준편차 8.16 - 8.12 7.32 8.14 7.32

3
평균 8.98 7.34 9.22 - 8.58 -

표준편차 8.24 7.45 8.13 - 7.85 -
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(4) 2차백신 접종 후 백신접종군과 미접종군의 Apx 독소의 용혈 억제 능력과 세포독성 억제 

능력 항체 형성 능력 비교시험 결과

농장

Apx 독소 용혈 억제능 세포독성 억제능

백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군

1

(2형)

평균 9.21 7.21 9.34 6.11

표준편차 8.11 7.32 8.01 5.43

2

(5/6형)

평균 9.34 9.14 7.34 7.11 9.56 9.78 6.36 5.13

표준편차 7.13 7.56 7.11 7.43 8.03 7.31 4.99 5.45

3

(2형)

평균 8.98 7.34 9.12 7.21

표준편차 8.23 7.45 7.89 6.14

(5) 2차백신 접종 3주 후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 5형와 6형에 대한 항체 형성 

능력 비교시험 결과
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농장

2형 5형 6형

백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군

1
평균 9.18 8.57 9.09 - 9.27 -

표준편차 8.23 8.56 8.18 - 8.31 -

2
평균 9.07 - 9.36 8.51 9.41 8.51

표준편차 8.13 - 8.41 8.52 8.31 8.52

3
평균 9.31 8.42 9.24 - 9.17 -

표준편차 8.37 8.26 8.27 - 8.39 -

(6) 2차백신 접종 3주 후 백신접종군과 미접종군의 Apx 독소의 용혈 억제 능력과 세포독성 

억제 능력 항체 형성 능력 비교시험 결과

농장

Apx 독소 용혈 억제능 세포독성 억제능

백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군

1

(2형)

평균 9.18 8.46 9.33 8.43

표준편차 8.23 8.56 8.12 7.25

2

(5/6형)

평균 9.33 9.46 7.89 7.56 9.89 9.51 8.11 7.79

표준편차 8.13 8.56 8.30 7.31 8.11 7.48 7.31 6.89

3

(2형)

평균 9.31 8.42 9.44 7.89

표준편차 8.37 8.26 8.21 8.11
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(7) 시험 종료 직후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 5형와 6형에 대한 항체 형성 능력 

비교시험 결과

농장

2형 5형 6형

백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군

1
평균 9.38 9.09 9.56 - 9.27 -

표준편차 8.25 8.41 8.33 - 8.31 -

2
평균 9.38 - 9.45 9.15 9.45 9.15

표준편차 8.25 - 8.28 8.44 8.43 8.44

3
평균 9.51 8.61 9.21 - 8.92 -

표준편차 8.45 8.23 8.23 - 7.84 -

(8) 시험 종료 직후 백신접종군과 미접종군의 Apx 독소의 용혈 억제 능력과 세포독성 억제 능

력 항체 형성 능력 비교시험 결과
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농장

2형 5형 6형

백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군

1
평균 9.18 8.57 9.09 - 9.27 -

표준편차 8.23 8.56 8.18 - 8.31 -

2
평균 9.07 - 9.36 8.51 9.41 8.51

표준편차 8.13 - 8.41 8.52 8.31 8.52

3
평균 9.31 8.42 9.24 - 9.17 -

표준편차 8.37 8.26 8.27 - 8.39 -

(6) 2차백신 접종 3주 후 백신접종군과 미접종군의 Apx 독소의 용혈 억제 능력과 세포독성 

억제 능력 항체 형성 능력 비교시험 결과

농장

Apx 독소 용혈 억제능 세포독성 억제능

백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군

1

(2형)

평균 9.18 8.46 9.33 8.43

표준편차 8.23 8.56 8.12 7.25

2

(5/6형)

평균 9.33 9.46 7.89 7.56 9.89 9.51 8.11 7.79

표준편차 8.13 8.56 8.30 7.31 8.11 7.48 7.31 6.89

3

(2형)

평균 9.31 8.42 9.44 7.89

표준편차 8.37 8.26 8.21 8.11
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(7) 시험 종료 직후 백신접종군과 미접종군의 혈청형 2형, 5형와 6형에 대한 항체 형성 능력 

비교시험 결과

농장

2형 5형 6형

백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군

1
평균 9.38 9.09 9.56 - 9.27 -

표준편차 8.25 8.41 8.33 - 8.31 -

2
평균 9.38 - 9.45 9.15 9.45 9.15

표준편차 8.25 - 8.28 8.44 8.43 8.44

3
평균 9.51 8.61 9.21 - 8.92 -

표준편차 8.45 8.23 8.23 - 7.84 -

(8) 시험 종료 직후 백신접종군과 미접종군의 Apx 독소의 용혈 억제 능력과 세포독성 억제 능

력 항체 형성 능력 비교시험 결과



- 178 -

농장

Apx 독소 용혈 억제능 세포독성 억제능

백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군

1

(2형)

평균 9.38 9.09 9.67 9.11

표준편차 8.25 8.40 8.11 7.12

2

(5/6형)

평균 9.56 9.67 9.11 9.13 9.89 9.31 9.39 9.51

표준편차 8.11 7.89 8.13 7.55 7.53 6.89 7.31 8.11

3

(2형)

평균 9.51 8.61 9.89 8.15

표준편차 8.45 8.23 8.12 8.03

다. 혈청검사를 통한 마이코플라즈마성 폐렴 감염 시기 조사

 ELISA 검사 방법을 이용하여 국내 양돈장 25곳에서 채취한 주령별 혈청을 이용하여 마이코

플라즈마 감염 여부를 조사하였다. ELISA 검사의 S/P ratio 값이 0.4를 기준으로 0.4 이상을 

양성으로 판단하였다. 모돈, 후보돈의 경우, 거의 대부분 양성으로 항체를 가지고 있으며, 생후 

6주에서 22주까지는 주령이 증가됨에 따라 10주령 이후 급격히 항체가가 높아지는 경향을 보

였다.
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농장 모돈 후보돈 6주령 10주령 14주령 18주령 22주령

1 ⁃ ⁃ 2/5 2/5 2/5 4/5 5/5

2 5/5 ⁃ 2/5 1/5 3/5 4/5 ⁃
3 5/5 ⁃ 2/5 1/5 4/5 ⁃ ⁃
4 ⁃ ⁃ 0/5 2/5 2/5 2/5 5/5

5 5/5 ⁃ 5/5 3/5 2/5 3/5 5/5

6 ⁃ ⁃ 3/5 1/5 3/5 3/5 5/5

7 ⁃ ⁃ 2/5 3/5 0/5 1/5 2/5

8 5/5 ⁃ 1/5 1/5 3/5 ⁃ ⁃
9 ⁃ ⁃ 2/5 3/5 1/5 1/5 4/5

10 5/5 ⁃ 3/5 4/5 5/5 3/5 4/5

11 5/5 ⁃ 4/5 1/5 2/5 1/5 ⁃
12 4/4 4/4 4/5 5/5 5/5 4/5 ⁃
13 5/5 6/6 4/5 4/5 5/5 5/5 5/5

14 ⁃ ⁃ 5/5 5/5 4/5 5/5 5/5

15 ⁃ ⁃ 3/5 4/5 2/5 1/5 5/5

16 ⁃ ⁃ 0/5 1/5 0/5 5/5 5/5

17 ⁃ ⁃ 5/5 5/5 4/5 5/5 5/5

18 ⁃ ⁃ 4/5 4/5 3/5 4/5 5/5

19 5/5 5/5 2/5 4/5 5/5 5/5 5/5

20 5/5 3/5 2/5 3/5 3/5 3/5 5/5

21 ⁃ ⁃ 2/5 2/5 2/5 5/5 4/5

22 5/5 5/5 2/5 2/5 2/5 3/5 ⁃
23 2/5 1/5 4/5 4/5 3/5 3/5 4/5

24 10/12 5/5 2/5 3/5 4/5 ⁃ ⁃
25 5/5 ⁃ 3/5 4/5 5/5 5/5 5/5

감염 합계 71/76 29/35 68/120 72/125 77/120 75/105 83/85

감염률 0.93 0.83 0.57 0.58 0.64 0.71 0.97
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농장

Apx 독소 용혈 억제능 세포독성 억제능

백신접종군 미접종군 백신접종군 미접종군

1

(2형)

평균 9.38 9.09 9.67 9.11

표준편차 8.25 8.40 8.11 7.12

2

(5/6형)

평균 9.56 9.67 9.11 9.13 9.89 9.31 9.39 9.51

표준편차 8.11 7.89 8.13 7.55 7.53 6.89 7.31 8.11

3

(2형)

평균 9.51 8.61 9.89 8.15

표준편차 8.45 8.23 8.12 8.03

다. 혈청검사를 통한 마이코플라즈마성 폐렴 감염 시기 조사

 ELISA 검사 방법을 이용하여 국내 양돈장 25곳에서 채취한 주령별 혈청을 이용하여 마이코

플라즈마 감염 여부를 조사하였다. ELISA 검사의 S/P ratio 값이 0.4를 기준으로 0.4 이상을 

양성으로 판단하였다. 모돈, 후보돈의 경우, 거의 대부분 양성으로 항체를 가지고 있으며, 생후 

6주에서 22주까지는 주령이 증가됨에 따라 10주령 이후 급격히 항체가가 높아지는 경향을 보

였다.
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농장 모돈 후보돈 6주령 10주령 14주령 18주령 22주령

1 ⁃ ⁃ 2/5 2/5 2/5 4/5 5/5

2 5/5 ⁃ 2/5 1/5 3/5 4/5 ⁃
3 5/5 ⁃ 2/5 1/5 4/5 ⁃ ⁃
4 ⁃ ⁃ 0/5 2/5 2/5 2/5 5/5

5 5/5 ⁃ 5/5 3/5 2/5 3/5 5/5

6 ⁃ ⁃ 3/5 1/5 3/5 3/5 5/5

7 ⁃ ⁃ 2/5 3/5 0/5 1/5 2/5

8 5/5 ⁃ 1/5 1/5 3/5 ⁃ ⁃
9 ⁃ ⁃ 2/5 3/5 1/5 1/5 4/5

10 5/5 ⁃ 3/5 4/5 5/5 3/5 4/5

11 5/5 ⁃ 4/5 1/5 2/5 1/5 ⁃
12 4/4 4/4 4/5 5/5 5/5 4/5 ⁃
13 5/5 6/6 4/5 4/5 5/5 5/5 5/5

14 ⁃ ⁃ 5/5 5/5 4/5 5/5 5/5

15 ⁃ ⁃ 3/5 4/5 2/5 1/5 5/5

16 ⁃ ⁃ 0/5 1/5 0/5 5/5 5/5

17 ⁃ ⁃ 5/5 5/5 4/5 5/5 5/5

18 ⁃ ⁃ 4/5 4/5 3/5 4/5 5/5

19 5/5 5/5 2/5 4/5 5/5 5/5 5/5

20 5/5 3/5 2/5 3/5 3/5 3/5 5/5

21 ⁃ ⁃ 2/5 2/5 2/5 5/5 4/5

22 5/5 5/5 2/5 2/5 2/5 3/5 ⁃
23 2/5 1/5 4/5 4/5 3/5 3/5 4/5

24 10/12 5/5 2/5 3/5 4/5 ⁃ ⁃
25 5/5 ⁃ 3/5 4/5 5/5 5/5 5/5

감염 합계 71/76 29/35 68/120 72/125 77/120 75/105 83/85

감염률 0.93 0.83 0.57 0.58 0.64 0.71 0.97
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제 6 장  마이코플라즈마-흉막폐렴 다중점 백신 개발

제 1 절   서   설

 돼지의 흉막폐렴(pleuropneumonia)은 Actinobacillus pleuropneumoniae에 의해 유발되며 매

우 전염성이높고 모든 연령대의 돼지에서 발병하는 호흡기성 질병이다. 이 질병은 임상증상에 

따라 심급성형 (acute), 급성형 (sub-acute) 그리고 만성형 (chronic) 세 가지로 유형으로 나

눌 수 있는데 (Nicolet 1992). 원인체A. pleuropneumoniae의혈청형(serotype), 숙주인 돼지

의 면역상태, 그리고 감염이 폐까지 진행된 상태에 따라서 유형이 구분 된다 (Cruijsen et al. 

1995; Rogers et al. 1990). 심급성형(acute)으로 진행 되었을 때는 돼지가 어떠한 임상증상

도 없이 24-36시간 이내 돌연사 하고, 코와 입 부위에서 출혈을 동반한 병변을 관찰할 수 있

다. 급성형 (sub-acute)에서는 구토, 청색증, 고열, 식욕불량, 호흡곤란 등이 관찰되며, 이 후 

코와 입 부위에서 출혈이 발생, 24시간 내에 급성으로 폐사된다. 만약 회복되었다 하더라도 만

성형 (chronic)으로 진행된다. 초기 감염이 만성으로 진행되었을 시에는 무증상 보균자 

(carrier)가 되어 지속적으로 A. pleuropneumoniae를 분비하여 돼지 사육시설안의 순환 감염

을 일으키며, 감염 시 호흡곤란 증상으로 인한 복식호흡이 관찰된다 (Dubreuil et al. 2000). 

A. pleuropneumoniae는 용혈성 (hemolytic) 성질과 발효성 (fermentative) 성질을 가지고 있

다. 그리고 또한 Pasteurellaceae과의 coccobacillus에 속하는 Gram-negative bacteria로써 

산소가 없는 환경(anaerobic)에서도 생존 할 수 있게 캡슐(capsule)로 둘러싸여 있다 (Nicolet 

1992). A. pleuropneumoniae는 nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) 요구성에 따라 두 

가지의 생물형 (biotype)으로 구분된다. 생물1형 (biotype 1)은 NAD 요구성 이며, 생물 2형 

(biotype2)는 NAD를 개체 내에서 합성할 수 있기 때문에 비요구성이다 (Niven and 

Levesque 1988; Taylor 1999). A. pleuropneumoniae은 균체 표면에 특이적으로 존재하는 

다당류 항원 (polysaccharide antigen)에 의해 여러 가지 혈청형 (serotype)으로 구분되는데 

생물 1형(biotype 1)은 12개의 혈청형(serotype)을 포함하며 생물 2형 (biotype 2)는 6개 혈

청형(serotype)을 포함한다 (Perry et al. 1990; Schaller et al. 2001). 이 중 혈청 1형 

(serotype 1)과 5형 (serotype 5)은 다시 a와 b 형 (type)로 분류된다. A. pleuropneumoniae

는 특정지역에 따라 상재하는 혈청형이 서로 다른데, 한국에서는 주로 2 형과 5형이 많이 발

견되고 있다 (Jolie et al. 1994; Perry et al. 1990). 

 양돈 산업에서 A. pleuropneumoniae가 미치는 경제적 손실로 인해 A. pleuropneumoniae에

대한백신연구는지난오랜기간지속되어왔다. 따라서 많은 연구들이 발표되었으며 일부 연구는 치

료 및 예방용 백신으로 상용화 되었다. 그러나 A. pleuropneumoniae에의한 질병의예방측면에

있어만족할만한성과를얻어내지는못하고있다. A. pleuropneumoniae에 대한 백신 개발 연구는 

최초로 상용화 된 세균백신 (whole-cell bacterins) 개발 연구를 비롯하여, 현재에는 보다 유

망한 백신으로 여겨지고 있는 ‘아단위 백신(sub-unit vaccine)’과 ‘생백신(live-attenuated 

vaccine)’ 연구 개발에 이르기까지 다양하게 진행되어 왔다. 세균백신 (whole-cell bacterins)

은 열을 이용해 죽인 박테리아(heat-killed bacteria) 또는 포르말린을 처리를 통해 죽인 박테

- 181 -

리아 (formalin-treated whole cell)를 이용한 백신이다. 이 백신은 A. pleuropneumoniae가 

돼지의 기도(respiratory tract)에 집락형성(colonization)하는 것을 방어하는데 효과적이지만 

교차 방어 (cross-protection)에 있어 효과가 제한적이고 사망률을 크게 낮추지는 못한다 

(Jolie et al. 1995). 다시 말해, A. pleuropneumoniae의 동종 (homologous) 혈청형에 대해서

는 부분적으로 감염 및 질병예방 가능하지만 이종 (heterologous) 혈청형에 대해서는 방어 효

율이 낮다 (Higgins et al. 1985). 따라서 세균백신 (whole-cell bacterins)이 가지고 있는 교

차 방어 (cross-protection)의 제한성을 보완하고, 모든 혈청형 (serotype)에 대해서 높은 면

역원성을 지닌 항원을 찾기 위한 연구가 진행되었고 그 결과 A. pleuropneumoniae에 대한 백

신 연구가 아단위백신 (sub-unit vaccine) 과 생백신 (live-attenuated vaccine)개발 연구에 

집중되었다. 생백신 (live-attenuated vaccine)은 살아있는 박테리아를 접종하면 교차 방어 

(cross- protection)이 가능하다는 장점을 이용하여 개발된 백신이다. 이 백신에 대한 연구는 

자연 감염 (natural infection)에서 살아남은 돼지가 동종 혈청형 (homologous serotype)에 

의한 감염에 대해서, 또한 부분적으로 이종 혈청형 (heterologous serotype)에 의한 감염에 

대해서 면역방어를 보인다는 연구 결과를 토대로 시작 되었고, 1984년 Nielsen과 1995년 

Cruijsen et al. 과 1996년 Haesebrouck에 의해 연구가 구체화 되었다. 이후 다수의 A. 

pleuropneumoniae의 돌연변이 균주 (mutant strain)가 만들어 졌고 이 균주가 생백신 

(live-attenuated vaccine)으로서 생체 내에서 효과적으로 병원체 (pathogen)에 대한 방어력

을 형성하는지 여부가 시험되었다. 예를 들면 1997년 Byrd와 Hooke는 온도에 민감한 A. 

pleuropneumoniae 의 혈청1형(serotype 1)을 가지고 돌연변이(mutant)를 만들어 이를 마우

스에 비강내 (intranasal)로 접종하여 동종 감염 (homologous infection)에 대한 방어력이 있

음을 증명하였고, 2004년 Tumamao et al. 은 항생제 스트렙토마이신 (streptomycin)에 대한 

저항력을 지닌 A. pleuropneumoniae의 돌연변이균주 (mutant strain)를 만들어 동종 감염 

(homologous infection)에 대한 방어력이 있음을 증명하였다. 이외에도 A. pleuropneumoniae

의 대사 관련 유전자 (metabolic genes)를 변형시킨 돌연변이 균주 (mutant strains)가 만들

어져 시험되었는데, 예를 들면 2002년 Ingham et al. 은 aromatic/chorismate 생합성 과정에 

관여하는 aroQ 유전자에 대한 대사 관련 유전자 돌연변이(metabolic mutant)를 만들어 A. 

pleuropneumoniae를 약독화 시켰다. 같은 해 Garside et al.은 aromatic 생합성에 필수적인 

aroA 유전자를 돌연변이 (mutation)시켜 얻은 약독화 된 A. pleuropneumoniae가 돼지의 호

흡기질병및폐의손상을일으키지않는다는것을증명하였다. 그러나 일반적으로 효과적인 방어 면역 

반응 위해 생백신에 이용되는 박테리아는 면역 반응이 발생하기 까지 충분히 숙주 내에서 살

아있어야만 하는데, 대사 관련 유전자 돌연변이 (metabolic mutant)를 이용한 생백신 

(live-attenuated vaccine)은 돼지의 호흡기 기관에서 감염 후 오랜 시간 동안 살아있지 못한

다는 단점을 가지고 있다. 이 후 생백신 (live-attenuated vaccine) 개발에 표적 (target)으로 

사용 가능성이 있는 유전자를 찾는 연구가 계속되었고 좋은 생백신 (live-attenuated vaccine)

개발에 필수적인 몇 가지 요소들에 대한 개념이 확립되었다. 그것은 a) 균주 (strain)는 반드시 

높은 면역원성을 지니고 있어야 한다; b) 균주 (strain)는 약독화 되어야 하며 균주 (strain)로 

인해 최소한의 감염 및 병변이 발생해야 한다는 것이다. 또한 특정 유전자를 비활성화 시키고

자 할 경우 표적 (target)유전자는 반드시 병독성인자 (virulence factor)여야 하고 이 유전자

를 변형 시키더라도 박테리아 자체의 생존에 영향을 미쳐서는 안 된다는 것이다. 위의 필수요

소를 기초로 하여, 최근 연구가 진행된 A. pleuropneumoniae 생백신(live-attenuated 



- 180 -

제 6 장  마이코플라즈마-흉막폐렴 다중점 백신 개발

제 1 절   서   설

 돼지의 흉막폐렴(pleuropneumonia)은 Actinobacillus pleuropneumoniae에 의해 유발되며 매

우 전염성이높고 모든 연령대의 돼지에서 발병하는 호흡기성 질병이다. 이 질병은 임상증상에 

따라 심급성형 (acute), 급성형 (sub-acute) 그리고 만성형 (chronic) 세 가지로 유형으로 나

눌 수 있는데 (Nicolet 1992). 원인체A. pleuropneumoniae의혈청형(serotype), 숙주인 돼지

의 면역상태, 그리고 감염이 폐까지 진행된 상태에 따라서 유형이 구분 된다 (Cruijsen et al. 

1995; Rogers et al. 1990). 심급성형(acute)으로 진행 되었을 때는 돼지가 어떠한 임상증상

도 없이 24-36시간 이내 돌연사 하고, 코와 입 부위에서 출혈을 동반한 병변을 관찰할 수 있

다. 급성형 (sub-acute)에서는 구토, 청색증, 고열, 식욕불량, 호흡곤란 등이 관찰되며, 이 후 

코와 입 부위에서 출혈이 발생, 24시간 내에 급성으로 폐사된다. 만약 회복되었다 하더라도 만

성형 (chronic)으로 진행된다. 초기 감염이 만성으로 진행되었을 시에는 무증상 보균자 

(carrier)가 되어 지속적으로 A. pleuropneumoniae를 분비하여 돼지 사육시설안의 순환 감염

을 일으키며, 감염 시 호흡곤란 증상으로 인한 복식호흡이 관찰된다 (Dubreuil et al. 2000). 

A. pleuropneumoniae는 용혈성 (hemolytic) 성질과 발효성 (fermentative) 성질을 가지고 있

다. 그리고 또한 Pasteurellaceae과의 coccobacillus에 속하는 Gram-negative bacteria로써 

산소가 없는 환경(anaerobic)에서도 생존 할 수 있게 캡슐(capsule)로 둘러싸여 있다 (Nicolet 

1992). A. pleuropneumoniae는 nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) 요구성에 따라 두 

가지의 생물형 (biotype)으로 구분된다. 생물1형 (biotype 1)은 NAD 요구성 이며, 생물 2형 

(biotype2)는 NAD를 개체 내에서 합성할 수 있기 때문에 비요구성이다 (Niven and 

Levesque 1988; Taylor 1999). A. pleuropneumoniae은 균체 표면에 특이적으로 존재하는 

다당류 항원 (polysaccharide antigen)에 의해 여러 가지 혈청형 (serotype)으로 구분되는데 

생물 1형(biotype 1)은 12개의 혈청형(serotype)을 포함하며 생물 2형 (biotype 2)는 6개 혈

청형(serotype)을 포함한다 (Perry et al. 1990; Schaller et al. 2001). 이 중 혈청 1형 

(serotype 1)과 5형 (serotype 5)은 다시 a와 b 형 (type)로 분류된다. A. pleuropneumoniae

는 특정지역에 따라 상재하는 혈청형이 서로 다른데, 한국에서는 주로 2 형과 5형이 많이 발

견되고 있다 (Jolie et al. 1994; Perry et al. 1990). 

 양돈 산업에서 A. pleuropneumoniae가 미치는 경제적 손실로 인해 A. pleuropneumoniae에

대한백신연구는지난오랜기간지속되어왔다. 따라서 많은 연구들이 발표되었으며 일부 연구는 치

료 및 예방용 백신으로 상용화 되었다. 그러나 A. pleuropneumoniae에의한 질병의예방측면에

있어만족할만한성과를얻어내지는못하고있다. A. pleuropneumoniae에 대한 백신 개발 연구는 

최초로 상용화 된 세균백신 (whole-cell bacterins) 개발 연구를 비롯하여, 현재에는 보다 유

망한 백신으로 여겨지고 있는 ‘아단위 백신(sub-unit vaccine)’과 ‘생백신(live-attenuated 

vaccine)’ 연구 개발에 이르기까지 다양하게 진행되어 왔다. 세균백신 (whole-cell bacterins)

은 열을 이용해 죽인 박테리아(heat-killed bacteria) 또는 포르말린을 처리를 통해 죽인 박테
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리아 (formalin-treated whole cell)를 이용한 백신이다. 이 백신은 A. pleuropneumoniae가 

돼지의 기도(respiratory tract)에 집락형성(colonization)하는 것을 방어하는데 효과적이지만 

교차 방어 (cross-protection)에 있어 효과가 제한적이고 사망률을 크게 낮추지는 못한다 

(Jolie et al. 1995). 다시 말해, A. pleuropneumoniae의 동종 (homologous) 혈청형에 대해서

는 부분적으로 감염 및 질병예방 가능하지만 이종 (heterologous) 혈청형에 대해서는 방어 효

율이 낮다 (Higgins et al. 1985). 따라서 세균백신 (whole-cell bacterins)이 가지고 있는 교

차 방어 (cross-protection)의 제한성을 보완하고, 모든 혈청형 (serotype)에 대해서 높은 면

역원성을 지닌 항원을 찾기 위한 연구가 진행되었고 그 결과 A. pleuropneumoniae에 대한 백

신 연구가 아단위백신 (sub-unit vaccine) 과 생백신 (live-attenuated vaccine)개발 연구에 

집중되었다. 생백신 (live-attenuated vaccine)은 살아있는 박테리아를 접종하면 교차 방어 

(cross- protection)이 가능하다는 장점을 이용하여 개발된 백신이다. 이 백신에 대한 연구는 

자연 감염 (natural infection)에서 살아남은 돼지가 동종 혈청형 (homologous serotype)에 

의한 감염에 대해서, 또한 부분적으로 이종 혈청형 (heterologous serotype)에 의한 감염에 

대해서 면역방어를 보인다는 연구 결과를 토대로 시작 되었고, 1984년 Nielsen과 1995년 

Cruijsen et al. 과 1996년 Haesebrouck에 의해 연구가 구체화 되었다. 이후 다수의 A. 

pleuropneumoniae의 돌연변이 균주 (mutant strain)가 만들어 졌고 이 균주가 생백신 

(live-attenuated vaccine)으로서 생체 내에서 효과적으로 병원체 (pathogen)에 대한 방어력

을 형성하는지 여부가 시험되었다. 예를 들면 1997년 Byrd와 Hooke는 온도에 민감한 A. 

pleuropneumoniae 의 혈청1형(serotype 1)을 가지고 돌연변이(mutant)를 만들어 이를 마우

스에 비강내 (intranasal)로 접종하여 동종 감염 (homologous infection)에 대한 방어력이 있

음을 증명하였고, 2004년 Tumamao et al. 은 항생제 스트렙토마이신 (streptomycin)에 대한 

저항력을 지닌 A. pleuropneumoniae의 돌연변이균주 (mutant strain)를 만들어 동종 감염 

(homologous infection)에 대한 방어력이 있음을 증명하였다. 이외에도 A. pleuropneumoniae

의 대사 관련 유전자 (metabolic genes)를 변형시킨 돌연변이 균주 (mutant strains)가 만들

어져 시험되었는데, 예를 들면 2002년 Ingham et al. 은 aromatic/chorismate 생합성 과정에 

관여하는 aroQ 유전자에 대한 대사 관련 유전자 돌연변이(metabolic mutant)를 만들어 A. 

pleuropneumoniae를 약독화 시켰다. 같은 해 Garside et al.은 aromatic 생합성에 필수적인 

aroA 유전자를 돌연변이 (mutation)시켜 얻은 약독화 된 A. pleuropneumoniae가 돼지의 호

흡기질병및폐의손상을일으키지않는다는것을증명하였다. 그러나 일반적으로 효과적인 방어 면역 

반응 위해 생백신에 이용되는 박테리아는 면역 반응이 발생하기 까지 충분히 숙주 내에서 살

아있어야만 하는데, 대사 관련 유전자 돌연변이 (metabolic mutant)를 이용한 생백신 

(live-attenuated vaccine)은 돼지의 호흡기 기관에서 감염 후 오랜 시간 동안 살아있지 못한

다는 단점을 가지고 있다. 이 후 생백신 (live-attenuated vaccine) 개발에 표적 (target)으로 

사용 가능성이 있는 유전자를 찾는 연구가 계속되었고 좋은 생백신 (live-attenuated vaccine)

개발에 필수적인 몇 가지 요소들에 대한 개념이 확립되었다. 그것은 a) 균주 (strain)는 반드시 

높은 면역원성을 지니고 있어야 한다; b) 균주 (strain)는 약독화 되어야 하며 균주 (strain)로 

인해 최소한의 감염 및 병변이 발생해야 한다는 것이다. 또한 특정 유전자를 비활성화 시키고

자 할 경우 표적 (target)유전자는 반드시 병독성인자 (virulence factor)여야 하고 이 유전자

를 변형 시키더라도 박테리아 자체의 생존에 영향을 미쳐서는 안 된다는 것이다. 위의 필수요

소를 기초로 하여, 최근 연구가 진행된 A. pleuropneumoniae 생백신(live-attenuated 
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vaccine)은 높은 병독성 인자 (virulence factor)중 하나인 Apx 독소 (toxin)의 유전자를 표적 

유전자 (target gene)로 이용한다. 예를 들면 2006년 Xu et al.은 A. pleuropneumoniae의 혈

청 10형 (serotype 10)이 지닌 apxIA 독소 (toxin)의 c-terminal 부위 유전자에 

chloramphenicol을 삽입하여 약독화 된 돌연변이 균주 (mutant strain)를 만들어 돼지에 접종

하는 실험을 진행하였고, 백신을 접종 받은 돼지는 동종 감염 (homologous infection)은 물론 

부분적으로 A. pleuropneumoniae 의 혈청 1형과 2형 (serotype 1, 2)에 의한 이종 감염

(heterologous infection)에 대해 방어력이 있음을 증명되었다. Prideaux et al.은 1998년에 

A. pleuropneumoniae의Apx 독소 (toxin)를 암호화 (encoding)하는 apx 오페론 (operon) 유

전자를 변형 시켜 여러 가지 실험을 하였다. A. pleuropneumoniae 혈청 7형 (serotype 7)에 

속하는 HS93Tox돌연변이 균주 (HS93Tox-mutant strain)를 이용하여 ApxI 독소 (toxin)를 

암호화 (encoding)하는 apxIA와 apxIC 유전자가 파괴되어 비활성화 된 ApxI 독소(toxin)를 

생산하는 돌연변이 균주(mutant strain)를 만들었다. 또한 이것을 마우스에 접종하여 돌연변이 

균주 (mutant strain)가 약독화 되었음을 확인하였고, Apx에 특이적인 항체가 형성되었음을 

확인하였다. 돌연변이 균주 (mutant strain) 백신을 접종한 마우스는 동종 감염(homologous 

infection)은 물론 A. pleuropneumoniae의 혈청 1형 (serotype 1)에 의한 이종 감염에 있어

서도 방어력을 보였다. 뿐만 아니라 Prideaux et al. 은 이듬해 A. pleuropneumoniae 혈청 7

형 (serotype 7)을 이용하여, 비활성 화된 ApxII 독소 (toxin)를 생산하는 apxIIC 돌연변이 균

주 (mutant strain)를 만들어 같은 방법의 백신접종 실험을 하여, 백신을 접종한 마우스가 동

종 감염 (homologous infection)은 물론 A. pleuropneumoniae 혈청 1형(serotype 1)에 의한 

이종 감염 (heterologous infection)에 있어서도 방어력이 있다는 것을 확인하였다. 또한, 

2009년 Park et al. 은 생백신 (live-attenuated vaccine)개발 연구를 하였는데, A. 

pleuropneumoniae 혈청 2형 (serotype 2)를 이용하여, ApxIII 독소 (toxin)의 분비에 중요한 

역할을 담당하는 A. pleuropneumoniae 혈청 2형 (serotype 2)의 세포막의 단백질을 

encoding하는 apxIIIB와 apxIIID유전자에 항생제 카나마이신(Kanamycin) 유전자를 삽입 하였

다. 그 결과 ApxIII 독소(toxin)분비 능력이 저하된 약독화 된 A. pleuropneumoniae 혈청 2형 

(serotype 2)를 만들 수 있었다. 그리고 이를 마우스 및 돼지에 접종하는 실험을 진행하여 생

백신(live-attenuated vaccine)으로서 가능성이 있음을 입증한 바 있다. 돌연변이 균주(mutant 

strain)를 이용한 생백신 (live-attenuated vaccine)은 A. pleuropneumoniae 방어에 있어 효

과적이지만 살아있는 세균을 백신으로 사용하므로 그에 따른 부작용이 유발될 수 있는 단점이 

있다. 개발되는 생백신 균주는 다양한 조작에 의하여 약독화 된 경우가 많은데, 야생에서 이들 

약독화 균이 여러 가지 기전에 의하여 재활성화 될 가능성을 배제할 수 없다. 그리고 돌연변이 

균주 (mutant strain)를 만들기 위해 외부의 다른 DNA 또는 항생제 내성 유전자 (antibiotic 

resistance genes)를 삽입하는 것에 의해 부작용이 발생 할 수 있는데, 예를 들어 돌연변이 

균주들 (mutant strains)에 삽입된 항생제 내성 유전자로 인해 발생하는 항생제에 대한 저항력

이 다른 병원체로 옮겨 질 수도 있는 위험성이 항시 존재 한다 (Bei et al. 2005; Bei et al. 

2007; Lin et al. 2007). A. pleuropneumoniae의 생백신 (live-attenuated vaccine) 과 더불

어 아단위 백신 (sub-unit vaccine) 개발을 위한 이용한 여러 연구들이 진행되고 있다.  A. 

pleuropneumoniae의 아단위 백신(sub-unit vaccine) 개발은 주로 박테리아의 구조를 형성 하

는 capsule,  lipopoly-saccharides (LPS) 그리고 outer-membrane proteins (OMPs) 에 초

점을 두고 진행되고 있다. lipoprotein, iron acquisition system에서 중요한 역할을 하는 여러 
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수용체 (receptor), [예를 들어 ferrichrome receptor (FhuA), hemoglobin receptor 

(HgbA)], RTX 독소 (toxin) 등도 아단위백신 개발에 이용되어 왔다 (Goethe R et al. 2000; 

Mikael et al. 2002; Willson et al. 1995). 그 결과 병독성 인자 (virulence factors)에 토대

를 둔 여러 가지 형태의 아단위 백신(sub-unit vaccine)이 개발되어 사용되고 있다. Apx 독소

(toxin)는 박테리아가 분비하는 RTX독소 (RTX-toxin)의 일종으로 용혈능 (hemolytic 

activity)과 세포독성 (cytotoxicity)을 갖는 단백질이고 직접적 또는 간접적으로 A. 

pleuropneumoniae에 의한 질병의 병리학적 증상 (주로 호중구(neutrophils)를 파괴)에 영향을 

미친다.  Apx 독소 (toxin)의 종류는 강력한 용혈성 (hemolytic)과 세포독성 (cytotoxic)을 갖

는ApxI, 비교적 약한 용혈성 (hemolytic)과 세포독성 (cytotoxic)을 갖는 ApxII, 그리고 용혈

성(hemolytic)은 없지만 강력한 세포독성 (cytotoxic)을 갖는 ApxIII가 가장 대표적이며, 이외

에도 최근에 연구 보고된 ApxIV도 Apx 독소 (toxin)에 속한다 (Frey et al. 1993). 대부분의 

A. pleuropneumoniae 혈청형 (serotype)은 하나 또는 그 이상의 Apx 독소(ApxI, ApxII, 

ApxIII, ApxIV)을 분비한다고 알려져 있다 (Cho and Chae 2001; Frey 1995; Schaller et 

al. 1999). 또한 Apx독소는 A. pleuropneumoniae의 주요병 독성 인자 (virulence factor)이

고 강한 면역원성(immunogenic)을 가지고 있는 것으로 알려져 있다 (Devenish et al. 1990; 

Frey and Nicolet 1991; Inzana et al. 2004). 현재까지 흉막 폐렴 (pleuropneumoniae)의 예

방 및 치료를 목적으로 진행되고 있는 돼지의 방어면역 (protective immunity)유도 연구 중 

A. pleuropneumoniae가 생산하는 Apx독소를 이용한 몇 가지 사례를 들어 보면 다음과 같다. 

Apx 독소에 의한 면역 세포의 작용을 알아보는 연구를 통해, 세포 내에서 Apx 독소에 대항하

여 생성된 중화항체 (neutralizing antibody 가 Apx 독소 (toxin)로 인해 호중구 (neutrophils)

가 죽는 것을 방어하고 포식자용 역할을 하는 면역세포의 활성을 높인다는 것이 증명되었다. 

또한 A. pleuropneumoniae 혈청 1형 (serotype 1) 의 분무 감염(aerosol challenge) 실험결

과, 백신을 접종받은 돼지가 A.pleuropneumoniae를 방어 할 수 있는 능력을 지니게 된 것으

로 발표된 바 있다 (Cruijsen et al. 1992; Furesz et al. 1998; Jansen 1995). 분리 정제한 

ApxI과 ApxII로 만든 용혈소 백신 (hemolysin vaccine)으로 A. pleuropneumoniae 혈청 1형 

(serotype 1)대한 방어 효과를 알아보는 연구에서는 백신을 접종 받은 돼지가 A. 

pleuropneumoniae 혈청 1형 (serotype 1)을 효과적으로 방어 할 수 있었다 (Haga et al. 

1997). 또한 N-terminal 부위의 ApxI 독소 (toxin)는 마우스 실험에서 모든 혈청 형 

(serotype)의 A. pleuropneumoniae를 방어 할 수 있었다 (Seah et al. 2002). 그리고 최근 

A. pleuropneumoniae의 ApxIII독소 (toxin)에서 세포독성 (cytotoxic) 성질의 항원결정인자

(epitope)와 세포 괴사를 유도하는 (pro-apoptotic) 성질의 항원결정인자 (epitope)를 갖는 영

역(domain)을 결정짓는 연구에서, ApxIII의 N-terminal과 C-terminal 뿐만 아니라 가운데 부

위에 존재하는 활성영역 (activation domain)도 세포독소 (cytotoxin)을 중성화시키는 항혈청

(anti-serum)을 만들 수 있는 잠정적인 부위이며 앞으로 백신 개발 연구에 중요한 후보자

(candidate)라 결론을 내린 바 있다 (Seah and Kwang 2004). 따라서 Apx 독소 (toxin)은 A. 

pleuropneumoniae에 의해 감염된 돼지 질병인 흉막 폐렴을 예방 및 방어하기 위한 백신 개발

에 중요한 요소로 생각된다. 그리고 현재 생산되고 있는 일부 백신은 비활성 화 시킨 Apx 독

소(toxin)을 포함하고 있다.

 Mycoplasma hyopneumoniae는 돼지 호흡기 질환인 porcine enzootic pneumonia (PEP)질

병을 유발하는 원인체로서, 이 질병으로 인해 돼지에서 만성적인 기침과 성장 속도 지체 현상 
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vaccine)은 높은 병독성 인자 (virulence factor)중 하나인 Apx 독소 (toxin)의 유전자를 표적 

유전자 (target gene)로 이용한다. 예를 들면 2006년 Xu et al.은 A. pleuropneumoniae의 혈

청 10형 (serotype 10)이 지닌 apxIA 독소 (toxin)의 c-terminal 부위 유전자에 

chloramphenicol을 삽입하여 약독화 된 돌연변이 균주 (mutant strain)를 만들어 돼지에 접종

하는 실험을 진행하였고, 백신을 접종 받은 돼지는 동종 감염 (homologous infection)은 물론 

부분적으로 A. pleuropneumoniae 의 혈청 1형과 2형 (serotype 1, 2)에 의한 이종 감염

(heterologous infection)에 대해 방어력이 있음을 증명되었다. Prideaux et al.은 1998년에 

A. pleuropneumoniae의Apx 독소 (toxin)를 암호화 (encoding)하는 apx 오페론 (operon) 유

전자를 변형 시켜 여러 가지 실험을 하였다. A. pleuropneumoniae 혈청 7형 (serotype 7)에 

속하는 HS93Tox돌연변이 균주 (HS93Tox-mutant strain)를 이용하여 ApxI 독소 (toxin)를 

암호화 (encoding)하는 apxIA와 apxIC 유전자가 파괴되어 비활성화 된 ApxI 독소(toxin)를 

생산하는 돌연변이 균주(mutant strain)를 만들었다. 또한 이것을 마우스에 접종하여 돌연변이 

균주 (mutant strain)가 약독화 되었음을 확인하였고, Apx에 특이적인 항체가 형성되었음을 

확인하였다. 돌연변이 균주 (mutant strain) 백신을 접종한 마우스는 동종 감염(homologous 

infection)은 물론 A. pleuropneumoniae의 혈청 1형 (serotype 1)에 의한 이종 감염에 있어

서도 방어력을 보였다. 뿐만 아니라 Prideaux et al. 은 이듬해 A. pleuropneumoniae 혈청 7

형 (serotype 7)을 이용하여, 비활성 화된 ApxII 독소 (toxin)를 생산하는 apxIIC 돌연변이 균

주 (mutant strain)를 만들어 같은 방법의 백신접종 실험을 하여, 백신을 접종한 마우스가 동

종 감염 (homologous infection)은 물론 A. pleuropneumoniae 혈청 1형(serotype 1)에 의한 

이종 감염 (heterologous infection)에 있어서도 방어력이 있다는 것을 확인하였다. 또한, 

2009년 Park et al. 은 생백신 (live-attenuated vaccine)개발 연구를 하였는데, A. 

pleuropneumoniae 혈청 2형 (serotype 2)를 이용하여, ApxIII 독소 (toxin)의 분비에 중요한 

역할을 담당하는 A. pleuropneumoniae 혈청 2형 (serotype 2)의 세포막의 단백질을 

encoding하는 apxIIIB와 apxIIID유전자에 항생제 카나마이신(Kanamycin) 유전자를 삽입 하였

다. 그 결과 ApxIII 독소(toxin)분비 능력이 저하된 약독화 된 A. pleuropneumoniae 혈청 2형 

(serotype 2)를 만들 수 있었다. 그리고 이를 마우스 및 돼지에 접종하는 실험을 진행하여 생

백신(live-attenuated vaccine)으로서 가능성이 있음을 입증한 바 있다. 돌연변이 균주(mutant 

strain)를 이용한 생백신 (live-attenuated vaccine)은 A. pleuropneumoniae 방어에 있어 효

과적이지만 살아있는 세균을 백신으로 사용하므로 그에 따른 부작용이 유발될 수 있는 단점이 

있다. 개발되는 생백신 균주는 다양한 조작에 의하여 약독화 된 경우가 많은데, 야생에서 이들 

약독화 균이 여러 가지 기전에 의하여 재활성화 될 가능성을 배제할 수 없다. 그리고 돌연변이 

균주 (mutant strain)를 만들기 위해 외부의 다른 DNA 또는 항생제 내성 유전자 (antibiotic 

resistance genes)를 삽입하는 것에 의해 부작용이 발생 할 수 있는데, 예를 들어 돌연변이 

균주들 (mutant strains)에 삽입된 항생제 내성 유전자로 인해 발생하는 항생제에 대한 저항력

이 다른 병원체로 옮겨 질 수도 있는 위험성이 항시 존재 한다 (Bei et al. 2005; Bei et al. 

2007; Lin et al. 2007). A. pleuropneumoniae의 생백신 (live-attenuated vaccine) 과 더불

어 아단위 백신 (sub-unit vaccine) 개발을 위한 이용한 여러 연구들이 진행되고 있다.  A. 

pleuropneumoniae의 아단위 백신(sub-unit vaccine) 개발은 주로 박테리아의 구조를 형성 하

는 capsule,  lipopoly-saccharides (LPS) 그리고 outer-membrane proteins (OMPs) 에 초

점을 두고 진행되고 있다. lipoprotein, iron acquisition system에서 중요한 역할을 하는 여러 
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수용체 (receptor), [예를 들어 ferrichrome receptor (FhuA), hemoglobin receptor 

(HgbA)], RTX 독소 (toxin) 등도 아단위백신 개발에 이용되어 왔다 (Goethe R et al. 2000; 

Mikael et al. 2002; Willson et al. 1995). 그 결과 병독성 인자 (virulence factors)에 토대

를 둔 여러 가지 형태의 아단위 백신(sub-unit vaccine)이 개발되어 사용되고 있다. Apx 독소

(toxin)는 박테리아가 분비하는 RTX독소 (RTX-toxin)의 일종으로 용혈능 (hemolytic 

activity)과 세포독성 (cytotoxicity)을 갖는 단백질이고 직접적 또는 간접적으로 A. 

pleuropneumoniae에 의한 질병의 병리학적 증상 (주로 호중구(neutrophils)를 파괴)에 영향을 

미친다.  Apx 독소 (toxin)의 종류는 강력한 용혈성 (hemolytic)과 세포독성 (cytotoxic)을 갖

는ApxI, 비교적 약한 용혈성 (hemolytic)과 세포독성 (cytotoxic)을 갖는 ApxII, 그리고 용혈

성(hemolytic)은 없지만 강력한 세포독성 (cytotoxic)을 갖는 ApxIII가 가장 대표적이며, 이외

에도 최근에 연구 보고된 ApxIV도 Apx 독소 (toxin)에 속한다 (Frey et al. 1993). 대부분의 

A. pleuropneumoniae 혈청형 (serotype)은 하나 또는 그 이상의 Apx 독소(ApxI, ApxII, 

ApxIII, ApxIV)을 분비한다고 알려져 있다 (Cho and Chae 2001; Frey 1995; Schaller et 

al. 1999). 또한 Apx독소는 A. pleuropneumoniae의 주요병 독성 인자 (virulence factor)이

고 강한 면역원성(immunogenic)을 가지고 있는 것으로 알려져 있다 (Devenish et al. 1990; 

Frey and Nicolet 1991; Inzana et al. 2004). 현재까지 흉막 폐렴 (pleuropneumoniae)의 예

방 및 치료를 목적으로 진행되고 있는 돼지의 방어면역 (protective immunity)유도 연구 중 

A. pleuropneumoniae가 생산하는 Apx독소를 이용한 몇 가지 사례를 들어 보면 다음과 같다. 

Apx 독소에 의한 면역 세포의 작용을 알아보는 연구를 통해, 세포 내에서 Apx 독소에 대항하

여 생성된 중화항체 (neutralizing antibody 가 Apx 독소 (toxin)로 인해 호중구 (neutrophils)

가 죽는 것을 방어하고 포식자용 역할을 하는 면역세포의 활성을 높인다는 것이 증명되었다. 

또한 A. pleuropneumoniae 혈청 1형 (serotype 1) 의 분무 감염(aerosol challenge) 실험결

과, 백신을 접종받은 돼지가 A.pleuropneumoniae를 방어 할 수 있는 능력을 지니게 된 것으

로 발표된 바 있다 (Cruijsen et al. 1992; Furesz et al. 1998; Jansen 1995). 분리 정제한 

ApxI과 ApxII로 만든 용혈소 백신 (hemolysin vaccine)으로 A. pleuropneumoniae 혈청 1형 

(serotype 1)대한 방어 효과를 알아보는 연구에서는 백신을 접종 받은 돼지가 A. 

pleuropneumoniae 혈청 1형 (serotype 1)을 효과적으로 방어 할 수 있었다 (Haga et al. 

1997). 또한 N-terminal 부위의 ApxI 독소 (toxin)는 마우스 실험에서 모든 혈청 형 

(serotype)의 A. pleuropneumoniae를 방어 할 수 있었다 (Seah et al. 2002). 그리고 최근 

A. pleuropneumoniae의 ApxIII독소 (toxin)에서 세포독성 (cytotoxic) 성질의 항원결정인자

(epitope)와 세포 괴사를 유도하는 (pro-apoptotic) 성질의 항원결정인자 (epitope)를 갖는 영

역(domain)을 결정짓는 연구에서, ApxIII의 N-terminal과 C-terminal 뿐만 아니라 가운데 부

위에 존재하는 활성영역 (activation domain)도 세포독소 (cytotoxin)을 중성화시키는 항혈청

(anti-serum)을 만들 수 있는 잠정적인 부위이며 앞으로 백신 개발 연구에 중요한 후보자

(candidate)라 결론을 내린 바 있다 (Seah and Kwang 2004). 따라서 Apx 독소 (toxin)은 A. 

pleuropneumoniae에 의해 감염된 돼지 질병인 흉막 폐렴을 예방 및 방어하기 위한 백신 개발

에 중요한 요소로 생각된다. 그리고 현재 생산되고 있는 일부 백신은 비활성 화 시킨 Apx 독

소(toxin)을 포함하고 있다.

 Mycoplasma hyopneumoniae는 돼지 호흡기 질환인 porcine enzootic pneumonia (PEP)질

병을 유발하는 원인체로서, 이 질병으로 인해 돼지에서 만성적인 기침과 성장 속도 지체 현상 
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그리고 사료 효율 저하가 나타난다 (Goodwin et al. 1967; Mare and Switzer 1965). M. 

hyopneumoniae는 감염초기 돼지의 호흡기의 상피 세포에 유착되어 섬모의 운동을 현저히 저

하시켜 ciliostasis를 유발하고 또한 M. hyopneumoniae에 감염된 돼지는 다른 균체로부터의 

2차 감염에 대한 저항력이 낮아 진다 (DeBey and Ross 1994). 예를 들어, M. 

hyopneumoniae에 감염된 돼지는 번식력이 강한 호흡기 증후군 바이러스 (respiratory 

syndrome virus)에 쉽게 2차 감염되어 폐렴 (pneumonia)이 발병되고 A. pleuropneumoniae

에도2차 감염되기 쉽다고 연구 발표된 사례가 있다 (Thacker et al. 1999). 따라서 M. 

hyopneumoniae의 감염으로 인해돼지에 질병이 계속 지속되는 현상과 그로 인해 발생하는 심

각한 문제는 현재 양돈산업에서 해결되어야할 중요한 문제로 거론되고 있다. M. 

hyopneumoniae는 세포벽이 없기 때문에 박테리아와 구별 된다 (Dybvig and Voelker 1996). 

M. hyopneumoniae의 또 다른 특징으로 염색체가 작고, DNA의 염기G+C 구성비가 일반적인 

세균에 비하여 상대적으로 매우 낮다 (Dybvig and Voelker 1996). 또, 보통 대부분의 생물체

에서 TGA codon을 정지 코돈 (translation stop codon)으로 사용하고 있는데 반하여, M. 

hyopneumoniae내에서 트립토판 (tryptophan)을 암호화 (encoding)하는 코돈 (codon)으로 사

용 된다 (Dybvig 1990). 이로 인하여, 유전자를 클로닝 (cloning)하여 이종 박테리아 숙주

(heterologous system)에서 단백질 발현하고자 할 때 문제가 될 수 있다. 예를 들어, 대장균

(Escherichia coli)내에서 M. hyopneumoniae의 유전자 염기서열 내의 TGA 코돈 (codon)에 

의하여 해독과정 (translation)이 조기 종료되는 현상 (premature truncation)이 발생될 수 있

다 (Renbaum et al. 1990; Smiley and Minion 1993).

 M. hyopneumoniae로 인해 발생되는 폐렴을 예방하기 위해 양돈 사육장 내의 위생상태 유지 

및 관리와 함께 백신 접종이 가장 보편적인 방법으로 사용되고 있다. 이와 더불어 M. 

hyopneumoniae로부터 돼지를 방어하기 위해, 비활성화 시킨 세균을 이용한 백신 (whole cell 

bacterins)연구가 일반적으로 많이 이루어져, 현재 상용화되어 사용되고 있다. 그러나 세균 백

신 (whole cell bacterins)을 생산하기 위해서는 M. hyopneumoniae의 생체외 (in vitro) 배양

이 필수적인데, 다른 박테리아와 달리 M. hyopneumonia는 배양을 위해 많은양의 배양 인자

가 포함된 배지 (rich medium)가 필요로 할 뿐만 아니라 배양 시간 또한 오래 소요되기 때문

에 극히 비효율적이라는 단점이 있다 (Ross 1999). 또한 세균 백신 (whole cell bacterins)은 

충분한 면역력을 유발하지 못하는 것으로 알려져 있다. 다시 말해 돼지에 세균 백신 (whole 

cell bacterins)을 접종을 하여 M. hyopneumoniae에 대한 면역 방어 능력을 높여 주었다할지

라도, M. hyopneumoniae에 감염될 수 있고, 이미 감염된 돼지의 경우 체내의 M. 

hyopneumoniae를 완벽하게 제거하지 못한다. 그 결과 M. hyopneumoniae에 대한 완벽한 면

역 방어 능력이 없는 돼지로 인해 병원체 (pathogen)가 다른 돼지로 전염되는 현상이 발생 할 

수 있다 (Haesebrouck et al. 2004; Maes et al. 2008). 그래서, M. hyopneumoniae로 부터 

돼지를 방어하기 위한 백신 개발은 현재 병원체의 특정 면역 지배적 항원 (immunodominant 

antigen)을 이용하는 아단위 백신 (subunit vaccine)을 중심으로 이루어지고 있다. 그로 인해 

몇 가지 백신개발 후보자 (candidate)로 이용될 수 있는 항원(antigen)이 밝혀졌는데, 대표적

으로 lipoprotein인 P65 단백질, Mhp378단백질, Mhp651단백질 (Kim et al. 1990; Meens et 

al. 2006)을 비롯하여cytosolic P36 단백질과 ribonucleoside reductase 그리고 P97 

adhesion단백질 등이 포함된다. 그러나 그 중 ribonucleoside reductase 와 P97단백질만이 

돼지에서 아단위 백신(subunit vaccine)으로 개발될 가능성이 있는 것으로 알려져 있다. 
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(Fagan et al. 2001; Ogawa et al. 2009; Shimoji et al. 2003). P97 adhesion단백질의 구조 

및 기능을 밝히기 위한 많은 연구들이 진행되는데, 그 결과 P97 adhesion 단백질의 

C-terminal 부위에 위치한 R1 region (R1 repeat region, AAKPV-E)과 R2 repeat region이 

돼지의 섬모 상피조직에 유착하는데 중요한 역할을 하는 것이 알려졌다 (Hsu and Minion 

1998; Jenkins et al. 2006; Minion et al. 2000). 관련하여 1998년 Wilton et al. 은 그들의 

연구에서p97 adhesion단백질의 기능을 결여 시킨 M. hyopneumoniae 이용하여 섬모유착 능

력이 결여된 M. hyopneumoniae이 약독화 되었음을 증명 하였다. 또 같은 해 Hsu 와 Minion

은 P97 adhsion단백질 내의 R1 반복서열 (R1 repeat resion)을 인식하는 단일 클론 항체 

(monoclonal antibody)를 이용하여 M. hyopneumoniae가 돼지의 호흡기 섬모에 유착되는 것

을 방해하는데 성공하였다. 이와 같은 P97 adhsion단백질에 대한 연구 결과를 토대로 볼 때 

p97 단백질은 M. hyopneumoniae에 의해 발생하는 질병의 발생에 중요한 역할을 하며, 그러

므로, M. hyopneumoniae백신 개발에 있어 중요한 표적 (Target)이 되는 것으로 판단된다. 이

와 관련하여 p97 단백질의 C-terminal을 발현하도록 변형된 Erysipelothrix rhusiopathiae을 

백신 세균주로 사용하려는 시도가 있다 (Ogawa et al. 2009; Shimoji et al. 2003; 일본특허 

P2006-311824A).  그러나, 이 연구에서 p97 peptide를 발현하는 매개체 (vector)로 사용된 

Erysipelothrix rhusiopathiae 균이 약독화 되어 있기는 하나, 병원성 세균이므로 생균 백신이 

가지는 위험성을 배제할 수 없다.     

 동물에 백신을 투여하는 작업은 많은 노동력을 요구될 뿐만 아니라 동물에게도 많은 스트레

스를 유발하므로, 최소 횟수의 투여를 통하여 여러 질병에 대한 면역 효과를 얻는 것은 축산 

산업의 전반적 효율 측면에서 중요시 되어왔다. 그렇지만 여러 가지 질병에 대한 백신을 단순

히 혼합하여 투여하는 것은, 오히려 개체 내 면역 반응 유발에 있어 비효율적인 측면이 있는 

것으로 알려져 있다. A. pleuropneumoniae와 M. hyopneumoniae는 모두 돼지 호흡기 질환을 

유발하는 병원체이고동반 되어 감염이 발생되는 경우가 많다.  한 예로 M. hyopneumoniae 

감염에 의하여 면역력이 떨어진 돼지에 있어 A. pleuropneumoniae 감염이 쉽게 발생하는 것

으로 알려져 있다 (Conceicao et al. 2006).  그러므로 하나의 백신 처리에 의하여 두 병원체

에 대한 저항력을 모두 가지게 되는 것은 매우 유용하다. 현재 국내에서는 하나의 백신으로 두 

질병을 예방할 목적으로 A. pleuropneumoniae 독소와 M. hyopneumoniae의 사균을 혼합하

여 제조한 백신이 수입되어 판매되고 있다. 이러한 상황에서 본 연구 개발에서는 양돈 산업에 

큰 피해를 주는 두 호흡기 질환 세균을 동시에 방어하기 위한 재조합 단백질을 개발하였다. 이

를 위하여 먼저, 한국에서 주로 발견되는 A. pleuropneumoniae 혈청 2형과 혈청 5형에서 생

산되는 Apx toxin의 유전자를 재조합 단백질 백신의 타겟 항원으로 선정하였다. Apx toxin중 

ApxI과 ApxIII는 Apx toxin CABD 오페론 (operon)에 의해 생산되고 분비 되는 반면 ApxII

는 CABD 오페론 (operon)중 CA 유전자만 존재하여 생산은 되지만, 분비가 되지 않는 것으로 

알려져 있다 (Frey and Nicolet. 1990; Frey et al.  1992; Kampetai et al. 1991; 

Rycroftetai. et al. 1991). 따라서 본 연구에서는 분비되는 Apx toxin중 ApxIII toxin을 재조

합 단백질 백신 개발의 타겟으로 선정하여 연구를 진행하였다. ApxIII toxin 유전자 (Gene 

bank Accession No. L12145)를 bioinfomatics를 이용한 유전자 분석 및 ApxIII toxin에 대

한 사전 연구결과를 토대로 ApxIII toxin 단백질 중 일부 면역원성이 크고 E. coli 내 발현이 

용이하다고 판단되는 ApxIII toxin 단백질의 N-terminal 일부를 선택하여 재조합 단백질 

ApxN을 E. coli를 이용하여 발현하였다. 그리고 M. hyopneumoniae의 P97 단백질에서 면역
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그리고 사료 효율 저하가 나타난다 (Goodwin et al. 1967; Mare and Switzer 1965). M. 

hyopneumoniae는 감염초기 돼지의 호흡기의 상피 세포에 유착되어 섬모의 운동을 현저히 저

하시켜 ciliostasis를 유발하고 또한 M. hyopneumoniae에 감염된 돼지는 다른 균체로부터의 

2차 감염에 대한 저항력이 낮아 진다 (DeBey and Ross 1994). 예를 들어, M. 

hyopneumoniae에 감염된 돼지는 번식력이 강한 호흡기 증후군 바이러스 (respiratory 

syndrome virus)에 쉽게 2차 감염되어 폐렴 (pneumonia)이 발병되고 A. pleuropneumoniae

에도2차 감염되기 쉽다고 연구 발표된 사례가 있다 (Thacker et al. 1999). 따라서 M. 

hyopneumoniae의 감염으로 인해돼지에 질병이 계속 지속되는 현상과 그로 인해 발생하는 심

각한 문제는 현재 양돈산업에서 해결되어야할 중요한 문제로 거론되고 있다. M. 

hyopneumoniae는 세포벽이 없기 때문에 박테리아와 구별 된다 (Dybvig and Voelker 1996). 

M. hyopneumoniae의 또 다른 특징으로 염색체가 작고, DNA의 염기G+C 구성비가 일반적인 

세균에 비하여 상대적으로 매우 낮다 (Dybvig and Voelker 1996). 또, 보통 대부분의 생물체

에서 TGA codon을 정지 코돈 (translation stop codon)으로 사용하고 있는데 반하여, M. 

hyopneumoniae내에서 트립토판 (tryptophan)을 암호화 (encoding)하는 코돈 (codon)으로 사

용 된다 (Dybvig 1990). 이로 인하여, 유전자를 클로닝 (cloning)하여 이종 박테리아 숙주

(heterologous system)에서 단백질 발현하고자 할 때 문제가 될 수 있다. 예를 들어, 대장균

(Escherichia coli)내에서 M. hyopneumoniae의 유전자 염기서열 내의 TGA 코돈 (codon)에 

의하여 해독과정 (translation)이 조기 종료되는 현상 (premature truncation)이 발생될 수 있

다 (Renbaum et al. 1990; Smiley and Minion 1993).

 M. hyopneumoniae로 인해 발생되는 폐렴을 예방하기 위해 양돈 사육장 내의 위생상태 유지 

및 관리와 함께 백신 접종이 가장 보편적인 방법으로 사용되고 있다. 이와 더불어 M. 

hyopneumoniae로부터 돼지를 방어하기 위해, 비활성화 시킨 세균을 이용한 백신 (whole cell 

bacterins)연구가 일반적으로 많이 이루어져, 현재 상용화되어 사용되고 있다. 그러나 세균 백

신 (whole cell bacterins)을 생산하기 위해서는 M. hyopneumoniae의 생체외 (in vitro) 배양

이 필수적인데, 다른 박테리아와 달리 M. hyopneumonia는 배양을 위해 많은양의 배양 인자

가 포함된 배지 (rich medium)가 필요로 할 뿐만 아니라 배양 시간 또한 오래 소요되기 때문

에 극히 비효율적이라는 단점이 있다 (Ross 1999). 또한 세균 백신 (whole cell bacterins)은 

충분한 면역력을 유발하지 못하는 것으로 알려져 있다. 다시 말해 돼지에 세균 백신 (whole 

cell bacterins)을 접종을 하여 M. hyopneumoniae에 대한 면역 방어 능력을 높여 주었다할지

라도, M. hyopneumoniae에 감염될 수 있고, 이미 감염된 돼지의 경우 체내의 M. 

hyopneumoniae를 완벽하게 제거하지 못한다. 그 결과 M. hyopneumoniae에 대한 완벽한 면

역 방어 능력이 없는 돼지로 인해 병원체 (pathogen)가 다른 돼지로 전염되는 현상이 발생 할 

수 있다 (Haesebrouck et al. 2004; Maes et al. 2008). 그래서, M. hyopneumoniae로 부터 

돼지를 방어하기 위한 백신 개발은 현재 병원체의 특정 면역 지배적 항원 (immunodominant 

antigen)을 이용하는 아단위 백신 (subunit vaccine)을 중심으로 이루어지고 있다. 그로 인해 
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으로 lipoprotein인 P65 단백질, Mhp378단백질, Mhp651단백질 (Kim et al. 1990; Meens et 

al. 2006)을 비롯하여cytosolic P36 단백질과 ribonucleoside reductase 그리고 P97 

adhesion단백질 등이 포함된다. 그러나 그 중 ribonucleoside reductase 와 P97단백질만이 

돼지에서 아단위 백신(subunit vaccine)으로 개발될 가능성이 있는 것으로 알려져 있다. 
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(Fagan et al. 2001; Ogawa et al. 2009; Shimoji et al. 2003). P97 adhesion단백질의 구조 

및 기능을 밝히기 위한 많은 연구들이 진행되는데, 그 결과 P97 adhesion 단백질의 

C-terminal 부위에 위치한 R1 region (R1 repeat region, AAKPV-E)과 R2 repeat region이 

돼지의 섬모 상피조직에 유착하는데 중요한 역할을 하는 것이 알려졌다 (Hsu and Minion 

1998; Jenkins et al. 2006; Minion et al. 2000). 관련하여 1998년 Wilton et al. 은 그들의 

연구에서p97 adhesion단백질의 기능을 결여 시킨 M. hyopneumoniae 이용하여 섬모유착 능

력이 결여된 M. hyopneumoniae이 약독화 되었음을 증명 하였다. 또 같은 해 Hsu 와 Minion

은 P97 adhsion단백질 내의 R1 반복서열 (R1 repeat resion)을 인식하는 단일 클론 항체 

(monoclonal antibody)를 이용하여 M. hyopneumoniae가 돼지의 호흡기 섬모에 유착되는 것

을 방해하는데 성공하였다. 이와 같은 P97 adhsion단백질에 대한 연구 결과를 토대로 볼 때 

p97 단백질은 M. hyopneumoniae에 의해 발생하는 질병의 발생에 중요한 역할을 하며, 그러

므로, M. hyopneumoniae백신 개발에 있어 중요한 표적 (Target)이 되는 것으로 판단된다. 이

와 관련하여 p97 단백질의 C-terminal을 발현하도록 변형된 Erysipelothrix rhusiopathiae을 

백신 세균주로 사용하려는 시도가 있다 (Ogawa et al. 2009; Shimoji et al. 2003; 일본특허 

P2006-311824A).  그러나, 이 연구에서 p97 peptide를 발현하는 매개체 (vector)로 사용된 
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가지는 위험성을 배제할 수 없다.     

 동물에 백신을 투여하는 작업은 많은 노동력을 요구될 뿐만 아니라 동물에게도 많은 스트레
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원성이 크다고 판단되는 C-terminal 부위에 해당하는 재조합 단백질 P97C를 유사한 방법으로 

발현하였다. 또 두 재조합 단백질의 융합 (fusion) 단백질 Ap97도 발현하였다. 재조합 단백질 

P97C와 Ap97제작에 있어서는 P97 유전자 상에 존재하는 stop codon을 제거하고 E. coli에

서의 발현을 고효율화 할 목적으로 유전자 서열을 최적화하여 사용 하였다. 개발된 재조합 단

백질의 면역원성을 확인하기 위하여 각각 단백질을 실험동물 마우스에 투여하여 면역 반응양

태를 분석하였다. 또, 형성되는 항혈청이 각각의 해당 미생물 단백질을 인지할 수 있는지 여부

를 분석하여, 개발된 재조합 단백질 투여에 의하여 두 가지 돼지호흡기 질병 예방 효과 가능성

을 확인하였다.

제 2 절  재료 및 방법

1. 백신주 개발에 이용할 다양한 마이코플라즈마균 유전자 클론 확보

가. 균주 배양

  A. pleuropneumoniae 균주 (strains)는 American Type Culture Collection (ATCC, 

Virginia, 미국)에서 구입한 serotype 2 (Cat #27089) 를 사용하였다. 배지는 

nicotinamidedinucleotide (10 microgram/ml), L-cysteinehydrochloride (260 

microgram/ml), L-glutamine (100 microgram/ml), dextrose (1 mg/ml), 

L-cysteinedihydrochloride (10 microgram/ml) 그리고 Tween80 (0.1%)를 포함하는 

pleuropneumonia-like organism (PPLO) 배지 (BD Bioscience, Sparks, MD)를 사용하였고, 

37°C에서 250 rpm으로 교반하여 배양하였다. Mycoplasma 균주(strains)로는 Mycoplasma 

hyopneumoniae strain J (NCTC10110, ATCC 25934)를 사용하였다. 배양 배지는 30% 

Heart infusion broth (BD 238400), 4%의 sodium bicarbonate, 10 x Hanks’ balanced salt 

solution, 1%의 0.25% phenol red, 20% porcine serum (heat-inactivated), 10%의 

lactalbumin hyrolysate (BD 259962) 그리고 2%의 yeast extract solution (GiBCO18180)

을 함유하고 있으며, pH 7.4 적정 후 autoclave하여 사용하였다. 균주는37℃에서 250 rpm으

로 교반하여 균체의 분화 및 성장이 mid-log phase단계에 이르기까지 배양하였다. 

  단백질 발현 및 cloning과정에서 사용된 Escherichia coli 균주 (strains)는 각각 

BL21(DE3) (Stratagene, 미국)와 DH5α (Intron, 한국)이며 Luria-Bertani (LB)배지에 

ampicillin 50 mg/litter와 kanamycin 50 mg/litter을 첨가하여 배양하였다.

나. 단백질 발현 벡터 제작

  A. pleuropneumoniae에서 추출한 genomic DNA와 ApxN-F/ApxN-R PCR primers 을 이

용하여 ApxIIIA 유전자 (GenBank Accession No. L12145)의 N-terminal부위에 위치한 염기

서열을 증폭하였다 (표 1). ApxN-R primer 설계시에 leucine을 발현하는 CTA codon이 E. 

coli내에서codon usage bias를 제거할 목적으로 CTG codon으로 변환하여 합성하였다 

(Burgess-Brown et al. 2008; Sahdev et al. 2008; Sorensen and Mortensen 2005).  증폭

된 PCR 산물을 pGEM-T vector에 삽입하였고, 그 다음 pET28a(+) vector의 BamHI과 
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XhoI 위치에 이동 삽입하여 E. coli내에서 ApxN단백질을 발현하는 데 이용하였다. 

pET28a(+) vector 염기서열에 따라ApxN 단백질은 N-terminal에 polyhistidine-tag을 포함

한다 (그림 1). 

  M. hyopneumoniae의 P97 단백질 상에서 R1과 R2영역을 포함하고 면원성이 높은 것으로 

판단되는 C-terminal의 일부를 E. coli내에서 발현하기 위하여 P97 유전자 염기서열 

(GenBank Accession No. U50901)상의 TGA codon (stop codon)들을 TGG로 변환하였으

며, codon usage bias를 최소화하기 위해서 사용률이 낮은 codon들을 사용률이 높은 codon

으로 대체하였다. 구체적으로, arginine을 encoding하는 AGG, AGA, CGG와 glycine을 

encoding하는 GGA, isoleucine을 encoding하는 AUA, leucine을 encoding하는 CUA, 그리고 

proline을 encoding하는 CCC codon 등을 사용성이 높은codon으로 최적화 하였다 

(Burgess-Brown et al. 2008; Sahdev et al. 2008; Sorensen and Mortensen 2005). 변환

된 염기서열은 BlueHeron Biotechnology (미국)에 의뢰하여 합성하였고, P97C-F/P97C-R 

primers로 증폭하였다 (표 1). 이후 pGEM-T vector에 삽입하였고, 그 다음 pET28a(+) 

vector의 BamHI과 XhoI 제한효소 위치에 이동 삽입하여 E. coli내에서 P97C 단백질을 발현

하기 위하여 사용하였다. pET28a(+) vector 염기서열에 따라 P97C 단백질은 N-terminal에 

polyhistidine-tag을 포함한다.

  융합 단백질 (fusion protein) Ap97은 ApxIIIA의 N-terminal 부위와 P97C 의 두 epitopes

를 차례로 포함 한다 (그림 3). 두 epitope의 상호 간섭 (interference)을 최소화하기 위하여, 

glycine과 serine residue로 구성된 linker로 연결되도록 하였다. A. pleuropneumoniae의

genomic DNA를 이용하여 Ap97-F/Ap97-R primers로 ApxIIIA 유전자의 N-terminal 부위를 

증폭하였다 (표 1). Ap97-R primer는 linker sequence를 포함한다. 증폭된 N-terminal 부위

와 P97C를 연결하고 pET28a(+) vector의 NdeI과 XhoI 위치에 삽입하여 E. coli에서 Ap97 

단백질을 발현하기 위하여 사용하였다. pET28a(+) vector 염기서열에 따라 Ap97단백질은 

N-terminal에 polyhistidine-tag을 포함한다. 

그림 1 재조합 단백질 Ap97구성

  Epitope 1은 bioinformatics를 토대로 ApxIIIA 단백질의 구조를 분석하고 hydrophilicity와 

immunogenecity를 고려하여 선정된 부분. Epitope 2는 P97 단백질의 R1과 R2 repeat 

region을 포함하는 부분. N-terminal의 ApxIIIA와 C-terminal의 P97 단백질은 Glycine롸 

Serine기본 구조를 갖는 Linker sequence을 이용하여  연결 하였다. 
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XhoI 위치에 이동 삽입하여 E. coli내에서 ApxN단백질을 발현하는 데 이용하였다. 

pET28a(+) vector 염기서열에 따라ApxN 단백질은 N-terminal에 polyhistidine-tag을 포함

한다 (그림 1). 

  M. hyopneumoniae의 P97 단백질 상에서 R1과 R2영역을 포함하고 면원성이 높은 것으로 

판단되는 C-terminal의 일부를 E. coli내에서 발현하기 위하여 P97 유전자 염기서열 

(GenBank Accession No. U50901)상의 TGA codon (stop codon)들을 TGG로 변환하였으

며, codon usage bias를 최소화하기 위해서 사용률이 낮은 codon들을 사용률이 높은 codon

으로 대체하였다. 구체적으로, arginine을 encoding하는 AGG, AGA, CGG와 glycine을 

encoding하는 GGA, isoleucine을 encoding하는 AUA, leucine을 encoding하는 CUA, 그리고 

proline을 encoding하는 CCC codon 등을 사용성이 높은codon으로 최적화 하였다 

(Burgess-Brown et al. 2008; Sahdev et al. 2008; Sorensen and Mortensen 2005). 변환

된 염기서열은 BlueHeron Biotechnology (미국)에 의뢰하여 합성하였고, P97C-F/P97C-R 

primers로 증폭하였다 (표 1). 이후 pGEM-T vector에 삽입하였고, 그 다음 pET28a(+) 

vector의 BamHI과 XhoI 제한효소 위치에 이동 삽입하여 E. coli내에서 P97C 단백질을 발현

하기 위하여 사용하였다. pET28a(+) vector 염기서열에 따라 P97C 단백질은 N-terminal에 

polyhistidine-tag을 포함한다.

  융합 단백질 (fusion protein) Ap97은 ApxIIIA의 N-terminal 부위와 P97C 의 두 epitopes

를 차례로 포함 한다 (그림 3). 두 epitope의 상호 간섭 (interference)을 최소화하기 위하여, 

glycine과 serine residue로 구성된 linker로 연결되도록 하였다. A. pleuropneumoniae의

genomic DNA를 이용하여 Ap97-F/Ap97-R primers로 ApxIIIA 유전자의 N-terminal 부위를 

증폭하였다 (표 1). Ap97-R primer는 linker sequence를 포함한다. 증폭된 N-terminal 부위

와 P97C를 연결하고 pET28a(+) vector의 NdeI과 XhoI 위치에 삽입하여 E. coli에서 Ap97 

단백질을 발현하기 위하여 사용하였다. pET28a(+) vector 염기서열에 따라 Ap97단백질은 

N-terminal에 polyhistidine-tag을 포함한다. 

그림 1 재조합 단백질 Ap97구성

  Epitope 1은 bioinformatics를 토대로 ApxIIIA 단백질의 구조를 분석하고 hydrophilicity와 

immunogenecity를 고려하여 선정된 부분. Epitope 2는 P97 단백질의 R1과 R2 repeat 

region을 포함하는 부분. N-terminal의 ApxIIIA와 C-terminal의 P97 단백질은 Glycine롸 

Serine기본 구조를 갖는 Linker sequence을 이용하여  연결 하였다. 
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표 1 재조합 단백질 ApxN, P97C, Ap97 발현 벡터 제작에 사용된 PCR primers.

  

2. 확보된 유전자를 토대로 흉막폐렴균 유전자 재조합 벡터 개발 및 약독화된 흉막폐렴 균주

로의 유전자 재조합 실시

가. 단백질 발현  

  ApxN, P97C와 Ap97을 발현하도록 제작된 pET-ApxN, pET-P97C, 그리고 pET-Ap97 

vectors로 E. coli strains BL21(DE3)을 transformation하였고, 각각의 단백질은 

polyhistidine을 N-terminal을 포함하고 있으므로 이를 이용하여 정제하였다. 구체적으로, 각 

plasmid vectors로 transformation된 E. coli 를 37oC에서 교반하여 mid-log phase 

(A600=0.5~0.7)까지 배양된 후, 1 mM 농도의nisopropyl-β-thiogalctopyranoside (IPTG)를 

추가한 후, 37oC에서 4시간 동안 추가 배양하였다. 이렇게 배양된 cell을 20분 동안 4,000 x 

g로 원심분리한 후, 세포 용괴 (cell clump)를 lysis buffer (50 mM sodium phosphate, 300 

mM sodium chloride, 10mM imidazole, 1mg/ml lysozyme, pH 8.0)를 사용하여 파괴하였다.  

그 다음 10,000 x g속도로 20분간 원심분리하여 얻은 lysate중 상층액에서 6xHis-tag/ 

Ni-nitrilotriacetic acid column (Qiagene, 미국)를 사용하여 단백질을 정제하였다. ApxN의 

경우 soluble형태이므로 lysate를 직접 사용하여 정제 하였다. 그러나, Ap97과 P97C 의 경우 

inclusion body형태로 발현되므로, cell lysis 후 추가적으로urea buffer (8M urea, 10 mM 

Tris, 100 mM sodium phosphate, pH 8.0)로 처리하여 cell lysate를 얻었고, 이후 48시간 

동안 순차적으로 낮은 농도의 urea와 imidazole이 포함된 buffer를 사용하여 투석(dialysis)을 

하였다. Dialysis buffer는 phosphate-buffered saline (PBS; 10 mM sodium phosphate, 

150 mM chloride)에 5% glycerol을 첨가하여 사용하였다. 정제된 단백질은 BCA protein 

assay kit (Intron, 한국)를 이용하여 정량하였다. 정제 과정을 거친 이 세가지 단백질은 

sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gel 전기영동을 통하여 단백질 분자량 및 순

도를 확인하였다. 
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3. 개발된 균주 내에서의 마이코플라즈마균 단백질 발현 여부 확인 및 개발된 균주의 실험동

물과 돼지를 이용한 면역원성 및 안전성 확인 분석

가. 마우스 면역 실험

  6~8주령 암컷 Balb/C 마우스 (중앙실험동물, 한국)에 사료 및 물을 충분히 공급하여 2주간 

순화하고, 마우스의 안와정맥총 채혈을 실시하여 면역형성 (immunization) 전의 혈청을 확보하

였다. 1주 후 마우스를 무작위로 나누어 각 케이지에 배치한 후, PBS 녹인 25 microgram의 

각 항원 단백질을 complete Freund’s adjuvant 와 emulsion화 하여 피하(subcutaneous)로 

투여하였다. 4개의 집단은 각각 1) PBS 투여 (vehicle control), 2) ApxN 투여, 3) P97C 투

여, 4) Ap97 투여집단이다. 최초 투여 후 14일, 28일, 42일 후에 25 microgram의 각 항원 

단백질을 incomplete Freund’s adjuvant와 혼합하여 투여 (boosting immunization)하였고, 항

체 형성을 분석하기 위하여 안와 채혈을 실시하였다. 마지막 boosting immunization후 21일째

에, 심장 채혈을 실시하고 비장(spleen)에서 primary splenocyte를 분리하는데 이용하였다. 

그림 2 마우스 면역 실험 계획

  6~8주령 암컷 Balb/C 마우스을 4개의 집단으로 나누어 각각 1) PBS 투여 (vehicle 

control), 2) ApxN 투여, 3) P97C 투여, 4) Ap97 투여하였다. 0일, 14일, 28일, 42일에 안와

채혈을 하여 혈청을 확보함과 동시에 항원 투여를 실시하였고, 마지막 boosting immunization

후 21일째에, 심장 채혈을 실시하고 비장(spleen)에서 primary splenocyte를 분리하였다. 확

보한 혈청은 항체가 분석(면역글로블린 분석)을 위해 사용되었고 분리한 splenocyte는 

cytokine분석을 위해 사용되었다.

4. 다중점 백신에 대한 백신시기 결정 및 개발된 균주의 돼지에서 면역원성(항원성)과 효능 검

사

가. 면역글로블린 (immunoglobulin) 분석
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표 1 재조합 단백질 ApxN, P97C, Ap97 발현 벡터 제작에 사용된 PCR primers.

  

2. 확보된 유전자를 토대로 흉막폐렴균 유전자 재조합 벡터 개발 및 약독화된 흉막폐렴 균주

로의 유전자 재조합 실시

가. 단백질 발현  

  ApxN, P97C와 Ap97을 발현하도록 제작된 pET-ApxN, pET-P97C, 그리고 pET-Ap97 

vectors로 E. coli strains BL21(DE3)을 transformation하였고, 각각의 단백질은 

polyhistidine을 N-terminal을 포함하고 있으므로 이를 이용하여 정제하였다. 구체적으로, 각 

plasmid vectors로 transformation된 E. coli 를 37oC에서 교반하여 mid-log phase 

(A600=0.5~0.7)까지 배양된 후, 1 mM 농도의nisopropyl-β-thiogalctopyranoside (IPTG)를 

추가한 후, 37oC에서 4시간 동안 추가 배양하였다. 이렇게 배양된 cell을 20분 동안 4,000 x 

g로 원심분리한 후, 세포 용괴 (cell clump)를 lysis buffer (50 mM sodium phosphate, 300 

mM sodium chloride, 10mM imidazole, 1mg/ml lysozyme, pH 8.0)를 사용하여 파괴하였다.  

그 다음 10,000 x g속도로 20분간 원심분리하여 얻은 lysate중 상층액에서 6xHis-tag/ 

Ni-nitrilotriacetic acid column (Qiagene, 미국)를 사용하여 단백질을 정제하였다. ApxN의 

경우 soluble형태이므로 lysate를 직접 사용하여 정제 하였다. 그러나, Ap97과 P97C 의 경우 

inclusion body형태로 발현되므로, cell lysis 후 추가적으로urea buffer (8M urea, 10 mM 

Tris, 100 mM sodium phosphate, pH 8.0)로 처리하여 cell lysate를 얻었고, 이후 48시간 

동안 순차적으로 낮은 농도의 urea와 imidazole이 포함된 buffer를 사용하여 투석(dialysis)을 

하였다. Dialysis buffer는 phosphate-buffered saline (PBS; 10 mM sodium phosphate, 

150 mM chloride)에 5% glycerol을 첨가하여 사용하였다. 정제된 단백질은 BCA protein 

assay kit (Intron, 한국)를 이용하여 정량하였다. 정제 과정을 거친 이 세가지 단백질은 

sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gel 전기영동을 통하여 단백질 분자량 및 순

도를 확인하였다. 
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3. 개발된 균주 내에서의 마이코플라즈마균 단백질 발현 여부 확인 및 개발된 균주의 실험동

물과 돼지를 이용한 면역원성 및 안전성 확인 분석

가. 마우스 면역 실험

  6~8주령 암컷 Balb/C 마우스 (중앙실험동물, 한국)에 사료 및 물을 충분히 공급하여 2주간 

순화하고, 마우스의 안와정맥총 채혈을 실시하여 면역형성 (immunization) 전의 혈청을 확보하

였다. 1주 후 마우스를 무작위로 나누어 각 케이지에 배치한 후, PBS 녹인 25 microgram의 

각 항원 단백질을 complete Freund’s adjuvant 와 emulsion화 하여 피하(subcutaneous)로 

투여하였다. 4개의 집단은 각각 1) PBS 투여 (vehicle control), 2) ApxN 투여, 3) P97C 투

여, 4) Ap97 투여집단이다. 최초 투여 후 14일, 28일, 42일 후에 25 microgram의 각 항원 

단백질을 incomplete Freund’s adjuvant와 혼합하여 투여 (boosting immunization)하였고, 항

체 형성을 분석하기 위하여 안와 채혈을 실시하였다. 마지막 boosting immunization후 21일째

에, 심장 채혈을 실시하고 비장(spleen)에서 primary splenocyte를 분리하는데 이용하였다. 

그림 2 마우스 면역 실험 계획

  6~8주령 암컷 Balb/C 마우스을 4개의 집단으로 나누어 각각 1) PBS 투여 (vehicle 

control), 2) ApxN 투여, 3) P97C 투여, 4) Ap97 투여하였다. 0일, 14일, 28일, 42일에 안와

채혈을 하여 혈청을 확보함과 동시에 항원 투여를 실시하였고, 마지막 boosting immunization

후 21일째에, 심장 채혈을 실시하고 비장(spleen)에서 primary splenocyte를 분리하였다. 확

보한 혈청은 항체가 분석(면역글로블린 분석)을 위해 사용되었고 분리한 splenocyte는 

cytokine분석을 위해 사용되었다.

4. 다중점 백신에 대한 백신시기 결정 및 개발된 균주의 돼지에서 면역원성(항원성)과 효능 검

사

가. 면역글로블린 (immunoglobulin) 분석
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  각 단백질은 투여한 각 마우스 혈청내 immunoglobulin G (IgG)와 IgG1, IgG2a isotypes의 

역치(titer)를 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)방법을 이용하여 측정하였다. 이

를 위하여 ApxN 과 P97C단백질을 carbonate buffer (pH 9.6)에 첨가하여 0.5 mg/100 ml 

또는 1 mg/100 ml 농도로 희석하고, 각 96-well에 넣어 4oC에서 16시간 동안 각 well을 

coating하였다. 그 다음 0.05%의 tween20이 첨가된 PBS (PBS-T) 200ul로 각 well을 세 번 

세척하고5%의 skim milk가 첨가된 PBS-T로 37℃에서 2시간 동안 blocking과정을 실행하였

다. 이 후 PBS-T로 세 번 반복 세척하고, 희석한 항혈청 샘플 (1: 10부터 1: 1,000,000)을 

PBS-T에 녹여 100 microliter씩 항원이 coating되어있는 well에 첨가하였다. 37oC에서 2~3

시간 동안 incubation을 한 후 PBS-T로 다섯 번 세척하고, horseradish peroxidase 결합된 

anti-mouse IgG와 IgG1, IgG2a isotype을 1: 1000비율로 희석 후 well에 첨가하여, 37oC에

서 1시간 반응과정을 거친 후 PBS-T로 다섯 번 세척하였다. 발색을 위하여 

O-phenylendiamine 를 각 well에 100 microliter 첨가하여, 37oC에서 30분간 반응시킨 후 

3M HCl로 반응을 정지 시켰다. 그 다음 492nM파장에서 흡광도 (optical density) 측정하여 

cut-off 값을 제하였다. Cut-off 은 immunization하지 않은 마우스의 혈청의 A492 값 평균에 

표준편차의 3배를 더하여 준 값으로 정하였고, A492가 cut-off 값 이상인 경우에만 positive

결과로 인정하였다. 

 

나. Splenocyte 분리 및 cytokine 분석

  마우스에서 spleen을 분리하여 60 x 15 mm petridish에 두고, 3 ml의 complete RPMI-10 

배지 (10% heat-inactivated FBS (Gibco BRL life technologies, 미국), 50 microM 

2-mercaptoehanol, 10 U/ml penicillin, 100 microgram/ml streptomycin sulfate)를 첨가하

여 조직이 배지에 잠기게 하였다. 그 후 10 ml주사기의 plunger를 이용하여 조직을 부수어 

single cell suspension을 만든 후 cell strainer으로 이 suspension을 통과시켰다. 그 다음 

10분간 400 x g 속도로 원심분리하였고, ACK lysis buffer (0.15 M ammonium chloride, 

10 mM potassium bicarbonate, 0.1 mM Na2EDTA, pH 7.4)에 resuspension하여 blood 

cell을 제거하였다. 이 후 complete RPMI-10 배지로 3번의 wash과정을 거친 후, 2 ml 

suspension당 3 ml의Ficoll-Paque (GE Healthcare, 미국)를 첨가하고, 30분 동안 400 x g 

속도로 원심분리하였다. Complete RPMI-10 배지로 3번 세포를  wash 한 후, flat-bottom 

plates에 4 x 106/well로 분주하였다. 각 cells에 2.5 microgram의 ApxN, P97C, Ap97와 

PBS 를 넣은 후, 37oC, 5% CO2조건하에서 48시간 동안 배양한 후, 배양액을 획득하였다. 

Procarta cytokine assay kit (Panomics, 미국)을 사용하여 배양액내 interferon gamma 

(INF-γ)와 interleukin-4 (IL-4) 분석을 실시하였다.

다. Western blotting 분석

  M. hyopneumoniae 세포, A. pleuropneumoniae 배양액으로 부터 각각 단백질을 분리하였

다. 또, pET-ApxN, pET-P97C, pET-Ap97 vectors로 transformation된 E. coli 균체 단백

질을 분리하였다. 분리된 각 단백질 시료를 12% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis으

로 분리한 후, nitrocellulose membrane으로 이동 (transfer)하였다. 이 후 membrane을 5% 

skim milk–Tris-buffered saline Tween-20 (TBST)을 사용하여 1시간 동안 상온에서 

blocking 하였고, 마우스에서 얻은 anti-ApxN 혈청, anti-P97C 혈청, anti-Ap97 혈청을 
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TBST로 희석 (1:100)하여 incubation 하였다. 세척과정을 거친 후 horseradish peroxidase

가 부착된 anti-mouse IgG를 2차 항체로 하여 incubation 후, chemiluminescence detection 

reagent를 이용하여 발색하였다.

 

라. 돼지 면역 실험

  3주령 12마리의 돼지가 본 실험에 사용 되었으며, 4개의 그룹으로 나누어 실험을 진행하였

다. 실험 그룹은 다음과 같다. (A) AP97을 백신접종하고 Actinobacillus pleuropneumoniae 

serotype 2를 공격접종을 실시한 그룹 (n=3); (B) AP97을 백신접종하고 Mycoplasma 

hyopneumoniae를 공격접종을 실시한 그룹 (n=3); (C) 백신접종을 하지 않고 PBS를 주사하고 

Actinobacillus pleuropneumoniae serotype 2를 공격접종을 실시한 그룹 (n=3); (D) 백신접

종을 하지 않고 PBS를 주사하고 Mycoplasma hyopneumoniae를 공격접종을 실시한 그룹 

(n=3). 

백신 접종에 사용되는 항원인 재조합 단백질 AP97단백질은 Large scale로 단백질 발현 및 분

리 정제하여 4.66 mg/ml 농도로 확보하였으며 돼지에 백신접종 하기 전에 0.2 um syringe 

filter를 이용하여 멸균하여 준비하였다. 공격 접종에 사용되는 Actinobacillus 

pleuropneumoniae serotype 2는 single colony를 50 mL의 PPLO broth에 접종, 37℃에서 

교반 배양을 하여 OD600값이 0.8이 도달하였을 때 harvest하여 준비하였고, 야생형

Mycoplasma hyopneumoniae는 field에서 Mycoplasma hyopneumoniae 감염된 돼지로부터 

분리 배양 된 균체를 제공 받아 준비하였다. AP97 단백질 항원 700μg을 aluminum 

hydroxide (Alum) 와 10대 1 비율로 섞어 (Antigen-Alum mixture) 2mL씩 각각의 백신접종 

그룹 돼지의 목에 근육주사로 1차 백신 접종을 실시하고 10일 후 동일한 양의 단백질 항원들

을 adjuvant와 함께 2차 백신접종을 실시하였다. 공격접종은 2차 백신접종을 실시한 다음 10

일 후에 1 x 108 CFU의 Actinobacillus pleuropneumoniae serotype 2를 비강(intranasal 

route)으로 접종을 실시하였으며 1.5 x 108 CCU의 Mycoplasma hyopneumoniae를 기도내 

(intratracheal route)로 접종을 실시하였다. 공격접종 실시한 다음 14일 후 임상증상을 확인

하고 비강 면봉(nasal swab)을 이용하여 균체를 분리하여 감염여부를 확인하였다. 21일째 되

는 날 부검을 실시하였다.
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  E. coli strain BL21(DE3)을 단백질 발현 host로사용하여 ApxN, P97C, Ap97 단백질을 각

각 발현하고, 각 단백질 N- terminal에 위치한 polyhistidine tag (그림 3, 4, 5)을 이용하여 
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  각 단백질은 투여한 각 마우스 혈청내 immunoglobulin G (IgG)와 IgG1, IgG2a isotypes의 

역치(titer)를 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)방법을 이용하여 측정하였다. 이

를 위하여 ApxN 과 P97C단백질을 carbonate buffer (pH 9.6)에 첨가하여 0.5 mg/100 ml 

또는 1 mg/100 ml 농도로 희석하고, 각 96-well에 넣어 4oC에서 16시간 동안 각 well을 

coating하였다. 그 다음 0.05%의 tween20이 첨가된 PBS (PBS-T) 200ul로 각 well을 세 번 

세척하고5%의 skim milk가 첨가된 PBS-T로 37℃에서 2시간 동안 blocking과정을 실행하였

다. 이 후 PBS-T로 세 번 반복 세척하고, 희석한 항혈청 샘플 (1: 10부터 1: 1,000,000)을 

PBS-T에 녹여 100 microliter씩 항원이 coating되어있는 well에 첨가하였다. 37oC에서 2~3

시간 동안 incubation을 한 후 PBS-T로 다섯 번 세척하고, horseradish peroxidase 결합된 

anti-mouse IgG와 IgG1, IgG2a isotype을 1: 1000비율로 희석 후 well에 첨가하여, 37oC에

서 1시간 반응과정을 거친 후 PBS-T로 다섯 번 세척하였다. 발색을 위하여 

O-phenylendiamine 를 각 well에 100 microliter 첨가하여, 37oC에서 30분간 반응시킨 후 

3M HCl로 반응을 정지 시켰다. 그 다음 492nM파장에서 흡광도 (optical density) 측정하여 

cut-off 값을 제하였다. Cut-off 은 immunization하지 않은 마우스의 혈청의 A492 값 평균에 

표준편차의 3배를 더하여 준 값으로 정하였고, A492가 cut-off 값 이상인 경우에만 positive

결과로 인정하였다. 

 

나. Splenocyte 분리 및 cytokine 분석

  마우스에서 spleen을 분리하여 60 x 15 mm petridish에 두고, 3 ml의 complete RPMI-10 

배지 (10% heat-inactivated FBS (Gibco BRL life technologies, 미국), 50 microM 

2-mercaptoehanol, 10 U/ml penicillin, 100 microgram/ml streptomycin sulfate)를 첨가하

여 조직이 배지에 잠기게 하였다. 그 후 10 ml주사기의 plunger를 이용하여 조직을 부수어 

single cell suspension을 만든 후 cell strainer으로 이 suspension을 통과시켰다. 그 다음 

10분간 400 x g 속도로 원심분리하였고, ACK lysis buffer (0.15 M ammonium chloride, 

10 mM potassium bicarbonate, 0.1 mM Na2EDTA, pH 7.4)에 resuspension하여 blood 

cell을 제거하였다. 이 후 complete RPMI-10 배지로 3번의 wash과정을 거친 후, 2 ml 

suspension당 3 ml의Ficoll-Paque (GE Healthcare, 미국)를 첨가하고, 30분 동안 400 x g 

속도로 원심분리하였다. Complete RPMI-10 배지로 3번 세포를  wash 한 후, flat-bottom 

plates에 4 x 106/well로 분주하였다. 각 cells에 2.5 microgram의 ApxN, P97C, Ap97와 

PBS 를 넣은 후, 37oC, 5% CO2조건하에서 48시간 동안 배양한 후, 배양액을 획득하였다. 

Procarta cytokine assay kit (Panomics, 미국)을 사용하여 배양액내 interferon gamma 

(INF-γ)와 interleukin-4 (IL-4) 분석을 실시하였다.

다. Western blotting 분석

  M. hyopneumoniae 세포, A. pleuropneumoniae 배양액으로 부터 각각 단백질을 분리하였

다. 또, pET-ApxN, pET-P97C, pET-Ap97 vectors로 transformation된 E. coli 균체 단백

질을 분리하였다. 분리된 각 단백질 시료를 12% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis으

로 분리한 후, nitrocellulose membrane으로 이동 (transfer)하였다. 이 후 membrane을 5% 

skim milk–Tris-buffered saline Tween-20 (TBST)을 사용하여 1시간 동안 상온에서 

blocking 하였고, 마우스에서 얻은 anti-ApxN 혈청, anti-P97C 혈청, anti-Ap97 혈청을 
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TBST로 희석 (1:100)하여 incubation 하였다. 세척과정을 거친 후 horseradish peroxidase
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그룹 돼지의 목에 근육주사로 1차 백신 접종을 실시하고 10일 후 동일한 양의 단백질 항원들

을 adjuvant와 함께 2차 백신접종을 실시하였다. 공격접종은 2차 백신접종을 실시한 다음 10

일 후에 1 x 108 CFU의 Actinobacillus pleuropneumoniae serotype 2를 비강(intranasal 

route)으로 접종을 실시하였으며 1.5 x 108 CCU의 Mycoplasma hyopneumoniae를 기도내 

(intratracheal route)로 접종을 실시하였다. 공격접종 실시한 다음 14일 후 임상증상을 확인
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로의 유전자 재조합 실시

  12% SDS-PAGE로 분석한 결과 정제한 재조합 단백질 ApxN, P97C, Ap97의 분자량이 각

각 약 15 kDa, 45 kDa, 60 kDa 으로 분석되어 (그림 6), 염기서열 (그림 3, 4, 5)에 따른 단

백질 분자량과 일치함을 확인하였다. 

재조합 단백질 생산량 및 효율은 다음과 같다. ApxN, P97C 그리고 Ap97를 E.coli에 

transformation하여 1L로 배양 하였을때 ApxN 단백질은 3.008 mg, P97C 단백질은 3.025 

mg 그리고 Ap97 단백질은 3.016 mg을 생산 할 수 있었다. (Table 2)

그림 3

  재조합 단백질 ApxN을 encoding하는 염기서열. 회색으로 표기된 1-102까지는 E. coli 발

현용 벡터인 pET28a(+)에서 유래되고, polyhistidine tag 염기서열을 포함하고 있음. 

103-417까지는 A. pleuropneumoniae의 ApxIIIA 유전자 (GenBank Accession No. L12145)

의 N-terminal부위에서 유래됨. 단, 염기서열 402 번째 위치의 G는 E. coli의 codon bias를 

피하기 위하여 A에서 변환됨 (CTA codon에서 CTG로 변환). 

그림 4

  재조합 단백질 P97C를 encoding하는 염기서열. 회색으로 표기된 1-102까지는 E. coli 발현

용 벡터인 pET28a(+)에서 유래되었고, polyhistidine tag 염기서열을 포함하고 있음. 

103-1056까지는 M. hyopneumoniae의 P97 단백질 중의 C-terminal의 일부를 E. coli내에서

고효율로 발현하기 위하여 최적화한 염기서열이다. 즉, p97 염기서열(GenBank Accession 

No. U50901)을 토대로 codon bias를 제거하여 하고, 마이코플라즈마 특이적 stop codon인 

TGA 를 TGG로 변환하여 제작함. 
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그림 5

  ApxN과 P97C의 epitopes를 모두 포함하는 융합단백질 Ap97를 encoding하는 염기서열. 

회색으로 표기된 1-63까지는 E. coli 발현용 벡터인 pET28a(+)에서 유래하고, polyhistidine 

tag 염기서열을 포함하고 있음.  64-396의 염기서열은 ApxIIIA유전자에서 유래하고, 그 중 

76-390는 그림 3의 103-417와 동일함. 403-1359은 그림 4의 103-1059와 동일함. 진하게 

표시된 397-402는 ApxN과 P97C epitopes을 연결하는 linker를 encoding함. 

그림 6
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  E. coli에서 발현되어 분리된 재조합 단백질 ApxN (A), P97C (B), Ap97 (C)의 전기영동 

분석 (SDS-PAGE). 각 단백질 분자량은 그림 3, 4, 5의 염기서열을 토대로 예측된 분자량과 

일치하고 있음. 좌측 첫째 lane, 단백질 분자량 markers. 

3. 개발된 균주 내에서의 마이코플라즈마균 단백질 발현 여부 확인 및 개발된 균주의 실험동

물과 돼지를 이용한 면역원성 및 안전성 확인 분석

Table 2. 재조합 단백질 농도 및 생산량

가. 마우스 혈청내 IgG 분석

  ApxN, P97C, ApxN과 P97C, 그리고 Ap97을 각각 투여한 마우스에서 면역반응 유발 효과

를 관찰하기 위하여 각 마우스 혈청내의 ApxN과 P97C에 대한 IgG titer를 분석하였다 (그림 

7, 8). ApxN에 대한 혈청 내 IgG titer(Anti-ApxN titer)는 첫 번째 투여 후 14일에 이미 

ApxN, Ap97, ApxN와 P97C mixture를 투여한 각각의 마우스에서 PBS만을 투여한 마우스에 

비하여 약 100-1,000 배의 유의한 증가를 보였다 (그림 7). Boosting 투여 진행 후 분석한 

결과 ApxN, 과Ap97를 투여한 마우스에서 ApxN에 대한 IgG 수준이 증가하여 PBS 만을 투여

한 마우스에 비해 1,000-10,000배에 이르고 있었다. Ap97은 ApxN과 P97C의 두 개의 
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epitope을 포함하고 있는데, 위의 결과는 Ap97투여에 의하여, Ap97 내의 P97C epitope에 의

하여 방해받지 않고, ApxN에 대한 IgG 형성이 가능함을 보여 주고 있다. 또한 그림 5와 유사

한 방법으로 P97C과 Ap97를 투여한 각각의 마우스 혈청 내 P97C에 대한 IgG 수준을 평가하

였다 (그림 8). 그 결과 각 투여군에서 PBS 만을 투여한 마우스에서 보다 약 1000 배 수준의 

P97C에 대한 IgG가 존재함을 확인할 수 있었다. 이 결과는 Ap97투여에 의하여, ApxN 

epitope에 의하여 방해받지 않고, P97C에 대한 IgG 형성이 가능함을 보여 주고 있다. 또한 

ApxN과 P97C의 동시 투여에 의해 각 항원에 대한 IgG형성을 상호 교란하지 않음이 확인되

었다 (그림 7, 8). 

그림 7

  ApxN과 Ap97 또는 PBS를 투여한 마우스의 혈청내의 ApxN에 대한 IgG 수준 분석. **, 

anti-PBS serum 과의 비교 (p<0.01, unpaired t-Test).

그림 8

  P97C과 Ap97 또는 PBS를 투여한 마우스의 혈청내의 P97C에 대한 IgG 수준 분석. **, 

anti-PBS serum 과의 비교 (p<0.01, unpaired t-Test).
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  E. coli에서 발현되어 분리된 재조합 단백질 ApxN (A), P97C (B), Ap97 (C)의 전기영동 
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일치하고 있음. 좌측 첫째 lane, 단백질 분자량 markers. 

3. 개발된 균주 내에서의 마이코플라즈마균 단백질 발현 여부 확인 및 개발된 균주의 실험동
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ApxN, Ap97, ApxN와 P97C mixture를 투여한 각각의 마우스에서 PBS만을 투여한 마우스에 

비하여 약 100-1,000 배의 유의한 증가를 보였다 (그림 7). Boosting 투여 진행 후 분석한 

결과 ApxN, 과Ap97를 투여한 마우스에서 ApxN에 대한 IgG 수준이 증가하여 PBS 만을 투여

한 마우스에 비해 1,000-10,000배에 이르고 있었다. Ap97은 ApxN과 P97C의 두 개의 
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epitope을 포함하고 있는데, 위의 결과는 Ap97투여에 의하여, Ap97 내의 P97C epitope에 의

하여 방해받지 않고, ApxN에 대한 IgG 형성이 가능함을 보여 주고 있다. 또한 그림 5와 유사

한 방법으로 P97C과 Ap97를 투여한 각각의 마우스 혈청 내 P97C에 대한 IgG 수준을 평가하

였다 (그림 8). 그 결과 각 투여군에서 PBS 만을 투여한 마우스에서 보다 약 1000 배 수준의 

P97C에 대한 IgG가 존재함을 확인할 수 있었다. 이 결과는 Ap97투여에 의하여, ApxN 

epitope에 의하여 방해받지 않고, P97C에 대한 IgG 형성이 가능함을 보여 주고 있다. 또한 

ApxN과 P97C의 동시 투여에 의해 각 항원에 대한 IgG형성을 상호 교란하지 않음이 확인되

었다 (그림 7, 8). 

그림 7

  ApxN과 Ap97 또는 PBS를 투여한 마우스의 혈청내의 ApxN에 대한 IgG 수준 분석. **, 

anti-PBS serum 과의 비교 (p<0.01, unpaired t-Test).

그림 8

  P97C과 Ap97 또는 PBS를 투여한 마우스의 혈청내의 P97C에 대한 IgG 수준 분석. **, 

anti-PBS serum 과의 비교 (p<0.01, unpaired t-Test).
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나. 마우스 혈청내 IgG2a 와 IgG1 분석

  항원 등에 의하여서는 Th2반응이 주로 유발된다, 반면 adjunvant 등에 의하여 서는 Th1 반

응이 유발 된다 (Fernando et al. 1998). Th1 type 면역반응은 IFN-γ 와 IL-2 등의 

cytokine 분비와 관련이 있고, 반면 Th2 type 면역반응은 IL-4 와 IL-10의 분비와 관련이 

있다. Th1 type cytokine 에 의하여서는 IgG2a가 유기 발현되는데, IgG2a는 Th2면역반응과

는 관련이 작다. Th2 cytokine은 주로 IgG1을 유기 발현한다. 그림 9 에서 ApxN과 Ap97을 

투여한 마우스 혈청에서 ApxN에 대한 IgG2a와 IgG1을 각각 분석하였다. 각 혈청에서 IgG2a

와 IgG1 모두 PBS를 투여한 마우스 혈청에서 보다 유의성 있게 높은 수준으로 검출되었다. 

그러나 각 혈청 내 IgG2a와 IgG1 수준의 상대 비교에서 IgG2a이 IgG1에 비해 높은 것으로 

발견되었다. P97C과 Ap97을 투여한 마우스 혈청 내의 P97C에 대한 IgG2a와 IgG1 수준 분

석결과 각 혈청에서 IgG2a와 IgG1 모두 PBS를 투여한 마우스 혈청에서 보다 유의성 있게 높

은 수준으로 검출되었다. 그러나 각 혈청내 IgG2a와 IgG1 수준의 상대 비교에서 IgG2a과 

IgG1이 비슷한 수준을 나타내었다. (그림 10).  ApxN과 Ap97을 투여한 마우스 혈청에서 

ApxN에 대한 각 혈청 내 IgG1에 비하여 IgG2a 수준이 상대적으로 높은 것을 토대로 재조합 

단백질들에 의하여 Th1 면역반응이 주로 유발되는 것으로 판단되고, P97C과 Ap97을 투여한 

마우스 혈청 내의 P97C에 대한 IgG2a와 IgG1 수준 분석결과 비슷한 수준을 나타내는 것을 

토대로 Th1과 Th2 면역반응이 동시에 유발되는 것으로 판단될 수 있다.   

그림 9

  ApxN과 Ap97 또는 PBS를 투여한 마우스의 혈청내의 ApxN에 대한 IgG2a 와 IgG1 수준 

분석. **, anti-PBS serum 과의 비교 (p<0.01, unpaired t-Test). *, anti-PBS serum 과의 

비교 (p<0.05, unpaired t-Test).

그림 10

  P97C와 Ap97 또는 PBS를 투여한 마우스의 혈청내의 P97C에 대한 IgG2a 와 IgG1 수준 

분석. **, anti-PBS serum 과의 비교 (p<0.01, unpaired t-Test). *, anti-PBS serum 과의 

비교 (p<0.05, unpaired t-Test).
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다. 마우스 splenocyte에서 분비된 cytokine 분석

  ApxN, P97C 그리고Ap97을 각각 투여한 마우스 비장 내 세포 수준의 면역 반응을 관찰하

기 위하여, 각 마우스의 splenocytes를 각각의 면역원으로 노출하여 분비되는 2가지 cytokine 

즉 IFN-γ과 IL-4을 분석하였다 (그림 11). 각 re-stimulants에 노출된 splenocytes에서 분비

하는 cytokine IFN-γ과 IL-4의 수준이 PBS에 의해 re-stimulated된 splenocytes 비하여 

cytokines level들이 수배에서 수백배 수준으로 높이 분비되는 것으로 나타났다. 이러한 결과

는 각 재조합 단백질에 의하여 세포 수준의 면역 반응이 유발되었음을 시사한다. 

그림 11

  ApxN, P97C 그리고 Ap97을 투여한 마우스에서 분리한 splenocytes를 각각의 단백질 항원

으로 또는 PBS로 re-stimunlation 처리한 후, 세포 배양액 내의 cytokine농도를 분석함. 각 

데이터는 평균 ± 표준편차임 (n=4). * , PBS 와의 비교(p<0.05, paired t-Test). ** , PBS 

와의 비교(p<0.01, paired t-Test).

    

라. 재조합 단백질에 대한 western blot 분석

  ApxN, P97C 그리고Ap97을 각각 투여한 마우스의 혈청을 이용하여 각 재조합 단백질에 대

한 western blot을 실시하였다. 그림 12에서 ApxN 단백질에 대한 혈청 (Anti-ApxN serum)
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나. 마우스 혈청내 IgG2a 와 IgG1 분석

  항원 등에 의하여서는 Th2반응이 주로 유발된다, 반면 adjunvant 등에 의하여 서는 Th1 반

응이 유발 된다 (Fernando et al. 1998). Th1 type 면역반응은 IFN-γ 와 IL-2 등의 

cytokine 분비와 관련이 있고, 반면 Th2 type 면역반응은 IL-4 와 IL-10의 분비와 관련이 

있다. Th1 type cytokine 에 의하여서는 IgG2a가 유기 발현되는데, IgG2a는 Th2면역반응과

는 관련이 작다. Th2 cytokine은 주로 IgG1을 유기 발현한다. 그림 9 에서 ApxN과 Ap97을 

투여한 마우스 혈청에서 ApxN에 대한 IgG2a와 IgG1을 각각 분석하였다. 각 혈청에서 IgG2a

와 IgG1 모두 PBS를 투여한 마우스 혈청에서 보다 유의성 있게 높은 수준으로 검출되었다. 

그러나 각 혈청 내 IgG2a와 IgG1 수준의 상대 비교에서 IgG2a이 IgG1에 비해 높은 것으로 

발견되었다. P97C과 Ap97을 투여한 마우스 혈청 내의 P97C에 대한 IgG2a와 IgG1 수준 분

석결과 각 혈청에서 IgG2a와 IgG1 모두 PBS를 투여한 마우스 혈청에서 보다 유의성 있게 높

은 수준으로 검출되었다. 그러나 각 혈청내 IgG2a와 IgG1 수준의 상대 비교에서 IgG2a과 

IgG1이 비슷한 수준을 나타내었다. (그림 10).  ApxN과 Ap97을 투여한 마우스 혈청에서 

ApxN에 대한 각 혈청 내 IgG1에 비하여 IgG2a 수준이 상대적으로 높은 것을 토대로 재조합 

단백질들에 의하여 Th1 면역반응이 주로 유발되는 것으로 판단되고, P97C과 Ap97을 투여한 

마우스 혈청 내의 P97C에 대한 IgG2a와 IgG1 수준 분석결과 비슷한 수준을 나타내는 것을 

토대로 Th1과 Th2 면역반응이 동시에 유발되는 것으로 판단될 수 있다.   

그림 9

  ApxN과 Ap97 또는 PBS를 투여한 마우스의 혈청내의 ApxN에 대한 IgG2a 와 IgG1 수준 

분석. **, anti-PBS serum 과의 비교 (p<0.01, unpaired t-Test). *, anti-PBS serum 과의 

비교 (p<0.05, unpaired t-Test).

그림 10

  P97C와 Ap97 또는 PBS를 투여한 마우스의 혈청내의 P97C에 대한 IgG2a 와 IgG1 수준 

분석. **, anti-PBS serum 과의 비교 (p<0.01, unpaired t-Test). *, anti-PBS serum 과의 

비교 (p<0.05, unpaired t-Test).
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다. 마우스 splenocyte에서 분비된 cytokine 분석

  ApxN, P97C 그리고Ap97을 각각 투여한 마우스 비장 내 세포 수준의 면역 반응을 관찰하

기 위하여, 각 마우스의 splenocytes를 각각의 면역원으로 노출하여 분비되는 2가지 cytokine 

즉 IFN-γ과 IL-4을 분석하였다 (그림 11). 각 re-stimulants에 노출된 splenocytes에서 분비

하는 cytokine IFN-γ과 IL-4의 수준이 PBS에 의해 re-stimulated된 splenocytes 비하여 

cytokines level들이 수배에서 수백배 수준으로 높이 분비되는 것으로 나타났다. 이러한 결과

는 각 재조합 단백질에 의하여 세포 수준의 면역 반응이 유발되었음을 시사한다. 

그림 11

  ApxN, P97C 그리고 Ap97을 투여한 마우스에서 분리한 splenocytes를 각각의 단백질 항원

으로 또는 PBS로 re-stimunlation 처리한 후, 세포 배양액 내의 cytokine농도를 분석함. 각 

데이터는 평균 ± 표준편차임 (n=4). * , PBS 와의 비교(p<0.05, paired t-Test). ** , PBS 

와의 비교(p<0.01, paired t-Test).

    

라. 재조합 단백질에 대한 western blot 분석

  ApxN, P97C 그리고Ap97을 각각 투여한 마우스의 혈청을 이용하여 각 재조합 단백질에 대

한 western blot을 실시하였다. 그림 12에서 ApxN 단백질에 대한 혈청 (Anti-ApxN serum)
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을 이용한 실험에서 ApxN과 Ap97 단백질이 detect되었다. 이 결과는 Ap97중의 ApxN 

epitope이 ApxN에 대하여 형성된 항체에 의하여 인지될 수 있음을 시사한다. 또, Anti-P97C 

serum 을 이용한 western blot에서 P97C 은 물론 Ap97이 발색되어 나타났는데, 이는 Ap97

중의 P97C epitope이 P97C에 대하여 형성된 항체에 의하여 인지될 수 있음을 시사한다. 

Ap97을 투여하여 얻은 항혈청을 이용한 분석에서도 세 개의 단백질이 모두 발색되었는데, 이 

결과는 Ap97중의 ApxN 와 P97C epitopes이 ApxN과 P97C 각 단백질에 대한 항체를 형성

할 수 있음을 시사한다. 그림 4에서 E. coli에서 발현되어 분리된 재조합 단백질 ApxN (A), 

P97C (B), Ap97 (C)의 전기영동 분석 (SDS-PAGE)에 나타난 단백질 분자량과 western blot

결과 나타난 밴드의 분자량은 일치하고 있다.  

그림 12

  ApxN, P97C 그리고 Ap97을 각각 투여한 마우스의 혈청을 이용하여 각 재조합 단백질에 

대한 western blot을 실시하였다. (A)는 E. coli에서 발현되어 분리된 재조합 단백질 ApxN, 

P97C, Ap97의 전기영동 분석 (SDS-PAGE)결과를 시사함. (B) ApxN 단백질을 마우스에 투

여 후 얻은 혈청 (Anti-ApxN serum)을 사용하여 ApxN, P97C, Ap97에 대한 western blot 

분석 결과. (C) P97C단백질을 마우스에 투여 후 얻은 혈청 (Anti-P97C serum)을 사용하여 

ApxN, P97C, Ap97에 대한 western blot 분석 결과. (D) Ap97 단백질을 마우스에 투여 후 

얻은 혈청 (Anti-Ap97 serum)을 사용하여 ApxN, P97C, Ap97에 대한 western blot 분석 결

과. 
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마. 흉막폐렴균 (A. pleuropneuminiae)배양액 단백질에 대한 western blot 분석

  ApxIIIA 독소는 흉막폐렴균 (A. pleuropneuminiae)에 의하여 세포 바깥으로 분비되어 돼지 

체내에서 다양한 독성을 유발한다. Anti-ApxN serum을 이용하여 흉막폐렴균 배양액 단백질

에 대한 western blot을 실시한 결과 세균을 배양하지 않은 배지와는 달리, ApxIIIA에 해당하

는 분자량의 단백질 (120 kD)을 발색하였는데 (Frey et al. 1993), 이는 ApxN이 ApxIIIA독

소에 대한 항체를 형성할 수 있음을 시사한다 (그림 13A). Ap97에 대한 항혈청도 ApxIIIA독

소에 해당하는 단백질을 인지하고 있는데, 이는 Ap97내 P97C epitope에 의하여 방해 받지 

않고 ApxIIIA에 대한 면역반응이 형성됨을 시사한다 (그림 13B).

그림 13

  A. pleuropneumoniae  serotype 2 세균 배양 후 얻은 배지에서 trichloroacetic acid를 사

용하여 분리한 단백질에 대한 western blot 분석. ApxN과 Ap97 단백질에 의하여 A. 

pleuropneumoniae  serotype 2 가 분비하는 ApxIIIA 독소 단백질 (GenBank: AAA21924.1)
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을 이용한 실험에서 ApxN과 Ap97 단백질이 detect되었다. 이 결과는 Ap97중의 ApxN 

epitope이 ApxN에 대하여 형성된 항체에 의하여 인지될 수 있음을 시사한다. 또, Anti-P97C 

serum 을 이용한 western blot에서 P97C 은 물론 Ap97이 발색되어 나타났는데, 이는 Ap97

중의 P97C epitope이 P97C에 대하여 형성된 항체에 의하여 인지될 수 있음을 시사한다. 

Ap97을 투여하여 얻은 항혈청을 이용한 분석에서도 세 개의 단백질이 모두 발색되었는데, 이 

결과는 Ap97중의 ApxN 와 P97C epitopes이 ApxN과 P97C 각 단백질에 대한 항체를 형성

할 수 있음을 시사한다. 그림 4에서 E. coli에서 발현되어 분리된 재조합 단백질 ApxN (A), 

P97C (B), Ap97 (C)의 전기영동 분석 (SDS-PAGE)에 나타난 단백질 분자량과 western blot

결과 나타난 밴드의 분자량은 일치하고 있다.  

그림 12

  ApxN, P97C 그리고 Ap97을 각각 투여한 마우스의 혈청을 이용하여 각 재조합 단백질에 

대한 western blot을 실시하였다. (A)는 E. coli에서 발현되어 분리된 재조합 단백질 ApxN, 

P97C, Ap97의 전기영동 분석 (SDS-PAGE)결과를 시사함. (B) ApxN 단백질을 마우스에 투

여 후 얻은 혈청 (Anti-ApxN serum)을 사용하여 ApxN, P97C, Ap97에 대한 western blot 

분석 결과. (C) P97C단백질을 마우스에 투여 후 얻은 혈청 (Anti-P97C serum)을 사용하여 

ApxN, P97C, Ap97에 대한 western blot 분석 결과. (D) Ap97 단백질을 마우스에 투여 후 

얻은 혈청 (Anti-Ap97 serum)을 사용하여 ApxN, P97C, Ap97에 대한 western blot 분석 결

과. 
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마. 흉막폐렴균 (A. pleuropneuminiae)배양액 단백질에 대한 western blot 분석

  ApxIIIA 독소는 흉막폐렴균 (A. pleuropneuminiae)에 의하여 세포 바깥으로 분비되어 돼지 

체내에서 다양한 독성을 유발한다. Anti-ApxN serum을 이용하여 흉막폐렴균 배양액 단백질

에 대한 western blot을 실시한 결과 세균을 배양하지 않은 배지와는 달리, ApxIIIA에 해당하

는 분자량의 단백질 (120 kD)을 발색하였는데 (Frey et al. 1993), 이는 ApxN이 ApxIIIA독

소에 대한 항체를 형성할 수 있음을 시사한다 (그림 13A). Ap97에 대한 항혈청도 ApxIIIA독

소에 해당하는 단백질을 인지하고 있는데, 이는 Ap97내 P97C epitope에 의하여 방해 받지 

않고 ApxIIIA에 대한 면역반응이 형성됨을 시사한다 (그림 13B).

그림 13

  A. pleuropneumoniae  serotype 2 세균 배양 후 얻은 배지에서 trichloroacetic acid를 사

용하여 분리한 단백질에 대한 western blot 분석. ApxN과 Ap97 단백질에 의하여 A. 

pleuropneumoniae  serotype 2 가 분비하는 ApxIIIA 독소 단백질 (GenBank: AAA21924.1)
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에 대한 면역반응이 유발됨을 시사함. 각 western blot 분석에서 사용한 항혈청은 다음과 같

음. (A) ApxN을 마우스에 투여 후 얻은 혈청 (Anti-ApxN serum). (B) Ap97을 마우스에 투

여 후 얻은 혈청 (Anti-Ap97 serum). 각 패널의 1은 A. pleuropneumoniae  serotype 2 세

균 배양 후 얻은 배지에서 trichloroacetic acid를 사용하여 분리한 단백질, 2는 각각 A. 

pleuropneumoniae를 배양하지 않은 배지에 대한 분석 결과.

바. 마이코플라즈마 (M. hyopneumoniae)세포막 단백질에 대한 western blot 분석

  Ap97과 P97C을 각각 투여하여 획득한 항혈청을 이용하여 마이크로플라즈마 (M 

.hyopneumoniae)세포막에 대한 western blot을 실시하였다. 그 결과 97 kDa의 단백질 밴드

를 모두 얻을 수 있었다. 또, 양성 대조군으로 돼지를 M. hyopneumoniae로 인공 감염하여 획

득한 항혈청으로 western blot을 실시하여 p97 단백질에 해당하는 밴드를 확인할 수 있었다 

(그림 14). 이는 Ap97 내의 P97C epitope이 마이크로플라즈마 p97 단백질에 대한 항체 형성

을 유발할 수 있음을 시사한다.  

그림 14

  M. hyopneumoniae J strain 세균 배양 후 osmotic shock와 sonication를 사용하여 추출한 

membrane protein에 대한 western blot 분석. Ap97과 P97C 투여에 의하여 M. 

hyopneumoniae의 p97에 대한 면역 반응이 유발됨을 시사함 (화살표). 

각 western blot 분석에서 사용한 항혈청은 다음과 같음. (A) Ap97 단백질을 마우스에 투여 

후 얻은 혈청 (Anti-Ap97 serum). (B) P97C 단백질을 마우스에 투여 후 얻은 혈청 

(Anti-P97C serum). (C) M. hyopneumoniae J strain을 인공적으로 감염하여 채취한 9 주령 

돼지 혈청. (D) PBS를 마우스에 투여하여 얻은 혈청 (Anti-PBS serum).
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4. 다중점 백신에 대한 백신시기 결정 및 개발된 균주의 돼지에서 면역원성(항원성)과 효능 검

사

가. 돼지 면역 실험의 임상적 평가 및 병리학적 평가

  돼지 면역 실험의 임상적인 평가는 공격접종 이후 14일째 되는 날 실시하였으며, 백신군과 

대조군의 비교를 통해 임상적 증상을 평가하였다. 임상적 증상 평가는 기침, 콧물, 호흡장애 

발생 유무와 운동성 정도를 중점적으로 평가하였다. 백신접종을 하지 않고 A. 

pleuropneumoniae serotype2 또는 야생형 M. hyopneumoniae 공격접종만 실시한 실험군 돼

지들은 운동성이 현저히 감소되어 쇄약한 모습이 관찰되었으며 기침, 콧물, 호흡곤란 증세가 

심각하게 나타났다. 또한 백신접종을 하지 않고 A. pleuropneumoniae serotype2 공격접종만 

실시한 실험 군에서는 살이 찌지 않고 발육이 안 된 돼지 1마리가 관찰되었다. AP97 항원을 

백신 접종하고 야생형 M. hyopneumoniae를 공격 접종한 실험군은 감염에 의해 나타나는 임

상적 증상을 전혀 관찰 할 수 없었다. AP97 항원을 백신 접종하고 A. pleuropneumoniae 

serotype2를 공격 접종한 실험군은 돼지 1 마리가 기침과 콧물을 흘리는 감염 증상을 보였지

만, 호흡곤란 및 운동성이 현저히 감소되는 모습은 관찰할 수 없었다 (표 2). 위의 임상적 평

가 결과를 토대로 융합단백질 백신이 두 가지 감염에 대한 질병 방어에 효과적임을 시사한다.

표 2 돼지 면역 실험의 임상적 평가 및 병리학적 평가

a 측정된 실험 돼지의 최대 체온. –, ≤ 39.5℃; +, 40 to 42 ℃, ++, ≥ 42℃.

b 폐렴 증상이 나타난 정도 (0-100%).

* p < 0.01 PBS백신 접종한 실험군과 비교
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에 대한 면역반응이 유발됨을 시사함. 각 western blot 분석에서 사용한 항혈청은 다음과 같

음. (A) ApxN을 마우스에 투여 후 얻은 혈청 (Anti-ApxN serum). (B) Ap97을 마우스에 투

여 후 얻은 혈청 (Anti-Ap97 serum). 각 패널의 1은 A. pleuropneumoniae  serotype 2 세

균 배양 후 얻은 배지에서 trichloroacetic acid를 사용하여 분리한 단백질, 2는 각각 A. 

pleuropneumoniae를 배양하지 않은 배지에 대한 분석 결과.

바. 마이코플라즈마 (M. hyopneumoniae)세포막 단백질에 대한 western blot 분석

  Ap97과 P97C을 각각 투여하여 획득한 항혈청을 이용하여 마이크로플라즈마 (M 

.hyopneumoniae)세포막에 대한 western blot을 실시하였다. 그 결과 97 kDa의 단백질 밴드

를 모두 얻을 수 있었다. 또, 양성 대조군으로 돼지를 M. hyopneumoniae로 인공 감염하여 획

득한 항혈청으로 western blot을 실시하여 p97 단백질에 해당하는 밴드를 확인할 수 있었다 

(그림 14). 이는 Ap97 내의 P97C epitope이 마이크로플라즈마 p97 단백질에 대한 항체 형성

을 유발할 수 있음을 시사한다.  

그림 14

  M. hyopneumoniae J strain 세균 배양 후 osmotic shock와 sonication를 사용하여 추출한 

membrane protein에 대한 western blot 분석. Ap97과 P97C 투여에 의하여 M. 

hyopneumoniae의 p97에 대한 면역 반응이 유발됨을 시사함 (화살표). 

각 western blot 분석에서 사용한 항혈청은 다음과 같음. (A) Ap97 단백질을 마우스에 투여 

후 얻은 혈청 (Anti-Ap97 serum). (B) P97C 단백질을 마우스에 투여 후 얻은 혈청 

(Anti-P97C serum). (C) M. hyopneumoniae J strain을 인공적으로 감염하여 채취한 9 주령 

돼지 혈청. (D) PBS를 마우스에 투여하여 얻은 혈청 (Anti-PBS serum).
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4. 다중점 백신에 대한 백신시기 결정 및 개발된 균주의 돼지에서 면역원성(항원성)과 효능 검

사

가. 돼지 면역 실험의 임상적 평가 및 병리학적 평가

  돼지 면역 실험의 임상적인 평가는 공격접종 이후 14일째 되는 날 실시하였으며, 백신군과 

대조군의 비교를 통해 임상적 증상을 평가하였다. 임상적 증상 평가는 기침, 콧물, 호흡장애 

발생 유무와 운동성 정도를 중점적으로 평가하였다. 백신접종을 하지 않고 A. 

pleuropneumoniae serotype2 또는 야생형 M. hyopneumoniae 공격접종만 실시한 실험군 돼

지들은 운동성이 현저히 감소되어 쇄약한 모습이 관찰되었으며 기침, 콧물, 호흡곤란 증세가 

심각하게 나타났다. 또한 백신접종을 하지 않고 A. pleuropneumoniae serotype2 공격접종만 

실시한 실험 군에서는 살이 찌지 않고 발육이 안 된 돼지 1마리가 관찰되었다. AP97 항원을 

백신 접종하고 야생형 M. hyopneumoniae를 공격 접종한 실험군은 감염에 의해 나타나는 임

상적 증상을 전혀 관찰 할 수 없었다. AP97 항원을 백신 접종하고 A. pleuropneumoniae 

serotype2를 공격 접종한 실험군은 돼지 1 마리가 기침과 콧물을 흘리는 감염 증상을 보였지

만, 호흡곤란 및 운동성이 현저히 감소되는 모습은 관찰할 수 없었다 (표 2). 위의 임상적 평

가 결과를 토대로 융합단백질 백신이 두 가지 감염에 대한 질병 방어에 효과적임을 시사한다.

표 2 돼지 면역 실험의 임상적 평가 및 병리학적 평가

a 측정된 실험 돼지의 최대 체온. –, ≤ 39.5℃; +, 40 to 42 ℃, ++, ≥ 42℃.

b 폐렴 증상이 나타난 정도 (0-100%).

* p < 0.01 PBS백신 접종한 실험군과 비교
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  백신접종을 하지 않고 A. pleuropneumoniae serotype2에 감염된 돼지의 부검 결과 폐가 

흉강과 심장에 두꺼운 섬유성 막을 형성하여 유착되어 있었으며 폐 조직에서 출혈이 있었던 

흔적이 관찰되는 폐렴 소견을 보이며 림프절이 비대한 모습이 관찰되었다. 백신접종을 하지 않

고 M. hyopneumoniae에 감염된 돼지의 부검결과 폐가 비대해지며 폐 전엽부 말단이 허탈

(collapse)로 인해 암적색으로 변화되어 정상 폐 부위와 경계가 명확하게 이루어져 있으며, 병

변이 심한 폐의 경우 폐 전엽부 전체가 허탈로 인해 암적색으로 변화되었고 단단하게 경화된 

폐렴 소견을 보였다. 반면, AP97 융합단백질 백신을 접종 후 A. pleuropneumoniae serotype 

2를 공격접종을 실시한 돼지의 부검결과 정상적인 폐의 모습을 보였다. 그러나 AP97 융합단

백질 백신을 접종 후 M. hyopneumoniae를 공격 접종을 실시한 돼지의 부검 결과 세 마리 중 

한 마리의 돼지에서폐의 전엽부 말단이 암적색으로 변한 전형적인 M. hyopneumoniae의 감염

된 폐의 증상을 보였다(그림 15). 실험군에서 나타난 폐의 육안적 병변 유발 (macroscopic 

lung lesion) 유무는 halbur et al. 1995가 소개한 방법에 의해 scoring되었다. 이 방법은 폐

의 각 엽에서 나타나는 폐렴 증상을 퍼센트율로 환산하여 점수를 주는 방식이다. scoring결과, 

백신접종을 실시하지 않고 A. pleuropneumoniae serotype2를 공격 접종을 실시한 실험군 돼

지에서는 67.83%의 폐렴증상을 보인 반면 Ap97 백신접종을 실시하고  A. pleuropneumoniae 

serotype 2를 공격 접종을 실시한 실험군 돼지에서는 4.33%의 폐렴증상을 보였다. 또 백신접

종을 실시하지 않고 M. hyopneumoniae 공격 접종을 실시한 실험군에서는 78.83%의 폐렴 증

상을 보인반면, Ap97 백신접종을 실시하고 M. hyopneumoniae 공격 접종을 실시한 실험군에

서는 8.67%의 폐렴증상이 나타났다 (표 2).

그림15

(A) Ap97 융합단백질 백신 접종한 실험군의 돼지의 폐 (B) 백신접종하지 않은 실험군 돼지에 

A. pleuropneumoniae serotype2를 공격 접종을 실시한 후 돼지의 폐 (C) 백신접종하지 않은 

실험군 돼지에  M. hyopneumoniae를 공격 접종을 실시한 후 돼지의 폐.   
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  A. pleuropneumoniae는 전염성이 매우 높고 모든 연령대의 돼지에 흉막폐렴 

(pleuropneumonia)을 발병시켜 위독한 경우 돌연사를 일으키는 원인체이다. 돼지의 A. 

pleuropneumoniae감염은 돼지 사육 시설 내 의무증상보균자 (carrier)에 의한 전염 이외에도 

porcine enzootic pneumonia (PEP)질병을 유발하는 원인체인 M. hyopneumoniae에 의해 2

차 감염에 대한 저항력이 낮아진 돼지에서 쉽게 발병하는 것으로 알려져 있다 (DeBey and 

Ross 1994; Dubreuil et al. 2000; Thacker et al. 1999). 따라서 M. hyopneumoniae의 감

염을 방어하고 더 나아가 M. hyopneumoniae의 감염으로 인한 A. pleuropneumoniae의 2차 

감염을 방어하기 위한 효과적인 백신 개발이 현재 양돈산업에서 해결되어야 할 중요한 문제로 

거론되고 있다 (Kobisch et al. 1993; Gottschalk and Taylor. 2006). 세균백신 (Whole-cell 

bacterins)의 단점을 보완하기 위해 이전 연구들을 통해 A. pleuropneumoniae와 M. 

hyopneumoniae에 대한 백신개발 후보자 (candidate)로 이용될 수 있는 병원체의 특정 면역 

지배적 항원들 (immunodominant antigens)이 밝혀졌고 이들 항원을 이용한 생백신 

(live-attenuated vaccine)과 아단위 백신 (sub-unit vaccine)의 연구가 현재까지 진행되어 오

고 있다. A. pleuropneumoniae의 면역 지배적 항원 중 하나인 APX 독소 (toxin)는 A. 

pleuropneumoniae의 주요 병독성인자 (virulence factor)이고 강한 면역원성 (immunogenic)

을 가지고 있는 것으로 알려져 있다 (Devenish et al. 1990; Frey and Nicolet 1991; Inzana 

et al. 2004). 또한 세포 내에서 Apx 독소에 대항하여 생성된 중화항체 (neutralizing 

antibody 가 Apx 독소 (toxin)로 인해 호중구 (neutrophils)가 죽는 것을 방어하고 포식자용 

역할을 하는 면역세포의 활성을 높인다는 것이 증명되었다. (Cruijsen et al. 1992; Furesz et 

al. 1998; Jansen 1995). 따라서 현재 Apx 독소를 이용한 단백질 백신 (toxoid vaccine)들이 

상용화되어 사용되고 있는데 예를 들어, PORCILIS APP (Intervet, the Netherlands)은 생균 

백신 (Whole-cell bacterin)과의 A. pleuropneumoniae 방어 비교 연구를 통해 그 성능이 탁

월함이 입증된 바가 있다 (Stran et al. 2003). 

  M. hyopneumoniae의 백신개발 후보자 (candidate)로 이용될 수 있는 면역 지배적 항원을 

밝히는 이전 연구들을 통해 p97단백질이 돼지에서 아단위 백신 (subunit vaccine)으로 개발될 

가능성이 있는 것으로 알려져 있다. (Fagan et al. 2001; Ogawa et al. 2009; Shimoji et al. 

2003). P97 adhesion 단백질은 C-terminal 부위에 위치한 R1 region (R1 repeat region, 

AAKPV-E)과 R2 repeat region이 돼지의 섬모 상피조직에 유착하는데 중요한 역할을 하는 
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  백신접종을 하지 않고 A. pleuropneumoniae serotype2에 감염된 돼지의 부검 결과 폐가 

흉강과 심장에 두꺼운 섬유성 막을 형성하여 유착되어 있었으며 폐 조직에서 출혈이 있었던 

흔적이 관찰되는 폐렴 소견을 보이며 림프절이 비대한 모습이 관찰되었다. 백신접종을 하지 않

고 M. hyopneumoniae에 감염된 돼지의 부검결과 폐가 비대해지며 폐 전엽부 말단이 허탈

(collapse)로 인해 암적색으로 변화되어 정상 폐 부위와 경계가 명확하게 이루어져 있으며, 병

변이 심한 폐의 경우 폐 전엽부 전체가 허탈로 인해 암적색으로 변화되었고 단단하게 경화된 

폐렴 소견을 보였다. 반면, AP97 융합단백질 백신을 접종 후 A. pleuropneumoniae serotype 

2를 공격접종을 실시한 돼지의 부검결과 정상적인 폐의 모습을 보였다. 그러나 AP97 융합단

백질 백신을 접종 후 M. hyopneumoniae를 공격 접종을 실시한 돼지의 부검 결과 세 마리 중 

한 마리의 돼지에서폐의 전엽부 말단이 암적색으로 변한 전형적인 M. hyopneumoniae의 감염

된 폐의 증상을 보였다(그림 15). 실험군에서 나타난 폐의 육안적 병변 유발 (macroscopic 

lung lesion) 유무는 halbur et al. 1995가 소개한 방법에 의해 scoring되었다. 이 방법은 폐

의 각 엽에서 나타나는 폐렴 증상을 퍼센트율로 환산하여 점수를 주는 방식이다. scoring결과, 

백신접종을 실시하지 않고 A. pleuropneumoniae serotype2를 공격 접종을 실시한 실험군 돼

지에서는 67.83%의 폐렴증상을 보인 반면 Ap97 백신접종을 실시하고  A. pleuropneumoniae 

serotype 2를 공격 접종을 실시한 실험군 돼지에서는 4.33%의 폐렴증상을 보였다. 또 백신접

종을 실시하지 않고 M. hyopneumoniae 공격 접종을 실시한 실험군에서는 78.83%의 폐렴 증

상을 보인반면, Ap97 백신접종을 실시하고 M. hyopneumoniae 공격 접종을 실시한 실험군에

서는 8.67%의 폐렴증상이 나타났다 (표 2).

그림15

(A) Ap97 융합단백질 백신 접종한 실험군의 돼지의 폐 (B) 백신접종하지 않은 실험군 돼지에 

A. pleuropneumoniae serotype2를 공격 접종을 실시한 후 돼지의 폐 (C) 백신접종하지 않은 

실험군 돼지에  M. hyopneumoniae를 공격 접종을 실시한 후 돼지의 폐.   

- 203 -

  A. pleuropneumoniae는 전염성이 매우 높고 모든 연령대의 돼지에 흉막폐렴 

(pleuropneumonia)을 발병시켜 위독한 경우 돌연사를 일으키는 원인체이다. 돼지의 A. 

pleuropneumoniae감염은 돼지 사육 시설 내 의무증상보균자 (carrier)에 의한 전염 이외에도 

porcine enzootic pneumonia (PEP)질병을 유발하는 원인체인 M. hyopneumoniae에 의해 2

차 감염에 대한 저항력이 낮아진 돼지에서 쉽게 발병하는 것으로 알려져 있다 (DeBey and 

Ross 1994; Dubreuil et al. 2000; Thacker et al. 1999). 따라서 M. hyopneumoniae의 감

염을 방어하고 더 나아가 M. hyopneumoniae의 감염으로 인한 A. pleuropneumoniae의 2차 

감염을 방어하기 위한 효과적인 백신 개발이 현재 양돈산업에서 해결되어야 할 중요한 문제로 

거론되고 있다 (Kobisch et al. 1993; Gottschalk and Taylor. 2006). 세균백신 (Whole-cell 

bacterins)의 단점을 보완하기 위해 이전 연구들을 통해 A. pleuropneumoniae와 M. 

hyopneumoniae에 대한 백신개발 후보자 (candidate)로 이용될 수 있는 병원체의 특정 면역 

지배적 항원들 (immunodominant antigens)이 밝혀졌고 이들 항원을 이용한 생백신 

(live-attenuated vaccine)과 아단위 백신 (sub-unit vaccine)의 연구가 현재까지 진행되어 오

고 있다. A. pleuropneumoniae의 면역 지배적 항원 중 하나인 APX 독소 (toxin)는 A. 

pleuropneumoniae의 주요 병독성인자 (virulence factor)이고 강한 면역원성 (immunogenic)

을 가지고 있는 것으로 알려져 있다 (Devenish et al. 1990; Frey and Nicolet 1991; Inzana 

et al. 2004). 또한 세포 내에서 Apx 독소에 대항하여 생성된 중화항체 (neutralizing 

antibody 가 Apx 독소 (toxin)로 인해 호중구 (neutrophils)가 죽는 것을 방어하고 포식자용 

역할을 하는 면역세포의 활성을 높인다는 것이 증명되었다. (Cruijsen et al. 1992; Furesz et 

al. 1998; Jansen 1995). 따라서 현재 Apx 독소를 이용한 단백질 백신 (toxoid vaccine)들이 

상용화되어 사용되고 있는데 예를 들어, PORCILIS APP (Intervet, the Netherlands)은 생균 

백신 (Whole-cell bacterin)과의 A. pleuropneumoniae 방어 비교 연구를 통해 그 성능이 탁

월함이 입증된 바가 있다 (Stran et al. 2003). 

  M. hyopneumoniae의 백신개발 후보자 (candidate)로 이용될 수 있는 면역 지배적 항원을 

밝히는 이전 연구들을 통해 p97단백질이 돼지에서 아단위 백신 (subunit vaccine)으로 개발될 

가능성이 있는 것으로 알려져 있다. (Fagan et al. 2001; Ogawa et al. 2009; Shimoji et al. 

2003). P97 adhesion 단백질은 C-terminal 부위에 위치한 R1 region (R1 repeat region, 

AAKPV-E)과 R2 repeat region이 돼지의 섬모 상피조직에 유착하는데 중요한 역할을 하는 
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것이 알려졌다 (Hsu and Minion 1998; Jenkins et al. 2006; Minion et al. 2000). 현재p97 

단백질의 C-terminal을 발현하도록 변형된 Erysipelothrix rhusiopathiae 을 이용한 생백신이 

현재 특허 출원 되어있고 (Ogawa et al. 2009; Shimoji et al. 2003; 일본특허 

P2006-311824A), 또한 M. hyopneumoniae의 면역방어를 목적으로 사용될 수 있고 세포막에 

존재하는 P97단백질을 포함한 다양한 크기의 면역 지배적 항원이 특허 출원 되어 있다 

(Minion and Djordjevic. 2004: 미국특허 P2004-0091901A1). 돼지의 M. hyopneumoniae의 

감염으로 인한 A. pleuropneumoniae의 2차 감염으로 발생하는 폐렴 (pneuminiae)를 동시에 

예방하기 위한 다양한 연구들이 현재까지 진행 되어 오고 있는데 최근 연구를 보면 A. 

pleuropneumoniae의 urease 구조 유전자 부위에 M. hyopneumoniae의 L-lactate 

dehydrogenase 유전자 (p36)를 삽입하여 약독화된 생백신 (live-attenuated vaccine)을 이용

하여 두 병원체를 동시에 방어하고자 하는 시도를 하였고 어느 정도 효과를 입증하였다 (Zou 

et al. 2011). 그러나 두 병원체의 면역 지배적 항원을 동시에 이용하는 아단위백신(sub-unit 

vaccine)에 대한 연구가 현재까지 진행되지 않았다. 본 연구는 세균 백신 (whole cell 

bacterin)과 생백신 (live-attenuated vaccine)이 갖는 부작용 및 백신 개발 과정에서 발생하

는 높은 경제적 비용을 극복하고자 A. pleuropneumoniae와 M. hyopneumoniae의 면역 지배

적 항원을 이용한 아단위 백신 (sub-unit vaccine)를 진행하였다. 본 연구는 백신 개발에 있어 

경제적인 E.coli를 이용한 이종 단백질 발현기술 (hetergous protein expression)을 이용하여 

한국에서 상재하고 있는 A. pleuropneumoniae 2형의 주요 병독성 인자 (virulence factor)이

고 면역원성 (immunogenic)이 높은 ApxIII 독소 (toxin)와 M. hyopneumoniae에서 돼지의 섬

모상피조직에 유착하는데 중요한 역할을 하는 P97 adhesion 단백질에 대한 아단위백신 

(sub-unit vaccine)을 개발하였다. 이종 단백질 발현 (hetergous protein expression)과정 중 

codon usage bias를 최소화하기 위해 codon optimization을 실시하였다. 특히 M. 

hyopneumoniae 경우 유전자 염기서열 상의 TGA codon은 트립토판 (tryptophan)으로 

translation이 되나 이 유전자 염기서열은 E. coli 내부에서 translation이 정지가 되는 codon 

(stop codon)으로 작용하므로 codon optimization은 필수적이었다. 

  A. pleuropneumoniae 2형의 ApxIII 독소 (toxin) 유전자 염기서열을 이용한 아단위 백신 

(sub-unit vaccine)인 ApxN은 항원결정인자 (epitope)를 갖는 N-terminal 영역에 해당하는 

315 bp 길이의 유전자 염기서열 부위 이용하여 개발되었고 단백질 크기는 15 kDa이다 (그림 

6). P97 adhesion 단백질에 M. hyopneumoniae의 P97 adhesion 단백질에 유전자 염기서열

을 이용한 아단위백신 (sub-unit vaccine)인 P97C는 돼지의 섬모 상피조직에 유착하는데 중

요한 역할을 하는 R1 region (R1 repeat region, AAKPV-E)과 R2 repeat region이라는 항

원결정인자(epitope)를 갖는 954 bp 길이의 C-terminal 영역을 이용하여 아단위 백신 

(sub-unit vaccine)을 개발하였고 단백질 크기는 45 kDa 이다 (그림 6). 또한 두 병원체의 면

역 지배적 항원 결정인자인자 (epitope) 동시에 갖는 아 단위백신 (sub-unit vaccine)인 60 

kDa 크기의 AP97융합단백질 백신은 333 bp 길이의 ApxIII 독소 (toxin)의 N-terminal 영역

과 954 bp 길이의 P97 adhesion 단백질에 C-terminal 영역을 glycine과 serine을 기본 구조

로 한 연결 유전자 (linker)를 이용하여 연결하여 개발하였다 (그림 6). Glycine과 serine을 기

본 구조로 한 연결 유전자 (linker)는 융합 단백질 상의 면역 지배적 항원 결정인자 (epitope)

간에 면역 간섭 현상을 최소화 한다고 알려져 있다 (그림 1)(Ebrahimi SM and Tebianian M, 

2010; Trinh R et al. 2004).
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본 연구에서 유전자 재조합 기술 및 이종 단백질 발현 기술을 통해 개발한 ApxN, P97C 단백

질 그리고 Ap97 융합 단백질 백신은 다음과 같은 실험을 통해 A. pleuropneumoniae와 M. 

hyopneumoniae의 방어를 위한 백신 개발후보자로서의 면역원성 및 안정성을 검증하였다. 첫 

번째로 마우스 면역 유발 실험을 통해 ApxN, P97C 단백질 그리고Ap97 융합 단백질이 

ApxIII 독소 (toxin)와 P97 adhesion단백질에 특이적인 면역반응이 유발 및 항체가 형성되는

지에 대한 여부를 검증하였고 두 번째로 돼지 면역 방어 실험을 통해 A. pleuropneumoniae 

2형과 야생형 M. hyopneumoniae에 효과적인 방어 능력이 유도 되는지에 대한 검증을 하였

다. 

  본 연구에서 실행한 Ap97 단백질을 접종한 마우스 혈청 내 면역 반응효과 실험을 통해 

Ap97은 높은 수준의 ApxN과 P97C에 특이적인 IgG 형성을 보였고 각각의 epitope에 의해 

면역 간섭이 발생하지 않고 유의적인 IgG 형성의 증가를 보였다. 또한 마우스 혈청내 IgG2a와 

IgG1과 같은 동종형 면역글로불린 (immunoglobulin isotype)의 형성 수준과 IFN-γ, IL-2, 

IL-4, IL-10 cytokine 분비 분석을 통해 AP97은 세포 매개성 면역 반응 (cell-mediated 

immune response)과 체액성 면역반응 (humoral immune response)를 동시에  유발한다는 

결과를 얻을 수 있었다. 마우스 혈청내 IgG2a와 IgG1의 형성 수준비교 실험결과 ApxN에 대

해서는 IgG2a이 IgG1비해 상대적으로 높은 형성 수준을 나타났고 P97C에 대해서는 IgG2a와 

IgG1이 균형있는 형성 수준을 나타냈다. 이는 AP97가 Th1-Th2 type 면역반응을 동시에 유

발하여 세포 매개성 면역 반응 (cell-mediated immune response) 및 체액성 면역반응 

(humorl immune response)가 현저하게 유발되었음을 시사한다 (그림 9, 그림 10, 그림 11). 

본 연구에서 우리는AP97 단백질의 항체 형성 유무를 평가하기 위해 western blot실험을 실행

한 결과 AP97단백질에 의해 마우스 혈청 내에서 형성된 항혈청 (anti-AP97 seum)은 ApxN

과 P97C epitope 상호간의 면역 간섭 현상이 발생하지 않고 ApxN과 P97C 각 단백질에 대한 

항체를 형성할 수 있음을 확인 할 수 있었다 (그림 12). 또한 A. pleuropneumoniae 2형의 배

양액에서 분리하여 확보한 ApxIIIA 독소 단백질에 대한 western blot결과 AP97에 대한 항혈

청 (Anti-AP97 serum)은 ApxIIIA 단백질을 인지할 수 있었고 (그림 13), M. 

hyopneumoniae의 세포막에 대한 western blot결과 세포막에 존재하는 97kDa 의 단백질인 

P97 adhesion단백질을 인지 할 수 있었다 (그림 14). 이는AP97 단백질이 A. 

pleuropneumoniae 2형의 ApxIIIA 독소 (toxin)와 M. hyopneumoniae의 P97 adhesion 단백

질에 대한 면역반응을 유도할 수 있는 잠재적인 백신개발 후보자 (candidate)로서의 항원 

(antigen)이 될 수 있다는 것을 제시한다. 

  본 연구는 마우스 실험을 통해 백신개발 후보자 (candidate)로서의 잠재력이 검증된 AP97 

단백질 항원의 A. pleuropneumoniae 2형과 M. hyopneumoniae에 대한 방어 능력을 돼지 면

역실험을 통해 평가 하였다. 그 결과 AP97 단백질 백신을 접종한 돼지는 A. 

pleuropneumoniae 2형과 야생형 M. hyopneumoniae에 대한 방어 능력에 있어 positive 

effect를 보였다. 다시 말해 AP97을 접종한 백신군 돼지는 미약하지만 기침, 콧물 등의 임상

적 증상을 보였으나 백신 접종하지 않아 기침, 콧물, 심한 호흡 장애 그리고 운동성 저하를 보

이는 대조군 돼지에 비해 상대적으로 아주 건강한 임상적 증상을 보였다(표 2). 돼지를 안락사

하여 부검한 돼지의 폐의 병리학적 평가 결과 AP97을 접종한 백신군 돼지의 폐에서는 A. 

pleuropneumoniae 감염에 의해 발생하는 폐렴 소견이 전혀 발생하지 않았다. 이는 AP97 단

백질이 완벽하게 A. pleuropneumoniae 2형을 방어할 수 있는 능력이 있음을 시사한다. 그러
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것이 알려졌다 (Hsu and Minion 1998; Jenkins et al. 2006; Minion et al. 2000). 현재p97 

단백질의 C-terminal을 발현하도록 변형된 Erysipelothrix rhusiopathiae 을 이용한 생백신이 

현재 특허 출원 되어있고 (Ogawa et al. 2009; Shimoji et al. 2003; 일본특허 

P2006-311824A), 또한 M. hyopneumoniae의 면역방어를 목적으로 사용될 수 있고 세포막에 

존재하는 P97단백질을 포함한 다양한 크기의 면역 지배적 항원이 특허 출원 되어 있다 

(Minion and Djordjevic. 2004: 미국특허 P2004-0091901A1). 돼지의 M. hyopneumoniae의 

감염으로 인한 A. pleuropneumoniae의 2차 감염으로 발생하는 폐렴 (pneuminiae)를 동시에 

예방하기 위한 다양한 연구들이 현재까지 진행 되어 오고 있는데 최근 연구를 보면 A. 

pleuropneumoniae의 urease 구조 유전자 부위에 M. hyopneumoniae의 L-lactate 

dehydrogenase 유전자 (p36)를 삽입하여 약독화된 생백신 (live-attenuated vaccine)을 이용

하여 두 병원체를 동시에 방어하고자 하는 시도를 하였고 어느 정도 효과를 입증하였다 (Zou 

et al. 2011). 그러나 두 병원체의 면역 지배적 항원을 동시에 이용하는 아단위백신(sub-unit 

vaccine)에 대한 연구가 현재까지 진행되지 않았다. 본 연구는 세균 백신 (whole cell 

bacterin)과 생백신 (live-attenuated vaccine)이 갖는 부작용 및 백신 개발 과정에서 발생하

는 높은 경제적 비용을 극복하고자 A. pleuropneumoniae와 M. hyopneumoniae의 면역 지배

적 항원을 이용한 아단위 백신 (sub-unit vaccine)를 진행하였다. 본 연구는 백신 개발에 있어 

경제적인 E.coli를 이용한 이종 단백질 발현기술 (hetergous protein expression)을 이용하여 

한국에서 상재하고 있는 A. pleuropneumoniae 2형의 주요 병독성 인자 (virulence factor)이

고 면역원성 (immunogenic)이 높은 ApxIII 독소 (toxin)와 M. hyopneumoniae에서 돼지의 섬

모상피조직에 유착하는데 중요한 역할을 하는 P97 adhesion 단백질에 대한 아단위백신 

(sub-unit vaccine)을 개발하였다. 이종 단백질 발현 (hetergous protein expression)과정 중 

codon usage bias를 최소화하기 위해 codon optimization을 실시하였다. 특히 M. 

hyopneumoniae 경우 유전자 염기서열 상의 TGA codon은 트립토판 (tryptophan)으로 

translation이 되나 이 유전자 염기서열은 E. coli 내부에서 translation이 정지가 되는 codon 

(stop codon)으로 작용하므로 codon optimization은 필수적이었다. 

  A. pleuropneumoniae 2형의 ApxIII 독소 (toxin) 유전자 염기서열을 이용한 아단위 백신 

(sub-unit vaccine)인 ApxN은 항원결정인자 (epitope)를 갖는 N-terminal 영역에 해당하는 

315 bp 길이의 유전자 염기서열 부위 이용하여 개발되었고 단백질 크기는 15 kDa이다 (그림 

6). P97 adhesion 단백질에 M. hyopneumoniae의 P97 adhesion 단백질에 유전자 염기서열

을 이용한 아단위백신 (sub-unit vaccine)인 P97C는 돼지의 섬모 상피조직에 유착하는데 중

요한 역할을 하는 R1 region (R1 repeat region, AAKPV-E)과 R2 repeat region이라는 항

원결정인자(epitope)를 갖는 954 bp 길이의 C-terminal 영역을 이용하여 아단위 백신 

(sub-unit vaccine)을 개발하였고 단백질 크기는 45 kDa 이다 (그림 6). 또한 두 병원체의 면

역 지배적 항원 결정인자인자 (epitope) 동시에 갖는 아 단위백신 (sub-unit vaccine)인 60 

kDa 크기의 AP97융합단백질 백신은 333 bp 길이의 ApxIII 독소 (toxin)의 N-terminal 영역

과 954 bp 길이의 P97 adhesion 단백질에 C-terminal 영역을 glycine과 serine을 기본 구조

로 한 연결 유전자 (linker)를 이용하여 연결하여 개발하였다 (그림 6). Glycine과 serine을 기

본 구조로 한 연결 유전자 (linker)는 융합 단백질 상의 면역 지배적 항원 결정인자 (epitope)

간에 면역 간섭 현상을 최소화 한다고 알려져 있다 (그림 1)(Ebrahimi SM and Tebianian M, 

2010; Trinh R et al. 2004).
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본 연구에서 유전자 재조합 기술 및 이종 단백질 발현 기술을 통해 개발한 ApxN, P97C 단백

질 그리고 Ap97 융합 단백질 백신은 다음과 같은 실험을 통해 A. pleuropneumoniae와 M. 

hyopneumoniae의 방어를 위한 백신 개발후보자로서의 면역원성 및 안정성을 검증하였다. 첫 

번째로 마우스 면역 유발 실험을 통해 ApxN, P97C 단백질 그리고Ap97 융합 단백질이 

ApxIII 독소 (toxin)와 P97 adhesion단백질에 특이적인 면역반응이 유발 및 항체가 형성되는

지에 대한 여부를 검증하였고 두 번째로 돼지 면역 방어 실험을 통해 A. pleuropneumoniae 

2형과 야생형 M. hyopneumoniae에 효과적인 방어 능력이 유도 되는지에 대한 검증을 하였

다. 

  본 연구에서 실행한 Ap97 단백질을 접종한 마우스 혈청 내 면역 반응효과 실험을 통해 

Ap97은 높은 수준의 ApxN과 P97C에 특이적인 IgG 형성을 보였고 각각의 epitope에 의해 

면역 간섭이 발생하지 않고 유의적인 IgG 형성의 증가를 보였다. 또한 마우스 혈청내 IgG2a와 

IgG1과 같은 동종형 면역글로불린 (immunoglobulin isotype)의 형성 수준과 IFN-γ, IL-2, 

IL-4, IL-10 cytokine 분비 분석을 통해 AP97은 세포 매개성 면역 반응 (cell-mediated 

immune response)과 체액성 면역반응 (humoral immune response)를 동시에  유발한다는 

결과를 얻을 수 있었다. 마우스 혈청내 IgG2a와 IgG1의 형성 수준비교 실험결과 ApxN에 대

해서는 IgG2a이 IgG1비해 상대적으로 높은 형성 수준을 나타났고 P97C에 대해서는 IgG2a와 

IgG1이 균형있는 형성 수준을 나타냈다. 이는 AP97가 Th1-Th2 type 면역반응을 동시에 유

발하여 세포 매개성 면역 반응 (cell-mediated immune response) 및 체액성 면역반응 

(humorl immune response)가 현저하게 유발되었음을 시사한다 (그림 9, 그림 10, 그림 11). 

본 연구에서 우리는AP97 단백질의 항체 형성 유무를 평가하기 위해 western blot실험을 실행

한 결과 AP97단백질에 의해 마우스 혈청 내에서 형성된 항혈청 (anti-AP97 seum)은 ApxN

과 P97C epitope 상호간의 면역 간섭 현상이 발생하지 않고 ApxN과 P97C 각 단백질에 대한 

항체를 형성할 수 있음을 확인 할 수 있었다 (그림 12). 또한 A. pleuropneumoniae 2형의 배

양액에서 분리하여 확보한 ApxIIIA 독소 단백질에 대한 western blot결과 AP97에 대한 항혈

청 (Anti-AP97 serum)은 ApxIIIA 단백질을 인지할 수 있었고 (그림 13), M. 

hyopneumoniae의 세포막에 대한 western blot결과 세포막에 존재하는 97kDa 의 단백질인 

P97 adhesion단백질을 인지 할 수 있었다 (그림 14). 이는AP97 단백질이 A. 

pleuropneumoniae 2형의 ApxIIIA 독소 (toxin)와 M. hyopneumoniae의 P97 adhesion 단백

질에 대한 면역반응을 유도할 수 있는 잠재적인 백신개발 후보자 (candidate)로서의 항원 

(antigen)이 될 수 있다는 것을 제시한다. 

  본 연구는 마우스 실험을 통해 백신개발 후보자 (candidate)로서의 잠재력이 검증된 AP97 

단백질 항원의 A. pleuropneumoniae 2형과 M. hyopneumoniae에 대한 방어 능력을 돼지 면

역실험을 통해 평가 하였다. 그 결과 AP97 단백질 백신을 접종한 돼지는 A. 

pleuropneumoniae 2형과 야생형 M. hyopneumoniae에 대한 방어 능력에 있어 positive 

effect를 보였다. 다시 말해 AP97을 접종한 백신군 돼지는 미약하지만 기침, 콧물 등의 임상

적 증상을 보였으나 백신 접종하지 않아 기침, 콧물, 심한 호흡 장애 그리고 운동성 저하를 보

이는 대조군 돼지에 비해 상대적으로 아주 건강한 임상적 증상을 보였다(표 2). 돼지를 안락사

하여 부검한 돼지의 폐의 병리학적 평가 결과 AP97을 접종한 백신군 돼지의 폐에서는 A. 

pleuropneumoniae 감염에 의해 발생하는 폐렴 소견이 전혀 발생하지 않았다. 이는 AP97 단

백질이 완벽하게 A. pleuropneumoniae 2형을 방어할 수 있는 능력이 있음을 시사한다. 그러
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나 AP97을 접종한 백신군의 1 마리 돼지에서 미약하지만 부분적으로 전엽부 말단이 암적색으

로 변한 전형적인 M. hyopneumoniae의 감염된 폐의 증상을 보였다. 이는 AP97 단백질이 M. 

hyopneumoniae의 방어에 있어 어느 정도 positive effect를 보이고 있다는 것을 시사하며 돼

지의 실험군 3 마리 중 1 마리 돼지에서 병변이 발생한 점과 부검 시기로 보았을 때 공격접종 

후 3 주이기 때문에 감염 후 회복 중인 폐로 간주 할 수 있다(표2, 그림15). 

  본 연구를 통해 우리는 AP97 단백질이 A. pleuropneumoniae 2형의 ApxIIIA 독소 (toxin)

과 M. hyopneumoniae의 P97 adhesion 단백질에 특이적인 면역반응을 유발하는 AP97내의 

항원결정인자 (epitope)가 상호간에 간섭 없이 효과적으로 면역반응을 유도한다는 사실을 마우

스와 돼지 면역 실험을 통해 검증하였다.  돼지의 Th1/ Th2 면역 반응이 마우스의 면역 반응

과의 유사성 유무는 잘 알려지지 않았지만 (Stevens et al. 1988), 본 연구의 실험 결과AP97

은 높은 수준의 세포 매개성 그리고 체액성 면역을 유도하므로 돼지의 호흡기의 섬모에 유착

하여 병변을 유발하는 A. pleuropneumoniae와 M. hyopneumoniae의 방어를 위한 mucosal 

백신으로서 효과가 어느 정도 입증되었다고 본다. 그러나 AP97을 보다 효과적인 아단위 백신 

(sub-unit vaccine)으로서 사용하기 위해서는 A. pleuropneumoniae  2형에 국한되어 방어 능

력을 검증하는 것이 아니라 ApxIIIA 독소를 분비하는 4형, 6형, 그리고 8형에 대해 교차 방어 

능력이 있는지 유무를 평가해야 할 것이라 생각된다. 뿐만 아니라 다양한 M. hyopneumoniae 

의 균주(strain)에 대한 방어 능력 평가도 동반되어야 한다고 생각된다. 
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제 7 장  연구개발 성과 및 성과활용 계획

제 1 절 산업화 방향

1. 본 연구를 통하여 개발하는 백신의 산업화 방향은 이미 국내에서의 국내 제품과 국외 제품

의 시장 현황을 파악하면 쉽게 알 수 있다. 본 연구의 산업화 방향은 ①농장에서 필요한 백

신 생산, ②효과 극대화 된 백신 생산이라고 할 수 있다. 

2. 연구과제 종료와 함께 소모성 질환을 예방하는 연쇄상구균 단일백신 산업화 할 예정이다. 

본 제품의 특징은 크게 2가지로; ①소모성 질환 예방과 ②국내 발병 혈청형과 백신 항원 

일치다. 제품의 효능 측면에서 보면, 현재 시판되고 있는 연쇄상 구균 예방백신의 경우 뇌

막염에 의한 신경증상을 예방하는 백신인 반면, 본 연구를 통하여 개발하는 백신의 경우 심

외막염, 흉막염, 복막염 등을 예방하여 소모성 질환을 방지하는 백신이다. 제품의 성분 측

면에서 보면 국내에서 소모성 질환을 주로 유발하는 혈청형을 함유하고 있기 때문에 국내

에서 야외 적용성이 매우 뛰어나다.

3. 소모성 질환을 예방하는 연쇄상 구균 백신의 경우 백신을 모돈 과 이유자돈에게 접종하는 

프로그램을 설정하여 판매 할 예정이다. 현재 국내 사육 모돈 두수는 94만두 이며, 생산되

는 자돈은 1,370만두(연간)이기 때문에 총 1464만두가 접종대상이 되기 때문에 산업적으로

도 충분한 수요를 창출 할 수 있다.

4. 본 연구를 통하여 개발되는 흉막폐렴 백신의 특성은 크게 3가지로; ①항원의 면역원성을 극

대화, ②국내실정에 적합한 혈청형 함유, ③부작용 최소화 백신이다. 첫째, 기술적면에서 다

른 백신보다 면역원성이 뛰어난 흉막폐렴의 외막 단백질을 많이 함유하고 다른 어떠한 백

신보다 항체 형성에서 뛰어나다. 둘째, 국내에서 가장 흔하게 발병하는 혈청형인 2번 과 5

번, 뿐만 아니라 최근에 문제가 되는 혈청형 6번을 첨가하여 본 연구를 통하여 백신을 개발

하였다. 다만 연구과정에서 이미 혈청형(2, 5, 6번)을 결정한 후 국내에서 혈청형 1번이 폭

발적으로 발병하여 향후 흉막폐렴 백신을 산업화 하는 과정에서는 흉막폐렴균 혈청형 1번

을 포함시켜 명실 공히 국내에서 발병하는 흉막폐렴 혈청형의 95%를 예방할 수 있는 백신

을 개발할 예정이다. 셋째, 본 연구에서 개발한 흉막폐렴 백신의 경우 주로 박테린을 이용

한 백신으로 흉막폐렴균의 독소는 매우 낮은 농도로 함유되어 있지만, 실험실 공격실험에서

는 병리조직학적으로 폐장을 분석하면 톡소이드 백신만큼 흉막폐렴균을 효과적으로 예방하

는 것으로 확인되었다. 따라서 톡소이드 백신의 가장 큰 단점인 백신 부작용 (경련, 침울, 

사료섭취 거부) 을 최소화하여 농장에서 흉막폐렴 백신의 기피를 최소화 하였다.

5. 본 연구를 통하여 개발되는 흉막폐렴 백신은 이유자돈시기인 5주령과 8주령에 2회 백신을 

접종할 예정이다 따라서 현재 국내에서 접종대상 동물 수는 연간 1,370만두  이기 때문에 

충분한 시장 잠재성이 있다.

6. 본 연구를 통하여 개발되는 마이코플라즈마-흉막폐렴 예방 다중점 백신의 경우 기존의 백

신과 완전히 차원이 다른 백신으로 크게 2가지의 특성이 있는데, ①백신 효과의 극대화와 

②사용의 편리성과 경제성이다. 현재 국외 백신 회사들은 마이코플라즈마 백신과 흉막폐렴 
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나 AP97을 접종한 백신군의 1 마리 돼지에서 미약하지만 부분적으로 전엽부 말단이 암적색으

로 변한 전형적인 M. hyopneumoniae의 감염된 폐의 증상을 보였다. 이는 AP97 단백질이 M. 

hyopneumoniae의 방어에 있어 어느 정도 positive effect를 보이고 있다는 것을 시사하며 돼

지의 실험군 3 마리 중 1 마리 돼지에서 병변이 발생한 점과 부검 시기로 보았을 때 공격접종 

후 3 주이기 때문에 감염 후 회복 중인 폐로 간주 할 수 있다(표2, 그림15). 

  본 연구를 통해 우리는 AP97 단백질이 A. pleuropneumoniae 2형의 ApxIIIA 독소 (toxin)

과 M. hyopneumoniae의 P97 adhesion 단백질에 특이적인 면역반응을 유발하는 AP97내의 

항원결정인자 (epitope)가 상호간에 간섭 없이 효과적으로 면역반응을 유도한다는 사실을 마우

스와 돼지 면역 실험을 통해 검증하였다.  돼지의 Th1/ Th2 면역 반응이 마우스의 면역 반응

과의 유사성 유무는 잘 알려지지 않았지만 (Stevens et al. 1988), 본 연구의 실험 결과AP97

은 높은 수준의 세포 매개성 그리고 체액성 면역을 유도하므로 돼지의 호흡기의 섬모에 유착

하여 병변을 유발하는 A. pleuropneumoniae와 M. hyopneumoniae의 방어를 위한 mucosal 

백신으로서 효과가 어느 정도 입증되었다고 본다. 그러나 AP97을 보다 효과적인 아단위 백신 

(sub-unit vaccine)으로서 사용하기 위해서는 A. pleuropneumoniae  2형에 국한되어 방어 능

력을 검증하는 것이 아니라 ApxIIIA 독소를 분비하는 4형, 6형, 그리고 8형에 대해 교차 방어 

능력이 있는지 유무를 평가해야 할 것이라 생각된다. 뿐만 아니라 다양한 M. hyopneumoniae 

의 균주(strain)에 대한 방어 능력 평가도 동반되어야 한다고 생각된다. 
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제 7 장  연구개발 성과 및 성과활용 계획

제 1 절 산업화 방향

1. 본 연구를 통하여 개발하는 백신의 산업화 방향은 이미 국내에서의 국내 제품과 국외 제품

의 시장 현황을 파악하면 쉽게 알 수 있다. 본 연구의 산업화 방향은 ①농장에서 필요한 백

신 생산, ②효과 극대화 된 백신 생산이라고 할 수 있다. 

2. 연구과제 종료와 함께 소모성 질환을 예방하는 연쇄상구균 단일백신 산업화 할 예정이다. 

본 제품의 특징은 크게 2가지로; ①소모성 질환 예방과 ②국내 발병 혈청형과 백신 항원 

일치다. 제품의 효능 측면에서 보면, 현재 시판되고 있는 연쇄상 구균 예방백신의 경우 뇌

막염에 의한 신경증상을 예방하는 백신인 반면, 본 연구를 통하여 개발하는 백신의 경우 심

외막염, 흉막염, 복막염 등을 예방하여 소모성 질환을 방지하는 백신이다. 제품의 성분 측

면에서 보면 국내에서 소모성 질환을 주로 유발하는 혈청형을 함유하고 있기 때문에 국내

에서 야외 적용성이 매우 뛰어나다.

3. 소모성 질환을 예방하는 연쇄상 구균 백신의 경우 백신을 모돈 과 이유자돈에게 접종하는 

프로그램을 설정하여 판매 할 예정이다. 현재 국내 사육 모돈 두수는 94만두 이며, 생산되

는 자돈은 1,370만두(연간)이기 때문에 총 1464만두가 접종대상이 되기 때문에 산업적으로

도 충분한 수요를 창출 할 수 있다.

4. 본 연구를 통하여 개발되는 흉막폐렴 백신의 특성은 크게 3가지로; ①항원의 면역원성을 극

대화, ②국내실정에 적합한 혈청형 함유, ③부작용 최소화 백신이다. 첫째, 기술적면에서 다

른 백신보다 면역원성이 뛰어난 흉막폐렴의 외막 단백질을 많이 함유하고 다른 어떠한 백

신보다 항체 형성에서 뛰어나다. 둘째, 국내에서 가장 흔하게 발병하는 혈청형인 2번 과 5

번, 뿐만 아니라 최근에 문제가 되는 혈청형 6번을 첨가하여 본 연구를 통하여 백신을 개발

하였다. 다만 연구과정에서 이미 혈청형(2, 5, 6번)을 결정한 후 국내에서 혈청형 1번이 폭

발적으로 발병하여 향후 흉막폐렴 백신을 산업화 하는 과정에서는 흉막폐렴균 혈청형 1번

을 포함시켜 명실 공히 국내에서 발병하는 흉막폐렴 혈청형의 95%를 예방할 수 있는 백신

을 개발할 예정이다. 셋째, 본 연구에서 개발한 흉막폐렴 백신의 경우 주로 박테린을 이용

한 백신으로 흉막폐렴균의 독소는 매우 낮은 농도로 함유되어 있지만, 실험실 공격실험에서

는 병리조직학적으로 폐장을 분석하면 톡소이드 백신만큼 흉막폐렴균을 효과적으로 예방하

는 것으로 확인되었다. 따라서 톡소이드 백신의 가장 큰 단점인 백신 부작용 (경련, 침울, 

사료섭취 거부) 을 최소화하여 농장에서 흉막폐렴 백신의 기피를 최소화 하였다.

5. 본 연구를 통하여 개발되는 흉막폐렴 백신은 이유자돈시기인 5주령과 8주령에 2회 백신을 

접종할 예정이다 따라서 현재 국내에서 접종대상 동물 수는 연간 1,370만두  이기 때문에 

충분한 시장 잠재성이 있다.

6. 본 연구를 통하여 개발되는 마이코플라즈마-흉막폐렴 예방 다중점 백신의 경우 기존의 백

신과 완전히 차원이 다른 백신으로 크게 2가지의 특성이 있는데, ①백신 효과의 극대화와 

②사용의 편리성과 경제성이다. 현재 국외 백신 회사들은 마이코플라즈마 백신과 흉막폐렴 
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백신을 각각 판매하면서도 혼합 백신을 판매하지 않고 있는 것은 여러 문제점이 있기 때문

에 혼합백신을 판매하지 않는 것 같다. 이러한 문제를 해결하기 위하여 2가지 세균의 완전

한 화학적 융합을 통하여 백신의 효과를 극대화 하였다. 현실적인 측면에서 개발될 백신은 

2가지 백신을 동시에 접종 할 수 있기 때문에 사용의 편리함과 경제성이 그 특징이다. 특

히 현실적으로 농장에서 노동력 제한 문제가 대두되는 실정에서 2가지 질병을 하나의 백신

으로 예방이 가능하므로 편리성뿐만 아니라 경제성도 가지고 있다.

7. 마이코플라즈마-흉막폐렴 다중점 백신은 이유자돈 6주령에 1회 접종이 계획(향후 결정) 되

어 있어 국내에서 사육되는 자돈이 1,370만두(연간)이기 때문에 효능, 편리성, 경제성을 모

두 갖춘 백신으로 산업적으로도 충분한 수요를 창출 할 수 있다.

8. 연구과제를 통하여 세계적으로 유일한 흉막폐렴과 마이코플라즈마성 폐렴 예방 다중점 백

신을 개발 및 상품화 하여 국내 시장 점유 및 해외 시장 진출 기회 획득, 백신 제조회사 매

출 증대, 농가 경제적 부담을 경감시킬 수 있다. 

9. 향후 연구과제를 통하여 개발할 흉막폐렴과 마이코플라즈마성 폐렴 예방 다중점 백신의 효

능을 높이기 위하여 다양한 형태의 백신 부형제의 개발을 필요할 것으로 예상된다.

제 2 절 특허분석 측면

1. 연쇄상구균증 예방 백신의 기존 특허는 연쇄상 구균에서 가장 중요한 병원성 인자를 밝히

는데 치중하고 있는데 현재까지 정확한 병원성 인자가 확인되고 있지 않은 실정이다. 또한 

연쇄상구균증에서 주로 뇌염 또는 폐렴으로 인한 질병 예방에 치중하고 있지만, 본 연구과

제에서는 연쇄상 구균에 의하여 유발되는 소모성 질환 (예를 들면, 장막염, 섬유소성 심외

막염 등) 예방에 중점을 두어 소모성 질환을 예방 할 수 있는 백신 특허 등을 국내 및 국

외에 출원할 계획이다.

2. 흉막폐렴균의 기존 특허분석은 흉막폐렴이 분비하는 독소인 apx 유전자의 순수정제 및 유

전자 조합에 대한 연구를 치중하고 있는데, 아직까지 실험실에서만 시도하고 있으며 상품화

에는 어려움이 있다. 반면 본 연구에서는 일단 농장에서 문제되는 질병을 예방 할 수 있는 

백신을 계발하고, 그 후에 생명공학 기법을 응용한 잡종 다중점 백신을 개발하고자 한다.

3. 마이코플라즈마균의 경우 배양 조건이 너무 까다로워, 배양을 이용한 항원 생산에 많은 연

구를 시도하고 있다. 또한 마이코플라즈마 유전자에 대한 연구는 유착단백질을 제외하고는 

거의 전무한 실정이다. 따라서 배양방법을 개선하는 방법보다는 획기적인 방법을 시도한다. 

일단 2가지 질병을 함께 예방하기 위하여 흉막폐렴균에 마이코플라즈마균의 유착단백질 유

전자를 투입하여 다중점 백신 균주를 생산하여 쉽게 배양하는 방법을 시도하고자 한다. 균

주는 다른 어떠한 생명공학 방법보다 효과적으로 질병을 예방 할 수 있을 뿐만 아니라, 그 
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응용이 다양하여 다른 세균성 원인체 예방에도 응용 할 수 있다.

4. 마이코플라즈마 감염예방 관련 기존 특허는 사균 백신분야 개발에 치중되어 있으므로, 본 

연구과제에서는 생균방향으로 연구를 추진하여 특허 등을 국내 및 국외에 출원할 계획이다.

5. 마이코플라즈마/흉막폐렴 감염예방 백신 관련 기존 특허는 혼합 백신분야에 치중되어 있다. 

단순히 여러 백신을 혼합하는 백신형태이기 때문에 백신으로서의 효율이 저하될 수 있음. 

본 연구과제에서는 하나의 균주로서 백신을 개발하여 두 질병을 동시에 예방하는 방향으로 

연구를 추진하여 특허 등을 국내 및 국외에 출원할 계획이다.

제 3 절 논문분석 측면

1. 기존 논문은 대부분 연쇄상 구균의 부분 단백질을 이용한 생균 생독 백신 또는 subunit 백

신에 관한 연구를 시행하고 있으며, 많은 논문은 실험동물을 이용한 수준에 연구 논문으로 

농장에서 돼지를 이용한 실험에서의 사용이 제한된 연구 논문들이다. 이에 본 연구는 연쇄

상구균증에 의한 소모성 질환에 초점을 두어 농장에서 직접 예방 할 수 있는 백신을 개발

하여 “Efficacy of whole inactivated Streptococcus suis bacterin to prevent 

polyserositis in pig” 등의 논문을 Canadian Journal of Veterinary Research등에 게재할 

계획이다.

2. 기존 논문은 대부분 흉막폐렴에서 분비되는 외독소의 변이종을 이용한 생독 약독화 백신제작

에 대한 연구가 집중되어 있다. 또한 대부분의 연구가 혈청형 1번에 집중되어 있어서 현실적

으로 국내 현실에 적합하지 않다. 외독소를 이용한 생독 약독화 백신 연구 방향은 앞으로 연

구해야 될 방향으로 보이지만, 현재 국내에서 다발하고 있는 흉막폐렴을 예방하기 위해서는 

일단 국내 실정에 적합한 혈청형을 포함한 백신의 개발이 필요하다. 본 연구는 흉막폐렴의 

혈청형 2형, 5형 및 기타 필요한 혈청형 6형을 포함시켜 농장에서 직접 예방 할 수 있는 

백신을 개발하여 “Efficacy of whole inactivated Actinobacillus pleuropneumoniae 

bacterin to prevent pleuropneumonia in pig” 등의 논문을 Canadian Journal of 

Veterinary Research 등에 게재할 계획이다.

3. 본 연구과제에서는 마이코플라즈마균의 면역원성이 큰 단백질을 규명한 후 이를 바탕으로 새

로운 개념의 백신을 개발 하는 새로운 시도를 하므로 해외 유수의 학술지에 출판될 것으로 

판단된다.

4. 본 연구과제에서는 이종단백질 발현을 토대로 하나의 균주로서 백신을 개발하여 두 질병을 
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백신을 각각 판매하면서도 혼합 백신을 판매하지 않고 있는 것은 여러 문제점이 있기 때문
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백신을 계발하고, 그 후에 생명공학 기법을 응용한 잡종 다중점 백신을 개발하고자 한다.

3. 마이코플라즈마균의 경우 배양 조건이 너무 까다로워, 배양을 이용한 항원 생산에 많은 연
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전자를 투입하여 다중점 백신 균주를 생산하여 쉽게 배양하는 방법을 시도하고자 한다. 균

주는 다른 어떠한 생명공학 방법보다 효과적으로 질병을 예방 할 수 있을 뿐만 아니라, 그 
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응용이 다양하여 다른 세균성 원인체 예방에도 응용 할 수 있다.
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혈청형 2형, 5형 및 기타 필요한 혈청형 6형을 포함시켜 농장에서 직접 예방 할 수 있는 
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동시에 예방하는 방향으로 연구를 추진하여 “Mycoplasmal-Actinobacillus Multi-Point 

Vaccine” 등의 논문을 Vaccine, The Veterinary Journal, Infection & Immunity 등에 게

재할 계획이다.

제 4 절 제품 및 시장분석 측면

1. 국내 및 국외시장 분석결과 연쇄상구균증 예방 단일백신 제품은 생산 및 판매가 없어서 본 

연구에서 이 제품을 개발 및 생산하여 국내 및 국외에 판매할 계획임. 현재 연쇄상구균에 

의한 소모성 질환은 어린 포유자돈(일령상 21일령 이하) 과 이유자돈 말기에서 육성돈 초

기(일령상 65일령에서 100일령)에서 발병하기 때문에 연쇄상구균 예방 단일 백신 제품은 

모돈과 이유자돈시기에 백신을 접종하는 프로그램을 설정하여 산업화 할 예정이다.

   

2. 국내 시장에서 흉막폐렴에 관하여 다른 병원균을 포함하여 2종 또는 3종 이상의 혼합백신

이 제조되어 판매되고 있으나, 현재 쇠퇴기에 접어들었거나 그 효과가 미진하므로, 본 연구

과제에서는 국내 실정에 적합한 혈청형을 포함시키는 방향으로 연구를 추진하여 국내 제조

의 흉막단일 백신제품 등을 생산하여 국내 및 국외에 판매할 계획임.

   

3. 흉막폐렴 단일 백신의 경우 2007년 국내 판매액이 약 28억 정도인데 전량 수입백신이 사

용되고 있어서, 이 부분을 국내제조 백신으로 개발하여 판매 시 농가의 경제적 부담을 경감

시키고, 국내 백신제조 회사의 매출은 증대시킴.

   

4. 국내 및 국외시장 분석결과 흉막폐렴균에 마이코플라즈마균의 다중점백신은 생산 및 판매

가 없어서 본 연구에서 이 제품을 개발 및 생산하여 국내 및 국외에 판매할 계획이다. 

   

5. 국내에서 시판되는 상당수의 마이코플라즈마와 흉막폐렴 감염예방 백신은 해외에서 수입한 

것으로, 본 연구가 성공적으로 진행됨에 따라, 외화절약 효과를 거둘 수 있음.   

   

6. 단회 투여로 두 가지 질병의 예방이 가능함으로 축산 산업에서 비용 절감의 효과가 있음.
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이 제조되어 판매되고 있으나, 현재 쇠퇴기에 접어들었거나 그 효과가 미진하므로, 본 연구

과제에서는 국내 실정에 적합한 혈청형을 포함시키는 방향으로 연구를 추진하여 국내 제조

의 흉막단일 백신제품 등을 생산하여 국내 및 국외에 판매할 계획임.

   

3. 흉막폐렴 단일 백신의 경우 2007년 국내 판매액이 약 28억 정도인데 전량 수입백신이 사

용되고 있어서, 이 부분을 국내제조 백신으로 개발하여 판매 시 농가의 경제적 부담을 경감

시키고, 국내 백신제조 회사의 매출은 증대시킴.

   

4. 국내 및 국외시장 분석결과 흉막폐렴균에 마이코플라즈마균의 다중점백신은 생산 및 판매

가 없어서 본 연구에서 이 제품을 개발 및 생산하여 국내 및 국외에 판매할 계획이다. 

   

5. 국내에서 시판되는 상당수의 마이코플라즈마와 흉막폐렴 감염예방 백신은 해외에서 수입한 

것으로, 본 연구가 성공적으로 진행됨에 따라, 외화절약 효과를 거둘 수 있음.   

   

6. 단회 투여로 두 가지 질병의 예방이 가능함으로 축산 산업에서 비용 절감의 효과가 있음.
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