
보안과제 일반과제 과제번호( ), ( )○

계란 및 계육에서 유래하는 식중독균의 제어기술

개발에 관한 연구

(Control of food-borne bacteria from eggs and poultry meat)

식중독균 제거기술의 임상 및 생산공정 연구 세부과제( )

대사변이주 및 온도감수성 변이주를 이용한 식중독균 제거기술 개발

제 협동과제( 1 )

영양 요구성 변이주를 이용한 식중독균 제거기술 개발 제 협동과제( 2 )

주 중앙백신연구소( )

농 림 수 산 식 품 부

발 간 등 록 번 호

11-15410000-001026-01



- 1 -

농림수산식품부 장관 귀하

이 보고서를 계란 및 계육에서 유래하는 식중독균의 제어기술 개발에 관한 연구 과제“ ”

의 최종보고서로 제출합니다.

년 월 일2011 12 05

주관연구기관명 주 중앙백신연구소( )：

주관연구책임자 김 은 희：

세부연구책임자 김 은 희：

연 구 원 최 환 원：

연 구 원 강 성 호：

연 구 원 강 석 휘：

연 구 원 김 동 원：

연 구 원 원 호 근：

협동연구기관명 강원대학교：

협동연구책임자 한 태 욱：

연 구 원 최 원 종：

연 구 원 신 은 경：

연 구 원 선 지 선：

연 구 원 홍 은 진：

협동연구기관명 건양대학교：

협동연구책임자 이 준 행：

연 구 원 정 선 아：

연 구 원 이 정 진：



- 2 -

제 목.Ⅰ

계란 및 계육에서 유래하는 식중독균의 제어기술 개발

(Control of food-borne bacteria from eggs and poultry meat)

연구개발의 목적 및 필요성.Ⅱ

국내 및 전 세계적 으로 문제되는 계란 및 계육의 섭취로 인해 발생하는 식중독을 막기 위

하여 국내에서 생산되는 계란 및 계육에서 위해 미생물의 분리 및 동정 특성 파악을 한 후, ,

이들 축산식품을 통해 이행하는 대표 위해 미생물의 예방기술을 개발하여 사람에게 발생하는

식중독에 대한 대비체제를 구축하고 아울러 소비자에게는 축산식품에 대한 신뢰도를 높이고자,

하였다.

연구개발 내용 및 범위.Ⅲ

국내에서 유통하는 계란 및 계육내에 존재하는 위해 미생물인1. Salmonella 의Enteritidis

분리 동정과 더불어 식중독 환자에서 분리된 Salmonella 의 파아지 타입Enteritidis ,

유전형 분석 및 항생제 내성 분석을 통해 계육 계란 과 사람에게서 분리한 병원체의( )

연관성 규명

식중독을 일으키는 대표2. Salmonella 균주를 이용한 불활화 백신Enteritidis ,

온도감수성 변이주 대사 변이주 영양요구성 변이주의 개발, ,

개발된 변이주에 대한 방어효과와 안전성 검증을 위한 임상연구3.

가금티푸스도 예방하는4. Salmonella 백신 후보주의 선발Enteritidis

탁월한 효능을 지닌 후보백신주의 선발 및 대량생산 공정개발5.
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연구개발결과에 대한 요약IV.

1. S. 균주의 특성조사Enteritidis

Salmonella 를 계란 및 계육 닭에서 분리한 분리주 주와 식중독을 일으킨Enteritidis , 108

환자의 설사에서 분리한 분리주 주로 포함해서 총 주를 대상으로 항생제 내성65 173 ,

를 통한 유전형의 분석 형의 분석 등을 실시Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) , phage

하였다 항생제 내성분석결과. , streptomycin (32.3%), ampicillin (30.6%), nalidixic acid

및 에 대해 내성을 나타냈고 이상의(30.1%), ticarcillin (30.1%), tetracycline (28.3%) 70%

분리주가 가지 종류 이상의 항생제에 내성을 보였다 분리주가 나타내는 항생제 패턴중 가1 .

장 높은 항생제 패턴을 보이는 것이 단일 내성패턴이었고 제이상의nalidixic acid (28.3%) 2

내성을 보이는 것이 를 나타냈다 형 분석결과 가장 높은 형 은20.2% . Phage phage (PT) PT1

과 순으로 나타났다 국내분리주 주를 분석결(27.2%), PT21 (20.8%) PT4 (8.7%) . 173 PFGE

과 총 가지의 패턴으로 분류되었고 그중 이 가장 많았고 그 다음으로19 PFGE A1 A6

가 차지하였다 일부 와 패턴을 제외한 대부분의(17.3%) . B C PFGE S. 분리주는Enteritidis 1

개의 밴드차이를 나타났다 이러한 결과를 종합해 보면 국내의. S. 분리주는 크게Enteritidis

가지 으로 분류되는 것 같고 닭이나 닭생산품을 통해 사람에게 전파되는 것을2 ~ 3 subtype

암시하고 있다.

2. S. 불활화백신주 개발결과Enteritidis

S 예방을 위한 불활화 백신을 제조하기위해 주의. Enteritidis 173 S 를 대상으. Enteritidis

로 항생제 내성패턴 등을 기초로 하여 가장 대표적인PFGE type, , phage type S. Enteritidis

총 균주를 선발한 후 병아리에서 병원성을 평가한 후 선발된 백신균주로 불활화 백신을 제11

조한 후 마우스 및 닭에서의 방어효과를 조사한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다 첫째 선택. ,

한 총 주11 S 를 병아리에. Enteritidis 6×107 으로 차 접종한 후 가장 높은 병원성cfu/0.2 1㎖

을 보인 주의 분리주를 선발하였으며 이들 균주 즉 과 폐사율은4 , , B365, B369, B277 B295

각각 였다 이 네 균주를100%, 90%, 77.5%, 57.5% . 3×107 으로 접종한 후 가장 높cfu/0.2㎖

은 병원성을 보인 닭 분리주 과 사람 분리주 를 산발하였다 폐사율은 각B277 B369 . 26.7%,

로 나타나고 맹장에서 각각 균 분리율을 나타났다 둘째 와 두 균주56.7% 60% . , B369 B277

를 선발하여 로 제조된 불활화백신은 에서 접종한 후 로 공격adjuvant ISA70 mouse wild type

접종 후 생존율 로 나타났다 셋째 불활화백신을 닭에 접종한 후 주에 항체가가 유의성90% . , 3

있게 나타났으며 공격접종 일 후 높은 항체가가 주까지 관찰되었다, 6 3 .
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3. S. 폴리인산키나아제결손변이주의 개발Enteritidis

는 살모넬라를 비롯한 수종의 세균종에서 에 대한 저항성과 관련되어Polyphosphate stress

있다 를 생성하는 는 세균의 정체적 단계. Polyphosphate polyphosphate kinase (PPK)

에서의 생존성에 직접적인 연관이 있는 것으로 알려져 있고 병원성관련(stationalry phase)

유전자로 보고되고 있다 그러나 가. PPK S. 의 병원성과 관련된 연구보고가 없기Enteritidis

때문에 결손 변이주의 병원성 소실과 이를 이용한 약독화생균백신 개발을 시도하였다PPK .

따라서 본 연구에서는 가 결손된 변이주를 제조하였다 을 이용하PPK SE . P22 transduction

여 두 개의 변이주를 선발하여 세균의 침투성 에 저항성 증식성 등을SEppk , heat shock , wild

과 비교하였을 때 침투성과 에 대한 저항성은 에 비해 유의적으로type heat shock wild type

감소되는 것으로 나타났다 또한 마우스에서의 병원성을 폐사율을 기준으로 측정한 결과 접종.

량에 따라 폐사정도는 다르나 에 비해 병원성이 소실된 것으로 나타났다 그러나wild type .

병아리에서의 병원성 실험을 한 결과 간 비장 및 맹장에서의 분리율이 에 비교할, , wild type

때 유의적인 차이가 없는 것으로 나타났다 이러한 결과는 최근. S. 변이주Typhmurium PPK

는 닭과 마우스에서 병원성이 소실되나 S. 에서는 닭에서의 병원성이 전혀 소실되Gallinarum

지 않는다는 최근의 연구결과와 일치하는 것으로 변이주가 의 혈청형에 따라PPK Salmonella

약독화 정도가 다를 수 있음으로 확인되었다.

4. S. 영양요구성변이주의 개발Enteritidis

S. 분리주를 가지고 영양요구성변이주의 개발의 일환으로 방향족 아미노산 생Enteritidis

합성 과정에 관여하는 유전자 결손 변이주를 제작하였다 유전자가 결손된 것을 확aroA . aroA

인하였고 최소배지와 방향족 아미노산이 첨가된 혼합배지에서 증식성을 비교한 결과 SE aroA

결손변이주는 최소배지에서는 전혀 증식하지 않지만 방향족 아미노산 혼합배지에서는 증식이

잘 일어나는 것이 관찰되었다 이 변이주의 병원성이 소실된 것을 마우스에서 측정한 결과. ,

의 경우SE wild type 107~109 를 접종한 마우스에서 모두 폐사를 보였으나 개의cfu 100% 2 SE

결손변이주 과 는aroA (B46 W1) 109 접종 마우스군에서는 폐사되었으나cfu 100% 107~108 cfu

접종군에서는 생존하였다100% .

5. S. 온도감수성 변이주 개발Enteritidis

시판되고 있는 살모넬라 생균백신 중 온도감수성 변이주가 있는 것을 착안하여 본 연구과

제에서는 온도감수성 변이주를 제조하였다 국내 분리주중 대표적인 국내분리. S. Enteritidis

주인 와 을 사용하여 를 처리하여 에서는 증식이 잘되고 에서는 증SE369 SE277 NTG 28 37℃ ℃

식이 거의 일어나지 않는 온도감수성 변이주를 제조하였다 의 경우 온도감수성 변이. SE369
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주는 총 개가 선발되었으나 주의 경우 주의 변이주만 선발되었다 이들 변이의 병10 SE277 1 .

원성을 마우스에서 병원성을 측정한 결과 및 의 의 경우SE 369 SE277 wild type 10
7
~10

9
cfu

를 접종한 마우스에서 또는 폐사를 보였으나 각각의 온도변이주들은20~40% 100%

10
7
~10

9
에서 모두 생존하였다cfu .

6. S. 이중변이주의 개발 및 방어효과 및 교차방어효과 조사Enteritidis

이중 변이주를 만들기 위해 상기에 제조한 변이주를 사용하여 온도 감수성 변이주SEppk

변이 및 온도감수성 변이를 포함한 이중변이주 변이주 를 제작하였다 총 개(ppk , SEppk-ts ) . 7

의 온도감수성 변이주를 선발하였다 변이주는 와 에서 각각. SEppk 37 28℃ ℃ 1.5 10ｘ
10

와cfu/ml 6.2 10ｘ
9

를 보이는 반면 변이주는 에서cfu/ml SEppk-ts 28℃ 3.1 10ｘ
9

~ 6.6 10ｘ
10

를 보이는 반면에 에서는cfu/ml 37 0 ~℃ 6.0 10ｘ
6

를 보이는 것으로 나타났다 이들cfu/ml .

변이주에 대한 병원성을 마우스를 사용하여 10
7
, 10

8
, 10

9
를 접종한 후 관찰한 결과cfu SE

에서는 각 용량에서 모두 폐사하였고 변이주에서는wild type , SEppk 109 을 접종한 군에서cfu

는 모두 폐사하였으나 108 및cfu 107 접종군에서는 와 의 생존율을 보였다 그cfu 60% 100% .

러나 변이주들의 접종군에서는 세 가지 농도의 접종량에서 모두 생존율을 보SEppk-ts 100%

였다.

대사변이주 과 을 사용하여 온도감수성 변이주를 제조한 결과 주에서SEaroA (B46 W1) W1

주의 온도감수성변이주가 제조되었다 변이주의 경우1 (SEaroA-ts). SEaroA 와 에서28 37℃ ℃

각각 4.6 ~ 7.4 10ｘ 9 및cfu/ 6.5 ~ 8.4 10㎖ ｘ 9 를 나타내는데 비해 주는cfu/ SEaroA-ts㎖

와 에서 각각28 37 6.7 10℃ ℃ ｘ 9와 2.7 10ｘ 5 를 나타냈다 이들 변이주의 병원성을 마cfu/ .㎖

우스를 사용하여 107, 108, 109 를 접종한 후cfu 관찰한 결과 변이주는SEaroA 109 을 접종cfu

한 군에서는 모두 폐사하였으나 108 및 107 접종군에서는 모두 의 생존율을 보였다cfu 100% .

그러나 변이주는 접종량에 관계없이 모두 의 생존율을 보여 병원성이 많이 소SEaroA-ts 100%

실된 것으로 나타났다.

온도감수성변이주와 이중변이주 및 변이주의 온도감수성에 대한SE (SEppk-ts , SEaroA-ts)

안전성을 조사하고자 각각의 변이주를 회 계대배양한 후 을 조사한 결과 가장5 reversion rate

낮은 을 보이는 것은 순으로 나타났다reversion rate SEppk-ts, SEts, SEaroA-ts .

각각의 단일 변이주 또는 이중 변이주가 생균백신균주로 사용될 수 있는지를 확인하기 위

해 마우스를 사용하여 방어력을 시험하였다 주령의 마우스에 변이주를 동량으로 마우스의. 6-8

복강에 접종한 후 주후에3 100LD50의 공격접종균주를 복강으로 접종하였다 공격접종후 주. 3

동안 폐사를 측정한 결과 무접종대조군에서는 의 생존율을 나타낸 반면에 균0% SEppk-ts-3

주와 을 접종한 군에서는 의 생존율을 보여 가장 우수한 방어효과를 나타냈SE277ts-1 100%
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고 백신접종에 대한 부작용도 없는 것으로 나타났다 그러나 대사변이주인 와. SEaroA

변이주를 접종한 군은 의 생존율을 나타냈다SEaroA-ts 50~60% .

마우스를 사용한 방어시험에서 가장 우수한 방어효과를 보인 과 균SEppk-ts-3 SE277ts-1

주를 목적동물인 닭에서 방어효과를 조사하였다 주령의 닭에. 2 SPF 10
9

의 양으로 경구CFU

로 주간격으로 회 접종한 후 주후에 공격접종을3 2 3 1 x 10
8

을 경구와 피하로cfu/dose/0.5mL

접종하였다 백신접종전 차접종 주후 공격접종 후 일째에 채혈을 한 후 항체가를 측. , 2 2 , 18

정한 결과 차접종후부터 항체가 검출되기 시작했다 또한 간 비장 및 맹장내에 균 검출2 . , ,

율이 백신비접종 대조군에 비해 낮게 검출되는 것으로 나타났다 이중 방어효과가 좋은.

균주에 대한 방어효과를 접종횟수에 따른 방어효과를 재시험하였다 주령의SEppk-ts-3 . 3-4

닭을 수씩 군으로 나눈 뒤 군에서는 을 피하로SPF 8 2 1 SEppk:ts-3 10
9

씩 회 접종하였고CFU 1

회 접종군에서는 주뒤에 동량으로 차 접종을 실시하였다 차접종 후 주뒤에 공격접종균2 2 2 . 2 2

주로 공격 접종(1 x 10
8

을 실시한 후 접종후 일과 일 뒤에 비장 간 및cfu/dose/0.5mL) 7 14 ,

맹장에서 균분리를 실시하였다 균분리율은 대조군에 비해 회접종군과 회접종군이 훨씬 낮. 2 1

은 검출율을 보여 생균백신에 의한 방어효과가 있음이 확인되었다 이러한 결과를 다시 확인.

하기 위해 동일한 시험을 실시한 결과 백신접종군이 유의성이 있게 맹장 간 비장에서의 검출, ,

율이 대조군에 비해 훨씬 낮게 나타났다.

본 연구과제에서의 개발된 불활화 백신 약독화 변이주가 가금티푸스를 일으키는SE , SE S.

에 대한 교차방어효과를 확인하기 위해여 주령의 갈색산란계를 사용하여 방어Gallinarum 3-4

효과를 살펴본 결과 불활화 백신과 생균백신은 가금티푸수 백신의 방어율 대비 의SE 9R 84.3%

방어율을 보였다 따라서 본 연구과제에서 개발한 불활화 백신주 및 약독화 변이주는 국내. SE

에서 유행하고 있는 S. 의 감염에 대해 효과적으로 방어할 수 있는 예방백신으로Enteritidis

사용할 수 있으리라 판단된다.

연구개발결과에 대한 추후 계획V.

본 연구성과는 불활화백신의 경우 현재 진행중인 농장에서의 임상시험을 거쳐 제품허가를

획득할 계획이며 계란 및 계육을 통해 식중독을 일으키는 살모넬라 타 혈청형 예를 들어, S.

이나 대장균을 혼합한 이종백신으로 사용할 계획이다 생균백신의 경우 추가적Typhimurium .

인 방어효과시험과 임상시험을 거쳐 특허를 출원할 계획이며 궁극적으로 제품허가를 신청할

계획이다 아울러 불활화백신은 현재 기술이전단계에 있어 조만간 품목허가를 거쳐 시판될. SE

예정이다.
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SUMMARY

Salmonella Enteritidis is the most common cause of salmonellosis in humans in

South Korea. It has been recognized that the principal source of human infection with

S. Enteritidis is chickens and their products such as meat and eggs. A total of 173 S.

Enteritidis isolates from humans (65 isolates) and chickens or their products (108

isolates) were analyzed by antibiotic susceptibility assay, phage typing, and

pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). Drug resistance was found to streptomycin

(32.3%), ampicillin (30.6%), nalidixic acid (30.1%), ticarcillin (30.1%), and tetracycline

(28.3%). More than 70% of the isolates were found to be resistant to one or more

antibiotics tested. The most frequent patterns of resistant isolates were resistance to

nalidixic acid only (28.3%) and resistance to two antibiotics (four combinations;

20.2%). The most predominant phage type (PT) was PT1 (27.2%) followed by PT21

(20.8%) and PT4 (8.7%) in chicken and human isolates. Nineteen different PFGE

patterns were found among the 173 isolates, and A1 was the most common PFGE

pattern, followed by A6 (17.3%). Most S. Enteritis isolates (except two isolates with

patterns B and C) showed similar PFGE patterns that differed by only a few bands.

These results show that 2 or 3 subtypes of S. Enteritidis are shared to a large extent

by humans and chickens. This implies the possibility of the spread of chicken S.

Enteritidis to humans.

Also we evaluated a newly developed killed bacterin using a representative SE

isolate in Korea. Among pool of SE isolates, two highly virulent isolates (the one

isolate from chicken, the other from human) were selected by measuring mortality in

mouse and chickens administered. The chickens were injected intramuscularly with

killed vaccine and were challenged with highly virulent SE strain 3 week after

vaccination. The recovered colony count (cfu/g) of spleen and cecal content in the

vaccinated groups was reduced compared with those of the unvaccinated control

group. The antibody level in the vaccinated groups was higher at 3 week post

vaccination. These results indicate that vaccination with killed vaccine was effective in

preventing the infection of virulent SE. Further study for a large number of layers
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should be needed for the effect of egg production, SE shedding in feces, persistence

of antibody level.

Polyphosphate is involved in resistance to stress in a number of bacterial species;

however, its role in the virulence of S. Enteritidis has not described. Two SEppk

mutants were produced and selected after transduction using P22 bacteriophage

carrying defective ppk gene. Polymerase chain reaction (PCR) proved that SEppk

mutants had defective ppk gene compared with the ppk gene in wild type. Compared

with S. Enteritidis wild type, invasion and resistance to heat shock in SEppk mutants

were reduced but growth in regular media was not different with that of S. Enteritidis

wild type. The virulence of SEppk mutants was significantly attenuated following

intraperitoneal infection of ICR mice. However, inactivation of the ppk gene of S.

Enteritidis did not affect the virulence in SPF chickens because recovery rate of SE in

spleen, liver and ceca was similar between S. Enteritidis wild type and SEppk mutants.

In previous study, the virulence of S. Typhimurium defective ppk mutant was

significantly attenuated following ral infection of chickens and mice but S. Gallinarum

mutant defective ppk gene was not attenuated in its virulence. Therefore, the

differential contribution of polyphophate to the virulence of S. Typhimurium and S.

Gallinarum may reflect aspects of the pathogenesis and host range of these serovar.

S. Enteritidis aroA mutants, unable to grow in host tissue, were constructed and

selected. The aroA gene was defective in the mutants by PCR and nucleotide

sequencing. The mutants also were characterized in that mutants were not grown in

the minimal medium but were grown in minimal medium supplemented with aromatic

amino acid mixture. Two S. Enteritidis aroA mutants (B46 and W1) were

intrapenitoneally inoculated (107~109cfu) in mice, all inoculated mice were survived at

all range of inoculum while the mice inoculated with the wild type were all dead.

Temperature-sensitive S. Enteritidis mutants able to grow well at 28 but not 3℃

7 have been produced and tested for their pathogenicity in mice. When the mutants℃

were intrapenitoneally inoculated (107~109cfu) in mice, all inoculated mice were

survived at all range of inoculum while the mice inoculated with the wild type were

all dead.
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To evaluate protection of S. Enteritidis mutants as a live attenuated vaccine, the

mice were vaccinated with the mutants. At 3 weeks later, the vaccinated mice were

challenged with 100LD50 highly virulent S. Enteritidis. In control groups, all mice

were dead while the mice vaccinated with SEppk-ts-3 and SE277ts-1 mutants were

all live which these mutants were protected from the highly virulent S. Enteritidis

infection.

The protection of double S. Enteritidis mutants, SEppk-ts-3 and SE277ts-1 was

evaluated in the chickens. The SPF chickens were vaccinated with 10
9

CFU orally

and were vaccinated again on three weeks post 1st vaccination. The chickens were

challenged subcutaneously and orally with 1x 10
8
cfu/dose/0.5mL. The antibodies to S.

Enteritidis began to be detected from the second vaccination. Fewer challenge

bacteria were recovered from the cecal contents, liver and spleen 2 weeks

post-challenge. An alternate vaccination scheme of the SEppk:ts-3 (109 CFU for

vaccination once versus twice vaccination 2 weeks apart) also decreased colonization

of internal organs, spleen, liver, and the cecal contents when the chickens were

challenged with 1 x 108cfu/dose/0.5mL virulent S. Enteritidis.

The inactivated vaccine and the SEppk:ts-3 attenuated strain was shown to give

cross-protection against S. Gallinarum which is the agent of fowl typhoid.

In summary, these data indicate that the inactivated S. Enteritids vaccine and the

several S. Enteritids mutants including SEppk:ts-3 could be considered as a valuable

tool in controlling the S. Enteritids which is major food poisoning in humans.
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제 장 연구개발과제의 개요1

제 절 연구개발의 중요성 및 필요성1

국민 인당 계란의 소비는 미국의 경우 년간 개 국내의 경우는 개이며 계육1 254 , 193 ,

의 소비는 미국의 경우 이고 국내의 경우는 유럽의 경우는 으로 매45.4 Kg 12.2 Kg, 16.4 Kg

년 증가하는 추세이다 특히 국내의 경우 최근 몇 년간 계란과 계육의 소비는 증가추세에 있.

다 전 세계적으로도 축산 식품을 통한 식중독은 해마다 증가되고 있으며 그 중 살모넬라에. ,

의한 식중독이 해마다 괄목할 정도로 증가하고 있는 추세이다.

계란 및 계육에서 보고된 위해 미생물은 Staphylococcus aureus, Salmonella spp.

Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes등이나 최근 미국과 를 중심으로 살모넬라EU

의 오염이 가장 큰 문제로 대두되고 있다 전세계적으로 발생하는 살모넬라의 식중독 중.

Salmonella 는 살모넬라 식중독 중 가장 주요한 원인이 되고 있으며 계란 또Enteritidis (SE) ,

는 계육을 통해 사람의 에 의한 식중독이 가장 큰 관련성이 있다고 보고되었다 사람에서SE .

일어나는 살모넬라 식중독의 가 계란 또는 계육이 원인이라고 하며 년 영국의 경60-70% 2004

우 계란 개당 한 개가290 Salmonella에 오염되어 있다는 보고가 있다.

S. Enteritidis 는 년 후반부터 유럽과 아메리카 대륙에서 발생이 분포하였고(SE) 1970

미국의 경우 살모넬라에 의한 식중독이 연간 만 건이 보고되고 있고 그 중 명이 사망140 , 400

하였다 과거에는. S. 이 살모넬라 식중독의 가장 큰 원인이었는데 년부터Typhimurium , 1990

가 가장 큰 문제로 대두되고 있다 특히 년도에는 미국의 경우 살모넬라 식중독의SE . , 1996

를 가 차지하고 있다25% SE .

국내에서 식중독 환자의 발생을 집계해 보면 작년 국감 자료에 의하면 지난 년간 식, 4

중독 환자가 년간 만명이 집계되었고 이는 식약청 통계보다 배 높은 수치임 식약청4 187 ( 62 )

이 발표한 최근 년간 원인균별로 분류하면 살모넬라에 의한 식중독이 가장 많은 것으로 보고5

되고 있다 년도에 따라 를 차지 살모넬라가 사람의 식중독의 주요 원인체이라는( 13%-32% ).

보고는 질병관리본부의 통계자료에도 유사하게 나타나 있다(Table 1-1).

국내의 식중독 원인 살모넬라 혈청형에 따른 분포를 보면 최근 년 동안 살모넬라 혈10

청형 중 가 차지하는 비율이 로서 살모넬라에 의한 식중독의 거의 절반을 차지하고 있SE 42%

다 년부터 년까지 국내의 양계관련 산업에서 살모넬라 오염도를 조사(Table 1-2). 2002 2003
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한 결과 종계장 부화장 실용계농장 닭 도축장 가 살모넬라(38.7%), (88.5%), (70%), (94.1%)

균에 오염되어 있음이 확인되었고, S. 의 오염율이 분야별 로 가장 주된 오Enteritidis 1.7-75%

염원으로 나타났고 특히 최종 도계육에서 의 오염율을 보여 사람으로 이행되어 식중독69.4%

을 일으킬 수 있는 확률이 매우 높은 것으로 사료된다.

계란과 계육에서 오염된 S. 가 사람의 식중독을 일으키는 관련성은 선진국Enteritidis

의 경우 이미 광범위한 조사가 있으나 국내의 경우 계란과 계육에서 분리된 가 사람의 식, SE

중독을 일으킨다는 연관성에 대해서는 전무한 실정이다 선진국의 경우. S. 에 의한Enteritidis

식중독은 주로 생계란이나 가열하지 않은 계란에서 유래하는 것으로 규명되어 있고 년에, 1985

서 년 사이에는 사람에서 의 식중독의 가 계란에서 유래하는 것으로 보고되었다1999 SE 80% .

계란 또는 계육내의 S. 의 오염을 감소시키기 위해 선진국에서는 저온살균 보관방Enteritidis ,

법지침 농장내 예방방법 개발 계란 품질인증제도개발등 제도적 시험적 제거방안이 강구되어, , ,

실제 적용되어지고 있고 미국의 경우 계란품질인증제를 실시한 후, S. 에 의한 식중Enteritidis

독이 로 감소되었다 그러나 계육을 통한50% . S. 식중독은 증가되는 추세이다Enteritidis .

국내에서는 이에 대한 방안이 미흡한 실정이다.

세계보건기구 에서는 년부터 축산물 유래 살모넬라에 대한 식중독 발생을(WHO) 1988

억제시키기 위해서는 효과적인 생균백신을 대상 동물에 접종할 것을 권장하였다 년 조. 2003

사에 의하면 선진국의 경우 도계장에서 생산된 계육의 가 살모넬라에 오염된 것으로 나, 12.8%

타났고 이중 가, 3.5% S. 인 것으로 보고되었다 미국의 경우 계육에서의Enteritidis . S.

의 오염도가 년도에 에서 년에는 로 점점 증가하고 있다Enteritidis 2000 7% 2005 25% .

숙주 특이성을 지닌 S. 과Pullorum (SP) S. 경우 닭에 병원성이 높Gallinarum (SG)

아 심한 임상증상을 동반한 폐사로 인해 양계산업에 피해를 일으키는 반면 숙주 특이성이 없

는 즉 광범위한 숙주영역을 지닌, S. 나 의 경우 닭 자체에는 큰Enteritidis S. Typhirium (ST)

피해를 일으키지 않으나 사람에 감염되어 식중독을 일으켜 공중보건학상 경제적인 피해를 일

으키는 병원체이다. S. 의 경우Enteritidis S. 또는Pullorum S. 와는 달리 많은Gallinarum

포유동물에 감염이 되기 때문에 특히 양계장의 설치류에도 감염되기 때문에 이로 인해 전파가

잘 일어나며 따라서 S. 나Pullorum S. 의 근절보다 더욱 어려운 상황이다Gallinarum .

국내에서는 년 중반부터 시작해서 최근까지 산란계에서1990 S. 의 발생으Gallinarum

로 인해 심한 경제적 피해가 있었으나 수입백신인 약독화백신 의 보급으로 상당히 그 피해(9R)

가 줄어들고 있다 그러나 의 경우 병원성이 있다는 관계로 선진국에서는 사용이 극히 제. 9R

한적이다 최근. S. 가Enteritidis S. 을 교차방어할 수 있다는 연구결과가 보고되었Gallinarum

다 따라서 국내의 경우. S. 와Gallinarum S. 를 동시에 예방할 수 있는 백신 기술Enteritidis

이 국내에서는 필요하다고 판단된다.
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S. 의 경우 불활화 백신과 생균백신으로 나눌 수 있지만 가 일반Enteritidis Salmonella

적으로 세포매개성 면역에 의해 방어가 되기 때문에 전 세계적으로 생균백신의 연구가 활발히

이루어지고 있다 불활화 백신의 경우 야외 병원성 가 실질장기에 침투되는 것을. Salmonella

방어할 수는 있으나 장내의 집락화를 방어할 수 없는 것으로 알려져 있다 가금티푸스의 원인.

균인 S. 의 경우도 생균백신이 훨씬 효과적이라는 사실은 이러한 이론을 뒷받침한Gallinarum

다. S. 불활화 백신 접종에 대한 효과분석을 보면 미국의 경우 백신을 하지 않은Enteritidis

계군에서 S. 의 분리율이 환경 닭 인데 비해Enteritidis 2.2%( )-8%( ) S. 백신을 한 계Enteritidis

군에서는 분리율이 환경 닭 으로 감소하는 것을 볼 때 불활화 백신도0.2%( )-0.6%( ) S.

를 제거하는데 효과가 있는 것으로 보고되었다 따라서 생균백신과 혼합 사용할 경Enteritidis .

우 훨씬 더 효과적으로 제거할 수 있으리라 판단된다.

국내의 경우 식중독의 가장 큰 원인체가 S. 임에도 불구하고 축산식품에 대Enteritidis

한 S. 의 제거 또는 예방 기술개발에 대한 연구는 매우 미흡한 상태이다 따라서Enteritidis .

국내에서 계란 또는 계육 등의 축산식품을 통해 일어나는 식중독의 주요 원인체인 S.

예방기술의 개발과 더불어 가금티푸스의 원인체인Enteritidis S. 을 동시에 예방할Gallinarum

수 있는 새로운 예방 기술을 개발하여 양계산업의 보호와 국민의 식중독의 발생을 감소시켜

소비자에 대한 계란 및 계육제품에 대한 신뢰도를 제고하고자 본 연구를 수행하였다.

최근 년간 사람에서 발생한 식중독 원인체의 분포 단위 환자수Table 1-1. 10 ( : )

질병관리본부전염병통계( )
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년부터 년까지의 서울 지역에서 발생한 식중독 환자에서 분리한 살모넬라 혈청형Table 1-2. 1996 2005

분포

박 등( , 2002; 2006)
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제 장 국내외 기술개발 현황2 ·

제 절 국내 외 기술개발 현황1 ·

현재까지 국내 연구결과를 살펴보면 충남대학교에서는 분자생물학적 기술을 이용한 살

모넬라균 감염증의 진단과 예방기술 개발과제로 살모넬라균의 일부 유전자를 이종 벡터에 삽

입하여 발현 시켰고 상지대학교에서는 축산 식품의 병원성 세균 신속검출을 위한, Board-

법을 개발하였다 대한제당 중앙연구소에서는 닭의 살모넬라 예방을 위한 경쟁적range PCR .

배제 미생물 제제 개발하였고 한국식품연구원에서는 산란계를 이용하여, S. 에 대Gallinarum

한 항체 개발 연구를 하였다 진바이텍에서는 살모넬라 병원 특이 유전자를 이용한 가금티푸스.

예방용 황국균 생균제 개발을 하였고 전남대학교에서는 특정 유전자 결손을 이용한 돼지 살모,

넬라 생균백신 개발을 진행중이다 아직까지 연구성과들을 활용하지는 못하고 있는 실정이다. .

연구수행 기관 연구개발의 내용 연구개발성과의 활용현황

충남대학교

분자생물학적 기술을 이용한 살모넬라

균 감염증의 진단과 예방기술 개발이라

는 과제로 살모넬라균의 일부 유전자를

이종 벡터에 삽입하여 발현시켰음

살모넬라의 일부 단백질을

발현으로 활용 현황은 미확(

인)

상지대학교
축산 식품의 병원성 세균 신속검출을

위한 법의 개발Board-range PCR
진단법 활용 현황은 미확인( )

대한제당

중앙연구소

닭의 살모넬라 방제를 위한 경쟁적 배

제 미생물 제제 개발

생균제를 이용한 예방법 활(

용 현황은 미확인)

한국식품연구원
산란계를 이용한 항 살모넬라 갈리나륨-

개발 연구IgY

S. 에 대한 항체Gallinarum

개발 연구 활용 현황은 미(

확인)

진바이텍
살모넬라 병원 특이 유전자를 이용한

가금티푸스 예방용 황국균 생균제 개발

생균제를 이용한 S.

예방에 관한 연구Gallinarum

활용 현황은 미확인( )

전남대학교
특정 유전자 결손을 이용한 돼지 살모

넬라 생균백신 개발

돼지의 S 에. Typhimurium

대한 백신개발로 연구진행중

임
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위에서 언급한 바와 같이, 국내에서의 살모넬라의 연구는 주로 닭의 가금티푸스의 원인균인

Salmonella 과 돼지에서의Gallinarum Salmonella 에 대한 연구가 주를 이루고 있다Typhimurium .

외국의 경우 S. Enteritidis에 대한 온도감수성 변이주 아미노산 영양요구주 등의 연구가,

진행되어 일부는 상품화되어 있으나 국내에서는 특허출원 또는 등록이 되어 있지 않은 상황이다.

또한 폴리인산 키나아제 결손, S. Enteritidis는 아직 까지 연구보고나 특허가 되어 있지 않다 최.

근까지 가금티푸스 예방을 위해 S 을 수입하였고 수입초기에는 수입물량의 부족으. Gallinarum 9R ,

로 고가에 판매되었고 독점적인 공급형태를 이루어 양계농가에 큰 경제적인 부담이 있었으며 막대

한 외화손실을 초래하였다 따라서. S. Enteritidis에 대한 불활화 백신 및 생균백신의 개발은 질병

예방 및 수입품 대체 등의 경제적 효과가 크다고 할 수 있다.

제 절 본 연구팀의 선행연구 수준2

계란 계육 닭에서 분리한1. , , S 와 식중독 환자의 분변에서 분리한. Enteritidis S 에. Enteritidis

대한 를 이용한 유전형 분석PFGE

에서 보는 바와 같이 특정 유전형의Table 2-1 S 가 사람의 식중독을 일으. Enteritidis

키는 것으로 나타났다 이러한 결과는 특정 유전형의. S 가 사람에 대한 식중독의. Enteritidis

발병가능성이 높은 것으로 사료된다.

계란 계육 및 닭과 식중독 환자에서 분리한Table 2-1. , S 의 유전형 비교. Enteritidis

PFGE type

No. of S. Enteritidis (%)
Eggs, Chicken meat or

Chickens
Human

A

A 19 (33.9) 20 (47.6)

A1 3 (6.3) 4 (9.5)

A2 3 (6.3) -

A3 1 (1.9) -

A4 1 (1.9) -

A5 22 (39.3) 4 (9.5)

A6 - 3 (7.1)

A7 - 5 (11.9)

A8 - 1 (2.4)

A9 3 (6.3) 1 (2.4)

A10 - 3 (7.1)

A11 1 (1.9) -

B
B1 1 (1.9) -

B2 - 1 (2.4)

C
C1 1 (1.9) -

C2 1 (1.9) -

Total 56 42
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폴리인산 키나아제 결손 변이주의 병원성 시험2. (ppk)

유전형 중 에 속한PFGE A type S. Enteritidis 분리주를 이용하여 형질도입 방법에 의해

결손 유전자를 지닌ppk S. Enteritidis 변이주를 제작하였다 이들 변이주는 염기서열분석을 실시.

한 결과 폴리인산 키나아제가 결손이 된 것을 확인하였다 제작된 변이주에 대한 병원성이 소실된.

것을 확인하기 위하여 시험관내에 내열성 시험과 침투성 시험을 실시한 결과 에 비해 병wild type

원성이 급격히 소실되었음이 확인되었다. (Table 2-2, 2-3 따라서 폴리인산 키나아제 결손은).

에 비해 병원성이 상당히 저하되는 것으로 나타났다wild type .

Table 2-2 폴리인산 키나아제 결손 변이. S. Enteritidis의 내열성 시험

Table 2-3 폴리인산 키나아제 결손 변이. S. Enteritidis의 침투성 시험

Amount of

Inoculation
Mean

±SD

%

loss

Amount of Inoculation

Mean

±SD

%

loss1×10


cfu 1×10 cfu

1st 2nd 3rd 1st 2nd 3rd

Wild type 160 239 235 211±44 - 28 22 16 22±6 -

Mutant 1 3 2 69 24.7±38.4 89.3 0 2 15 5.7±8.1 74.1

Mutant 2 1 48 0 16±27.4 92.4 1 5 1 2.3±2.3 89.5

Amount of Inoculation Amount of Inoculation

5×10
3

cfu/0.1ml 5×10
2

cfu/0.1ml

2min 4 min 6 min 2 min 4 min 6 min

Wild type 1509 263 37 102 12 12

Mutant 1 171 11 0 1 0 0

Mutant 2 345 13 0 22 2 2
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제 장 연구개발수행 내용 및 결과3

제 절1 연구개발의 목표 및 내용

연구개발의 최종목표1.

국내 식중독의 주원인이 되는 계란과 계육에서 유래한 S. 의Enteritidis 제거 기술을 개발 한다.

가. S. Enteritidis 온도감수성 변이주를 이용한 생균백신 개발

나. S. Enteritidis 폴리인산 키나아제 결손 변이주를 이용한 생균백신개발

다. S. Enteritidis 아미노산 영양요구성 변이주를 이용한 생균백신 개발

라 계란과 계육에 오염되어 있는 위해 미생물인. S. Enteritidis를 제거하기 위한 불활화백신의

개발

마. S. 이 원인체인 가금 티프스와 계란 또는 계육을 통해 사람의 식중독을 일으키Gallinarum

는 S. Enteritidis를 동시에 방어할 수 있는 S. Enteritidis 생균백신의 개발

바 계란 계육 및 닭에서 분리된. , S. Enteritidis와 식중독을 일으킨 환자에서 분리된 S.

Enteritidis와의 관련성 확보

제 절2 연차별 세부과제별 연구개발의 목표 및 내용․

차년도 개발목표 및 개발 내용1. 1

가. 계란 계육 및 닭에서의, S. 의 분리 동정 및 불활화 백신용 백신균주 선발Enteritidis

국내 전역에서 유통되는 계란 계란 도매상 및 재래시장 에서 난각 난백 난황에서( ) , ,⑴

의 분리 및 동정Salmonella

도계두수 여두 규모의 도계장에서 도계된 계육에서20000⑵ Salmonella의 분리 및

동정

대표적인⑶ S. 를 대상으로 한 병원성 및 면역원성 시험Enteritidis

불활화 백신균주의 선발⑷

나 국내에서 분리된. S. 의 특성 규명 강원대Enteritidis ( )

세부과제에서 분리된 살모넬라의 혈청형 규명을 통해 계란 계육 및 닭에서 분리된,⑴

S. 의 규명Enteritidis
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다 계란 및 계육에서 분리된. S. 와 식중독을 일으킨 사람에게서 분리된Enteritidis S.

와의 연관성 분석 강원대Enteritidis ( )

식중독을 나타내는 사람의 분변에서의 살모넬라의 분리 및 혈청형 규명을 통해⑴ S.

의 동정 및 균주 확보Enteritidis

닭과 사람에서 분리된⑵ S. 의 특성 및 연관성 규명Enteritidis

국내 대표분리주의 파이지 타입규명㈎

를 이용한 유전학적 특성 규명Pulsed field gel electrophoresis(PFGE)㈏

항생제 감수성 시험을 통한 항생제 내성패턴의 규명㈐

분석된 자료를 이용한⑶ S. 의 계란 계육과 사람에게서 분리된Enteritidis , S.

의 연관성 분석Enteritidis

라 계란 및 계육 유래 식중독 원인. S. 의 선발 강원대Enteritidis ( )

계란 및 계육을 통해 식중독을 일으킬 수 있는 S. 대표 균주의 선발Enteritidis

마. S. 의 목표 유전자 유전자의 제작 건양대Enteritidis aro ( )

⑴ S. 의 전염성을 간직한 유전자를Enteritidis target gene aro cloning

⑵ S. 의 전염성을 간직한 유전자의 염기서열분석Enteritidis target gene aro

차년도 개발목표 및 개발 내용2. 2

가. S. 불활화 시험백신의 효과 분석 임상적용 및 생산공정 연구 중앙백신Enteritidis , ( )

불활화 백신 제조를 위한⑴ S. 의 증식성 시험 불활화 방법 보조제 선발Enteritidis , , ,

항원량 결정

⑵ S. 불활화 시험백신에 대한 방어효과 시험Enteritidis

⑶ S. 불활화 시험 백신에 대한 안전성 접종경로 및 접종량 시험Enteritidis ,

나 폴리인산키나아제결손. S. 변이주의 개발 및 안전성 연구 강원대Enteritidis ( )

폴리인산키나아제 결손 파아지의 제조⑴

국내 대표⑵ S. 분리주를 이용한 형질전환 및 결손변이주의 검색Enteritidis

결손변이주에 대한 생화학적 시험⑶

열에 대한 저항성 시험㈎

단핵구내의 생존 시험㈏

산에 대한 저항성 시험㈐

증식성 시험㈑

병아리를 통한 결손변이주의 병원성 소실 시험⑷
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다. S. 유전자 영양요구성 변이주 확립 건양대Enteritidis aro ( )

유전자 재조합 기술을 이용한 유전자 영양요구주의 선발aro⑴

선발된 영양 요구주에 대한 특성규명⑵

차년도 개발목표 및 개발 내용3. 3

가 폴리인산키나아제결손. S. 변이주의 임상적용 연구 중앙백신Enteritidis ( )

폴리인산키나아제 결손⑴ S. 의 접종량에 따른 방어효과 시험Enteritidis

나. S. 온도 감수성 변이주의 개발 및 병원성 연구 강원대Enteritidis ( )

⑴ S. 온도감수성변이주의 생산 및 후보 균주의 선발Enteritidis

연속계대배양시 온도감수성 변이주의 비허용온도에서의 증식성 및 안정성 조사㈎

감수성 온도에서의 증식성 시험㈏

병아리를 이용한 병원성 소실시험을 통해 온도감수성 백신 후보주의 선발㈐

선발된 백신 후보주의 방어효과 검사㈑

다 추가적인 유전자 결손을 통한 영양요구주이 선발 건양대. Aro ( )

추가적인 유전자 결손을 통한 영양요구주의 선발Aro⑴

선발된 영양요구주에 대한 특성 규명⑵

차년도 개발목표 및 개발 내용4. 4

가. S. 영양요구성 변이주에 대한 임상적용 연구 및 변이주에 대한Enteritidis

생산공정개발 중앙백신( )

⑴ S. 영양요구성 변이주의 방어효과 시험Enteritidis

접종량에 따른 방어효과 시험⑵

접종경로에 따른 방어효과 시험⑶

개발된 백신에 대한⑷ S. 의 공격접종에 대한 교차 방어효과 시험Gallinarum

나. S. 온도감수성 변이주의 방어효과 분석 및 최적의 예방 프로그램 개발Enteritidis

강원대( )

⑴ S. 온도감수성 변이주의 접종량에 따른 방어효과 시험Enteritidis

다 복합 결손변이주의 개발 건양대. ( )

온도변이주와 폴리인산키나아제 변이주에 대한 유전자 결손변이시험을 통한aro⑴

새로운 변이주의 개발
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제 절 연구개발 범위 및 실험방법3

1. S 의 특성규명 시험. Enteritidis

가 항생제 내성 패턴분석 실험.

실험방법(1)

가 의 방법에 의해 실험을 수행하며 실험방법은 다음과 같다( ) disk agar diffusion .

나 분리된 개의 을 에서 시간동안 진탕배양시킨다( ) 173 strain Nutrient broth 24 .

다 멸균된 을 이용하여 에 골고루 펴바른 후에( ) swab Mueller-Hinton agar(Difco)

항생제 를 일정간격으로 배열하여 에서 시간 배양한다disk 37 24 .℃

라 사용된 항생제와 그의 농도는 과 같다( ) Table 3-1 .

결과(2)

가 결과해석은 의 에( ) Clinical and Laboratory Standars Institute(CLSI) guideline

의한다.

나 의 직경이 에 속하면 으로 간주한다( ) Inhibitory zone intermediate sensitive .

다 항생제 내성패턴에 의한 통계분석은 와( ) Chi-square test Fisher's exact test

를 이용한다.

Table 3-1. used antibiotic and their concentration

Antibiotic Concentration( )㎍

Amikacin(AN) 30

amoxicillin/clavulanic acid(AmC) 20/10

ampicillin(AM) 10

cephalothin(CF) 30

kanamycin(K) 30

ticarcillin(TIC) 75

streptomycin(S) 10

nalidixic acid(NA) 30

tetracycline(Te) 30

ampicillin/sulbactam(SAM) 10/10

trimethoprim/sulfamethoxazole(SXT) 1.25/23.75

cefriaxone(CRO) 30

neomycin(N) 30
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나 분석실험. PFGE type

실험방법(1)

가 개의 분리된( ) 137 S 균주를 에서 로 배.Enteritidis LB agar plate 37 overnight℃

양한다.

나 자란 를 와( ) colony TE cell suspension buffer(100mM Tris 100mM EDTA, pH

에 부유시켜 탁도를 를 사용하여 투과율에 맞춘다7.5) colorimeter 20% .

다 와 를 부유액에 넣어준다( ) Proteinase K 1.2% agarose cell .

라 를 에 넣어준다( ) mixure disposable plug molds .

마 에 와( ) plug ES buffer(0.5M EDTA, pH9.0 ; 1% sodium-lauroyl-sarcosine)

를 넣어준 후에 항온수조에서 시간동안 정치시킨다proteinase K 55 1 .℃

바 시간이 지나면 를 멸균증류수에 분간 담가 세척하고( ) 1 plug 15 TE buffer(10mM

과 로 다시 분간 번씩 세척하여준다Tris 1mM EDTA, pH7.5) 30 4 .

사 세척이 끝난 를 의 너비로 자른 후에( ) plug 1mm Xba 이나Ⅰ Spe 제한효소를 처Ⅰ

리하여 준다.

아 내의 를 에서 전개시킨다 전기영동의 조건은 다음( ) plug DNA 1% agarose gel .

과 같다.

자( ) initial switch time : 2.0 s, final switch time: 40.0 s, run time : 16 h

차 전기영동이 끝난후에 을 로 염색하여( ) gel ethidium bromide UV

를 이용하여 결과를 관찰한다transilluminator .

결과(2)

가 전개된 을 을 이용한 으( ) DNA fingerprinting BioNumerics program dendrogram

로 의 위치에 따라서 을 분류한다fragment pattern .

나 의 분류법에 따라 분석한( ) Tenover S. 중 가장 많은 수가 속한Enteritidis

을 으로 명명한다PFGE type A1 .

다 분석실험. Phage type

실험방법(1)

가 분석실험은 의 방법에 준하며( ) phage type ward (ward et al 실험에 사, 1987)

용된 개의 는 국립보건원으로 부터 분양받았다12 phage .

나 분리된 개의 균을 에서 시간동안 배양한다( ) 173 blood agar plate 37 , 18 .℃

다 얻어진 를 의( ) colony 3 phage broth(Double concentration Nutrient broth㎖

에서 시간 분동안 진탕배양을 실시한다with 0.85% NaCl) 1 30 .

라 배양이 끝난 를 에 하여 준다( ) broth phage agar plate spreading .
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마 충분히 균이 배지에 분주되면 개의 를 에 일정한 간격( ) 15 bacteriophage plate

으로 떨어뜨려준 후 에서 배양하여 결과를 판독한다37 overnight .℃

결과(2)

가 에 의해 된 을 동정된 균의 이라 정한다( ) phage lysis zone phage type .

나 은 를 참고한다( ) phage type pattern published pattern list .

다 어떤 에 의해서도 가 되지 않은 분리주는( ) phage lysis RDNC(reacted but did

로 기록한다not conform) .

2. S. 의 불활화 백신 개발 시험Enteritidis

가. S 균주 선발 실험. Enteritidis

실험방법(1)

가 사람과 닭에서 분리한( ) S 총 주를 대상으로. Enteritidis 173 pulsed-field gel

항생제 감수성시험 등을 분석하였다electrophoresis(PFGE), , phage type .

결과(2)

가 대표적인 을 가진 사람에서의 분리주 주와 닭에서의 분리주 주( ) phenotype 5 6

를 포함한 총 주의11 S 를 선택하여 본 실험에 사용하였다. Enteritidis .

(Table 4-7)

나 병아리에서의. S 의 병원성 평가 실험 차 차. Enteritidis (1 & 2 )

실험방법 차(1) (1 )

가 총 주의( ) 11 S 분리주를 에 접종한다. Enteritidis nutrient broth .

나 에서 진탕배양한 후 배양액내의 균수를 접종량당( ) 37 ,℃

6x107 으로 조정한다cfu/0.2ml/chicken .

다 일령 병아리를 각 균주당 마리씩 경구로 씩 접종한 후 일간 폐( ) 1-2 40 0.2ml 10

사를 관찰하여 기록하고 일째 되는 날에 각 그룹에서 생존한 병아리를 부검, 10

하여 맹장을 채취하여 균을 검출한다, .

라 맹장을 유제로 갈아 유제액을 만든 후( ) 10ml selenite cystine broth (SC,

에 넣고 에 시간 진탕 배양한 후 와BD, France) 41 24 MacConkey agar (BD)℃

에 접종한다XLT4 agar (BD) .

마 접종 후 에서 시간 배양한 후( ) 37 24℃ S 의 증식 유무를 판정한다. Enteritidis .

결과 차(2) (1 )
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가 대표균주 개 중에서 사람과 닭에서 분리된 균주 중 병원성이 높은 개 균주( ) 11 2

를 각각 선발하여 재시험을 실시한다.

실험방법 차(3) (2 )

가 배양한 후 접종량당( ) , 3x10
7

차시험의 로 조정한다cfu/chicken (1 1/2dose) .

나 일령 병아리에 균주당 마리씩 씩 경구로 접종한 후 주간 폐사를( ) 3-5 30 0.2ml 2

관찰한다.

다 각 장기의 무게를 측정한 후 멸균된 를( ) , buffered peptone water (BPW, BD)

장기당 씩 첨가한 후 유제한다1 ml .

라 유제액을 배로 희석한 후 희석된 유제액 를 살모넬라 분리 배지인( ) 10 , 0.1ml

배지 에 접종한 후 에서 시간 배양한다XLT4 (BD) , 37 24 .℃

마 배양 후 배지에 자란( ) XLT4 S 균 특이적인 집락수를 측정하여 장기. Enteritidis

별 당 를 산출한다g cfu .

결과 차(4) (2 )

가 병원성이 높은 것으로 사람과 닭에서 유래된 균주를 각각 한 개씩 선택한다( ) , .

다. S. 의 증식성 실험Enteritidis

실험방법(1)

가 두 개의 균주 를 에 접종한 후 에서 최대 시간까지( ) (Table 4-9) LB broth 37 5℃

진탕배양한다.

나 일정시간 간격으로 하여 를 이용 하여 에서( ) sampling spectrophotometer 660nm

흡광도를 측정한다.

결과(2)

가 증식성 확인 및 최적의 배양조건을 확립한다( ) .

라 불활화 실험.

실험방법(1)

가 배양된 를 균수확인용 을 일부 채취한 뒤 을 넣( ) bulk sample 0.3%(v/v) formalin

고 항온실에서 진탕하면서 일간 반응시킨다, 37 3 .℃

나 반응이 끝난 뒤 및 에 각각( ) , Nutrient agar, Nutrient broth Thioglycolate agar

접종하여 및 배양기에 일간 배양하여 불활화 확인 시험을 실시한다22 37 7 .℃ ℃

결과(2)

가 시험백신 제조용 의 불활화를 확인한다( ) bulk .
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마 종 시험백신에 대한 공격접종 시험. 4 Mouse

실험방법(1)

가 백신 및 를 군별로 수씩 마리당 씩 복강내로( ) 1, 2, 3 4(Table 4-10) 10 , 0.2 ml

접종한다.

나 대조군은 백신대신 를 접종한다( ) PBS 0.2 .㎖

다 시험백신 복강에 접종하고 주 후 각각의 백신주를 생균으로( ) 0.2ml/mouse 2 ,

0.2ml/mouse (10LD50 복강에 공격접종 한다) .

결과(2)

가 일간 생존여부를 관찰한다( ) 10 .

바 불활화 시험백신의 항체역가 지속시험.

실험방법(1)

가 주령 닭 수를 준비하여 수에는 회 접종 수에는 주간격 회 접종하고( ) 6 24 8 1 , 8 3 2

나머지 수에 대하서는 백신을 접종하지 않고 대조군으로 두어 약 개월간 개8 5 1

월 간격으로 채혈한다.

나 개월 간격으로 채혈된 혈청은 항체역가의 변화를 확인하기 위해( ) 1 microplate

를 실시한다agglutination test(MAT) .

결과(2)

가 항체역가를 확인한다( ) .

3. S. 의 의 변이주에서 온도 변이주 시험Enteritidis polyphosphate kinase

가. S. 의 변이주의 제작Enteritidis polyphosphate kinase (ppk)

차년도에서 선발된 불활화 백신균주인 닭에서 분리된1 S. 주Enteritidis (IVK

와 사람에서 분리된B01277) S. 분리주 를 사용하여Enteritidis (IVK B01369)

변이주를 방법에 의해 제작하였다 유전polyphosphate kinase (ppk) transduction . ppk:kanΔ

자를 지닌 와phage P22HT S. 균주를 혼합한 후 에서 분간 배양한 후Enteritidis 37 15℃

에 첨가한 후 에서 분간 배양시켰다 혼합액을 이 첨가한LB-broth EDTA 37 20 . kanamycin℃

에 접종한 뒤 시간 배양한 후 변이주를 선발하였다 총 회의 걸친 실험에서 닭LB agar 24 . 3

에서 분리한 S. 주 에서 두개의 를 얻을 수 있었으며 이를 각Enteritidis (IVK B01277) mutant

각 로 명명하였다SEppk-1, SEppk-2 .
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(1) S. 변이주의 에 대한 영향Enteritidis ppk heat shock

S. 의 과 변이주를 시간 배양한 후 에서Enteritidis wild type ppk 16 stationary phase

수확한 후 성분을 제거하기 위해 회 세척한 후 로 농도를media 1 0.9% NaCl cell 5 × 10
3

또

는 5 × 10
2

로 희석하였다 희석한 세균을 유리시험관에 옮긴 후 에서 분간/ml . 55 2, 4, 6℃

처리를 하였다 열처리 후 각각의 세균 희석액을 에 씩 접종한 후 살아있는. LB agar 0.1mL

세균수를 측정하였다.

의 침투성 시험(2) SE In vitro

과 가 포함된10% fetal bovine serum (Gibco/BRL) 1 mM sodium pyruvate EMEM

배지에서 배양한 세포를HeLa 1X10
6

로 조정하여 에 계대분주하고cells/ml 24well plate

가 형성될 때까지confluent monolayer 37 , 5% CO℃ 2의 조건으로 배양하였다 등의. Dinjus

방법에 준하여 준비된 을 으로 회 세척한cell line phosphate buffered saline (PBS, pH7.2) 2

후 가 함유된 로 희석한1% FBS PBS 1X105 의 세균 배양액을 균colony forming unit (cfu)

주당 가각 개의 에 접종하여 분동안 으로 원심분리한 후 분동안2 well 5 1,000 rpm 30 37 ,℃

5% CO2의 조건으로 배양하였다 항생제를 혼합하지 않은 배약액 을 첨가한 다음 시. 1ml 2.5

간 동안 다시 배양한 후 세포내 침투된 세균수를 측정하였다 회 세척한 후 의. 3 150 /ml㎍

을 첨가하고 시간동안 배양한 후 회 세척하여 앞서 기술한 동일한 방gentamicin (Sigma) 2 2

법으로 세포내에 존재하는 세균수를 구하였다 접종한 총세포를 확인하기 위하여HeLa . HeLa

세포가 들어있지 않은 에 동일한 조건으로 균을 배양한 후 에 접종 배양한 뒤well LB agar ,

세균수를 측정하였다.

결손된 의 유전자의 확인(3) PPK

S. 의 과 변이주에서 의 유전자를 증폭한 후 유전자가Enteritidis wild type ppk ppk ppk

변이주에서 결손되었는지를 확인하고자 을 실시하였다 유전자를 증폭하기 위한PCR . ppk

는 의 유전자 에 위치한primer S. Typhimurium ppk 40~60bp 5`-TGG TTA GCA TTT AAC

와 에 위치한 로 제GAA CGC-3` 2040~2060 5`-GGT TGC TCG AGT GAT TTG ATG-3`

작하였다 조건은 에서 분간 후 에서 초 분. PCR 94 3 denaturation , 94 30 , 40 2 , 72 2℃ ℃ ℃ ℃

분간 반응한 뒤 에서 분간 반응시켰다72 10 .℃

(4) S 과 변이주의 증식성 비교. Enteritidis wild type ppk

S. 의 과 변이주를Enteritidis wild type SEppk 103 로 에 희cfu/ml tryptic soy broth

석한 후 S 과 변이주 두균주를 동일한 양으로. Enteritidis wild type SE ppk tryptic soy
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에 접종한 후 진탕 배양한 후 시간 시간 및 시간째에 각 시간에broth(TSB, BD, France) 3 , 6 9 1

채취하여 균수 를 측정하였다 또한(cfu) .㎖ 동일한 균주를 에 접종하여 에서 시간TSB 37 24℃

배양하면서 시간마다 OD600 을 측정하였다.

(5) S 와 변이주의 마우스에서의 병원성 시험. Enteritidis wild type ppk

변이주의 병원성을 확인하기 위해 마우스를 사용하였다 마우스를 군당 마리씩ICR . 5

나눈 후 균주를 배양한 후SE-WT, SE-ppk 10
9
, 10

8
, 10

7
로 희석한 후 마우스 복강내로cfu

접종 한 후 주간 생존성을 관찰하였다2 .

(6) S 와 변이주의 닭에서의 병원성. Enteritidis wild type ppk

과 변이주의 병원성을 닭에서 시험하기 위해 일령의 병아리를SE wild type ppk 3 SPF

사용하였다. S 과 변이주를. Enteritidis wild type ppk 6x10
7

의 양으로CFU/chicken(0.2 ) 3㎖

일령의 병아리에 경구로 접종한 후 일간 폐사유무를 관찰하여 기록하고 일째에 마SPF 10 , 10 5

리를 부검하여 비장 간 맹장을 채취하였다 채취된 의 무게를 측정한 후 의, , , . sample , 1㎖

를 넣어 유제하였다 유제액을 배 희석한 후 를buffered peptone water(BPW) . 10 , 0.1㎖

Salmonella 분리 배지인 에 접종한 후 에서 시간 배양한 후 장기별 살모넬라의XLT-4 , 37 18℃

검출율을 측정하였다.

나. S. Enteritidis의 영양요구성 변이주 주(aroA )

의 제작은 연구결과에 기술하였다aroA .

다. S. 의 온도 변이주 주Enteritidis (ts )

(1) S 온도변이주 의 제조. Enteritidis (temperature sensitive mutant; ts mutant)

불활화 백신균주인 닭에서 분리된 S. 주 로 명명 와Enteritidis (IVK B01277; SE277 )

사람에서 분리된 S. 분리주 로 명명 를 사용하여 온도변이주Enteritidis (IVK B01369; SE369 )

를 생산하였다 각각의. 균주를 에 접종하고 에서 시간 배양하였다 자란 균을 채TSB 37 18 . 50℃ ㎕

취하여 세 개의 에 넣고 에서 시간 대수성장 까지 배양하였다3 TSB 37 4-5 . 1 /㎖ ℃ ㎎ ㎖

를 넣고 최종농도 로 맞춘 후 배양된 균액N-methyl-N'-Nitro-nitrosoguanidine(NTG) 20 /㎍ ㎖

에 혼합한 후 진탕호기배양을 하지 않은 분 동안10 37℃ 에서 반응한 뒤에incubator 3,000rpm

분간 원심하고 침전물에 신선한 넣고 잘 혼합하고 분간 원심하고 회10 TSB 5 3,000rpm 10 2㎖
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하여 부유시킨 한 후 세균을 로 희석한 후 총량을 측정하여 부피의 배량으로washing 0.5 20㎖

로 희석한 후 에 진탕 시간 배양하였다 된 를 배TSB 28 incubator 18 (O/N) . Stock penicillin℃

양액에 최종 농도 되도록 넣고 에서 시간 동안 진탕 반응한 후 에서5,000U/ 37 3 3000rpm㎖ ℃

분간 원심하고 침전물을 신선한 를 넣고 회 하여 최종 로 희석하10 TSB 3-5 washing 10 TSB㎖

여 에 배양하였다 이용하여 최종 농도 되도록28 incubator overnight . D-cycloserine 2mM℃

희석한 후 에서 시간 동안 진탕 반응하였다 배양액을 에서 분간 원심하고37 3 . 3000rpm 10℃

침전물을 신선한 를 넣고 회 하여 최종 로 희석하여TSB 3-5 washing 10 TSB 28㎖ ℃

에 배양하였다 배양한 후 세균용액을incubator overnight . 10
-1

부터 10
-8

까지 진씩 희석하10

여 각 희석별로 씩 에 접종하여 에서 배양한 후 작은100 TSA spreading 28 single colony㎕ ℃

선택하여 에 접종하여 일분 일분 에서 배양한 후 에서 균 자라지 않고TSA 28 37 37 2℃ ℃ ℃

만 자라고 그 에서 자란 균 선택하여 를 보관하며 실험에 사용하였다8 28 ts mutant .℃ ℃

(2) S 온도변이주의 스크리닝. Enteritidis

제조한 온도변이주를 을 한 후 및 에서 배양한 후 에서replica plating 28 37 28℃ ℃ ℃

집락을 형성하나 에서는 집락을 형성하지 않는 온도변이주를 일차로 선발하였다37 .℃

온도변이주의 마우스에서의 병원성 시험(3)

변이주의 병원성을 확인하기 위해 마우스를 사용하였다 마우스를 군당 마ICR . 5~10

리씩 나눈 후 각각의 변이균주를 배양한 후 109, 108, 107 로 희석한 후 마우스 복강내로cfu

접종 한 후 주간 생존성을 관찰하였다2 .

4. S. 백신 효능평가를 위한 시험Enteritidis

가 생균백신 방어능 분석을 위한 공격접종균주의 선발.

(1) 목적

생균백신의 경우 충분히 약독화되지 않은 경우 비장 간 맹장내에 검출이 가능함 따라서 공, , .

격접종균주는 생균백신균주와 감별을 할 수 있는 항생제 내성 마커가 필요하다 기존의 보고에 의하면.

또는 에 내성이 있는 균주를 선발하여 사용하였다 따라서 본 연구에서는 두 종Nalidixic acid rifampin .

류의 항생제 간에 내성이 있고 병원성이 높은 균주를 선발하여 공격접종균주로 사용하였다.

(2) 배지내 항생제 첨가에 따른 균의 의 조사cfu

가 방법( )

배지 및 를 사용하였: tryptic soy broth (TSB, BD, France, cat. No. 211825) TSA①

다.
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를 에 녹인 후Rifampin (Duchefa), 10 / : 0.01g 1 methanol (10 / ) -20② ㎍ ㎖ ㎖ ㎎ ㎖ ℃

에 보관하며 실험에 사용하였다 사용시 용액 을 에 넣고 충분히 혼합하여. 10 / 1 9 PBS㎎ ㎖ ㎖ ㎖

에혼합하여 사용하였다 를 에 녹인 후 에1L TSA . 30 / : 0.03g 1 methanol (30 / ) -20㎍ ㎖ ㎖ ㎎ ㎖ ℃

보관하며 실험에 사용하였다 사용시 용액 을 에 넣고 충분히 혼합하여. 30 / 1 9 PBS 1L㎎ ㎖ ㎖ ㎖

에 혼합하여 사용하였다TSA ..

를 에Nalidixic acid (Duchefa), 30 / , 60 / ; 0.03g 1 NaOH/water (30 /③ ㎍ ㎖ ㎍ ㎖ ㎖ ㎎

녹인 후 에 보관하며 실험에 사용하였다 사용시 용액 을 에 넣고) -20 . 30 / 1 9 PBS㎖ ℃ ㎎ ㎖ ㎖ ㎖

충분히 혼합하여 에 혼합하여 사용하였다1L TSA .

선택된 균주를 에 접종하고 시간 에서 배양하였다TSB 18 37 .④ ℃

배양된 균을 10⑤
-1

부터 10
-8

까지 진씩 희석하여 항생제 첨가된 에 씩10 TSA 100㎕

도말하고 에 시간 배양한 후 균수를 측정하였다37 18 (cfu) .℃

항생제 각 농도에서 차이 없는 균주를 선택하였다cfu .⑥

선발된 공격접종균주의 마우스에서의 병원성 시험(3)

가 목적 내성균주중에서 마우스에서의 공격접종을 통해( ) : NA LD50를 조사하였다.

나 방법( ) :

① 선택된 균주를 에 접종하고 에 시간 배양하였다(SE 271, 356) TSB 37 18℃

배양한 후 각 균주에 균수를 10② 7, 106 및 105 로 맞추었다CFU .

한 균주당 마리 주령 마우스를 그룹 나누어 각 희석별로 마리씩15 6-8 3 5③

복강으로 씩 접종하였다0.1 .㎖

④ 일간 폐사유무를 관찰하며 결과를 기록하며10 , LD50를 측정하였다.

나 마우스에서 생균백신의 방어율 시험.

목적(1)

개발된 다양한 약독화 변이주를 닭에 적용하기전에 마우스에서 온도변이주 및 기타 변

이주에 대한 방어력을 시험하고자 실시하였으며 이를 통해 닭에 사용할 수 있는 최종적인 생

균백신후보균주를 선발하고자 함.

방법(2)

가 생균백신후보균주( ) : 1.1 SE 369 ts-8, 277 ts-1, ppk, ppk:ts-3, ppk:ts-4,

aroA(B46), aroA(W1), aroA(W1):ts-1.

나 공격접종 균주( ) : SE B271 (LD50: 6.8×106 cfu/ml)

다 선택된 균주를 에 접종하여 에서 시간 배양한다 온도 변이주는( ) TSB 37 18 . ( 2℃

에서 배양한다8 )℃
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라 배양된 균주를 아래 표 대조하여 균수를 맞춘 후 주령 마우스에( ) (cfu) 6-8 0.1ml

씩 복강으로 접종한다 접종 주 후 선발된 공격 균주 사용하여. 3 100LD50로 복

강으로 접종한다.

마 접종 후 주에 폐사유무를 관찰한다( ) 3 .

바( ) 주 후 부검하여 간 및 비장 채취하여 균수를 측정한다3 .

사( ) 폐사 전 채혈하여 혈청검사 실시한다.

다 생균백신 후보주의 닭에서의 방어효과 분석 시험.

실험방법(1)

가 백신균주 를 에 접종한 후( ) (DTS SE PPK TS3-2-2) 50mL LB broth-KM(50ug)

에 진탕배양 을 시간동안 배양한다28 (220rpm) 18 .℃

나 배양액을 으로 에 희석한 후 다시( ) 1:5 LB OD600 까지 배양한다 배양 후1.0 .

에서 분간 원심분리한 후 상층액을 제거한다12000 rpm, 4 20 .℃

다 냉장된 멸균생리식염수로 을 부유하여( ) pellet OD600 으로 조정한 후 백신접종1.2

균주로 사용한다 이동시 냉장보관 일부를 채취하여 최종 를 측정한다( ). cfu .

라 백신접종량은( ) 3.5X109 수수로 조정하여 사용한다cfu/0.5mL/ .(OD600 에 맞춘1.0

계산 후 접종cfu 0.5ml )

마 차 백신접종 전에 주령된 병아리를 마리 채혈을 실시한 후 와( ) 1 2 7 MAT ELISA

를 혈청학적 검사를 실시하여 S. Enteritidis와 S 항체를 가지고. Typhimurium

있는지 확인한다.

바 군 모두 백신을 각각 구강과 피하로 접종한다( ) I~IV .

사 차 접종 후 주 후에 군 모두 채혈을 실시한 후 차 백신접종을 한다( ) 1 2 I~IV 2 .

아 차 백신접종 후 주 뒤에 군 모두 채혈을 실시한 후 공격접종을 실시한다( ) 2 3 I~V .

결과(2)

가 공격접종 일 까지 임상증상 설사 및 폐사수수를 측정하며 일째에 살아있는( ) 7 ( ) 7

닭을 모두 도태시킨 후 채혈을 하며 체중을 측정한다 또한 도태시킨 후 간 비, . ,

장 및 맹장내용물을 채취하여 당 살모넬라 균수를 측정한다g .

일반시험5.

가 불활화 백신의 일반 검정시험.
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특성시험(1)

개 이상의 백신에 대하여 직경 의 무색투명한 유리용기에 옮겨서 자연광2 18-22mm

또는 룩스 이상의 백색 광원하에서 특성시험을 실시한다1,000 .

가 시험방법( )

나 시험결과( )

불활화 백신은 본래의 조성을 지녔으며 색조 투명도 혼탁도 이물 이취 내용물의, , ( ), ,

균일성 시험에 대해서 이상이 없어야 한다.

무균시험(2)

가 백신의 개봉( )

시험은 무균실에서 엄격한 무균 조작법에 의하여 실시한다 백신의 개봉시에는 내.

용이 오염되든가 소독제가 내부에 침입하지 않도록 주의하여야 한다, .

나 배 지( )

배지는 사면 및 액제 배지를 사용한다nutrient agar, nurient broth thioglycolate .

액제 배지의 상부에서 이상이 핑크색으로 변한 것은 사용하여서는 안 되며thioglicolate 30%

가열하여 산소를 제거하였을 때에는 무방하다.

다 결 과( )

시험의 결과 어떠한 세균의 발육도 인정되지 않아야 한다.

배양조건

백 신

22 incubator℃ 37 incubator℃

NA NB Thio NA NB Thio

백신 1

백신 2

백신 3

세균발육 인정 안 됨 세균발육 인정됨- : , + : .※
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수소이온농도시험 간이 측정법(3) ( pH )

가 시험방법( )

간이용 측정 를 이용하여 검사품의 를 측정한다pH paper pH .

나 결 과( )

개의 백신에 대하여 각각 측정한 결과 수소이온농도는 이내에 있어2 pH 6.0 ~ 8.0

야한다.

방부제 정량시험 비색법(4) ( )

가 시험방법( )

백신 병을 적당량 희석하여 각각 시약 첨가하고 표준용액2 Schiff 0.2 Formalin㎖

에도 동일하게 가한 뒤 실온 분간 방치 후 이용하여 에서 흡광, 30 , Spectrophotometer 520nm

도 측정하여 농도를 산출한다Formalin .

나 결 과( )

백신의 함량은 이하이어야 한다Formalin 0.2% .

※ 최종 포르말린 농도 값 백신 희석배수(%) = y ×

나 생균 백신의 일반 검정시험.

특성시험(1)

개 이상의 백신에 대하여 동결건조된 백신을 백신 전용 희석액으로 용해하여 자연광2

또는 룩스 이상의 백색 광원하에서 특성시험을 실시한다1,000 .
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가 시험방법( )

나 시험결과( )

건조된 생균 백신은 본래의 조성을 지녔으며 색조 투명도 혼탁도 이물 이취 내, , ( ), ,

용물의 균일성 시험에 대해서 이상이 없어야 한다.

무균시험(2)

가 백신의 개봉( )

시험은 무균실에서 엄격한 무균 조작법에 의하여 실시한다 백신의 개봉시에는 내.

용이 오염되든가 소독제가 내부에 침입하지 않도록 주의하여야 한다, .

나 배 지( )

배지는 사면 및 액제 배지를 사용한다nutrient agar, nurient broth thioglycolate .

액제 배지의 상부에서 이상이 핑크색으로 변한 것은 사용하여서는 안 되며thioglicolate 30%

가열하여 산소를 제거하였을 때에는 무방하다.

다 결 과( )

시험의 결과 어떠한 세균의 발육도 인정되지 않아야 한다.

세균발육 인정 안 됨 세균발육 인정됨- : , + : .※
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수소이온농도시험 간이 측정법(3) ( pH )

가 시험방법( )

간이용 측정 를 이용하여 검사품의 를 측정한다pH paper pH .

나 결 과( )

개의 백신에 대하여 희석액으로 용해 후 각각 측정한 결과 수소이온농도는2 , pH

이내에 있어야한다6.0 ~ 8.0 .

진공도 시험(4)

가 시 험( )

건조백신에 대한 시험으로 암실에서 백신으로부터 떨어진 위치에 테스5 10～ ㎜

터코일을 놓고 방전의 유무를 관찰한다.

나 판 정( )

건조백신은 방전이 인정되어야 한다.

함습도시험 칼 피숴 방법(5) ( - )

개 이상의 백신 내용물을 신속히 분쇄하여 입자의 직경을 이하로 하여 시험에 사3 2 ㎜

용한다.

가 칼 피숴시약( ) -

범위 를 적절히 조절할 수 있는 염기인 이나 을pH (5 7) imidazole diethanolamine～

포함하고 있는 시약을 사용한다 이외에Hydranal composite 5 pyridine free . Hydranal-

와 와 을 사용하여 적정할 수도Solvent Hydranal-Titrant, Hydranal-Coulomat A Coulomat C

있다.

나 조작법( )

뷰렛에 칼 피숴 시약 을 넣는다- (Hydranal composite 5) .①

적정용기에 용제인 을 넣는다methanol .②

칼 피숴 시약으로 내의 수분을 제거한다- methanol .③
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시료를 가한다.④

칼 피숴 시약으로 시료내의 수분을 정량한다- .⑤

칼 피숴 시약으로 외에 다른 시약을 쓸 경우는 그 시약- hydranal composite 5⑥

에 맞는 적당한 용제로 바꾸어 쓰면 된다.

다 판 정( )

백신의 함습도는 칼피숴 측정법으로 검사시는 이하이어야 한다 단 그 함습도6% . ,

는 시험한 성적 중 최고치로 한다.

안전성 확인 시험6.

가 실험동물.

살모넬라 갈리나룸(S. 에 감수성이 있는 주령 닭을Gallinarum) 3 4～ 사용한다.

나 시험방법.

시험군에 백신 수분을 사용법 근육 에 따라 접종하고 일간 관찰한다2 ( ) 14 .

다 결과.

모든 시험군은 관찰기간 동안 건강하여야 한다.

목적동물 역가시험7.

가 실험동물.

살모넬라 갈리나룸(S. 에 감수성이 있는 주령 닭을Gallinarum) 3 4～ 사용한다.

나 시험방법.

시험군에 백신의 수분을 피하 접종하고 주후에 대조군과 함께 채혈하여 응집 항체1 4

가또는 항체가를 측정한다ELISA .

다 결과.

방법에 준하여 응집항체가는 시험군은 배 이상이 이상 대조군은microplate 64 80% ,

음성이어야 하며 역가는 시판중인 의 기준에 따른다ELISA ELISA kit .
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제 절 연구개발 수행 결과4

1. S. 의 분리동정 및 특성 규명Enteritidis

가 항생제 내성 패턴 분석.

년부터 년까지 국내 서울지역 사람에서 분리된2000 2007 S. 주와 계란Enteritidis 64 ,

계육 닭 이하 닭이라고 총칭 에서 분리된 주 및 표준균주 등 총 주의, ( ) 108 ATCC4931 , 173 S.

의 항생제 감수성 결과는 과 같다 닭에서 분리된 균주 중 내성주는Enteritidis Table 4-1 . NA

주 로 높았으며 주 주 주 주40 (37.0%) , AM 26 (24.1%), TE 22 (20.4%), TIC 25 (23.1%), S 26

주 및 주 이었다 사람에서 분리된 주의(24.1%), CF 2 (1.9%) SXT 1 (0.9%) . 65 S. 에Enteritidis

서는 내성 주 주 주 주 및AM 27 (41.5%), TE 27 (41.5%), NA 12 (18.5%), TIC 27 (41.5%) S 30

주 이었다 총 개 균주에서 주 주 주(46.2%) . 173 AM 53 (30.6%), TE 49 (28.3%), NA 52

주 주 주 및 주 이었다(30.1%), TIC 52 (30.1%), S 56 (32.3%), CF 2 (1.2%) SXT 1 (0.6%) .

다제내성(1)

닭에서 분리된 S. 주와 사람에서 분리된Enteritidis 108 S. 주에 대한 항Enteritidis 65

생제 다제내성 양상은 에 나타냈다 주의Table 4-2 . 173 S. 가 총 종의 다제 내성Enteritidis 14

양상을 나타내었다 닭에서 분리된. S. 에서는 단일 내성이 주 가장Enteritidis NA 34 (31.5%)

높았다 주 주 주. AM-TIC 11 (10.2%), TE-S 11 (10.2%), TE-NA 2 (1.9%), AM-S-TIC,

각 주 각각 주AM-TE-S-TIC 5 (4.6%), AM-TIC-CF, AM-S-NA-TIC, TE-S-SXT-CF 1

및 에 대해 주 의(0.9%) TE-S-NA-TIC-AM 3 (2.8%) S. 가 내성을 보였다 사람에Enteritidis .

서 분리된 S. 에서는 주 주 주Enteritidis AM-TE-S-TIC 17 (26.2%), NA 12 (18.5%), TE-S 6

각 주 각 주 각(9.2%), AM-TIC, AM-S-TIC 4 (6.2%), TE, TE-S-TIC 2 (3.1%), AM, AM-S

주 의 다제 내성을 보였다 총 주 균주에서 단일 내성이 주 가장 높1 (1.5%) . 173 NA 46 (26.6%)

았으며 닭에서 분리된 균주의 다제내성은 제 내성을 보인 주 가 가장 많았으며, 1 34 (31.5%) ,

사람에서 분리된 균주에서는 제 내성이 주 로 가장 높게 나타났다4 17 (26.2%) (Table 4-3).

항생제 내성 패턴의 변화(2)

사람에서의 항생제에 대한 내성이 발생하는 것은 감염된 동물에서 유래된 고기 계란등,

에 의해 옮겨진 세균이 이미 항생제에 대해 내성을 가지고 있다가 그 세균이 사람에게로 이행

되면서 발생하는 것으로 생각되어지고 있다 또한 다재내성의 증가는 한국을 포함한 다[35].

른 나라에서 이미 발견되어지고 있으며 특히 S 균에 대한 항생제 내성패턴이 많. Enteritidis
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이 보고되어 지고 있다 양 등 의 보고에 따르면 년부터 년 동안 개[11,29]. [36] 1995 1999 14

의 S 분리주 중에서 개의 분리주가 에서만 항생제 내성을 띄었고. Enteritidis 13 sulfisoxazole

그 중 균주만이 과 에 다제내성 패턴을3 ampicillin, streptomycin, tetracycline sulfisozaxole

가지고 있는 것으로 확인되었다 또한 수와 송 은 년부터 년 사이의 개 분리. [32] 2001 2002 22

주에서 모든 균들이 에 감수성이 있음을 보고하였으며 이중 개 균주만이 다재내sulfisoxazole 3

성패턴을 가졌다 두 연구 모두. S 의 분리수가 비교적 적어 충분한 대표성을 갖. Enteritidis

지 못하였으나 본 연구에서는 개의 분리주에 관한 항생제내성 패턴을 분석하였으므로 한국173

에서 발생되는 S 균주에 대한 표준 결과를 제시 할 것으로 기대된다 또한 개. Enteritidis . 10

의 유럽국가에서 년에 사람에서 발생한 건의 살모넬라증에서 분석된 항생제 내성2000 27,000

패턴을 비교한 결과 등의 순서로 감수성을 보인 분리nalidixic acid, streptomycin, ampicillin

주들의 특성이 본 실험의 결과와 동일함을 알 수 있었다[33].

Table 4-1. Antimicrobial resistance in Salmonella Enteritidis strains isolated from

humans and chickens

Sample Chickens Humans Total

Number of
strains
tested

108(%) 65(%) 173(%)

Resistance to
antimicrobial
agent (%)

AM 26 (24.1) 27 (41.5) 53 (30.6)

TE 22 (20.4) 27 (41.5) 49 (28.3)

NA 40 (37.0) 12 (18.5) 52 (30.1)

TIC 25 (23.1) 27 (41.5) 52 (30.1)

S 26 (24.1) 30 (46.2) 56 (32.3)

CF 2 (1.9) 0 (0.0) 2 (1.2)

SXT 1 (0.9) 0 (0.0) 1 (0.6)

K 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

N 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

AN 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

AMC 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

SAM 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

CRO 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

amikacin (AN, 30 ), amoxicillin/clavulanic acid (Amc, 20/10 ), ampicillin (AM, 10 ), cephalothin㎍ ㎍ ㎍

(CF, 30 ), gentamicin(GM, 10 ), kanamycin(K, 30 ), ticarcillin (TIC, 75 ), streptomycin (S, 10 ),㎍ ㎍ ㎍ ㎍ ㎍

nalidixic acid(NA, 30 ), tetracycline(Te, 30 ), cefoxitin (FOX, 30 ), ampicillin/sulbactam㎍ ㎍ ㎍

(SAM,10/10 ), trimethoprim/sulfamethoxazole (SXT, 1.25/23.75 ), ceftriaxone (CRO, 30 ).㎍ ㎍ ㎍
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Table 4-2. Distribution of antimicrobial resistance patterns in Salmonella Enteritidis

from chickens and humans

Table 4-3. Multi-drug resistance and patterns of Salmonella Enteritidis

No. (%) of resistance patterns

None 1 2 3 4 5 6

Chickens
(n=108)

34(31.5) 34(31.5) 24(22.2) 6(5.6) 7(6.5) 3(2.8) 0(0.0)

Human
(n=65)

16(24.6) 15(23.1) 11(16.9) 6(9.2) 17(26.2) 0(0.0) 0(0.0)

Resistant pattern

Number of isolates

Chickens Humans
Total

Number (%) Number (%)

AM 0 (0.0) 1 (1.5) 1 (0.6)

TE 0 (0.0) 2 (3.1) 2 (1.2)

NA 34 (31.5) 12 (18.5) 46 (26.6)

AM-TIC 11 (10.2) 4 (6.2) 15 (8.7)

TE-S 11 (10.2) 6 (9.2) 17 (9.8)

AM-S 0 (0.0) 1 (1.5) 1 (0.6)

TE-NA 2 (1.9) 0 (0.0) 2 (1.2)

AM-S-TIC 5(4.6) 4 (6.2) 9 (5.2)

TE-S-TIC 0 (0.0) 2 (3.1) 2 (1.2)

AM-TIC-CF 1 (0.9) 0 (0.0) 1 (0.6)

AM-TE-S-TIC 5 (4.6) 17 (26.2) 22 (12.7)

AM-S-NA-TIC 1 (0.9) 0 (0.0) 1 (0.6)

TE-S-SXT-CF 1 (0.9) 0 (0.0) 1 (0.6)

TE-S-NA-TIC-AM 3 (2.8) 0 (0.0) 3 (1.7)

None 34 (31.5) 16 (24.6) 50 (28.9)

Total 108 (100) 65 (100) 173 (100)
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나 와. PFGE Phage type

(1) PFGE

총 주의173 S. 에 대한 결과 과 같이 일반적으로Enteritidis PFGE Figure 4-1

크기의 가 개로 전개되었다 전개된 을30-1,135kb fragment 11-13 . DNA fingerprinting

을 이용한 으로 의 위치에 따라서 을 분류BioNumerics program dendrogram fragment pattern

한 결과 과 같이 종류의 이 나타났다 의 분류법에 따라Figure 4-1 19 PFGE pattern . Tenover

분석한 S. 중 가장 많은 수가 속한 을 으로 명명하였으며 와Enteritidis PFGE type A1 A, B

총 개의 로 분류 되어졌고 의 은 총 가지로 분석되었다 닭에서 분리C 3 cluster A subtype 17 .

된 주와 사람에서 분리된 주를 합한 총 주 의55 34 89 (51.4%) S. 가 으로 분류되Enteritidis A1

었다 두 번째로 많은 수의 분리주가 속한 에는 닭에서 분리된 주. PFGE type A6 26 (24.1%),

사람에서 분리 된 주 를 합한 총 주 가 속한 것으로 나타났다4 (6.2%) 30 (17.3%) . PFGE type

및 에는 닭에서 분리한A1, A2, A3, A6, A8 A13 S. 와 사람에서 분리한Enteritidis S.

가 속해있는 것으로 나타났고 는 닭에서 분Enteritidis PFGE type A5, A7, A10, A12, A14

리된 S. 만이 속해 있고 및 은Enteritidis PFGE type A4, A9, A11, A15, A16, A17, B1 C1

사람에서 분리된 S. 만이 속한 것으로 나타났다 또한 을 제외한Enteritidis . PFGE type A1

와 가 닭에서 가장 빈번하게 분리되었고 은 사람분리균주A6(24.1%) A2(9.3%) type A13(6.4%)

에서 높은 빈도로 관찰되었다 를 실시한 주는 서로 개 이내의 차이로. PFGE 173 3 fragment

상동성을 보였으나 사람에서 분리된 주의 경우 유전형의 연관성에서 다소 거리가 있98.8% 2

는 것으로 나타났다.

결과 매우 흥미로운 것은 닭과 사람에서 분리된 모든PFGE S 가 유전형이. Enteritidis

일치하지 않는 것이다 특히 닭에서 분리된. S 중 사람에게 잘 전파되는 유전형이. Enteritidis

있는 것으로 확인되었고 이러한 결과는 외국의 보고와도 일치하는 것으로 나타났다 따라서.

백신후보균주는 사람 분리주와 닭 분리주 중 공통적인 유전형을 지니는 균주를 선발하였다.
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Figure 4-1. Dendogram showing the similarities of Xbal digestion pattern afterⅠ

pulsed field gel electrophoresis (PFGE), phage types and resistance

patterns for Salmonella Enteritidis strains from chickens and humans.

(2) Phage type

총 주의173 S. 대한 결과는 와 에 기Enteritidis phage typing Table 4-4 Figure 4-1

술한대로 종의 으로 확인되었다 닭에서 분리된12 phage type(PT) . S. 주 중Enteritidis 108 ,

에는 주 및 이 높게 나타났다 그리고 가 주 이 주PT1 28 (25.9%) PT21(18.5%) . PT1c 4 , PT3 5 ,

가 주 이 주 이 주 가 주 및 이 주였다 와 반응은PT4 4 , PT7 6 , PT17 3 , PT35 6 PT37 2 . Phage

하지만 이 확인되지 않는 는 주로 높게 나타났다type RDNC(reacted but did not conform) 30 .

또한 사람에서 분리된 S. 에서 주 및 주 는Enteritidis PT1 19 (29.2%) PT21 16 (14.8%), PT4

주 로11 (16.9%) 또 높게 보였으며 각 주 주였다 사람과 닭에서PT3, PT6, PT6a 1 , RDNC16 .

분리된 총 균주 중에서 이 주 그 다음으로는 이 주 로 가173 PT1 47 (27.2%), PT21 36 (20.8%)

장 높게 나타났다 년부터 년까지 닭과 사람에서 동정된. 1993 2000 S. 의Enteritidis phage

결과 가 가장 높게 나타났으며 가 그 다음 순으로 나타난바 있typing PT4(52.5%) PT7, PT7a

고 의 경우에는 동기간동안 밖에 확인되지 않았다 그러나 최근 년부터[34], PT1 4.1% . 1994

년까지 서울 및 수도권에서 동정된2005 S. 의 연구를 살펴보면Enteritidis phage typing

과 의 이 현저하게 나타난 것을 볼 수 있었다 에서 으로PT1 PT21 phage type [20]. PT4 PT1
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S. 의 변화는 오랜기간에 걸쳐 점차적으로 바뀐 것으로 생각되며 이러Enteritidis phage type

한 현상은 이미 유럽에서 년 전까지 드물게 분리되던 가 현재phage type shift 2000 PT14b

영국과 스웨덴에서 가장 높게 분리되는 이라는 연구 를 보더라도 단지 우리나phage type [35]

라에서만 일어나는 특이적인 일은 아니라는 것을 알 수 있다 따라서 이러한 경향은. S.

의 도 시간적 또는 지역적으로 유행하는 경향이 달리 나타난다고 추측Enteritidis phage type

할 수 있다 또한 사람과 닭 분리주간의 간의 분포에는 유의적인 차이를 발견할. phage type

수 없었다.

다 과 과 항생제 내성. PFGE phage type

과 간의 비교분석과 과 항생제 내성과의 비교분석Phage type PFGE type phage type

을 각각 와 에 나타냈다 에서 닭과 사람에서 분리된 균주 중table 4-5 4-6 . PFGE type A1

같은 이 주로 나타나는 것으로 보아 이 같더라PT1, 3, 4, 21, RDNC phage type PFGE type

도 다른 을 보이고 이것은 김 등의 연구와 일치하는 것을 알 수 있다 따라서Phage type [20] .

다른 을 갖는 분리주 중에서도 유전적으로 밀접한 관련이 있는phage type S 를 찾.Enteritidis

을 수 있었다 의 에서 이 주로 속해있고 및 에. phage type PFGE type A2 PT21 , type A6 A8

서 가 주로 속해 있으며 에서는 과 균주가 주로 속해 있었다RDNC , type A13 PT21 RDNC .

에서 닭 및 사람에서 분리된 균주의 은 다르게 나타나며 닭에서 분리된 균PFGE type A3 PT ,

주의 는 에서만 나타났다PT35 PFGE type A6 (Figure 4-1). S 에서는. Enteritidis PT35

와 은 일치하였을 뿐 나머지 균주는 같은 에서 다양한 이PFGE phage typing PT PFGE pattern

나타나고 있어서 가 보다 훨씬 변별력이 있는 것으로 보여졌다 그러나 사PFGE phage typing .

람과 닭에서 분리된 균주 중 이 많은 수로 분리되어 진 것으로 보아 닭의 소비PFGE type A1

가 사람에서의 S 감염에 주요 위험요소와 관련하여 생각되어 질 수 있다. Enteritidis .

과 항생제 내성간의 비교를 실시한 결과 특이한 연관성이 관찰되지 않았으Phage type

며 사람에서의 분리주와 닭에서의 분리주간에도 어떠한 특이성은 관찰되지 않았다.
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Table 4-4. Comparison of phage types for Salmonella Enteritidis isolated from

chickens and humans

Phage type Chickens (%) Human (%) Total (%)

1 28 (25.9) 19 (29.2) 47 (27.2)

1c 4 (3.7) 0 (0.0) 4 (2.3)

3 5 (4.6) 1 (1.5) 6 (3.5)

4 4 (3.7) 11 (16.9) 15 (8.7)

6 0 (0.0) 1 (1.5) 1 (0.6)

6a 0 (0.0) 1 (1.5) 1 (0.6)

7 6 (5.6) 0 (0.0) 6 (3.5)

17 3 (2.8) 0 (0.0) 3 (1.7)

21 20 (18.5) 16 (14.8) 36 (20.8)

35 6 (5.6) 0 (0.0) 6 (3.5)

37 2 (1.9) 0 (0.0) 2 (1.2)

RDNC 30 (27.8) 16 (24.6) 46 (26.6)

Total 108 (100.0) 65 (100.0) 173 (100.0)
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Table 4-5. Combination of PFGE pattern and antimicrobial resistant patterns for

Salmonella Enteritidis isolated from chickens and human

Group Subtype Resistance pattern Combination pattern
No. of isolates

Chickens Human

A

A1 NA 1 29 10

A1 AM 2 - 1

A1 TE-S 3 6 2

A1 TE-NA 4 2 -

A1 AM-TIC 5 - 2

A1 TE-S-TIC 6 - 1

A1 AM-TE-S-TIC 7 1 8

A1 NA-AM-S-TIC 8 1 -

A1 NA-AM-TE-S-TIC 9 3 -

A1 - 10 13 10

A2 AM-TIC 11 7 1

A2 TE-S 12 1 -

A2 AM-TIC-CF 13 1 -

A2 - 14 1 -

A3 TE 15 - 2

A3 TE-S 16 1 -

A4 AM-TE-S-TIC 17 - 1

A5 NA 18 2 -

A6 NA 19 2 -

A6 TE-S 20 2 -

A6 AM-TIC 21 1 -

A6 AM-S-TIC 22 2 -

A6 AM-TE-S-TIC 23 1 -

A6 - 24 18 4

A7 TE-S 25 1 -

A7 TE-S-SXT-CF 26 1 -

A8 NA 27 1 -

A8 TE-S 28 - 1

A8 AM-TE-S-TIC 29 1 -

A8 - 30 2 -

A9 TE-S 31 - 3

A10 AM-TE-S-TIC 32 1 -

A11 NA 33 - 2

A12 AM-TIC 34 3 -

A13 AM-TIC 35 - 1

A13 TE-S-TIC 36 - 1

A13 AM-S-TIC 37 2 3

A13 AM-TE-S-TIC 38 1 3

A14 AM-S-TIC 39 1 -

A15 AM-S 40 - 1

A15 AM-TE-S-TIC 41 - 2

A16 AM-TE-S-TIC 42 - 3

A17 AM-S-TIC 43 - 1

B B1 - 44 - 1

C C1 - 45 - 1
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Table 4-6. Relationship of phage typing and multiple drug resistant patterns in

Salmonella Enteritidis isolated from chickens and humans

Phage type Resistance Chickens Humans Total

1

NA 12 8 20

TE -　 1 1

TE-S 1 1 2

AM-TIC -　 1 1

AM-S -　 1 1

TE-S-TIC -　 1 1

AM-S-TIC -　 1 1

AM-TE-S-TIC -　 3 3

AM-S-TIC-NA 1 -　 1

AM-TE-S-TIC-NA 3 -　 3

None　 10 2 12

1c NA 4 -　 4

3
NA 5 -　 5

None　 -　 1 1

4

NA 4 4 8

TE-S -　 1 1

None　 -　 6 6

6 AM-S-TIC -　 1 1

6a None　 -　 1 1

7

NA 1 -　 1

TE-S 3 -　 3

AM-TE-S-TIC 1 -　 1

None　 1 -　 1

17 TE-S 3 -　 3

21

AM -　 1 1

TE -　 1 1

NA 2 -　 2

TE-S 2 1 3

AM-TIC 10 3 13

AM-TIC-CF 1 -　 1

AM-S-TIC -　 1 1

TE-S-TIC -　 1 1

AM-TE-S-TIC 3 6 9

TE-S-SXT-CF 1 -　 1

None　 1 2 3

35

NA 1 -　 1

TE-S 1 -　 1

AM-TIC 1 -　 1

AM-TE-S-TIC 1 -　 1

None　 2 -　 2

37 None　 2 -　 2

RDNC

NA 4 -　 4

TE-S 1 3 4

TE-NA 2 -　 2

AM-S-TIC 5 1 6

AM-TE-S-TIC -　 8 8

None　 18 4 22

Total 108 65 173
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2. S. 의 불활화 백신 개발을 위한 연구Enteritidis

가. S. 의 불활화 백신용 백신균주 선발Enteritidis

본 연구팀은 이전에 사람과 닭에서 분리한 총 주를 대상으로SE 173 pulsed-field gel

항생제 감수성시험 등을 분석하였다 그 중 대표electrophoresis(PFGE), , phage type [19].

적인 을 가진 사람에서의 분리주 주와 닭에서의 분리주 주를 포함한 총 주의phenotype 5 6 11

S. 를 선택하여 본 실험에 사용하였다Enteritidis . 대표균주 개 중에서 사람과 닭에서 분리11

된 균주 중 병원성이 높은 개 균주를 각각 선발 하고 병원성 및 면역원성에 대한 재시험을2 ,

실시하여 사람과 닭 분리균주 각각 개씩 불활화 백신균주를 선발하였다1 .

균주목록⑴

Table 4-7. Salmonella Enteritidis strains used in this study.

DCA No. IVK No. origin Bacterial name
PFGE

type

Phage

type
Resistant pattern

DCA

0031
IVKB01277 chicken

Salmonella

Enteritidis
A6 PT35 AM-TE-S-TIC

DCA

0032
IVKB01295 chicken

Salmonella

Enteritidis
A1 PT7 AM-TE-S-TIC

DCA

0033
IVKB01390 hunman

Salmonella

Enteritidis
A6 RDNC 　

DCA

0034
IVKB01296 chicken

Salmonella

Enteritidis
A6 PT35 　

DCA

0035
IVKB01350 hunman

Salmonella

Enteritidis
A1 PT21 AM-TIC

DCA

0036
IVKB01352 hunman

Salmonella

Enteritidis
A6 RDNC 　

DCA

0037
IVKB01365 hunman

Salmonella

Enteritidis
A1 PT3 　

DCA

0038
IVKB01369 hunman

Salmonella

Enteritidis
A1 PT21 AM-TE-S-TIC

DCA

0039
IVKB01322 chicken

Salmonella

Enteritidis
A1 PT1 　

DCA

0040
IVKB01270 chicken

Salmonella

Enteritidis
A6 PT35 AM-TIC

DCA

0041
IVKB01298 chicken

Salmonella

Enteritidis
A1 PT17 TE-S

RDNC=reacted but did not conform

AM, ampicillin; TIC, ticarcillin; TE, tetracycline; S, streptomycin.
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병원성 및 면역원성 시험⑵

차시험1㈎

총 주의11 S. 분리주를 에 접종한 후 에서 진탕배양한Enteritidis nutrient broth 37℃

후 배양액내의 균수를 접종량당, 6x10
7
cfu/0.2ml/chicken으로 조정하였다. 일령 병아리1-2 를

각 균주당 마리씩 경구로 씩 접종한 후 일간 폐사를 관찰하여 기록하고 일째 되40 0.2ml 10 , 10

는 날에 각 그룹에서 생존한 병아리를 부검하여 맹장을 채취하여 균을 검출하였다 장 내용, .

물이 포함된 맹장을 유제로 갈아 유제액을 만든 후 10 ml selenite cystine broth (SC, BD,

에 넣고 에 시간 진탕 배양한 후 와France) 41 24 MacConkey agar (BD) XLT4 agar (BD)℃

에 접종하였다 접종 후 에서 시간 배양한 후 살모넬라의 증식 유무를 판정하였다. 37 24 .℃

폐사율 확인①

맹장에서 접종균의 재분리율②

Recovery in cecum.
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차시험 결론1③

대표균주 개 중에서 사람과 닭에서 분리된 균주 중 병원성이 높은 개 균주를 각각 선발하11 2

여 재시험을 실시하였다.

Table 4-8. First selected strains

차시험2㈏

차 실험의 경우 선발된 균주를 상기에 언급한 방법대로 배양한 후 접종량당2 ,

3x107 차시험의 로 조정하였다 일령 병아리에 균주당 마리씩cfu/chicken(1 1/2dose) . 3-5 30

씩 경구로 접종한 후 주간 폐사를 관찰하였다 폐사되지 않은 병아리의 경우 안락사0.2ml 2 .

시킨 후 간 비장 및 맹장을 오염되지 않게 채취하였다 각 장기의 무게를 측정한 후 멸균된, . ,

를 장기당 씩 첨가한 후 유제하였다 유제액을 배buffered peptone water (BPW, BD) 1ml . 10

로 희석한 후 희석된 유제액 를 살모넬라 분리 배지인 배지 에 접종한 후, 0.1ml XLT4 (BD) , 3

에서 시간 배양하였다 배양 후 배지에 자란7 24 . XLT4℃ S 균 특이적인 집락수를. Enteritidis

측정하여 장기별 당 를 산출하였다g cfu .

폐사율 확인①

Figure 4-4. Chick's mortality (secondary test).

Origin 차선발 균주1

chicken DCA0031 DCA0032

human DCA0037 DCA0038
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에서 접종균주의 재분리 차 차 누적 분리율liver, spleen (1 , 2 )②

Figure 4-5. Recovery in liver and spleen.

맹장에서 접종균주의 재분리 차시험 누적 분리율(1, 2 )③
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최종 불활화 백신후보주 선택⑶

병원성이 높은 것으로 사람과 닭에서 유래된 균주를 각각 한 개씩 선택하였다, .

Table 4-9. Final selected strains

Origin 최종선발 균주

chicken DCA0031

human DCA0038

나 불활화 백신 제조를 위한. S. 의 증식성 시험 불활화 방법 보조제 선발Enteritidis , , ,

항원량 결정

⑴ S. 의 증식성 시험Enteritidis

선발된 두 개의 균주에 대하여 배양시간에 따른 균주의 증식성을 확인하였다. 두 개

의 균주를 에 접종한 후 에서LB broth 37℃ 최대 시간까지5 진탕배양하였다. 일정시간 간격

으로 하여 를 이용 하여 에서 흡광도를 측정하sampling spectrophotometer 660nm 고 증식성

확인 및 최적의 배양조건을 확립하였다.
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불활화 방법⑵

배양된 를 균수확인용 을 일부 채취한 뒤 을 넣고bulk sample 0.3%(v/v) formalin ,

항온실에서 진탕하면서 일간 반응시킨다 반응이 끝난 뒤37 3 . , Nutrient agar, Nutrient℃

및 에 각각 접종하여 및 배양기에 일간 배양하여 불활broth Thioglycolate agar 22 37 7℃ ℃

화 확인 시험을 실시한 결과 모든 시험백신 제조용 의 불활화가 확인되었다bulk .

보조제 선발⑶

과 을 사용하여 백신을 제조하였으나 을 사용한ISA70 Aluminum hydroxide gel , ISA70

백신은 항체역가는 높았으나 안전성에 문제가 있었고 을 사용한 백신을 항체역가가 상대적, gel

으로 낮았으나 안전성에는 전혀 문제가 없었다.

따라서 백신효능과 안전성에 모두 효과가 좋은 보조제를 선택하기 위하여 아래와 같은

시험백신을 제조하여 추가시험을 실시하였다.

Table 4-10. Making test vaccines with different adjuvant

시험백신 백신균주 종류Adjuvant

Ⅰ

S. Enteritidis

DCA0031

gel 1

Ⅱ gel 2

Ⅲ gel + sol

Ⅳ sol

Ⅴ gel 3

각 시험백신마다 수의 주령 닭에 접종하고 주와 주뒤 각각 채혈하여 로 항체역가8 6-8 3 4 MAT

를 측정하였으며 그 결과는 아래와 같다 을 사용한 시험백신은 안전성에는 이상이 없었, . Gel

으며 항체 역가의 경우 거의 차이가 없었으며 그 중 상대적으로 와 로 제조한 시험백, gel 3 sol

신의 역가가 양호한 것으로 확인되었다.
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항원량 결정⑷

시험백신 종 생산4㈎

닭과 사람에서 분리된 균주를 각각 및 에 맞춰 농도를 조절한 뒤 불화화시1OD 2OD ,

켜 적절한 항원량을 알아보고자 가지 시험백신을 제조하였다4 .

Table 4-11. Making test vaccines to confirm accurate antibody volume

번호 시험백신 균수 기타

1 DCA0038, 2OD 18x108cfu/ml
Human-origin

2 DCA0038, 1OD 9x108cfu/ml

3 DCA0031, 2OD 28x108cfu/ml
Chicken-origin

4 DCA0031, 1OD 14x108cfu/ml

종 시험백신에 대한 공격접종 시험4 Mouse㈏

제조한 불활화 백신의 방어효능을 마우스를 사용하여 평가하였다 백신 및SE . 1, 2, 3

를 군별로 수씩 마리당 씩 복강내로 접종하였다 대조군은 백신대신 를4 10 , 0.2ml . PBS 0.2㎖

접종하였다. 시험백신 복강에 접종하고 주 후 각각의 백신주를 생균으로0.2ml/mouse 2 ,

0.2ml/mouse (10LD50 복강에 공격접종 후 일간 생존여부를 관찰하였다) 10 .
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Table 4-12. Protection of Salmonella Enteritidis inactivated vaccines

against homologous and heterologous challenges in mice.

그룹 시험백신균주 및 접종량
공격접종 균주에 따른 방어율

DCA0038 DCA0031

1 DCA0038, 2OD 88 % 90 %

2 DCA0038, 1OD 90 % 100 %

3 DCA0031, 2OD 100 % 90 %

4 DCA0031, 1OD 90 % 70 %

대조군 무 접 종 0 % 0 %
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다. S. 불활화 시험백신에 대한 시험Enteritidis

불활화 시험백신의 방어효과 시험⑴

모든 혈청에 대하여 평판응집 및 및 시판중인, Microplate agglutination test(MAT)

에 대한 항체 를 사용하여 항체역가를 측정하였으며 백신접종Salmonella D group ELISA kit ,

주후 공격접종을 실시한 후 맹장과 비장에서 균 분리 시험을 실시하였다3 .

방법은ELISA S. Enteritidis항체 측정용 을 사용하였으며 제조회ELISA kit(BioChek)

사의 방법대로 실시하였다 최종 를 이용하여 흡광도를 측정한 후 방법. ELISA reader(405 )㎚

에 기준하여 수치를 산출하여S/P S. Enteritidis 항체가를 측정하였다.

가 을 포함한 불활화 백신에 대한 시험( ) ISA70

항체역가(MAT)①

Figure 4-9. Antibody titer(MAT).
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항체역가(ELISA)②

Figure 4-10. Antibody titer(ELISA).

항체역가 평판응집( )③

Table 4-13. Antibody titer(Plate agglutination test)

Group
시험백신 1 (2 OD) 시험백신 2 (1 OD) 대조군

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

백신접종전 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

공격접종전 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - - - - - - - - - -

공격접종후
(6 20 dpi)～

6 dpi 13 dpi 20 dpi 6 dpi 13 dpi 20 dpi 6 dpi 13 dpi 20 dpi

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
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균분리 시험 결과④

Figure 4-11. Mean colony forming unit of S. Enteritidis bacteria recovered from

spleen and cecum in chickens.

나 을 포함한 불활화 백신에 대한 시험( ) Aluminum hydroxide gel

항체역가(MAT)①

Figure 4-12. Antibody titer(MAT).



- 60 -

불활화 시험백신의 안전성 시험⑵

가 백신접종부위 확인시험( )

모든 시험백신 접종 후 접종된 시험계는 생존하였으나 접종부위를 확인한, 100% ,

결과 으로 제조된 백신은 접종 주후 접종부위에 염증 반흔이 남아 있었으나, ISA70 2 ,

로 제조된 백신은 모두 흡수되어 전혀 이상이 없었다Aluminum hydroxide(gel) .

Figure 4-13. After 2 weeks, the vaccine made by ISA70 has inoculated.

Figure 4-14. After 2 weeks, the vaccine made by Aluminum hydroxide(gel) has

inoculated.

나 백신접종 후 체중변화 확인( )

시험백신의 안전성을 확인하기 위해 한 그룹은 시험백신을 사용법에 따라 근육,

접종하고 다른 한 그룹은 주 간격으로 회 접종하여 무접종 대조군과 함께 백신 접종4 2
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주후 까지 매주 체중을 측정하였다 확인결과 개의 그룹 사이에서는 유의적인 수준의10 . 3

체중변화에 대한 차이를 확인할 수 없었다.

Figure 4-15. Weight change of vaccinated chickens after inoculation.

불활화 시험백신의 접종경로 및 접종량⑶

접종경로 및 접종량은 일반 불활화 백신의 접종방법을 따라 흉부근육에 을0.3ml

접종하는 것으로 결정하였다.

불활화 시험백신의 항체역가 지속시험⑷

가 동물시험방법( )

불활화 시험백신에 항체역가 지속 정도를 확인해 보기 위하여 주령닭 수를6 24

준비하여 수에는 회 접종 수에는 주간격 회 접종하고 나머지 수에 대하서는 백신을8 1 , 8 3 2 8

접종하지 않고 대조군으로 두어 약 개월간 개월 간격으로 채혈하였다5 1 .

나 항체역가 측정방법 및 결과( )

개월 간격으로 채혈된 혈청은 항체역가의 변화를 확인하기 위해1 microplate

를 실시하였다agglutination test(MAT) . 용 항원을MAT tryptose phosphate broth (Difco,
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에 접종하여 에서 시간 진탕 배양한 후 배양액을 농도 되도록 포르말린을USA) 37 6-8 0.3%℃

첨가한 후 일간 불활화한 후 분간 원심한 뒤 로 적정농도로 희석한 후2-3 7,000rpm, 10 PBS

용 항원으로 사용하였다 항원 액을 에서 로 진 희석하여MAT . stock 96 well microplate PBS 2

에서 의 크기가 약 정도의 희석단계를 항원의 최종 희석배수로4 pellet 1.0-1.5 MAT℃ ㎜

결정하며 실험에 사용하였다 모든 에 를 넣고 피검혈청을. 96 well microplate well 50 PBS㎕

넣고 진 희석한 후 항원을 모든 에 씩 넣고 에서 시간 반응시킨 후50 2 well 50 4 24㎕ ㎕ ℃

응집반응이 일어나는 최대희석배수를 혈청응집가로 인정하였다.

Figure 4-16. Confirming a antibody titer after inoculation.

항체역가는 차접종 주 후 및 차접종 주 후 최고 항체역가를 보인 뒤 약 개월까1 3 2 3 , 3

지는 거의 변화가 없다가 개월 이후 약간의 감소를 보여 관찰기관 개월동안 약 단계 배3 , 5 1 (2 )

의 역가 감소만이 확인되었다MAT .



- 63 -

3. S. 의 생균 백신 개발을 위한 연구Enteritidis

가. 생균백신 방어능 분석을 위한 공격접종균주의 선발

항생제 저항성 및 유전형 및 파아지형을 고려하여 아래의 균주에서 선발 하였다.①

Table 4-14. S. Enteritidis strains having antibiotic(NA and Rifampicin) resistance

No. IVK
Isolated

from
PFGE Resistance

Phage

type
Plasmid Time

4 IVK B01271 Chicken A1 NA-RA PT 21 1 　

22 IVK B01292 Chicken A1 NA-RA PT 1 1 　

49 IVK B01319 Chicken A1 NA-RA PT 1 2 　

77 IVK B01458 Chicken A1 AM-S-TIC-NA-RA PT 1 2 2005

79 IVK B01460 Chicken A1 AM-TE-S-TIC-NA-RA PT 1 1 2005

81 IVK B01462 Chicken A1 AM-TE-S-TIC-NA-RA PT 1 1 2005

106 IVK B01497 Chicken A1 AM-TE-S-TIC-NA-RA PT 1 1 2006

121 IVK B01356 Human A1 NA-RA PT 1 2 2005

162 IVK B01397 Human A1 NA-RA PT 1 2 2004

173 IVK B01408 Human A1 NA-RA PT 1 2 2006

이중 과 을 선발하여 와 이 함유된 배지에SE356 SE271 NA rifampicin②

접종하여 의 감소되는 정도를 확인하였다cfu .

와 에서 가장 이 적은 균주를 선발하고자 하였다NA Rifampicin %reduction .③

의 경우 에서도 상당이 균수가 감소되어 적당하지 않은 것으로Rifampicin 5ug/ml

나타났다.

의 경우 가장 적게 균수가 감소하는 균주를 에서 각각 주씩을 선발하였다NA SE 2 .④
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Table 4-15. Antibiotic resistance test of virulent S. Enteritidis strains

Strains

CFU(cfu/ml)

TSA

(control)

Nalidixic acid Rifampicin

30 /㎍ ㎖
%

reduction
50 /㎍ ㎖ 5 /㎍ ㎖

%

reduction
7.5 /㎍ ㎖

SE

271 1.7 10ｘ 10 1.6 10ｘ 10 5.8% 1.3 10ｘ 10 1.3 10ｘ 10 23.5% 6 10ｘ 9

356 7.2 10ｘ 10 6.7 10ｘ 10 6.9% 4.1 10ｘ 10 2.5 10ｘ 10 65.3% 2.1 10ｘ 10

상기의 표에서 나타났듯이 아 첨가된 배지에서도 의 균억제5 / rifampicin TSA 23.5~65.3%㎍ ㎖

가 나타났기 때문에 공격접종균주만 분리할 수 있는 선택배지로는 부적합한 것으로 나타났다.

이에 반면에 의 경우 첨가한 배지에서는 의 비교적 낮nalidixic acid (NA) 30 / 5.8~6.9%㎍ ㎖

은 균억제가 일어났기 때문에 의 농도로 공격접종균주 분리용 선택배지로 사용하였다30 / .㎍ ㎖

선발된 공격접종균주의 마우스에서의 병원성⑶

Table 4-16. challenge strains investigation in mice

의 경우SE271 LD50가 6.8X105 의 경우, SE356 2.4X104을 보여 이 다소 낮게SE356 strain

나타났다 최종적으로 과 을 공격접종균주로 선발하였다. SE356 SE 271 .

Strain
Dead/total

LD50

105cfu 106cfu 107cfu

SE
271 2/5 5/5 5/5 6.8×105

356 4/5 5/5 5/5 2.4×104
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나. S. 의 변이주Enteritidis polyphosphate kinase (ppk)

에 대한 영향(1) Heat shock

아래 그림에서 나타난 바와 같이 에서는 약 의 생존율을 보인 반면SE wild type (WT) 36.2%

에 과 변이주는 각각 들은 이하의 생존율을 보여 열처리에SEppk-1 SEppk-2 mutant 5.4%

대한 저항성이 소실된 것으로 나타났다 (Figure.4-17)

Figure 4-17. Heat-shock survival of WT and ppk mutants of S. Enteritidis.

(A) 5×103cfu/0.1 (B) 5×10㎖ 2cfu/0.1㎖
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⑶ S. 변이주의 침투성에 대한 영향Enteritidis ppk

에서 검사를 실시한 결과 변이주가 에 비해HeLa cell invasion SE ppk WT

정도로 침투성이 소실하였다 이러한 결과는 변이주가 병원성을 소실하였음74.1~92.4% . ppk

이 확인되었다(p<0.05).

Table 4-17. Invasion assay of S. Enteritidis WT and ppk mutants in HeLa cell line

에 의한 유전자의 의 확인PCR ppk deletion⑷

SE 의 경우 의 완전한 유전자가 검출된 반면 변이주들은 보다WT 2021bp ppk , ppk 2021

작은 정도 크기의 절편이 합성되었다 에서 증폭한 유전자와 과1700bp . SE WT SEppk-1

에서 합성한 유전자를 에 삽입한 후 염기서열을 분석한 결과 에서는SEppk-2 TOPO WT

에서 등재된 유전자와 동일한 염기서열의 의 염기서열이 확인된 반면에GeneBank ppk 2021bp

변이주에서는 사이의 가 결손된 염기서열을 지니는 것으로 확인되었다ppk 897~1200bp 303bp

(data not shown).

⑸ S 과 변이주의 증식성 비교. Enteritidis wild type ppk

동일한 접종량을 에 접종 후TSB 에서37℃ 배양한 후 시간에 를 측정한 결3, 6, 9 cfu

과 S 과. Enteritidis wild type S 변이주는 증식성에 있어서 별다른 차이가. Enteritidis ppk-2

나타나지 않았으나 S 변이주는 증식성이 다소 떨어지는 것으로 나타났다. Enteritidis ppk-1 .

동일한 균주를 에 접종하여 에서 시간 배양하면서 시간마다TSB 37 24 OD℃ 600 을측정하였다. S.

에 비해 두 종류의 변이주가 증식성이 떨어지는 것으로 나타났으Enteritidis wild type SEppk

나 유의적인 차이는 없는 것으로 나타났다(Figure 4-19).

Amount of

Inoculation
Mean

±SD

%

loss

Amount of Inoculation

Mean

±SD

%

loss1×10
4

cfu 1×10
3

cfu

1st 2nd 3rd 1st 2nd 3rd

SE(WT) 160 239 235 211±44 - 28 22 16 22±6 -

SEppk-1 3 2 69
24.7±38

.4
89.3 0 2 15 5.7±8.1 74.1

SEppk-2 1 48 0 16±27.4 92.4 1 5 1 2.3±2.3 89.5
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Figure 4-18. Grown patterns of S. Enteritidis wild type and PPK strain at 3, 6 and 9

hours.

Figure 4-19. Grown patterns of S. Enteritidis wild type and PPK strain in 24 hours.
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⑹ S 와 변이주의 마우스에서의 병원성 시험. Enteritidis wild type ppk .

S 과 변이주를 표 에서 나타난 농도로 마우스의 복강내. Enteritidis wild type ppk 4-18

로 접종한 후 주에 걸쳐 마우스의 생존성을 비교하여 병원성을 측정하였다2 . S. Enteritidis

에서는 전용량에 걸쳐 생존한 마우스가 없기 때문에 매우 높은 병원성을 지니는 것wild type

으로 나타났다 그러나 변이주에서는. ppk 10
9

를 접종한 마우스에서는 모두 생존하였고cfu

10
8

를 접종한 마우스에는 가 생존하였으며cfu 40~60% 10
7

를 접종한 군에서는 생존cfu 100%

율을 보여 에 비해 병원성이 많이 소실된 것으로 나타났다wild type (Table 4-18).

Table 4-18. Virulence of Salmonella Enteritidis wild type and ppk mutants in mice

type
Survivors/Total(%)

10
9
cfu 10

8
cfu 10

7
cfu

wt 0/5 (0) 0/5 (0) 0/5 (0)

ppk-1 0/5 (0) 3/5 (60) 5/5 (100)

ppk-2 0/5 (0) 2/5 (40) 5/5 (100)

⑺ S 와 변이주의 닭에서의 병원성. Enteritidis wild type ppk

에서 에서 나타난 바와 같이 의 경우 간에서 비장과 맹장Figure 4-20 wild type 40%,

에서는 의 가 검출되었다 그러나 변이주의 변이주에서는 간과 비장100% SE . SEppk SEppk-1

에서는 맹장에서는 의 검출율을 보였고 변이주의 경우 간에서는80%, 100% , SEppk-2 60%,

비장에서는 맹장에서는 의 검출율을 보였다 이러한 검출율은 보다80%, 100% . SE wild type

는 다소 낮은 것으로 나타나 병원성이 소실된 것으로 보여지나 경우 간과 비장에서 다소 낮은

수치의 검출율을 보였다 이러한 수치는 변이주가 보다는 병원성이 감소되었. SEppk wild type

지만 백신으로서 충분히 약독화 되지 않은 것으로 판단된다.



- 69 -

Liver Spleen Cecum Liver Spleen Cecum Liver Spleen Cecum

Wild type SE PPK1 SE PPK2
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0%

20%

40%

60%

80%

100%

120%

Figure 4-20. Recovery of S. Enteritidis wild type and ppk mutant from liver, spleen

and cecum of infected chickens.

또한 에 시험결과와 의 시험결과가 서로 상이할 수 있고 마우스에서의 병원성In vitro In vivo

이 소실되었다 하더라도 최종 목적동물인 닭에서는 병원성이 소실 되지 않을 수 있음이 확인

되었다 등 의 보고에 의하면. McMeechan [24] S. 의 변이주는 마우스와 닭Typhmurium ppk

에서 충분히 병원성이 소실되었으나 S. 에서는 병원성이 소실되지 않는 것으로 확Gallinarum

인되었다 동일한 살모넬라인데도 불구하고 결손 변이주가 살모렐라 혈청형에 따라 병원. ppk

성이 소실되거나 소실되지 않는 이유는 각 혈청형에 따른 병원성의 차이와 숙주 영역에 따른

차이라고 설명하고 있다 그러나 본 연구과제에서 나타났듯이. S. 가 닭에서 병원성Enteritidis

이 소실되지 않는 이유는 앞서 발표된 연구고찰과는 다름을 제시한다 따라서 각 혈청형에 따.

른 병원기전의 차이가 다르기 때문으로 사료된다 또한 실험실적으로 변이주가 약독화. ppk

된 것으로 관찰되었고 마우스에서도 병원성이 다소 소실된 것으로 나타났으나 닭에서는 병원,

성의 차이가 없는 것으로 볼 때 목적동물을 가지고 병원성 소실을 정확히 판단하는 것이 약독

화 변이주를 스크리닝하는데 직접적이고 효율적이라는 판단이 든다 비록. S. 에서Enteritidis

는 병원성이 소실되지 않는 것으로 나타났지만 본 연구는 세계 최초로 변이주에 대한 병원ppk

성 소실 유무를 관찰하는데 의의가 있다고 볼 수 있다.



- 70 -

다. S. Enteritidis의 영양요구성 변이주 주(aroA )

국내에서 분리된 S. 에 대한 영양요구성 백신을 제조하기 위하여 방향족 아Enteritidis

미노산의 생합성 과정에 관여하는 유전자를 시킨 뒤 성장률을 비교 관찰하였다aro A mutation .

⑴ S. 로부터 유전자의 클로닝Enteritidis aro A

㈎ S. 의 전염성을 간직한Enteritidis target gene aro 를A cloning.

SerC 1.1kb AroA 1.3kb Ycal 750bp

Sequencing 1 Sequencing 2 Sequencing 3 Sequencing 4

Sequencing 5 Sequencing 6 Sequencing 7

SerC 1.1kb AroA 1.3kb Ycal 750bp

Sequencing 1 Sequencing 2 Sequencing 3 Sequencing 4

Sequencing 5 Sequencing 6 Sequencing 7

S. Typhimurium, S. Enterica, S. 의 부분 비교 후Gallinarum AroA homology S.

와 가장 유사한Enteritidis S. Enterica에서 제작primer .

㈏ 확보된 S. Enteritidis를 에서 를 공급하면서 키웠minimal media aromatic amino acid

다.

를 뽑은 후 을 이용하여Chromosomal DNA polymerase chain reaction aroA㈐

을gene S. 의 에서 증폭시켰다Enteritidis chromosomal DNA .

① S. 에서Enteritidis genomic DNA preparation.

를 하기 위해 확보: aroA PCR genomic DNA .

② S. 에서Enteritidis genomic DNA aroA PCR.

정도되는 를 후 하기 위해 정도로 나눠서: 1.3kb aroA PCR sequencing 650bp PCR.
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Figure 4-21. PCR of S. Enteritidis genomic DNA hybridized with PCR product of aro A gene.

Table 4-19. Nucleotide and deduced amino acid sequence of aro A gene in

S. Enteritidis
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와 후SerC Ycal PCR sequence⑵

재조합을 위해 의 앞뒤 유전자가 필요하여aroA S. 에서 앞뒤 유전자Enteritidis aro A

와 을 찾아 를 제작하여 후 하였다SerC Ycal primer PCR sequencing (Fig.4-22).

Figure 4-22. PCR of S. Enteritidis genomic DNA hybridized with PCR product of SerC and Ycal gene.

Table 4-20. Nucleotide and deduced amino acid sequence of SerC and Ycal gene in

S. Enterica.
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와 와 사이의SerC aro A/ aro A YcaL sequence⑶

와 그리고 와 사이의 염기서열을 알기 위해 각각의 제작SerC aro A aro A YcaL primer

후 시행하였다PCR (Figure 4-23).

Figure 4-23. PCR of S. Enteritidis genomic DNA hybridized with PCR product of between

SerC and aro A, between aro A and YcaL gene.
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Table 4-21. Nucleotide and deduced amino acid sequence of between SerC and aro A,

between aro A and YcaL gene in S. Enteritidis

⑷ S. 에서 를 모두 포함한 유전자Enteritidis SerC, aro A, Ycal

S. Enteritidis에서 를 모두 포함한 유전자를 을 시행하였다 전체SerC, aro A, Ycal PCR .

를 포함한 결과는 였다3.3kb (Figure 4-24).

Figure 4-24. PCR of S. Enteritidis genomic DNA hybridized with PCR product of SerC,

aro A, YcaL gene.
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T vector ligation⑸

부분 를 에 을 실시한 뒤 가aro A 3.3Kb PCR product T vector ligation , T vector suicide

가 되는지 시험하기 위하여 을 시행하였다vector PCR (Figure 4-25).

Figure 4-25. PCR after T vector ligation.
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유전자의 클로닝Mutant aro A⑹

유 무를 확인하기 위해 인 를 넣Conjugation , selection marker Kanamycin cassette

고 를 첨가하는 제작하였다enzyme site aroA 100bp deletion primer .

Ser C Y calAro A

100bp deletionFrog 1 Frog 2

F1 R1 R2F2

Frog 1 Frog 2BamH Ι

KM-R

3000 bp

2000 bp
1500 bp

M 1 2

Figure 4-26. PCR of aro A 100bp deletion.
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앞의 를 이용하여 된 약 와 두 개의 산primer aroA 100bp deletion 1.8kb 1.5kb PCR

물을 얻었다 각각의 산물을 에 삽입하고(Figure 4-26). PCR pGEM-T easy vector

을 맡겨 확인하였다 그리고 각각의 산물을 제한효소 을 처리한 후 두 산sequencing . BamHⅠ

물을 하였으며 그 사이에 를 삽입하였다ligation Kanamycin casset(pS43-Km3) .

이렇게 제작된 재조합 유전자를 에 형질전환하기 위해 제한mutant aroA Salmonella

효소 를 처리하여 해준 후 하였다 이 포함된Sac linearization electroporation . KanamycinⅡ

에 키웠다LB plate .

⑺ 의 선별Mutant Salmonella

이 포함된 에서 자란 들 중에 원하는 를Kanamycin LB plate colony mutant salmonella

선별하기 위해 최소배지 와 가 포함된 혼합배지 에 각각 키웠다plate aromatic amino acid plate .

그리고 가 포함된 혼합배지 에서 잘 자라는 만 선택하였다aromatic amino acid plate colony .

정상적인⑻ S. Enteritidis와 aroA mutant S. Enteritidis의 성장률 비교

위의 결과로 만들어진 aroA mutant S. Enteritidis의 성장률을 실험하였다. LB

에 과 를 키운 뒤 각각의+kanamycin medium 3ml control aroA mutant Salmonella , sample

을 최소배지 와 방향족 아미노산 혼합 배지(minimal medium) (aromatic amino mix minimal

에 씩 넣고 을 하였다medium) 20ml 20 37 , shaking incubation . 0, 1, 3, 5, 7, 22, 24,㎕ ℃

별로 값 측정하여 성장률을 비교 관찰하였다28, 30, 46, 48H O.D600 .

성장률 비교 결과 대조군 최소배지 와 대조군 혼합 배지- (C-m) -aromatic acid (C-Aam)

의 경우 두군 간에 배지에 따른 성장률의 차이는 보이지 않았다 반면에 실험군 최소배지, . -

와 실험군 혼합 배지 의 경우 성장률의 큰 차이를 보였다 즉(M-m) -aromatic acid (M-Aam) . ,

실험군 최소배지의 경우 시간에 따른 성장률에 큰 변화가 없는 반면 실험군- , - aromatic acid

혼합 배지의 경우 대조군의 실험과 유사한 양상을 보였다(Figure 4-27).
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에서 키운Figure 4-27. C-m: minimal medium control; C-Aam: Aromatic amino minimal

에서 키운 에서 키운medium control; M-m: minimal medium mutant ;

에서 키운M-Aam: Aromatic amino minimal medium mutant

(9) Intracellular survival test

을 에Cell(Raw 264.7) 24-well 5×104 로 을 깔아 후/well cell 18h incubation control

S. Enteritidis, aroA mutant S. 을 배양 후 키워 둔 에 하Enteritidis cell(Raw 264.7) treat

여 각각 를 측정하여2h, 6h, 14h cfu(Colony forming Unit) S. 의 을Enteritidis aroA gene

시키는 것이 에 어떤 영향을 끼치는지 알아본 결과mutation intracellular survival S.

Enteritidis 을 한 실험군은 에서 이미 로wild type treat 2h 4.7cfu aroA mutant S. Enteritidis

을 한 대조군의 에 비해 이 현저히 낮았으며 이 지난 후엔treat 138cfu survival rate 16h S.

Enteritidis 을 한 실험군은 이 남아 있지 않았다 그리고 이wild type treat survival cell . 24h

지난 후에도 aroA mutant S. 을 한 대조군 은 남아 있었다 이로써Enteritidis treat cell 4.3cfu .

aroA mutant S. 균주가Enteritidis S. Enteritidis 균주에 비해 병원성이 급격히 소wild type

실되었음을 알 수 있었다(Figure 4-28).
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Figure 4-28. Intracellular survival test. control : S. Enteritidis wile type, mutant : aroA

mutant S. Enteritidis

라. S. 의 온도 변이주 주Enteritidis (ts )

⑴ S 온도변이주 의 제조 및 스. Enteritidis (temperature sensitive mutant; ts mutant)

크리닝

제조한 온도변이주를 을 한 후 및 에서 배양한 후 에서replica plating 28 37 28℃ ℃ ℃

집락을 형성하나 에서는 집락을 형성하지 않는 온도변이주를 일차로 선발하였다 일차로37 .℃

선발된 온도변이주를 및 에서의 의 차이를 비교하여 최종 온도변이주를 선발하28 37 CFU℃ ℃

였다 선발한 결과는 에 나타냈다 의 경우 의 경우 및. Table 2-3 . SE369 wild type 28 3℃

에서 균수는7 10℃ 10 로 비슷한 결과 나타났고 는 에서cfu , ts mutant 28 10℃ 9 10～ 11 로 나타cfu

났지만 에서는 주의 온도변이주가 모두 자라지 않았다 닭에서 분리된 주의 경우37 10 . SE277℃

은 및 에서 균수는wild type 28 37 10℃ ℃ 10 로 나타났으나 온도 변이주중 한주만이 에cfu 28℃

108 로 나타났고 에서는 전혀 증식이 되지 않는 온도 변이주를 선발하였다cfu 37 (Table℃

에서는 과 균주들을 비교했을 때 균주들이 성장4-22). 37 wild type ts mutant , ts mutant℃

이 급격히 줄어드는 상황을 볼 수 있다(Figure 4-29).
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Table 4-22. The recovery rate of S. Enteritidis wild type and temperature sensitive

mutant

Figure 4-29. Recovery rate of S. Enteritidis wild type and ts mutant strains at 28 and 37 .℃ ℃
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온도변이주의 마우스에서의 병원성 시험⑶

S 온도변이주의 병원성 시험을 마우스를 대상으로 실시하였다. Enteritidis . wild

의 경우 의 경우type SE369 10
9
접종시 모두 폐사하였고 10

8
과 10

7
접종시 각각 및cfu 20%

의 생존율을 보였으나 온도변이주는 모두 접종량에 관계없이 생존율을 나타냈다40% 100% .

경우 접종량에 관계없이 모두 폐사하였으나 온도변이주는 모두 생SE277 wild type 277-ts

존하는 것으로 나타나 온도변이주의 병원성은 거의 없는 것으로 나타났다 (Table 4-23).

Table 4-23. Safety of the temperature sensitive mutants and the parental WT strains

of Salmonella Enteritidis in mice

Strains type
Survivors/Total(%)

109cfu 108cfu 107cfu

SE 369

(human)

WT 0/5 (0) 1/5 (20) 2/5 (40)

ts-1 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)

ts-2 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)

ts-3 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)

ts-4 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)

ts-5 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)

ts-6 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)

ts-7 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)

ts-8 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)

ts-9 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)

ts-10 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)

SE 277

(chicken)

WT 0/5 (0) 0/5 (0) 0/5 (0)

ts-1 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)
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마. S 의 변이주에서. Enteritidis ppk 온도변이주 변이주 주(ppk +ts )

⑴ S 의 변이주에서. Enteritidis ppk 온도변이주의 제작

이미 제작된 변이주ppk (SEppk-1, SEppk-2, IVK B01341)를 대상으로 온도변이주를

만들었다. 상기에서 기술한 방법으로 만들었고 및 에서 증식성을 관찰한 결과 아래28 37℃ ℃

와 같은 결과를 얻었다(Table 4-24, figure4-30).

S 균주는 및 에서 균수는. Enteritidis PPK 28 37 10℃ ℃
9

이상으로 나타났다cfu . PPK

의 는 에서 에 균수는ts mutant ts-4, 5 28 10℃
10

로 나타났고 에서 자라지 않았다cfu 37 .℃

은 에서TS-1, 3, 6, 7 37 10℃
3 4～

로 나타났다cfu .

에서는 자라지 않는 것이 확인된37℃ 가 변이주로써 가장 적DTS SE PPK TS3-2-2

합한 균주라 생각이 되어 최종 생균백신주로 를 선발하였다DTS SE PPK TS3-2-2 .

Table 4-24. The recovery rate of S. Enteritidis PPK and temperature sensitive mutant

Strain
CFU(cfu/ )㎖

28℃ 37℃

SE 227

wt 7.5 10ｘ 9 1.2 10ｘ 10

ppk 6.2 10ｘ 9 1.5 10ｘ 10

ppk ts-1 6.0 10ｘ 9 3 10ｘ 3

ppk ts-2 1.4 10ｘ 9 6.0 10ｘ 6

ppk ts-3 5.2 10ｘ 9 1.0 10ｘ 3

ppk ts-4 6.6 10ｘ 10 0

ppk ts-5 3.94 10ｘ 10 0

ppk ts-6 3.1 10ｘ 9 2.1 10ｘ 4

ppk ts-7 1.0 10ｘ 10 2.8 10ｘ 3

IVK

B01341

DTS SE PPK TS3-2-1 4.4 x 109 4 x 102

DTS SE PPK TS3-2-2 5.2 x 109 0

DTS SE PPK TS3-3-1 5.5 x 109 1 x 102

DTS SE PPK TS3-3-2 6.2 x 109 1 x 102

DTS SE PPK TS3-6-1 6.8 x 109 1 x 102

DTS SE PPK TS3-6-2 5.6 x 109 1 x 102
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Figure 4-30. Recovery rate of S. Enteritidis PPK, wild type and ts mutant strains

at 28 and 37℃ ℃.
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⑵ S 의 변이주에서. Enteritidis ppk 온도변이주 의 마우스에서의 병원성(ppk+ts)

S 과 변이주 온도변이주를 마우스에서의 병원성을 측정하였. Enteritidis wild type ppk +

다 표 에서 나타난 농도로 마우스의 복강내로 접종한 후 주에 걸쳐 마우스의 생존성을. 4-25 2

비교하여 병원성을 측정하였다. S 에서는 전용량에 걸쳐 생존한 마우스. Enteritidis wild type

가 없기 때문에 매우 높은 병원성을 지니는 것으로 나타났다 그러나 변이주에서는. ppk 10
9
cfu

를 접종한 마우스에서는 모두 생존하였고 10
8

를 접종한 마우스에는 가 생존하였으cfu 40~60%

며 10
7

를 접종한 군에서는 생존율을 보여 에 비해 병원성이 많이 소실된cfu 100% wild type

것으로 나타났다 그러나 변이주 온도변이주는 접종량에 관계없이 모두 생존한 것으로. ppk +

나타나 변이주보다 병원성이 더 많이 소실된 것으로 나타났다ppk .

Table 4-25. Safety of the ts mutant and the parental wt strains of

S. Enteritidis in mice

Strains type
Survivors/Total(%)

109cfu 108cfu 107cfu

SE 227

wt 0/5 (0) 0/5 (0) 0/5 (0)

ppk 0/5 (0) 3/5 (60) 5/5 (100)

ppk ts-1 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)

ppk ts-2 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)

ppk ts-3 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)

ppk ts-4 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)

ppk ts-5 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)

ppk ts-6 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)

ppk ts-7 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)



- 85 -

바. S 의 변이주를 사용한. Eenteritidis aroA 온도변이주 주 주(aroA +ts )

⑴ S 의 변이주에서. Enteritidis aroA 온도변이주의 제작

협동과제에서 만든 변이주 두 주를 대상으로 온도변이주를 제작하였다 총2 SE aroA .

주의 온도변이주가 만들어졌다 변이주 및 균주는 및 에서 균수는1 . AroA wild type 28 37℃ ℃

10
9

로 나타났고 변이주 는 에서cfu aroA + ts mutant 37 10℃
5
로 나타났다(Table 4-26).

Table 4-26. The recovery rate of S. Enteritidis aroA and temperature sensitive mutant

Figure 4-31. Recovery rate of S. Enteritidis nucleic acid and ts mutant strains

at 28 and 37 .℃ ℃

Strain
CFU(cfu/ )㎖

28℃ 37℃

SE

wt 6.3 10ｘ
9

8.1 10ｘ
9

B 46 (aroA mutant) 4.6 10ｘ 9 6.5 10ｘ 9

W1 (aroA mutant) 7.4 10ｘ 9 8.4 10ｘ 9

W1 (ts-1) 6.7 10ｘ 9 2.7 10ｘ 5
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⑵ S 의 변이주를 사용한. Enteritidis aroA 온도변이주의 마우스에서의 병원성 시험

S 균주는 생존율 모두 였다. Enteritidis wild type 0% . S 변이주의. Enteritidis aroA

경우 10
9

에서 생존율 였고cfu 0% 10
8

및cfu 10
7

에서 모두 로 나타났다 그러나cfu 100% . aroA

변이주 온도변이주는 접종량에 관계없이 로 나타나 병원성이 많이 소실된 것으로 나타+ 100%

났다 (Table 4-27).

Table 4-27. Safety of the aroA and aroA+ts mutants of Salmonella Enteritidis

inoculated to mice

Strains type
Survivors/Total(%)

10
9
cfu 10

8
cfu 10

7
cfu

SE 227

wt 0/5 (0) 0/5 (0) 0/5 (0)

B46 0/5 (0) 5/5 (100) 5/5 (100)

W1 0/5 (0) 5/5 (100) 5/5 (100)

W1 ts-1 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)
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사. S 의 변이주를 사용한 변이주. Eenteritidis ppk aroA 변이주 변이주(ppk +aroA )

⑴ S 의 변이주에서. Enteritidis ppk aroA변이주의 제작

을 가진mutant ppk gene S. Enteritidis 에서 전염성을 간직한 의strain Aro A gene

기능을 상실시켜 를 만들었을 때 그 영향을 알아보고자 한다double mutant .

실험의 개요㈎

의 일부를 시키기 위한Aro A gene deletion cloning㈏

유 무를 확인하기 위해 인Conjugation , selection marker chloramphenicol cassette

를 넣고 를 첨가하는 제작enzyme site aro A 100bp deletion primer .

① primer sequence

F1 : ATG GCT CAG GTC TTT AAT TTT AG

R1 : AAA GGA TCC ACC AGT TCG CCT TTA ACG

F2 : AAA GGA TCC ACA GTA TCA CTC TCC AGG

R2 : TTA CTT TTT ATC TTC GGC AAT TC
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② 조건PCR

94℃ 5min

94℃ 1min

30 cycle60℃ 1min

72℃ 1min

72℃ 10min
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③ Cloning each PCR products into pGEM-T easy vector

④ Sequencing

⑤ Ligation each fragments

⑥ Insert chloramphenicol resistant cassette(pS34-Cm)

Electroporation into㈐ S. Enteritidis

에 키워 자란 만 선별하여 와Chloramphenicol plate colony minimal medium plate

에 가 포함된 에서 선별 작업을 거친다 그 결과minimal medium aromatic compound plate .

에 키워 자란 는 총 였으며 이Chloramphenicol plate colony 36 plate 1872 colony colony

모두 와 에 가 포함된 에서minimal medium plate minimal medium aromatic compound plate

선별 하였으나 모든 가 와 에colony minimal medium plate minimal medium aromatic

가 포함된 에서 모두 자라 된 을 가진 을 얻compound plate deletion aroA gene mutant strain

을 수 없었다 따라서 본 연구에서는 와 유전자 이중 결손변이주를 확. S. Enteritidis aroA ppk

보하지 못했다.
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아. S 의 단일 변이주들과 더블 변이주들의 비교 실험. Enteritidis

상기 제작한 단일 변이주들 변이주 온도변이주 변이주 과 더블 변이주(ppk , , aroA ) (ppk +

온도변이주 온도변이주 변이주 들에 대한 안정성 및 면역원성 확인 시험, aroA+ , aroA+ppk )

⑴ S 온도변이주들 의 안정성 조사. Enteritidis (ts, ppk+ts, aro+ts)

목적㈎

제조한 S 온도변이주들 이 지속적으로 안정성이 있는. Enteritidis (ts, ppk+ts, aro+ts)

지를 파악하기 위함

방법㈏

실험실내에서 배지에서 에서 회 계대배양 을 실시한 후LB 28 5 (blind passage) 37℃ ℃

와 에서 를 측정하여 를 산출하였다28 cfu reversion rate .℃

결과㈐

회 계대배양 후Table 4-28. 5 S 온도변이주의. Enteritidis reversion rate

Strain 37℃ 28℃

SE277-ts 1X102 7.9×109

SEppk-ts 0 6.5×109

SEaro-ts 10-2희석단계에서 TNTC 1.2×1010

① 최종 선발한 세 가지 온도변이주를 회 계대배양한 후 와 에서 증식SE 5 37 28℃ ℃

성을 비교한 결과 의 경우 에서는 여전히 증식하지 않은 온도감수성을 유지한, SEppk-ts 37℃

반면 는 에서 약 개의 가 의 경우 에서 상당히 많은 수, SE277-ts 37 100 cfu SEaro-ts 37℃ ℃

의 균증식이 되어 복원되었다.
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마우스에서 생균백신의 방어율 시험⑵

목적㈎

닭에 적용하기전에 마우스에서 온도변이주 및 기타 변이주에 대한 방어력을 시험하고

자 실시하였으며 이를 통해 닭에 사용할 수 있는 최종적인 생균백신후보균주를 선발하고자 함.

방법㈏

① 생균백신후보균주 : SE 369 ts-8, 277 ts-1, ppk, ppk:ts-3, ppk:ts-4,

aroA(B46), aroA(W1), aroA(W1):ts-1.

② 공격접종 균주: SE B271 (LD50: 6.8×10
6

cfu/ml)

③ 선택된 균주를 에 접종하여 에서 시간 배양한다 온도 변이주는TSB 37 18 . ( 28℃ ℃

에서 배양한다)

④ 배양된 균주를 아래 표 대조하여 균수를 맞춘 후 주령 마우스에 씩(cfu) 6-8 0.1ml

복강으로 접종한다 접종 주 후 선발된 공격 균주 사용하여. 3 100LD50로 복강으로 접종한다.

⑤ 접종 후 주에 폐사유무를 관찰한다3 .

⑥ 주 후 부검하여 간 및 비장 채취하여 균수를 측정한다3 .

⑦ 폐사 전 채혈하여 혈청검사 실시한다.

시험결과㈐

방어력 시험결과 와 이 가장 우수한 방어효과를 나타냈고 백신접종ppk::ts-3 277ts-1

에 대한 부작용도 없는 것으로 나타났다 또한 도 비록 의 생존율을 보였지만. ppk::ts-4 90%

비교적 방어효과가 좋은 것으로 나타났음.

생균백신의 공격접종에 대한 방어효과Table 4-29. SE

Mutant Dose (cfu) survivor/tested (%) Remark

ppk 107 0/10 (0) 백신접종 후 모두 폐사

ppk:ts-3 109 10/10 (100) 공격접종 후 약간 거칠

ppk:ts-4 109 9/10 (90) 아주 건강히 생존

277ts-1 109 10/10 (100) 아주 건강히 생존

369ts-8 109 2/10 (20)

aroA(B6) 108 5/10 (50) 백신접종후 거칠

aroA(W1 108 6/10(60) 백신접종후 거칠

aroA(W1):ts-1 109 5/10 (50)

무접종대조군 - 0/10 (0) 일째 모두 폐사4
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임상적용 가능한 폴리인산키나아제결손 및 온도 감수성⑶ S. 변이주Enteritidis

와 온도 감수성(ppk+ts) S. 변이주 대한 닭에서의 면역원성 확인시험Enteritidis (ts)

실험의 개요㈎

를 이용한 방어율 시험을 통하여 가장 우수한 방어효과를 나타내고 백신접종에Mouse

대한 부작용도 없는 것으로 확인된 백신 균주 와 를 사용하여 닭에서의 면역ppk:ts-3 277ts-1

원성 확인시험을 진행하였다.

시험방법㈏

① 백신후보균주

균주명 설명 생존율mouse

PPK:ts-3
폴리인산키나아제결손 및 온도 감수성

S. 변이주Enteritidis
100%

277ts-1 온도 감수성 S. 변이주Enteritidis 100%

② 시험방법

가지 백신 후보균주에 대하여 각 그룹별로 주령의 닭 수에 주 간격으로 회2 2 SPF 10 3 2

백신접종(1 x 109 을 경구를 통해 실시하였고 무접종 대조군 수를 두어 함cfu/dose/0.5mL) , 10

께 시험하였다 차 백신접종 주 후 모든 닭에서 씩 채혈한 뒤 에 내성이. 2 2 , 2ml , Nalidixic acid

있고 병원성이 높은 균주로 선발된 공격접종 균주를 사용하여 공격 접종 (1 x 108 cfu /

하였다 공격접종 주 뒤 채혈하여 항체역가의 변화를 확인하기 위해dose/0.5mL) . 2 ,

를 실시하였다 그 방법은 다음과 같다microplate agglutination test (MAT) . .

용 항원을 에 접종하여 에서 시간MAT tryptose phosphate broth (Difco, USA) 37 6-8℃

진탕 배양한 후 배양액을 농도 되도록 포르말린을 첨가한 후 일간 불활화한 후0.3% 2-3

분간 원심한 뒤 로 재부유한 후 용 항원으로 사용하였다 로 재부유시7,000rpm, 10 PBS MAT . PBS

킨 항원 액을 에서 로 진 희석하여 에서 의 크기가 약stock 96 well microplate PBS 2 4 pellet℃

정도의 희석단계를 항원의 최종 희석배수로 결정하며 실험에 사용하였다1.0-1.5 MAT . 96㎜

모든 에 를 넣고 피검혈청을 넣고 진 희석한 후 용 항well microplate well 50 PBS 50 2 MAT㎕ ㎕

원을 모든 에 씩 넣고 에서 시간 반응시킨 후 응집반응이 일어나는 최대희석배수를well 50 4 24㎕ ℃

혈청응집가로 인정하였다.
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시험결과㈐

폴리인산키나아제결손 및 온도 감수성 S. 변이주 와 온도 감수성Enteritidis (PPK:ts-3)

S. 변이주 대한 닭에서의 면역원성 확인시험에서 확인된 항체역가Enteritidis (277-ts1) MAT

는 아래와 같다.

시험결과 폴리인산키나아제결손 및 온도 감수성MAT S. 변이주의 닭에서Enteritidis

의 면역원성이 확인되었다 이 결과에 따라 폴리인산키나아제결손 및 온도 감수성. S.

변이주의 항원함량에 따른 닭에서의 면역원성의 차이를 확인 및 공격접종 후 비장Enteritidis ,

간장 및 맹장에서의 공격균주 재분리를 통한 효능평가를 최종 확인하고자 한다.
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폴리인산키나아제결손 및 온도 감수성⑷ S. 변이주에 대한 닭에서의 방어능조사Enteritidis

실험의 개요㈎

를 사용하여 안전성 및 방어율 시험을 통하여 가장 우수한 방어효과를 나타내고Mouse

백신접종에 대한 부작용도 없는 것으로 확인된 백신 균주인 를 사용하여 닭에서의PPK:ts-3

방어능 조사를 진행하였다.

시험방법㈏

① 실험균주

백신균주를 에 하고 에서 배양한 뒤 단일콜로니TSA streaking 28 overnight℃

를 에 접종하여 에서 시간 배양한다 배양된 균주를 로 회 하고 난TSB 28 18 . PBS 3 washing℃

뒤 균수 측정을 위한 을 하여 균수를 확인 한 뒤, sampling 2 x 10
9

이 되도록 균수 함량cfu/ml

을 조절하여 백신접종에 사용하였으며 공격접종 균주는 동일한 방법으로 진행하되 배양온도를,

로 변경하여 배양하고 균수는37 , 2 x 10℃ 8 이 되도록 균수 함량을 조절하여 공격접종균cfu/ml

주로 사용하였다.

구분 균주명 설명 접종량

백신균주 ppk:ts-3
폴리인산키나아제결손 및 온도 감수성

S. 변이주Enteritidis
1 x 109cfu/dose

공격접종균주 B271 S. 야외분리주Enteritidis 1 x 108cfu/dose

동물시험②

주령의 닭 수를 준비하여 무작위로 수씩 그룹으로 나눈다 첫3-4 SPF 24 8 3 .

번째 그룹은 을 피하접종PPK:ts-3 (1 x 109 두 번째 그룹은 을 경cfu/dose/0.5mL), PPK:ts-3

구접종(1 x 109 하고 마지막 그룹은 무접종 대조군으로 두고 주 뒤 대조군cfu/dose/0.5mL) 2 ,

을 포함한 모든 닭에 에 내성이 있고 병원성이 높은 공격접종 균주를 사용하여Nalidixic acid

공격 접종(1 x 108 을 하였다 공격접종 일과 일 뒤 각 그룹마다 수씩 부cfu/dose/0.5mL) . 7 14 4

검하여 간 비장 및 맹장내용물에서 공격접종균주의 재분리를 시도하였다, .

공격접종균주의 분리③

부검하여 얻어진 간 비장 및 맹장내용물을 냉장상태를 유지하면서 실험실로,

옮겨와 각각의 을 무균적인 작업을 통해 무게를 측정한다 간과 비장은 를sample . Tissuelyzer

사용하여 조직을 잘게 분해한 뒤 에는 의 를 넣어 잘 혼합하고 맹장내용물에는1ml BPW , 5ml
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의 를 넣어 잘 혼합한다 각각의 를 가 포함되어 있는BPW . sample 100ul Nalidixic acid SS

에 접종하여 에서 시간 배양하여 검은 색을 띄는 집락의 수를 확인한agar(Difco, USA) 37 24℃

다.

시험결과㈐

폴리인산키나아제결손 및 온도 감수성 S. 변이주 대한 닭에서Enteritidis (PPK:ts-3)

간 비장 및 맹장내용물에서의 공격접종균주의 재분리 결과는 아래 그림과 같다, .
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폴리인산키나아제결손 및 온도 감수성⑸ S. 변이주 대한 닭에서의 방Enteritidis (PPK:ts-3)

어능 재시험

실험의 개요㈎

생균백신의 공격접종 후 재분리 시험에 대한 재현성을 확인하기 위하여 재시험을SE

실시하였다.

시험방법 및 결과㈏

백신 접종군과 대조군만으로 상기와 동일한 방법으로 재시험을 실시한 결과 맹장내용,

물과 간에서의 백신접종군에서는 공격접종균주가 전혀 분리되지 않았고 대조군에서만 공격접

종균주가 분리되었으며 비장에서는 백신접종군의 재분리 정도가 대조군에 비해 월등히 낮아,

생균백신에 의한 닭에서의 방어능에 대한 효과가 있음을 다시 한 번 확인하였다.

개발된 백신에 대한 의 공격접종에 대한 교차 방어효과 시험S. Gallinarum⑹

실험의 개요㈎

이번에 개발된 생균 백신과 불활화 백신에 대하여SE S. 에 대한 교Gallinarum (SG)

차 방어효과를 확인하기 위하여 백신접종 후 병원성이 확인된 야외주를 이용하여 공격접, SG

종을 실시하였다.

공격접종 균주의 LD㈏ 50 확인 시험

개발된 백신의 교차 방어시험에 앞서 공격접종에 사용될 야외균주의 공격접종SG SG

농도 결정시험을 실시하였다 주령의 갈색 산란계 수를 준비한 뒤 무작위로 수씩 개. 3-4 20 , 5 4

의 그룹으로 나누어 1.07×106 ~ 1.07×109 을 각각 경구와 피하에 동시에 씩 접CFU/ml 0.5ml

종한 뒤 주 동안 폐사여부를 관찰한 결과 아래와 같이 공격균주의 농도에 따른 폐사율을 확2

인할 수 있었다 이 결과를 바탕으로 백신의 교차방어시험의 공격접종 농도를.

1.07×108 로 결정하였다CFU/dose .

Group
공격접종 일후 재분리균수3 (CFU/gram)

Cecal contents liver spleen

백신접종군 0 0 1433

대 조 군 41 1.5 6642
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교차방어시험㈐

주령의 갈색 산란계 수에 대하여 아래와 같이 그룹을 나누어 생균백신과 불3-4 32 SE

활화백신을 접종하고 양성대조군으로 생균백신 주 을 접종한 뒤 주 뒤 무접종 대조군SG (9R ) 3

과 함께 공격접종을 실시하고 주간 관찰하였다2 .

그룹 백신 No. of chicken Inoculation route

1 생균백신SE 10 피하

2 불활화백신SE 10 근육

3 생균백신 주SG (9R ) 6 피하

4 무접종 대조군 6 -

시험결과㈑

생균 및 불활화백신은 에 대하여 의 방어율을 보여 교차 방어능이 있는 것SE SG 70%

으로 확인되었으며 에 대한 교차 방어율은 주 생균백신 비하여 약 의 높은, SG SG(9R ) 83.3%

교차방어율을 확인하였다.

그룹 접종농도 (CFU/dose) 폐사수 접종수 폐사율/ ( ) 비고

1 1.07×10
6

3/5 (60%)

2 1.07×10
7

5/5 (100%)

3 1.07×108 5/5 (100%) 공격접종농도로 결정

4 1.07×109 5/5 (100%)
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개발된 생균변이주의 점막면역 유도에 대한 조사⑺

본 연구과제를 통해 개발된 변이주을 대상으로 점막면역유도에 대한 조사를 아래와 같

은 방법으로 실시할 예정이다 점막면역유도 실험은 생균백신의 허가에 반드시 필요한 항목이.

다.

마우스에 접종한 후 일정기간마다 채취한 분변내에 를 를 이용하여 측정IgA ELISA㈎

혈청내 살모넬라 특이적인 를 로 측정IgG, IgG1, IgA ELISA㈏

또는 장간막 림프절에서 분리한 을 사용하여 특이 를Peyer's pathch B cell IgA㈐

를 이용하여 측정ELISPOT

상호 역가비교를 통해 장점막 면역을 가장 잘 유도하는 살모넬라 약독화균주의 선발㈑
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제 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도4

년도 연구목표 연구개발목표의 달성도 관련분야의 기술발전 기여도

차년도1

계란 계육 및 닭에서- ,

의 S. 의 분Enteritidis

리 동정 및 불활화 백

신용 백신균주 선발

국내에서 분리된- S.

의 특성Enteritidis

규명

계란 및 계육에서-

분리된 S.

와 식중독을Enteritidis

일으킨 사람에게서

분리된 S.

와의 연관성Enteritidis

분석

계란 및 계육 유래-

식중독 원인 S.

의 선발Enteritidis

- S. 의 목표Enteritidis

유전자 유전자의aro

제작

계란 계육 및 사람에서- ,

S. 의 분리주를Enteritidis

목표한 수량에 근접하게

분리 동정하였고 이에대한

항생제 내성 유전형, PFGE

분석 및 형 분석을phage

실시하였음.

분석된 자료를 통해 국-

내에서 사람분리주와 닭

분리주간의 연관성을 분석

하였음.

이러한 자료를 통해- S.

국내 분리주 중Enteritidis

에 불활화 백신 및 생균백

신후보주를 선발하였음.

대사성변이주의 일환으-

로 S. 의Enteritidis AroA

변이주를 제작하였음 따.

라서 당초목표대로 100%

달성도를 보였음.

닭과 사람에서 분리된-

S. 분리주의Enteritidis

특성 및 유전형 파아지형,

비교는 국내 최초임.

이러한 결과는- S.

의 닭과 사람과Enteritidis

의 역학적 특성을 규명하

는데 중요한 자료로 활용

할 것이라 판단됨.

또한 국내분리주를 사- ,

용하여 S. 대Enteritidis

사변이주인 변이주aroA

개발은 국내에서 최초임.
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년도 연구목표 연구개발목표의 달성도 관련분야의 기술발전 기여도

차년도2

- S. 불활화Enteritidis

시험백신의 효과분석,

임상적용 및 생산공정

연구

폴리인산키나아제결손-

S. 변이주Enteritidis

의 개발 및 안전성 연

구

- S. 유Enteritidis aro

전자 영양요구성 변이

주 확립

국내분리주를 사용하여 보-

조제의 종류 설정 적용량 설,

정 임상시험 공격접종에 대, ,

한 효과분석 안전성 분석 면, ,

역원성 분석을 통해 S.

불활화백신을 개발Enteritidis

하였음.

폴리인산키나아제 결손- S.

변이주를 개발하여Enteritidis

이들 변이주에 대한 열 안전

성 시험 증식성 시험 단핵구, , ,

에 대한 생존시험 및 마우스,

와 닭에서의 결손변이주의 병

원성 소실시험을 실시하였음.

- S. 유전자Enteritidis aro

영양요구성변이주 확립을 하

였고 이에 대한 특성을 규명

하여 의 달성도를 보임100%

- S. 국내분리주를Enteritidis

사용하여 불활화 백신을 개발한

것은 국내에서 처음이고 이에

대한 안전성 및 방어효과, S.

의 교차방어효과를Gallinarum

상세하게 규명하였음 이를 진.

행하는 과정중에 가장 시행착오

가 많았던 것이 의 선adjuvant

정과 이에 따른 면역원성의 지

속력이었는데 이러한 과정을 통

해 노하우가 어느정도 축적되었

음.

- S. 의 폴리인산키Enteritidis

나아제결손변이주의 제작은 아

직까지 외국논문에 보고된 바

없는 것을 판단할 때 세계최초

인 것으로 사료됨.

차년도3

폴리인산키나아제결손-

S. 변이주Enteritidis

의 임상적용연구

- S. 온도감Enteritidis

수성변이주의 개발 및

병원성 연구

추가적인 유전자- Aro

결손을 통한 영양요구

주의 선발

차년도까지의 결과를 볼 때-2

S. 의 단일변이주Enteritidis

는 약독화정도가 매우 낮음.

따라서 이중결손변이주의 개

발로 연구방향을 선회하였음.

특히 S. 의 폴리인Enteritidis

산키나아제 변이주 온도감수+

성변이주 유전자결손변, AroA

이주 온도감수성변이주 온도+ ,

감수성 변이주등을 대상으로

광범위한 병원성 소실 시험을

마우스를 사용하여 수행하였

고 닭에서의 병원성 소실 시

험을 통해 최종 생균백신주를

선발하였음 생균백신에 대한.

실험의 계획이 다소 변경되었

으므로 의 달성도를 보였90%

다고 판단됨.

- S. 폴리인산키나Enteritidis

아제 결손변이주는 기존에 논문

으로 발표된 S. Typhimurium

과는 다르게 단일변이주에 있어

서는 병원성이 크게 소실되지

않는 것으로 나타났음 따라서.

본 연구과제는 S. Enteritidis

폴리인산키나아제결손변이주+

온도감수성변이주와 S.

결손변이주Enteritidis AroA +

온도감수성변이주를 제작하였

음.

이들 이중변이주는 세계 최-

초로 개발되었고 특히 온도감수

성 변이주의 경우 회 실시항2

여 이중 온도감수성변이주를 제

작하였음 온도감수성 변이주.

의 경우 를 확인reversion rate

하여 비교적 안전성이 높다고

판단됨.
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년도 연구목표 연구개발목표의 달성도
관련분야의 기술발전

기여도

차년도4

- S. 영양요구Enteritidis

성변이주에 대한 임상

적용 연구 및 변이주에

대한 생산공정개발

- S. 온도감수Enteritidis

성 변이주의 방어효과

분석 및 최적의 예방프

로그램 개발

복합결손변이주의 개발-

폴리인산키나아제결손-

변이주 영양요구주의+

복합결손 변이주 개발은

성공하지 못했음 그러나.

차년도에 개발한 이중3

변이주에 대한 임상시험,

안전성 시험 공격접종,

시험에 대한 방어효과 분

석 백신접종횟수에 따른,

방어효과 분석 접종경로,

에 따른 방어효과의 분

석 면역력 분석등을 집,

중적으로 수행하였음.

아울러 불활화백신 및-

생균백신의 가금티푸스

원인체인 S. Gallinarum

에 대한 교차방어시험을

실시했기 때문에 달성도

는 라고 사료됨90% .

- S. 의 생균Enteritidis

백신주의 개발을 위해 다

양한 이중변이주를 대상

으로 가장 안전하고 방어

효과가 높고 면역력 지,

속기간이 긴 생균백신 후

보를 발굴하였음 비록.

완벽한 방어효과를 보이

지는 않았으나 최소 50%

이상의 방어효과를 보였

음 일반적으로 기존에. (

보고된 살모넬라 백신의

방어효과는 정도50~60%

임).

따라서 추가적인 연구- ,

진행을 통해 지금까지 확

보된 변이주를 추가적인

탐색을 통해 최적의 방어

효과를 나타내는 후보균

주를 생균백신주로 사용

할 계획임.
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제 장 연구개발 성과 및 성과활용 계획5
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제 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보6

현재 생균백신으로 닭에서 상용화되고 있는 백신 중 국내에서 사용하고 있는 백신은- S.

백신임 백신은 닭에 있어 안전성면에서 약간 문제가 되고 있으나 가Gallinarum 9R . SG9R

금티푸스가 발생하는 나라에서는 많이 사용되고 있으며 최근 연구결과로 S. 를Enteritidis

교차방어 할 수 있다고 발표됨

미국에서 사용되고 있는 살모넬라 식중독 예방백신은- S. 의 유전자중Typhimurium

와 의 유전자 일부가 결손된 변이adenylate cyclase (cya) cAMP receptor protein (crp)

주가 S. 의 예방에 닭에서 상용화되고 있으며 이 백신은Typhimurium S. 의Typhimurium

생식기계 집락화 및 계란내 이행을 우수하게 방어하는 효과가 있다고 입증되었으며 다른

살모넬라 혈청형의 감염을 부분적으로 교차방어 할 수 있다고 보고함 또한. S.

와Typhimurium S. 의 계란내 이행을 차단할 수 있다고도 함Enteritidis .

- S. 변이주는Typhimurium AroA S. 의 감염에 대해 교차방어능이 없다고 보고함Enteritidis .

본 연구과제에서 사용한 인 를 사용하여 대사변이주- chemical mutagen NTG (metabolic

가 에서 로 상품화되어 닭에서 사용되고 있는데 실drift mutant) EU TAD Salmonella vac E

질장기의 집락화와 계란내 오염을 감소시키는 것으로 보고되고 있음 또한 이들 백신은. S.

의 감염을 부분적으로 교차방어 할 수 있다고 보고됨Typhimurium .

온도감수성 변이주의 경우 비장 간 맹장등 장기내 집락화를 감소시키는 효과가 있다고 발- , ,

표함.

생균백신주의 경우 백신을 접종한 직후 장기내의 백신접종동물의 는 백신주가 존- 58%, 28%

재한다고 보고함 이러한 생균백신주의 존재는 비특이적인 선천면역의 증가를 유도하기 때.

문에 공격접종 시험시 고려해야 함.

과거에는 병원성의 한 요인인 침투성이 감소되어야 약독화가 되어 안전한 백신이라고 인정-

을 했으나 최근 보고에 의하면 방어면역을 오랫동안 유지시키기 위해서는 균주의 침투성은

보존되어야 한다는 논리를 제시함 따라서 침투성을 유지하되 면역세포에서 탐식후에는 일.
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우에는 산란 직전이어야 된다고 보고함.

생균백신의 방어효과시험을 하는데 있어 마우스에서의 시험결과와 최종 목적동물인 닭에서-

의 시험결과와 일치하지 않는다는 결과가 보고됨.

최근 약독화 살모넬라 균주는 이종항원을 발현시키는 운반체 로서의 연구가 많이 되- (carrier)

고 있고 백신의 운반체로도 역할연구가 많이 진행되고 있음 특히 병원체의 이종항DNA .

원을 발현시켜 예방백신으로 사용하거나 세포성 매개면역에 관련되는 나, agonist cytokine

을 발현시켜 면역증진을 유도하거나 항암치료물질을 전달하는 운반체로 사용하는 연구가

많이 진척되고 있음.
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