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요   약   문

Ⅰ.제 목

한국형 승용마 생산ㆍ육성을 위한 기술 개발과 실용화 체계 구축

Ⅱ.연구개발의 목적 및 필요성

정부의 말산업육성법 시행과 FTA 이후 축산업의 대체산업으로 말 산업에 대해 정부 및

지자체의 관심이 집중되고 있는 실정이다.그 동안 경주마의 경우 자연교배 만을 허용하는

국제기준에 따라서 국내에서 말의 생산은 지금까지는 주로 더러브렛종 경주마를 생산하였으

나 FTA 이후 축산업의 대체산업으로 말 산업이 대두되고 있고,국민소득 3만불 시대를 맞

이하면서 생활승마에 대한 국민들의 관심이 고조되고 있다.이에 정부 및 지자체에서는 승

용마의 생산․육성을 통해 생활승마를 활성화하고 축산농가의 고부가 가치의 소득원을 창출

하고자 승용마 산업에 대한 새로운 정책을 수립하고 있다.

그 동안 한국마사회는 더러브렛종 경주마 생산 및 육성에 주로 관여하였으나 최근에는 생

활승마 활성화를 통해 위기에 처한 축산농가에 고부가 소득원을 제공하고자 2014년까지 승

용마 전문 생산농가 100호를 육성하기 위해 씨암말을 구입하여 민간에 분양하고 씨수말은

한국마사회가 정액 및 백신을 지원하는 등 승용마 생산을 위한 정부 정책 변화에 능동적으

로 대처하고 있다.

우리나라의 경우 지난 70년대는 주로 일본이나 호주 등지에서 수입된 더러브렛종 또는

앵글로아랍종 말을 가지고 경마에 활용하였으나 국적 있는 경마시행 및 개량을 통한 경마의

국제화와 축산 발전 및 농가 소득에 기여할 목적으로 80년대 초부터 국내에서도 말의 생산

을 시작한 이래 현재는 제주를 포함하여 전국적으로 말을 생산하는 괄목할만한 발전을 이루

었다.

현재 국내에서 사육되고 있는 말은 더러브렛종 말과 같은 개량마 혹은 경종마가 약

10,000여두,제주마를 포함한 pony계통이 약 19,000여두 등,총 29,000여두로 추정하고 있

다.그 중에서 번식을 목적으로 사육되고 있는 더러브렛종 씨암말은 1,700여두,씨수말은 70

여두로서 이들 사이에서 태어나는 망아지는 년간 1,200여두 이상으로 계속해서 증가추세에

놓여있는 실정이다.그러나 국내에서 생산되는 경주마 중에서 약 70% 정도만이 경주마로

활용되는 것으로 알려져 있어 생산농가가 많은 어려움에 직면하고 있다.또한 FTA이후 국

내 축산 농가의 피해가 우려되고 있어 그에 대한 대안 산업으로 말 산업이 대두되고 있으

며,정부나 지방자치단체에서도 말 산업의 활성화에 많은 관심을 가지고 있다.

그래서 최근에는 생활체육의 하나로서 승마를 활성화시키고자 국내에서도 승용마를 생산하

는 방향으로 정책을 추진하고 있다.그러나 국내에서 활용 가능한 승용마는 거의 없으며 주

로 경주마 중에서 퇴역마를 사용하고 있어 낙마로 인한 기승자의 사고,승용마 전환에 있어

장기간의 교육 등 여러 가지 문제점이 대두되고 있다.
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더러브렛종 말은 다른 동물에 비해 개체별 특이성이 높기 때문에 씨암말의 임신과 생산에

관련된 번식생리 역시 말 품종 간에 큰 차이가 있으며 가축 중에서 생산효율이 가장 낮은

것으로 알려져 있다.대부분의 국가에서 번식을 목적으로 매년 교배하는 씨암말의 임신율은

약 85～90% 정도이나 다음 해 태어나는 망아지는 임신한 씨암말 대비 65～79% 정도에 불

과한 것으로 알려져 있다.

자궁감염 또는 지속성 자궁염을 유발하는 원인들을 인지하고 처치하는 것은 번식장애마를

현저히 감소시키는데 많은 도움이 된다.씨암말들이 하룻밤사이에 번식장애마가 되는 것은

아니다.감염에 대한 민감도는 연령의 증가,번식기관의 손상,세균의 감염 등에 의해 주로

발생하고 있고,특히 세균의 감염은 생식기의 외형적 구조,번식기술,검사과정,해부학적 기

형,산후의 처리 등에 영향을 받는다.감염에 대한 물리적 방어막으로는 외부의 음순,전정

의 괄약근 및 자궁경 등이 있다.정상적인 씨암말에서 세균을 고립시키는 능력은 음핵와

(clitoralfossa,94%),전정(69%),질의 앞쪽(42%),자궁(31%)의 순으로 점차 감소하는 것으

로 알려져 있다.교배,분만전후,검사과정 중에 감염이나 물리적 방어막의 손상에 의해 잠

복중인 미생물들이 침투할 수 있다.자궁의 방어 기전들이 정상적으로 작용하고 있을 때는

많은 양의 미생물들에 노출(자연적 또는 실험적)되더라도 번식을 방해할 정도의 장기간의

염증은 잘 발생하지 않는다.배아의 생존을 위해 배란 5～6일후 교배의 결과로 인해 자궁강

으로 배아가 내려오는 시기에 자궁에는 염증유발물질 및 세균이 존재하지 않아야 한다.자

궁의 방어기전은 기계적 및 세포생물학적 측면을 가진다.기계적 측면에서 자궁을 방어하는

수단은 발정기동안 자궁 내용물을 추출하고 자궁경을 이완시키는데 도움을 주는 자궁근 수

축이다.세포학적 반응은 주로 식작용(phagocytosis)에 의해 이루어진다.효율적인 호식작용

은 1)적당한 수의 호중구(neutrophils)들이 일반적 순환상태로부터 이동하여 자궁내막을 통

해 자궁강으로 신속한 이동,2)감염을 유발시킨 세균에 대한 호중구의 적절한 주화성

(chemotaxis),3)식세포(phagocyte)를 위한 세균의 세포표면에 대한 옵소닌화(opsonization)

및 4)세균들에 대한 호중구들의 성공적인 섭취(ingestion)및 세포내로 함입된 세균들의 제

거(killing)등에 의존한다.비록 자궁방어 기전의 실패에 대한 모든 원인들은 확인되지 않았

으나 영향을 미치는 몇 가지 중요한 요인들은 잘 알려져 있다.회음의 기형 및 기질

(pneumovagina)과 같은 병에 잘 걸리게 하는 요소와 더불어 반복적으로 과다한 감염이나

오염은 씨암말의 방어기전의 효율저하를 유발함이 확실한 것으로 알려져 있다.호중구의 세

균을 식균하는 효율감소 및 항체와 보체에 의한 옵소닌화(opsonization)의 결핍현상이 자궁

염 감수성이 높은 씨암말들로부터 확인된 바 있다.그리고 이러한 현상은 백혈구수가 부적

절하거나 감소되는 것과는 관계가 없다.또한 자궁으로부터의 염증물질과 오염물질의 기계

적 배출 실패도 중요한 것으로 사료된다.다산의 고령인 씨암말에서 자궁근의 활성은 현저

히 감소하며,병에 감수성이 높은 씨암말의 자궁으로부터는 질병 저항성이 있는 씨암말과

비교하여 비항원성 표지인자의 물리적 제거가 늦게 이루어진다.만일 불충분한 이완,유착

또는 해부학적인 기능결함으로 문제가 발생하면 자궁내의 오염물질을 배출하는 작용이 작동

하지 않을 수도 있다.

씨암말의 생식기 질환과 관련된 주요 병원체는 Streptococcus zooepidemicus,

Escherichia coli,Pseudomonasaeruginosa,Klebsiellapneumoniae 등이 있으며,종종

Coryebacterium spp,Proteusspp,Klebsiellaoxytoca,Bacteroidesfragilis,Candidaspp,

Aspergillusspp,Staphylococcusspp.등도 관여하고 있다.말 전염성 자궁내막염(CEM)은
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Taylorellaequigenitalis에 의해 유발되는 생식기 질병으로서 교배 후 1-14일간의 잠복기를

거쳐 자궁내막염,자궁경관염,질염 등을 유발한다.그 증상으로는 음문부에서 삼출액이 배

출되며 꼬리 부위가 오염되어 있다.불수태,조기발정의 반복 등을 야기하며 감염된 씨암말

은 대부분 임상증상이 미약하여 다른 원인에 의한 자궁내막염과 구별이 쉽지 않아 본 병을

진단하기에 많은 어려움이 있는 것으로 알려져 있다.

국내에서 양 등(2004)은 2000년 2월부터 2001년 7월 사이 제주 동부 지역에서 사육중인

더러브렛종 씨암말 301두와 자마 103두를 대상으로 번식특성을 조사한 결과,2000년 교배한

씨암말 143두의 임신율은 93.0%(133두/143두),망아지 생산율은 72.0%(103두/143두)로 확인

하였다.평균 임신기간은 339.3일이었고 2001년 씨암말 158두의 교배횟수는 315회로서 씨암

말당 평균 교배횟수는 1.99회였으며 임신율은 86.7%(137두/158두)로서 출산경력이 있는 경산

마들이 공태마나 처녀마보다 수태율 및 임신율이 높은 것으로 보고한 바 있다.

또한 최 등(2007)은 국내에서 활용중인 100두의 씨암말을 대상으로 생식기내 세균을 조사

한 결과, 많은 종류의 세균이 분리되었으나 전염성 자궁염의 원인체인 Taylorella

equigenitalis와 화농성 자궁염의 원인체인 Klebsiellapneumoniae는 분리되지 않았다고 보

고한 바 있다.

국내에서 사육중인 씨암말의 생식기 질환을 예방하고 생산성 향상을 도모하기 위해서는

가능한 한 자궁의 감염기회를 줄이는 것이 중요하며 씨암말의 자궁 면역학적 연구,특히 자

궁내의 세포반응이나 항균 물질의 분비 및 방어기전 등의 연구와 동시에 만약 발병 시 치료

효율을 극대화하는 방안으로 연구가 진행되어야 할 것으로 사료된다.

국내에서 생산되는 더러브렛종 말이 사람의 족보와도 같은 혈통서(Studbook)에 등재되기

위해서는 축산법 및 더러브렛종 등록규정에 근거하여 유전자(혈액형 포함)감정 및 모색유

전의 법칙에 의해서 친자관계가 확인되어야만 한다.

단백질의 다형은 유전자 상에 코드되어 있지만 유전자내에서 단백질의 정보를 담당하고

있지 않는 인트론부위나 유전자이외의 비코드 영역에는 반복배열의 반복수가 다른 다형이

존재하는 것으로 알려진 이래 현재 이용되고 있는 대표적인 유전자 감정 기법은

microsatelliteDNA typing혹은 shorttandem repeats(STRs)이다.말에 있어서는 1986년

개최된 더러브렛 국제혈통서위원회에서 DNA 감정에 관해 처음으로 거론된 이래 국제간의

긴밀한 협조하에 진행된 결과 현재는 각국의 공통적인 DNA 검사항목 사용 및 검사법의 표

준화가 이루어져 친자확인에 채택하고 있는 실정이다.말의 개체식별이나 친자판정을 목적

으로 한 DNA locus(좌위)는 allele(대립유전자)의 수가 많고 heterozygosity(이형접합율)가

높으며 다형성을 보이는 염기수가 적은 것,즉 PCR증폭이 가능하며 정확한 염기수나 반복

배열수가 용이하게 산출되는 범위의 것으로서 돌연변이율이 낮은 것이어야 하고 또한,더러

브렛종 말의 혈통등록은 초봄에 집중되어 단시일내에 많은 검사를 수행해야 하므로 경제적

이며 방법이 단순하고 시간이 절약될 수 있는 marker가 좋은 것으로 알려져 있다.그래서

각국에서는 말의 DNA다형 marker를 지금까지 핵 DNA의 유전자 비코드부위에서의 반복배

열수의 차이를 지표로 한 microsatellite DNA로서 2～4염기의 반복되는 배열로서

heterozygosity가 높고 allele의 수가 많은 marker중에서 국제간 comparisontest(비교시험)

를 통해 검사방법을 표준화 시킨 후 1998년과 2000년 국제동물유전학회 말 분과위원회에서

9개의 microsatelliteDNA marker를 국제최소검사항목으로 지정하였다.현재 대부분의 감정

기관에서는 실제로 혈액형 감정을 시행하지 않고 유전자 감정으로 개체식별이나 친자판정을
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시행하고 있다.더러브렛종 말의 혈통등록을 위한 각국의 친자감정기관은 국제혈통서위원회

(InternationalStudBookCommittee:ISBC)의 엄격한 조건을 준수하여야 한다.그래서 혈

통서 등록기관으로부터 지정받은 각국의 친자감정기관은 국제동물유전학회(International

SocietyofAnimalGenetics:ISAG)에 가입하여 ISBC와 ISAG가 공동으로 결정한 더러브렛

종 유전자(혈액형 포함)최소검사항목을 검사해야 하고 ISBC와 ISAG가 공동 주최하는 말

(더러브렛종 포함)유전자 국제비교동정시험에 참가해야 하는 의무를 준수하여야 한다.

근래에 들어 국내 말 생산 산업의 괄목할 만한 성장으로 생산 및 사육농가의 증가,경주

마의 생산두수 증가,인기 있는 씨수말과의 교배 집중화,혈통과 유전형질이 뛰어난 외국산

씨수말 및 씨암말의 구입 등 경마의 국제화에 따른 말의 국제간 이동 증가,목장내 생산마

의 친자감정을 둘러싼 분쟁 등 종래에 비해서 말의 개체식별이나 친자감정의 중요성이 대두

됨에 따라 신속하고 정확하며 경제적인 감정방법을 요구하고 있다.그러나 승용마의 경우

특별한 국제기준이 없어 더러브렛종 말에 준해서 실시하고 있는 실정이다.자연교배뿐 아니

라 인공수정이나 수정란이식에 의해 태어난 승용마의 경우 특히 등록의 중요성이 대두되고

있다.그래서 승용마의 등록에 가장 효율성이 높은 horsemicrosatellitemarker에 대한 감정

기술을 정립함이 시급히 요구되고 있다.

전 세계적으로 더러브렛종 말은 자연교배에 의해 생산된 망아지만이 경주마로 활용할 수

있도록 규정하고 있으나 승용마의 경우 자연교배나 인공수정에 의해 생산되어도 아무런 문

제가 없다.국내에서 말의 생산은 주로 자연교배에 의해 이루어지고 있으며 말에서 인공수

정이 이루어진 경우는 아직까지 없는 실정이다.그래서 말에서 인공수정 시 요구되는 인공

수정관련 기술(정액의 냉장 및 동결 완충액,동결 완충액의 buffersystem,인공수정용 정액

의 품질 개선,액상정액 제조․보관 및 주입전 가온 방법,말 번식 성적 향상을 위한 씨암말

의 발정동기화,말 인공수정 시 정액 내 호르몬제 첨가로 번식효율 향상 등)및 수정란이식

기술의 개발 및 확립이 시급히 요구되고 있다.

국민소득 3만불 시대를 맞이하면서 승용마에 대한 수요가 급증하고 있으나 주로 경주마나

외국으로부터 수입에 의존하고 있는 실정이다.국내에서 말 생산에 있어서 국내 승용마의

기술개발은 전무한 상태이고 단지 경주마의 경우 한국마사회에서 주축이 되어 많은 생산농

가가 동참하고 있는 실정이다.그러나 경주마의 경우는 자연교배만을 적용하고 있기 때문에

승용마의 생산에 따른 기술 개발이 요구되고 있다.또한 승용마 생산업의 안정적인 발전과

국내 생산 말의 활용률 제고를 위해 승용마 생산 후 안정적으로 판매되어 생산농가의 고소

득 창출로 이어지는 경영의 안정화에 기여할 수 있는 말 유통체제의 양성화와 선진화가 시

급히 요구되고 있다.

이러한 배경 하에서 본 연구는 정부의 말산업육성법 시행과 FTA 이후 예상되는 대체산

업으로서 승용마 생산업이 국내 주요 축산산업으로의 자리매김과 생활승마 활성화에 따른

승용마 저변 확대를 위한 생산기술의 안정화를 도모함과 동시에 승용마 생산을 위한 번식장

애 씨암말의 병인학적 특성 및 생산성 향상 기술을 개발하고 승용마 생산기반 및 실용화 체

계를 구축하여 향후 승용마를 생산코자 하는 축산농가에 기술을 전수함으로서 축산농가의

고소득 창출에 기여하고자 일련의 연구를 수행하였다.
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Ⅲ.연구개발 내용 및 범위

본 연구는 승용말의 생산성 향상을 도모하고자 국내에서 사육중인 번식마를 대상으로 번

식장애 씨암(수)말의 병인학적 특성을 파악하여 생산성 향상을 위한 기술 개발과 인공수정

및 수정란 이식에 의한 승용마 생산 기술을 확립한 후 향후 이들 기술에 의해 태어난 망아

지를 육성하여 전문 승용마로서 활용할 수 있는 기반을 마련하기 위해 다음과 같은 내용의

연구를 수행하였다.

1.말 번식장애 유발 세균,바이러스 병원체의 신속 검출과 동정을 위한 진단법 및 예방법

을 개발하였고 이들 병원체의 숙주내 작용기전 및 유전학적 특성을 규명하였다.

가.번식장애 유발 세균 병원체(S.zooepidemicus,S.equi,E.coli)에 대한 유전학적 특성

분석 및 예방법 연구

나.인공수정에 의한 망아지의 생산성 향상 기술개발과 관련 Clostridium perfringens의 진

단법 및 예방법 연구,신생자마 용혈성 질환 진단법 및 예방법 연구

다.씨수말의 생식기질환 원인체인 EHV와 EVA의 동정을 위한 진단법 및 예방법 개발

2.말 인공수정 및 수정란 이식에 의한 승용마 생산기술 개발을 위해 국내 환경에 적합한

씨수말로부터 정액 채취 및 동결정액 제조 기술을 개발하였고 이들 기술을 이용하여 망아지

생산에 적용하였다.

가.정액 채취(콘돔,인공질)및 정액 희석 기술,액상정액 제조․보관 및 동결정액 제조 기

술 개발

나.냉장정액(13두),동결정액(7두)인공수정 실시하였고 태어난 망아지를 대상으로 망아지

태반무게,체중 및 체고,기타 이상 연구

다.말 수정란이식을 위한 발정동기화를 유도하여 말 수정란 이식 기법 개발 :국내 최초 말

수정란 회수 및 이식 시험 및 성공(5두 채란,3두 회수),수정란 이식 :2두 이식(1두 임신)

3.승용마 생산·육성 기반 및 실용화 체계 구축을 위해 최적 교배적기 기준 정립 및 씨암

말의 임신기간별 모니터링,망아지의 초기 육성 기법 정립,승용마 육성 기반 구축 등을 수행하

였다.

가.수정 후 15일 및 40일,임신확인 후 30일 간격 임신 모니터링 기술 확립 및 임신말에 대한

최적의 사양관리 프로그램 확립

나.이유 전 망아지 육성 및 초기육성 기법 연구,생산된 망아지의 면역증강 효과평가

다.최적 수정란 이식 기준 설정 및 씨암말의 모니터링

라.동결정액 활용 인공수정으로 태어난 망아지의 육성 시험(1두)및 관련기술의 실용화 체

계 구축 및 농가 전수

4.한국형 승용마의 친자감정 기법 정립 및 등록시스템을 구축하기 위해 유전자(DNA)분석

기법(ISAG HorseMspanel및 SNP)개발 및 등록시스템을 구축하였고 SNP를 통한 승용

마 특이 유전형질 탐색 연구를 수행하였다.
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Ⅳ.연구개발결과

   본 연구는 승용말의 생산성 향상을 도모하고자 국내에서 사육중인 번식마를 대상으로 번

식장애 씨암(수)말의 병인학적 특성을 파악하여 생산성 향상을 위한 기술 개발과 인공수정

및 수정란 이식에 의한 승용마 생산 기술을 확립한 후 향후 이들 기술에 의해 태어난 망아

지를 육성하여 전문 승용마로서 활용할 수 있는 기반을 마련하기 위해 연구를 수행한 결과

를 요약하면 다음과 같다.

1.번식장애 씨암(수)말의 병인학적 특성 및 생산성 향상 기술 개발

가.Streptococcuszooepidemicus에 대한 진단법 및 예방법 개발

번식장애 씨암말 68두(질점액 66개,유산태아 1개,자궁내용물 1개)로부터 17주(25%)의

Streptococcuszooepidemicus를 생화학적 특성 및 PCR로 동정하였고,분리균에 대한 특성

은 sodA–seeI,SzP,CNEencodinggene을 분석하였으며,유전학 및 역학적 특성을 조사하

고자 RAPD로 분석하였고 또한 20개의 약제에 대해 디스크 확산법으로 항생제 감수성 시험

을 실시하였다.그 결과 국내 생식기 유래 Streptococcuszooepidemicus는 Ampicillin,

Cefoxitin, Ceftiofur, Cephalothin, Florfenicol, Gentamycin, Nalidixic acid,Oxacillin,

Penicillin,Tiamulin,Tylosin,Vancomycin에 높은 감수성을 나타내었다.

나.Streptococcuszooepidemicus의 작용기전,유전학적 특성 및 예방법 연구

국내(제주와 장수)로부터 유산,자궁내막염,지속적인 번식의 실패를 보이는 더러브렛말

374두로부터 79주의 S.zooepidemicus균주를 분리하였다.분리한 S.zooepidemicus의 역학

적인 발생 분석과 국내에서 분리된 S.zooepidemicus에 대해 생물학적 및 분자생물학적 기

법을 이용하여 역학적 특성에 대해 조사한 결과 전체 분리율은 21.12%로 국외의 연구에 비

해 유사하거나 다소 높게 관찰되었다.지역적인 분리율을 비교하였을 때 제주지역 32.23%,

장수지역 10.11%로 장수지역에 비해 제주지역이 3배 이상 높은 분리율을 나타내었다.

PCR기법 및 fragmentanalysis기법을 이용하여 분리된 79주의 S.zooepidemicus에 대

한 16S-23SrRNA intergenicspaceregion(ISR)의 특성 및 SzP,cne병원성인자를 검사한

결과 분리된 모든 균주에서 698bp의 ISRPCRproductsize를 관찰 할 수 있었으며,모든

분리균주가 SzP,cne병원성 인자를 가지고 있는 것으로 확인되었다.특히 분리 균주의 기

초적인 역학적 분석 기법으로 활용되고 있는 SzPproductssize의 다양성에서는 1198bp

(n=3),1154bp(n=56),1139bp(n=14),1118bp(n=2),1116bp(n=4)가 관찰되었다.

SmaI제한효소를 처리하여 분리된 79주의 S.zooepidemicus의 PFGE패턴을 분석한 결

과 모든 균주에서 20.5kb～1135kb범위에서 7～18개의 band를 나타내었다.79주의 분리주

에서 32개의 서로 다른 PFGE패턴을 관찰 할 수 있었으며 32개의 각 PFGEgroup은 최소

1주에서 최대 10주까지 동일한 패턴의 균주가 관찰되었으나 2006년 국내 사육중인

Thoroughbred말에서 발생한 유․사산 case에서 분리된 S.zooepidemicus균주와 유전학적

으로 동일한 PFGEpattern을 나타내는 균주는 관찰되지 않았다.

PFGE기법을 이용한 국내 S.zooepidemicus감염증 발생의 역학적 특성을 분석한 결과

제주와 장수 지역의 일부 균주에서 유사한 pattern이 관찰되었지만 지역별,년도별 분리균주

는 유전학적으로 매우 낮은 유전학적 상동성을 나타내었다.
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다.Escherichiacoli에 대한 특성 및 예방법 개발

생식기 질병이 의심되는 씨암말 105두의 vaginalswab로부터 96주(91.4%)의 Escherichia

coli를 동정한 후 O groupserotype및 verotoxin을 응집반응 및 PCR을 통해 분석하였다.

분리된 96주의 E.coli중 53주(55.2%)는 총 21가지 O혈청형으로 동정되었고,43주(44.8%)는

51가지 유형의 O 항혈청 검사에서 동정되지 않았다.PCR 기법을 이용하여 verotoxin1

(VT 1)과 verotoxin2(VT 2)를 분석한 결과 96주중 1주가 VT 1(130bp)으로 동정되었다.

분리된 96주의 E.coli에 대한 약제 감수성 양상을 조사한 결과 Ciprofloxacin (100%),

Enrofloxacin (100%), Norfloxacin (100%), Cefoxitin (96.9%), Gentamicin (96.9%),

Sulphamethoxazole (96.9%),Nitrofurantoin (94.8%),Amikacin (93.8%),Nalidixic acid

(92.7%),Tetracycline(90.6%)등의 약제에 높은 감수성을 나타내었다.

라. Taylorellaequigenitalis를 동정을 위한 PCR진단법 개발

생식기 질병이 의심되는 씨암말 65두에서 Equi-Vetuterinecultureswab를 이용하여 채취

한 시료로부터 분리한 결과 일반적인 세균배양을 통해서는 한주도 분리되지 않았다.그러나

PCR을 통해 1주(1.5%)의 Taylorellaequigenitalis를 동정하였다.

마.세포학적 방법을 통해 자궁내의 염증상태를 신속히 확인하고 음문의 Caslick수술을

통해 번식장애 예방 및 임신율과의 관계 조사

씨암말 65두의 자궁내막의 세포학적 검사를 실시한 결과,호중구수가 0-2개로 정상인 말은

49두(75.3%)이고,호중구의 수가 2-5개인 중등도 염증을 나타내는 말과 5개 이상인 심한 염

증을 보이는 말은 각각 7두(10.8%)와 9두(13.9%)로 나타났다.또한 음문 형태를 검사한 결

과,Caslick을 시행하지 않은 말 (그룹 A)과 Caslick을 시행했으나 분만 후 다시 Caslick을

한 경우 (그룹 B),그리고 Caslick을 시행했으나 분만 후 Caslick를 바로 하지 않고 교배 후

Caslick을 한 경우 (그룹 C)는 각각 11두 (16.9%),36두 (55.3%),18두 (27.7%)였다.이 중

자궁내막의 세포학적 검사를 실시한 결과 Caslick을 시행하지 않은 말(그룹 A)은 정상,중등

도 염증,심한 염증이 각각 8두 (12.3%),1두 (1.6%),2두 (3.1%)였고 Caslick을 한번이라도

시행한 말 (그룹 B와 C)은 정상,중등도 염증,심한 염증이 각각 41두 (63.1%),6두 (9.2%),

7두 (10.8%)로 분포하였다.

바.씨(암)수말의 생식기질환 원인체인 EHV-1,3,4의 동정을 위한 진단법 및 예방법 개발

말에서 유산이나 전염성 질환 등 번식장애를 유발하는 바이러스중에 하나인 Equine

HerpesVirus를 신속하게 진단할 수 있는 PCR법을 개발한 후 실제로 임상에 적용하였다.

씨암말 65두의 질 내용물과 3두의 정액으로부터 추출한 DNA를 사용하여 PCR을 통해 EHV

를 분석한 결과 한주도 분리되지 않았다.

사.말에서 분리한 β-hemolyticE.coli의 작용기전 및 유전학적 특성

 934두의 말로부터 채취한 시료는 MacConkeyagar에서 pink색 colony를 선택하여 blood

agar상에서 용혈성을 확인하였으며,Vitek2system,GN card를 이용하여 최종 동정한 결

과 22주의 β-hemolyticE.coli(2.36%)가 분리되었다.또한 대부분 말에서 분리되는 세균의

경우 약제에 대한 감수성이 높은 편이지만 본 연구에서 분리한 용혈성 대장균의 약제 내성

은 비교적 높은 것으로 관찰되었다.
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아.망아지로부터 Clostridium perfringens감염증 진단 및 예방법 연구

  국내 말 생산목장에서 사육중인 10두의 망아지로부터 심한 설사와 높은 폐사율(거의 70%)

을 나타내어 병원체를 조사한 결과 Clostridium perfringenstypeA로 동정한 후 치명적인

Clostridium perfringenstoxinα,β,β2,ε,enterotoxin의 유전자에 대한 PCR 진단기법을

정립하였다.

자.신생자마 용혈성 질환 진단법 및 예방법 연구

태어난 지 4일령된 2두의 망아지가 침울,호흡수 및 심박수 증가,빈혈 등의 증상을 발현

하여 혈액학 및 혈액화학치를 검사한 후 Jaundicefoalagglutination검사 및 호주에서 수입

한 표준항혈청 23종에 대해 혈액형(bloodgroups)검사를 실시한 결과 본 병으로 확진하였

다.본 병은 교배에 따른 부모마의 혈액형 차이로 본 병이 유발되기 때문에 향후 국내 말

생산 농가에 적극적으로 검사를 권장하여 망아지가 태어난 후 폐사되는 것을 최소화하는데

크게 기여할 것으로 생각된다.

차.Streptococcusequisubsp.equi의 유전학적 특성 및 약제감수성 양성

말 선역의 원인체인 8주의 S.equi에 대해 약제감수성 양상을 조사한 결과 Sparfloxacin과

Tetracycline을 제외한 모든 약제에 높은 감수성을 나타내었으며,PFGE와 MLST 기법을

이용한 분자역학적 특성을 조사한 결과 분리 주 모두 동일한 패턴이 관찰되어 유전학적으로

동일한 원인체에 의해 질병이 발생되고 있는 것으로 관찰되었다.본 연구에 얻은 결과는 향

후 말 생산 현장에서 적용함으로써 망아지의 생산 효율 향상에 크게 기여할 것으로 기대된

다.

카.말 바이러스성 동맥염(EquineViralArteritis)의 동정을 위한 진단법 및 예방법 개발

RT-PCR기법을 이용하여 진단한 결과 국내에서 채취한 정액 5두에 대해 RT-PCR을 이

용하여 진단한 결과 모두가 음성이었다.

타.승용마 친자감정 기법 정립

말에서 개체식별 및 친자확인을 위한 ISAG microsatellitemarker의 유용성 및 표준화를

분석하였다.PCR은 95℃ 10분 반응 후 95℃ 30초,60℃ 30초,그리고 72℃ 60초의 반응을

30회 반복 수행한 후 72℃에서 60분간 반응하였다.그리고 LEX33,TKY279,TKY287,

TKY297,TKY321은 56℃에서 annealing을 수행하였다.더러브렛종 말 6두를 포함한 다양한

품종의 20두를 대상으로 22개의 ISAG microsatellitemarker를 분석한 결과 대립유전자의

수는 4개에서 8개로 분포하였고 더러브렛종 말에서 출현하는 대립유전자의 대부분이 비더러

브렛종 말에서도 출현하였다.

파.승용마 특이 유전형질 연구

  한국마사회 장수목장과 부산경남 경마공원,민간승마장에서 사육중인 말 중 성격이 사나

운 말 30두와 온순한 말 113두,전체 143두를 대상으로 Heparintube(BectonDickinson,

USA)를 이용하여 경정맥으로부터 채취한 혈액을 원심분리한 후 buffycoat를 공시재료로

사용하였다.DRD4유전자의 VNTR과 DRD4유전자의 염기서열(SNP)은 143두 전체에 대해

분석하였고,DRD3와 HTR2A유전자의 염기서열(SNP)은 50두에 대해서 분석한 결과

  DRD4 유전자의 SNP를 분석한 결과 143두의 말 중 15두에서 -147염기의 C → T
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substitution과 -292염기의 A → GsubstitutionSNP가 관찰되었다.C→ T substitution의

경우 SNP가 7두에서 관찰되었는데 7두 중 5두가 마필관리사 및 수의사 등에 의해 일반적으

로 사나운 기질을 가진 것으로 평가되었으며,A → G substitution이 관찰된 8두 중 2두의

말이 일반적으로 사나운 기질을 가지는 것으로 평가되었다.하지만 C → T,A → G

substitution이 관찰된 두 개의 SNP모두가 동시에 관찰된 개체는 없었다.

향후 DRD4유전자의 SNP와 말의 기질간의 상관관계를 비교 분석하여 국내산 승용말 생

산 계획 수립 시 번식 전 분석을 통해 사나운 말을 배제하는 수단으로 유용할 것으로 사료

된다.

2.인공수정 및 수정란 이식에 의한 승용마 생산기술 개발

가.정액 채취

씨수말의 정액을 콘돔,미조리식 및 콜로라도식 인공질을 이용하여 채취한 결과,아랍종의

씨수말에서 콘돔 40-50ml,미조리식 50-60ml,CSU식 50-60ml로서 콘돔에 비하여 인공

질의 활용이 효과적이었다.말의 품종별 정액량은 교잡종 말은 평균 138.3ml이었고,아랍종

말은 평균 56.5ml이었다.정자수는 교잡종 말이 평균 175×106/ml로서 아랍종 말의 평균

86×106/ml에 비하여 많았다.씨수말의 자원이 부족한 국내 현실을 감안한다면 인공질을 활

용하는 방법이 효과적일 것으로 판단된다.

나.정자의 활력 검사

품종에 따른 정자의 활력검사 결과,Totalmotility(TM)와 Progressivemotility(PM)는 교

잡종 말이 평균 75.9% 및 58.4%,아랍종은 평균 48.8% 및 23.2%로서 교잡종 말이 유의하게

높은 경향이었다(p<0.05).TM 비율은 채취-직후,냉장-희석 및 동결과정을 거치면서 평균

75.3%에서 14.4%로 낮아졌다(p<0.05).PM 비율은 채취-직후 및 냉장-희석은 평균 58.2–

59.6%로 비슷하였으며,냉장-운반 단계에서는 낮아졌으나,동결-융해 단계에서는 71.7%로

높아졌다(p<0.05).

다.정액 동결 체계

정액 채취 직후 희석된 정액은 55℃ 상태로 이동한다.동결은 50ml원심분리관에 냉장된

정액 40ml씩을 넣고 400g×10분간 원심분리하여 seminalplasma및 부유액을 제거하고,

하층의 정자괴를 회수하였다.정자수는 hemacytometer를 이용하여 최종 농도 40×106/mL로

조정한 후 동결용 eggyolkextender(EYE)또는 skim-milkextender(SME)에 희석하였다.

희석된 정액은 5℃에서 90분간 냉각하여 냉장 상태를 유지하면서 정액을 0.5mL스트로우

에 충진한 다음 -165±5℃에서 10분간 예비동결한 후 마지막으로 액체질소에 침지하였다.

라.동결융해 정액의 보존성 향상 연구

동경융해 정자의 TM 비율은 교잡종 씨수말의 것이 동결융해 직후 20.1%로서 아랍종의

1.42%에 비하여 유의하게 높았고,배양시간 30분,1시간 및 2시간째에도 높은 경향이었다.

한편 PM 비율도 교잡종 씨수말의 것이 높은 경향이었다.아랍 및 교잡종 씨수말의 동결융

해 정자의 체외배양 시간에 따른 TM 및 PM을 조사한 결과,아랍종은 동결융해 직후에는

EYE가 SME에 비하여 높은 경향이었으나 배양시간의 경과에 따라 유사한 경향이었다.한
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편 교잡종 씨수말에서 동결완충액 및 배양시간에 따른 TM과 PM의 차이는 없었다.

마.인공수정 임신율

말의 정액은 희석,냉장,동결 정액의 형태로 사용이 가능하다.인공수정은 발정 징후를

나타내는 씨암말을 12시간 간격으로 난소의 크기를 측정하여 난소가 5cm 이상에 도달하였

거나 배란이 확인된 개체에 한하여 동결정액(40×106/mL)4개 스트로우를 융해하여 씨암말

의 자궁각 중간부분에 주입한다.인공수정 임신율이 냉장-희석,냉장-운반 및 동결-융해 정

액에서 각각 60%,50% 및 37.5%였다.동결-융해 정액의 인공수정에서 희석제의 미첨가 및

첨가는 임신율이 각각 10% 및 40%였고,자연 배란 및 배란유도 임신율은 각각 25% 및

50%로 나타났다.

바.발정동기화

말의 인공수정 및 수정란이식의 효율성 향상을 위해서는 발정동기화 기술의 개발과 안정

화가 반드시 필요하다.특히 말은 발정주기가 4-7일로서 배란시기의 예측이 무엇보다 중요

하다.배란유도 시점의 난포 크기는 4cm 이상,인공수정 시점의 난포크기는 5cm 이상이어

야 임신이 가능하였다.Cidr-plus 삽입부터 혈중 프로제스테론 농도가 상승하여 7일째

PGF2a를 투여 황체 퇴행을 유도한 이후 프로제스테론 농도가 급격히 감소하였다.발정증상

은 미약하게 발현되는 경향으로 외부적인 징후를 관찰하기 어려웠다.PGF2a는 황체 퇴행을

유도하는 호르몬으로 발정이 발현되는 시기는 난포의 크기가 3cm 이상에서는 3-4일이었으

나,난포의 크기가 2cm미만에서는 7일정도 소요되었다.경구용 프로제스테론인 Regumate

는 투여 전,투여 후 3일,6일 9일 및 PGF2a투여 후 3일째에 각각 평균 0.04ng/ml,.0.03

ng/ml,1.59ng/ml,8/84ng/ml및 0.93ng/ml이었다.발정동기화 처리는 말의 발정주기 조

절이 가능하지만,질내에 삽입하는 기구는 인력과 사용이 간편하였으나 질의 염증과 오염의

원인이되고,경구용 프로제스테론은 매일 일정한 시간에 일정량을 급여해야하는 문제점이

있었다.

사.수정란 이식

우수 승용말의 대량번식과 번식장애 치료에 이용할 수 있는 수정란 이식을 체계화하였다.

공란말 8두에 발정동기화를 유도하여 6두(87.5%)가 발정이 유도되었고,6두가 배란유도 및

인공수정에 성공하였다.인공수정 공란말 중 5두가 채란에 이용되어 3두(60%)가 채란에 성

공하였다.채란된 수정란은 수정 후 배양 5일째 150μm,6일째 409μm,7일째 814μm 및 8

일째 1.2mm로 발달한 후 부화하였다.한편 채란된 7일째 수정란 2개를 수란말 2두에 이식

하여 1두가 임신에 성공하였다.공란마와 수란마의 에스트로젠 농도는 각각 평균 59.20

pg/ml,48.5pg/ml,및 41.07pg/ml로서 차이가 없었다.

아.분만 및 번식장애

국내 최초로 동결정액 및 냉장운반정액을 이용하여 망아지 생산에 성공하였고,동결정액으

로 태어난 망아지 중 1두는 생후 1일령에 폐사한 망아지의 폐사의 원인은 선천적 수뇨관 기

형에 의한 뇨독증으로 추정된다.국내에서 사육되고 있는 암말의 번식장애에 관한 보고는

거의 없었으나,본 연구과정에서 확인된 암말의 이상에는 자궁내 이물질 존재,미배란성 난

포 및 조기유산 등이 발생하는 것을 확인하였다.향후 이 부분에 대한 추가적인 연구가 필
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요할 것으로 생각된다.

3.승용마 생산·육성 기반 및 실용화 체계 구축

가.인공수정 후 씨암말 생산성 향상을 위한 관리기법

임신말의 관리는 통상 3단계(임신초기,임신중기,임신말기)로 나눌 수 있다.첫 2개월 동

안에는 태아를 유산시킬 수 있는 모든 환경조건에 노출되지 않도록 하는 것이 중요하다.임

신말의 사료급여 권장량은 체중 100kg당 농후사료 0.6-1.5kg,건초 0.6-1.5kg수준으로

급여하되 전체 섭취량은2.5kg/100kg이내에서 급여하도록 한다.임신 8개월까지는 조사료

위주의 유지 요구량 수준에서 급여하고 임신 9개월부터는 농후사료 급여수준을 점차 높여

태아의 발달에 필요한 에너지와 영양소 공급을 증가시킨다.임신말기의 에너지 요구량은 유

지 요구량에 비해 2-50% 정도 증가한다.양질의 초지에 방목하는 경우 임신말기를 제외하

고는 농후사료나 알팔파 건초 등을 추가로 급여할 필요가 없다.임신기간 중 알팔파 건초

또는 칼슘제 등을 다량 급여할 경우 칼슘과다로 인한 태아의 골격 이상을 가져올 수 있기

때문에 요구량 이상의 칼슘 공급은 주의해야 한다.곰팡이 발생 등 부패한 사료는 다양한

질병과 유산의 원인이 되기 때문에 절대 주의가 필요하다.일반적으로 임신말은 분만전에

보통 체중보다 18% 정도 높이는 것이 분만 후 번식률을 증가시키는 것으로 알려져 있으며

규칙적이고 충분한 운동을 시키며 분만 전 후 몇 일 동안은 사료급여량을 줄여야 한다.

나.망아지의 초기 육성 기법 정립

(1)각인 순치

망아지 취급은 승용마로서의 장래에 대한 영향이 극히 큰 점에서 그 중요성은 매우 크

다.생후 가능한 한 빠른 시기에 망아지에 접하도록 함으로서 망아지는 비교적 용이하게 사

람한테 익숙하게 된다고 하여 이른바 “각인”이 중요하다고 여겨지고 있다.

(2)출생 직후부터 2주일까지의 끌기 운동

출생 직후부터 2주일 령까지의 끌기 운동은 왼 손으로 모마의 고삐를 잡고 망아지는 고삐

를 사용하지 않고 오른 팔로 망아지의 목을 가볍게 감싸서 걷도록 시킨다.

(3)2주일 이후의 망아지 끌기 운동

고삐를 사용한 끌기 운동은 망아지 사지가 제대로 역할을 할 수 있는 2주일 이후부터 개시

한다.오른손으로 망아지에 장착한 고삐를 쥔다.기본적으로는 망아지를 자발적으로 사람의

어깨 위치에서 걷게 시키고,망아지가 멈춰 서려고 했을 경우에는 오른쪽 다리로 망아지의

엉덩이를 가볍게 밀어 앞으로 나아가도록 촉구한다.

어린 말의 순치 교육 첫 단계는 태어나 얼마되지 않아서 시작되기 때문에 반복적인 교육이

필요하다.

다.전기육성

이 시기에는 말 세우기,재갈 씌우기,굴레 씌우기,끌기운동 등을 실시한다.

라.생산된 망아지의 면역증강 효과 평가
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감염증은 망아지에게 있어서 질병을 일으키거나 폐사를 일으키는 가장 흔한 원인 중의 하

나이다.보통 전신적인 감염증(Septicemia)이든 국소적인 감염증이든 모두 합쳐서 질환 망아

지의 35-40% 정도를 차지하는 것으로 알려져 있다.망아지 감염증인 경우에는 흔히 감염이

되어 증상이 나타난 후에 치료하는 예가 많지만,발병 후에 치료하는 것보다는 출생 후 관

리,특히 초유 섭취를 철저히 함으로써 면역증강을 통해 예방하는 것이 훨씬 더 효과적이다.

마.망아지에서 흔히 감염을 일으키는 원인체

망아지에서 흔히 감염을 일으키는 병원성 원인체의 종류는 사육되는 지역이나 장소에 따

라 조금씩 차이가 있다.그러나 임상적으로 E.coli는 어느 지역에서든 가장 흔하게 검출되

고 있고,비교적 흔하게 검출되는 세균으로는 Actinobacillus,Klebsiella,Psuedomonas등

이 있으며,Salmonella는 약간 나이가 든 망아지에게서 감염이 일어나며 좀 드문 편이다.

바.망아지 패혈증의 진단 기준

침울(가장 흔한 증상이지만,특이 증상은 아님),발열 (>39℃),백혈구 수.Fibrinoge수치,

Hypoglycemia,호흡 수,요,혈액 배양,패혈증 지표 등이 판단 기준이다.
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Ⅴ.연구성과 및 성과활용 계획

1.연구성과

가.말 번식장애 유발 세균,바이러스 병원체의 신속 검출과 동정을 위한 진단법 및 예방법

을 개발하였고 이들 병원체의 숙주내 작용기전 및 유전학적 특성을 규명하였다.

나.말 번식분야의 불모지인 국내 환경에서 국내산 씨수말로부터 정액채취,희석,동결에

성공하였고,이를 이용한 인공수정과 수정란 이식을 성공하므로 말 번식을 체계화하였다는

데 의미 있는 결과이다.

다.동결정액으로 생산된 망아지를 체계적으로 육성하므로 국산 승용마의 육성 프로그램도

체계화 하였다.

라.말 정액의 종류별 희석정액의 임신율 70%,희석-냉장 정액 60%,동결정액 50%의 임신

율을 기록하므로 국내 환경에서 승용말 생산에 필요한 기초적인 결과를 얻었다는 것은 매우

의미 있는 일이라고 생각된다.

마.본 연구의 최종 목적인 인공수정 또는 수정란 이식에 의하여 국내산 승용마 생산에 성

공하였고,이를 말 생산 목장에 적용하여 육성하는데 기틀을 마련하였다.

 

바.승용마 생산·육성 기반 및 실용화 체계 구축을 위해 최적 교배적기 기준 정립 및 씨암

말의 임신기간별 모니터링,망아지의 초기 육성 기법 정립,승용마 육성 기반 등을 구축하였다.

 사. 한국형 승용마의 친자감정 기법 정립 및 등록시스템을 구축하기 위해 유전자(DNA)분

석기법(ISAGHorseMspanel및 SNP)개발 및 등록시스템을 구축하였고,SNP를 통한 승

용마 특이 유전형질을 탐색하였다.

아.수정란 동결보관 스트로우용 플러그(출원번호 10-2010-0094184)에 관해 특허 출원하여

진행중에 있다.

2.성과활용 계획

가.본 연구릍 통해 얻은 결과를 바탕으로 경상북도 농민사관학교 말산업 전문인력양성과정

과 농림수산식품부의 한국마사회 특별적립금 사업인 말 생산농가 육성 및 인공수정 양성과

정 사업에 적극적으로 활용할 것이고 정부와 한국마사회로부터 가칭)한국 말 번식센터로 지

정 받을 수 있도록 노력할 것이다.
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나.본 연구 결과는 국내 관련 학회 및 세미나,신문 등을 통해 지속적으로 홍보할 것이고

정부의 승용말 생산 활성화 방안의 일환으로 한국마사회에서 수입한 정액을 본 연구진이 위

탁받아 한국형 승용마 생산을 위한 인공수정 시행 및 번식효율 극대화에 적극적으로 기여할

것이다.

다.국내에서 승용말 생산을 희망하는 말 생산자에게 본 연구 결과가 실용화될 수 있도록

맞춤식(주문식)인공수정을 실시할 계획이다.

라.생산된 승용마를 체계적으로 육성·조련하여 국내 각종 승마대회에 참가할 예정이다.

마.국내 승용마의 혈통등록 및 개체확인에 유용한 유전자 감정 kit개발 및 실용화 등 국내

말의 생산성 효율 향상에 활용할 계획이다.
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SUMMARY

I.Subject

DevelopmentandEstablishmentofTechniqueforRidingHorseProductionandBreeding

inKorea

II.ObjectivesandSignificanceoftheProject

Government'shorseindustryfosterpolicyenforcementandexpectedsubstituteindustry

afterFTA willberidinghorseproductivityasbecomingmajorstockbreedingindustry

withinthecountry,stabilityofproductiontechniqueandtoexpandvitalordinaryhorse

aswellasdeveloping considering bloodmares'characteristicsin etiology toincrease

technology;buildridinghorseproductionbasetopassontofarmsthatwouldliketo

produceriding horsesin ordertocontributecreation ofhigh profitsconducted this

research.

III.ContentsandRangesoftheProject

1.Developing diagnosis and prevention to identify and detectspeedy virus and

pathogenscausingbreedobstacleandinvestigatedgeneticcharacteristicswithinhostof

pathogens.

A.Researchonanalysisandpreventionofpathogens(S.zooepidemicus,S.equi,E.

coli)thatcausebreedobstacle.

B.ResearchonanalysisandpreventiononClostridium perfringenstodevelopincrease

in foal's productivity from artificialinsemination,and research on analysis and

preventionofneonatalisoerythrolysisinhorses.

C.ResearchonanalysisandpreventionofEHV andEVA thatcausesreproductive

diseaseinstallion.

2. Applicationoffoalproductioninhorseartificialinseminationandembryotransfer

fordevelopingtechniquethatismostsuitableinlocalenvironmentfrom collectedsemen

andproductionofsemenfreezing.

A.Collecting semen(condom,artificialvagina)and technique ofdilution in semen,

developingtechniqueofcreatingsemenfreezing,producingandstorageofliquidsemen.

B. Cooled-diluted (13 horses), frozen-thawed (7 horses) accomplished artificial

inseminationandtoresearchonweightofplacenta,weightanddepthofbodyfrom born

foal.

C.Inducesynchronization ofestrustoembryotransferin ordertodevelop embryo
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transfertechnique:successfulin collecting andtransplantforthefirsttimein the

country (5 horses ofembryo collection,3 horses ofwithdraw),embryo transfer:

transplant2horses(1pregnant).

3.Conductingonbuildingridinghorseproductionandfosteringsystem foroptimum

matingphasetomonitorbloodmares'pregnantcycles,establishingearlyfosterinfoal,

andtobuildridinghorsefostering.

A.Establishingoptimum monitoringprogram feedingandmanagementofpregnanthorsesthat

werefertilized;after15and40daysoffertilizationand30daysafterconfirmationofpregnancy.

B.Evaluation on the effectofproduced foals' reinforcementofimmune system,

nurturingandtechniquestudy.

C.Monitoringbloodmareandtosetstandardofembryotransfer.

D.Usageoffrozen-thawed;foalsthatwerebornfrom artificialinsemination'sfoster

testsaswellassystematicpracticalinrelatedmethodstopassontofarms.

4.Inordertobuildregistrationsystem andreferenceofparentagetestinginKorean

ridinghorses,DNA analytictechnique(ISAG HorseMspanelandSNP)havebuiltand

performedresearchonunusualgeneticridinghorsesthroughSNP.

IV.ResultsandApplicationoftheResearch

 Thisresearchwastopromoteridinghorseproductivitytotargetbreedinghorseswithin

thecountrytounderstandetiology;establishingtechniquesofridinghorsefrom artificial

inseminationandembryotransfertodeveloptechnology thatincreaseproductivity in

ordertoexploitfoalsinprofessionalridinghorse.Summaryoftheresultsarejustlike

thefollowing.

1.Developing technique to increase characteristics ofetiology and productivity in

bloodmarescontainsbreedobstacle.

A.DevelopingpreventionanddiagnosisonStreptococcuszooepidemicus

(1)From targeting 68femalebreedhorsescontainsbreed obstaclesof17strains

(25%)Streptococcuszooepidemicusto examine antibiotic by disk diffusion method,

Ampicillin,Cefoxitin,Ceftiofur,Cephalothin,Florfenicol,Gentamycin,Nalidixic acid,

Oxacillin,Penicillin,Tiamulin,Tylosin,Vancomycinshowedhighsensibility.

(2)Researching on strainsofS.zooepidemicus'unyoked characteristicsfrom 374

femalebreedinghorsesof79strains,overallratewas21.12% observingfairlyhigh

thanforeignresearch.Tocompareinregionalseparationratio,Jejuhad3timeshigher

aswas32.23%,andJangsuregionof10.11%.

AnalyzingdynamicinfectionofS.zooepidemicususingPFGEmethod,JejuandJangsu
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regionsobservedsimilarpatterns,butshowedlow genetichomogenyinregionaland

yearlydividedculture.

B.DevelopingpreventionofEscherichiacoliinhorse

(1)Itwasanalyzedfrom vaginalmucosaandclitorialfossaof105Thoroughbredmares

suspiciousofthegenitaldiseaseinKorea.NinetysixE.coliisolateswereidentifiedas

standardbiochemicalpropertiesandusingBIOLOGsystem.

Fiftythreeisolates(55.2%)couldbeclassifiedintoatotalof21O serotypesandforty

threeisolates(44.8%)werenon-typeablewith51Oantiserausedinthisstudy.

Theverotoxin1(VT1)andverotoxin2(VT2)geneswereanalyzedbymultiplexPCR.

Amongthem,oneisolatewasdetectedVT1gene(130bp).

Mostofisolatesshowedahighsusceptibilityinciprofloxacin(100%),enrofloxacin(100%),

norfloxacin (100%),cefoxitin (96.9%),gentamicin (96.9%),sulphamethoxazole (96.9%),

nitrofurantoin(94.8%),amikacin(93.8%),nalidixicacid(92.7%)andtetracycline(90.6%).

(2)From the934horses,22strainsofβ-hemolyticE.coli(2.36%)wereisolated.Also,

horsestend to havehigh sensibility in drugsthatareisolated in mostcases,yet

observedhemolyticE.colihaverelativelyhighinthisresearch.

C.DevelopingPCRdiagnosticforTaylorellaequigenitalis

Noidentificationoccurredfrom analysisof65breedinghorsesthatseemedsuspicious

aboutgenerativedisease.However,TaylorellaequigenitalisstrainsoccuredthroughPCR

in1strain(1.5%).

D.EffectofuterinebacteriologyandcytologyonfertilityinThoroughbredmares

Ninetyonestrainswereisolatedfrom uterinecultureswabsfrom 65mares.Themost

commonisolatewasEscherichiacoli(35isolates,38.5%),followedbyKlebsiella

pneumoniae(7isolates,7.7%),Streptococcusequisubsp.zooepidemicus(6isolates,

6.6%),andorganismsconsideredtobenon-pathogens,other(43isolates,47.3%).

Ofthe65cytologicalsamples,16(24.6%)werepositiveforinflammation.Therateof

pregnancyfornormal,moderate,andsevereinflammationwas85.7%,42.9% and22.2%,

respectively.However,there are no significant relationship between bacteria and

inflammation.

E.DevelopingdiagnosisandpreventionofcausesinEVA andEHV-1,3,4 inbreeding

horse'sgenerativedisease.

Analyzing65breedinghorses'contentsofvaginausingDNA of3horses'semento

findEHV throughPCR,noidentificationhaveoccurred.Also,allsemencollectedfrom 5

horseshadnegativeresultusingRT-PCR.

F.ResearchonClostridium perfringensdiagnosisandpreventionfrom foal



- 19 -

 Resultofresearchonpathogenfrom 10foalswithseriousdiarrheaandmortalityrate

(70%)thatare raised in domesticproducing farm,Clostridium perfringenstype A

isolatedtofatalClostridium perfringenstoxin α,β,β2,ε,enterotoxin'sgeneticPCR

diagnosistechniquewasestablished.

G.ResearchonpreventionanddiagnosisofneonatalisoerythrolysisinThoroughbred

Two4-day-oldThoroughbredfoalswithacuteclinicalsignsofdepression,elevated

pulseandrespiratoryrates,anemia,andjaundicewerereferredtotheequinehospitalof

KoreaRacingAuthority.Thefoalswereseeminglynormalatbirth,butshowedclinical

signssuchasabnormalbehavior,jaundiceandanemiasuddenlyafteringestionofthe

mare’scolostrum,followedbydeathat4daysafterbirth.Accordingtotheresultsof

thehematology,serum chemistry analysis,jaundicefoalagglutination test,andblood

groupstest,thefoalswerediagnosedasneonatalisoerythrolysis(NI)causedbythe

mare’santibodies.

H.Geneticcharacteristicsanddrug sensitivity patternsofStreptococcusequisubsp.

equi

AsresearchingdrugsensitivitypatternsofeightS.equithatcausesmainstranglesin

horsesensivity,alldrugsshowedhighsensitivityexceptSparfloxacinandTetracycline,

and observed similarcauses ofpatterns to create disease in genetic value while

researchingcharacteristicsofdynamicmoleculeusingPFGEandMLSTmethods.

I.Establishingparentagetestingtechniqueinridinghorse

IntheanalysisofapplyingISAG microsatellitemarkertohorseinrecognizeandto

perform parentage testing for utility and standardization,number ofallelic genes

distributedfrom 4to8from varietiesoftargetedbreedsover20includingThorough

bred;mostofallelicgenesoccuredinthoroughbredalsooccurredinnon-Thorough

breds.

J.Researchofgenetictraitsinridinghorse

  Targetingdomesticraisedhorsesof143intotal,30horseswereviolentand113were

gentle,toanalyzeSNPfrom DRD4genetics.Only15horsesobserved -147baseC→ T

substitutionand-292baseA→ GsubstitutionofSNPfrom overallin143horses.

2.Developingproductiontechnologyunderartificialinseminationandembyotransfer

A.Semencollection

Asaresultofcollectingstallion'ssemenbyusingcondom,mizoriandcoloradotype

vagina,artificialvaginatendtohavehigheramountasmizori50-60ml,andCSU50-60
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mlcompareto40-50mlincondom from Arabianbreed.Averageamountofsemenof

crossbreedhorseswere138.3mland56.5mlofArabianbreed.Crossbreedhorseshad

higheraverageof175×106/mlcomparetoarabianbreedwhichwas86×106/mlinnumber

ofsperms.Toconsiderdomesticreality ofshortbreeding malehorse,applicationof

artificialvaginaseem themostefficientmethod.

B.Vitalitytestofsperm

Asaresultofvitalityexaminationbasedonbreed,averagedisorderedcrossbreedmale

horse'stotalmotility(TM)andprogressivemotility(PM)ratewere75.9% and58.4%,

Arabianbreedof48.8% and23.2%;crossbreedhorsesattentivelyhadhighertendency

(p<0.05).TM ratiobecame 75.3% to14.4% astogothroughrefrigeration,dilution,and

freezing (p<0.05).PM ratiowassimilarin averageof58.2–59.6%,yetdecreasedin

refrigerated-transportedprocess,andincreasedinfree-thaw processof71.7% (p<0.05).

C.Frozen-thawedsystem

Sementhatdilutedrightaftercollectionwillbetransportedinthetemperatureof55℃.

Freezecanbedonewhen40mlofrefrigeratedsperm isinsertedin50mlcentrifugal

separationtubetoprocesscentrifugalfiltrationof400g×10minutestodisplantseminal

plasmaand suspension,and collecting lowerclasssperms.Numberofspermswere

adjustedusinghemacytometerintheconcentrationof40×106/mLandtodiluteeggyolk

extender(EYE)orskim-milkextender(SME).Dilutedsperm willbefreeze90minutes

in5℃tomaintainrefrigeratedcondition fillinstrawsandtopre-freeze-165±5℃ to

acupunctureinliquefiednitrogengas.

D.Researchinreservabilityoffreeze-thaw semen

Disorderedcrossbreedmalehorses'ratioofTM infreeze-thaw s드두 was20.1% where

arabianhorseswere1.42% less;30minutesofincubation,onehourandtwohoursstill

hadfairlyhightendency.PM ratiowasalsohighindisorderedcrossbreedmalehorses'.

TM andPM ratiofrom arabiananddisorderedcrossbreedmalehorse'sfreeze-thaw

sperm inexternalincubationtime,arabianhorsetendtohavehigherEYEcompareto

SME,yetbecamesimilarastimewentby.Meanwhile,disordered crossbreed male

horses'TM andPM werenotdifferentfrom thebeginning.

E.Pregnancyrateofartificialinsemination

Horse's semen can be used in diluent,refrigerated,and frozen form.Artificial

inseminationcanoccurwhenmeasurefemalehorseevery12hourstowaituntilreach

5cm ofuterusorconfimationofovulationtoinsertinthecenterofuterinehornof4

straws of dissolution frozen sperms(40×106/ mL). Pregnancy rate of artificial

inseminationofspermsthatrefrigerated-diluentswere60%,refrigerated-transportedwas

50% andfreeze-thaw was37.5%.Artificialinseminationoffreeze-thaw sperm thatadded
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diluentshadpregnancyrateof10% andonesdidn'thad40%;naturalovulationratewas

25% andinductionofovulationpregnancyratewas50%.

F.Estrussynchronization

Developmentoftechnologyinsynchronizationofestrusisnecessaryforstabilityasto

increaseefficiencyinartificialfertilizationandfertilizedeggtrans-plantation.Prediction

ofovulationisveryimportantashorse'sestrouscycleisusually4to7days.During

theinductionofovulationtime,sizeofuterusmustreach4cm orabove,and5cm or

aboveforartificialfertilizationinordertobepregnant.From theinsertionofCidr-plus,

progesteronebloodconcentration haveincreaseduntilPGF2ainjection on7thday to

regression,thenprogesteronehavedecreasedrapidly.Symptom ofestruswerehardto

observeasitmanifestedveryweaklyinexternal.Ittook3-4daystoestruswithPGF2a

ofregressionofcorpusluteum whenuterussizewereover3cm,yetittookabout7

dayswhenthesizewere2cm orless.Oralprogesterone,regumate,wasinaverage

amountof0.04ng/mlbeforeinjection,0.03ng/mlafter3daysoffirstinjection,1.59

ng/mlafter6days,8/84ng/mlafter9daysand0.93ng/m afterinjectionofPGF2a.It

wasabletocontrolhorse'sestruscycle,yetoralprogesteroneweredifficulttouseas

necessarytoinjectoncertainamountinsametimeeveryday;equipmentthatcanbe

insertedinvaginaseemedeasytouse,yetcausedvaginitisandcontaminations.

G.Embyotransfer

Systemizedembryotransfertoreproducelargeamountofexcellentridinghorsesandto

useintreatmentofbreedingobstacles.Inducementofestrustoward8blankhorsesand

6(87.5%)weresuccessful,and6horsesweresuccessfulininductionofovulationand

artificialfertilization.Among theblankhorsesthatwereartificially fertilized,5were

used to collectembryo and 3(60%)weresuccessfulin embryo collection.Embryo

transferwereadjustedandincubatedafterbeing developedinfollowing:5th day of

incubationof150μm,6th409μm,7th814μm and8thin1.2mm.Meanwhile,1horse

wassuccessfulinpregnancywhentwoembryotransferthatwereincubatedfor7days

to transplantin two horses.Blank spacehorseand poached egg horse'sestrogen

concentrationratewas59.20pg/ml,48.5pg/ml,and41.07pg/mlinaverage,notmuchof

differenceinoverall.

H.Birthandbreedobstacle

Itwasfirsttobesuccessfulinproducingcoltusingfrozenthawedandcooleddiluted

inKorea;coltthatcollapsedanddiedonthe1stdayofbirthcanbeputativedueto

innateuretermalformationofuremia.Therearenotmuchofdomesticfemalehorse's

breedobstaclesthatwerereportedinthepast,yetwehaveconfirmedcauses:existence

offoreignsubstanceinuterus,non-fertilitycells,andearlyabortions.Additoryresearch

willbenecessaryinthefuture.
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3.Baseofridinghorseproductionandnurtureaswellasconstructingcommercializationsystem

In ordertousecoltsthatwereborn by windpollination orproducedby artificial

insemination,nurture in proper usage along with communion with human to use

effectively.Forthebaseofridinghorseproductionandnurtureaswellasconstructing

commercialization system,establishing standard ofoptimum mating phase,monitoring

pregnancy periodsofbreeding femalehorse,correcting techniqueofearly nurturing

processforcoltsandplacingbaseofnurturingridinghorsewereapplied.

Afterproducingcolts,systematicmanagementofdiseasetoreinforceimmunitywillbe

performedtoaddhigher-valueandtoallow contributioninindustrializationofriding

horsebyconstructingKoreanstyleofnurtureandtrainingsystem.

A.Causefactorthatusuallyraiseinfectiontofoal

Pathogencausedfactorsusuallyraiseinfectiontofoalaredistinguishabledependingon

areasofbreedorlocation.However,from theclinicalresult,E.coliisthemostcommon

inanyareasandotherscanbedefinedasActinobacillus,Klebsiella,andPsuedomonas;

Salmonellausuallyoccursfrom oldfoalandisunusualcomparetootherones.

B.Diagnosisstandardofsepticemiainfoal

Depression(usually common,butnotbizarre),heat(>39℃),numberofwhiteblood

cells.Fibrinogevalue, Hypoglycemia,breathe,urine,bloodculture,septicemiaindexand

othersarethejudgmentstandard.

Asaresults,wehavecreateddiagnosisandpreventionofbacteriaandvirusthatcause

breeding barrier,and investigated geneticcharacteristicsoffunctionalgroups within

pathogens.Itwassuccessfulinproducingdomesticridinghorsebyartificialinsemination

orembryo transferwhich was the finalgoalofthe research and provided basic

applicationinhorseproducingfarms.
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제 1장 연구개발과제의 개요

제1절 연구의 목적 및 필요성

가.연구의 목적

정부의 말산업육성법 시행과 FTA 이후 축산업의 대체산업으로 말 산업에 대해 정부 및

지자체의 관심이 집중되고 있는 실정이다.그 동안 경주마의 경우 자연교배 만을 허용하는

국제기준에 따라서 국내에서 말의 생산은 지금까지는 주로 더러브렛종 경주마를 생산하였으

나 FTA 이후 축산업의 대체산업으로 말 산업이 대두되고 있고,국민소득 3만불 시대를 맞

이하면서 생활승마에 대한 국민들의 관심이 고조되고 있다.이에 정부 및 지자체에서는 승

용마의 생산․육성을 통해 생활승마를 활성화하고 축산농가의 고부가 가치의 소득원을 창출

하고자 승용마 산업에 대한 새로운 정책을 수립하고 있다.

그 동안 한국마사회는 더러브렛종 경주마 생산 및 육성에 주로 관여하였으나 최근에는 생

활승마 활성화를 통해 위기에 처한 축산농가에 고부가 소득원을 제공하고자 2014년까지 승

용마 전문 생산농가 100호를 육성하기 위해 씨암말을 구입하여 민간에 분양하고 씨수말은

한국마사회가 정액 및 백신을 지원하는 등 승용마 생산을 위한 정부 정책 변화에 능동적으

로 대처하고 있다.

이러한 배경 하에서 본 연구는 FTA 이후 예상되는 대체산업으로서 승용마 생산업이 국

내 주요 축산산업으로의 자리매김과 생활승마 활성화에 따른 승용마 저변 확대를 위한 생산

기술의 안정화를 도모함과 동시에 승용마 생산을 위한 번식장애 씨암말의 병인학적 특성 및

생산성 향상 기술을 개발하고 인공수정 및 수정란 이식을 통한 승용마 생산기반 및 실용화

체계를 구축하여 향후 승용마를 생산코자 하는 축산농가에 기술을 전수함으로서 축산농가의

고소득 창출에 기여하고자 일련의 연구를 수행하였다.

나.연구의 필요성

우리나라의 경우 지난 70년대는 주로 일본이나 호주 등지에서 수입된 더러브렛종 또는 앵

글로아랍종 말을 가지고 경마에 활용하였으나 국적 있는 경마시행 및 개량을 통한 경마의

국제화와 축산 발전 및 농가 소득에 기여할 목적으로 80년대 초부터 국내에서도 말의 생산

을 시작한 이래 현재는 제주를 포함하여 전국적으로 말을 생산하는 괄목할만한 발전을 이루

었다.

현재 국내에서 사육되고 있는 말은 더러브렛종 말과 같은 개량마 혹은 경종마가 약

10,000여두,제주마를 포함한 pony계통이 약 19,000여두 등,총 29,000여두로 추정하고 있

다.그 중에서 번식을 목적으로 사육되고 있는 더러브렛종 씨암말은 1,700여두,씨수말은 70

여두로서 이들 사이에서 태어나는 망아지는 년간 1,200여두 이상으로 계속해서 증가추세에

놓여있는 실정이다(양 등,2004).그러나 국내에서 생산되는 경주마 중에서 약 70% 정도만
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이 경주마로 활용되는 것으로 알려져 있어 생산농가가 많은 어려움에 직면하고 있다.또한

FTA 이후 국내 축산 농가의 피해가 우려되고 있어 그에 대한 대안 산업으로 말 산업이 대

두되고 있으며,정부나 지방자치단체에서도 말 산업의 활성화에 많은 관심을 가지고 있다.

그래서 최근에는 생활체육의 하나로서 승마를 활성화시키고자 국내에서도 승용마를 생산하

는 방향으로 정책을 추진하고 있다.그러나 국내에서 활용 가능한 승용마는 거의 없으며 주

로 경주마 중에서 퇴역마를 사용하고 있어 낙마로 인한 기승자의 사고,승용마 전환에 장기

간의 교육 등 여러 가지 문제점이 대두되고 있다.

더러브렛종 말은 다른 동물에 비해 개체별 특이성이 높기 때문에 씨암말의 임신과 생산에

관련된 번식생리 역시 말 품종 간에 큰 차이가 있으며 가축 중에서 생산효율이 가장 낮은

것으로 알려져 있다.대부분의 국가에서 번식을 목적으로 매년 교배하는 씨암말의 임신율은

약 85～90% 정도이나 다음해 태어나는 망아지는 임신한 씨암말 대비 65～79% 정도에 불과

한 것으로 알려져 있다(Morel등 1999;Rose와 Hodgson,1993;양 등,2004).

자궁감염 또는 지속성 자궁염을 유발하는 원인들을 인지하고 처치하는 것은 번식장애마를

현저히 감소시키는데 많은 도움이 된다.씨암말들이 하룻밤사이에 번식장애마가 되는 것은

아니다.감염에 대한 민감도는 연령의 증가,번식기관의 손상,세균의 감염 등에 의해 주로

발생하고 있고 특히 세균의 감염은 생식기의 외형적 구조,번식기술,검사과정,해부학적 기

형,산후의 처리 등에 영향을 받는다.감염에 대한 물리적 방어막으로는 외부의 음순,전정

의 괄약근 및 자궁경 등이 있다.정상적인 씨암말에서 세균을 고립시키는 능력은 음핵와

(clitoralfossa,94%),전정(69%),질의 앞쪽(42%),자궁(31%)의 순으로 점차 감소하는 것으

로 알려져 있다.교배,분만전후,검사과정 중에 감염이나 물리적 방어막의 손상에 의해 잠

복중인 미생물들이 침투할 수 있다.자궁의 방어 기전들이 정상적으로 작용하고 있을 때는

많은 양의 미생물들에 노출(자연적 또는 실험적)되더라도 번식을 방해할 정도의 장기간의

염증은 잘 발생하지 않는다.배아의 생존을 위해 배란 5～6일후 교배의 결과로 인해 자궁강

으로 배아가 내려오는 시기에 자궁에는 염증유발물질 및 세균이 존재하지 않아야 한다.자

궁의 방어기전은 기계적 및 세포생물학적 측면을 가진다.기계적 측면에서 자궁을 방어하는

수단은 발정기동안 자궁 내용물을 추출하고 자궁경을 이완시키는데 도움을 주는 자궁근 수

축이다.세포학적 반응은 주로 식작용(phagocytosis)에 의해 이루어진다.효율적인 호식작용

은 1)적당한 수의 호중구(neutrophils)들이 일반적 순환상태로부터 이동하여 자궁내막을 통

해 자궁강으로 신속한 이동,2)감염을 유발시킨 세균에 대한 호중구의 적절한 주화성

(chemotaxis),3)식세포(phagocyte)를 위한 세균의 세포표면에 대한 옵소닌화(opsonization)

및 4)세균들에 대한 호중구들의 성공적인 섭취(ingestion)및 세포내로 함입된 세균들의 제

거(killing)등에 의존한다.비록 자궁방어 기전의 실패에 대한 모든 원인들은 확인되지 않았

으나 영향을 미치는 몇 가지 중요한 요인들은 잘 알려져 있다.회음의 기형 및 기질

(pneumovagina)과 같은 병에 잘 걸리게 하는 요소와 더불어 반복적으로 과다한 감염이나

오염은 씨암말의 방어기전의 효율저하를 유발함이 확실한 것으로 알려져 있다.호중구의 세

균을 식균하는 효율감소 및 항체와 보체에 의한 옵소닌화(opsonization)의 결핍현상이 자궁

염에 감수성이 높은 씨암말들로부터 확인된 바 있다.그리고 이러한 현상은 백혈구수가 부

적절하거나 감소되는 것과는 관계가 없다.또한 자궁으로부터의 염증물질과 오염물질의 기

계적 배출 실패는 중요한 것으로 사료된다.다산의 고령인 씨암말에서 자궁근의 활성은 현

저히 감소하며,병에 감수성이 높은 씨암말의 자궁으로부터는 질병 저항성이 있는 씨암말과
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비교하여 비항원성 표지인자의 물리적 제거가 늦게 이루어진다.만일 불충분한 이완,유착

또는 해부학적인 기능결함으로 문제가 발생하면 자궁내의 오염물질을 배출하는 작용이 작동

하지 않을 수도 있다.

국내에서 생산되는 더러브렛종 말은 사람의 족보와도 같은 혈통서(Studbook)에 등재되기

위해서는 축산법 및 더러브렛종 등록규정에 근거하여 유전자(혈액형 포함)감정 및 모색유

전의 법칙에 의해서 친자관계가 확인되어야만 한다(ChoandKim,2000).

단백질의 다형은 유전자 상에 코드되어 있지만 유전자내에서 단백질의 정보를 담당하고

있지 않는 인트론부위나 유전자이외의 비코드 영역에는 반복배열의 반복수가 다른 다형이

존재하는 것이 알려진 이래 현재 이용되고 있는 대표적인 유전자 감정 기법은 microsatellite

DNA typing혹은 shorttandem repeats(STRs)이다.말에 있어서는 1986년 개최된 더러브

렛 국제혈통서위원회에서 DNA 감정에 관해서 처음으로 거론된 이래 국제간의 긴밀한 협조

하에 진행된 결과 현재는 각국의 공통적인 DNA 검사항목 사용 및 검사법의 표준화가 이루

어져 친자확인에 채택하고 있는 실정이다.말의 개체식별이나 친자판정을 목적으로 한 DNA

locus(좌위)는 allele(대립유전자)의 수가 많고 heterozygosity(이형접합율)가 높으며 다형성을

보이는 염기수가 적은 것,즉 PCR증폭이 가능하며 정확한 염기수나 반복배열수가 용이하

게 산출되는 범위의 것으로서 돌연변이율이 낮은 것이어야 하고 또한,더러브렛 말의 혈통

등록은 초봄에 집중되어 단시일내에 많은 검사를 수행해야 하므로 경제적이며 방법이 단순

하고 시간이 절약될 수 있는 marker가 좋은 것으로 알려져 있다.그래서 각국에서는 말의

DNA다형 marker를 지금까지 핵 DNA의 유전자 비코드부위에서의 반복배열수의 차이를 지

표로 한 microsatellite DNA로서 2～4염기의 반복되는 배열로서 heterozygosity가 높고

allele의 수가 많은 marker중에서 국제간 comparisontest(비교시험)를 통해 검사방법을 표준

화 시킨 후 1998년과 2000년 국제동물유전학회 말 분과위원회에서 9개의 microsatellite

DNA marker를 국제최소검사항목으로 지정하였다.현재 대부분의 감정기관에서는 실제로

혈액형 감정을 시행하지 않고 유전자 감정으로 개체식별이나 친자판정을 시행하고 있다.더

러브렛 말의 혈통등록을 위한 각국의 친자감정기관은 국제혈통서위원회(InternationalStud

BookCommittee:ISBC)의 엄격한 조건을 준수하여야 한다.그래서 혈통서 등록기관으로부

터 지정받은 각국의 친자감정기관은 국제동물유전학회(InternationalSociety ofAnimal

Genetics:ISAG)에 가입하여 ISBC와 ISAG가 공동으로 결정한 더러브렛 유전자(혈액형 포

함)최소검사항목을 검사해야 하고 ISBC와 ISAG가 공동 주최하는 말(더러브렛 포함)유전

자 국제비교동정시험에 참가해야 하는 의무를 준수하여야 한다(조,2007;Cho와 Cho,2004).

근래에 들어 국내 말 생산 산업의 괄목할 만한 성장으로 생산 및 사육농가의 증가,경주

마의 생산두수 증가,인기있는 씨수말과의 교배 집중화,혈통과 유전형질이 뛰어난 외국산

씨수말 및 씨암말의 구입 등 경마의 국제화에 따른 말의 국제간 이동 증가,목장내 생산마

의 친자감정을 둘러싼 분쟁 등 종래에 비해서 말의 개체식별이나 친자감정의 중요성이 대두

됨에 따라 신속하고 정확하며 경제적인 감정방법을 요구하고 있다.그러나 승용마의 경우

특별한 국제기준이 없어 더러브렛종 말에 준해서 실시하고 있는 실정이다.자연교배뿐 아니

라 인공수정이나 수정란이식에 의해 태어난 승용마의 경우 특히 등록의 중요성이 대두되고

있다.그래서 승용마의 등록에 가장 효율성이 높은 horsemicrosatellitemarker에 대한 감정

기술의 정립이 요구되고 있다.
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전 세계적으로 더러브렛종 말은 자연교배에 의해 생산된 망아지만이 경주마로 활용할 수

있도록 규정하고 있으나 승용마의 경우 자연교배나 인공수정에 의해 생산되어도 아무런 문

제가 없다.국내에서 말의 생산은 주로 자연교배에 의해 이루어지고 있으며 말에서 인공수

정이 이루어진 경우는 아직까지 없는 실정이다.그래서 말에서 인공수정 시 요구되는 인공

수정관련 기술(정액의 냉장 및 동결 완충액,동결 완충액의 buffersystem,인공수정용 정액

의 품질 개선,액상정액 제조․보관 및 주입전 가온 방법,말 번식 성적 향상을 위한 씨암말

의 발정동기화,말 인공수정 시 정액 내 호르몬제 첨가로 번식효율 향상 등)및 수정란 이식

기술의 개발 및 확립 또한 시급히 요구되고 있다.세계적으로 말 정액의 동결 및 인공수정

이 증가하고 있으며,인공수정으로 태어난 말의 등록도 증가하고 있다.말에서 인공수정은

씨수말 운반비용의 감소,정액의 장기보관,적기 인공수정,생식기 질병 전파 차단 등의 장

점이 있으나,낮은 임신율,노동력 증가 및 정형화된 프로토콜의 부재 등의 문제점이다

(Samper,2008).인공수정을 위한 정액은 냉장 또는 동결정액의 형태로 이용되고 있다.정액

채취시 원정액의 품질과 채취 방법,원심분리 방법,냉각 속도와 시간,포장재료 및 씨수말

등이 정자의 품질에 영향을 미치는 것으로 알려지고 있고(Amann와 Pickett,1987;Ecot등,

2000),정액의 동결보존을 위한 희석액 조성 및 동결체계에 대한 연구도 보고되었다(Martin

등,1979;Cristanelli등,1984).동결정액의 품질 기준,인공수정에 대한 정형화된 프로토콜

및 암말의 번식관리에 대한 연구가 필요하다(Loomis,2001;Samper,2009).한편 국내에서는

말의 인공수정에 대한 시도는 있었으나 정자의 동결 및 인공수정에 관한 기본 자료 및 기술

의 확립이 미흡한 상태이다(Park등,2008).

국민소득 3만불 시대를 맞이하면서 승용마에 대한 수요가 급증하고 있으나 주로 경주마나

외국으로부터 수입에 의존하고 있는 실정이다.국내에서 말 생산에 있어서 국내 승용마의

기술개발은 전무한 상태이고 단지 경주마의 경우 한국마사회에서 주축이 되어 많은 생산농

가가 동참하고 있는 실정이다.그러나 경주마의 경우는 자연교배만을 적용하고 있기 때문에

승용마의 생산에 따른 기술 개발이 요구되고 있다.또한 승용마 생산업의 안정적인 발전과

국내 생산 말의 활용률 제고를 위해 승용마 생산 후 체계적인 육성을 통해 안정적으로 판매

되어 생산농가의 고소득 창출로 이어지는 경영의 안정화에 기여할 수 있는 말 유통체제의

양성화와 선진화도 시급히 요구되고 있다.

제2절 연구개발의 내용 및 범위

본 연구에서는 현재 걸음마 단계인 국내 승용마 생산의 질적인 수준을 향상시키기 위해 국

내에서 사육중인 번식마를 대상으로 번식장애 씨암(수)말의 병인학적 특성을 파악하여 생산

성 향상을 위한 기술 개발과 인공수정 및 수정란 이식에 의한 승용마 생산 기술을 확립한

후 향후 이들 기술에 의해 태어난 망아지를 육성하여 전문 승용마로서 활용할 수 있는 기반

을 마련하기 위해 다음과 같은 내용의 연구를 수행하였다.

1.말 번식장애 유발 세균,바이러스 병원체의 신속 검출과 동정을 위한 진단법 및 예방법

을 개발하였고 이들 병원체의 숙주내 작용기전 및 유전학적 특성을 규명하였다.
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가.번식장애 유발 세균 병원체(S.zooepidemicus,S.equi,E.coli)에 대한 유전학적 특성

분석 및 예방법 연구

나.인공수정에 의한 망아지의 생산성 향상 기술개발과 관련 Clostridium perfringens의 진

단법 및 예방법 연구,신생자마 용혈성 질환 진단법 및 예방법 연구

다.씨수말의 생식기질환 원인체인 EHV와 EVA의 동정을 위한 진단법 및 예방법 개발

2.말 인공수정 및 수정란 이식에 의한 승용마 생산기술 개발을 위해 국내 환경에 적합한

씨수말로부터 정액 채취 및 동결정액 제조 기술을 개발하였고 이들 기술을 이용하여 망아지

생산에 적용하였다.

가.정액 채취(콘돔,인공질)및 정액 희석 기술,액상정액 제조․보관 및 동결정액 제조 기

술 개발

나.냉장정액(13두),동결정액(7두)인공수정 실시하였고 태어난 망아지를 대상으로 망아지

태반무게,체중 및 체고,기타 이상 연구

다.말 수정란이식을 위한 발정동기화를 유도하여 말 수정란 이식 기법 개발 :국내 최초 말

수정란 회수 및 이식 시험 및 성공(5두 채란,3두 회수),수정란 이식 :2두 이식(1두 임신)

3.승용마 생산·육성 기반 및 실용화 체계 구축을 위해 최적 교배적기 기준 정립 및 씨암

말의 임신기간별 모니터링,망아지의 초기 육성 기법 정립,승용마 육성 기반 구축 등을 수행하

였다.

가.수정 후 15일 및 40일,임신확인 후 30일 간격 임신 모니터링 기술 확립 및 임신말에 대한

최적의 사양관리 프로그램 확립

나.이유 전 망아지 육성 및 초기육성 기법 연구,생산된 망아지의 면역증강 효과평가

다.최적 수정란 이식 기준 설정 및 씨암말의 모니터링

라.동결정액 활용 인공수정으로 태어난 망아지의 육성 시험(1두)및 관련기술의 실용화 체

계 구축 및 농가 전수

4. 한국형 승용마의 친자감정 기법 정립 및 등록시스템을 구축하기 위해 유전자(DNA)분석

기법(ISAG HorseMspanel및 SNP)개발 및 등록시스템을 구축하였고 SNP를 통한 승용

마 특이 유전형질 탐색 연구를 수행하였다.
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제 2장 국내외 기술개발 현황

제1절 국내외 관련기술의 현황

1.국내 기술동향 및 수준

가.세계적 수준

개념정립 단계 기업화 단계 기술 안정화 단계 ○

  승용마를 생산하는 선진국에서는 관련 기술을 개발한 후 현장에 접목시킬 수 있는 기술

안전화 단계이나 경주마 생산과 마찬가지로 우수한 승용마를 생산하기 위해 씨암말 및 씨수

말의 생식기 질환과 정액을 이용한 인공수정 및 수정란 이식 등 번식효율 향상을 위한 연구

가 끊임없이 지속되고 있다.

나.국내 수준

개념정립 단계 기업화 단계 ○ 기술 안정화 단계

   국내에서 우수한 말을 확보하기 위해서는 혈통이 우수한 씨수(암)말의 선정은 물론, 말

번식기술의 정립 및 향상이 무엇보다 요구되고 있다.그러나 말에 관한 전반적인 연구를 포

함하여 말의 번식(특히 승용마)과 관련된 연구결과는 외국에서는 많이 보고되어 있으나 국

내에서는 초보단계에 놓여 있다.

2.국내 연구현황

가.말 번식 관련 연구 현황

국내에서 질 좋은 말을 확보하기 위해서는 혈통이 우수한 씨수(암)말의 선정은 물론,말

번식기술의 정립 및 향상이 무엇보다 요구되어지고 있다.그러나 말에 관한 전반적인 연구

를 포함하여 말의 번식과 관련된 연구결과는 외국에서는 많이 보고되어 있으나 국내에서는

거의 없는 실정이다.

현재까지 말의 번식과 관련되어 연구된 것은 1)제주에서 사육중인 더러브렛종 씨암말 301

두와 자마 103두를 대상으로 번식특성 조사,2)국내에서 사육중인 더러브렛종 씨암말 100두

를 대상으로 생식기내 세균의 분포와 그 분리균에 대한 항생제 감수성 양상 조사,3)씨암말

의 clitoris와 유산 태아로부터 말의 생식기 질환의 주요 원인체 중 하나인 Streptococcus

equisubsp.zooepidemicus가 분리되어 유전적 특성 연구,4)초음파와 호르몬치를 이용한

임신진단 연구 등이 주로 보고된 바 있다(양 등,2004;최 등,2007;Choi등,2011).

국내에서 번식장애 씨암말의 병인학적 특성 및 생산성 향상 기술 개발과 관련된 연구는

상당히 미흡한 실정으로서 질 좋은 말의 생산과 축산농가의 생산성 효율 향상을 위해서는
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연구가 시급히 진행되어야 할 것으로 사료된다.

국내에서 말을 대상으로 인공수정이나 수정란 이식에 관한 연구 또한 상당히 미흡한 실정

이다.본 연구를 통해 인공수정 관련 기술은 정립이 되어 말 생산 현장에서 활용이 가능할

것으로 생각된다.그러나 말에서의 수정란 이식 관련 기술은 초보단계로서 향후 더 많은 연

구를 통해 실용화 체계의 구축이 시급히 요구되고 있는 실정이다.

더러브렛종 말과 제주마 중심으로 말의 혈통 및 번식등록을 위한 유전자(DNA)검사가 이

루어지고 있다(Lee와 Cho,2006;Cho,2006).그러나 승용마에 대한 유전적 다형성에 관한 연

구는 없으므로 향후 국내에서 승용마 혈통 및 번식등록을 위한 유전자(DNA)검사의 기법도

본 연구를 통해 얻은 결과를 토대로 활용할 수 있을 것으로 사료된다.

나.국내 승용마 생산 및 번식 연구 현황

국내에서 활용중인 승용마는 대부분이 경주 퇴역마를 순치하여 활용하거나 일부에서 수입

승용마를 이용하고 있으나,수입비용이 고가이고,국내에서 관리상의 어려운 문제점이 발생하

고 있다.

말의 번식효율 향상과 관련된 기술개발 및 연구는 주로 본 연구진에 의해 진행되고 있다.승

용마 생산에 필수적인 말의 생식기내 질병의 진단 및 예방법에 관한 연구나 말 번식기술(정액

채취 및 동결,인공수정,수정란이식)에 대한 연구가 전반적으로 미흡하나 최근 본 연구진에

의해 말의 정액 채취 및 동결정액 생산기술 확립 및 발표(한국수정란이식학회지

2008:23:161~166),다양한 종류의 정액을 활용한 말의 인공수정 임신율 및 망아지 생산 결과 발

표(한국수정란이식학회지 2011:26:15~19)등 국내에서 말의 인공수정에 대한 기반을 확보하였

다.

3.국외 연구현황

가.번식장애 씨암(수)말의 병인학적 특성 연구

Taylorellaequigenitalis는 1977년에 영국과 아일랜드에서 처음 알려진 이후 말 전염성

자궁염을 일으키는 주요한 세균으로서 비뇨생식기 표면에 샘플을 채취하여 분리하기에는

분리 동정이 너무 어려워 분자생물학적 방법을 이용하고자 현재 기법을 개발 중에 있다

(Erdman등,2011).Klebsiellapneumoniae는 E.coli등과 함께 생식기에 유행하는 균으로

질과 자궁 점액으로부터 균이 분리 동정 가능하며,분리된 균은 항혈청을 이용하여 분류되

고 있으며,현재 PCR이나 Spectrum을 통한 검출도 이용되고 있다.그러나 아직 효과적인

백신은 없는 실정이다(Ike등,1987).

Streptococcusequisubsp.zooepidemicus는 드물게 유산을 일으키는 세균으로서 분자생

물학적 방법을 이용하여 검출 및 다른 균주와의 감별도 가능하다.또한 말의 번식장애를 유

발하고 있는 세균성 병원체(Streptococcus equisimilis, Escherichia coli, Leptospira

species,Pantoeaagglomerans,Cellulosimicrobium cellulans)에 대한 연구도 활발히 진행

되고 있다.말은 계절번식동물이라는 점으로 생리적인 비발정기에는 자연적으로 발정유도가
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쉽지 않다.그래서 다른 산업동물에서와 같이 호르몬제를 이용한 발정동기화 및 말 인공수

정 시 정액 내 호르몬제를 첨가함으로서 말의 번식 효율 향상을 위한 연구를 시도하고 있

다.말의 생산성 향상과 관련하여 자연교배뿐 아니라 인공수정 및 수정란 이식 관련 연구도

말 산업이 발전한 정도와 비례하여 정액과 항생제의 혼합,정액 내 감염세균의 배제와 관련

된 연구 등 말 번식관련 연구가 많이 진행되고 있다.

승마 선진국에서는 고객으로부터 맞춤식 주문에 의해 우수한 혈통의 자마를 생산․공급하

는 등 말 전문 불임 클리닉을 운영하고 있으며,생산된 자마의 혈통등록을 위한 유전자

(DNA)검사와 관련된 연구가 활발히 진행되고 있다.승용마의 등록은 각국의 실정에 따라

시행하고 있으나 더러브렛종 경주마처럼 국제기준은 없다.그러나 국제동물유전학회

(InternationalSocietyofAnimalGenetics:ISAG)에서 정한 ISAG microsatellitemarker중

에서 선택하여 더러브렛종 말에 준해서 실시하고 있는 실정이다(Binns등,1995;Breen등.

1997;Bowling 등,1997;Coogle등,1996;Dimsoski,2003;Eggleston-Stott등,1997;

Ellegren등,1992;Guerin등,1994;Irvin등,1998;Marklund등,1994;Tozaki등,2001;

Tozaki등,2000;VanHaeringen등,1994).

나.말의 번식 및 생산 연구 분야

말의 정액 동결 프로그램,인공수정,수정란이식의 활용에 대한 연구가 지속적으로 진행되고

있다.특히 말은 계절번식동물이라는 점으로 생리적인 비발정기에는 자연적으로 발정유도가

쉽지 않다.그래서 다른 산업동물에서와 같이 호르몬제를 이용한 발정동기화 및 말 인공수정

시 정액 내 호르몬제를 첨가함으로서 말의 번식 효율 향상을 위한 연구를 시도하고 있다.

정액 채취시 원정액의 품질과 채취 방법,원심분리 방법,희석액의 조성,냉각 속도 및 시간,

포장재료 및 씨수말 등이 정자의 품질에 영향을 미치는 것으로 알려지고 있고(Amann와

Pickett,1987;Ecot등,2000),정액의 동결보존을 위한 희석액 조성 및 동결체계에 대한 연구

도 보고되었다(Martin등,1979;Cristanelli등,1984;Palmar,1984).

말 인공수정 임신율에는 정자 보존용 희석액의 조성,인공수정 시간,주입 위치와 방법,씨수

말의 선발,배란시기,정자수,암말의 관리,전진운동성 정자의 농도 등이 영향을 미친다

(Loomis,2001;Colenbrander등,2003;Vidament,2005;Metcalf,2007).

우수 혈통의 승용마의 수정란과 정액은 전 세계로 냉장 및 동결 정액의 형태로 수출․수입

되고 있고,이들 수정란과 정액의 동결기술,이식후 안정적인 수태율 확보 및 자마의 생산성

향상에 관련한 다양한 연구들이 진행되고 있다.또한 번식장애를 해결하기 위하여 난관내 수

정법(GIFT),난자내 정자 직접주입법 (ICSI)및 수술적인 난자 이식법도 개발되었다.

하지만 국외에서도 말의 인공수정 임신율 향상에 관한 문제점은 동결정액의 품질 기준과 인

공수정에 대한 정형화된 프로토콜의 부재와 암말에 대한 번식관리의 미흡이 문제점으로 제시

되고 있다(Loomis,2001;Samper,2009).
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제 3장 연구개발수행 내용 및 결과

제1절 번식장애 씨암(수)말의 병인학적 특성 및 생산성 향상

기술 개발

1.서 론

국내 말 시장의 수요를 충족시키고 보다 질 좋은 경주마 및 승용마를 확보하기 위해서는 혈

통이 우수한 씨수(암)말의 선정은 물론,말 번식기술의 정립 및 향상이 무엇보다 요구되어지

고 있다.그러나 말의 번식과 관련된 연구는 외국에서는 많이 보고되어 있으나 국내에서

는 상당히 미흡한 실정이다.

말 생식기 내에 존재하는 세균은 반드시 해로운 것만은 아니지만 병원성 세균으로서 발전

될 잠재적인 특성을 가지고 있다.자궁감염의 진행정도는 자궁상태,저항력 등과 병원체의

종류,숫자,독성 등에 의해 좌우되며 그 말의 감수성에 따라 감염의 진행여부가 결정된다.감염

원과 싸우는 자궁의 생리기전에 대해서는 정확히 알려진 것이 없으나 감염이 발생할 때마다

암말의 저항력은 계속해서 감소하는 것으로 알려져 있다.현재 씨암말의 생식기 감염을 유

발하는 여러 가지 환경적,물리적 요인들이 밝혀지고 있기 때문에 씨암말의 수태능력을 연

구할 때는 이러한 요인들과 함께 교배 시 씨수말의 생식기와 관련된 질환도 평가해야 할 것

이다.

씨암말의 생식기 질환과 관련된 주요 병원체는 Streptococcus zooepidemicus,

Escherichia coli,Pseudomonasaeruginosa,Klebsiellapneumoniae 등이 있으며,종종

Coryebacterium spp,Proteusspp,Klebsiellaoxytoca,Bacteroidesfragilis,Candidaspp,

Aspergillusspp,Staphylococcusspp.등도 관여하고 있다.말 전염성 자궁내막염(CEM)은

Taylorellaequigenitalis에 의해 유발되는 생식기 질병으로서 교배 후 1-14일간의 잠복기를

거쳐 자궁내막염,자궁경관염,질염 등을 나타낸다.음문부에서 삼출액이 배출되며 꼬리 부

위가 오염되어 있다.불수태,조기발정의 반복 등을 야기하며 감염된 씨암말은 대부분 임상

증상이 미약하여 다른 원인에 의한 자궁내막염과 구별이 쉽지 않아 본 병을 진단하기에 어

려움이 많은 것으로 알려져 있다.

말에서의 E.coli는 주로 망아지 설사와 패혈증,비뇨생식기 관련 질병을 유발하는 것으

로 알려져 있으나(Ike등,1987;윤 등,2010)다른 동물에 비해 연구가 미진한 상태이다.특

히 경주마는 물론 승용마 생산과 보급에 있어 말 생식기 계통의 질병이 매우 중요한 사안으

로 부각되고 있다.

국내에서 양 등(2004)은 2000년 2월부터 2001년 7월 사이 제주 동부 지역에서 사육중인

더러브렛 종 씨암말 301두와 자마 103두를 대상으로 번식특성을 조사한 결과,2000년 교배

한 씨암말 143두의 임신율은 93.0%(133두/143두),망아지 생산율은 72.0%(103두/143두)로 확

인하였다.평균 임신기간은 339.3일이었고 2001년 씨암말 158두의 교배횟수는 315회로서 씨

암말당 평균 교배횟수는 1.99회였으며 임신율은 86.7%(137두/158두)로서 출산경력이 있는 경

산마들이 공태마나 처녀마보다 수태율 및 임신율이 높은 것으로 보고한 바 있다.
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또한 최 등(2007)은 국내에서 활용중인 100두의 씨암말을 대상으로 생식기내 세균을 조사

한 결과, 많은 종류의 세균이 분리되었으나 전염성 자궁염의 원인체인 Taylorella

equigenitalis와 화농성 자궁염의 원인체인 Klebsiellapneumoniae는 분리되지 않았다고 보

고한 바 있다.

Baranski등은 foalheat동안 75마리의 암말로부터 직장검사 및 초음파 검사를 통하여

검진하여 자궁으로부터 얻어진 시료에서 세균 검사 결과 총 49마리(65.3%)에서 양성 반응

을 나타내었으며,β-haemolyticStreptococcus(25.3%)및 E.coli(24%)가 가장 빈번히 검출되는

세균이라고 보고한 바 있다.

  지금까지 국내에서 씨암말의 생식기 유래 세균의 분리에 관한 연구에서 김 등(1991)은 19

두의 건강한 씨암말을 대상으로 생식기내 세균을 조사한 결과 Streptococcusspp.(37.3%),

Staphylococcus spp.(23.9%),Bacillus spp.(16.4%),Corynebacterium spp.(7.5%),

Enterobactercloacae(7.5%),E.coli(5.9%),Bacteroidesspp.(1.5%)등을 분리 보고한 바

있고,Lee등(1999)은 E.coli(30%),Clostridium spp.(20%),Streptococcusspp.(20%),

Bacillus spp.(18%),Bacteroides spp.(16%),Pasteurella spp.(14%),Pseudomonas

aeruginosa등을 분리 보고한 바 있다.또한 최 등(2007)은 국내에서 사육중인 더러브렛종

씨암말 100두를 대상으로 생식기내 세균의 분포와 그 분리균에 대한 항생제 감수성 양상을

연구한 결과,분리된 세균은 E.coli(19.8%),Proteusmirabillis(14.9%),Staphylococcus

aureus(14.9%),Staphylococcusepidermidis(11.2%),Coagulase-negativeStaphylococcus

spp (10.0%), Enterococcus faecalis (9.2%), Enterobacter nimipressuralis (7.4%),

Actinomycesviscosus(7.2%),Enterobactermobilis(4.7%),Aeromonasencheleia(4.3%),

Proteusvulgaris(3.6%)등의 순으로 높은 분리율을 나타내었고,Gram 음성균의 분리율

(65.36%)이 Gram 양성균의 분리율 (34.64%)보다 높게 나타났다.

Clark등(2008)은 말의 trachea(10.8%),uterine(46.3%),wound(18.9%),postprocedural

softtissue(34.5%),urine(36%),septicfoal(35.7%),umbilicus(50%)등에서 높은 E.coli

의 분리율을 보고하였다.

Ike등(1987)은 1982년에서 1986년에 걸쳐 설사를 보이는 463마리의 망아지로부터 세균학적

연구를 수행한 결과,용혈성 E.coli가 만성 설사를 나타내는 자마에서 빈번하게 검출되었으

나 정상 자마에서는 거의 검출되지 않았으며,다른 달보다도 5월에 5배나 더 높게 분리되었

다.그리고 이러한 사실로부터 hemolyticE.coli는 교배기인 특히 5월 동안에 역학적으로 자

마에서의 만성적 설사와 매우 연관성이 높을 것으로 보인다.설사를 보이는 자마 및 자궁염

을 보이는 암말에서 분리된 hemolyticE.coli의 많은 종들은 혈청형 O101으로 분류되었다.

이는 hemolyticE.coli가 암말에서 자마로의 전파가 이루어질 수 있음을 강력히 뒷받침해

준다.

국내에서 사육중인 씨암말의 생식기 질환을 예방하고 생산성 향상을 도모하기 위해서는

가능한 한 자궁의 감염기회를 줄이는 것이 중요하며 씨암말의 자궁 면역학적 연구,특히 자

궁내의 세포반응이나 항균 물질의 분비 및 방어기전 등의 연구와 동시에 만약 발병 시 치료

효율을 극대화하는 방안으로 연구가 진행되어야 할 것으로 사료된다.
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2.연구의 내용 및 결과

가.번식장애 씨암말의 생식기로부터 시료채취

번식장애의 생식기로부터 Equi-Vetuterinecultureswab와 BBLcultureswab를 이용하

여 시료를 채취하였다.시료채취 방법은 채취전 꼬리를 붕대로 묶어 옆으로 재친 다음 외음

부를 소독액으로 깨끗이 닦아낸 후 최소 30초간 swab를 생식기내로 삽입하여 시료를 채취

한 후 채취한 swab는 Thioglycolatebroth에 넣어 48시간내에 실험실로 운반하여 실험에 사

용하였다(최 등,2007).

나.번식장애 유발 세균 병원체의 신속 검출과 동정을 위한 진단법 및 예방법 개발

(1)Streptococcuszooepidemicus에 대한 연구

(가)정의

   Streptococcusequisubsp.zooepidemicus(S.zooepidemicus)는 말에서 주로 분리되는

기회감염 세균으로 개,고양이,소,양,돼지,원숭이,사람 등에 다양한 감염증을 유발하는

광범위한 숙주역을 가지고 있는 인수공통 전염병의 원인체로 작용하며,말에서는 주로 호흡

기 감염,암말의 생식기 질병 및 궤양성 각막염 등을 유발하는 원인체로 알려져 있다.특히

암말 생식기 내 S.zooepidemicus감염은 임신 중․후기에 유사산을 유발하며 감염된 개체

는 자궁 내 환경의 손상으로 인해 지속적인 번식의 실패를 유발하여 국내 말 생산 및 육성

산업에 경제적으로 큰 피해를 초래하고 있다.

(나)Streptococcuszooepidemicus에 대한 진단법 및 예방법 개발

번식장애 씨암말 68두(질점액 66개,유산태아 1개,자궁내용물 1개)로부터 17주(25%)의

Streptococcuszooepidemicus를 생화학적 특성 및 PCR로 동정하였고,분리균에 대한 특성

은 sodA–seeI,SzP,CNEencodinggene을 분석하였으며(Anzai등,2002),유전학 및 역학

적 특성을 조사하고자 RAPD로 분석하였고(Younan등,2005)또한 20개의 약제에 대해 디

스크 확산법(Bauer등,1996)으로 항생제 감수성 시험을 실시하였다.그 결과 국내 생식기

유래 Streptococcus zooepidemicus는 Ampicillin, Cefoxitin, Ceftiofur, Cephalothin,

Florfenicol, Gentamycin, Nalidixic acid, Oxacillin, Penicillin, Tiamulin, Tylosin,

Vancomycin에 높은 감수성을 나타내었다(Table1~2,Figure1~3).
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Table1.FrequenciesofS.equisubsp.zooepidemicusisolatedfrom horse

Sources No.ofhorse No.ofS.equisubsp.zooepidemicus(%)

Fetusanduterinecontents 2 2(100.00)

Vaginalmucosa 66 15(22.72)

Total 68 17(25.00)

Table2.Resultsofantimicrobialsusceptibilitytestsof17S.equisubsp.

zooepidemicusisolates

Drugs Susceptible(%) Drugs Susceptible(%)

Amikacin 13(76.47) Ampicillin 17(100.00)

Cefoxitin 17(100.00) Ceftiofur 17(100.00)

Cephalothin 17(100.00) Ciprofloxacin 11(64.71)

Doxycycline 16(94.12) Enorfloxacin 13(76.47)

Florfenicol 17(100.00) Gentamycin 17(100.00)

Kanamycin 14(82.36) Nalidixicacid 17(100.00)

Nitrofurantoin 16(94.12) Oxacillin 17(100.00)

Penicillin 17(100.00) Tetracycline 9(52.94)

Tiamulin 17(100.00) Trimethoprim/Sulfamethoxazole 12(70.59

Tylosin 17(100.00) Vancomycin 17(100.00)

Fig.1.GelelectrophoresisofPCRproductsofS.equisubsp.zooepidemicuswithsizes

ofapproximately235bpusingsodA–seeIspecificmultiplexPCR.Lane1:100bpladder

marker(Bioneer,Korea),Lane2-7:vaginalmucosa,Lane8:abortedequinefetus.
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(A)                                 (B)

Fig.2.PCRproductsof1200bp(left)and906bp(right)fragmentsofSzPandCNE

encoding geneofS.equisubsp.zooepidemicus,respectively.Lane1:100bpladder

marker(Bioneer,Korea),Lane2-7:vaginalmucosa,Lane8:abortedequinefetus.

Fig.3.Random amplifiedpolymorphicDNA-PCR banding patternsofS.equisubsp.

zooepidemicusisolatesfrom horses.LaneM:100bpladdermarker(Elpisbiotech,Korea),

Lane1-15:vaginalmucosa,Lane16:uterinecontents,Lane17:abortedequinefetus.

(다)Streptococcuszooepidemicus의 작용기전,유전학적 특성 및 예방법 연구

   

국내(제주와 장수)로부터 유산,자궁내막염,지속적인 번식의 실패를 보이는 더러브렛종

말 374두로부터 79주의 S.zooepidemicus균주를 분리하였다.분리한 S.zooepidemicus의 역

학적인 발생 분석과 국내에서 분리된 S.zooepidemicus에 대해 생물학적 및 분자생물학적

기법을 이용하여 역학적 특성에 대해 조사하였다(Table3).

전체 분리율은 21.12%로 국외의 연구에 비해 유사하거나 다소 높게 관찰되었다.지역적인

분리율을 비교하였을 때 제주지역 32.23%,장수지역 10.11%로 장수지역에 비해 제주지역이

3배 이상 높은 분리율을 나타내었다.79주의 S.zooepidemicus분리균에 대한 생화학 성상

검사결과 대부분의 성상에 있어 S.zooepidemicus표준 생화학적 성상과 일치한 결과를 나

타내었으나 sorbitol분해능에 있어서는 대부분의 균주에서 비분능이 관찰되어 표준성상과

상반되는 결과를 확인할 수 있었다(Table4).

분리된 79주의 S.zooepidemicus에 대한 약제감수성 양상을 조사한 결과 Benzylpenicillin

(100.00%),amoxicillin(100.00%),cefotaxime(100.00%),ceftriaxone(100.00%),imipenem

(100.00%), levofloxacin (100.00%), moxifloxacin (100.00%), erythromycin (100.00%),
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pristinamycin(100.00%), quinupristin/dalfopristin (100.00%), telithromycin (100.00%),

linezolid (100.00%),vancomycin (100.00%),chlorampheni- col(100.00%),rifampicin

(100.00%),trimethoprim/sulfamethoxazole(92.41%),ofloxacin(91.14%)등의 약제에 매우

높은 감수성을 나타내었으며,tetracycline(70.88%),sparfloxacin(59.49%)에 대해서는 비교

적 높은 내성을 나타내었다(Table5~6).

PCR 기법 및 fragmentanalysis 기법을 이용하여 분리된 S.zooepidemicus에 대한

16S-23SrRNA intergenicspaceregion(ISR)의 특성 및 SzP,cne병원성인자를 검사한 결

과 분리된 모든 균주에서 698bp의 ISRPCRproductsize를 관찰 할 수 있었으며,모든 분

리균주가 SzP,cne병원성 인자를 가지고 있는 것으로 확인되었다(Figure4~7).특히 분리

균주의 기초적인 역학적 분석 기법으로 활용되고 있는 SzPproductssize의 다양성에서는

1198bp(n=3),1154bp(n=56),1139bp(n=14),1118bp(n=2),1116bp(n=4)가 관찰되었

다.

SmaI제한효소를 처리하여 분리된 79주의 S.zooepidemicus의 PFGE패턴을 분석한 결

과 모든 균주에서 20.5kb～1135kb범위에서 7～18개의 band를 나타내었다.79주의 분리주

에서 32개의 서로 다른 PFGE패턴을 관찰 할 수 있었으며 32개의 각 PFGEgroup은 최소

1주에서 최대 10주까지 동일한 패턴의 균주가 관찰되었으나 2006년 국내 사육중인

Thoroughbred말에서 발생한 유․사산 case에서 분리된 S.zooepidemicus균주와 유전학적

으로 동일한 PFGEpattern을 나타내는 균주는 관찰되지 않았다.Dendrogram을 이용한 국

내에서 분리된 79주의 S.zooepidemicus에 유전학적 상관관계를 분석한 결과 36% 상동성

범위에서 5개(S1,S2,S3,S4,S5)의 PFGE group으로 분류되었으며,각 PFGE group은

42% 상동성 범위에서 9개(a,b,c,d,e,f,g,h,i)의 subgroup으로 분류되었다.

제주지역에서 분리한 60주의 S.zooepidemicus에 대한 PFGE패턴을 분석한 결과 28개의

서로 다른 PFGE패턴이 관찰되었으며 각 PFGE패턴별로 최소 1개에서 최대 10개까지 동

일한 패턴을 나타내는 분리주를 관찰 할 수 있었다.Dendrogram을 이용한 제주지역에서 분

리한 S.zooepidemicus의 유전학적 상관관계를 분석한 결과 35% 상동성 범위에서 4개(J1,

J2,J3,J4)의 PFGEgroup으로 분류되었으며,각 PFGEgroup은 50% 상동성 범위에서 14개

(j,k,l,m,n,o,p,q,r,s,t,u,v,w)의 subgroup으로 분류되었다.

장수지역에서 분리한 19주의 S.zooepidemicus에 대한 PFGE패턴을 분석한 결과 15개의

서로 다른 PFGE패턴이 관찰되었으며,Dendrogram을 이용한 분리주의 유전학적 상관관계

를 분석한 결과 40% 상동성 범위에서 2개(JS1,JS2)의 PFGEgroup으로 분류되었으며,각

PFGEgroup은 50% 상동성 범위에서 4개(x,y,z,aa)의 subgroup으로 분류되었다(Figure.

PFGE기법을 이용한 국내 S.zooepidemicus감염증 발생의 역학적 특성을 분석한 결과

제주와 장수 지역의 일부 균주에서 유사한 pattern이 관찰되었지만 지역별,년도별 분리균주

는 유전학적으로 매우 낮은 유전학적 상동성을 나타내었다(Figure8~16).

본 연구를 통해 얻은 결과는 향후 S.zooepidemicus에 의한 생식기 질환 발생에 대비하

여 효과적인 치료와 예방 및 국외에서 유입되는 본 균의 진단에도 유용하게 활용할 수 있을

것으로 사료된다.
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Specimen
Region

Total
Jeju Jangsu

Abortionfetus 1 　 1

Abortionmare 1 1
Vaginaldischarge 82 148 230

Uterinewashing 102 40 142

Total 186 188 374

Specimen
Region Total

Jeju Jangsu

Abortionfetus 1/1(100.00) 1/1(100.00)

Abortionmare 1/1(100.00) 1/1(100.00)

Vaginaldischarge 16/82(19.5) 4/148(2.7) 20/230(8.7)

Uterinewashing 42/102(41.76) 15/40(37.5) 57/142(40.14)
Total 60/186(32.26) 19/188(10.11) 79/374(21.12)

Table3.Detailsofsamplesusedinthisstudy

 

Table4.IsolationrateofS.zooepidemicusfromThoroughbredhorses

 

Fig4.PCR amplificationofsodA-seeIforidentificationofS.zooepidemicus.LaneM,

molecularsizemarker(100bpDNAladder,Elpis,Korea);Lane1,S.equiisolates;Lane2

to11:S.zooepidemicusisolates.
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Substrates
No.(%)of

positiveisolates
Substrates

No.(%)of

positiveisolates

AMY 0(0.00) ADH1 75(94.94)

APPA 79(100.00) BGAR 0(0.00)

LeuA 79(100.00) AGAL 0(0.00)

AlaA 79(100.00) URE 0(0.00)

dRIB 16(20.25) NAG 79(100.00)

NOVO 67(84.81) dMNE 79(100.00)

dRAF 0(0.00) SAC 72(91.14)

OPTO 79(100.00) BGAL 29(36.71)

PIPLC 0(0.00) AMAN 0(0.00)

CDEX 58(73.42) PyrA 0(0.00)

ProA 3(3.797) POLYB 56(70.89)

TyrA 79(100.00) dMAL 79(100.00)

ILATk 0(0.00) MBdG 70(88.61)

NC6.5 0(0.00) dTRE 0(0.00)

O129R 11(13.92) AGLU 79(100.00)

dXYL 0(0.00) PHOS 79(100.00)

AspA 0(0.00) BGUR 1(1.266)

BGURr 31(39.24) dGAL 79(100.00)

dSOR 13(16.46) BACI 53(67.09)

LAC 76(96.20) PUL 79(100.00)

dMAN 52(65.82) ADH2s 75(94.94)

SAL 71(89.87)

Table5.Biochemicalcharacteristicsof79S.zooepidemicus
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Antimicrobial
MIC(㎍/ml)

S(%) I(%) R(%)
Range MIC50 MIC90

Benzylpenicillin 0.06-2.0 0.06 0.06 79(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

Amoxicillin 0.06-8.0 0.06 0.06 79(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

Cefotaxime 0.06-4.0 0.06 0.06 79(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

Ceftriaxone 0.06-4.0 0.06 0.06 79(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

Imipenem 0.03-4.0 0.03 0.03 79(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

Levofloxacin 0.5-8.0 1.0 2.0 79(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

Moxifloxacin 0.25-4.0 0.25 0.25 79(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

Ofloxacin 1.0-8.0 0.25 0.5 72(91.14) 5(6.33) 2(2.53)

Sparfloxacin 0.125-4.0 0.5 1.0 47(59.49) 29(36.71) 3(3.80)

Erythromycin 0.25-1.0 0.25 0.25 79(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

Pristinamycin 2.0-4.0 2.0 2.0 79(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

Quinupristin/

Dalfopristin
0.25-4.0 0.25 0.25 79(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

Antimicrobial
MIC(㎍/ml)

S(%) I(%) R(%)
Range MIC50 MIC90

Telithromycin 0.25-4.0 0.25 0.25 79(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

Linezolid 2.0-4.0 2.0 2.0 79(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

Vacomycin 1.0-2.0 1.0 1.0 79(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

Tetracycline 1.0-16.0 4.0 ≥16 9(16.46) 13(16.46) 53(70.88)

Chloramphenicol 2.0-32.0 4.0 4.0 79(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

Rifampicin 0.25-4.0 0.25 0.25 79(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

Trimethoprim/

Sulfamethoxazole
2/38-32/6080.5/9.5 1.0/19.0 73(92.41) 6(7.59) 0(0.00)

Table6.Invitroantimicrobialactivitiesof79S.zooepidemicusisolatedfrom

Thoroughbredhorses

Table 6.In vitro antimicrobialactivities of 79 S.zooepidemicus isolated from

Thoroughbredhorses(Continued)



- 42 -

Fig5.PCRamplificationoftheISR (16S-23SrRNA intergenicspacerregion)from S.

zooepidemicus.LaneM,molecularsizemarker(100bpDNA ladder,Elpis,Korea);Lane

1to11:S.zooepidemicusisolates.

Fig 6.PCR amplification oftheSzP genefrom S.zooepidemicusstrainsLaneM,

molecularsize marker(100 bp DNA ladder,Bioneer,Korea);Lane 1 to 11 :S.

zooepidemicusisolates.

Fig7.PCRamplificationof906bpfragmentsofcnegenefrom S.zooepidemicus.Lane

M,molecularsizemarker(100 bp ladder,Elpis,Korea);Lane1,S.zooepidemicus

isolatedfrom abortedfetus;Lane2,Negativecontrol;Lane3to11:S.zooepidemicus

isolates.
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Fig.8.PeakdataofISR fragmentanalysis.Afterfragmentanalysis,ISR peakdata

wereexaminedbyusingGeneMapperVer.4.0software(AppliedBiosystems,USA).All

79strainsshowedasingleampliconwithasizeofapproximately698bp.

Fig.9.PeakdataofSzP fragmentanalysis.Afterfragmentanalysis,SzP peakdata

wereexaminedbyusingGeneMapperVer.4.0software(AppliedBiosystems,USA).S.

zooepidemicusstrainwithsizesof1158bp,1116bp,1118bp.
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Fig 10. PFGE patterns of Sma I digested genomic DNA of S.equi and S.

zooepidemicusforreproducibilityandstabilitytest.Reproducibleresultswereobserved

becauseasimilarpatternwasshownforeachsamestrains.Lane1-3:S.equi(ATCC

9528),Lane4-6S.zooepidemicus(ATCC700400).

Fig11.PFGEpatternofSmaIdigestedgenomicDNA ofS.zooepidemicus.LaneM :

MolecularDNA sizemarker(XbaImacrorestrictionofSalmonellaBraendrerup),Lane

1-14:S.zooepidemicusisolatedfrom ThoroughbredhorseinJangsu,Lane15:S.

zooepidemicusisolatedfrom Abortionfetus,Lane16:S.zooepidemicusisolatedfrom

Abortionmare,Lane17-24:S.zooepidemicusisolatedfrom ThoroughbredhorseinJeju,

Lane26S.zooepidemicus(ATCC700400),Lane27:S.equi(ATCC9528).
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Fig12.PFGEpatternofSmaIdigestedgenomicDNA ofS.zooepidemicus.LaneM :

MolecularDNA sizemarker(XbaImacrorestrictionofSalmonellaBraendrerup),Lane

1-27:S.zooepidemicusisolatedfrom ThoroughbredhorseinJeju.

Fig13.PFGEpatternofSmaIdigestedgenomicDNA ofS.zooepidemicus.LaneM :

MolecularDNA sizemarker(XbaImacrorestrictionofSalmonellaBraendrerup),Lane

1-27:S.zooepidemicusisolatedfrom ThoroughbredhorseinJeju.
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Fig14.Dendrogram of79S.zooepidemicusisolatedinJejuandJangsuregion.The

dendrogram wasconstructed with InfoQuestsoftwareVer.4.5(Bio-Rad)with 1%

optimization and 5% position toleranceby using theUPGMA algorithm with Dice

similaritycoefficient.*:Dashlinebox:Abortioncase.
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h

 30  35    40     45    50    55    60    65    70    75     80     85    90    95    100   Similarity %

SEZ_0913   2009   Jeju
SEZ_0954   2009   Jeju
SEZ_0704   2007   Jangsu
SEZ_0912   2009   Jeju
SEZ_0917   2009   Jeju
SEZ_0926   2009   Jeju
SEZ_0942   2009   Jeju
SEZ_0901   2009   Jeju
SEZ_0904   2009   Jeju
SEZ_0703   2007   Jangsu
SEZ_0713   2007   Jangsu
SEZ_0706   2007   Jangsu
SEZ_0714   2007   Jangsu
SEZ_0702   2007   Jangsu
SEZ_0922   2009   Jeju
SEZ_0940   2009   Jeju
SEZ_0947   2009   Jeju
SEZ_0955   2009   Jeju
SEZ_0956   2009   Jeju
SEZ_0705   2007   Jangsu
SEZ_0934   2009   Jeju
SEZ_0701   2007   Jangsu
SEZ_0923   2009   Jeju
SEZ_0930   2009   Jeju
SEZ_0928   2009   Jeju
SEZ_0950   2009   Jeju
SEZ_0911   2009   Jeju
SEZ_0932   2009   Jeju
SEZ_0915   2009   Jeju
SEZ_0709   2007   Jangsu
SEZ_0710   2007   Jangsu
SEZ_0711   2007   Jangsu
SEZ_0804   2008   Jangsu
SEZ_0803   2008   Jangsu
SEZ_0937   2009   Jeju
SEZ_0907   2009   Jeju
SEZ_0908   2009   Jeju
SEZ_0909   2009   Jeju
SEZ_0935   2008   Jeju
SEZ_0929   2009   Jeju
SEZ_0801   2008   Jangsu
SEZ_0805   2008   Jangsu
SEZ_0919   2009   Jeju
SEZ_0925   2009   Jeju
SEZ_0953   2009   Jeju
SEZ_0927   2009   Jeju
SEZ_0802   2008   Jangsu
SEZ_0906   2009   Jeju
SEZ_0924   2009   Jeju
SEZ_0931   2009   Jeju
SEZ_0903   2009   Jeju
SEZ_0957   2009   Jeju
SEZ_0910   2009   Jeju
SEZ_0918   2009   Jeju
SEZ_0933   2006   Jeju
SEZ_0938   2008   Jeju
SEZ_0941   2009   Jeju
SEZ_0951   2009   Jeju
SEZ_0806   2008   Jeju
SEZ_0707   2007   Jangsu
SEZ_0708   2007   Jangsu
SEZ_0712   2007   Jangsu
SEZ_0952   2009   Jeju
SEZ_0902   2009   Jeju
SEZ_0905   2009   Jeju
SEZ_0914   2009   Jeju
SEZ_0920   2009   Jeju
SEZ_0939   2009   Jeju
SEZ_0943   2009   Jeju
SEZ_0944   2009   Jeju
SEZ_0945   2009   Jeju
SEZ_0946   2009   Jeju
SEZ_0948   2009   Jeju
SEZ_0949   2009   Jeju
SEZ_0916   2009   Jeju
SEZ_0936   2008   Jeju
SEZ_0921   2007   Jeju
SEZ_0601   2006   Jeju
SEZ_0602   2006   Jeju

*
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Fig15.Dendrogram of60S.zooepidemicusisolatedinJejuregion.Thedendrogram

wasconstructedwithInfoQuestsoftwareVer.4.5(Bio-Rad)with1% optimizationand

5% positiontolerancebyusingtheUPGMAalgorithm withDicesimilaritycoefficient.

*:Dashlinebox:Abortioncase.
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*

SEZ_0907   2009   Jeju
SEZ_0908   2009   Jeju
SEZ_0909   2009   Jeju
SEZ_0935   2009   Jeju
SEZ_0929   2009   Jeju
SEZ_0919   2009   Jeju
SEZ_0925   2009   Jeju
SEZ_0953   2009   Jeju
SEZ_0927   2009   Jeju
SEZ_0916   2009   Jeju
SEZ_0936   2009   Jeju
SEZ_0921   2009   Jeju
SEZ_0928   2009   Jeju
SEZ_0950   2009   Jeju
SEZ_0911   2009   Jeju
SEZ_0932   2009   Jeju
SEZ_0915   2009   Jeju
SEZ_0906   2009   Jeju
SEZ_0924   2009   Jeju
SEZ_0931   2009   Jeju
SEZ_0903   2009   Jeju
SEZ_0957   2009   Jeju
SEZ_0937   2008   Jeju
SEZ_0910   2009   Jeju
SEZ_0918   2009   Jeju
SEZ_0933   2009   Jeju
SEZ_0938   2009   Jeju
SEZ_0934   2009   Jeju
SEZ_0923   2009   Jeju
SEZ_0930   2009   Jeju
SEZ_0941   2009   Jeju
SEZ_0951   2009   Jeju
SEZ_0806   2008   Jeju
SEZ_0902   2009   Jeju
SEZ_0905   2009   Jeju
SEZ_0914   2009   Jeju
SEZ_0920   2009   Jeju
SEZ_0939   2009   Jeju
SEZ_0943   2009   Jeju
SEZ_0944   2009   Jeju
SEZ_0945   2009   Jeju
SEZ_0946   2009   Jeju
SEZ_0948   2009   Jeju
SEZ_0949   2009   Jeju
SEZ_0952   2009   Jeju
SEZ_0601   2006   Jeju
SEZ_0602   2006   Jeju
SEZ_0912   2009   Jeju
SEZ_0917   2009   Jeju
SEZ_0926   2009   Jeju
SEZ_0942   2009   Jeju
SEZ_0901   2009   Jeju
SEZ_0904   2009   Jeju
SEZ_0913   2009   Jeju
SEZ_0954   2009   Jeju
SEZ_0922   2009   Jeju
SEZ_0940   2009   Jeju
SEZ_0947   2009   Jeju
SEZ_0955   2009   Jeju
SEZ_0956   2009   Jeju
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Fig 16. Dendrogram of 19 S.zooepidemicus isolated in Jangsu region.The

dendrogram wasconstructed with InfoQuestsoftwareVer.4.5(Bio-Rad)with 1%

optimization and 5% position toleranceby using theUPGMA algorithm with Dice

similaritycoefficient.
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(2)Escherichiacoli에 대한 특성 및 예방법 개발

생식기 질병이 의심되는 씨암말 105두의 vaginal swab로부터 96주(91.4%)의

Escherichiacoli를 동정한 후 Ogroupserotype및 verotoxin을 응집반응 및 PCR을 통해

분석하였다(Zoetendal등,2006).분리된 96주의 E.coli중 53주(55.2%)는 총 21가지 O혈

청형으로 동정되었고,43주(44.8%)는 51가지 유형의 O 항혈청 검사에서 동정되지 않았다.

PCR기법을 이용하여 verotoxin1(VT1)과 verotoxin2(VT2)를 분석한 결과 96주중 1

주가 VT 1(130bp)으로 동정되었다.분리된 96주의 E.coli에 대한 약제 감수성 양상

(Bauer등,1996)을 조사한 결과 Ciprofloxacin(100%),Enrofloxacin(100%),Norfloxacin

(100%), Cefoxitin (96.9%), Gentamicin (96.9%), Sulphamethoxazole (96.9%),

Nitrofurantoin(94.8%),Amikacin(93.8%),Nalidixicacid(92.7%),Tetracycline(90.6%)

등의 약제에 높은 감수성을 나타내었다(Table7~9,Figure17).
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Oserotypes No.(%)ofisolates

O1 14(14.6)
O44 5(5.2)

O55 4(4.2)

O26 3(3.1)
O28ac 3(3.1)

O8 2(2.1)
O6 2(2.1)

O114 2(2.1)
O18 2(2.1)

O166 2(2.1)

O153 2(2.1)
O20 2(2.1)

O25 2(2.1)
O111 1(1.1)

O128 1(1.1)

O125 1(1.1)
O146 1(1.1)

O142 1(1.1)
O158 1(1.1)

O159 1(1.1)
O148 1(1.1)

NT 43(44.8)

Total 96(100)

Table7.Oserotypesof 96E.coliisolates
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Table8.Detectionofverotoxinfrom 96E.coliisolates

Toxins No.(%)ofisolates
ResultsofPCRproducts

(bp)

Verotoxin1

Verotoxin2

1(1.1)

0(0)

130

346

.

Fig 17.Gelelectrophoresis ofverotoxin 1 by PCR.Predicted 130 bp amplicons

observed from E.colisuspected isolate.LaneM:molecularsizemarker(Bioneer,

Korea);Lane1:verotoxin1ofE.coli;Lane2:verotoxin2ofE.coli;Lane3:

verotoxin1ofE.coliisolatedfrom horsegenitaltract;Lane4:negativecontrolstrain.
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Antimicrobialdrugs
No.(%)ofsusceptible

isolates

No.(%)ofresistant

isolates

Amikacin 90(93.8) 6(6.2)
Ampicillin 77(80.2) 19(19.8)

Amoxycillin 81(84.4) 15(15.6)

Apramycin 17(17.7) 79(82.3)
Cephalothin 3(3.1) 93(96.9)

Cefoxitin 93(96.9) 3(3.1)
Ceftiofur 95(98.9) 1(1.1)

Ciprofloxacin 96(100) 0(0)

Clindamycin 85(88.5) 11(11.5)

Colistinsulphate 76(79.2) 20(20.8)

Enrofloxacin 96(100) 0(0)

Erythromycin 13(13.5) 83(86.5)

Gentamicin 93(96.9) 3(3.1)

Kanamycin 75(78.1) 21(21.9)
Mecillinam 36(37.5) 60(62.5)

Nitrofurantoin 90(94.8) 6(5.2)

Norfloxacin 96(100) 0(0)

Nalidixicacid 89(92.7) 7(7.3)

Neomycin 70(72.9) 26(27.1)

Ofloxacin 82(85.4) 14(14.6)

Spectinomycin 8(8.3) 88(91.7)
Streptomycin 10(10.4) 86(89.6)

Sulfonamides 29(30.2) 67(29.2)

Sulphamethoxazole 93(96.9) 3(3.1)

Tetracycline 87(90.6) 9(9.4)

Table9.Antimicrobialsusceptibilityof96E.coliisolatesisolatedfrom Thoroughbred

horsegenitaltract
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DetectionMethods No.ofsamples
No.ofTaylorellaequigenitalisisolated

(%)
Culture 65 0(0.0)

PCR 65 1(1.5)

Total 65 1(1.5)

(3)Taylorellaequigenitalis를 동정을 위한 PCR진단법 개발

생식기 질병이 의심되는 씨암말 65두에서 Equi-Vetuterinecultureswab를 이용하여 채

취한 시료로부터 분리(Kamada등,1987)한 결과 일반적인 세균배양을 통해서는 한주도 분

리되지 않았다.그러나 PCR를 통해 1주(1.5%)의 Taylorellaequigenitalis를 동정하였다.

사용한 Primer염기서열은 Forward(CCATTAGAGGCTGTTAATCAATCGGGAAACC),

Reverse(GTGTCATTAAGGTGTGTATTTGGTCTGGTG)로서 PCR은 1회 denaturation

stepat95℃ for3min,35회(denaturationat95℃ for1min,annealingat58℃ for1

min,andextentionat72℃ for30sec),1회 reactionat72℃ for10min의 과정을 수행하

였다.국내 말에서 Taylorellaequigenitalis의 분리 동정은 전염성 질환으로서 매우 중요하

므로 향후 더 많은 시료를 대상으로 연구를 계속할 것이다(Table10과 Figure18).

Table10.ComparisonofcultureandPCRfordetectionofTaylorella equigenitalis

from uterineswabs



- 54 -

Fig 18. Multiplex PCR amplication of Taylorella equigenitalis, Pseudomonas

aeruginosaandStreptococcusequisubsp.zooepidemicus(A).LaneM:molecularsize

marker(Bioneer,Korea);Lane1-2:Streptococcusequisubsp.zooepidemicus(235

bp); Lane 3: Taylorella equigenitalis (450 bp) and Streptococcus equi subsp.

zooepidemicus. Single PCR amplication of Taylorella equigenitalis(B). Lane 1:

Taylorellaequigenitalis;Lane2:negativecontrol.
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(4)세포학적 방법을 통해 자궁내의 염증상태를 신속히 확인하고 음문의 Caslick수술

을 통해 번식장애 예방 및 임신율과의 관계 조사

씨암말 65두의 자궁내막의 세포학적 검사(Asbury등,1986)를 실시한 결과,호중구수가

0-2개로 정상인 말은 49두(75.3%)이고,호중구의 수가 2-5개인 중등도 염증을 나타내는

말과 5개 이상인 심한 염증을 보이는 말은 각각 7두(10.8%)와 9두(13.9%)두로 나타났다.

또한 음문 형태를 검사(Hembery등,2005)한 결과,Caslick을 시행하지 않은 말(그룹 A)과

Caslick을 시행했으나 분만 후 다시 Caslick을 한 경우(그룹 B),그리고 Caslick을 시행했

으나 분만 후 Caslick를 바로 하지 않고 교배 후 Caslick을 한 경우(그룹 C)는 각각 11두

(16.9%),36두(55.3%),18두(27.7%)였다.이 중 자궁내막의 세포학적 검사를 실시한 결과

Caslick을 시행하지 않은 말(그룹 A)은 정상,중등도 염증,심한 염증이 각각 8두(12.3%),

1두(1.6%),2두(3.1%)였고 Caslick을 한번이라도 시행한 말(그룹 B와 C)은 정상,중등도

염증,심한 염증이 각각 41두(63.1%),6두(9.2%),7두(10.8%)로 분포하였다.65두의 암말의

자궁 내 세균 분포 및 세포학적 검사와 임신율과의 관계를 조사한 결과,전체 65두 중 46

두(70.8%)에서 세균이 분리되었다.세포학적 검사에서 전체 세포에서 호중구의 수가 5개

이상을 보이는 염증이 심한 말과 전체 세포에서 호중구의 수가 2-5개인 중등도 염증을 보

인 말은 각각 9두(13.8%)와 7두(10.8%)로 그들 각각의 임신율은 2두(22.2%)와 3두

(42.9%)로 매우 낮았으나,세포학적 검사에서 전체 세포에서 호중구의 수가 0-2개인 정상

인 말은 49두(75.4%)로 임신율은 42두(85.7%)로 나타났다.씨암말 65두의 지난해 교배성적

과 세포학적 검사를 조사한 결과,지난해 수태하지 못한 말은 정상 3두(21.4%),중등도 염

증 4두(28.6%),심한 염증 7두(50%)로 나타난 반면,망아지를 생산한 말은 정상 42두

(89.3%),중등도 염증 3두(6.4%),심한 염증 2두(4.3%)로서 수태하지 않은 말의 경우 주

로 심한 염증을 보였으나 망아지를 생산한 말은 대체로 경미한 염증을 보였다.그리고 처

녀마의 경우 4두(100%)모두에서 경미한 염증을 나타내었다(Table11~12,Figure19).
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Vulvarstatus

groups

Cytologystatus(%)

No.ofmares(%)
Normal

Moderate

inflammation

Severe

inflammation

A 8(12.3) 1(1.6) 2(3.1) 11(16.9)

B 30(46.2) 3(4.6) 3(4.6) 36(55.3)

C 11(16.9) 3(4.6) 4(6.2) 18(27.7)

Total 49(75.4) 7(10.8) 9(13.9) 65(100)

Cytologystatus*
No.ofbarren

mares(%)

No.offoaling

mares(%)

No.ofmaiden

mares(%)

Normal 3(21.4) 42(89.3) 4(100)

Moderateinflammation 4(28.6) 3(6.4) 0(0.0)

Severeinflammation 7(50.0) 2(4.3) 0(0.0)

Total 14(100) 47(100) 4(100)

Table11.Relationshipwithvulvarstatusandcytologystatusin65Thoroughbred

mares

* :A,notprevious Caslick-operated and atpresentno indication;B,previously

Caslick-operatedandresuturedafterthelastparturition;C,previouslyCaslick-operated

andnotresuturedafterthelastparturition,butresuturedaftermatingatthestud

farm.

Table12.Relationshipbetweencytologicalfindingsandmarestatus

*:Normal<2neutrophils;Moderateinflammation,2-5neutrophils;Severeinflammation,

>5neutrophils.
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Fig19.Microscopicphotographsofacytologyobtainedfrom the endometrium.<2

neutrophils,mildinflammation(left),2-5neutrophils,moderateinflammation(middle),

and>5neutrophils,severeinflammation(right).Diff-Quickstainmethod.A,BandC,

×400.

(5)씨(암)수말의 생식기질환 원인체인 EHV의 동정을 위한 진단법 및 예방법 개발

(가)EHV-1,EHV-4와 EHV-3표준주에 대한 PCR진단법 개발

말에서 유산이나 전염성 질환 등 번식장애를 유발하는 바이러스중의 하나인 Equine

HerpesVirus를 신속하게 진단할 수 있는 PCR법을 개발한 후 실제로 임상에 적용하였다.

PCR을 위한 Primer의 염기서열은 EHV-1(F-TCTACCCCTACGACTACTTC,

R -A CG C T G T CG A T G T C G T A A A A CC T G A G A G ),

EHV-4(F-TCTATTGAGTTTGCTATGCT, R-TCCTGGTTGTTATTGGGTAT)이며,

PCR은 94℃ 4분 반응 후 94℃ 30초,60℃ 30초,그리고 72℃ 92초의 반응을 40회 반복 수

행한 후 72℃에서 10분간 반응하였다.그리고 EHV-3에 대한 Primer 염기서열은

F-GCGCTCTCTCGGVVTTGCCAG,R-GCGTCTCGAAAAGCGAGAG로서 PCR은 95℃

10분 반응 후 95℃ 60초,60℃ 60초,그리고 72℃ 60초의 반응을 40회 반복 수행한 후 7

2℃에서 10분간 반응하였다.씨암말 65두의 질 내용물과 3두의 정액으로부터 추출한 DNA

를 사용하여 PCR을 통해 EHV를 분석한 결과 한주도 분리되지 않았다.그러나 말의 정액

에서 EHV-4는 거의 분리보고가 없으나 EHV-1은 약 13%정도로 분리보고된 바 있어 말

의 전염성 질환에 매우 중요함으로 향후 더 많은 시료를 대상으로 연구할 계획이다.또한

EHV-3는 국내에서 사육중인 말에서 분리 보고된 적이 있어 국내에서 사용할 씨암말의

경우 인공수정 전에 필히 EHV-3에 대한 사전검사가 이루어져야 할 것이다.
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다.인공수정에 의한 망아지의 생산성 향상 기술 개발

(1)말에서 분리한 β-hemolyticE.coli의 작용기전 및 유전학적 특성

 934두의 말로부터 채취한 시료는 MacConkeyagar에서 pink색 colony선택하여 blood

agar상에서 용혈성 확인하였으며,Vitek2system,GN card를 이용하여 최종 동정하였

다.그리고 RapigenCat.No.RDN_1101,PathogenicE.colidetectionkit를 사용하여 병

원성을 조사하였다.

최종적으로 22주의 β-hemolyticE.coli(2.36%)가 분리되었는데 이는 돼지,닭,소에 비

해서 매우 낮은 분리율이 관찰되었다.그리고 병원성 유무를 확인한 결과 EHEC+ETEC

가 12주(54.55%),ETEC가 6주(27.27%),EHEC가 1주(4.55%),병원성이 없는 것이 3주

(13.64%)로 확인되었다.또한 대부분 말에서 분리되는 세균의 경우 약제에 대한 감수성이

높은 편이지만 본 연구에서 분리한 용혈성 대장균의 약제 내성은 비교적 높은 것으로 관

찰되었다.

말에서 분리된 대장균에 대한 역학적 분석 연구는 처음으로써 모마의 자궁내막염 및

설사 분변으로부터 분리한 균주가 신생자마의 감염을 유발할 가능성이 있는 부분은 본 연

구의 가장 의미 있는 결과로 판단된다.F농장과 G농장의 경우 모체에서 분리된 E.coli와

동일한 유전형의 E.coli가 신생자마 설사에서도 분리되어 씨암말과 망아지의 상관관계가

있는 것으로 사료된다(Figure20).
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Farm Breed Years RegionPathogenesis

H TB 2007 Jeju ET+EH Mare

H TB 2007 Jeju ET+EH Mare

H JNH 2009 Jeju ET+EH Mare

H JNH 2009 Jeju ET+EH Mare

G JNH 2009 Jeju ET+EH Mare

G JNH 2009 Jeju ET+EH Foal

B MH 2008 Jeju ET+EH Foal

B TB 2008 Jeju ET+EH Foal

B TB 2008 Jeju ET+EH Foal

F TB 2009 Jeju ET+EH Mare

F TB 2009 Jeju ET+EH Foal

A TB 2006 Jeju ET Mare

A TB 2009 Jeju ET Mare

E TB 2009 Jeju ET Mare

D TB 2008 Jeju ET Mare

D TB 2007 Jeju ET Mare

I TB 2007 Jeju ET+EH Mare

G TB 2008 Jeju ET Mare

C JNH 2008 Jeju None Mare

C TB 2009 Jeju None Mare

C TB 2009 Jeju None Mare

I TB 2009 Jeju ET Mare

Fig20.Dendrogram of22β-hemolyticE.coliisolatedinJejuregion.
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(2)망아지로부터 Clostridium perfringens감염증 진단 및 예방법 연구

  망아지 생산 후 중요한 질병 중 하나가 설사이다.망아지 설사의 원인으로는 망아지 발

정 설사(folaheatdiarrhea):대부분의 망아지는 생후 6~14일령 사이(통상 9일령)에 설사

유발,영양적인 원인에 의한 설사 :모유 과다 섭취 시 설사 유발,기생충성 감염에 의한

설사 :모유에 들어있는 Strongyloideswesteri의 감염기 유충을 섭취하였을 때 설사 유발,

원충(Cryptosporidiosis)성 감염에 의한 설사,세균성 장염 :망아지 장염의 원인은 주로

Salmonella,Clostridium,E.coli에 의해 설사 유발 등이 있다.

Clostridium perfringens는 그람양성,혐기성,아포형성 균으로써 망아지에서 심한 설사

와 높은 폐사율을 특징으로 하는 전염성 질환으로서 망아지의 생산성 향상을 위해 매우

중요한 연구 분야이다.본 균은 일반적인 자연환경과 거름에 존재하며,정상 세균총으로

알려져 있지만 스트레스,입원,수술,항생제의 투여,갑작스런 식이요법 변화,기생충이 많

이 감염된 말에 대한 구충 등으로 인해 장내 세균총이 붕괴되면 장내에서 독소를 생산하

는 본 균의 과증식을 유발하여 설사를 나타낸다(Figure20).C.difficile와 장독소 발생성

C.perfringens을 제외하고는 본 균으로 인한 장염의 확진은 어렵다.왜냐하면 정상적인

동물의 장내에 Clostridium이 종종 존재하기 때문이다.본 연구는 국내 말 생산목장에서

사육중인 망아지로부터 심한 설사와 높은 폐사율(거의 70%)을 나타내어 병원체를 조사한

결과 Clostridium perfringenstypeA로 동정한 후 치명적인 Clostridium perfringens

toxinα,β,β2,ε,enterotoxin의 유전자에 대한 PCR진단기법(Herholz등,1999)을 정립하

였으나(Table13)ELISA 검사로 본 균의 독소를 분변으로부터 찾는 것이 유용한 것으로

알려지고 있어 본 균에 의한 설사 발생 시 ELISA진단기법을 정립할 계획이다.

동정된 원인균에 대해 항생제감수성 검사 결과 Doxyclin,Spectinomycin,Lincomycin

등에 감수성이 있는 것으로 나타났고,Amoxicillin,Ampicillin,Apramycin,Cetlofur,

Collistine, Enrofloxacin, Erythromycin, Fluorfonlcol, Gentamicin, Kanamycin,

Oxytetracycline,Penicillin,Sulfathathlazine,Tiamulin,Tylosin등의 하생제에 대해서는

내성양상을 나타내었다.본 병이 발생된 원인은 아마도 씨암말의 산통을 처치하는 과정에

서 다량의 tetracycline을 장기간 사용한 결과 장염이 발생한 것으로 추정하였다.그 후 생

산목장이 오염된 후 망아지에 감염된 것으로 추정하고 있다.이와 같은 추정을 확진하고자

마방 및 농장 내에서 시료를 채취하여 본 균의 분리를 시도하였으나 분리에는 실패하였다.

아마도 과량의 항생제 투여에 기인된 것으로 생각된다.또한 Clostridium 설사 증상을 보

이는 말은 분변 내에서 세균 배출과 독소 수준이 증가되어 있어 깔집과 거름 등은 확실하

게 폐기하여야 한다.



- 61 -

Toxin/gene Oligonucleotidesequence
Produc

tssize

(bp)

Annealin

gtemp

(℃)

α/cpa

β/cpa

β2/cpb2

ε/etx

Enterotoxin/cpe

5'-AAGATTTGTAAGGCGCTT-3'

5'-ATTTCCTGAAATCCACTA-3'

5'-AGGAGGTTTTTTTATGAAG-3'

5‘-TCTAAATAGCTGTTACTTTGTG-3'

5'-GAAAGGTAATGGAGAATTATCTTAATGC-3'

5'-GCAGAATCAGGATTTTGACCATATACC-3'

5'-AAGTTTAGCAATCGCATC-3'

5‘-TATTCCTGGTGCCTTAAT-3'

5'-TAACAATTTAAATCCAATGG-3'

5'-ATTGAATAAGGGTAATTTCC-3'

1,170

1,030

570

960

930

46

39

48

46

46

본 병이 발생되면 신속히 격리한 후 항생제(과량의 penicillin)및 Banamine(항외독소 효

과 있음)투여,수액처치 등의 치료가 요구된다.본 연구를 통해 얻은 결과는 향후 국내에

서 망아지 생산 후 사양관리에 대한 하나의 지침으로서 매우 유용할 것으로 사료된다.

Table13.SpecificoligonucleotideprimersforPCRamplificationofthegenesforC.

perfringenstoxins

Fig21.Postmortem findinginsmallintestineafterC.perfringens.
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(3)신생자마 용혈성 질환 진단법 및 예방법 연구

NeonatalIsoerythrolysis(NI)는 말,돼지,소,개 등에서 용혈성 질환(Hemolyticdisease

ofthenew born)으로 불리는 일종의 면역성 질환으로 이들 종에서 태반으로 항체가 이행

되지 못하므로 초유의 항체를 섭취하여 발생되는 질병이다.말에서는 씨암말로부터 생산된

특이한 동종항체가 초유를 통해서 정상적으로 태어난 망아지의 적혈구 항원과 반응하므로

서 포유개시 후 수 시간내 수 일내에 빈혈이나 황달을 일으킨다.이 질병에 이환된 망아지

는 주로 심박 수 및 호흡 수가 증가하고 턱을 지면에 기대거나 적혈구 파괴로 인해 헤모

글로빈이 요에 유입되어 암적색을 나타낸다(Figure21).또 빈호흡,빈맥,창백,황달,경련,

혼수 등의 임상증상을 나타내거나 심한 경우 폐사되는 질병으로 말 번식 산업에 경제적

손실을 초래할 수 있다.이 질병의 발생기전은 씨수말과 씨암말의 적혈구 항원형이 일치하

지 않은데에 기인된다.적혈구 항원을 씨수말을 가지고 있으나 씨암말에는 가지고 있지 않

은 경우에 태어나는 망아지가 씨수말로부터 유전 받은 적혈구 항원을 가지고 있을 때 씨

암말이 임신이나 분만 시 태반 내 출혈이나 수혈로 인해 망아지의 적혈구 항원에 노출되

어 생산된 항체를 씨암말이 가지고 있다가 다음 임신 후 태어나는 망아지가 초유를 섭취

하므로 발생되는데 주로 적혈구 항원형 Aa와 Qa가 가장 밀접한 관계가 있는 혈액인자로

알려져 있고 드물게는 Ca,Dc,Ua 혈액인자도 관여하는 것으로 알려져 있다.대게

Thoroughbred,Standardbred,Arabian,MorganQuarterhorse,PasoFino,Appaloosa등

의 품종에서 이 질병의 발생보고가 있다.

이 질병을 예방하기 위해서는 씨수말과 씨암말의 선택시 혈액형검사를 통해 항체가 생산

될 가능성이 있는지를 판단하여 적합한 씨수말을 선택하거나 분만 후 씨암말의 초유를 망

아지에게 먹이지 않음으로서 이 질병의 발생을 예방할 수 있는데 그 방법은 임신말기 씨

암말의 혈청(초유)과 망아지의 혈구를 이용하여 항체 유무를 확인하는 DirectCoomb's

test혹은 jaundicedfoalagglutination(JFA)test로서 이들 검사는 이전에 이 질병에 걸

린 망아지를 생산한 경험이 있거나 동일한 씨수말과의 교배 혹은 적혈구 항원형을 모르는

말에서 이용할 수 있으며 씨수말의 혈구와 씨암말의 혈청으로도 항체의 생산 유무를 검사

할 수 있다.또 항원과의 결합능력이 불완전한 비정형항체의 존재를 검사하는 Indirect

Coomb'stest방법도 알려져 있다.

주요 임상증상은 둔감,억압,호흡수․심계항진,점막 창백 및 밝은 노란색으로 변색,근

경련,우겸부 장운동 상실,미약한 장음 유지,심박 수 130회/분,호흡 수 65회/분,체온

38.7℃,CRT 측정 불가,마방벽에 머리를 기대고 서있으며 비틀거림 등 이상행동을 관찰

하였다.
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Fig21.Clinicalsymptomsofneonatalisoerythrolysisinfoals.

진단은 4일령된 2두의 망아지가 침울,호흡수 및 심박수 증가,빈혈 등의 증상을 발현하

여 혈액학 및 혈액화학치를 검사한 후 Jaundicefoalagglutination검사 및 호주에서 수입

한 표준항혈청 23종에 대해 혈액형(bloodgroups)검사(Cho등,2002;Stormont등,1964)

를 실시하였다.

혈액학 및 혈액화학치,Jaundicefoalagglutination,혈액형(Bloodgroups)검사 결과는

다음과 같다(Table14~15,Figure22~23).

Table14.Hematologyandserum chemistryofafoalwithNI

Discoloration Membranepale Headpress Stagger

 Item   Affected foal   Reference values (ISIS)

Whitebloodcells(ⅹ103/µℓ) 41.41 5.40~14.30

Redbloodcells(ⅹ106/µℓ) 1.49 6.80~12.90

Packedcellvolume(% ) 6.5 32.0~53.0

Hemoglobin(g/dL) 5.1 11.0~19.0

Meancorpuscularvolume(fl) 43.3 37.0~58.0

Meancorpuscularhemoglobin(pg) 34.19 12.30~19.90

Neutrophils(ⅹ103/µℓ) 35.02 2.26~8.50

Monocytes(ⅹ103/µℓ) 1.49 0.10~1.00

Sodium (mEq/L) 132 126~146

Potassium (mg/dL) 5.4 2.5~5.2

Creatininekinase(U/L) 720 120~470

Glucose(mg/dL) 122 65~110

Aspartateaminotransferase(U/L) 984 175~340

Totalbilirubin(mg/dL) 9.5 0.5~2.3

Gammaglutamyltransferase(U/L) 42 5~24

Totalprotein(g/dL) 4.7 5.7~8.0
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Jaundicefoalagglutination검사 결과 모마의 혈장 희석정도에 따라 자마혈액의 용혈정

도가 다르게 반응,1:2～1:8희석배율까지는 자마의 혈액이 흘러내리나(좌)1:16이상 희

석한 모마 혈장의 자마 혈액 clot은 선명하게 유지(우)하고 있다.

Fig22.ResultsofneonatalisoerythrolysisbyusingJaundicefoalagglutination.

Table15.Bloodtypeandpredictableantibodiesinthisstudy

Fig23.Postmortem findingsinneonatalisoerythrolysis.

Redcelltypes Predictableantibodyinmare

Sire1-1 Aaf,Ca,Dcgm/dk,Qb -
Sire1-2 Aaf,Ca,Dcegmn/dk,Qb/c -

Dam Aaf,Ca,Dcegmn/dk,Qc Qb
Foal1 Aaf,Ca,Decgmn/dk,Qb/c -

Sire2-1 Aaf,Ca,Dcegmn/dk,Qb/c -
Sire2-2 Aaf,Ca,Dcgm/dk,Qb -

Dam Aaf,Ca,Ddk,Qb Dc,Dg,Dm

Foal2 Aaf,Ca,Dcgm/dk,Qb -
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본 연구는 국내에서 처음 보고된 케이스이다.본 병은 교배에 따른 부모마의 혈액형 차이

로 본 병이 유발되기 때문에 향후 국내 말 생산 농가에 적극적으로 검사를 권장하여 망아

지가 태어난 후 폐사되는 것을 최소화하는데 크게 기여할 것으로 생각된다.

(4)Streptococcusequisubsp.equi의 유전학적 특성 및 약제감수성 양성

Streptococcusequisubsp.equi(S.equi)는 말에서 주로 상부 호흡기 질병을 일으키는

원인균이며,드물게는 복강과 흉강 내 림프절에 감염을 일으키는 전이성 선역(metastatic

strangles)으로 알려진 증후군을 일으키는 세균이다(Timoney,1993,2007;Timoney등,

1997).

임상증상은 고열,임파절 종대,농양,점액농성 비루,인두염,연하곤란,상부기도 잡음

등을 발현한다.본 병의 치료 및 예방은 만약 선역의 임상증상이 나타나면 말은 격리수용

한 후 항생제와 생리식염수를 투여한다.S.equi의 유전학적 기법을 이용한 역학적 특성

분석과 약제감수성 양상에 대한 조사는 말 선역의 효과적인 예방 및 치료를 위해 필수적

이다.

본 연구에서는 말 선역의 원인체인 8주의 S.equi에 대해 약제감수성 양상을 조사한 결

과, Sparfloxacin과 Tetracycline을 제외한 모든 약제(benzylpenicillin, amoxicillin,

cefotaxime, ceftriaxone, imipenem, levofloxacin, moxifloxacin, erythromycin,

pristinamycin, quinupristin/dalfopristin, telithromycin, linezolid, vacomycin,

chloramphenicol,rifampicin,trimethoprim/sulfamethoxazole,ofloxacin)에 높은 감수성을

나타내었으며,PFGE와 MLST 기법을 이용한 분자역학적 특성을 조사(Tenover등,1995)

한 결과 분리 주 모두 동일한 패턴이 관찰되어 유전학적으로 동일한 원인체에 의해 질병

이 발생되고 있는 것으로 관찰되었다(Figure24~26).본 연구에 얻은 결과는 향후 말 생산

현장에서 적용함으로써 망아지의 생산 효율 향상에 크게 기여할 것으로 기대된다.
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Fig 24.PCR amplification ofsodA-seeIfor identification ofS.equi.Lane M,

molecularsizemarker(100bpDNAladder,Takara,Japan);Lane 1 to 8,S.equiisolates;

Lane9:Szooepidemicusisolates,Lane10:ATCC700400S.zooepidemicus.

Fig25.PFGEpatternofSmaIdigestedgenomicDNA ofS.equi.LaneM:Molecular

DNA sizemarker(XbaImacrorestrictionofSalmonellaBraendrerup),Lane1-8:S.equi

isolatedfrom ThoroughbredhorseinJeju.
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Fig26.Dendrogram oftheMLST profilesS.equiclinicalstranglesisolatescollected

at6Jejuhorseraidingfarm,novelsequencetypes(ST)andclonalcomplex,region,

farm,yearsarealsorepresentedinthedendrogram.Thedendrogram wasproducedby

using Dice coefficients and an unweighted pair group method using arithmetic

averages(UPGMA).The interrupted line represents the previously known alleles

(arcC:1;nrdE:3;tdk:17).

다.말 바이러스성 동맥염(EquineViralArteritis)의 동정을 위한 진단법 및 예방법

개발

세동맥 근육 벽의 급성의 특이한 감염으로 인해 이 바이러스는 말 동맥염 바이러스라

불리고,이런 이유로 이 질병은 EVA라 부린다.말 바이러스성 동맥염은 말 동맥염 바이러

스(Arterivirus)에 의해 말속(말,당나귀)에만 감염되고 실험동물을 포함한 다른 동물에는

감염되지 않는다.우리나라는 청정국이며 1995년과 1996년에 수입된 말 중 2두가 적발되어

반송 또는 소각조치 된 바 있다.

감염된 씨수말의 정액 중에 배출된 바이러스가 교배 또는 인공수정에 의해 씨암말에 감

염되고,발병한 씨암말의 비즙 중에 배출된 바이러스가 기도감염에 의해 주위의 말에게 전

파한다.감염말의 뇨와 유산태반이나 태아도 감염원이 된다.본 병의 주요 증상은 발열을

수반한 감기양 증상,결막염,부종,발진,고환종대,어린 망아지의 폐사,임신말에는 높은

유산을 일으키는 등 다양한 증상을 나타낸다.본 병의 일반적인 증상이 동일 말에서 동시

에 발현하는 경우는 더물고 또한 불현성 감염도 많다.

본 병의 발생은 EVA양성마 중 암말,어린말,거세마는 보균마라고 볼 수 없고 그냥 예
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방접종을 받은 말,즉 항체만 있고 바이러스는 없는 말이라고 볼 수 있다.그러나 양성마

가 성숙한 씨수말이라면 보균마일 수도 있다는 것을 염두에 두어야 한다.또한 EVA는 혈

청학적 검사를 통해 양성마와 감염마의 구분이 곤란하다.타 바이러스 감염 시 항체역가가

매우 높게 나오고 백신에 의한 항체역가는 안정적으로 나오지만 EVA는 둘 다 비슷해서

구분이 안된다.이런 경우 추가적인 검사 기법 중 가장 유용한 기법이 PCR기법이다.

진단은 말에서 EVA 감염은 다양한 감염성,비감염성 질환과 비슷하기 때문에 EVA를

가진단할 때에 오로지 임상증상만 보고 판단할 수는 없다.따라서 EVA는 말허피스바이러

스1형,4형,말인플루엔자 바이러스,말비염바이러스,말아데노바이러스,Getah바이러스 등

과 같은 바이러스성 호흡기감염증과의 감별진단이 필요하다.또한 말전염성빈혈,아프리카

말전염병,출혈성자반병,hoaryalyssum(식물명)로 인한 두드러기와 중독증과도 감별이 필

요하다.유산의 감별진단에는 많은 비감염성 원인과 감염성 원인을 포함시켜야 하는데,특

히 그중에서도 말 허피스바이러스 1형(드물게 4형)과의 감별이 중요하다.EHV-1형으로

인한 유산의 경우에는 태아가 전형적으로 어떠한 전구증상 없이 배출되지만 육안적,현미

경적 병변을 가지고 있는 반면,EAV 감염으로 유산된 태아는 부분적으로 이미 자가소화

되거나,특징적인 병변을 보이지 않는다.현재 이용되고 있는 EVA의 실험실 진단에는 바

이러스 분리,바이러스 핵산 또는 항원 검출,혈청학적 검사 등이 있다.

살아있는 말에서 바이러스 분리재료로 가장 적당한 것은 비인두 swab또는 세척액,결

막 swab,citrate와 EDTA로 항응고처리한 혈액으로부터의 buffy coat층 세포이다.

Heparin으로 처리한 항응고 혈액은 바이러스의 세포배양에 있어 heparin이 억제효과를 나

타내기 때문에 바이러스 분리에는 적절하지 못하다.정액으로부터 바이러스를 분리 할 때

에는 사정액 중에 정자가 풍부한 구획을 포함하는 정액이 가장 최적의 재료이다.태반,태

아의 체액,폐,비장,림프조직은 EAV감염으로 인한 유산을 확진하기 위해서 반드시 필요

하다.신생마에서 EVA로 인한 폐,장질환이 의심되는 경우 소화기,호흡기관과 관련된 다

양한 내장기관과 림프절은 바이러스 분리를 위해 보관하여야 한다.검사시료는 임상증상이

나타나거나 EVA 감염이 의심되는 직후에 최대한 빨리 채취하여야 하며 비인두나 결막

swab은 즉시 배지에 옮겨 심거나 냉장보관 또는 -20도이하에서 동결해 두어야 한다.반드

시 냉장보관해야 하는 혈액시료를 제외한 바이러스 분리를 위한 모든 검사시료는 포장하

여 얼음과 함께 실험실로 보내어 검사를 의뢰한다.

면역조직학적 검사법은 EVA 감염을 진단하는데 빠르고,믿을만하며 그 결과에 영향력

이 있는 방법이며 보통 조직과 피부생검 시료를 사용한다.EAV에 존재하는 각각의 단백

질에 대한 단일클론 항체를 이용한 ABCimmonoperoxidase염색법은 조직샘플(포르말린

고정,파라핀 고정,동결 조직샘플)에서 바이러스 항원을 감지하는데 매우 유용하게 사용



- 69 -

되고 있다.

역전사효소를 이용한 RT-PCR,nestedRT-PCR,real-timeRT-PCR 법은 세포배양의

상층액과 시료에 있는 바이러스의 핵산을 검출하는데 상당히 이용되고 있다.RT-PCR을

통한 분석시험은 현재의 바이러스 분리 과정에 비해 많은 이점을 가지고 있다.

급성 EAV 감염의 혈청학적인 진단을 위해서 감염 초기와 회복기의 혈청을 3-4주 간격

을 두고 채취하여 검사한 후 4배이상의 항체역가 차이를 보이는 것으로 감염여부를 확인

할 수 있다.

본 연구에서 RT-PCR기법(Table16~17)을 이용하여 진단한 결과 국내에서 채취한 정

액 5두에 대해 모두가 음성이었다.

예방법은 전염 경로(① 호흡:경마장,공연장,판매 시 급성으로 감염되는 첫 번째 경로,

② 생식:보균 종마의 정맥에서 나온 바이러스,냉장 혹은 냉동 정액도 감염될 수 있음,③

다른 신체 분비물 :배뇨,대변 등,④ 자궁 내:급성으로 감염된 암말에서 태반을 통해 바

이러스가 태아에게 전달,⑤ 간접적인 오염:말 사이에서 공유된 마구 또는 장비 등)를 철

저히 차단하고 실험실에서 수정 또는 운송을 준비하기 전에 정액 취급 시 특별한 관리가

수반되어야 한다.

본 병에 감염된 정액을 발견하고 적절히 손을 써서 번식 집단 내에 EAV 확산을 최대한

제한하는 것이다.이는 6~12개월 사이에 수망아지를 백신 접종하여 종마와 사춘기 이후 수

망아지의 보균 상태를 방지하고,인공수정을 위해 냉동 운반되고 저온 저장된 정액을 기증

한 모든 종마의 혈청학적,바이러스학적 상태를 결정하여 조절할 수 있다.

또한 약독 생백신과 불활화 백신의 접종과 번식계절 전의 씨수말의 감염여부를 확인하여

야 한다.만약 씨수말에서 발병되면 교미를 중단하여야 한다.

Table16.SpecificoligonucleotideprimersforPCRamplificationoftheEVA

Oligonucleotidesequence Productssize(bp)

RT-PCR
5'-TGGTAGGTGCTTCATTGGCT-3' 437

5'-GCGGCACAAGAACACTTCTG-3'

NestedPCR
5'-CCTGAGACACTGAGTCGCGT-3' 186

5‘-CCTGATGCCACATGGAATGA-3'
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Table17.ThereactionconditionofPCRamplificationoftheEVA

라.승용마 친자감정 기법 정립

(1)유전자(MicrosatelliteDNA)분석 기법 정립

말에서 개체식별 및 친자확인을 위한 ISAGmicrosatellitemarker의 유용성 및 표준화를

분석(Kwon과 Cho,2009)하였다.PCR은 95℃ 10분 반응 후 95℃ 30초,60℃ 30초,그리고

72℃ 60초의 반응을 30회 반복 수행한 후 72℃에서 60분간 반응하였다.그리고 LEX33,

TKY279,TKY287,TKY297,TKY321은 56℃에서 annealing을 수행하였다.더러브렛종 6

두를 포함한 다양한 품종의 20두를 대상으로 22개의 ISAG microsatellitemarker를 분석

한 결과 대립유전자의 수는 4개에서 8개로 분포하였고 더러브렛종 말에서 출현하는 대립

유전자의 대부분이 비더러브렛종 말에서도 출현하였다(Table18~19).

PCRcondition

Pre-denaturation Denaturation Annealing Extension Elongation
Time/Temp 94℃,15min 94℃,45sec 55℃,45sec 72℃,1min 72℃,10min

Cycle 1 35 1
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Loci Primersequence(5’→3’)

AHT4 (FAM)-AACCGCCTGAGCAAGGAAGT,GCTCCCAGAGAGTTTACCCT

AHT5 (JOE)-ACGGACACATCCCTGCCTGC,GCAGGCTAAGGGGGCTCAGC

ASB2 (JOE)-CCACTAAGTGTCGTTTCAGAAGG,CACAACTGAGTTCTCTGATAGG

ASB17 (NED)-GAGGGCGGTACCTTTGTACC,ACCAGTCAGGATCTCCACCG

ASB23 (VIC)-GCAAGGATGAAGAGGGCAGC,CTGGTGGGTTAGATGAGAAGTC

CA425 (NED)-AGCTGCCTCGTTAATTCA,CTCATGTCCGCTTGTCTC

HMS1 (PET)-CATCACTCTTCATGTCTGCTTGG,TTGACATAAATGCTTATCCTATGGC

HMS2 (TAM)-CTTGCAGTCGAATGTGTATTAAAT,ACGGTGGCAACTGCCAAGGAAG

HMS3 (TAM)-CCAACTCTTTGTCACATAACAAGA,CCATCCTCACTTTTTCACTTTGTT

HMS6 (JOE)-GAAGCTGCCAGTATTCAACCATTG,CTCCATCTTGTGAAGTGTAACTCA

HMS7 (FAM)-CAGGAAACTCATGTTGATACCATC,TGTTGTTGAAACATACCTTGACTGT

HTG4 (FAM)-CTATCTCAGTCTTGATTGCAGGAC,CTCCCTCCCTCCCTCTGTTCTC

HTG6 (JOE)-GAAGCTGCCAGTATTCAACCATTG,CTCCATCTTGTGAAGTGTAACTCA

HTG7 (TAM)-CCTGAAGCAGAACATCCCTCCTTG,ATAAAGTGTCTGGGCAGAGCTGCT

HTG10 (TAM)-CAATTCCCGCCCCACCCCCGGCA,TTTTTATTCTGATCTGTCACATTT

LEX3 (PET)-ACACTCTAACCAGTGCTGAGACT,GAAGGAAAAAAAGGAGGAAGAC

LEX33 (HEX)-TTTAATCAAAGGATTCAGTTG,GGGACACTTTCTTTACTTTC

TKY279(FAM)-GCCACTCCGGTAACAAAATC, AATGAATGAGACTTGAACCC

TKY287(FAM)-ATCAGAGAACACCAAGAAGG,TCTCTGCTATAGGTAAGGTC

TKY297(HEX)-GTCTTTTTGTGCCTCTGGTG, TCAGGGGACAGTGGCAGCAG

TKY321(HEX)-TAGTGTATCCGTCAGAGTTCAAAG, GCAAGGAAGTCAGACTCCTGGA

VHL20 (FAM)-CAAGTCCTCTTACTTGAAGACTAG,AACTCAGGGAGAATCTTCCTCAG

Table18.Theprimersequencesofthemicrosatellitelociusedinthisstudy
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Locus AlleleofTB Alleleofnon-TB Allele of all horse

breeds

No.of

allele

AHT4 H,J,O H,I,J,K,L,O,P H,I,J,K,L,O,P 7
AHT5 J,K,M,N,O J,K,L,M,N,O J,K,L,M,N,O 6

ASB2 B,K,N,O,Q,R I,K,M,N,O,Q,R B,I,K,M,N,O,Q,R 8

ASB17 G,N,O F,G,K,M,N,O,R,S F,G,K,M,N,O,R,S 8
ASB23 I,J,K,S I,J,K,L,S,Q,U I,J,K,L,S,Q,U 7

CA425 J,N F,G,I,J,M,N,O F,G,I,J,M,N,O 7
HMS1 I,J,M I,J,K,M,N I,J,K,M,N 5

HMS2 J,K,L H,J,K,L,M,R H,J,K,L,M,R 6
HMS3 I,M,O,P I,M,N,P,Q,R I,M,N,O,P,Q,R 7

HMS6 M,P K,L,M,N,O,P K,L,M,N,O,P 6

HMS7 J,L,M,O J,L,M,N,O,Q J,L,M,N,O,Q 6
HTG4 K,M K,L,M,O K,L,M,O 4

HTG6 G,I,J G,I,J,M,O,R G,I,J,M,O,R 6
HTG7 K,N,O K,M,N,O K,M,N,O 4

HTG10 I,K,L,M,O I,K,L,M,N,O,P,R I,K,L,M,N,O,P,R 8

LEX3 H,L,M,P F,H,L,M,N,O,P F,H,L,M,N,O,P 7
LEX33 L,M,Q K,L,M,N,O,P,Q,R K,L,M,N,O,P,Q,R 8

TKY279 J,M,N,O J,M,N,O,P,Q J,M,N,O,P,Q 6

TKY287 K,N,R K,N,O,P,Q,R,S K,N,O,P,Q,R,S 7
TKY297 L,M,N,O J,L,M,N,O,P,R,S J,L,M,N,O,P,R,S 8

TKY321 I,L,M,R,S H,I,L,M,O,R,S H,I,L,M,O,R,S 7

VHL20 I,L,M,N,O I,L,M,N,O,P,R I,L,M,N,O,P,R 7

Total 80 143 145 145

Table19.NumberofalleleandalleledistributionofmicrosatelliteDNApolymorphisms

in20horsebreeds

*Alphabeticalallelecodesforalllociareidenticaltotheassignmenton2005/2006

ISAG horsecomparison test.
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마.승용마 특이 유전형질 연구

Ebstein 등(1996)과 Benjamin 등(1996)은 도파민 수용체의 변이가 탐색 추구 성향

(Noveltyseeking)과 관련이 있다는 논문을 발표하였으며,그 후 많은 사람들에 의해 연구

되었다.탐색 추구 성향은 사람의 성격 특성을 측정하기 위한 검사 도구의 한 항목으로 이

성향이 높을수록 충동에 적극적으로 반응하고,새로운 자극에 대하여 보다 탐색적이고 신

속히 반응하며 안정적인 행동이 결여된 특성을 보이게 된다.

사람에서는 DRD3,DRD4,HTR2A 유전자 영역의 유전적 다양성과 성격 및 개인 성향

의 상관관계를 바탕으로 지속적인 연구가 현재까지 계속해서 연구되고 있다.한편,사람에

서의 연구 결과를 바탕으로 원숭이,침팬지 등의 영장류,개,고양이,말 등의 동물에서도

고유의 기질 또는 성격과 DRD4유전자의 상관관계에 대한 연구도 지속적으로 이루어지고

있는 실정이다.특히 말의 경우 다른 동물과 비교하였을 때,활용도의 측면에 있어 성격이

가장 중요시 되는 동물로 개체별 유전적 특징과 성격과의 비교 연구가 가장 필요한 축종

이다.하지만 말의 기질과 DRD3,DRD4,HTR2A 유전자 영역과 다양성 상호간의 상관관

계에 대한 연구는 미흡한 실정이다.

따라서 DRD3,DRD4,HTR2A 유전자 분석을 통해 승용마로 적합한 성격을 가질 것으

로 추정되는 말의 특이 유전 형질의 발굴은 DRD4유전자 영역의 48bp염기서열의 반복

지수(VNTR)의 검색과 DRD3, HTR2A 유전자 영역의 염기서열 분석을 통한 단일염기

다형성(SNP)을 동시에 분석하는 것이 가장 효과적이며 보편타당한 분석의 기준이 될 것

으로 판단된다.

이와 같은 배경하에서 본 연구에서는 국내에서 사육중인 온순한 기질의 말 113두와 사

나운 기질의 말 30두를 대상으로 말의 성격과 관련된 DRD3,DRD4,HTR2A 유전자 영역

의 특이 유전형질을 탐색하여 개체별 유전적 특성을 파악하고, 특이 유전형질을 가진 승

용마를 대상으로 관리자 및 수의사 등을 통해 해당 말의 성격 및 기질에 대한 평가를 동

시에 실시하여 온순한 기질의 승용마를 선별할 목적으로 연구를 수행하였다.

  한국마사회 장수목장과 부산경남 경마공원,민간승마장에서 사육중인 말 중 성격이 사나

운 말 30두와 온순한 말 113두,전체 143두를 대상으로 Heparintube(BectonDickinson,

USA)를 이용하여 경정맥으로부터 채취한 혈액을 원심분리한 후 buffycoat를 공시재료로

사용하였다.DRD4유전자의 VNTR과 DRD4유전자의 염기서열(SNP)은 143두 전체에 대

해 분석하였고,DRD3와 HTR2A 유전자의 염기서열(SNP)은 50두에 대해서 분석하였다

(Table20).
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Gene Amplification Primer Sequence(5'-3')

DRD4

PCR& VNTR
F1 CCGCTCATGCTGCTGCTCTACTGG

R1 TGCGCTCCCGGCCGGTGATCTT

Sequencecycling
F2 CTCATGCTGCTGCTCTAC

R2 GGTGATCTTGGCGCGCCT

DRD3

PCR
F3 TATGGCGTCTCTGAGCCAGCTGA

R3 CAAAGCCTTCCTCAAGATCCTGTC

Sequencecycling
F4 CTGAGCCAGCTGAG

R4 TCCGCAAAGCCTTCCT

HTR2A

PCR
F5 ATGGATATTCTTTGTGAAGAAAACAC

R5 AATGAAAAGGTTAGCTGTGTGTGA

Sequencecycling
F6 TTTGTGAAGAAAACAC

R6 AAAATCAACACAGTG

Table20.Oligonucleotideprimersusedinpresentstudy

  DRD4유전자의 SNP를 분석한 결과 143두의 말 중 15두에서 -147염기의 C → T

substitution과 -292염기의 A → G substitutionSNP가 관찰되었다 (Table21).C → T

substitution의 경우 SNP가 7두에서 관찰되었는데 7두 중 5두가 마필관리사 및 수의사 등

에 의해 일반적으로 사나운 기질을 가진 것으로 평가되었으며,A → Gsubstitution이 관

찰된 8두 중 2두의 말이 일반적으로 사나운 기질을 가지는 것으로 평가되었다.하지만 C

→ T,A → G substitution이 관찰된 두 개의 SNP모두가 동시에 관찰된 개체는 없었다

(Figure27~28).DRD4유전자의 SNP와 말의 기질의 상관관계를 보고한 Momozawa등의

결과에 따르면 C → T substitution의 경우 말의 기질과 유의적인 상관관계가 관찰되지

않았다고 보고하였으나 A → Gsubstitution의 경우 SNP가 관찰된 개체에서 SNP가 관찰

되지 않은 개체에 비해 말의 호기심 정도가 비교적 높게 관찰되었으며 경계심 정도는 오

히려 비교적 낮은 것으로 관찰되었다고 보고한 바 있다.본 연구에서는 입체적인 말의 기

질에 대한 조사가 수행되지 않아 기존의 연구와 단순 비교는 어렵지만 SNP가 관찰된 개

체가 일반적으로 사나운 기질을 가지는 것으로 분석되어 일부 차이가 관찰되었다.하지만

Momozawa등의 연구에서도 DRD4유전자의 SNP에 따른 말의 기질에 대한 단순 평가가

어려운 것으로 보고하였으나 본 연구 결과에서는 일부 개체에서 SNP가 관찰되었지만 온

순한 기질을 가진 대부분의 개체에서 SNP가 관찰되지 않았다.향후 DRD4유전자의 SNP

와 말의 기질간의 상관관계를 비교 분석하여 국내산 승용말 생산 계획 수립 시 번식 전

분석을 통해 사나운 말을 배제하는 수단으로 유용할 것으로 사료된다.
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 Table21.SNPsoftheequineDRD4gene

SNPs No.ofsample

C→ Tsubstitution 26,33,40,50,80,88,108

A→ Gsubstitution 1,13,30,44,57,66,100,139

Fig27.MultiplealignmentoftheequineDRD4gene.TheidentifiedSNPon-147

genomicposition(C→ Tsubstitution).

Fig28.MultiplealignmentoftheequineDRD4gene.TheidentifiedSNPon-292

genomicposition(A→ Gsubstitution).
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DRD3유전자의 SNP를 분석한 결과 50두의 말 중 22두에서 -55G→ C,-89T→ C,

-92T→ A,-1030G→ C,-1039C→ A,-1055A → Gsubstitution의 6개의 SNP가

관찰되었으며,55G → C2% (n=1),-89T → C2% (n=1),-92T → A 22% (n=11),

-1030G → C2% (n=1),-1039C→ A 2% (n=2),-1055A → G 18% (n=9)의 빈도를

나타내었다.검사 관찰된 SNP중 -92T → A와 -1055A → G가 가장 비교적 높은 빈

도로 발생하는 것을 관찰할 수 있었으나 사나운 기질과 온순한 기질을 가진 개체간 구분

없이 관찰되어 DRD3유전자의 SNP와 말의 기질 상호간의 유의성이 있는 결과에는 미흡

함을 확인할 수 있었다.또한 Phylogenetictree를 분석해 본 결과 SNP가 관찰되지 않은

group보다 SNP가 관찰된 21두 중 11두가 사나운 기질을 가지며 10두가 온순한 기질을 가

지는 것으로 분석되었으나 1,000회의 Bootrap결과 통계적인 유의성이 관찰되지 않았다.

따라서 DRD3유전자 분석을 통한 말의 기질 및 성격과의 상관관계를 판단하는 것은 쉽지

않을 것으로 판단되지만,향후 다양한 품종과 더 많은 두수를 대상으로 검사하거나 순치정

도 등의 다양한 요인을 감안하여 활용할 경우 승용말로서 부적합한 기질의 말을 배제하는

데 유용한 방법이 될 것으로 판단된다.

HTR2A 유전자의 SNP를 분석한 결과 50두의 말 중 30두 말에서 200여개가 넘은 매우

많은 수의 SNP가 관찰되었다.이러한 결과를 바탕으로 말의 HTR2A 유전자의 경우 단일

염기서열 변이를 통한 말의 기질 분석에는 부적합한 marker인 것으로 판단된다.하지만

분석된 염기서열을 바탕으로 Phylogenetictree를 분석한 결과 특이적으로 염기서열 변이

가 관찰되지 않은 20두 중 12두(60%)가 온순한 기질을 가지며,8두(40%)는 사나운 기질을

가지는 것으로 분석되었다.염기서열 변이 없는 group내에서 1000회의 Bootrap결과 유

의성 있는 차이가 관찰되었으며 염기서열의 변이가 없을수록 온순한 성격을 가지는 경향

이 높은 것으로 판단된다.한편 다수의 유전적 변이가 관찰된 30두 24개의 group에 대한

말의 기질 및 성격과의 상관관계를 분석한 결과 전체 30두 중 온순한 기질을 가지는 말은

5두(16.6%)뿐이었으며,사나운 기질을 가지는 말은 총 25두(83.7%)로 1,000회의 bootrap결

과 높은 통계적 유의성이 관찰되었다.따라서 HTR2A의 유전자 분석을 통한 말의 성격

및 기질의 상호 비교분석의 경우 특정 단일 염기서열 변이 (SNP)분석에 따른 비교 보다

는 유전변이의 발생빈도에 따른 비교 분석이 유효할 것으로 판단되어 유전변이가 많은 개

체일수록 사나운 성격을 가지는 경향을 보이는 것으로 분석되어 향후 승용말 생산에 응용

이 가능하리라 판단된다.
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제2절 인공수정 및 수정란 이식에 의한 승용마 생산기술 개발

1.서 론

세계적으로 말 정액의 동결 및 인공수정이 증가하고 있으며,인공수정으로 태어난 말의 등

록도 증가하고 있다.말에서 인공수정은 씨수말 운반비용의 감소,정액의 장기보관,적기

인공수정,생식기 질병 전파 차단 등의 장점이 있으나,낮은 임신율,노동력 증가 및 정형

화된 프로토콜의 부재 등의 문제점이 있으나(Samper,2008),말의 정액 동결 프로그램,인

공수정,수정란 이식의 활용에 대한 연구가 지속적으로 진행되고 있다.말은 계절번식 동

물이라서 생리적인 비발정기에는 자연적으로 발정유도가 쉽지 않다.그래서 다른 산업동물

에서와 같이 호르몬제를 이용한 발정동기화 및 말 인공수정 시 정액 내 호르몬제를 첨가

함으로서 말의 번식 효율 향상을 위한 연구도 시도하고 있다.

인공수정을 위한 정액은 냉장 또는 동결정액의 형태로 이용되고 있다.정액 채취시 원정

액의 품질과 채취 방법,원심분리 방법,냉각 속도와 시간,포장재료 및 씨수말 등이 정자

의 품질에 영향을 미치는 것으로 알려지고 있고(Amann와 Pickett,1987;Ecot등,2000),

정액의 동결보존을 위한 희석액 조성 및 동결체계에 대한 연구도 보고되었다(Martin등,

1979;Cristanelli등,1984).

냉장정액은 4℃에서 24-48시간 동안 사용이 가능하고,동결정액은 동결융해 후 정자의

활력이 낮아지지만 편리성 때문에 사용이 증가되고 있다(Backman등,2004).하지만 인공

수정에서 발정주기 1회의 임신율이 냉장정액은 39-65%이고 동결정액은 32-73%로서 조건

에 따라 변이가 심하고 자연종부보다 낮은 경향이다(Loomis,2001;Vidament,2005).말

인공수정 임신율에는 정자 보존용 희석액의 조성,인공수정 시간,주입 위치와 방법,씨수

말의 선발,배란시기,정자수,암말의 관리,전진운동성 정자의 농도 등이 영향을 미치며

(Loomis,2001;Colenbrander등,2003;Vidament,2005;Metcalf,2007),특히 동결정액의

품질 기준,인공수정에 대한 정형화된 프로토콜 및 암말의 번식관리에 대한 연구가 필요하

다(Loomis,2001;Samper,2009).한편 국내에서는 말의 인공수정에 대한 시도는 있었으나

정자의 동결 및 인공수정에 관한 기본 자료 및 기술의 확립이 미흡한 상태이다(Park등,

2008).

말의 수정란 이식은 최근 승용마,폴로 시합말 등 특수한 용도로 이용하는 말에 대하여

운동,시합,쇼 등에 영향을 받지 않으면서 많은 숫자의 우수한 자마를 생산하기 위한 용

도로 연구와 활용이 증가되고 있다.하지만 국내에서는 이에 대한 연구가 전무한 상태이

다.
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우수 혈통 승용마의 수정란과 정액은 전 세계로 냉장 및 동결 정액의 형태로 수출․수

입되고 있고,이들 수정란과 정액의 동결기술,이식후 안정적인 수태율 확보 및 자마의 생

산성 향상에 관련한 다양한 연구들이 진행되고 있다.또한 번식장애를 해결하기 위하여 난

관내 수정법(GIFT),난자내 정자 직접주입법(ICSI)및 수술적인 난자 이식법도 개발되었

다.

한편 2004년에 미국에서는 번식기의 암말 440천두 중에서 88%인 387천두가 인공수정을

이용하여 번식하였다(LoomisandGraham,2008).그러나 국내에서 사육되고 있는 대부분

의 말이 경주용(더러브렛종)으로 이들의 번식은 자연종부에 의존하고 있어,인공번식에 필

요한 정액채취,정자 냉장과 동결 및 인공수정에 관한 기본 자료 및 기술의 확립이 미흡한

상태이다.하지만 최근 레저 산업의 성장과 함께 승용마에 대한 요구가 증가하고 있어,국

외의 우수한 승용마의 도입이 요구되고 있다.따라서 인공수정과 수정란이식 기술을 활용

하면 우수한 승용마를 단기간에 생산이 가능하므로 말의 번식생리에 대한 이해와 더불어

다양한 번식기술의 활용에도 관심이 필요하다.

2.연구개발의 내용 및 결과

가.정액채취 및 동결

(1)재료 및 방법

(가)정액 채취

정액채취방법에는 종래의 채위법(정소상체정액 채취법,누관법,해면체법,질내채취법,콘

돔법,페서리법)과 마사아지법(음경마사아지법,정관팽대 부마사아지법),전기자극법과 인

공질법이 있는데 소와 말에서는 주로 인공질법을 이용하고 있다.인공질법이란 암소의 질

을 모방하여 만든 인공질내에 사정시켜 정액을 채취하는 방법으로써 가장 이상적인 방법

이며 세계도처에서 널리 사용되고 있다.

정액 채취는 한국마사회 장수육성마목장 및 마굿간 승마장에서 사육중인 씨수말(아랍종

및 교잡종)2두를 대상으로 하였다.먼저 씨수말은 충분히 시정한 후 발정기 씨암말에 승

가를 허용하였다.정액은 콘돔,Missouri식 인공질 또는 Coloradostateuniversity(CSU)식

인공질에 필터가 장착된 채취병을 부착하여 채취하였다.채취한 정액은 즉시 EZ희석액으
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로 상온에서 정액과 1:1(v:v)로 희석한 후 Equitainer(HamiltonResearch,MA,USA)에

옮겨 5℃를 유지하였다(Figure29~31).

  인공질에는 40∼42℃(소),45∼48℃(말)의 온수를 넣어 적당히 압력을 있게 한 다음에,

인공질 입구에는 반드시 윤활제를 발라서 준비한다.이러한 준비가 끝나면 고정시킨 발정

말에 여러번 수말을 접근시켜 “teasing"을 유도하고,펜텀 또는 암말의 후미에서 승가를

허용한다.승가하면 음경부를 인공질로 유도한다.말의 1회 채취시 평균 정액양은 50-120

ml이고 정자수는 100-350×106/ml이다.정자수는 계절별,관리형태 및 채취간격에 따라

차이가 있다.

※ 정액채취시 일반적 주의사항

① 위생관념에 투철할 것

② 온도충격을 피할 것

③ 채취전에 종모축의 성적흥분을 앙등시킬 것

④ 정액은 오전중에 채취할 것

⑤ 사출된 정액의 손실을 줄일 것

① 육안적 검사

육안적 검사는 정액량,색체,냄새,농도,pH 등으로 구분하여 실시한다.이때 주의할 점

은 30-35℃의 보온이 유지되어야 하며,직사광선이나 한냉한 장소는 피하는 것이 좋다.

② 현미경 검사

정자의 활력,생존률,정자의 형태 및 정자수 등을 측정 검사한다.전기가온장치가 장착된

현미경으로 약 400배율로 확인한다.정자의 운동성은 직선적 직진운동,선회운동,진자운동

으로 구분하여 조사하였다.현미경 검사 후 정자의 농도와 운동성의 검사는 sperm vision

3.5(minitube,독일)를 이용하였다.
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Fig29.Phentom andstallionusingsemencollection.

Fig30.Proceduresofsemencollection.
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Fig 31.SpermatozoaanalysisusingCASA (Minitube,De).spermatozoa(below,left)

spermatozoainCASA(below,Right;greencolorsperm areliveandmotile,yellow.

(나)정액의 희석 및 동결 완충액

정액의 희석액은 glucose,non-factdrymilksolids및 amikacinsulfate를 함유한 skim

milk buffer(Chino,CA,USA)을 사용하였다.정자의 동결에는 glycerol,egg yolk,

non-factdrymilksolids,glucose,lactose,sodium citratedihydrate,potassium citrate

monohydrate 및 ticarcilin disodium이 함유된 egg yolk extender(MFR5,Chino,CA,

USA)또는 skim milk,lactose,glucose,equexSTM,sodium citratedihydrate,disodium

EDTA,sodium bicarbonate,glycerol및 ticarcilin disodium이 함유된 skim milk

extender(LE,Chino,CA,USA)을 실험목적에 따라 이용하였다.

(다)정자 처리 단계에 따른 Totalmotile(TM)과 Progressivemotile(PM)조사

희석한 정액을 5℃에서 각각 1시간과 4시간동안 보관한 후 말 정자의 냉장보관 시간에

따른 Totalmotile(TM)과 Progressivemotile(PM)을 측정하였고,동결 희석액에 따른
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동결-융해정자의 TM과 PM에 미치는 효과를 검토하기 위하여 LE와 MFR5희석액을 각

각 이용하여 정자를 동결하였다.TM 및 PM은 sperm vision3.5(minitube,독일)를 이용하

였다.

(라)정액 동결

1차 희석된 정액은 5℃ 상태로 경상북도축산기술연구소(영주,경북)로 운반하여 3회 부드

럽게 흔들어서 정자와 희석액을 재혼합 하였다.동결과정은 먼저 50ml원심분리관에 냉

장된 정액 40ml씩을 넣고 400g×10분간 원심분리하여 seminalplasma및 부유액을 제

거하고,하층의 정자괴를 회수하였다.정자수는 hemacytometer를 이용하여 최종 농도

40×106/mL로 조정한 후 동결용 LE와 MFR5희석액으로 희석하였다.희석된 정액은 5℃

에서 90분간 냉각하여 냉장 상태를 유지하면서 정액을 0.5mL스트로우(FHK,Japan)에

충진한 다음 -165±5℃에서 10분간 예비동결한 후 액체질소에 침지하였다(Figure32).동결

융해 정자의 생존력과 활력은 37℃ 수조에서 30초간 융해하여 측정하였다.

Fig32.Procedureforsemenfreezing.
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Breed
Totalsemen

(ml)

Numberof

spermatozoa(×106/ml)
TM*,% PM**,%

Mixedbreed 138.3±9 175±9 75.9±3.7a 58.4±4.6a

Arab 56.5±4 86±3 48.8±7.8b 23.2±4.2b

(2)결과

(가)정액 채취 방법에 따른 회수 정액량

씨수말의 정액을 콘돔,미조리식 및 CSU식 인공질을 이용하여 채취한 결과,아랍종의 씨

수말에서 콘돔 40-50ml,미조리식 50-60ml,CSU식 50-60ml로서 콘돔에 비하여 인공질

을 활용하였을때 채취한 정액량이 많았다.씨수말의 자원이 부족한 국내 현실을 감안한다

면 인공질을 활용하는 방법이 효과적이었다.말의 자연종부시 1회 사정량이 30-150ml이

지만,냉장-운반 정액의 주입량은 20ml,동결-융해 정액의 주입량은 2ml정도로 자연종

부에 비하여 인공수정에는 소량의 정액이 주입된다.인공수정시 총 200×106-400×106개의

정자가 주입되면 임신율을 안정적으로 유지할 수 있지만,동결정액은 25×106-100×106개의

정자를 주입하고 있다(Palmer와 Magistrini,1992;Vidament등,1997;Woods등,2000).

(나)정액량 및 Totalmotile(TM)과 Progressivemotile(PM)측정

씨수말 2두 각각 3회씩 채취한 정액량,정자수 및 TM과 PM은 Table22와 같다.교잡

종말의 정액량은 평균 138.3ml이었고,아랍종은 평균 56.5ml이었다.정자수는 교잡종말이

평균 175×106/ml로서 아랍종의 평균 86×106/ml에 비하여 많았다.한편 TM과 PM은 교잡

종말이 평균 75.9% 및 58.4%,아랍종은 평균 48.8% 및 23.2%로서 교잡종말이 유의하게

높은 경향이었다(p<0.05)(Table22).

Table 22.Volume,number of spermatozoa,totalmotile(TM) and progressively

motile(PM)ofequinesemen

*TM;Livespermatozoa/Numberofspermatozoa
**PM;Progressivespermotozoa/Numberofspermatozoa

(다)년도별 말 정자의 TM과 PM 조사

아랍종 씨수말에서 채취한 정액량,정자수 및 TM과 PM은 Table23과 같다.‘09년도에
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는 정액량이 평균 56.4ml이었으나 '10년도에는 평균 20ml로 낮은 경향이었다.하지만 총

정자수는 ’09년도에 평균 86×106/ml에 비하여 ‘10년에는 평균 116.9-363.5×106/ml로 증

가하였다.특히 1회째 채취 보다 2-3시간 간격을 두고 2회째 채취에 정자수가 유의하게

증가하는 경향이었다.한편 TM은 평균 50-61.4%로 차이가 없었으나,PM은 1회째에 비하

여 2회째에 유의하게 증가하는 경향이었다(Table23).

Table 23.Volume,number of spermatozoa,totalmotile(TM) and progressively

motile(PM)ofequinesemen

Year
Totalvolume

(ml)
No.ofspermatozoa

(×106/ml)
TM*,% PM**,%

’09 56.5±4 86±3 48.8±7.8 23.2±4.2

’101st 20±2.0 116.9±8 50.0±1.7 21.6±1.2

’102nd 20±3.0 363.5±10.4 61.4±1.8 36.6±1.2

‘11 89±16.2 246.7±20.1 75.3±0.9 58.2±1.2

*TM;Livespermatozoa/Numberofspermatozoa
**PM;Progressivespermotozoa/Numberofspermatozoa

(라)정자 처리 단계에 따른 TM 및 PM

채취한 정자의 처리 단계에 따른 TM과 PM은 Table24와 같다.채취 직후 TM과 PM

은 각각 평균 61.4% 및 36.6%였다.정장을 제거하기 위하여 원심분리 직후의 TM과 PM

은 각각 평균 75.3% 및 43.9%로 증가하였으나,냉장 시작 2시간째에는 각각 평균 54.6%

및 28.4%로 낮아지는 경향이었다.인공수정을 위한 정액의 품질에는 씨수말,채취 방법,

희석액의 조성,냉각 속도,포장 재료 및 seminalplasma제거를 위한 원심분리 등이 영향

을 미치고(Amann와 Pickett,1987;Ecot등,2000),정상 형태 60% 이상과 PM 60% 이상

의 정액이 효과적이지만 동결정액에 대한 기준은 없다(Hafez와 Hafez,2000;Metcalf,

2007;Samper,2009).Vidament(2005)는 씨수말에서 동결-융해 정자의 평균 운동성과 전

진운동성에 대하여,Crockett등(2001)은 냉장-보관 시간의 경과와 동결-융해 정자의 TM

과 PM 경향을 보고하였고,국내에서도 Park등(2008)이 냉장-희석 시간의 경과에 따른
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Sementypes
Numberof

spermatozoa(×106/ml)
TM*,% PM**,%

Aftercollection 216.9±8.0 75.3±0.9a 58.2±1.2b

Cooled-diluted 106.4±4.0 61.4±1.8b 59.6±1.2b

Cooled-transported 104.6±3.9 54.6±1.3c 52.0±1.1c

Frozen-thawed 105.3±4.6 14.4±1.5d 71.7±2.2a

정자의 TM과 PM의 경향을 보고하였다.

Table24.Numberofspermatozoa,totalmotileandprogressivelymotileofdifferent

typesinequinesemen

a,bValueswithdifferentsuperscriptweresignificantlydifferent(p<0.05)
*TotalMotility;Livespermatozoa/Totalspermatozoa
**ProgressiveMotility;Progressivespermatozoa/NumberofTM spermatozoa.

(마)품종에 따른 정자의 TM 및 PM 운동성

TM 비율은 교잡종 씨수말의 것이 동결융해 직후 20.1%로서 아랍종의 1.42%에 비하여

유의하게 높았고,배양시간 30분,1시간 및 2시간째에도 높은 경향이었다.한편 PM 비율

도 교잡종 씨수말의 것이 높은 경향이었다(Figure33).
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Fig33.품종에 따른 정자의 TM 및 PM 운동성.
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(바)희석액(eggyolk또는 skim milk)이 TM 및 PM에 미치는 효과

아랍 및 교잡종 씨수말의 동결융해 정자의 체외배양 시간에 따른 TM 및 PM을 조사한

결과,아랍종은 동결융해 직후에는 eggyolkextender(MFR)가 skim milkextender(LE)에

비하여 높은 경향이었으나 배양시간의 경과에 따라 유사한 경향이었다.한편 교잡종 씨수

말은 동결완충액 및 배양시간에 따른 TM과 PM의 차이가 없었다(Figure34~35).
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Fig34.아랍종 씨수말 동결융해정자의 TM 및 PM.
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Fig35.교잡종 씨수말 동결융해정자의 TM 및 PM.
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(사)희석액(eggyolk또는 skim milk)에 보존용 buffer첨가가 TM 및 PM에 미치

는 효과

아랍 및 교잡종 씨수말의 동결융해 정자에 보존용 buffer의 첨가가 체외배양 시간에 따

른 TM 및 PM을 조사한 결과,아랍종 씨수말은 skim milkextender(LE)의 TM 및 PM이

eggyolkextender(MFR)에 비하여 높은 경향이었으나 유의차는 없었다.한편 교잡종 씨

수말은 skim milkextender(LE)의 TM 및 PM이 eggyolkextender(MFR)에 비하여 30분

및 1시간까지는 유의하게 높은 경향이었으나,2시간이후는 유사한 경향이었다(Figure

36~37).
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Fig36.아랍종 씨수말 동결융해 정자의 TM 및 PM.
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Fig37.교잡종 씨수말 동결융해 정자의 TM 및 PM.
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(아)Skim milkextender에 보존용 buffer첨가의 유무가 TM 및 PM에 미치는 효과

아랍 및 교잡종 씨수말의 skim milkextender에 동결한 정자의 융해 후 보존용 buffer의

첨가유무가 체외배양 시간에 따른 TM 및 PM을 조사한 결과,아랍종 씨수말은 buffer첨

가 직후에는 TM 및 PM이 유의하게 높았으나 배양시간의 경과(30분 이후)에는 유사한 경

향이었다.한편 교잡종 씨수말도 buffer첨가직후에는 TM 및 PM이 높은 경향이었으나

배양 1시간 이후에는 차이가 없었다(Figure38~39).
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Fig38.아랍종 씨수말 동결융해 정자의 TM 및 PM.
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Fig39.교잡종 씨수말 동결융해 정자의 TM 및 PM.
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(자)Eggyolkextender에 보존용 buffer첨가의 유무가 TM 및 PM에 미치는 효과

아랍 및 교잡종 씨수말의 eggyolkextender에 동결한 정자의 융해 후 보존용 buffer의

첨가유무가 체외배양 시간에 따른 TM 및 PM을 조사한 결과,아랍종 씨수말의 TM 비율

은 buffer첨가 및 배양시간에 따른 차이가 없었으나,PM 비율은 첨가직후에는 높았으나

배양 30분이후에는 비슷하였다. 한편 교잡종 씨수말은 buffer첨가 및 배양시간에 따른

TM 및 PM이 차이가 없었다(Figure40~41).
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Fig40.아랍종 씨수말 동결융해 정자의 TM 및 PM.
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Fig41.교잡종 씨수말 동결융해 정자의 TM 및 PM.
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(차)동결 희석에 따른 TM 및 PM

동결완충액의 종류에 따른 TM과 PM 비율을 조사한 결과는 Figure42와 같다.TM은

SME및 EYE에서 채취 직후는 각각 평균 61% 및 49%,원심분리 직후는 각각 평균 74%

및 53%,냉장후에는 평균 58% 및 34%로 낮아졌다.한편 PM 비율은 채취 직후 각각 평

균 36% 및 28%,원심분리직후 평균 44% 및 37%,냉장후에는 평균 38% 및 39%였다.
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Fig42.Totalmotilityandprogressivemotilityindifferentfreezingextender.

(카)희석액이 동결융해 정자의 TM 및 PM에 미치는 효과

아랍 및 교잡종 씨수말의 동결융해 정자의 체외배양 시간에 따른 TM 및 PM을 조사한

결과,아랍종은 동결융해 직후에는 eggyolkextender(MFR)가 skim milkextender(LE)에

비하여 높은 경향이었으나 배양시간의 경과에 따라 유사한 경향이었다.한편 교잡종 씨수

말은 동결완충액 및 배양시간에 따른 TM과 PM의 차이가 없었다(Table25).
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Table25.Effectoffreezingextenderontotalmotilityandprogressivemotilityafter

thawinginequinefrozensemen

Buffer year
No.ofspermatozoa

(×106/ml)
TM*,% PM**,%

Egg-yolk
’09 93.5±6.0 3.3±0.2 1.1±0.1

’10 105.3±4.6 14.2±1.2 11.0±1.2

Skim-milk
’09 96.3±3.6 4.2±0.6 1.4±0.3

’10 116.9±8 14.4±1.5 11.7±0.8

*TM;Livespermatozoa/Numberofspermatozoa
**PM;Progressivespermotozoa/Numberofspermatozoa.

나.인공 수정

(1)재료 및 방법

(가)발정 발현

발정한 암말은 흥분하고 사료를 거부한다.수말에 대하여 관심을 보이며 따라다니지만

교미허용 이전에는 수말의 접근을 허용하지 않는다.시간이 경과함에 따라 수말에게 접근

하여 승가를 유도하기도 하며,꼬리를 들어올리고 배뇨자세를 취하며 오줌을 빈번하게 눈

다.동시에 외음부가 개폐하면서 윙킹(winking)을 2～3초 주기로 반복하다가 수말의 승가

를 허용하게 된다(Figure43).발정 지속시간은 개체,계절,영양 등 여러 조건에 따라 차

이가 많다.대부분은 말은 발정기간이 4～8일이고 배란은 발정종료 전 1～2일에 일어난다.

Fig43.Picturesofestrusinmare.
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발정기간별 초음파 검사의 예는 Figure44와 같다.정상적인 발정주기 상에는 다양한 크

기의 난포가 존재하게 된다.발정기가 다가오면서 1-2개의 우세난포가 발달하게 되고 그

중 1개가 배란하게 된다.2개 배란도 약 10-20% 발생하지만,본 연구과정에서는 발견할

수 없었다.

Fig44.발정 휴지기부터 발정기 자궁(Wheelshape),발정기 난포(배란직전의 5cmfollicle).

(나)배란

말의 배란 시기는 말은 발정종료 전 24-48시간에 배란이 일어나며(Figure45),배란된

난자는 6-8시간 동안 수정능을 보유한다.교배 후 5시간이 지나면 수정에 필요한 충분한

수의 정자가 난관팽대부에 도달하지만,말 정자의 수정능획득에 관한 보고는 없다.암말의

생식도관내에 주입된 정자는 72-120시간 동안 수정능을 보유한다.교배적기는 자연교배의

경우 배란이 일어나기 1-2일전이다.



- 93 -

Fig45.발정기의 배란 직전 우세난포(좌),배란직후 난소(우).

(다)인공수정

인공 수정은 발정 징후를 나타내는 씨암말을 12시간 간격으로 난소의 크기를 측정하여

난소가 5cm 이상에 도달하였거나 배란이 확인된 개체에 한하여 동결정액(40×106/mL)4

개 스트로우를 융해하여 씨암말의 자궁각 중간부분에 주입하였다.임신 진단은 초음파

(Honda,Japan)를 이용하여 수정 후 15일과 40일에 수정 및 임신을 확인하였다(Figure

46).
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Fig 46. Examination procedure of estrus, follicular development and artificial

inseminationinmare.

(라)임신검사

말에서 수정은 난관에서 배란 후 30시간 이내에 이루어진다(Woods등,1990).난자는

난관을 통해서 자궁으로 이동되며 약 6일이 소요된다.자궁에 도착하게 되면,말의 수정란

은 둥근 형태로 존재하며 자궁 내강을 배란 후 17일째까지 자유롭게 유주한다.이시기가

임신에 대한 초기 모체 인식이 발생하는 시기이다.즉,말 수정란의 수정 후 7일째부터 17

일째까지 자궁 내에서 지속적인 움직임이 모체가 임신을 자궁의 모든 부분에서 인지하는

데 반드시 필요하다(McDowell등,1985;Allen,2001).따라서 내막의 적당한 상태와 자궁

내강에 수정란의 자유로운 움직임을 방해하는 어떠한 물리적 장벽이 없는 상태가 말에서

초기 임신 유지의 선행조건이다.자궁내막의 병인학적 변화뿐만 아니라 자궁내막 낭포와

격벽이 수정란과 모체간의 불완전한 인지와 임신유지의 실패에 원인이 된다.

인공수정한 암말은 수정후 15일에 1차 검사를 하여 쌍태유무를 판정하였다.30-40일경에

2차 검사를 하여 임신확정 하였다.임신검사는 HS-1500(Honda,Japan)초음파 기기를 이

용하였다.인공수정후 단계별 초음파 검사결과는 Figure47과 같다.
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Fig47. Examinationofpregnancyandembryodevelopmentatdifferentdayduring

pregnancy.

(마)임신말의 분만 및 망아지 체중 측정

임신말(‘09년도 임신 4두)의 분만은 특별한 유도없이 자연적으로 유지하였다.분만 후 망

아지의 체중은 분만 직후 측정하였고,만출된 태반은 형태와 무게를 측정하여 후산정체 여

부를 판정하였다.

(바)인공수정 대상 암말의 질병검사

인공수정을 위한 암말의 건강상태를 조사하기 위하여 분변에 대한 질병검사를 실시하

였다.분변은 시험농장 3개소에서 채취하였다.분변검사는 경북대학교 수의학과 기생충학

교실에서 하였다.
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(1)결과

(가)인공수정을 위한 기생충 겸사

인공수정을 위한 암말의 건강상태를 조사한 결과는 Table25와 같다.총 24두에 대하여

조사한 결과 외관상 특이 증상은 없었으나,분변의 기생충 검사를 실시한 결과 총 10두에

서 말 산통의 원인이되는 원선충란(Strongylusspp.)이 발견되었다.감염 등급에 따라 저

감염 3두,중감염 5두 및 고감염이 2두로 조사되었다.조사된 농장에 대하여는 구충을 선

행 한 후에 인공수정을 실시하였다.

Table25.Analysisparasiteinmarefeces

Totalheads infectedheads.(%) Kindofparasite Head(%)

24 10(41.7) Strongylusspp.+ 3(30)

Strongylusspp.++ 5(50)

Strongylusspp.+++ 2(20)

*+:low,EPG<1,000;++:moderate,1,000≦EPG<10,000;+++:high,EPG≧10,000. EPG,

eggspergram offeces.

(나)냉장 및 동결정액 활용 인공 수정

채취한 정액을 이용하여 인공수정을 실시한 결과 채취 직후(1시간)희석정액에서는

60%,냉장 운반(4시간)후 희석정액에서는 50%의 임신율을 나타내었다.한편 동결정액을

이용하여 인공수정한 결과 8두에서 4두가 임신하여 50%의 임신율을 나타내었다(Table

26~27,Figure48~50).

암말의 인공수정에 사용한 정액의 제조방법에 따른 임신율을 조사한 결과는 Table26과

같다. 냉장정액(Cooled-diluted)은 채취-희석 후 1시간 이내, 냉장운반정액

(Cooled-transported)은 채취-희석-4℃냉장-6시간 운반,동결정액(Frozen-thawed)은 채취

-동결한 것을 각각 사용하였다.Cooled-diluted,cooled-transported및 frozen-thawed정
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액을 이용하여 인공수정한 결과 암말의 임신율은 각각 60%,50% 및 37.5%로서

cooled-diluted정액의 것이 높은 경향이었으나 유의차는 인정되지 않았다.

말의 임신율이 자연종부는 80% -90%이고,인공수정은 임신율의 차이가 심하여 냉장-

희석 정액(cooled-diluted)은 70% -80%,냉장-운반 정액(cooled-transported)은 60% -

70% 및 동결-융해 정액은 32% -73%로 보고 되고 있다(Loomis,2001;Vidament,2005;

Nielsen등,2008).한편 인공수정 임신율에는 씨암말의 나이,분만회수,사양관리,자궁내

막 검사,발정 유도,발정 상태,주입하는 정자수 및 수정 전 자궁상태 등이 영향을 미치고

(Vidament등,1997;Nielsen등,2008),씨수말은 동결정액의 품질뿐만 아니라 임신율에도

영향을 미친다고 하였다(Müller,1987;Vidament,2005).

Table26.Pregnancyratesofmaresinseminatedwithcooled,cooled-transportedor

frozen-thawedsemen

Sementypes Heads Pregnancy %

Cooled-diluted 10 6 60

Cooled-transported 8 4 50

Frozen-thawed 8 3 37.5

배란유도 및 Timedinsemination처리가 암말의 임신율에 미치는 효과를 조사한 결과는

Table27과 같다.자연발정의 임신율이 25% 였으나,배란유도 및 timedinsemination으로

임신율이 50%로 상승하였다(Table27).발정중기에 5cm의 난포크기가 hCG투여 후 24시

간 까지 유지되었고,24시간째부터는 난포막이 분리되기 시작하는 것을 확인할 수 있었다.

42시간째에 corpushemorrhagicum을 확인하였다.임신율에 영향을 미치는 요인들 중에서

배란과 인공수정 시간의 관계가 매우 중요하다(Metcalf,2007).정자의 생존 시간을 고려하

여 냉장정액은 배란전 48시간이내,동결정액은 배란 전후 6또는 12시간에 인공수정을 권

장하고 있다(Sieme등,2003;Bedford-Guaus,2007).정확한 배란시점을 판단하기 위하여

6-12시간 간격으로 직장검사 또는 초음파검사를 하여 난포의 크기를 측정해야 하지만,많

은 노동력과 시간이 소요되므로 호르몬에 의한 배란시기 조절법의 활용이 증가 되고 있다

(Metcalf,2007).발정기 암말은 난포의 성장주기에 따라서 hCG 또는 deslorelin투여 후

36-42시간에 배란되는 비율이 94%이다(Samper,2008).한편 동결정액의 인공수정에는 정

자수,수정 회수 및 시간에 따른 차이는 있으나 배란유도를 이용하여 46% -67%의 임신
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율이 보고되었다(Morris등,2003;Barbacini등,2005;Metcalf,2005;Hemberg등,2006).

본 연구에서 배란유도를 통하여 임신율이 향상되어(Table27)향후 동결정액을 이용한 말

의 인공수정에 활용도가 높을 것으로 생각된다.

Table27.Effectofnaturalovulationorinducedovulationandtimedinseminationon

pregnancyrateofmareinseminatedwithfrozen-thawedsemen

Ovulation Heads Pregnancy %

Natural 8 2 25

Induced 8 4 50

동결정액의 인공수정시 희석액의 추가 투여가 임신율에 미치는 효과를 조사한 결과는

Table28과 같다.희석액은 skim milkextender로서 정자 냉장에서 사용하는 것과 동일하

게 제조하였다.미첨가 임신율이 10%였으나 공동첨가로 임신율이 40%로 높아졌다.유의

차는 없었다.

Table 28. Pregnancy rates of mare inseminated using frozen-thawed semen

supplementedwithorwithoutpreservationbufferintouterus

Buffer Heads Pregnancy %

Without 10 1 10

With 10 4 40

말 인공수정에서 월별 임신율을 조사한 결과는 Figure48과 같다.5월부터 8월까지 인공

수정을 실시하였다.임신율이 5,6,7및 8월에 각각 25%,33%,33% 및 50%로서 8월이

가장 높았으나 유의차는 없었다.
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Fig48.Effectofmonthperformedinseminationonpregnancyofmare.

(다)분만결과

'09년도에 인공수정한 결과 및 ‘10년도 분만 및 망아지 생존 결과는 Table29와 같다.

임신율은 냉장희석정액이 60%,냉장운반정액이 50% 및 동결융해 정액이 37.5%였다.분만

은 총 9두를 하였으나 생후 60일까지 생존한 망아지는 8두였다.국내 최초로 냉장운반정액

을 이용하여 1두 및 동결정액을 이용하여 3두의 망아지가 태어났다 (Figure49~50).3두는

건강하게 성장하고 있지만,동결정액으로 태어난 1두는 생후 1일째에 폐사하였다.

Table29.Pregnancyandparturitionresults

Types
Insemination
(head)

Fertility(%)
Pregnancy
(%)

ParturitionLiveatday60

Cooled-diluted 10 6(60.0) 6(60.0) 6 6

Cooled-transported 2 1(50.0) 1(50.0) 1 1

Frozen-thawed 8 4(50.0) 3(37.5) 2 1

Total 20 11(55.0) 10(50.0) 9 8
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Fig49.Pictureofplacentaandweightmeasurement.

Fig50.Thefirstfoalproducedbycooled-transportedsemen(Left)andfrozen-thawed

semen(centerandright).

(라)동결정액 유래 망아지 폐사 및 원인

폐사한 망아지는 마명 signoff에서 태어난 망아지로서,인공수정은 ‘09.8.26일에 실시하였

고,분만은 ’10.7.15일에 34kg으로 태어났다.출생직후 맹안 증상으로 어미 젖을 찾지 못하

여 초유섭취가 불완전 하였다.익일인 7.16일에 쇼크에 의한 기립불능으로 폐사하였다.부
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검결과는 Figure51과 같다.폐사의 원인은 선천적 수뇨관 기형에의한 뇨독증으로 추정되

며,부검에서 수뇨관 기형,신장의 종대 및 수종,소장의 중첩 및 맹장의 협착이 확인되었

다.병리조직검사 결과 사구체 주위의 급성신우신염,간의 농양 및 혈관주위의 염증세포

침윤이 확인되었다(Figure52).상기의 결과를 종합하면 본 망아지는 하생성 급성신우신염

에 기인한 뇨독증 및 쇼크로 폐사한 것으로 추정된다.

Fig51.Picturesofinternalorgansfrom deadfoal.

Fig 52.Picturesofkidney(left;acutepyelonephritis),liver(center;liverabseces)and

urachus(right;infiltrationofinflammatorycellsaroundbloodvessel)ofdealfoal.
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(마)난포크기와 임신율

배란유도 시점의 난포 크기가 임신율에 미치는 영향을 조사한 결과는 Figure53과 같다.

난포 크기가 4cm 미만에서는 임신율이 0% 였으나,4cm 이상에서는 60%였다.

Fig53. Effectoffollicularsizeatinducedovulationonpregnancyrateduringequine

frozen-thawedsemenartificialinsemination.

 인공수정 시점의 난포크기가 임신율에 미치는 효과를 조사한 결과는 Figure54와 같다.

인공수정 시점에 난포 크기가 5cm 미만은 임신에 실패하였으나,5cm 이상에서 60%의 임

신율을 나타냈다.

Fig 54. Effectoffollicularsizeatinseminationonpregnancyrateduring equine

frozen-thawedsemenartificialinsemination.
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다.발정 동기화

(1)재료 및 방법

(가)발정유도

 발정유도는 Cidr-plus,Regumate(oralprogesterone)또는 PGF2a를 각각 이용하였다.

Cidr-plus(1.9gprogesterone)을 암말의 질내에 삽입(Day0)한 후 7-10일 후에 제거하였

다.삽입 7일째부터 난소를 검사하여 황체가 형성되고 활성화된 난포의 존재가 확인되면

PGF2a1mlI.M.하여 발정을 유도하였다.Regumate는 0.044mg/kg용량으로 매일 사료

에 혼합하여 9일간 급여하였다.발정은 PGF2a주사로 유도하였다.PGF2a는 번식말의 난

소를 검사하여 황체와 활성화된 난포 2cm이상이 존재하는 경우에 1mlI.M.하여 발정을

유도하였다(Figure55).

Fig55.Proceduresofdonorandrecipientsynchronizationinmare.
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(나)Timedinsemination

발정기 번식말의 난소는 12시간 간격으로 검사를 하여 난포가 3.5cm이상으로 판단될 때

배란을 유도하기 위하여 hCG 500iu/100kgI.V.하였다.인공수정은 hCG 투여 후 24시간

및 40시간째에 2회 실시하였다.hCG투여후 난소 변화는 Figure56과 같다.

0hr 8hr 18hr 24hr 42hr

Fig56.PictureoffollicleinducedovulationusinghCG.

(다)호르몬 분석

발정유도 및 발정기 난소 상태에 따른 호르몬 변화를 조사하기 위하여 progesterone과

estradiol을 각각 분석하였다.시험 샘플은 경정맥으로부터 채취하여 serum을 분리 후 -2

0℃에서 분석시까지 보관하였다.호르몬 분석은 전문 분석기관에 의뢰하여 분석하였다.

(2)결과

(가)Cidr-plus발정동기화 단계별 난소 및 호르몬 변화

발정동기화 처리 방법에 따른 호르몬 변화를 조사한 결과는 Figure57과 같다.발정동기

화는 Cidr-plus삽입 및 PGF2a투여를 이용하였다.Cidr-plus삽입부터 혈중 프로제스테

론 농도가 상승하여 7일째 PGF2a를 투여 황체 퇴행을 유도한 이후 프로제스테론 농도가

급격히 감소하였다.발정증상은 미약하게 발현되는 경향으로 외부적인 징후를 관찰하기 어

려웠다.따라서 전문시설에서 전문가의 관리하에서는 사용이 가능하겠지만 일반 농가 및

승마장에서는 사용이 어려울 것으로 판단된다.
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Fig57.ConcentrationofprogesteroneduringCidr-plusinsertioninmare.

(나)Regumate발정동기화

  Regumate는 투여 전,투여 후 3일,6일 9일 및 PGF2a투여 후 3일째에 각각 평균 0.04

ng/ml,.0.03ng/ml,1.59ng/ml,8/84ng/ml및 0.93ng/ml이었다(Figure58).Regumate

투여후 난소변화는 Figure59와 같다.

Fig58.Concentrationofprogesteroneduringsupplementationofregumate.
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Fig59.Pictureofovaryduringsupplementationofregumate.

(다)PGF2a발정동기화 단계별 난소 및 호르몬 변화

PGF2a를 이용하여 발정유도를 시도한 결과는 Figure60및 61과 같다.PGF2a는 황체

퇴행을 유도하는 호르몬으로 Fig16과 같이 황체 존재시 투여로 황체 퇴행을 유도하여 발

정을 유도하였다.발정이 발현되는 시기는 난포의 크기기 3cm 이상에서는 3-4일이었으나,

난포의 크기가 2cm 미만에서는 7일정도 소요되었다.추가적인 연구가 필요할 것으로 생각

된다.호르몬 농도는 투여 시작부터 급격히 감소하는 경향이었다.
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Fig60.OvaryanduteruschangeatonsetofPGF2ainjectionandestrus

(Rightovary,LeftovaryatPGF2ainjection,ovaryanduterinehornatestrus).

Fig61.ConcentrationofprogesteroneduringestrusinductionusingPGF2a.

(라)hCG배란유도 난소 및 호르몬 변화

발정이 유도된 암말에서 배란을 정확한 시간에 유도하기위하여 hCG를 투여한 결과 호르

몬 농도는 Figure62~63과 같다.발정기의 암말에서 난포크기가 4cm 이상에 도달 하였을

때 hCG를 투여하였다.투여 직후부터 급격히 감소하는 경향이었다.
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Fig62.ConcentrationofprogesteroneduringovulationinductionusinghCG.

0hr 8hr 18hr 24hr 42hr

Fig63.PictureoffollicleinducedovulationusinghCG.

(마)발정기 난포 크기에 따른 프로제스테론과 에스트로젠 농도

 발정기의 말에서 혈액내 프로제스테론 농도는 난포의 크기가 각각 2cm,3cm 및 4cm에서

평균 9.09ng/ml,13.04ng/ml및 1.40ng/ml로서 4cm에서 급격하게 감소하였다.한편 에

스트로젠농도는 각각 평균 59.20pg/ml,48.5pg/ml,및 41.07pg/ml로서 차이가 없었다

(Table30).
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Table30.Concentrationsofprogesteroneandestradiolofdifferentfolliclesizeduring

estrousinequine

Follicle(cm) Progesterone(ng/ml) Estrodiol(pg/ml)

2 9.09±2.91 59.02±14.80

3 13.04±1.82 48.53±8.16

4 1.40±0.68 41.07±1.37

라.수정란 이식

(1)재료 및 방법

(가)발정동기화 및 배란유도

발정동기화 및 배란유도는 경구용 프로제스테론인 Regumate또는 PGF2a로 유도하였으

며,배란은 hCG를 투여하여 유도하였다.

(나)수정란 회수

수정란 채취를 위하여 공란마는 번식이상이 없는 젊은 암말(5-7세)을 사용,전체적인 건

강상태가 좋고,번식주기가 정상,선정하기 전에 신체검사를 하여 이상이 없는 것을 선발

하였다.한편 수란마는 공란마의 선정 기준과 비슷한 기준으로 전체적인 건강상태가 양호

하고 번식주기가 정상인 것을 선발하였다.본 연구에 사용된 공란마 및 수란마는 연구농장

인 곰바위목장(경북 영주 소재)에 사육중인 5-7세 더러브렛 암말로서 공란마 3두와 수란

마 5두를 선정하였다.

수정란의 회수과정은 Figure64~65와 같다.그 순서는

① 공란말을 잘 보정하고 꼬리는 묶어서 옆으로 고정시킨다.

② 외음부 세척 및 소독

③ largebore폴리카테타를 경관을 통해서 삽입하고 공기를 주입

④ internalcervicalos에 위치 될 때까지 cuff를 뒤쪽으로 당긴다.

⑤ 1%의 FCS가 포함된 DPBS1-2리터의 관류액을 이용하여 자궁을 관류한다.
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⑥ 수정란을 회수하기 위하여 관류액을 필터에서 거른다.

⑦ 관류는 적어도 3회 반복한다.

⑧ 회수된 수정란을 현미경에서 확인하면,크기,등급을 판정하여 기록한다.

Fig64.Timescheduleofembryotransfer.

Fig65.Proceduresofembryocollectioninmare.
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회수된 대부분의 수정란은 초기에서 확장 배반포 단계이고,크기는 0.4-1.0mm 정도 이

다(Figure66).

day5 day6 day7 day8 day9

Fig 66.Pictures ofequine embryos atdifferentdevelopmentday afterartificial

insemination.

(다)수정란 이식

회수한 수정란의 이식과정은 인공수정과 유사하며 관류된 수정란은 0.5mm 플라스틱 스

트로우에 장착한다.대리말은 자궁의 상태를 최적으로 유지하기 위하여 공란말의 발정과

비교하여 발정 1일전이나 3일이내 있는 것으로 한다.자궁과 경관 조직의 탄력을 이식전에

측정하여 대리말의 생식기는 공란말의 것과 동일한 상태로 동기화 한다.다음은 비수술적

이식 과정(Figure67)이다.

① 대리말의 보정

② 직장검사를 이용 자궁 및 경관의 탄성을 검사

③ 수정란을 스트로우에 장착

④ 수정란을 자궁체에 주입한다.
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Fig67.Proceduresofembryotransferinmare.

(2)결과

공란말 8두에 발정동기화를 유도하여 6두(87.5%)가 발정이 유도되었고,6두가 배란유도

및 인공수정에 성공하였다.인공수정 공란말 중 5두가 채란에 이용되어 3두(60%)에서 채

란에 성공하였다(Table31).

Table31.Resultsofestrousinduction,artificialinseminationandembryocollectionin

equine

No. Estrus(%)
Artificial

Insemination(%)
Collection(%)

8 6(87.5) 5(83.3) 3(60.0)

채란된 수정란은 수정 후 배양 5일째 150μm,6일째 409μm,7일째 814μm 및 8일째

1.2mm로 발달한 후 부화하였다(Figure68).한편 채란된 7일째 수정란 2개를 수란말 2두

에 이식하여 1두가 임신에 성공하였다.
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Fig 68.Pictures ofequine embryos atdifferentdevelopmentday afterartificial

insemination.

한편 공란말의 혈중 프로제스테론 및 에스트로젠 농도는 각각 평균 7.91ng/ul및 24.45

ng/ul이었고,수란말의 혈중 프로제스테론 및 에스트로젠 농도는 각각 평균 16.06ng/ul및

49.13ng/ul였다(Table32).

Table32.채란 및 이식 시의 공란말과 수란말의 혈중 호르몬 농도

Progesterone Estrodiol

Donors 7.91±0.37 45.45±12.65

Recipients 16.06±3.27 49.13±10.09
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마.인공수정 및 수정란이식 과정에서 발생한 암말의 이상

국내에서 사육되고 있는 암말의 번식장애에 관한 보고는 없었다.본 연구과정에서 확인된

암말의 이상에는 자궁내 이물질 존재,미배란성 난포 및 조기유산이었다.Figure69(좌)와

같이 자궁에 이물질이 존재하는 경우는 인공수정 후 임신이 되지 않았고,Figure69(우)와

같이 난소에 미배란성 난포가 존재하는 경우는 발정이 발현되지 않았다.또한 일반 농가에

서는 수말과 암말의 관리가 제대로 되지 않아 발정기때에 잠시 합사한 것으로 암말이 임

신하여 인공수정을 위하여 발정유도나 발정 후 인공수정 시에 정확한 검사를 실지하지 않

는 경우는 유산의 위험성도 있었다(Figure70).

Fig69.Abnormaluterineandunovulatoryfollicle.

Fig70.Abortedfetusofmareat70dayafterconception.
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제3절 승용마 생산·육성 기반 및 실용화 체계 구축

1.서 론

자연교배 혹은 인공수정이나 수정란 이식을 통해 태어난 망아지를 승용마로 활용하기

위해서는 무엇보다도 사람과의 교감을 통해 목적하는 용도에 맞게 육성을 시켜야 한다.말

을 육성시키는 것을 순치(길들여 목표로 하는 상태에 도달하게 하는 것)라 한다.순치는

말을 굴복시키는 것은 아니다.말에 시키는 것이 아니라 말이 그렇게 하도록 대하는 자세

가 중요하다.순치를 순조롭게 진행하기 위해서 가장 중요한 것은 사람과 말과의 신뢰 관

계 구축이다.

말 취급자나 기승자는 말에 접할 때 항상 리더라는 사실을 유의하지 않으면 안 된다.이

것은 말이 두려워하는 존재가 되는 것은 아니고 무엇인가 일이 일어났을 때에 사람의 지

시가 존중되는 것을 의미한다.

순치는 단계적으로 스텝을 밟아서 진행시킨다.항상 먼저 말의 순수한 눈을 바라보고서

대화를 한 후 훈련을 진행토록 한다.이렇게 함으로서 말은 쉽게 사람을 따르고 일상을 벗

어나 말과 함께 지내면서 정신적 여유를 찾고자 하는 승마인들의 요구에 부응할 수 있게

된다.

망아지 길들이기의 포인트에 대해 정리해 보면,먼저 망아지에는 생후 가능한 한 빠른

시기에 접촉을 한다.출생 후 가능한 한 빨리 망아지에 접해 “각인”을 실행함으로서 취급

이 용이하게 된다.생후 3일까지 충분히 손질을 하는 것이 그 후의 순치나 길들이기에 대

해서도 막대한 영향을 준다.다만,과도한 “각인”은,모마와 망아지의 스킨십의 시간을 방

해해 모성의 발달을 저해하는 한 요인이 되기도 하므로,특히 초산인 경우에는 필요 최소

한의 “각인”에 멈추도록 한다.둘째 말과 사람과의 신뢰 관계 구축에 최선을 다한다.말을

굴복시키는 것이 아니라,말이 사람의 요구에 따르면 즉시 압력을 해제토록 하여 온순하게

되도록 대하는 것이 중요하다.말을 정신적으로 엄하게 몰아 패닉 상태에 빠뜨려서는 안

된다.말은 항상 여유가 있는 자유로운 상태에 있는 것이 이상적이다.이를 위해서 망아지

를 애무하고 부드럽고 상냥한 말을 걸도록 유의한다.

국내에서 승용말 생산을 희망하는 말 생산자에게 접목시킬 수 있고 실용화될 수 있도록

씨암말의 관리와 말의 순치 및 망아지의 면역증강 방법에 대해 논의하고자 한다.
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2.연구개발의 방법 및 결과

가.인공수정 후 임신진단 및 모니터링으로 씨암말의 생산성 향상 기술 확립

(1)씨암말 생산성 향상을 위한 관리기법

우수한 말 관리와 성공적인 교배 및 자마 출산시기를 위한 중요한 열쇠는 연중 관리 과

정이다.양호한 말의 관리는 양질의 출산,예방약 투여,번식검사,처치 그리고 적절한 기

록 관리 등을 포함한다.최상의 수의적 관리는 다음의 기본적인 축산관리 사항들이 이행되

지 않으면 시술 될 수 없다.

(가)임신한 씨암말은 다른 무리의 말들로부터 격리 되어야 하고 목장 보유 씨암말은 위

탁 씨암말로부터 격리 되어야 한다.

(나)대리 수유마는 분만마사에 수용되어서는 안되며,씨암말들은 가능한 활동성이 적어

야 한다.

(다)질병에 대한 감염위험은 말 두수가 많을수록 증가하며,경주마 및 승용마는 씨암말

로부터 격리 수용되어야 한다.

(라)임신한 씨암말이 다른 곳으로 이동해야 한다면,분만 이전에 생활할 곳의 각종 곤

충에 대한 면역력을 갖게 하기 위해 분만 4~6주 전에는 그곳으로 이동해야만 한다.

(마)신규 씨암말은 1개월 가량 격리되어야 한다.

(바)마사내에 말을 두는 것은 말의 건강에 좋지 않을 수 있다.질병마의 대부분은 마사

체류 시 발생하는 경우가 많다.말은 가급적 많은 시간을 야외공간에 있으면 있을수

록 좋다.

(사)마사의 쾌적한 환경유지를 위한 기본요소들은 첫째도 환기,둘째도 환기,셋째도

환기이다.마사공간을 너무 크게 그리고 자동화시키는 것은 항상 좋은 것은 아니다.

(아)가능한 질환마는 격리시킨다.

(자)임신말에게 48시간 동안 사료를 주지 않으면 자궁에 영항을 주게 되고,결국은 태

아에 영향을 미친다.

(2)기생충 구제 (매 2개월마다)

(가)기생충을 구제하는 빈도는 말의 두수,기온,강우량,목초지 상태의 상황에 따라 달

라진다.
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(나)필요보다 자주 기생충 구제를 하는 것은 비용이 많이 들 뿐만 아니라,기생충의 빈

도를 증가시킬 수 있다.

(다)배분 장소는 자주 바꿔주는 것이 좋다.

(라)최근에 사용되는 대부분의 구제약은 임신기 어느 시기에도 안전하다.

(마)마분줍기 기계는 방목초지의 이용률을 놓이고,적은 회수의 구충제 투입 등의 경제

적인 효과가 있다.

(바)1년동안 배분중의 기생충약을 여러번 조사하는 것은 기생충 양을 조절하는 방법이

될 수 있다.

(3)시 정

(가)교배 및 생산을 성공적으로 하는 것보다 더 중요한 것은 없다.

(나)경험이 많은 사람이 시정을 해야 한다.

(다)신생자마를 출산한 씨암말은 발정했을 때 감지하기 힘들다.

(라)씨암말에 대해서는 모든 사항을 알고 있어야 한다.

(마)시정을 매일 실시한다.

(바)교배시즌 이전부터 시정을 시작한다.

(사)기록관리를 철저히 한다.지난해의 기록도 가지고 있어야 한다.

(아)씨암말의 일반적인 건강상태를 한눈에 볼 수 있는 능력을 키운다.

(자)외음부를 항상 관찰한다.

(4)발정유도

이른 시기에 씨암말을 교배시키고 적은 회수로 교배를 성공시키기 위해서는 발정유도가

필요하다.인공적인 조명은 발정유도를 위해 가장 많이 그리고 널리 이용되는 방법이다.

호르몬 조절은 특정상황에서 매우 효과적이다.인공조명을 이용하기 전에 야간에 씨암말을

입사시키고,사료를 잘 급여하는 것이 매우 중요하다.

(5)조명

(가)씨암말은 발정 사이클이 훨씬 일찍 온다.

(나)빛을 쐬는 시간은 17시간 정도가 필요하다.
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(다)일몰 3시간 후부터 실시한다(빛이 있을 때는 효과가 없음)

(라)씨암말의 두부에서 3.0m정도 높게 하여 조명을 비춰주는 것이 좋다.

(마)200와트 전구가 효과적이다.

(바)전구를 단 패독도 효과가 있다.

(사)12월 첫째주에는 늦어도 시작해서 4월 30일까지 실시한다.

(아)또한 임신마에게는 분만 시기를 앞당기고,자마 크기를 크게 하고,분만 발정 휴지

기가 없다.

(6)임신 씨암말의 혈청 성선호르몬

검사는 ±40일과 ±120일까지의 임신을 결정하는데 도움을 준다.

(가)검사는 씨암말이 자궁컵이 형성된 이후(36~40일경)에 유산을 한다면,가짜 양성을

나타낸다.

(나)씨암말이 유산된다면,그리고 PMSG 검사가 양성이라면 자궁컵은 여전히 존재하

고,씨암말은 ±90일 동안 발정으로 되돌아가지 않을지도 모른다.

(다)프로스타글란딘의 반복된 증상들은 씨암말의 발정을 유도하고,씨암말을 임신할

수 없게 한다.

나.임신 씨암말의 사양관리

임신말의 관리는 통상 3단계(임신초기,임신중기,임신말기)기간으로 나룰 수 있다.

첫 2개월 동안에는 태아를 유산시킬 수 있는 모든 환경조건에 노출되지 않도록 하는 것

이 중요하다.

(1)임신초기

(가)Caslick수술 :씨암말의 질의 모양이 정확히 맞지 못하거나 음순이 비뚤어진 경우

Caslick 수술을 통해 교정하여야 한다.음순외부의 끝을 봉합하는 Caslick 수술은

씨암말의 생식 건강성을 향상시키는 간단하고 효과적인 방법인데도 불구하고 소홀

히 하는 경우가 있다.

(나)쌍태 임신 진단 :대부분의 동물은 건강한 쌍생자를 출산하지만 말은 한정된 스페

이스와 영양으로 인해 쌍태를 출산할 수 없다.수의사는 초음파검사를 통해 쌍태를
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확인하고 만약 쌍태라면 한쪽 태아를 적출하여야 한다.

(다)임신말의 운동 :임신기간 동안 매일 운동을 시켜야 하는데 특히 마방내의 말은 매

일 최소한 20분간 활발하게 보행할 수 있도록 하여야 한다.

(2)임신중기-임신말기

(가)건강유지 :이때 씨암말은 좋은 상태로 유지시켜야 한다.발굽,치아 및 기생충 구제

가 가장 중요하다.이 기간동안 씨암말은 겨울철 생활에 들어가게 될 것이며 사료도 맞춰

서 바꾸어야 하며,씨암말을 적절하고 건강하게 유지시키는 것이 도움이 되지만 살찌게 해

서는 안된다.요컨대 늑골은 숨겨져 있지만 살이 파묻혀 있지 않는 상태를 유지하는 것이

중요하다.이 시기에 살이 찌면 신체에 지방을 축적시켜 임신을 방해할 뿐만 아니라 다리

에 하중을 많이 주게 된다.그러나 적절한 광물질,비타민 및 기본 아미노산이 포함되어야

하며 유산을 유발할 수 있는 곰팡이가 없어야 한다.

겨울철이 다가오면,씨암말의 주인은 건초가 깨끗하고,잘 다듬어지고,잘 저장될 수 있도

록 조치를 취하고 배합사료는 광물질뿐만 아니라 비타민 A,D,E및 엽산이 포함된 적절

한 곡물이어야 한다.

(나)스트레스 배제 :스트레스는 발달중인 태아에게 최대의 적이다.유산의 최대 원인은

스트레스이므로 임신한 말은 첫째 안정시키고,만족시킬 것.임신한 말은 건강을 유지하면

기분이 좋아진다.그리고 평소의 작업 수순을 가능한한 변경시키지 않으면 암말은 행복하

게 된다.말은 습관의 동물이며 정해진 수순을 좋아한다.스트레스 배제요인으로서는 임신

말의 수송이 매우 중요하다.최소 임신 50일 후에 수송하는 것이 좋다.

(다)굽의 손질 :임신말의 다리 손질은 통상 소홀히 하는 경우가 많다.발굽손질의 미흡

으로 인해 다리의 통증이 발생할 수 있다.임신한 말은 30일마다 굽을 손질하여 주어야 한

다.가능하면 장제보다는 삭제만 하는 것이 좋다.

(3)임신말기(마지막 3개월)

이 기간동안에 가장 중요한 것은 계속 보살피고,스트레스를 받지 않도록 하고,건강식

이를 하는 것이다.이시기는 태아의 성장이 급속하게 일어나며 여러 가지 영양소의 요구량

이 정상 유지량 이상으로 필요하게 된다.게다가 암말은 분만 전에 적당량의 지방을 축적

해서 수유 초기에 많은 영양소가 필요할 때 쓸 수 있도록 해야 한다.

임신 말기의 마지막 단계에서는 암말의 정상 습관과 행동에 평상시보다 더 친숙해 지는



- 120 -

것이 중요하다.이런 양상의 변화는 분만의 첫 징후이다.

예방접종과 구충 :유산을 유발할 수 있는 비강폐렴 백신(임신 5,7,9개월 령에 접종)이나

파상풍(분만 1개월 전 접종)을 접종하여 초유를 통해 자마에 항체가 전달될 수 있도록 한

다.백신과 마찬가지로 적절한 위생관리 및 초지관리와 함께 효과적인 구충프로그램을 수

립하여 실시하는 것이 중요하다.암말에 대한 구충제는 목장의 위치,임신상태를 고려하여

선택한다.어떤 구충제는 태아에 부작용을 유발할 수 있으므로 주의가 요구된다.

(4)임신말의 사료급여 권장량

체중 100kg당 농후사료 0.6-1.5kg,건초 0.6-1.5kg수준으로 급여하되 전체 섭취량

은 2.5kg/100kg이내에서 급여하도록 한다.임신 8개월까지는 조사료 위주의 유지 요구

량 수준에서 급여하고 임신 9개월부터는 농후사료 급여수준을 점차 높여 태아의 발달에

필요한 에너지와 영양소 공급을 증가시킨다.임신말기의 에너지 요구량은 유지 요구량에

비해 2-50% 정도 증가한다.양질의 초지에 방목하는 경우 임신말기를 제외하고는 농후사

료나 알팔파 건초 등을 추가로 급여할 필요가 없다.임신기간 중 알팔파 건초 또는 칼슘제

등을 다량 급여할 경우 칼슘과다로 인한 태아의 골격 이상을 가져올 수 있기 때문에 요구

량 이상의 칼슘 공급은 주의해야 한다.곰팡이 발생 등 부패한 사료는 다양한 질병과 유산

의 원인이 되기 때문에 절대 주의가 필요하다.일반적으로 임신말은 분만전에 보통 체중보

다 18% 정도 높이는 것이 분만 후 번식률을 증가시키는 것으로 알려져 있으며 규칙적이

고 충분한 운동을 시키며 분만 전 후 몇 일 동안은 사료급여량을 줄여야 한다.

다.인공수정을 통한 망아지 생산 및 육성

국내 최초로 냉장 운반정액을 이용하여 1두 및 동결정액을 이용하여 2두의 망아지가 태

어나 건강하게 성장하고 있다(Figure71).한편 냉장-희석정액으로 태어난 망아지의 성장

률을 조사한 결과는 Table33과 같다.6개월령 체중이 170-190kg으로 정상적인 성장률을

나타내고 있다.
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Fig71.Foalsbyusingartificialinsemination.

Table33.냉장-희석정액을 이용한 인공수정으로 태어난 망아지의 육성율(10.10.18일

현재 체중)

마명 생년월일 부(종) 모(종) 체중 체고

맨디리 자마 10.4.3 바람돌이(아랍) 맨디리(페인트) 190kg 110cm

오스큐자마의 자마 10.4.16 바람돌이(아랍) 오스퀸자마(더러) 170kg 113cm

원녀수자마 10.4.13 바람돌이(아랍) 원녀수(더러) 187kg 115cm

카라 10.6.21 바람돌이(아랍) coffeeateight(더러) 125kg 104cm

마굿간 10.5.17 바람돌이(아랍) 천금(더러 잡) 146kg 101cm

금오 10.4.25 무명(교잡종) 금오(더러) 159kg 103cm

오스퀸자마의자마 10.4.16 바람돌이(아랍) 오스퀸자마(더러) 170kg 114cm

이밴트풀자자의자마 10.4.24 바람돌이(아랍) 이밴트풀자마(더러) 180kg 116cm
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(1)망아지의 초기 육성 기법 정립

(가)초기 육성(출생 후~6개월령)

① 각인 순치

말의 출산은 3개의 스테이지로 나눌 수 있다.임신중기 무렵부터 등을 아래로 해 자궁

내에 위치하고 있던 태아가,자궁 내에서 회전한 후 만출에 대비 등을 위로 향한 상태가

되고,이 후 파수가 시작될 때까지의 기간을 제 1스테이지라고 부른다.제 1스테이지에서

모마는 안정감이 없어져 마방 내를 걸어 다니거나 발한이나 가벼운 산통과 같은 증상을 보

이기도 한다.자궁 수축이 강해지면 파수가 일어난다.파수가 된 다음부터 태아가 세상

에 나올 때까지의 기간을 제 2스테이지라고 부른다

통상 파수하고 난 후 약 30분(10-60분)정도에 태아가 밖으로 나온다.그 후 태반(후산)

이 배출될 때까지의 기간을 제 3스테이지라고 부르고,통상 태아의 만출로부터 약 3시간 이

내에 태반이 배출되게 된다.출산 직후부터 모마는 양수로 젖어 있는 신생 망아지의 냄새

를 맡고 핥아주기 시작한다.이 시점부터 모마와 망아지 사이에 정이 형성되기 때문에 필

요이상으로 타월로 망아지를 닦아주는 것은 부모와 자식 사이의 정을 저해하는 위험성

이 있다는 사실을 인식해 두지 않으면 안 된다.갓 태어난 망아지는 휘청거리면서도 생후

1시간 정도에 일어나고 기립한 후에는 휘청거리면서도 엄마의 유방을 찾아내 생후 약 2

시간내에 초유를 섭취한다(Figure72).

Fig72,막 출생한 망아지는 2시간 이내에 일어서서 초유를 섭취

출생 직후의 망아지가 허약한 경우에는 건 조직이 이완되어 있기 때문에 구절이 과도

하게 침하해 제첨이 지면에 떠 있는 일도 가끔 있는데 이들 증상의 대부분은 생후 2주일
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정도에 거의 정상적인 상태로 회복된다.

그럼 여기서 본격적으로 이런 시기의 망아지 취급은 승용마로서의 장래에 대한 매우 큰

영향을 미친다.생후 가능한 한 빠른 시기에 망아지와 교감함으로서 망아지는 비교적 용

이하게 사람한테 익숙하게 된다고 하여 이른바 “각인”이 중요하다고 여겨지고 있다.생후

3일째까지 얼마나 충분히 망아지와 접촉을 하는가가 그 후의 순치나 길들이기에도 막대한

영향을 준다고 여겨지고 있다.한편 과도한 “각인”은 모마와 망아지의 스킨십 시간을 방해

하고 모성 발달을 저해하여 망아지방치의 원인이 되거나 망아지가 사람을 동료라고 여겨

사람을 존경하지 않게 되는 한 요인이 된다고도 한다.특히 초산으로 신경질적인 모마의

경우에는 필요이상으로 타월로 닦는 것에 의해서 망아지 냄새를 너무 없애지 않도록 주

의할 필요가 있다.

망아지를 길들이는 데는 예스와 노를 명확하게 실시하는 것이 중요하다.사람의 요구

에 솔직하게 따랐을 때는 곧바로 망아지에 대한 압력을 해제해서 이것으로 좋다는 것을

이해시키는 것이 중요하다.안 되는 상태인 경우 시간을 길게 함으로서 그 상태를 푸는 타

이밍도 매우 중요하다.

또 망아지를 취급하는 경우에는 “점과 선”이 아니고 “면”으로 접할 것,즉 끌기 운동만으로

망아지를 다루는 것이 아니라 양팔을 사용해 면으로 보정하는 것도 중요한 사항이다.특히

생후 1~2주일까지의 망아지는 허약함으로 길들이기로 인해 스트레스를 주지 않도록 해야

한다.이를 위해서 굴레를 통한 고삐 한줄만으로 보정하는 것이 아니라 양팔로 껴안아

보정토록 한다.
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② 출생 직후부터 2주일까지의 끌기 운동

출생 직후부터 2주일 령까지의 끌기 운동은 왼 손으로 모마의 고삐를 잡고,망아지는 고

삐를 사용하지 않고 오른 팔로 망아지의 목을 가볍게 감싸면서 걷는다.태어난 직후의 망

아지는 허약하기 때문에 고삐를 사용해 “점과 선”으로 망아지를 보정한 경우에는 망아지

가 무언가에 놀라 몸의 균형을 잃고 넘어져 경부 신경을 손상시키기 쉽기 때문에 고삐를

사용하지 말고 망아지의 어깨로부터 목까지 손을 돌려 “면”으로 보정하면서 자발적으로 걷

도록 시킨다.만약에 망아지가 날뛰어 방마가 되더라도 망아지는 고삐로 연결되어 있지 않기

때문에 용이하게 스스로가 균형을 유지해 좀처럼 사고로 연결되지 않는다.가냘픈 망아

지에 스트레스를 주지 않도록 다루는 점에서도 고삐를 사용하지 않고 목에서부터 어

깨를 끌어안는 방법은 아주 효과가 있다(Figure73).

Fig73.2주일 령 미만의 망아지를 한 사람이 끌기 운동하는 모습.

출생 직후인 이 시기부터 끌기 운동 시에는 망아지와 사람의 어깨가 같은 위치로 해 걷

지 않으면 안 된다는 사실을 의식하도록 함으로서 1세의 경매 순치 등도 매우 원활하게 실

시할 수 있다.

㉮ 2인 1조에 의한 끌기 운동

생후 직후부터 2주일 령까지는 2명이 씨암말과 망아지 1쌍을 취급하는 것이 원칙이

된다.1명이 왼손으로 모마를 끌고 오른 팔로 망아지의 목을 감싸 잡고 걷게 하고 다른 1

명이 망아지의 오른쪽 후방에서 망아지가 곧바로 진행하도록 도와준다.망아지가 멈춰 서

려고 할 경우에는 오른쪽 후방 사람이 망아지의 엉덩이를 가볍게 밀어 앞으로 나아가도록

재촉한다.
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㉯ 1명이 실시하는 어미말과 망아지의 끌기 운동

생후 직후부터 2주일 령까지는 2명이 어미말과 망아지 1쌍을 취급하는 것이 원칙이지만,

생후 1주일이 경과되면 스스로 전진하는 망아지도 드물지 않다.이러한 경우에는 혼자서

모자의 끌기 운동을 실시하는 것이 가능해진다.앞서 말한 것처럼 왼손으로 모마를 끌고

오른 팔로 망아지 목을 감싸서 끌기 운동을 한다.망아지가 멈춰 서려고 할 경우에는 망아

지 목을 감싸고 있던 오른 팔을 일시적으로 풀어 오른쪽 손바닥으로 망아지의 늑부 후방을

가볍게 쳐 자극하고 앞으로 너무 나아간 후에는 재차 목을 감싸고 있는 오른 팔로 스피드

를 조절한다(Figure74).오른쪽 손바닥으로 망아지의 늑부 후방을 가볍게 쳐 자극해 전진을

촉구한다.

Fig74.2주일령 미만의 망아지를 한 사람에 의한 끌기 운동
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③ 2주일 이후의 망아지 끌기 운동

고삐를 사용한 끌기 운동은 망아지 사지가 제대로 역할을 할 수 있는 2주일령 이후부터

개시한다.오른손으로 망아지에 장착한 고삐를 쥔다.기본적으로는 망아지를 자발적으로 사

람의 어깨 위치에서 걷게 시키고,망아지가 멈춰 서려고 했을 경우에는 오른쪽 다리로 망

아지의 엉덩이를 가볍게 밀어 앞으로 나아가도록 촉구한다(Figure75).

Fig75.망아지가 멈추거나 앞으로 나가지 않을 때에는 빨리

엉덩이를 가볍게 밀어 걸어 나가도록 촉구

오른쪽 다리로 망아지 엉덩이를 밀기 위해서는 사람은 망아지 어깨 부위에 위치해야 하

기 때문에 망아지를 사람보다 조금 앞에 서서 걷도록 한다.이러한 방법으로 끌기 운동을

실시해 두면 망아지가 멈춰 서려고 할 때에 사람이 망아지 어깨보다 조금 뒤에 위치하려고

하는 것만으로 망아지는 엉덩이를 가볍게 맞는다고 생각해서 앞으로 나아가게 된다.망아

지가 자발적으로 앞으로 나아가는 상태가 되면 다음은 스피드만 조정하면 되므로 비교적

용이하게 망아지의 끌기 운동을 실시할 수 있다.또 하나 중요한 포인트는 모마가 망아지

보다 앞에서 걸어 뒤에서 따라오는 망아지가 멈추었을 경우에는 어떤 것도 할 수 없게 되

기 때문에 어쨌든 모마보다 망아지가 앞에서 걷도록 해야 한다.

망아지에 장착하는 고삐는 고정 도구가 없는 1개의 로프를 사용한다.이 로프를 굴레 턱

가죽을 통해 반으로 접어 양 끝의 고삐를 쥔다.관리사는 고정 도구를 사용하지 않고 굴

레 턱 가죽에서 한 개의 로프를 반으로 접어 연결하고 있을 뿐이므로 비록 망아지가 방마

되어 관리사를 밟았다고 하더라도 로프는 쉽게 굴레에서 빠지기 때문에 이차적인 사고는

예방할 수 있다.망아지 체중이 100kg을 넘게 되면 끌기 운동 도중,특히 마방에서 방목

지로 향하는 도중에 기립하는 말도 적지 않다.이러한 경우에는 고삐를 쥐지 않고 집게손

가락과 중지의 2개 손가락으로 굴레를 직접 잡고서 끌기 운동을 한다.그리고 말이 기립하

려고 하는 것을 멈추었을 때는 아래쪽으로 유지했던 굴레 압력을 풀어 자유에 가까운 상
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태로 유지시킨다.이와 같이 압력과 자유를 명확하게 구분해 사용함으로서 기립하려고

하는 말을 교정한다.이 때 다섯 손가락 모두가 굴레를 꽉 잡고 있으면 압력과 자유가

전달되기 어려워지고,또 고삐를 사용해 제어하면 너무 쉽게 기립하게 되어 더욱 제어하는

타이밍이 늦어지기 쉬우므로 주의할 필요가 있다.

망아지가 멈춰 서거나 혹은 후퇴하려고 할 경우에는 고삐를 당기지 말고 망아지를 중심으

로 모마와 함께 일회전하는 동안에 망아지를 앞에 내보내고 더 앞서 나가도록 하기 위해

서 오른쪽 발로 망아지의 엉덩이를 민다.회전이 끝나 진행 방향으로 향할 때에는 망아지

어깨에 위치하도록 회전하는 동안에 온 몸으로 규제를 한다.절대로 당기지 않고 망아지를

중심으로 모마와 함께 회전해서 원래 가려고 하는 방향을 향하도록 한다.이때도 망아지가

모마보다 앞 서 가는 위치가 되도록 한다(Figure76).

Fig76.망아지가 멈추거나 앞에 나아가지 않을 때 대처법

어린 말의 순치 교육 첫 단계는 태어나 얼마되지 않아서 시작되기 때문에 반복적인 교육

이 필요하다.이 시기에는 주로 사람과의 접촉에 중점을 두고 다음과 같이 한다.
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시 기 목 표 방 법

2주령

까지

① 사람과 접촉

② 보정

③ 굴레 씌우기

④ 손질

⑤ 체온 측정

⑥ 끌기 운동

⑦ 굽 손질

① 말을 걸면서 애무,빰과 목부분을 가볍게 두드리고

만져 보거나 손가락으로 가볍게 찔러본다

② 가슴과 엉덩이를 조용히 안고 움직이지 못하도록 한다

③ 소리를 내면서 굴레를 씌운다

④ 목,등,배,얼굴,콧등,귓가를 수건으로 비비거나 긁기

도 한다.사지를 하나씩 가볍게 문지르면서 들어올린다

⑤ 꼬리 끝부분,항문 주변을 쓰다듬는다

⑥ 방목지까지 끌기 운동을 가르친다

⑦ 제저와 제차의 흙을 제거한다

2주령~

1개월령

① 보정,

사람과 접촉

② 손질

③ 굽 손질

④ 끌기 운동

① 코와 귀를 애무하고 입주면에 손가락,손을 넣어본다

② 목,등,배,얼굴,콧등,귓가를 수건으로 비비거나 긁기

도 한다.사지를 하나씩 가볍게 문지르면서 들어올린다

③ 소리를 내면서 굴레를 씌운다

④ 힘이 들어가지 않도록 굴레 또는 고삐를 쥐고 어미마와

같이 근처를 걷거나 방목을 시킨다

1개월령~

2개월령

① 자립,이유준비

② 수송

① 서서히 어미마에서 떨어지게 한다.급하게 뒤에서 뛰어

도망가지 않도록 주의한다

② 말 수송차에 어미마와 같이 태워 짧은 여행을 한다

2개월령~

4개월령

① 자립 ① 사람이 망아지 곁에 붙어 있으면서 마방내에서 단시간

묶어 세운다

4개월령~

6개월령

① 이유

② 마의

① 자립,이유,마방안에서 사료를 공급한다

② 마의를 착용,복대에 익숙케 한다

(2)전기육성 (7~18개월)

이 시기에는 말 세우기,재갈 씌우기,굴레 씌우기,끌기운동 등을 실시한다.마방에서

말을 잡는 방법은 말(言)을 걸면서 말 왼쪽에서 다가서서 굴레를 씌우기 전에 고삐를 말

의 목에 두른다.이 때 끈은 고삐 줄을 말의 목에 둘러 매듭지으면 말이 후퇴하거나 일어

서거나 할 때 목이 죄어져 상처를 입으므로 절대 묶어서는 안 된다.굴레를 씌우기 전에

고삐를 목 주위에 걸치는 것은 굴레를 씌우는 작업을 하는 동안에 말이 얌전하고 도망치

지 않도록 하기 위해서이다.설령 한 가닥의 끈이라도 목에 둘러지면 사람의 손안에 있는
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듯한 기분을 갖게 된다.굴레를 장착하면 코 끈 또는 가죽의 위치가 콧등의 움푹한 곳 바

로 윗부분에 오도록 조절한다.

당세 때의 어린 시기는 몸이 작기 때문에 사람이 왼쪽에서 양팔로 망아지의 가슴과 엉덩

이를 감싸듯해서 제어하는 것이 좋고,이 때 상냥하게 말을 걸면 사람에게 억눌리는 것도

쉽게 받아들이게 된다.말의 본성인 공포심이나 겁을 극복시키는 데는 말에 대한 상냥한

배려심의 축적이 중요하다.처음에는 양팔로 감싸는 것에 대해 망아지는 저항할지도 모르

지만 부드럽게 말을 걸면 차분해진다.

(가)말 세우기 :우선 말 세우기 교육은 망아지의 엉덩이가 사람 쪽으로 향하지 않도록

망아지를 벽면 또는 목책 쪽에 평평하게 세우고,왼손으로 고삐를 쥐고 망아지의 왼편에

서서 오른손에 긴 채찍을 든다.망아지가 그 장소에서 움직이려고 하면 가볍게 고삐를 끌

어당긴다.이 때 힘껏 잡아당기지 않도록 고삐 줄은 항상 느슨한 상태로 해둔다.그리고

조용히 일어서도록 가르친다.만일 망아지가 후퇴할 것 같으면 긴 채찍으로 가볍게 비절

밑을 건드리고 말(言)을 걸어준다.

말(言)을 잘 듣지 않는 망아지에게는 코에 더욱 통증을 주는 방법을 선택할 필요가 있다.

체인 고삐는 자주 사용되며 코끈에 둘러 콧등에 갖다 댄 체인은 통증을 결정적으로 줄 수

있다.망아지를 기립시키는 순치 교육에서는 항상 가볍게 끌어당기는 것만으로 시작되지만

필요에 따라 세게 강도를 높여간다.긴 채찍도 처음에는 가볍게 접촉하는 것에서 진행하고

필요에 따라 고통을 가르친다.도저히 감당할 수 없을 정도로 나쁜 말인 경우에는 종종 강

한 채찍이 필요하다.더욱이 체인 고삐를 사용할 때 체인을 말 턱 밑으로 사용해서는 안

된다.턱 아래에 통증을 주면 말은 머리를 들어 후퇴한다.그리고 일어서서 앞다리로 두드

리거나 한다.대개 2~3일이 되면 망아지는 기립할 수 있게 된다.

(나)말 끌기 :말 일어서기가 가능해지면 「말 끌기」를 가르친다.처음에 망아지를 나

무 울타리 또는 목책과 평행하게 세워 사람은 말 왼쪽 머리와 어깨 사이에 위치하고 말과

같은 방향을 향한다.오른손에 끄는 고삐줄을 말 턱 밑 15cm 정도의 위치에서 잡고 왼손

은 고삐줄 끝과 함께 긴 듯한 조교용 채찍을 든다.채찍의 끝은 망아지의 후지쪽을 향하게

하여 땅에 닿는 정도로 한다.

말의 주의를 끌기 위해 충분한 힘을 주어 고삐줄의 느슨함을 없애고 전진 표시로써 분명

한 소리로 혀소리를 낸다.이 때 절대 망아지를 놀라게 하지 않는 것이 중요하다.경직된

채 앞으로 나아가지 않을 때는 반복해서 혀를 차고 바로 채찍 끝으로 비절 뒤를 가볍게

된다.채찍으로 두드려서는 안 된다.

망아지의 순치 교육에서 사람의 음성이나 혀소리를 잘 사용하여 사람과 말과의 약속을

하나 만들어 가는데 말은 언어를 이해하는 것이 아니라 소리를 듣고 구분하는 것이므로
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가능한 단순한 말로 혹은 혀를 차서 더욱이 억양을 넣어 사용한다.예를 들면 「평보」라

든가,「멈추기(정지)」를 분명한 음성으로 알기 쉽게 몇 가지 소리를 사용하여 명령의 혼

란을 피하도록 한다.똑같이 혀소리와 음성으로 반복해서 명령하면 어떤 망아지라도 본능

적으로 전진하게 된다.

여기서 중요한 것은 고삐줄로 망아지를 잡아당기며 걷게 해서는 안된다.사람이 말을 잡

아당기면 망아지는 끌어야 걷는 것이라고 기억해버려서 망아지가 걷는 것이 싫어지면 사

람과 줄다리기를 하게 되고 힘있는 말에게 사람이 지는 수가 있다.

망아지가 걷기 시작하면 끄는 사람은 말의 머리와 어깨 중간의 위치를 항상 유지하고 말

의 보폭에 맞춰 걷는다.말이 크지 않은 동안은 사람이 천천히 따라 갈 수 있지만 몸집이

커지게 되면 보폭이 넓어지게 되므로 끄는 쪽이 빨리 걷지 않으면 따라갈 수 없다.절대

말의 걸음을 늦추려 해서는 안된다.자연스런 전진 자세를 약화시키지 말고 긴 보폭을 유

지하도록 한다.고삐줄로 망아지와 가벼운 연락을 취하고 말의 머리를 부드럽게 유도하며

오른쪽 방향 혹은 왼쪽 방향으로 유도한다.

망아지가 걷기 시작하면 말의 머리는 상하로 그리고 가볍게 좌우로 움직임을 알 수 있다.

사람은 고삐줄의 접점에서 이 자연스런 동작을 억누르지 않도록 주의하고 말의 보행을 방

해하지 말아야 한다.이렇게 하면서 끄는 사람은 말에게 붙어가는 요령을 알게 되고 망아

지도 안심하고 걷게 되는 것이다.

망아지는 이끌리는 것에 익숙하게 되면 때때로 게으름 피우기 시작하고 천천히 무거운

듯이 걷게 된다.이때 끄는 사람은 바로 알아차려 고삐를 앞으로 당겨 말의 속도를 빠르게

한다.그렇게 하지 않고 망아지의 꼬임에 넘어가 하는 대로 하게 내버리면 망아지의 자연

스런 추진력 발달을 약화시키게 된다.

전진 기세가 없을 때는 혀를 차면서 「앞으로」하고 세게 소리를 낸다.이 명령에 대한 적

절한 반응은 망아지가 보폭을 늘임으로써 보다 빠르게 걷는 것이다.이 때 망아지는 평보

에서 속보로 이행할 수도 있다.그럴 경우에는 「좋아,좋아」하고 말을 해서 망아지의 기

분을 안정시키면서 고삐줄을 가볍게 당긴다.망아지는 바로 이 명령을 기억하여 속보에서

평보로 되돌아가 걷게 된다.말과 함께 걷고 있을 때 손은 고삐를 말과 연락을 취하면서

말의 전진에 맞춰 따라 간다.

다음으로 정지시킬 때는 급히 세우거나 제한 없이 천천히 하는 것이 아니라 원활하게 행

하는 것이 중요하다.원활한 정지법은 망아지의 보폭을 서서히 줄여감으로써 정지할 때 완

보 중도에 멈추지 않도록 후지를 옮기게 한다.평보에서 정지시킬 때 「정지」라는 소리를

내어 명령한다.이렇게 끌기 운동을 해가면 날이 갈수록 망아지는 끄는 사람의 명령,고삐

줄의 감촉을 학습한다.
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시끄러워서 끄는데 힘든 말이나 장난치고 일어서는 말에게는 조기에 특수 재갈을 몸에

익혀 사용하는 것이 좋을 것이다.이 재갈을 말을 제지하거나 난폭하게 굴어도 소용없다는

것을 가르치는데 매우 효과적이다.

징계는 망아지의 순치 교육에서 매우 중요한 일로 징계 방법에 따라서는 망아지를 정신

적으로 혼란스럽게 하여 갈수록 다루기 어려운 말로 만들어 버린다.징계의 기본은 관리사

가 싫어하는 행위를 망아지가 했을 때 지체 없이 바로 질책하는 것이다.이 때 「차지

마」,「물지 마」,「두드리지 마」하는 식으로 여러 가지 명령을 사용하면 망아지는 많

은 발음을 배우지 않으면 안 되게 되어 혼란스러워 한다.망아지는 사람의 말을 이해하는

것이 아니라 사람이 내는 음성의 고저에 의해 말과 사람의 커뮤니케이션을 취하고 있기

때문에 가능한 한정된 명령으로 다루도록 한다.따라서 망아지가 나쁜 짓을 했을 경우에는

어떤 경우든 통용되는 「안돼」를 사용한다.몇 번이고 같은 것을 반복해서 나쁜 짓을 할

경우에는 여지없이 바로 「안돼」라고 높은 소리를 내면서 질책한다.그러면 망아지는 무

엇 때문에 질책 받았는지 알 수 있을 것이다.

경매 시장에 내놓을 때 구매자로부터 속보를 요구받기도 하므로 망아지에게는 속보 명령

도 학습시켜 둔다.속보를 시킬 때는 반드시 평보에서 시작한다.말 끌기에서 평보로 끌고

있을 때,전진 기세를 지속시키고 나서 「속보」하고 명령함과 동시에 강하게 혀소리로 신

호를 보낸다.이 때 말을 끄는 사람이 속보 흉내를 내서 발을 구르는 것은 좋지 않다.반

드시 망아지가 주도이고 사람이 거기에 맞춰 따라가는 것이 좋다.「멈춰」「평보」「앞으

로」그리고 「속보」라는 4가지 기본적 명령에 망아지가 익숙해지면 말을 끄는 사람의 명

령에 대한 망아지의 반응을 잘 확인할 수 있게 되어 있다.

다시 말하면 망아지가 얌전히 서 있으면 「평보」라고 말하여 걷게 하고,필요하면 「앞

으로」라고 명령하여 전진 기세를 취하게 하고,거기서 「속보」라고 호령한다.그 때 망

아지가 속보에서 구보로 이행하는 일이 있으므로 그 때는 가볍게 고삐를 밑으로 누르면서

「괜찮아」또는 「그래」하고 소리를 내 준다.이러한 교육은 망아지를 가능한 한 정신적

으로 안정시키면서 실시하는 것이 가장 중요하다.속보를 끝낼 때에는 「오라,오라」하고

소리를 내서 평보를 조용히 이행시키고,그리고 「멈춰」라는 명령으로 자연스럽게 멈추게

한다.이것으로 초기 순치는 목표를 이루게 된다(Figure77~82).
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Fig77.조마삭 및 자갈 순치 과정.

Fig.78.복대 착용 훈련.

Fig79.복대 착용 후 기승 훈련.
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Fig80.복대 착용,사이드레인 착용 적응 및 조마삭 훈련.

Fig.81.사이드레인 착용 조마삭 훈련.

Fig82.안장 장착 후 조마삭 훈련 및 기승 훈련.
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분만후

시간
젖 고형분 회분 유당 총질소 순단백질 유지방

시간 % % % % % %

6 23.07 0.69 3.88 16.03 15.21 0.96

12 18.86 0.63 4.48 11.83 11.56 2.10

18 16.21 0.56 4.91 7.73 7.21 2.50

24 12.10 0.61 5.28 3.71 3.55 2.10

라.생산된 망아지의 면역증강 효과 평가

감염증은 망아지에게 있어서 질병을 일으키거나 폐사를 일으키는 가장 흔한 원인 중의

하나이다.보통 전신적인 감염증(Septicemia)이든 국소적인 감염증이든 모두 합쳐서 질환

망아지의 35~40% 정도를 차지하는 것으로 알려져 있다.망아지 감염증인 경우에는 흔히

감염이 되어 증상이 나타난 후에 치료하는 예가 많지만,발병 후에 치료하는 것보다는 출

생 후 관리를 철저히 해 주고,특히 초유 섭취가 잘 이루어져서 면역상태가 좋도록 함으로

써 사전에 예방하는 것이 훨씬 더 효과적이다.

(1)초유 분석

망아지가 처음으로 먹는 젖은 단백질이 농후한 것으로 이것을 일반적으로 「초유」라

부르고 있다.초유는 산후 18시간 정도 지나면 나오는데 망아지에게 있어 건강하게 성장해

가기 위해 꼭 필요한 것이다.다음 Table34는 말의 초유 성분 함량을 나타낸 것이다.

Table34.말의 초유 성분 함량

초유가 중요한 이유는 성분에 함유되어 있는 단백질속의 면역글로불린을 필요로 하기

때문이다.망아지는 감염증을 방지하기 위한 필요한 면역이 아직 갖춰져 있지 않다.따라

서 입,코,피부의 상처,탯줄 등에서 들어오는 병원체에 당하기 쉽다.이 병원체의 감염을

막기 위해 분만 직후 씨암말의 초유를 충분히 먹임으로써 병에 대한 저항력을 갖게 할 필

요가 있다.

사람,원숭이,개,고양이 등은 씨암말의 혈액속에 있는 면역글로불린이 태반을 통해 태

아의 체내로 들어가지만 말,소,양,돼지 등은 초유를 먹어야만 면역글로불린을 획득할 수

있다.

말은 통상 1시간당 160ml정도의 초유가 분비된다.면역글로불린은 초유속의 단백질에
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약 40%를 차지하고 있고,병에 대한 저항력을 갖게하는 가장 큰 역할을 한다.면역글로불

린외에도 초유에는 락토페린,리소자임,림프구,혈구,대식세포(면역 담당의 식균세포)등

이 함유되어 세균에 대한 저항력을 갖게 한다.

망아지의 소장 점막에 특수한 상피세포가 갖춰져 있어 분자량이 큰 면역글로불린을 흡

수할 수 있게 되어 있지만,이 특수한 상피세포는 출생후 24시간쯤에서 거의 소실되어 버

리므로,그 때까지 초유를 먹지 않으면 면역효과를 기대할 수 없다.또 초유속의 면역글로

불린 농도는 분만후 급속히 감소하고 6시간에서 약 50%로,15시간에서 10-20%까지 내려

간다.따라서 생후 4-6시간 이내에 초유를 먹는 것이 중요하며 허약하여 먹을 수 없는 망

아지에게는 초유를 짜서 줄 필요가 있다.

체내로 옮겨간 면역글로불린은 매일 감소되어 5개월령쯤에는 완전히 소실된다.한편 말

이 자기 힘으로 면역글로불린을 만들기 시작하는 것은 생후 2주경부터이고 약 3개월령에

서 성마와 같은 양의 면역글로불린 양에 도달한다고 알려져 있다.

초유의 좋고 나쁨은 색과 점조성으로 알 수 있다.좋은 초유는 황색으로 점조성이 있으며

농후한 젖으로 되어 있으나 좋지 않은 초유는 하얗고 엷은 액으로 되어 있다.

망아지가 초유를 충분히 먹고 흡수하면 6-12시간에 탁한 일과성의 단백뇨를 배설하므로

초유를 먹었는지 그 여부를 확인할 수 있다.정확하게 조사하는데는 망아지 혈청속의 단백

질분화를 전기영동법으로 조사하여 면역글로불린(IgG)을 측량한다.최근에는 라텍스(latex)

법이라는 키트에 의한 판정법도 개발되어 있어 야외에서도 간단히 검사할 수 있다.

면역 물질이 소장에서부터 흡수되어 망아지의 혈액속으로 항체가 옮겨지기까지는 2-3시

간이 걸리고,또한 어미마가 가지고 있는 혈중 항체 농도와 동등한 수준까지 이르러 세균

이나 미생물로부터 감염을 방지하는 효과를 발휘하기까지는 약 48시간 정도 걸린다고 보

고되어 있다.

망아지는 혈액 검사를 실시하여 혈장속의 면역글로불린 농도가 400㎎%이하인 경우에

는 초유속의 면역물질이 충분히 망아지에게 전달되지 않은 것으로,감염을 방어할 수 없기

때문에 동결 보존한 초유(초유 뱅크라 함)나 어미마 또는 건강한 성마의 동결 보존한 혈

청(혈청 뱅크라 함)을 투여한다.

초유 뱅크의 경우에는 동결된 초유를 흐르는 물로 천천히 해동하고 초유와 망아지 혈액

사이에서 면역반응을 하여 적법 여부를 조사한 뒤에 초유를 잘 흔들고 나서 출생 후 24시

간이내에 500ml씩 2시간 간격으로 2-3회로 나누어 투여하면 된다.

한편 혈청 뱅크의 경우는 동결된 혈청을 흐르는 물로 천천히 해동시키고,출생 후 24시

간 이내라면 300-1000ml를 초유와 같이 먹인다.24시간 이후의 망아지에게는 체중 1㎏

당 20ml의 비율로 37℃로 따뜻하게 데운 혈청을 1-2시간 이상의 간격으로 정맥내에 투여
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한다.대부분의 경우 혈청 1000ml를 필요로 한다.이미 감염에 걸려 있을 때에는 2000ml

를 주사 투여한다.

초유는 이처럼 막 태어난 망아지에게 있어 매우 중요한 것이지만 때로는 골칫거리를 만

든다.그것은 초유를 먹음으로써 발병하는 「신생자마 용혈성 질환」으로써 태어난 망아지

의 1~2%가 걸린다고 추정되고 있다.

이 병은 어미마의 초유에 분비되는 항체를 망아지가 섭취함으로써 일어난다.이 항체는

망아지의 적혈구를 파괴하고 망아지에게 빈혈을 일으켜 심해지면 황달을 발병하게 한다.

초유 속에는 면역글로불린외에 완화 작용물질이 함유되어 있어 태변의 배설을 촉진시킨

다.망아지가 태어나서 처음으로 변을 보는 것은 생후 1-2시간 일어서고 나서 30-90분경

에 배설한다.12시간이 경과해도 태변이 배설되지 않을 때에는 관장약을 투여해야 한다.

변이 나왔는지 어떤지 모를 때에는 가능한 한 빨리,특히 수말에게는 관장약을 투여하는

것이 좋다.그 후 망아지의 변 배설은 하루에 3-5회가 된다.

(2)망아지에서 흔히 감염을 일으키는 원인체

망아지에서 흔히 감염을 일으키는 병원성 원인체의 종류는 사육되는 지역이나 장소에

따라조금씩 차이가 있다.그러나 임상적으로 E.coli는 어느 지역에서든 가장 흔하게 검출

되고 있고,비교적 흔하게 검출되는 세균으로는 Actinobacillus,Klebsiella,Psuedomonas

등이 있으며,Salmonella는 약간 나이가 든 망아지에게서 감염이 일어나며 좀 드문 편이

다.

(3)망아지 패혈증의 진단 기준

(가)침울(가장 흔한 증상이지만,특이 증상은 아님)

(나)발열 (>39℃):패혈증 증세를 지닌 망아지의 많은 경우에서는 발병 초기에 발열을

나타내지만,50%이상이 전혀 발열을 나타내지 않든가 또는 수일 후 관절부위에 증상을 나

타낼 때까지 발열을 보이지 않는 경우도 있다.그러나 발열이 있다고 인정될 경우에는,특

히 흥분한 상태 주위 환경의 높은 기온 또는 경련 등이 없는 상태에서 발열이 있다면 심

각하게 받아 들여야 한다.

(다)WBCcount:예후가 나쁜 경우에는 백혈구 수는 매우 낮게 나타나며,극도로 독소

에 감작된 백혈구(toxicWBC)가 많이 나타나는 것이 전형적이다.약간 덜 심한 상태,특

히 그람음성균 감염에 의한 경우에서는 호중구 좌방 변위와 호중구의 독성 변화를 동반하

면서 처음에는 백혈구의 숫자가 야간 낮거나 정상 범위로 나타난다.그래서 백혈구 전체

숫자로 검사함과 동시에 band형과 독성호중구가 있는지를 판단하기 위해서 감별 카운트를
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하는 것이 반드시 필요하다.백혈구의 독소에 감작되어 나타나는 독성 변화는 백혈구 내에

Doehl체,독성 과립,공포 형성 등이 있으며,전체 WBC및 호중구 수는 수일 동안 정상

이하로 유지되다가 그 다음에는 정상 또는 정상보다 더 높게 나타나기도 한다.이와 같이

정상보다 더 높게 나타나는 WBC수는 보통 수주일 동안 계속해서 그대로 남아 있기도

하는데,특히 심한 폐렴인 경우에는 더욱 심하다.

(라)Fibrinogen:신생자마의 급성 감염에서는 보통 정상 범위에 있는 경우가 많지만,자

궁 내에서부터 감염이 일어난 경우에는 태어날 때부터 fibrinogen수치가 높게(700~1000

mg/dl,정상 ;400mg/dl이하)나타나기도 한다.출생 직후에 감염된 경우에는 좀 더 만성

적으로 혈장 fibrinogen이 증가하는 경향이 있다.

(마)Hypoglycemia:망아지가 생후 24시간이 지나지 않은 경우에 허탈 상태에 이르게

되면 저혈당증이 매우 흔하게 일어난다.특히 어린 망아지 일수록 혈당치 수치에 민감하게

영향을 받으므로 즉시 적절한 치료를 해 주어야 한다.

(바)Respiratoryrate:호흡수가 증가하거나 휴식기에 심한 노력성 호흡을 하는 경우에

는 반드시 그 원인을 찾아 봐야 한다.흔히 초기 폐렴 증세일 경우가 많으며,폐렴이 있더

라도 증상이 매우 미묘하게 나타나는 경우가 많으므로 세심한 주의를 가지고 살펴봐야 한

다.

(사)Urine:뇨 중에 백혈구나 세균이 섞여서 나오는 것은 패혈증의 다른 임상 증상보다

먼저 나타나거나 또는 같이 나타나기도 하므로 반드시 검사하는 것이 좋다.

(아)Bloodcultures:신생자마 패혈증의 확진을 위해서는 절대적으로 필요한 것임.배양

에서 양성으로 나타났다면,그 다음 단계에서 세균의 종류가 무엇이며 항생제에 대한 감수

성 경향 등을 알 수 있게 된다.대부분의 배양은 24~48시간 내에 이루어지는데,결과가 나

오지 않더라도 패혈증이 의심이 되는 경우라면 항생제 치료를 시작해야 한다.혈액 배양은

사실 매우 쉽다.먼저 채혈할 부위의 털을 깨끗이 깎고 소독을 한 다음,10cc의 혈액을 채

취하여 5ml씩 호기성(aerobic)및 혐기성(anaerobic)혈액 배양 용기에 넣어서 바로 배양

시키면 된다.

(자)Sepsisscore:임상 증상이나 혈액학적 검사결과 중에서 어느 한 가지를 가지고 패

혈증 망아지를 진단할 수 있는 것은 사실상 없으며,여러 가지 검사결과를 종합해서 판단

하는 것이 정확성을 높여 준다.그래서 실제 임상에서는 CBC검사,혈중 포도당,외부 물

리적 검사 및 병력 청취 등 여러 가지 검사결과를 종합해서 판단하는 “SepsisScore"시스

템이 이용되고 있다(Table35).
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Score

항 목 4 3 2 1 0
I.CBS

1.Neutrophilcount
<2000/㎣

2000-4000

or>12,000

8000-12,00

0
Normal

2.Bandneutrophilcount >200/㎣ 50-200 <50

3.Doehlebodies,toxic,

granulatioin

neutrophilis

Marked Moderate Slight None

4.Fibrinogen >600 500-600 ≤400
II.OtherLaboratory

Data

1.Hypoglycemia

<50mg/dl 50-80 >80

2.Zincsulfateturbidity

test
<200 200-400 401-800 >800

3.Arterialoxygen <40torr 40-50 51-70 >70
4.Metabolicacidosis Yes No

III.ClinicalExamination

1.Petechiationorscleral

injection notsecondary

toeyediseaseor

trauma

Marked Moderate Mild None

2.Fever >38.9℃ <37.8℃ Normal

3.Hypotonia,coma,

depression,convulsions
Marked Mild Normal

4.Anterioruveitis,

diarrhea,respiratory

distress,swollenjoints,

openwounds

Yes No

IV.HistoricalData

1.Placentitis,vulvar

dischargepriorto

delivery,dstocia

Yes No

2.Prematurity 300-310 310-330 >330

Table35.Astandardscoreofsepticemiainfoal.

(해석 :11점 이상이면 Sepsis의 확률이 93%,10점 이하이면 Non-sepsis일 확률이 88%임)
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제 4장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

제1절 연도별 연구 목표 및 달성도
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구분 연구 개발 목표 목표의 달성도

1차

년도

(2008.

12.~200

9.11)

◯ 말 번식장애 유발 세균,

바이러스 병원체의 신속

검출과 동정을 위한 진단

법 및 예방법 개발

◯ 번식장애 유발 세균 병원체의 신속 검출과 동정

을 위한 진단법 개발

◯ 음문의 Caslick수술 및 약제감수성 검사를 통한

예방법 개발

◯ 씨수말의 생식기질환 원인체인 EHV의 동정을

위한 진단법 및 예방법 개발\

◯ 국내 환경에 적합한

씨수말로부터 정액 채취

및 동결정액 제조 기술

개발

◯ 인공수정(10두)

◯ 정액 채취(콘돔,인공질)및 정액 희석 기술 개발

◯ 액상정액 제조․보관 및 동결정액 제조 기술

개발

◯ 냉장정액(13두),동결정액(7두)인공수정 실시

◯ 최적 교배적기 기준 정립

및 씨암말의 임신기간별

모니터링

◯ 수정 후 15일 및 40일,임신확인 후 30일 간격 임신

모니터링 기술 확립

◯ 임신말에 대한 최적의 사양관리 프로그램 확립

2차

년도

(2009.

12.~201

0.11)

◯ 말 번식장애 유발 병원체

의 host내 작용기전 및

유전학적 특성 규명,예

방법 개발

◯ 번식장애 유발 세균 병원체(S.zooepidemicus,S.

equi,E.coli)에 대한 유전학적 특성 분석 및 예

방법 연구

◯ 인공수정에 의한 망아지의 생산성 향상 기술개발

과 관련 Clostridium perfringens의 진단법 및

예방법 연구,신생자마 용혈성 질환 진단법 및

예방법 연구

◯ 씨수말의 생식기질환 원인체인 EVA의 동정을

위한 진단법 및 예방법 개발

◯ 한국인 체형에 적합한 승용마 개량

◯ 동결정액 이용한 말 분만

및 관리 체계

◯ 망아지 태반무게,체중 및 체고,기타 이상 연구

◯ 인공수정(10두)대상 번식말에 대한 질병검사 모

니터링

◯ 말 수정란이식을 위한 발정동기화 체계 개발

◯ 망아지의 초기 육성 기법

정립

◯ 이유 전 망아지 육성 및 초기육성 기법 정립

◯ 생산된 망아지의 면역증강 효과평가

◯ 최적 수정란 이식 기준 설정 및 씨암말의 모니터

링
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구분 연구 개발 목표 목표의 달성도

3차

년도

(2010.

12.~201

1.11)

◯ 승용마 친자감정 기법 정

립 및 등록시스템 구축

◯ 유전자(DNA)분석기법(ISAG HorseMspanel

및 SNP)개발 및 등록시스템 구축

◯ SNP를 통한 승용마 특이 유전형질 탐색

◯ 수정란 이식에 의한 승용

마 생산기술 시험

◯ 말 수정란 이식 기법 개발 :국내 최초 말 수정

란 회수 및 이식 시험 및 성공(5두 채란,3두 회

수)

◯ 수정란 이식 :2두 이식(1두 임신)

◯ 임신 씨암말의 모니터닝 및

승용마 육성 기반 구축

◯ 최적 수정란 이식 기준 설정 및 씨암말의 모니터

링

◯ 동결정액 활용 인공수정으로 태어난 망아지의 육

성 시험(1두)

◯ 관련기술의 실용화 체계 구축 및 농가 전수

최종

평가

◯ 한국형 승용마 생산을 위

한 기술 개발 및 실용화

체계 구축

◯ 승용마 생산성 향상을 위한 번식장애 씨암(수)말

의 병원체 모니터링 기술 및 예방법 개발

◯ 말의 인공수정에 필요한 기술 개발 및 수정란 이

식을 위한 토대 마련

◯ 본 연구는 국내 말 생산농가에 활용할 수 있는

실용 연구로서 향후 국내 말 생산분야에 생산성

향상과 농가의 소득 증대에 기여할 수 있음

제2절 관련분야 기술 발전에의 기여도

1.기술적 측면

가.본 연구는 말의 인공수정과 수정란 이식을 통해 승용마 생산에 필요한 번식장애 씨암

(수)말을 대상으로 먼저 번식마의 생식기 및 정액 유래 병원체의 신속 진단 및 예방법을

생산농가에 적용하여 수태율 및 생산성 향상에 기여할 수 있을 것이다.

나.번식장애 유발 병원체에 대한 백신 개발에 중요한 연구자료로 활용할 수 있을 것이고

개발된 유전자(DNA)분석 기법을 승용마의 번식과 혈통등록 시 개체식별 및 친자확인에

활용함으로서 공정하고 체계적인 등록사업화에 기여할 것이다.
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다.말의 인공수정과 수정란 이식에 필요한 기술(정액 채취 및 동결정액 제조,융해 및 인

공수정,수정란 채란 및 이식 등)을 국내에서 처음으로 정립함으로서 향후 국내 승용마 생

산에 크게 기여할 것이다.또한 말 동결정액 생산 공급 및 말 전문 인공수정사 양성에도

기여할 것이다.

라.망아지 생산 후 체계적인 사양 및 질병관리로 망아지의 면역증강을 통해 고부가가치를

높이고 한국형 승용마로서 육성 및 조련의 체계 구축으로 신성장 승용마 산업화에 기여할

것이다.

2.경제·산업적 측면

가.본 연구는 주로 경마산업 위주로 편중되어 있는 국내의 말산업을 승마산업으로의 전환

을 위한 계기를 만들고자 정부의 말산업육성법 시행과 FTA 이후 예상되는 대체산업으로

서 승용마 생산업이 국내 주요 축산산업으로의 자리매김과 생활승마 활성화에 따른 승용

마 저변 확대를 위한 생산기술의 개발로 승용마 생산업의 안정화에 기여할 것이다.

나.승용마 생산을 위한 번식장애 씨암(수)말의 병인학적 특성 및 생산성 향상 기술을 개발하고

승용마 생산․육성기반 및 실용화 체계를 구축하여 향후 승용마를 생산코자 하는 농가의 고소득

창출로 이어지는 경영의 안정화에 기여할 것이다.

다.본 연구를 통해 얻은 정액 제조 기술 및 정액 제품은 고가의 씨수말을 구매비용과 사

육비용을 줄일 수 있고 또한 외국의 우수 품종의 수정란을 도입 농가 씨암말에 이식하는

체계를 확보하므로 농가의 실질 소득 향상이 가능하고 수입 축산물(특히 정액)에 대한 국

내 축산물의 경쟁력 강화에 기여할 것이다.

라.대학 및 연구기관의 말 산업 전문 인력 pool형성․경영 기법 습득을 통한 창업(말 번

식센터 운영,정액 제조 및 판매,인공수정 시술,말 조련업 등)기회를 제공하는데 기여할

것이다.
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제 5장 연구개발 성과 및 성과활용 계획

제1절 실용화․산업화 계획

가.일반적으로 분리 동정되지 않는 전염성 자궁염을 일으키는 세균을 쉽고 빠르게 동정하

는 kit제품화,교배기에 수정란이 잘 착상 할 수 있도록 자궁의 환경을 최적의 환경으로

만들어 주는 자궁 세척기구 개발,망아지의 면역력 향상을 위한 경구 섭취용 면역강화제

개발 및 실용화,국내 승용마의 혈통등록 및 개체확인에 유용한 유전자 감정 kit개발 및

실용화 등 국내 말의 생산성 효율 향상에 기여하고자 한다.

나.본 연구를 통해 얻은 말의 동결정액 제품 개발은 국내에서는 처음으로 현재 시장은 초

보적인 단계이나 향후 정부의 승용마산업 육성 및 활성화 정책에 따라 그 규모가 확대되

고 있는 상황이다.특히 미국의 대학(Coloradostateuniversity)에서는 씨수말 사육 농가와

번식마 사육 농가를 연결하여 씨수말 정액의 동결 서비스를 제공하여 수익을 창출하고 있

다.따라서 본 연구를 통해 승용마 동결정액을 승용마 사육 농가 또는 승마장에 판매를 통

해 수입대체 효과 및 말 생산 효율 향상에 기여하고자 한다.

다.말의 수정란 이식은 번식마 사육 농가의 요구에 맞게 주문자 생산 방식을 취하고 있

고,능력은 우수하지만 불임이 된 경우에 적극 활용하고 있다.향후 국내에서도 승용마 생

산업이 활성화되고 말의 가치 상승 및 기술력이 축적된다면 국내에서 사육중인 우수형질

의 말을 대상으로 불임 치료 서비스가 가능할 것이다.

라.결론적으로 본 연구릍 통해 얻은 결과를 바탕으로 향후 국내 승용말 생산 및 육성사업

에 활용될 수 있도록 농림수산식품부의 한국마사회 특별적립금 사업인 말 생산농가 육성

및 인공수정 양성과정 사업에 적극적으로 활용할 것이고 정부와 한국마사회로부터 가칭)

한국 말 번식센터로 지정 받을 수 있도록 노력할 것이다.
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제2절 교육․지도․홍보 등 기술확산 계획

가.본 연구릍 통해 얻은 결과를 바탕으로 경상북도 농민사관학교 말산업 전문인력양성과

정과 농림수산식품부의 한국마사회 특별적립금 사업인 말 생산농가 육성 및 인공수정 양

성과정 사업에 적극적으로 활용할 것이고 정부와 한국마사회로부터 가칭)한국 말 번식센

터로 지정 받을 수 있도록 노력할 것이다.

나.본 연구 결과는 국내 관련 학회 및 세미나,신문 등을 통해 지속적으로 홍보할 것이고

정부의 승용말 생산 활성화 방안의 일환으로 한국마사회에서 수입한 정액을 본 연구진이

위탁받아 한국형 승용마 생산을 위한 인공수정 시행 및 번식효율 극대화에 적극적으로 기

여할 것이다.

다.국내에서 승용말 생산을 희망하는 말 생산자에게 본 연구 결과가 실용화될 수 있도록

맞춤식(주문식)인공수정을 실시할 계획이다.

제3절 특허,품종,논문 등 지식재산권 확보계획

가.본 연구릍 통해 얻은 결과는 국내외 전문 학회지에 투고하거나 전문 학회에서 발표하

여 연구 결과의 우수성을 알리고 또한 특허 출원 등을 통해 지식재산권을 확보할 계획이

다.

나. 특허는 현재 2건이 출원되어 심사 중(수정란 동결보관 스트로우용 플러그,

10-2010-0094184;휴대용 수의기구 박스,10-2011-0095445)에 있으며 향후 추가적인 실험

이 완료되면 진단기법과 인공수정 기술 및 정자처리에 관련된 특허를 출원할 예정이다.
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제4절 추가연구,타연구에 활용 계획

가.본 연구릍 통해 얻은 결과는 농림수산식품부(한국마사회)의 승용말 육성 정책과 국내

비육말 생산에 적극적으로 활용할 것이다.

나.우수 유전자원의 씨수말로부터 정액을 채취하여 동결정액 제품을 생산한 후 국내 말

생산농가에 제공할 계획이다.
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제 6장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

제1절 맞춤형 망아지 생산

최근 연구에서 미국의 연구진은 말 정자의 성감별과 이를 활용한 상업적인 말 생산 프

로그램을 개발하여 말 번식의 부가가치를 한차원 업그레이드 시켰다.

국외의 가축 번식은 기존의 대량 생산 차원을 넘어서 맞춤형 산자(암컷,수컷의 소,말)

생산으로 변화하고 있어,국내에서도 이에 대한 연구와 산업화를 추진하여,FTA에 대응한

맞춤형,고품질,축산물 생산을 통한 농가 신소득원 개발에 박차를 가해야 할 것으로 판단

된다.
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