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요 약 문

I . 제 목

우결핵 진단을 위한 PCR 기법의 개발

II. 연구개발의 목적 및 중요성

우결핵은 인수공통질병으로서 중요성이 지금까지 크게 대두되고 있으며, 국가

적인 차원에서 다양한 방역대책이 이루어지고 있다. 대부분의 나라에서 실시하고

있는 우결핵 양성우에 대한 살처분은 근본적인 전파의 차단을 목적으로 수행하고

있지만 여전히 튜버쿨린 진단에 의한 양성반응율은 감소하지 않는 실정이며 최근

에는 오히려 증가하는 추세이다.

특히 우리나라의 경우, 지난 1979년의 한 보고에 의하면 대체적으로 우결핵 검

색율은 0.1%내외로 굳어지고 있는것 같다고 하였으나 1991년 부터는 우결핵 검

색 양성율이 다시 증가하기 시작해 ‘93년에는 양성 발생 두수가 146두로 나타나

‘92년도의 82두에 비해 1.8배 증가되었다고 보고되었다.

우결핵을 진단하는데 아직까지 튜버쿨린 검사방법이 우리나라를 포함해서 널리

사용되고 있는 면역학적 검사방법으로 1891년 로버트 코흐가 최초로 튜버쿨린 반

응을 기술한 이래 사람과 동물의 결핵진단에 큰 공헌을 해 온 것이 사실이다. 그

러나 어떤 상황에서는 튜버쿨린 반응의 민감성이 크게 저하되는 점이 문제점으로

지적되었다. 1978년 한 보고에 의하면 소에서 단독피내 튜버쿨린 접종검사(SIDT )

의 민감성은 평균 72%에 불과하였으며, 보다 최근(1991)의 연구에 의하면 SIDT

의 민감성은 65.5%로 나타났다.

튜버쿨린 반응검사에서 양성으로 판정된 결핵우의 부검소견에서 결핵의 특징적
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인 병변인 폐문 림프절을 포함한 각 림프절과 기타 실질 장기에서의 육아종성결

절이 존재하지 않는 예가 많이 나타난다. 이러한 위양성 반응은 다른 비정형 마

이코박테리아와의 항원교차반응의 결과 등 여러 요인들에 의해 발생하는 것으로

사료되고, 이 진단 방법의 소요 기간은 튜버쿨린 접종 후, 3일 동안 기다려야 하

는 점, 또 그 소는 60- 90일 동안 재검사할 수 없는 점 등 우결핵 진단을 위한 새

로운 정확한 기법의 개발이 요구되는 시점이다.

특히 경제성장과 더불어 국민 식생활에도 많은 변화가 나타나 식육이나 우유및

유가공품의 소비가 급격히 늘어가고 있는 추세여서 우결핵의 원인체인

Mycobacterium bovis가 사람에도 감염을 일으킬수 있다는 점은 우결핵으로 인한

생산성의 저하 등으로 막대한 경제적 피해를 입게 되는 점과 함께 우결핵에 특히

관심을 갖게되는 주된 이유가 되고 있다.

우결핵의 원인체인 M.bovis가 소에서 사람으로 전파되는 유형은 첫째 우유를

통한 감염으로써 지금은 이러한 사실이 너무나 잘 알려져 있어 그 방제대책으로

발생이 거의 없다고 볼수 있으나 지난 세기 중에는 모유를 먹인 어린이 보다 우

유를 먹였던 어린이에서 결절성 경부림프선염이나 연주창의 발생이 훨씬 더 흔했

던점 등, 우유가 어린이 결핵의 감염원이라는 역학적 증거들이 강력히 제시된 바

있다.

이와같이 우결핵균이 소에서 사람으로 전파되는 주요 양상이 밝혀짐에 따라 각

국가마다 이러한 전파를 차단시킬 강력하고 효과적인 대책들이 수립되므로서

M.bovis로 인한 사람의 결핵감염을 근절시키는데 많은 노력을 기울이고 있어 그

발생이 흔치는 않으나 영국, 미국등 선진국에서도 아직 완전한 박멸이 이루어지

지는 않은 상태이다.

한편 우결핵의 감염으로 인한 경제적인 손실 또한 막대한데 우선 결핵에 걸린

동물들은 체중 감소, 생산연령이나 번식성 감소와 일반적인 생산성 감소가 있으

며 사료효율이 떨어지고 함께 사육되는 송아지, 육성우, 돼지등에도 우유나 접촉

을 통해 감염을 일으키기도 한다.

또한 결핵의 확진을 위해서는 결핵균의 배양검사가 필요한데 균분리 배양검사

는 균종동정이 가능해 특이성이 높고 비교적 소수의 균도 검출이 가능하고 감수

성도 높은 편이지만 검사 과정이 복잡해서 비용도 많이 들고 잘 훈련된 요원에
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의해서만 행할수 있으며 검사결과가 5- 8주 이상 걸려 조기진단방법으로는 부적합

한 경향이 있다. 따라서 보다 민감하고 특이하면서 신속하고 정확한 진단법의 개

발에 대한 필요성이 오래전부터 인식되어 왔으며 꾸준히 연구되어오고 있는 실정

이다. 우리나라의 경우 인의에서는 이미 DNA증폭에 의한 PCR기법이 일상적인

진단 방법으로 응용되고 있으나 수의분야에서는 아직 그 개발이 실현되지 않고

있는 실정이다.

이러한 상황에서 본 연구에서는 인의에서 PCR기법을 응용하여 일상적인 결핵

진단에 성공한 바, 수의·축산분야에서도 첨단 분자생물학적기법인 PCR기법을

확립함으로써 기존의 진단 방법에서 발생한 위양성에 의한 경제적 피해를 최소화

할 수 있도록 함에있다.

또한 가축위생 시험소에서 튜버쿨린 피내 반응결과 양성으로 판정된 결핵우를

확인하기 위하여 각 림프절등을 비롯하여 기타 다른 장기와 분변, 오줌, 비루, 혈

액 등 비교적 채취하기 편리하다고 인정되는 각종 시료를 채취하여 우결핵 진단

방법으로 민감도와 특이도가 높은 유전공학적 기술인 in situ PCR기법을 실용화

할 수 있게 하여 기존의 균배양 특성, 항산성 염색 및 생화학적 실험에 의한 동

정법보다 신속하고 간편하게 M bovis를 확인하므로써 우리나라에서 우결핵의 박

멸이 조기에 실현될 수 있도록 하고자 한다

III. 연구개발 내용 및 범위

우결핵균을 살균처리하여 여과액을 화학처리한 정제 항원인 PPD- T (Purified

Protein Derivative T uberculin)우결핵 진단액을 사용하여 피내접종을 실시하여

검진한 결과 최종 결핵 양성 판정되어 살처분된 소를 대상으로 폐문림프절, 악하,

이하, 장간막 및 상유방림프절등 5종의 림프절과 폐조직, 간, 신장 및 비장 등의

실질장기를 채취하여 육안소견 조사, 병리조직학적 검사, 균분리배양 및 액상

PCR용 실험재료로 사용하였다. 또한 림프절 및 실질장기 파라핀 포매조직과 유

즙, 콧물, 혈액, 분변, 오줌 등의 체액을 채취하여 in situ PCR에 의한 우결핵의
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진단을 위한 재료로 선택하였다. 이와 같은 실험재로를 가지고 우결핵 진단을 다

음과 같이 수행하였다.

각종 림프절과 폐, 간장, 신장 및 비장등의 실질 장기를 통상적인 부검술식에

따라 면밀히 관찰하여 육안소견을 기록하였으며, 병리조직학적 검사를 위해 각

장기를 채취하여 중성 포르말린에 고정한 후 포매하여 마이크로톰을 이용 절편을

제작하고 염색을 실시하여 육아종성 염증의 특징적인 거대세포들이 침윤하고 있

는 결핵결절 소견을 광학연구 현미경을 이용하여 관찰하였다.

폐 및 림프절의 병소부위 조직을 무균적으로 취하여 잘게 세절한 후, 멸균 생

리식염수와 함께 완전 마쇄하여 균질액상으로 만들고, 전처리된 조직부유액은 희

석하여 원액과 함께 BM배지에 접종하여 배양하여 항산성 결핵균의 발육을 관찰

하였다.

조직을 세절하여 bead beater에서 진탕시킨후 원심시키고, 상층액을 조심스럽

게 버린후, 중화시켜 bead beater에서 진탕시키고 원심시켜 세균이 상층액에 부

유하게 하였다. 상층액을 eppendorf tube에 옮긴후 원심시켜 결핵균을 가라앉힌

후 Proteinase K를첨가하여 lysis시켰다. Proteinase K를 불활화한 후 원심하여

DNA를 준비하고 PCR전에 4℃ 또는 - 70℃에서 보관하였다.

우결핵의 원인체로 알려진 M . bovis, M . tuberculosis등을 검출하기 위한

primer는 M . tuberculosis를 포함한 M . bovis, M . m icroti, M . africanum과 반응

할 수 있는 IS1081과 또한, 특이적으로 M . tuberculosis에서만 증폭산물을 만드는

mpt40을 이용하였다. 이중 PCR을 위한 primer의 제조는 M . bovis IS 987의 염기

서열을 참고하여 2쌍을 제조하였다. 각각의 Primer는 한국생공 (Korea Biotech,

Korea)에 의뢰하여 합성하였으며 PAGE 법으로 정제한 후 사용하였다.

시료에서 추출한 DNA를 사용하여, 시험관에 미리 준비한 PCR용 반응액을 넣

고 표준 결핵균 DNA와 검체 DNA를 각각 넣어 Mineral Oil을 가하여 반응액의

증발을 막았다.

음성 대조로 검체 DNA 대신 멸균 증류수와 용해 완충액을 각각 넣은 후 시행

하였다. DNA T hermal cycler에 옮겨 preheating한 후, denaturation, annealing,

extension 일련의 과정을 1주기(cycle)로 하여 반복하였으며, 마지막 1주기는
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extension을 10분으로 연장하였다. 이중 중합효소 연쇄반응법의 검체 DNA로는

first PCR 산물을 사용하였으며, 일련의 과정을 1주기로 하고, 30주기 후 마지막

1주기는 extension을 연장하였다.

PCR산물의 검출 및 확인위해 수평형 잠수식 전기영동을 하였으며, 사진 촬영

하여 DNA band 유무를 확인하였다.

DNA 양에 따른 PCR의 예민도를 측정하기 위하여 표준 결핵균주의 DNA 추

출물을 이용하여 분광광도계로 농도를 측정하였고, 이를 희석하여, DNA size

marker와 함께 전기영동하여 표준균주의 DNA를 확인한 후, DNA의 농도별로

PCR을 실시하여 전기영동으로 반응산물의 존재 유무를 관찰하였다. 또한 이중

PCR의 예민도 역시 증폭된 s ingle PCR 산물을 취하여 관찰하였다.

PCR 검사에서의 오염이나 carry over등을 배제하기 위하여 검체 DNA의 추

출 과정과 증폭과정은 서로 다른 장소에서 실시하였으며, 1회용 피펫 tip과

microcentrifuge tube등은 멸균하여 사용하였고, 반응에 사용된 시약은 검체 DNA

와 primer를 제외하고 전반응액을 준비하였으며, 결과가 의심스러울 때는 DNA추

출을 다시 시행하였다.

10% 중성 포르말린에 고정하여 파라핀포매한 조직을 일반조직 마이크로톰을

이용하여 절편하여 특수 표면처리된 in situ PCR용 슬라이드에 붙여 굳인 후 사

용하였다. 유즙 및 비즙의 체액을 멸균생리적 식염수로 희석한 후 원심을 실시하

여 침전된 하층의 세포를 수집하여 냉장에서 굳인 후 중성포르말린에 고정하여

파라핀 포매하였으며, 일부 체액은 시료채취 즉시 중성 포르말린과 혼합하여 고

정한 후 원심, 멸균 PBS로 희석하여 동일 조건에서 원심하여 침전된 하층의 세

포를 수집하여 파라핀 포매하여 조직을 5㎛ 의 두께로 절편하여 특수 표면처리

된 in situ PCR용 슬라이드에 붙인후 사용하였다.

in situ PCR 전처리반응을 시킨 후, 조직을 Kimwipe를 사용하여 조직 주변부

의 PBS를 제거하는데 조직의 수분이 마르지 않도록 주의를 요한다. 조직의 세포

막, 핵막 단백질을 제거시키기 위해 Proteinae K를 분주한 후 coverslip으로 덮고

37℃에서 습도를 유지하며 1시간 반응 시킨 다음 95℃의 heat block에 1분간 처

리하여 protease의 반응을 중지시켰다. 탈수과정으로 80% ethanol 5분, 95%

ethanol 5분, 100% ethanol으로 처리 후 건조시켰다.
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Protease처리된 슬라이드에 대하여 in situ PCR 반응을 다음과 같은 방법으로

시행하였다. 모든 반응액의 최종량은 50㎕로 하였으며 PCR reaction 혼합액은

사용전 5분전에 70℃ 상태하에서 사용하였으며, 검사조건의 동질성을 유지하기

위하여 사전에 제조하고 분주하여 - 70℃에 보관하고, PCR을 시행할 때마다 필요

한 만큼 꺼내어 사용하였고 Amplicover Disc 와 Clips을 장착하여 in situ PCR

반응하였다.

음성 대조로 결핵에 감염되지 않은 소의 실질장기 조직과 primer 및

Biotin- 11- dUT P를 넣지않으므로써 대조로 잡았다.

in situ PCR 산물의 검출 및 확인은 in situ PCR을 실시한 후 대조염색 시켜

Crystal mount액 으로 coverslip덮은 다음 현미경하에서 검경 하였다. 대조군에

대한 실험을 한 슬라이드상에서 똑같은 조건으로 반복실험을 시행하였다.

이상의 수행범위를 완료하므로써 현재까지 우결핵 진단에 이용되고 있는 튜버

쿨린 진단방법의 문제점을 확인하고, 더 나은 진단기법인 PCR기법을 확립하였다.

우결핵 방제사업대책상 가장 중요한 부분인 실용적인 진단기법의 개발을 위해

본 연구과제의 최종목표인 민감도와 특이도가 높은 분자생물학적 진단 기법을 최

근 전 세계적으로 각광을 받고 있는 in situ PCR기법을 확립하고자 하였다.
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IV. 연구개발결과 및 활용에 대한 건의

1. 연구개발 결과

튜버클린 피내 접종 검사 결과 양성우로 판정된 69두의 부검시 육안적 소견은

33두에서 결핵 결절 등의 우결핵 병변이 관찰되었고 나머지에서는 결핵결절 등의

우결핵 병변으로 판단될 수 있는 병변이 관찰되지 않았다. 공시된 소의 육안적

병변의 출현 빈도는 폐문 림프절, 장간막 림프절, 폐, 악하 림프절, 이하 림프절

순으로 나타났다.

총 검사 두 수 69두를 대상으로 주로 폐조직과 림프조직에서 결핵결절 관찰목

적으로 10% 중성 포르말린에 고정하여 절편을 제작, H&E 염색하고 현미경 소견

을 관찰한 바 육안적으로 병변이 관찰되었던 33두에서는 전형적인 육아종성 염증

인 결핵 결절 소견을 확인 하였다. 즉, 병리 조직학적 소견상, 결핵 결절 병소는

결절부의 중심부에 건락 괴사소견이 있고, 이 괴사소를 유상피 세포층으로 둘러

싸여 있는 경우와 없는 경우 등 다양하게 나타났다. 또한 림프구가 많이 침윤되

어 있고 다핵성의 랑한스 거대세포가 섞여서 출현하며 그 주위에는 섬유아세포가

증식하는 전형적인 결핵 결절성 육아종 형태를 보이는 병소도 관찰되었다.

각 검체의 조직 침사를 멸균 생리 식염수로 5배, 10배 희석한 후, 희석 전의

원액과 함께 BM배지에 접종하여 37℃에서 5- 10주간 배양하면서 균 발육성상을

관찰하였다. 총 69두의 검체중 46두에서 항산성균을 관찰하였는데, 병소가 관찰된

33두에서는 모두 배양검사상 양성소견을 보였고 나머지 13두는 육안적으로 병변

이 관찰되지 않았던 무병소우에서도 항산성균의 관찰이 확인될 수 있었다. 채취

된 분변 30건의 우결핵균 배양결과 12건에서 결핵균이 검출되었다.

공시된 젖소 69두를 대상으로 IS1081 및 mpt40 유래 Primer와 IS987유래의

outer primer를 이용하여 결핵 병변이 관찰된 87개의 검체를 대상으로 단일 PCR

을 수행한 결과 거의 모든시료에서 특이 DNA band를 확인할 수 있었다.

또한 튜버클린 양성우이지만 육안적 병소가 관찰되지 않은 무병소우의 검체에

서도 PCR 산물을 관찰할 수 있었다. 단일 PCR 검사결과 40%의 검출결과를 관
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찰 할 수 있었다. 이와 같이 무병소우에서도 PCR 반응상 양성의 결과가 나오는

것은 사체 부검시에 육안적으로 확인이 불가능한 병변이 존재할 수 있고, 현미경

적 관찰 범위내의 적은 병변이 진행되는 도중에 튜버클린 양성우로 검출될 수 있

는 등 여러가지 원인이 있을 수 있을 것이다.

각 장기를 이용하여 2쌍의 primer를 이용한 이중 PCR법(T wo- step or nested

polymerase chain reaction)을 실시한 결과 48%의 검출율을 보여 단일 PCR 보

다 이중 PCR 이 우수한 것으로 관찰 되었다.

분변에서의 이중 PCR 결과는 총 30건의 시료중에서 23건의 양성 결과를 얻을

수 있었다.

PCR의 민감도를 확인하기 위해 표준 결핵균주인 H37Rv의 DNA 추출물(전남

대학교 미생물학교실에서 분양)을 농도에 따라 PCR을 실시하여 검색한 결과, 특

히 이중 PCR에 의해 미량의 증폭산물을 확인할 수 있었다.

단일 PCR을 위해 사용했던 IS 1081, mpt 40 유래의 Primer각각 1쌍과 IS 987

유래의 outer primer 1쌍 및 이중 PCR을 위해 사용했던 IS 987유래의 2쌍의

outer primer와 nested primer를 이용하여 각각 PCR 성적을 비교했다.

각종 림프절과 폐, 간, 신장등의 실질장기에 대한 in situ PCR를 실시한 결과

림프절에서는 폐문림프절에서 고빈도로 양성반응을 관찰할 수 있었으며, 다음으

로는 장간막 악하, 이하, 상유방림프절순이었다. 이들 림프절에서의 양성반응은

림프구 및 대식세포의 세포질내에서 강하게관찰 되었고, 간질내에서도 유리된 결

핵균에 대하여 경미한 양성반응을 관찰 할 수 있었다. 특히 이러한 림프절 병변

내에서는 건락괴사의 주변부위에서 세포질내 양성반응이 뚜렷이 관찰 되었고,

유리된 결핵균에 대해서는 건락괴사의 중심부에서 주로 관찰되었다. 장기로서는

폐에서 고빈도로 양성반응이 관찰 되었고 간, 비장에서도 확인할 수 있었다. 폐에

대한 결과는 림프절에서 관찰되었던 반응과 유사하게 일부 폐포세포와 주위에서

강한 양성반응이 관찰 되었으며, 폐의 괴사부위를 중심으로 증폭된 반응 산물이

고빈도로 관찰 되었다. 또한 병리조직학적으로 호중구나 대식세포와 같은 결핵균

에 대한 염증세포 침윤이 관찰 되지않았던 무병소우에 대한 대한 in situ PCR

결과 실질세포 및 간질부위에서 증폭된 반응산물이 관찰 되어 진단적 가치를 확

인하였다.
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육안적으로 결핵병변이 관찰된 검체를 이용한 액상 PCR결과와 이들 포르말린

고정 조직에 대한 in situ PCR결과를 비교한 결과 거의 일치된 조직에서의 양성

반응을 관찰 할 수 있었으며, 육안적 병변이 관찰되지 않은 각 장기의 액상 PCR

결과와 비교한 결과 거의 일치된 결과를 관찰 할 수 있었다.

유즙, 비즙, 혈액, 분변, 오줌 등의 체액을 대상으로 in situ PCR에 의한 세포학

적 진단을 시도한 결과는 다음과 같다. 유즙내의 정상 탈락세포의 일종인 체세포

에 대한 in situ PCR 기법을 적용한 결과 일부 세포에서 우결핵균의 증폭산물이

뭉쳐 양성으로 염색된 것을 관찰 할 수 있었으며, 이들 증폭산물들은 조직에서와

는 약간 다른 양상으로서 세포질내에서 과립상으로 관찰되었다.

비즙에 대한 in situ PCR을 실시하기에 앞서 시료의 전처리로는 스라이드 도말

법과 변형된 세포농축법을 사용하여 결과를 관찰하였으며, 그결과 도말표본에서

양성세포를 찾기는 어려웠으나 변형된 세포농축법을 사용하였을 경우에 양성으로

관찰되는 세포를 찾기 쉬웠다.

혈액, 분변, 오줌들의 세포학적 in situ PCR기법의 적용을 위해 많은 방법을 적

용하였으나 결과 판독에 방해를 일으키는 인자가 많은 관계로 특이성과 민감성이

떨어졌으며, 가장 좋은 방법은 이미 개발된 액상 PCR방법을 활용하여 검출하는

것이 우수한 것으로 나타났다.

2. 활용 방안

결핵 감염의 가장 빠른 진단법으로 여겨져 현재 널리 사용되고 있는 피내 튜버

쿨린 접종 반응 검사가 그 특이성이나 민감도에 있어 떨어지는 원인중의 일부는

사용되고 있는 항원(PPD)의 복합적인 성질 때문인 것으로 알려졌는데, 보고들에

의하면 in vitro 분석시 Mycobacteria성 항원에 대한 반응을 나타냈던 피부반응

음성우 3마리의 호흡기 분비액에서 M . bovis 가 분리되었고, 또 다른 피부반응

음성우도 in vitro로 Mycobacteria 항원에 대한 IFN - gamma 반응을 검사한 후

감염되었음이 나타났다.

이렇듯 전통적인 튜버쿨린 검사에 반응하지 않는 감염우가 존재한다는 사실이

결핵의 방제나 근절 대책에 대한 명백한 문제점이 되고 있다. 게다가 사람의 결
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핵 예방에 널리 사용되어 오고 있는 BCG는 M. bovis의 희석균주로 만들어졌으

며 이러한 백신을 송아지에 접종해도 효과적일 것 이라는 좋은 실험적 증거가 있

음에도 불구하고 이 백신을 수의학적으로 이용하려 시도 했던 적은 거의 없었는

데 그 이유는 BCG를 송아지에 접종하면 그 송아지들은 나중에 튜버쿨린 접종검

사시 양성 반응을 나타내게 결핵우로 판정되기 때문이다.

이에 따라 숙주의 튜버쿨린 과민반응에 영향을 미치지 않는 백신을 개발하기

위한 시도들이 있어왔으나 그 실효를 거두지 못하고 있는 실정이다. 만일 PCR

기법을 이용하여 집단검사를 실시할수 있게 되면 큐버클린에 반응하지 않는 감염

우의 색출도 가능할 뿐아니라 송아지에 BCG를 예방 접종하므로써 진단에 영향

을 주지 않으면서 감염의 발생을 막을 수 있게 될 것이다.

또한 최근의 보고에 의하면 M . bovis에 의한 결핵이 사육장 사슴에 이환되는

가장 중요한 질병으로 대두되고 있는데, 이것은 보통 단 하나의 림프절에 병변이

있는 낮은 발생율을 보이기는 하지만 특히 스트레스에 노출된 동물에서 급속히

전파되며 전격적인 질병으로서 나타난다.

사슴 농장의 출현은 사슴류의 결핵질병을 증폭시켰으며 실질적으로 사슴농장이

있는 각 나라들은 산발적이긴 하나 심각한 결핵 발생을 경험한바 있는데, 이러한

독특한 사슴의 일반적인 마이코박테리움균에 대한 감수성은 사슴에서의 전통적

튜버큘린 피내 검사의 가장 민감한 부위가 경부이기 때문에 소에서 보다 기술적

으로 더 많은 것을 요구하는데 감염되지 않은 사슴에서의 위양성 반응은 널리

발생하며 심히 감염된 사슴에서의 위음성 반응도 나타날수 있다.

우리나라에도 사슴을 집약적으로 기르는 농장들이 있기 때문에 사슴에서의 결

핵병 발생을 소홀히 할 수 없는 것은 당연한데 상술한 바와 같은 문제점을 비추

어 볼 때 역시 사슴에서의 결핵병을 진단하는데에도 PCR기법은 유용하게 이용될

수 있다고 본다.

본 연구의 결과의 효과적인 활용방안은 피내반응에는 양성을 보이면서 부검시

육안소견을 보이지 않은 무병소우의 질병상태를 정확하게 파악하기 위해서는 세

균학적인 검사가 필수적이다. 따라서 결핵우의 가검물로부터 마이코박테리움류의

분리와 동정을 효과적으로 하기위해 여러 가지 잡균제거와 배지를 이용한 균분리

및 생화학적 시험을 통한 동정이 이루어져 왔다. 그런데 최근에는 M bovis를 보
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다 신속하게 동정하기위해 단클론항체 및 DNA prove가 이용되고 있다. 한편

Mycobacterium spp.는 세포벽 성분중 다량의 지질성분이 존재하고 이들 균종중

결핵균은 사람에게도 고도의 위험성을 갖는 균으로서 이들로 부터 DNA를 추출

하는데는 위험과 어려움이 이있다.

이러한 액상 PCR 기법과 in situ PCR 기법을 이용한 M bovis 검출로 기존의

균 배양 특징, 항산성 염색과 생화학시험에 의한 동정방법보다 신속하고 간편하

게 우결핵의 원인균을 확인할 수 있을 것이며, 이를 바탕으로 진단 킷트화가 가

능 할 것으로 사료된다.
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SUMMARY

In the suspected bovine tuberculos is , it has been difficult to m ake an early and

specific diagnos is w ith tuberculin tes t and even w ith specific s taning and culture.

T he aim of this s tudy w as to es tablish specific diagnos is of bovine tuberculos is by

polymerase chain reaction(PCR). T o obtain a results , w e collected the specimen in

the tuberclin- pos it ive catt le, observed patholog ical les ions , cultured M ycobacterium

bov is in BM medium, and carried out PCR. T he results obtained w ere summarized

as follow s : In the necropsy of total 69 tuberclin- pos it ive catt le, w e could observed

the tuberculous les ions at the pulmonary, mesenteric, mandible, parot id, mamm ary

lymphnodes, lung , and liver (i.e, tuberculous lymphadenitis , g ranulomatous

pneum onia, and hepat itis ) in the 33 cow s , but not in the 36 cow s . T otal 87 organs

had the tubercles . T he rate of gros s les ions in the 33 cow s w as from 23%, 18% in

pulmonary and mesenteric lym phnodes to 9% in liver. T he his topathological findings

of this les ions show ed typical g ranulomatous inflamation, w hich is composed of a

caseous, necrot ic center bodered by a zone of epithelial cells , some of w hich had

formed m ultinucleated g iant cells ; and finally, an accum ulation of lymphocyt ies , a

few granulocyt ies , and an encapsulat ion of fibrous connect ive t issue of varying

thicknes s .

T he M . bov is succes s fully cultured in BM medium from the 46(67%) of total 69

specimens ; i.e, in the 13 cow s of 36 no vis ible les ion reactor(NVLR).

T o detect M . bovis , PCR amplicat ion using IS 1081 and m pt40 primers w as

carried out in 87 tubercle containing sam ples and 534 samples of no les ions

observed. PCR using IS 1081 primers detected 85(98%) of tubercle containing

samples , and 185(40%)of no les ion- observed samples .

T w o- s tep PCR us ing both IS 1081 and mpt40 primers deteted 197(48%) of 409 no

lesion- observed samples .

T hese results sugges t that the PCR amplicat ion of M . bovis target gene(more

sens itive by use of tw o- s tep PCR) w as more sens itive and specific than tuberclin

tes t and patholog ical diagnos is .

T echnological developments have made poss ible extension of polymerase chain
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react ion(PCR) analys is to individual cells to localize DNA/RNA w ith non- radioactive

labels at the light microscopic level. T his approach, in s itu PCR, is pat iculary

useful in resolving low - frequency bacteria presents in the ins idious bovine

tuberculos is . W e have established a w orking protocol for non- radioact ive localizat ion

of nucleic acid by direct in s itu PCR in pataffin- embedded sect ions and have

ut ilized several controls to validate our results . In this report w e outline the

procedures for detecting the DNA of M ycobacterium bov is from naturally infected

bovine cases in a rapid and reproducible manner. T he processing of in situ PCR

techniques required 11 hours . Positive signals w ere detected in the lung and

mesenteric and pulmonary lymph nodes. Positive signal, appeared as a dark purple

colour, were observed in the cytoplasm of macrophages , epithelioid cells and

pnemocytes and inters titial t is sues . From the present results , in s itu PCR technique

w as very useful for a rapid, accurate diagnosis of bovine T uberculosis .

In situ PCR for M ycobacterium bovis w as applied to nasal discharge, pellet

fractions of centrifuged whole cows ' milk. T his approach is particularly useful in

resolving low- frequency of bacteria presents in the insidious bovine tuberculos is . W e

have established a w orking protocol for non- radioactive localization of nucleic acids

by direct in situ PCR in cytology specimens and have utilized several controls to

validate our results . In this report w e established the procedures for detecting the

DNA of M . bovis in cytology samples from naturally infected bovine cases in a rapid

and reproducible manner. T he as say is also useful for identifying the bacilli directly

from uncultured biological samples , such as nasal discharge. Pos it ive signals were

detected in the cells of cytology specimens. Positive signals , appeared as a dark

purple colour, were observed in the cytoplsam of exfoliated cells of nasal discharge,

pellet fract ions of centrifuged whole cow s ' milk, ets .. Positive signals were detected

in not only insidious but also apparant bovine tuberculosis cases . T he s ignificance of

these results for a diagnostic laboratory is enormous s ince ins idious infection of M .

bovis could be definitively diagnosed. From the present results , in situ PCR

technique was very useful for a rapid, accurate diagnosis of bovine T uberculos is .
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제 1 장 서 론

결핵은 포유류를 포함한 조류 등, 심지어는 어류에서도 그 발생이 보고 되어지

고 있으며 선진국을 위시해서 저개발국에서도 결핵 발생율은 꾸준하게 유지되어

오고 있는 현실이다. 특히 우형 결핵균(Mycobacterium bovis)의 사람과 동물간

전파가능성에 관한 연구가 여러 연구 기관에서 꾸준히 이루어지고 있으며 사람의

감염이 사실 증명되기도 했다. 그러나 아직까지 우리나라에서의 우형 결핵균의

감염증례는 보고되어진 바가 없으나 그 위험성은 내포되어 있는 실정이다. 또한

우형 결핵균의 피해는 양축 농가에 더욱 심하다할 수 있다. 그동안 우결핵으로

검증된 소의 경우, 고능력우에서의 발병예가 많았으며 또 부검시 특이한 폐림프

절등 다른 림프절이나 장기에 나타나는 결핵결절이 관찰되지 않은 경우가 많았

다. 그러므로 양축 농가의 피해는 상대적으로 더욱 증가하게 되고 물질적인 손해

와 함께 심적인 피해도 예외일 수는 없다. 더구나 각 일선 가축위생시험소에서

실시한 튜버쿨린 반응에서 양성으로 검색되는 소가 점점 증가추세에 있어 그 피

해는 더욱 증가될 것으로 사료된다.

특히 경제성장과 더불어 국민 식생활에도 많은 변화가 나타나 식육이나 우유및

유가공품의 소비가 급격히 늘어가고 있는 추세여서 우결핵의 원인체인

Mycobacterium bovis가 사람에도 감염을 일으킬수 있다는 점은 우결핵으로 인한

생산성의 저하 등으로 막대한 경제적 피해를 입게 되는 점과 함께 우결핵에 특히

관심을 갖게되는 주된 이유가 되고 있다.

우결핵의 원인체인 M.bovis가 소에서 사람으로 전파되는 유형은 첫째 우유를

통한 감염으로써 지금은 이러한 사실이 너무나 잘 알려져 있어 그 방제대책으로

발생이 거의 없다고 볼수 있으나 지난 세기 중에는 모유를 먹인 어린이 보다 우

유를 먹였던 어린이에서 결절성 경부림프선염이나 연주창의 발생이 훨씬 더 흔했

던점 등, 우유가 어린이 결핵의 감염원이라는 역학적 증거들이 강력히 제시된 바

있다. 그러나 우결핵은 대부분 폐의 질병이기 때문에 사람으로의 전파는 거의 공

기를 통해 이루어질 것이며 많은 연구자들이 M.bovis에 의한 폐결핵은 도시거주

자 보다는 시골에 거주하는 사람들에게 흔하다는 사실을 지적한바 있다. 기타 피
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부의 절개나 마찰을 통한 전파가 있는데 이는 식육업자나 해부,병리학자들이 감

염되는 수가 많다.

이와같이 우결핵균이 소에서 사람으로 전파되는 주요 양상이 밝혀짐에 따라 각

국가마다 이러한 전파를 차단시킬 강력하고 효과적인 대책들이 수립되므로서

M.bovis로 인한 사람의 결핵감염을 근절시키는데 많은 노력을 기울이고 있어 그

발생이 흔치는 않으나 영국, 미국등 선진국에서도 아직 완전한 박멸이 이루어지

지는 않은 상태이다.

그런데 몇몇 연구자들에 의하면 최근 방제대책이 성공적으로 이루어지고 있는

나라들에서 발생하는 우결핵의 주된 원천이 사람이라 생각되고 있으며, 실제로

독일에서는 우결핵이 드물지만 만일 발생하는 경우 그 주된 원인은 사람에서 소

로 전파된 것임이 밝혀진바 있다.

이같이 전파는 사람결핵의 원인균인 Mycobacterium tuberculosis가 소에 전파

되는 경우일수도 있으나 M.bovis가 소에서 소로, 소에서 사람으로 또 사람에서

소로도 자유로이 전파될수 있기 때문에 만일 사람에서 사람으로의 전파가 가능하

다면 사람과 소와의 사이에 완전한 전파싸이클이 이루어질 것이며 이는 사람이

M.bovis의 중요한 보균자가 될 수 있음을 의미한다. 사실상 M.bovis의 사람에서

사람으로 전파에 대한 일화적 보고가 문헌상으로 많이 있다.

이러한 공중보건학적 이유 때문에 국가적으로 M.bovis의 양태에 대한 끊임없

는 조사가 필수적이며 이질병의 사람에서 소로 전파위험도 간과 되어서는 안될

것이다.

한편 우결핵의 감염으로 인한 경제적인 손실 또한 막대한데 우선 결핵에 걸린

동물들은 체중 감소, 생산연령이나 번식성 감소와 일반적인 생산성 감소가 있으

며 사료효율이 떨어지고 함께 사육되는 송아지, 육성우, 돼지등에도 우유나 접촉

을 통해 감염을 일으키기도 한다. 그외에도 정신적인 부담, 사람감염시 의료비,

격리시는 격리사 비용, 돌보는 노동력등을 감안할때 그 정신적, 경제적 피해가 심

각하기 때문에 미국, 영국, 유럽등 전세계적으로 강력한 박멸대책이 수립되어 오

고 있으며 우리나라에서도 매년 1회 이상 결핵검색을 실시하고 있다.

세계각국의 우결핵 발생율을 살펴보면 미국이 0.003%(1994년 현재), 호주가

0.32%(1990)이며 유럽 여러국가들의 경우(1991년 현재) 덴마크와 네델란드는 완
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전 근절된 상태이고 독일이 0.0024%, 프랑스 0.37%, 영국 0.15%이며 이탈리아,

스페인이 각각 3.71%, 10.8%등이다.

우리나라의 경우 지난 1979년의 한 보고에 의하면 대체적으로 우리나라 우결핵

검색율은 0.1% 내외에서 굳어지고 있는 것 같다고 하였는데, 농림수산부 통계에

의하면 그로부터 1990년까지는 양성율이 꾸준히 줄어들었음을 알수있다. 그러나

91년 부터는 우결핵 검색 양성율이 다시 높아지기 시작해 93년에는 우결핵 발생

양성두수가 146두로 나타나 92년도의 82두에 비해 1.8배 정도의 증가를 나타냈으

며 94년 257두, 95년 268두, 96년엔 400두가 양성으로 판정되어 현저한 증가를 나

타내고 있다.

이러한 우결핵 발생증가 추세는 오늘날 이미 근절이 된 듯한 착각속에서 방심

하여 예방대책에 소홀한데다 에이즈등의 확산으로 인해 결핵환자의 발생이 증가

하고 있는 세계적인 추세와도 어느정도 관련성이 있지 않을까 싶은데, 실제로 사

람에서의 결핵발생상황을 살펴보면 몇몇 선진국에서는 수십년동안 결핵이 잘 감

소되어 오다가 최근에 갑자기 감소 추세가 정지되었으며 미국의 경우, 결핵환자

수가 1984년까지 32년간이나 계속 감소되어 오다가 현재는 증가 추세에 있음이

보고되었다. 특히 미국 극빈지역의 결핵발병률은 세계 후진국을 앞지르고 있는데

이는 무주택, 약물남용, 에이즈등으로 인해 수 많은 사람들이 결핵균에 무방비 상

태로 방치된 결과로서 사회적으로 크나큰 문제로 대두되고 있다.

우리나라의 결핵감염율도 지난 1965년 처음으로 결핵실태조사를 실시한 이래

1990년대에 들어와 현저히 감소하기는 하였으나 아직도 72만명 이상(1990년 현

재)의 결핵환자가 존재하며 전염병으로서는 아직도 유일하게 10대 사망원인에 남

아 있는 실정이다. 이렇듯 세계적으로 증가 추세를 보이고 있는 결핵에 감염된

사람은 1992년 현재 세계 인구의 3분의 1에 해당하는 17억 가량이며 매년 800만

명에 가까운 새환자가 생겨나고 있고 300만 가까이가 사망하고 있다고 한다. 이

는 다른 전염병으로 인한 사망자수보다 훨씬 많은것으로서 만약 적절한 조치를

취하지 않으면 가까운 장래에 지구상의 희생자수는 급격히 증가할 것이라고 세계

보건기구(WHO)가 최근에 분석,경고한바 있다. 한때 불치의 병으로 여겨졌던 결

핵이 그간의 여러가지 노력으로 현저하게 줄어들어 가까운 장래에 근절될것 같은

나라도 있는 반면, 인구증가로 인해 결핵환자의 절대숫자는 인류역사이래 가장
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많은 상태인데다 에이즈의 확산등에 의해 다시 고개를 들고 있는바 사람과 동물

이 서로 감염을 주고 받는 인수공통전염병으로서의 우결핵의 발생도 점차 증가될

가능성은 충분하다 할수있겠다. 실제로 우리나라의 경우에도 앞서 기술한바와 같

이 우결핵의 발생이 증가추세에 있으므로 결핵을 검색하여 양성우를 격리도태시

키는등 결핵퇴치를 위한 박멸대책에 철저를 기해야할 것은 물론이고 보다 많은

조사, 연구등 관심을 기울여야 할 것이다.

결핵퇴치를 위해 무엇보다도 중요한 것은 신속하면서도 정확하게 결핵감염여부

를 진단하는데 있다고 하겠다. 우결핵의 진단은 살아있는 동물에서는 주로 튜버

쿨린 접종에 의한 지연형 과민반응으로서 진단하며 확진을 위해서는 결핵균의 배

양 분리및 동정이 필요하다.

아직까지 널리 사용되고 있는 가장 오래된 면역학적 검사방법중의 하나인 튜버

쿨린 검사는 1891년 Robert Koch가 최초로 튜버쿨린 반응을 기술한 이래 사람과

동물의 결핵병에 대한 면역학적 진단방법으로 사용되어오고 있는데 널리 사용되

고 있음에도 불구하고 이 진단법에는 많은 문제점들이 존재한다. 우선 어떤 상황

에서는 민감성이 크게 저하되는 점으로서 1978년의 한 보고에 의하면 소에서 단

독피내 튜버쿨린 접종검사(SIDT )의 민감성은 평균 72%에 불과하였으며, 보다 최

근(1991)의 연구에 의하면 SIDT의 민감성은 65.6%였다. SIDT의 특이성은 일반

적으로 높다(98.8%. Francis et al. 1978)고 하더라도 어떤 집단 특히 어떤 나라에

서는 비정형 mycobacteria와의 항원교차반응으로 인한 위양성반응문제가 심각하

다. 이러한 문제점들이 튜버쿨린 접종후 판독을 위해 3일 동안 기다려야 하는점

및 그 소는 60- 90일동안 재 검사할수 없는점 등과 아울러 우결핵 진단을 위한 다

른 방법의 개발이 요구되는 이유이다.

또한 결핵의 확진을 위해서는 결핵균의 배양검사가 필요한데 균분리 배양검사

는 균종동정이 가능해 특이성이 높고 비교적 소수의 균도 검출이 가능하고 감수

성도 높은 편이지만 검사 과정이 복잡해서 비용도 많이 들고 잘 훈련된 요원에

의해서만 행할수 있으며 검사결과가 5- 8주 이상 걸려 조기진단방법으로는 부적합

한 경향이 있다. 따라서 보다 민감하고 특이하면서 신속하고 정확한 진단법의 개

발에 대한 필요성이 오래전부터 인식되어 왔으며 꾸준히 연구되어오고 있는 실정

이다. 우리나라의 경우 인의에서는 이미 DNA증폭에 의한 PCR기법이 일상적인
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진단 방법으로 응용되고 있으나 수의분야에서는 아직 그 개발이 실현되지 않고

있는 실정이다.

이러한 연구의 일환으로서 최근 유전자 기술의 진보에 힘입어 진단적 세균학

분야에서는 DNA probe 기법을 응용한 미생물의 검출, 동정이 잘 확립되었다. 이

와 동시에 고도로 민감성이 있는 DNA 증폭 기법(Polymerase Chain Reaction ;

PCR)이 개발되어 여러분야에 응용되고 있다.

이와 같은 추세로 최근에는 이 PCR을 이용하여 결핵균의 선택적인 DNA

sequence를 증폭시키므로서 결핵을 진단하기 위한 연구들이 외국에서는 활발히

진행되고 있는 실정이며 그 신속성과 민감도및 특이성이 인정되었다. 그러나

PCR의 기법이 매우 복잡하기 때문에 이를 얼마나 간편하게 할 수있느냐가 비용

및 실용성과 관련해 개선되어야 할 부분이며 실제로 임상에서 이 방법을 이용하

여 결핵을 진단하려면 그 과정이 복잡하지 않을수록 효과적이다. 그러므로 보다

간단하면서도 효율적인 방법들을 계속해서 개발해 나갈것이 요구되었다.

만성질병인 결핵의 감염에 인한 직접적인 경제적 손실은 동물의 일반적인 생산

성 감소외에도 사료효율의 저하, 번식률및 동물의 시장성 감소등이 있고 사람, 함

께 사육되는 돼지, 송아지등 다른 가축에 전파가 일어날 수 있으므로 치료하기

위해 소요되는 비용과, 격리시킬 시설에 소요되는 비용등을 들 수 있다. 보다 구

체적으로 살펴볼 경우 Denes(1981)는 결핵에 걸린 암소는 15Kg, 숫소는 25Kg 정

도의 체중감소가 있고, 유량감소는 10- 12% 정도이며 불임으로 인한 손실이 5%,

생산연령도 1,5 비유기정도 감소된다고 보고한 바 있다. 그리고 17년간 결핵박멸

계획 성공의 성과는 투자대 수익이 1대 400이라고 분석하였다. 그만큼 결핵병은

양축가와 그 국가에 막대한 경제적 손실을 주는 원인임이 알려진지는 오래되었다

고 Arthur Myers와 Steele도 보고한 바 있다.

세계적인 추세를 살펴보았을 때, 결핵은 그간의 여러가지 박멸대책으로 가까운

장래에 근절될것 같은 나라도 있는가 하면 우리나라 처럼 줄고는 있으나 아직도

큰 문제로 남아있는 지역도 있고 오히려 격증하고 있는 지역도 있다. 특히 최근

의 후천성 면역결핍증의 전파와 더불어 아프리카와 미국에서 최근 1985년 이후

계속 다시 증가하고 있는 실정이어서 심각한 문제로 인의와 수의학 분야에서 중

요한 전염성 질환으로 대두되고 있다.
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게다가 인구의 폭발적인 증가로 인해 세계인구의 약 1/3정도인 17억가량이 결

핵에 감염되있고, 2,000만명이 활동성 폐결핵을 앓고 있는데다 매년 800만명 가량

의 새로운 환자가 발생하고 있는 등, 실제적인 결핵환자의 절대수는 인류역사이

래 가장 많은 시점에 와 있다.

이러한 추세와 더불어 사람과 동물간에 서로 결핵균의 전파체로서 존재할 수

있는 인수공통전염병인 결핵감염 동물에서의 발병율도 높아질 가능성이 농후하며

실제로 우리나라에서 최근 3,4년간 계속 급속한 증가율을 보이고 있음이 드러난

상태여서 경제적측면은 차치하더라도 공중보건학적 측면에서 결핵의 박멸대책에

철저를 기해야 할 것이다.

이에 따라 감염동물의 검색및 격리, 도태를 위한 신속하고 정확한 진단방법의

개발이 다시금 요구되는 바이며, 관련된 조사및 연구도 보다 관심을 가지고 다양

하게 수행되어야 할것이다.

그러므로 가축위생당국에서는 우결핵검진사업에 있어서 기존 사용되어 왔던

HCSM과 PPD에 의한 진단방법은 항상 양축가와 마찰을 일으킬 가능성이 있고

또한 경제적 피해를 줄 수 있으므로 더욱 신속하고 정확한 진단 기법인 우결핵

진단을 위한 PCR 기법의 개발이 절실히 요구되는 실정이므로 이를 연구하고자

한다.
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제 2 장 재료 및 방법

제 1 절 실험재료

1995년과 1996년에 광주시, 전라남도, 전라북도 및 경기도에서 우결핵균을 살

균처리하여 여과액을 화학처리한 정제 항원인 PPD- T (Purified Protein

Derivative T uberculin)우결핵 진단액을 사용하여 피내접종을 실시하여 검진한 결

과 최종 결핵 양성 판정되어 살처분된 소 69두를 대상으로 폐문림프절, 악하, 이

하, 장간막 및 상유방림프절등 5종의 림프절과 폐조직, 간, 신장 및 비장 등의 실

질장기, 세균배양 시료 일부를 채취하여 10% 중성 포르말린 및 - 70℃의 냉동보

관하여 육안소견 조사, 병리조직학적 검사, 균분리배양 및 액상PCR 재료로 사용

하였다.

1995년 부터 1997년 사이의 림프절 및 실질 장기 파라핀 포매조직을 in situ

PCR용으로 사용하였으며, 또한 유즙, 콧물, 혈액, 분변, 오줌 등의 체액을 채취

하여 장기 보관해두었던 시료와 부검 즉시 도말표본을 만든 시료를 가지고 in

situ PCR에 의한 세포학적 진단을 위해 사용하였다.

제 2 절 육안소견 관찰 및 병리조직학적 검사

각종 림프절과 폐, 간장, 신장 및 비장등의 실질 장기를 통상적인 부검술식에

따라 면밀히 관찰하여 육안소견을 기록하였으며, 병리조직학적 검사를 위해 각

장기를 채취하여 10% neutral formalin에 고정한 후 paraplast에 포매하여

마이크로톰을 이용 3- 4㎛의 절편을 제작하고 hematoxylin- eosin 염색을 실시

하여 육아종성 염증의 특징적인 거대세포들이 침윤하고 있는 결핵결절 소견을 광

학연구 현미경을 이용하여 관찰하였다.
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제 3 절 결핵균의 분리배양

1. 검체의 전처리방법

폐 및 림프절의 병소부위 조직을 무균적으로 5g 정도 취하여 잘게 세절한 후,

5㎖의 멸균 생리식염수와 함께 tissue homogenizer로 4- 5℃에서 완전 마쇄하여

균질액상으로 만들고, 이 균질액을 2% NaOH 동량으로 15분간 vortex mixer로

혼화하였다. 전처리된 조직부유액은 PBS(pH 7,3)로 10배 희석하여, 4℃, 7,000 X

g 에서 30분간 원심한 후, 증류수로 2회 더 씻어 침사를 얻었다.

2. 배양방법 및 배지조성

전처리된 조직 침사시료를 멸균 생리식염수로 5배, 10배 희석하여, 희석전의 원

액과 함께 glycerol이 제거된 BM배지(T able 1.)에 0.1㎖를 취하여 각각 2개씩 접

종하여 37℃에서 5- 10주간 배양하여 항산성 결핵균의 발육을 관찰하였다.

T able 1. BM 배지의 조성

Potass ium phosphate, monobasic 9.0g

Sodium glutamate 3.0g

Sodium phosphate dibasic(anhydrous) 3.33g

Pyruvic acid 0.33g

D.W. 333ml

2% malachite green 20.0ml

Whole egg 667ml
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제 4 절 장기 조직의 단일 및 이중 PCR

1. DNA 추출

가. Proteinase K- chloroform법

각 검체를 세절하여 3% NaOH로 전처리한 후에 부유액을 12.000 Xg 에서 2분

간 원심한후에 T EN완충액으로 재 부유시켰다. 10% SDS와 Proteinase K를 가하

여 진탕시킨후 37℃에서 2- 14시간 동안 방치시켰다. 그 후에 석회산과

chloroform / Isoamyl alcohol을 첨가하여 12.000X g에서 5분간 원심시키고 상층

액에 5M Nacl을 가한 후 - 20℃에서 30분간 방치시킨후 10분간 원심하여 DNA를

얻었다. 이렇게 얻어진 DNA는 공기중에 건조시킨후 증류수에 녹여 PCR반응에

이용하기전 까지 - 70℃에 보관하였다.

나. Bead- beating법

각 검체를 세절하여 3% NaOH로 전처리한 후에 부유액을 12.000 Xg 에서 2분

간 원심한후에 T EN완충액으로 재 부유시켰다. 10% SDS와 Proteinase K를 가하

여 진탕시킨후 37℃에서 2- 14시간 동안 방치시켰다. 그 후에 석회산과

chloroform/Isoamyl alcohol을 첨가하여 bead에 주입하고 bead beater에서 2분간

진탕하였다. 12.000X g에서 10분간 원심시키고 상층액에 5M Nacl을 가한 후 - 2

0℃에서 30분간 방치시킨후 10분간 원심하여 DNA를 얻었다. 이렇게 얻어진

DNA는 공기중에 건조시킨후 증류수에 녹여 PCR반응에 이용하기전 까지 - 70℃

에 보관하였다.

다. Modified Bead- beating법

조직을 세절하여 solution A (lysis buffer)를 첨가하여 bead beater에서 2분간

진탕시킨후 11,000- 12,000 rpm에서 5분간 원심시키고, 상층액을 pippet을 이용하

여 조심스럽게 버린후, solution B를 첨가하여 중화시킨후 bead beater에서 10초

간 진탕시키고 4000 rpm에서 30초간 원심 시켜 세균이 상층액에 부유하게 하였
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다. 상층액을 eppendorf tube에 옮긴후 12,000 rpm 에서 5분간 원심시켜 결핵균

을 가라앉힌후 solution C( 2X lys is buffer, 결핵균을 용해)를 첨가하고

Proteinase K를첨가하여 60℃ 에서 1시간 lys is시켰다. Proteinase K를 불활화하

기 위해 94℃에서 10분간 denaturation 4,000rpm에서 30초간 원심하여 DNA를

준비하고PCR전에 4℃ 또는 - 70℃에서 보관하였다.

2. Oligonucleotide primer 제조

우결핵의 원인체로 알려진 M . bovis, M . tuberculosis등을 검출하기 위한

primer는 M . tuberculosis를 포함한 M . bovis, M . m icroti, M . africanum과 반응

할 수 있는 IS1081과 또한, 특이적으로 M . tuberculosis에서만 증폭산물을 만드는

mpt40을 이용하였다. 이중 PCR을 위한 primer의 제조는 M . bovis IS 987의 염기

서열을 참고하여 2쌍을 제조하였다. 각각의 Primer는 한국생공 (Korea Biotech,

Korea)에 의뢰하여 합성하였으며 PAGE 법으로 정제한 후 사용하였다.

T able 2. 단일 PCR을 위한 IS 1081과 mpt 40 primers

primer Sequence Product size

IS1081 5' T CGCGT GAT CCT T CG3' 300bp

5' CGCAGCT T GGGGAT CGCGAC3'

mpt40 5' CAACGCGCCGT CGGT GG3' 396bp

5' CCCCCCACGGCACCGC3'
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T able 3. 이중 PCR을 위한 IS 987 primers

Primers seqence position product s ize

oute r

primers

p1 5'ATCCTGCGAGCGTAGGCGTC3' IS987 1350- 1369
327bp

p2 5'AGGAGCACATCAGCCGCGTC3' IS987 1042- 1061

nested

primers

p3 5'CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG3' IS987 1348- 1367

122bp
5'CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG3' IS987 1245- 1264p4

3. 중합효소 연쇄반응(PCR)

시료에서 추출한 DNA 5㎕를 사용하여, PCR을 다음과 같은 방법으로 시행하였

다. 모든 반응액의 최종량은 50㎕로 하였으며 DNA중합효소 (T akara, Japan)

2Unit와 검체 DNA를 제외한 전 반응액 (premaster mix : 0.5 μM primer, 200μ

M dNT Ps, 500mM T ris- HCl［pH 8.0］, 1.5mM MgCl2, 0.1% T riton X- 100)은

검사조건의 동질성을 유지하기 위하여 사전에 제조하고 분주하여 - 70℃에 보관하

고, PCR을 시행할 때마다 필요한 만큼 꺼내어 사용하였다. 시험관에 미리 준비

한 PCR용 반응액을 넣고 표준 결핵균 DNA와 검체 DNA를 각각 넣어 총 50㎕

의 Mineral Oil을 가하여 반응액의 증발을 막았다.

음성 대조로 검체 DNA 대신 멸균 증류수와 용해 완충액을 각각 넣은 후 시행

하였다. 이들 시험관을 12,000 X g에서 30초간 원심하여, 반응 well에 50㎕의

Mineral Oil을 넣은 후 DNA T hermal cycler(Model 2400, Perkin- Elmer Cetas,

U.S.A.)에 옮겨 95℃에서 5분간 preheating한 후, 94℃에서 30초간 denaturation,

62℃에서 30초간 annealing, 72℃에서 1분간 extens ion하는 일련의 과정을 1주기

(cycle)로 하여 30주기를 반복하였으며, 30주기 후 마지막 1주기는 extension을

10분으로 연장하였다. 이중 중합효소 연쇄반응법의 검체 DNA로는 firs t PCR 산

물 1㎕를 사용하였으며, 94℃에서 30초간 denaturation, 62℃에서 30초간

annealing, 72℃에서 1분간 extens ion하는 일련의 과정을 1주기로 하고, 30주기

후 마지막 1주기는 extension을 10분으로 연장하였다.
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4. PCR산물의 검출 및 확인

PCR을 실시한 후 반응 산물 10- 15㎕와 여기에 2- 3㎕의 gel loading buffer를

섞고, 1 ㎍/ml 의 ethidium bromide가 함유된 2% agarose gel에 점적한 후, 0.5

X T ris - boric acid, 0.001M EDT A［pH 8.0］)완충액으로 80V에서 2시간동안 수

평형 잠수식 전기영동을 하였다. 이후 UV DNA transilluminator(파장 302nm :

Vilber Leurmat, France)와 SL- 5, GD- photographic system(Sealin, Korea)으로

사진 촬영하여 DNA band 유무를 확인하였다.

5. PCR의 예민도

DNA 양에 따른 PCR의 예민도를 측정하기 위하여 표준 결핵균주의 DNA 추

출물을 이용하여 분광광도계로 260㎚에서 그 농도를 측정하였고, 이를 lysis

buffer로 10배씩 희석하여, DNA size marker와 함께 2% agarose gel에 전기영동

하여 표준균주의 DNA를 확인한 후, 0.23 ng에서 2.3fg 까지 DNA의 농도별로

PCR을 실시하여 agarose gel 전기영동으로 반응산물의 존재 유무를 관찰하였다.

또한 이중 PCR의 예민도 역시 증폭된 s ingle PCR 산물 1㎕를 취하여 관찰하였

다.

6. PCR의 정도관리

PCR 검사에서의 오염이나 carry over등을 배제하기 위하여 검체 DNA의 추

출 과정과 증폭과정은 서로 다른 장소에서 실시하였으며, 1회용 피펫 tip과

microcentrifuge tube등은 멸균하여 사용하였고, 반응에 사용된 시약은 검체 DNA

와 primer를 제외하고 전반응액을 준비하였으며, 결과가 의심스러울 때는 DNA추

출을 다시 시행하였다.
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제 5 절. 조직 및 체액성 세포의 in situ PCR

1. in situ PCR를 위한 시료준비

가. 실질장기 조직

10% 중성 포르말린에 고정하여 파라핀포매한 조직을 5㎛ 의 두께로 일반조직

마이크로톰을 이용하여 절편하여 특수 표면처리된 in situ PCR용 슬라이드에 붙

인후 45 - 60℃의 hot plate에서 18- 48시간 굳인 후 사용하였다.

나. 체액성 세포처리

유즙 및 비즙의 체액을 멸균생리적 식염수로 희석한 후 3,000rpm에서 10분간

원심을 2회 실시하여 침전된 하층의 세포를 수집하여 1% agarose gel에 1:1로 혼

합하여 냉장에서 굳인 후 10% 중성포르말린에 고정하여 파라핀 포매하였으며,

일부 체액은 시료채취 즉시 10% 중성 포르말린과 1:1로 혼합하여 고정한 후

3,000rpm에서 10분간 원심 후 멸균 PBS로 희석하여 동일 조건에서 원심하여 침

전된 하층의 세포를 수집하여 1% agarose gel에 1:1로 혼합하여 냉장에서 굳인

후 10% 중성포르말린에 고정하여 파라핀 포매하여 조직을 5㎛ 의 두께로 절편

하여 특수 표면처리된 in situ PCR용 슬라이드에 붙인후 45 - 60℃의 hot plate

에서 18- 48시간 굳인 후 사용하였다.

2. in situ PCR 전처리

절편 슬라이드를 Xylene에 10분, 100% ethanol에 10분, 95% ethanol에 10분 적

용시킨 후 공기중에서 건풍하고 반응조건을 중성으로 하기위하여 pH7.5 PBS에 5

분간 반응하였다.

3. Protease Diges tion 방법

전처리된 조직을 Kimwipe를 사용하여 조직 주변부의 PBS를 제거하는데 조직

의 수분이 마르지 않도록 주의를 요한다. 조직의 세포막, 핵막 단백질을 제거시키
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기 위해 Proteinae K 50㎕(20㎍/ml, proteinase K sol.)를 분주한 후 covers lip으

로 덮고 37℃에서 습도를 유지하며 1시간 반응 시킨 다음 95℃의 heat block에 1

분간 처리하여 protease의 반응을 중지시켰다. coverslip off를 위해 PBS에 1분처

리하고, 탈수과정으로 80% ethanol 5분, 95% ethanol 5분, 100% ethanol 5분처리

후 3분이내에 건조시켰다.

4. in situ PCR용 primer 제조

액상 PCR에서 사용되었던 우결핵의 원인체로 알려진 M . bovis의 IS1081를

Primer로 사용하였으며, 이들 Primer는 한국생공 (Korea Biotech, Korea)에 의뢰

하여 합성하였으며 PAGE 법으로 정제한 후 사용하였다.

5. in situ PCR 반응

Protease처리된 슬라이드에 대하여 in situ PCR 반응을 다음과 같은 방법으로

시행하였다.

모든 반응액의 최종량은 50㎕로 하였으며 PCR reaction 혼합액은 사용전 5분

전에 70℃ 상태하에서 사용하였으며, 그 조성은 10X PCR buffer II 15㎕ (1X

final), MgCl2(25mM) 21㎕ (3.5mM final), dNT Ps(10mM each) 12㎕ (3㎕ of

each dNT P)(0.2Mm final), Primer 1 (50μM) 3㎕ (1μM final), Primer 2 (50μ

M) 3㎕ (1μM final), Biotin- 11- dUT P(0.4mM) 0.15㎕ (2.5μM final), H2O

96㎕, T otal 150㎕ (3 samples )되게하여 assembly tool 위에서 물방울모양을 유지

시킨 후 AmpliT aq DNA 0.5㎕(10U final) Polymerase, IS (20U/㎕)떨어뜨려 반응

시켰다. 검사조건의 동질성을 유지하기 위하여 사전에 제조하고 분주하여 - 70℃

에 보관하고, PCR을 시행할 때마다 필요한 만큼 꺼내어 사용하였고 Amplicover

Disc 와 Clips을 장착하여 in situ PCR 반응하였다.

음성 대조로 결핵에 감염되지 않은 소의 실질장기 조직과 primer 및

Biotin- 11- dUT P를 넣지않으므로써 대조로 잡았다.

이들 슬라이드를 Perkin- Elmer사의 Gene Amp in situ PCR system 1000

model를 사용하여 95℃에서 10분간 preheating한 후, 95℃에서 2분간

denaturation, 65℃에서 2분간 annealing, 72℃에서 2분간 extension하는 일련의
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과정을 1주기(cycle)로 하여 40주기를 반복하였으며, 마지막 1주기는 extens ion을

10분으로 연장하였다.

6. in situ PCR 산물의 검출 및 확인

in situ PCR을 실시한 후 Amplicover Disc와 Clips 을 제거한 후, 2X SSC(at

40- 60℃)로 5분 수세, 상온에서 T BS Buffer에 rinse , Streptoavidin- AP를 2- 3

방울 떨어뜨리고 37℃에서 10분간 반응시킨 다음, T BS Buffer에 rinse, NBT /

BCIP를 2- 3 방울 떨어뜨린 후 37℃에서 5- 15분간 반응, 멸균증류수에 2회 세척,

fas t green 으로 대조염색 시켜 Crystal mount액 으로 coverslip덮은 다음 현미경

하에서 검경 하였다.

7. in situ PCR의 정도관리

in situ PCR 검사에서의 오염이나 carry over등을 배제하기 위하여 1회용 피

펫 tip과 microcentrifuge tube등은 멸균하여 사용하였고, 반응에 사용된 시약은

검체 DNA와 primer를 제외하고 전반응액을 준비하였으며, 결과가 의심스러울 때

는 대조군에 대한 실험을 한 슬라이드상에서 똑같은 조건으로 반복실험을 시행하

였다.
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제 3 장 시험결과 및 고찰

제 1 절 우결핵 병변의 육안적 소견

튜버클린 피내 접종 검사 결과 양성우로 판정된 69두의 부검시 육안적 소견은

33두에서 결핵 결절 등의 우결핵 병변이 관찰되었고 나머지에서는 결핵결절 등의

우결핵 병변으로 판단될 수 있는 병변이 관찰되지 않았다 (T able 4). 공시된 소

의 육안적 병변의 출현 빈도는 폐문 림프절, 장간막 림프절, 폐, 악하 림프절, 이

하 림프절 순으로 나타났다. 5종의 림프절과 4종의 실질장기에서 병변이 관찰 되

었던 33두중 병변의 관찰 빈도를 조사한 결과 3종의 장기에서 병변이 동시관찰된

경우가 9두로 나타 났으며, 1종, 2종의 장기에서 동시관찰이 각각 8두로 관찰되었

다.

제2절. 우결핵 병변의 병리조직학적 소견

총 검사 두 수 69두를 대상으로 주로 폐조직과 림프조직에서 결핵결절 관찰목

적으로 10% 중성 포르말린에 고정하여 절편을 제작, H&E 염색하고 현미경 소견

을 관찰한 바 육안적으로 병변이 관찰되었던 33두에서는 전형적인 육아종성 염증

인 결핵 결절 소견을 확인 하였다. 즉, 병리 조직학적 소견상, 결핵 결절 병소는

결절부의 중심부에 건락 괴사소견이 있고, 이 괴사소를 유상피 세포층으로 둘러

싸여 있는 경우와 없는 경우 등 다양하게 나타났다. 또한 림프구가 많이 침윤되

어 있고 다핵성의 랑한스 거대세포가 섞여서 출현하며 그 주위에는 섬유아세포가

증식하는 전형적인 결핵 결절성 육아종 형태를 보이는 병소도 관찰되었다.

육안적으로 병변이 관찰되지 않았던 36두의 각 장기의 병리조직학적 소견에서

전형적인 결핵병소는 관찰되지 않았지만 일부 폐문 림프절 및 장간막 림프절에서

단순히 단핵구의 침윤이 집적되어 있는 병소가 관찰되었다.
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T able 4. 튜버크린 양성 판정 69두의 장기별 육안적 소견

장 기

개체

번호

림 프 절 실 질 장 기

합 계
폐문 장간막 악하 이하 상유방 폐 간 신장 비장

1

2

3 + + + 3

4

5 + + + + 4

6

7 + + + + + 5

8 + + + + + 5

9

10 + + 2

11

12 + + + + 4

13 + 1

14

15

16

17 + + 2

18 + + + 3

19

20

21 + + + 3

22

23 + + + 3

24

25 + + + + + 5

26 + + + 3

27 + 1

28 + + + 3

29

30

31 + + 2

32

33

34

35
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장 기

개체

번호

림 프 절 실 질 장 기

합 계
폐문 장간막 악하 이하 상유방 폐 간 신장 비장

36

37 + + + 3

38 + 1

39 + + 2

40

41 + 1

42

43 + 1

44

45

46 + + + + + 5

47

48 + + 2

49

50

51 + + + 3

52

53 + + + 3

54 + + 2

55 + + 2

56 + 1

57

58

59 + + + + 4

60 + 1

61

62

63

64

65 + 1

66

67

68 + + 2

69 + + + + 4

합계(%) 23(26) 16(18) 13(15) 8(9) 4(5) 13(15) 8(9) 0(0) 2(2) 87(100)
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제 3 절 우결핵균의 분리배양 결과

각 검체의 조직 침사를 멸균 생리 식염수로 5배, 10배 희석한 후, 희석 전의

원액과 함께 glycerol이 제거된 BM배지 각 2개에 0.1ml씩 접종하여 37℃에서

5- 10주간 배양하면서 균 발육성상을 관찰하였다. 총 69두의 검체중 46두에서 항

산성균을 관찰하였는데, 병소가 관찰된 33두에서는 모두 배양검사상 양성소견을

보였고 나머지 13두는 육안적으로 병변이 관찰되지 않았던 무병소우에서도 항산

성균의 관찰이 확인될 수 있었다. 채취된 분변 30건의 우결핵균 배양결과 12건에

서 결핵균이 검출되었다.

균 배양상 양성 소견을 보인 장기로는 폐문 림프절, 장간막림프절, 폐 순으로

나타났다.

제 4 절 단일 및 이중 PCR을 이용한 우결핵균의 검출 결과

1. Modified Bead- beating법 이용하여 DNA 추출후 단일 PCR 수행 결과

DNA추출을 위해 Proteinase K- cloroform법, Bead- beating법 및 Modified

Bead- beating법을 비교실험하여 추출이 가장 우수한 Modified Bead- beating법을

이용하여 공시된 젖소 69두를 대상으로 IS1081 및 mpt40 유래 Primer와 IS987

유래의 outer primer를 이용하여 결핵 병변이 관찰된 87개의 검체를 대상으로 단

일 PCR을 수행한 결과 거의 모든시료에서 특이 DNA band를 확인할 수 있었다

(T able 5.).

또한 튜버클린 양성우이지만 육안적 병소가 관찰되지 않은 무병소우의 검체에

서도 PCR 산물을 관찰할 수 있었다(T able 6.). 단일 PCR 검사결과 40%의 검출

결과를 관찰 할 수 있었다. 이와 같이 무병소우에서도 PCR 반응상 양성의 결과

가 나오는 것은 사체 부검시에 육안적으로 확인이 불가능한 병변이 존재할 수 있

고, 현미경적 관찰 범위내의 적은 병변이 진행되는 도중에 튜버클린 양성우로 검

출될 수 있는 등 여러가지 원인이 있을 수 있을 것이다.
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채취된 30건의 분변에서의 PCR 결과 21건에서 특이 DNA band를 확인할 수

있었다.

T able 5. 육안적으로 결핵 병변이 관찰된 시료에 대한 단일 PCR 결과

림 프 절 실 질 장 기
합 계

폐문 장간막 악하 이하 상유방 폐 간 신장 비장

육안소견 양성 23 16 13 8 4 13 8 0 2 87

PCR 검사 양성 23 16 13 8 3 13 7 0 2 85(98% )

T able 6. 육안적 병변이 관찰되지 않은 각 장기의 단일 PCR 결과

림 프 절 실 질 장 기
합 계

폐문 장간막 악하 이하 상유방 폐 간 신장 비장

육안소견 음성 46 53 56 61 65 56 61 69 67 534

PCR 검사 시료수 46 53 56 61 65 56 40 46 44 467(100%)

PCR 결과 양성 32 30 28 18 13 36 13 1 14 185(40%)

2. IS987유래의 2쌍의 primer를 이용한 이중 PCR 결과

각 장기를 이용하여 2쌍의 primer를 이용한 이중 PCR법(T wo- step or nested

polymerase chain reaction)을 실시한 결과 48%의 검출율을 보여 단일 PCR 보

다 이중 PCR 이 우수한 것으로 관찰 되었다(T able 7.).

분변에서의 이중 PCR 결과는 총 30건의 시료중에서 23건의 양성 결과를 얻을

수 있었다.
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T able 7. 육안적 병변이 관찰되지 않은 각 장기의 이중 PCR 결과

( IS 987 유래의 2쌍의 primer 기준 )

림 프 절 실 질 장 기
합 계

폐문 장간막 악하 이하 상유방 폐 간 신장 비장

PCR 검사 시료수 46 53 37 43 44 56 40 46 44 409

PCR 결과 양성 39 38 21 7 5 44 18 3 22 197(48% )

3. 결핵균 표준주를 이용한 PCR 민감도 측정

PCR의 민감도를 확인하기 위해 표준 결핵균주인 H37Rv의 DNA 추출물(전남

대학교 미생물학교실에서 분양)을 0.23 ng에서 0.023 fg 까지 10배 계단 희석하여

각각의 농도에 따라 PCR을 실시하여 검색한 결과, 단일 PCR은 2.3 pg 까지 이

중 PCR은 2.3 fg까지 증폭산물을 확인할 수 있었다.

4. Primer 종류에 따른 결핵균의 검출 성적

단일 PCR을 위해 사용했던 IS 1081, mpt 40 유래의 Primer각각 1쌍과 IS 987

유래의 outer primer 1쌍 및 이중 PCR을 위해 사용했던 IS 987유래의 2쌍의

outer primer와 nested primer를 이용하여 각각 PCR 성적을 비교했다.

그 결과 IS987 유래의 2쌍의 primer를 이용한 이중 PCR에서는 51%의 높은 양

성 반응을 얻을 수 있었으며, IS 987 outer primer, IS 1081, mpt40 순으로 높은

양성반응을 관찰 하였다.
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T able 8. 장기별 primer의 종류에 따른 PCR 성적

primer

장기

검사건수 IS1081 mpt 40 IS987

outer primer

이중 PCR

(IS987 2쌍)
폐 문 림 프 절

장간막 림 프 절

하 악 림 프 절

이 하 림 프 절

상유방 림 프 절

폐

간

신 장

비 장

분 변

46

46
46

46

46

46

46

46
46

30

34

25
22

7

3

28

19

1
15

21

32

24
21

7

3

25

17

0
16

20

34

25
23

7

4

29

19

1
16

21

40

31
30

10

7

36

24

3
24

23
계 444 175(39%) 165(37%) 179(40%) 228(51%)

5. DNA 분리 방법에 따른 PCR 기법의 민감도 비교

DNA의 분리는 Proteinase K - chloroform법과 bead- beating법 그리고

modified bead- beating법 3가지를 실시하여 IS 987 유래의 outer primer를 이용

하여 각각의 결과를 비교하였다(T able 9.). 그 결과 Modified bead- beating법에

서 가장 높은 민감도를 보였지만 3가지 방법의 민감도 차이는 별로 크지 않았다.

T able 9. DNA 분리 방법에 따른 PCR 민감도 비교( IS 987 outer primer 기준 )

DNA분리방법

검 체
검사건수

ProteinaseK-

chloroform법

Bead-

Bea ting법

M o d i f i e d

bead- bea ting법
폐 문 림 프 절

장 간 막 림 프 절

하 악 림 프 절

이 하 림 프 절

상 유 방 림 프 절

폐

간

신 장

비 장

분 변

46

46

46

46

46
46

46

46

46

30

34

25

22

7

3
28

17

1

16

20

34

25

23

7

4
28

18

1

16

20

34

25

23

7

4
29

19

1

16

21
합 계 444 173(38%) 176(39%) 179(40%)
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제 5 절 실질장기 조직의 in situ PCR 검사 결과

각종 림프절과 폐, 간, 신장등의 실질장기에 대한 in situ PCR를 실시한 결과

림프절에서는 폐문림프절에서 고빈도로 양성반응을 관찰할 수 있었으며, 다음으

로는 장간막 악하, 이하, 상유방림프절순이었다. 이들 림프절에서의 양성반응은

림프구 및 대식세포의 세포질내에서 강하게관찰 되었고, 간질내에서도 유리된 결

핵균에 대하여 경미한 양성반응을 관찰 할 수 있었다. 특히 이러한 림프절 병변

내에서는 건락괴사의 주변부위에서 세포질내 양성반응이 뚜렷이 관찰 되었고,

유리된 결핵균에 대해서는 건락괴사의 중심부에서 주로 관찰되었다. 장기로서는

폐에서 고빈도로 양성반응이 관찰 되었고 간, 비장에서도 확인할 수 있었다. 폐에

대한 결과는 림프절에서 관찰되었던 반응과 유사하게 일부 폐포세포와 주위에서

강한 양성반응이 관찰 되었으며, 폐의 괴사부위를 중심으로 증폭된 반응 산물이

고빈도로 관찰 되었다. 또한 병리조직학적으로 호중구나 대식세포와 같은 결핵균

에 대한 염증세포 침윤이 관찰 되지않았던 무병소우에 대한 대한 in situ PCR

결과 실질세포 및 간질부위에서 증폭된 반응산물이 관찰 되어 진단적 가치를 확

인하였다.

육안적으로 결핵병변이 관찰된 검체를 이용한 액상 PCR결과와 이들 포르말린

고정 조직에 대한 in situ PCR결과를 비교한 결과 거의 일치된 조직에서의 양성

반응을 관찰 할 수 있었으며, 육안적 병변이 관찰되지 않은 각 장기의 액상 PCR

결과와 비교한 결과 거의 일치된 결과를 관찰 할 수 있었다.
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제 6 절 in situ PCR을 이용한 세포학적 우결핵 진단

유즙, 비즙, 혈액, 분변, 오줌 등의 체액을 대상으로 in situ PCR에 의한 세포학

적 진단을 시도한 결과는 다음과 같다

1. 유즙

유즙내의 정상 탈락세포의 일종인 체세포에 대한 in situ PCR 기법을 적용한

결과 일부 세포에서 우결핵균의 증폭산물이 뭉쳐 양성으로 염색된 것을 관찰 할

수 있었으며, 이들 증폭산물들은 조직에서와는 약간 다른 양상으로서 세포질내에

서 과립상으로 관찰되었다.

2. 비즙

비즙에 대한 in situ PCR을 실시하기에 앞서 시료의 전처리로는 스라이드 도말

법과 변형된 세포농축법을 사용하여 결과를 관찰하였으며, 그결과 도말표본에서

양성세포를 찾기는 어려웠으나 변형된 세포농축법을 사용하였을 경우에 양성으로

관찰되는 세포를 찾기 쉬웠다.

3. 분변, 혈액, 오줌

이들 체액의 세포학적 in situ PCR기법의 적용을 위해 많은 방법을 적용하였으

나 결과 판독에 방해를 일으키는 인자가 많은 관계로 특이성과 민감성이 떨어졌

으며, 가장 좋은 방법은 이미 개발된 액상 PCR방법을 활용하여 검출하는 것이

우수한 것으로 나타났다.
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자 체 평 가 의 견 서

1) 우결핵의 육안소견과 PCR을 통한 양성률의 비교는?

: 투버클린 접종 검사 결과 양성우로 판정된 69두의 621개의 시료중에서 85개

의 장기에서만 결핵병변이 관찰된 반면에 단일 및 이중 PCR결과 결핵병변이 관

찰된 모든 장기에서는 특이 DNA band를 관찰할 수 있었으며, 결핵 병변이 관찰

되지 않았던 장기에서도 각각 185(40%) 및 197(48%) 시료에서 특이 DNA band

를 관찰할 수 있었다.

2) 단일 및 이중 PCR의 민감도의 비교 및 조건 확립은 되었는가?

: 우결핵 병변이 관찰되지 않았던 시료를 대상으로 단일 및 이중 PCR을 실시

하여 각각의 민감도를 비교한 결과 이중 PCR에서 8%가 더 높은 양성 반응을 나

타내어 이중 PCR이 민감도가 더 높고 우결핵진단을 위해서 보다 좋은 기법임을

알 수 있었다.

3) 각 장기별 양성률 검사에 의한 우결핵 진단을 위한 적합한 장기 선택과 그 결

과는?

: 폐문 림프절 등 5개의 림프절과 폐, 간, 신장, 비장의 실질 장기를 대상으로

단일 및 이중 PCR을 실시하여 가장 높은 민감도를 보인 장기를 조사한 결과 폐

문 림프절, 장간 막림프절, 폐, 간, 비장등의 장기순으로 민감도가 높은 것으로 나

타났다.

4) Primer종류에 따른 PCR의 민감도를 측정하여 우결핵진단 PCR기법 확립을 위

한 가장 적합한 primer의 선택은?

: 단일 PCR을 위해 사용했던 IS 1081, mpt 40 유래의 Primer각각 1쌍과 IS

987 유래의 유래의 outer primer 1쌍 및 이중 PCR을 위해 사용했던 IS 987유래

의 2쌍의 outer primer와 nested primer를 이용하여 각각 PCR 성적을 비교한 결
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과, IS987 유래의 2쌍의 primer를 이용한 이중 PCR에서는 51%의 높은 양성 반

응을 얻을 수 있었으며, IS 987 outer primer, IS 1081, mpt40 순으로 높은 양성

반응을 관찰 하였다.

5) DNA 추출법에 따른 PCR의 민감도를 측정하여 우결핵 PCR 법 선택을 위한

가장 적합한 추출법은 개발되었는가?

: DNA의 분리는 Proteinase K - chloroform법과 bead- beating법 그리고

modified bead- beating법 3가지를 실시하여 IS 987 유래의 outer primer를 이용

하여 각각의 결과를 비교하였다. 그 결과 Modified bead- beating법에서 가장 높

은 민감도를 보였지만 3가지 방법의 민감도 차이는 별로 크지 않았다.

6) 각종 장기, 체액 및 점액의 검사와 우결핵 진단을 위한 가장 적합한 시료의

선택 과정이 적절한가?

: 장기의 PCR 검사는 유용하였으며, in situ PCR 검사에서도 우수한 결과를

얻을 수 있었으나, in situ PCR 상에서 유즙 및 비즙을 제외한 혈액, 분변, 오줌

에서의 우결핵검진을 위한 방법으로 적당치 않은 것으로 판단되며, 이들 시료에

대해서는 액상 PCR의 방법이 적당할 것으로 사료되었다.

7) PCR기법의 약점인 cross contamination이나 carryover를 해결하기 위해서 한

단계 더욱 앞선 in situ PCR기법을 도입하고 있는가?

: 파라핀 포매조직이나 체액성 세포의 도말 표본에 대한 직접 in situ PCR 기

법의 적용으로 기존 액상 PCR 기법에서 실험에서 주의를 요하는 단계가 축소되

었으며, 기존 검사 시간을 단축하므로써 오염될 수 있는 가능성을 배재하였다.
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주 의

1. 이 보고서는 농림부에서 시행한 농림수산 특정연구사업의 연구보고

서입니다.

2. 이 보고서 내용을 발표할 때에는 반드시 농림부에서 시행한 농림수

산특정연구사업의 연구결과임을 밝혀야 합니다.

3. 국가 과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공

개하여서는 아니됩니다.
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