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요 약 문

Ⅰ. 제 목

돼지의 생산성향상을 위한 돼지 세균성 질병의 방역대책

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 중요성

세계 선진 각국이 자국의 이익을 위하여 한국을 포함한 개발도상국들

에게 수출입자유화 정책을 강력하게 요구하고 있으며, 많은 부분에서 수출

입 자유화가 이루어지고 있는 현 시점에서 우리의 축산업을 보호하기 위하

여는 축산물의 생산원가를 절감하여 국제경쟁력을 높이는 일만이 최선의

방책이라 사료된다. 축산업의 생산원가는 인건비, 육종 연구비, 토지 및

시설 투자비, 사료비 및 질병예방 방역비 등으로 구성되는데 이를 절감시

키기 위하여는 질병예방 방역비를 제외한 모든 비용은 축산업을 경영하는

사람이 조절하기가 매우 어려운 부분들이다. 물론 인건비를 줄이기 위하여

시설을 자동화해야 하고 사료비를 줄이기 위하여 사료효율을 최대한으로

올리는 연구가 이루어져야 하며, 좋은 품종을 개발하여 최소의 사료급여로

최대의 증체효과를 올려야 하며, 토지 및 시설 투자비를 낮추기 위하여 값

싸고 고품질의 시설물을 개발하는 것 등이 필요하다. 그러나 이러한 부분

들은 매우 어려운 부분이지만 질병예방 방역비 부분은 질병의 발생, 진단,

치료 및 예방에 대하여 잘 이해한다면 상당부분의 방역비를 줄이고 생산성

을 높일 수 있는 부분이다.

국민 식생활에 직접 관련이 있는 축산동물에서 전염성 질병은 심각한

상태이며, 최근 수입 개방에 따라 외래성 질병의 우려가 높아지고 있고,
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특히 축산동물의 질병 피해는 매년 축산 총생산액의 약 20%로써 그 손실액

은 축산업 기반 자체를 위협하고 있는 실정이다. 그런데 이러한 질병의 예

방, 진단, 치료에 이용되는 시약 및 기술은 외국에 거의 의존하고 있어 경

제적 부담은 매우 크다.

현재 우리나라는 질병의 진단 및 예방에 관해서는 많은 문제점을 안

고 있다. 매년 질병으로 인한 양돈 산업의 손해는 약 4, 000억원에 달하고

있다. 양돈 산업이 발전 할수록 많은 양돈가들은 질병에 관심을 가지게 된

다. 현재 양돈가들에게서 문제가 되는 질병중 바이러스성 질병에 관하여는

많은 연구가 이루어지고 있지만 세균성 질병에 대한 연구는 아주 미흡한

실정이다. 특히 외국에서는 아주 활발하게 연구되고 있는 Hel i cobact er에

관한 연구는 국내에서 전무한 실정이다. 이러한 질병에 의한 피해는 양돈

돈가의 생산비를 증가시키는 원인으로 작용하고 있을 뿐만아니라, 일반 소

비자들에게도 적지 않은 부담이 되고 있으며 수출전선에도 가격 경쟁적인

측면에서 부정적으로 작용하고 있다. 또한 이러한 질병이 인수공통전염병

으로서의 위험성에 관한 조사도 미흡한 실정이다. 이러한 이유등으로 인하

여 돼지 축산 시장에 많은 피해를 야기시키는 이와같은 질병을 방역함으로

써 양돈산업을 발전시키는 중요한 역할을 할 수 있다. 그러므로 본 연구에

서는 돼지의 질병을 예방하기 위한 포괄적인 프로그램을 작성함에 있어서

돼지에서 위질병을 야기하는 세균을 분리 동정하고 병리학적인 진단법을

확립하며, 나아가서는 신속한 진단법을 개발하고, 백신을 이용한 치료 및

예방프로그램을 작성하고자 하는데 그 목적이 있다.

국내의 돼지에 있어서 위염이나 위궤양을 유발시키는 세균성 질병에

대하여 지금까지 원인 세균에 대한 체계적인 진단, 치료 및 예방에 대한

연구가 이루어지지 않아 위염이 계속하여 발생함은 물론 눈에 보이지 않는

많은 경제적 피해를 가져다 주고 있다. 따라서 본연구에서는 국내 돼지의

세균성 질병에 대하여 분포상황, 진단, 치료 및 예방대책에 대하여 종합적

으로 연구하고 이에 대한 방역 프로그램을 작성하여 모든 양돈가에 보급함
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으로써 양돈가의 생산성 향상은 물론 국제경쟁력을 높이고자 하였다. 현재

인체에서 위장병(위염, 위궤양과 위암)을 일으키는 원인균으로

Hel i cobacer pyl or i가 분리되어 활발하게 연구가 진행되고 있다. 하지만

이에 대한 연구는 1980년대 중반이후 밝혀진 것으로 아직 그연구가 매우

초보 단계이다. 그 이유의 하나는 이의 배양이 극히 까다롭기 때문으로 돼

지의 경우는 이에 대한 연구가 전세계적으로 전무한 형편이다.

돼지에서 급만성 위염 또는 증식성 위염, 위궤양에 의한 경제적 피

해는 정확히 파악조차 되어있지 않다. 외국의 문헌상으로는 위에서 분리되

는 병원성 세균으로는 Campyl obact er , Ar cobact er , Gas t r os pi r i l l um등이

있으며, 사람의 위염과 위궤양의 원인균인 Hel i cobact er pyl or y는 동물중

에서는 유일하게 돼지에서 감염이 성립하는 세균이다. Hel i cobact er

pyl or y는 사람에게 만성위장염과 위궤양 및 위암까지 유발시키는 세균으로

잘 알려져 있는데 외국에서는 이러한 세균을 돼지의 위에 인공적으로 감염

시켜 질환 모델 동물로도 이용하고 있는 실정이다. 돼지에서 아직

Hel i cobact er pyl or i로 동정된 예는 없지만, Hel i cobact er pyl or y와 유사

한세균이 분리되고 있으며 제왕절개하여 무균적으로 사육한 돼지에

Hel i cobact er pyl or i를 감염시켰을때 감염이 성립하는 것을 보면 돼지가

숙주일 가능성도 배제하기어렵다.

이러한 질병으로인한 만성위염이나 위궤양이 발생하면 사료의 소화흡

수율의 저하와 그에 따른 체중증가 저하 및 사료효율감소등으로 인하여

경제적 손실은 대단히 커진다. 따라서 본연구 결과를 활용하여 위장병을

일으키는 세균의 방역을 적절히 수행한다면 경제적 이익은 대단히 막대해

질 것이다.

또한 돼지에서 위염을 일으키는 원인균을 분리하여 방역체계를 확립

한다면 양질의 축산물을 공급하게되어 소비자들이 안심하고 우리의 축산

물을 이용할 수 있게 될 것이며, 사회전반에 퍼져있는 우리의 축산물에 대

한 불신감을 불식시키는 데에도 기여할 것이다. 이와 더불어 인수공통 기
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생충성 질병을 사전에 퇴치함으로써 사람에게 감염될 수 있는 경로를 차단

할 수 있다.

요약하면 본 연구의 목적은 1) 효과적인 검역 프로그램 작성 2) 세

균성 질환의 예방 프로그램 작성 3) 우리나라에서 Hel i cobact er를 포함

하여 돼지의 소화기질병의 원인균 수집, 분리, 항균제 감수성 검사, 이의

발병억제제 검색 에 있다.

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

돼지의 자연발생위염에 대한 역학조사를 하기 위하여 경기도의 도축

장에서 1146마리의 돼지위를 육안적 및 조직학적으로 관찰하였다. 병변의

분포를 확인한후 경기도 수원 도축장에서 돼지위 50개를 구입하였다. 도

축후 곧바로 위조직을 4℃ i ce box에 담아서 실험실로 운반하였고, 식도부

에서부터 대만부를 따라 십이지장의 기시부까지 절개한 후 위내용물을 조

심스럽게 제거하였다. 육안소견을 관찰한후, 식도부, 분문부, 위저부, 유

문부의 일부를 10%중성 포르말린에 고정하였고, 위저부와 유문부 일부는

점막을 슬라이드 글라스에 도말하여 Car bol - f usci n 염색을 통해 t i ght l y

s pi r al bact er i a의 감염을 확인하였다. 또한 Hi s t opat hol ogi cal

exami nat i on을 하기 위하여 위조직을 10%중성 포르말린에 24시간 이상 고

정한 후에 al cohol - xyl ene으로 pr oces s i ng하여 파라핀 포매하였고, 2μm의

슬라이드 절편을 만들어 HE 염색과 St ei ner ' s s i l ver 염색을 하여 광학현

미경으로 관찰하였다. 은염색 조직절편에서 t i ght l y s pi r al bact er i a에 대

한 감염여부를 판정한후, 감염군과 비감염군으로 나누어 조직병리학적 검

사를 수행하였다. 분문부와 위저부, 유문부에서 고유점막층의 염증세포 침

윤에 따라 위염을 평가하였다.

Modi f i ed St ei ner ' s s i l ver 염색을 하기 위하여, 슬라이드 절편의 조

직을 탈파라핀한 다음 1% ur anyl ni t r at e에 60℃에서 15분간 침적하였고,
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증류수로 3회 세정한 후 1% s i l ver ni t r at e에 60℃에서 90분간 침적하였

다. 이후 증류수로 3회 세정하였고 95%, 100% 알코올에 2회 침적한후,

2. 5% gum mas t i c 용액에 실온에서 5분간 침적하였다. 이후 조직을 공기중

에서 건조시켰고, 2. 5% gum mas t i c 10ml와 2% hydr oqui none 25ml , 100%알

코올 5ml , 1% s i l ver ni t r at e 0. 2ml을 섞은 r educi ng 용액에 45℃에서 25

분간 조직을 침적한 후 봉입하여 광학현미경으로 관찰하였다.

Gas t r os pi r i l um의 돼지에서의 병원성을 확인하기 위하여 돼지 감염

실험을 수행하였다. 동물은 강원도 횡성에서 4주령의 웅성돈 11마리를

구입하였다. 시멘트 바닥으로 물청소가 가능한 사육장에서 1주일간 순화기

간을 두었으며 사료와 음수는 멸균하지 않고 자유급식시켰다. 9마리의 실

험군과 2마리의 대조군은 각기 다른 사육장에서 사육하였다.

접종균을 준비하기 위하여 경기도 수원 도축장에서 구입한 10개의 돼

지위의 위저부와 유문부 조직을 슬라이드에 도말하여 자연 건조한후

Met hanol에 10분간 고정하였고 Car bol f us ci n염색을 하여 광학현미경으로

관찰하였다. 현미경상에서 t i ght l y s pi r al bact er i a가 관찰된 위저부와 유

문부의 점막을 멸균한 가위로 잘게 세절하여 멸균 Phos phat e buf f er ed

s al i ne( PBS, pH 7. 2)에 넣고 균질화하여 멸균가제로 거른후 이를 5ml씩 9

마리의 돼지에 경구투여하였다. 대조군 2마리에는 t i ght l y s pr i al

bact er i a에 감염되지 않은 돼지 위조직을 위와 같은 방법으로 하여 동량

투여하였다. 감염후 7, 17, 24, 39일에 각각 2마리를 부검하였고, 감염후

46일에는 감염군 1마리와 대조군 2마리를 부검하였다. 부검후 식도부 말단

과 십이지장의 기시부를 잘라 위를 적출하였다. 식도부 말단으로부터 대만

부를 따라 위를 절개한후 위내용물을 흐르는 물에 조심스럽게 제거하였고,

육안소견을 관찰한 후 식도부, 분문부, 위저부, 유문부 조직을 10% 중성

포르말린에 고정하였다. 24시간 이상 고정한 후에 al cohol - xyl ene으로

pr ocess i ng하여 파라핀 포매하였고, 2μm의 슬라이드 절편을 만들어 HE 염

색과 St ei ner ' s s i l ver 염색을 하여 광학현미경으로 관찰하였다. 분문부와
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위저부, 유문부에서 고유점막층의 염증세포 침윤에 따라 위염을 평가하였

다.

Tt i ght l y s pr i al bact er i a는 배지에서 인공 증식을 하지 못하였으므

로 항균제나 백신을 개발하기 위하여는 실험동물이 필요하다. 그러나 돼지

는 실험감염에 사용하기에는 사육 및 관리가 불편한 점이 있어서 마우스에

대한 실험감염의 성립을 알아보고자 하였다. 대한실험동물로부터 4주령의

수컷 SPF I CR 마우스를 34마리 구입하였다. 이들은 마우스용 케이지

( Pol ycar bonat e, 22×27×13Cm, 명지기계상사)에 4마리씩 넣어 Hepaf i l t er

가 부착된 Cl ean r ack(삼광, 국산)에서 22℃의 실내온도하에서 사육하였으

며, 사료( Char l es r i ver CRF- 1, J apan)와 음수, 깔짚은 멸균하여 공급하였

다. 구입후 1주일간 순화기간을 둔후 실험에 사용하였다.

I nocul a는 도축장에서 구입한 돼지위의 위저부와 유문부 조직을 슬라

이드에 도말하여 자연 건조한후 Met hanol에 10분간 고정하였고

Car bol - f us ci n염색을 하여 광학현미경으로 관찰하였다. 현미경상에서

t i ght l y s pi r al bact er i a가 관찰된 위저부와 유문부의 점막을 멸균한 가위

로 잘게 세절하여 멸균 Phos phat e buf f er ed sal i ne( PBS, pH 7. 2)에 넣고

균질화하여 멸균가제로 거른후 이를 0. 5ml씩 24마리의 마우스에 경구투여

하였고, 10마리의 대조군에는 t i ght l y s pi r al bact er i a가 감염되지 않은

돼지의 위조직을 위와 동일한 방법으로 동량 투여하였다.

감염군은 투여후 3, 7, 10, 17, 21, 24, 28일과 8, 12, 16, 20, 50주

에 각각 2마리씩 부검하였고, 대조군은 7, 17, 28일 그리고 12, 20주에 각

각 2마리씩 부검하였다. 마우스를 부검후 식도부 말단과 십이지장의 기시

부를 멸균한 가위로 자른후, 식도부 말단부터 대만부를 따라 위를 절개하

였다. 곧바로 멸균한 PBS에서 위내용물을 제거하였고 위점막에 대한 육안

소견을 관찰한후 유문부와 위저부 일부를 PCR과 ur eas e t es t , 균분리를 하

기위해 떼내었고 나머지는 전장기와 함께 10%중성포르말린에 24시간 고정

하였다. 고정후 Al cohol - xyl ene으로 pr oces s i ng하여 파라핀 포매한 후, 2
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μm로 슬라이드 절편을 만들어 H&E 염색과 St ei ner ' s s i l ver 염색을 하였

다. 세균의 집락화 정도와 위염의 판정을 하였다. 한편 감염이 성립한 것

을 신속히 진단하기 위하여 Ur eas e t es t를 수행하였다. Ur eas e t es t를 위

한 시약을 다음과 같이 제조하였다. 0. 5%( w/ v) phenol r ed를 1N NaOH에 녹

인후, pH를 7. 0으로 맞추고, 10ml까지 DW를 채웠다. Ur ea 2g, Na2HPO4 ·

12H2O 157mg, NaH2PO4 ·2H2O 80mg, NaN3 20mg을 첨가한후 pH를 6. 2로 맞추

고 DW를 이용하여 100ml까지 채웠다. 부검한 마우스의 위저부와 유문부 일

부를 이 시약에 담근후 1시간 정도 반응시켜 ur eas e 산생여부를 판정하였

다.

위조직에서의 genomi c DNA를 추출하여 PCR을 수행하였다. 감염후 8

주부터 마우스를 부검후 위저부와 유문부 일부조직을 - 70℃에 보관하고 약

0. 1g의 조직을 l i qui d ni t r ogen 용액에 얼린후 무균적으로 마쇄하였으며,

500μl의 TNE s ol ut i on ( 10mM Tr i s , pH 7. 5 ; 150mM NaCl ; 2mM EDTA ;

0. 5% Sodi um dodecyl s ul f at e)에 넣고 잘 섞은후 분쇄하였다. 여기에

20mg/ ml의 pr ot ei nas e K를 20μl 첨가하여 vor t ex mi x한후 55℃에서 3시간

i ncubat on 하였다. 이후 phenol 250μl와 chl or of or m과 i soamyl al cohol이

24: 1로 혼합된 chl or of or m 용액을 250μl 첨가하여 vor t ex mi x 한후

12, 000r pm에서 10분간 원심분리하였고 상층액을 새로운 t ube에 옮겨 이과

정을 2회 반복하였다. 다시 chl or of or m 400μl를 첨가하고, 12, 000r pm에서

10분간 원심분리한후 상층액만을 수집하였다. 여기에 약 1/ 10 vol ume의 3M

s odi um acet at e를 더하고 abs ol ut e al cohol을 1ml 첨가하여 상하로 잘 섞

은후 하얀색 응고물질을 확인하면서 이를 pel l et down 하기위해 12, 000r pm

에서 10분간 원심분리하였다. 80% et hanol을 이용하여 2회 was hi ng하였고,

12, 000r pm에서 원심분리후 pel l et이 떨어져나가지 않도록 조심하여

al cohol을 버린후 공기중에서 건조하였다. TE buf f er ( 10mM Tr i s , pH 8. 0 ;

1mM EDTA)를 이용하여 용해시킨후 4℃에서 냉장보관하였다.

PCR을 위한 pr i mer s는 Hel i co pyl or i의 ur eaA gene을 사용하였다.
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PCR mi xt ur e는 각 DNA s ampl es 2μg과 각 pr i mer 100pmol , 1×PCR buf f er ,

2. 5U Taq pol ymer as e, 200μM deoxyr i bonucl eos i de t r i phos phat es ( PCR

Cor e Ki t , Boehr i nger mannhei m, Ger many)를 섞어 총 100μl의 vol ume이

되게 하였다. PCR은 95℃에서 3분을 1 cycl e로, 94℃에서 1분, 51∼57℃에

서 1분, 72℃에서 2분을 35 cycl e로 하고 마지막으로 72℃에서 10분을 1

cycl e( Gene Cycl er TM, Bi o- Rad, USA)로 반응시켰으며 반응물을 1. 5%

agar ose gel에서 전기영동( Power PAC 300, Bi o- Rad, USA)하여 PCR pr oduct

band를 관찰하였다. 각각의 mol ecul ar wei ght ( MW) mar ker로는 ψX174/ Hae

Ⅲ mar ker ( Pr omega, USA)를 사용하였다.

Bact er i al cul t ur e를 하기위하여 부검후 위저부와 유문부 일부를 멸

균한 가위로 절제한후 멸균한 칼로 잘게 분쇄하였다. 이를 5% hor s e s er um

이 첨가된 chocol at e agar ( BBL , USA) , 10% hor s e s er um과 항생제

( amphot er i ci n B, t r i met hopr i m, pol ymyxi n B, vancomyci n)가 함유된 GC

modi f i ed chochol at e agar ( DI FCO, USA) , br ai n hear t i nf us i on agar ( BBL

, USA) pl at e에 접종후 Gas pak( Gas PakPl us TM, BBL , USA}을 넣은 세균

배양기에서 37℃상태로 4- 7일간 배양하였다.

Ti ght l y s pr i al bact er i a의 미세구조를 확인하여 외국에서 확이된 균

이나 개에서 확인된 균과 비교하기 위하여 전자현미경을 이용한 연구를 수

행하였다.수원도축장에서 구입한 돼지의 유문부 조직에서 car bol - f us ci n

염색을 통해 t i ght l y s pi r al bact er i a의 감염을 확인하였으며, 감염이 확

인된 돼지의 유문부 점막을 본 연구에 이용하였다. 한편, t i ght l y s pi r al

bact er i a는 일반배지에서 배양이 되지 않기 때문에 마우스( 4주령 웅성

I CR)를 이용하여 생체내에서 균을 계대하였는데, 감염후 1개월이 지난 1마

리의 마우스 위조직을 전자현미경학적 관찰을 위해 이용하였다. Ti ght l y

s pi r al bact er i a의 감염이 확인된 돼지와 마우스 위조직을 포르말린에 고

정한후 1mm3으로 세절하여 1% Os O4( Si gma, USA)로 100분간 후고정하였다.

0. 1M sodi um cacodyl at e buf f er ( pH 7. 2)를 이용하여 30분간 3회 세정하였
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고, 이후 70%, 80%, 90%, 100% al cohol을 이용하여 각각 4℃에서 10분간 3

회 탈수과정을 거쳤다. 그리고 100% al cohol과 pr opyl ene oxi de를 1: 1로

섞은 용액으로 실온에서 10분간 반응시킨후, pr opyl ene oxi de만을 이용하

여 또다시 실온에서 10분간 3회 반응하였다. Epon mi xt ur e( Quet ol 812,

DDSA, MNA)와 pr opyl ene oxi de를 1: 1로 섞은 용액에 실온에서 잘 흔들어주

면서 over ni ght 반응하였다. 이후 DMP30을 첨가한 epon mi xt ur e에 넣고

embeddi ng t r ay의 양 끝에 조직을 놓은후 35℃, 45℃에서 각각 하루씩 반

응하였고, 60℃에서 3일간 i ncubat i on하였다. 이를 다이아몬드 칼로 70nm

씩 박절하여 1% ur anyl acet at e와 1% l ead ci t r at e로 이중염색한후 전자현

미경( JEM 100c×Ⅱ, J eol J apan)으로 80KV에서 관찰하였다.

Ti ght l y s pr i al bact er i ar kaduadp 대한 유산균의 증식 저항효과를 보

고자 마우스를 이용하여 L. s al i var i us와 L. aci dophi l us의 효과를 평가하

였다. 대한실험동물로부터 4주령의 수컷 SPF I CR 마우스를 36마리 구입하

였다. 이들은 마우스용 케이지( Pol ycar bonat e, 22×27×13Cm, 명지기계상

사)에 6마리씩 넣어 Hepaf i l t er가 부착된 Cl ean r ack(삼광, 국산)에서 2

2℃의 실내온도하에서 사육하였으며, 사료( Char l es r i ver CRF- 1, J apan)와

음수, 깔짚은 멸균하여 공급하였다. 구입후 1주일간 순화기간을 둔후 실험

에 사용하였다.

I nocul a로서는 Ti ght l y spi r al bact er i a에 감염된 돼지 위조직을 멸

균 phos phat e buf f er ed s al i ne( pH 7. 2)에 넣고 갈아서 마우스에 경구투여

하였다. 감염후 3개월이 지난 마우스 4마리를 부검하여 위조직을 떼내었

고, 위저부와 유문부조직을 멸균 PBS에 넣고 갈아서 0, 5ml씩 30마리의 실

험군에 투여하였다. 6마리의 음성대조군에는 동일한 주령의 t i ght l y

s pi r al bact er i a가 감염되지 않은 마우스위조직을 갈아서 동량 투여하였

다.유산균으로서 Lact obaci l l us aci dophi l us ( HY0404)는 한국야쿠르트에서,

Lact obaci l l us s al i var i us ( ATCC 11741)은 Amer i can Type Cul t ur e

Col l ect i on에서 분양받았다. 각 유산균은 Bact oagar ( Di f co, USA)에 37℃에
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서 배양한 후, Lact obaci l l i MRS br ot h( Di f co, USA)로 옮겨 수시간 증식시

킨후 t i ght l y s pi r al bact er i a 감염후 4주부터 유산균과 l act i c aci d를

투여하였다. 유산균은 마리당 1×109 CFU를 4주에 걸쳐서 3일간 연속 투여

하였고, l act i c aci d는 4주간 매일 0. 5ml씩 경구투여하였다. 투여종료 1주

일후에 모든 마우스를 부검하였다. 부검후 gr oup 3, 4의 위조직 일부를 떼

내어 l act at e ki t ( Si gma, USA)를 이용하여 l act i c aci d의 농도를 측정하였

고, 평판계수법을 이용하여 증식한 유산균의 수를 계산하였다. 마우스 위

조직을 부검후 10% 중성포르말린에 24시간 고정하였다. 고정후

Al cohol - xyl ene으로 pr oces s i ng하여 파라핀 포매한 후, 2μm로 슬라이드

절편을 만들어 H&E 염색과 St ei ner ' s s i l ver 염색을 하였다.

인공배지에서 증식된 Camphyl obact er dml 성상을 동정하였다.

Campyl obact er는 사람과 동물에게 감염을 일으키는 병원균으로 동물에서

사람으로 전이된다. 돼지 위 점막에서부터 얻어진 5- 10% 항온기에서 배양

되며 작고 반투명한 콜로니를 형성하는 Campyl obact er를 다양한 방법으로

그 특성을 조사하였다.

Bact ot r ans por t medi um St uar t와 Br ucel l a medi um은 Di f co ( Det r oi t

MI . U. S. A) 에서 구입하였다. GC medi um bas e, I s ovi t al 와 hor se s er um은

BBL ( Cockeys wi l l , MD, U. S. A) 에서 구입하였다. Fungi zone, amphot er i ci n

B, pol ymyxi n B, vancomyci n와 t r i met hopr i m 은 Si gma ( St . Loui s , MO,

U. S. A. )에서 구입하였고, Taq pol ymer as e f r om Takar a ( Shi ga, J apan)에서

구입하였다.

위궤양 및 각화와 같은 증세를 보이는 병변을 잘라내어 phos phat e

buf f er ed s al i ne ( PBS, pH 7. 0)에 세척 후 t r ans por t medi um담아, 얼음에

2시간 거리의 실험실로 이동하였다. 실험실에서 채취된 위조직을 멸균한

r azor bl ade로 잘게 조각내고, 10% hor s e s er um이 첨가된 Br ucel l a

medi um [ Br ucel l a br ot h, f ungi zone ( 2. 5 g/ ml amphot er i ci n B) ,

Ski r r ow' s s uppl ement ( 0. 016 mg/ ml pol ymyxi n B, 0. 5 mg/ ml vancomyci n,
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0. 25 mg/ ml t r i met hopr i m) ] 와 modi f i ed chochol at e agar medi um ( GC

medi um bas e, 1% hemogl obi n, f ungi zone, ski r r ow' s s uppl ement , 1%

i s ovi t al ex)에 접종하였다. 이를 5- 10% CO2 항온기와 37oC anaer obi c j ar

에서 4- 7 일동안 혐기적으로 배양하였다. 작고 투명한 모양을 가지는

col ony들을 순수분리하기 위하여 새 배지에 접종하였다. 본 실험에서 사용

되어진 C. j ej uni s ubsp. j enuni ( LMG 8841T) , C. j ej uni s ubs p. doyl ei

( LMG 8843T) , C. l ar i ( LMG 8846T) , and C. col i ( LMG 6640T) 는 BCCM/ LMG

( Labor at or i um voor Mi cr obi ol ogi e Uni ver s i t ei t Gent )로부터 KCTC ( Kor ea

Col l ect i on of Type Cul t ur e)를 통해 구입하였다.

Campyl obact er SSP pr i mer를 이용한 PCR을 수행하였다. Genomi c DNA

는 Genomi c DNA i s ol at i on ki t ( Pr omega, Madi s on, WI , U. S. A. )을 이용하

여 추출하였다. PCR은 Campyl obact er의 16S r RNA gene에 특이적인 증폭을

일으키는pr i mer 1 ( 5' - GGAGGATGACACTTT TCGGAGC- 3' )과 pr i mer 2

( 5' - ATTACTGAGA

TGACTAGCACCCC- 3' )는 Gi es endor f ( Gi esendor f et al . , 1992)가 제작한

것을 따랐고, PCR mi xt ur e는 2 μg의 genomi c DNA, 20μM의 pr i mer 1, 2는

각각 2. 5 μl , 5 μl 의 10× buf f er , 4 μl의 dNTP 그리고, 1 uni t of

Taq pol ymer as e를 넣어 총 50 μl되게 D. W로 맞추었다. PCR 조건은 94oC에

서 5 mi n, 50oC 에서 1 mi n, and 72oC 에서 1 mi n 1회, 94oC에서 1 mi n,

50oC 에서 1 mi n, 72oC 에서 1 mi n을 39회, 마지막으로 94oC에서 1mi n,

50oC에서 1 mi n, 72oC에서 5 분 1 회 순환되었다. PCR pr oduct s는 0. 8%

agar ose gel에서 전기영동하였고, et hi di um br omi de s t ai ng 하여 확인하였

다. 분리한 박테리아 세포를 negat i ve s t ai ni ng한 후 전자현미경 ( J EM

100CX I I , J EOL, J apan) 상에서 관찰하였다.

박테리아의 생화학적 검사 는 다음과 같은 항목을 검사하였다. 즉,

Mot i l i t y, Gr am s t ai ni ng, oxi das e, cat al as e, ur eas e, es t er as e, ni t r at e

r educt i on, hi ppur at e hydr ol ys i s , i ndoxyl acet at e hydr ol ys i s ,
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- gl ut amyl t r ans pept i dase, r educt i on of chl or i de t o t r i phenyl

t et r azol i um ( TTC) , pyr r ol i donyl ar yl ami das e, L- ar gi ni ne ar yl ami das e,

L- as par at e ar yl ami dase, al kal i ne phos phat as e, H2S pr oduct i on, gl ucos e

as s i mi l at i on, s ucci nat e as s i mi l at i on, acet at e as s i mi l at i on,

pr opi onat e as s i mi l at i on, mal at e as s i mi l at i on, , ci t r at e as s i mi l at i on

as s ay는 Ber gy' s Manual과 API CAMPY ( API , Mar cy- I ' Et oi l e, Fr ance)에서

설명된 방법을 따라 수행하였다. Nal i di xi c aci d, cephal ot i n,

cef oper azone, car beni ci l l i n 의 감수성은 NCCLS의 지침에 따라 di s k t es t

로 결정하였다.

Random Ampl i f i ed Pol ymor phi c DNA ( RAPD)를 수행하여 균의 유전학적

성상을 관찰하였다. PCR mi xt ur e는 60 ng of genomi c DNA, 4 μl의 5

pmol e/ μl RAPD anal ys i s pr i mer ( Amer s ham Phar maci a, Upps al a, Sweden) ,

2μl dNTP, 2. 5 μl의 10× buf f er , 1 uni t of Taq pol ymer as e를 넣은 후

D. W.로 총 25 μl되게 하였다. 사용된 RAPD pr i mer s는 RP3

( 5' - GTAGACCCGT- 3' ) , RP4 ( 5' - AAGAGCCCGT- 3' ) , and RP5 ( 5' - AACGCGAAC- 3' )

였다. PCR 조건은 94oC에서 5 분, 34oC에서 5 분, 72oC에서 5 분간 3 회,

94oC에서 1 분, 34oC에서 1 분, 72oC에서 2 분 동안 29회, 마지막으로

72oC에서 10 분동안 1 회 순환시켰다. PCR pr oduct s는 2% agar ose gel에서

전기영동하였고, et hi di um br omi de로 확인하였다. RAPD는 Bi o- pr of i l e

i mage anal ys i s s ys t em ( Vi l ber Lour mat , Fr ance)를 이용하여 분석하였다.

분리균에 대한 ant i ser um의 pr epar at i on을 작제하여 항원성의 차이를

확인하였다.박테리아 세포를 s oni cat i on으로 파쇄하고 t ot al pr ot ei n을

10% f or mal i n에 고정하였다. 이를 ( 1 mg/ kg)을 4주 간격으로 3회 토끼

( NewZeal and Whi t e Rabbi t , mal e)의 근육 내에 주사하였다. 토끼를 sodi um

pent hobar bi t one로 진정시킨 후, 경동맥으로부터 전혈을 채취하였다.

ant i s er um은 분주하여 - 20oC에 저장하였다.

위에서 준비된 박테리아 세포에 2% SDS가한 후 10분간 100℃에서 중
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탕하여 t ot al pr ot ei n을 용출하였다. 용출된 단백질을 10% SDS denat ur i ng

gel에 전기영동한 후, ni t r ocel l ul os e membr ane에 bl ot t i ng하였다. 10%

BSA/ PBS로 bl ocki ng한 후 ant i s er um을 membr ane에 첨가하였다. Second

ant i body는 ant i - r abbi t I gG conj ugat ed al kal i ne phosphat ase를 사용하였

고, 발색을 위해 5- br omo- 4- chl or o- 3- i ndol yl phos phat e di s odi um

s al t / ni t r o bl ue t et r azol i um chl or i de ( BCI P/ NBT)을 사용하였다.

Lact obaci l l us aci dophi l us는 Hel i cobact er pyl or i의 성장을 억제한

다고 알려져 있다. 이러한 활성은 Lact obaci l l us .가 생성하는 l act i c

aci d 와 ant i bact er i al agent s에서 기인한다고 생각되어져 왔다. 대부분의

Lact obaci l l i는 l act i c aci d를 생성하고, L. aci dophi l us는 H. pyl or i

gr owt h를 억제하는 또 다른 f act or를 가지는 것으로 생각된다. 본 연구에

서는 H. pyl or i adher ence에 대한 L. aci dophi l us의 억제활성를 연구하였

다. 이를 위해 TLC pl at e를 사용한 i mmunoabs or bent ass ay를 개발하고 이

를 이용하여 H. pyl or i adher ence에 대한 Lact obaci l l i의 억제활성을 검색

하였다. O형 적혈구에서 H. pyl or i가 부착되는 Gl ycol i pi d를 분리하여,

TLC pl at e에 점적하였다.

돼지의 위궤양을 일으키는 원인균으로는 효모와 박테리아가 있다고

생각된다. 박테리아로는 특히 Campyl obact er와 Hel i cobact er가 원인균으로

생각되고 있다. 현재 돼지의 장관에서 분리된 Hel i cobact er로

Hel i cobact er hyoi nt es t i nal i s가 있으며 Hel i cobact er gas t r ospi l l i um도

보고 된 바 있다. 본 연구에서는 병변을 보이는 부위에서 원인균을 분리하

고 이를 Koch의 가설에 맞는 지 감염실험으로 확인하고 이들 균의 t ot al

vacci ne에 의한 예방 실험을 수행하였다. Yeas t 분리 및 배양조건을 확립

하고 분리된 Yeas t의 재 감염 여부를 확인 하였으며 Candi ada 와 I s ol at e

8 ( Hel i cobact er ) 백신을 준비하여 Candi ada와 I sol at e 8 ( Hel i cobact er )

백신에 의한 감염 억제 실험을 수행하였다.
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Ⅳ. 연구개발결과 및 활용에 대한 건의

돼지의 자연발생위염에 대한 역학조사를 하기 위하여 경기도의 도축

장에서 1146마리의 돼지위를 육안적 및 조직학적으로 관찰하였다. 그결과

육안 소견에서는 다음과 같은 병변을 확인 할수 있었다.

1) 위저부 점막의 미만성 충혈

2) 위저부 점막의 국소성 충혈

3) Par es ophagus의 각화

4) Par es ophagus 부분의 궤양

5) 위저부 점막의 미란

육안적으로 병변을 나타낸 비율은 다음과 같다.

검사한

마리 수
채취한마리 수 병변이 나타난 비율 ( %)

제1차 50 50
병변에 관계 없이 전부

채취

제2차 45 2 중증의 병변만 채취

제3차 45 25 55
제4차 50 8 16
제5차 107 32 30
제6차 112 13 11
제7차 57 12 21
제8차 430 134 30
제9차 250 95 38

조직학적 검사 결과다음과 같은 병변이 관찰 되었다.

1) 표재성 위염

점막고유층에 림파구와 소수의 마크로파지의 침윤

2) 충혈

점막 고유층의 혈관확장

- 15 -



3) Par es ophagus부분의 각화상피 화생

4) Par es ophagus부분의 궤양

결합조직층까지 괴사가 진전 되었고 저부에는 결합조직층에 의

한 반흔 형성

5) 위저부의 미란

위점막층의 붕괴가 점막층에만 국한 되었음

Ti ght l y spi r al bact er i a와 위염과의 관계를 명확히 하고자 50개의

위조직에 대하여 병리학적 및 미생물학적 검사를 시도하였다.육안적으로 5

례의 위저부에서 gas t r i c f ol d의 비후가 관찰되었고, gas t r i c f ol d의 소상

괴사도 2례에서 관찰되었다. 고유위선의 충혈은 6례에서 관찰되었고, par s

es ophagus에서는 2례에서 고도의 각화가, 1례에서 경도의 충혈이 관찰되었

다.

은염색표본에서 식도부와 분문부, 위저부에서는 t i ght l y s pi r al

bact er i a가 관찰되지 않았으며, 4례( 8. 0%)의 유문부에서 균체가 관찰되었

다. 균체는 주로 점막표면의 점액과 gas t r i c pi t s , gas t r i c gl ands 내강에

서 관찰되었다. 식도부에서는 21례에서 점막층에 par aker at os i s가 11례에

서 hyper ker at os i s가 관찰되었는데, t i ght l y s pi r al bact er i a가 감염된 1

례에서도 이러한 변화가 관찰되었다. 그러나 염증세포의 침윤으로 인한 육

아종이나 궤양의 소견은 관찰되지 않았다. 분문부는 거의 전례( 47/ 50,

94. 0%)에서 경도부터 고도의 림프구, 형질세포, 호산구의 침윤이 관찰되었

는데, 50례의 평균 gas t r i t i s s cor e는 2. 860( ±0. 090, SEM)이었다. 이중 3

례에서는 고유점막층 상피세포의 hyper pl as i a가 관찰되었다. 위저부의 염

증반응은 매우 경미하였는데, 주로 gas t r i c pi t s에 경도에서 중도의 림프

구와 형질세포 침윤이 관찰되었다. 2례에서는 cys t i c di l at at i on이 관찰되

었고, 상피세포의 변성은 8례에서 관찰되었으며, 평균 gas t r i t i s scor e는

0. 75( ±0. 081, SEM)였다. Ti ght l y spi r al bact er i a가 감염된 4례에서는 모

두 고유점막층에 고도의 단핵구 침윤이 관찰되었다. 감염군의 유문부 평균
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gas t r i t i s s cor e는 3. 250( ±0. 250, SEM)였고, 감염되지 않은 46례의 평균

gas t r i t i s s cor e는 2. 370( ±0. 114, SEM)이었다. Ti ght l y spi r al bact er i a

의 감염과 유문부의 만성위염 사이에는 p<0. 05에서 유의적으로 관련성이

있음이 확인되었다( Fi g 1) . 유문부 고유점막층의 림프여포는 t i ght l y

s pi r al bact er i a가 감염된 전례( 100%)에서 관찰되었고, 감염되지 않은 46

례중 19( 41. 3%)례에서 확인되었다. 전례의 돼지 위조직에 대하여 여러 가

지 배지와 배양조건하에서 t i ght l y s pi r al bact er i a의 균분리를 시도하였

으나 성공하지 못하였다.

돼지에 Ti ght l y s pi r al bact er i a를 감염시킨 결과 육안적으로 경도의

식도부 각화가 감염여부에 관계없이 실험군과 대조군에서 산발적으로 발생

하였으며, 미란이나 궤양같은 소견은 어느 조직에서도 관찰되지 않았다.

조직학적으로 감염후 7일에는 각각 1례에서 위저부와 유문부의 고유점막층

에 경도의 섬유화가 관찰되었으며, 위저부에서는 림프구가 점막표층에 국

소적으로 소수 침윤하였는데, 실험전례에서 위저부에 병변이 심한 것은 관

찰되지 않았다. 한편, 유문부에서는 림프구와 형질세포가 다소 중도로 미

만성으로 침윤하였다. 식도부에서는 감염후 7일에 hyper ker at os i s와

par aker at os i s가 2례에서 모두 고도로 관찰되었는데 감염군과 대조군 모

두에서 이러한 변화는 경도에서 중도로 산발적으로 발생하였다. 분문부에

서는 감염 초기에 경도의 림프구와 호산구 침윤이 고유점막층에서 관찰되

었는데, 감염기간이 경과할수록 고유점막층에 림프구, 형질세포, 호산구

침윤이 고도로 관찰되었으며, 감염후 17일과 39일에 각각 1례에서 림프여

포가 형성된 것이 관찰되었다. 실험 마지막날에 부검한 대조군에서도 분문

부의 염증반응은 고도로 관찰되었다. 또 감염후 17일에 부검한 위조직의

분문부에서는 점막표면 상피세포의 국소괴사 및 변성, mucus neck cel l의

hyper pl as i a 그리고 점막의 er os i on이 관찰되었다. 은염색표본에서

t i ght l y s pi r al bact er i a의 감염은 유문부에 국한되어 있는 것을 확인하였

다. 감염후 7일에는 1례에서 점액 내부와 gas t r i c pi t s에서 소수의 균체(
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< 15/ f i el d)가 관찰되었다. 감염후 17일에는 gas t r i c gl ands 내강에서 균

체가 집락을 이룬 것이 관찰되었고, Gas t r i c pi t s에서도 균체가 이전보다

수적( 15- 50/ f i el d)으로 증가하여 관찰되었다. 감염후 24일에는 gas t r i c

pi t s ( > 50/ f i el d)에 균이 더욱 증가하여 관찰되었고, gas t r i c gl ands 내

강에 균체의 집락도 더욱 증가하였다. 감염후 39일과 46일에 부검한 개체

에서는 감염후 24일에 관찰된 것과 유사한 정도의 균체가 관찰되었다. 유

문부에서 감염후 17일에는 균체가 증식한 곳에서 점막상피세포의 변성과

국소괴사가 관찰되었고, 감염후 24일에 부검한 1례에서는 고유점막층에 림

프여포가 형성되었다. 그러나 림프여포 내부에서 균체는 관찰되지 않았다.

감염후 39일에는 1례에서 점막층에서 부종이 관찰되었고 또다른 1례에서는

점막표면 상피세포의 변성이 관찰되었다. 감염후 7, 17, 24, 39일에는 부

검한 것중 각 1례씩, 총 4례에서 고유점막층에 경도의 섬유화가 일어난 것

이 관찰되었다. 대조군에서는 유문부의 염증반응이 경도 내지는 중도로 관

찰되었는데, 은염색표본에서 균체는 관찰되지 않았다.

마우스에 t i ght l y s pi r al bact er i a를 감염시켰을 때 실험군과 대조군

전례에서 육안적으로 위궤양이나 미란의 소견은 관찰되지 않았다. 조직학

적으로 위염소견을 관찰한 바, 위저부와 유문부에서 감염후 17일까지는 고

유점막층에 경도의 림프구와 형질세포 침윤이 관찰되었다. 감염후 21일과

24일에 부검한 4마리의 마우스에서는 각각 위저부와 유문부에서 중도의 단

핵구 침윤이 관찰되었으며, 28일 사이에 부검한 2마리의 마우스에서는 위

저부와 유문부 모두에서 림프구와 형질세포의 침윤이 중도로 관찰되었다.

이러한 염증세포의 침윤은 감염후 8주부터 더욱 심해져 위저부와 유문부의

고유점막층에는 림프여포가 형성되었고, 점막표면의 상피세포는 다발성으

로 괴사 또는 변성되었다. 감염후 12주에는 실험 전기간중 가장 심한 위염

소견이 관찰되었는데, 상피세포의 변성은 감염후 8주에 비해 경미하였다.

감염후 20주에 부검한 2마리의 마우스에서는 림프구의 침윤이 다소 감소하

였으나 1마리에서는 cr ypt epi t hel i al cel l의 hyper pl as i a가 관찰되었다.
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감염후 50주에 부검한 2마리의 마우스에서는 위저선 세포의 위축, mucus

neck cel l의 hyper pl as i a가 관찰되었으며 균체가 감염되어 있는 gl ands의

내강은 확장되어 있었고 주위의 상피세포는 위축되었다. 또 균체가 감염되

어 있는 부위는 재생성이 강하였으나, col l agen f i ber가 증식한 곳이나 이

형성이 강하게 나타난 곳에서는 균체의 증식이 관찰되지 않았다. 한편,

gas t r i c gl ands의 cys t i c di l at at i on은 고도로 관찰되었는데, 이러한 변화

는 12주에 부검한 대조군에서도 관찰되었다. 은염색표본을 관찰한 결과 감

염후 3일에는 위점막표면과 gas t r i c pi t에서 균체가 주로 관찰되었으나 감

염후 7일부터는 gas t r i c gl ands의 내강과 par i et al cel l s의 세포질내에서

도 관찰되었다. 감염후 21일째부터는 균체가 gas t r i c gl ands의 내강에 고

도의 집락을 이루면서 증식한 것이 관찰되었고, gas t r i c pi t s와 par i et al

cel l s내에서도 보다 많은 수의 균체가 관찰되었다. 이후의 시기에 gas t r i c

pi t s와 gas t r i c gl and의 내강, par i et al cel l의 세포질에서 균체의 숫적변

화는 뚜렷이 관찰되지 않았으나 점막표면의 균체는 숫적으로 다소 감소하

였다. 각 시기별로 부검한 대조군 마우스에서는 위저부와 유문부의 고유

점막층에 염증세포의 침윤이 없거나 경도의 림프구 침윤이 산발적으로 관

찰되었으며, 은염색에서 균체는 관찰되지 않았다. ur eas e t es t를 수행

한 결과 감염후 3일에 부검한 1례를 제외하고는 모든 감염군에서 ur ease

양성 반응이 나타났으나 대조군에서는 모두 음성으로 나타났다. 3가지의

pr i mer s를 이용하여 PCR을 수행한 바, 580bp, 1. 5kb, 0. 8kb에서의 밴드는

형성되지 않았다. 또 다양한 방법으로 균분리를 시도하였지만 r od형의

gr am negat i ve 균체만 증식할 뿐, t i ght l y s pi r al bact er i a는 배양하지 못

하였다.전자현미경으로 관찰한 결과, 균체는 주고 점액내에서 증식하고 있

었으며, 2- 6회 꼬여있었다. 길이는 약 2- 6μm정도였고, 폭은 약 0. 4- 0. 8μ

m였으며, cel l s의 양극에서 직경 약 40 nm의 f l agel l a가 2- 5까지 관찰되었

다. Cel l s의 끝부위는 다소 평평하거나 둥글게 관찰되었으며,

el ect r o- l ucent한 부위가 관찰되었다. 그러나 본 실험에서 관찰된 t i ght l y
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s pi r al bact er i a는 per i pl as mi c f i br i l s를 형성하지는 않았다.

Ti ght l y s pi r al bact er i a가 감염된 돼지와 마우스의 유문부 점막 표

층을 전자현미경학적으로 관찰한 바, 점막표면의 점액내부에서 다수의 균

체가 관찰되었으며, 두 개체에서 관찰된 균체는 동일하였다. 균체는 나선

형으로 관찰되었는데, 2- 6회까지 꼬여 있었고, 길이는 2. 0 ∼ 6. 0μm, 폭

은 0. 5 ∼ 0. 8μm였으며, 균체의 양 극은 둥글거나 다소 평평하게 관찰되

었다. 고배율에서 관찰하였을 때, 균체의 세포질은 그람음성균의 특징인

안쪽과 바깥쪽에 세겹으로 이루어진 membr ane과 cel l wal l로 둘러싸여 있

었다. Cel l wal l은 두께가 약 10nm였는데, 두 개의 el ect r on- dens e한 부분

이 다소 el ect r on- l ucent한 부분에 의해 나뉘어져 있었다. Fl agel l a가 발

생하는 균체 양 극의 근처에는 el ect r on- l ucent하며 상대적으로 r i bos ome

이 적은 곳이 관찰되었다. 이 부위와 pl as ma membr ane 사이에는 매우

el ect r on- dens e한 pol ar membr ane이 존재하였다. 균체의 양 극에서는 직경

약 40nm의 f l agel l a가 2 ∼ 5까지 발생한 것이 관찰되었으나, H f el i s등에

서 보이는 per i pl asmi c f i br i l s은 관찰되지 않았다.

유산균이 t i ght l y s pi r al bact er i a의 증식을 억제하는지여부를 검색

하였다.조직학적으로 위저부와 유문부의 위염소견을 관찰한 결과, t i ght l y

s pi r al bact er i a를 감염시킨 양성대조군과 유산균을 투여한 군, 그리고

l act i c aci d를 투여한 군사이에는 유의적인 차이가 관찰되지 않았다

( p<0. 05) . 음성 대조군에서는 대체적으로 위저부와 유문부에 염증반응이

없거나 경도의 단핵구 침윤만이 관찰되었다. 그러나 t i ght l y s pi r al

bact er i a를 감염시킨 5개의 군에서는 유산균과 l act i c aci d의 투여 여부에

관계없이 전례에서 중도이상의 림프구와 형질세포의 침윤이 관찰되었으며,

상피세포의 국소괴사와 변성도 산발적으로 관찰되었다.

균체의 증식에 있어서도 5개의 군( gr oup 2- 6)에서 유의적인 차이는

나타나지 않았다( p<0. 05) . 균체는 f undi c gl ands 내강에서 고도로 증식하

였으며, 유문부에서는 주로 gas t r i c pi t s에서 많이 관찰되었다. 특히 유문
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부중에서도 십이지장으로 연결되는 부위보다는 위저부에 가까운 쪽에서 균

체가 고도로 증식한 것이 관찰되었다.

위조직에 증식한 유산균의 평균수치와 l act i c aci d의 농도를 측정한

바, L s al i var i us에서 다소 높게 관찰되었다. L s al i var i us로 처치한 군에

서는 유산균수가 7. 343±0. 332 l og10CFU/ g t i s sue로 나타났으며, L

aci dophi l us로 처치한 군의 유산균수는 6. 812±0. 143 l og10CFU/ g t i s s ue로

측정되었다. 또 l act i c aci d의 농도는 L s al i var i us로 처치한 군에서

4. 026±1. 050 μmol / g t i s s ue, L aci dophi l us로 처치한 군에서 2. 851±

0. 279로 측정되었다.

균분리를 시도한 결과 작고 투명한 col ony의 균주 네가지를 돼지 위

점막에서 분리되어 성공적으로 2차 배양되었다. Campyl obact er SSP

s peci f i c 16S r RNA gene 특이적인 pr i mer로 PCR한 결과 네가지 분리균 모

두 462 bp의 f r agment를 생산하였다. 모든 분리균은 운동성을 가졌고,

gr am- negat i ve였으며, 나선형 모양을 가졌다. 각 박테리아는 양 끝에 하나

혹은 두 개의 non- sheat hed 편모를 가졌으며, 편모의 끝은 둥글지 않았다.

분리주 21- 1, 21- 2, 31은 길이가 2. 5- 3 m, 폭이 5- 6 m으로 2- 4 번 꼬였

다. 분리주 48번은 길이가 3- 4 m, 폭이 2 m으로 4- 6번 꼬였다. 장시간

배양에서는 구형의 세포 모양이 관찰되었다. Endos por es는 생성하지 않았

다. 장시간 배양된 몇몇 s ampl e의 경우 세균 주위에 주름 ( r uf f l e)이 관찰

되어진다. 이러한 모든 표현형적 특징은 보고되어진 다른 Campyl obact er s

의 특징과 일치한다.

분리균주 모두 미호기성균주이며, gl ucos e, manni t ol , l act os e,

r i bos e, and D- xyl os e를 발효하지 못하는 as acchar ol yt i c이다. 분리균과

다른 Campyl obact er와 구별되는 차이점은 표 1에서 보여준다. 차이점으로

는 ni t r at e를 ni t r i t e로 환원시키는 능력, al kal i ne phos phat as e가 없으

며, cephal ot i n에 대한 내성, 42oC에서 배양된다는 점이다. 분리균주 모두

가 37oC 와 42oC,에서 자랐으나, 25oC에서는 자라지 않았다. Oxi das e and
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cat al as e act i vi t i es는 양성인 반면, r api d ur eas e 활성은 음성이었다.

Hi ppur at e는 가수분해되지 않았고, - gl ut amyl t r ans pept i das e 활성은 음

성이었으며, I ndoxyl acet at e hydr ol ys i s는 양성이었다. 네 개의 분리균주

는 es t er as e act i vi t y, TTC r educt i on, s ucci nat e as s i mi l at i on, acet at e

as s i mi l at i on, pr opi onat e as s i mi l at i on, ci t r at e as s i mi l at i on와

nal i di xi c aci d에 대한 감수성에 대해서는 다른 결과를 보였다. 이러한 생

화학적, 생리학적 dat a를 기초로 네 개의 분리 균주중 21- 1과 21- 2 분리균

의 nal i di xi c aci d 내성을 제외하고는 C. col i 와 매우 유사하였다. C.

j ej uni and C. col i는 hi ppur at e hydr ol ys i s와 t et r azol i um chl or i de와

nal i di xi c aci d에 대한 내성에서 두드러진 차이점을 보였다 ( Heber t ,

1982) . j ej uni는 모든 Campyl obct er s peci es와 같이 hi ppur at e에 양성이었

으며 몇몇 Campyl obact er - l i ke or gani sms는 hi ppur at e에 음성이다. 네 개

의 분리균주가 hi ppur at e 음성이었으므로, C. col i에 속한다고 생각된다. .

그러나 No. 21- 1 와 48 는 TTC에 대하여 음성이었던데 반해 C. col i는 양

성이다. Nal i di xi c aci d 내성 여부를 검사한 결과 21- 1와 21- 2은 내성을

가지는 반면, C. j ej uni 와 C. col i는 감수성을 가진다. 따라서 생화학적,

생리적 dat a들은 네 개의 분리균주가 C. j ej uni 와 C. col i와는 다르다는

것을 보여준다. 48번 분리주에 대한 ant i s er um을 가지고 행한 Wes t er n

bl ot anal ys i s는 분리주와 공시주 사이의 차이점을 보여준다 Wes s t er n

bl ot의 결과로 그린 dendr ogr am으로 분석해보면 네 개의 분리균주는 공시

주와 연관이 적음을 알 수 있었다.

분리주와 공시균주 사이의 차이점을 확실히 하기 위하여 다양한

r andom pr i mer를 가지고RAPD를 수행하였다. RAPD는 동물과 사람의

Campyl obact er spp.를 포함한 다양한 박테리아의 s ub- t ypi ng에 성공적으로

사용되어져 왔다. RP3에 의한 RAPD의 경우 C. col i와 네 개의 분리주가

동일한 pat t er n을 보여주었으나, RP4와 RP5를 사용한 RAPD는 C. col i 다른

pat t er n을 보여주었다 . Dendr ogr am을 그렸을 때, 새로 분리된 균주들은
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서로 유사하였으나, 다른 공시균주와의 유사성은 적었다 이러한 분리균주

의 더욱 자세한 특징조사를 위하여 실시한 t ot al 16S r RNA s equenci ng의

결과를 보았을 때 C. col i와 근접한 유연관계를 가지나 똑같은 gr oup에는

속하지 않았다.

이러한 생화학/ 생리 검사 결과, RAPD결과, Wes t er n bl ot anal ys i s ,

16S r RNA 염기 서열의 결과, 네 개의 분리균주는 서로 달랐고, C. j ej uni ,

C. dol ey, C. l ar i , and C. col i를 포함한 다른 Campyl obact er들과는 다른

신종으로 보여진다.

Adher ence는 상피세포의 표면에 bact er i al col oni zat i on하는 필수적

인 요인이며, 진핵세포의 표면에 있는 pr ot ei n이나 gl ycoconj ugat es를 인

식하는 adhes i ne이라는 bact er i al s ur f ace mol ecul e에 의해 매개된다. 위

점막에 부착된 H. pyl or i를 as s ay하는 가장 좋은 방법은 H. pyl or i에 대한

항균능력을 가지는 chemi cal을 as s ay하기 위해 개발되어진 위 조직을 사용

하는 것일 것이다. 그러나 사람의 위 점막을 얻는 것은 불가능하고 심지어

돼지의 위를 구하는 것도 어렵다. 또한 위 조직배양은 비용도 높으며 결과

를 도출하는데 며칠이 소요되며 또한 매번 신선하게 준비해야만 한다.

H. pyl or i의 부착정도를 as s ay하는 더 쉬운 ass ay 방법을 개발하기

위해 O형 적혈구로부터 gl ycol i pi d를 분리하여 사용하였다. H. pyl or i의

at t achment s i t e는 일반적으로 O형 적혈구 표면에 발현된 Lewi s ant i gen B

로 알려져 있으며, 단 H. pyl or i at t achment에 대해 ABO bl ood gr oup

ant i gen의 발현에 영향을 준다는 논쟁도 있다.

다른 양의 gl ycol i pi d를 TLC pl at e에 점적하였을때, 점적한

gycol i pi d의 양이 증가할수록 H. pyl or i의 bi ndi ng양도 증가하였다. 많은

양의 gl ycol i pi d는 s pot을 번지게 하므로 5 μl를 점적하여 실험하였다.

여러가지 Lact obaci l l i 첨가시 L. cas ei를 제외한 L. aci dophi l l us종은 매

우 억제효과가 좋았다. 그림에서 H. pyl or i만 부착한 것이 양성대조군이며

반면 gl ycol i pi d에 Lact obaci l l us만 붙인 것은 음성 대조군이다. 다양한
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L. aci dophi l us를 순차적으로 희석하여 H. pyl or i부착을 억제한 경우,

Lact obaci l l us의 수가 증가하면 H. pyl or i adher ence는 반비례적으로 감소

하였다. 즉, 이 결과는 Lact obaci l l us가 H. pyl or i의 adher ence에 억제활

성을 가짐을 보여주는 것이다. 그리고 H. pyl or i의 생장을 다양한

Lact obaci l l us의 억제활성의 차이는 H. pyl or i adher ence를 억제하는 억제

활성의 차이에서 기인한다고 생각된다. L. aci dophi l us는 l act i c aci d를

생성하고 H. pyl or i adher ence를 억제하는 act i vi t y를 동시에 가지기 때문

에 H. pyl or i에 대한 생약재제로 가능하다고 생각된다.

본 연구에서 개발한 i mmunoabs or bent as s ay는다음과 같은 이유로 돼

지의 위 조직을 사용하는 bi ndi ng as s ay보다 많은 종류의 Lact obaci l l i를

검색하는 데에 더 쉽고 좋다. ( 1) gl ycol i pi d는 쉽게 준비되어질 수 있고

오랜기간 보관이 가능하다. 반면 신선한 돼지의 위와 특히 사람의 위는 각

실험 때 마다 얻기 힘들다. ( 2) 이 실험에서 H. pyl or i와 Lact obaci l l us

는 생균 상태를 유지할 필요가 없다. 왜냐하면 L. aci dophi l us는 얼려져

있는 상태에서도 i nhi bi t or y act i vi t y를 유지학기 때문이다. 이것은 얼리

거나 동결건조한 L. aci dophi l us를 H. pyl or i에 대한 생균제재로서 사용되

어질 수 있다는 것을 제시한다.

위궤양을 일으키는 Gas t r os pi r i l l um은 H. pyl or i에서 분리되어진

Hel i cobact er f el i s와 매매우 유사한 gr am negat i ve cor k s cr ew모양의 3에

서 8회 coi l i ng된 간균이다. 그람염색으로 관찰 하였을 때 조직내에 감염

된 Gas t r os pi r i l l um으로 전형적인 3- 8회 꼬인 cor k s cr ew의 모양을 보여

주고 있다. 이러한 돼지의 위궤양을 야기하는 Gas t r os pi r i l l um 배양이 까

다롭다. 이것은 Campyl obact er 종들이 열악한 환경에서 생존을 연장하기

위해 살아있으나 증식키 어려운 cocoi d f or m등을 취하여 subcul t ur e를 어

렵게 하는 특징 때문으로 생각된다. 따라서 돼지의 Gas t r os pi r i l l um 감염

위조직을 직접 mous e에 감염시킴으로 도축장에서 실험실로 이동하는 시간

을 단축하고, 본 실험실에서 신속히 병원균을 접종하여 배양하는 방법을
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선택하였다. 특히 재료 및 방법에서 기술한 대로 위 점막과 유사한 상태

를 만들고자 사용한 반 고체배지를 배지에 조직을 덮어 배양했을 때 10%

bl ood col umbi a 배지와 10% bl ood BHI 배지에서 다른 세균들과 함께

Gas t r os pi r i l l um이 배양되었다. 앞으로 배지의 항생제 조건을 바꾸어 다른

균의 증식은 억제하고 Gas t r os pi r i l l um이 선택적으로 잘 자랄 수 있는 위

점막과 같은 배양조건은 앞으로 더욱 개발되어야 하겠다.

Gas t r ospi r i l l um은 그 특징이 oxi dase, cat al as e, ni t r i t e, ni t r at e,

ur eas e 양성으로 보고되어 있으며, 특히 ur eas e를 생성함으로 강산의 위에

서식할 수 있는 것으로 보인다. 여기에 착안하여 Gas t r os pi r i l l um감염 위

조직에서 DNA를 분리하여 ur eas e A gene에 대한 pr i mer를 사용하여 PCR을

수행했을 때, 411 bp 크기의 DNA 조각을 얻었다. 이 411 bp의 염기서열은

H. pyl or i의 ur eas e와 같은 염기서열을 지니고 있다. 따라서 H. pyl or i의

ur eas e를 Gas t r os pi r i l l um의 ur eas e백신으로 사용할 수 있는 것으로 생각

되어졌다. 그래서 H. pyl or i ur eA- ur eH gene이 cl oned된 E. col i BL21로부

터 ur eas e를 순수 분리하였다. 순수분리한 ur eas e 5 μg와 mucos al

adj uvant 10 μg을 함께 mous e에 경구 투여하여 면역시켜 Gas t r os pi r i l l um

감염을 막는 것을 확인하고 있는 중이다.

돼지의 위궤양을 일으키는 bact er i a 및 f ungi를 찾는 과정에서 궤양

보다는 각화된 위 조직에서 Candi da를 분리하게 되었다. 돼지 위에서 분

리된 Candi da중 campyl obact er 가 분리되었던 위에서 함께 분리된 Candi da

를 mous e에 경구 투여한 후 2 뒤, 위 조직에서 감염 여부가 확인되었다.

또한 위장병균을 분리하기 위해 다양한 modi f i ed bl ood agar배지를 사용하

여 37℃ 10% 항온기에서 배양했을 때 H. pyl or i의 대표적인 특징인

ur eas e cat al ase oxi dase 가 양성인 균주를 col umbi a bl ood agar 배지에서

얻을수 있었다. 그러나 일반적으로 Hel i cobact er s s p.로 보고된 굽은 모양

의 r od나 나선형 r od균은 아니었다. 그러나 H. pyl or i ur ease A gene을 증

폭하는 pr i mer를 이용하여 분리균을 PCR 하였을 때 411bp f r agment를 얻었
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다 또한 분리균의 증폭된 ur eas e A f r agment의 염기서열을를 H. pyl or i의

염기서열과 비교했을 때, 거의 유사하였다(약 95%유사) . 또한 장내 세균

중 ur ease 양성인 Yer s i ni a와 Pr ot eus의 ur eas e A와 비교했을 때 ur eas e

염기서열이 다름을 확인하였다.

또한 분리균을 Hel i cobact er SSP PCR을 하여 확인했을 때 297 bp의

H. pyl or i f r agment는 없으나, 4개의 f r agment를 증폭한 것을 보여준다

이상의 돼지 병변에서 분리한 Candi da와 Gas t r os pi r i l l um 감염조직에

서 분리한 분리균 8번을 각각 107과 109 CFU/ 0. 5 ml 경구 투여하여 감염

하였을 때 각각 위 조직에 감염된 것을 확인할 수 있었다. 그러나 감염된

위조직을 s l i de gl as s에 도말하여 관찰할 때, 감염시킨 균들이 위궤양을

야기할 정도로 빠르게 군집을 이루는 것 같지 않다. 그러나

Gas t r os pi r i l l um이 많이 감염되어있는 mous e 위 조직에서는 Candi da만 감

염시킨 경우 보다 Candi da가 군집을 잘 이룰뿐더러 활발히 출아하는 것이

보여진다. 즉 Candi da가 분리된 곳도 각화된 병변이었고,

Gas t r os pi l i l l um 감염이 되어있는 위 조직에서 활발히 증식하는 것을 볼

때, 2차 감염에 더 큰 영향을 미치는 것으로 생각된다.

또한 Candi da와 분리균주 8번을 Fr ench Pr es s에 3회 통과한 후 10%

f or mal i n에 고정하여 t ot al cel l을 경구 백신으로 3주간 2회 1 mg/ 0. 5 ml

투여한 후. 각각 Candi ada와 분리균주 8번을 2 × 107 CFU/ 0. 5 ml 과

1. 5 × 109 CFU/ 0. 5 ml 되게 경구 투여하여 감염시킴으로 3주후, 감염 억

제 여부를 확인했으나, Candi da 와 분리균주 8 번이 경구백신을 투여치 않

은 정상 위에서도 활발히 자라주지 않음으로 유의적 결과를 도출하지 못하

였다.
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SUMMARY

Ti ght l y s pi r al l ed bact er i a wer e obs er ved i n t he pyl or i c mucosa

of t he s t omach of 4( 8. 0%) of 50 pi gs . mai nl y s ur f ace of epi t hel i a,

gas t r i c pi t s and t he l umen of gas t r i c gl ands . The pr es ence of t he

s pi r al bact er i a was s i gni f i cant l y as s oci at ed wi t h chr oni c pyl or i c

gas t r i t i s ( p<0. 05) . Mean gas t r i t i s s cor e of 4 pi gs i nf ect ed wi t h

bact er i a was 3. 250( ±0. 250) and t hat of 46 pi gs uni nf ect ed was 2. 370

( ±0. 114) . Par aker at os i s and hyper ker at os i s wer e s pont aneous l y s een

i n t he mucos a l ayer of par s oes ophagea r egadl ess of bact er i al

i nf ect i on, but no gr anul omat ous l es i on and ul cer . Mar ked i nf i l t r at i on

of mononucl ear cel l s and gr anul ocyt es wer e s een i n t he car di ac mucosa

of t he maj or i t y of pi gs ( gas t r i t i s s cor e = 2. 860±0. 090) .

I nf l ammat or y r es ponse i n t he f undi c mucos a was not ser i ous .

I nf i l t r at i on of a s mal l number of mononucl ear cel l s was s een i n t he

gas t r i c pi t s of f undi c mucos a( gas t r i t i s s cor e = 0. 75±0. 081) . Ti ght l y

s pi r al l ed bact er i a coul d not be cul t ur ed f r om any pi gs .

To i nves t i gat e t he as s oci at i on bet ween i nf ect i on of t i ght l y

s pi r al l ed bact er i a and gas t r i t i s i n t he pi g s t omachs . Ni ne mal e pi gs

wer e i nocul at ed wi t h gas t r i c homogenat e of pi gs i nf ect ed wi t h t i ght l y

s pi r al bact er i a and t wo cont r ol pi gs wer e gi ven mucus t aken f r om

bact er i um- negat i ve pi g. One or t wo t es t pi gs wer e s acr i f i ed 7, 17,

24, 39 and 46 Pos t i nocul at i on days ( PI D) . Two cont r ol pi gs wer e ki l l ed

46 days af t er i nocul at i on. Ti ght l y s pi r al bact er i a wer e f ound i n t he

pyl or i c mucos a of al l t es t pi gs except one ki l l ed 7 PI D, but not i n

t he gas t r i c mucos a of any cont r ol pi gs . The number of bact er i a
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cont i nuous l y i ncr eased f r om t he begi nni ng of i nf ect i on t o t he l as t

day i n t he gas t r i c pi t s and gas t r i c gl ands . Wi t h St ei ner ' s s i l ver

s t ai ni ng, t he bact er i a wer e obs er ved mai nl y i n t he sur f ace of

epi t hel i a, gas t r i c pi t s and t he l umen of gas t r i c gl ands . At 7 PI D,

t her e was t he mi l d l ymphopl as mocyt i c i nf l ammat or y r es pons e i n t he

pyl or i c mucos a of t es t pi gs . At 17, 24, 39, 46 PI D, mor e i ncr eas ed

i nf i l t r at i on of mononucl ear cel l was obser ved i n t he pyl or i mucos a of

t es t pi gs and l ymphoi d f ol l i cl es wer e s een i n t he pyl or i c mucos a of

one ki l l ed 24 PI D. Mi l d t o moder at e i nf l ammat or y r es ponse was s een i n

t he pyl or i c mucos a of cont r ol pi gs .

To f i nd out t he pat hogenes i s of t i ght l y s pi r al bact er i a

col oni zed i n t he pi g s t omachs , and es t abl i s h a new ani mal model f or

t hes e bact er i a i nf ect i on. Twent y- f our mal e SPF I CR mi ce wer e

i nocul at ed wi t h gas t r i c homogenat e of pi gs i nf ect ed wi t h t i ght l y

s pi r al bact er i a and t en cont r ol mi ce wer e gi ven mucus t aken f r om

bact er i um- negat i ve pi g. Two t es t mi ce wer e s acr i f i ed 3, 7, 10, 17,

21, 24, 28days and 8, 12, 16, 20 and 50weeks pos t i nocul at i on( PI ) and

t wo cont r ol mi ce wer e ki l l ed 7, 17, 28days and 12, 20weeks . Ti ght l y

s pi r al bact er i a wer e f ound i n t he f undi c and pyl or i c mucos a of al l

t es t mi ce but not i n t he gas t r i c mucos a of any cont r ol mi ce. Wi t h

St ei ner ' s s i l ver s t ai ni ng, t he bact er i a wer e obser ved i n t he s ur f ace

of epi t hel i a, gas t r i c pi t s , t he cyt opl as m of par i et al cel l s and t he

l umen of gas t r i c gl ands . The l ymphopl as mocyt i c i nf l ammat or y r es pons e

cont i nuous l y i ncr eased f r om t he begi nni ng of i nf ect i on t o t he l as t

day i n t he l ami na pr opr i a of gas t r i c mucosa of t es t mi ce. Lymphoi d

aggr egat es wer e obs er ved i n t he f undi c and pyl or i c mucos a f r om s even

of ei ght ani mal s ki l l ed 8, 12, 16, 20 and 50 weeks PI . Sever al
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met hods of PCR and bact er i al cul t ur e wer e appl i ed, but t he r es ul t s

wer e unsucces s f ul . El ect r onmi cr os copi cal l y, t he bact er i a had t wo t o

s i x s pi r al t ur ns , and was appr oxi mat el y 2- 6μm l ong and 0. 4- 0. 8μm

wi de. The cel l s had t wo t o f i ve f l agel l a ar i s i ng f r om each pol e ,

about 40nm i n di amet er , but no per i pl as mi c f i br i l s . Mi ce i nf ect ed

wi t h s pi r al bact er i a wi l l be us ef ul i n s t udyi ng t he pat hogenes i s of

gas t r i c l es i ons ass oci at ed wi t h Hel i cobact er .

The ul t r as t r uct ur e of t i ght l y s pi r al l ed bact er i a i nf ect ed i n t he

gas t r i c mucosa of pi gs and mi ce wer e exami ned. The bact er i al cel l had

t wo t o s i x spi r al t ur ns , t r uncat ed or r ound ends and was 2. 0- 6. 0μm

l ong and 0. 4- 0. 8μm wi de. Two t o f i ve f l agel l a, about 40nm i n

di amet er , wer e s een ar i s i ng f r om each pol e. At hi gher magni f i cat i on,

t he cyt opl as m was s een t o be encl os ed by an i nner t r i l ami nar uni t

membr ane and an out er t hr ee- l ayer ed cel l wal l char act er i s t i c of

gr am- negat i ve bact er i a. Adj acent t o t he pol ar ends , at t he r egi on of

i ns er t i on of t he f l agel l a, t he cyt opl as m had a l es s dens e ar ea. On

ei t her s i de of t hi s r egi on, beneat h t he pl as ma membr ane, t her e was a

hi ghl y el ect r on- dense "pol ar membr ane" . The bact er i um des cr i bed i n

t hi s s t udy was ver y s i mi l ar t o one r epor t ed by Mendes et al .

We exami ned whet her or not t he l act obaci l l i admi ni s t er ed t o

t r eat t i ght l y s pi r al l ed bact er i a col oni zed i n t he pyl or i c mucos a of

pi gs can s uppr es s t he col oni zat i on of t hi s bact er i a. Mal e I CR mi ce

i nf ect ed wi t h t i ght l y s pi r al l ed bact er i a wer e chal l enged wi t h L

s al i var i us , L aci dophi l us , 10mM l act i c aci d and 100mM l act i c aci d f or

4 weeks . Hi s t opat hol ogi cal l y, t her e was no evi dence of i nhi bi t i on of

bact er i al col oni zat i on and gas t r i t i s i nduced by t i ght l y s pi r al

bact er i al i nf ect i on. Hi ghl y i nf i l t r at i on of l ymphocyt es and pl as ma
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cel l wer e s een i n t he f undi c and pyl or i c mucos a of al l mi ce i nf ect ed

t i ght l y spi r al bact er i aI t r egar dl es s of chal l engi ng wi t h Lact obaci l l i

or l aci t i c aci d. And t her e was moder at e t o sever e col oni zat i on of

t i ght l y s pi r al bact er i a i n t he gas t r i c pi t s and t he l umen of gas t r i c

gl ands of gas t r i c mucos a of al l mi ce except negat i ve cont r ol . I t i s

neces sar y t o devel op ot her t her aput i c met hods t o i nhi bi t col oni zat i on

of t i ght l y spi r al bact er i a

Campyl obact er i s a pat hogen f or bot h humans and ani mal s t hat can

be t r ans f er r ed f r om ani mal s t o humans . Four i s ol at es , whi ch gr ew

under 5- 10% CO2 and had s mal l and t r ans l ucent col oni es , wer e obt ai ned

f r om swi ne gas t r i c mucosa char act er i zed us i ng var i ous met hods . Thes e

bact er i a wer e gr am negat i ve, s pi r al l y s haped wi t h r ound ends . One or

t wo non- s heat hed pol ar f l agel l a wer e obs er ved under an el ect r on

mi cr oscope. A PCR wi t h s peci es - speci f i c pr ot ei n ( SSP) pr i mer s f or 16S

r RNA gene i n Campyl obact er pr oduced a t ypi cal 462 bp f r agment . The

i s ol at es had var i ous bi ochemi cal and mol ecul ar char act er i s t i cs whi ch

di f f er ent i at ed t hem f r om ot her Campyl obact er s . The i s ol at es wer e

cat al as e and oxi das e pos i t i ve, ur eas e ( r api d) negat i ve, ni t r at e

r educt i on pos i t i ve, i ndoxyl acet at e hydr ol ys i s pos i t i ve, - gl ut amyl

t r ans pept i das e negat i ve, and al kal i ne phos phat as e negat i ve. Al l f our

i s ol at es s howed gr owt h at 37oC and 42oC but yet at 25oC. Al l i s ol at es

wer e r es i s t ant t o cephal ot i n and cef oper azone, and s us cept i bl e t o

car beni ci l l i n. The i s ol at es s howed var i ous r es ul t s i n t he r educt i on

of chl or i de t o t r i phenyl t et r azol i um ( TTC) and a s uscept i bi l i t y t o

nal i di xi c aci d. Wes t er n bl ot anal ys i s of t hes e i s ol at es wi t h

ant i s er um r ai s ed agai ns t one i s ol at e s howed di f f er ent pat t er ns f r om

t hos e of r ef er ence s t r ai ns . A dendr ogr am dr awn wi t h t he RAPD r es ul t s
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s howed t hat t hes e i s ol at es bel onged t o a di f f er ent gr oup f r om t hose

of C. j ej uni , C. doyl ei , C. l ar i , and C. col i . I t woul d appear t hat

t hes e i s ol at es bel ong t o a new Campyl obact er s pp.

Lact obaci l l us aci dophi l us i s known t o have an i nhi bi t or y

act i vi t y on Hel i cobact er pyl or i gr owt h. And t hi s act i vi t y has been

cons i der ed t o be due t o t he l act i c aci d and ant i bact er i al agent s

pr oduced by Lact obaci l l us . Si nce ever y Lact obaci l l i pr oduce l act i c

aci d, anot her f act or mus t exi s t f or L. aci dophi l us t o i nhi bi t H.

pyl or i gr owt h. I n t hi s wor k, t he i nhi bi t or y act i vi t y of L.

aci dophi l us on H. pyl or i adher ence was s t udi ed. An i mmunoabs or bent

as s ay us i ng a TLC pl at e was devel oped and used f or scr eeni ng of t he

i nhi bi t or y act i vi t y of var i ous Lact obaci l l i on H. pyl or i adher ence.

Gl ycol i pi d, t he at t achment s i t e f or H. pyl or i , was i s ol at ed f r om

bl ood t ype O r ed bl ood cel l s and s pot t ed on a TLC pl at e. The H.

pyl or i adher ence i ncr eas ed l i near l y wi t h i ncr eas i ng amount s of

gl ycol i pi d spot t ed on t he TLC pl at e. Var i ous L. aci dophi l us s t r ai ns

yet no L. cas ei appear ed t o i nhi bi t H. pyl or i adher ence t o

gl ycol i pi d, pl us t he adher ence was decr eas ed l i near l y as t he

concent r at i on of t he Lact obaci l l us i ncr eased. The r es ul t s s how t hat

t he i nhi bi t or y act i vi t y of L. aci dophi l us on H. pyl or i adher ence i s

anot her f act or f or L. aci dophi l us t o i nhi bi t H. pyl or i gr owt h.

Sever al s t r ai ns of Candi da and Hel i cobact er - l i ke bact er i a wer e

i s ol at ed f r om t he r egi on of gas t r i t i s and ker at i ni zat i on of s wi ne

s t omach. Hel i cobact er - l i ke bact er i a pr oduces col oni es wi t h t he

t r ans par ent and s mal l appear ance whi ch i s t ypi cal t o H. pyl or i . Thi s

bact er i al s t r ai n s howed t he s ame r es ul t of H. pyl or i i n var i ous

bi ochemi cal t es t such as ur ease, cat al as e, and oxi das e t es t s . One
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s t r ai n of Candi da and one s t r ai n of hel i cobact er - l i ke bact er i a wer e

cul t ur ed, col l ect ed wi t h cent r i f ugat i on, br oken wi t h soni cat i on, and

f i xed i n 10% f or mal i n. Each gr oup of f i ve mi ce was f ed t wi ce wi t h t he

f i xed t ot al pr ot ei ns . Af t er t wo weeks , mi ce i n each gr oup wer e

chal l enged wi t h Candi da and Hel i cobact er - l i ke bact er i um,

r es pect i vel y. The cont r ol gr oup showed t he i nf ect i on f r om Candi da

and Hel i cobact er - l i ke bact er i um whi l e s ome of t he exper i ment gr oup

wi t h gas t r oi mmuni zat i on s howed t he i nf ect i on t oo.

When a PCR s peci f i c t o ur eas e A i n Hel i cobact er pyl or i was

per f or med us i ng DNA i s ol at ed f r om Gas t r os pi r i l l um i nf ect ed t i s s ue, a

DNA band wi t h t he t ypi cal 411 bp was obt ai ned. DNA sequence of t hi s

PCR pr oduct coi nci ded wi t h t he ur eas e A of Hel i cobact er pyl or i . Thi s

r es ul t s hows t hat Gas t r os pi l l i um pr oduces t he s ame ur eas e of H.

pyl or i . Bas ed on t hi s , ur eas e of H. pyl or i was pur i f i ed f r om ur ease

cl oned E. col i B21/ pHU1013. Bact er i al cel l s wer e gr own i n LB wi t h

ampi ci l l i n and col l ect ed wi t h cent r i f ugat i on. Cel l s wer e br oken i n a

Fr ench pr es s ur i zed cel l . Ur eas e wer e pur i f i ed wi t h DEAE ani on

exchange col umn chr omat ogr aphy, Sephacr yl S- 200, and MonoQ col umn

chr omat ogr aphy. Wi t h t hi s pur i f i ed pr ot ei n, i nf ect i on exper i ment i s

under way.
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제 1 장 Ti ght l y spi r al bact er i a에 감염된 돼

지 위의 병리학적 연구

제 1 절 서론

1983년 War r en과 Mar s hal l이 사람에서 위염과 위궤양을 일으키는 원

인체인 H pyl or i를 보고( War r en, 1983 ; Mar shal l , 1983)한 이래 gas t r i c

bact er i a에 대한 많은 연구가 이루어지고 있다. 이러한 gas t r i c bact er i a

는 여러종의 동물에서 분리되었는데, 고양이, 원숭이와 같은 몇 종의 동물

에서는 위염을 일으키지 않으면서 위저선에 이러한 나선균들이 감염되어

있으며( Lee 등, 1988 ; Sat o 등, 1982) , 개는 애완견과 실험동물등에서

80- 100%까지의 감염이 보고되고 있다. ( Her manns 등, 1995; Henr y 등,

1987) 이러한 s pi r al bact er i a는 사람에서 chr oni c act i ve gas t r i t i s와

pept i c ul cer를 유발하며( War r en 등, 1983) , 개와 고양이에서는

l ymphof ol l i cul ar gas t r i t i s ( Henr y 등, 1987; Handt 등, 1994; Ot t o 등,

1994) , 페렛( Fox 등, 1990; Fox 등, 1991) ,이나 치타( Eat on 등, 1993) , 영

장류( Bas ker vi l l e 등, 1988) , 돼지( Quei r oz 등, 1990)에서는 chr oni c

gas t r i t i s와 관련되어 왔다. 1990년 Quei r oz와 Mendes등은 돼지의 위점막에

서 증식하는 t i ght l y s pi r al bact er i a를 최초로 보고하였다( Quei r oz 등,

1990) . 이들 균체는 전자현미경으로 관찰하였을 때, 형태학적으로 사람의

위점막에 감염되어 만성위염을 야기하는 H hei l manni i와 유사하였고

( Mendes 등, 1990) , 16S r RNA gene s equence가 H. hei l manni i와 99. 5%유

사하여( Quei r oz 등, 1995) 이 균을 Gas t r os pi r i l l um s ui s라고 하였다. 현

재까지 돼지에서 이러한 t i ght l y spi r al bact er i a의 감염은 브라질에서

10. 8%( Mendes 등, 1991) , 이탈리아에서 9. 4%( Gr as s o 등, 1996)정도 감염되

어 있다.
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본 연구에서는 국내 비육돈의 위에서 t i ght l y s pi r al bact er i a의 감

염을 확인하고, 이 균의 감염과 위에서 발생하는 병변과의 관계를 규명하

는데 그 목적이 있다.

제 2 절 재료 및 방법

1 . Ani mal s

경기도 수원 도축장에서 돼지위 50개를 구입하였다. 도축후 곧바로

위조직을 4℃ i ce box에 담아서 실험실로 운반하였고, 식도부에서부터 대

만부를 따라 십이지장의 기시부까지 절개한 후 위내용물을 조심스럽게 제

거하였다. 육안소견을 관찰한후, 식도부, 분문부, 위저부, 유문부의 일부

를 10%중성 포르말린에 고정하였고, 위저부와 유문부 일부는 점막을 슬라

이드 글라스에 도말하여 Car bol - f us ci n 염색을 통해 t i ght l y s pi r al

bact er i a의 감염을 확인하였다.

2 . Hi s t opat ho l og i c a l e xami nat i on

10% 중성 포르말린에 24시간 이상 고정한 후에 al cohol - xyl ene으로

pr ocess i ng하여 파라핀 포매하였고, 2μm의 슬라이드 절편을 만들어 HE 염

색과 St ei ner ' s s i l ver 염색을 하여 광학현미경으로 관찰하였다. 은염색

조직절편에서 t i ght l y s pi r al bact er i a에 대한 감염여부를 판정한후, 감염

군과 비감염군으로 나누어 조직병리학적 검사를 수행하였다. 분문부와 위

저부, 유문부에서 고유점막층의 염증세포 침윤에 따라 위염을 평가하였는

데, 평가 기준은 Tabl e 1과 같이 하였다.
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Tabl e 1. Eval uat i on of gas t r i t i s of car di ac, f undi c, pyl or i c mucosa

Ga s t r i t i

s s c or e
H is t op a t ho log ic f in d ing s

0 no infiltration of inflammatory cells in the g astric mucosa

1
mild infiltr ation of lymphocytes, plasm a cells and s ome eosinophils in the

g astric mucosa

2
moderately dense infiltr ation of lymphocytes, plasm a cells in the gastric

mucosa but no lymphoid follicle

3
m oderately dense infiltration of lymphocytes, plasm a cells and presence of

lymphoid follicles in the g astric mucosa

4
very dense infiltration of lymphoplasm o- cells and presence of lymphoid

follicles in the gastric mucosa

Modi f i ed St ei ner ' s s i l ver 염색을 하기 위하여, 슬라이드 절편의 조

직을 탈파라핀한 다음 1% ur anyl ni t r at e에 60℃에서 15분간 침적하였고,

증류수로 3회 세정한 후 1% s i l ver ni t r at e에 60℃에서 90분간 침적하였

다. 이후 증류수로 3회 세정하였고 95%, 100% 알코올에 2회 침적한후,

2. 5% gum mas t i c 용액에 실온에서 5분간 침적하였다. 이후 조직을 공기중

에서 건조시켰고, 2. 5% gum mas t i c 10ml와 2% hydr oqui none 25ml , 100%알

코올 5ml , 1% s i l ver ni t r at e 0. 2ml을 섞은 r educi ng 용액에 45℃에서 25

분간 조직을 침적한 후 봉입하여 광학현미경으로 관찰하였다.

3 . Bac t e r i a l c ul t ur e

부검후 위저부와 유문부 점막 일부를 멸균한 가위로 절제한후 멸균한

칼로 잘게 분쇄하였다. 이를 5% hor se s er um이 첨가된 chocol at e agar ( BBL

, USA) , 10% hor se s er um과 항생제( amphot er i ci n B, t r i met hopr i m,

pol ymyxi n B, vancomyci n)가 함유된 GC modi f i ed chochol at e agar ( DI FCO,

USA) , br ai n hear t i nf us i on agar ( BBL , USA) pl at e에 접종후

Gas pak( Gas PakPl us TM, BBL , USA}을 넣은 세균배양기에서 37℃상태로 4- 7

일간 배양하였다.
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4 . St at i s t i c s

Anova t es t를 이용하였다.

제 3 절 결과

육안적으로 5례의 위저부에서 gas t r i c f ol d의 비후와 고도의 충혈이

관찰되었고, gas t r i c f ol d의 소상괴사도 2례에서 관찰되었다. 고유위선의

충혈은 6례에서 관찰되었고, par s es ophagus에서는 2례에서 고도의 각화

가, 1례에서 경도의 충혈이 관찰되었다( Fi g 1) .

은염색표본에서 식도부와 분문부, 위저부에서는 t i ght l y s pi r al

bact er i a가 관찰되지 않았으며, 4례( 8. 0%)의 유문부에서 균체가 관찰되었

다. 균체는 주로 점막표면의 점액과 gas t r i c pi t s , gas t r i c gl ands 내강에

서 관찰되었다( f i g 2) . 식도부에서는 21례에서 점막층에 par aker at os i s가

11례에서 hyper ker at os i s가 관찰되었는데, t i ght l y s pi r al bact er i a가 감

염된 1례에서도 이러한 변화가 관찰되었다( Fi g 3) . 그러나 염증세포의 침

윤으로 인한 육아종이나 궤양의 소견은 관찰되지 않았다. 분문부는 거의

전례( 47/ 50, 94. 0%)에서 경도부터 고도의 림프구, 형질세포, 호산구의 침

윤이 관찰되었는데, 50례의 평균 gas t r i t i s s cor e는 2. 860( ±0. 090, SEM)

이었다( Fi g 4) . 이중 3례에서는 고유점막층 상피세포의 hyper pl as i a가 관

찰되었다. 위저부의 염증반응은 매우 경미하였는데, 주로 gas t r i c pi t s에

경도에서 중도의 림프구와 형질세포 침윤이 관찰되었다. 2례에서는 cys t i c

di l at at i on이 관찰되었고, 상피세포의 변성은 8례에서 관찰되었으며, 평균

gas t r i t i s s cor e는 0. 75( ±0. 081, SEM)였다. Ti ght l y spi r al bact er i a가

감염된 4례에서는 모두 고유점막층에 고도의 단핵구 침윤이 관찰되었다

- 49 -



( Fi g 5) . 감염군의 유문부 평균 gas t r i t i s s cor e는 3. 250( ±0. 250, SEM)였

고, 감염되지 않은 46례의 평균 gas t r i t i s s cor e는 2. 370( ±0. 114, SEM)이

었다. Ti ght l y s pi r al bact er i a의 감염과 유문부의 만성위염 사이에는

p<0. 05에서 유의적으로 관련성이 있음이 확인되었다( Fi g 6) . 유문부 고유

점막층의 림프여포는 t i ght l y s pi r al bact er i a가 감염된 전례( 100%)에서

관찰되었고, 감염되지 않은 46례중 19( 41. 3%)례에서 확인되었다( Fi g 7) .

전례의 돼지 위조직에 대하여 여러 가지 배지와 배양조건하에서

t i ght l y s pi r al bact er i a의 균분리를 시도하였으나 성공하지 못하였다.
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Tabl e 2. Hi s t opat hol ogi cal f i ndi ngs of pi g s t omachs i nf ect ed wi t h and

wi t hout t i ght l y s pi r al bact er i a.

Histopathologic finding s

Number of pigs
Not infected with tightly spiral

bacter ia(46)

Infected with tightly spiral

bacteria (4)

P a rs es op hag us

Hyperkeratinization 10 1

Parakeratosis 20 1

S ub m u c o s a

Lymphocytes 19 0

Eosinophils 12 0

Lymphoid follicles 8 0

Ca r dia

Epithelial degener ation 14 1

Erosion 10 0

Lam in a propria

Lymphocytes 43 4

Eosinophils 40 2

Lymphoid follicles 34 2

Epithelial hyperplasia 3 0

S ub m u c o s a

Eosinophils 2 1

M uc ulari s

Lymphocytes 1 0

Eosinophils 1 0

F und us

Epithelial degener ation 7 1

Erosion 2 1

Lam in a propria

Lymphocytes 27 1

Eosinophils 7 0

Lymphoid follicles 3 0

Cystic dilat ation 1 1

S ub m u c o s a

Eosinophils 10 0

M uc ulari s

Lymphocytes 2 0

Eosinophils 5 0

P y lor us

Epithelial degener ation 26 3

Erosion 8 1

Lam in a propria

Lymphocytes 4 1 4

Eosinophils 36 3

Lymphoid follicles 20 4

S ub m u c o s a

Eosinophils 3 0

M uc ulari s

Lymphocytes 0 0

Eosinophils 0 0
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제 4 절 고찰

여러 동물에서 자연적으로 발생하는 위염의 보고는 간혹 있으나

( Bas ker vi l l e 등, 1988, Eat on 등, 1993, Henr y 등, 1987; Handt 등,

1994) , 돼지에서 위의 병변과 관련된 조직학적 기술은 매우 드물다. 돼지

에서 식도부와 분문부의 만성위염에 대한 보고는 가끔 있으나 그 원인에

대해서는 아직 밝혀져 있지 않다. ( Jubb 등, 1985) . Spi r al bact er i a의 감

염은 여러종의 돔물에서 보고되어 있으나 유일하게 f er r et s에서의 H

mus t el ae의 감염만이 위염과 관련되어 있다( Fox 등, 1988) .

돼지에서 t i ght l y s pi r al bact er i a의 감염과 위점막에 발생하는 병변

과의 관계를 알아위해 실시한 본 연구에서 t i ght l y s pi r al bact er i a는 총

50례의 위조직중 4( 8. 0%)례의 유문부에서 감염되어 있는 것이 확인되었다.

이러한 t i ght l y spi r al bact er i a의 감염은 유문부의 만성위염과 유의적인

관련성이 있었는데( p<0. 05) , Mendes등도 돼지위에 감염되어 있는 s pi r al

bact er i a의 일종인 G s ui s의 감염과 유문부의 만성위염사이에 유의적인 관

련성( p=0. 013)이 있다고 하였다( Mendes 등, 1991) . Ti ght l y s pi r al

bact er i가 감염된 조직에서 관찰된 림프구와 형질세포 위주의 염증반응은

H pyl or i에 감염된 사람에서 나타나는 병변과 유사하였다( Quei r oz 등,

1988) . 위저부에서는 t i ght l y s pi r al bact er i a의 감염이 관찰되지 않았는

데, Mendes 등의 실험에서는 유문부( 10. 8%)보다는 적지만 위저부( 5. 0%)에

서도 이러한 t i ght l y s pi r al bact er i a의 감염이 성립하였다( Mendes ,

1991) . 본 연구에서 t i ght l y s pi r al bact er i a가 감염된 4례 모두에서 유문

부의 고유점막층에 림프여포가 형성되었는데, 감염되지 않은 개체에서는

46례중 20례( 43. 5%)만이 림프여포가 관찰되었다. 한편, Ti ght l y s pi r al

bact er i a가 감염된 위조직( 7/ 13, 53. 8%)과 감염되지 않은 것( 22/ 107,

20. 6%) 사이에는 림프여포의 발생에 유의적인 차이( p=0. 014)가 있었다

( Mendes 등, 1991) .
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Ti ght l y s pi r al bact er i a가 감염되지 않은 개체에서도 유문부에서 위

염소견이 관찰되었는데, 이러한 원인으로는 사료에 관련된 문제( Gui zzar di

F 등, 1982 ; Kr akowka S 등, 1998)나 Hyos t r ongyl us r ubi dus , As car ops

s pp. , Phys ocephal us s pp. 그리고 Si monds i a s pp.같은 기생충( J ubb KVF,

1985)등이 알려져 있다.

다양한 배지와 배양조건하에서 t i ght l y s pi r al bact er i a의 균분리는

성공하지 못하였다. 이는 균이 위점막의 외부 조건에 매우 민감하거나, 성

장에 필수적인 성분이 배지중에 제외되었기 때문이라 생각된다.

돼지의 위점막에서 증식하는 t i ght l y s pi r al bact er i a는 16S r RNA

s equenci ng 결과 사람에서 감염되는 H hei l manni i t ype 1과 99. 5%유사하

다고 하였다( Quei r oz 등, 1995) . 이러한 결과는 이균이 인수공통감염원이

라는 사실을 강하게 증명하고 있다. Ti ght l y s pi r al bact er i a가 사람과 동

물사이에서 감염이 성립하는지에 대한 보다 세밀한 연구가 이루어지기를

기대한다.
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Fi g 2. Ti ght l y spi r al bact er i a of t he gas t r i c pi t s ( A) and t he

l umen of gas t r i c gl ands( B) , St ei ner ' s s i l ver s t ai n.
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Fi g 3. Hyper ker at os i s and par aker at os i s of mucosa and l ymphoi d

f ol l i cl es of submucosa of par s esophagus , H&E st ai n.
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Fi g 4. Sever e dense i nf i l t r at i on of mononucl ear cel l s and

eos i nophi l s and l ymphoi d f ol l i cl es of car di ac mucosa, H&E

st ai n.
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Fi g 5. Moder at e i nf i l t r at i on of mononucl ear cel l s and f ocal

necr os i s of sur f ace epi t hel i a of pyl or i c mucosa of pi g

i nf ect ed wi t h t i ght l y spi r al l ed bact er i a, H& st ai n.
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Fi g 6. Gas t r i t i s scor e of pyl or i c mucosa of pi gs i nf ect ed wi t h

and wi t hout t i ght l y spi r al l ed bact er i a.
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Fi g 7. Lymphoi d f ol l i cl e i n t he pyl or i c mucosa of pi gs

i nf ect ed wi t h t i ght l y spi r al l ed bact er i a, H&E st ai n.
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Fi g 8. Nor mal pyl or i c mucosa, H&E st ai n.
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제 2 장 돼지 위에서 발견된 t i ght l y spi r al

bact er i a의 마우스 실험감염

제 1 절 서론

Gas t r ospi r i l l um과 Hel i cobact er와 같은 gas t r i c bact er i a는 지금까

지 사람( Mar s hal l 등, 1984)뿐만 아니라 개( Henr y 등, 1987) , 고양이( Hant

등, 1994 ; Ot t o 등, 1994) , 치타( Eat on 등, 1993) , 페렛( Fox 등, 1990,

1991) , 영장류( Bas ker vi l l e 등, 1988) , 그리고 돼지( Quei r oz 등, 1990)와

같은 여러종의 동물에서 발견되었다. 이러한 bact er i a는 사람에서 chr oni c

act i ve gas t r i t i s와 pept i c ul cer를 유발하며( War r en 등, 1983) , 개와 고

양이에서는 l ymphof ol l i cul ar gas t r i t i s ( Henr y 등, 1987, Hant 등, 1994 ;

Ot t o 등, 1994) , 페렛( Fox 등, 1990, 1991)이나 치타( Eat on 등, 1993) , 영

장류( Bas ker vi l l e 등, 1988) , 돼지( Quei r oz 등, 1990)에서는 chr oni c

gas t r i t i s와 관련되어 왔다. Hel i cobact er pyl or i는 1983년 War r en과

Mar s hal l에 의해 발견되었으며 사람에서 pept i c ul cer ( War r en 등, 1983)와

gas t r i c adenocar ci noma( Par sonnet 등, 1991)를 일으키는 주요한 원인체로

알려져 있다. 1990년 브라질에서 Mendes 등은 돼지의 위에서 증식하는

t i ght l y s pi r al bact er i a를 최초로 보고하였다. ( Quei r oz 등, 1990) 이

t i ght l y s pi r al bact er i a를 전자현미경으로 관찰한 바, 형태학적으로 H

hei l manni i와 유사하였으며( Mendes 등, 1990) , 16S r RNA gene s equence가

H. hei l manni i와 99. 5% 유사하여( Qui er oz 등, 1995) 이 균을 일시적으로

Gas t r os pi r i l l um s ui s라고 명명하였다. 이후 1991년에는 이러한 나선균이

감염된 것과 감염되지 않은 돼지위에 대한 조직병리학적 연구를 수행하였

는데 돼지위에서 s pi r al bact er i a의 감염과 chr oni c pyl or i c gas t r i t i s는
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매우 밀접한 관계가 있었고, l ymphoi d f ol l i cl e을 형성하는 것을 특징으로

하였다( Mendes 등, 1991) . 또한 1993년과 1996년에는 각각 CFW mi ce와

Wi s t ar r at s을 이용한 감염실험을 하였는데 관찰된 조직학적 소견은

s pi r al bact er i a에 감염된 돼지에서 관찰된 것과 유사하였다( Mour a 등,

1993 ; Mendes 등, 1996) . 현재까지 이 균은 i n vi t r o에서 배양이 되지 않

기 때문에 감염모델동물을 확립하는데 많은 어려움이 있다( Mendes 등,

1991 ; Mour a 등, 1993 ; Mendes 등, 1996) .

우리는 최근에 국내 돼지의 위에서 t i ght l y s pi r al bact er i a의 감염

을 확인하였다. 본 연구는 이 균을 마우스에 감염시켜 i n vi vo에서 유지하

며, t i ght l y s pi r al bact er i a의 감염과 위염과의 관계를 조직병리학적으로

규명하는데 그 목적이 있다.

제 2 절 재료 및 방법

1 . ani mal s

대한실험동물로부터 4주령의 수컷 SPF I CR 마우스를 34마리 구입하였

다. 이들은 마우스용 케이지( Pol ycar bonat e, 22×27×13Cm, 명지기계상사)

에 4마리씩 넣어 Hepaf i l t er가 부착된 Cl ean r ack(삼광, 국산)에서 22℃의

실내온도하에서 사육하였으며, 사료( Char l es r i ver CRF- 1, J apan)와 음수,

깔짚은 멸균하여 공급하였다. 구입후 1주일간 순화기간을 둔후 실험에 사

용하였다.

2 . I noc ul a

도축장에서 구입한 돼지위의 위저부와 유문부 조직을 슬라이드에 도
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말하여 자연 건조한후 Met hanol에 10분간 고정하였고 Car bol - f usci n염색을

하여 광학현미경으로 관찰하였다. 현미경상에서 t i ght l y spi r al bact er i a

가 관찰된 위저부와 유문부의 점막을 멸균한 가위로 잘게 세절하여 멸균

Phos phat e buf f er ed s al i ne( PBS, pH 7. 2)에 넣고 균질화하여 멸균가제로

거른후 이를 0. 5ml씩 24마리의 마우스에 경구투여하였고, 10마리의 대조군

에는 t i ght l y spi r al bact er i a가 감염되지 않은 돼지의 위조직을 위와 동

일한 방법으로 동량 투여하였다.

3 . Expe r i me nt a l de s i gn

감염군은 투여후 3, 7, 10, 17, 21, 24, 28일과 8, 12, 16, 20, 50주

에 각각 2마리씩 부검하였고, 대조군은 7, 17, 28일 그리고 12, 20주에 각

각 2마리씩 부검하였다.

4 . Pat ho l og i c a l e xami nat i on

마우스를 부검후 식도부 말단과 십이지장의 기시부를 멸균한 가위로

자른후, 식도부 말단부터 대만부를 따라 위를 절개하였다. 곧바로 멸균한

PBS에서 위내용물을 제거하였고 위점막에 대한 육안소견을 관찰한후 유문

부와 위저부 일부를 PCR과 ur eas e t es t , 균분리를 하기위해 떼내었고 나머

지는 전장기와 함께 10% 중성포르말린에 24시간 고정하였다. 고정후

Al cohol - xyl ene으로 pr oces s i ng하여 파라핀 포매한 후, 2μm로 슬라이드

절편을 만들어 H&E 염색과 St ei ner ' s s i l ver 염색을 하였다. 세균의 집락

화 정도와 위염의 판정은 Tabl e 1.과 같이 하였다.
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Tabl e 1. Eval uat i on of bact er i al col oni sat i on and gas t r i t i s of f undi c

and pyl or i c mucos a.

Grad

e

B a c t e r ia l

co lon isa t ion
g as t r i t is

+ 1- 20 / field
mild infiltr ation of lymphocytes , plasma cells in the

lamina propria

++ 20- 50 / field
moderately dense infiltration of lymphocytes , plasma

cells in the lamina propria

+++ > 50 / field
marked dense infiltration of lymphocytes , plasma cells

in the lamina propria

5 . Ur e as e t e s t

Ur eas e t es t를 위한 시약을 다음과 같이 제조하였다. 0. 5%( w/ v)

phenol r ed를 1N NaOH에 녹인후, pH를 7. 0으로 맞추고, 10ml까지 DW를 채

웠다. Ur ea 2g, Na 2HPO4 ·12H2O 157mg, NaH2PO4 ·2H2O 80mg, NaN3 20mg을 첨

가한후 pH를 6. 2로 맞추고 DW를 이용하여 100ml까지 채웠다. 부검한 마우

스의 위저부와 유문부 일부를 이 시약에 담근후 1시간 정도 반응시켜

ur eas e 산생여부를 판정하였다.

6 . DNA e xt r ac t i on and PCR ampl i f i c a t i on

위조직에서의 genomi c DNA를 추출하기 위해 감염후 8주부터 마우스를

부검후 위저부와 유문부 일부조직을 - 70℃에 보관하였다. 약 0. 1g의 조직

을 l i qui d ni t r ogen 용액에 얼린후 무균적으로 마쇄하였으며, 500μl의

TNE s ol ut i on ( 10mM Tr i s , pH 7. 5 ; 150mM NaCl ; 2mM EDTA ; 0. 5% Sodi um
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dodecyl s ul f at e)에 넣고 잘 섞은후 분쇄하였다. 여기에 20mg/ ml의

pr ot ei nas e K를 20μl 첨가하여 vor t ex mi x한후 55℃에서 3시간 i ncubat on

하였다. 이후 phenol 250μl와 chl or of or m과 i s oamyl al cohol이 24: 1로 혼

합된 chl or of or m 용액을 250μl 첨가하여 vor t ex mi x 한후 12, 000r pm에서

10분간 원심분리하였고 상층액을 새로운 t ube에 옮겨 이과정을 2회 반복하

였다. 다시 chl or of or m 400μl를 첨가하고, 12, 000r pm에서 10분간 원심분

리한후 상층액만을 수집하였다. 여기에 약 1/ 10 vol ume의 3M s odi um

acet at e를 더하고 absol ut e al cohol을 1ml 첨가하여 상하로 잘 섞은후 하

얀색 응고물질을 확인하면서 이를 pel l et down 하기위해 12, 000r pm에서 10

분간 원심분리하였다. 80% et hanol을 이용하여 2회 was hi ng하였고,

12, 000r pm에서 원심분리후 pel l et이 떨어져나가지 않도록 조심하여

al cohol을 버린후 공기중에서 건조하였다. TE buf f er ( 10mM Tr i s , pH 8. 0 ;

1mM EDTA)를 이용하여 용해시킨후 4℃에서 냉장보관하였다.

PCR을 위한 pr i mer s는 Tabl e 1.과 같다. PCR mi xt ur e는 각 DNA

s ampl es 2μg과 각 pr i mer 100pmol , 1×PCR buf f er , 2. 5U Taq pol ymer as e,

200μM deoxyr i bonucl eos i de t r i phosphat es ( PCR Cor e Ki t , Boehr i nger

mannhei m, Ger many)를 섞어 총 100μl의 vol ume이 되게 하였다. PCR은 9

5℃에서 3분을 1 cycl e로, 94℃에서 1분, 51∼57℃에서 1분, 72℃에서 2분

을 35 cycl e로 하고 마지막으로 72℃에서 10분을 1 cycl e( Gene Cycl er TM,

Bi o- Rad, USA)로 반응시켰으며 반응물을 1. 5% agar os e gel에서 전기영동

( Power PAC 300, Bi o- Rad, USA)하여 PCR pr oduct band를 관찰하였다. 각각

의 mol ecul ar wei ght ( MW) mar ker로는 ψX174/ Hae Ⅲ mar ker ( Pr omega,

USA)를 사용하였다.
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Tabl e 2. Pr i mer s us ed f or ampl i f i cat i on of Hel i cobact er ur eas e genes .

Source of

sequ ence
P r im er direct ion and sequen ce

Product

s ize (bp )
H .

h eilm an nii

F , 5 ' - GGGCGA T A A A GT GCGCT T G- 3 '

R , 5 ' - CT GGT CA A T GA GA GCA GG - 3 '
580

H . py lor i
F , 5 ' - GCA T CCGC GGCGGCT T T GA T T A GT GCCCA T A T T A T GGA A G- 3 '

R , 5 ' - GCA T CCGCGGCCGCT GGT GGCA CA CCA T A A GCA T GT C - 3 '
1,500

H .

h eilm an nii

H . py lor i

F , 5 ' - GCA T CCGC GGCCGCGA GGCA CCA T CCA CA CCT T C - 3 '

R , 5 ' - GCA T CCGCGGCCGCT T T A GA A GT T A CT T CT T T GCCA T C - 3 '
800

7 . Bac t e r i a l c ul t ur e

부검후 위저부와 유문부 일부를 멸균한 가위로 절제한후 멸균한 칼로

잘게 분쇄하였다. 이를 5% hor s e s er um이 첨가된 chocol at e agar ( BBL ,

USA) , 10% hor s e s er um과 항생제( amphot er i ci n B, t r i met hopr i m,

pol ymyxi n B, vancomyci n)가 함유된 GC modi f i ed chochol at e agar ( DI FCO,

USA) , br ai n hear t i nf us i on agar ( BBL , USA) pl at e에 접종후

Gas pak( Gas PakPl us TM, BBL , USA}을 넣은 세균배양기에서 37℃상태로 4- 7

일간 배양하였다.

8 . El e c t r onmi c r os c opi c e xami nat i on

포르말린에 고정된 위조직을 1mm3으로 세절하여 1% Os O4로 100분간

후고정하였고 Epon 812에 포매하였다. 이후 다이아몬드 칼로 70nm씩 박절

하여 ur anyl acet at e와 l ead ci t r at e로 이중염색한후 전자현미경( J EM 100c

×Ⅱ, J eol Japan)으로 80KV로 관찰하였다.
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제 3 절 결과

1 . Hi s t opat ho l og i c f i ndi ngs

감염후 20주까지는 실험군과 대조군에서 육안적으로 위궤양이나 미란

의 소견은 관찰되지 않았으나, 감염후 50주에 부검한 1례에서 위저부에 경

도의 발적과 부종이 관찰되었다( Fi g 1) . 조직학적으로 위염소견을 관찰한

바, 위저부와 유문부에서 감염후 17일까지는 고유점막층에 경도의 림프구

와 형질세포 침윤이 관찰되었다. 감염후 21일과 24일에 부검한 4마리의 마

우스에서는 각각 위저부와 유문부에서 중도의 단핵구 침윤이 관찰되었으

며, 28일 사이에 부검한 2마리의 마우스에서는 위저부와 유문부 모두에서

림프구와 형질세포의 침윤이 중도로 관찰되었다. 이러한 염증세포의 침윤

은 감염후 8주부터 더욱 심해져 위저부와 유문부의 고유점막층에는 림프여

포가 형성되었고( Fi g 2) , 점막표면의 상피세포는 다발성으로 괴사 또는 변

성되었다( Fi g 3) . 감염후 12주에는 실험 전기간중 가장 심한 위염소견이

관찰되었는데, 상피세포의 변성은 감염후 8주에 비해 경미하였다. 감염후

20주에 부검한 2마리의 마우스에서는 림프구의 침윤이 다소 감소하였으나

1마리에서는 cr ypt epi t hel i al cel l의 hyper pl as i a가 관찰되었다( Fi g 4) .

감염후 50주에 부검한 2마리의 마우스에서는 위저선 세포의 위축, mucus

neck cel l의 hyper pl as i a가 관찰되었으며 균체가 감염되어 있는 gl ands의

내강은 확장되어 있었고 주위의 상피세포는 위축되었다( Fi g 5) . 또 균체가

감염되어 있는 부위는 재생성이 강하였으나, col l agen f i ber가 증식한 곳

이나 이형성이 강하게 나타난 곳에서는 균체의 증식이 관찰되지 않았다.

한편, gas t r i c gl ands의 cys t i c di l at at i on은 고도로 관찰되었는데, 이러

한 변화는 12주에 부검한 대조군에서도 관찰되었다. 은염색표본을 관찰한

결과 감염후 3일에는 위점막표면과 gas t r i c pi t에서 균체가 주로 관찰되었

으나 감염후 7일부터는 gas t r i c gl ands의 내강과 par i et al cel l s의 세포질
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내에서도 관찰되었다. 감염후 21일째부터는 균체가 gas t r i c gl ands의 내강

에 고도의 집락을 이루면서 증식한 것이 관찰되었고, gas t r i c pi t s와

par i et al cel l s내에서도 보다 많은 수의 균체가 관찰되었다( Fi g 6) . 이후

의 시기에 gas t r i c pi t s와 gas t r i c gl and의 내강, par i et al cel l의 세포질

에서 균체의 숫적변화는 뚜렷이 관찰되지 않았으나 점막표면의 균체는 숫

적으로 다소 감소하였다. 각 시기별로 부검한 대조군 마우스에서는 위저

부와 유문부의 고유점막층에 염증세포의 침윤이 없거나 경도의 림프구 침

윤이 산발적으로 관찰되었으며, 은염색에서 균체는 관찰되지 않았다( Fi g

7) .
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Tabl e 2. Col oni s at i on of t i ght l y s pi r al bact er i a i n t he s t omach of

i nf ect ed and uni nf ect ed mi ce

Distribution of bacteria

Surface of epithelia Gastric pit s Gastric glands
F P F P F P

3d- 1 ++ + +
3d- 2 + + + + +

7d- 1 ++ ++ ++ ++ ++ ++

7d- 2 ++ N D + N D ++ N D

7d- c 1
7d- c2
10d- 1 ++ ++ + ++ ++ ++
10d- 2 + ++ + ++ ++ +

17d- 1 + + + + + ++

17d- 2 + + + + ++ +
17d- c1
17d- c2
21d- 1 + + + ++ ++ ++

21d- 2 ++ ++ ++ ++ +++ +++
24d- 1 + + ++ +++ +++ +++

24d- 2 + + + ++ ++ ++

28d- 1 + + + ++ +++ +++
28d- 2 ++ ++ ++ +++ +++ ++

28d- c1
28d- c2
8w - 1 + + ++ +++ +++ +++
8w - 2 ++ ++ +++ +++ +++ +++

12w - 1 + + ++ ++ +++ +++
12w - 2 + + ++ +++ +++ +++
12w - c1
12w - c2

16w - 1 + N D ++ N D +++ N D

16w - 2 + + ++ +++ +++ +++

20w - 1 + + ++ ++ +++ ++

20w - 2 + + ++ ++ +++ +++

20w - c1

20w - c2

50W - 1 + + + ++ +++ +++

50w - 2 + + + ++ + ++

F ; Fundus , P ; Pyl or us , d ; day, w ; week, c ; cont r ol , ND ; Not done
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Tabl e 3. Hi s t opat hol ogi cal f i ndi ngs of t he f undi c and pyl or i c mucos a

of mi ce i nf ect ed and uni nf ect ed wi t h t i ght l y s pi r al bact er i a.

H is t op a tho log ica l f in d ing s

Grade of g astritis
Presence of lymphoid

follicles

F P F P

3d- 1 +
3d- 2 CD
7d- 1 +
7d- 2 + N D
7d- c1
7d- c2 +
10d- 1 + +
10d- 2 + + CD
17d- 1 + + CD
17d- 2 + + F E
17d- c1 +
17d- c2 +
21d- 1 ++ +
21d- 2 + ++ F E
24d- 1 + ++ CD
24d- 2 ++ ++
28d- 1 ++ ++
28d- 2 ++ ++ F E
28d- c1 +
28d- c2 +
8w - 1 +++ ++ + F E
8w - 2 ++ ++ + F E , CEH
12w - 1 +++ +++ + F E
12w - 2 +++ +++ + +
12w - c1 + + CD
12w - c2 + +
16w - 1 ++ N D + F E
16w - 2 ++ ++ + F E
20w - 1 ++ ++ +
20w - 2 ++ ++ + F E , CEH
20w - c1 +
20w - c2 + +
50W - 1 ++ +++ + + CD , M A , H N
50w - 2 + +++ + + F E , M A , IC

F ; f undus

P ; pyl or us
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ND ; not done

CD ; cys t i c di l at at i on of f undi c gl ands

FE ; f ocal necr os i s and er os i on of sur f ace epi t hel i a of f undi c and

pyl or i c mucos a

CEH ; cr ypt epi t hel i al hyper pl as i a

MA ; mar ked at r opy of gas t r i c gl ands

HN ; hyper pl as i a of mucus neck cel l s

I C ; i ncr eased col l agen f i ber of l ami na pr opr i a of f undi c mucos a

2 . Ur e as e t e s t

Ur eas e t es t를 수행한 결과 감염후 3일에 부검한 1례를 제외하고는

모든 감염군에서 ur eas e 양성 반응이 나타났으나 대조군에서는 모두 음성

으로 나타났다( Fi g 8) .

3 . PCR and bac t e r i a l c ul t ur e

3가지의 pr i mer s를 이용하여 PCR을 수행한 바, 580bp, 1. 5kb, 0. 8kb

에서의 밴드는 형성되지 않았다. 또 다양한 방법으로 균분리를 시도하였지

만 r od형의 gr am negat i ve 균체만 증식할 뿐, t i ght l y s pi r al bact er i a는

배양하지 못하였다.

4 . El e c t r onmi c r os c opi c e xami nat i on

전자현미경으로 관찰한 결과, 균체는 주고 점액내에서 증식하고 있었

으며, 2- 6회 꼬여있었다. 길이는 약 2- 6μm정도였고, 폭은 약 0. 4- 0. 8μm
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였으며, cel l s의 양극에서 직경 약 40 nm의 f l agel l a가 2- 5까지 관찰되었

다( Fi g 9) . Cel l s의 끝부위는 다소 평평하거나 둥글게 관찰되었으며,

el ect r o- l ucent한 부위가 관찰되었다. 그러나 본 실험에서 관찰된 t i ght l y

s pi r al bact er i a는 per i pl as mi c f i br i l s를 형성하지는 않았다.

제 4 절 고찰

돼지의 위에서 증식하면서 현재까지 일반 배지에서 배양이 되지 않고

있는 t i ght l y s pi r al bact er i a를 마우스에 감염시킴으로써 i n vi vo상에서

쉽게 유지할수 있었고 이 나선균에 대한 감염모델동물을 작제할수 있었다.

t i ght l y s pi r al bact er i a가 감염된 돼지의 위조직을 갈아서 마우스에 경구

투여한 결과 약 3주의 단기간내에 균은 마우스의 위저부와 유문부의 점막

에 대량으로 증식하였다. 균은 주로 gas t r i c gl ands의 내강에서 가장 많이

관찰되었으며, 이외에도 par i et al cel l s의 세포질내, 점막표면, gas t r i c

pi t s등에서 고르게 관찰되었다. 균은 감염기간이 경과함에 따라 점막표면

보다는 gas t r i c gl and내강에서 많이 증식하였다. 감염군에서 균체가 고도

로 증식함에 따라 고유점막층에 림프구와 형질세포의 침윤이 증가한 사실

을 미루어 볼때, t i ght l y s pi r al bact er i a의 감염과 관련된 병변은 위저부

와 유문부의 만성위염이라 할수 있었다.

Mendes등이 wi s t ar r at s을 이용하여 t i ght l y s pi r al bact er i a의 감염

실험을 수행한 결과, 감염후 6개월에 부검한 6마리중 5마리와 1년후 부검

한 5마리중 2마리에서 이러한 림프여포가 생성되었다( Mendes 등, 1996) .

또, 돼지의 유문부 조직에서 t i ght l y spi r al bact er i a의 감염과 림프여포

의 발생과는 중요한 관련성( p=0. 014)이 있었다( Mendes 등, 1991) . 본 실험

에서도 감염후 8주부터 50주까지 부검한 10마리중 9마리의 위저부 혹은

유문부 고유점막층에 림프여포가 형성되어 이들과 유사한 결과를 나타내었

다. 감염군에서 위저부와 유문부의 고유점막층에 호중구 침윤은 관찰되지
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않거나 매우 경도로 산발적으로 침윤하였으며, 이는 대조군에서도 유사하

게 관찰되었기 때문에, t i ght l y s pi r al bact er i a의 감염은 호중구의 침윤

과는 관계없다고 할수 있었다. 한편 1990년 Mendes 등은 돼지의 위에 증식

하는 t i ght l y spi r al bact er i a( "Gas t r os pi r i l l um s ui s " )를 전자현미경으로

관찰한 바, 균체는 3- 8회 꼬여있었고, 길이는 1. 5- 5. 2( mean 4. 0) μm, 폭은

0. 4- 0. 7( mean 0. 6) μm였으며, 균체의 양 끝에서는 직경 약 22nm의

f l agel l a가 6개까지 관찰되었다( Mendes , 1990) . 본 연구에서 관찰된 균체

는 길이가 2- 6μm였고, 폭은 0. 4- 0. 8μm였으며, 나선은 2- 6회 감겨있었다.

그리고 직경 약 40nm의 f l agel l a가 cel l s의 양극으로부터 2- 5개가 관찰되

어 Mendes등이 보고한 것과 매우 유사하였다.

현재까지 돼지에서 위궤양을 일으키는 원인으로는 사료( Gui zzar di

등, 1981 ; Kr akowka 등, 1998)와 Hyos t r ongyl us r ubi dus , As car i s s pp,

Phys ocephal us s pp 그리고 Si monds i a s pp 와 같은 기생충이 알려져 있다.

또한 candi di as i s가 par s os opagea에서 가끔 발생하며 이들은

pr e- ul cer at i ve epi t hel i al hyper pl as i a와 par aker at os i s와 관련되어 있다

고 한다( J ubb 등, 1985) . 본 실험을 통해 돼지의 위에 증식하는 t i ght l y

s pi r al bact er i a를 mouse에 감염시켰을 때 림프구와 형질세포의 침윤을 주

로하는 고도의 만성위염을 형성하는 것을 알수 있었다. 이러한 결과로 미

루어 볼 때, t i ght l y s pi r al bact er i a의 감염이 돼지에서 gas t r i c di s eas e

를 일으킬수 있는 가능성은 충분히 있다.

돼지에서 t i ght l y pi r al bact er i a와 위염과의 관계에 대해서는 아직

까지 명확히 밝혀져 있지 않다. 이번 mous e model은 t i ght l y s pi r al

bact er i a와 위염과의 관계를 규명하고 치료제의 효력을 평가하는데 효과적

으로 이용될수 있을 것이다. 한편 국내 돼지에서는 아직까지 t i ght l y

s pi r al bact er i a가 어느 정도 감염되어 있는지, 또 감염되었을 때 증체율

에는 어떠한 영향을 미치는지등에 관한 연구가 이루어지지 않고 있다. 국

내 산업동물로서 가장 중요시되는 돼지의 생산성 향상을 위해 이러한 연구

- 75 -





Fi g 2. A t es t mouse ( PI 8weeks) ; Lymphoi d f ol l i cl e of f undi c

mucosa, H&E st ai n.
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Fi g 3. A t es t mouse ( PI 8weeks) ; I nf i l t r at i on of mononucl ear

cel l s i n t he l ami na pr opr i a and f ocal necr os i s of sur f ace

epi t hel i a of t he f undi c( A) and pyl or i c( B) mucosa.
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Fi g 4. A t es t mouse ( PI 20 weeks) ; Hyper pl as i a of cr ypt

epi t hel i a of pyl or i c mucosa( A: H&E st ai n) and t i ght l y spi r al

bact er i a i n t he pos i t i on( B: St ei ner ' s s i l ver s t ai n) .
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Fi g 5. A t es t mouse ( PI 50 weeks) ; Hyper pl as i a of mucus neck

cel l s , cys t i c di l at at i on of f undi c gl ands and at r opy of cr ypt

epi t hel i a, H&E st ai n.
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Fi g 6. A t es t mouse ( PI 21days) ; Ti ght l y spi r al bact er i a i n

t he l umen of f undi c gl ands , St ei ner ' s s i l ver s t ai n.
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Fi g 7. A cont r ol mouse ; Nor mal f undi c( A) and pyl or i c

mucosa( B) , H&E st ai n.
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Fi g 9. A t es t mouse ( PI 12 weeks) ; Ul t r as t r uct ur e of t i ght l y

spi r al bact er i a, f l agel l a i s i ndi cat ed by ar r owhead. ×27. 500
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제 3 장 돼지 위점막에서 증식하는 t i ght l y

spi r al bac t er i a의 돼지 실험감염

제 1 절 서론

Hel i cobact er pyl or i는 1983년 War r en과 Mar s hal l에 의해 처음으로

분리되었으며 사람에서 pept i c ul cer ( War r en, 1983 ; Mar shal l , 1983) )와

gas t r i c adenocar ci noma ( Par sonnet 등, 1991 ; Gr aham, 1989)를 일으키는

주요한 원인체로 알려져 있다. 1990년대 초반까지는 H. pyl or i에 대한 실

험모델동물이 영장류, gnot obi ot i c pi gs , 개에 국한되어 있었으며, 이들은

값이 비싸고, 유지하기가 어려웠기 때문에 H. pyl or i와 사람의 gas t r i c

mucos al di s eas e와의 관계를 규명하기 위한 연구가 활발히 이루어지지 못

하였다. 1990년대 중반이후 Mongol i an ger bi l e( Mat s umot o 등, 1997;

Hi r ayama 등, 1996)과 마우스( Kont ur ek 등, 1999; Sheu 등, 1999)등의 설

치류가 H. pyl or i에 대한 감염모델동물로 확립되면서 H. pyl or i 감염시 위

점막에 나타나는 병리학적 변화의 관찰( Sawada 등, 1998; Shomer 등,

1998; St ur egar d 등, 1998)이나 백신, 위궤양 치료제의 효력시험( Ket o 등,

1999)등의 연구가 많이 수행되고 있다.

Act i ve chr oni c gas t r i t i s가 있는 환자의 ant r al mucos a에서 H.

pyl or i와는 다른 s pi r al bact r i a가 발견되었다( Dent 등, 1987) . 이 spi r al

bact er i a는 이전에는 McNul t y등에 의해 Gas t r os pi r i l l um homi ni s ( McNul t y

등, 1989)라고 명명되었으나 Sol ni ck등이 사람의 bi ops y speci mens에서

16S r RNA gene의 PCR 증폭을 통해 G. homi ni s의 16S s equence를 결정함으

로써 지금은 Hel i cobact er hei l manni i ( Sol ni ck 등, 1993, 1994)라고 부르

고 있다. 1990년에 Quei r oz와 Mendes등은 돼지의 위에서 이와 유사한
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t i ght l y s pi r al bact er i a를 최초로 보고하였다( Quei r oz 등, 1990) . 일반

배지에서 배양이 되지 않고 있는 이러한 나선균의 감염은 chr oni c pyl or i c

gas t r i t i s의 발생과 매우 관계가 깊었고( p=0. 013) , 조직학적으로는 고유점

막층에 l ymphoi d f ol l i cl e을 형성하는 것을 특징으로 하였다( Mendes 등,

1991) .

우리는 최근에 국내 돼지의 위에서 t i ght l y s pi r al bact er i a의 감염

을 확인하였다. 이 나선균의 감염과 돼지 위점막에 발생하는 병변과의 관

계를 규명하고자 본 연구를 수행하였다.

제 2 절 재료 및 방법

1 . Ani mal s

강원도 횡성에서 4주령의 웅성돈 11마리를 구입하였다. 시멘트 바닥

으로 물청소가 가능한 사육장에서 1주일간 순화기간을 두었으며 사료와 음

수는 멸균하지 않고 자유급식시켰다. 9마리의 실험군과 2마리의 대조군은

각기 다른 사육장에서 사육하였다.

2 . I noc ul a

경기도 수원 도축장에서 구입한 10개의 돼지위의 위저부와 유문부 조

직을 슬라이드에 도말하여 자연 건조한후 Met hanol에 10분간 고정하였고

Car bol f us ci n염색을 하여 광학현미경으로 관찰하였다. 현미경상에서

t i ght l y s pi r al bact er i a가 관찰된 위저부와 유문부의 점막을 멸균한 가위

로 잘게 세절하여 멸균 Phos phat e buf f er ed sal i ne( PBS, pH 7. 2)에 넣고

균질화하여 멸균가제로 거른후 이를 5ml씩 9마리의 돼지에 경구투여하였

다. 대조군 2마리에는 t i ght l y s pr i al bact er i a에 감염되지 않은 돼지 위
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조직을 위와 같은 방법으로 하여 동량 투여하였다.

3 . Expe r i me nt a l de s i gn

감염후 7, 17, 24, 39일에 각각 2마리를 부검하였고, 감염후 46일에

는 감염군 1마리와 대조군 2마리를 부검하였다.

4 . Hi s t opat ho l og i c a l f i ndi ngs

부검후 식도부 말단과 십이지장의 기시부를 잘라 위를 적출하였다.

식도부 말단으로부터 대만부를 따라 위를 절개한후 위내용물을 흐르는 물

에 조심스럽게 제거하였고, 육안소견을 관찰한 후 식도부, 분문부, 위저

부, 유문부 조직을 10%중성 포르말린에 고정하였다. 24시간 이상 고정한

후에 al cohol - xyl ene으로 pr ocess i ng하여 파라핀 포매하였고, 2μm의 슬라

이드 절편을 만들어 HE 염색과 St ei ner ' s s i l ver 염색을 하여 광학현미경

으로 관찰하였다. 분문부와 위저부, 유문부에서 고유점막층의 염증세포 침

윤에 따라 위염을 평가하였는데, 평가 기준은 Tabl e 1과 같이 하였다.

Tabl e 1. Eval uat i on of bact er i al col oni sat i on and gas t r i t i s i n t he

gas t r i c mucos a of t es t and cont r ol pi gs .

Gra d e
B ac t e r ia l

co lon is a t ion
g as t r i t is

+ 1- 15 / field
mild infiltration of lymphocytes , plasma cells in

the lamina propria

++ 15- 30 / field
moderately dense infiltration of lymphocytes ,

plasma cells in the lamina propria

+++ > 30 / field
marked dense infiltration of lymphocytes , plasma

cells in the lamina propria
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제 3 절 결과

육안적으로 경도의 식도부 각화가 감염여부에 관계없이 실험군과 대

조군에서 산발적으로 발생하였으며, 미란이나 궤양같은 소견은 어느 조직

에서도 관찰되지 않았다. 조직학적으로 감염후 7일에는 각각 1례에서 위저

부와 유문부의 고유점막층에 경도의 섬유화가 관찰되었으며, 위저부에서는

림프구가 점막표층에 국소적으로 소수 침윤하였는데, 실험전례에서 위저부

에 병변이 심한 것은 관찰되지 않았다. 한편, 유문부에서는 림프구와 형질

세포가 다소 중도로 미만성으로 침윤하였다. 식도부에서는 감염후 7일에

hyper ker at os i s와 par aker at os i s가 2례에서 모두 고도로 관찰되었는데 감

염군과 대조군 모두에서 이러한 변화는 경도에서 중도로 산발적으로 발생

하였다( Fi g 1) . 분문부에서는 감염 초기에 경도의 림프구와 호산구 침윤이

고유점막층에서 관찰되었는데, 감염기간이 경과할수록 고유점막층에 림프

구, 형질세포, 호산구 침윤이 고도로 관찰되었으며, 감염후 17일과 39일에

각각 1례에서 림프여포가 형성된 것이 관찰되었다( Fi g 2) . 실험 마지막날

에 부검한 대조군에서도 분문부의 염증반응은 고도로 관찰되었다. 또 감염

후 17일에 부검한 위조직의 분문부에서는 점막표면 상피세포의 국소괴사

및 변성, mucus neck cel l의 hyper pl as i a 그리고 점막의 er os i on이 관찰되

었다( Fi g 3) . 은염색표본에서 t i ght l y s pi r al bact er i a의 감염은 유문부에

국한되어 있는 것을 확인하였다. 감염후 7일에는 1례에서 점액 내부와

gas t r i c pi t s에서 소수의 균체( < 15/ f i el d)가 관찰되었다( Fi g 4) . 감염후

17일에는 gas t r i c gl ands 내강에서 균체가 집락을 이룬 것이 관찰되었고,

Gas t r i c pi t s에서도 균체가 이전보다 수적( 15- 50/ f i el d)으로 증가하여 관

찰되었다. 감염후 24일에는 gas t r i c pi t s ( > 50/ f i el d)에 균이 더욱 증가

하여 관찰되었고, gas t r i c gl ands 내강에 균체의 집락도 더욱 증가하였다

( Fi g 5) . 감염후 39일과 46일에 부검한 개체에서는 감염후 24일에 관찰된

것과 유사한 정도의 균체가 관찰되었다. 유문부에서 감염후 17일에는 균체
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가 증식한 곳에서 점막상피세포의 변성과 국소괴사가 관찰되었고, 감염후

24일에 부검한 1례에서는 고유점막층에 림프여포가 형성되었다( Fi g 6A) .

그러나 림프여포 내부에서 균체는 관찰되지 않았다( Fi g 6B) . 감염후 39일

에는 1례에서 점막층에서 부종이 관찰되었고 또다른 1례에서는 점막표면

상피세포의 변성이 관찰되었다. 감염후 7, 17, 24, 39일에는 부검한 것중

각 1례씩, 총 4례에서 고유점막층에 경도의 섬유화가 일어난 것이 관찰되

었다. 대조군에서는 유문부의 염증반응이 경도 내지는 중도로 관찰되었는

데, 은염색표본에서 균체는 관찰되지 않았다( Fi g 7) .
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Tabl e 2. Eval uat i on of bact er i al col oni sat i on and gas t r i t i s i n

t he gas t r i c mucosa of t es t and cont r ol pi gs .

Gas tr it is and ba c t er ia co lon isa t ion

Cardia F undus
Py lorus

gas tritis B C

p7- 1 + + ++ N

p7- 2 + + ++ +

p17- 1 ++ + +++ +++

p17- 2 ++ + +++ +++

p24- 1 ++ ++ ++ ++

p24- 2 +++ + ++ +++

p39- 1 ++ + ++ ++

p39- 2 +++ + ++ +++

p46- 1 +++ + ++ +++

con- 1 ++ + + N

con- 2 ++ + + N

BC ; bact er i al col oni s at i on

N ; negat i ve
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Tabl e 3. Hi s t opat hol ogi cal f i ndi ngs of gas t r i c mucosa of t es t

and cont r ol pi gs .

H is top a tho log ica l f ind ing s

Par oesop hag us Cardia F undus Py lorus

P7- 1 H K , P K N N F

P7- 2 P K N F N

P 17- 1 H K , P K , H M , F N , LF ED E D , F N

P 17- 2 P K E D , F N N F , ED

P24- 1 N N N F , LF

P24- 2 N ED N N

P39- 1 P K N N F

P39- 2 P K LF N E

P46 H K ,P K N N ED

Con- 1 P K N N ED

Con- 2 P K ED N N

HK ; hyper ker at os i s ,

PK ; par aker at os i s

N ; nor mal

HM ; hyper pl as i a of mucus neck cel l s

FN ; f ocal necr os i s of sur f ace epi t hel i al cel l s

ED ; sur f ace epi t hel i al degener at i on

LF ; l ymphoi d f ol l i cl es

F ; f i br os i s

E ; Edema

제 4 절 고찰

Ti ght l y s pi r al bact er i a에 감염된 위조직을 갈아서 돼지에 경구투여

한 바 감염후 7일부터 유문부의 위점막에 균체가 증식하는 것을 확인하였
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다. 이 나선균은 오직 유문부에서만 증식하였는데, 이는 국내 비육돈의 위

조직에서 t i ght l y s pi r al bact er i a의 감염이 유문부에만 제한되어 있다는

이전의 결과와 일치하였으나( unpubl i s hed dat a) , Mendes 등은 유문부에서

의 감염율( 10. 8%)보다는 적다고 할지라도 위저부에서도 이러한 나선균의

감염이( 5. 0%) 성립한다고 하였다( Mendes 등, 1991) . 이 나선균은 감염후

17일부터 gas t r i c gl ands의 내강에 증식하였으며, 감염후 24일부터는

gas t r i c pi t s와 gas t r i c gl ands 내강에 고도의 집락을 이루고 있는 것이

확인되었다. 국내 비육돈의 유문부에서도 이러한 t i ght l y s pi r al bact er i a

는 점막의 표층과 gas t r i c pi t s , 그리고 gas t r i c gl ands의 내강에서 증식

하여, 본 실험에서의 결과와 일치하였다. Mendes등은 이러한 균체가 점막

표면의 점액내부와 gas t r i c pi t s에서만 관찰될뿐, 림프여포 내부나 마크로

파지, 고유점막층에서는 관찰되지 않았다고 하였다( Mendes 등, 1991) . 본

실험에서 t i ght l y s pi r al bact er i a의 감염은 유문부의 만성 위염을 일으키

는 것으로 나타났다. 분문부와 위저부에서는 균체의 감염이 성립되지 않았

을 뿐만 아니라 염증반응도 감염군과 대조군에서 뚜렷한 차이가 관찰되지

않았다. 반면 유문부에서는 균체의 감염이 고도로 진행되는 시기에 고유점

막층에 단핵구와 호산구의 침윤이 고도로 증가하였고, 대조군에서는 경도

의 염증반응만이 관찰되었다. 국내 비육돈에서는 p<0. 05에서 t i ght l y

s pi r al bact er i a의 감염이 만성 유문부 위염과 유의적으로 중요한 관련성

이 있었으며, Mendes등의 실험에서도 유문부의 만성위염과 나선균과의 상

관관계가 유의성( p=0. 013)이 있음이 밝혀졌다( Mendes 등, 1991) . 대조군에

서도 유문부에 경도 또는 중도의 위염소견이 관찰되었는데, 국내 비육돈의

위조직에 대한 연구나 Mendes 등의 실험에서도 t i ght l y s pi r al bact er i a가

감염되어 있지 않은 개체에서 유문부의 만성 위염은 관찰되었다. 그리고

이러한 원인에는 사료에 관련된 문제( Gui zzar di F 등, 1982 ; Kr akowka S

등, 1998)나 Hyos t r ongyl us r ubi dus , As car ops s pp. , Physocephal us s pp.

그리고 Si monds i a spp.같은 기생충( J ubb KVF, 1985)등이 알려져 있다.

- 92 -



본 연구를 통해 돼지에서 t i ght l y s pi r al bact er i a의 경구를 통한 감

염이 감염후 7일의 단기간에 성립함을 확인할수 있었다. 1990년 Qui er oz등

은 돼지의 위점막에 증식하는 Gas t r os pi r i l l um s ui s를 보고하였는데

( Qui er oz, 1990) , 이는 국내 돼지에서 관찰되는 t i ght l y spi r al bact er i a

와 형태학적으로 유사한 것이다. G sui s는 현재 16s r RNA s equenci ng이 확

립되어 사람의 위점막에 증식하는 Hel i cobact er hei l manni i t ype 1과 동일

함이 밝혀졌다( Quei r oz 등, 1995) . 때문에 이 균은 인수공통감염원으로 생

각되어지고 있는데, 국내에서 관찰된 t i ght l y s pi r al bact er i a를 분리, 배

양하여 보다 폭넑은 연구가 이루어져야 할 것이다.

Fi g 1. A t es t pi g ( PI D 7) ; I r r egul ar mucosal sur f ace wi t h

hyper ker at os i s and par aker at os i s , H&E st ai n.
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Fi g 2. A t es t pi g ( PI D 17) ; Lymphoi d f ol l i cl e of t he car di ac

mucosa, H&E st ai n.
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Fi g 3. A car di ac mucosa of a t es t pi g ( PI D17) ; Mar ked i nf i l t r at i on

of mononucl ear cel l s and gr anul ocyt es , f ocal necr os i s of sur f ace

epi t hel i a and i ncr eas e of mucus s ecr et i on, H&E st ai n.
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Fi g 4. A t es t pi g ( PI D 7) ; t i ght l y spi r al bact er i a i n mucus

of sur f ace of pyl or i c mucosa, St ei ner ' s s i l ver s t ai n.
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Fi g 5. A t es t pi g ( PI D 24) ; t i ght l y spi r al bact er i a i n t he

l umen of gas t r i c gl ands of pyl or i c mucosa, St ei ner ' s s i l ver

s t ai n.
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Fi g 6. A t es t pi g ( PI D24) ; A: Lymphoi d f ol l i cl e i n t he l ami na

pr opr i a of pyl or i c mucosa, H&E. B: No t i ght l y spi r al bact er i a

i n l ymphoi d f ol l i cl e, St ei ner ' s s i l ver s t ai n.
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Fi g 7. A cont r ol pi g ; Nor mal pyl or i c mucosa, H&E st ai n.
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제 4 장 마우스 위점막에서 t i ght l y spi r al

bact er i a의 증식에 미치는 유산균의

효과에 관한 연구

제 1 절 서론

Hel i cobact er pyl or i는 미호기성의 그람 음성균으로 War r en( War r en,

1983)과 Mar shal l ( Mar s hal l , 1984)에 의해 분리되어 pept i c ul cer ( War r en

등, 1983)와 gas t r i c adenocar ci noma( Par s onnet 등, 1991 ; Gr aham, 1989)

를 일으키는 주요한 원인체 알려져 있다. H pyl or i의 감염은 대개 생후 수

년내에 발생하며 만성적으로 균을 보유하게 된다. 개발도상국가에서는 20

세의 연령까지 약 인구의 80%가 감염되어 있으리라 추정된다( Gr aham 등,

1991) . 이러한 국가에서는 젊은 연령층 사람들의 H pyl or i감염을 억제하기

위해 효과적인 백신의 투여가 필요하다. 그러나 이 균에 대한 백신의 효과

는 아직까지 불확실하며, H pyl or i의 일부 pr ot ei n이 heat shock pr ot ei n

과 같은 eukar yot i c pr ot ei ns과 매우 유사한 homol ogy를 같기 때문에 자가

면역성 염증반응을 일으킬수도 있다( Dunn 등, 1992 ; Negr i ni 등, 1991) .

또한 H pyl or i의 치료를 위해 여러 가지 항생제 치료법이 적용되어 왔으나

항생제를 이용한 H pyl or i의 치료가 항상 성공적이지는 않으며, 때로는 심

한 부작용을 수반하기도 한다. 게다가 항생제에 대한 내성이 생겨 이후에

적용되는 치료법에 많은 문제점을 발생시키기도 한다.

Pr obi ot i cs은 위장관계 미생물의 균형을 이룸으로써 숙주에 이로운

효과를 나타내는 미생물이다( Ful l er , 1989) . Gnot obi ot i c mur i ne model을

이용한 이전의 연구에서, 유산균을 투여한 gnot obi ot i c BALB/ c mi ce에서는

H pyl or i가 증식하지 않았으나, 유산균의 많은 숫적 증가로 인해
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ger m- f r ee mi ce에서는 act i ve gas t r i t i s를 일으키기도 하였다( Kabi r 등,

1997) . 또 다른 실험에서는 유산균에 의해 생성되는 l act i c aci d에 의해 H

pyl or i의 증식이 억제되기도 하였다( Yuj i 등, 1998) .

1990년에 돼지위점막에서 t i ght l y s pi r al bact er i a의 감염이 보고되

었는데, 이 균은 사람의 위점막에 증식하는 Hel i cobact er hei l manni i와 형

태학적으로 매우 유사하였다( Quei r oz 등, 1990) . 이 나선균의 감염은 돼지

위점막에서 유문부의 만성위염의 발생과 유의적인 관련성이 있었다( Mendes

등, 1991) . 우리는 국내 돼지의 위에서 발생하는 세균성위염에 대해 연구

하던중 이와 동일한 s pi r al bact er i a를 관찰하였으며, 마우스의 실험감염

을 통해 이 균이 만성위염을 야기하는 것을 확인할수 있었다.

본 연구에서는 돼지 위점막에 증식하는 t i ght l y s pi r al bact er i a를

마우스에 감염시키고 유산균을 투여하여 유산균이 이 나선균의 증식에 어

떠한 영향을 미치는지 알아보고자 하였다.

제 2 절 재료 및 방법

1 . ani mal s

대한실험동물로부터 4주령의 수컷 SPF I CR 마우스를 36마리 구입하였

다. 이들은 마우스용 케이지( Pol ycar bonat e, 22×27×13Cm, 명지기계상사)

에 6마리씩 넣어 Hepaf i l t er가 부착된 Cl ean r ack(삼광, 국산)에서 22℃의

실내온도하에서 사육하였으며, 사료( Char l es r i ver CRF- 1, J apan)와 음수,

깔짚은 멸균하여 공급하였다. 구입후 1주일간 순화기간을 둔후 실험에 사

용하였다.

2 . I noc ul a
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Ti ght l y spi r al bact er i a에 감염된 돼지 위조직을 멸균 phos phat e

buf f er ed s al i ne( pH 7. 2)에 넣고 갈아서 마우스에 경구투여하였다. 감염후

3개월이 지난 마우스 4마리를 부검하여 위조직을 떼내었고, 위저부와 유문

부조직을 멸균 PBS에 넣고 갈아서 0, 5ml씩 30마리의 실험군에 투여하였다.

6마리의 음성대조군에는 동일한 주령의 t i ght l y s pi r al bact er i a가 감염되

지 않은 마우스위조직을 갈아서 동량 투여하였다.

3 . Bac t e r i a l s t r a i ns

Lact obaci l l us aci dophi l us ( HY0404)는 한국야쿠르트에서,

Lact obaci l l us s al i var i us ( ATCC 11741)은 Amer i can Type Cul t ur e

Col l ect i on에서 분양받았다. 각 유산균은 Bact oagar ( Di f co, USA)에 37℃에

서 배양한 후, Lact obaci l l i MRS br ot h( Di f co, USA)로 옮겨 수시간 증식시

킨후 사용하였다.

4 . Expe r i me nt a l de s i gn

각 gr oup은 Tabl e 1과 같이 하였다.
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Tabl e 1. Cl as s i f i cat i on of gr oup based on t r eat ment al di f f er ence.

Gr o up N o of an im a ls T r ea tm ent

1 6 -

2 6 tightly spiralled bacterial infection

3 6
tightly spiralled bacterial infection + Lactobacillus

salivarius

4 6
tightly spiralled bacterial infection + Lactobacillus

acidop hilus

5 6 tightly spiralled bacterial infection + 100ml Lactic acid

6 6 tightly spiralled bacterial infection + 10ml Lactic acid

Ti ght l y spi r al bact er i a 감염후 4주부터 유산균과 l act i c aci d를 투

여하였다. 유산균은 마리당 1×109 CFU를 4주에 걸쳐서 3일간 연속 투여하

였고, l act i c aci d는 4주간 매일 0. 5ml씩 경구투여하였다. 투여종료 1주일

후에 모든 마우스를 부검하였다.

5 . Me as ur e me nt of l ac t i c ac i d c onc e nt r at i on and Lac t obac i l l us

부검후 gr oup 3, 4의 위조직 일부를 떼내어 l act at e ki t ( Si gma, USA)

를 이용하여 l act i c aci d의 농도를 측정하였고, 평판계수법을 이용하여 증

식한 유산균의 수를 계산하였다.

6 . Hi s t opat ho l og i c a l e xami nat i on

마우스 위조직을 부검후 10% 중성포르말린에 24시간 고정하였다. 고

정후 Al cohol - xyl ene으로 pr oces s i ng하여 파라핀 포매한 후, 2μm로 슬라

이드 절편을 만들어 H&E 염색과 St ei ner ' s s i l ver 염색을 하였다. 세균의
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집락화 정도와 위염의 판정은 Tabl e 2와 같이 하였다.

Tabl e 2. Eval uat i on of bact er i al col oni sat i on and gas t r i t i s of

f undi c and pyl or i c mucosa.

Gra d e
B a c t e r ia l

co lon is a t ion
g as t r it is

+ 1- 20 / field
mild infiltr ation of lymphocytes , plasma cells in

the lamina propria

++ 20- 50 / field
moderately dense infiltr ation of lymphocytes ,

plasma cells in the lamina propria

+++ > 50 / field
marked dense infiltration of lymphocytes , plasma

cells in the lamina propria

7 . S tati s t i c s

Anova t es t를 이용하였다.

제 3 절 결과

조직학적으로 위저부와 유문부의 위염소견을 관찰한 결과, t i ght l y s pi r al

bact er i a를 감염시킨 양성대조군( gr oup 2)과 유산균을 투여한 군( gr oup

3, 4) , 그리고 l act i c aci d를 투여한 군( gr oup 5, 6)사이에는 유의적인 차이

가 관찰되지 않았다( p<0. 05) ( Fi g 1) . 음성 대조군에서는 대체적으로 위저

부와 유문부에 염증반응이 없거나 경도의 단핵구 침윤만이 관찰되었다. 그

러나 t i ght l y s pi r al bact er i a를 감염시킨 5개의 군에서는 유산균과

l act i c aci d의 투여 여부에 관계없이 전례에서 중도이상의 림프구와 형질

세포의 침윤이 관찰되었으며, 림프여포의 출현이나 상피세포의 국소괴사,

변성도 산발적으로 관찰되었다( Fi g 2, 3, 4) .

균체의 증식에 있어서도 5개의 군( gr oup 2- 6)에서 유의적인 차이는 나타나
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지 않았다( p<0. 05) ( Fi g 5) . 균체는 f undi c gl ands 내강에서 고도로 증식하

였으며, 유문부에서는 주로 gas t r i c pi t s에서 많이 관찰되었다( Fi g 6, 7) .

특히 유문부중에서도 십이지장으로 연결되는 부위보다는 위저부에 가까운

쪽에서 균체가 고도로 증식한 것이 관찰되었다.

위조직에 증식한 유산균의 평균수치와 l act i c aci d의 농도를 측정한 바, L

s al i var i us에서 다소 높게 관찰되었다. L sal i var i us로 처치한 군에서는

유산균수가 7. 343±0. 332 l og10CFU/ g t i s sue로 나타났으며, L aci dophi l us

로 처치한 군의 유산균수는 6. 812±0. 143 l og10CFU/ g t i s sue로 측정되었

다. 또 l act i c aci d의 농도는 L s al i var i us로 처치한 군에서 4. 026±1. 050

μmol / g t i s s ue, L aci dophi l us로 처치한 군에서 2. 851±0. 279로 측정되었

다.

제 4 절 고찰

Pr obi ot i cs에 의해 생산되는 억제성 물질에는 bact er i oci ns외에

l act i c aci d, vol at i l e aci d등이 있다( Ful l er 등, 1989 ; Tagg 등, 1976) .

Bhat i a등의 i n vi t r o 실험에서는, L aci dophi l us에 의해 생산되는 l act i c

aci d가 H pyl or i의 증식을 억제하였다( Bhat i a 등, 1989) . 그러나 Bazzol i

등이 H pyl or i의 감염에 의해 위염이 발생한 환자에 8주동안 L

aci dophi l us를 경구투여한 바, H pyl or i를 억제하거나 병변을 감소시키지

는 않았다( Bazzol i 등, 1992) . 또 Yuj i등이 i n vi t r o와 i n vi vo에서 L

s al i var i us와 L aci dophi l us , L cas ei가 H pyl or i의 감염에 미치는 영향에

대하여 연구한바, L s al i var i us로 chal l enge한 군에서는 H pyl or i의 증식

이 현저하게 억제되었으며, 위염도 감소하였으나 L aci dophi l us와 L cas ei

는 그렇지 못하였다. 그리고, L sal i var i us를 투여한 군에서는 l act i c

aci d의 농도가 다른 두 개의 유산균에 비해 현저하게 높게 나왔는데,

10mMol과 100mMol의 l act i c aci d를 투여한 군에서 H pyl or i의 증식이 현저
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하게 억제된 것으로 미루어 보아 결국 H pyl or i는 유산균에서 분비하는

l act i c aci d에 의해 증식이 억제된다는 결론을 내릴수 있었다( Yuj i 등,

1998) .

Ti ght l y s pi r al bact er i a는 돼지의 위점막에 감염되어 유문부의 만성

위염을 일으킨다( Mendes 1991) . 그리고 마우스와 랫드에 경구로 감염시켰

을 때, 위저부와 유문부에 고도의 림프구와 형질세포의 침윤을 수반하는

염증반응이 나타난다고 하였다( Mour a 등, 1993 ; Mendes 등, 1996) . 본 연

구에서 유산균과 l act i c aci d의 투여는 마우스의 위점막에서 t i ght l y

s pi r al bact er i a가 일으키는 병변을 감소시키지 못하였고, 균체의 증식 또

한 억제하지 못하였다. 아마도 돼지 위점막에 증식하는 나선균이 l act i c

aci d에 강하게 저항할수 있는 어떠한 기전이 있으리라 생각된다. 본 실험

에서는 위점막에 L s al i var i us가 L aci dophi l us보다 다소 많이 증식하였

고, l act i c aci d도 보다 많이 산생하였는데, 이는 Yuj i등이 보고한 결과와

도 일치하였다( Yuj i 등, 1998) .

돼지의 위점막에서 증식하는 t i ght l y s pi r al bact er i a는 전자현미경

학적 관찰( Mendes 등, 1990)과 16S r RNA s equenci ng을 통해 사람의 위점

막에 증식하는 H hei l manni i t ype 1과 거의 일치하였다( Quei r oz 등,

1995) . 이러한 결과는 이균이 인수공통감염원이라는 사실을 강하게 증명하

고 있는데, pr obi ot i cs이외에 이 균을 효과적으로 억제할수 있는 치료법이

개발되어야 할 것이다.
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Fi g 1. Gas t r i t i s scor e of t he f undi c( A) and pyl or i c mucosa( B)

of each gr oup.
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Fi g 2. Fundi c mucosa of a mouse of gr oup 2( A) and 3( B) ;

I nf i l t r at i on of mononucl ear cel l s and f ocal necr os i s of

epi t hel i a of gas t r i c gl ands , H&E st ai n.
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Fi g 3. Fundi c mucosa of a mouse of gr oup 5 ; Pr esence of

l ymphoi d f ol l i cl e i n t he mucosal l ayer , H&E st ai n.
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Fi g 4. Pyl or i c mucosa of a mouse of gr oup 2( A) , 4( B) , 6( C) ;

Moder at e i nf i l t r at i on of l ymphocyt es and neut r ophi l s i n t he

l ami na pr opr i a, H&E st ai n.
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Fi g 5. Scor e of col oni zat i on of t i ght l y s pi r al bact er i a i n t he

f undi c( A) and pyl or i c mucosa( B) .
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Fi g 6. Fundi c mucosa of a mouse of gr oup 3( A) and 4( B) ;

Ti ght l y spi r al bact er i a i n t he l umen of gas t r i c gl ands ,

St ei ner ' s i l ver s t ai n.
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Fi g 7. Pyl or i c mucosa of a mouse of gr oup 2( A) and ( B) ;

Ti ght l y spi r al bact er i a i n t he l umen of gas t r i c gl ands or

gas t r i c pi t s , St ei ner ' s i l ver s t ai n.
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제 5 장 돼지 위점막에 증식하는 t i ght l y

spi r al bac t er i a의 전자현미경학적

관찰

제 1 절 서론

사람의 위에서 증식하는 H pyl or i가 최초로 분리된( Mar s hal l 등,

1984)지 15년동안 사람과 동물의 위에서 증식하는 spi r al or gani s m에 대한

많은 연구가 수행되어왔다( Bl as er , 1993 ; Fox 등, 1993 ; Lee, 1989 ;

Lee 등, 1993) . H pyl or i와는 다른 s pi r al bact er i a( "Hel i cobact er

hei l manni i " )가 act i ve chr oni c gas t r i t i s가 있는 환자의 ant r al mucos a에

서 발견되었는데( Dent 등, 1987) , War t hi n- St ar r y 은염색에서 이 균은 H.

pyl or i보다 2- 3배 더 길었으며 매우 꼬여있었고, non- s el ect ed gas t r i c

bi ops y sampl es을 조사한 결과 사람에서는 약 0. 08%에서 1%가 이 균에 감

염되어 있었다( Dent 등, 1987; Wegmann 등, 1991; St ol t e 등, 1990;

Hei l mann 등, 1991) . H. hei l manni i는 사람의 위점막에 감염되어 chr oni c

gas t r i t i s , gas t r i c ul cer , adenocar ci noma를 일으킨다고 알려져 있는데

( St ol t e 등, 1994; Mor gner 등, 1995; Debongni e 등 1995) , H. pyl or i 비

해 발생되는 병변의 정도는 경미하였고( Tanaka 등, 1994) , 균의 증식형태

는 H. pyl or i가 주로 유문부에 미만성으로 증식하는 반면, H. hei l manni i

는 다발성 소상의 증식형태를 나타내었다.

한편, Quei r oz와 Mendes등은 돼지의 위에서 증식하는 t i ght l y s pi r al

bact er i a를 최초로 보고하였는데( Quei r oz 등, 1990) , 16S r RNA gene

s equenci ng 결과 이 균은 사람의 위점막에 증식하는 H. hei l manni i t ype

1과 99. 5%일치하였다( Quei r oz 등, 1995) . 이 균은 돼지 위점막에 감염되
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어 고도의 림프구와 형질세포의 침윤을 수반하는 만성 유문부 위염을 야기

하였고( Mendes 등, 1991) , 고유점막층에 림프여포를 형성하는 것을 특징으

로 하였다.

우리는 돼지의 위점막에 발생하는 병변에 관하여 연구하던 중, 유문

부 점막에서 일반배지에서는 배양이 되지않는 t i ght l y s pi r al bact er i a를

발견하였다. 전자현미경학적 관찰을 통해 이 균체의 형태학적인 특징을 밝

혀내고자 본 연구를 수행하였다.

제 2 절 재료 및 방법

1 . Ani mal

수원도축장에서 구입한 돼지의 유문부 조직에서 car bol - f usci n 염색

을 통해 t i ght l y s pi r al bact er i a의 감염을 확인하였으며, 감염이 확인된

돼지의 유문부 점막을 본 연구에 이용하였다. 한편, t i ght l y s pi r al

bact er i a는 일반배지에서 배양이 되지 않기 때문에 마우스( 4주령 웅성

I CR)를 이용하여 생체내에서 균을 계대하였는데, 감염후 1개월이 지난 1마

리의 마우스 위조직을 전자현미경학적 관찰을 위해 이용하였다.

2 . Pr e par at i on f o r e l e c t r onmi c r os c opy

Ti ght l y spi r al bact er i a의 감염이 확인된 돼지와 마우스 위조직을

포르말린에 고정한후 1mm3으로 세절하여 1% Os O4( Si gma, USA)로 100분간

후고정하였다. 0. 1M s odi um cacodyl at e buf f er ( pH 7. 2)를 이용하여 30분간

3회 세정하였고, 이후 70%, 80%, 90%, 100% al cohol을 이용하여 각각 4℃

에서 10분간 3회 탈수과정을 거쳤다. 그리고 100% al cohol과 pr opyl ene
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oxi de를 1: 1로 섞은 용액으로 실온에서 10분간 반응시킨후, pr opyl ene

oxi de만을 이용하여 또다시 실온에서 10분간 3회 반응하였다. Epon

mi xt ur e( Quet ol 812, DDSA, MNA)와 pr opyl ene oxi de를 1: 1로 섞은 용액에

실온에서 잘 흔들어주면서 over ni ght 반응하였다. 이후 DMP30을 첨가한

epon mi xt ur e에 넣고 embeddi ng t r ay의 양 끝에 조직을 놓은후 35℃, 45℃

에서 각각 하루씩 반응하였고, 60℃에서 3일간 i ncubat i on하였다. 이를 다

이아몬드 칼로 70nm씩 박절하여 1% ur anyl acet at e와 1% l ead ci t r at e로

이중염색한후 전자현미경( J EM 100c×Ⅱ, J eol J apan)으로 80KV에서 관찰하

였다.

제 3 절 결과

Ti ght l y s pi r al bact er i a가 감염된 돼지와 마우스의 유문부 점막 표

층을 전자현미경학적으로 관찰한 바, 점막표면의 점액내부에서 다수의 균

체가 관찰되었으며( Fi g 1) , 두 개체에서 관찰된 균체는 동일하였다. 균체

는 나선형으로 관찰되었는데, 2- 6회까지 꼬여 있었고, 길이는 2. 0 ∼ 6. 0

μm, 폭은 0. 5 ∼ 0. 8μm였으며, 균체의 양 극은 둥글거나 다소 평평하게

관찰되었다. 고배율에서 관찰하였을 때, 균체의 세포질은 그람음성균의 특

징인 안쪽과 바깥쪽에 세겹으로 이루어진 membr ane과 cel l wal l로 둘러싸

여 있었다. Cel l wal l은 두께가 약 10nm였는데, 두 개의 el ect r on- dense한

부분이 다소 el ect r on- l ucent한 부분에 의해 나뉘어져 있었다( Fi g 2) .

Fl agel l a가 발생하는 균체 양 극의 근처에는 el ect r on- l ucent하며 상대적

으로 r i bosome이 적은 곳이 관찰되었다. 이 부위와 pl asma membr ane 사이

에는 매우 el ect r on- dens e한 pol ar membr ane이 존재하였다. 균체의 양 극

에서는 직경 약 40nm의 f l agel l a가 2 ∼ 5까지 발생한 것이 관찰되었으나

( Fi g 3) , H f el i s등에서 보이는 per i pl as mi c f i br i l s은 관찰되지 않았다.
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제 4 절 고찰

돼지의 유문부 점막에 증식하는 t i ght l y s pi r al bact er i a를 전자현미

경학적으로 관찰한 바, 균체는 점막표면의 점액속에 다수가 증식하고 있었

고, 길이는 2. 0∼6. 0 μm, 폭은 0. 5∼0. 8μm였으며, 양쪽 극에서 직경 약

40nm의 f l agel l a가 2∼5개 발생하였다. Mendes 등이 돼지의 위에 증식하는

t i ght l y s pi r al bact er i a ( "Gas t r os pi r i l l um s ui s " )를 전자현미경으로 관

찰한 바, 균체는 3- 8회 꼬여있었고, 길이는 1. 5- 5. 2( mean 4. 0) μm, 폭은

0. 4- 0. 7( mean 0. 6) μm였으며, 균체의 양 끝에서는 직경 약 22nm의

f l agel l a가 6개까지 관찰되었고( Mendes , 1990) . 이는 본 연구에서 관찰한

소견과 매우 유사한 것으로 국내 돼지 위점막에 증식하는 t i ght l y s pi r al

bact er i a가 G s ui s일 가능성이 매우 크다.

1999년에 Ander sen 등은 사람의 위점막에 증식하는 H hei l manni i를

분리하는데 성공하였는데, 이 균은 전자현미경상에서 길이가 3- 8μm였고,

폭은 0. 4- 0. 7μm였다. El ect r on- l ucent한 cyt opl as mi c zone을 갖는 한쪽극

으로부터 14개까지의 f l agel l a가 발생하였으며, per i pl as mi c f i br i l s은 관

찰되지 않았다( Ander s en 등, 1999) .

개의 위점막에서도 H hei l manni i의 감염이 보고되어 있는데, 형태학

적으로 3가지로 분류할수 있다. 그들중 하나는 직선의 원통형으로

per i pl as mi c f i br i l s 가 균체를 감고 있고 다른하나는 l ar ge spi r al균이며

각각의 나선의 릉에 균체를 감고있는 per i pl as mi c f i br i l s이 있으며 또 다

른하나는 t i ght l y s pi r al bact er i a로서 per i pl as mi c f i br i l s는 없는 것으

로 보고되었다( Weber 등, 1962) .

본 연구를 통해 국내 돼지의 위점막에 증식하는 t i ght l y s pi r al

bact er i a는 형태학적으로 Gas t r os pi r i l l um s p( Hel i cobact er hei l manni i )와

유사함을 알수 있었다. 이러한 균은 최근에 인수공통감염원으로 주목받고

있는데, 국내 돼지에서의 발생상황과 균체의 감염에 의한 병리학적 연구,
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균분리를 통한 균체의 생화학, 분자생물학적 특성등이 깊이 있게 연구되어

야 할 것이다.
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Fi g 1. Ul t r as t r uct ur e of numer ous sect i ons of t i ght l y

spi r al l ed bact er i a of gas t r i c mucosa of a mouse. ×15, 000
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Fi g 2. Ul t r as t r uct ur e of t i ght l y spi r al l ed bact er i um of

gas t r i c mucosa of a mouse( A) and pi g( B) , ar r ow ; pl asma

membr ane, ar r owhead ; cel l wal l , ×66, 250( A) , ×100, 000( B) .
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Fi g 3. Ul t r as t r uct ur e of t i ght l y spi r al l ed bact er i a, ar r owhead

; f l agel l a . ×27. 500.
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제 5 장 국내 돼지에서 위내에 증식하는

Campy l obac t e r s p의 감염에 대한 혈

청학적 조사

제 1 절 서론

Campyl obact er는 1963년에 Sebal d( Sebl ad 등, 1963)등에 의해 보고된

이래 지금까지 15개의 s peci es와 4개의 s ubs peci es가 밝혀졌으며 최근에는

Campyl obact er hyoi l ei가 Al der t on등에 의해 보고되었다( Ur s i g 등, 1994 ;

Al der t on 등, 1995) . Campyl obact er s는 사람과 돼지에서 위장관계의 질병

을 야기하는 주요원인체로 알려져 있으며 특히 돼지에 감염되어서는

pr ol i f er at i ve hemor r hagi c ent er i t i s , por ci ne i nt es t i nal adenomat os i s ,

t er mi nal i l ei t i s , t er mi nal ent er i t i s , r egi onal i l ei t i s , necr ot i c

ent er i t i s로 대표되는 por ci ne pr ol i f er at i ve ent er i t i s를 야기한다( Chu

등, 1973 ; Dodd 등, 1968 ; Love 등, 1977 ; nei l l 등, 1970 ;

Rowl and 등, 1972) . 이중 C hyoi nt es t i nal i s와 C sput or um s ubs peci es

mucos al i s가 주요 원인체로 알려지고 있으며, 이 균에 대한 병원성을 확인

하고자 지금까지 많은 감염실험이 수행되어 왔다( Al der t on 등, 1992 ;

Lomax 등, 1982 ; Lomax 등, 1982 ; Rowl and 등, 1975) . 1995년에 St ephen

등이 돼지의 위에서는 처음으로 C hyoi nt es t i nal i s의 s ubspeci es를 분리하

였다( On 등, 1995) . 이 균은 cat al ase act i vi t y는 양성이었으나 hi ppur at e

hydr ol ys i s와 i ndoxyl acet at e hydr ol ys i s는 음성이었고, 대부분이 25℃에

서는 배양되지 않았으나 42℃에서는 배양되었으며 G+C cont ent는 31- 33

mol %로 나타났다. 그러나 이 균의 병원성 확인을 위한 돼지에서의 감염실
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험은 아직까지 이루어지지 않고 있다. 우리는 돼지의 위염을 일으키는 원

인을 연구하던 중 국내 최초로 Campyl obact er s pp( 21- 1, 21- 2, 31, 48)를

돼지의 위에서 분리하였다. 분리한 균은 oxi das e와 cat al as e act i vi t y 및

i ndoxyl acet at e hydr ol ys i s는 pos i t i ve반응을 나타내었고, ur ease

act i vi t y와 hi ppur at e hydr ol ys i s는 각각 negat i ve 반응을 나타내었다. 또

한 이 균은 25℃에서는 배양되지 않았으나 37℃와 42℃에서는 잘 배양되었

고 기존의 다른 균들과 16S r RNA s equence를 비교한 결과 C j ej uni , C

col i등과 유사하게 나타났으나 생화학적 성질이 뚜렷이 다르게 나타나는등

새로운 Campyl obact er spp로 판명되었다( not publ i s hed yet dat a, paper

i n pr epar at i on) . 돼지의 위에서 새롭게 분리된 Campyl obact er s pp에 대한

국내 돼지의 감염율을 확인하고자 본 실험을 수행하였다.

제 2 절 재료 및 방법

1 . Sampl e s

안양 및 화성도축장에서 총 462마리(안양도축장; 356, 화성도축

장; 106)의 돼지혈액을 수집하였다. 수집한 혈액을 실온에서 2시간 이상 방

치한후, 3, 000r pm으로 5분간 원심분리하여 상층액을 따내고 이를 56℃에서

30분간 불활화하여 본 실험에 이용하였다.

2 . Ant i ge ns

5∼10% CO2 배양기( 37℃)에서 Br ucel l a와 GC modi f i ed chochol at e

agar ( Di f co, Det r oi t , USA)에 계대배양한 Campyl obact er sp( 48)를 멸균

Phos phat e buf f er ed s al i ne( pH 7. 2, PBS)으로 8, 000r pm에서 10분간 3회 원
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심분리로 세척한 후 20초 간격으로 20회 s oni cat i on하고 이를 PBS에 희석

하여 항원으로 이용하였다.

3 . Ne gat i ve c ont r ol s e r um

SPF 돼지의 혈청에서 분리한 Campyl obact er s p( 48) 항원을 1/ 10

vol ume 첨가하여 잘 섞었고, 이를 실온에서 2시간 반응시킨 후 8, 000r pm에

서 5분간 원심분리하여 상층액을 음성 표준혈청으로 이용하였다.

4 . Pos i t i ve c ont r ol s e r um

Wes t er n bot t i ng에 사용할 양성 표준혈청을 작제하기 위해 대한실험

동물에서 2마리의 whi t e r abbi t을 구입하였다. 위와 동일한 방법으로 계대

배양한 Campyl obact er s p( 48, 31)를 1 mM EDTA, 10 mM s odi um phos phat e

buf f er ( pH 7. 0)로 8, 000 r pm 조건에서 10분간 2회 세척한 후 0. 3%

f or mal i n에 부유하여 3시간 동안 고정시켰다. 이를 12, 000 r pm으로 5분간

원심분리하여 상층액은 버리고 다시 위와 같은 방법으로 2회 세척한 후 6

5℃에서 1시간 재고정하였다. 다시 buf f er를 이용하여 2회 세척한 후

1mg/ ml의 항원을 토끼에 근육주사하였고 한달후 동량으로 추가항원자극을

실시하였다. 매 4일간격으로 ELI SA법을 통해 항체가의 상승을 측정하였으

며, 추가항원자극 실시후 8일째 돼지의 전혈을 채취하였다. 이후 혈액을

실온에서 2시간 이상 방치후 3, 000r pm에서 10분간 원심분리하여 상층액을

양성 표준항체로 사용하였다.

5 . ELI SA opt i mi z at i on

96wel l ELI SA pl at e 세로열에 항원을 100μg부터 2배수로 희석하여
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분주한후 37℃ oven에서 30분간 i ncubat i on하였고, 4℃ 냉장상태로

over ni ght하였다. PBS를 이용하여 mi ni s haker에서 5분간 3회 세척한후,

PBS로 희석한 0. 5% bovi ne ser um al bumi n( SI GMA, USA)으로 4℃ 냉장상태에

서 bl ocki ng을 하였다. 돼지에서 작제한 양성표준혈청을 1: 10부터

1: 20, 480배까지 s er i al로 희석하여 실온에서 2시간 이상 반응하였고,

0. 05% Tween- PBS로 3회 세척후 1: 10, 000으로 희석한 per oxi das e l abel l ed

ant i - swi ne I gG를 분주하여 실온에서 2시간 반응하였다. 5회 세척후 OPD로

20분간 발색한후 450nm에서 흡광도를 측정하였다. 항원 μg을 96wel l

ELI SA pl at e에 분주하였고, 양성혈청과 음성혈청을 1: 10부터 1: 20, 480배까

지 s er i al로 희석하여 위와 동일한 방법으로 실험하였다.

6 . ELI SA e val uat i on

450nm에서 흡광도가 음성표준혈청보다 0. 3이상일 때, 이를 양성으로

간주하였다.

7 . We s t e r n bl ot t i ng

위와 같이 준비한 항원에 2% SDS를 첨가하여 10분간 boi l i ng을 하였

고 이후 β- mer capt oet hanol이 첨가된 s ampl e buf f er와 1: 1로 섞어 다시

10분간 boi l i ng하였다. 이를 pol yacr yl ami de gel에 100μl l oadi ng하여

cons t ant 200V로 전기영동한 후( Bi or ad, USA) , ni t r ocel l ul ose membr ane에

100V에서 1시간 t r ans f er하였다. 그다음 ni t r ocel l ul os e membr ane을 5%

s ki m mi l k로 냉장상태에서 2시간 bl ocki ng을 하였고 PBS로 세척한후 양성

표준혈청과 음성표준혈청을 1: 20으로 희석하여 2시간 실온에서 반응시켰

다. 이후 1: 1000으로 희석한 Per oxi das e- conj ugat ed Rabbi t I gG f r act i on

t o Swi ne I gG( CAPPEL 55826, Pr omega, USA)에 2시간 반응시켰으며 3,

3 - di ami nobenzi di ne ( Vect or , USA)에 발색하였다.

- 126 -



제 3 절 결과

31번 균주 ELIS A

48번 균주 ELIS A
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1 . We s t e r n bl ot t i ng

Campyl obact er s pp( 21- 1, 21- 2, 31, 48)중 31과 48의 양성표준혈청을

이용하여 다른 Campyl obact er s pp와의 교차반응을 관찰하였다. 21- 1,

21- 2, 31, 48균과 C j ej uni s ubs p j ej uni 그리고 C col i에 대하여 작제한

31과 48번 균의 양성혈청을 각각 반응시켰다. 31번의 양성혈청으로 반응시

켰을 때, 21- 1과 21- 2는 거의 동일한 위치에 밴드를 형성하였으나 이외의

네 균주는 51- 78kD 사이에서 각기 다른 밴드를 나타내었다( Fi g 1) . 48번의

항체로 반응하였을 때는 21- 1과 21- 2 그리고 48번 균이 동일한 위치에 밴

드를 형성하였고, 31번과 C j ej uni , C col i는 51- 78kD 사이에서 서로 다른

양상의 밴드를 나타내었다. 또 C j ej uni의 경우 16. 5- 23kD 사이에 다른 균

에서는 모두 관찰되는 위치에서 밴드를 형성하지 않았다( Fi g 2) .

2 . ELI SA

총 462개의 혈청에 대한 ELI SA결과 187개( 40. 48%)의 s ampl es에서 양

성을 나타내었다. 안양도축장의 경우 총 356 s ampl es중 184개( 51. 69%)가,

화성도축장에서는 106 s ampl es중 3개( 2. 8%)가 양성을 나타내었다.

제 4 절 고찰

돼지의 위에서 분리한 Campyl obact er s p에 대한 국내 돼지의 감염율

을 확인하고자 수행한 본 실험결과 총 462개의 혈청중 187개( 40. 48%)의

s ampl es에서 양성을 나타내었다. 이중 안양도축장에서는 총 356 s ampl es중

양성이 184개( 51. 69%)로 비교적 높은 비율로 감염되었으나, 화성도축장에

서는 106 s ampl es중 3개( 2. 8%)만이 양성을 나타내었다. 이처럼 두 도축장

에서 감염율의 차이가 큰 이유를 정확히 말할 수는 없지만, 아마도 이 균
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이 지역적으로 감염되었든지 아니면 사료나 사육환경에 따라 감염율에 차

이가 있었을 것으로 추정해 볼수 있다.

이번에 분리한 Campyl obact er s p는 oxi das e와 cat al as e act i vi t y 및

i ndoxyl acet at e hydr ol ys i s는 pos i t i ve반응을 나타내었고, ur ease

act i vi t y와 hi ppur at e hydr ol ys i s는 각각 negat i ve 반응을 나타내었다. 또

한 이 균은 25℃에서는 배양되지 않았으나 37℃와 42℃에서는 잘 배양되었

고 기존의 다른 균들과 16S r RNA s equence를 비교한 결과 C j ej uni , C

col i등과 유사하게 나타났으나 생화학적 성질이 뚜렷이 다르게 나타났다.

본 실험에서 wes t er n bl ot t i ng 결과는 이번에 분리한 네 균주와 C j ej uni ,

C col i에 사이에서 cr os s r eact i vi t y가 관찰되었으나 일부 위치에서 다른

밴드를 형성하여 동일한 균이 아님을 확인할수 있었다. 그리고 각 균 사이

의 교차반응으로 인해 돼지의 Campyl obact er 감염에 있어서 ELI SA를 이용

한 방법으로는 정확한 s ubs peci es를 확인하기는 어려울 것이라고 생각된

다.

현재까지 돼지에서 위궤양을 일으키는 원인으로는 탄수화물이 풍부한

사료를 급여하였거나( Kr akowka 등, 1998) 지속적인 스트레스를 주었을 때

와 같은 환경적인 요인과 세균성위염이 알려져 있다. 그중

Gas t r os pi r i l l um s ui s에 의한 세균성위염에 대한 보고는 있으나( Mendes

등, 1991 ; Qui er oz 등, 1990) , Campyl obact er s pp에 의한 위염이나 위궤

양등의 병변에 대한 연구는 아직까지 보고되어 있지 않다. 따라서 돼지에

서의 위염 및 위궤양과 Campyl obact er s p와의 관계에 대한 병리학적, 미생

물학적, 분자생물학적 연구가 수행되어야 할 필요가 있다.
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제 7 장 돼지 위 점막으로부터 새로 분리해 낸

Campyl obact er의 특성조사

제 1 절 서론

Campyl obact er j ej uni / col i 는 가장 흔한 식중독균이며, 개발도상국에

서 식중독을 야기한다( But zl er and Oos t er om, 1991) . 더욱이 이 균주는

영아에 장내 병원균이며 설사, 발열, 구역질, 복통등의 증세를 야기한다.

이러한 질병은 종종 개인차가 있으며, 증세를 치료하는 과정에서 해결되어

진다. 비록 대부분의 경우 설사증세에 국한되지만, 심한 경우 통풍과

Gui l l ai n- Bar r e s yndr om 및 어린이와 성인에 모두 급성경련을 일으킨다

( Nachamki n et al . , 1998) . 이러한 Campyl obact er의 감염경로는 불결한

음식 및 음료의 섭취를 통한다고 실증되어왔다( Bor ch and Chr i s t ens en,

1996) . 다양한 Ar er omonas hydr ophi l a, Campyl obact er col i / j ej uni ,

Li s t er i a monocyt ogens , Sal monel l a s pp. St aphyl ococcus aur eus 그리고

Yer s i ni a 등이 몇몇의 도살된 동물의 장내균총중에 있어, 이들이 상품화

된 고기산물을 통해 감염을 야기 시킬 수 있다( Fr ansen et al . , 1996) . 따

라서 고기를 만드는 과정이나 가정에서 요리를 날 고기를 다루는 과정에서

주의하여 병원균을 감소시키는 것이 병을 예방하는데 있어 필요하다( Bor ch

et al . , 1996; Fr ans en et al . , 1996) . 열악한 환경에서 Campyl obact er는

생존을 연장하기 위해 증식하지 않는 형태 혹은 그리고 coccal cel l의 형

태로 생리적 적응을 하게 된다( Har vey and Leach, 1998; Kr i eg and Hol t ,

1984) . 이러한 특징은 Campyl obact er의 s ubcul t ur e와 분리를 매우 어렵게

한다. 최근 새로운 Campyl obact er들이 다양한 동물에서 동정되어졌고, 새

로운 배양 방법 및 진단방법에 의해서 특징이 밝혀져 왔다( Al der t on et
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al . , 1995; Wei j t ens . et al . , 1996; On, 1996) . 본 실험에서는 네 개의

Campyl obact er 유사종이 돼지 위 점막으로부터 분리되어졌다. 본 연구에서

생화학적, 형태학적, 면역학적, 분자생물학적 결과들은 이러한 박테리아가

새로운 Campl ybact er s pp.에 속함을 보여주었다.

제 2 절 재료 및 방법

1 . 시약

Bact ot r ans por t medi um St uar t와 Br ucel l a medi um은 Di f co ( Det r oi t

MI . U. S. A) 에서 구입하였다. GC medi um bas e, I s ovi t al 와 hor se s er um은

BBL ( Cockeys wi l l , MD, U. S. A) 에서 구입하였다. Fungi zone, amphot er i ci n

B, pol ymyxi n B, vancomyci n와 t r i met hopr i m 은 Si gma ( St . Loui s , MO,

U. S. A. )에서 구입하였고, Taq pol ymer as e f r om Takar a ( Shi ga, J apan)에서

구입하였다.

2 . 분리 및 배양 조건

위궤양 및 각화와 같은 증세를 보이는 병변을 잘라내어 phos phat e

buf f er ed s al i ne ( PBS, pH 7. 0)에 세척 후 t r ans por t medi um담아, 얼음에

2시간 거리의 실험실로 이동하였다. 실험실에서 채취된 위조직을 멸균한

r azor bl ade로 잘게 조각내고, 10% hor s e s er um이 첨가된 Br ucel l a

medi um [ Br ucel l a br ot h, f ungi zone ( 2. 5 g/ ml amphot er i ci n B) ,

Ski r r ow' s s uppl ement ( 0. 016 mg/ ml pol ymyxi n B, 0. 5 mg/ ml vancomyci n,

0. 25 mg/ ml t r i met hopr i m) ] 와 modi f i ed chochol at e agar medi um ( GC

medi um bas e, 1% hemogl obi n, f ungi zone, ski r r ow' s s uppl ement , 1%

i s ovi t al ex)에 접종하였다. 이를 5- 10% CO2 항온기와 37oC anaer obi c j ar
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에서 4- 7 일동안 혐기적으로 배양하였다. 작고 투명한 모양을 가지는

col ony들을 순수분리하기 위하여 새 배지에 접종하였다. 본 실험에서 사용

되어진 C. j ej uni s ubsp. j enuni ( LMG 8841T) , C. j ej uni s ubs p. doyl ei

( LMG 8843T) , C. l ar i ( LMG 8846T) , and C. col i ( LMG 6640T) 는 BCCM/ LMG

( Labor at or i um voor Mi cr obi ol ogi e Uni ver s i t ei t Gent )로부터 KCTC ( Kor ea

Col l ect i on of Type Cul t ur e)를 통해 구입하였다.

3 . Campy l obac t e r SSP pr i me r를 이용한 PCR

Genomi c DNA 는 Genomi c DNA i s ol at i on ki t ( Pr omega, Madi s on, WI ,

U. S. A. )을 이용하여 추출하였다. PCR은 Campyl obact er의 16S r RNA gene에

특이적인 증폭을 일으키는pr i mer 1 ( 5' - GGAGGATGACACTTT TCGGAGC- 3' )과

pr i mer 2 ( 5' - ATTACTGAGATGACTAGCACCCC- 3' )는 Gi es endor f ( Gi es endor f et

al . , 1992)가 제작한 것을 따랐고, PCR mi xt ur e는 2 μg의 genomi c DNA,

20μM의 pr i mer 1, 2는 각각 2. 5 μl , 5 μl 의 10× buf f er , 4 μl의 dNTP

그리고, 1 uni t of Taq pol ymer as e를 넣어 총 50 μl되게 D. W로 맞추었다.

PCR 조건은 94℃에서 5 mi n, 50℃ 에서 1 mi n, and 72oC 에서 1 mi n 1회,

94℃에서 1 mi n, 50oC 에서 1 mi n, 72℃ 에서 1 mi n을 39회, 마지막으로

94℃에서 1mi n, 50oC에서 1 mi n, 72℃에서 5 분 1 회 순환되었다. PCR

pr oduct s는 0. 8% agar ose gel에서 전기영동하였고, et hi di um br omi de

s t ai ng 하여 확인하였다.

4 . 전자현미경 ( TEM) 을 이용한 박테리아 세포의 관찰

위에서 준비된 박테리아 세포를 negat i ve s t ai ni ng한 후 전자현미경

( J EM 100CX I I , J EOL, J apan) 상에서 관찰하였다.
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5 . 박테리아의 생화학적 검사

Mot i l i t y, Gr am s t ai ni ng, oxi dase, cat al as e, ur ease, es t er as e,

ni t r at e r educt i on, hi ppur at e hydr ol ys i s , i ndoxyl acet at e hydr ol ys i s ,

- gl ut amyl t r ans pept i das e, r educt i on of chl or i de t o t r i phenyl

t et r azol i um ( TTC) , pyr r ol i donyl ar yl ami das e, L- ar gi ni ne ar yl ami das e,

L- as par at e ar yl ami dase, al kal i ne phos phat as e, H2S pr oduct i on, gl ucos e

as s i mi l at i on, s ucci nat e as s i mi l at i on, acet at e as s i mi l at i on,

pr opi onat e as s i mi l at i on, mal at e as s i mi l at i on, , ci t r at e as s i mi l at i on

as s ay는 Ber gy' s Manual과 API CAMPY ( API , Mar cy- I ' Et oi l e, Fr ance)에서

설명된 방법을 따라 수행하였다. Nal i di xi c aci d, cephal ot i n,

cef oper azone, car beni ci l l i n 의 감수성은 NCCLS의 지침에 따라 di s k t es t

로 결정하였다.

6 . Random Ampl i f i e d Pol ymor phi c DNA ( RAPD)

PCR mi xt ur e는 60 ng of genomi c DNA, 4 μl의 5 pmol e/ μl RAPD

anal ys i s pr i mer ( Amer sham Phar maci a, Upps al a, Sweden) , 2μl dNTP, 2. 5

μl의 10× buf f er , 1 uni t of Taq pol ymer as e를 넣은 후 D. W.로 총 25 μ

l되게 하였다. 사용된 RAPD pr i mer s는 RP3 ( 5' - GTAGACCCGT- 3' ) , RP4

( 5' - AAGAGCCCGT- 3' ) , and RP5 ( 5' - AACGCGAAC- 3' )였다. PCR 조건은 94oC에

서 5 분, 34oC에서 5 분, 72oC에서 5 분간 3 회, 94oC에서 1 분, 34oC에서

1 분, 72oC에서 2 분 동안 29회, 마지막으로 72oC에서 10 분동안 1 회 순

환시켰다. PCR pr oduct s는 2% agar os e gel에서 전기영동하였고, et hi di um

br omi de로 확인하였다. RAPD는 Bi o- pr of i l e i mage anal ys i s s ys t em

( Vi l ber Lour mat , Fr ance)를 이용하여 분석하였다.
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7 . 분리균에 대한 ant i s e r um의 pr e par at i on

박테리아 세포를 soni cat i on으로 파쇄하고 t ot al pr ot ei n을 10%

f or mal i n에 고정하였다. 이를 ( 1 mg/ kg)을 4주 간격으로 3회 토끼

( NewZeal and Whi t e Rabbi t , mal e)의 근육 내에 주사하였다. 토끼를 sodi um

pent hobar bi t one로 진정시킨 후, 경동맥으로부터 전혈을 채취하였다.

ant i s er um은 분주하여 - 20oC에 저장하였다.

8 . We s t e r n Bl ot Anal ys i s

위에서 준비된 박테리아 세포에 2% SDS가한 후 10분간 100℃에서 중

탕하여 t ot al pr ot ei n을 용출하였다. 용출된 단백질을 10% SDS denat ur i ng

gel에 전기영동한 후, ni t r ocel l ul os e membr ane에 bl ot t i ng하였다. 10%

BSA/ PBS로 bl ocki ng한 후 ant i s er um을 membr ane에 첨가하였다. Second

ant i body는 ant i - r abbi t I gG conj ugat ed al kal i ne phosphat ase를 사용하였

고, 발색을 위해 5- br omo- 4- chl or o- 3- i ndol yl phos phat e di s odi um

s al t / ni t r o bl ue t et r azol i um chl or i de ( BCI P/ NBT)을 사용하였다.

제 3 절 결과 및 고찰

작고 투명한 col ony의 균주 네가지를 돼지 위 점막에서 분리되어 성

공적으로 2차 배양되었다. Campyl obact er SSP speci f i c 16S r RNA gene 특

이적인 pr i mer로 PCR한 결과 네가지 분리균 모두 462 bp의 f r agment를 생

산하였다( Fi g 1. ) . ( Gi es endor f et al . , 1992) . 모든 분리균은 운동성을 가

졌고, gr am- negat i ve였으며, 나선형 모양을 가졌다 ( Fi g. 2) . 각 박테리아

는 양 끝에 하나 혹은 두 개의 non- s heat hed 편모를 가졌으며, 편모의 끝

은 둥글지 않았다. 분리주 21- 1, 21- 2, 31은 길이가 2. 5- 3 m, 폭이 5- 6

m으로 2- 4 번 꼬였다. 분리주 48번은 길이가 3- 4 m, 폭이 2 m으로 4- 6번
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꼬였다. 장시간 배양에서는 구형의 세포 모양이 관찰되었다. Endos por es는

생성하지 않았다. 장시간 배양된 몇몇 s ampl e의 경우 세균 주위에 주름

( r uf f l e)이 관찰되어진다( Kr i eg and Hol t . 1984) . 이러한 모든 표현형적

특징은 보고되어진 다른 Campyl obact er s 의 특징과 일치한다( Har vey, P.

and S. Leach. , 1998) .

분리균주 모두 미호기성균주이며, gl ucos e, manni t ol , l act os e,

r i bos e, and D- xyl os e를 발효하지 못하는 as acchar ol yt i c이다. 분리균과

다른 Campyl obact er와 구별되는 차이점은 표 1에서 보여준다. 차이점으로

는 ni t r at e를 ni t r i t e로 환원시키는 능력, al kal i ne phos phat as e가 없으

며, cephal ot i n에 대한 내성, 42oC에서 배양된다는 점이다. 분리균주 모두

가 37oC 와 42oC,에서 자랐으나, 25oC에서는 자라지 않았다. Oxi das e and

cat al as e act i vi t i es는 양성인 반면, r api d ur eas e 활성은 음성이었다.

Hi ppur at e는 가수분해되지 않았고, - gl ut amyl t r ans pept i das e 활성은 음

성이었으며, I ndoxyl acet at e hydr ol ys i s는 양성이었다. 네 개의 분리균주

는 es t er as e act i vi t y, TTC r educt i on, s ucci nat e as s i mi l at i on, acet at e

as s i mi l at i on, pr opi onat e as s i mi l at i on, ci t r at e as s i mi l at i on와

nal i di xi c aci d에 대한 감수성에 대해서는 다른 결과를 보였다. 이러한 생

화학적, 생리학적 dat a를 기초로 네 개의 분리 균주중 21- 1과 21- 2 분리균

의 nal i di xi c aci d 내성을 제외하고는 C. col i 와 매우 유사하였다. C.

j ej uni and C. col i는 hi ppur at e hydr ol ys i s와 t et r azol i um chl or i de와

nal i di xi c aci d에 대한 내성에서 두드러진 차이점을 보였다 ( Heber t ,

1982) . j ej uni는 모든 Campyl obct er s peci es와 같이 hi ppur at e에 양성이었

으며 몇몇 Campyl obact er - l i ke or gani sms는 hi ppur at e에 음성이다. 네 개

의 분리균주가 hi ppur at e 음성이었으므로, C. col i에 속한다고 생각된다. .

그러나 No. 21- 1 와 48 는 TTC에 대하여 음성이었던데 반해 C. col i는 양

성이다. Nal i di xi c aci d 내성 여부를 검사한 결과 21- 1와 21- 2은 내성을

가지는 반면, C. j ej uni 와 C. col i는 감수성을 가진다. 따라서 생화학적,
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생리적 dat a들은 네 개의 분리균주가 C. j ej uni 와 C. col i와는 다르다는

것을 보여준다. 48번 분리주에 대한 ant i s er um을 가지고 행한 Wes t er n

bl ot anal ys i s는 분리주와 공시주 사이의 차이점을 보여준다 ( Fi g. 3) .

Wes t er n bl ot의 결과로 그린 dendr ogr am으로 분석해보면 네 개의 분리균주

는 공시주와 연관이 적음을 알 수 있었다 ( Fi g. 4) .

분리주와 공시균주 사이의 차이점을 확실히 하기 위하여 다양한

r andom pr i mer를 가지고RAPD를 수행하였다( Fi g. 5) . RAPD는 동물과 사람의

Campyl obact er spp.를 포함한 다양한 박테리아의 s ub- t ypi ng에 성공적으로

사용되어져 왔다. RP3에 의한 RAPD의 경우 C. col i와 네 개의 분리주가

동일한 pat t er n을 보여주었으나, RP4와 RP5를 사용한 RAPD는 C. col i 다른

pat t er n을 보여주었다 ( Fi g. 5) . Dendr ogr am을 그렸을 때, 새로 분리된 균

주들은 서로 유사하였으나, 다른 공시균주와의 유사성은 적었다 ( Fi g. 6) .

이러한 분리균주의 더욱 자세한 특징조사를 위하여 실시한 t ot al 16S r RNA

s equenci ng의 결과를 보았을 때 C. col i와 근접한 유연관계를 가지나 똑같

은 gr oup에는 속하지 않았다( Fi g. 7) .

이러한 생화학/ 생리 검사 결과, RAPD결과, Wes t er n bl ot anal ys i s ,

16S r RNA 염기 서열의 결과, 네 개의 분리균주는 서로 달랐고, C. j ej uni ,

C. dol ey, C. l ar i , and C. col i를 포함한 다른 Campyl obact er들과는 다른

신종으로 보여진다.
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표1. Char act er i s t i cs whi ch di f f er ent i at e Hel i cobacer , sp. nov.

i s ol at ed f r om pi g f r om ot her Hel i cobact er and Campyl obact er s peci es

21- 1 21- 2 31 48

C.j ej uni

s ubsp .

j ej uni

C.j ej uni

s ubsp . doy lei
C. lari C.coli H .py lori

α - hem oly sis

pit t ing on BA

Ox id as e act iv ity

Cat ala se act iv it y

Urease ac t iv ity (rapid )

Nit r ate reduct ion

H ippur ate h ydroly sis

Indox y l acet ate hy droy sis

- g lu t am yl tr an speptid ase act iv ity

T T C

Grow th at

25 ℃

37 ℃

Su scept ibility t o

N alidix ic acid (30㎍ disk )

Ceph alot in (30㎍ disk )

Cefoper azon e (BA )

Carbenicillin (BA )

+

-

+

+

-

+

-

+

-

-

-

+

R

R

R

S

+

-

+

+

-

+

-

+

-

+

-

+

R

R

R

S

+

-

+

+

-

+

-

+

-

+

-

+

S

R

R

S

+

-

+

+

-

+

-

+

-

-

-

+

S

R

R

S

+

-

+

+

-

+

+

+

-

-

-

+

S

R

R

S

+

-

+

+

-

-

+

+

-

+

-

+

S

S

N T

N T

+

-

+

+

+

-

-

-

+

-

-

+

S

R

R

I

+

-

+

+

-

+

-

+

-

+

-

+

S

R

R

S

+

-

+

+

+

-

-

-

+

+

-

+

R

S

S

S

(Helicobacter bilis sp . nov ., a novel helicobacter species isolated from bile, liver s , and

intestines of aged, inbred mice; Helicobacter mudarum sp. nov ., a microaerophilic helical

bacterium w ith a novel ultrastructure isolated from the intestinal mucosa of rodent s ;

Helicobacter bizzozeronii, a new canine gastric Helicobacter sp .)
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M a b c d e f g h i

FI G. 1. Campyl obact er SSP pr i mer을 이용한 PCR. PCR은 Campyl obact er

s s p. pr i mer을 사용하여 수행했으며, Et Br로 확인하였다. ( M, 1 kb DNA

l adder ; a, C. j ej uni subs p. j ej uni ; b, C. j ej uni s ubs p. doyl ei ; c, C.

l ar i ; d, C. col i ; e, No. 21- 1; f , No. 21- 2; g, No. 31; h, No. 48; I ,

H. pyl or i )

- 140 -



FI G. 2. 분리균의 전자현미경 사진. ( a) , No. 21- 1 ( X 20, 000, Bar : 0. 5

um) ; ( b) , No. 21- 2 ( X 20, 000, Bar : 0. 5 um) ; ( c) , No. 31 ( X 17, 500,

Bar : 0. 55 um) ; ( d) , No. 48 ( X 17, 500, Bar : 0. 55 um)

(a )

(b )

(c )

(d )
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FI G 3. 분리균의 Wes t er n bl ot anal ys i s . Tot al pr ot ei n을 10% SDS

denat ur i ng gel에 전기영동한 후 ni t r ocel l ul os e membr ane에 bl ot t i ng하였

다. Pr ot ei ns에 48번 분리주에 대한 ant i s er um을 붙여서 재료 및 방법의

설명대로 확인하였다. ( a, C. l ar i ; b, C. col i ; c, C. j ej uni s ubs p.

doyl ei ; d, C. j ej uni s ubs p. j ej uni ; e, No. 31; f , No. 21- 2; g, No.

48; h, No. 21- 1)

97.4 kD →
84 kD →
66 kD →

55 kD →

45 kD →

36 kD →

a b c d e f g h
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FI G 4. Wes t er n bl ot anal ys i s의 dendr ogr am. Wes t er n bl ot anal ys i s는

Bi o- pr of i l e i mage anal ys i s s ys t em으로 분석되어졌다.
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FI G 5. 분리주의 RAPD. RAPD는 RP3 ( a) , RP4 ( b) , and RP5 ( c)으로 수행되

어졌으며pr oduct s는 Et Br로 가시화 했다. ( M, 1 kb DNA l adder ; a, C.

j ej uni s ubs p. j ej uni ; b, C. j ej uni subs p. doyl ei ; c, C. l ar i ; d, C.

col i ; e, No. 21- 1; f , No. 21- 2; g, No. 31; h, No. 48)

(a )

M a b c d e f g h

(b )

M a b c d e f g h

(c)
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a

b

c

FI G 6. RAPD의 Dendr ogr am . The RAPD 결과는 Bi o- pr of i l e i mage anal ys i s

s ys t em으로 분석하였다.
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제 8 장 돼지 위장병균의 분리 , 감염 및 예방

실험

제 1 절 서론

돼지의 위궤양을 일으키는 원인균으로는 효모와 박테리아가 있다고

생각된다. 박테리아로는 특히 Campyl obact er와 Hel i cobact er가 원인균으로

생각되고 있다. 현재 돼지의 장관에서 분리된 Hel i cobact er로

Hel i cobact er hyoi nt es t i nal i s가 있으며 Hel i cobact er gas t r ospi l l i um도

보고 된 바 있다. 본 연구에서는 병변을 보이는 부위에서 원인균을 분리하

고 이를 Koch의 가설에 맞는 지 감염실험으로 확인하고 이들 균의 t ot al

vacci ne에 의한 예방 실험을 수행하였다.

제 2 절 재료 및 방법

1 . Ye as t 분리 및 배양조건

도축장에서 갓 도살된 돼지 ( 6개월)의 위에서 병변을 보이는 부분을

t r ans por t medi um ( t r - ans por t medi um s t uar t or s al i ne )에 넣어 냉장상

태로 보관하여 두 시간 거리의 실험실로 옮겼다. 이를 소독된 r azor bl ade

로 유리 슬라이드에서 잘게 썰은 후 이스트와 곰팡이를 분항리하기 위해서

는 PDA( Di f co)배지에 접종한 후 25℃에서 배양하였다. 2주간 배양하면서

생성된 col ony를 현미경과 생화학 검사를 통하여 Candi da를 분리하였다.
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2 . 분리된 Ye as t 의 재 감염 여부 확인

돼지 위에서 분리해 낸 Candi da가 쥐에서 위궤양을 야기하는지 확인

하기 위해, 분리된 Candi da를 PDA 배지에서 배양한 후, Candi da 2 × 107

CFU/ 0. 5 ml PBS를 SCR mous e에 경구 투여하였다. 2 주후, mous e 위 조직

을 s l i de gl as s에 문지른 후, gr am s t ai ni ng하여 광학현미경( 1000 배)으로

감염여부를 확인했다.

3 . Bac t e r i a 분리 및 배양 조건

돼지 위장병균이 감염된 mous e의 위를 소독된 r azor bl ade로 유리 슬

라이드에서 잘게 썰은 후, 각각 f ungi zone ( 2. 5 g/ ml amphot er i ci n B) ,

Ski r r ow' s s uppl ement ( 0. 016 mg/ ml pol ymyxi n B, 0. 5 mg/ ml vancomyci n,

0. 25 mg/ ml t r i met hopr i m) ]을 함유하는 Br ucel l a medi um wi t h 10% hor se

s er um, Modi f i ed chocol at e medi um( GC medi um bas e, 1% hemogl obi n, 1%

i s ovi t al ex) , BHI medi um wi t h 10% sheep bl ood, col umbi a medi um wi t h

10% s heep bl ood 등에 도말하여 37℃, 10% CO2 항온기에서 배양하였다. 또

한 위 점막 상태를 만들기 위해 BHI medi um wi t h 10% human O- t ype bl ood

와 col umbi a medi um wi t h 10% human O- t ype bl ood 에 감염조직을 문지른

후, 동일한 조성의 배지에 0. 3 % agar를 넣어 만든 반 고체배지로 덮어 3

7℃, 10 % CO2 항온기에서 배양하였다.

4 . 분리 균주의 Chr ac t e r i z at i on

분리된 균주는 gr am negat i ve 균으로 ur eas e, oxi dase, cat al as e 모

두 양성 이었다. 이 균으로 Hel i cobact er SSP. PCR을 수행하였다.

Hel i cobact er SSP. PCR은 Hel i cobact er pyl or i s peci es - s peci f i c ant i gen
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s equence를 기초로 만들어진 f or war d pr i mer는 5 - TGGCGTGT

CTATTGACAGCGAGC- 3' 와 r ever s e pr i mer는 5 - CCTGCTGGGCATACTTCACCA

TG- 3' 를 사용하였다. PCR r eact i on mi xt ur e는 분리해낸 균을 PCR t ube에

소량 넣어 104초간 mi cr owave를 조사한 후, 10× buf f er 5 μl , dNTP 4 μ

l , 100 pmol / μl pr i mer를 각각 0. 5 μl , 1 U Taq pol ymer as e을 넣어 총

50 μl가 되게 하여 PCR을 수행했다.

PCR 조건은 94℃에서 5분간 1회, 94℃에서 1분, 50℃에서 1분, 72℃

에서 1분을 39회, 72℃에서 5분간 1회 순환하는 것이다. PCR pr odut는 0. 8

% agar os e gel에 전기영동 되어, Et Br로 가시화 하였다.

5 . Candi ada 와 I s o l a t e 8 ( He l i c obac t e r ) 백신 준비

돼지위로부터 분리한 Candi da를 PDA 배지에서 배양한 후 모아 PBS

buf f er로 세척 후 3 회 Fr ench Pr es s를 통과하여 파쇄하였다. Candi da의

t ot al pr ot ei n을 10% f or mal i n에 48 시간 고정한 후, PBS buf f er로 3 회

( 10000r pm에서 10mi n 원심 분리함으로) 세척하였다. I s ol at e 8 또한 위와

같은 방법으로 고정하여 mouse 한 마리 당 약 1 mg/ ml 되게 경구 투여하였

다.

6 . Candi ada와 I s o l a t e 8 ( He l i c obac t e r ) 백신에 의한 감염 억제 실

험

고정한 Candi ada와 I s ol at e 8의 t ot al pr ot ei n 경구 투여는 3주 간격

으로 2회 실시하였고, 각각 Candi ada와 I s ol at e 8을 2 × 107 CFU/ 0. 5

ml 과 1. 5 × 109 CFU/ 0. 5 ml 되게 경구 투여하여 감염시킴으로 감염 억

제 여부를 확인했다. 또한 Candi da와 분리균주 8번을 Fr ench Pr es s에 3회

통과한 후 10% f or mal i n에 고정하여 t ot al cel l을 경구 백신으로 3주간 2
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회 1 mg/ 0. 5 ml 투여한 후. 각각 Candi ada와 분리균주 8번을 2 × 107

CFU/ 0. 5 ml 과 1. 5 × 109 CFU/ 0. 5 ml 되게 경구 투여하여 감염시킴으로

감염 억제 여부를 확인하고자 한다. .

제 3절 결과 및 고찰

돼지의 위궤양을 일으키는 bact er i a 및 f ungi를 찾는 과정에서 궤양

보다는 각화된 위 조직에서 Candi da를 분리하게 되었다. 그림 1은 돼지

위에서 분리된 Candi da중 campyl obact er 가 분리되었던 위에서 함께 분리

된 Candi da를 mous e에 경구 투여한 후 2 뒤, 위 조직에서 감염 여부가 확

인되었다. 또한 위장병균을 분리하기 위해 다양한 modi f i ed bl ood agar배

지를 사용하여 37℃ 10%항온기에서 배양했을 때 H. pyl or i의 대표적인 특

징인 ur eas e cat al as e oxi dase 가 양성인 균주를 col umbi a bl ood agar 배

지에서 얻을수 있었다. 그러나 일반적으로 Hel i cobact er s s p.로 보고된 굽

은 모양의 r od나 나선형 r od균은 아니었다. 그러나 H. pyl or i ur ease A

gene을 증폭하는 pr i mer를 이용하여 분리균을 PCR 하였을 때 411bp

f r agment를 얻었다(그림 2. ) 또한 분리균의 증폭된 ur eas e A f r agment의

염기서열을를 H. pyl or i의 염기서열과 비교했을 때, (그림 3. ) 거의 유사하

였다(약 95%유사) . 또한 장내 세균 중 ur eas e 양성인 Yer s i ni a와 Pr ot eus

의 ur ease A와 비교했을 때 ur eas e 염기서열이 다름을 확인하였다. 또한

분리균을 Hel i cobact er SSP PCR을 하여 확인했을 때 297 bp의 H. pyl or i

f r agment는 없으나, 4개의 f r agment를 증폭한 것을 보여준다(그림 4. )

이상의 돼지 병변에서 분리한 Candi da와 Gas t r os pi r i l l um 감염조직에

서 분리한 분리균 8번을 각각 107 과 109 CFU/ 0. 5 ml 경구 투여하여 감염

하였을 때 각각 위 조직에 감염된 것을 확인할 수 있었다. 그러나 감염된

위조직을 s l i de gl as s에 도말하여 관찰할 때, 감염시킨 균들이 위궤양을

야기할 정도로 빠르게 군집을 이루는 것 같지 않다. 그러나
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Gas t r os pi r i l l um이 많이 감염되어있는 mous e 위 조직에서는 Candi da만 감

염시킨 경우 보다 Candi da가 군집을 잘 이룰뿐더러 활발히 출아하는 것이

보여진다. 즉 Candi da가 분리된 곳도 각화된 병변이었고,

Gas t r os pi l i l l um 감염이 되어있는 위 조직에서 활발히 증식하는 것을 볼

때, 2차 감염에 더 큰 영향을 미치는 것으로 생각된다.

또한 Candi da와 분리균주 8번을 Fr ench Pr es s에 3회 통과한 후 10%

f or mal i n에 고정하여 t ot al cel l을 경구 백신으로 3주간 2회 1 mg/ 0. 5 ml

투여한 후. 각각 Candi ada와 분리균주 8번을 2 × 107 CFU/ 0. 5 ml 과

1. 5 × 109 CFU/ 0. 5 ml 되게 경구 투여하여 감염시킴으로 3주후, 감염 억

제 여부를 확인했으나, Candi da 와 분리균주 8 번이 경구백신을 투여치 않

은 정상 위에서도 활발히 자라주지 않음으로 유의적 결과를 도출하지 못하

였다.
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그림 1. Candida 현미경 사진
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그림 2 . Is olate 8 의 U reas e PCR
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1 1…80 H. pylori

3 1…80

2 1…80 isolate 8

1 81…160 H. pylori

3 81…160

2 81…160 isolate 8

1 161…240 H. pylori

3 161…240

2 161…240 isolate 8

1 241…320 H. pylori

3 241…320

2 241…320 isolate 8

1 321…395 H. pylori

3 321…395

2 321…395 isolate 8

그림 3 . 분리된 8번 과 H . py lori U re as e s equence 비교
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그림 4 . Is olate 8 의 H e l icobac t e r S S P . PCR
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제 9 장 Lact obaci l l us aci dophi l us에 의한

Hel i cobac t er py l or i Adher ence억제

검색

제 1 절 서론

Hel i cobact er s pp.는 일반적으로 인간과 동물의 위장관에서 서식한

다. Hel i cobact er pyl or i속은 사람에게 있어 만성위염과 위궤양을 유발하

고 최근에는 위암과 gas t r i c mucos a as s oci at ed l ymphoma로 발전한다고

보고되고 있다( Duboi s , 1995) .

최근 Lact obaci l l i가 H. pyl or i .를 포함한 병원균에 대한 생균제재로

보고되어졌다. Lact obaci l l i는 i n vi t r o상에서 H. pyl or i의 성장을 억제할

수 있고, 체내에서 H. pyl or i에 대한 ant agoni s t i c act i vi t y를 가지고 있

다( Coconni er et al . , 1998) . 예를 들어 L. s al i var i us는 H. pyl or i에 대

한 생균제재로 제안되어져왔으며, 그 이유는 L. s al i var i us는 많은 양의

l act i c aci d를 생산하기 때문으로 생각되어 졌다. H. pyl or i의 성장을 억

제하고 염증 반응을 감소시키는 생균제재로서의 L. s al i var i us의 효능은

H. pyl or i - i nf ect ed gnot obi ot i c mur i ne model을 사용한 i n vi vo 실험에서

증명되었다( Ai ba et al . , 1998) . H. pyl or i의 감염 후 L. s al i var i us를

투여하면 H. pyl or i의 col oni zat i on을 감소시킬 수 있다. 게다가 이러한

결과를 통해 Lact obaci l l us가 H. pyl or i의 재감염을 감소시킨다는 것이 보

고되어져 왔다( Kabi r et al . , 1997) . H. pyl or i가 감염된 환자가 살아있는

L. aci dophi l us가 함유된 aci dophi l us mi l k를 섭취하였을 때, H. pyl or i의

재감염이 감소한다는 것이 보고되어졌다( Coconni er et al . , 1998) . L.

aci dophi l us의 배양액( SCS) 역시 H. pyl or i의 vi abi l t y를 감소시킨다는
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것이 밝혀졌다. 또한 이러한 배양액은 H. f el i s의 감염을 감소시키고, H.

pyl or i와 H. f el i s ur eas e act i vi y 또한 억제하였다. 더욱이 L.

aci dopi l us s t r ai n LA1의 배양액( SCS)은 H. pyl or i에 대항한 활성을 가지

고 있다. 이 결과는 사람에 있어 H. pyl or i에 대항한 생균재제로서

Lact obaci l l us의 가능성을 제시하는 것이다. Lact i c aci d 와

ant i bact er i al agent s를 만드는 것 외에도 l act obaci l l us의 점막 흡착 가

능성이 제기 되었으며, 이 성질이 gas t r i c 위점막에의 H. pyl or i

adher ence를 억제하는 요인이 있을는지 모른다( Mi dol o et al . , 1995) .

본 연구에서는 O형 적혈구와 위 점막사이에서 동시에 발현되는 H.

pyl or i에 대한 r ecept er인 gl ycol i pi d를 점적한 enzyme- l i nked

i mmunoabs or bent as s ay met hod를 개발하여( Al kout er al . , 1997; Bor en et

al . , 1993; Heneghan et al . , 1998; Kobayas hi et al . , 1991; Kobayas hi

et al . , 1993) . 다양한 한국인에서 분리한 L. aci dophi l us 와 L. cas ei의

H. pyl or i의 부착 억제활성여부를 측정하였다.

제 2 절 재료 및 방법

1 . 균주 및 시약

Hel i cobact er pyl or i ATCC43504는 10% hor s e s er um Br ucel l a 고체배

지[ f ungi zone ( 2. 5 g/ ml amphot er i ci n B) , Ski r r ow' s s uppl ement ( 0. 016

mg/ ml pol ymyxi n B, 0. 5 mg/ ml vancomyci n, 0. 25 mg/ ml t r i met hopr i m) ]에

접종하여, 5- 10% CO2 항온기에서 48 시간 배양하였다. 박테리아를 긁어서

모은 후 phos phat e- buf f er ed s al i ne ( PBS, pH 7. 4)에 두 번 세척하고 실험

에 사용할 때까지 - 20oC에 보관한다. L. aci dophi l us HY0404, HY2104,

HY7001, HY7007, L. cas ei HY2782는 한국요구르트에서 제공되었고,

Lact obaci l l us는 MRS br ot h에서 배양한 후 원심분리로 cel l을 모아 PBS에
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두 번 세척한 후 사용할 때까지 - 20oC에 보관하였다. 배지는 Di f co

( Det r oi t , MI CH, U. S. A. )에서 구입하였고, TLC pl at es는 Mer ck ( Ki es el gel

60, EM Separ at i ons , Gi bbs t own, NJ , U. S. A. )에서 구입하였으며, s econd

ant i body conj ugat ed wi t h al kal i ne phosphat ase, amphot er i ci n B, and

Ski r r ow' s suppl ement를 포함한 다른 시약들은 Si gma ( St . Loui s , MO,

U. S. A. )에서 구입하였다.

2 . H. py l or i 에 대한 ant i s e r um 준비

H. pyl or i cel l s은 10% f or mal i n에 고정하여, 토끼에 ( NewZeal and

Whi t e Rabbi t , mal e) 두 번 boos t하였다. Bl ood는 토끼의 귀로부터

bl eedi ng하여 얻었다. Ser um은 분주하여 - 20oC에 보관하였다.

3 . 적혈구로부터 gl yc o l i pi d 분리

Gl ycol i pi d는 사람의 O형 적혈구에서 분리하였다( Bor en et al . ,

1993) . 사람의 O형 적혈구를 소량의 물에 풀은 후 20배의

chl or of or m- met hanol mi xt ur e ( 2: 1, v/ v)를 가하여 추출하였다. 지방층(아

래층)을 모아서 r ot ar y vacuum evapor at or로 건조하였다. 잔여물을 2%

met hanol을 함유한 chl or of or m에 용해시후, s i l i ci c aci d로 평형시킨

col umn에 얹었다. ( bed vol ume = 20 ml ) chl or of or m, acet one- met hanol

( 3: 1, v/ v)과 met hanol 순으로 각각 10 bed vi l ume으로 용출하였다.

met hanol 분획을 r ot ar y vacuum evapor at or로 건조하여 최소량의 met hanol

에 용해시켜 - 70℃에 저장하였다.
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4 . TLC pl at e에서 He l i c obac t e r at t ac hme nt As s ay

추출한 gl ycol i pi d ( 200 ng i n 5 μl )를 t hi n l ayer chr omat ogr aphy

( TLC) pl at e에 점적하였다. pl at e는 비 특이적 결합을 막기 위해 3%

gel at i n를 함유한 100 mM Tr i s ( pH 7. 6)에 37℃에서 두시간동안 담궜다.

pl at e는 동일 완충용액으로 2회 세척하고, Lact obaci l l us ( 2. 4 X 108 CFU)

를 함유한 동일 buf f e에 37℃에서 2 시간 i ncubat i on 시켰다. 동일 buf f er

로 3회 w세척후 pl at e는 H. pyl or i ( 7. 5 x 108 CFU)가 들어있는 10 ml

buf f er로 옮겨 37℃에서 2시간 부드럽게 흔들었다. 2 시간 후 동일 buf f er

로 10분씩 3번 세척한 후 H. pyl or i에 대한 r abbi t ant i s er um을 buf f er에

1: 600으로 희석되게 첨가 후 상온에서 2시간동안 부드럽게 흔들어주었다.

1 s t ant i body를 제거한 후 ant i r abbi t I gG conj ugat ed al kal i ne

phos phat as e를 1: 1000으로 희석되게 첨가한 후 상온에서 1 시간동안

i ncubat i on 하였다. 발색반응은 5- br omo- 4- chl or o- 3- i ndol yl phos phat e

di s odi um s al t / ni t r o bl ue t et r azol i um chl or i de ( BCI P/ NBT)를 첨가하여

수행하였다.

5 . TLC pl at e에서의 발색 측정

발색되어진 부위의 s i l i ca를 TLC pl at e에서 r azor bl ade를 이용하여

긁어낸 후 2% SDS에 혼탁액을 만들고, wat er bat h에서 boi l i ng하여 r es i n

에서 col or를 추출하였다. 발색정도는 pect r ophot omet e로 405 nm에서 측정

하였다.

제 3 절 결과 및 고찰

Adher ence는 상피세포의 표면에 bact er i al col oni zat i on하는 필수적

- 162 -



인 요인이며, 진핵세포의 표면에 있는 pr ot ei n이나 gl ycoconj ugat es를 인

식하는 adhes i ne이라는 bact er i al sur f ace mol ecul e에 의해 매개된다

( Al kout et al . , 1997; Kami s ago et al . , 1996; Li ngwood et al . , 1993;

Sl omi any. and Sl omi any. 1992) . 위점막에 부착된 H. pyl or i를 as s ay하는

가장 좋은 방법은 H. pyl or i에 대한 항균능력을 가지는 chemi cal을 as say

하기 위해 개발되어진 위 조직을 사용하는 것일 것이다( Meyer - Ros enber g

and Ber gl i ndh. , 1996) . 그러나 사람의 위 점막을 얻는 것은 불가능하고

심지어 돼지의 위를 구하는 것도 어렵다. 또한 위 조직배양은 비용도 높으

며 결과를 도출하는데 며칠이 소요되며 또한 매번 신선하게 준비해야만 한

다.

H. pyl or i의 부착정도를 as s ay하는 더 쉬운 ass ay 방법을 개발하기

위해 O형 적혈구로부터 gl ycol i pi d를 분리하여 사용하였다. H. pyl or i의

at t achment s i t e는 일반적으로 O형 적혈구 표면에 발현된 Lewi s ant i gen B

로 알려져 있으며( Cl yne and Dr umm. , 1997; Hemal at ha et al . , 1991;

Heneghan et al . , 1991; Kobayas hi et al . , 1991; Kobayas hi , et al . ,

1993) . 단 H. pyl or i at t achment에 대해 ABO bl ood gr oup ant i gen의 발현

에 영향을 준다는 논쟁도 있다( Ni v et al . , 1996) .

다른 양의 gl ycol i pi d를 TLC pl at e에 점적하였을때, 점적한

gycol i pi d의 양이 증가할수록 H. pyl or i의 bi ndi ng양도 증가하였다( Fi g.

1) . 많은 양의 gl ycol i pi d는 spot을 번지게 하므로 5 μl를 점적하여 실

험하였다. 여러가지 Lact obaci l l i 첨가시 L. cas ei를 제외한 L.

aci dophi l l us종은 매우 억제효과가 좋았다( Fi g. 2) . 그림에서 H. pyl or i만

부착한 것이 양성대조군이며 반면 gl ycol i pi d에 Lact obaci l l us만 붙인 것

은 음성 대조군이다. 다양한 L. aci dophi l us를 순차적으로 희석하여 H.

pyl or i부착을 억제한 경우, Lact obaci l l us의 수가 증가하면 H. pyl or i

adher ence는 반비례적으로 감소하였다( Fi g. 3) . 즉, 이 결과는

Lact obaci l l us가 H. pyl or i의 adher ence에 억제활성을 가짐을 보여주는 것

- 163 -



이다. 그리고 H. pyl or i의 생장을 다양한 Lact obaci l l us의 억제활성의 차

이는 H. pyl or i adher ence를 억제하는 억제활성의 차이에서 기인한다고 생

각된다( Coconni e. et al , 1998) . L. aci dophi l us는 l act i c aci d를 생성하

고 H. pyl or i adher ence를 억제하는 act i vi t y를 동시에 가지기 때문에 H.

pyl or i에 대한 생약재제로 가능하다고 생각된다.

본 연구에서 개발한 i mmunoabs or bent as s ay는다음과 같은 이유로

돼지의 위 조직을 사용하는 bi ndi ng ass ay보다 많은 종류의 Lact obaci l l i

를 검색하는 데에 더 쉽고 좋다. ( 1) gl ycol i pi d는 쉽게 준비되어질 수 있

고 오랜기간 보관이 가능하다. 반면 신선한 돼지의 위와 특히 사람의 위는

각 실험 때 마다 얻기 힘들다. ( 2) 이 실험에서 H. pyl or i와

Lact obaci l l us 는 생균 상태를 유지할 필요가 없다. 왜냐하면 L.

aci dophi l us는 얼려져있는 상태에서도 i nhi bi t or y act i vi t y를 유지학기

때문이다. 이것은 얼리거나 동결건조한 L. aci dophi l us를 H. pyl or i에 대

한 생균제재로서 사용되어질 수 있다는 것을 제시한다.
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그림 1 . TLC pl at e에 gl ycol i pi d에 Hel i cobact er를 부착하였다.

gl ycol i pi d를 TLC pl at e에 점적한 후, 7. 5 X 107 CFU/ ml의 H. pyl or i .를

부착시키고 i ncubat i on 하였다.
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그림 2 . 다양한 L. aci dophi l us 가 있을 때 gl ycol i pi d 에 부착하는

Hel i cobact er . TLC pl at es에 gl ycol i pi d를 점적한 후, L. aci dophi l us

( 2. 4 X 108 CFU/ 10 ml )에 i ncubat i on한 후, H. pyl or i ( 7. 5 X 108 CFU/ 10

ml )를 i ncubat i on한다. TLC pl at es 에 붙은 H. pyl or i 의 양은 발색반응

을 거쳐 측정한다.

각각 H. pyl or i만 i ncubat i on ( H) , L. aci dophi l us HY0404만

i ncubat i on( C) , H. pyl or i와 L. aci dophi l us HY0404를 같이

i ncubat i on( 1) , H. pyl or i 와 L. aci dophi l us HY2104를 같이

i ncubat i on( 2) , H. pyl or i 와 L. aci dophi l us HY7001를 같이

i ncubat i on( 3) , H. pyl or i 와 L. aci dophi l us HY7007를 같이 i ncubat i on

( 4) , H. pyl or i 와 L. cas ei HY2782를 같이 i ncubat i on( 5)한 결과이다.
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그림 3 . 다양한 농도의 L. aci dophi l us에 Hel i cobact er 부착하였다. TLC

pl at e는 H. pyl or i ( 7. 5 X 107 CFU/ ml )와 i ncubat i on 하였다. 사용된

Symbol은 ●: L. aci dophi l us HY0404; ○, L. aci dophi l us HY2104; ■,

L. aci dophi l us HY7001; □, L. aci dophi l us HY7007이다.
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제 10 장 Hel i cobact er pyl or i ur ease에 의한

Hel i cobact er gas t rospi l l i um 감염

방지 실험

제 1 절 서론

돼지의 위궤양을 일으키는 원인균으로는 효모와 박테리아가 생각된

다. 이중 박테리아로는 특히 Campyl obact er와 Hel i cobact er가 의심이 된

다. 현재 돼지의 장관에서 분리된 것으로 Hel i cobact er

hyoi nt es t i nal i s ( On et al . , 1995)가 있으며 Hel i cobact er gas t r os pi l l i um

( Hänni nen et al . , 1995)도 보고 된 바 있다. 본 연구에서는 병변을 보이

는 부위에서 원인균을 분리하고 이를 Koch' s 가설에 맞는 지 감염실험으로

확인하고 이들 균의 t ot al vacci ne에 의한 예방 실험을 수행하였다.

제 2 절 재료 및 방법

1 . 병변 조직내 감염균 확인

Mous e의 병변을 보이는 위 조직을 s l i de gl as s에 문지른 후, 불꽃에

고정하여 gr am s t ai ni ng한 후 유침하여 광학 현미경 ( 1000배)으로

bact er i a 감염를 확인하였다(그림 1) .

- 168 -



2 . Bac t e r i a 분리 및 배양 조건

돼지 위장병균이 감염된 mous e의 위를 소독된 r azor bl ade로 유리 슬

라이드에서 잘게 썰은 후, f ungi zone ( 2. 5 g/ ml amphot er i ci n B) ,

Ski r r ow' s s uppl ement ( 0. 016 mg/ ml pol ymyxi n B, 0. 5 mg/ ml vancomyci n,

0. 25 mg/ ml t r i met hopr i m)와 10% hor se s er um이 들어있는 Br ucel l a

medi um, Modi f i ed chocol at e medi um ( GC medi um base, 1% hemogl obi n, 1%

i s ovi t al ex) , BHI ( Br ai n Hear t I nf us i on) medi um wi t h 10% s heep bl ood,

Col umbi a medi um wi t h 10% s heep bl ood 등에 도말하여 37℃, 10% CO2 항온

기에서 배양하였다. gr am negat i ve bact er i a로 ur ease · oxi das e ·

cat al as e에 양성반응을 나타내는 균을 찾아내었다. 또한 점막과 같은 상태

를 만들어 주기 위해 BHI medi um ( wi t h 10% human O- t ype bl ood)와

col umbi a medi um ( wi t h 10% human O- t ype bl ood) 에 감염조직을 문지른

후, 0. 3% agar가 첨가된 동일한 조성의 배지(반 고체배지)로 덮어 37℃,

10% CO2 항온기에서 배양하였다.

3. Gas t r os pr i l l um 감염 조직의 ur e as e PCR

Mous e의 병변이 보이는 위 조직을 절제하여 phos phat e- buf f er ed

s al i ne ( PBS, pH 7. 4) 0. 5 ml을 첨가하고 mi cr ohomogeni zer로 파쇄한 후,

1000 r pm에서 3 분간 2회 원심 분리하여 파쇄되지 않은 조직을 제거하고,

상등액은 8000 r pm에서 5 분간 원심 분리하여 bact er i al pel l et을 얻었

다. Pel l et으로부터 genomi c DNA추출은 Wi zar d genomi c DNA pur i f i cat i on

ki t ( Pr omega)을 사용하여 얻었으며, Hel i cobact er pyl or i의 ur eas e gene

A ( nt 304- 715)에 해당하는 f or war d pr i mer ( 5' - GCCAATGGTAAATTAGTT- 3' )와

r ever se pr i mer ( 5' - CTCCTTAATTGTTTTTAC- 3' )를 사용하였다(그림 2) .
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PCR 반응용액은 10×buf f er 5 μl , dNTP 4 μl , 100 pmol / μl pr i mer

를 각각 0. 5 μl , genomi c DNA 1 μg, Taq pol ymer as e one uni t을 넣어 총

50 μl가 되게 하여 PCR을 수행하였다. PCR 반응은 DNA 변성을 위하여 먼

저 94℃에서 4분간 1회, 94℃에서 30초, 40℃에서 30초, 72℃에서 30초를

30회, f i nal el ongat i on으로 72℃에서 7분간 1회 순환하였다.

4. Gas t r os pr i l l um 감염 조직의 ur e as e s e que nc i ng

병변이 있는 위 조직으로부터 얻은 411 bp의 ur eas e PCR f r agment 와

H. pyl or i의 ur eas e PCR f r agment를 gel에서 추출하여( Bi o101, BMS,

U. S. A. ) , ur eas e s equenci ng PCR의 t empl at e로 사용하였다. Sequenci ng

PCR 반응용액은 t er mi nat or r eady r eact i on mi x 8 μl ( ABI pr i s m bi g dye

t er mi nat or cycl e s equenci ng r eady r eact i on ki t , PE Appl i ed

Bi os ys t ems , U. S. A. ) , t empl at e 80 ng, ur eas e f or war d pr i mer

( 5' - GCCAATGGTAAATTAGTT- 3' )를 3. 2 pmol e 되게 넣은 후, D. W.로 총 20 μ

l되게 하여 s equenci ng PCR을 수행했다(그림 4) . s equenci ng PCR 조건은

96℃에서 10초, 40℃에서 5초, 60℃에서 4분을 25회 순환하였다.

s equenci ng PCR pr oduct는 et hanol pr eci pi t at i on 과정을 거친 후,

t empl at e s uppr es s i on r eagent 25 μl에 희석하여 95℃에서 2분간

denat ur at i on 과정 후 얼음에 냉장하여 준비했다. DNA 염기서열 분석은

ABI pr i sm 310 genet i c anal yzer를 사용했으며, capi l l ar y ( 47 cm, 50 μm

i . d. )에 POP- 6 pol ymer를 충진하여 사용하였다.

5. H. py l or i r e c ombi nant ur e as e 분리

H. pyl or i ur eA- ur eH gene이 cl oned된 E. col i BL 21을1 mM Ni Cl 2와

100 ㎍/ ml ampci l l i ne을 함유한 LB br ot h에서 l at e exponent i al phase까지
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2 ℓ를 배양하였다. 배양된 균을 8000 r pm에서 10분간 원심 분리하여 침전

된 균을 차가운 20 mM pot as s i um phos phat e ( pH 7. 2) , 1 mM EDTA, 1 mM

2- mer capt oet hanol ( PEB) buf f er로 두 번 세척한 후, 1 mM PMSF를 함유한

PEB buf f er에 혼탁시키고 이를 Fr ench Pr es s를 이용하여 bact er i a를 파쇄

했다. 파쇄된 용액을 4℃, 24000 r pm, 90 분간 원심 분리하였다. 상등액을

DEAE- Sephar os e CL- 6B col umn ( 5×12 cm)에 얹어 PEB buf f er와 1 M KCl i n

PEB buf f er의 l i near gr adi ent로 용출시켰고, 각 분획의 효소 활성을

phenol r ed로 spot as say를 하여 발색을 보인 분획만 모아 (그림 5) YM10

ul t r af i l t r at i on membr ane을 사용하여 Concent r at or ( Ami con, U. S. A. )으로

농축했다. 이를 Sephacr yl S- 200 gel f i l t r at i on col umn ( 2. 5 × 48 cm)에

첨가하고 0. 15 M KCl / PEB buf f er로 용출하였다. Phenol r ed에 발색을 보인

분획을 모아 (그림 6) ami con을 이용하여 염을 제거 한 후 FPLC( Wat er s ,

U. S. A. )를 이용 mono Q col umn으로 PEB buf f er와 1 M KCl / PEB buf f er의

l i near gr adi ent로 용출하였다(그림 7) .

6 . 전기영동에 의한 Ur e as e pur i f i c a t i on

SDS- PAGE는 10% r unni ng gel 과 3. 75% st acki ng gel을 사용하여 전기

영동을 수행하였으며, Coomas s i e br i l l i ant bl ue R250으로 염색하였다(그

림 8) .

7 . Ur e as e as s ay

Ur eas e act i vi t y를 측정하기 위해 al kal i r eagent ( Weat her bur n,

1967)를 이용한 as s ay를 수행하였다. HEPES buf f er ( 0. 05 M HEPES, 0. 5 mM

EDTA, pH 7. 5) 1 ml , ur ea s ol ut i on ( 100 mM ur ea) 1 ml에 s ampl e 10 μl
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첨가 후, 37℃에서 2분간 방치하였다. 시료 100 μl에 phenol r eagent

( 5% phenol , 0. 025% s odi um ni t r opr us s i de) 1 ml에 첨가한 후, 상온에서

10분간 방치하고, 여기에 al kal i r eagent ( 2. 5% NaOH, 0. 21% NaOCl , 2. 5%

Na2HPO4 ·12H2O) 1 ml을 넣어 30분간 반응시켰다. 30분 경과 후,

s pect r ophot omet er를 사용하여 625 nm에서 발색정도를 측정하였다( Tabl e

1) .

8 . Ur e as e 백신에 의한 감염 억제 실험

분리된 ur eas e 5 μg과 mucosal adj uvant 10 μg를 pat hogen f r ee

f emal e Swi s s Webs t er mi ce 1주 간격으로 4회 경구 투여하여 i mmuni zat i on

시킨 후, Gas t r ospr i l l um이 감염된 mous e 위 조직을 4 ml PBS와 막자사발

에서 간 용액 0. 5 ml을 경구 투여한 뒤 4주 후 감염 여부를 확인하였다.

9 . 분리 균의 He l i c obac t e r SSP. ( Spe c i e s Spe c i f i c Pr ot e i n) PCR

Hel i cobact er SSP. PCR은 Hel i cobact er pyl or i s peci es - speci f i c

ant i gen s equence를 기초로 만들어진 f or war d pr i mer

( 5 - TGGCGTGTCTATTGACAGCGAGC- 3' )와 r ever s e pr i mer

( 5 - CCTGCTGGGCATACTTCACCATG- 3' )를 사용하였다. PCR 반응을 위해 균을

PCR t ube에 소량 넣어 104초간 mi cr owave를 조사한 후, 10× buf f er 5 μ

l , dNTP 4 μl , 100 pmol / μl pr i mer를 각각 0. 5 μl , 1 U Taq pol ymer as e

을 넣어 총 50 μl가 되게 하여 PCR을 수행했다. PCR은 94℃에서 5분간 1

회, 94℃에서 1분, 50℃에서 1분, 72℃에서 1분을 39회, f i nal el ongat i on

으로 72℃에서 5분을 1회 순환하였다. PCR pr oduct는 0. 8% agar os e gel에

전기영동하여, Et Br s t ai ni ng으로 확인하였다(그림 3) .
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제 3 절 결과 및 고찰

위궤양을 일으키는 Gas t r os pi r i l l um은 H. pyl or i에서 분리되어진

Hel i cobact er f el i s와 매우 유사한 gr am negat i ve cor k s cr ew모양의 3에서

8회 coi l i ng된 간균이다( Ander s en et al . , 1999) . 그림 1은 조직내에 감염

된 Gas t r os pi r i l l um으로 전형적인 3- 8회 꼬인 cor k s cr ew의 모양을 보여

주고 있다. 이러한 돼지의 위궤양을 야기하는 Gas t r os pi r i l l um 배양이 까

다롭다. 이것은 Campyl obact er 종들이 열악한 환경에서 생존을 연장하기

위해 살아있으나 증식키 어려운 cocoi d f or m등을 취하여 subcul t ur e를 어

렵게 하는 특징 때문으로 생각된다( Har vey and Leanch, 1998; Kr ei g and

Hol t , 1984) . 따라서 돼지의 Gas t r ospi r i l l um 감염 위조직을 직접 mous e

에 감염시킴으로 도축장에서 실험실로 이동하는 시간을 단축하고, 본 실

험실에서 신속히 병원균을 접종하여 배양하는 방법을 선택하였다. 특히

재료 및 방법에서 기술한 대로 위 점막과 유사한 상태를 만들고자 사용한

반 고체배지를 배지에 조직을 덮어 배양했을 때 10% bl ood col umbi a 배지

와 10% bl ood BHI 배지에서 다른 세균들과 함께 Gas t r ospi r i l l um이 배양되

었다. 앞으로 배지의 항생제 조건을 바꾸어 다른 균의 증식은 억제하고

Gas t r os pi r i l l um이 선택적으로 잘 자랄 수 있는 위 점막과 같은 배양조건

은 앞으로 더욱 개발되어야 하겠다.

Gas t r ospi r i l l um은 그 특징이 oxi dase, cat al as e, ni t r i t e, ni t r at e,

ur eas e 양성으로 보고되어 있으며( Ander s en et al . , 1999) , 특히 ur eas e를

생성함으로 강산의 위에 서식할 수 있는 것으로 보인다. 여기에 착안하여

Gas t r os pi r i l l um 감염 위 조직에서 DNA를 분리하여 ur eas e A gene에 대한

pr i mer를 사용하여 PCR을 수행했을 때, 411 bp 크기의 DNA 조각을 얻었다

(그림 2) . 이 411 bp의 염기서열은 H. pyl or i의 ur eas e와 같은 염기서열을

지니고 있다(그림 3) . 따라서 H. pyl or i의 ur eas e를 Gas t r ospi r i l l um의

ur eas e백신으로 사용할 수 있는 것으로 생각되어졌다. 그래서 H. pyl or i
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ur eA- ur eH gene이 cl oned된 E. col i BL21로부터 ur eas e를 순수 분리하였다

(그림 4) . 순수분리한 ur eas e 5 μg와 mucos al adj uvant 10 μg을 함께

mous e에 경구 투여하여 면역시켜 Gas t r os pi r i l l um감염을 막는 것을 확인하

고 있는 중이다.
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그림 1. 감염 조직내의 Gas t r osp ill ium의 확인
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그림 2 . Gas t r osp ill ium의 ureas e PCR
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그림 3 . Gas t r osp ill ium의 H e l icobac t e r S S P PCR
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1 1…50 43504

3 1…50

2 1…50 Tissue

1 51… 100 43504

3 51… 100

2 51… 100 Tissue

1 101… 150 43504

3 101… 150

2 101… 150 Tissue

1 151…200 43504

3 151…200

2 151…200 Tissue

1 201…250 43504

3 201…250

2 201…250 Tissue

1 251…300 43504

3 251…300

2 251…300 Tissue

1 301…350 43504

3 301…350

2 301…350 Tissue

1 351…396 43504

3 351…396

2 351…396 Tissue

그림 4 .H . p y lor i 와 Gas t r osp ill ium 감염조직의 ureas e 의

S equence 비교
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T able 1. H e l ic oba c t e r p y lor i U re as e 분리

Purificat ion step
T ot al

prot ein (m g )

Specific

activ ity

P urificat ion (fol

d)

Yield (

% )

Crude ex tract 2100 5.7 1 100

DEAE 168.56 41.5 7.28 8

S ephacryl

S - 200
1.235 4,625.3 811.46 0.051

F PLC 1.081 16,194.3 2841.11 0.058
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또한 Cand ida와 분리균주 8번을 F rench P ress에 3회 통과한 후 10%

form alin에 고정하여 t ot al cell을 경구 백신으로 3주간 2회 1 m g/ 0.5 m l

투여한 후. 각각 Cand iada와 분리균주 8번을 2 × 107 CF U/ 0.5 ml 과

1.5 × 109 CF U/ 0.5 ml 되게 경구 투여하여 감염시킴으로 감염 억제 여

부를 확인하고자 한다..
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