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요 약 문

Ⅰ. 제 목

분자생물학적 기술을 응용한 닭 살모넬라균 감염증의 진단과 예방기술 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 중요성

1. 연구개발의 목적

국내 양계산업에서 만성적 피해요인으로 간주되고 있는 추백리와 닭티푸스

를 포함한 닭의 살모넬라균 감염증의 진단과 예방법을 분자유전학적 기법을

이용하여 개발함으로써 현재 사용되고 있는 진단법보다 더욱 간편한고 신속·

정확한 기법을 고안하고, 또한 부가가치가 높은 첨단기법을 이용하여 유전자재

조합 생균변이주(mutants ) 백신 또는 s ubunit vaccine을 개발하여 산업화시킬

수 있는 기초를 확립하고자 한다.

2. 연구개발의 중요성

국내 양계농장의 사육형태로는 최첨단 자동기계시설을 갖춘 농장에서부터 비

닐하우스 사육형태 등 다양하며 이로 인해 발생되는 전염병의 유형도 매우 다양

하다. 이런 전염병 가운데 S alm onella 속균에 의해 발병되는 추백리와 닭티푸스

는 장염과 패혈증을 주로 일으키고 수평전파 뿐만 아니라 난계대에 의한 수직전

염을 하기 때문에 근대적 양계산업이 발족된 이래 지난 30년간 고질적인 피해요

인으로 작용하고 있으며, 특히 최근에는 이로 인한 피해가 급증하여 양계농가에

많은 손실을 주고 있다. 이 중 추백리는 제 1 종 법정전염병으로 규정하여 국가

차원에서 지속적인 방역대책을 강구하고 있음에도 불구하고 감염농장의 수는 증

가추세에 있으며, 닭티프스에 의한 폐사율은 중추와 성계에서 50∼60%에 달하는

농장도 있으며 이들 살모넬라감염증으로 인해 농장이 폐업하고 문을 닫는 예가

많다. 이외에 주요한 닭의 S alm onella균 감염증으로는 S . typhim urium , S .
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enteritidis에 의한 전염병 등이 있으며 닭에서 장염과 패혈증을 유발하고 사람에

서 식중독을 일으켜서 피해를 주고 있다. 그러므로 본 병을 근절시키기 위한 기

술개발이 절실히 요구된다.

S alm onella속균의 진단법으로 일반적으로 이용되고 있는 세균배양 동정 방법

은 증균배양, 선택배양과 생화학적 성상 검사 등으로 노력과 시간이 많이 소요되

며 이런한 방법은 극소량의 균감염이나 활력이 저하된 균이 존재할 때는 검출이

곤란하다는 단점이 있다. 또한 면역학적 검사법으로는 전혈 급속 응집반응, 시험

관 응집반응 등이 있으나 다른 균속과 교차반응이 일어나는 비특이 양성반응이

문제가 되고있다. 최근 일부 연구자들에 의해 닭유래 S alm onella속균의 신속한

검출을 위해 PCR기법을 응용하여 보고한 바 있으나 미진한 실정이다. 따라서 국

내 양계농장에서 지속적으로 문제가 되고있는 추백리, 닭티푸스를 포함한 살모넬

라 감염증의 신속·정확하고 간편한 검출을 위해 효소면역시험법 및 유전공학기

법을 이용한 간편하고 신속 • 정확한 진단법의 개발이 절실히 요구된다.

또한 살모넬라 감염증 가운데 국내에서는 유일하게 닭티푸스에 대한 예방약이

사균백신 형태로 개발되어 공급되고 있으나 면역원성의 부족으로 인한 불완전한

방어효과, 균체독소에 의한 접종스트레스 및 부작용 등이 문제되고 있다. 본 병

에 대해 외국에서는 Live vaccine이 활용되고 있으나 야외 또는 생체조건에서 백

신균주의 병원성 회귀능에 대한 불확실성, 접종스트레스, 생균의 난소감염과 수

직전파 등이 문제되며 또한 S . g allinarum 청정계균에 생균백신을 사용할 때

S alm onella균 free flock를 확립하는데 저해요인으로 지목되고 있다. 추백리에 대

한 백신은 항원변이성, 병인기전의 특이성과 방역상의 문제점으로 인해 국내외에

서 아직 개발되지 않고 있으며, S . typhim urium 및 S . enteritid is 감염증에 대한

예방백신은 외국에서 사균 또는 생균백신으로 개발하여 일부 사용되고 있으나

위에서 언급한 제반문제가 해결되지 않고 있다.

따라서 본 연구과제를 통해 면역효소시험법과 polymerase chain react ion(

PCR) 기법을 이용한 살모넬라균 진단기술을 개발하고, 살모넬라균의 방어항원

유전자에 대한 DNA 염기서열을 분석하고, 재조합기법을 이용한 subunit

protein 과 비병원성 변이주(mutants )를 작제하여 백신 개발을 위한 기초를 확

립하고자 한다.
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Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

본 연구에서는 우리나라 양계농장에서 장염과 패혈증 등을 유발하고 양계장의

사양위생관리와 방역 관리 차원에 많은 문제점과 경제적 손실을 일으키고 있는

추백리와 닭티푸스를 포함한 살모넬라균 감염증의 근절대책을 확립하기 위해 분

자유전학적 기술을 응용하여 진단과 예방대책을 확립하기 위한 일련의 연구를 3

년간에 걸쳐 수행하였다. 제 1 세부과제는 “ 닭 살모넬라균증에 대한 분자생물

학적 진단법 개발 및 국내분리 살모넬라균의 핵염기구조 분석”, 제 2 세부과제는

“살모넬라균의 방어항원 유전자 클론닝과 재조합 subunit protein의 발현 및 성상

시험”, 제 3 세부과제는 “살모넬라균 유전자 재조합 변이주(mutants) 생균백신

개발”, 제 4 세부과제는 “살모넬라균 재조합 항원단백 정제, 생화학적 성상시험

및 재조합 변이주의 대량 생산 체계 구축” 그리고 협동과제에서는 “분자생물학적

기술로 개발된 백신의 안전성 및 효능시험” 에 대해 각각 연구를 수행하였다.

이와같은 연구를 통하여 추백리, 닭티푸스 등 살모넬라균 감염증에 대한 분자

역학적 기초자료를 획득하고, 살모넬라균을 분자수준에서 검색하고 조기진단함으

로써 살모넬균 감염증의 근절대책을 확립하는데 유용한 자료를 확보하였으며, 또

한 변이주(mutants ) 작제에 의한 살모넬라 생균백신 개발과 subunit vaccine 개

발의 기초를 확립하였다.

Ⅳ. 연구개발결과 및 활용에 대한 건의

1. 연구개발 결과

국내 양계산업에서 만성적 피해요인으로 간주되고 있는 추백리와 닭티푸스

를 포함한 닭의 살모넬라균 감염증의 진단과 예방법을 분자유전학적 기법을

이용하여 개발함으로써 현재 사용되고 있는 진단법보다 더욱 간편한고 신속·

정확한 기법을 고안하고, 또한 부가가치가 높은 첨단기법을 이용하여 유전자재

조합 생균변이주(mutants ) 백신 또는 s ubunit vaccine을 개발하여 산업화시킬

수 있는 기초를 확립하고자 일련의 시험을 수행한 바 다음과 같은 결과를 얻

었다.
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1) 균 배양법과 자동미생물검출기를 이용하여 양계장과 도계장에서 채취한

가검물에 대해 살모넬라균 분리시험을 실시한 바, S . typhim urium의 분리 빈

도가 가장 높았다. 또한 표준 S . pullorum , S . g allinarum , S . typhim urium 및

S . ente rit idis에 대한 단클론성 항체를 생산하고 이것을 응용하여 Sandw ich

ELISA법을 확립하였다.

S alm onella serogroup D1에 속하는 S . pullorum , S . g allinarum 및 S .

e nterit id is를 신속하고 특이적으로 검출하기 위해 se fA 유전자를 증폭하는

PCR기법을 확립하기 위해 시험을 수행하였다. se fA g ene 증폭을 위해 제조된

Sf I과 Sef I primers를 이용한 PCR에서 513bp 및 488bp 크기의 DNA 분절이

각각 관찰되었다. S f I primer를 이용하여 확립된 PCR의 감수성을 시험한 바

1pg의 S . enteritid is DNA에서도 se fA gene이 증폭되었으며, 증폭된 PCR

products를 B am HI과 H ae III로 처리하여 se fA gene임을 확인하였다. 확립된

PCR기법으로 S alm onella 표준균주 및 야외분리균주, E . coli, Y ersinia spp.,

S taphylococcus spp., S treptococcus spp. 등 모두 28균종의 73균주에 대해 시

험한 바, 본 PCR법은 S alm one lla s erog roup D1에 대해 특이하게 양성반응을

나타내었다. 본 시험에서 응용한 집락채취법과 rapid boiled- lysate기법을 이용

한 PCR은 S alm onella s erog roup D1 검출에서 신속하고 특이성이 높았다. 또

한 S . enterit id is ag fA g ene을 PMAL- CR1 vector에서 발현하고 amylose

res in 으로 정제한 S alm one lla fimbrae s ubunit protein Ag fA을 이용하여

radial immunodiffus ion enzyme ass ay(RIDEA)을 확립하고 살모넬라균 감염

닭 검출시험을 수행하였다. S . pullorum , S . typhim urium , S . enteritid is 및 E .

coli를 감염시킨 토끼와 닭을 이용하여 RIDEA- ag fA , RIDEA- OMP 및

ELISA - OMP의 감수성과 특이성을 비교시험하고 야외 가검물에 대한 응용시

험을 수행하였다. RIDEA- ag fA는 RIDEA- OMP와 ELISA- OMP에 비해 살모

넬라균에 감염된 닭을 검출하는데 특이성이 높았다.

2) S . e nterit id is는 다양한 종류의 강력한 부착성을 가지는 fimbriae type이

있 다. 그중 대표적인 것으로 fim A (type 1/SEF21 fimbriae), ag fA (thin

agg regat iv e fimbriae/ SEF17 fimbriae), se fA (SEF14 fimbriae) 그리고 se fD

(SEF18 fimbriae) 등이 있다. 이 중 최근 밝혀진 SEF 17 operon은 세가지 연속

된 유전자인 ag fBAC로 구성되는 것으로 알려졌다. SEF 17 fimbrin의 구조유전
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자인 ag fA와 fimbrin like protein precus or인 ag fB를 각각의 S alm onella 균속

으로부터 PCR을 이용하여 증폭한 다음 pQE9, pGEX- 2T 및 pMAL- cri 백터

를 이용하여 클로닝하였고, 세포질내에서 maltos e binding fus ion protein으로

발현되는 시스템을 이용하여, E . coli에서 대량으로 발현하였다. 재조합된

A gfA와 A gfB protein은 약 56kDa 정도의 molecular s ize를 가지며, 대량 발현

한 protein을 amylose res in을 이용하여 정제하였다. 또한 살모넬라균체로부터

SEF17 fimbriae를 추출 정제하였다. 한편 S . e nterit id is, S . typhim urium , S .

pullorum , S . g allinarum의 ag f 유전자 염기서열을 비교 분석하여 균종간

homology를 비교한 바, ag fA의 경우 98%, ag fB의 경우 99%의 homolog y를

보였다. 정제된 MBP- fused Ag fA protein을 BALB/c 마우스, SPF 병아리와

토끼에 접종하여 면역반응을 유도하였으며, W es tern blot으로 항체형성을 확인

하였다. ELISA기법을 확립하고 SPF 병아리에 대한 항체역가를 측정하였던

바, 4주째에 agfA 50㎍/ head 및 100㎍/ head 접종군에서 높은 ELISA치가 관찰

되었으며, 접종후 4주 및 6주째에 채취한 혈청샘풀의 ELISA치에는 유의한 변

화가 없었다. 접종후 7주째에 w ild type S . typhim urium을 공격하고 9주째에

측정하였던 바 ELISA치는 다소 하강했으며, 항원 접종군은 공격에 대해 방어

능을 나타내었다.

3) S alm onella 병원성 유전자 조작에 의한 유전자 재조합 변이 생균백신 주

를 개발하기 위하여 시험을 수행하였다. 병원성 유전자의 염기서열 분석 및 위

치확인을 위하여 S . typhim urium , S . ente rit idis S . g allinarum , 및 S .

pullorum의 병원성 인자의 발현에 중요한 reg ulatory factor로 작용하는 rpoS

g ene의 위치, 염기서열, s t rain간의 nucleot ide s equence variat ion 등 을 비교

분석한 결과, 이들 serogroup간의 rpoS g ene의 s ize가 1155bp로 모두 동일하

였으며, chromosomal DNA 상에서 동일한 위치에 존재함을 확인할 수 있었

다. 또한 nucleotide homology가 s tra in간에 99.3∼99.7%로 거의 동일하였다. S .

typhim urium과 S . enteritid is는 P22 bacteriophage 에 대하여 감수성이 있기

때문에 rpoS mutant g ene을 포함하는 P22를 이용하여 homolog ous

recombinat ion법에 의하여 liv e mutant을 작제 할 수 있었으며 P22에 대한 감

수성이 없는 S . g allinarum에 대한 mutant 작제는 T n 10에서 유래된

t ransposas e와 rpoS gene이 삽입된 pBR322을 이용한 electroporat ion에 의하여
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rpoS null mutant를 작제하였다. 이들 live mutant는 bubble tes t 와 AT R

tes t에 의하여 비 병원성임이 증명하였다.

작제된 mutants에 대한 마우스에 대한 병원성시험에서 BALB/c 마우스에

대한 병원성이 강한 S . typhim urium의 mutant는 w ild type에 비해 병원성이

현저히 감소되었음을 증명할 수 있었다. 그러나 ICR 마우스를 이용한 S .

e nterit id is는 w ild type와 mutant의 병원성시험에서는 두 s tra in 모두 ICR 마

우스에 대해 병원성이 인정되지 않았다. 또한 S . g allinarum mutant는 5주령의

병아리에서 병원성을 나타내지 않았다. 4주령 SPF 백색레그혼 닭에 대한 S .

typhim urium mutant의 안전성 및 면역원성시험에서 mutant 접종군은 특이한

임상증상이 실험기간동안 관찰되지 않았으며, W ild type S . typhim urium을 이

용한 공격접종 후 대조군에서 가벼운 설사 및 식욕부진이 관찰되었으나

mutant접종군에서는 임상증상이 발견되지 않았다. 또한 mutants 접종군의 살

모넬라 특이 항체가(geometric mean titer)는 접종 후 4주, 6주 및 9중에서 각

각 2.09±0.56, 1.85±0.43 및 2.07±0.56이었으며, 대조군에서는 공격접종 후 2

주에서 2.56±0.40이었다.

결론적으로 본 연구에서 개발된 S alm onella mutant는 w ild type S alm onella

와 비교할 때 실험동물 및 목적동물에 대하여 병원성이 현저히 저하된 것으로

나타났으며, mutant 접종군은 병원성 균주의 공격을 방어하였다. 따라서 본 연

구에서 개발된 mutant S alm onella는 안전성과 면역원성이 있는 것으로 생각되

며, 작제된 S alm onella 변이 생균주는 vaccine candidate로 개발될 수 있을 것

으로 생각된다.

4) S . e nterit id is, S . typhim urium , S . pullorum , S . g allinarum의 outer

membrane protein(OMP)를 Sarkosyl과 β- octyl- glucos ide로 용해하여 분자량

등 그 생화학적 특성을 조사하였고, 제2세부과제에서 제조한 pQE9 vector에

S . typhim urium ag fB와 S . g allinarum ag fA , B를 cloning한 균을 받아 발현실

험을 하였으며, S . pullorum ag fA, B와 S . enterit id is ag fA를 pGEX- 2T

v ector에 GST fus ion protein으로 발현하였다.

S . pullorum , S . g allinarum과 S . ente rit idis의 ag fA gene을 pMA L- CR1에

cloning하여 MBP- AgfA fused protein을 각각 제조하고 성상을 시험하였다.

발현된 S . enteritid is ag fA는 amylose res in에 3시간 동안 binding (4℃)하여
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column buffer로 3∼4회 세척하여 10mM maltose(in column buffer)로 elut ion

하여 MBP- fus ion AgfA protein을 정제할 수 있었다. 그러나 S . pullorum과

S . g allinarum은 MBP가 MBP- fus ion Ag fA protein과 함께 elut ion이 되었기

때문에 MBP- fus ion AgfA protein만을 분리하고자 하였다. 따라서 FPLC를 이

용하여 gel permeation chromatography로 sephacryl S - 200HR column을 사용

하였고, ion ex chang e chromatography로는 anion ex changer인 MonoQ

column을 사용하였다.

재조합단백 항원의 대량 생산체제 확립을 위해 S . e nterit id is의 cloned cell

을 대량 발현하여 S . enteritid is MBP- fus ion Ag fA protein을 대량 제조하였

으며, SDS- PAGE를 이용하여 그 중에 순도가 높은 것만을 골라서 토끼에게

접종한 후 w es tern blot으로 항체형성을 확인하였다. 야외분리주와 변이주의

생화학적 성상 비교를 위하여 제 3 세부과제에서 재조한 S . typhim urium

mutant OMP의 생화학적 성상 시험을 하였다. 야외분리주와 변이주를 같은 조

건에서 배양하였으며, 변이주의 경우는 LB 배지에 카나마이신을 첨가하였다.

초원심분리기(30,000rpm, 4℃, 1hr)와 2% Sarkos yl 을 이용하여 분리한 OMP

를 SDS- PAGE에서 비교한 결과, 야외분리주와 변이주의 차이점은 없었다. 또

한 S . typhim urium의 야외 분리주와 변이주를 같은 조건에서 10회 계대배양하

고 OMP를 정제하여 SDS- PAGE로 확인한 결과, 변이주는 계대배양에서도 항

원단백이 안정하다는 것을 알 수 있었다. 또한 계대하지 않은 것과 계대한 것

의 야외분리주와 변이주의 항원을 비교한 바 차이가 없었다.

5) 작제된 S . typhim urium mutants (KM res is tant)를 F ermenter(한국발효기

주식회사, model 300L)를 이용하여 대량 배양할 때 최적의 발육조건을 규명하

기 위하여 공기(산소)공급량, 배양온도, pH, enrichments 및 antifoam의 종류에

따른 균증식능을 시험하였다. 그 결과 온도는 37℃, 공기공급량은 50 ℓ/m in,

그리고 pH 7.0에서 증식능이 높았다. 공시한 enrichments와 antifoam은

dex tran+iron과 AF289가 각각 가장 높은 증식성을 보였다. 고농도 균액의 S .

typhim urium mutants를 마우스에 접종한 바 안전하였고 병원성 균주 공격에

대해 높은 방어효능을 나타냈다. 또한 mutants를 기니픽에 접종하고 안전성과

면역원성을 시험한 바 높은 안전성과 응집항체역가가 인정되었다. S .

e nterit id is ag fA subunit protein을 마우스와 기니픽에 각각 접종한 바, 마우스
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에서 높은 안전성과 병원성균주의 공격에 대한 방어효능이 관찰되었다. 기니픽

에서는 안전성과 ELISA시험에서 높은 항체역가가 관찰되었다.

2. 활용에 대한 건의

1) 본 연구를 통하여 얻어진 살모넬라균 검출을 위한 효소면역시험 및 PCR

진단 기법 등은 닭질병 방역에 연관된 연구소, 시험소, 대단위 양계농장

부설 실험실, 대학실험실, 양계농장, 동물병원 등에 홍보하고 RIDEA진단

법은 야외적용에 관한 보완시험을 거쳐 특허 출원 및 산업체에 기술이전

하여 활용할 수 있도록 한다.

2) 본 연구를 통하여 얻어진 재조합 유전자 변이주(mutants ) 생균백신과

s ubunit protein 생산과 관련된 결과를 특허출원하고 기술과 노하우를 협

동연구 산업체에 기술전수하고 야외응용시험 등의 보완시험을 거친 후

백신을 생산할 수 있도록 적극 추진한다.

3) 시험기간 중 국내분리 살모넬라균의 유전자 분석에서 얻어진 정보는 국

내 미생물 유전자원 확보 및 응용에 활용될 것임.

4) 얻어진 결과를 국내 및 국외 학술대회에 발표하고 학회지에 게재함으로

써 이 분야 연구에 기초자료로 활용할 수 있게 한다.

5) 얻어진 결과는 닭 살모넬라 감염증의 진단과 예방뿐만 아니라 소, 돼지에

서 문제되는 살모넬라증, 사람의 살모넬라성 식중독 그리고 환경미생물학

적 연구에 직접 활용될 것으로 예상된다.
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S UMMARY

Project T itle: Dev elopment of the Meas ures for Diag nos is

and Prev ention of A v ian S almonellos is

Us ing Molecular T echniques

Avian salmonellosis including pullorum disease and fow l typhoid has been

recognized an important scourge factor, caus ing heavy economic losses in the

poultry industry in Korea. T o develope more advanced measures for diagnosis

and prevention of avian salmonellos is using up- to- date molecular

biotechnology, this project w as des igned and carried out in the aspects of

molecular diagnos is , genetically engineered S alm onella vaccines including

subunit vaccine and mutants vaccine, and biochemical characteris tics of the

recombinant proteins , in cooperation w ith a veterinary pharmaceutical

company. T he results obtained during three years are as follow s:

1. By the culture methods and the automatic microbial ident ifica tion sys tem,

the specimens from poultry farms and poultry- proces s ing factory w ere

examined. S . typhim urium show ed the highes t frequency of isolat ion. T he

monoclonal ant ibodies agains t the reference s trains of S . pullorum , S .

g allinarum , S . typhim urium and S . e nterit id is w ere produced and us ing

these ant ibodies a Sandw ich ELISA w as es tablished to detect S alm onella

infect ions . T o develop the rapid and s pecific detection methods for

S alm onella s erog roup D1, a PCR technique for the amplificat ion of se fA

g ene w as es tablished. T he bacterial genomic DNA w as ex tracted by

colony- picking and rapid boiled- lys ate technique. T he es tablis hed PCR w as

as sens it ive as to detect 1pg of S . e nterit id is DNA. W hen 73 s trains in 28

g enera including the reference s tra ins and the field isola tes of various

S alm onella serotypes , B acillus subt ilis, B orde te lla bronchise pt ica, E . coli,
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L isteria spp., M icrococcus luteus , R hodococcus equi, S taphylococcus spp.,

S treptococcus spp., V ibrio parahem oly t icus , Y ersinia spp. e tc. w ere s tudied.

T he es tablished PCR yielded specifically pos itive res ults w ith only

S alm onella serogroup D1. T he PCR for se fA gene could be a potential

candidate for the specific detect ion method for S alm onella s erog roup D1.

A radial im munodiffus ion enzyme as say (RIDEA ) us ing S alm onella

fimbriae subunit protein ag fA w as des ig ned and evaluated. T he antig en

w as prepared by ex press ion of ag fA g ene from S . enteritid is in

PMA L- CR1 vector, and the maltose- binding fus ion protein w as purified by

amylos e res in . A ntisera to three S alm onella se rovars including S .

typhim urium , S . pullorum , S . ente ritid is and tw o s tra ins of E . coli w ere

ra is ed in rabbits and chickens , and the react ivity w as tes ted by RIDEA

w ith ag fA and OMP from S . e nterit id is . RIDEA w ith ag fA s how ed the

higher sens it ivity and the low er cros s react iv ity in comparis ion w ith

RIDEA w ith OMP. S erum samples obtained from fiv e chicken flocks w ith

prev alent outbreak of s almonellos is w ere tes ted by ag g lut inat ion,

ELIS A(OM P) and RIDEA (ag fA and OM P). Bas ed on the agg lut inat ion tes t ,

RIDEA w ith ag fA revealed the hig her specificity than the as says w ith

OMP antigens . T he res ults sug ges ted that RIDEA w ith ag fA could be a

potent ial candidate for detect ion of S alm onella infect ion in chicken.

2. S . enteritid is enteropathog ens produce a variety of potent ially adherent

fimbrial types including fim A(type- 1/ SEF21 fimbriae), ag fA(thin ag greg at ive

fimbriae/ SEF17 fimbriae), se fA(SEF14 fimbriae) and se fD(SEF 18 fimbriae).

T he SEF17 operon has recent ly been characterized and comprises three

contiguous g enes , ag fBAC. T he s tructural genes for the SEF 17 fimbrin,

ag fA, and fimbrin like protein precusor, ag fB, is olated from S alm onella spp.

w ere amplified by the polymeras e chain react ion, cloned us ing pQE9,

pGEX- 2T and pMA L- cri v ectors , sequenced and ex press ed as a fus ion

protein w ith Maltos e- binding protein(MBP) in E . coli. Ex press ion of Ag fA
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and Ag fB in E . coli yields a cytoplas mic protein w ith molecular mass of

56kDa, as determined by SDS- PA GE. T he fus ion proteins w ere purified by

amylos e res in . T he SEF 17 protein from S alm onella also purified by

unconventional method. T he nucleotide sequences of ag f of S . enterit id is

w ere compared w ith the corres ponding s equences in S . pullorum , S .

g allinarum and S . typhim urium . T he homolog y w as cons iderably high as

98% for ag fA and 99% for ag fB. Purified MBP- fus ed AgfA protein w as

inoculated into one- month- old New Zealand w hite rabbit, BALB/c mouse

and SPF chicken. T he specific ant ibody w as detected w ith W estern

blott ing. T he antibody titer of SPF chicken w as meas ured by the

s tandardized ELISA. Serum samples w ere collected from the chicken at the

4th, 6th and 9th w eeks pos t inocula tion. T he high ELISA values w ere

observ ed in the chickens injected w ith the subunit protein of 50㎍/ head or

100㎍/ head at the 4th to 6th w eeks pos t inoculat ion. No s ignificant

differences w ere observ ed betw een the v alues of the 4th and the 6th

w eeks . Follow ing challenging of w ild type S . typhim urium at the 7th

w eeks pos t inocula tion, ELISA v alues w ere s lig ht ly decreas ed at the 9th

w eeks pos t inocula tion, but protect iv ity of the immunized chickens w ere

recog nized.

3. T his s tudy w as conducted to develope salm onella live mutant s train for

liv e mutant vaccine. T he rpoS gene, w hich has been know n to be a major

v irulence factor that plays an important role in manifes tat ion of

pathog enicity . T he s ize, locat ion and nucleot ide s equence of 4 rpoS genes

from S . typhim urium , S . entertid is , S . g allinarum and S . pullorum w ere

analyzed. T he s ize rpoS g enes of 4 S alm onella s trains w as s ame indicat ing

1155bp long. T he nucleotide homologies betw een 4 S alm onella s trains w as

99.3 to 99.7%. T he rpoS gene mutants of S . typhim urium and S .

e nterit id is w as produced by us ing P22 bacteriophag e conta ining rpoS

mutant g ene. T he rpoS mutant of S . g allinarum w as generated by
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eletroporat ion us ing trans posase w hich w as originated from T n 10 and

pBR322 w hich hav e insert DNA of rpoS g ene. A ll three liv e S alm one lla

mutants w ere confirmed as to be non- pathog enic by the bubble tes t and

A T R tes t .

T he pathog enicity of S . typhim urium rpoS mutant to BALB/c mouse w as

decreased w hen it compared w ith that of w ild type S . typhim urium .

How ever, there w as no difference in pathogenicity to ICR mouse betw een

S . e nterit id is rpoS mutant and w ild type S . e nterit id is . No perceivable

clinical s igns w as observed in chicken inoculated w ith S . g allinarum or S .

g allinarum rpoS mutant . In the safety and immunog enecity of S .

typhim urium rpoS mutant to 4- w eek old SPF chicken, chicken inoculated

w ith mutant produced S alm one lla specific ant ibody . T he g eometric mean

antibody titers at 4, 6, and 9 w eeks pos t- inoculat ion w ere 2.09±0.56, 1.85±

0.43 and 2.07±0.45, res pect iv ely. In the challeng e ex periment w ith w ild type

S . typhim urium , chicken in the control g roup s how mild diarrhea and

inappetence, but there w as no perceiv able clinical s igns in the principa l

g roup. T he g eometric mean antibody titer of control group at 2 w eeks

pos t- challeng e w as 2.56±0.40.

In conclus ion, the S alm onella rpoS mutants s tudied in this project could

be developed further as a live mutant vaccine s train in term of low

pathog enicity , hig h safety and excellent immunog enicity to target animal

and laboratory animals .

4. T o examine the antigenic properties of S . enteritidis , its OMP w as purified

and characterized us ing sarkosyl and β- octyl- glucos ide. SDS- PAGE study

show ed that OMP consis ted mainly of 40 kDa, 39 kDa, and 36 kDa and

sarkosyl w as better in terms of solubilizat ion of OMP.

T o s tudy the characteris t ics of recombinant thin ag greg at ive fimbriae of

S alm onella and to develop a vaccine for S alm onella infections , ag fA gene

w as isolated from S . e nt irit id is us ing PCR. MBP- Ag fA fus ion protein w as
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overproduced in E . coli and purified us ing amylos e res in . T he purified

MBP- AgfA subunit fus ion protein had a molecular mas s of 60 kDa w ith

more than 95% purity on SDS- PAGE. T he fus ion protein w as used for the

preparat ion of ant ibody. T he immunogenicity in the rabbits w as examined

us ing W estern blot . T his result indicates the pos s ible use of MBP- Ag fA in

development of a novel vaccine and rapid detect ion of Salmonella infections

of poultry .

T o examine the molecular propert ies of Ag fA , circular dichroism study

w as performed. T he s econdary s tructure of Ag fA w as elucidated from

difference CD s pectra. T he es timation of secondary s tructure show s that

the protein mainly cons is ts of β- sheet s tructure. T o compare the

biochemical characteris t ics of w ild type and mutated s train , OMP extracted

from both s trains w ere compared by SDS- PA GE. No dis tinct difference

w as observed in the protein pat terns betw een tw o s tra ins . T he OMP of the

muta ted s train w as quite s table even w ith continued culture, indica ting the

s tability of the ant igenic protein .

5. T o optimize a bacterial mass culture s ys tem, S . typhim urium mutants

w as tes ted under various culture conditions s uch as temperature, pH,

amount of a ir flow , enrichments and antifoams us ing a fermenter w ith 300L

v olume. T he mutants s how ed the hig hes t yields a t 37℃, pH 7.0 and 50ℓ/

㎖ of air- flow . Dextran plus iron as enrichments and A F289 as antifoam

res ulted in the hig hes t grow th of the mutants . T he mutants yielded by the

mas s culture s ys tem w as found quite safe and hig hly immunogenic in

mice, and protected effectively the mice ag ains t the challeng e of w ild type

bacteria. In the g uinea pig sys tem, the mutants w as quite safe and induced

a subs tant ial levels of the ag glut inat ing antibody. T he safety and

immunog enicity of S . e nterit id is ag fA subunit protein w ere tes ted in the

mice and g uinea pig s . T he subunit protein w as safe and immunogenic, and

protected effect iv ely the mice agains t the challenge of the virulent s train . In

the g uinea pig , the hig h t iters of antibody w as detected in ELISA .

- 14 -



CONT ENT S

Chapter I. Introduction ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 17

Chapter II. Materials and Methods ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 19

T he 1s t S ubtitle ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 19

T he 2nd S ubtitle •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 25

T he 3rd S ubtitle ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 31

T he 4th S ubtitle ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 39

Chapter III. Res ults •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 45

T he 1s t S ubtitle ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 45

T he 2nd S ubtitle •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 70

T he 3rd S ubtitle ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 91

T he 4th S ubtitle ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 109

T he Co- operativ e project ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 152

A chiev ements •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 159

- 15 -



목 차

제1장 서론 ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 17

제2장 연구수행 방법 ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 19

1. 제 1 세부과제 ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 19

2. 제 2 세부과제 ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 25

3. 제 3 세부과제 ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 31

4. 제 4 세부과제 ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 39

제3장 연구수행 내용 및 결과 ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 45

1. 제 1 세부과제 ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 45

2. 제 2 세부과제 ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 70

3. 제 3 세부과제 ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 91

4. 제 4 세부과제 ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 109

5. 협동 연구과제 ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 152

연구결과 발표실적 ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 159

- 16 -



제 1 장 서 론

국내 양계농장의 사육형태로는 최첨단 자동기계시설을 갖춘 농장에서부터 비

닐하우스 사육형태 등 다양하며 이로 인해 발생되는 전염병의 유형도 매우 다양

하다. 이런 전염병 가운데 S alm onella 속균에 의해 발병되는 추백리와 닭티푸스

는 장염과 패혈증을 주로 일으키고 수평전파 뿐만 아니라 난계대에 의한 수직전

염을 하기 때문에 근대적 양계산업이 발족된 이래 지난 30년간 고질적인 피해요

인으로 작용하고 있으며, 특히 최근에는 이로 인한 피해가 급증하여 양계농가에

많은 손실을 주고 있다. 이 중 추백리는 제 1 종 법정전염병으로 규정하여 국가

차원에서 지속적인 방역대책을 강구하고 있음에도 불구하고 감염농장의 수는 증

가추세에 있으며, 닭티프스에 의한 폐사율은 중추와 성계에서 50∼60%에 달하는

농장도 있으며 이들 살모넬라감염증으로 인해 농장이 폐업하고 문을 닫는 예가

많다. 이외에 주요한 닭의 S alm onella균 감염증으로는 S . typhim urium , S .

enteritidis에 의한 전염병 등이 있으며 닭에서 장염과 패혈증을 유발하고 사람에

서 식중독을 일으켜서 피해를 주고 있다. 그러므로 본 병을 근절시키기 위한 기

술개발이 절실히 요구된다.

일반적으로 응용하고 있는 S alm onella속균의 진단법으로는 세균배양 동정 방

법에 의한 것으로 증균배양, 선택배양과 생화학적 성상 검사 등으로 노력과 시간

이 많이 소요되며 이런한 방법은 극소량의 균감염이나 활력이 저하된 균이 존재

할 때는 검출이 곤란하다는 단점이 있다. 또한 면역학적 검사법으로는 전혈 급속

응집반응, 시험관 응집반응 등이 있으나 다른 균속과 교차반응이 일어나는 비특

이 양성반응이 문제가 되고있다. 최근 국내 일부 연구자들에 의해 닭유래

S alm onella속균의 신속한 검출을 위해 PCR기법을 응용하여 보고한 바 있으나

기존 검사기법과의 상대적 효능에 대한 검증이 미진한 실정이다. 따라서 국내 양

계농장에서 지속적으로 문제가 되고있는 추백리, 닭티푸스를 포함한 살모넬라 감

염증의 신속·정확하고 간편한 검출을 위해 정제항원을 이용한 효소면역시험법

및 유전공학기법을 이용한 간편하고 정확·신속한 진단법의 개발이 절실히 요구

된다.
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또한 살모넬라 감염증 가운데 국내에서는 유일하게 닭티푸스에 대한 예방약이

사균백신 형태로 개발되어 공급되고 있으나 면역원성의 부족으로 인한 불완전한

방어효과, 균체독소에 의한 접종스트레스 및 부작용 등이 문제되고 있다. 본 병

에 대해 외국에서는 Live vaccine이 활용되고 있으나 야외 또는 생체조건에서 백

신균주의 병원성 회귀능에 대한 불확실성, 접종스트레스, 생균의 난소감염과 수

직전파 등이 문제되며 또한 S al. g allinarum 청정계균에 생균백신을 사용할 때

S alm onella균 free flock를 확립하는데 저해요인으로 지목되고 있다. 추백리에 대

한 백신은 S . pullorum의 항원변이성, 병인기전의 특이성과 방역상의 문제점으로

인해 국내외에서 아직 개발되지 않고 있으며, S . typhim urium 및 S . enteritid is

감염증에 대한 예방백신은 외국에서 사균 또는 생균백신으로 개발하여 일부 사

용되고 있으나 위에서 언급한 제반문제가 해결되지 않고 있다.

그러므로 최근에는 분자유전학적 기법을 이용하여 유전자 조작에 의해 작제된

살모넬라 변이균주를 이용한 생균백신의 개발을 위한 연구가 활발히 진행되고

있으며, 방어유전자 클론닝과 expression에 의해 작제된 재조합 subunit protein

을 이용한 항원개발 연구도 다각도로 진행되고 있다.

따라서 본 연구과제를 통해 보다 정제된 항원 또는 항체를 이용한 면역효소시

험법과 polymerase chain reaction(PCR) 기법을 이용한 살모넬라균 진단기술을

개발하고, 국내분리 살모넬라균의 방어항원 유전자에 대한 DNA 염기서열을 분

석하고자 한다. 또한 유전자재조합기법을 이용한 비병원성 변이주(mutants)작제

에 의한 생균백신 개발과 방어항원 유전자의 클론닝과 재조합 subunit protein의

발현기법을 이용한 유전자재조합 백신을 개발하기 위한 기초를 확립하고자 한다.
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제 2 장 연구수행 방법

1. 제 1 세부과제 : 닭 살모넬라균증에 대한 분자생물학적 진단

법 개발 및 국내분리 살모넬라균의 핵염기

구조분석

1) 균분리 및 동정

대전지역 근교에 위치한 양계장 및 도계장, 충남 및 충북지역에 위치한 양

계장을 대상으로 가검물을 정기적으로 채취하였다. 분변과 조직가검물중의

살모넬라균속 분리 및 동정과 s erotyping은 일반법에 따라 실시하였다. 자동미

생물검출장치(MIS)는 당분해능 등 생화학적 반응에 의한 enzyme- based

s ys tem에 기초를 둔 Vitek sys tem(USA), 미생물의 탄소이용능을 측정하는

Biolog s ys tem 및 지방산의 g as chromatography 분석 원리를 둔 G/ C

Midi(USA)를 공시하였으며, 본 시험에서는 G/ C Midi(Sherlock, USA)를 제조

회사의 operat ion manual에 따라 사용하였다.

2) 단클론성 항체 생산

표준주 S . pullorum , S . g allinarum , S . typhim urium 및 S . enteritid is를 공

시하였다. F reund' s complete adjuv ants을 동량 혼합한 항원을 BALB/ c 마우

스의 복강내에 주입하였고 3주후에 formaline 처리된 균액(1×106 CFU/㎖)을

incomplete Freund' s adjuvants에 혼합하여 복강내로 재주입한 후 추가로

boos ter 접종하였다. 비장임파구와 SP2/0 mouse myeloma cell을 50%

polyethylene g lycon(MW .4000)을 매체로 하여 융합시켰으며 융합된

hybridoma는 HAT배지를 이용하여 선별하였고 간접형광항체시험, 응집반응시

험 및 ELISA법으로 스크리닝하고 한계희석법으로 2회 클로닝한 다음 대량증

식하여 액체질소탱크에 보관하여 사용하였다.
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3) Enzy me- linked immunos orbent as s ay (ELIS A )

항원을 coating buffer(Na2CO3 1.59g, NaHCO3 2.93g , D.W 1ℓ, pH 9.6, 4℃

보관,)에 100∼200배 희석하여 각 W ell에 100㎕씩 분주 후 4℃에서 overnight

하였으며 양성 및 음성 표준혈청을 공시하여 cut- off를 설정하였다. Conjug ate

는 g oat ant i- rabbit 또는 goat anti- chicken IgG peroxidase를 PBS용액에 적

당량에 희석후 각 w ell에 100㎕씩 분주후 37℃에서 1시간 반응하였으며

w ashing buffer로 4회 연속 세척한 다음 subs tra te(OPD)를 각 w ell에 100㎕씩

분주하였으며 10분후 s topping solut ion(3M sodium hydrox ide) 50㎕을 각 w ell

에 분주후 ELISA reader(OD;490㎚)를 이용하여 항체가를 측정하였다.

4) S andw ich ELIS A 시험

MAb(30∼35㎎/㎖)를 황산암모니움 처리하고 Ig fract ion을 정제한 다음

periodate 방법으로 Horseradish peroxidase를 conjug ate하였으며 - 20℃에 보

관하고 1:200∼1:400으로 희석하여 사용하였다. 본 시험은 flat- bot tomed

polys tyrene microplate(96w ells )에 MAb를 100㎕(5∼10㎍/w ell)를 가하여

coat ing한 다음 3.0% gelat in에 1시간 blocking하여 후 PBST 로 3회 세척하였

다. 세균배양 가검물 200㎕를 각 w ell에 가하고 37℃에서 1시간 감작하고 세척

한 다음 100㎕의 MAb- HRP conjugate를 가하고 37℃에서 1시간 반응시킨 후

100㎕의 subs tra te를 가하고 실온에서 20분간 반응한 후 0.1M citr ic acid를 가

하여 반응을 정지시킨 다음 자동 ELISA reader로 판독하였다.

5) PCR( poly meras e chain reaction)

Medline의 GenBank DNA sequences 및 출판된 자료연구를 통하여

S alm onella균의 chromosome DNA replication에 관여하는 oriC, phos phate

- lim itat ion inducible outer membrane protein 발현에 관여하는 phoE 그리고

phoP와 phoQ, lipopolysaccharide의 polys accharide 형성에 관여하는 rfb 유전

자 clus ter중 guanos ine diphosphomannose pyrophosphotylase 합성 유전자인
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rbfM , S al. enteritid is를 위시한 S alm onella D group에 속하는 혈청형에서 주

로 나타나는 fimbrial ant ig en 관련 ag fA , se fA , se fB, se fC 및 se f14, se f17,

se f18, se f21 유전자 clus ter , PSLT - borne spvA 유전자 그리고 S al.

typhim urium 등 병원성 S alm onella에서 O항원의 acetylat ion에 관여하는

ag fA , 그리고 cch, e ut, inv , rops , fim 유전자 clus ter에 대한 각종 유전자의

기능에 대해 분석하였다. 이런 결과를 토대로 S al. e nterit id is fimbrial antigen

발현에 관여한 S alm onella serogroup D에 특이성을 나타내는 se fA 유전자에

대한 PCR를 수행하였다.

se fA 유전자의 primer를 T able A와 같이 작제하였다. se fA 유전자의 증폭

패턴을 분석하기 위해서는 Sf1와 Sef1 primers를 사용하였으며, se fA 유전자

의 subcloning을 위해서는 B am HI s ite를 첨가한 Sf1 primers를 사용하였다.

T able A. nucleot ide s equence of PCR primers for amplificat ion of

S alm onella se fA g ene

Priemrs Necleotide sequence 5′ to 3′
Nucleotide

position

Expected

product size

Sf1(AS) CGC*GAATTC* GTTTTGATACTGCTGAACGTA 472∼495 513bp

Sf1(S) CGC*GAATTC* ATGCGTAAATCAGCATCTGCA 1∼24

Sef1(AS) GATACTGCTGAACGTAGAAGG 470∼490
488bp

Sef1(S) GCGTAAATCAGCATCTGCAGTAGC 3∼26

* E coRI site added to sefA gene for subcolonig
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PCR은 추출한 DNA 10㎕에 10× reaction buffer【100mM T ris - HCl

(pH8.3), 500mM KCl, 0.1% g ela tin(w /v)】5㎕, 25mM Mg Cl2 10㎕, 2.5mM

dNT Ps 8㎕, s ens e와 antisense primer를 각 1㎕, T aq polymerae(T akara) 1㎕

(3units )와 멸균증류수 14㎕를 첨가하여 Automated thermal cycler(DNA

thermal cycler 2400, Perkin Elmer Cetus Co.)로 94℃에서 10초, 55℃에서 10

초, 72℃에서 30초 동안 반응하는 일련의 과정을 30회 반복하면서 annealing

t ime과 extention t ime을 매 cycle마다 2초와 5초씩 추가하였으며 마지막으로

72℃에서 7분간 반응시켰다. 전기영동분석은 주로 1% ethidium bromide

agaros e g el을 이용하였고 imag e analyzer (Pharmacia)로 판독 분석하였다.

6) OMP의 추출정제

T ryptic Soy Broth 배지 300ml에 S alm onella균을 접종후 37℃ incubater에

18∼48시간 배양하여 OMP 추출에 사용하였다. 세포침전물을 20ml 10mM

HEPES Buffer(pH7.4)에 부유시킨후 고속초음파장치로 3초간격 20분동안 초음

파분쇄하였다. 세포부유액을 500×g에서 20분간 원심하고 다시 1,000×g에서

30분간 원심하여 잔여 침전물를 제거한 후 상층액을 15,000×g에서 30분간 2

회 원심하여 침전물을 얻었다. 얻어진 침전물을 10mM HEPES Buffer 1㎖에

부유시키고 1% sarcosyl을 첨가하여 s haking incubator(실온)에서 30분간 반응

하였다가 처리된 부유액을 15000×g에서 20분간 2회 원심하여 OMP를 회수하

였다. 회수된 OMP를 10mM HEPES나 T E buffer 500㎕에 부유하여 Burett법

으로 정량한 후 냉동(- 20℃)보관 하였다.

7) Se fA g ene cloning

가) PCR products의 정제

겔에서 잘라낸 PCR products를 1.5㎖ 시험관에 넣고 gene clean II kit를 이

용하여 용출하여 UV s pectrophotometer로 260㎚에서 측정하여 정량하였다.

나) V ec tor, ins ert DN A , competent ce ll 준비

pGEX- 2T plas mid를 대량생산하여 정제한 후 E coRI으로 소화시켜 linear

v ector로 만들었으며 일반법에 준하여 ins ert DNA를 준비하였다. Competent
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cell, DH5α cell은 CaCl2 용액 처리방법으로 작제하였으며, LB ag ar plate에

펴고 37℃에서 하룻밤 동안 배양한 후 2∼3mm 크기의 집락 10∼12개 정도를

250㎖ SOB 배지에 접종하고 UV spectrophotometer(흡광도 590㎚)에서 0.375

가 될 때까지 37℃에서 강하게 교반(200∼250rpm)하며 배양하였다.

다) T rans formation 및 Plas mid D N A 추출

Sambrook 등이 기술한 일반법에 따라 실시하였다.

8) N ucleotide s equence analy s is

염기서열 분석은 Dye terminator cycle sequencing법으로 실시하였다.

Sequence data는 ABI pris m 310 g enet ic analyzer로 수집한 후 collect ion,

analys is , 및 SeqED s oft w are(Perkin- Elmer, USA )가 설치된 Macintosh로 분

석하였으며, raw sequencing data는 collection soft w are로 수집하였으며

analys is soft w are로 nucleot ide sequences로 전환하였다. 그리고 SeqED

s oftw are를 이용하여 핵염기서열로부터 아미노산서열을 결정하였다.

9) Dot blot hy bridization

DIG (Dig ox ig enin) DNA labeling and detection kit (Boerhing er Mannheim

Biochemica)를 제조회사의 추천술식을 응용하여 사용하였으며, DNA labeling,

Dot blot 및 Capillary transfer, Hybridiza tion은 Birren등의 방법을 응용하여

수행하였다.

10) Radial immunodiffus ion enzy me as s ay (RIDEA )

OMP 및 제 2 세부과제에서 작제하여 공시한 S . enteritid is fimriae protein

인 ag fA s ubunit 항원을 0.06M carbonate 완충액에 적정농도로 희석하여

polys tyrene petri dishes (60㎜ in diameter)에 5㎖씩 분주하고 37℃에서 18시간

반응시킨 후 PBS로 3회 세척하였다. 2% bovine serum albumin으로 blocking

하고 다시 PBS로 3회 세척한 다음 1% purified ag ar를 5㎖씩 분주 도포하여

응고시켰다. 여기에 한천펀치셋트로 3㎜ 크기의 구멍을 일정한 간격을 두고 만

든 가검혈청 10㎕를 각각 주입하고 37℃에서 5시간 반응시킨 다음 agar층을
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제거하고 0.05% T w eeen PBS로 3회 세척하고 conjugates (goat ant i- rabbit or

g oat ant i- chicken IgG perox idas e)를 가하고 37℃에서 1시간 반응하고 3회 세

척하였다. 그후 s ubs trate(0.08% 5- aminosalicylic acid & 0.005%H2O2)를 1%

agar에 첨가하여 3㎖씩을 분주한 후 실온에서 30분간 반응한 후 반응환의 직

경을 측정하였다.
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2. 제 2 세부과제 : 살모넬라균의 방어항원 유전자 클론닝과 재

조합 s ubunit protein의 발현 및 성상시험

(협동연구과제: 분자생물학적 기술로 개발된 백신의 안전성 및 효능시험)

1) 균주와 plas mid

Ag fB와 AgfA protein의 발현을 위하여 pQE9(Qiag en), pGEX- 2T

(Pharmacia), pMAL- cri(NEB) 등의 벡터가 사용되었다. 그리고 E . coli M15,

E . coli JM109, E . coli XL1- blue MRF 등이 각각 recombinant hos t로 사용되

었다.

2) 배양조건

S alm onella는 trypt ic s oy broth(T SB)를 사용하여 배양하였고, E . coli는

Luria- Bertani broth(LB broth)를 사용하였으며, S alm onella의 fimbriae를 정제

하는데는 colonizat ion factor ant ig en(CFA) ag ar를 사용하여 37℃에서 배양하

였다.

3) Chromos omal DN A 분리

각 균주 (S al. enteritid is , S al. typhim urium , S al. pullorum , S al. g allinarum )

별로 chromos omal DNA를 분리하였다. S alm onella를 18시간 배양하고 원침하

여 pellet을 만든뒤 567㎕의 T E buffer(pH 8.0)로 반복적인 피펫팅으로 세포를

부유시킨다. 세포를 부유시킨 다음 30㎕의 10% SDS와 5㎕의 proteinase K(20

㎎/㎖), 5㎕의 RNase(10㎎/㎖)를 완전하게 섞어준 뒤, 37℃에서 1시간 동안 배

양한다. 배양 후 100㎕의 5M NaCl을 가하여 완전히 섞어주고, 80㎕의

CT AB/NaCl s olut ion(10% CT AB [hex adecyl- t r imethylammonium bromide],

0.7M NaCl)을 가하여 혼합한 후 65℃에 10분간 처리하였다. 이때 대부분의

polysaccharides와 macromolecule은 제거된다. 또한 CT AB solut ion을 사용하

기 전에 60℃ 정도로 미리 데워주었다. 그런 다음 chloroform/ isoamyl

a lcohol(24:1)을 800㎕ 넣고 섞어준 후 15,000g에서 5분간 원심 한 후, 상층액을

분리하고 다시 동량의 phenol/ chloroform/ isoamyl alcohol(25:24:1)을 더하고 섞

어준 다음 15,000g에서 5분간 원심침전하였다. 이렇게 회수된 상층액에 0.6

- 25 -



v olume(~500㎕)의 isopropanol을 더하고, 부드럽게 섞어주면 DNA가 생성되는

것을 관찰하고, 양이 적을 때는 원심 처리하였다. 이렇게 추출된 DNA를 70%

ethanol로 세척한 후 5분간 원침하였다. 이 다음 상층액을 버리고, vacfug e에

말린 다음 적당량의 T E buffer나 DW에 녹여서 보관한다.

4) 방어항원유전자 클론닝

분리된 chromosomal DNA를 template로 ag fB와 ag fA 유전자를 각 균주별

로 PCR로 증폭하였다. PCR에 사용된 primer는 S alm onella enteritid is의

s equence에 기초하여 제작하였고, cloning을 용이하게 하기위해 B am HI과 P stI

cleav age s ite를 첨가하였다. ag fB forw ard primer는 5' - CGCGGAT CCA T GT

T GACAAT A CT GGGT - 3' , ag fA forw ard primer는 5' - CGCGGAT CCA T GA

A GCT T T T AAAGGT G- 3' , ag fB revers e primer는 5' - CCCCT GCAGT T AGC

GT T GGT T GACGCGAAT AGC- 3' , ag fA revers e primer는 5' - CCCCT GCAGT

T AAT A CT GGT T A GCCGT GGCGT T GT T GCC- 3' 을 각각 사용하였다. PCR은

95℃ denature 1분, 60℃ annealing 1분 30초, elong ation 30초로 35 cycle로 수

행하였다. 각 PCR fragment는 B am HI과 P stI으로 처리한 후 pQE9과

pMAL- cri 벡터의 B am HI과 P stI s ite에 클로닝하였다. 그리고, PCR frag ment

를 P stI으로 cleave 한 후 Klenow 처리를 하여 blunt end를 만들고, 다시

B am HI 처리를 하여 pGEX- 2T 벡터에 B am HI과 S m aI s ite에 cloning 하였다.

또한 ag fA의 경우 s ig nal pept ide인 앞쪽 20개 아미노산을 제거한 새로운

ag fA- new primer(5' - AAAGGA T CCGGCGT CGT T CCACAA- 3' )를 작성하여

PCR로 증폭한 뒤 pMAL- cri 벡터에 위와 동일한 방법으로 cloning 하였다.

5) 염기서열 분석

pQE9 벡터에 cloning 된 ag fB와 ag fA를 각각 pQE sequencing

primer(forw ard; 5' - CGGAT AACAAT T T CACACAG- 3' , revers e; 5' - GT T CT

GA GGT CAT T ACT GG- 3' )를 이용하여 각각의 sequence를 비교하였다.

Dye- labelled terminator를 이용한 cycle s equencing이 A BI prismTM 310

g enetic analyser를 이용하여 수행되었다. Sequence data는 SeqEd prog ram을

사용하여 비교 분석하였다.
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6) E . coli에서의 prote in 발현

이러한 protein의 발현을 위해 cloned plasmid를 함유한 s ingle colony를

ampicillin(100㎍/㎖)을 함유한 LB(Luria- Bertani) 배지에 37℃에서 ov ernight

culture 한 후, 새 배지에 1%로 접종하여 600㎚에서 0.5∼0.7의 abs orbance를

얻을 때까지 배양한 뒤 0.1∼1mM IPT G(isopropylthio- β- D- g alactos ide)로

induction 하였다. Induction 후 30℃에서 5시간 배양후 4,000g에서 15분간 원

침하여 얻은 cell pellet을 - 70℃에 보관하였다.

MBP fus ion protein의 발현시에는 1% tryptone, 0.5% yeas t ex tract , 0.5%

NaCl에 0.2% g lucose를 첨가한 배지를 사용하였다. 이는 g lucose가 E . coli의

chromosome 상에 있는 maltos e g ene을 억제하여 효율적으로 maltos e binding

protein을 발현하도록 하는 역할을 하기 때문이다.

7) S DS - PA GE와 Wes tern blotting

SDS- PAGE는 Lammlie의 방법을 기초하여 수행되었다. pQE9 벡터를 사용

한 경우, 8M urea(pH8.0)를 이용하여 융해시켰다. 이 융해물에 SDS sample

buffer를 섞어서 13.5%의 SDS- PAGE에 electrophores is한 후 Coomas s ie

brilliant blue로 염색하여 발현된 protein band를 확인하였고, PVDF

membrane으로 이전한 후 5% s kim milk로 blocking하고, his t idine antibody를

이용하여 immunoblot 하였다. pGEX- 2T 벡터를 사용한 경우에도 8M urea로

융해하여 12% SDS- PAGE로 electrophores is하고, PVDF membrane으로 전이

하여 GST antibody로 검출하였다. 그리고, pMAL- cri 벡터를 이용하여

express ion한 경우는 10% SDS- PAGE로 electrophores is하여 protein을 확인하

였다.

8) MBP fus ed A g fA protein의 정제

Ex pres s ion된 MBP fused Ag fA protein을 amylose res in을 이용하여 정제

를 실시하였다. 원심하여 ex pres s ion하여 모아둔 cell pellet을 PBS에 부유하여

s onica tion 하여 융해시켰다. Sonicat ion 후 1,500rpm에서 15분간 원심하여융해

물을 얻었다. 또한 maltose- binding protein과 binding하는 amylos e res in(New

Eng land Biolab.)을 잘 교반하여 1㎖을 취하여 1500rpm에서 2분간 원심한 뒤,
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상층액을 제거하고, column w ash buffer(20mM T ris - Cl, 200mM NaCl, 1mM

EDT A)를 8×volume을 넣고 pre- equilibra tion을 한다. 이렇게 준비된 res in에

cell lys ate를 넣고, 실온에서 2시간동안 protein을 결합시켰다. 이렇게 protein

을 binding 한 후에 column w as h buffer를 12×v olume으로 3회 세척하고

Elution buffer(10mM maltose in column buffer 1㎖로 5회 elut ion하여 - 20℃

에 보관한다.

9) A g g reg ativ e fimbriae의 분리 정제

S . ente rit idis와 S . typhim urium 각각으로부터 thin ag greg ative fimbriae를

분리하였다. 이는 Collinson등이 1991년에 발표(J B acteriol. 173;4773- 4781)한

방법에 따라서 수행되었다.

우선 10 plate의 CFA agar(Infe ct . Im m un . 18;330- 337)에서 S alm onella를

s crape하여 10mM T ris buffer(pH8.0)에 s uspens ion시킨 후 ㎖당 0.1㎎의

RNas e A와 0.1㎎의 DNase를 각각 첨가하여 초음파 처리하였다. 여기에

Mg Cl2를 1mM로 가하여 37℃에서 20분간 배양한 다음 lysozyme을 1㎎/㎖로

가하고, 37℃에서 교반하면서 40분간 더 배양하였다. 그리고 나서 sodium

dodecyl sulfate(SDS)를 1%가 되게 첨가하여 37℃에서 30분간 배양하였다. 그

리하여 남은 insoluble material을 12,100g, 25℃, 15분간 원침하였다. 이를 다시

10㎖의 T ris에 녹여서 남은 아가 성분을 제거하기 위해 100℃에서 5분간 가열

한다. 그런 뒤 다시 위에서 수행한 방법을 반복한 뒤 2㎖의 SDS- PAGE

s ample bufer(10% glycerol, 5% β- mercaptoethanol, 2% SDS, 62.5mM

T risHCl [pH6.8])를 섞어준다. 이 것을 100℃에서 15분간 가열한 뒤 12%

polyacrylamide g el (3% stacking gel)에 20㎃로 5시간 동안 running하였다.

이중에서 s tacking g el에 들어가지 않고 남은 시료를 회수하여 dis t illed

deionized H2O로 세 번 세척하고, 95% ethanol로 두 번 처리하여 동결건조하

였다. 이렇게 처리한 건조 시료를 dDW로 다시 용해하여 초음파처리로 큰 조

각을 깨고 비용해성 물질을 다시 0.2M glycine (pH1.5)으로 처리하여 dDW로

다섯 번 세척하고 동결건조하여 - 20℃에 저장하였다.
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10) Elec trophores is

위에서 정제한 thin ag greg at ive fimbriae는 기존의 방식으로는 SDS-

PAGE 상에서 band를 관찰할 수가 없다. 그래서 ins oluble fimbriae를 90%

formic acid로 수초간 처리하고 즉시 얼린 다음 45℃에서 한시간 동안

Vacfug e로 말린다. 이렇게 산처리를 한 s ample에 SDS- PA GE sample buffer

를 섞고 polyacrylamide g el에 running하였다.

11) Purified fimbriae의 정량

Bradford method를 이용하여 purify한 fimbriae의 양을 측정하였다.

12) 동물접종시험

한달령의 New Zealand w hite rabbit에 400㎍의 Ag fA protein을 complete

F reund' s adjuvant를 동량으로 섞어서 피하에 주사하였다. 3주와 5주 후에 동

량의 AgfA protein을 incomplete Freund' s adjuvant를 섞어서 boos ter를 실시

하고, 그로부터 2주 후에 혈청을 채취하여 antibody를 확인하였다.

BA LB/c 마우스(♀)를 두 군으로 나누어 50㎍과 100㎍씩을 complete

F reund' s adjuv ant를 섞어서 근육으로 주사하였다. 2주후에 동량의 protein을

각각 incomplete Freund' s adjuvant를 섞어서 boos ter 한뒤, 그로부터 2주후

혈청을 채취하여 antibody를 확인하였다.

또한 SPF 병아리를 네 군으로 나누어 실험하였다. 두 군은 subunit protein

을 50㎍과 100㎍으로 ISU 75를 adjuvant로 사용하여 근육에 주사하였고, 2주

후에 boos ter 하였다. 그리고 한 군은 S . typhim urium rpoS mutant를 경구로

투여한 후 s ubunit protein을 50㎍씩 근육으로 주사하였고, 마지막 한 군은 S .

typhim urium rpoS mutant만을 경구로 투여하고, 2주 후에 boos ter 하였다.

boos ter 후 2주와 4주 후에 혈청을 채취하여 antibody titer를 측정하였으며,

그 후 1주일 후에 live S . typhim urium을 경구로 challeng e를 실시하였다.

Challeng e 2주 후에 혈청을 채취하여 이 역시 antibody titer를 측정하였다.
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13) ELIS A

정제된 Ag fA antigen을 0.1M bicarbonate buffer(pH9.6)에 희석하여

microt iter plate (Max is orb, Nunc)에 4℃에서 overnig ht하여 코팅하였다.

A ntig en이 coating 된 plate를 1% gelat in(in PBS)으로 free binding s ite를

blocking 한다. 1시간 후 PBST (PBS w ith 0.1% BSA , 0.05% T w een 20)로 5

회 세척하여, 1차 항체와 37℃에서 1시간 반응한다. 매 단계별로 세척을 5회씩

실시한다. 1차 항체 반응 후 perox idas e가 conjugate 되어있는 g oat

ant i- chicken antibody로 1시간 반응 후, o- phenylenediamine dihydrochloride

로 발색한다. o- phenylenediamine dihydrochloride는 phos phate cit rate

buffer(pH5.0) 25㎖에 1 tablet을 녹여서 30㎕의 H2O2를 섞어준 뒤 사용한다.

발색은 13분간 지속하며, 반응은 3N HCl로 정지시키고, 405㎚에서 optical

dens ity를 측정한다.
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3. 제 3 세부과제 : 살모넬라균 유전자 재조합 변이주(mutants )

생균백신 개발

(협동연구과제: 분자생물학적 기술로 개발된 백신의 안전성 및 효능시험)

3- 1. 병원성 유전자( rp oS g ene) 분석 및 위치확인

1) Chromos omal DN A의 분리

S . enteritid is , S . g allinarum , S . pullorum , S . typhim urium을 대상으로

t rypt ic s oy broth에서 균주를 배양한 후 15,000×g에서 5분간 원심 분리한 후

567㎕의 T E buffer(10mM T ris , 1mM EDT A, pH 8.0)에 혼합 후 30㎕의 10%

SDS, 5㎕의 proteinase K(20㎎/㎖), 5㎕의 RNase(10㎎/㎖)을 섞은 후 37℃에서

incubat ion하였다. 그 후 100㎕의 5M NaCl을 혼합한 후 80㎕의 CT AB/NaCl

용액(10% CT A B/0.7M NaCl)을 첨가한 후 65℃에서 10분간 반응 후 동일용량

의 chlorform/ isoamyl alcohol(24:1)을 혼합하였다. 15,000×g에서 5분간 원심분

리 후 상층액을 취하여 phenol/ chloroform/ isoamyl alcohol(25:24:1)을 첨가하여

혼합한 후 원심 분리하여 상층액을 취하였다. 500㎕의 isopropanol을 첨가하여

DNA를 침전시킨 후 70% ethanol로 세척하였다. 100㎕ T E buffer에 녹인 후

s pectrophotometer로 농도를 측정한 후 PCR에 사용하였다.

2) rp oS g ene의 증폭

분리한 DNA를 template로 하여 rpoS g ene을 증폭하기 위해 PCR을 수행하

였다. 각 균주의 rpoS- g ene sequencing을 위해 각각 3 부위(Head, M iddle,

T ail)로 나누어 PCR을 수행하였다. 각각에 사용된 primer는 T able B.와 같다.

T able B. Primers for amplificat ion of rpoS g ene.

Head
forw ard primer 5' - T T GA A T T CT GACT T GCT AGT T CCGT CAA
reverse primer 5' - T T GGAT CCAGCT CT T T AACAAT GT GAAT

Middle
forw ard primer 5' - T T GA A T T CGGGCGAT CAT GAACCAAACC
reverse primer 5' - T T GGAT CCT CAACCT GAAT CT GACGAACA

T ail
forw ard primer 5' - T T GA A T T CT CGGT CT GCT CCCAT AT GAAG
reverse primer 5' - T T A A GCT T AACCGAT GAT T T GT CCACG
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PCR react ion mix ture의 조성과 PCR condit ion은 다음과 같다.

Compos ition of react ion mix ture : DW 67㎕, 10×buffer 10㎕, forw ard

primer 5㎕(10p㏖), reverse primer 5㎕ (10p㏖), dNT P 8㎕(2.5mM), T aq

polymerase 1㎕(5unit / 1㎕), template 2㎕ ⇒ total 100㎕

- PCR condit ion : 95℃ 7min, 94℃ 1min 39 cycle, 72℃ 7min

43℃ 2min

72℃ 2min

3) rp oS g ene의 c loning

증폭된 PCR products를 1.2% ag arose gel 상에서 전기영동하여 PCR

product가 포함된 부위를 절단하여 elution한 후 pT Z18R vector에 각각

cloning하였다. Res tr iction enzyme은 Head와 Middle부위는 E coRI(GA AT T C)

와 B am HI(GGAT CC)이고 T ail 부위는 E coRI과 H ind III (AAGCT T )를 사용하

여 cloning s ite에 맞도록 처리한 후 cloning 하였다.

E . coli DH5α를 hos t cell로 사용하여 liga tion한 유전자를 t rans formation한

후, ampicillin이 함유된 LB agar에서의 overnight culture하여 colony를 취하

여 ampicillin을 함유한 LB broth에 overnig ht culture 한 다음 miniprep 기법

으로 DNA를 분리하고 이를 res tr ict ion enzyme으로 처리하여 ins ert DNA의

존재유무를 확인하였다. Head와 Middle부위의 clone은 E coRI과 B am HI으로

double cutt ing 하였고, T ail 부위는 E coRI과 H indIII로 double cut t ing 하여

clone을 확인하였다.

4) rp oS g ene의 염기서열 및 분석

4가지 S alm onella 균주 각각의 3개씩의 clone, 즉 12개의 clone을

s equencing 하였다. T emplate는 clone을 함유한 E . coli DHα를 LB broth에

over night culture 후 QIA GEN- miniprep kit를 이용해 얻었다.

Sequencing primer는 forw ard pUC/ M13 primer와 revers e pUC/M13 primer를

각각 사용했고 Big Dye terminator ready react ion mix를 이용해 s equencing

reaction을 실시하였다. react ion mix ture의 조성과 조건은 다음과 같다.
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- 조성 : 8㎕의 Big Dye terminator ready react ion mix , 2㎕의 template, 6.8

㎕의 DW , 3.2p㏖의 pUC/M13 forw ard primer 또는 3.2p㏖의

pUC/ M13 revers e primer를 PCR tube 혼합 후 실험했다.

- 조건 : 96℃에서 10 초, 50℃에서 5초, 60℃에서 4분을 25 cycles 반복하였

다.

Sequencing reaction products는 ethanol precipitat ion으로 잔류하는 Big Dye

terminator를 제거 후 25㎕의 template s uppress ion reag ent에 resus pend 하고

95℃에서 2분간 denature를 실시한 후 s equencing에 사용되었다. Sequencing

은 ABI prism 310 genet ic analyzer를 사용하였고 Collection, Analys is , SeqEd

s oftw are를 사용하여 염기서열을 비교분석 하였다.

3- 2. Salm one lla liv e mutant 작제

1) 사용균주 및 세균 배양 배지

본 실험에 사용된 세균은 다음의 T able C와 같으며 세균 배양을 위한 증균

배지는 Luria Bertani(LB)를 사용하였으며, phage의 민감도를 조사하기 위해

g reen indicator plate, 즉 40% g lucos e, 2.5% alizarin yellow zz, 2% aniline

blue 가 첨가된 최소 배지를 사용하였으며 그리고 항생제 저항능을 소유한 균

주들은 ampicillin(50㎍/㎖), kanamycin(50㎍/㎖), tetracycline(20㎍/㎖)등을 각

각 함유한 배지에서 증균시켰다. 또한 변이주의 제작을 위해서 MudJ(km,

lacZ) 형질 도입을 수행하였다.

T able C. S alm onella s tra ins us ed in this ex periment

S T RA IN S OURCE RELEV A N T GEN OT YPE
JF2938 UK1 rpos :: MudJ
SF464 SF1 pNK972 transposase(Apr)
JF2933 UK1 rpos clone(Apr)
JF2690 UK1 rpos:: AP

S . typhim urium CHICKEN virulent
S . enteritidis CHICKEN virulent

S al. g allinarum CHICKEN virulent
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2) S . t y p him ur ium 및 S . e nte r it id is mutant 작제

가) Phag e의 작제와 계대

실험에 사용된 Phag e는 P22와 H5(P22의 변형 Phag e)를 각각 사용했으며

phag e는 우선 S . typhim urium 및 S . enteritid is를 LB배지에서 s eed culture

하고 50㎕를 LB 5㎖에 P22 phage 5㎕넣고 16 시간 이상을 배양한 후 원액에

chloroform 500㎕를 넣고 vortex 시킨뒤 20- 30분정도 방치 시킨 후 2500rpm에

서 30분 centrifuge 시킨 뒤 s crew cap tube에 상층액 만을 따서 넣은 뒤

chloroform 200㎕를 넣고 vortex 시킨 뒤 24시간 뒤에 사용하였다. H5의경우

도 위와 동일한 방법을 이용하였다.

나) Phag e titer tes t

이는 균주가 phage에 infect ion이 되는지의 여부와 그 역가를 알기 위한 실

험으로 우선 S . typhim urium과 S . enterit id is를 배양한 뒤 이를 각각 LB 배지

에다 1/ 100로 dilution시킨 후 OD600=0.1이 될 때까지 배양한 후 0.75% soft

agar와 1.5:1의 비율로 섞은 뒤 이를 굳기 전에 LB plate에 분주하였다. 표면이

굳은 뒤 phag e를 10-1∼ 10-6까지 희석하여 이를 한 방울씩 각각 plate에 떨어

뜨린 후 배양하여 적하 부분에 flock의 형성을 확인하였다.

다) 변이주의 작제

변이주의 제작을 위해 P22 HT 105/1- int를 이용한 Holly와 F os ter 그리고

A liabadi등의 방법을 사용하였으며 균주의 homolog ous s ite 간의

recombinat ion 성질을 이용하였다. Phage titer tes t에서 S . typhim urium과 S .

e nterit id is가 infect ion 되는 것이 확인되었으므로 이를 각각 JF 2938과 JF2690

을 culture하여 여기에 P22 phage를 이용하여 JF 2938과 JF 2690 phage를 만든

뒤 각각 S . typhim urium과 S . enteritid is배양액 100㎕와 JF2938과 JF 2690

phag e 100㎕를 항생제가 첨가된 LB plate에 cross 시켰다.

위의 시험을 단계별로 설명하면 아래와 같다.

① JF 2938의 rpoS gene mutat ion s ite를 이용하기 위해 이를 P22로

package 한 뒤 S . typhim urium과 S . enteritides 에 cross 시키고

kanamycin이 포함된 증균 배지에서 선택 배양하였다.

② 위의 ①에서 얻어진 변이주를 g reen indica tor plate에서 H5 tes t를 통해

nonlysogen과 H2O2 tes t를 통해 비병원성 균주인 non bubbler를 선별, 이
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를 다시 배양하여 P22 phag e로 package 한 뒤 변이주의 안정화를 위하여

이를 다시 w ild type 에 back cross 시켰다.

라) H5 tes t

위의 각각의 plate에서 나온 변이주(S alm onella typhim urium×JF2938 ,

S alm onella enterit id is JF2690 )의 non- lysogen을 찾기 위하여 실행하는 실

험으로 green indicater plate(40% glucose, 2.5% allizalin yellow ZZ, 2%

anilline blue)에 H5 phag e를 유리막대를 이용하여 plate의 중앙에 s treak한뒤

이것이 마르면 tooth pick를 이용하여 변이균주 one colony를 따서 s treak한뒤

배양하여 infect ion이 된 것을 non- lysogen으로 분류하였다.

마) B ubble tes t

non- lysogen으로 분류된 colony를 다시 항생제가 첨가된 plate에 res treak하

여 각각의 colony를 따서 30%H2O2 시약을 직접 plate에 dropping 시켜

non- bubbler colony를 screening하여 rpoS gene의 knock- out을 확인하였다.

바) A T R( acid tole rance res pons e )tes t

rpoS gene의 knock- out을 확인하기 위한 방법으로 다음의 최소 배지를 이

용하여 다른 aux otropic colony를 배제시켰다.

50E s alt solut ion(Mg SO4•7H2O, Citr ic acid, K2HPO4, NaH(NH4)PO4

•4H2O)+40% glucose를 첨가한 SG broth를 이용하여 위에서 screening한

colony를 96 w ell에 culture 한뒤 SG broth를 HCl을 이용하여 pH3.0으로 조정

한 broth를 다른 96 w ell에 넣은뒤 replica tool을 이용하여 위의 96 w ell을 찍

어 pH3.0의 w ell에 찍는다. 이를 시간대 별로 측정하여 replica tool을 이용하

여 plate에 찍고 over night culture하여 knock- out되는 colony를 선별하였다.

2) S. g allinarum mutant 작제

S . g allinarum 균주의 경우 S alm onella에 특이적으로 infect ion되는 P22

phag e가 infection되지 않기 때문에 T n10에서 유래된 t rans posase를 이용하여

homologous recombinat ion을 유도 하였다.

가) trans pos as e의 추출

LT 2/pNK972에 삽입된 t rans posase를 QIAGEN midi prep을 이용하여 다량

추출하였다.
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나) S . g allinarum의 trans fomation

균주를 SOB배지에서 culture하여 다시 1/100로 희석하여 OD540=0.29까지 키

운 뒤 이를 ice에서 2분간 chilled시킨 뒤 4oC, 6,000rpm에서 10분간 원심 시킨

뒤 이를 0.1M Mg Cl2 25㎖에 resuspend 시킨 뒤 위의 방법으로 5분간 원심하

고 다시 0.1M CaCl2 12.5㎖에서 resus pend하여 ice에 20분간 방치한다. 이를 5

분간 원심하여 1㎖의 0.1M CaCl2에 resuspend 하여 이cell 100㎕에 위의

t raspos ase를 섞어 41oC의 w ater bath에 90초 동안 heat shock을 가하여

t rans formation을 실시하였다.

다) rp oS c lone의 작제

Homologous recombinat ion을 위해 gene bank에서 sequence를 찾아 상응하

는 primer의 5' end에 E coRI과 H ind III res tr ict ion s ite를 붙여 PCR기법을 이

용하여 증폭 시킨 뒤 이를 pBR322 vector에 삽입하여 drug maker ampicillin

을 파괴하고 tetracycline만을 maker로 사용하였다.

라) Elec troporation

위의 t rans formation된 균주를 LB배지(Ap,tet)에서 culture 시킨 후 100㎖의

LB배지에 1/100로 희석하여 37oC 에서 OD600=0.7까지 배양한 후 4oC, 5,500 g

에서 15분간 원심 분리하여 pellet을 만든 뒤 상층액을 버리고 이를 다시 동량

의 cold dis tilled w ater에 resus pend 시키고 위의 방법으로 원심분리하고 다시

500㎖의 cold dis t illed w ater에 재부유하고 다시, 원심분리한 다음 이를 10%

g lycerol- w ater 2㎖에 재부유하고, 원심분리한 후 다시 200㎕의 20%

g lycerol- w ater에 부유하여 60㎕의 cell과 위의 transposase 3㎕를 넣고 1.35V

에서 4초간 electroporat ion 하였다.

마) rp oS null mutation의 s c reening과 plas mid curing

위에서 얻은 colony를 velvet을 이용하여 다른 plate에 replicat ion을 시킨 뒤

위의 방법과 마찬가지로 bubbler tes t와 AT R tes t를 이용하여 rpoS null

muta tion colony를 선발한 후 위에서 사용된 t rans posase plasmid를 제거하기

위하여 chemical ag ent를 이용하여 plasmid curing을 실시하였다.

바) plas mid curing

위의 rpoS null muta tion colony를 LB배지에서 배양한 후 이 cell을 103∼

104정도를 LB배지에 넣은 뒤 여기에 acridine orang e(1㎎/㎖)를 각각 다른 농
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도로 넣은뒤 ovre night culture하여 turbidity가 증가한 tube를 찾아 이를 약

105∼107까지 희석하여 plate에 분주하여 배양한 뒤 여기에서 나온 colony들을

tooth pick를 이용하여 ampicillin이 있는 plate에 긁어 자라지 않는 colony를

s creening 한다.

3) 변이균 주의 병원성 시험(v irulence tes t)

가) mous e에 대한 병원성 시험

⑴ Salmone lla e nt e rit id is

① 접종물( inoculumn)

w ild type S . enteritid is 및 S . enteritid is mutants의 colony를 LB broth에

접종한 후 37℃에서 16시간 배양하였다. 배양균을 1×1010cells /㎖로 조정하여

접종물로 사용하였다.

② 동물접종 및 관찰

S . enteritid is의 변이주에 대한 병원성 유무를 평가하기 위하여 ICR

mous e(5주령. male) 24수를 8마리씩 3개군(A,B,C)으로 나누고 A , 및 B 군에

대하여 각각 S . enteritid is w ild type과 mutant를 마리당 200㎕씩 경구 투여

하였으며 C군에는 마리당 LB broth 200㎕를 경구투여하여 접종상의 실수 유

무를 평가하였다. 투여 후 24일간 임상증상, 폐사 및 간의 조직병리학적인 관

찰을 통하여 병원성의 정도를 평가하였다.

⑵ Salmone lla t yp him urium

① 접종물( inoculumn)

w ild type S . typhim urium 및 S . typhim urium mutant의 colony를 LB broth

에 접종한 후 37℃에서 16시간 배양였다. 배양균을 1×1010cells /㎖로 조정하여

접종물로 사용하였다.

② 동물접종 및 관찰

S . typhim urium의 변이주에 대한 병원성 유무를 평가하기 위하여 BA LB/c

mous e(5주령. male) 24수를 8마리씩 3개군(A,B,C)으로 나누고 A , 및 B 군에

대하여 각각 S . typhim urium w ild type과 mutant를 마리당 200㎕씩 경구 투

여하였으며 C군에는 마리당 LB broth 200㎕를 경구 투여하여 접종상의 실수

유무를 평가하였다. 투여 후 24일간 임상증상, 폐사 및 간의 조직병리학적인
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관찰을 통하여 병원성의 정도를 평가하였다.

③ 간과 비장조직으로부터 잔류 S alm onella mutant의 분리

폐사한 mice를 부검하여 간과 비장을 적출, homogenizer로 간의 경우 3㎖의

PBS로, 비장의 경우 2㎖의 PBS로 균질화 하여 S . typhim urium , S . ente rit idis

의 w ild type은 LB plate에, 각각의 mutant는 kanamycin이 포함된 LB plate에

각각 150㎕씩 분주한 다음 colony를 확인하였으며 분리균이 mutant주임을 확

인하기 위해 H2O2 tes t를 실시하였다.

나) Chic ken 에 대한 병원성 시험

① 접종물( inoculumn)

w ild type S . g allinarum 및 그의 mutant colony를 LB broth에 접종한 후

37C에서 16시간 배양하였다. 배양균을 1×108cells /㎖로 조정하여 접종물로 사

용하였다.

② 동물접종 및 관찰

S . g allinarum 변이주에 대한 병원성 유무를 평가하기 위하여 chicken(5주

령) 24수를 8마리씩 3개군(A,B,C군)으로 나누고 A군 과 B군에 대하여 각각

w ild type S . g allinarum과 S . g allinarum mutants를 각각 마리 당 500 ㎕

(1×108cells /㎖)씩 경구 투여하였으며 C군에는 마리당 LB broth 500㎕를 경구

투여 하여 접종상의 실수 유무를 평가하였다. 투여 후 21일간 임상증상, 폐사

등을 관찰하여 병원성의 정도를 평가하였다.

다) Salm one lla m ut ant에 대한 안전성시험 및 면역원성 시험

4주령의 백색 레그혼 SPF 30수를 A군(20수)과 B군(10수)으로 나누고 A군에

는 S . typhim urium mutant 배양액 마리당 500㎕ (1×108cells /㎖)씩 경구 접종

하고 2주 후 동량으로 2차(boos ter) 접종을 실시하였으며 2차접종 후 5주(최초

접종 후 7주)에 A군과 B군 모두에 w ild type S . typhim urium 배양액 마리당

500㎕ (1×108cells /㎖)씩 경구적으로 공격 접종하여 병원성 S . typhim urium 균

에 대한 방어능력을 조사하였다. 또한 2차접종 후 2주, 4주 및 7주에 채혈하여

항체생산 정도를 검사하였다. 항체가는 microag glut inat ion tes t로 측정하였으

며 항체가는 g eometric mean s core로 표시하였다. 실험 종료시 부검을 통하여

병변유무를 조사하고 간조직으로부터 S alm onella 균의 분리를 실시하여

S alm onella 균의 잔류여부를 검사하였다.
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4. 제 4 세부과제 : 살모넬라균 재조합 항원단백 정제, 생화학적

성상시험 및 재조합 변이주의 대량생산 체

계구축

1) 균체 항원의 생화학적 특성시험

S . enterit id is, S . typhim urium , S . pullorum , S . g allinarum의 균체 항원으

로서 Outer membrane protein(OMP)를 deterg ent로서 Sarkosyl과 β

- octyl- glucos ide를 각각 사용하여 solubilizing하여 molecular w eight profile

등 그 생화학적 특성을 조사하였다. T ryptic soy broth를 사용하여 37℃에서

배양한 후 s ta tionary phas e 말기에서 cell을 harves t한 후 cell을 dis rupture시

키고 원심분리하여 상등액을 취하여 초원심분리한 후 pellet을 non- ionic

detergent인 Sarkosyl(2% ) in 10mM HEPES과 β- octyl- glucos ide(1%) in

10mM HEPES에 resuspending 후 다시 초원심분리하여 생긴 pellet을 10mM

T ris - Cl(pH7.2)에 resuspending 한 후 dia lys is 하였다. Outer membrane

protein(OMP)의 생화학적 성상 변화를 알아 보기 위하여 SDS- PAGE 분석시

s ample 처리의 온도와 시간, mercaptoethanol 첨가의 유무에 따른 조건별 처

리를 달리 하여 분석하였다.

2) 재조합 단백항원의 생화학적 성상시험

제 2 세부과제에서 마련한 재조합 단백항원의 생화학적 성상시험의 기초 연

구를 하기위하여 pQE9 vector에 S . typhim urium ag fB와 S . g allinarum ag fA ,

B를 cloning한 colony를 받아 ex press ion 실험을 하였다. ampicillin을 넣은 LB

broth에서 clone된 cell을 OD값이 0.5∼0.6이 되도록 배양한 후에 IPT G를 final

concentrat ion 1mM이 되게 첨가하여 4시간 동안 induct ion했다. Induction후에

harves t한 것을 s ample buffer에 직접 섞어서 SDS- PAGE 분석을 했고, 또한

harves t한 cell을 lys is buffer(8M urea 포함)로 over night lys is한 후 w hole

cell lysate, w hole cell lys ate을 원심분리 후 생긴 supernatant , precipitate 등

을 SDS- PA GE로 분석을 했다. Expressed protein이 talon metal affinity res in

에 binding 되는지의 여부를 알아보고자 denaturing condition에서 purificat ion

을 large s cale로 수행하였다. Lys is ed cell을 talon metal affinity res in에
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binding시킨 후 elut ion buffer를 넣고 실온에서 10분 동안 gently mix ing 후

원심분리하여 상등액을 회수하여 정제 과정 중 단계별로 s ampling하여

SDS- PAGE를 하였다. 또한 제2세부과제에서 제조한 S . pullorum ag fA, ag fB

와 S . enteritid is ag fA를 pGEX- 2T vector에 GST fus ion protein으로 cloning

한 cell을 ex pres s ion 하였다. ampicillin을 넣은 2× YT A broth에서 cloning된

cell을 배양한 후 OD600 값이 0.6∼0.8사이에 이르면 IPT G의 농도가 0.3 mM이

되게 첨가하여 induction했다. 이 때 각 시간별로 sampling을 하여 ex press ion

정도를 SDS- PA GE로 확인을 했다.

3) 재조합 단백항원의 분리 • 정제

제 2세부과제에서 Maltose Binding Protein(MBP) fused protein으로 제조된

cloned cell을 이용하여 ex pres s ion 정도를 실험하였다. 배지 조성은 ℓ당

t ryptone 10g, NaCl 5g , yeas t ex tract 5g, g lucos e 2g이며, 멸균 후 ampicillin

을 첨가했다. Over nig ht culture를 △- flask의 배지에 2% inoculation을 한 후

37℃에서 OD600 값이 0.5∼0.6정도가 되게 배양한 후 IPT G 농도가 0.3mM이

되게 첨가하고 이 때 배양 온도를 32℃로 낮추고 네 시간 동안 induct ion을 하

였다. Ex pres sed 된 S . g allinarum ag fA를 purificat ion을 하고자 amylose

res in을 이용하였다. Harves ted cell에 column buffer로 resuspending한 후

s onica tor를 이용하여 cell을 dis rupture 시킨 후 centrifug at ion을 하여 상등액

만을 취하여 amylose res in에 resus pending한 후 실온에서 한 시간 동안

binding을 시켰다. Binding 후에 원심분리하여 상등액을 제거하고 column

buffer에 다시 amylose res in을 resus pending하여 w ashing을 한 후 elut ion 하

였다. 정제가 되었는지를 알아보기 위해서 SDS- PAGE 분석을 하였다.

4) 재조합 단백 항원의 cloning 및 대량생산체계 구축

재조합 단백 항원의 생화학적 성상 비교를 위한 기초연구로서 또한 제2세부

과제에서 제조되지 않은 S . ent irit idis ag fA subunit gene을 pMAL- CR1에

cloning 하여 MBP- Ag fA fused protein을 제조하였다. ag fA cloning을 위해 S .

e nt irit id is의 chromosomal DNA를 template로 하여 ag fA s ubunit의 DNA 단

편을 PCR로 증폭하였다. Primer의 염기서열은 5‘- GCGGA A T T CAT G
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A AACT T T T AAA AGT GG- 3' 와 5' - CGCGT CGA CAT ACT GGT T AGCCGT G

GC- 3' 이었다. PCR 조건은 94℃ 5 min, 53℃ 1 min, 72℃ 1 min로 1 cycle,

94℃ 1 min, 53℃ 1 min, 72℃ 1 min로 30 cycle, 94℃ 1 min, 53℃ 1 min, 7

2℃ 1 min로 1 cycle 였다. 증폭된 ag fA DNA는 2% ag aros e gel에서 그 s ize

를 확인하였다. 증폭된 DNA를 정제한 후 E coRⅠ과 S alⅠ로 절단하고 Vector

pMAL- CR1을 E coRⅠ과 S alⅠ로 절단한 후 16℃에서 lig ation 시켰다.

Ligat ion mix ture를 E . coli D H 5 에 trans fomation한 후 t rans formant의

plas mid DNA를 추출하고 E coRⅠ과 S alⅠ로 dig es t 하여 ag fA의 DNA의

cloning을 확인하였다. ag fA 유전자 cloning이 확인된 trans formant에서

MBP- AgfA fus ed protein의 발현을 조사하였다. T rans formant를 ampicillin이

함유된 LB media에서 OD가 0.5까지 배양한 후 최종농도 1 mM IPT G를 첨가

하고 5시간 더 배양한 후 harves t 하고 SDS- PA GE로 MBP- AgfA s ubunit의

생산여부를 조사하였다. MBP- Ag fA fused protein으로부터 ag fA subunit를 분

리 정제하기 위해서 harves ted cell을 s onicat ion으로 lys is 시켰다. Cell ex tract

를 amylos e res in과 4℃에서 2 hr 반응시켜 MBP- AgfA fused protein을

amylos e res in에 binding 시킨 후 amylos e res in을 buffer로 3회 w ashing한 후

MBP- AgfA fused protein을 정제하였다. 또한 amylos e res in에 factor Ⅹa를

넣고 4℃에서 16 hrs 반응시켜 Ag fA가 MBP로부터 분리되도록 한 후

SDS- PAGE를 통해 분리된 A gfA의 존재를 확인했다.

5) 재조합 단백 항원의 생화학적 특성 시험

S . ente rit idis는 제 4세부과제에서 직접 cloning하여 재조합 단백 항원을 제

조하였고, S . g allinarum , S . pullorum은 제 2세부 과제에서 cloning한 cell을

사용하였다.

Ampicillin을 넣은 LB 배지에 clone된 cell을 OD600에서 0.5가 되도록 배양

(30℃)한 후에 IPT G를 1mM이 되게 첨가하여 4시간 동안 induct ion했다. Cell

을 harves t하여 (6,000rpm, 10min, 4℃) column buffer(20mM T ris - Cl pH 7.4,

200mM NaCl, 1mM EDT A)에 sus pens ion한 후 final concentrat ion 1mM이

되게 PMSF를 첨가하고, s onica tion을 하였다. 12,000rpm에서 30분(4℃) 동안

원심분리를 한 후 crude cell ex tract를 얻었고, 이 것을 amylose res in에
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binding하였다.(4℃, 3시간) Column buffer로 3∼4회 res in을 w ashing한 후

elution buffer(10mM maltos e, 20mM T ris - Cl pH 7.4, 200mM NaCl, 1mM

EDT A)로 elution 한 것을 SDS- PA GE로 확인 하였다.

Eluted S . g allinarum MBP- fus ion A gfA protein과 eluted S . pullorum

MBP- fus ion Ag fA protein에서 MBP를 분리하고자 F PLC를 이용하여 Gel

permeation chromatography와 Ion exchang e chromatography를 하였다. 첫 번

째로 gel permeation chromatography를 하기 위해서 Sephacryl S - 200HR을

사용하였으며, column의 V0=43.43㎖, Heig ht=60㎝, diameter=1.6㎝, column

v olume은 120.637㎖이며, Eluted S . g allinarum MBP- fus ion A gfA protein의

농도는 OD280=3.0이였으며 eluted S . pullorum MBP- fus ion AgfA protein의 농

도는 OD280=2.7이였고, 각각 1㎖씩을 loading하였다. 분리된 peak를 각각

SDS- PAGE로 확인하였다. 두 번째로는 Mono Q column을 이용하여 Ion

exchang e chromatog raphy를 하였다. Column voume =0.982㎖이며, buffer A

로는 10mM T ris - Cl pH 8.0을 사용하였고, buffer B로는 1M Nacl in 10mM

T ris - Cl pH 8.0을 사용하였으며 buffer B의 농도를 0M에서 1M까지 상승시켰

다. 또한 eluted S . g allinarum MBP- fus ion Ag fA protein의 농도는 OD280=1.02

였으며, 2㎖을 loading하였다. 분리된 peak를 각각 SDS- PAGE로 확인 하였다.

6) 재조합 단백 항원의 분획·정제 및 대량생산 체제 확립

Ex pres sed cell을 sonicat ion하여 crude cell extract를 얻은 후 amylose

res in에 binding하였다.(4℃, 3시간) Column buffer로 3∼4회 res in을 w ashing

한 후 elution buffer(10mM maltose, 20mM T ris - Cl pH 7.4, 200mM NaCl,

1mM EDT A)로 elut ion 한 것을 SDS- PA GE로 확인 하였다. 이 방법을 반복

하여 대량 제조한 S . enteritid is MBP- fus ion AgfA protein 중에서 가장

purity가 높은 것을 선택한 후 제 2세부 과제와 협동하여 antibody를 제조하였

다. 1차로 OD280=3.0이 되는 eluted S . enterit id is MBP- fus ion Ag fA protein

800㎕를 PBS로 희석한 후, incomplete adjuvant 2㎖과 섞어서 토끼 두 마리에

각각 injection하였고, 3주 후에 OD280=0.607이 되는 eluted S . enterit id is

MBP- fus ion Ag fA protein 1.5㎖을 소량의 PBS로 희석하고 incomplete

adjuvant와 섞은 후 1차 boos ter inject ion을 하였고, 4주 째에 2nd inject ion을
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하였다.(OD280=0.78, 1.6㎖) 5주 째에 토끼의 심장에서 채혈을 한 후 s erum만을

분리하여 제 4 세부과제로 가져와 antibody의 생성여부를 확인하였다.

SDS- PAGE에 의해 분리된 protein을 Semi- Dry trans fer units (Pharmacia

Biotech. Co.)로 PVDF(polyvinylidene difluoride, Bio- Rad Co.) membrane에

두시간 동안 t rans fer하였다. t rans fer후 blocking buffer(5% skim milk, 0.25M

T ris - Cl, pH 8.0)로 한 시간 동안 blocking한 후 1차 antibody를 1:1000으로 희

석하여 O/N s haking하였다.(Room T emperature) W ashing solution(20mM

T ris - Hcl pH 7.5, 500mM NaCl, 0.05% tw een- 20)으로 15분씩 3회 w as hing을

한 후 biot inyla ted anti- rabbit IgG made in goat , s econdary antibody를

1:1000으로 희석하여 2.5시간 동안 binding하였다. 다시 10분씩 3회 w ashing을

한 후 ABsolut ion(Avidin and biot inylated horseradish perox idas e, Vector

Co.)으로 45분 동안 반응시킨 후 10분씩 3회 w as hing하였다. DA B(diamino-

benzidine, Vector Co.) solution으로 수초간 발색시킨 후 물에 넣어 반응을 정

지시킨 후 60kDa의 band로 antibody임을 확인 하였다.

7) 야외분리주, 변이주 및 재조합 단백항원의 생화학적 성상 비교

제 3세부 과제에서 마련한 S . typhim urium의 mutant로 OMP의 생화학적 성

상 시험을 하기 위해서 w ild type의 S . typhim urium 과 동일한 조건에서 배양

하여 그 둘 사이의 차이점을 비교하였다. LB 배지에 야외분리주(w ild type)와

변이주(mutant, LB 배지에 kanamycin포함)의 O/ N culture를 만들고,

inoculat ion한 후 s tat ionary phas e에서 각각을 harves t하였다. PBS로 harves t

한 cell을 2번 w ashing한 후에 다시 PBS에 suspens ion하여 final

concentrat ion 1mM이 되게 PMSF를 넣고, sonicat ion을 한 후 원심분리

(6,000rpm, 20min, 4℃)하여 debris는 버리고 , supernatant만을 취하여 초원심

분리를 하였다.(30,000rpm, 1hr, 4℃) 초원심분리를 하여 생긴 pellet을 10mM

HEPES in 2% Sarkos yl에 s uspens ion하였고, 4℃ O/ N inv erting하였다. 다시

초원심분리(30,000rpm, 1hr, 4℃)를 하여 생긴 하얀 gelly같은 pellet을 10mM

T ris - Cl(pH 7.2) 1㎖에 suspens ion하였다. 이렇게 해서 얻어진 OMP를

SDS- PAGE로 비교하였다.
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8) 변이주의 계대배양에 따른 항원단백의 안정성

S . typhim urium의 mutant와 w ild type을 똑같은 조건에서 10회 계대 배양을

한 후 7)과 동일한 방법으로 항원 단백(OMP)을 정제하여 w ild type과 mutant

의 차이점을 SDS- PAGE로 살펴보았고, 계대 배양을 하지 않은 w ild type과

계대 배양을 한 w ild type을 SDS- PA GE로 비교해 보았으며, 계대 배양을 하

지 않은 mutant와 계대 배양을 한 mutant를 SDS- PA GE로 각각 비교하였다.
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제 3 장 연구수행 내용 및 결과

1. 제 1 세부과제 : 닭 살모넬라균증에 대한 분자생물학적 진단

법 개발 및 국내분리 살모넬라균의 핵염기

구조분석

1) 가검물채취, 살모넬라균 분리 동정

양계장 15 개소로부터 1,116 건 도계장 2 개소에서 207 건의 가검물을 각각

채취하여 공시하였으며, 주로 추백리, 닭티푸스 및 닭 paratyphoid의 임상증세

를 나타내거나 부검시 살모넬라균 감염으로 의심되는 장기병변을 나타내는 개

체로부터 간, 담낭, 난소 및 장내용물을 채취하여 공시하였다. T able 1- 1에서

요약한 바와 같이 스크리닝검사에서 자동미생물검출기기에 의해 양계장 가검

물에서는 201 례(17.9% ) 그리고 도계장 가검물에서는 82 례(39.6% )에서 살모

넬라균 양성반응이 나타났고 배양법(감별배지상)에서는 양계장 가검물에서 131

례(11.6% ), 그리고 도계장 가검물에서는 81례(38.6%)의 양성례가 검출되어 자

동미생물검출기기에서 높은 양성율이 인정되었다.
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T able 1- 1. 가검물채취 및 S alm onella균 스크리닝 검사

구분 지역 개소 가검물채취건수
S alm onella균 분리(%)

자동미생물검출기 배양법

양계장

대전 3 426 72(16.9) 48(11.0)

충남 4 271 40(14.8) 24( 8.9)

충북 8 419 89(21.0) 59(14.1)

소계 15 1,116 201(17.9) 131(11.6)

도계장

대전 1 129 50(38.3) 54(41.0)

충남 1 78 32(41.0) 27(34.6)

소계 2 207 82(39.6) 81(38.6)
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스크리닝검사에서 양성으로 검출된 분리주를 생화학적 성상 및 serotyping

시험으로 동정한 바 (T able 1- 2), S . typhim urium의 상대적 분리빈도가 가장

높았으며(14.2% - 19.5%) S . pullorum , S . g allinarum , S . typhim urium 및 S .

e nterit id is 가운데 배양법에서 검출된 212 례중 61 례(28.8% ) 그리고 자동미생

물검출기기에서 검출된 283 례중 126 례(44.5% )가 비살모넬라균으로 판명되어

닭 가검물에서 살모넬라균 분리시 자동미생물검출기의 특이성이 배양법에 비

해 낮게 나타났다.

T able 1- 2. 생화학적 성상검사 및 serotyping에 의한 살모넬라균 동정

혈청형 배양법 (%)
자동미생물검출기

(% )

S . pullorum 11( 5.2) 12 (4.2)

S . g allinarum 24(11.4) 26(14.2)

S . typhim urium 41(19.5) 40(14.2)

S . enteritid is 17( 8.1) 17( 6.0)

Other S alm onella serovars 58(27.6) 62(22.0)

소계 151(71.2) 157(55.5)

non- S alm onella 61(28.8) 126(44.3)

계 212(100) 283(100)

- 47 -



2) 단클론성 항체 생산 및 s andw ich ELIS A 시험

면역된 BALB/ c 마우스의 비장세포와 SP2/ 0 mouse myeloma 세포를 융합

하여 특이항체를 생산하는 hybridoma를 1차 스크리닝에서 S . pullorum 16주,

S . g allinarum 12주, S . typhim urium 14주 및 S . ente rit idis 7주를 각각 검출하

였고, 최종선별에서 S . pullorum에서 3 clones , S . g allinarum에서 2 clones , S .

typhim urium에서 2 clones 및 S . e nterit id is에서 1 clones을 작제하였다(T able

1- 3). Hybridoma 배양액으로 측정한 MA b의 isotypes은 IgGa, Ig G3, IgG2a 및

Ig G2b로 나타났고, 간접형광항체법으로는 2∼8배의 양성, ELISA에서는 8∼32

배의 양성을 각각 보였으며, AGP에의한 양성율은 낮았다(T able 1- 3). ELISA

법에 의한 특이성 시험에서 생산된 MAb는 T able 1- 4.에서 요약한 바와 같이

homologous antigen에 대해 높은 양성율을 보였으며 heterologous S alm onella

균과 E . coli균에 대해서도 약간의 교차반응이 인정되었으며, S treptococcus

spp.에대해서는 모든 MAb가 음성반응을 보였다.

MAb SP- 17, SG- 6, ST - 9 및 SE- 14 clones를 이용하여 t ryptos e soy

broth에 배양된 homologous antig en에 대한 Sandw ich ELISA를 실시하여 감

수성을 시험한 바(T able 1- 5), MAb SP- 17, SG- 6 및 ST - 9은 102.5CF U/0.1㎖

이상 그리고 SE- 14는 103.5CF U/0.1㎖이상을 검출할 수 있었다.
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T able 1- 3. Monoclonal ant ibody의 성상과 성상시험

T ype of

Bacteria
Clones Is otypes

Homolog ous antigens

IFA AGP ELISA

S . pullorum

SP- 4 IgG1 ＋(4) －(0) ＋(16)

SP- 16 IgG1 ＋(4) ＋(2) ＋(32)

SP- 17 IgG3 ＋(8) ＋(4) ＋(16)

S . g allinarum
SG- 6 Ig G2b ＋(2) －(0) ＋(8)

SG- 14 IgG1 ＋(4) ＋(2) ＋(32)

S . typhim urium
ST - 1 Ig G2b ＋(8) －(0) ＋(16)

ST - 9 Ig G2a ＋(4) －(0) ＋(16)

S . ente rit idis SE- 14 IgG1 ＋(2) －(0) ＋(16)

( ) : reactive t iters of culture fluids

T able 1- 4. Monoclonal ant ibody의 특이성

Antigens tes ted
React ivit ies of MA b by ELISA

SP- 4 SP- 16 SP- 17 SG- 6 SG14 ST - 1 ST - 9 SE- 14

S . pullorum ＋(32) ＋(16) ＋(64) ±(4) － － － ±(2)

S . g allinarum ±(2) － ±(2) ＋(32) ＋(64) － ±(2) －

S . typhim urium － － ±(4) － － ＋(64) ＋(32) －

S . ente rit idis － ±(2) － － ±(2) － － ＋(32)

E . coli(3) － ±(4) － － ±(4) － － －

S treptococcus spp(2) － － － － － － － －

Salm onella isolates (5)* － － ±(8) － － － ±(4) －

* S alm onella B, D g roup 이외의 균주

( ): T iters of ELISA for culture fluids
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T able 1- 5. Sandw ich ELISA에 의한 S alm onella균 검출시험

Cell conc. of

Sal(cfu/0.1ml)

ELISA v alue* agains t homolog ous antigens

SP- 17 SG- 6 ST - 9 SE- 14

108.5 1.332 1.121 1.627 1.109

107.5 1.119 1.012 1.118 1.010

106.5 0.801 0.799 0.706 0.698

105.5 0.698 0.591 0.495 0.193

104.5 0.187 0.284 0.191 0.099

103.5 0.078 0.083 0.087 0.069

102.5 0.057 0.066 0.059 0.060

101.5 0.045 0.063 0.050 0.058

101 0.036 0.045 0.042 0.049

Neg ative controls 0.034 0.046 0.035 0.051

*OD at 490nm

Underlines = cut- off by mean of neg at ive ± 4SD
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3) PCR 시험

S alm onella균에서 추출한 DNA를 Sf1 primers 및 Sef1 primers를 공시하여

se fA 유전자에 대한 PCR를 수행한 바, F ig . 1- 1과 F ig . 1- 3와 같이 S .

pullorum , S . g allinarum 및 S . ente rit idis에 대해 증폭된 488bp와 513bp의

DNA 밴드가 각각 관찰되었으며, S . typhim urium 및 다른 S alm one lla spp와

E . coli 및 S treptococcus spp에서는 관찰되지 않았다. S f1 primers를 이용하여

추출된 S al enteritid is DNA를 1㎍, 100ng , 10ng, 1ng, 100pg, 10pg, 1pg,

100tg, 10tg으로 단계희석한 다음 반응성을 시험한 바 F ig . 1- 2에서 나타낸 바

와 같이 100pg 이상에서 양성밴드가 인정되었다. 4개의 fimbrial type(S E F 21,

S E F 18, S E F 17 및 S E F 14)중 S E F 14 th in fimbirae의 s trucrural fimbrin

s ubunit를 암호하는 se fA 유전자를 이용하여 공시된 D1 group중 S .

e nterit id is, S . pullorum 및 S . g allinarum를 특이하게 검출할 수 있음을 알 수

있었다.
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1 2 3 4 5 6 7

488bp-

F ig . 1- 1. Amplification pat terns of S alm onella spp by PCR using Sef1

primers for se fA g ene

Lane 1 : 1kb DNA ladder marker, Lane 2 : S . enterit id is , Lane 3 : S .

pullorum , Lane 4 : S . g allinarum , Lane 5 : S . typhum urium , Lane 6 :

E . coli, Lane 7 : S treptococcus spp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

513bp-

F ig . 1- 2. Amplifica tion pat terns of se fA g ene by PCR for DNA at various

concentraion us ing Sf1 primers

Lane 1 : 1kb DNA ladder marker, Lane 2 : 10㎍ , Lane 3 : 1㎍ng,

Lane 4 : 100ng , Lane 5 : 10ng, Lane 6 :1ng, Lane 7 : 100pg , Lane 8 :

10pg , Lane 9 : 1pg, Lane 10 : 100tg, Lane 11 : 10tg , Lane 12 : 1tg

Lane 13 : 1kb DNA ladder marker
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Sf I primer를 이용하여 S alm onella serogroup D1인 S al. enteritid is , S al.

pullorum , S al. g allinarum 표준주를 대상으로 PCR을 실시한 바, 표준주 모두

513bp에서 DNA frag ments가 특이하게 증폭되었다(F ig. 1- 3). 또한 야외에서

분리된 S al. e nterit id is 33주, S al. pullorum 22주, S al. g allinarum 45주를 대상

으로 PCR를 수행한 바, S al. enterit id is 33주중 31주에서, S al. pullorum 22주

중 19주, S al. g allinarum 45주중 42주에서 513bp의 DNA band를 관찰할 수

있었다(F ig. 1- 4). S al. ente rit idis , S al. pullorum , S al. g allinarum 및 S al.

typhim urium 표준주를 감염시킨 후 증상이 발현된 닭의 가검물을 채취하여

무작위 증균한 후 PCR를 수행한 바, S al. enteritid is , S al. pullorum , S al.

g allinarum에 감염되어 증상을 발현한 닭의 가검물에서는 모두 513bp의 DNA

분절을 관찰할 수 있었으나, S al. typhim urium에 감염된 닭의 가검물에서는 관

찰할 수 없었다. 또한 Salmonellos is로 추정되는 닭 가검물 174개를 대상으로

무작위 증균하여 PCR를 수행한 바, 36개의 가검물에서 513bp의 DNA 분절을

관찰할 수 있었으며(F ig. 1- 5) s efA 유전자가 증폭된 36개의 가검물 배양액을

선택배지로 계대배양하여 성상 및 혈청학 검사을 수행한 바, S al. ente rit idis

19주, S al. pullorum 3주, S al. g allinarum 11주 및 S alm onella spp 3주로 판명

되었다.
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1 2 3 M 4 5 6

513bp-

F ig . 1- 3. Amplificat ion pat tern of S alm onella s pp. by PCR using Sf I

primer for se fA gene. Lane 1: E . coli, Lane 2: S al.

typhim urium , Lane 3: S al. e nterit id is , Lane M: 1Kb DNA

marker, Lane 4: S al. pullorum , Lane 5: S al. g allinarum , Lane 6:

S treptococcus spp.

1 2 3 4 5 M 6 7 8 9 10 M 11 12 13 14 15

513bp-

F ig . 1- 4. Amplification pattern of se fA g ene for the field is olates of

S alm onella D1 s erog roup. Lane M: 1Kb DNA marker, Arrow s

indicate the DNA fragments of 513bp, Lane 1- 5: S al. enteritid is

is olates , Lane 6- 10: S al. g allinarum isola tes , Lane 11- 12: S al.

pullorum isolates .
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1 2 3 M 4 5 6 7

- 513bp

A

1 M 2 3 4 5 6 7

- 513bp

B

F ig . 1- 5. Amplification pattern of S alm onella from art ificia lly and naturally

contaminated chicken by PCR us ing Sf I primer for se fA g ene.

A ) Specimens of art ificia lly contaminated chicken. Lane M: 1Kb DNA

marker, Arrow s indica te the DNA fragments of 513bp, Lane 1- 2: S al.

enterit id is , Lane 3- 4: S al. g allinarum , Lane 5- 6: S al. pullorum , Lane 7:

S al. typhim urium .

B) Specimens of naturally contaminated chicken. Lane M: 1Kb DNA

marker, A rrow s indicate the DNA fragments of 513bp, Lane 1- 7:

S alm onella spp.
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4) Cleav ag e Patterns of PCR products

PCR products가 se fA g ene인지를 확인하기 위한 시험에서 S al. enteritid is ,

S al. pullorum , S al. g allinarum 및 S al. typhi에서 증폭된 밴드는 모두 B am HI

에서는 156bp 및 357bp 그리고 H ae III에서는 173bp 및 340bp크기로 절단되었

으며, B su36I, ClaI, E coRI, H indIII, N coI, N otI, S alI, S m aI, X baI 및 X hoI에

서는 절단되지 았았다. 이와같은 결과는 기 분석된 se fA gene의 제한효소 절

단패턴과 일치하였다(F ig. 1- 6).
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1 2 3 M 4 5 6

A

M 1 2 3 4 5 6

B

M 1 2 3 4

C

F ig . 1- 6. Cleavage pat tern of the PCR products amplified w ith Sf I primer

diges ted w ith v arious res tr iction endonucleases .

A ) Lane M: 1Kb DNA marker, Lane 2: S al. enteritid is /B am HI, Lane 3: S al.

g allinarum / B am HI, Lane 4: S al. pullorum /B am HI, Lane 4: S al.

enteritid is /H ae III, Lane 5: S al. g allinarum / H ae III, Lane 6: S al.

pullorum /H ae III.

B) se fA g ene of S al. e nterit id is . Lane M: 1Kb DNA marker, Lane 1: ClaI,

Lane 2: E coRI, Lane 3: H ind III, Lane 4: N otI, Lane 5: S alI, Lane 6:

S m aI.

C) se fA gene of S al. enteritid is . Lane M: 1Kb DNA marker, Lane 1:

B su36I, Lane 2: N coI, Lane 3: X baI, Lane 4: X hoI.
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5) s e fA g ene 클론닝

Sf1 primer primer를 이용하여 PCR로 증폭된 se fA g ene을 E coRI으로 처리

하여 얻어진 분절과 E coRI으로 처리된 pGEX- 2T vector와 융합한 다음(이후

이 plas mid를 pGEX- S14라 칭함), DH5α competent cell에 trans formation시

키고 앰피실린이 첨가된 LB ag ar를 이용하여 스크리닝하고, 선택된 집락은

LB broth에 배양하고 miniprep으로 plasmid DNA를 추출한 다음 E coRI으로

처리하고 1.5% ag aros e g el에 전기영동한 결과, E coRI으로 절단시 0.5kb의

ins ert DNA와 4.9kb의 vector DNA를 확인할 수 있었다(F ig.1- 7). Ins ert DNA

를 확인후 plas mid를 X hoI으로 처리하여 linear DNA로 만든후 Centri·spin

column(T akara)을 이용하여 정제한 후 DNA 염기분석용 template로 사용하였

다.

M 1 2 3 M

4.9kb-

0.5kb-

F ig . 1- 7. Cleavag e pat terns of pGEX- S14 diges ted w ith E coRI.

Lane 1- 3 : pGEX- S14/ E coRI, Lane M : 1kb DNA ladder marker.
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6) s e fA 유전자 염기서열 분석

S al. enteritid is , S al. g allinarum 및 S al. pullorum 표준주 및 국내분리주를

Dye terminator cycle sequencing법에 의해 se fA g ene의 AT G codon부터

T AA terminat ion codon까지 위치하는 498의 염기서열을 결정하고, 상동성을

비교하였던 바 표준주간에는 100%의 상동성이 관찰되었으며(F ig . 1- 8), 분리균

주 인 S al. ente rit idis와 S al. g allinarum은 99.6%로, S al. ente rit idis와 S al.

pullorum은 99.8%로, 그리고 S al. g allinarum과 S al. pullorum은 99.8%의

homology를 보였다(T able 1- 6). 따라서 S alm onella serogroup D에 속하는

S alm onella spp는 상호 매우 높은 유사성을 나타내거나 일치하였다. 즉, 염기

의 변화는 89와 326bp에서만 발생하였다.

7) S efA protein의 아미노산 서열 비교

se fA 유전자 염기서열 분석에서 얻어진 결과를 기초로 하여 SefA protein에

대한 아미노산서열을 추정하였던 바 Fig. 1- 9와 같이 165개의 아미노산을 결

정하였다. 이 결과를 분리균주 상호간 비교하였던 바, SefA protein의 아미노

산은 S al. ente rit idis와 S al. g allinarum은 98.8%로, S al. enteritid is와 S al.

pullorum은 99.4%로, 그리고 S al. g allinarum과 S al. pullorum은 99.4%의 상동

성을 보였다(T able 1- 6). 따라서 S alm one lla serog roup D에 속하는

S alm onella spp는 상호 매우 높은 유사성을 나타내었다. 즉, 30과 109 번째의

아미노산이 S al. enteritid is에서는 valine과 isoleucine으로, S al. g allinarum에서

는 g lutamic acid와 threonine으로, 그리고 S al. pullorum에서는 g lutamic acid

와 is oleucine으로 변화되어 있었다.

또한 SefA protein에서는 1개의 N- asparagine- linked glycos ylat ion s ite가

관찰되었으며, 1개의 cys teine 잔기가 인정되었다.
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S.e. 1 atgcgtaaat cagcatctgc agtagcagtt cttgctttaa ttgcatgtgg cagtgcccac 60
S.g. ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p. ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.e.i ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.g.i ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p.i ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

*
S.e. 61 gcagctggct ttgttggtaa caaagcagtg gttcaggcag cggttactat tgcagctcag120
S.g. ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p. ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.e.i ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.g.i ---------- ---------- --------a- ---------- ---------- ----------
S.p.i ---------- ---------- --------a- ---------- ---------- ----------

S.e. 121 aatacaacat cagccaactg gagtcaggat cctggcttta cagggcctgc tgttgctgct180
S.g. ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p. ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.e.i ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.g.i ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p.i ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

S.e. 181 ggtcagaaag ttggtactct cagcattact gctactggtc cacataactc agtatctatt240
S.g. ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p. ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.e.i ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.g.i ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p.i ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

S.e. 241 gcaggtaaag gggcttcggt atctggtggt gtagccactg tcccgttcgt tgatggacaa300
S.g. ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p. ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.e.i ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.g.i ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p.i ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
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*
S.e. 301 ggacagcctg ttttccgtgg gcgtattcag ggagccaata ttaatgacca agcaaatact360
S.g. ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p. ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.e.i ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.g.i ---------- ---------- -----c---- ---------- ---------- ----------
S.p.i ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

S.e. 361 ggaattgacg ggcttgcagg ttggcgagtt gccagctctc aagaaacgct aaatgtccct420
S.g. ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p. ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.e.i ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.g.i ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p.i ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

S.e. 421 gtcacaacct ttggtaaatc gaccctgcca gcaggtactt tcactgcgac cttctacgtt480
S.g. ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p. ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.e.i ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.g.i ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p.i ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

S.e. 481 cagcagtatc aaaactaa 498
S.g. ---------- --------
S.p. ---------- --------
S.e.i ---------- --------
S.g.i ---------- --------
S.p.i ---------- --------

F ig . 1- 8. Comparis on of the sequence of the se fA g enes of the s tandard

s tra ins of S al. enteritid is (S .e.), S al. g allinarum (S .g .), S al.

pullorum (S .p.), and the isola tes of S al. enterit id is(S .e.i), S al.

g allinarum (S .g .i) and S al. pullorum (S .p.i). T he tw o pos itions at

w hich a bas e chang es occurs , 89 and 326bp, are marked by an

as teris k(*).
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S.e. 1 MRKSA SAVAV LALIA CGSAH AAGFV GNKAV VQAAV TIAAQ NTTSA 45
S.g. ----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- -----
S.p. ----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- -----
S.e.i ----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- -----
S.g.i ----- ----- ----- ----- ----- ----E ----- ----- -----
S.p.i ----- ----- ----- ----- ----- ----E ----- ----- -----

46 NWSQD PGFTG PAVAA GQKVG TLSIT ATGPH NSVSI AGKGA SVSGG 90
----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- -----
----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- -----
----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- -----
----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- -----
----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- -----

*
91 VATVP FVDGQ GQPVF RGRIQ GANIN DQANT GIDGL AGWRV ASSQE 135

----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- -----
----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- -----
----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- -----
----- ----- ----- ---T- ----- ----- ----- ----- -----
----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- -----

136 TLNVP VTTFG KSTLP AGTFT ATFYV QQYQN 165
----- ----- ----- ----- ----- -----
----- ----- ----- ----- ----- -----
----- ----- ----- ----- ----- -----
----- ----- ----- ----- ----- -----
----- ----- ----- ----- ----- -----

F ig . 1- 9. A comparison of the deduced amino acid sequences of the SEF 14

protein of the s tandard s trains of S al. ente rit idis (S .e.), S al.

g allinarum (S .g .), S al. pullorum (S .p.), and the isolates of S al.

enterit id is(S .e.i), S al. g allinarum (S .g .i) and S al. pullorum (S .p.i). A

dash indicates an ident ical res idue. T he deduced N- g lycosylat ion

s ites w ere underlined. T he tw o pos it ions at w hich a bas e chang es

occurs , 89 and 326bp, are marked by an as terisk(*).

T able 1- 6. Summary of the homolog y nucleot ide and amino acid sequences

among isolates of S alm onella spp.

s e fA ge ne S .e .i/S .g .i S .e .i/S .p.i S .p.i/S .g .i
Nucleotide s equence 496/ 498 497/ 498 497/498

homolog y(% ) 99.6 99.8 99.8
Amino acid sequence 163/ 165 164/ 165 164/165

homolog y(% ) 98.8 99.4 99.4

S .e.i : S al. enterit id is isola te, S .g .i : S al. g allinarum isola te, S .p.i : S al.

pullorum is olate
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8) Dot blot hy bridization

S efA probe를 이용한 Dot blot hybridizat ion에서 S alm onella s erog roup D1

에서 추출된 DNA 및 PCR에서 증폭된 DNA모두 양성반응을 나타내었다

(F ig.1- 10). S alm one lla serogroup D1외의 S alm onella typhim urium , E . coil,

S treptococcus spp 및 S taphylococcus spp에서는 음성반응을 보였다.

1 2 3 4 5 6
A

B

C

D

E

F ig . 1- 10. Dot- blot hybridization demonstrating the specificity for S alm one lla

serogroup D1 of the sefA probe.

A) S . enteritid is , B) S . g allinarum , C) S . pullorum , D) 1- 3: S . typhim urium ,

4- 6: Other S alm one lla spp, E) 1- 2: E . coli, 3- 4: S treptococcus spp , 5- 6:

S taphylococcus spp. A- C) 1: s tandard s train, 2- 6: isolated s trains
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9) 항원농도가 RIDEA에 미치는 영향

OM P 및 ag fA의 농도를 0.5, 1.0 및 2.0 ㎍/㎖로 조정하여 petri dish에 코팅한

다음 S al. enterit idis로 면역된 토끼와 닭의 혈청 그리고 정상 음성 대조혈청을

공시하여 RIDEA를 실시한 바(T able 1- 7). OMP 및 ag fA는 0.5 ㎍/㎖에서는 5.7∼

5.8m m 및 5.8∼6.3㎜, 1.0 ㎍/㎖에서는 8.4∼9.8mm 및 7.9∼8.3㎜ 그리고 2.0 ㎍/㎖

에서는 8.4∼9.9m m 및 9.3∼9.8㎜ 이었다. 음성 혈청과의 반응에서는 2.0 ㎍/㎖

OMP에서 비특이 반응이 관찰되었다. 적정항원농도는 1.0㎍/㎖으로 정하여 본시

험을 수행하였다.

T able 1- 7. Effects of Antigen Concentrat ion on RIDEA

Sera
No. of

s era

OMP (㎍/ml) ag fA(㎍/m l)

0.5 1.0 2.0 0.5 1.0 2.0

Pos itive*

Rabbit

Chickens

Neg ative+

Rabbit

Chickens

2

2

3

3

5.7**

5.8

< 4.0

< 4.0

9.8

8.4

< 4.0

< 4.0

11.8

10.3

< 4.0

4.6

6.3

5.8

< 4.0

< 4.0

8.3

7.9

< 4.0

< 4.0

9.8

9.3

< 4.0

< 4.0

*T he sera prepared by immunizat ion of S al. e nterit id is .

** T he values represent diameter(mm) of RIDEA .
+ T he normal healthy rabbits and one day- old chickens .
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10) RIDEA - ag fA or - OMP and ELIS A - ag fA or - OMP의 반응

성과 특이성

ag fA 와 OMP를 이용한 RIDEA와 ELISA의 감수성과 특이성을 S alm onella

spp 와 E . coli균주로 면역된 토끼와 닭 혈청을 이용하여 시험한 바(T able

1- 8), RIDEA- ag fA 와 RIDEA- OMP는 S alm onella spp 에 면역된 토끼 및

닭 혈청과는 강한 양성반응(> 7.8mm)을 보였으며, E . coli균 면역혈청 과 음성

대조혈청에서는 RIDEA - ag fA는 모두 음성반응(< 4.0mm)을 보였으며,

RIDEA- OMP는 양성반응(4.8- 8.8mm)을 보이는 빈도가 높았다(F ig . 1- 11). 또

한 ELISA 시스탬에서 비교한 바 ELISA- ag fA 와 ELISA- OMP는 S alm onella

s pp 에 면역된 토끼 및 닭 혈청에서는 높은 양성반응(OD> 0.38)을 보였으며,

E . coli균 면역혈청 과 음성대조혈청에서는 ELISA- ag fA는 모두 음성반응

(OD< 1.5)을 보였으며, ELISA- OMP는 양성반응(OD cut off: 0.15 in rabbit

s era; 0.17 in chickens era)을 보이는 빈도가 높았다.
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T able 1- 8. Sens itivity and specificity of RIDEA- ag fA / - OMP and
ELISA - ag fA / - OMP

Sera
No. of

sera
RIDEA- ag fA RIDEA- OMP ELISA- OMP ELISA- agfA

Rabbit

S al. typhim urium

S al. enteritid is

S al. pullorum

E . coli(O:111)

E . coli(O:157)

Neg ative s era

Chicken

S al. typhim urium

S al. enteritid is

S al. pullorum

E . coli(O:111)

E . coli(O:157)

Neg ative s era

2

2

2

1

1

3

2

2

2

1

1

3

9.8- 11.7*

8.1- 9.4

7.8- 9.6

< 4.0

< 4.0- 4.8

< 4.0

8.6- 9.8

8.1- 10.7

8.9- 9.7

< 4.0- 4.5

< 4.0

< 4.0

9.7- 12.7

8.5- 11.4

8.8- 11.6

6.5- 8.8

4.8- 7.4

< 4.0- 5.0

7.6- 12.8

8.1- 10.7

8.9- 9.7

6.5- 8.5

5.8- 8.0

< 4.0- 4.8

0.75- 0.83

0.65- 1.18

0.55- 0.90

0.41- 0.57

0.14- 0.25

0.09- 0.33

0.53- 0.98

0.49- 0.84

0.60- 0.91

0.24- 0.37

0.14- 0.25

0.12- 0.24

0.66- 0.86

0.54- 0.97

0.38- 0.88

0.13- 0.17

0.13- 0.16

0.08- 0.12

0.69- 0.78

0.54- 0.87

0.44- 0.59

0.12- 0.20

0.13- 0.15

0.09- 0.13

* T he v alues repres ent the range of diameter(mm) in RIDEA. Each

samples w ere tes ted by triplica te.
T he data in ELISA represent the rang e of OD values at 490㎚. P/N

cut- off points = 4 × s d of the mean of negat ive s era : 0.15 in rabbit sera
and 0.17 in chicken sera
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Fig 1- 11. Various patterns of RIDEA show ing the negative(< 4mm),

intermediate(4.0∼5.0mm) and positive(> 5.0mm) reaction.
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11) RIDEA - ag fA / - OMP and ELIS A - ag fA 의 야외가검혈청에

대한 시험

S al. pullorum - g allinarum 진단용 w hole blood plate agg lut ination tes t에서

14.2∼22.9%의 양성율을 나타내는 살모넬라균 고 감염 양계장 3개소(A, B, C)

와 0.8∼1.15%의 양성율을 나내는 저감염 양계장 2개소(D, E)에서 얻어진 혈

청을 대상으로 RIDEA - ag fA , RIDEA- OMP 및 ELISA- ag fA를 이용하여 시험

하였다(T able1- 9). 그 결과 A, B, C 계군에 대해 RIDEA- ag fA , RIDEA - OMP

및 ELISA- ag fA는 24.8%, 36.4% 및 21.5%의 양성율을 나타내었고, D, E 계군

에 대해서는 13.8% , 29.4% 및 17.6%의 양성율을 나타내어 RIDEA- ag fA 와

ELISA - ag fA에 비해 RIDEA- OMP는 높은 양성율을 보였다. 앞에서 수행된 특

이성 및 감수성 시험 결과를 볼 때 RIDEA- OMP는 비특이적 반응빈도가

RIDEA- ag fA에 비해 높았기 때문이라 생각된다.

이상의 시험 결과를 볼 때 RIDEA- ag fA는 살모넬라 속균에 감염된 계군을

검색하는데 감수성과 특이성이 높고 간편한 방법으로써 기존의 균분리 동정방

법, 핵산 검출시험법 등과 함께 보조진단법으로 활용가치가 높다고 사료된다.
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T able 1- 9. F ield application of the RIDEA- ag fA in comparison w ith
ELISA - ag fA and RIDEA- OMP

Poultry

Farms
RIDEA- ag fA RIDEA- OMP ELISA - ag fA

Heavily-

infected*

A

B

C

Subtotal

12/44(27.3)

6/ 32(18.8)

12/45(26.7)

30/121(24.8)

16/ 44(36.4)

11/ 32(34.4)

17/ 45(37.8)

44/ 121(36.4)

11/ 44(25.0)

5/32(15.6)

10/ 45(22.2)

26/ 121(21.5)

Low er-

infected**

D

E

Subtotal

4/ 27(14.8)

3/ 24(12.5)

7/ 51(13.8)

8/27(29.6)

7/24(29.2)

15/ 51(29.4)

4/27(14.8)

5/24(20.8)

9/51(17.6)

T otal 37/ 172(21.5) 59/172(34.3) 35/172(20.3)

Pos it ive rate by w hole blood pla te ag glut inat ion tes t for S al.

pullorum - g allinarum

* 14.2∼22.9% ** 0.8∼1.15%
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2. 제 2 세부과제 : 살모넬라균의 방어항원 유전자 클론닝과 재

조합 s ubunit protein의 발현 및 성상시험

(협동연구과제: 분자생물학적 기술로 개발된 백신의 안전성 및 효능시험)

1) 방어항원 유전자 클로닝

S . enteritid is , S . typhim urium , S . pullorum , S . g allinarum 각각의 균주로

부터 CT AB s olut ion을 이용하여 chromosomal DNA를 분리하였다. 분리된

chromosomal DNA를 templa te로 하여 PCR이 수행되었다.

Ag fB와 Ag fA 각각의 최적 발현조건을 알아보고, purify를 용이하게 하기

위한 여러 가지 벡터 시스템을 사용하였다. 6× His tidine이 tag ging된

pQE9(Qiagen)과, GST (Glutathion S trans feras e) fus ion protein을 발현하는

pGEX- 2T (Pharmacia), 그리고 MBP (maltos e binding protein) fus ion protein

을 세포질에 발현하는 pMAL- cri(New Eng land Biolab)등이 본 연구에 사용되

었다.

각각의 균주에 대해 ag fA와 ag fB g ene이 각각 PCR로 증폭되었고, 기대한

크기의 430bp 및 540bp band가 증폭이 되었음을 확인하였다(F ig.2- 1). 또한 각

각의 벡터에 제대로 ins ert가 cloning이 되었는지를 확인하기 위해 몇가지 제

한효소가 사용되었다. 그 결과는 편의상 S al. enteritid is에 대한 것만을

F ig .2- 2.에 제시하였다.
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540bp

430bp

F ig .2- 1A . Amplified PCR products of ag fB and ag fA g enes of

S alm onella spp. (lane M; 1kb marker, lane 1; Se ag fA,

lane 2; Se ag fB, lane 3; Sp ag fA, lane 4; Sp ag fB, lane 5;

Sg ag fA , lane 6; Sg ag fB, lane 7; S t ag fA , lane 8; S t

ag fB).

430bp

F ig .2- 1B. Amplified PCR products of new - ag fA g enes of S alm onella

s pp. (lane M; 1kb marker, lane 1; Se new - ag fA , lane 2; Sp

new - ag fA, lane 3; Sg new - ag fA, lane 4; S t new - ag fA).
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F ig .2- 2A . T he cleavage patterns of cloned plasmid pQE9/eA and

pQE9/eB (lane M; 1kb marker, lane 1; eA B am HI and

P stI: 3440 & 456bp, lane 2; eA S caI: 1974, 921 & 849bp,

lane 3; eB B am HI and P stI: 3440 & 432bp, lane 4; eB

A ccI: 2479 & 1377bp, lane 5; eB N de I: 1245 & 2611bp).

F ig .2- 2B. T he cleavag e pat terns of cloned plasmid pGEX- 2T / eA and

pGEX- 2T /eB (lane M; 1kb marker, lane 1; eA B am HI and

E coRI: 4948 & 455bp, lane 2; eA S caI: 4117, 917 & 364bp,

lane 3; eB B am HI and P stI: 4948 & 432bp, lane 4; eB N de I

and E coRV: 3188 & 2186bp).
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M 1 2 3 4 5 6

F ig .2- 2C. T he cleavage pat terns of cloned plasmid pMAL- cri/ eA and

pMAL- cri/ eB (lane M; 1kb marker, lane 1; eA B am HI and

P stI: 6133 & 455bp, lane 2; eA S caI: 5373 & 1193bp,, lane

3; eA D raI: 4506, 1349 & 692bp, lane 4; eB B am HI and

P stI: 6133 & 431bp, lane 5; eB N de I: 3965 & 2577bp, lane

6; eB A ccI: 3730 & 2811bp).

M 1 2 3

F ig .2- 2D. T he cleavag e patterns of cloned plasmid pMAL- cri/ eAN and

pMAL- cri/ eBN by res tr ict ion enzyme (lane M; 1kb marker,

lane 1; eA N B am HI and P stI: 6133 & 396bp, lane 2; eAN

S caI: 5313 & 1193bp, lane 3; eAN N arI: 4722 & 1785bp).
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2) 방어항원유전자 염기서열 분석

pQE9에 클로닝 된 plas mid를 pQE sequencing primer; T ype Ⅲ/Ⅳ primer

5' - CGGAT AACAAT T T CACACAG- 3' , Revers e Sequencing primer 5' - GT T

CT GAGGT CAT T ACT GG- 3' 를 이용하여 forw ard와 revers e로 sequencing 하

였다. ag fA의 sequence는 각각에 대해 S al. enteritid is , S al. pullorum , S al.

g allinarum은 S al. enterit id is의 orig inal s equence와 비교하였고, S al.

typhim urium의 경우는 S al. typhim urium의 orig inal sequence와 비교하였다

(F ig.2- 3A). 그리고, ag fA에서 6번째와 15번째의 s equence가 A→G로 변환된

것은 primer의 sequence에서 기인된 것이고, S al. typhim urium의 경우 마지막

부분의 5개 sequence가 original과 차이가 나는 것은 primer 제작시 S al.

e nterit id is의 sequence를 기초로 하였기 때문에 생긴 것이다. ag fB s equence의

경우는 S al. enteritid is의 original s equence를 기준으로하여 비교하였다

(F ig.2- 3B). 그러나 S al. typhim urium의 csg B라고 불리는 gene의 sequence가

S al. enteritid is의 ag fB gene과 sequence가 동일하여, 발표된 S al.

typhim urium의 ag fB g ene의 band가 아닌 csg B g ene만이 PCR로 증폭되었음

을 알 수 있었다.
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* * * * * *
SeA(Org.) ATG AAA CTT TTA AAA GTG GCA GCA TTC GCA GCA ATC GTA GTT TCT GGC AGT GCT CTG GCT 60
SeA(Rec.) --- --G --- --- --G --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 60
SpA(Rec.) --- --G --- --- --G --- --- --- --- --- --- --- A-- --- --- --- --- --- --- --- 60
SgA(Rec.) --- --G --- --- --G --- --- --- --- --- --- --- G-- --- --- --- --- --- --- --- 60

* * * * * *
SeA(Org.) GGC GTC GTT CCA CAA TGG GGC GGC GGC GGT AAT CAT AAC GGC GGC GGC AAT AGT TCC GGC 120
SeA(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 120
SpA(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 120
SgA(Rec.) --- --- --- --- --- -A- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 120

* * * * * *
SeA(Org.) CCG GAC TCA ACG TTG AGC ATT TAT CAG TAC GGT TCC GCT AAC GCT GCG CTT GCT CTG CAA 180
SeA(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 180
SpA(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 180
SgA(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --G --- --- --- --- --- --- --- --- 180

* * * * * *
SeA(Org.) AGC GAT GCC CGT AAA TCT GAA ACG ACC ATT ACC CAG AGC GGT TAT GGT AAC GGC GCC GAT 240
SeA(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 240
SpA(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 240
SgA(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 240

* * * * * *
SeA(Org.) GTA GGC CAG GGT GCG GAT AAT AGT ACT ATT GAA CTG ACT CAG AAT GGT TTC AGA AAT AAT 300
SeA(Rec.) --- --- --- --C --- --- --C --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --C --- 300
SpA(Rec.) --- --- --- --T --- --- --T --- --- --- --- --- --- --- G-- --- --- --- --T --- 300
SgA(Rec.) --- --- --- --C --- --- --C --- --- --- --- --- --- --- A-- --- --- T-- --C --- 300

* * * * * *
SeA(Org.) GCC ACC ATC GAC CAG TGG AAC GCT AAA AAC TCC GAT ATT ACT GTC GGC CAA TAC GGC GGT 360
SeA(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 360
SpA(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- -G- --- T-- --- --- --- --- --- --- --- --- 360
SgA(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- -A- --- G-- --- --- --- --- --- --- --- --- 360

* * * * * *
SeA(Org.) AAT AAC GCC GCG CTG GTT AAT CAG ACC GCA TCT GAT TCC AGC GTA ATG GTG CGT CAG GTT 420
SeA(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 420
SpA(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 420
SgA(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 420

* * *
SeA(Org.) GGT TTT GGC AAC AAC GCC ACG GCT AAC CAG TAT TAA 456
SeA(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 456
SpA(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 456
SgA(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 456

* * * * * *
StA(Org.) ATG AAA CTT TTA AAA GTG GCA GCA TTC GCA GCA ATC GTA GTT TCT GGC AGT GCT CTG GCT 60
StA(Rec.) --- --G --- --- --G --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 60

* * * * * *
StA(Org.) GGC GTC GTT CCA CAA TGG GGC GGC GGC GGT AAT CAT AAC GGC GGC GGC AAT AGT TCC GGC 120
StA(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 120

* * * * * *
StA(Org.) CCG GAT TCC ACG TTG AGC ATT TAT CAG TAC GGT TCC GCT AAC GCT GCG CTT GCT CTG CAA 180
StA(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 180

* * * * * *
StA(Org.) AGC GAT GCC CGT AAA TCT GAA ACG ACC ATT ACC CAG AGC GGT TAT GGT AAC GGC GCC GAT 240
StA(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 240

* * * * * *
StA(Org.) GTA GGC CAG GGT GCG GAT AAC AGT ACT ATT GAA CTG ACT CAG AAT GGT TTC AGA AAC AAT 300
StA(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 300

* * * * * *
StA(Org.) GCC ACC ATC GAC CAG TGG AAC GCT AAA AAC TCC GAT ATT ACT GTC GGC CAA TAC GGC GGT 360
StA(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --T --- --- --- --- 360

* * * * * *
StA(Org.) AAT AAC GCC GCG CTG GTT AAT CAG ACC GCA TCT GAT TCC AGC GTA ATG GTG CGT CAG GTT 420
StA(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 420

* * *
StA(Org.) GGT TTT GGC AAC AAC GCC ACG GCT AAC CAG TAT TAA 456
StA(Rec.) --- --- --- --- --- --A C-- --- --- --- --- AAT 456

Fig .2- 3A. Com parison of nucleotide sequences of ag fA.
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* * * * * *
SeB(Org.) ATG TTG ACA ATA CTG GGT GCG CCT GGG ATT GCA ACC GCG ACA AAT TAT GAT CTG GCT CGT 60
SeB(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 60
SpB(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 60
SgB(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 60
StB(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 60

* * * * * *
SeB(Org.) TCA GAA TAT AAT TTT GCG GTA AAT GAA TTA AGC AAG TCT TCA TTT AAT CAG GCG GCC ATT 120
SeB(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 120
SpB(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 120
SgB(Rec.) --- --G --- --- --- --- --- --- --- --G --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 120
StB(Rec.) --- --G --- --- --- --- --- --- --- --A --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 120

* * * * * *
SeB(Org.) ATT GGT CAA GTC GGC ACG GAT AAT AGT GCC AGA GTA CGC CAG GAA GGA TCA AAA CTA TTG 180
SeB(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 180
SpB(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 180
SgB(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 180
StB(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 180

* * * * * *
SeB(Org.) TCC GTT ATT TCA CAA GAA GGA GGA AAT AAT CGG GCG AAA GTC GAC CAG GCA GGG AAT TAT 240
SeB(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 240
SpB(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 240
SgB(Rec.) --- --- --- --- -G- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 240
StB(Rec.) --- --- --- --- -A- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 240

* * * * * *
SeB(Org.) AAC TTT GCG TAT ATT GAG CAA ACG GGC AAT GCC AAC GAT GCC AGT ATA TCG CAA AGC GCT 300
SeB(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 300
SpB(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 300
SgB(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 300
StB(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 300

* * * * * *
SeB(Org.) TAC GGT AAT AGT GCA GCT ATT ATC CAG AAA GGT TCT GGA AAT AAG GCC AAT ATT ACC CAG 360
SeB(Rec.) --- --- --- --- --G --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 360
SpB(Rec.) --- --- --- --- -TG --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 360
SgB(Rec.) --- --- --- --- -CG --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 360
StB(Rec.) --- --- --- --- -CG --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 360

* * * * * *
SeB(Org.) TAC GGT ACG CAG AAA ACA GCA GTT GTA GTG CAG AAA CAG TCG CAT ATG GCT ATT CGC GTC 420
SeB(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 420
SpB(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 420
SgB(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 420
StB(Rec.) --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 420

*
SeB(Org.) ACC CAA CGC TAA 432
SeB(Rec.) --- --- --- --- 432
SpB(Rec.) --- --- --- --- 432
SgB(Rec.) --- --- --- --- 432
StB(Rec.) --- --- --- --- 432

Fig .2- 3B. Com parison of nucleotide sequences of ag fB
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3) 최적발현시스템의 확립

가) pQE9에 cloning된 plas mid는 E .coli M15를 hos t로 ex press ion을 하였다.

Recombinant s ing le colony를 37℃에서 overnig ht culture하여 새로운

배지로 1% seeding을 한 다음, 1mM IPT G로 30℃에서 induct ion하였다.

발현된 protein의 확인을 위해 SDS- PAGE와 his t idine ant ibody를 이용

한 W estern blot ting을 실시하였다(F ig .2- 4). F ig.2- 4에서 보는바와 같이

pQE sys tem을 이용한 protein의 발현에서는 약 16kDa의 AgfB protein

만이 발현이 되었음을 알 수 있다.
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16kDa

16kDa

Fig .2- 4. SDS- PAGE(A) and W es tern blot(B) analys is of E .coli
M15 harboring plasmid pQE9 (lane M; broad range
molecular marker, lane 1; pQE9, lane 2; pQE/ eA, lane 3;
pQE/eB, lane 4; pQE/pA, lane 5; pQE/pB, lane 6;
pQE/g A, lane 7; pQE/ gB, lane 8; pQE/ tA, lane 9;
pQE/ tB). T he arrow is expressed protein .
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나) pGEX- 2T에 cloning된 plas mid는 E .coli JM109를 hos t로 ex press ion 하

였고, IPT G의 농도는 0.1mM을 사용하여 30℃에서 induct ion 하였다. 또

한 발현된 protein을 확실시 하기위하여 GST antibody로 W estern blot

을 하여, AgfA와 A gfB protein을 관찰할 수 있었다(F ig .2- 5). 결과로 알

수 있는 것은 pGEX- 2T 를 이용한 protein의 발현에서는 Ag fA의 경우는

GST fus ion form이 형성이 잘 안되어 fus ion s ize인 약 42kDa의 band

는 아주 미약하고, control GST 크기인 26kDa 보다 2∼3kDa가 큰

band(약 29kDa)가 주로 발현이 되었음을 알수 있다. 이러한 결과로 볼

때, s ignal sequence의 영향으로 20개 아미노산을 제외한 부분이 발현시

잘려져 나가는 것이 아닌가 의심해 보았다.
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42kDa

26kDa

4 2 k D a

29kDa

Fig .3- 5. SDS- PAGE(A) and W es tern blot(B) analys is of E .coli

JM109 harboring plasmid pGEX- 2T (lane M; broad

range molecular marker, lane 1; pGEX- 2T , lane 2;

pGEX/eA, lane 3; pGEX/ eB, lane 4; pGEX/pA, lane 5;

pGEX/pB). T he arrow is the fus ion protein .
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다) pMAL- cri의 경우는 E . coli XL1- blue MRF를 hos t로 사용하였고,

IPT G는 0.5mM을 사용하였으며, 다른 벡터를 이용할 때와는 다르게 배

지에 g lucose를 첨가하였다. 이는 g lucos e가 E . coli의 chromosome에

있는 maltose의 발현을 억제하여 본래 발현하고자 하는 MBP fus ion

protein을 효율적으로 발현할 수 있기 때문이다(F ig .2- 6). 그림으로 확인

되는 것과 같이 다른 벡터를 사용하였을 때보다는 발현율이 좋은 것을

알수 있다. Control MBP size는 42kDa정도이고, fus ion된 크기인 약

60kDa의 Ag fA band를 육안으로 확인할 수 있었다. 또한 s ig nal

sequence를 제외한 new - AgfA의 경우에도 발현이 잘되어 w hole AgfA

보다 약간 작은 크기의 band를 확인할 수 있었다(F ig.2- 7).
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F ig .2- 6. SDS- PAGE analys is of E .coli XL1- blue MRF harboring plasmid

pMAL- cri ( lane M; molecular marker, lane 1; pMAL- cri, lane 2;

pMAL/eA, lane 3; pMAL/eB, lane 4; pMAL/ pA, lane 5; pMAL/pB,

lane 6; pMA L/ gA, lane 7; pMA L/ gB, lane 8; pMAL/ tA, lane 9;

pMAL/ tB). T he arrow s are the fus ion proteins .

60kDa

F ig .2- 7. SDS- PAGE analys is of E .coli XL1- blue MRF harboring plasmid

pMAL- cri ( lane M; molecular marker, lane 1; pMAL- cri, lane 2;

pMAL/eAN, lane 3; pMAL/ pAN, lane 4; pMAL/g AN, lane 5;

pMAL/ tAN). T he arrow is the fus ion protein .
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4) 재조합 s ubunit protein의 생산

최적의 발현 시스템은 MBP fused Ag fA protein으로 이를 express ion 한 뒤

amylos e res in을 이용하여 purification을 실시하였다(F ig .2- 8).

60kDa

Fig .2- 8. SDS- PAGE analys is of purified MBP fus ion protein w ith

Amylose res in (lane M; broad rang e molecular marker,

lane 1; MBP fus ed Ag fA).
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5) Identif ication of purified fimbriae

Purify한 ins oluble한 thin ag greg at ive fimbriae를 SDS- PAGE 상에서 본 결

과는 Fig .2- 9에 나타내었다.

15kDa

Fig .2- 9. SDS- PA GE analys is of purified thin ag greg at ive

fimbriae is olated from S alm onella typhim urium

( lane M; broad range molecular marker, lane 1; S t A gfA).
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6) 동물접종시험

한달령의 New Zealand w hite rabbit과 female BALB/ c mouse, 그리고 SPF

chicken에 각각 Ag fA antig en을 투여하여 antibody를 생산하였다. 우선

antibody를 형성하였는지 알아보기 위하여 W estern blot을 실시하였다

(F ig.2- 10). 그 결과 rabbit(A)과 mous e (B), chicken(C) 모두에서 형성된

antibody를 확인하였다.

또한 SPF chicken은 ELISA를 이용하여 antibody를 t it ration 하였다. 우선

antibody의 희석배수를 달리하여 최적의 antibody dilut ion 농도(1:200)를

s tandardizat ion 하였고(F ig .2- 11A ), conjugate 농도(1:1000) 역시

s tandardizat ion을 하였다(F ig .2- 11B). 그리고, ant ig en 농도(1.2㎍/w ell) 역시

희석배수를 다르게 하여 적정치를 정하였다(F ig .2- 11C). Boos ter 2주후 채취한

s erum sample과 그로부터 다시 2주후의 serum sample 간의 t iter 수치에는 거

의 변화가 없었고, 그 1주 후에 liv e S . typhim urium을 challeng e 한 뒤 2주후

의 s erum s ample에서는 다소 antibody titer가 떨어지는 것을 볼 수 있었다

(F ig.2- 12).
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60kDa

Fig .2- 10. W es tern blot analys is of purified MBP fus ed Ag fA

protein (A; ant i- rabbit antibody, B; ant i- mouse

antibody, C; ant i- chicken antibody, M; broad range

molecular marker, lane 1; MBP fus ed Ag fA).
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Fig .2- 11A . S tandardization of ant ibody dilut ion w ith the s erum

s amples from the chickens injected w ith the various

ant ig ens and the control groups . (1.2㎍/w ell ant ig en

dilution, 1:1,000 conjugate dilut ion).
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Fig .2- 11B. S tandardiza tion of conjugate dilut ion w ith the s erum

s amples from the chickens injected w ith the various

ant ig ens and the control groups . (1.2㎍/w ell ant ig en

dilution, 1:200 serum dilution).
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Fig .2- 11C. S tandardizat ion of antigen concentrat ions w ith the

serum s amples from the chickens injected w ith the

various ant ig ens and the control groups . (1:200

serum dilution, 1:1,000 conjugate dilut ion).
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Fig .2- 12. Comparis on of ELISA results for the s erum samples

from the chickens injected w ith various antigens and

the control groups . (1.2㎍/w ell antigen dilut ion, 1:200

s erum dilut ion, 1:1,000 conjugate dilut ion). T he w ild

type S . typhim urium w as challenged at the 7th w eek

pos t inoculation.
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3. 제 3 세부과제 : 살모넬라균 유전자 재조합 변이주(mutants )

생균백신 개발

(협동연구과제: 분자생물학적 기술로 개발된 백신의 안전성 및 효능시험)

3- 1. 병원성 유전자 분석 및 위치확인

1) Chromos omal DN A 분리 및 PCR amplication.

4가지 S alm onella 균주의 rpoS- gene을 증폭한 결과는 Fig.3- 1과 같다.

F lanking sequence를 포함한 약 1.7kb정도의 band를 ag aros e g el 상에서 확인

할 수 있었다. 4가지 S alm onella 균주에 대하여 rpoS g ene을 각각 3부위로 증

폭한 결과는 Fig.3- 2와 같다. Head부위의 약 600bp 정도의 band와 Middle과

T ail 부위의 약 500bp정도의 band를 확인할 수 있었다. 기대했던 크기의 rpoS

g ene이 증폭되었음을 알 수 있었다.
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F ig . 3- 1. Ag aros e gel electrophores is of rpoS- g ene PCR products .

Lane M : DNA ladder, Lane 1,2,3 and 4 repres ent rpoS- g ene of S .

typhim urium , S . enteritid is , S al. g allinarum and S . pullorum ,
respectively.

F ig . 3- 2. Ag aros e gel electrophores is of the rpoS g ene PCR products .

Lane M,1,2,3 and 4 repres ent DNA ladder, rpoS g ene of S . e nterit id is,
S . g allinarum , S . pullorum and S . typhim urium , res pect iv ely. ( H : head,

M : middle, T : tail )
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2) rp oS g ene의 c loning

Overnig ht culture cell로 부터 miniprep. 방법으로 plas mid DNA를 분리한

후 insert DNA를 포함 여부를 전기영동법으로 확인하였다(F ig .3- 3). 4가지

S alm onella 균주 각각의 rpoS gene 3부위(H,M,T )의 clone을 확인한 결과는

F ig .3- 4에 나타나있다. 약 3kb정도 크기의 vector band와 Head의 568bp의

band, Midde의 457bp의 band, 그리고 T ail의 448bp의 band를 확인함으로

ins ert DNA가 존재함을 확인하였다.
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F ig . 3- 3. Screening clones for the ins ert DNA(rpoS gene)

Lane M : DNA ladder, lanes 1 to 16 repres ent colonies 1 to 16,
respectively.

F ig . 3- 4. Ag aros e gel electrophores is of clones of the insert
DNA(rpoS- gene)

Lane M,1,2,3 and 4 repres ent DNA ladder, rpoS- g ene of S . e nterit id is,
S .g allinarum , S . pullorum and S . typhim urium , res pect iv ely. ( H : head,

M : middle, T : tail )
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3) rp oS - g ene의 염기서열 및 분석

본 시험에 사용된 4가지 S alm onella 균주의 rpoS g ene의 s ize는 1155bp이었

다. 또한 염기서열을 이미 Genbank에 보고된 S alm one lla typhi(access ion

number- X81641)의 rpoS g ene과 비교분석하였으며 결과는 F ig .3- 5에 나타나

있다. 공시된 4개의 S alm one lla 혈청형 간에 99.3% 이상의 s equence

homology가 인정되었다. 각각의 sequence간의 homology는 T able 3- 1에 나타

나 있다.

T able 3- 1. Homology of the nucleot ide sequence betw een S alm onella

s trains
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S. typhi ATGAGTCAGA ATACGCTGAA AGTTCATGAT TTAAATGAAG ACGCGGAATT TGATGAGAAC 60
S.e ---------- ---------- ---------- ---------- -A-------- ----------
S.g ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.t ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

S. typhi GGAGTAGAGG CTTTTGACGA AAAAGCCTTG AGTGAAGAGG AACCCAGTGA TAACGACCTG 120
S.e ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.g ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.t ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

S. typhi GCTGAAGAAG AGCTGTTATC GCAAGGGGCC ACACAGCGTG TGTTGGACGC GACTCAGCTT 180
S.e ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.g ---------- ---------- ---------- --------C- ---------- ----------
S.p ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.t ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

S. typhi TACCTTGGTG AGATTGGGTA TTCACCACTG TTAACAGCCG AAGAAGAAGT CTATTTTGCG 240
S.e ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.g ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.t ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

S. typhi CGTCGCGCAC TGCGTGGAGA TGTCGCTTCT CGCCGTCGCA TGATTGAGAG TAACCTGCGT 300
S.e ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.g ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.t ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

S. typhi CTGGTGGTAA AAATTGCCCG CCGTTATGGC AATCGTGGAC TGGCGTTGCT GGACCTGATT 360
S.e ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.g ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.t ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

S. typhi GAAGAGGGCA ACCTGGGGCT TATCCGTGCA GTCGAGAAGT TTGACCCGGA ACGCGGGTTC 420
S.e ---------- -T-------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.g ---------- -T-------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.t ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

- 96 -



S. typhi CGCTTCTCAA CATACGCAAC CTGGTGGATT CGCCAGACAA TCGAACGGGC GATTATGAAC 480
S.e ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.g ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.t -------T-- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

S. typhi CAAACCCGTA CGATTCGCTT GCCGATTCAC ATTGTTAAAG AGCTGAACGT ATACCTGCGC 540
S.e ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.g ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.t ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

S. typhi ACCGCACGTG AGTTGTCGCA TAAACTGGAC CACGAACCGA GTGCGGAAGA AATTGCAGAG 600
S.e ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.g ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.t ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

S. typhi CAACTGGATA AACCGGTTGA TGACGTCAGC CGTATGCTTC GTCTCAACGA GCGCATTACC 660
S.e ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.g ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.t ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

S. typhi TCGGTAGACA CCCCGCTGGG CGGTGATTCC GAAAAAGCGT TGCTGGACAT CCTGGCCGAT 720
S.e ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.g ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p --T------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.t ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

S. typhi GAAAAAGAGA ACGGTCCGGA AGACACCACG CAAGATGACG ATATGAAACA GAGCATCGTC 780
S.e ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.g ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.t ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

S. typhi AAATGGTTGT TCGAACTGAA CGCCAAACAG CGTGAAGTGC TGGCGCGCCG TTTCGGTCTG 840
S.e ---------- ---------- ---------- -------G-- ---------- ----------
S.g ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.t --G------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
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S. typhi CTGGGATATG AAGCTGCGAC ACTGGAAGAT GTAGGCCGTG AAATCGGTCT TACGCGTGAA 900
S.e ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------G
S.g ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------G
S.p ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.t ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

S. typhi CGTGTTCGTC AGATTCAGGT TGAAGGCCTG CGGCCGTCTG CGCGAAATTC TGCAGACGCA 960
S.e ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.g ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.t ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

S. typhi GGGGCTGAAT ATCGAAGCGC TGTTCCGCGA GTAAGTACCC TTGTCAAAAA AAGGCCAGTC 1020
S.e ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.g ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.t ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

S. typhi GACAGACTGG CCTTTTTTTT ACCGTTTGTC TTCTGCCAGC AACGGCGGGA TACTCGGCAC 1080
S.e ---------- ---------- ---------- ---------- -G-------- ----------
S.g ---------- ---------- ---------- ---------- -G-------- ----------
S.p TGTC------ ---------- ---------- ---------- -G-------- ----------
S.t ---------- ---------- ---------- ---------- -G-------- ----------

S. typhi CATTGGCGCG TCATCAATAT CTTTTTGCGT CATGCGAAAC GCTTGTGGAT AGTGTTCGCG 1140
S.e ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.g ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.p ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
S.t ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

S. typhi GCTGGTACGG CGTAA 1155
S.e ---------- -----
S.g ---------- -----
S.p ---------- -----
S.t ---------- -----

F ig . 3- 5. Mult ialig nment of the rpoS gene nucleot ide sequence of S . typhi,

S . enteritid is , S . g allinarum , S . pullorum , and S . typhim urium .
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3- 2. Salm one lla liv e mutant 작제

1) P22 phag e를 이용한 mutant의 작제

S . typhim urium 과 S . enteritid is 에만 rpoS mutat ion g ene이 포함된 P22

의 infect ion이 일어났으며, P22 phag e의 homolog ous packag ing에 의하여

rpoS mutant를 얻을 수 있었으며, 이들 변이주들 가운데 S . typhim urium의

경우 tw o type의 colony중 s mall colony와 S . ente rit idis의 경우 large colony

에 대한 H2O2 s creening에서 비병원성의 성질인 non- bubbler를 확인할 수 있

었으며, 또한 operon fus ion을 하여 MacConkey 배지상에서 lacZ의 발현을 관

찰할 수 있었다. 또한 AT R tes t에서 acid challenge에서 약 8시간 정도 배양한

집락이 knock- out 되어 rpoS gene의 기능이 제거된 것을 확인 할 수 있었다.

2) T rans pos as e를 이용한 S. g allinarum null mutant의 작제

S . g allinarum은 성장 속도가 느리고 P22의 infect ion이 일어나지 않기 때문

에 plasmid의 t ransposas e 와 rpoS gene이 cloning된 pBR322를 이용한

electroporat ion에 의하여 rpoS gene의 삭제가 가능하였다. rpoS g ene의 삭제

여부는 역시 30% H2O2 tes t를 실시한 결과 비병원성의 성질을 나타내는

non- bubbler를 확인하였으며, 또한 AT R tes t에서 acid challenge에서 약 8시

간정도 culture 한 colony가 knock- out 되어 rpoS gene의 funct ion이 제거된

것을 확인 할 수 있었다. 작제된 rpoS mutant는 acridine orang e를 처리하여

t ransos ase plas mid를 제거할 수 있었다.
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3- 3. Salm one lla 변이주의 병원성 시험

1) Mous e에 대한 병원성시험

가) Salm one lla e nte rit id is mutant

① 임상증상

접종 후 24일간의 관찰기간 중 접종군(A,B군)과 대조군(C군)에서 뚜

렷한 임상적인 증상은 관찰되지 않았으나 wild type 접종군(A군)에서

마우스의 피모가 대조군이나 mutant 접종군(B군)에 비하여 다소 거칠

고 광택이 부족한 듯 하였다. 이는 ICR 마우스에 대하여 S .

enteritidis 가 병원성이 약하기 때문인 것으로 생각된다. 관찰기간 중

접종군 및 대조군에서 mouse 폐사는 관찰되지 않았다.

② 육안적인 부검소견

실험 종료일에 mouse를 부검한 결과 대조군 및 S . enteritidis ,

mutant 접종군에서는 육안적인 부검소견이 관찰되지 않았다. 이는 S .

enteritidis가 마우스에 대해서 상대적으로 병원성이 약할 뿐만아니라

다소의 병변이 있었을지라도 관찰기간 동안 치유되었을 것으로 생각된

다.

③ 병리조직학적인 소견

대조군과 S . enteritidis 및 S . enteritid is mutant 접종 마우스에서는

병리조직학적인 병변이 관찰되지 않았다(F ig. 3- 6,- 7,- 8). 이는 관찰기간

동안 미세한 병변이 치유되었을 것으로 생각된다.

④ 간과 비장 조직으로부터 wild type S . enteritid is 및 mutant은

분리

접종된 간과 비장조직으로부터 실험종료일(접종 24일 째)에 wild type

S . enteritid is 및 mutant 균이 분리되지 않았다.
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F ig . 3- 6. Liver sect ion of control mice. Hepatic focal necros is w as not

observed

F ig . 3- 7. Liver s ect ion of mouse inoculated w ith w ild type S . ente rit idis
at 5- w eek old and euthanized 24 days pos t- inoculat ion. F ocal

hepat ic necros is w as not observed.
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F ig . 3- 8. Liv er s ect ion of mice inoculated w ith S . ente rit idis mutant at
5- w eek old and euthanized 24 days pos t- inoculat ion. Focal

hepat ic necros is w as not observed.
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나) Salm one lla ty p him urium

① 임상증상

W ild type S . typhim urium를 접종한 BALB/c 마우스군(A군)에서는

체중 감소와 거친 피모 및 운동성 저하 등이 관찰된 반면 mutant가 접

종된 마우스 군(B군)과 대조군(C군)에서는 인정할 만한 임상증상이 관

찰되지 않았다. 또한 w ild type S . typhim urium이 접종된 A군에서는

접종 8일, 10일 및 12일에 각각 한 마리씩 폐사한 반면 mutant가 접종

된 B 군과 배양액을 투여한 대조군에서는 폐사가 관찰되지 않았다.

② 육안적인 소견

폐사한 마우스를 부검한 결과 간의 표면에 수많은 white necrotic

foci(1- 3mm in diameter)가 관찰되었으며 간에 심한 범발성 충혈과 종

대 및 spleen의 종대가 관찰되었다. 그러나 실험종료일(접종 후 24일

째)까지 생존한 모든 마우스(A,B,C군)를 부검한 결과 인정할 만한 어떤

병적인 부검소견도 관찰되지 않았다.

③ 병리조직학적인 소견

폐사한 마우스(A 군)에 대한 간 조직에서는 multiple focal hepatic

necrosis가 관찰되었으며 병변부에서 lymphocytes , neutorphils , Kupffer

cell 등의 inflammatory cell infiltrantion이 관찰되었다(F ig.3- 11,- 12,

- 13) 그러나 실험종료일 까지 생존한 마우스에서는 wild type S .

typhim urium이 접종된 A 군의 마우스 중 소수에서 mild focal hepatic

necrosis (F ig. 3- 10) 가 관찰된 경우를 제외하고는 모든 마우스에서 인

정할 만한 병변이 관찰되지 않았다(F ig. 3- 9). 폐사한 mouse(A군)의

비장조직에서는 white pulp의 소실이 관찰되었으며 그로 인한 임파소절

(lymph nodule)의 소실이 관찰되었다(F ig. 3- 14)

④ 간과 비장 조직으로부터 w ild type S . enteritidis 및 mutant 균

의 분리

A군의 폐사한 마우스의 간과 비장조직으로부터 w ild type S .

typhim urium이 분리되었으나 실험종료일(접종 24일 째)까지 생존한 마

우스에서는 w ild type S . typhim urium 및 mutant 균이 분리되지 않았

다.
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F ig 3- 9. Liver s ect ion from a mous e adminis tered w ith rpoS mutant S .
typhim urium and euthanized 24 days pos t- inoculat ion T he liv e
t is s ue w as his topathologically normal. HE. ×200

F ig . 3- 10. Mild hepat ic focal necros is . Liver sect ion from a mouse
adminis tered w ith w ild type S . typhim urium and euthanized
24 days pos t- inoculat ion. HE. ×200
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F ig . 3- 11. Multifocal hepat ic necros is of liver t is sue. Liver sect ion from a
mous e adminis tered w ith w ild type S . typhim urium and died
on day 8 pos t- inoculat ion. HE. ×100

F ig . 3- 12. Mult ifocal hepat ic focal necros is of liver t is sue. Liv er sect ion
from a mous e adminis tered w ith w ild type S . typhim urium
and died on day 12 pos t- inoculation. HE. ×100
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F ig . 3- 13. Necrot ic les ions w ith high magnifica tion. Liver s ect ion from a
mouse adminis tered w ith w ild type S . typhim urium and died
on day 8 pos t- inoculat ion. HE. ×400

F ig . 3- 14. Spleen les ions . Spleen s ect ion from a mouse adminis tered w ith
w ild type S . typhim urium and died on day 8 pos t- inoculat ion.
Loss of w hite plup w as seen. HE. ×100
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2) Chicken에 대한 병원성

W ild type S . g allinarum (A군)과 mutant(B군)를 접종한 접종군 사이에 관

찰기간(3주)동안 특이한 임상증상은 발견되지 않았다. 이는 본 실험에서 5주

령 병아리를 실험동물로 사용하였기 때문에 이미 보고된 바가 있는 S .

g allinarum의 발병기전 가운데 주요 발병 인자인 산란 s tress가 없었기 때문

인 것으로 생각되었다.

3) Salm one lla mutant에 대한 안전성 시험 및 면역원성 시험

실험 기간 중 S . typhim urium mutant 접종군(A군)에서 설사증상과 같은

살모넬라 특이적인 임상증상은 관찰되지 않았다. F ig .3- 15 에서 보는 바와

같이 mutant 접종군에서의 살모넬라 특이 항체가의 geometric mean titers

는 접종 후 4주, 6주 및 9주에서 각각 2.09±0.56, 1.85±043 및 2.07±0.56 이

었으며 대조군에서는 공격접종 후 2주에서 2.56±0.40의 항체가를 나타내었

다. 공격접종 후 A 군에서는 살모넬라 특이적인 임상증상이 발견되지 않았

으나 B군에서는 접종 초기에 가벼운 설사증상과 식욕부진이 관찰되었으나

폐사는 발견되지 않았다.
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F ig . 3- 15. Geometric mean titer of ant ibody to S . typhim urium . T he
principa l and control chicken w ere challeng ed w ith w ild type
S . typhim urium at 7 w eeks pos t- inoculat ion. Blood samples

w ere collected at 4, 6, and 9 w eeks pos t- inoculat ion.
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4. 제 4 세부과제 : 살모넬라균 재조합 항원단백 정제, 생화학적

성상시험 및 재조합 변이주의 대량생산 체

계구축

1) Salmone lla균의 생화학적 특성시험

S . enterit id is, S . typhim urium , S . pullorum , S . g allinarum의 균체 항원으

로서 Outer membrane protein(OMP)를 purification하여 OMP의 생화학적 성

상 및 분자적 성질을 조사하기 위해서 detergent인 Sarkosyl(2%)/10mM

HEPES과 β- octyl- glucos ide(1%)/10mM HEPES를 각각 이용하여 OMP를

s olubilizing하였다.

T ryptic soy broth에서 네 개의 균주를 37℃에서 각각 배양한 후

s ta tionary phase 말기에서 cell을 harves t했다. 상등액은 버리고 pellet을 PBS

에 res us pending하여 s onica tor로 cell을 dis rupture시켰다. 이를 원심분리

(6,000rpm에서 20분 동안)하여 debris는 버리고 상등액을 취하여 30,000rpm에

서 한 시간 동안 초원심분리했다. 그 후 상등액은 버리고 pellet을 non- ionic

detergent인 Sarkosyl(2% ) in 10mM HEPES과 β- octyl- glucos ide(1%) in

10mM HEPES에 각각 resuspending후 4℃에서 gently s haking을 했다(O/N).

이를 다시 30,000rpm에서 한 시간 동안 초원심분리 후 생긴 pellet을 10mM

T ris - Cl(pH7.2)에 resuspending 한 후, 24시간 동안 dialys is했다.

F ig . 4- 1A는 S . pullorum을 Sarkosyl(2%) in 10mM HEPES를 이용한 것

이고, F ig . 4- 1B는 S . g allinarum을 Sarkosyl(2%) in 10mM HEPES를 이용한

것이다. 또한 Fig. 4- 2A는 S . e nterit id is을 β- octyl- glucos ide(1%) in 10mM

HEPES를 이용한 것이고 Fig. 4- 2B는 S . typhim urium을 β- octyl-

g lucos ide(1%) in 10mM HEPES를 이용한 것이다. F ig . 에서 보는 바와 같이

detergent로서 Sarkosyl(2% ) in 10ml HEPES를 이용한 것이 정제과정 중 β

- octyl- glucos ide(1%) in 10mM HEPES를 이용한 것보다 minor band가 없이

정제가 보다 잘 되었다.
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F ig 4- 1A. Purifica tion of OMP from S alm onella pullorum .

Lane 1, w hole cell lysate; 2, supernatant after sonication; 3, s upernatant

after ult racentrifugat ion 4: solubilized in non- ionic deterg ent ; 5, OMP

F ig 4- 1B. Purifica tion of OMP from S alm onella g allinarum .

Lane 1, w hole cell lysate; 2, supernatant after sonication; 3, s upernatant

after ult racentrifugat ion 4: solubilized in non- ionic deterg ent ; 5, OMP
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F ig . 4- 2A. Purifica tion of OMP from S alm onella enterit id is us ing β-

octyl- glucos ide.

Lane 1, w hole cell lysate; 2, solubilized in non- ionic detergent ; 3,

supernatant after 2nd ultracentrifug at ion 4, OMP; 5, OMP after dialys is

F ig . 4- 2B. Purificat ion of OMP from S alm onella typhim urium us ing β-

octyl- g lucos ide.

Lane 1, w hole cell lysate; 2, solubilized in non- ionic detergent ; 3,

supernatant after 2nd ultracentrifug at ion 4, OMP; 5, OMP after dialys is
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또한 정제한 OMP를 g el chromatog raphy로 분리·정제하고자 하였으나,

OMP가 insoluble 상태였기 때문에, cloumn에 loading할 수가 없었다. 따라서

여러 가지 방법으로 insoluble OMP를 처리하여 phas t s ys tem을 이용한 전기

영동의 결과 g el chromatography를 하기엔 purificat ion한 OMP의 농도가 너무

낮다는 것을 알았다.(F ig 4- 3A, 4- 3B) GPC column의 total bed v olume이 300

㎖이므로 Fig. 4- 3A, 4- 3B와 같이 희석했을 때 두꺼운 band가 나타나야만

GPC를 이용할 수 있으나, 희석했을 때 major band뿐만 아니라, 어떠한 band

도 거의 나타나지 않았기 때문에 GPC로 OMP를 purificat ion하는 것은 불가능

했다.

- 112 -



F ig . 4- 3A. Purification of OMP from S alm one lla enteritid is .

Lane 1, OMP after dialys is ; 2, supernatant after centrifugat ion; 3,

filtered OMP (pore s ize: 0.45μ); 4, 5, diluted OMP after dialys is

F ig . 4- 2B. Purificat ion of OMP from S alm onella typhim urium .

Lane 1, OMP after dialys is ; 2, supernatant after centrifugat ion;

3, filtered OMP (pore s ize: 0.45μ); 4, 5, diluted OMP after dialys is
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Outer membrane protein(OMP)의 생화학적 성상 변화를 알아 보기 위하여

SDS- PAGE 분석시 sample 처리의 온도와 시간, mercaptoethanol첨가의 유무

에 따른 조건별 처리를 달리 하였다.

F ig . 4- 4는 Sarkosyl로 정제한 S . enterit id is, S . typhim urium , S .

pullorum , S . g allinarum의 OMP를 SDS- PAGE 분석시에 60℃에서 30분(lane

1- 4), 100℃에서 5분간( lane 5- 8) 처리한 것이며 Fig. 4- 5A는 β

- octyl- glucos ide로 정제한 S . enteritid is과 S . typhim urium의 OMP를

SDS- PAGE 분석시에 mercaptoethanol를 넣지 않고 100℃에서 5분( lane 1)

boiling한 것과 mercaptoethanol을 넣고 각각 60℃에서 30분( lane 2)

incubat ion, 100℃에서 5분(lane 3)간 boiling 한 것이다. F ig . 4- 5B는 β

- octyl- glucos ide로 정제한 S . pullorum , S . g allinarum의 OMP를 SDS- PAGE

분석시에 mercaptoethanol를 넣지 않고 100℃에서 5분( lane 4) boiling한 것과

mercaptoethanol을 넣고 각각 60℃에서 30분(lane 5) incubation, 100℃에서 5

분( lane 6)간 boiling 한 것이다. 본 연구의 결과 mercaptoethanol을 넣은 것과

넣지 않은 것의 차이는 없었으며, 100℃에서 5분 boiling했을 때 나타나는

main protein band(40 kDa, 39 kDa, 36 kDa) 중 1개(Mw 36 kDa)가 60℃에서

30분간 incubation했을 때 29 kDa에서 나타났다. 문헌에서 OMP C, OMP F,

OMP A가 각각 36 kDa, 35kDa, 33kDa으로 보고 되어 있으나, 본 연구에서의

OMP의 크기와는 다소 차이가 있었다.
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F ig . 4- 4. Molecular w eig ht profiles of OMP under different haet- treatments .

Lane 1, S alm onella enteritid is , 60℃, 30 min; 2, S alm onella

typhim urium , 60℃, 30 min; 3, S alm onella g allinarum , 60℃, 30 min; 4,

S alm one lla pullorum , 60℃, 30 min; 5, S alm onella enterit id is, 100℃, 5

min; 6, S alm onella typhim urium , 100℃, 5 min; 7, S alm onella

g allinarum , 100℃, 5 min; 8, S alm onella pullorum , 100℃, 5 min.
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F ig . 4- 5A. Molecular w eig ht profiles of OMP using β- octyl- glucos ide.

Lane 1∼3, S alm onella enterit id is, w ithout mercaptoethanol(1), 60℃, 30

min (2), 100℃, 5 min (3); 4∼6, S alm onella typhim urium , w ithout

mercaptoethanol(4), 60℃, 30 min (5), 100℃, 5 min (6).

F ig . 4- 5B. Molecular w eig ht profiles of OMP using β- octyl- glucos ide.

Lane 1∼3, S alm onella g allinarum , w ithout mercaptoethanol(1), 60℃, 30

min (2), 100℃, 5 min (3); 4∼6, S alm onella pullorum , w ithout

mercaptoethanol(4), 60℃, 30 min (5), 100℃, 5 min (6).
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2) 재조합 단백항원의 생화학적 성상시험

제 2 세부과제에서 마련한 재조합 단백항원의 생화학적 성상시험의 기초 연

구를 하였다. pQE9 vector에 S . typhim urium ag fB와 S . g allinarum ag fA, B

를 cloning한 colony를 받아 express ion 실험에 들어갔다.

항생제를 넣은 LB broth에서 clone된 cell을 OD값이 0.5∼0.6이 되도록 배양

한 후에 IPT G를 final concentrat ion 1mM이 되게 첨가하여 4시간 동안

induction했다. Induction후에 harves t한 것을 sample buffer에 직접 섞어서

SDS- PAGE 분석을 했고, 또한 harv es t한 cell을 lys is buffer(8M urea 포함)로

O/N lys is한 후 w hole cell lys ate, w hole cell lys ate을 원심분리 후 생긴

s upernatant, precipitate 등을 SDS- PAGE로 분석을 했다 (F ig. 4- 6). F ig.

4- 6A에서 Fig. 4- 6F 까지 control은 induct ion전의 s ample을 나타내고, control

다음의 s train별 lane은 induct ion한 후를 나타낸다. Express ion된 proteins이

약 17kD 부근인데, S . typhim urium ag fB는 express ion이 확인이 되었으나 다

른 균주에서는 band가 너무 흐려서 불확실 했다. 따라서 sample loading 양을

두 배로 늘려서 SDS- PAGE 분석을 해보았으나, S . typhim urium ag fB를 제외

하고는 express ion이 되지 않았다. 따라서 ex press ion된 S . typhim urium ag fB

만을 가지고 W estern blot을 한 결과, 17kD 부근에서 매우 희미한 band가 보

였다. 따라서 이 protein이 T alon metal affinity res in에 binding되는지의 여부

를 알아보고자 denaturing condit ion에서 purifica tion을 larg e sca le로 수행하였

다. 항생제를 넣은 LB broth에서 S . typhim urium ag fB를 ex pres s ion한 후 cell

dow n을 시켜 상등액은 버리고 pellet을 lys is buffer(pH 8.0, 8M urea 포함)로

O/N lys is했다. 이를 다시 cell dow n하여 debris는 버리고 상등액만을 talon

metal affinity res in에 약 50분간 binding시킨 후 2,000rpm으로 5분 동안 원심

분리하여 binding되지 않은 상등액은 버렸다. lys is buffer를 넣고 실온에서 10

분 동안 g ently mix ing후에 2,000rpm에서 5분 동안 원심분리하여 상등액을 제

거했다.(이 과정을 두 번 더 반복했다.- w ashing s tep) w ashing 단계가 끝나면

elution buffer(res in bed volume의 1배 만큼 첨가)를 넣고, 실온에서 10분 동

안 g ently mix ing후 2,000rpm에서 5분 동안 원심분리하여 상등액을 회수했다.

(이 과정을 두 번 더 반복했다.) 정제 과정 중 단계별로 sampling하여

SDS- PAGE analys is을 하였다 (F ig. 4- 7).
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F ig . 4- 6A. Express ion of ag fB from S alm onella typhim urium in E . coli

Lane 1, control; 2∼4: ag fB from S alm onella typhim urium (s upernatant);

5, control; 6∼8, ag fB from S alm onella typhim urium (precipitate)

F ig . 4- 6B. Ex press ion of ag fB proteins from S alm onella typhim urium in E .

coli.

Lane 1, control; 2∼4, ag fB from S alm onella typhim urium (harves ted);

5, control; 6∼8, ag fB from S alm one lla typhim urium (w hole cell lysate)
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F ig 4- 6C. Ex press ion of ag fA from S alm one lla g allinarum in E . coli.

Lane 1, control; 2∼4: ag fA from S alm one lla g allinarum (supernatant);

5, control; 6∼8, ag fA from S alm onella g allinarum (precipitate).

F ig 4- 6D. Ex press ion of ag fA proteins from S alm onella g allinarum in E .

coli.

Lane 1, control; 2∼4, ag fA from S alm onella g allinarum (harves ted);

5, control; 6∼8, ag fA from S alm onella g allinarum (w hole cell lysa te).
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F ig 4- 6E. Ex pres s ion of ag fB from S alm onella g allinarum in E . coli.

Lane 1, control; 2∼4: ag fB from S alm onella g allinarum (supernatant);

5, control; 6∼8, ag fB from S alm one lla g allinarum (precipitate).

F ig 4- 6F . Ex press ion of ag fB proteins from S alm one lla g allinarum in E .

coli.

Lane 1, control; 2∼4, ag fB from S alm onella g allinarum (harves ted);

5, control; 6∼8, ag fB from S alm onella g allinarum (w hole cell lysa te).
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F ig . 4- 7. Purificat ion of ag fB from S alm onella typhim urium in E . coli us ing

T alon meta l affinity chromatog arphy.

Lane 1, after res in binding; 2, firs t w ashing; 3, second w ashing;

4, third w as ing ; 5, firs t elut ion; 6, second elut ion.
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Ex press ion을 하기 위해서 제 2 세부과제에서 제조한 S . pullorum ag fA ,

ag fB와 S . ente rit idis ag fA를 pGEX- 2T vector에 GST fus ion protein으로

cloning한 cell을 ex press ion 하였다. 항생제를 넣은 2x YT A broth에서 clone

된 cell을 배양한 후 OD600 값이 0.6∼0.8사이에 이르면 IPT G의 농도가 0.3

mM이 되게 첨가하여 induction 했다. 이 때 각각 시간별로 sampling을 하여

express ion 정도를 SDS- PAGE로 확인을 했다. Induct ion후 시간별로

s ampling을 하여 비교해 본 결과 (sample의 처리는 앞의 S . typhim urium

ag fB, S . g allinarum ag fB, ag fA와 동일했다) 별다른 차이를 보이지 않았다

(F ig. 4- 8). pGEX- 2T에 fus ion된 GST 의 크기가 29 kDa이고 재조합 단백항원

이 17 kDa 정도이므로 46 kDa 부근에서 ex press ion이 확인되어야 했으나

band가 나타나지 않았다.
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F ig . 4- 8A. Express ion of ag fA , ag fB from S alm onella pullorum , S alm onella

e nterit id is in E . coli B L21 (1 hr).

Lane 1, control; 2, ag fA from S alm onella pullorum ; 3, ag fB from

S alm one lla pullorum ; 4, ag fA from S alm onella enterit id is (Lane 1∼4,

supernatant); 5, control; 6, ag fA from S alm onella pullorum ; 7, ag fB

from S alm onella pullorum ; 8, ag fA from S alm onella enteritid is (Lane

5∼8, precipitate).
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F ig . 4- 8B. Express ion of ag fA, ag fB from S alm onella pullorum , S alm one lla

enteritid is in E . coli B L21 (2 hrs ).

Lane 1, control; 2, ag fA from S alm onella pullorum ; 3, ag fB from

S alm one lla pullorum ; 4, ag fA from S alm onella enterit id is (Lane 1∼4,

supernatant); 5, control; 6, ag fA from S alm onella pullorum ;

7, ag fB from S alm onella pullorum ; 8, ag fA from S alm onella e nterit id is

(Lane 5∼8, precipitate).
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F ig . 4- 8C. Ex pres s ion of ag fA, ag fB from S alm one lla pullorum , S alm onella

enterit id is in E . coli B L21 (3 hrs ).

Lane 1, control; 2, ag fA from S alm onella pullorum ; 3, ag fB from

S alm one lla pullorum ; 4, ag fA from S alm onella enterit id is (Lane 1∼4,

supernatant); 5, control; 6, ag fA from S alm onella pullorum ;

7, ag fB from S alm onella pullorum ; 8, ag fA from S alm onella e nterit id is

(Lane 5∼8, precipitate).
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F ig . 4- 8D. Ex pres s ion of ag fA, ag fB from S alm onella pullorum , S alm onella

ente rit idis in E . coli B L 21 (4 hrs ).

Lane 1, control; 2, ag fA from S alm onella pullorum ; 3, ag fB from

S alm one lla pullorum ; 4, ag fA from S alm onella enterit id is (Lane 1∼4,

supernatant); 5, control; 6, ag fA from S alm onella pullorum ;

7, ag fB from S alm onella pullorum ; 8, ag fA from S alm onella e nterit id is

(Lane 5∼8, precipitate).
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F ig . 4- 8E. Ex press ion of ag fA, ag fB from S alm onella pullorum , S alm onella

ente rit idis in E . coli B L 21 (5 hrs ).

Lane 1, control; 2, ag fA from S alm onella pullorum ; 3, ag fB from

S alm one lla pullorum ; 4, ag fA from S alm onella enterit id is (Lane 1∼4,

supernatant); 5, control; 6, ag fA from S alm onella pullorum ;

7, ag fB from S alm onella pullorum ; 8, ag fA from S alm onella e nterit id is

(Lane 5∼8, precipitate).
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F ig . 4- 8F . Ex press ion of ag fA, ag fB from S alm onella pullorum , S alm onella

enteritid is in E . coli B L 21 (6 hrs ).

Lane 1, control; 2, ag fA from S alm onella pullorum ; 3, ag fB from

S alm one lla pullorum ; 4, ag fA from S alm onella enterit id is (Lane 1∼4,

supernatant); 5, control; 6, ag fA from S alm onella pullorum ;

7, ag fB from S alm onella pullorum ; 8, ag fA from S alm onella e nterit id is

(Lane 5∼8, precipitate).
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3) 재조합 단백항원의 분리·정제 및 대량 생산 체제 확립

제 2세부과제에서 Maltose Binding Protein(MBP) fused protein으로 다시

pMAL vector에 s ig nal peptide를 잘라 내고 primer를 새로이 작성하여

cloning을 하여 제조된 cell로 ex press ion을 하였다.

S . pullorum ag fA, S . typhim urium ag fA, S . enteritid is ag fA, S . g allinarum

ag fA의 cloning된 colony로 ex press ion 실험을 하였다. 배지 조성은 ℓ당

t ryptone 10g , NaCl 5g , Yeas t ex tract 5g, g lucose 2g이며, 멸균 후 ampicillin

을 첨가했다. O/ N culture를 △- flas k의 배지에 2% inoculat ion을 한 후 37℃

에서 세 시간 삼십분 동안 OD600 값이 0.5∼0.6정도가 되게 배양했다. 적정 OD

값에 이르면 IPT G 농도가 0.3mM이 되게 첨가하고 이 때 배양 온도를 32℃로

낮추고 네 시간 동안 induct ion을 하였다. 그 결과 S . g allinarum ag fA가 Fig.

4- 9에서 보는 것처럼 ex pres s ion이 되었다. Lane 4∼6은 control과는 다른

band가 55 kDa 부근에 나타난다. 이것은 42 kDa의 MBP와 13 kDa (s ig nal

pept ide를 잘라냈음)의 S . g allinarum ag fA를 합한 크기이다. 이렇게

express ion된 S . g allinarum ag fA를 purification을 하고자 amylos e res in을 이

용하였다. S . g allinarum ag fA in E . coli 200㎖을 키워서 ex press ion을 확인

한 후 harv es t하여 15㎖ column buffer에 resuspending하여 - 20℃에서 O/ N하

였다. 이것을 sonicator를 이용하여 cell을 dis rupture 시킨 후 centrifugat ion을

하여 상등액만을 취하여 amylose res in에 resus pending한 후 실온에서 한 시

간 동안 binding을 시켰다. binding 후에 2,000 rpm에서 10분 동안 원심분리하

여 상등액을 제거하고 column buffer에 다시 amylos e res in을 resus pending하

여 3회 w ashing을 한 후 elut ion 하였다. 정제가 되었는지를 알아보기 위해서

SDS- PAGE 분석을 한 결과 F ig . 4- 10과 같이 정제가 되었다.
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F ig . 4- 9 Ex pres s ion of ag fA from S alm onella g allinarum in E . coli.

Lane 1, control (pMA L in E.coli XF); 2, induced control; 3, uninduced

ag fA from S alm onella g allinarum ; 4∼6, induced ag fA from S alm one lla

g allinarum

F ig . 4- 10. Purificat ion of ag fA from S alm onella g allinarum in E . coli.

Lane 1, uninduced; 2, induced; 3, bound ag fA
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4) 재조합 단백 항원의 cloning 및 대량생산체계 구축

재조합 단백 항원의 생화학적 성상 비교를 하기위하여 그리고 제2세부과제

에서 제조되지 않은 S . ent irit idis ag fA subunit g ene을 pMAL- CR1에 cloning

하여 MBP- A gfA fus ed protein을 제조하였다 (F ig . 4- 11). ag fA cloning을 위

해 S . ent irit idis의 chromos omal DNA를 template로 하여 ag fA subunit의

DNA 단편을 PCR로 증폭하였다. Primer의 염기서열은 5' - GCGGA A T T C

A T GAAACT T T T AAAAGT GG- 3' 와 5' - CGCGT CGA CAT ACT GGT T AG

CCGT GGC- 3' 이었다. PCR 조건은 94℃ 5 min, 53℃ 1 min, 72℃ 1 min로 1

cycle, 94℃ 1 min, 53℃ 1 min, 72℃ 1 min로 30 cycle, 94℃ 1 min, 53℃ 1

min, 72℃ 1 min로 1 cycle 이었다. 증폭된 ag fA DNA는 2% ag aros e gel에서

그 393 bp s ize가 확인되었다 (F ig . 4- 12). 증폭된 DNA를 정제한 후 E coRⅠ

과 S alⅠ로 절단하였다. Vector pMAL- CR1을 E coRⅠ과 S alⅠ로 절단하고

ins ert인 ag fA와 16℃에서 lig at ion 시켰다. Ligat ion mix ture를 E . coli D H 5

에 t rans fomation한 후 t rans formant의 plasmid DNA를 추출하고 E coRⅠ과

S alⅠ로 diges t 하였다. Vector pMAL- CR1과 clone 1, 2, 3에서 ag fA의 DNA

가 cloning 되었음을 확인하였다 (F ig. 4- 13). ag fA 유전자 cloning이 확인된

t rans formant에서 MBP- Ag fA fused protein의 발현을 조사하였다.

T rans formant를 ampicillin이 함유된 LB media에서 OD가 0.5까지 배양한 후

최종농도 1 mM IPT G를 첨가하고 5시간 더 배양한 후 harves t 하였다.

SDS- PAGE 결과 uninduced cell에서는 MBP- Ag fA subunit가 발현되지 않았

으나 induction된 cell에서 MBP- Ag fA subunit가 다량 생산되었다 (F ig.

4- 14). MBP- AgfA fus ed protein은 총 단백질의 25- 30 %에 해당되었다.

MBP- AgfA fused protein으로부터 Ag fA subunit를 분리 정제하기 위해서

harves ted cell을 sonicat ion으로 lys is 시켰다. 12000 rpm에서 5 min 원심분리

하여 얻은 cell extract를 amylose res in과 4℃에서 2시간 반응시켜

MBP- AgfA fused protein을 amylos e res in에 binding 시킨 후 amylose res in

을 buffer로 3회 w as hing한 후 MBP- AgfA fused protein을 정제하였다 (F ig.

4- 15). 또한 amylose res in에 factor Ⅹa를 넣고 4℃에서 16 시간 반응시켜
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A gfA가 MBP로부터 분리되도록 하였다. SDS- PAGE를 통해 분리된 Ag fA의

존재를 확인했다 (F ig . 4- 15). Lane 1에서는 uninduced total cell ex tract , lane

2에서는 MBP- AgfA가 발현된 cell의 total cell extract로 MBP- Ag fA가

25- 30% 발현되었고 amylose res in으로 정제했을 시 90- 95%의 purity를 나타

내었다 (Lane 3). MBP- Ag fA를 factor Ⅹa로 dig es t한 후 전체 s ample을

SDS- PAGE로 분리했을 때 MBP- AgfA가 MBP와 AgfA로 cleave됨을 확인

했다.
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Fig. 4- 11- 1. Preparat ion of S alm onella enteritid is ag fA

subunit as a MBP fused protein.
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1 ATGAAACTTTTAAAAGTGGCAGCATTCGCAGCAATCGTAGTTTCTGGCAGTGCTCTGGCT 60

M K L L K V A A F A A I V V S G S A L A

61 GGCGTCGTTCCACAATGGGGCGGCGGCGGTAATCATAACGGCGGCGGCAATAGTTCCGGC 120

G V V P Q W G G G G N H N G G G N S S G

121 CCGGACTCAACGTTGAGCATTTATCAGTACGGTTCCGCTAACGCTGCGCTTGCTCTGCAA 180

P D S T L S I Y Q Y G S A N A A L A L Q

181 AGCGATGCCCGTAAATCTGAAACGACCATTACCCAGAGCGGTTATGGTAACGGCGCCGAT 240

S D A R K S E T T I T Q S G Y G N G A D

241 GTAGGCCAGGGTGCGGATAATAGTACTATTGAACTGACTCAGAATGGTTTCAGAAATAAT 300

V G Q G A D N S T I E L T Q N G F R N N

301 GCCACCATCGACCAGTGGAACGCTAAAAACTCCGATATTACTGTCGGCCAATACGGCGGT 360

A T I D Q W N A K N S D I T V G Q Y G G

361 AATAACGCCGCGCTGGTTAATCAGACCGCATCTGATTCCAGCGTAATGGTGCGTCAGGTT 420

N N A A L V N Q T A S D S S V M V R Q V

421 GGTTTTGGCAACAACGCCACGGCTAACCAGTAT

G F G N N A T A N Q Y

F ig . 4- 11B. DNA sequence of ag fA of S am onella ente rit idis .

Arrow indicates the cleavag e s ite of s ignal s equences .
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Fig . 4- 12. PCR amplificat ion of ag fA subunit DNA

F ig . 4- 13. Cloning of ag fA s ubunit .
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F ig . 4- 14. Ex pres s ion of MBP- AgfA fused protein

F ig. 4- 15A. Purificat ion of MBP- AgfA subunit protein .

Lane 1, uninduced; 2, induced; 3, purified MBP- AgfA fusion

protein; 4, factor Xa digested.

a, MBP- AgfA fused protein; b, MBP; c, factor Xa; d, AgfA

subunit.
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Fig.4- 15B. Ex press ion and purificat ion of MBP- Ag fA subunit
protein.

Lane 1, uninduced cell; 2, induced cell; 3, molecular w eight
marker; 4, supernatant after sonicat ion of crude cell extract ; 5,

MBP- Ag fA
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5) 재조합 단백 항원의 생화학적 특성 시험

S . ente rit idis , S . g allinarum , S . pullorum의 준비된 단백 항원을 이용하여

생화학적 성상 시험에 들어갔다.

S . enteritid is의 경우는 제 4세부 과제에서 직접 cloning하여 재조합 단백

항원을 제조하였고, S . g allinarum , S . pullorum은 제 2세부 과제에서 cloning

한 재조합 단백 항원을 이용하였다.

Ampicillin을 넣은 LB 배지에 clone된 cell을 OD600에서 0.5가 되도록 배양한

후에 IPT G를 1mM이 되게 첨가하여 4시간 동안 induction했다. cell을 harves t

하여(6,000rpm, 10min, 4℃), column buffer(20mM T ris - Cl pH 7.4, 200mM

NaCl, 1mM EDT A)에 s us pens ion한 후 final concentrat ion 1mM이 되게

PMSF를 첨가하고, s onica tion을 하였다. 12,000rpm에서 30분(4℃) 동안 원심분

리를 한 후 crude cell ex tract를 얻었고, 이 것을 amylose res in에 binding 하

였다.(4℃, 3시간) column buffer로 3∼4회 res in을 w as hing한 후 elution

buffer(10mM Maltose, 20mM T ris - Cl pH 7.4, 200mM NaCl, 1mM EDT A)로

elution하였다. 각각의 cell의 purificat ioin 과정은 Fig. 4- 16A, 4- 16B, 4- 16C과

같다.

S . enteritid is MBP- Ag fA fus ion protein은 60kDa의 깨끗한 s ing le band를

얻을 수 있었으나 S . pullorum MBP- Ag fA fus ion protein과 S . g allinarum

MBP- AgfA fus ion protein은 45kDa의 MBP가 같이 ex press ion 되었기 때문에

s ingle band를 얻을 수가 없었다. 따라서 MBP- Ag fA fus ion protein만을 분리

하고자 FPLC를 이용하여 Gel permeation chromatogrphy와 Ion exchang e

chromatog rphy를 시도해 보았다. 첫 번째, Gel permeation chromatogrphy를

하기 위해서 Sephacryl S - 200HR을 사용하여 MBP와 MBP- fus ion Ag fA

protein을 분리 하고자 하였다. Column의 V0=43.43㎖, Height=60㎝,

Diameter=1.6㎝, Column volume은 120.637㎖이며, Eluted S . g allinarum

MBP- fus ion Ag fA protein의 농도는 OD280=3.0이었으며, Eluted S . pullorum

MBP- fus ion AgfA protein의 농도는 OD280=2.7이었고, 각각 1㎖씩을 loading

하였다. 그 결과는 Fig. 4- 17A , 4- 17B와 같으며, sample이 on- line filter에서
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많이 걸러져 농도가 많이 희석됨을 알 수 있었다. 각각의 peak를 소량씩 취하

여 SDS- PAGE를 한 결과 Fig . 4- 18A, 4- 18B와 같으며 MBP와 MBP- fus ion

A gfA는 분리가 되지 않음을 알 수 있었다. Gel permeation chromatog rphy로

는 분리가 되지 않아서, 두 번째 방법으로 FPLC를 이용하여 Ion exchang e

chromatog rphy를 시도해 보았다. Mono Q column(anion ex change

chromatog rphy)을 사용하였으며 Colume volume=0.982㎖ 이며, buffer A로는

10mM T ris - Cl pH 8.0을 사용하였고, buffer B로는 1M NaCl in 10mM

T ris - Cl pH 8.0을 사용하였으며, buffer B의 농도를 0M에서 1M까지 상승시켰

다. 또한 S . g allinarum MBP- fus ion Ag fA protein을 elut ion하여 loading한

s ample의 농도는 OD280=1.02였으며, 2㎖을 loading하였다. 그 결과 3개의

peak를 얻을 수 있었으며, 가장 높은 농도의 peak는 OD280=0.04로 매우 낮았

다. 또한 s ample을 loading하자마자 대부분의 sample이 flow through로 빠져

나갔으며, SDS- PAGE로 확인한 결과 MBP와 MBP- fus ion Ag fA protein은 분

리가 되지 않았다. Ion ex chang e chromatogrphy의 결과는 Fig . 4- 19와 같고,

각 peak를 소량 취해서 SDS- PA GE를 한 결과는 Fig . 4- 20와 같다.
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Fig 4- 16A . Purificat ion of S alm onella enterit id is MBP- fus ion Ag fA

lane 1, Protein molecular w eig ht marker; 2, uninduced; 3, induced;

4, crude cell ex tract; 5, Eluted MBP- AgfA protein

F ig 4- 16B. Purificat ion of S alm onella g allinarum MBP- fus ion AgfA

Lane 1, Protein Molecular w eig ht marker; 2, uninduced; 3, induced;

4, crude cell ex tract; 5, Eluted MBP- AgfA protein & MBP
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Fig 4- 16C. Purification of S alm onella pullorum MBP- fus ion Ag fA

Lane 1, Protein Molecular w eig ht marker; 2, uninduced; 3,

induced; 4, crude cell ex tract ; 5, Eluted MBP- A gfA protein &

MBP
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F ig . 4- 17A. Gel permeation chromatog ram of S alm onella g allinarum MBP-

AgfA protein

F ig . 4- 17B. Gel permeation chromatog ram of S alm one lla pullorum

MBP- Ag fA protein
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F ig . 4- 18A. SDS- PA GE of separa ted peak in GPC (S alm onella g allinarum )

Lane 1, Protein molecular w eight marker;2, firs t peak; 3, second peak;

4, third peak

F ig . 4- 18B. SDS- PAGE analys is of s eparated peak in GPC (S alm onella

pullorum )

Lane 1, Protein molecular w eight marker;2, firs t peak; 3, second peak;

4, third peak
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F ig . 4- 19. Ion Ex change chromatog ram of S alm one lla g allinarum

MBP- fus ion AgfA

F ig . 4- 20. SDS- PAGE analys is of separated peak in IEC (S alm onella

g allinarum )

Lane 1, Protein molecular w eight marker;2, firs t peak; 3, second peak;

4, third peak
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6) 재조합 단백 항원의 분획·정제 및 대량생산 체제 확립

Amylose res in을 이용하여 S . enteritid is MBP- fus ion AgfA protein을 대량

생산하여 제 2 세부과제와 협동하여 antibody 제조에 들어갔다.

대량 제조한 S . ente rit idis MBP- fus ion Ag fA protein 중에서 가장 purity가

높은 것을 골라서 제 2 세부과제 팀에게 가져다 주었다. 1차로 OD280=3.0이 되

는 Eluted S . enteritid is MBP- fus ion Ag fA protein 800㎕를 PBS로 희석한

후, incomplete adjuvant 2㎖과 섞어서 토끼 두 마리에 각각 in ject ion하였고, 3

주 후에 OD280=0.607이 되는 Eluted S . enteritid is MBP- fus ion Ag fA protein

1.5㎖을 소량의 PBS로 희석하고 incomplete adjuvant와 섞은 후 1차 boos ter

inject ion을 하였고, 4주 째에 2nd inject ion을 하였다.(OD280=0.78, 1.6㎖) 5주 째

에 토끼의 심장에서 채혈을 한 후 serum만을 분리하여 제 4 세부과제로 가

져와 antibody의 생성여부를 확인하였다.

SDS- PAGE에 의해 분리된 protein을 Semi- Dry trans fer units (Pharmacia

Biotech. Co.)로 PVDF(polyvinylidene difluoride, Bio- Rad Co.) membrane에

두 시간 동안 t rans fer하였다. t rans fer후 blocking buffer(5% skim milk,

0.25M T ris - Cl, pH 8.0)로 한 시간 동안 blocking한 후 1차 antibody를 1:1000

으로 희석하여 O/N shaking하였다.(Room T emperature) W ashing

s olut ion(20mM T ris - Hcl pH 7.5, 500mM NaCl, 0.05% tw een- 20)으로 15분씩

3회 w as hing을 한 후 biotinylated anti- rabbit Ig G made in goat , secondary

antibody를 1:1000으로 희석하여 2.5시간 동안 binding하였다. 다시 10분씩 3회

w ashing을 한 후 ABsolution(Av idin and biot inyla ted hors eradish perox idase,

Vector Co.)으로 45분 동안 반응시킨 후 10분씩 3회 w ashing하였다.

DAB(diaminobenzidine, Vector Co.)s olut ion으로 수초간 발색시킨 후 물에 넣

어 반응을 정지시켰다. 그 결과는 F ig 4- 21과 같으며 마우스와 치킨 실험을

위하여 Eluted S . enteritid is MBP- fus ion AgfA protein을 대량 제조하여 제 2

세부과제 팀에게 넘겨 주었다(F ig . 4- 22).
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F ig . 4- 21. W es tern blot analys is

Lane 1, Pres tained marker; 2, Eluted S alm onella enteritid is MBP- fus ion

AgfA protein

F ig . 4- 22. Eluted S alm one lla enteritid is MBP- fus ion AgfA protein

Lane 1, Protein molecular w eig ht marker; 2∼7, Eluted S alm onella

enteritid is MBP- fus ion AgfA protein
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7) 야외분리주, 변이주 및 재조합 단백항원의 생화학적 성상 비교

제 3 세부 관제 팀에서 넘어 온 S . typhim urium의 mutant로 OMP의 생화학

적 성상 시험을 하였다. 우선 야외분리주와 변이주를 똑같은 조건에서 배양하

여 그 둘 사이의 차이점을 비교하였다. LB 배지에 야외분리주(w ild type)와 변

이주(mutant , kanamycin포함)의 O/N culture를 만들고, inoculat ion한 후

s ta tionary phas e에서 각각을 harves t하였다. PBS로 harves t한 cell을 2번

w ashing한 후에 다시 PBS에 s uspens ion하여 final concentra tion 1mM이 되게

PMSF를 넣고, sonicat ion을 한 후 원심분리(6,000rpm, 20min, 4℃)하여 debris

는 버리고, s upernatant만을 취하여 초원심분리를 하였다.(30,000rpm, 1hr, 4℃)

초원심분리를 하여 생긴 pellet을 10mM HEPES in 2% Sarkosyl에

s us pens ion하였고, 4℃ O/N inverting하였다. 다시 초원심분리(30,000rpm, 1hr,

4℃)를 하여 생긴 하얀 gelly같은 pellet을 10mM T ris - Cl(pH 7.2) 1㎖에

s us pens ion하였다. F ig 4- 23A는 purification한 야외분리주와 변이주의 OMP

profile을 비교한 것이며 Fig 4- 23B는 야외분리주의 OMP purifica tion 과정을

나타내며 Fig 4- 23C는 변이주의 OMP purificat ion 과정을 나타낸 것이다. 야

외분리주와 변이주의 OMP를 분리하여 비교한 결과, 40kDa, 39kDa, 36kDa의

크기를 가지며, 차이는 없는 것으로 보여진다.
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F ig . 4- 23A. Com parison of w ild type and m utant of S alm onella typhim urium

Lane 1, Protein molecular w eight marker; 2, W ild type; 3, Mutant

F ig . 4- 23B. Purificat ion of S alm onella typhim urium (w ild type)

Lane 1, Protein molecular w eight marker; 2, w hole cell; 3, supernatant

after 1s t ult racfg.; 4, deterg ent soluble; 5, supernatant after 2nd

ultracfg .; 6. OMP
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F ig . 4- 23C. Purificat ion of S alm onella typhim urium (mutant)

Lane 1, Protein molecular w eight marker; 2, w hole cell; 3, supernatant

after 1s t ult racfg.; 4, deterg ent soluble; 5, supernatant after 2nd

ultracfg .; 6. OMP
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8) 변이주의 계대배양에 따른 항원단백의 안정성

S alm onella typhim urium의 mutant와 w ild type을 똑같은 조건에서 10회 계

대 배양을 한 후 3)과 동일한 방법으로 항원단백을 정제하여 w ild type과

mutant의 차이점을 살펴보았고(F ig 4- 24.), 계대 배양을 하지 않은 w ild type

과 계대 배양을 한 w ild type을 비교해 보았으며(F ig 4- 25), 계대 배양을 하지

않은 mutant와 계대 배양을 한 mutant를 각각 비교해 보았다(F ig 4- 26).

F ig . 4- 24. S alm onella typhim urium w ild type and mutant

Lane 1, Protein molecular w eig ht marker; 2, w ild type; 3, mutant
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Fig. 4- 25. S alm onella typhim urium w ild type

Lane 1, Protein molecular w eig ht marker; 2, non- ; 3,

F ig . 4- 26. S alm onella typhim urium mutant

Lane 1, Protein molecular w eight marker; 2, w ild type; 3, mutant
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5. 협동연구과제 : 분자생물학적 기술로 개발된 백신의 안전성

및 효능시험(‘99- ’00)

1) S . ente rit idis AgfA subunit protein의 토끼와 SPF 병아리에 대한 안전

성, 면역원성, 방어효능시험은 제 2 세부과제에서 공동으로 수행하였고, 그리

고 다 S . enterit id is 및 S . typhim urium mutants의 마우스 및 SPF 병아리

에 대한 안전성, 병원성, 면역원성 및 방어효능시험은 제 3 세부과제에서 공

동으로 수행하였다.

2) 변이주 대량배양 시스탬 구축 기초시험 및 동물접종시험:

작제된 S . typhim urium mutants (KM res is tant)를 Fermenter(한국발효기주

식회사, model 300L)를 이용하여 대량 배양할 때 최적의 발육조건을 규명하기

위하여 공기(산소)공급량, 배양온도, pH, enrichments , ant ifoam의 종류에 따른

증식 균수를 확인하였다.

F ermenter에서 온도 37℃, 공기공급량 50 ℓ/ m in하에서 배지의 pH를 6.5, 7.0,

7.5로 조정하며, 20시간 배양하였을 때 균수를 측정한 결과 T able 5- 1에서 나

타낸 바와 같이 pH 7.0 및 7.5에서 증식성이 높았다.

T able 5- 1. pH별 S . typhim urium mutants의 증식성 시험

pH 6.5 7.0 7.5

균 수(cfu/ml) 1.4×1010 3.2×1010 2.5×1010
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Fermenter에서 온도 37℃, pH7.0에서 공기공급량(air flow )을 0, 10, 50 및

100ℓ/m in로 조절하며 20시간 배양했을 때 균수를 측정한 결과 T able 5- 2에

서 기술한 바와 같이 50ℓ/m in에서 높게 나타났다.

T able 5- 2. 공기공급량에 따른 변이주의 증식성 시험

공기공급량

(ℓ/m in)
0 10 50 100

균 수(cfu/ml) 0.8×1010 1.9×1010 5.4×1010 3.6×1010

Fermenter에서 동일한 pH7.0, 공기공급량 50 ℓ/ min하에서 20시간 배양하였

을 때 배양온도에 따른 균수를 측정한 결과(T able 5- 3), 37℃에서 가장 높았

다.

T able 5- 3. 온도에 따른 변이주의 증식성 시험

온 도 32℃ 37℃ 40℃

균 수(cfu/ml) 0.3×1010 8.7×1010 1.8×1010
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온도 37℃, pH7.0, 공기공급량 50 ℓ/m in하에서 20시간 배양하였을 때,

Enrichments의 첨가에 따른 균수를 측정한 결과(T able 5- 4), Dex trose+Iron이

가장 높은 증식성을 보였다.

T able 5- 4. Enrichments의 종류에 따른 변이주의 증식성 시험

Enrichments 무첨가 Dex trose* Iron** Dex trose+Iron

균 수(cfu/ml) 0.8×1010 2.9×1010 2.1×1010 4.9×1010

* Dextros e : 50% dextros e를 배지 ℓ당 17㎖ 첨가

** Iron : F eSO47H2O을 배지 ℓ당 13㎎ 첨가

온도 37℃, pH7.0, 공기공급량 50 ℓ/m in 하에서 A ntifoam의 종류에 따라

20시간 배양하였을 때 균수를 측정한 바(T able 5- 5), A F 289에서 가장 높은

증식성이 인정되었다.

T able 5- 5. Antifoam의 종류에 따른 변이주의 증식성 시험

Antifoam
AF 204

(S igma A6207)

A F 289

(S igma A6332)

AF O- 60

(S ig ma A7957)

균 수(cfu/ml) 4.9×1010 6.9×1010 3.8×1010
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최적 배양조건에서 대량 배양한 S . typhim urium mutants를 9,000rpm에서

20분간 원심분리하여 침전 균체를 멸균 PBS로 1010/㎖되게 재부유하여 체중

15∼20g 마우스 20마리는 접종군, 10마리는 무처치 대조군으로 하여 접종군에는

두당 0.5㎖씩 경구투여하고 접종후 2주간 관찰한 결과 모든 마우스가 건강하게

생존하였다. 그 다음 접종군과 대조군에게 w ild type S . typhim urium 배양균액

200㎕(10MLD 2×108/ 0.2㎖)를 복강에 주사하고 접종후 10일간 관찰하였다. 그

결과 (T able 5- 6) 접종군은 90% 그리고 대조군은 30% 생존하였다.

T able 5- 6. S . typhim urium m utants의 마우스에 대한 안전성 및 방어효능

시험

일자* 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 생존율

접종군 20/20** 19/20 18/20 18/20 18/20 18/20 18/20 18/20 18/20 18/20 90%

대조군 10/10 9/10 6/10 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10 30%

* 공격접종후 경과 일자

** 생존수/시험수
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최적 배양조건에서 대량 배양한 mutants를 1010/㎖로 맞추어 300∼350g정도 되

는 기니픽을 접종군(5 수)과 대조군(5 수)으로 나누고, 접종군에는 두당 0.5㎖

씩 경구투여하고 접종후 3주까지 관찰한 결과 모두 건강하게 생존하였다. 3주후

에 채혈하여 시험관 응집항체가와 ELISA항체가를 검사한 결과(T able 5- 7),

T able 5- 7. S . typhim urium m utants의 기니픽에 대한 안전성 및 면역반응시험

구 분 접 종 군 대 조 군 비 고

접종전
응집항체가 0 0

ELISA항체가 0 0

접종후
응집항체가 20- 80 0

ELISA항체가 0 0

폐 사 수 0 / 5* 0 / 5

* 폐사수 / 시험수
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S . enteritid is ag fA 항원 단백질을 adjuvant(ISA 70)와 1:1혼합하여 체중 15∼

20g 마우스에 20마리는 접종군, 10마리는 무처치 대조군으로 하여 접종군에

두당 400㎕씩 복강 접종하고, 접종 2주후까지 관찰한 결과 모두 건강하였다.

그 후 접종군과 대조군에게 w ild type S . enterit id is 배양균액 200㎕(10MLD 2

×108/ 0.2㎖)를 복강에 주사하여 접종후 10일간 생존여부 관찰한 결과(T able

5- 8), 접종군은 90% , 대조군은 40%의 생존율을 나타내었다.

T able 5- 8. S . ente rit idis ag fA 항원단백의 마우스에 대한 안전성 및 방어효능

시험

일자* 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
생존

율

접종군 19/20** 18/20 18/20 18/20 18/20 18/20 18/20 18/20 18/20 18/20 90%

대조군 10/10 10/10 9/10 6/10 5/10 5/10 4/10 4/10 4/10 4/10 40%

* 공격접종후 경과 일자

** 생존수/시험수

- 157 -



S . enterit id is Ag fA 항원 단백질을 adjuvant(ISA 70)와 1:1혼합하여 300∼

350g정도 되는 기니픽을 접종군 5수, 대조군 5수로 배치하여 접종군에 두당

400㎕씩 근육 접종하고, 3주 동안 관찰한 결과 모두 건강하였으며, 접종후 3주

동안 폐사수와 시험관 응집항체가 및 ELISA항체가를 검사한 결과 T able 5- 9

와 같다.

T able 5- 9. S . enteritid is ag fA 항원단백의 기니픽에 대한 안전성 및 면역반

응 시험

구 분 접 종 군 대 조 군 비 고

접종전

응집항체가 0 0

ELISA항체

가
0 0

접종후

응집항체가 0 0

ELISA항체

가
400- 1600 0

폐 사 수 0 / 5* 0 / 5

* 폐사수 / 시험수
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