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Abstract : The present study was conducted to investigate the capsular serogroups and distribution of toxA gene of
Pasteurella (P.) multocida isolated from pneumonic lung lesions of swine in Korea. A total number of 91 (36.3%)
P. multocida isolated from 251 lung lesions. P. multocida isolates were typed for capsular serogroup and toxA gene
by polymerase chain reaction. Of the 91 strains, serogroup A and D were 69 strains (75.8%) and 22 strains (24.2%),
respectively. Sixty one strains (67.0%) out of 91 strains were detected as toxA gene, and 47 strains (77.0%) and 14
strains (23.0%) belongs to serogroup A and D, respectively.
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서  론

Pasteurella multocida는 돼지에서 호흡기내의 상재균인 동

시에 호흡기 질환을 유발하는 병원체로서 위축성 비염(atropic

rhinitis; AR)이나 폐렴 및 흉막염을 일으킨다. 이 균은

capsular polysaccharide에 의해 5가지의 serogroup (A, B, D,

E 및 F)으로 구분되며 somatic antigen에 의해서는 16가지의

serotype으로 구분된다(16). 이들 중 전 세계적으로 돼지 P.

multocida성 폐렴에 관련된 균주들은 A:3, A:5, D:5, D:3

등으로 알려져 있다. 돼지의 폐렴 병소 유래주에서는 협막

항원이 A형으로 Heddleston의 균체항원 3형(A:3형)이 가장

많고, 다음으로는 D:3형, A:1형으로 이어진다. 포유류의 호

흡기유래에서 협막항원 A형의 균은 통상 수양성 mucoid집

락을 형성한다(3). 돼지에서 분리되는 혈청형 및 협막형에 관

한 정확한 동정은 질병의 발생 양상 및 질병 발생시 적절한

치료 및 예방에 있어 중요한 의미를 가진다(5). 따라서 P.

multocida의 협막 혈청형에 따른 세포 구성 물질에 대한 연

구가 최근에 이르기까지 지속적으로 연구되고 있지만, P.

multocida serogroup A는 hyaluronidase의 작용이 특이적이

라는 연구 결과를 제외하고는 기타 혈청형의 세포 구성 물

질에 대한 연구가 미진한 실정이다. 각 혈청형 고유의 구성

물질인 단백질을 바탕으로 최근에 이르러 각 단백질을 coding

하는 유전자 영역을 분자생물학적 기법을 통해 P. multocida

의 혈청형을 동정하는 방법을 전 세계적으로 많이 활용하고

있다(9,29,34).

최근 분자 생물학적 기법이 개발되기 이전의 P. multocida

협막혈청형 검사는 mouse passive protection test나 passive

haemaglutination test에 의한 협막항원 동정법과 응집반응,

gel diffusion precipitin test등에 의해 동정되어 왔다(4,5,24).

하지만 이러한 방법은 많은 시간과 비용이 소요되는 문제를

가지고 있어 최근에 이르러 활용도가 떨어지고 있는 실정이

다. 이에 따라 P. multocida의 협막혈청형의 동정에 있어 가

장 신속하고 정확한 방법으로 PCR기법이 적용되고 있으며,

동정 결과의 정확성에 있어서도 종전의 방법에 비해 높은 신

뢰도를 보이고 있다(34).

P. multocida 균주들의 주요한 병원성 인자에는 capsular

polysaccharide, lipopolysaccharide (LPS), exotoxin 및 outer

membrane polysaccharide (OMP) 등이 있으며, 이들 중에

capsular polysaccharide의 antiphagocytic activity에 부가하여

최근에는 OMP와 toxigenic P. multocida에서 분리되는

dermonecrotic toxin (DNT)이 P. multocida 감염증 발병기전
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에 중요한 역할을 하는 것으로 밝혀져 효율적인 질병예방을

위하여 관심이 집중되어 있는 병원성 인자들이다(7,11,20,25).

이 중 P. multocida의 DNT는 toxA gene 영역에 의해

coding되는 146kDa의 단량체 단백질로서 돼지의 폐렴과 관

련하여서는 P. multocida serotype A와 D의 일부 균주로부터

주로 분비된다. 일반적으로 toxA 유전자에 의해 생성되는 P.

multocida 독소는 progressive atrophic rhinitis의 주요 병원성

인자로 밝혀진 인자로서 그 역할에 대해서는 여러 가지 논란

이 있어 왔다(8,19). 하지만 최근의 연구에 따르면 P. multocida

의 독소가 돼지 폐렴 발생과 깊은 관련성이 있는 것으로 밝

혀지고 있으며, toxA gene 유전자를 검색할 수 있는 여러

가지 기법이 개발 적용되어 왔으나 PCR기법을 이용한 toxA

유전자를 검색하는 기법이 가장 효율적인 것으로 알려져 있

다(7,19).

따라서 본 연구에서는 분자 생물학적 방법을 이용하여 돼

지의 폐렴 병소로부터 분리한 P. multocida의 혈청형 분포와

폐렴 및 위축성 비염의 중요한 병원성인자인 toxA protein의

분포 양상을 조사하였다. 

재료 및 방법

공시재료

영남지방 5개 양돈장에서 사육되고 있는 돼지 중 호흡기

질병 증세로 병성감정 의뢰된 돼지(70~120일령, 211두)와 도

축장 출하돼지 40두 등 총 251두의 폐 가검물로부터 분리한

91주의 P. multocida를 본 연구의 공시재료로 사용하였다. 

P. multocida로부터 DNA의 추출 

분리균 P. multocida로부터 DNA의 추출은 Zoetendal 등

(35)과 Simmon 등(33)의 방법에 준하여 실시하였다. 먼저

3 ml의 Luria-Bertani broth (Becton Dickinson, 미국)에 colony

를 접종하여 37oC에서 overnight시켜 배양한 다음 1.5 ml의

Eppendorf tube (Eppendorf, 미국)에 1 ml를 분주하여 13,000

rpm으로 1분 동안 원심분리한 다음 상층액 800 µl를 제거하

였다. 그 후 100oC에서 15분간 가열한 후 다시 13,000 rpm

으로 10분간 원심분리하여 얼음에서 10분동안 침지시킨 다

음 상층액 150 µl를 회수하여 PCR을 위한 template DNA로

사용하였다.

PCR을 이용한 P. multocida의 혈청형 A 및 D의 동정

PCR을 이용한 분리균 P. multocida의 혈청형 A 및 D의 동

정은 Gautam 등(9)과 Townsend 등(34)의 방법에 준하여 실

시하였다. P. multocida의 혈청형 A 및 D의 동정을 위한

primer 염기서열은 Table 1과 같다. 혈청형 A 및 D의 동정을

위한 PCR 조성은 PCR premix buffer (Intron biotechnology,

한국)에 template DNA 1 µl, 20 pmole의 forward 및 reverse

primer 각각 1µl, 멸균증류수 17µl를 혼합하여 총 20µl로 각각

조정한 후 GeneAmp PCR system 2720 (Applied Biosystems,

미국)으로 증폭하였다.

혈청형 A의 동정을 위한 PCR은 95oC에서 5분간 가열하여

변성을 유도한 후, 95oC에서 30초간 denaturation, 58oC에서

30초간 annealing, 그리고 72oC에서 30초간 extension의 3단

계를 총 30회 반복하였으며 마지막으로 72oC에서 5분간 final

extension 과정을 거쳤다. 그리고 혈청형 D의 동정을 위한

PCR은 95oC에서 5분간 가열하여 변성을 유도한 후, 95oC에

서 30초간 denaturation, 55oC에서 30초간 annealing, 그리고

72oC에서 30초간 extension의 3단계를 총 30회 반복하였으며

마지막으로 72oC에서 5분간 final extension과정을 거쳤다. PCR

산물은 2% Seakem ME agarose gel (Cambrex Bioscience

사, 미국)로 전기영동한 후 ethidium bromide (Corebio사, 한

국)로 20분 동안 염색하여 UV transilluminator (Corebio사,

한국)상에서 PCR 산물의 크기를 확인하였다.

P. multocida로부터 toxA gene의 검출

분리된 P. multocida에서 toxA 유전자의 검출은 Lichten-

steiger 등(15)이 제시한 방법에 준하여 실시하였다. 본 연구

에 사용한 primer의 염기서열은 Table 1에서 보는 바와 같다.

ToxA 유전자의 검출을 위한 PCR 조성은 PCR premix

buffer (Intron biotechnology, 한국)에 template DNA 1 µl, 20

pmole의 forward 및 reverse primer 각각 1 µl, 멸균증류수

17 µl를 혼합하여 총 20 µl로 조정한 후 GeneAmp PCR

system 2720 (Applied Biosystems, 미국)으로 증폭하였다.

PCR은 먼저 95oC에서 5분간 가열하여 변성을 유도하고,

95oC에서 30초간 denaturation, 55oC에서 30초간 annealing,

그리고 72oC에서 30초간 extension의 3단계를 총 30회 반복

하였으며 마지막으로 72oC에서 5분간 final extension 과정을

거쳤다. PCR 산물은 2% Seakem ME agarose gel (Cambrex

Table 1. Sequence of the oligonucleotide primer used in this study

Name Target gene Sequence(5'-3') Size of  PCR product (bp)

Serotype A hyaD-hyaC
F-AAT GTTTGCGATAGTCCGTTAGA

564
R-ATTTGGCGCCATATCCACGTC

Serotype D dcbF
F-TTACAAAAGAAAGACTAGGAGCCC

657
R-CATCTACCCACTCAACCATATCAG

P. multocida toxin toxA
F-CTTAGATGAGCGACAAGG

846
R-GAATGCCACACCTCTATAG
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Bioscience사, 미국)로 전기영동한 후 ethidium bromide

(Corebio사, 한국)로 20분 동안 염색하여 UV transilluminator

(Corebio사, 한국)상에서 PCR 산물의 크기를 확인하였다.

결  과

P. multocida의 혈청형 A 및 D의 동정

PCR을 이용하여 분리균 P. multocida에 대한 혈청형 A

및 D를 동정한 결과는 Table 2와 Fig 1과 2에서 보는 바와

같다. 혈청형 A 및 D는 각각 564 bp와 657 bp의 증폭산물을

관찰하였다. 공시균 91주중에서 69주(75.8%)가 혈청형 A로

동정되었고, 22주(24.2%)는 혈청형 D로 동정되었다.

P. multocida로부터 toxA gene의 검출

Toxigenic P. multocida의 dermonerotic toxin (DNT)인

toxA gene의 검출을 위한 PCR 결과는 Table 3과 Fig 3에서

보는 바와 같다. P. multocida의 dermonecrotic toxin (DNT)

인 toxA gene은 846 bp의 증폭산물을 관찰하였다. 공시균 91

주중 61주(67.0%)가 toxA gene을 보유하고 있었으며, 그중

에서 혈청형 A는 47주(77.0%), 혈청형 D는 14주(23.0%)가

toxA gene을 보유하고 있었다.

고  찰

Pasteurella multocida (P. multicida)는 균종간의 혈청학적

특성의 차이를 바탕으로 Carter에 의해 협막형의 분류방법이

개발되었으며, Carter의 방법에 따라 현재까지 serogroup A,

B, D, E, F의 5가지의 혈청형으로 분류되고 있다(3). 현재까지

P. multocida의 협막 구성 물질에 대한 연구에 있어서 sero-

group A가 hyaluronidase의 작용이 특이적이라는 것외에 타

균종의 협막 구성 물질에 대한 완벽한 분석은 이루어지지 않

았다(1,2). 하지만 nuclear magnetic resonance를 이용한 연

구에 의해 협막을 구성하는 polysaccharide의 주요 구성 물질

이 hyaluronic acid라는 것이 밝혀졌으며(30), serogroup D와

F는 mucopolysaccharidase의 특이적인 작용이 있는 것이 보

고되었다(29). 이후 mucopolysaccharidase에 의한 decapsulation

Table 2. Serotypes of 91 P. multocida isolated from pneumonic
lung lesions of swine

Farm No. of  strains tested Type A Type D 

A 11 10 (90.9)* 1 (9.1)

B 49 34 (69.4) 15 (30.6)

C 17 13 (76.5) 4 (23.5)

D 12 10 (83.3) 2 (16.7)

E 2 2 (100) 0 (0.0)

Total 91 69 (75.8) 22 (24.2)

* Figures in parentheses are percentages.

Fig 1. Gel electrophoresis of hyaC-hyaD gene (serotype A) by PCR. Predicted 564 bp amplicons observed from P. multocida
suspected strain. Lane M: molecular size marker (Bioneer, Korea); Lane 1-14: P. multocida strains isolated from pneumonic lung
lesions of swine; Lane 15: negative control strain.

Fig 2. Gel electrophoresis of dcbF gene (serotype D) by PCR. Predicted 657 bp amplicons observed from P. multocida suspected
strain. Lane M: molecular size marker (Bioneer, Korea); Lane 1-14: P. multocida strains isolated from pneumonic lung lesions of
swine; Lane 15: negative control strain.
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profiles을 기초로 serogroup D와 F는 협막 구성 물질로

heparin과 chondroitin sulfate를 함유하고 있는 것이 보고되

었고, chondroitin과 chondroitin-like polysaccharide의 생산

에 의해 형성되어지는 serogroup F의 협막 carbohydrate 분

석에 의해 serogroup D와 구분할 수 있게 되었다(6,29). Sero-

group B의 경우는 monosaccharide의 분석에 의해 arabinose

와 mannose, galactose의 비율이 0.5 : 2.0 : 0.8인 것이 밝혀

졌으며 이러한 연구 결과를 바탕으로 기타 serogroup과 sero-

group B를 구분할 수 있게 되었다(18). 하지만 serogroup E

의 협막 구성물질의 화학적 조성에 대해서는 아직 연구가 미

진한 실정이다. 

P. muloticida로부터 생성되는 DNT는 동물에 있어 치명적

인 독소로 작용한다(28). DNT를 마우스와 기니픽의 복강에

주사하면 폐사를 일으키고 피내주사 시는 피부의 괴사 병변

을 유발하기도 한다(20). 돼지에 있어서 DNT는 비중격 소실로

인하여 코가 삐뚤어지고 짧아지는 위축성 비염과 깊은 관계

가 있다(5,32). 또한 실험적으로 DNT를 돼지의 복강에 주사할

경우 방광벽과 요관 상피의 증식성 변화를 유발하기도 하며

(32), 실험동물에 비강으로 인위적인 감염 시에도 이와 유사한

변화가 관찰되기도 한다(10). DNT는 세포내 작용 독소로서

세포 표면의 ganglioside receptor에 부착하여 endocytosis를

통해 세포내로 유입되어 세포내 특정 부위에 작용하여 세포

의 정상기능을 방해하는 것으로 알려져 있으나 DNT의 세포

내 표적 부위에 대해서는 아직 알려진 바가 없다(26). 그러나

DNT의 일부 작용기전에 대해 밝혀진 바로는 세포내 신호전

달체계의 활성에 관여하여 이상 세포분열을 유발하는 작용

과 actin cytoskeleton의 재배열을 유발하여 세포의 정상적

기능을 상실하게 된다는 것 등이 있다(13,14). 이러한 DNT의

세포내 작용으로 인하여 fibroblast, osteoblast, dendritic cell

등의 숙주세포의 정상적인 cell-cycle을 변화시키게 되고(31),

최종적으로 숙주 세포에 대한 강력한 유사 분열 교란 물질

로 작용하게 된다(22). 이러한 작용의 대표적인 예로 돼지

위축성 비염에서 osteoblast의 분화억제로 인한 골 형성 억제

를 들 수 있다(17). 하지만 toxA 유전자에 의해 생성되는 toxA

protein이 progressive atrophic rhinitis에서는 필수적인 병원

성 인자로 밝혀진 것과는 반대로 pneumonic pasteurellosis

에서 DNT의 병원성 인자로서의 역할에 대하여는 여러 가지

논란이 있어 왔다(7,23). 그러나 국내외 여러 연구에 의해

toxigenic P. multocida가 돼지 폐렴발생과 깊은 관련성이 있

는 것으로 밝혀지고 있으며, 병원성 인자로서 염증 관련 세

포와 면역관련 세포에 대한 작용 등에 관여하는 것으로 알

려져 있다(7,21,27).

본 연구에서 영남지역에서 사육중인 돼지의 폐렴병소로부

터 분리한 P. multocida에 대한 분리율 및 혈청형, toxigenic

P. multocida의 분리율에 관해 조사한 결과 전체 251개의 시

료로부터 91주(36.3%)의 P. multocida를 분리하였으며, 분리

된 P. multocida중 69주(75.8%)가 serogroup A로 동정되었으

며, 22주(24.2%)가 serogroup D로 동정되었다. 또한 P.

multocida의 dermonecrotic toxin (DNT)인 toxA gene을 가진

toxigenic P. multocida는 61주(67.0%)로서 이중 serogroup

Table 3. Detection of toxA gene in P. multocida isolated from pneumonic lung lesions of swine

Farm No. of isolates tested
No. of isolates toxA gene

Serotype A Serotype D Total

A 11 6/10 (60.0)* 0/1 (0.0) 6/11 (54.5)

B 49 33/34 (97.0) 11/15 (73.3) 44/49 (89.7)

C 17 6/13 (46.1) 3/4 (75.0) 9/17 (52.9)

D 12 2/10 (20.0) 0/2 (0.0) 2/12 (16.6)

E 2 0/2 (0.0) 0/0 (0.0) 0/2 (0.0)

Total 91 47/69 (68.1) 14/22 (63.6) 61/91 (67.0)

* No. of isolates included toxA gene / No. of isolates tested (%).

Fig 3. Gel electrophoresis of P. multocida toxA gene by PCR. Predicted 846 bp amplicons observed from toxigenic P. multocida
suspected strain. Lane M: molecular size marker (Bioneer, Korea); Lane 1-3, 6-11, 13, 15: toxigenic P. multocida strains isolated
from pneumonic lung lesions of swine; Lane 4-5, 12, 14: non-toxigenic P. multocida strains isolated from pneumonic lung lesions
of swine.
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A는 47주(77.0%)였으며, toxigenic P. multocida serogroup

D는 14주(23.0%)로 동정되었다. 이러한 결과는 Park 등(24)

의 폐병변에서의 P. multocida 분리율 21.9%와 Kim 등(12)의

폐병소에서의 분리율 26.2%보다는 높게 나타났지만 Cho 등

(5)의 분리율 43.1%보다는 낮은 성적을 나타내었다. 폐렴 병

소에서 분리한 P. multocida의 혈청형에 관한 연구 결과 본

연구에서는 Kim 등(12)이 보고한 type A의 분리율 37.0%

와 type D의 분리율 29.9%, Park 등(24)이 보고한 type A의

분리율 40.0%, type D의 분리율 26.7%와는 비교적 큰 차이

를 보였다. 반면 Cho 등(5)이 보고한 type A의 분리율 64.9%,

type D의 분리율 23.4%는 본 연구와 가장 유사한 결과를

나타내었다. 또한 Pijoan 등(27)은 폐병변에서 분리한 P.

multocida는 type A 및 type D가 각각 87.5%, 11.5%로 보

고하였고, Kielstein 등(11)은 type A 및 type D의 분리율

이 각각 23%, 12%라 보고하였으며, 동정 되지 않은 균주는

29.0%라고 보고하였다. 이들 연구와 본 연구 결과를 비교한

결과, Kielstein 등(11)의 결과와는 상당한 차이를 나타내었으

나 Pijoan 등(27)의 연구 성적과는 유사함을 알 수 있었다. 

환돈의 폐렴 병소에서 분리한 P. multocida의 toxA 유전

자의 보유율이 61주(67.0%)로서 이들 중 type A는 47주

(77.0%), type D는 14주(23.0%)로 나타난 본 연구결과는 P.

multocida type A로부터 77%의 toxA 유전자 보유율을 보고

한 Shin 등(21)의 결과와 Nagai 등(17)이 보고한 toxA 유전

자가 검출되는 P. multocida 중 60.9%가 type A라는 결과

와는 유사한 결과를 얻었다. 그러나 Lichtensteiger 등(15)의

연구에서는 16주의 type A 분리주에서 25%, type D 분리주

중에서는 60%의 toxA 유전자 분포를 보고한 성적과 본 연

구 결과 폐렴 병소에서 분리된 type A 균주에서 type D의 균

주보다 높은 toxA분포를 나타낸 것과는 상반된 결과를 얻을

수 있었다.

이와 같이 국내의 경우 P. multocida에 의한 폐렴발생은

P. multocida type A가 대부분 관여하는 것으로 보고되었지

만, 본 연구 결과 type D의 분리비율이 24.2%로서 최근의

P. multocida에 의한 폐렴 유발과 관련된 연구 중에서는 비

교적 높은 분리 비율을 나타내었다. 따라서 본 연구를 바탕

으로 toxigenic P. multocida type A에 의한 폐렴 발생 및

증상 악화 등과 관련된 추가적인 연구가 필요할 것으로 판

단되며, 폐렴 발생과 P. multocida type D와의 연관성에 관

해서도 많은 연구가 필요할 것으로 사료된다. 

결  론

영남지방 5개 농장에서 사육중인 돼지 251두의 폐렴병소

로부터 P. multocida를 분리한 결과 91주의 P. multocida를

동정하였고, 이들을 대상으로 PCR을 이용하여 분리균 P.

multocida에 대한 혈청형을 동정한 결과 얻어진 혈청형 A

및 D는 각각 564 bp와 657 bp의 증폭산물을 관찰하였고, 공

시균 91주중에서 69주(75.8%)가 혈청형 A로 동정되었고, 22

주(24.2%)는 혈청형 D로 동정되었다.

Toxigenic P. multocida의 dermonecrotic toxin (DNT)인

toxA gene의 검출을 위한 PCR 결과 P. multocida의 toxA

gene은 846 bp의 증폭산물을 관찰하였다. 공시균 91주중 61주

(67.0%)가 toxA gene을 보유하고 있었으며, 그중에서 혈청형

A는 47주(77.0%), 혈청형 D는 14주(23.0%)가 toxA gene을

보유하고 있었다.
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