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Abstract

This study was carried out to examine a novel inactivated Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium) 

vaccine candidate for protection of mice against salmonellosis by immunization of BALB/c mice using 

various type adjuvant. The novel type-inactivated vaccine candidate was constructed by adding Chlor-

hexidine digluconate solution. BALB/c mice were divided into 6 groups of 15 mice apiece. The mice 

were intramuscularly (IM) primed at 6 weeks of age and were IM boosted 8 weeks of age. Groups 

A and B mice were injected with sterile phosphate-buffered saline as controls; group C mice were in-

oculated with 5×10
8
 cells/100 μL of formalin-inactivated S. Typhimurium cells and adjuvant ISA70; groups 

D∼F mice were immunized with 5×10
8
 cells/100 μL of the inactivated vaccine candidate and adjuvant 

ISA70, adjuvant IMS1313 and adjuvant IMS1313 containing 30 μg/mL of GI24, respectively. All mice 

(except group A mice) were orally challenged with a virulent S. Typhimurium strain at 10 weeks of 

age. Mice from groups C-F had significantly increased IgG levels compared to control groups (A-B) 

mice. The levels of splenocyte IFN-γ and IL-4 in mice of all groups were measured by ELISA, resulting 

in increased immunity in group F mice compared to those of groups A-E mice. These data suggested 

that systemic and cell-mediated immune responses were highly induced by IM immunization with the 

vaccine candidate and adjuvant IMS1313 containing GI24. Furthermore, clinical signs such as death were 

observed in only 20% of group F mice after virulent Salmonella strain challenge, however, groups B 

and C (100%), and groups D and E (60%) mice died. This data suggested that mice immunized by 

intramuscular prime and booster with this vaccine candidate and adjuvant IMS1313 containing GI24 ef-

fectively protected mice from salmonellosis.
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서    론

  Salmonella enterica serovor Typhimurium (S. Typhi-

murium)은 세포 내에 기생하는 병원성 그람 음성 세

균이며 식품 매개 질병의 가장 흔한 원인체 중 하나로 

사람에서 식중독을 일으키는 주요 원인균이다(Norimatsu 

등, 2004; Fàbrega와 Vila, 2013). 이 질병은 건강한 성

인의 경우 2, 3일안에 회복되지만 어린이, 노인 및 면

역력이 저하된 환자들은 급성 살모넬라증으로 사망의 

주요 원인이 될 수 있다(Fàbrega와 Vila, 2013). 또한 

돼지 및 닭 등 가축에서의 살모넬라증은 어린 새끼 때 

주로 발생하며 패혈증과 설사, 발열, 황달 등 전신증

상을 일으키며 사료 효율의 저하와 높은 폐사율 등 사

육 농가에 심각한 경제적 피해를 입히고 있는 것으로 

알려져 있다(Schwartz 등, 1999; Kim 등, 2014). 또한 

회복 후에도 보균 가축으로 장기간 균을 배출하여 주

변 가축 및 환경을 오염시키는 것으로 보고 되고 있다

(Schwartz 등, 1999). 다양한 동물에서 위장염 및 장티

푸스를 포함한 여러 질병을 유발하는 살모넬라증은 

약독화 생균 및 불활화 사균체를 이용하여 예방하고

자 하는 시도가 이루어 지고 있다 (Berndt와 Methner, 

2001; Hur 등, 2011; Hur와 Lee, 2011; 문 등 2019). 불

활화 사균 백신은 물리적으로 열을 가하거나 화학 약

품(포르말린 및 아세톤 등)으로 처리하여 불활화를 유

도할 수 있으며, 유도된 불활화 사균체 백신은 안전성

은 높으나 종종 항원 발현이 제한적이어서 면역보강

제(adjuvant)를 함께 사용해야 한다(Desin 등, 2013). 반

면 약독화 백신은 살아있는 병원성 세균을 장기간 계

대 배양하여 독성을 없애거나 아주 약한 독성만 남아

있게 만든 백신으로 생산비용이 적게 들고 1회접종 

만으로도 충분한 면역이 형성되며 면역지속기간이 길

지만 남아있는 독성으로 인한 독성 균주로의 복귀 가

능성이 내재하고 있어 안전상의 문제로 인해 약독화 

생백신은 사용에 신중을 기해야 하는 불편함이 있다

(Barbezange 등, 2000).

  지난 몇 년간 박테리아 세포에 구멍을 내어 불활화

시키는 기술은 광범위한 그람 음성 균주에 대한 효과

적인 새로운 형태의 불활화 사균 백신 후보 제조 기술

로 사용 되고 있다 (Kim 등, 2018; 허 등, 2019). 항균 

펩타이드(Antimicrobial peptides; AMP)는 선청성 면역

과 세포의 구조를 변화시키지 않고 구멍을 만들어 lysed

를 유도 하고 있으며(Gazit 등, 1995; Yang 등, 2001; 

Henzler-Wildman 등, 2004), lysed된 박테리아 세포는 

세포질 성분이 없는 온전한 세포막 구조를 가지고 있

어(Hensel 등, 2000; Langemann 등, 2010; Liu 등, 2015; 

Kwon 등, 2016; Won 등, 2016; Hajam 등, 2017) 새로

운 형태의 불활화 사균 백신 제조에 효과적인 후보 물

질로 여겨지고 있다. 또한 일부 AMP는 면역보조제로

서의 기능을 가지고 있는 것으로 보고되고 있다(King 

등, 2003; Diamond 등, 2009). 하지만 AMP는 고가로 

산업동물용 백신 제조에는 한계가 있다. 최근 클로르

헥시딘은 AMP와 유사하게 그람 음성 세균에 작용을 

하는 것으로 보고 되고 있다(Cheung 등, 2012). 따라서 

이번 연구에서는 클로르헥시딘을 이용하여 S. Typhi-

murium을 새로운 형태의 불활화 사균체로 제조하고 

AMP의 일종인 GI24를 포함한 다양한 adjuvant와 혼합

하여 새로운 형태의 불활화 사균 백신에 최적인 백신 

효능을 알아보기 위해 마우스를 대상으로 하여 클로

르헥시딘-S. Typhimurium 불활화 사균 백신에 adjuvant 

ISA70, IMS1313으로 각각 혼합 제조, 불활화 사균 백

신에 adjuvant 1313과 함께 GI24를 혼합 제조, S. Typhi-

murium 포르말린 불활화 백신에 adjuvant ISA70으로 

혼합 제조하여 마우스에 예방접종 한 뒤 병원성 S. 

Typhimurium으로 도전 감염하여 방어여부로 효능을 

비교 분석하였다.

재료 및 방법

실험에 사용된 균주 및 프라이머

  국내 닭에서 분리한 S. Typhimurium HJL 812를 백

신 제조 균주 및 도전감염 균주 및 백신 접종 후 항체 

역가 측정(ELISA)을 위한 S. Typhimurium out membrane 

proteins (OMPs) 추출을 위해서도 사용하였다. GI24 

(GRFRRLRKKTRKRLKKIGKVLKWI-NH 2)는 Peptron 

(대전, 한국)에서 합성되었다. 백신 균주 및 도전감염 

후 분리된 균주 확인을 위해 Table 1에서 제시된 프라

이머를 이용하여 PCR을 수행하여 S. Typhimurium을 

확인하였다.

포르말린- S. Typhimurium 불활화 사균체 제조

  S. Typhimurium 분리균주 HJL 812 한 콜로니를 선

택하여 200 mL의 LB 액체 배지에 접종한 후 37°C에

서 150 rpm으로 교반하면서 흡광도가 0.9에 도달할 때

까지 배양하였다. 배양된 배양액에 포르말린을 0.3%

가 되도록 첨가하여 37°C에서 48시간 반응시켰다. 반
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Table 1. Nucleotide sequence of oligonucleotide primers used in this study

Primer Primer sequence size (bp) Reference number

OMPCF 5’-ATC GCT GAC TTA TGC AAT CG-3’ 208 Hur와 Lee, 2011

OMPCR 5’-CGG GTT GCG TTA TAG GTC TG-3’

TYPHF 5’-TTGTTCACTTTTTACCCCTGAA-3’ 401 Hur와 Lee, 2011

TYPHR 5’-CCCTGACAGCCGTTAGATATT-3’

응 후 사균 여부를 확인하기 위해 5% fetal bovine serum

이 첨가된 BGA Agar 배지 및 Broth에 반응액 100 μL

씩 각각 접종하여 37°C에서 5일간 배양하여 사균 여부

를 확인하였다. 확인된 포르말린- S. Typhimurium 불

활화 사균체는 4000 xg에서 30분간 원심하여 농축하

였고, 멸균 PBS로 세번 세척한 후 adjuvant ISA70과 

혼합하여 최종 5×10
8
 cells/0.1 mL가 되도록 제조(이하 

포르말린-불활화 사균체-ISA라 칭함)하여 실험에 사

용하였다.

Chlorhexidine- S. Typhimurium 불확화 사균체 제조

  HJL 812 한 콜로니를 선택하여 200 mL의 LB 액체 

배지에 접종한 후 37°C에서 150 rpm으로 교반하면서 

흡광도가 0.9에 도달할 때까지 배양하였다. 배양된 배

양액에 chlorhexidine digluconate solution이 3%가 되도

록 첨가하여 37°C에서 2시간 반응 시켰다. 반응 후 사

균 여부를 확인하기 위해 5% fetal bovine serum이 첨

가된 BGA Agar 배지 및 Broth에 반응액 100 μL씩 각

각 접종하여 37°C 에서 5일간 배양하여 사균 여부를 

확인했다. Chlorhexidine-S. Typhimurium 불확화 사균

체는 4000 xg에서 30분간 원심하여 농축하였고, 멸균 

0.3M D-glucose로 세번 세척한 후 adjuvant ISA70 (이

하 chlorhexidine-불활화 사균체-ISA라 칭함), IMS1313 

(이하 chlorhexidine-불활화 사균체-IMS라 칭함)와 각

각 혼합하여 최종 5×10
8
 cells/0.1 mL가 되도록 제조 

하여 실험에 사용하였다. 더불어 chlorhexidine-불활화 

사균체에 30 μg/mL의 GI24가 첨가된 IMS1313와 혼합

하여 최종 5×10
8
 cells/0.1 mL가 되도록 제조(이하 chlor-

hexidine-불활화 사균체-IMS-GI24라 칭함)하여 실험에 

사용하였다.

Transmission Electron Microscope (TEM) 

  Chlorhexidine digluconate solution으로 반응 후 새로

운 형태의 S. Typhimurium의 불활화 사균체 백신의 세

포 내 변화 및 세포벽 형태 변화 등의 관찰을 위한 

TEM의 샘플은 chlorhexidine- S. Typhimurium 불확화 

사균체 제조 방식과 동일한 방법으로 준비하였으며, 

TEM은(Lv 등, 2014)의 방법에 따라 수행하였다.

백신접종과 가검물 채취

  5주령의 암컷 BALB/c 90마리를 구입하여 각각 15

마리씩 6그룹으로 나누어 실험에 사용하였다. 모든 마

우스는 6주령에 근육으로 1차(0 WPPI), 8주령에 근육

으로 2차(2WPPI) 접종하였다. 그룹 A, B의 마우스는 

음성, 양성 대조군으로 각각 멸균 생리식염수로 접종

하였다. 그룹 C의 마우스는 5×10
8
 cells/0.1 mL의 포르

말린-불할화 사균체-ISA로 접종하였고, 그룹 D의 마

우스는 5×10
8
 cells/0.1 mL 의 chlorhexidine-불활화 사

균체-ISA로 접종하였다. 그룹 E의 마우스는 5×10
8
 cells/ 

0.1 mL의 chlorhexidine-불활화 사균체-INS로 접종하였

다. 또한 그룹 F의 마우스는 5×10
8
 cells/0.1 mL의 

chlorhexidine-불활화 사균체-IMS-GI24로 접종하였다. 

본 실험에서 보고된 동물실험은 Korean Council on 

Animal Care의 인가를 받은 전북대학교 동물윤리 위

원회의 승인(CBNU2016-35)을 받아 진행하였다.

면역반응 평가를 위한 ELISA

  혈청에서 S. Typhimurium OMPs 특이 항체 역가를 

조사하기 위해 마우스 IgG (Bethyl Lab Inc. Montgomery, 

TX, USA) ELISA quantitative kit를 이용하여 제조사의 

설명에 따라 측정하였다. 혈청 역가를 측정하기 위해 

혈청은 1:100으로 희석하여 사용하였다.

사이토카인 측정

  2차 백신 접종 후 7일 뒤 각 그룹에서 5마리 마우스

를 무균적인 방법으로 비장을 채취하여 RPMI1640에 

모아 0.8% ammonium chloride (w/v) 용액을 이용하여 

적혈구를 용해하고, 1,800 rpm, 4°C, 10분 조건으로 원

심 한 후 침전물을 멸균 PBS로 세척을 3번 반복한 다
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Fig. 1. Transmission electron mi-

croscope of Salmonella Typhimu-

rium treated with Chlorhexidine 

digluconate solution. (A) The un-

treated S. Typhimurium cells. (B) 

The bacterial cells treated by 

Chlorhexidine digluconate solution.

The bacterial cells were incubated 

with 3% of Chlorhexidine digluco-

nate solution for 2 h at 37°C.

음 100 IU/mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin, 10% 

FCS가 각각 첨가된 RPMI 1460 용액으로 부유 후, 배

양 cell 수를 계산하여 S. Typhimurium OMPs항원으로 

72시간 반응 시켰다. 그리고 반응액을 1,800 rpm, 4°C, 

10분 조건으로 원심 분리 한 후 상등액은 ELISA Ready- 

SET-GO! (eBioscience INC, San Diego, CA, USA)를 

이용하여 IFN-γ, IL-4 농도를 측정하였다.

도전감염 및 생존율

  도전감염을 위해 야외 독성 균주인 HJL812를 Hur 

등(2011) 이 기술한 방법에 따라 준비하였다. 그룹 A

를 제외한 모든 마우스는 2차 백신접종 후 2주뒤에 

5×10
8
 colony-forming unit (CFU)/0.1 mL로 경구로 도

전감염 하였다. 그 후 14일 동안 매일 하루에 두 번 

폐사 여부를 관찰하였다. 도전감염 후 14일 내에 폐사 

할 경우, 폐사 직 후 무균적으로 부검하여 비장 및 간 

등으로부터 Hur와 Lee (2011)가 기술한 방법에 따라 

살모넬라 균주를 분리하였으며 분리된 균주는 Table 

1에서 기술한 프라이머를 이용하여 도전감염균주가 

맞는지 확인하였다. 이렇게 균이 분리된 경우에만 도

전감염에 의한 폐사로 인정하였다.

통계분석 

  항체 역가와 사이토카인 농도는 SPSS version 16.0 

software (SPSS, Chicago, IL)를 이용하여 Kruskal-Wallis 

test와 one-way analysis of variance로 각각 분석되었다. 

P의 값이 0.05이하일 때 통계학적으로 유의성이 있다

고 평가하였다. 

결    과

TEM 

  신개념 불활화 사균체인 고스트 백신 여부를 TEM

으로 확인하여 본 결과, Fig. 1에서 보는 바와 같이 

chlorhexidine digluconate solution 미처리 S. Typhimurium 

균주는 세포질 내용물이 가득 차 있으며, 온전한 세포

벽을 이루고 있음이 관찰되었다(Fig. 1A). 하지만, 

Chlorhexidine digluconate solution으로 반응시킨 S. 

Typhimurium 균주는 세포질 내용물이 비어 있으며, 

세포벽에 구멍이 나 있지만 세포 형태를 유지하고 있

는 형태가 관찰되었다(Fig. 1B).

면역반응 결과

  S. Typhimurium OMPs에 대한 항체 역가는 Fig. 2에서 

보는 바와 같이, 백신 접종 전 그룹 A∼F의 항체 역가는 

각각 0.02962±0.011893, 0.03603±0.014979, 0.02767± 

0.008494, 0.03804±0.027938, 0.018311±0.0089, 그리고 
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Fig. 3. IFN-γ (ng/mL) and IL-4 (ng/mL) concentrations in the supernatants of splenocytes stimulated with OMPs of Salmonella Typhimurium at 

10 days post booter immunization. Groups A and B mice were injected with sterile phosphate-buffered saline as controls; group C mice were in-

oculated with 5×10
8
 cells/100 μL of formalin-inactivated S. Typhimurium cells and adjuvant ISA70; groups D-F mice were immunized with 5×10

8

cells/100 μL of the inactivated vaccine candidate and adjuvant ISA70, adjuvant IMS1313 and adjuvant IMS1313 containing 30 μg/mL of GI24, 

respectively. Data are the mean of all mice in each group; error bars show SD. Asterisks indicate a significant difference between the values of 

groups C∼F mice, and those of the control group mice.

Fig. 2. Serum IgG titers against OMPs of Salmonella Typhimurium 

in mice immunized with inactivated S. Typhimurium vaccine can-

didate. Groups A and B mice were injected with sterile phosphate-buf-

fered saline as controls; group C mice were inoculated with 5×10
8

cells/100 μL of formalin-inactivated S. Typhimurium cells and ad-

juvant ISA70; groups D∼F mice were immunized with 5×10
8
 cells/100

μL of the inactivated vaccine candidate and adjuvant ISA70, adjuvant 

IMS1313 and adjuvant IMS1313 containing 30 μg/mL of GI24, 

respectively. Data shown are the means of all mice in each group and 

errorbars show the standard deviations (SD). Asterisks indicate a sig-

nificant difference between the values of the groups immunized with 

the vaccine candidate (*P≤0.05) and those of the control group. 

F; 0.02781±0.02411이었다. 백신 접종 2주 째에는 그룹 

A와 B는 각각 0.02112±0.002283, 0.02734±0.011596으

로 관찰된 반면 그룹 C∼F는 각각 0.07853±0.083564, 

0.1581±0.043101, 0.18552±0.062223, 0.26601±0.131366

이었다. 그리고 접종 4주 후에는 그룹 A와 B는 여전

히 0.01862±0.005213, 0.02358±0.007555으로 관찰된 반

면, 그룹 C∼F는 각각 0.24977±0.162676, 0.74792± 

0.095586, 1.01571±0.141501, 1.0893±0.130528로 증가

하였다(Fig. 2).

싸이토카인 분석

  백신 접종된 마우스 비장을 무균적으로 채취하여 

얻은 splenocytes를 S. Typhimurium OMPs로 자극 후 

측정된 각 그룹의 IFN-γ와 IL-4 농도는 Fig. 3에서 보

는 바와 같다. 즉, A∼F 그룹의 IFN-γ 농도는 각각 

10.23±4.67, 10.35±4.15, 16.31±6.6, 24.23±4.02, 34.57± 

12.12, 그리고 43.8±16.41이었다. 그리고 IL-4 농도는 

각각 9.92±4.53, 10.04±4.06, 15.33±5.7, 30.77±5.11, 40.29± 

7.24, 그리고 46.7±7.99이었다(Fig. 3).

도전감염에 대한 방어효과

  모든 마우스는 백신 2차 접종 후 2주째에 그룹 A를 

제외한 모든 그룹의 마우스에 병원성 S. Typhimurium

으로 경구로 도전감염 하였다. 그 결과는 Fig. 4에서 

보는 바와 같이, 도전감염을 하지 않은 그룹 A는 

100% 생존하였고, 그룹 F는 80%, 그룹 D와 E에서는 

각각 40%만이 생존한 반면, 그룹 C와 대조군인 그룹 

B 마우스는 모두 폐사하였다.
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Fig. 4. Survival rates of mice challenged with virulent S. Typhimu-

rium in mice (except mice in group A only) immunized with the vac-

cine candidates. Groups A and B mice were injected with sterile phos-

phate-buffered saline as controls; group C mice were inoculated with 

5×10
8
 cells/100 μL of formalin-inactivated S. Typhimurium cells and 

adjuvant ISA70; groups D∼F mice were immunized with 5×10
8
 cells/ 

100 μL of the inactivated vaccine candidate and adjuvant ISA70, ad-

juvant IMS1313 and adjuvant IMS1313 containing 30 μg/mL of GI24,

respectively.

고    찰

  S. Typhimurium은 세포 내 기생세균으로, 병원성 살

모넬라증으로부터 방어를 하기 위해서는 세포 매개성 

면역 반응이 중요하며, 효과적인 방어를 위해서는 체

액성 면역 반응이 또한 필요하다(Roesler 등, 2006; 

Brumme 등, 2007). 즉, 마크로파지는 살모넬라 감염증

을 제어하는데 중요한 역할을 수행하다. 하지만 마크

로파지 단독으로 직접 살모넬라균을 섭취하기 보다는 

혈청 IgG 등을 포함한 항체 등에 의한 살모넬라균 op-

sonization 후 식작용이 증대된다(Mastroeni 등, 2001; 

Roesler 등, 2006; Abd 등, 2007; Brumme 등, 2007).

  국내 농장에서 많이 사용하는 백신의 adjuvant는 

ISA70으로 Water in Oil (W/O) 정제된 mannitol/oleic 

acid 유화제를 합한 미네랄 오일기반 용액으로 가금

류, 소 및 반추동물의 병원체에 대한 면역반응을 높이

고 안전성 또한 효과적인 것으로 밝혀져 많이 사용되

고 있다(Dupuis 등, 2006). 그러나 W/O adjuvant를 사

용할 경우 백신 제형이 오일이기 때문에 점막 면역이 

중요한 백신에서는 효과적이지 않다, 그러나 IMS1313

은 Oil in Water (O/W)로 면역 자극 성분을 함유하고 

상용성인 수성상 액체 나노 입자 분산액으로 점막 전

달에 용이 하고 대량 백신 접종을 위해 사용될 수도 

있다(Jang 등, 2011; Ismail 등, 2018). 

  따라서 금번 연구에서 chlorhexidine- S. Typhimurium 

불확화 사균체의 백신으로서의 가능성을 평가하기 위

해, chlorhexidine- S. Typhimurium 불확화 사균체를 다

양한 adjuvant와 혼합하여 90마리의 암컷 BALB/c 마

우스를 대상으로 접종하여 안전성과 방어효과를 평가

하였다. 우선 다양한 adjuvant와 혼합 접종 후 침울, 식

욕부진, 운동소실, 발열, 폐사 등과 같은 임상 증상이 

관찰되지 않아 마우스에서의 다양한 adjuvant와 혼합

된 chlorhexidine- S. Typhimurium 불확화 사균체의 안

전성이 확인되었다. 이 결과는 다양한 adjuvant로 혼합

된 chlorhexidine- S. Typhimurium 불확화 사균체가 마

우스에서 근육접종에 따른 안전한 백신 후보물질로서 

사용할 수 있음을 보여주는 결과이다.

  높은 혈청 IgG 항체 역가는 수주동물이 세포 내 기

생세균에 의한 전신 감염을 방어하는데 있어 매우 필

요하다(Mastroeni 등, 2001; Alvarez 등, 2007; Kim 등, 

2019). 이들 혈청 IgG는 opsonization을 통해 숙주의 식

세포의 phagocytosis 효능을 자극함으로써 혈액으로부

터 감염성 세균을 제거하는데 일조할 수 있다(Mittrücker 

등, 2000; Mastroeni 등, 2001; Kim 등, 2019). 따라서 

금번 연구에서 다양한 adjuvant와 혼합된 chlorhex-

idine-불활화 사균체가 마우스에 근육접종된 후 얻은 

혈청을 대상으로 S. Typhimurium OMPS에 대한 특이 

혈청 IgG 항체 역가와 같은 면역 역가가 측정되었다. 

S. Typhimurium OMPs에 대한 항체 역가는 백신 접종 

후 대조군 그룹 A, B의 항체 역가는 접종전과 비슷한

데 반해 그룹 C∼F는 2WPPI 째에 점차적으로 증가되

어 그룹 D∼F는 대조군에 비해 유의성 있는 증가가 

관찰되었다. 4WPPI에는 그룹 A, B에 비해 그룹 C-F 

모두 유의성 있는 항체 역가 증가가 관찰되었다(P＜ 

0.05). 그리고 Group C∼E와 비교해도 Group F가 보

다 높게 유도됨을 확인되었으며, 통계학적으로도 그

룹 F 마우스는 그룹 C∼D에 비해 유의성 있는 항체 

역가 증가가 관찰되었다(P＜0.05). 이상의 결과를 바

탕으로, chlorhexidine-불활화 사균체는 adjuvant의 종

류에 따라 항체를 유도하는데 차이가 있으며 마우스

에서 chlorhexidine-불활화 사균체는 W/O 계인 ad-

juvant ISA70보다는 O/W계인 adjuvant IMS1313이 보

다 효과적으로 항체를 유도할 수 있음을 보여 주었다. 

특히 IMS1313에 GI24를 첨부함으로써 보다 높은 항

체를 유도할 수 있음을 확인할 수 있었다.

  체액성 면역반응 뿐만 아니라 IFN-γ와 같은 세포 

매개 면역반응 또한 살모넬라와 같은 세포 내 기생세

균을 제거하기 위해서는 반드시 필요하다(Norimatsu 

등 2004; Feng 등, 2005; Roesler 등 2006; Brumme 등 

2007; Pascual 등, 2009; Hur 등, 2011). IFN-γ는 마크로
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파지가 섭식한 살모넬라균주 제거를 증진시킨다(Brumme 

등, 2007). 비록 살모넬라 백신들이 IFN-γ의 생산과 같

은 Th1 형태의 세포 매개 면역반응 유도가 반드시 필

요(Mittrücker 등, 2000; Pascual 등, 2002; Nagarajan 등, 

2009; Pathangey 등, 2009)하다고는 하지만, 점막면역 

IgA 분비 및 2차 살모넬라 감염을 예방하기 위해서는 

IL-4 또한 필요하다(Pathangey 등, 2009). 즉, 다시 말

해 살모넬라 감염을 완벽하게 방어하기 위해서는 

IFN-γ와 IL-4의 유도가 필요하다(Pascual 등, 2002; 

Norimatsu 등, 2004; Medina 등, 2006; Hur 등, 2011). 

다양한 adjuvanr로 혼합된 chlorhexidine-불활화 사균체

를 근육 접종 후 측정한 splenocyte IFN-γ와 IL-4는 대

조군이나 formalin-불활화 사균체 접종 군에 비해 유

도됨을 확인할 수 있었다. 특히 chlorhexidine-불활화 

사균체에 GI24를 함유한 adjuvant IMS131으로 혼합한 

경우에는 대조군 뿐만 아니라 다른 백신 접종 군에 비

해 월등하게 IFN-γ와 IL-4 유도가 관찰되었다. 이상의 

결과는 chlorhexidine-불활화 사균체에 GI24를 함유한 

adjuvant IMS131으로 혼합하여 근육 접종 할 경우 

Th1 type 및 Th2 type 세포 매개 면역 반응을 잘 유도

할 수 있음을 확인할 수 있었다.

  놀랍게도, 병원성 S. Typhimurium를 경구로 도전감

염 후 5일째부터 그룹 F를 제외 한 모든 그룹에서, 식

욕 부진 및 운동 실조 등이 관찰 되었고, 8일째부터 

대조군인 그룹 B에서 폐사가 시작되어 13일째 모두 

폐사하였고, 포르말린 백신 그룹 C에서는 9일째부터 

폐사가 시작되어 13일째 모두 폐사하였다. Chlorhexidine- 

불활화 사균체에 adjuvant를 혼합 접종 그룹의 경우에

는 adjuvant ISA70 혼합 그룹인 그룹 D에서는 9일째부

터 폐사가 시작되어 실험 종료 시점에서 40%의 생존

율이 관찰되었고, adjuvant IMS1313을 혼합 접종한 그

룹인 그룹 E에서는 11일째부터 폐사가 시작되어 실험 

종료 시점에서 40%의 생존율이 관찰되었다. 하지만 

adjuvant IMS1313에 GI24를 첨가한 그룹인 그룹 F에

서는 9일째부터 폐사가 진행되었지만 실험 종료 시점

에서 80%의 생존율이 관찰되었을 뿐이었다. 이를 통

해 GI24 포함된 adjuvant IMS1313 혼합 백신이 GI24

가 포함되지 않은 그룹에 비해 높은 방어 효과와 면역 

반응 유도가 관찰되었다. 하지만 보다 완벽한 방어를 

위해서는 GI24의 첨가량 증가, adjuvant의 종류 변경 

또는 접종량 증가 등 추가 연구가 필요함이 확인되었

다.

결    론

  결론적으로 chlorhexidine-불활화 사균체에 다양한 

종류의 adjuvant를 혼합하여 근육 접종한 후 면역유도 

및 방어 유효성을 조사하였다. 그 결과, chlorhexidine-

불활화 사균체를 GI24 포함 adjuvant IMS1313과 혼합

하여 준비된 백신 후보주를 근육접종한 BALB/c 마우

스에서 체액성 및 세포성 매개 면역반응을 효과적으

로 유도하였으며, 병원성 S. Typhimurium 도전감염에 

대해 효과적으로 방어할 수 있음이 확인 되었다. 이상

의 결과를 종합하여 보면, chlorhexidine-불활화 사균체

에 GI24 포함 adjuvant IMS1313 혼합하여 근육 접종

하였을 경우 마우스에서 살모넬라 감염을 효과적으로 

방어 할 수 있음이 확인되었다. 하지만 도전감염 후 

80%의 생존률을 보다 효과적인 높이기 위해서는 접

종 항원량의 증가, 또는 첨부되는 GI 농도의 증가 등

과 같은 추가 연구가 필요하다고 생각된다. 
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