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Abstract

Porcinecircovirustype2(PCV2)hasbecomeahighly importantviral

pathogenforthepigindustryworldwidesinceitwasrecognizedtobea

causativeagentforporcinecircovirusassociateddisease(PCVAD).

ToinvestigatetheprevalenceofPCVAD,thisstudywascarriedoutusing

pigs in Jeju submitted to the Laboratory ofVeterinary Pathology,Jeju

NationalUniversity.From 1,003 pigs reviewed,313 pigs (31.2%) were

diagnosedasPCVADinJeju.Clinically,themostcharacteristicclinicalsigns

were wasting and respiratory signs such as dyspnea.Based on the

pathologicalexaminations,interstitialpneumoniaand/orlymphoiddepletionare

predominantlesionsinPCVAD pigs.A combinationofPCV2andporcine

reproductive and respiratory syndrome virus was the most prevalently

diagnosed.Based on thepolymerasechain reaction (PCR)using paraffin

embeddedtissues,thefirstcaseofPCV2infectionwasdetectedin1995in

Jeju.
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Recentepidemiologicalstudiesin many countriesdemonstrated a global

shiftofthemainPCV2genotypesfrom PCV2atoPCV2bintheoccurrence

ofPCVAD.TodeterminetheprevalenceofPCV2aandPCV2b,375pigswere

examinedusingPCRmethod.PCV2aandPCV2bweredetectedin44.0% and

98.7%,respectively.ThepercentageofPCV2b-positivepigswasgradually

increasedfrom 2003to2005,andwas100% forrecentsixyearsinJeju.

Necrotizing lymphadenitiscan befound in pigs naturally infected with

PCV2.Inthisstudy,20pigs(6.4%)showednecrotizinglymphadenitisbetween

2003 and 2010in Jeju.According to theresultofimmunohistochemistry,

lymphoiddepletioninPCVAD pigswithnecrotizing lymphadenitisismore

severethaninotherpigswithoutthislesion.Lymphoidnecrosisinthesepigs

maycloselyrelatedtovasculardamagewiththrombosiscausedbyheavy

PCV2antigenburden.

Keywords:immunohistochemistry,necrotizinglymphadenitis,PCR,PCVAD,

PCV2a,PCV2b
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총 설

돼지 써코바이러스(Porcinecircovirus,PCV)는 Circoviridae과,Circovirus속에

속하며,직경 약 17nm 크기에 외피(envelope)가 없는 단일가닥의 환상 DNA

바이러스이다 [9].본 바이러스는 다양한 동물종에 해 구응집능이 없으며,

산성조건(pH 3.0)이나 클로로포름(chloroform) 는 고온(70℃,15분)에서도

불활화 되지 않는 항성을 가지는 것으로 알려져 있다 [92].PCV 이외에

Circovirus속으로 분류되는 바이러스에는 앵무새에서 깃털의 소실과 발톱의

기형을 유발하는 psittacinebeakandfeatherdiseasevirus(PBFDV)를 비롯하여

canarycircovirus,goosecircovirus pigeoncircovirus등이 있다 [75].닭에서

빈 과 면역억제를 유발하는 chickenanemiavirus는 PCV와 같은 Circoviridae

과에 포함되나 Gyrovirus속이며 바이러스 입자의 크기가 약 25nm로 PCV보다

더 크다 [33]. 한 Nishizawa등 [72]은 수 후간염(posttransfusionhepatitis)

환자의 청에서 Circoviridae의 특징을 가진 바이러스 입자를 검출하 고,이를

TTvirus로 명명하여 사람 유래의 써코바이러스가 존재함을 보고한 바 있다.

PCV는 1974년 돼지 신장세포주(porcinekidney-15cellline,PK-15[ATCC-

CCL33])에 오염된 바이러스 입자를 picornavirus유사 바이러스로 분리 보고

하면서 알려졌다 [9].그 후 분리된 바이러스에 한 병원성 실험 결과 돼지에서는

특정 질병을 유발하지 않는 비병원성 바이러스로 확인되었다 [104].그러나

1990년 후반 축 성장부 을 특징으로 하는 이유후 신 소모성 증후군

(postweaingmultisystemicwastingsyndrome,PMWS)의 증상을 보인 이유자돈

에서 PCV 유사 바이러스가 분리되었다 [8,28,70].PMWS발병돈에서 분리된

PCV는 돼지 신장세포주에서 분리된 기존의 PCV와 유 ,항원 특성이 서로

상이하여 PCV2로 명명하 다 [36,67].

두 바이러스는 체 으로 비슷한 유 구조를 가지고 있지만,세부 으로

차이가 있는 것으로 보고되어 있다.PCV1의 유 자는 총 1,759개의 핵산

(nucleotides,nt)으로 구성되어 있으며,7개의 openreadingframe(ORF)이 있는
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것으로 확인되었다 [66].PCV2는 1,767～1,768nt로 구성되어 PCV1에 비해

핵산의 수가 더 많고,6개 혹은 11개 ORF를 가지는 것으로 보고되었다 [36,67,

70].다양한 ORF 에서 두 바이러스의 ORF1과 ORF2의 유 자 염기서열

아미노산 배열을 비교 분석한 결과 바이러스 복제와 련이 있는 ORF1에 한

유 자 염기서열의 상동성(homology)은 83% 으며,아미노산 배열의 상동성은

86%로 확인되었다.그리고 구조단백질 형성에 여하는 ORF2의 경우 유 자

염기서열의 상동성은 67% 으며,아미노산 배열의 상동성은 65%로 낮은 일치율을

보 다 [70].

PCV2는 구비강을 통한 직 ,분변 뇨를 통해서도 감염되는 것으로

알려져 있다 [34,75]. 한 정액 [37,53]과 유·사산 태아의 장기 [73,109]에서도

PCV2핵산이 검출되어 바이러스의 수직 가 가능한 것으로 확인되었다.이처럼

PCV2의 다양한 감염 경로가 밝 지고 있음에도 불구하고 바이러스 감염에 의한

PCVAD의 발병기 (pathogenesis) 바이러스 복제와 련된 주요 숙주세포는

아직 명확히 규명되지 않았다 [75,96].PCV2에 자연 감염되었을 때 바이러스의

1차 증식은 편도 혹은 국소림 과 같은 림 조직의 큰포식세포(macrophage)

항원제시세포(antigen-presentingcell)에서 이루어지는 것으로 추정되고 있다

[96].증식한 바이러스는 림 와 말 액을 통해 신 장기로 확산되며,림 구

고갈(lymphoiddepletion)과 말 액의 림 구감소증(lymphopenia)은 PCVAD

돼지의 가장 일반 인 특징이다 [75].이러한 림 구 감소의 원인으로는 골수

에서의 림 구 생성 감소,2차 림 조직 내 림 구 증식 감소 는 바이러스에

의한 괴사(necrosis)혹은 세포자멸사(apoptosis)에 의한 림 구 소실 등이 가설로

제시되었으나,아직 정확한 기 은 밝 지지 않은 상황이다 [75].PCV2에 감염된

돼지에서 발생하는 다양한 질병들은 Fig.1과 같다 [96].

최 로 PCV2감염으로 알려진 질병은 PMWS이다 [39,40].PMWS는 1996년

Harding Clark에 의해 캐나다에서 발생한 증례에서 처음 보고되었으며 [39],

이후 미국 [70],스페인,덴마크,북아일랜드를 비롯한 유럽 [7,8]과 한국,일본

등 아시아에서도 발생이 확인되었다 [2,17,74].PMWS는 5～12주령의 돼지에서

발생하고 주로 축,호흡곤란(dyspnea),황달(icterus),설사(diarrhea)등의 임상

증상이 나타난다 [24,39,40].이환율(morbidity)과 폐사율(mortality)은 질병이
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발생한 돈군의 분리사육 정도 발생단계에 따라 차이가 있으며 성으로 발생

하는 경우 폐사율이 10%에 육박하기도 한다 [39].PCV2에 자연 감염된 돼지의

10～30% 정도가 PMWS로 발병하며,PMWS돼지는 1차 림 기 (가슴샘)

2차 림 기 (림 ,비장,편도)의 림 구 고갈이 가장 특징 인 조직학 소견

이었다 [24,39].최근 림 고갈 외에 기존의 림 병변과는 다른 괴사성

림 염(necrotizinglymphadenitis)이 PCVAD 돼지의 병변 하나로 보고된

바 있다 [96].

Fig1.Proposedoutlineforthepathogenesisofnaturalporcinecircovirustype2

infection[96].
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PMWS외에도 PCV2는 돼지 산업에 큰 경제 향을 끼치는 다양한 질병에

여하고 있음이 알려졌다.선천성 진 증(congenitaltremor,CT)은 myoclonia

congenita,trembles jumpypigdisease로도 불리며,뇌와 척수의 수 형성

(hypomyelination)을 특징으로는 하는 포유자돈의 선천성 질병이다 [25,110].

이환된 돼지는 신 인 진 증상을 보이며,특히 머리와 사지의 진 이 심하고

수면 에는 증상이 감소하는 경향이 있다.CT는 발생원인 조직병변에 따라

6가지 유형으로 구분된다.이 바이러스 감염에 의한 것은 typeAⅠ과 AⅡ

이며, 자는 돼지열병바이러스(classicalswinefevervirus,CSFV)의 수직감염에

의해 발생한다 [25].TypeAⅡ는 북미 지역에서 가장 일반 으로 발생하는 유형

으로 1994년 Hines와 Lukert가 최 로 CT와 PCV2와의 상 성을 보고한 이래

PCV2가 typeAⅡ CT의 주요 원인체인 것으로 보고되었다 [19,25,99].그러나

최근 Kennedy등 [44]은 기존의 보고와 상반되는 주장을 제기하 으며,아직까지

PCV감염에 따른 CT발생은 논란의 여지가 남아 있다 [96].

돼지 피부염 신증 증후군(porcinedermatitisandnephropathysyndrome,

PDNS)은 1993년 국에서 최 로 보고되었다 [26].다발성의 피부병변,체

감소,다리부종, 염(vasculitis),사구체신염(glomerulonephritis)을 특징으로

하며,육성기와 비육기 돼지에서 집 으로 발생하는 질병이다 [26,92].본

질병이 보고된 기에는 원인 미상의 질병으로 알려졌으나,특이 인 병리조직학

면역학 소견에 따라 염성 병원체의 감염에 의해 형성된 면역복합체장애

(immune-complex disorder)가 주요 병인으로 두되었다 [13,26,92,102].

PDNS를 유발할 수 있는 병원체로는 돼지 생식기 호흡기 증후군 바이러스

(porcinereproductiveandrespiratorysyndromevirus,PRRSV)뿐만 아니라 [102],

Pasteurella(P.)multocida,Streptococcus(S.)suistype1 2,Escherichia

coli, Proteus spp., Haemophilus (H.) parasuis, Actinobacillus (A.)

pleuropneumoniae, Bordetella bronchiseptica, Arcanobacterium pyogenes,

Staphylococcusaureus,Salmonellaspp.등의 다양한 세균이 본 질병의 주요

원인체로 제시된 바 있다 [103].PDNS로 진단된 돼지에서 PCV2의 검출은 2000년

Rosell등 [87]에 의해 처음 보고되었다.Wellenberg등 [107]은 사례 조군연구

(case-controlstudy)를 통하여 PDNS 돼지는 PCV2항원이 100% 검출될 뿐
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아니라 PCV2항체 역가가 과도하게 높은 것을 확인하 다.따라서 높은 역가의

항체와 PCV2항원이 동시에 돼지 체내에 존재하고 있기 때문에 면역복합체

형성이 용이하게 되며 피부와 신장에 특징 인 PDNS병변을 형성한다고 보고

하 다 [107].

최근에는 PCV2가 돼지 호흡기 복합 증후군(porcine respiratory disease

complex,PRDC)에서도 요한 병원체로 여하고 있음이 제시되었다 [41,48].

PRDC는 14～22주령의 육성·비육돈에서 발생하는 다인성 질병(multifactorial

diseases)으로 성장 지연,사료 효율 하,무기력,식욕부진,발열,기침 호흡

곤란과 같은 임상증상이 특징이다 [38,48,101].PRDC돼지의 폐렴은 PRRSV,

돼지 인 루엔자 바이러스(swineinfluenzavirus),돼지 호흡기 코로나 바이러스

(porcinerespiratorycoronavirus),돼지 거 세포 바이러스(porcinecytomegalovirus)

등과 같은 바이러스와 Mycoplasma(M.)hyopneumoniae P.multocida,

S.spp.,H.parasuis,A.pleuropneumoniae등의 다양한 세균이 복합 으로 감염

되어 발생한다 [38,41].

2006년 AmericanAssociationofSwineVeterinarians(AASV)에서는 PMWS를

비롯하여 PCV2감염으로 발생하는 다양한 질병군을 통칭하여 돼지 써코바이러스

련 질병(porcinecircovirusassociateddisease,PCVAD)이라고 명명하기를

제안하 다 [34,75].본 질병 명칭 개정에 한 근거로 기존 PMWS의 ‘wasting'

이라는 용어는 1)일반 으로 체 감소(weightloss)의 의미로 사용되어 왔고

2)체 혹은 증체율 감소라는 용어는 PMWS뿐 아니라 다양한 감염성 비감

염성 질병에 범 하게 사용되고 있으며 3) 리온에 의해 사슴에서 발생하는

만성소모성질병(chronicwastingdisease)의 ‘wasting'과는 다른 의미를 내포하고

있으므로 PCV2감염증에서 ‘wasting'용어의 사용은 부 한 것으로 단하 다.

한 PCV2감염에 의한 질병 PMWS가 가장 빈번하게 발생하고 피해도 큰

표 인 질병이기는 하지만,PMWS라는 질병명 만으로는 다른 PCV2감염

질병의 모든 특징을 표할 수는 없기 때문인 것으로 단하 다 [75].비슷한

맥락으로 유럽에서 Segalés등 [97]은 porcinecircovirusdiseases(PCVD)라는

통합된 명칭을 제안하여 사용하고 있다.
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국내의 타 지역 상황과 마찬가지로 제주도 소재 양돈 농장에서도 PCVAD가

근 되지 못하고 있으며,다른 병원체들과 복합 감염되어 경제 인 피해가 지속

되고 있다.그러나 이에 한 체계 인 연구는 아직 미흡한 실정으로 제주도 내

PCVAD발생상황을 비롯한 PCV2에 한 기 연구가 필요한 시 이다.

따라서 본 연구는 제주도 사육 돼지의 과거 시료를 역추 조사하여 PCV2

감염에 의한 PCVAD의 발생상황을 다양한 측면에서 분석하고 본 질병의 병리학

특징에 하여 연구하 다. 한 PCV2두 가지 유 자형의 검출 정도를 연도별로

조사하여 제주도 돼지에서 바이러스 유 자형의 분포와 변화상의 특징을 규명

하고자 하 다.최근에는 PCV2감염으로 발생할 수 있는 괴사성 림 염이

주목받고 있는 상황이다.따라서 병리학 연구를 통하여 림 괴사 병변의

특징을 확인하고 그 발병기 을 분석하고자 하 다.
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Ⅰ.서 론

PCV2는 1991년 캐나다 서부에서 최 로 발생한 이후 세계 으로 문제시

되고 있는 PMWS의 원인체이다 [9,28,70].돼지 청을 상으로 하여 역추

조사를 실시한 결과,벨기에에서는 1969년, 국에서는 1970년,아일랜드에서는

1973년,캐나다 스페인에서는 1985년부터 PCV2에 한 항체가 확인되고 있어

PCV2는 질병 보고 이 에 이미 존재하던 것으로 확인되었다 [34]. 한 유럽에서는

PMWS가 발생하는 농장을 상으로 PCV2항체를 검사한 결과,96～100%

돼지에서 양성을 보 으며,PMWS병력이 없는 농장에서도 항체가 검출되기도

하 다 [85,106].이와 같은 결과를 토 로 특정 임상증상의 발 과 계없이

PCV2가 오래 부터 범 하게 만연되어 있었을 것으로 확인되었다.국내에서는

1998년에 최 로 PMWS발생이 보고되었다 [2,60].Lyoo등 [59]은 1998년부터

2000년까지 호흡기 증상이 있는 총 86두의 돼지를 검사한 결과,1998년,1999년

2000년에 각각 40.0%,41.2% 59.3%가 PCV2항원 양성임을 확인하 다.

PCV2는 림 병변을 특징으로 하는 신감염(systemic infection),폐렴

(pneumonia),장염(enteritis),번식장애(reproductive failure),PDNS,신경병증

(neuropathy)등 다양한 유형의 질병을 유발하는 것으로 알려져 있다. 한 일부의

림 에만 국소 감염되어 임상증상이 나타나지 않는 무증상감염(subclinical

infection)도 PCV2감염 유형 하나로 알려져 있다 [34,75,91].최근 이러한

PCV2감염에 의한 다양한 질병 유형을 통칭하여 PCVAD로 명명하 다 [34,75].

PCVAD의 다양한 질병 임상 으로 가장 일반 인 유형은 PMWS이다 [34,91].

PCVAD의 다양한 임상 증상은 PCV2의 단독 감염보다 기타 바이러스 세균의

복합 인 감염을 통해 이루어지는 것이 일반 이다. 한 다른 병원체와의 복

감염은 면역 숙주세포의 증식으로 인해 바이러스 감염을 증진시키게 된다 [76].

따라서 복 감염은 단독 감염에 비해 더욱 심각한 임상 증상 조직학 변화를

래하게 된다 [3,76].PCV2와 가장 빈번하게 복 감염되는 병원체는 PRRSV로

알려져 있다 [43,76,79,81].
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일반 으로 PCVAD의 진단은 특징 인 임상증상 발 과 림 을 비롯한 장기

내 PCV2항원을 검출함으로써 이루어진다.PCVAD를 진단하기 해서는 1개

이상의 림 조직(림 ,편도,비장),1개의 림 조직과 1개의 다른 장기(폐장,

간,신장,장) 는 2개 이상의 서로 다른 계통의 장기에서 PCV2항원의 검출이

필요하다. 한 매우 심한 병리조직학 병변을 가진 개체라 할지라도 항원이 극히

제한 으로 검출된다면,이러한 경우는 만성 인 PCVAD로 단할 수 있다 [75].

PCV2항원 검출법으로는 합효소연쇄반응(polymerasechainreaction,PCR)[2,

54],면역조직화학염색(immunohistochemistry,IHC)[12,88,98],제자리부합법

(in-situhybridization,ISH)[17,88],형 항체법 (fluorescentantibodytest,FA)

[2,65], 자 미경법 [2] 바이러스 분리 [2]등 다양한 기법들이 보고되어 있다.

PCVAD진단에서 조직학 병변은 항원의 검출과 함께 매우 결정 인 역할을

하는 요한 요소이다.PCVAD의 가장 특징 인 소견은 림 조직 내 림 여포

(lymphoidfollicle)의 림 구 고갈과 조직구 침윤(histiocyticcellinfiltration)에서

육아종성 염증(granulomatousinflammation)에 이르기까지 일련의 만성 인 염증

반응이다 [96].폐장에서는 간질성 폐렴(interstitialpneumonia)과 기 지 는

세기 지 주 섬유화(peribronchialorperibronchiolarfibrosis)가 특징 으로

나타난다 [96].

국내 양돈 산업에서 PCVAD는 지속 인 경제 손실을 야기하고 있으며,이에

따라 본 질병에 한 연구가 활발히 진행되고 있다.그러나 제주도 지역의 경우

그 연구 성과가 매우 미흡한 실정으로 이 질병에 한 체계 인 조사와 질병 발생

상황에 한 정확한 분석이 요구되고 있다.

본 연구는 2003년부터 2010년까지 야외에서 의뢰된 돼지 시료를 상으로

제주도 내 PCVAD의 발생 상황을 조사하 다.아울러 PCVAD 발생의 역학

특징,주요 임상증상,다른 병원체와의 복 감염 여부 병리학 특징 등을

다양한 측면에서 분석하 다.
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Ⅱ.재료 방법

임상 병리학 검사에 의한 제주도 내 PCVAD발생상황 조사

1.공시동물

2003년부터 2010년까지 병성감정을 해 제주도 소재 양돈 농장으로부터 제주

학교 수의과 학 병리학교실에 의뢰된 총 1,003두 돼지를 실험에 공여하 다.

이 임상증상 병리학 검사를 통해 PCVAD로 진단된 시료를 선정하여

제주도 내 PCVAD의 발생상황을 조사하 다.PCVAD로 진단된 시료는 연도별,

월별,연령별,지역별,임상증상별로 구분하여 정리하 다.

검사 돼지에 감염된 병원체 진단을 하여 PCV2는 PCR과 IHC를 수행하 다.

PCR은 Larochelle 등 [54]이 제시한 primer를 사용하 으며,IHC는 rabbit

anti-PCV2antibody(IowaStateUniversity,USA)를 이용하 다.PRRSV 항원

검사는 역 사효소 PCR (reverse transcriptase PCR,RT-PCR) mouse

anti-PRRSV (SDOW17)antibody(SouthDakotaStateUniversity,USA)를 이용

하여 IHC를 실시하 다.유산태자에서 뇌심근염 바이러스(encephalomyocarditis

virus,EMCV)의 검사는 구응집억제시험(hemagglutinationinhibitiontest,HI)을

통해 항체가를 측정하고 RT-PCR로 항원을 검사하 다.그 외 바이러스는 간

형 항체법(indirectfluorescentantibodytest) 는 PCR을 수행하 다.세균은

부검 시 확인한 병변 조직에서 소량의 시료를 채취하여 sheepbloodagarplate

(HANILKOMED,Korea) MacConkeyagarplate(BD Difco,USA)에 도말

하 다.도말을 마친 배지는 37℃에서 24～48시간 동안 배양하 다.그 밖에

Salmonellaspp.는 추가로 rambachagarplate(Merck,Germany)를 사용하 으며,

A.pleuropneumoniae와 H.parasuis는 chocolateagarplate(HANILKOMED,

Korea)에 도말한 후 candlejar를 이용하여 균체를 분리하 다.
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2.병리학 검사

2003년부터 2010년에 병성감정을 해 의뢰된 돼지는 일반 인 부검술식에

하여 외 을 검사한 다음 흉강과 복강을 노출하여 각 장기의 병변을 확인하 다.

특히 PCVAD병변이 호발하는 것으로 알려져 있는 림 폐장 등은 육안

소견을 면 하게 살펴 병변을 기록하 다.병변이 확인된 각 장기의 일부는 10%

성완충포르말린 용액에 고정하 다.고정이 완료된 조직은 병변부 를 세 한

뒤 일반 인 조직처리 방법에 따라 라핀 포매하여 3～4㎛ 두께로 편을

제작한 다음 hematoxylinandeosin(H&E)염색을 실시하 다.염색이 끝난

편은 입 후, 학 미경(OlympusBX51,Japan)을 이용하여 검경하 다.
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제주도 돼지의 라핀 블록을 이용한 PCV2항원의 역추 조사

1.공시동물

1994년부터 1998년까지 제주 학교 수의과 학 병리학교실에 의뢰된 총 43두

돼지의 라핀 블록을 실험에 공여하 다.각 개체별로 폐장 림 이 포함된

블록을 선별하 다.

2.PCR

1)검사 시료의 핵산 추출

DNA 바이러스인 PCV2에 한 PCR을 해 라핀 블록 편으로부터 핵산을

추출하 다.각 블록으로부터 오염되지 않은 조직 편을 채취하기 해 박 기

(microtome)와 박 기용 칼날은 3% 과산화수소수(3% H2O2) 70% 에탄올

희석액을 이용하여 표면에 부착되어 있는 이물질을 제거하 다. 라핀 블록의

표면은 장기간 외부 환경에 노출되면서 조직 내 DNA가 변성될 수 있으므로

박 시 표면 조직을 제거한 뒤,이후의 조직 편을 핵산 분리용 시료로 선택

하 다. 편은 약 10㎛ 두께로 제작하 으며,개체 당 3～5개의 편을 멸균된

1.5㎖ eppendorftube에 넣어 핵산 추출 까지 실온에서 보 하 다.

DNA 추출은 TaKaRaDEXPAT
TM
(TaKaRa,Japan)을 이용하 다. 편이

들어있는 1.5㎖ eppendorftube에 0.5㎖의 DEXPAT
TM
액을 가하고 잘 혼합한

다음,100℃에서 10분간 방치하 다.열처리가 끝난 시료는 바로 4℃,12,000rpm

에서 10분간 원심분리하 다.원심분리가 끝난 시료는 상층액 표면에 형성된

라핀 층을 조심스럽게 러 DNA가 포함된 상층액 약 70㎕ 정도를 추출하여

새로운 1.5㎖ eppendorftube로 옮겼다.최종 추출물은 검사 까지 -70℃에서

보 하 다.
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Agent Primer Sequences(5'to3') Position(bp)

PCV2

CF8 TAGGTTAGGGCTGTG GCCTT

263

CR8 CCGCACCTTCGGATATACTG

2)Oligonucleotideprimer의 염기서열

PCV2의 검출을 한 primer는 Larochelle등 [54]이 제시한 염기서열에 하여

제작하 다(Cosmogenetech,Korea;Table1-1).

Table1-1.OligonucleotideprimerpairsforthedetectionofPCV2

3)PCR반응조건

PCV2의 검출을 해 추출한 DNA 2㎕와 각각의 primer0.5㎕ (20pmol)

DNaseRNasefreedistilledwater17㎕를 PCR premix (MaximePCR

premix,iNtRON biotechnology,Korea)에 첨가하여 최종 반응용량이 20㎕가

되도록 하 다.PCR 조건은 95℃에 5분간 반응한 다음 95℃,65℃ 72℃에

각각 1분씩 35회 반복하고 최종 72℃에서 10분간 반응하 다 [54].PCR증폭은

PCRThermalCyclerDiceTP600(TaKaRa,Japan)을 이용하 다.

4)PCR증폭산물의 확인

반응 종료 후,각각의 반응액 7㎕씩을 취하여 1.5% agarosegel상에서 기

동을 실시한 다음 ethidium bromide용액(0.5㎕/㎖ inDW)으로 염색하 다.

UVtransilluminator(Mupid-ScopeWD,TaKaRa,Japan)로 PCV2에 한 특이 인

밴드 유무를 확인하 으며,증폭산물을 확인하기 하여 1Kb
+
DNA Ladder

(SolGent,Korea)를 molecularsizemarker로 이용하 다.
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3.IHC

조직 내 PCV2항원의 분포를 확인하고자 EnVision
TM
peroxidase-conjugated

polymerreagent(Dako,Denmark)를 이용하여 IHC를 수행하 다.각 조직은

4～5㎛ 두께로 박 하여 silanecoatingmicroslidesglass(MUTO PURE

CHEMICALS,Japan)에 부착하 다.조직 편이 완 히 부착된 다음,일반 인

조직처리 방법으로 탈 라핀 함수과정을 거쳐 자연 으로 존재하는

peroxidase를 제거하기 하여 3% H2O2가 첨가된 phosphatebufferedsaline(PBS,

pH 7.2)에 10분간 반응하 으며,항원성의 부활을 해 0.05% proteinaseⅩⅣ

(Sigma,USA)로 37℃에서 20분간 반응하 다.1차 항체로 rabbitanti-PCV2

antibody를 antibodydiluentsolution(DAKO,USA)에 1:1,000의 농도로 희석한

다음 편에 하하여 37℃에서 1시간 반응하 다.그 후 EnVision
TM
/HRP,

Rabbit/Mouse(EVN)reagent(DAKO,Denmark)를 하하여 37℃에서 40분간

반응하 다.각 단계별로 반응 후에는 PBS로 10분씩 2회에 걸쳐 수세하 다.모든

반응이 끝난 편은 3,3́-diamino-benzidinetetrahydrochloride(DAB;DAKO,

Denmark)로 발색시킨 후,3차 증류수에서 반응을 종결하 다. 조염색은

Mayer'shematoxylin(Sigma,USA)으로 핵염색 하 으며,탈수와 투명과정을

거쳐 입하 다.염색이 끝난 조직 슬라이드는 학 미경(OlympusBX51,Japan)

으로 양성 조군 음성 조군과 비교하여 항원의 존재 여부를 찰하 다.
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Ⅲ.결 과

임상 병리학 검사에 의한 제주도 내 PCVAD발생상황 조사

1.PCVAD의 발생상황

2003년부터 2010년까지 제주도 소재 양돈 농장으로부터 의뢰된 총 1,003두

돼지에 해 PCVAD 발생상황을 조사한 결과,313두(31.2%)가 PCVAD로 진단

되었다.최종 PCVAD로 진단된 질병으로는 유산,포유자돈의 선천성 진 증,

이유자돈의 PMWS 육성․비육돈에서 PCV2 감염에 의한 호흡기 질병인

PRDC가 포함되어 있다.

PCVAD로 진단된 돼지를 연도별로 분류하여 발생상황을 살펴본 결과,2003년

부터 해가 갈수록 PCVAD의 발생이 차 증가하여 2006년(49.6%)에 가장 높은

발생률을 나타내었다.2007년에는 2006년과 체로 유사한 발생 빈도로 보이고

있었으나,그 이후에는 지속 으로 감소하여 2010년(14.0%)의 경우 검사가 시작된

2003년(19.2%)보다 발생률이 감소하 다(Table1-2,Fig.1-1).
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Year 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 Total

No.of

pigs
78 91 126 135 138 114 185 136 1,003

No.of

PCVAD
15 25 33 67 65 39 50 19 313

% 19.2 27.5 26.2 49.6 47.1 34.2 27.0 14.0 31.2

Fig.1-1.AnnualprevalenceofPCVADpigsinJejufrom 2003to2010.

Table1-2.AnnualprevalenceofPCVADpigsinJejufrom 2003to2010
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Month 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

No.of

pigs
15 18 38 39 23 18 31 28 25 29 26 23

% 4.8 5.8 12.1 12.5 7.3 5.8 9.9 8.9 8.0 9.3 8.3 7.3

Ages Suckling Weaned Growing Finisher

No. of pigs 12 237 57 3

% 3.8 75.7 18.2 1.0

PCVAD로 진단된 돼지를 월별로 분류하여 살펴본 결과,제주도에서는 본

질병이 체로 연 고르게 발생하고 있었다.그러나 겨울철에서 철로 이어지는

환 기에 해당하는 3월 4월에 PCVAD의 발생이 좀 더 높은 경향을 나타내었다

(Table1-3).

Table1-3.PrevalenceofPCVADpigsbymonthinJejufrom 2003to2010

돼지의 연령을 일반 인 생활사에 하여 발육 단계별로 포유자돈,이유자돈,

육성돈 비육돈을 구분하여 PCVAD의 발생정도를 살펴본 결과,이유자돈이

237두(75.7%)로 가장 많았으며,육성돈은 57두(18.2%)로 그 다음으로 많았다

(Table1-4).

Table1-4.PrevalenceofPCVADpigsbyagesinJejufrom 2003to2010
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City Jeju-si Seogwipo-si

No.ofpigs 197 116

% 62.9 37.1

Fig.1-2.RegionaldistributionofPCVADpigsinJeju.

제주도 지역을 2011년 재 제주시와 서귀포시의 두 행정구역(Table1-5)

읍면동 단 (Fig.1-2)로 세분하여 PCVAD의 발생상황을 조사한 결과,

한림읍이 포함된 제주시(62.9%)가 서귀포시(37.1%)보다 높은 발생을 보 다.

Table1-5.RegionaldistributionofPCVADpigsinJeju
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Clinical sign No. of pigs %

Wasting 207 66.1

Dyspnea 149 47.6

Diarrhea 107 34.2

Cough 34 10.9

Nervous sign 17 5.4

Lameness 6 1.9

Abortion 4 1.3

Skin lesion 2 0.6

PCVAD의 주요 임상증상으로는 축,호흡곤란,설사,기침,신경증상 등이

주로 찰되었다.이 에서 피모가 거칠고 역립되어 있으며,척추의 가시돌기가

하게 노출되는 축이 207두(66.1%)로 PCVAD의 가장 주된 임상증상이었다

(Table1-6,Fig.1-3).

Table1-6.FrequencyofclinicalsignsinPCVADpigs
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Organ Grossfindings No.ofpigs %

Lymphnode Enlargement 167 53.4

Lung

Failtocollapseandrubberyconsistency 255 81.5

Consolidation 199 63.6

Kidney Whitefoci 50 16.0

Skin Raisedpurpleskin 2 0.6

2.병리학 검사

PCVAD로 진단된 돼지에서 육안소견을 찰한 결과,주로 폐장과 림 에서

병변이 확인되었다.폐장은 거의 모든 폐엽에 걸쳐 퇴축부 고무양 경도

(81.5%)를 나타내었다. 한 복측엽(cranioventrallobe)에 다양한 크기로 자 색

는 회색조의 경화소(63.6%)가 찰되기도 하 다(Fig.1-4). 신 림 은

고도로 종 (53.4%)되어 있었으며,특히 서혜부 림 (inguinallymphnode)은

정상 인 림 에 비하여 약 3내지 4배가량 종 되어 있었다(Fig.1-5).기타

장기의 변화로는 신장의 백색반 정상보다 융기된 자 색조의 피부 병변이

찰되었다(Table1-7).

Table1-7.FrequencyofgrossfindingsinPCVADpigs
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PCVAD로 진단된 돼지의 주요 병리조직학 소견은 폐장과 림 에서 주로

찰되었다.폐장의 폐포벽은 단핵염증세포 침윤 제 2형 폐포세포(typeⅡ

pneumocyte)의 증식으로 비후되고 폐포 내강이 좁아져 있는 간질성 폐렴이 확인

되었다(Fig. 1-6). 일부 기 지 는 세기 지 주 로 섬유세포의 증식

(peribronchialorperibronchiolarfibroplasia)이 찰되었으며,증식된 섬유세포는

세기 지 내강쪽으로 증식하여 용종(polyp)을 형성하거나 때로 세기 지의

연속성이 단 되는 분 소견(segmentation)을 보이기도 하 다(Fig.1-7).폐장의

복측엽에는 간질성 폐렴 소견 이외에 폐포벽의 비후가 동반되고 기 지

세기 지 내강에 화농성 삼출물이 들어 있는 기 지폐렴이 동반되어 있었다.

림 피질(cortex)의 림 여포 속겉질(paracortex)의 림 구는 고갈되고,

림 구가 고갈된 림 여포의 종자 심(germinalcenter) 수질(medulla)에는

조직구의 침윤으로 피질과 수질의 경계가 모호하 다(Fig.1-8and9).침윤된

조직구의 일부는 서로 융합하여 다핵거 세포(multinucleargiantcell)를 형성

하기도 하 으며(Fig.1-10),일부 조직구의 세포질과 핵 내에는 호염성의 포도

송이와 같은 특이 인 PCV2 입체(inclusionbody)가 찰되었다(Fig.1-11).

PCVAD 돼지에서 주요 병리조직학 병변의 발 빈도를 살펴본 결과,폐장

에서는 간질성 폐렴과 기 지 는 세기 지 주 에 섬유세포의 증식이 각각

272두(86.9%) 169두(54.0%)로 가장 빈번하게 찰되었다.림 에서는

림 구 고갈과 조직구/다핵거 세포 침윤이 각각 245두(78.3%) 208두(66.5%)로

가장 높게 찰되었다. 한 심장에서의 림 구조직구성 심근염(lymphohistiocytic

myocarditis,Fig.1-12),뇌의 성 원형세포침윤(perivascularcuffing,Fig.1-13),

신장의 간질성 신염(interstitialnephritis,Fig.1-14)은 40% 미만의 발 빈도를

보 다.기타 병변은 간,척수 피부 등에서 찰할 수 있었다(Table1-8).
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Tissue Histopathologicdescription No.ofpigs %

Lymphnode

Lymphoiddepletion 245 78.3

Histiocyticcell/

multinucleargiantcellinfiltration
208 66.5

Inclusionbodies 117 37.4

Necroticlymphadenitis 20 6.4

Lung

Interstitialpneumonia 272 86.9

Peribronchial/peribronchiolarfibroplasia 169 54.0

Necroticbronchiolitis 53 16.9

Liver Lymphohistiocytichepatitis 71 22.7

Heart Lymphohistiocyticmyocarditis 120 38.3

Kidney Interstitialnephritis 108 34.5

Brain

Perivascularcuffing 115 36.7

Focalgliosis 14 4.5

Spinalcord Hypomyelination 4 1.3

Skin Necrotizingvasculitis 2 0.6

Table1-8.FrequencyofhistopathologiclesionsinPCVADpigs
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3.PCVAD돼지에서 PCV2 다른 병원체와의 복 감염 조사

2003년부터 2010년까지 PCVAD로 진단된 돼지에 해 PCV2와 기타 병원체

와의 복 감염을 조사한 결과,PCV2단독 감염에 의한 PCVAD의 발생은 28두

(8.9%)에 불과하 다.반면,여러 가지 병원체 에서 신성,호흡기 는 소화기

질병을 유발하는 바이러스 세균과의 복합 인 감염이 일반 이었다.다른

병원체와의 복 감염은 한 마리 돼지에 2종에서 최 5종까지 매우 복잡한 감염

양상을 보이고 있었다.이 3 감염이 148두(47.3%)로 가장 높게 나타났으며,

PRRSV와 호흡기 감염 세균인 S.spp.혹은 P.multocida의 복합 감염이 가장

빈번하 다.병원체별로 복 감염 빈도를 조사한 결과,모든 병원체 에서

PRRSV가 227두(72.5%)에서 검출되어 가장 높은 복 감염률을 보 다.따라서

제주 지역에서 발생한 부분의 PCVAD에 PRRSV도 깊게 여하고 있음이

확인되었다.기타 바이러스로는 유산을 유발하는 EMCV,포유자돈에서 설사를

일으키는 rotavirus 상부 호흡기에 감염되는 cytomegalovirus등이 확인되었다.

세균은 호흡기 질병을 유발하는 S.spp. P.multocida가 각각 104두(33.2%)

89두(28.4%)로 높은 복 감염을 보이고 있었다.소화기 질병으로는 Salmonella

typhimurium이 67두(21.4%)로 가장 높았으며,일부 포유 이유 기 자돈에서

구포자충(Coccidia)이 복 감염되기도 하 다(Table1-9,Fig.1-15).
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Pattern Pathogen
Year Total

(%)2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Single PCV2
*

　 2 1 3 1 7 10 4 28(8.9)

2agents

PRRSV 2 3 3 8 10 5 9 3 43(13.7)

Strep 　 1 2 2 1 　 2 　 8(2.6)

Sal 　 　 　 6 　 1 　 　 7(2.2)

APP 　 　 　 　 　 1 2 1 4(1.3)

PM 1 1 　 　 　 　 1 　 3(1.0)

Rota 　 　 2 　 　 　 　 　 2(0.6)

EMCV 　 　 　 1 　 　 　 1(0.3)

EC 　 　 　 　 　 1 1 　 2(0.6)

MH 　 　 　 　 　 　 　 1 1(0.3)

SH 　 　 　 　 　 1 　 　 1(0.3)

Coccidia 　 　 　 1 　 　 　 　 1(0.3)

Bronchop 2 　 　 　 1 　 　 　 3(1.0)

3agents

PRRSV+Strep 1 2 4 4 10 6 8 4 39(12.5)

PRRSV+PM 4 5 3 2 4 5 8 　 31(9.9)

PRRSV+Sal 2 3 7 8 2 　 　 　 22(7.0)

PRRSV+HP 　 1 　 3 　 3 2 　 9(2.9)

PRRSV+BB 　 　 　 　 1 1 1 　 3(1.0)

PRRSV+APP 　 　 　 　 　 　 2 　 2(0.6)

PRRSV+BH 　 　 　 　 2 　 　 　 2(0.6)

PRRSV+Arcano 　 　 　 　 　 　 1 　 1(0.3)

PRRSV+BP 　 　 　 　 　 　 　 1 1(0.3)

PRRSV+Coccidia 　 　 　 1 　 　 　 　 1(0.3)

Strep+Sal 　 　 　 7 4 　 　 　 11(3.5)

Strep+PM 　 　 　 　 3 1 　 　 4(1.3)

Strep+APP 　 　 1 　 　 　 　 　 1(0.3)

Strep+BH 　 　 　 　 1 　 　 　 1(0.3)

Strep+BP 　 　 　 　 1 　 　 　 1(0.3)

PM+Sal 　 　 　 　 1 　 　 　 1(0.3)

Sal+Cyto 　 　 　 1 　 　 　 　 1(0.3)

PRRSV+Bronchop 2 2 4 1 3 2 2 1 17(5.4)

4agents

PRRSV+Strep+PM 1 　 3 4 8 4 　 　 20(6.4)

PRRSV+PM+HP 　 5 　 7 　 　 　 　 12(3.8)

PRRSV+Strep+Sal 　 　 2 3 2 　 　 　 7(2.2)

PRRSV+PM+Sal 　 　 1 　 2 　 1 　 4(1.3)

PRRSV+Sal+BB 　 　 　 1 1 　 　 　 2(0.6)

PRRSV+PM+BP 　 　 　 　 　 1 　 2 3(1.0)

PRRSV+Strep+APP 　 　 　 　 1 　 　 　 1(0.3)

PRRSV+Sal+Coccidia 　 　 　 1 　 　 　 　 1(0.3)

PM+Strep+Sal 　 　 　 　 3 　 　 2 5(1.6)

5agents PRRSV+PM+Strep+Sal 　 　 　 4 2 　 　 　 6(1.9)

Total 15 25 33 67 65 39 50 19 313(100)

Table1-9.InfectionstatueofPCV2andotherpathogensinPCVADpigsinJeju

* Abbreviations:Cyto,cytomegalovirus;EMCV,encephalomyocarditisvirus;PCV2,porcinecircovirus2;

PRRSV,porcinereproductiveandrespiratorysyndromevirus;Rota,rotavirus;Arcano,Arcanobacterium

pyogenes; APP, Actinobacillus pleuropneumoniae; BB, Bordetella bronchiseptica; BH, Brachyspira

hyodysenteriae; BP,Brachyspira pilosicoli; EC,Escherichia coli; HP,Haemophilus parasuis;MH,

Mycoplasmahyopneumoniae;PM,Pasteurellamultocida;Sal,Salmonellatyphimurium;SH,Staphylococcus

hyicussubsp.hyicus;Strep,Streptococcusspp.;Bronchop,bronchopneumonia(Causenotdetermined.).
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A

B

Fig.1-15.MixedinfectedpathogenswithPCV2inPCVAD pigsinJeju(A:

Virus,B:Bacteriaandparasite).
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Year No.ofcases

PCR

IHCNo.of

positivepigs
%

1994 10 0 0 Negative

1995 7 1 14.3 Negative

1996 6 4 66.7 Negative

1997 10 5 50.0 Negative

1998 10 5 50.0 Positive

Fig.1-16.PCRproductsofPCV2from porcineparaffinembeddedtissues.

LaneM:1kbDNA ladder;lane1～7:tissuesamples;lane8:positive

control;lane9:negativecontrol.

제주도 돼지의 라핀 블록을 이용한 PCV2항원의 역추 조사

1994년부터 1998년까지 의뢰된 돼지 43두의 라핀 블록에 한 PCR 검사

결과,1994년 시료에서는 음성을 나타내었으나 1995년 1두(14.3%)를 시작으로

1998년까지 PCV2의 항원이 검출되었다(Table1-10).반면 IHC는 1998년 조직

에서만 양성 반응을 나타내어 두 검사 기법의 항원 검출 민감도에 차이가 있음을

확인할 수 있었다(Table1-10,Fig.1-16).

Table1-10.ResultsofPCR andIHCtodetectPCV2usingporcineparaffin

embeddedtissues
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LegendsforFigures

Fig.1-3.PCVAD piglet.Thepigletshowedgrowthretardationandrough

haircoat(arrow).

Fig. 1-4. Note fail to collapsed lung with rubbery consistency and

well-demarcatedapicalconsolidation.

Fig.1-5.The inguinallymph nodes in abdominalcavity were severely

enlarged.

Fig.1-6.The lung showed severe diffuse interstitialpneumonia with

peribronchiolarfibroplasia.H&E.Bar=100㎛.

Fig.1-7.Note peribronchiolar fibroplasia with segmentation (arrow) of

affectedbronchiole.H&E.Bar=50㎛.

Fig.1-8.Thelymphnodeshowedseverelymphoiddepletionandlossofbasic

architectureinlymphoidfollicles.H&E.Bar=100㎛.

Fig.1-9.Severelymphoiddepletionwithmarkedhistiocyticreplacementwas

observedinlymphoidfollicles.H&E.Bar=50㎛.

Fig.1-10.Manymultinucleargiantcellswereinfiltratedinlymphnode.H&E.

Bar=20㎛.

Fig.1-11.Spherical,basophilicinclusionbodiesofPCV2werefoundinthe

cytoplasm ofhistiocyticcells.H&E.Bar=20㎛.
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Fig.1-12.Multifocalinfiltrationoflympho-histiocyticcellswasobservedin

themyocardium.H&E.Bar=50㎛.

Fig.1-13.Noteperivascularcuffingoflympho-histiocyticcellsinthebrain.

H&E.Bar=50㎛.

Fig.1-14.Lympho-histiocyticinfiltrateswerepresentintheinterstitium of

renalcortex.H&E.Bar=50㎛.
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고 찰

2003년부터 2010년까지 제주도에서 PCVAD의 발생 상황을 조사한 결과,

총 31.2%(313두)의 돼지에서 본 질병이 확인되었다.연도별로는 2003년 이후

발생이 증가하여 2006년에 가장 높은 발생률을 나타내었다.그러나 2007년 이후

에는 꾸 히 감소하는 경향을 보 다.미국의 경우 PCVAD가 제주도 상황과 매우

유사하여 1993년부터 차 증가하다가 2006년에 최고로 많은 발생을 나타내었다 [75].

캐나다 한 미국과 유사한 경향을 나타내었으며,특히 2004～2005년 사이에

PCVAD가 폭발 으로 증가하여 캐나다 양돈 산업에 막 한 피해를 입혔다 [14].

스페인에서는 1999～2000년 사이에 PCVAD가 최고로 발생하여 제주도 보다 좀

더 이른 시기에 유행하 음을 알 수 있었다 [93].일본의 경우,2000년부터 2003년

사이 PCVAD 발생률은 23.4%로 보고되었으며 [43],제주도의 2003년 발생률

19.2%에 비하여 다소 높게 발생하고 있었다.제주도의 PCVAD의 발생은 북미

지역의 발생 상황과 가장 유사한 경향을 보 다.북미 지역의 경우,PCVAD가

증하는 시 에 과거 이 지역에 존재하고 있던 바이러스의 유 자형과는 다른

새로운 바이러스가 유입되고 있음이 보고되었다 [14,15].따라서 PCV2의 유 형

분석 등 세부 인 연구를 통해 제주도 내 PCVAD의 발생 상황을 면 히 조사해야

할 것으로 사료된다.

연도별로는 2007년 이후 PCVAD의 발생이 감소하는 경향을 나타내었으며,

이는 2008년부터 국 으로 PCV2백신이 공 되기 시작한 시 과 체로 일치

하고 있다.따라서 제주도 내 양돈장에서 백신 종이 증가함에 따라 질병 방어에

효과를 나타내면서 PCVAD의 발생도 자연스럽게 감소한 것으로 추정된다.따라서

본 연구기간인 2010년 이후에도 지속 인 모니터링을 통하여 백신 종에 의한

질병 방어 효과를 면 히 검토,분석해야 할 필요성이 제기되고 있는 상황이다.

제주도에서 PCVAD의 월별 발생 상황을 살펴보면,겨울철이 지나 이 되는

3월 4월에 가장 높은 발생을 보 다.이러한 결과는 국내 내륙 지역의 경우

5월에 가장 많이 발생한다는 Kim 등 [49]의 보고에 비하여 다소 앞서는 것이다.
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한 기존의 보고는 5월에만 집 으로 발생하는 반면,본 연구에서는 일부

겨울철(1～2월)을 제외하고 체로 고르게 발생하고 있었다.특히 제주도의 경우

3～4월에 PCVAD의 발생이 많은 경향을 보이고 있는데,이는 겨울에서 으로

계 이 바 면서 제주도 지역의 특성상 날씨의 변화가 심하고 비가 오는 경우가

많아 양돈장에 환경 스트 스 요인이 가 되면서 본 질병에 한 감수성이 증가

하기 때문인 것으로 사료된다.

제주도에서 발생한 PCVAD를 감염 돼지의 연령에 따라 구분하여 분석한 결과,

이유자돈이 75.7%를 차지하여 가장 높았다.본 결과는 PCVAD의 가장 일반 인

유형인 PMWS의 발생 연령 에 부합하는 것으로 제주도에서도 PCV2가 이유

자돈에서 가장 크게 문제시되고 있음을 시사하는 것으로 단된다 [34,40].

PCVAD의 지역별 발생 상황을 보면,제주시가 서귀포시에 비해 높은 발생을

보이고 있다.이러한 결과는 제주도 내 양돈 농가의 지역별 분포 상황과 련이

있을 것으로 추정할 수 있다.즉,제주도에서 양돈 농장이 가장 많이 집되어

있는 한림읍과 애월읍이 모두 제주시에 속해 있으므로,지역별 발생의 차이가

생기는 것으로 여겨진다.읍면 단 로 PCVAD의 발생상황을 분석한 결과 안덕면을

제외한 거의 모든 제주 지역에서 PCVAD가 발생하고 있어 지역 인 편차는

거의 없는 것으로 확인되었다.

PCVAD의 주요 임상증상으로는 축이 가장 많았으며,호흡곤란과 설사도

자주 찰되었다.이 세 가지 증상은 국내 다른 지역뿐만 아니라 유럽,북미

기타 아시아 국가에서 발생하는 PCVAD의 임상증상과 일치하 다 [2,9,39,91].

특히 이유자돈에서의 축은 PMWS의 표 인 임상증상 하나로 제주도에서도

여러 가지 스트 스 요인이 증가하는 이유 시 에 PCV2가 감염되어 성장 지연을

유발하고 있음을 확인할 수 있었다.

제주도의 PCVAD돼지에서 표 인 육안소견은 폐장과 림 에서 찰되었다.

폐장에서는 퇴축부 ,고무양 경도 경화소를 찰할 수 있었다.폐장의 퇴축

부 과 고무와 같은 경도는 폐장 반에 걸쳐 미만성으로 찰되었으며 이는

바이러스 감염에 의한 간질성 폐렴의 표 인 육안 소견 하나이다 [57].

이러한 간질성 폐렴은 육안 소견만으로는 확진이 어렵기 때문에 병리조직학

검사가 반드시 수반되어야 한다 [57].폐장의 경화소는 주로 복측엽에서 찰
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되었으며,이는 일부 를 제외하고 세균 감염에 의한 기 지폐렴을 의미한다 [57].

따라서 경화소는 PCV2에 의한 원발 소견이 아니라 2차 세균 감염에 의해 발생

한 병변으로,경화소 발생의 증가는 제주도에서도 PCV2와 다른 병원체와의 복

감염이 일반 임을 반증하는 것으로 사료된다.다른 주요장기인 림 은 고도로

종 되어 부분 진이 가능하 다.육안 으로 림 병변 감별에 있어

림 의 크기 측정이 요하다.림 종 는 하나의 림 에서만 발생할 수도

있고 신에 걸쳐 나타날 수도 있으므로 각각의 림 을 종합 으로 검사하여야

한다 [90].PCVAD 돼지는 서혜부림 을 비롯한 신 림 의 종 소견을

보인다 [91].본 연구에서 찰된 반 인 육안 소견의 발생 정도는 기존의

보고와 크게 다르지 않았다 [39,96].

본 연구에서 PCVAD돼지의 특징 인 병리조직학 소견으로는 폐장의 기 지

는 세기 지 주 에 섬유세포의 증식을 동반한 간질성 폐렴과 림 의 조직구

침윤이 동반된 림 구 고갈이었다.간질성 폐렴은 바이러스 폐렴의 특징이며,특히

기 지 는 세기 지 주 에 섬유세포의 증식은 PCV2감염 시 나타나는 특징 인

병변으로 알려져 있다 [75].림 은 림 구 고갈,조직구/다핵거 세포 침윤

바이러스 입체의 출 이 찰되었다.본 연구에서 주로 찰된 병리조직학

병변들은 기존의 연구자들의 보고와 체로 유사하 다 [2,75,96].

다른 병원체와의 복 감염을 조사한 결과,단독 감염(8.9%)보다는 다른 바이러스

는 세균과의 복합 감염이 일반 이었다. 복 감염은 3 감염이 가장 많았으며,

병원체 별로 바이러스는 PRRSV,세균은 S.spp.와 P,multocida가 가장 높은

복 감염률을 보 다.PRRSV는 기존의 여러 국가의 보고에서도 PCVAD에 가장

많이 개재하고 있는 것으로 보고된 바 있다 [43,76,79,81].

라핀 포매 조직을 이용하여 제주도에서 PCV2감염을 역추 조사한 결과,

PCR 검사에서는 1995년 시료부터 PCV2항원이 검출되었다.반면,IHC에서는

1998년 시료에서만 양성 반응이 확인되었다.본 연구를 통하여 제주도에는 국내에서

PCV2의 존재를 최 로 보고한 1998년 [18,60]보다 앞선 시기에 이미 PCV2가

존재하고 있었음을 알 수 있었다. 한 본 연구를 통해 장기간 보 된 라핀

포매 조직에서도 PCV2항원이 검출됨을 확인하 다.특히 PCR기법은 IHC보다

더욱 민감하게 PCV2항원을 검출할 수 있는 기법이었다.Grierson등 [35]은
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1970년 부터 1990년 까지의 라핀 포매 블록을 이용하여 PCV2에 한

PCR을 실시한 결과,1970년 조직에서도 약 32% 정도의 PCV2유 자를

검출한 바 있다.이는 1990년 조직에서의 검출율 41%에 비하여 크게 뒤떨어지지

않는 결과 다.따라서 라핀 포매 조직을 이용한 PCR기법은 항체가 만을 검사할

수 있는 청검사법에 비하여 표 장기 내에서 직 상 병원체의 유 자를

검사할 수 있을 뿐만 아니라 조직의 병변까지 확인할 수 있기 때문에 PCVAD와

같은 염성 질병의 회고 연구에 많은 기여를 할 수 있을 것으로 사료된다.
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제 2장

제주도 내 돼지에서 PCV2유 자형 2a

2b의 분포

DistributionofTwoDifferentPCV2Genotypes

2aand2binPigsinJeju
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Ⅰ.서 론

PCV2는 정이십면체 구조를 가진 단일가닥의 환상 DNA 바이러스로서 직경이

약 17nm 크기로 포유류 바이러스 가장 작은 바이러스이다 [63,75,92].본

바이러스는 총 1,767～1,768nt로 구성되어 있으며,6개 혹은 11개 ORF를 가지는

것으로 보고된 바 있다 [36,67,70].이 에서 945bases로 구성된 ORF1은 두

종류의 replicaseprotein (Rep Rep′)을 암호화하고,702bases로 구성된

ORF2는 구조단백질인 capsidprotein을 암호화하여 바이러스의 복제와 구조

단백질의 형성에 요한 요소로 확인되었다 [71].특히 capsidprotein은 세포의

heparinsulfatereceptor와 상호작용하여 방어 항체를 유도하는 물질로 여겨지고

있어 면역학 으로 요성이 높다 [68].이 외에도 ORF3은 바이러스 복제의

필수 요소는 아니지만,caspase-8pathway와 caspase-3pathway를 활성화하여

세포자멸사를 유도하는데 련이 있는 것으로 보고된 바 있다 [56].그러나

ORF3와 세포자멸사와의 련성은 아직까지 논란의 여지가 남아 있다 [34].

Olvera등 [78]은 PCV2의 유 자 분석을 통하여 group1 group2로 분류

하 으며,PCV2group1은 3개의 clusters(1A～1C),PCV2group2는 5개의

clusters(2A～2E)로 다시 세분하 다.Gagnon등 [31]은 PCV2의 계통발생분석

(phylogenieticanalysis)을 이용하여 PCV2a PCV2b로 분류하 다. 한 북미의

여러 연구소에서는 제한 편길이다형성(restrictionfragmentlengthpolymorphism,

RFLP)분석을 통하여 RFLPpattern422 RFLPpattern321로 분류하여 보고

하기도 하 다 [14,75].상기의 다양한 분류 기법을 통하여 PCV2를 세분한 명칭을

종합하면 Table2-1과 같다 [75].최근에는 이미 알려진 두 유 자형 외에 제 3의

유 자형이 확인되었으며 [27],Segalés등 [95]은 PCV2의 세 가지 계통발생학

유 자형에 한 명칭을 PCV2a,2b 2c로 제안하 다.

PCV2a는 1,768nt크기의 염기서열을 가지고 있고 세계 으로 검출되는

반면,PCV2b는 염기서열의 크기가 1,767nt로 주로 유럽 지역과 국에서 분리

되었다 [15,62,78,108].북미지역에서는 2004년까지 PCV2a만이 분리되는 것으로
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SubclassificationofPCV2

PCV2group1 PCV2group2

PCV2b PCV2a

European-likesrtain NorthAmerican-likestrain

RFLPpattern321(new)
*

RFLPpattern422(old)
*

*BasedontheRFLP;oldversusnew canbedistinguishedonlybysequencing.

알려져 왔었으나,2005년과 2006년 PCVAD가 증하면서 PCV2b가 처음으로

확인되었다 [15,31].

Table2-1.ProposednomenclatureforthesubclassificationofPCV2[75]

PCV2검출 기법으로는 FA [2,65], 자 미경법 [2],IHC [12,88,98]

PCR[2,54]등이 있으며,이 에서 PCR은 야외 돼지의 다양한 시료에서 PCV2를

검출하는데 합하고,민감도와 특이성이 높아 리 사용되고 있는 진단 기법

이다 [54]. 한 PCV2a와 PCV2b를 감별하기 하여 바이러스 유 자 염기서열

분석(viralgenomicsequencing),RFLP,실시간 합효소연쇄반응(real-timePCR),

nestedPCR등 다양한 실험기법이 도입되어 있다 [14,58,75].

최근 유 자형 분석을 통하여 PCV1 PCV2에 한 다양한 유 자형이 규명

되고 있으며,세계 으로 각 유 자형의 지역 분포 특징과 병원성에 한

연구가 활발히 진행되고 있다 [21,30,42,64].국내에서도 PCV2국내 분리주의

유 학 특성에 한 연구 [1,4,10,20] PCVAD가 발병한 돼지와 발병하지

않은 돼지에서 PCV2a와 PCV2b의 감염 정도를 비교,조사하기도 하 다 [45,46].

섬이라는 독특한 지역 특색을 가진 제주도에서는 아직까지 PCV2의 유 자

형에 한 체계 인 분석이 이루어지지 못한 실정이다.따라서 본 연구는 제주도

돼지를 상으로 PCV2a PCV2b의 감염 상태를 조사하고 이를 통하여 제주도에서

PCVAD의 발생 상황과 비교 분석을 하고자 수행하 다.
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Ⅱ.재료 방법

1.공시동물

2003년부터 2010년까지 총 101개 양돈장에서 제주 학교 수의과 학 병리학

교실로 병성감정 의뢰되어 PCVAD로 진단된 돼지와 함께 임상 병리학 으로

PCVAD의 특징 인 소견은 찰되지 않았지만 상기 농장에서 같이 의뢰되었던

돼지를 추가하여 총 375두를 실험에 공여하 다.검사 조직은 부검 후 냉동 보 하고

있던 림 ,편도,폐장 조직을 사용하 다.

2.PCR

1)검사 시료의 핵산 추출

PCV2a PCV2b를 감별하기 하여 PCR을 실시하 다.유 자 검사를 하여

냉동 보 된 림 ,편도,폐장의 일부를 채취하여 DNaseRNasefreedistilled

water(Invitrogen,USA)와 1:10비율로 혼합하여 균질화 시킨 후 상층액을 이용

하 다.

DNA추출은 G-spin
TM
DNA extractionkit(iNtRON biotechnology,Korea)를

이용하 다.시료의 상층액 200㎕에 G-buffer400㎕을 잘 혼합한 다음 70℃에서

10분간 방치하고 binding buffer400㎕를 첨가하여 column에 800㎕를 넣고

12,000rpm에서 1분간 원심분리하 다.collectiontube에 여과된 용액을 제거하고

500㎕의 washingbuffer을 분주하여 12,000rpm에서 1분간 원심분리한 후 상기

과정을 1회 반복하 다.새로운 1.5㎖ effendorftube에 column을 넣고 100㎖의

elutionbuffer를 첨가하여 13,000rpm에서 1분간 원심분리를 실시하 다.최종

추출물은 PCR검사 까지 -70℃에 냉동보 하 다.
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Genotype Primer Sequences (5' to 3') Position (bp)

PCV2a

2a-F AAC AAT CCA CGG AGG AAG G

568

2a-R GGG ACC AAC AAA ATC TCY

PCV2b

2b-F CTG TTT TCG AAC GCA GTG

360

2b-R CTC AAA CCC CCG CTC TG

2)Oligonucleotideprimer의 염기서열

PCV2의 유 자형 검출을 한 primer는 Lyoo등 [58]이 제시한 염기서열에

하여 제작하 다(Cosmogenetech,Korea;Table2-2).

Table2-2.OligonucleotideprimerpairstodifferentiatebetweenPCV2aand

PCV2b

3)PCR반응조건

PCV2a 2b의 검출을 해 추출한 DNA2㎕와 각각의 primer0.5㎕ (20pmol)

DNaseRNasefreedistilledwater17㎕를 PCR premix (MaximePCR

premix,iNtRON biotechnology,Korea)에 첨가하여 최종 반응용량이 20㎕가

되도록 하 다.PCR 조건은 94℃에 5분간 반응한 다음 94℃,57℃ 72℃에

각각 30 씩 30회 반복하고 최종 72℃에서 5분간 반응하 다 [58].PCR증폭은

PCRThermalCyclerDiceTP600(TaKaRa,Japan)을 이용하 다.
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4)PCR증폭산물의 확인

반응 종료 후,각각의 반응액 7㎕씩을 취하여 1.5% agarosegel상에서 기

동을 실시한 다음 ethidium bromide용액(0.5㎕/㎖ inDW)으로 염색하 다.

UVtransilluminator(Mupid-ScopeWD,TaKaRa,Japan)로 각각의 유 자형에 한

특이 인 밴드 유무를 확인하 으며,증폭산물을 확인하기 하여 1Kb
+
DNA

Ladder(SolGent,Korea)를 molecularsizemarker로 이용하 다.
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Ⅲ.결 과

제주도 내 돼지에서 PCV2의 두 가지 유 자형인 PCV2a와 PCV2b의 감염

정도를 조사하기 하여 PCR을 실시한 결과,PCV2a는 568bp,PCV2b는 360bp

치에서 각 유 자의 특이 인 밴드를 확인할 수 있었다(Fig.2-1).

Fig. 2-1. PCR products of PCV2a and PCV2b from porcine tissue

homogenates.LaneM:1kbDNA ladder;lane1～6:porcinetissuesamples;

lane7:PCV2apositivecontrol;lane8:PCV2anegativecontrol;lane9～14:

porcine tissuesamples;lane15:PCV2b positivecontrol;lane16:PCV2b

negativecontrol.
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Year 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 Total

No.of

cases
12 28 51 70 71 51 68 24 375

PCV2a

(%)

12

(100)

16

(57)

37

(72.5)

22

(31.4)

24

(33.8)

14

(27.5)

32

(47)

8

(33.3)

165

(44.0)

PCV2b

(%)

9

(75)

26

(92.9)

51

(100)

70

(100)

71

(100)

51

(100)

68

(100)

24

(100)

370

(98.7)

PCV2a&

PCV2b

(%)

9

(75)

14

(50)

37

(72.5)

22

(31.4)

24

(33.8)

14

(27.5)

32

(47)

8

(33.3)

160

(42.7)

2003년부터 2010년까지 의뢰된 총 375두 돼지에서 PCV2a와 PCV2b의 감염

상황을 조사한 결과,PCV2a는 165두(44.0%),PCV2b는 370두(98.7%)에서 감염이

확인되었다.이 PCV2a PCV2b의 혼합 감염은 160두(42.7%)에서 검출되었다.

연도별 감염 상황을 살펴본 결과,2003년에는 PCV2a의 감염이 PCV2b보다

높게 나타났다.이후 PCV2a의 감염률이 2008년까지 감소를 지속하다가 2009년

소폭 증가하 으나 2010년에는 다시 감소하 다. 체 으로 2004년 이후에는

감소하는 경향을 나타내고 있었다.반면,PCV2b는 2003년 이후 증가하여 2005년

부터는 의뢰된 시료에서 100%의 감염율이 지속되었다.2006년에서 2008년 사이에는

두 유 자형의 감염률이 가장 많은 차이를 보이고 있었다.가장 최근인 2010년의

경우 2007년 상황과 매우 유사하 다(Table2-3,Fig.2-2).

Table2-3.AnnualprevalenceofPCV2aand2binfieldporcinetissues
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Fig.2-2.Diagram forannualprevalenceofPCV2aand2binJeju.
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Agent PCV2a PCV2b PCV2a& PCV2b

No.ofpigs 1 4 1

Year 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 Total

No.ofcases 0 2 9 2 3 1 3 5 25

PCV2a 0 2 4 0 2 0 1 0 9

PCV2b 0 1 9 2 3 1 3 5 24

PCV2a& PCV2b 0 1 4 0 2 0 1 0 8

2006～2007년에 의뢰된 총 4두의 유산태자에서 PCV2a PCV2b의 감염을

살펴본 결과,모든 유산태자에서 PCV2b가 검출되었으며,이 1두가 PCV2a와

혼합 감염되어 있었다(Table2-4).

Table2-4.DetectionofPCV2aand2binporcineabortedfetuses

2003년부터 2010년까지 의뢰된 총 25두의 포유자돈에서 두 유 자형의 감염

상황을 살펴본 결과,PCV2b는 24두,PCV2a는 9두가 감염되어 PCV2b의 감염이

높게 나타났다(Table2-5).

Table2-5.AnnualprevalenceofPCV2aand2binsucklingpigs
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Year 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 Total

No.ofcases 11 21 29 64 58 31 49 14 277

PCV2a 11 10 23 19 20 10 23 5 121

PCV2b 8 20 29 64 58 31 49 14 273

PCV2a& PCV2b 8 9 23 19 20 10 23 5 117

Year 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 Total

No.ofcases 1 5 13 3 7 19 16 5 69

PCV2a 1 4 10 3 6 4 8 3 39

PCV2b 1 5 13 3 7 19 16 5 69

PCV2a& PCV2b 1 4 10 3 6 4 8 3 39

2003년부터 2010년까지 의뢰된 총 277두의 이유자돈에서는 PCV2b가 273두,

PCV2a가 121두에 감염되어 PCV2b의 감염이 높게 나타났다.두 유 자형이

모두 검출된 돼지는 117두로 확인되었다(Table2-6).

Table2-6.AnnualprevalenceofPCV2aand2binweanedpigs

동일한 기간에 의뢰되었던 총 69두의 육성·비육돈에서는 PCV2b가 69두,

PCV2a가 39두에 감염되어 이유자돈과 유사한 상황이었다.그러나 육성·비육돈

구간에서는 과반수이상인 56.5%가 PCV2a에 감염되어 있는 것으로 나타나 포유

자돈(36.0%)이나 이유자돈(43.7%)에 비해 상 으로 높은 감염률을 보 다

(Table2-7).

Table2-7.AnnualprevalenceofPCV2aand2bingrowingandfinisherpigs
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Ⅳ.고 찰

PCV2는 계통발생분석을 통하여 PCV2a PCV2b로 분류되었으며,최근

Dupont등 [27]에 의해 제 3의 유 자형인 PCV2c도 알려지게 되었다.이와 같이

PCV2의 유 자형 분석이 활발히 이루어지고 있는 가운데 분류된 유 자형에

한 병원성 비교 등의 연구 한 다양하게 개되고 있다 [46]. 부분의 연구

에서는 PCV2a에 비하여 PCV2b가 더욱 강한 병원성을 가지고 있는 것으로 보고

되었지만 [14,46],일부에서는 다른 연구 결과를 발표하기도 하 다 [77]. 한

Hesse등 [42]은 야외에서 검출된 PCV2에 한 유 자 분석결과 PCV2a의

ORF1부분의 염기서열과 PCV2b의 ORF2부 의 염기서열이 혼재된 바이러스를

검출하 으며,이는 PCV2a와 PCV2b가 재조합 될 수 있는 증거로 보고한 바 있다.

PCV2a와 PCV2b사이에는 95% 이상의 유 상동성이 있는 것으로 알려져

있다 [78].따라서 두 유 자형의 감별을 해서는 고감도의 라이머를 제작해야

하기 때문에 그 상 부 를 선정하기가 쉽지 않은 상황이다 [58].본 연구에서

사용한 라이머는 두 가지 유 자형 에서 가장 상동성이 낮은 ORF2부 가

포함되도록 제작되어 비교 용이하게 유 자형을 감별할 수 있었다 [58].

2003년부터 2010년까지 제주도 내 총 101개 농장의 돼지를 상으로 PCV2a

PCV2b의 감염 상황을 조사하 다.검사 결과 2003년에는 PCV2a는 PCV2b

보다 많이 검출되었으나 그 이후에는 차 감소하는 경향을 나타내었다.반면

PCV2b는 2003년 이후 차 증가하여 PCV2a에 비하여 월등히 검출률이 높아

거의 모든 야외 시료에서 100% 확인되었다.이러한 연도별 변화 추이는 Kim 등

[45]이 2000년부터 2008년까지 국내 돼지를 상으로 PCV2유 자형을 분석한

결과와 체로 유사하 다.단지 두 유 자형의 증감이 교차하는 해는 본 연구가

2003～2004년 사이인 반면 Kim 등 [45]의 연구에서는 2001～2002년 사이로 나타나

제주도 지역이 2년 정도 늦은 것으로 확인되었다.스페인의 경우,2000～2001년

사이에 두 유 자형의 증감이 교차하기 시작하 으며,이 시기는 PCVAD진단이

최고조로 증가하는 시 과 일치하 다 [21].캐나다에서는 2005～2006년 사이에
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검사한 총 83두의 돼지 66두에서 PCV2b가 검출되어 2005년부터 이미 2b

유 자형이 보다 많이 감염되기 시작하 다 [31].캐나다에서도 스페인의 경우와

유사하게 2004년부터 PCVAD에 의한 폐사율이 증하 다.따라서 PCV2b

유 자형의 출 과 세계 인 PCVAD의 발생 증가와는 한 상 성이 있는

것으로 사료된다.본 연구에서 연도별 PCVAD발생 정도와 두 유 자형의 감염

정도를 비교한 결과,제주도에서도 다른 국가와 유사하게 두 유 자형의 감염

빈도가 역 된 이후인 2006～2007년 사이 PCVAD의 발생률이 증가함을 확인할

수 있었다.이러한 경향은 특히 북미 지역의 PCVAD 발생 상황과 흡사하 다

[14,75].

돼지의 연령별로 PCV2유 자형의 감염 정도를 비교한 결과,모든 연령군에서

PCV2b가 우세하게 검출되었다.총 4두의 유사산 시료를 검사한 결과,PCV2b

단독 감염이 3두로 PCV2a에 비해 높은 감염률을 나타내었다.그러나 이는 소수의

한정된 시료에 한 결과인 만큼 유산의 발생과 바이러스 유 자형과의 상

계는 추가 인 연구가 필요할 것으로 사료된다.PCVAD의 가장 일반 인

유형으로 알려진 PMWS는 주로 이유자돈에서 문제시되는 신 인 질병이며,

발병률과 폐사율 한 비교 높다 [34].반면,육성·비육돈에서는 일반 으로

호흡기에 국한된 병변을 형성하기 때문에 폐사율이 낮은 편이다 [38,41].본

연구에서 PCV2b감염은 이유자돈 육성·비육돈 모두에서 PCV2a에 비하여

높은 감염률을 보이고 있었다.따라서 돈군을 구성하고 있는 돼지의 연령 별로

PCV2a와 2b의 감염률은 특별한 차이를 나타내지 않았다.
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제 3장

PCVAD돼지에서 괴사성 림 염에

한 병리학 연구

PathologicStudiesforNecrotizingLymphadenitis

inPCVADPigs
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Ⅰ.서 론

림 은 조직학 으로 치 하고 피막에 둘러싸인 면역기 으로 림 여포와

속겉질로 구성된 피질과 여과 기능을 하는 수질로 구분된다 [11].림 의 역

별로 림 여포는 주로 B림 구(Blymphocyte),속겉질은 T림 구(Tlymphocyte)

로 구성되며,수질부에는 탐식능이 있는 큰포식세포가 존재한다 [11,90].그리고

림 는 여러 조직에 있는 항원을 림 로 운반하며,림 에서 림 구와

큰포식세포에 의해 농축된다.체내에서 순환하는 림 구는 특수화된 소정맥을

통해 림 로 들어가며 항원과 하게 된다.따라서 림 은 항원의 검출과

달을 증진시키기 해 림 유래 항원을 액 유래 림 구에 제시하는 역할을

하는 요한 장기이다 [90].조직학 으로 돼지의 림 은 다른 포유동물과는

반 로 피질부분이 림 의 심부 에 있고 수질부분이 가장자리에 치하는

것이 특징 이다 [11].이러한 구조는 림 구 재순환의 기능 측면에서 다른

동물에 비해 보다 효율 이며,피질 속겉질의 세포 구성은 다른 동물과 크게

다르지 않다 [11].

이러한 림 의 면역학 방어 기능에도 불구하고 몇몇 바이러스 는 세균과

같은 병원체의 감염은 오히려 숙주의 면역력을 억제시키는 역할을 한다.돼지

에서는 M.hyopneumoniae,A.pleuropneumoniae와 같은 세균과 CSFV,

PRRSV,오제스키병 바이러스(Aujeszky'sdiseasevirus,ADV)등의 바이러스

감염으로 면역억제가 발생하고 2차 인 다른 병원체의 감염이 용이해지는 것으로

알려져 있다 [86].최근 PCVAD의 원인체인 PCV2 한 돼지에서 면역억제를

유발하는 병원체로 보고되었다 [16,22,23,94].

PCVAD돼지의 여러 조직 병변 에서도 림 병변은 본 질병의 진단에 있어

가장 요하다.주요 소견은 림 여포의 소실을 동반한 림 구 고갈,조직구/

다핵거 세포의 침윤 특이 인 PCV2특이 입체의 출 이다 [88,96].이러한

림 의 형태학 변화로 인하여 면역과 방어 등의 기능 인 장애가 래되고

이로 인해 다른 병원체의 감염이 빈번하게 이루어진다. 부분 PCVAD돼지에서
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PCV2단독 감염에 비하여 기타 병원체와의 복 감염이 월등히 많은 것은

PCV2가 돼지의 면역체계를 억제하는 병원체로 작용하기 때문으로 이해된다 [88].

최근에는 PCVAD 돼지에서 기존에 알려진 림 병변과는 다른 괴사성

림 염이 확인되었다 [84,96].이 병변은 림 실질 내 다양한 범 의 응고

괴사(coagulationnecrosis)가 특징 이다 [96].하지만 PCV2와 병변과의 상

계 발생기 은 아직 명확하게 밝 지지 않았다 [96].일부 연구에 따르면

괴사성 림 염은 PCV2에 의한 세포자멸사 [47] 는 (thrombosis)이 동반된

손상 [32]과 련이 있을 것으로 추정되고 있다.

본 연구는 PCVAD로 진단된 돼지에서 괴사성 림 염의 발생빈도를 조사하고

병변에 한 병리학 연구를 수행하여 발병기 을 분석하고자 하 다. 한

PCV2감염과 괴사성 림 염 발생의 연 성을 찾고,괴사와 염증이 동반된

림 과 정상 림 을 세포 수 에서 비교함으로써 숙주의 면역에 미치는

향을 알아보고자 수행하 다.
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Group Histopathologiccharacterofpigs No.ofpigs

G1 Normalpigs 5

G2 PCVADpigswithoutnecrotizinglymphadenitis 5

G3 PCVADpigswithnecrotizinglymphadenitis 15

Ⅱ.재료 방법

1.공시동물

1)괴사성 림 염 돼지의 선정

2003년부터 2010년까지 제주 학교 수의과 학 병리학교실에서 병리학

검사를 통해 PCVAD로 진단된 제주도 소재 101개 양돈 농장의 총 313두 돼지를

실험에 공여하 다.이 에서 병리조직학 검사를 통해 괴사성 림 염이 있는

돼지를 선발하 다.

2)시험군의 구성

괴사성 림 염이 있는 돼지의 병리학 특징을 비교하기 하여 총 3개의

시험군을 설정하 다.시험군은 음성 조로 정상 돼지군(G1,5두),PCVAD로

진단되었으나 괴사성 림 염이 찰되지 않은 돼지군(G2,5두) 괴사성

림 염을 동반한 PCVAD돼지군(G3,15두)으로 구성하 다(Table3-1).괴사성

림 염이 확인된 20두의 돼지 5두는 심한 사후변화가 동반되어 있고 구성

세포의 형태학 구분이 불분명하여 시험군에서 제외하 다.

Table3-1.Designforexperimentalgroups
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Score - + ++ +++ ++++

Severity Nolesion Minimal Mild Moderate Severe

2.병리학 검사

의뢰된 돼지는 통상 인 차에 따라 부검을 수행하여 육안 병변을 면 하게

찰하고 림 을 채취하여 10% 성완충포르말린 용액에 고정하 다.고정이

완료된 림 은 일반 인 조직처리 방법에 따라 라핀 포매하여 3～4㎛ 두께로

편을 제작한 다음 H&E염색을 실시하 다.염색이 끝난 편은 입 후, 학

미경(OlympusBX51,Japan)을 이용하여 검경하 다.

괴사성 림 염의 병변에 한 평가는 Krakowka등 [51]의 보고를 참고하여

병변이 없는 등 (nolesion)에서부터 심한 정도(severe)까지 총 5단계로 나 어

평가하 다(Table3-2).

Table3-2.Histopathologicscoringsystem ofnecrotizinglymphadenitisinpigs

괴사성 림 염 병변 내 기타 병원체의 존재 여부를 확인하기 하여 추가 인

조직 편을 제작하 다.Gram 염색(Sigma,USA) periodic acid Schiff

(PAS)염색(Sigma,USA)을 수행하여 림 내 세균 는 진균의 존재 여부를

검사하 다.
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Agent Primer Sequences(5'to3') Position(bp)

ADV

ADS/A CGTACCGCGCCCACGTGGCC

263

ADS/B GTCGGTGAGGATGTTCACGC

3.PCR

괴사성 림 염 병변 내 ADV의 감염 여부를 확인하기 해 PCR을 실시

하 다.DNA추출은 G-spin
TM
DNA extraction kit(iNtRON biotechnology,

Korea)를 이용하 다.ADV의 검출을 한 primer는 소 등 [5]이 제시한 염기

서열에 하여 제작하 다(Cosmogenetech,Korea;Table3-3).PCR 반응은

추출한 DNA 2㎕와 각각의 primer0.5㎕ (20pmol) DNaseRNasefree

distilled water 17 ㎕를 PCR premix (Maxime PCR premix,iNtRON

biotechnology,Korea)에 첨가하고 94℃에 5분간 반응한 다음 94℃,57℃

72℃에 각각 30 씩 30회 반복하고 최종 72℃에서 5분간 반응하 다 [5].반응

종료 후,각각의 반응액 7㎕씩을 취하여 1.5% agarosegel상에서 기 동을

실시한 다음 ethidium bromide용액(0.5㎕/㎖ in DW)으로 염색하 다.UV

transilluminator(Mupid-ScopeWD,TaKaRa,Japan)로 ADV에 한 특이 인

밴드 유무를 확인하 다.

Table3-3.OligonucleotideprimerpairsforthedetectionofADV
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4.IHC

괴사성 림 염 병변에서 PCV2 PRRSV 항원의 분포와 림 을 구성하

는 세포수의 정량 변화상을 확인하기 하여 EnVision
TM
peroxidase-conjugated

polymerreagent(Dako,Denmark)를 이용하여 IHC를 수행하 다.각 조직은

4～5㎛ 두께로 박 하여 silanecoatingmicroslidesglass(MUTO PURE

CHEMICALS,Japan)에 부착하 다.조직 편이 완 히 부착된 다음,일반 인

조직처리 방법으로 탈 라핀 함수과정을 거쳐 자연 으로 존재하는

peroxidase를 제거하기 하여 3% H2O2가 첨가된 phosphatebuffered saline

(PBS,pH 7.2)에 10분간 반응하 으며,항원성 부활은 각 항체의 처리 조건에

하여 수행하 다.바이러스를 확인하기 한 1차 항체로는 rabbitanti-PCV2

antibody와 mouseanti-PRRSV (SDOW17)antibody를 사용하 다(Table3-4).

림 내 고내피세정맥(highendothelialvenule,HEV)의 변화상을 확인하기

한 1차 항체로는 rabbitanti-HumanvonWillebrandfactor(vWF)antibody를

용하 으며,세포의 분포 변화상을 확인하기 한 1차 항체로는 rabbit

anti-Human CD3 antibody, mouse anti-Human CD79α antibody, rabbit

anti-Humanlysozymeantibody를 사용하 다(Table3-5).모든 항체는 antibody

diluentsolution(DAKO,USA)에 정 비율로 희석한 다음 편에 하하여

37℃에서 1시간 반응하 다.그 후 EnVision
TM
/HRP,Rabbit/Mouse (EVN)

reagent(DAKO,Denmark)를 하하여 37℃에서 40분간 반응하 다.각 단계별로

반응 후에는 PBS로 10분씩 2회에 걸쳐 수세하 다.모든 반응이 끝난 편은

3,3́-diamino-benzidinetetrahydrochloride(DAB;DAKO,Denmark)로 발색

시킨 후,3차 증류수에서 반응을 종결하 다. 조염색은 Mayer'shematoxylin

(Sigma,USA)으로 핵염색 하 으며,탈수와 투명과정을 거쳐 입하 다.염색이

끝난 조직 슬라이드는 학 미경(OlympusBX51,Japan)으로 양성 조군

음성 조군과 비교하여 바이러스 항원의 존재 여부와 분포 정도,고내피세정맥의

변화상 림 내 세포수의 정량 변화상을 찰하 다.
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Table3-4.PrimaryantibodiesforthedetectionofPCV2andPRRSV

Antibody Targetvirus Source Dilution Antigenretrieval

Rabbit

anti-PCV2
PCV2

IowaState

University,USA
1:1,000

ProteaseⅩⅣ0.05%;

37℃,20min

Mouse

anti-PRRSV

(SDOW17)

PRRSV
SouthDakota
StateUniversity,

USA
1:5,000

ProteaseⅩⅣ0.05%;

37℃,20min

Table3-5.Primaryantibodiestoevaluatethecellularpopulationsinporcine

lymphnode

Antibody Targetcell Source Dilution Antigenretrieval

Rabbit

anti-vWF
Endothelialcell A0082,Dako 1:400

ProteinaseK0.002%;

37℃,30min

Rabbit

anti-CD3
Tlymphocyte A0452,Dako 1:50

10nmol/Lcitrate

buffer,pH6.0;

95～99℃,1h

Mouse

anti-CD79α
Blymphocyte M7051,Dako 1:50

1mmol/LEDTA,

pH9.0;95～99℃,1h

Rabbit

anti-lysozyme
Macrophage A0099,Dako 1:200

ProteinaseK0.002%;

37℃,30min
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Score - + ++ +++ ++++

IHC

labelling
Nolabelling

Focal

(<25%)
*

Multifocal

(25%～50%)

Multifocal

todiffuse

(>50%)

Diffuse

labelling

조직 내 바이러스 항원을 검출하기 한 IHC결과는 Galindo-Cardiel등 [32]이

제시한 방법을 기 로 표지된 항원의 양과 분포에 따라 총 5단계로 구분하여

아래와 같이 평가하 다(Table3-6).

Table3-6.IHCscoringsystem forviralantigensinlymphnodesections

*Labellingareaofthetissuesection.

한 vWF의 발 에 따른 고내피세정맥의 변화상은 림 내 고내피세정맥의

증생 정도를 고려하여 수 변화가 거의 없고 과 림 의 기 막(basement

membrane)에만 부분 으로 발색을 보이는 미약한 정도(minimal)부터 기 막,

내피세포 내강을 차지하고 있는 물질에 강한 발색을 보이는 심한 정도

(severe)까지 총 4단계로 나 어 구분하 다 [32].

림 내 세포의 분포 수 변화는 고배율(400배)시야에서 무작 로 5개

부 를 선택하여 세포 표지자 양성인 세포의 수를 세고,평균값을 계산하여

시험군 별로 비교하 다.
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5.통계처리

IHC를 통하여 얻어진 각 시험군별 T,B림 구 큰포식세포의 수 변화는

One-wayANOVA test로 그 유의성을 평가하 으며,p<0.05인 경우 통계 으로

유의하다고 정하 다.정규성을 가정하고,Levenetest로 등분산성을 검정한 후

등분산인 경우 모수 방법인 분산분석으로 집단 간 평균의 차이를 검정하 다.

사후분석으로 등분산이나 표본수(N수)가 다를 경우 Scheffe를 사용하 으며,

등분산을 가정하지 않을 경우에는 DunnettT3를 사용하 다.통계 로그램은

SPSSver.10.1K(SPSSInc.,Chicago,USA)를 이용하 다.
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Year 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 Total

No.of

PCVAD

pigs

15 25 33 67 65 39 50 19 313

No.of

pigswith

NL*

0 0 2 3 5 5 4 1 20

% 0 0 6.1 4.5 7.7 12.8 8.0 5.3 6.4

Ⅲ.결 과

1.괴사성 림 염 발생 상황

병리조직학 검사를 통하여 PCVAD로 진단된 총 313두의 돼지 괴사성

림 염이 동반된 돼지는 20두(6.4%)로 확인되었다.연도별로는 2005년 2두

(6.1%),2006년 3두(4.5%),2007년 5두(7.7%),2008년 5두(12.8%),2009년 4두

(8.0%) 2010년 1두(5.3%)로 나타나 2005년 이후 지속 으로 발생하고 있었다

(Table3-7).

Table3-7.AnnualprevalenceofnecrotizinglymphadenitisinPCVADpigs

*NL:necrotizinglymphadenitis.

2.육안 검사

육안 으로 괴사성 림 염이 있는 림 은 정상에 비해 5배 이상 하게

종 되어 있고 단단하며,국소 혹은 다발성으로 발 되어 있었다(Fig.3-1～3).

단면 개 시 비교 경계가 명료한 선홍색 혹은 자 색조의 테두리가 있는

반상 병소가 실질 내에 매몰되어 있었다(Fig.3-2).
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3.병리조직학 검사

병리조직학 으로 괴사성 림 염은 림 실질 내 비교 경계가 명료한

응고괴사 소견을 나타내었다(Fig.3-4).병변의 분포는 개체 는 림 에 따라

국소성부터 미만성까지 다양하게 찰되었다.괴사 부 는 개 림 여포를 포함한

피질부 에서 찰되었으며 병변이 범 한 경우에는 피질과 수질의 경계가

소실되기도 하 다.괴사 부 내에는 농축되거나 붕괴되는 핵을 가진 괴사세포들과

괴사세포의 편 큰포식세포,호 구,소수의 림 구가 혼재된 염증세포 무리가

찰되었다(Fig.3-5).일부 큰포식세포 다핵거 세포의 세포질 내에는 호염성의

특이 인 PCV2 입체가 찰되기도 하 다(Fig.3-6). 한 괴사 부 내 은

고도로 확장되고 내강에는 구 호산성의 무구조한 섬유소성 물질이 가득

들어 있었으며,국소 으로 열되어 주변 조직으로 출 소견을 나타내었다

(Fig.3-7).일부 변성된 내에는 구,백 구,섬유소가 덩어리를 형성하여

내강이 폐쇄된 이 찰되기도 하 다(Fig.3-8).괴사 부 주변의 피질부 는

정상 인 림 에 비하여 세포 도가 감소하여 있었으며,피질의 림 여포는

소실되거나 일부 여포를 구성하는 소수의 세포들로 흔 만 남아있었다. 한 염증이

심한 경우에는 피질 반에 걸쳐 큰포식세포가 침윤하여 림 여포와 속겉질의

구분이 모호하 다.

괴사성 림 염이 찰된 15두(G3군)에 하여 병변 정도를 평가한 결과,

경도는 7두, 등도 심한 정도는 각각 4두로 확인되었다.

vWF항체를 이용하여 면역염색을 실시한 결과,G1군에서는 정상 으로 존재

하는 피질 내 입방형 세포로 이루어진 고내피세정맥과 모세 의 기 막

일부 세포질에서 양성 반응을 보인 경도 이하의 반응을 나타내었다.반면,G2군

에서는 고내피세정맥의 부분 인 증식과 함께 크기가 증가된 내피세포의 세포질

내에서 반응이 증가된 것을 확인하여 반 으로 G1군에 비해 반응 정도가

높았다.G3군은 하게 증식된 고내피세정맥 확장된 의 내피세포의

세포질에 강한 양성반응을 보 으며,내강의 물질에도 강한 양성반응을 보여

시험군 에서 가장 강한 양성반응을 나타내었다(Table3-8,Fig.3-9).
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4.괴사성 림 염에서 병원체의 검출

괴사성 림 염 병변에서 세균 는 진균의 감염여부를 확인하기 하여 각

림 에 한 Gram PAS염색을 실시한 결과 모두 음성으로 확인되었다.

괴사성 림 염 병변부에서 ADV 감염 여부를 검사한 결과 모든 돼지에서

음성으로 확인되었다.

PCV2와 PRRSV의 존재여부를 알아보기 하여 괴사성 림 시료에 IHC

기법을 용한 결과,PCV2는 15두의 돼지 모두에 항원이 존재하고 있었으며,

PRRSV는 2두에서만 항원이 검출되었다.

시험군 별로 PCV2항원의 분포 정도를 조사한 결과,G1군은 모두 음성이었으며,

G2군은 일부 세포에 국한된 미약한 정도부터 등도까지 다양하게 찰되었고

양성 반응은 주로 림 에 침윤된 큰포식세포의 세포질에서 확인되었다.G3군의

경우 G2군과 유사하게 림 에 침윤된 큰포식세포의 세포질에서 부분의 항원이

검출되었으며,때로 다핵거 세포의 세포질에서도 양성 반응을 나타내기도 하 다.

반 인 림 내 PCV2항원의 발 정도는 G2군에 비해 G3군에서 강하게

나타났다.따라서 G3군에서 PCV2감염이 더욱 심하고 범 한 것으로 입증

되었다.특히 괴사부 에 침윤된 염증세포에서 강한 양성반응을 보 으며,심하게

확장되고 변성된 의 일부 내피에서도 미약한 양성반응을 확인할 수 있었다

(Table3-8,Fig.3-10and11).

시험군 G2군 G3군에서 각각 2두씩 총 4두의 돼지 림 에서 PRRSV

항원이 검출되었다.검출된 항원은 모두 국소 으로만 존재하여 경도 이하의

분포를 보 다(Table3-8).
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Group CaseNo. Necrosis PCV2 PRRSV vWF

G1

1 - - - +

2 - - - +

3 - - - ++

4 - - - ++

5 - - - ++

G2

1 - ++ ++ ++

2 - +++ - +++

3 - +++ - ++

4 - ++ + +++

5 - + - +++

G3

1 ++ ++ - ++

2 ++ ++++ - +++

3 +++ ++++ - ++++

4 ++ +++ - +++

5 ++++ ++++ - ++++

6 +++ ++++ - ++++

7 ++++ ++++ - ++++

8 ++ ++++ ++ +++

9 +++ ++++ - ++++

10 ++++ ++++ - ++++

11 ++++ ++++ - ++++

12 +++ ++++ - ++++

13 ++ +++ - +

14 ++ ++++ ++ +++

15 ++ ++++ - +++

Table3-8.Resultsofhistopathologicscoring,amountsofPCV2andPRRSV

nucleicacid,andvWFlabelinginlymphnodesofexperimentalpigs
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Antibody Targetcell
Group(Mean±SD)

G1 G2 G3

CD3 Tlymphocyte 677.2±62.6 386.1±61.8
**

208.3±98.2
**

CD79α Blymphocyte 315.3±98.0 60.2±27.3
**

11.2±16.3
**

Lysozyme Macrophage 33.2±8.4 95.5±22.2
**

65.0±22.4
*

*P<0.05,**P<0.01.

5. 림 구성 주요 세포의 분포 수 변화

각 시험군별 CD3,CD79α lysozyme항체에 한 양성세포의 변화상을

비교한 결과,T 림 구는 G1군에 비해 G2군과 G3군 모두에서 유의성 있게

감소하 다(P<0.01).감소 정도는 G3군이 G2군에 비하여 더욱 하 다.

B 림 구 한 G1군에 비해 G2군과 G3군 모두 유의성 있게 감소하 으며

(P<0.01),G3군에서 다른 군에 비해 가장 심하게 월등히 게 분포하고 있었다.

이러한 세포의 감소 정도는 B림 구가 T 림 구에 비하여 격하게 심하 다.

그러나 큰포식세포는 G1군에 비해 G2군(P<0.01)과 G3군(P<0.05)모두 유의성

있게 증가하 으며,이 G2군의 증가가 가장 높았다(Table3-9,Fig.3-12～14).

Table3-9.Meannumberofimmuno-positivecellsinporcinelymphnodesof

eachgroup



- 64 -

Fig.3-12.NumbersofCD3positiveT cellsinlymphnodesofeachgroup

byIHC.Bar=50㎛.**P<0.01.
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Fig.3-13.NumbersofCD79α positiveB cellsinlymphnodesofeach

groupbyIHC.Bar=50㎛.**P<0.01.
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Fig.3-14.Numbersoflysozymepositivemacrophagesinlymphnodesof

eachgroupbyIHC.Bar=50㎛.*P<0.05,**P<0.01.
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LegendsforFigures

Fig.3-1.Themesentericlymphnodeswereseverelyenlarged.

Fig.3-2.Cutsurfaceofthemesentericlymphnodes.Multipleredfociwere

observedinthelymphnodes.

Fig.3-3.Thesuperficialinguinallymphnodesshowedmarkedswellingand

multipleredfoci.

Fig.3-4.Well-demarcatedcoagulationnecrosiswithmarkedcongestionwas

foundinlymphnode.H&E.Bar=500㎛.

Fig.3-5.Notemixedpopulationofinflammatorycells,necroticcellulardebris

andhemorrhageinnecroticarea.H&E.Bar=20㎛.

Fig.3-6.NumerousbasophilicinclusionbodiesofPCV2wereobservedinthe

necrotic area.H&E.Bar=20 ㎛.Insert:Note PCV2 specific grape-like

intracytoplasmicinclusionbodiesinmacrophage.H&E.Bar=10㎛.

Fig.3-7.Severevascularcongestion,edemaandhemorrhagewerefoundin

thenecroticarea.H&E.Bar=50㎛.

Fig.3-8.Largeblood vesselshowed eosinophilicfibrinoid degeneration of

vascularwallandintra-vascularthrombosis.H&E.Bar=50㎛.
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Fig.3-9.WidespreadendothelialandintravascularlabelingofvWFindilated

bloodvesselsincludinghighendothelialvenules.IHC.Bar=50㎛.

Fig.3-10.NotediffusepositivereactionfornumerousPCV2antigensinthe

necroticarea.IHC.Bar=50㎛.

Fig.3-11.Multinucleated giantcellsshowed strong positivereactionsfor

PCV2antigeninlymphnode.IHC.Bar=20㎛.
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Ⅳ.고 찰

2003년부터 2010년까지 PCVAD로 진단된 돼지에서 괴사성 림 염의 발생

상황을 조사한 결과,6.4%의 발생률을 보 다.이는 Segalés등 [96]이 PCV2

자연 감염 돼지에서 조직병리검사를 통해 확인한 9.9%에 비해 다소 낮은 수치 다.

본 소견은 2005년 이후 매년 발생하고 있으며,PCVAD의 발생이 증가하면서

괴사성 림 염의 발생도 증가하는 경향을 나타내고 있었다.

PCV2감염은 서혜부 림 을 비롯한 신 림 의 종 가 특징 이며,체표

림 의 경우에는 외부에서도 진이 가능할 정도로 커진다.본 연구에서도

PCVAD로 진단된 돼지의 림 은 육안 으로 종 되어 있었으며,특히 괴사성

림 염을 동반한 경우에는 그 크기가 5배 이상 증가하고 경도도 단단한 특징을

보 다.이러한 림 에 한 병리조직학 검사 결과,괴사뿐만 아니라 다량의

만성 염증세포들이 림 의 피질 반에 유입되어 발생한 것으로 사료된다.

한 부분의 에서 동반된 발 소견은 조직학 으로 괴사부 는 그 주 로

의 확장과 함께 출 로 인하여 형성된 것으로 단된다.특히 괴사부 에서는

벽이 변성되거나 심하게 확장된 내강에 을 가지고 있는 을 용이하게

찰할 수 있었다.

본 연구에서 돼지의 림 에 괴사 병변을 형성할 수 있는 바이러스,세균

진균의 감염 여부를 확인하기 한 다양한 검사를 시도하 다.돼지에서 면역

장기에 출 는 괴사 병변을 유발하는 표 인 바이러스로는 CSFV와 ADV가

알려져 있다.CSFV는 Flaviviridae과,Pestivirus속으로 주로 돼지의 소화기나

호흡기로 감염되며, 개 7～10일 정도의 잠복기를 거쳐 고열,포개짐,식욕결핍,

무기력,결막염,호흡기 증상,변비 는 설사 후지마비 등의 신경증상을 보인다

[55,69].바이러스에 감염되어 성 경과를 취하는 돼지에서는 비장,편도

림 과 같은 면역장기를 비롯한 여러 장기에서 출 과 함께 괴사가 찰된다

[55].ADV는 Herpersviridae과,alphaherpesvirinae에 속하며 돼지를 비롯한 다양한

종류의 가축,실험동물 야생 동물에 감수성이 있다 [6,80,110].ADV는 직
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는 호흡기계를 통하여 돼지에 감염되어 신경계,호흡기계,소화기계,생식

기계 조 기계 장기에서 다양한 병변을 형성한다 [110].ADV에 의한 국소 인

괴사병변은 비장,간,림 ,부신에서 주로 찰된다 [80].Rodríguez-Arrioja등

[84]은 PCVAD돼지의 종격림 (mediastinallymphnode)에서 괴사성 림 염을

확인하 으며,괴사부 에서 PCV2 ADV 항원을 검출한 바 있다.제주도는

국내에서 유일하게 2000년 이후 돼지열병과 돼지 오제스키병이 발생하지 않는

청정지역으로 선포한 바 있다.본 연구에서는 PCR검사결과,괴사성 림 염을

가진 돼지에서 ADV 항원은 검출되지 않았다. 한 PRRSV에 한 IHC검사를

실시한 결과,괴사성 림 염이 찰된 15두 단지 2두에서만 항원이 검출

되었고 조직 내 존재하는 항원의 양도 비교 어 PRRSV감염과 괴사성 림 염

병변의 발생과는 한 련성이 없는 것으로 단된다.기타 세균과 진균의

존재여부를 확인하기 한 특수염색에서도 두수 음성으로 확인되었다.따라서

본 연구에서 검사한 돼지의 괴사성 림 염은 PCV2의 감염과 가장 한

련성이 있음이 입증되었다.

Mandrioli등 [61]은 ISH를 이용하여 림 내 PCV2항원의 분포 정도에 따라

바이러스의 감염 시기를 3단계로 분류하 다.즉,항원이 주로 림 여포에만

국한되어 존재하는 경우는 기(initialstage),항원이 피질에서 조직구가 다수

침윤된 수질에 이르기까지 림 반에 걸쳐 미만성으로 존재하는 경우는

기(intermediatedstage) 항원이 극히 일부의 세포에만 드물게 존재하는

경우는 말기(finalstage)라고 보고하 다.본 연구에서 괴사성 림 염을 가지고

있는 G3군의 15두 1두를 제외하고는 모두 림 에 미만성으로 다량의 항원이

존재하고 있었다.따라서 PCV2바이러스가 돼지에 감염된 후 기 정도의 시기에

림 로 다량의 바이러스 항원이 유입된 후 과다하게 증식되어 괴사성 림 염이

병발하는 것으로 단된다.

괴사성 림 염과 유사한 병변으로 Carman등 [14]은 PCVAD 돼지의 비장

에서 경색(infarction)병변을 확인하 으며,경색부 는 염과 무기질 침착

(mineralization)도 찰되었다. 한 괴사된 주 로 염증과 함께 다량의

PCV2항원이 존재함을 보고하 다.
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최근 괴사성 림 염의 발병기 으로는 두 가지의 가설이 제시되었다.첫 번째는

PCV2감염으로 을 동반한 손상이 유발되고 이로 의해 인근 조직의

괴사가 발생한다는 설이며[32],두 번째는 조직 내 감염된 PCV2에 의한

직 인 세포자멸사의 증가로 괴사가 유발된다는 설이다 [47].PCV2의 ORF3는

caspase-8pathway와 caspase-3pathway를 활성화하여 세포자멸사를 유도하는데

련이 있는 것으로 보고된 바 있다 [56].그러나 PCV2에 감염된 돼지의 림 을

상으로 림 의 반응과 세포자멸사와의 계를 분석한 최근 연구에서는 림 구

고갈 병변과 세포자멸사와는 큰 연 성이 없는 것으로 보고되었다 [50,61,83].

Langohr등 [52]은 실험 으로 PCV2b를 감염시킨 돼지의 여러 장기에서 만성

림 구 조직구성 는 형질세포성 동맥주 염 동맥내막염(chroniclympho-

histiocyticandplasmacyticperi-andendoarteritis)이 유발됨을 확인하 다. 한

육아종성 괴사성 림 염 부 에서 폐색 소견을 확인하 다.Szeredi등

[100]은 PCV2에 감염되어 호흡기 증상이 있는 140두의 돼지를 상으로 폐장의

병변과 바이러스와의 련성을 분석하 다.주요 병변으로 섬유양

괴사(fibrinoid necrosis), 염, 주 염(perivasculitis) 벽의 부종

(intramuraledema)등을 찰하 고,약 78% 폐 병변에서 PCV2항원을 검출

하 다. 증은 비정상 인 내 응고물의 형성을 의미하며,주된 발생

원인은 1) 내피세포의 손상 2) 류의 변화 3)응고항진 상태가 있다 [105].

내피세포의 손상은 다수의 동맥 질환에서 나타날 수 있다 [105]. 의

구성 요소 하나인 소 (platelet)이 내피에 다량 부착하면서 형성이

시작되며,이 때 소 부착인자인 vWF가 벽에 노출된다 [90]. 내피의

손상에 따른 본 인자의 증가는 내부에 형성을 진하는 역할을 하게

된다 [29].vWF는 림 의 정상 인 모세 과 고내피세정맥에도 물론 존재하고

있다 [82,89].본 연구에서 PCVAD로 진단된 돼지의 림 (G2군)에서는 정상

림 (G1군)에 비해 vWF의 발 정도가 증가하 으며,괴사성 림 염이 동반된

PCVAD돼지(G3군)에서는 매우 심하게 증가하여 고내피세정맥과 모세 뿐만

아니라 내강에 있는 물질까지도 vWF에 양성반응을 나타내어 본 인자가

고도로 증가하 음을 알 수 있었다.이러한 결과는 Galindo-Cardiel등 [32]의

보고와도 일치하는 결과로 을 동반한 심각한 맥 계의 손상으로 인하여
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괴사성 림 염이 유발되고 있음을 간 으로 시사하고 있는 것으로 해석된다.

원발성 는 속발성 면역결핍(primary orsecondary immunodeficiency)은

병원성이 거의 없거나 낮은 감염원이라 할지라도 감염에 한 숙주의 질병

감수성을 증가시키는 결과를 래한다.원발성 면역결핍은 유 소인에 의한

면역기 의 장애로 발생하며 돼지에서는 거의 알려져 있지 않다.반면 속발성

면역결핍은 정상 인 면역기 을 가지고 있으나 질병에 한 항성을 억제하는

요인에 의해 발생한다.돼지에서 이러한 속발성 면역결핍은 모체 이행항체가

충분하지 못하거나,기타 스트 스, 양불균형,면역독성물질 면역억제 유발

질병에 의해 발생할 수 있다 [86].

PCV2감염 돼지의 림 에서 가장 두드러진 변화는 T,B 림 구의 한

감소와 단핵염증세포 과립구의 증가이다 [2,24,96].이와 같은 림 내

림 구 수의 심한 감소는 PCV2가 돼지에서 면역억제를 유발할 수 있는 표 인

바이러스 하나라는 사실을 뒷받침하고 있다.최근에는 세포 표면 단백질에

특이 으로 반응하는 항체를 이용하여 림 장기를 구성하는 주요 세포들을 구분할

수 있는 면역학 기법이 확립되어 있다.T세포 표지자인 CD3는 신호 달을

매개하는 T림 구 막투과수용체의 세포질 부분에 반응하고,B림 구에 존재하는

CD79α 표지자는 라핀 포매 조직에서도 사용할 수 있어 병리조직학 연구에

유용하게 활용되고 있다 [90].본 연구에서 IHC를 이용하여 각 시험군 별로 림 의

요 구성 세포인 T,B림 구 큰포식세포의 수 분포 상황을 비교 분석한

결과,PCVAD발병 돼지(G2군,G3군)는 정상 돼지(G1군)에 비해 T,B림 구의

유의성 있는 감소(P<0.01)를 보이고 있어 기존 연구 결과 [89]와 일치하 다.특히

괴사성 림 염이 있는 G3군에서는 가장 심한 림 구의 감소가 부분의 돼지에서

확인되었다.따라서 PCV2에 감염된 돼지에서 림 에 존재하는 항원의 양이

증가할수록 림 구의 고갈이 더욱 심해지는 것으로 단하 다.
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총 결 론

2003년부터 2010년까지 제주도에서 PCV2감염에 의한 PCVAD의 발생상황을

다양한 측면에서 분석하고 병리학 특징에 하여 연구하 으며,PCV2의

유 자형인 PCV2a PCV2b의 감염 양상을 비교 분석하 다. 한 최근에

알려진 괴사성 림 염에 한 병리학 연구를 통하여 다음과 같은 결론을

얻었다.

2003년부터 2010년까지 제주도 내 PCVAD의 발생률은 31.2% 다.연도별로는

2003년 이후 질병의 발생이 증가하여 2006년 가장 높은 발생률을 나타내었으나,

이후 차 으로 감소하 다.

제주도에서는 PCVAD가 환 기인 3～4월에 가장 많이 발생하 으며,지역

별로는 한림읍이 포함된 제주시가 서귀포시에 비해 높은 발생을 보 다.돼지의

연령별로는 이유자돈에서 PCVAD가 가장 많이 발생하 다.

PCVAD로 진단된 돼지의 주요 임상증상은 축,호흡곤란,설사 으며,

육안 으로는 폐장의 퇴축부 과 고무양 경도 림 의 종 가 특징

이었다.주요 병리조직학 소견으로는 폐장의 기 지 는 세기 지 주 섬유

세포 증식이 동반된 간질성 폐렴과 림 의 조직구 침윤을 동반한 림 구 고갈

이었다.

PCVAD 돼지에서 PCV2와 복 감염된 병원체의 경우 바이러스는 PRRSV,

세균은 S.spp.가 가장 많은 것으로 조사되었다. 복 감염 양상별로는 3 감염이

가장 흔하 다.

1994년부터 1998년까지 라핀 포매 블록을 이용하여 PCV2항원을 역추

검사를 실시한 결과,1995년 시료에서부터 항원이 검출되기 시작하 다.

2003년부터 2010년까지 제주도 돼지를 상으로 PCV2a와 PCV2b의 감염 상황을

조사한 결과,2003년을 제외하고 모든 해에 걸쳐 PCV2b가 우세하게 존재하고

PCV2a는 감소하는 경향을 나타내었다.
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PCVAD로 진단된 돼지 에서 괴사성 림 염 병변을 가진 개체는 6.4%로

확인되었다.육안 으로 괴사성 림 염이 있는 림 은 고도로 종 되고

단단하며,심하게 발 되어 있었다.

괴사성 림 염과 병원체 감염과의 연 성을 검사한 결과 PCV2감염이 가장

하게 련되어 있는 반면 PRRSV등의 감염과는 큰 상 성이 없었다.

괴사성 림 염이 찰된 G3군의 돼지는 정상(G1군)혹은 PCVAD로 진단

되었으나 괴사성 림 염이 찰되지 않은 돼지(G2군)에 비하여 림 에서

PCV2항원의 분포가 가장 많고 vWF에 해서도 가장 강하게 반응하 다. 한

G3군이 다른 시험군에 비해 T B 림 구의 감소가 가장 심하 다.따라서

림 에 범 하게 감염된 PCV2로 인한 의 손상이 괴사성 림 염의

직 인 발병기 인 것으로 추정된다.

이상의 연구 결과를 종합하여 볼 때 제주도에서 발생하고 있는 PCVAD는

폐장과 림 뿐만 아니라 다른 장기에도 향을 주는 신성 질병이며,2006년

가장 많은 발생을 하 으나 이후 차 감소하고 있는 추세에 있다.PCV2바이러스의

유 자형은 PCV2b가 2a에 비하여 더욱 많이 감염되어 있었다. 한 괴사성

림 염은 PCV2가 돼지에 심하게 감염되었을 때 나타날 수 있는 PCVAD의

다른 질병 유형으로 단된다.
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요 약

제주도 내 PorcineCircovirusAssociated

Disease의 발생상황 조사 병리학 연구

돼지 써코바이러스 2형(PCV2)은 porcinecircovirusassociateddisease

(PCVAD)의 원인체로 알려져 있으며, 세계 으로 양돈 산업에 큰

경제 손실을 주고 있는 요한 바이러스이다.

PCVAD의 발생 상황을 알아보기 하여,제주도 소재 양돈 농장으로부터

제주 학교 수의과 학 병리학교실에 의뢰된 돼지를 실험에 공여하 다.

총 1,003두 돼지를 조사한 결과,313두(31.2%)가 PCVAD로 진단되었다.가장

특징 인 임상증상은 축 호흡곤란과 같은 호흡기증상 이었다.PCVAD

돼지에서 병리조직학 소견은 간질성 폐렴과 림 의 림 구 고갈이 가장

특징 인 병변으로 확인되었다.감염 유형별로는 PCV2와 PRRSV의 복 감염이

가장 빈번하 다. 라핀 블록을 이용한 합효소연쇄반응(PCR)검사 결과,

1995년 시료에서부터 PCV2감염이 확인되었다.

최근의 PCVAD연구는 PCV2바이러스의 유 자형 분석을 통한 역학 측면에

이 맞추어져 있다.제주도 돼지에서 PCV2a PCV2b유 자형의 발생

상황을 조사하기 하여 총 375두의 돼지에 하여 PCR을 실시하 다.그 결과,

PCV2a와 PCV2b는 각각 44.0%,98.7%가 검출되었다.PCV2b는 2003년 이후

증가하여 2005년부터는 의뢰된 시료에서 100%의 감염률이 지속되었다.

괴사성 림 염은 PCV2에 자연 감염된 돼지에서 나타날 수 있다.

본 연구에서 PCVAD로 진단된 돼지 괴사성 림 염 병변을 가진 개체는

20두(6.4%)로 확인되었다.괴사성 림 염과 병원체 감염과의 연 성을 검사한

결과 PCV2감염이 가장 하게 련되어 있는 반면 PRRSV 등의 감염과는

큰 상 성이 없었다.면역조직화학염색을 통하여 림 구 고갈은 괴사성
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림 염을 동반한 PCVAD 이환 돼지에서 더욱 심하게 나타났다.따라서

림 에 범 하게 감염된 PCV2로 인한 을 동반한 의 손상이

괴사성 림 염의 직 인 발병기 인 것으로 추정된다.

주요어:면역조직화학염색,괴사성 림 염,PCR,PCVAD,PCV2a,PCV2b
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