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Abstract : Mycobacterium avium ssp paratuberculosis, intracellular bacteria that can cause chronic granulomatous
enteritis in cattle, continues to pose significant economic losses and health problem with high prevalence. The purpose
of this study is the polymerase chain reaction (PCR)-base strategy for early detection of M. avium ssp paratuberculosis
in whole blood. Blood samples were collected from korean cattles in Jeonbuk, Korea. The 16 out of 88 serum samples
were detected M. partuberculosis by ELISA. Then samples of infected 8 Korean cattles were amplified by PCR. The
PCR amplified targets are 16s rDNA and heat shock protein 65kDa (hsp 65). The 16s rDNA provided a highly sensitive
and specific tool for the direct detection of mycobacteria. In addition M. avium was confirmed  characteristically by
the hsp65. Finally there were sure to M. avium ssp paratuberculosis by IS900 PCR. The restriction fragment length
polymorphism was identified by PCR amplifications and subsequence restriction enzyme digestions with Pst I of a
hsp65. These results indicate that confirm M. avium with 16s rDNA, hsp65 and a restriction fragment length
polymorphism in the hsp65 gene can be seem the other pattern. Therefore, these results can be used for clinical direct
detections of M. avium ssp paratuberculosis in whole blood of Korean cattle and also to be used epidemiological
researches. 
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서  론

사람에서 대장과 소장에 만성 육아종성 염증을 일으키고,

때로는 소화관, 피부, 간, 관절 등에 병변을 가지는 Crohn's

disease가 있다. 아직 Crohn's disease 환자에서 M. paratuber-

culosis 원인체의 존재 유무가 논란이 되고 있지만(4,6,7,12,

15,20,25), 이와 동일한 원인체로 알려진 소 요네병(Johne's

disease)은 소, 산양, 면양, 사슴 등 모든 종류의 반추수류에

서 장염, 설사와 쇠약이 특징인 만성 염증성 장관 증후군을

일으키는 질병이다. 

요네병의 원인체인 M. paratuberculosis의 주요 특징은 항

산성, 호기성균으로 운동성이 없는 막대모양(0.4-1.0 × 1.0-

10.0 µm)의 간균이며 아포, 협막, 편모를 가지고 있지 않다.

발육온도는 37-38oC이며 5-10%의 CO2 환경 하에서 발육한

다. 생체 외에서 배양시 매우 까다롭고 10주-16주 이상 배양

기간이 요구되어 신속하고 정확한 진단법의 개발이 필요하

다(17,30,37). 

요네병에 감염된 소의 주요 증상은 간헐성 설사가 특징적

인 임상증상이며 설사로 인한 탈수와 영양분의 불완전 공급

으로 인한 피모의 광택소실 및 극도의 삭수가 일어난다. 젖

소의 경우 비유량 감소 및 비유정지 현상이 나타나고 유방

은 축소된다. 일부는 요네병이 진행됨에 따라 단백뇨가 나타

나고 하악에는 현저한 부종이 나타난다(1,33). 

요네병의 진단에는 지연성과민반응(delayed type hypersen-

sitivity)을 이용한 요닌(Johnin) 피내 검진과 혈청 및 유즙을

이용한 ELISA, Gene probe, Interferon-γ를 이용한 세포면

역능 검사, 한천-겔 면역확산법(AGID), 보체결합반응, 분변

의 개량된 세균학적 배양방법, IS900 gene을 확인하는 PCR

과 ELISA 기법을 기초로 한 혈청학적 검사 등을 들 수 있
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다(2,3,5,8,9,16,18,19,22-32,35). 

최근에는 PCR을 이용한 방법으로 요네병 진단 연구에 많

이 이용되고 있다. PCR은 시료 채취 후 세균 수가 적을 때

세균의 유전자를 인위적으로 다량 증폭시켜 진단하는 방법

이다. M. paratuberculosis을 검출하기 위하여 M. paratu-

berculosis의 대응하는 특징적인 primer를 제작하고 분변으로

부터 추출한 DNA를 사용하여 PCR을 수행한다. Myco-

bacteria속 중에는 항원성이 유사한 종이 많으며 M. paratuber-

culosis와 M. avium는 항원성이 거의 유사하기 때문에 이를

동정하기 위해서는 유전자 진단법이 유용하다(3,19,24).

IS900을 기본으로 여러 종류의 항산성균의 유전자를 조사한

결과 M. paratuberculosis 만이 양성반응을 나타냈다고 보고

하였고, IS900은 여러 종류의 mycobacteria DNA sample을

조사한 결과 요네병을 일으키는 세균에 매우 특이성이 높다

고 보고하였다(8,27). 김 등(32)과 김 등(29)이 강원지역과 경

기도 충청도 일대에서 사육되는 동물의 분변을 이용해서

IS900 분석을 시도한 바 있다. 또한 Plikaytis 등(23)과 Telenti

등(26)은 mycobacteria의 heat shock protein (65kDa)을 사

용한 PCR을 통해 440bp DNA 분절을 증폭한 후 제한효소

를 처리하여 mycobacteria의 종의 수준까지 구별하려 하였으

며, el-Zaatari 등(10)은 hsp65의 유전자 염기서열 분석을 통

해 M. paratuberculosis을 구분하고자 하였다. 그 후 Eriks

등(11)은 M. avium과 M. paratuberculosis까지 제한효소를

이용하여 분류하고자 하였으며, RNA polymerase의 B

subunit를 코딩하는 유전자로 rifampin 내성이 있다고 알려진

rpoB 유전자를 통하여 mycobacteria의 종에 대한 분류를 시

도하였다(5,10,11,17,22,23,26,29,32).

이 연구는 분변 외 혈액 속 단핵구 PCR법을 이용하여

mycobacteria의 검출을 시도하였다. 또한 세 가지 primer를

사용한 것은 먼저 16s rDAN, hsp65을 확인하여 다른 myco-

bacteria의 교차반응을 보완하였고, 이에 따라 IS900에 의한

M. paratuberculosis를 확인하기 위하여 실시하였다. 그리고

hsp65의 PCR 증폭산물을 제한효소 처리하여 잘려진 패턴을

분석하여 M. paratuberculosis의 역학적 조사 활용에 도움이

되고자 하였다.

 

재료 및 방법

대상동물

2009년 전라북도 익산시에 소재한 A농장을 대상으로 요네

병 검사를 실시하였다. A농장은 88두의 한우를 사육하고 있

으며, 전 두수를 채혈하여 ELISA법에 의하여 요네병 진단을

실시하였다. 이 중 요네병 양성으로 판정된 한우를 대상으로

본 실험을 수행하였다. 그 중 ELISA법을 이용한 요네병 검

사에서 양성으로 판정된 소는 16두였다.

ELISA 양성우 검출

Elisa Paratuberculosis Antibody Screening Test Kit (Institut

POURQUIER)를 사용하여 제조사의 설명에 따라 ELISA를

실시하였다. 각 plate에는 표준 양성과 표준 음성 혈청을 포

함시켰으며 각 혈청의 검사 결과는 다음과 같은 공식에 의

하여 S/P ratio로서 표현하였다. S/P ratio가 60% 미만일 경

우 음성, 70% 이상일 경우에는 양성으로 판정하였다.

S/P = (검사시료 -평균음성대조) / (평균양성대조 -평균음성대조)

핵산추출

ELISA의 양성우의 경정맥에서 혈액을 채취한 후 혈액

3 ml을 Lymphoprep (gravity 1.077 ± 0.001, Nycomed Phama

AS) 3 ml 위에 중층시킨 후 3,000rpm에서 10분간 원심분리

하여 단핵구층을 분리하였다. 분리한 단핵구를 PBS로 세척한

후 원심분리하여 cell pellet을 얻었다. 분리한 pellet은

Wizard SV Genomic DNA Purification System kit를 사용

하였으며, 제조사의 설명에 따라 핵산을 분리하였다. 

 

16S rDNA, hsp65에 대한 PCR

Mycobacteria에 적당한 PCR primer를 Table 1과 같이

제작하여 다음과 같은 조건하에서 PCR을 수행하였다(11,14).

16s rDNA유전자의 반응조건은 95oC에서 10분 변성 후, 95oC

에서 1분, 53oC에서 1분, 72oC에서 1분, 35 cycle 반응 후

최종 extension을 72oC에서 10분간 수행하였다. 또한 hsp65

유전자를 증폭하기 위해서 반응조건은 95oC에서 10분 간 변

성 후, 95oC에서 45초, 55oC에서 1분, 72oC에서 1분, 40cycle

반응 후 최종 extension을 72oC에서 10분간 수행하였다. 각각

의 PCR 산물 5 µl를 ethidium bromide가 첨가된 2% agarose

gel에서 100V에서 30분간 전기영동하여 확인하였다.

IS900에 의한 PCR

추출한 핵산 5 µl와 각 각의 primer 1 µl (10pmol/µl), 3 µl

의 멸균증류수를 HS Prime Tag Rrimix에 첨가하고 PCR을

수행하였다. 반응조건은 94oC에서 10분 변성 후, 94oC에서

30초, 60oC에서 30초, 72oC에서 30초, 35 cycle 반응 후 최

종 extension을 72oC에서 10분간 수행하였다. PCR 산물 5 µl

Table 1. Oligonucleotide primers used in PCR . The 16s rDNA provided a highly sensitive and specific tool for the direct detection
of Mycobactera spp. And the hsp65 was confirmed M. avium characteristically. 

Primer name Sequence(5'-3') Locus Annealing temp(oC) Product size(bp)

16SRNAF AGTTTGATCCTGGCTCAG
16S rDNA 72 543

16SRNAR GTATTGCCGCGGCTGCTG

Tb-13 GGCTACATCTCGGGGTACTTC
Hsp65 55 960

65-1400 CTCGGTGGTCAGGAACAGC
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를 ethidium bromide 가 첨가된 2% agarose gel에서 100V

에서 30분간 전기영동하여 확인 하였다. 본 실험에 사용된

primer는 다음과 같이 제작하였다(27).

 IS900/150C : CCGCTAATTGAGAGATGCGATTGG

 IS900/921 : AATCAACTCCAGCAGCGCGGCCTCG 

제한효소 처리

65kDa의 hsp65 PCR 산물을 Pst I(제한효소)을 처리하였

다. 즉 PCR 산물 10 µl에 제한효소 0.5 µl(5U), 제한효소버퍼

2.5 µl와 증류수 12 µl 혼합하여 37oC에서 60분간 반응시켰

다. 제한효소 반응산물 5 µl를 ethidium bromide가 첨가된 4%

metaphore agaros에서 100V, 45분간 전기영동하여 확인하였다.

결  과
 

육안적 소견

조사에서 요네병 양성으로 판정된 소는 4-7세까지의 다양

한 연령대로 분포되었다. 발생된 사육장 내에서 임상증상은

묽은 스프상태의 변을 보이는 개체가 있었으나 설사가 심하

거나 수척해지면서 악액질로 변하는 개체는 보이지 않아 준

임상형 보균단계에서 임상형으로 진행되는 단계로 보였다. 

ELISA 결과

ELISA 실험법은 보편적인 요네병 실험방법으로 실행되어

져 왔다. 그러나 ELISA법은 높은 민감성과 특이성을 가지고

있지만 유사 균체에 대한 교차반응이 나타나는 단점을 가지

고 있다. 소의 혈청에 대한 ELISA법에서 양성은 value 값이

60% 미만일 경우는 음성으로, 70% 이상일 경우에는 양성으

로 판정하였다. 그 결과 대상 검사우 88두의 요네병 검사 의

뢰 중 16두(18%)가 양성반응을 보였으며 16두의 양성우 중

8두를 본 조사에 공시 하였다.

PCR 결과

16S rDNA, hsp65에 대한 PCR 결과

고안된 16S rDNA, hsp65 primer(11,14)를 이용하여 PCR

을 시행하였고, 16s rDNA는 mycobacteria를 확인할 수 있는

primer로 543bp의 산물을 얻을 수 있었으며(Fig 1), hsp65

는 M. avium의 960bp PCR 산물을 얻을 수 있었다(Fig 2).

이 결과로 mycobacteria 확인과 M. avium까지 확인 할 수

있었다. 

IS900 PCR 결과

먼저 16s rDNA, hsp65를 이용하여 M. avium을 확인하

였고, 이어서 IS900 primer를 이용하여 M. avium ssp tuber-

culosis를 확인하였다. 이 특이 primer는 Crohn's disease 환

자에서 분리된 M. paratuberculosis 균주로부터 클론닝 된

pMB22의 genomic library에서 가지고 있던 것을 사용하여

제작된 것으로 우리나라에서는 분변에서 PCR 확진시 사용

되고 있는 primer 이다(27). 확인 진단을 위해 고안된

IS900/150C, IS900/921를 이용한 PCR에서는 229bp의 산물

을 얻을 수 있었다(Fig 3). 이 결과는 M. avium ssp para-

tuberculosis 임을 확인 할 수 있었다.

제한효소 처리 결과

M. paratuberculosis을 IS900에 의해 확인된 소에서 hsp65

gene를 PCR을 통해 증폭한 결과 960bp의 증폭산물을 성공

Fig 1. Detection of Mycobacteria spp. 16S rDNA gene
(543bp) in blood samples: analysis of PCR products by
agarose gel electrophoresis. Lane 1, size marker; Lane 2-9,
Iksan 1-8.

Fig 2. Detection of M. avium hsp65 gene(960bp). Lane 1, size
marker; Lane 2-9, Iksan 1-8.

Fig 3. PCR detection of IS900-specific sequences are designed
to amplify a 229 bp target sequence. 
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적으로 증폭할 수 있었다. 증폭된 산물을 Pst I효소를 이용

하여 처리한 후 metaphore agaros에서 전기영동한 결과 Pst

I에서 727bp로 잘라진 밴드를 확인할 수 있었다(Fig. 4).

고  찰

요네병은 젖소의 유량 감소와 육우의 증체율 저하 등 경

제적 피해를 주며, 인수공통전염병으로 공중보건학상 매우

중요한 질병으로 법정전염병 2종으로 지정되어 있다. 우리나

라에서 1983년 처음으로 강원도 대관령 목장의 수입 젖소에

서 임상형 요네병의 유입을 보고한 것을 시작으로 전 등(36)

이 젖소에서 요네병균을 분리하여 국내 요네병의 발생을 공

식 확인하였다. 그 후 요네병은 당대, 후대, 육성농장의 검증

이나 개별의 병성감정에 의해 검사를 실시하고 있으나 감염

된 개체는 뚜렷한 임상증상 없이 오랜 잠복기를 통해 병원

체를 지속적으로 배출하므로 점차 질병이 확산되었다. 

우리나라에서 김 등(31)은 강원, 경기, 충남, 전북 지역의

2,719두를 ELISA 검사한 결과 363두(13.4%)가 양성반응을

보인다고 보고하였다. 강원 지역 젖소 2,261두를 ELISA로

검사한 결과 372두(16.4%)가 양성 반응을 보였다(29). 울산지

역의 젖소에서는 ELISA 검사시 총 452두 중 24두(5.3%)가

양성을 나타내었으며(34), 경북지역은 젖소 363두 중 25두

(6.9%), 한우 189두 중 19두(6.8%)가 양성을 나타내었다(34,

35). 경북 북부지역과 동부지역의 요네병의 발생을 보면 경

북 북부지역(안동, 영주, 봉화, 의성, 영양, 청송)에서 2006년

부터 2009년까지 ELISA 조사 결과 농장 394호 중 24호

(6.1%)가 발생하고 1,964두 중 29두(1.5%)가 양성이었으며,

경북 동부지역에서는 2007년 7월부터 12월까지 141호 중

14호(10%)가 발생하고, 644두 중 44두(14.6%)가 양성으로

나타나는 등 요네병 검진률이 높아질수록 발생률이 증가하

였다(35,38,39).

현재 요네병 근절을 위한 표준 검사방법은 ELISA법이다.

ELISA검사법은 비교적 높은 민감도와 특이도를 가지고 있

지만 혈청학적 검사시 양성으로 판정되기까지 상당한 시간이

소요되어 질병의 신속 진단에 어려움이 있다. 따라서 ELISA

법에 대한 문제점을 보완하기 위해 분변, 정액, 초유 및 혈

액을 통한 PCR 진단법들이 고안되고 있다(13,21). 본 연구

에서는 요네균의 세균학적 특성에 착안하여 초기에 균이 지

속적으로 배출되는 분변을 통한 PCR 검사를 동원하여 진단

을 실시하고자 하였다. 하지만 분변의 특성상 다른 세균의

오염 등 균의 분리동정을 통하지 않고서는 빠른 진단을 위

한 직접 실험으로 확진의 어려움이 있었다. 따라서 요네병과

같은 원인체로 생각되어지고 있는 Crohn's diseas 환자의 혈

액 buffy coat 층에서 M. paratuberculosis DNA를 분리하여

확인한 보고가 있었고(21), 면양의 전혈에서 균체를 PCR로

확인한 보고(13,28)가 있어 감염우 혈액에서도 PCR을 통해

균체를 확인할 수 있다는 고안을 하게 되었다.

결국 오염을 최소화하면서 직접 검사에 따른 용이성과 현

재 요네병 진단에 이용되고 있는 ELISA검사 보다 신속하고

정확하게 요네병을 증명하고자 혈액에서 PCR검사를 실시하

였다. 본 실험에서 원인균의 분리 배양을 수행하지 않고 혈

액을 직접 PCR을 수행하였기에 기존의 PCR법과 다른 an-

nealing 온도 수정과 hot start taq을 이용한 방법을 통하여

증폭하였다. Pst I으로 제한효소 처리한 결과 Eriks(11)가 제

시한 효소 패턴인 515bp와 415bp로 나누어지는 것과 다른

패턴인 727bp을 확인하였다. IS900으로 확인된 sample에서

다른 패턴을 확인한 것이다. 따라서 본 실험의 양상도 M.

paratuberculosis의 패턴이라고 생각된다. 혈청의 ELISA을

통하여 검사하는 현 방법에서의 문제점을 보완하고자 혈액

중 세균이 잠재되어 있을 가능성이 있는 단핵구를 통하여

M. avium ssp paratuberculosis의 존재를 확인하였다.

요네병의 검진은 지금까지 당대, 후대 및 육성우의 검진에

만 매달려와 그와 관련된 대단위 사육농가에는 질병을 파악

하지 못하고 피해만 확산되어왔을 것이라 추측된다. 그에 따

라 대단위 사육농가의 검진을 장려하고 만성감염이나 잠재

감염되어 있는 개체를 색출하기 위해 혈액의 PCR 방법을

이용한 적극적 방법이 동원되어야 할 것이다. 또한 요네병이

발생한 농장은 혈액에서 PCR를 통한 조기진단과 함께 제한

효소의 처리를 통한 균의 특성 확인 및 발생된 타농장의 비

교 등의 역학적 자료로 사용하여 요네병의 적절한 관리지침

과 신속한 방역정책에 이용될 수 있도록 강구되어야 할 것

으로 사료된다.

결  론

전북 익산 소재 육성농장에서 사육중인 한우 88두를 대상

으로 ELISA법을 이용하여 요네병(Johne's disease) 양성율을

조사하였다. 요네병 양성 한우의 단핵구를 분리하여 DNA를

추출하고, 16s rDNA, hsp65 및 IS900에 대한 PCR을 수행하

여 M. avium ssp paratuberculosis를 확인하고자 하였고 제

한효소(Pst I)를 처리하여 원인균의 특성을 조사한 성적은 다

음과 같다.

88두의 한우 혈청을 대상으로 ELISA법으로 실시한 결과

Fig 4. Analysis of hsp65kda gene digested by Pst I. Lane 1 size
marker, Lane 2-9, Iksan 1-8.
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16두가 요네병 양성으로 조사되어 감염률은 18.2%이었다. 요

네병 양성 한우 16두 중 8두를 선발하여 단핵구를 분리하여

추출한 DNA templete를 대상으로 16s rDNA 유전자를 이

용한 PCR 검사 결과 Mycobacteria spp의 존재를 확인하였

다. 동일한 DNA templete를 대상으로 hsp65 유전자를 이용

한 PCR 검사 결과 M. avium의 존재를 확인하였다. 동일한

DNA templete를 대상으로 IS900 유전자를 이용한 PCR 검사

결과 M. avium ssp paratuberculosis의 존재를 확인하였다.

hsp65 유전자 증폭 후 제한효소(Pst I)를 처리한 결과 모두

727bp의 밴드를 확인하였다.
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