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ABSTRACT

Identification and characterization of 

Capnocytophaga ochracea and Selenomonas sputigena 

isolated from Korean oral cavities

                   Lim, Yun Kyong

                Advisor : Prof. Joong-Ki Kook, D.D.S., Ph.D.

                  Department of Biodental Engineering,

                 Graduate School of Chosun University

 Background and objectives: Three strains (KCOM 2191, KCOM 2668, and KCOM 

2812) of Capnocytophaga ochracea and two strains (KCOM 1787 and KCOM 2046) 

of Selenomonas sputigena were isolated from a Korean population and 

deposited to the Korean Collection for Oral Microbiology. These strains 

were classified at the species level by comparing their 16S ribosomal RNA 

gene (16S rDNA) sequences. Considering that the gold standards for 

bacterial classification at the species level are 16S rDNA sequencing and 

digitalized DNA-DNA hybridization, average nucleotide identity (ANI) and 

genome-to-genome distance (GGD) analysis, based on whole genome sequence 

(WGS), it is not enough to classify them as C. ochracea or S. sputigena at 

the species-level. Therefore, the purpose of this study was to classify 

these strains at the species-level based on WGS and additionally 

investigate their morphological, biochemical, and chemotaxonomical 

characteristics. 

 Methods: WGSs of five strains were determined using PacBio RSII and/or 

Illumina platform. ANI and GGD analysis were used to classify them at the 

species-level. Cellular fatty acid (CFA) compositions of the five strains 
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were determined using MIDI/Hewlett Packard Microbial Identification 

System. Their polar lipids were analyzed using thin-layer chromatography. 

Their quinones were determined using high-performance liquid 

chromatography. 

 Results: As a result of determining WGSs of the five strains, all were 

determined as one contig. As a result of ANI analysis, KCOM 2191, KCOM 

2668, and KCOM 2812 strains had ANI values above 96.3% with C. ochracea 

DSM 7271T, and KCOM 1787 and KCOM 2046 strains showed ANI values above 

95.3% with S. sputigena ATCC 35185T. As a result of analysis of CFAs, KCOM 

2191, KCOM 2668, and KCOM 2812 strains had the highest amount of iso-C15:0 

at 57.9%, 67.2%, and 64.9%, respectively. This result was similar to that 

of the C. ochracea DSM 7271T (51.5%). Major CFAs of KCOM 1787 and KCOM 2046 

were C14:0 DMA, C16:1 cis-7, C18:1 at 17.254, C17:1 cis-9/C17:2, and 

C15:2/UN 14.762 C15:2, which accounted for approximately 10 %. Major CFAs 

of S. sputigena ATCC 35185T were C14:0 DMA (35.6%), C15:0 (11.1%), and 

C11:0 (10.9%), different from the two strains used in this study. As a 

result of morphological characteristics, biochemical tests, and quinone 

analysis, it was found that the five strains used in this study had 

characteristics similar to those of each type strain.

 Conclusion: Results indicate that KCOM 2191, KCOM 2668, and KCOM 2812 

strains belong to C. ochracea, and KCOM 1787 and KCOM 2046 strains belong 

to S. sputigena. These strains could be used to study the pathogenesis of 

oral as well as systemic diseases dependent on C. ochracea and S. 

sputigena.
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I. 서 론

  치주조직은 치아를 둘러싸고 있는 치은, 치조골, 치주인대, 백악질로 구성된 

조직으로, 치아를 단단히 잡아주고 교합력에 대한 완충작용을 한다. 치주질환은 

치주조직에 발생하는 염증성 질환으로 전 세계적으로 유병률이 높은 질병 중 

하나이다(Kassebaum et al., 2014). 

  치주질환은 미생물에 의해 치주조직에 발생하는 질환을 의미하며(Hajishengallis 

and Lamont, 2012), 진행 정도에 따라서 치은염과 치주염으로 구별할 수 있다. 

치은염은 치은의 발적과 부종을 동반하지만, 올바른 잇솔질과 간단한 

치면세마와 같은 간단한 구강 위생관리법으로 쉽게 회복할 수 있다. 그러나 

조직의 염증반응이 심화되면, 치주낭이 깊어지고, 치조골의 파괴를 초래하는 

치주염이 발생한다. 이러한 치주염을 치료하지 않고 방치하면, 치아를 지지하지 

못하게 되고, 결국 치아 손실을 초래한다(Pihlstrom et al., 2005; Löe et al., 

1986).

  치주질환의 원인요인은 유전, 흡연, 음주, 당뇨병, 비만 및 대사증후군, 

골다공증, 영양결핍, 스트레스, 면역억제 상태 등과 같은 전신적 원인과 

치면세균막, 치열 및 교합 상태, 부적합 보철물 등과 같은 국소적 원인으로 

분류할 수 있다(Genco and Borgnakke, 2013). 즉, 치주질환은 사람의 항상성이 

무너짐과 구강 미생물에 의해 발생한다고 볼 수 있다. 이러한 치주질환의 

원인인자 중에서 가장 주된 인자는 치은연하 치면세균막 내의 세균인 것으로 

보고되었다(Pihlstrom et al., 2005).

  현재 사람의 구강에 존재하는 세균은 774종(species)이며, 이들 중, 58% 세균 

종은 학명이 부여되었고, 16%는 배양은 되었지만, 아직 학명이 부여되지 

않았으며, 26%는 아직 배양되지 않은 것으로 조사되었다(HOMD; Human Oral 

14Microbiome Database, https://homd.org/). 이러한 세균 종 중 여러 분자 

역학조사에서 Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema 

denticola, Prevotella intermedia 등이 건강한 부위보다는 치주질환이 발생한 

부위의 치면세균막에서 더 높은 빈도를 차지한다는 결과를 토대로, 이들 세균 

종들이 치주질환의 주요한 원인균 종이라고 보고되었다(Kook et al., 2005; Lee 
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et al., 2005; Paster et al., 2001; Socransky et al., 1998). 이러한 

치주질환이 발생한 치아의 치면세균막에서 질환과 관련된 특정 세균 종을 

찾으려는 접근법으로, 최근에는 치면세균막을 구성하는 전체 세균 종들을 

하나의 사회(community)를 이루는 군집의 변화, 즉 microbiome(미생물군집)을 

이루는 세균 종들의 종류 및 개체 수의 변화와 이에 대한 숙주의 방어 

능력(면역 반응)에 의해 치주질환이 발생한다는 가설을 가지고, 치주질환의 

주요 원인균 종을 찾아야 한다는 주장이 제기 되었다(Hajishengallis and 

Lamont, 2012; Lamont and Hajishengallis, 2015). 이러한 가설은, 치주질환의 

주요한 원인균 종이라 생각되었던, P. gingivalis가 치주질환 병소에서 

검출되지 않는 연구 결과(Ximenez-Fyvie et al., 2000a,b; Diaz et al, 2006), 

사람 구강 세균 총은 매우 다양하여 774 종의 세균 종이 사람의 구강에서 

발견되었지만 개개인에는 약 200여 종만 검출되고 50여 종만이 모든 

사람들에게서 발견되었다는 보고(Aas et al., 2005), 그리고 치주질환이 

진행되면서 치면세균막을 구성하는 세균 종의 조성(composition)이 변화된다는 

것을 근거로 제시되었다(Hajishengallis and Lamont, 2012). 즉, 어느 하나의 

개체에 의해 다른 개체들의 집락화와 독성이 증가하는 과정을 의미하는 

polymicrobial synergy (다균종 시너지), 건강한 상태에서의 공생관계를 

유지하는 세균군집이라하는 symbiosis(공생상태, 공생관계)에서 염증 반응을 

야기하는 세균 종의 상대적인 빈도(abundance)의 변화를 초래하는 

dysbiosis(불균형)와 이들 미생물군집의 변화를 제어할 수 있는 

면역학적감시(immunological surveillance) 기능이 상실되었을 때 치주질환이 

발생한다는 것이다(Hajishengallis and Lamont, 2012; Lamont and 

Hajishengallis, 2015; Hajishengallis et al., 2021). 

  구강 세균은 치주질환에 의해 파괴된 치은의 혈관을 통하거나, 호흡에 의해 

기도로 들어가거나, 침이나 음식과 함께 위를 통해 장으로 이동하여, 구강 외  

조직에 집락화를 이루거나, 이들이 발생하는 세포외 독소, 내독소 등에 의해 

아급성 세균성 심내막염 및 죽상동맥경화증(Lakio et al., 2006), 류마티스 

관절염(Wegner et al., 2010), 알츠하이머병(Riviere et al., 2002), 호흡기 

감염 및 폐렴(Paju and Scannapieco, 2007), 조산 및 저체중아 
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출산(Offenbacher et al., 2006), 결장직장암(Queen et al., 2022), 당뇨병 및 

인슐린 저항성(Preshaw et al., 2012) 등의 다양한 전신질환과 관련성이 있는 

것으로 보고되었다(Bui et al., 2019; Han and Wang,  2013).

  Capnocytophaga spp.는 방추형에서 막대 모양의 그람 음성 세균이며, 고형 

배지의 단단한 표면을 미끄러지듯 이동할 수 있는 운동성(gliding) 집락을 

형성하는 특성을 가지고 있다(Leadbetter et al., 1979). 또한 혐기성 또는 

호기성 조건에서 CO2 (5―10% v/v)의 존재에 의존하여 성장하는 특성을 가지고 

있다. ‘Capnocytophaga’라는 속명은 CO2 의존성이 있음을 의미하는 "capno-"와 

유연성 및 글라이딩 운동성을 갖는 세균 속명 "Cytophaga"에서 

유래한다(Leadbetter et al., 1979). Capnocytophaga spp.는 현재 사람 

구강에서 분리된 9종(C. ochracea, C. sputigena, C. gingivalis, C. 

haemolytica, C. granulosa, C. leadbetteri, C. endodontalis, C. 

periodontitidis, C. blienii), 개와 고양이의 구강에서 발견될 수 있는 

인수공통 병원체 4종(C. canimorsus, C. canis, C. cynodegmi, C. stomatis) 및 

고양이의 구강에서 분리된 1종(C. felis)이 보고되었다(List of Prokaryotic 

names with Standing in Nomenclature, https://lpsn.dsmz.de/;  Leadbetter et 

al., 1979; Yamamoto et al., 1994; Frandsen et al., 2008; Jo et al., 2018; 

Zhang et al., 2021; Antezack et al., 2021; Brenner et al., 1989; Zangenah 

et al., 2016; Suzuki et al., 2020). Capnocytophaga spp.는 면역이 저하된 

숙주와 면역이 저하되지 않은 숙주 모두에서 질병을 유발할 수 있는 것으로 

보고되었다(Parenti and Snydman 1985; Bonatti et al., 2003). Capnocytophaga 

spp.는 면역력이 저하된 숙주에서 균혈증(Mantadakis et al., 2003), 

뇌농양(Wang et al., 2007; Sabbatani et al., 2004), 뇌수막염(Le Moal et 

al., 2003; Kim et al., 1996), 심내막염(Sandoe, 2004), 뼈 감염(Piau et al., 

2013), 융모막양막염(Felix et al., 2019)을 포함한 다양한 구강 외 감염의 

원인이 되는 기회감염성 세균이다. Capnocytophaga spp.는 또한 폐암 환자의 

타액 미생물군을 정량적 PCR을 사용하여 조사한 결과 대조군과 비교하여 

유의하게 더 높은 것으로 보고되었다(Yan et al., 2015). 또한, Capnocytophaga 

spp.는 구강 내 β-lactamase을 생산하는 주요 세균 종 중 하나이며, 
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macrolide-lincosamide-streptogramin (MLS) 항생제에 대한 내성 유전자인 

erm(F) 및 erm(C) 유전자도 가지고 있음이 보고되었다(Ehrmann, et al., 2014). 

  Selenomonas spp.는 그람 음성의 절대 혐기성 세균으로, 초승달 모양(curved 

shape)을 가지고 있으며, 만곡된 부위에 편모가 하나 혹은 그 이상 붙어 있는 

특징을 갖는 것으로 보고되었다(Lessel and Breed, 1954). Selenomonas spp.는 

당질대사의 최종 산물로 주로 아세트산과 프로피온산을 생산하는 것으로 

보고되었다(Johnson et al., 1985). Selenomonas spp.는 현재 사람 구강에서 

분리된 9종(S. artemidis, S. dianae, S. felix, S. flueggei, S. infelix, S. 

massiliensis, S. noxia, S. sputigena, S. timonae), 반추동물의 위장관에서 

분리된 3종(S. bovis, S. montiformis, S. ruminantium) 및 특정 환경에서 

분리된 3종(S. acidaminovorans, S. lacticifex, S. lipolytica)이 

보고되었다(List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature, 

https://lpsn.dsmz.de/; Moore et al., 1987; Kuete et al., 2019; Belkacemi 

et al., 2018; Johnson et al., 1985;  Antezack et al., 2021; Zhang and 

Dong, 2009; Wylensek et al., 2020; Bryant, 1956; Guangsheng et al., 1992; 

Schleifer et al., 1990; Dighe et al., 1998). 

  치주질환의 발생기전을 이해하기 위해서는 사람 구강조직 세포와 세균 간의 

상호작용 연구가 필수적이다. 일반적으로 숙주세포-세균 간 상호작용 연구에 

있어서, 표준균주(type strain) 혹은 특정 참고균주(reference strain)를 

포함한 소수의 균주들만을 이용한 연구들이 진행되고 있다(Ahn et al., 2016; 

Scheres and Crielaard, 2013). 하지만, 최근의 연구결과에 의하면, 같은 세균 

종에 속하는 균주들의 유전학적 다양성 (Avila-Campos et al., 2006) 및 

숙주세포와 다양한 반응을 하는 것으로 보고되었다(Kurgan et al., 2017). 

그러므로, 특정 세균 종의 구강조직 세포와의 상호작용 연구를 위해서는 다양한 

균주들이 필요하다고 생각된다. 또한, 균주에 따른 숙주세포-세균 간 상호작용 

연구결과를 분석하기 위해서는 각 균주들이 어떤 병원성 유전자를 가졌는지의 

정보도 필요하다고 생각된다. 

  현재, 세균을 종-수준으로 동정하기 위한 황금 기준(gold standard)이 되는 

분류학적 실험법은 16S ribosomal RNA gene (16S rDNA)의 염기서열 
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비교분석법(Stackebrandt and Goebel, 1994; Kim et al., 2014)과 세균 전장 

유전체 염기서열(whole genome sequence, WGS)의 상동성을 in silico 

프로그램으로 비교분석하는 average nucleotide identity (ANI) 분석법(Goris 

et al., 2007; Richter and Rossello, 2009; Lee et al., 2016) 또는 

genome-to-genome distance (GGD) 분석법(Meier-Kolthoff et al., 2013; Chun 

et al., 2018)이다. 특히 ANI 혹은 GGD 분석법은 차세대 핵산 

염기서열결정법(next generation sequencing, NGS)의 발전에 의해, 기존의 

물리적 방법에 의한 세균 전장 유전체 비교법인 DNA-DNA hybridization (DDH) 

법을 대신할 수 있게 되었다. 이러한 의미에서 ANI와 GGD 분석법을 digitalized 

DDH법 이라고 한다. 세균 균주를 종-수준으로 정확히 동정하기 위해서는 16S 

rDNA 염기서열 비교분석법과 ANI 혹은 GGD 분석법을 통한 전장 유전체의 

염기서열 상동성 분석법을 시행하여야 한다. 

  본 연구에서는 한국구강미생물자원은행(Korean Collection for Oral 

Microbiology, KCOM, Gwangju, Korea)에서 16S rDNA 염기서열 비교분석법만으로 

C. ochracea로 동정된 3개 균주와 S. sputigena로 동정된 2개 균주를 분양받아, 

이들의 전장 유전체 염기서열을 결정하고, ANI 및 GGD 분석법을 실행하여 

종-수준으로 최종결정하고자 한다. 이와 더불어 본 연구는 이들 균주들의 

형태학적 특성, 생화학적 특성, 지방산 조성 분석, 극성 지방 분석, 퀴논분석 

및 최적 성장조건 측정을 통하여, 이들의 특성을 밝히기 위해 시행되었다. 향후 

치주질환과의 관련성을 연구하는 병인론 연구 방법 중 하나인 숙주-세균 

상호작용 연구에 이들 5개 균주를 이용할 수 있을 것이며, 균주 특성 정보는 

결과를 해석하는 데 이용될 수 있을 것으로 생각된다.
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II. 연구재료 및 방법

1. 세균 및 세균배양

  본 연구에 사용된 KCOM 2191, KCOM 2668, KCOM 2812, KCOM 1787, KCOM 2046 

균주들은 한국구강미생물자원은행(Korea)에서 분양을 받았으며, 분리 정보는 

Table 1에 정리하였다. 

  이들 균주들은 tryptic soy broth (TSB, BD Difco Laboratories, Spark, MD, 

USA)에 0.5% yeast extract, 5 μg/ml hemin, 0.05% cysteine HCl-H2O,  및 2 

μg/ml vitamin K1이 포함된 배지를 사용하여 실험에 사용하였다. 다만, 이들의 

최적 성장에 필요한 NaCl 농도를 결정하기 위한 실험에서만, trypticase 

peptone (BD Difco Laboratories, Spark, MD, USA)에 0.5% yeast extract, 

0.25% K2HPO4, 0.25% glucose, 5 μg/ml hemin, 0.05% cysteine HCl-H2O 및 2 

μg/ml vitamin K1이 포함된 배지를 사용하였다. 이들 균주들은 혐기성 조건(5% 

H2, 10% CO2, 85% N2)과 37℃가 유지되는 혐기성 배양기(BACTRONEZ-2, Sheldon 

Manufacturing Inc., Cornelius, Oregon, USA)에서 24―48시간 동안 배양하였다.

Strains Species
Subject 

ID
Gender Age

Tooth 

site*
Source

Isolated 

date

KCOM 2191
(= ChDC A21)

Capnocytophaga 
ochracea 

YB 4-7 Female 43 #35
Subgingival 

dental plaque, 
gingivitis

2001.
12.10.

KCOM 2668
(= ChDC 
PV-A122)

Capnocytophaga 
ochracea

PD 
2-9,10,11
,12(47-2)

Female NI　　#47
Subgingival 

dental plaque, 
periimplatitis　

2003.
09.29.

KCOM 2812
(= ChDC OSN10)

Capnocytophaga 
ochracea

OFMS Female NI　 NI　 Actinomycosis
2006. 
02.10.

KCOM 1787
(= ChDC B468)

Selenomonas 
sputigena

OFMS 25 Male NI NI
Mandibular 

osteomyelitis
2002.
04.22.

KCOM 2046
(= ChDC B130)

Selenomonas 
sputigena

YB 6-4 Male 38 #46
Subgingival 

dental plaque, 
gingivitis

2001.
11.23.

Table 1. Information of bacterial strains used in this study

*the Fédération Dentaire Internationale (FDI) system.

KCOM, Korean Collection for Oral Microbiology; ChDC, Department of Oral 

Biochemistry, College of Dentistry, Chosun University; NI, no information.
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2. 16S rDNA 염기서열의 계통발생학적 분석

  본 연구에서 사용된 모든 균주들의 16S rDNA 염기서열은 GenBank 

데이터베이스(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/)에서 얻었으며, Table 

2에 정리하였다. 이들의 상동성은 EzBioCloud 프로그램 

(https://www.ezbiocloud.net/identify)을 사용하여 검색하였다. 그 결과 

각각의 균주들과 상동성이 91% 이상인 균종들의 표준균주들의 염기서열과 함께, 

MEGA X (Kumar et al., 2018) 프로그램을 이용한 계통분류학적 분석을 

실시하였다. MEGA X의 Clustal W 법으로 분석하고자 하는 16S rDNA 염기서열을 

정렬(alignment)하고, neighbor-joining methods (Saitou and Nei, 1987)을 

이용하여 계통수(phylogenetic tree)를 얻었다. 이때 계통도의 신뢰도를 높이기 

위해, bootstrap 값은 1,000회로 정하였으며, 비교 대상이 되는 균주들의 

진화적 거리(% distance로 표현함)는 Kimura 2-parameter model을 이용하여 

구하였다. 

3. 전장 유전체 염기서열 결정 및 종-수준에서의 동정

  본 연구에 사용된 균주들의 전장 유전체 염기서열을 결정하기 위해 Cho 

등(2015)이 제시한 페놀:클로로포름 추출법을 시행하여 전장 유전체 DNA를 

추출한 후, Macrogen 사(Seoul, Korea)에 의뢰하였다. PacBio RSII 및 Illumina 

platform을 이용하여 시퀀싱하고, RS HGAP 및 SPAdes 소프트웨어를 사용하여 

assembly 되었으며, Genome annotation은 Prokka (http://www.vicbioinformatics. 

com/software.prokka.shtml)을 이용하여 수행되었다.

  전장 유전체 염기서열을 이용한 종-수준에서의 동정을 위한 Average 

Nucleotide Identity (ANI) 분석은 ChunLab (Seoul, Korea)에서 제공하는 

소프트웨어(http://www.ezbiocloud.net/tools/ani)를 사용하여 시행하였으며, 

GGD (Genome-to-Genome Distance) 분석은 DSMZ (German Collection of 

Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig, Germany)에서 제공하는 GGD 

calculator (GGDC) (http://ggdc.dsmz.de)를 사용하여 수행하였다. ANI 및 GGD 

분석을 위한 균주의 전체 게놈 서열 및 GenBank accession number는 GenBank 
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데이터베이스(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome)에서 얻었으며, Table 2에 

정리하였다.

4. 형태학적 특성 분석

  균주들의 자세한 모양 관찰과 크기를 측정하기 위하여 주사전자현미경(SEM, 

scanning electron microscopy) 검경을 시행하였다. 하루 동안 배양된 균액을 

2.5% paraformaldehyde-glutaraldehyde (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) 

용액으로 실온에서 3시간 동안 전고정 처리 후, 1% osmium tetraoxide 

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) 용액으로 실온에서 40분 동안 후고정 

처리하였다. 그 다음 50%, 70%, 80%, 90%, 100% ethanol을 단계적으로 처리하여 

시료를 탈수한 후 hexamethyldisilazane (HMDS, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, 

USA)으로 화학적 건조를 하였다. 이렇게 전처리한 시료는 stub위에 부착시켜 

sputter coater 안에 platinium으로 코팅하고 5kV에서 electron microscopy 

(S-4800, Hitachi, Tokyo, Japan)으로 검경 하였다.

  또한 균주들의 집락 모양과 크기를 측정하기 위하여 한천배지에서 2일 동안 

배양하여 실체현미경(ZEISS Stemi 305 Compact stereo microscope, Carl Zeiss 

Microscopy, NY, USA) 검경을 시행하였다.

  그람염색은 먼저 균주의 집락과 식염수를 섞어 슬라이드글라스 위에 도말하고 

건조 후 화염 고정하여 준비하였다. crystal violet으로 1분, Lugol 용액으로 

1분, alcohol 탈색 20초, safranine으로 30초간의 순서로 염색하였다(YD 

diagnostics CORP., Yongin, Korea). 물로 세척하고 건조 후 검경 하였다. 

5. 생화학적 특성 분석

  혐기성 세균을 동정하기 위한 API 20 A 및 RAPID ID 32 A (bioMerieux, 

Marcy-l'Étoile, France)를 사용하여, 제조사의 지침에 따라 균주의 생화학적 

특성, 효소 활성 및 당 발효 패턴을 분석하였다.
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Species and strain
GenBank accession numbers/location 

16S rDNA Genome

Capnocytophaga ochracea KCOM 2191 KX096270 CP110228

Capnocytophaga ochracea KCOM 2668 KX096336 CP110229

Capnocytophaga ochracea KCOM 2812 ON724177 CP110230

Capnocytophaga endodontalis ChDC OS43T AF543293 CP022022

Capnocytophaga leadbetteri AHN8855T NR_043464 QBKG00000000

Capnocytophaga ochracea DSM 7271T NR_027581 CP001632

Capnocytophaga periodontitidis p1a2T MW341441 JAEFDB000000000

Capnocytophaga sputigena ATCC 33612T NR_026095 ABZV00000000

Capnocytophaga bilenii Marseille-Q4570T MW762958 JAGDYP000000000

Capnocytophaga cynodegmi DSM 19736T NR_043063 ARAI00000000

Capnocytophaga stomatis H2177
CP022387/

652387..653909
CP022387

Capnocytophaga canimorsus 7120T NR_043062 CP022382

Capnocytophaga canis CcD38T NR_146353 CDOI00000000

Capnocytophaga felis KC07070T LC411961 BLBC00000000

Capnocytophaga gingivalis ATCC 33624T NR_026094 ACLQ00000000

Capnocytophaga granulosa B0611T NR_044777 KE150261

Capnocytophaga haemolytica A0404T NR_029312 LT906449

Selenomonas sputigena KCOM 1787 MT299692 CP110383

Selenomonas sputigena KCOM 2046 ON799263 CP110231

Selenomonas sputigena ATCC 35185T NR_025115 CP002637

Selenomonas montiformis WCA-380-WT-3B3T MN537516 VUNL00000000

Selenomonas bovis WGT NR_044111 ARLB00000000

Selenomonas noxia ATCC 43541T NR_028796 ACKT00000000

Selenomonas dianae ATCC 43527T NR_041805 -

Selenomonas felix Marseille-P3560T LT725659 FYCJ00000000

Selenomonas massiliensis Marseille-P4036T LT970915 OLMJ00000000

Mitsuokella jalaludinii M9T NR_028840 JNKR00000000

Centipeda periodontii DSM 2778T NR_041950 AFHQ00000000

Table 2. GenBank accession numbers of nucleotide sequences of 16S 

ribosomal RNA genes (16S rDNAs) and genomes of bacterial strains used in 

this study
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6. 세균 지방산 조성 분석

  균주들은 48시간 배양하여 균체를 모아 비누화, 메틸화시킨 후 fatty acid 

methyl ester (FAME)를 추출하였다. 세균 지방산은 제조업체의 지침에 따라 

가스크로마토그래피(Model 6890N and Auto-sampler 7683; Agilent, Santa 

Clara, CA, USA)를 사용하여 분석되었고 MIDI/Hewlett Packard Microbial 

Identification System (MIDI, Microbial ID, Newark, USA)을 이용한 

Sherlock™ 미생물 식별 시스템(버전 6.3)을 사용하여 동정 되었다. 이러한 

세균 지방산 조성 분석은 한국미생물보존센터(Korean Culture Center of 

Microorganisms, Seoul, Korea)에 의뢰하여 실시하였다. 

7. 극성 지방 분석 

  Minikin 등(1984)이 제시한 방법대로 균주들은 48시간 동안 배양하여 균체를 

모아 동결건조한 후 methanol:0.3% NaCl (100:10) 용액과 hexane을 동량 

첨가하고 혼합하였다. 잘 섞어진 혼합액을 원심분리 후 상층을 제거하고 다시 

hexane을 첨가하여 잘 섞어준 후 원심분리하여 상층액을 제거하였다. 남아있는 

하층을 100℃에서 5분간 가열하고 37℃에서 5분 정도 식힌 후 

Chloroform:methanol:0.3% NaCl (90:100:30)를 첨가하고 1시간 동안 교반하여 

잘 섞어준 후 원심분리하여 상층액을 다른 tube에 옮겨 담았다. 남아있는 

하층에 chloroform:methanol:0.3% NaCl (50:100:40) 용액을 첨가하고 30분 동안 

교반하여 잘 섞어준 후 원심분리하여 상층액을 이전 상층액과 합하였다. 

상층액에 chloroform과 0.3% NaCl 용액을 동량 첨가한 후 원심분리하여 상층을 

제거한 하층 부분을 rotary evaporator에서 건조하였다. 최종적으로 증류수에 

용해한 시료를 박층 크로마토그래피(TLC, Thin-layer chromatography)로 

전개하여 분석하였다.

  High-performance thin layer chromatography (HPTLC) silica gel plate 

(10cm×10cm, Merck, Darmstadt, Germany)에 시료를 spotting 한 후 건조하였다. 

chloroform:methanol:water (65:25:3.8) 용매 하에서 1차 전개한 후, plate를 

건조시키고 chloroform:methanol:acetic acid:water (40:7.5:6:1.8) 용매 하에서 

2차 전개를 하였다. 이때 standard plate와 시료 plate를 동시에 같은 조건으로 
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전개하였다. 전개가 끝난 plates는 hood 안에서 잘 건조 시킨 후 5% ethanolic 

molybdatophosphoric acid (모든 지질 검출) 발색시약을 spray로 골고루 

뿌려주고 100℃의 oven에 건조 시키고 스캔하여 결과를 확인하였다. 또한 0.2% 

ninhydrin (아미노 지질 검출), zinzadze (인지질 검출) 및 α-naphthol (2.4% 

(w/v) α-naphthol in 10% (v/v) sulfuric acid, 80% (v/v) ethanol)(당지질 

검출)의 발색시약을 사용하여 spray로 골고루 뿌려주고 100℃의 oven에 건조 

시킨 후 스캔하여 결과를 확인하였다. 이러한 세균의 극성 지방 분석은 

한국미생물보존센터(Korea)에 의뢰하여 실시하였다.

 

8. 퀴논 분석

  세포막에 존재하는 isoprenoid quinone을 추출하기 위해 Shin 등(1995)이 

제시한 방법을 이용하였다. 균주들을 48시간 동안 배양하여 균체를 모아 

동결건조한 후, chloroform:methanol (2:1) 용액을 넣은 혼합액을 종이 

여과지(110mm, NO. 2, Whatman, Kent, England)에 여과하였다. 여과된 용액은 

농축한 후 Chloroform:methanol (8.5:1.5) 용액으로 녹이고 원심분리한 

상등액을 시료로 고성능 액체 크로마토그래피(YOUNG LIN Co., YL9100 HPLC, 

Anyang, Korea) 분석을 하였다. HPLC 분석 컬럼은 Waters Spherisorb ODS2 

Column, 5 µm, 4.6 mm X 150 mm column을 사용하였으며 분석 용매는 

methanol:isopropyl ether (4:1) 용액을 사용하여 1.0 ㎖/min 유속으로 254nm 

파장에서 검출하였다. 이러한 퀴논 분석은 한국미생물보존센터(Korea)에 

의뢰하여 실시하였다.

9. 최적 성장 조건 측정

  최적 성장 온도를 조사하기 위해 25―45℃ (5℃ 간격) 조건에서 1일, 2일 및 

3일 동안 액체 배양하여 Epoch Microplate Spectrophotometer (Biotek, 

Winooski, VT, USA)를 사용하여 UV 600 nm 파장의 OD 값(Optical Density)을 

측정하였다. 이때 blank로 세균을 넣지 않은 액체배지(pH 7.0, 0.5% NaCl)를 

같은 조건으로 배양하였다. 
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  최적 성장 수소이온농도를 조사하기 위해 pH 5―10 (pH 0.5 간격) 조건에서 

1일, 2일 및 3일 동안 37℃에서 액체 배양하여 OD 값을 측정하였고, 이때 

blank로 세균을 넣지 않은 액체배지(0.5% NaCl)를 같은 조건으로 배양하였다. 

  최적 성장 NaCl 농도를 조사하기 위해 0―2% (0.5% 간격) 농도에서 1일, 2일 

및 3일 동안 37℃에서 액체 배양하여 OD 값을 측정하였다. 이때 blank로 세균을 

넣지 않은 액체배지(pH 7.0)를 같은 조건으로 배양하였다. 

  각 실험군의 OD 값에서 blank의 OD 값을 뺀 수치를 각 실험군의 실질적인 

성장 정도를 나타내는 값으로 삼았으며, 최적 성장 조건은 이 수치가 가장 높은 

값의 것으로 결정하였다. 
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Ⅲ. 연구 결과

1. 16S rDNA 염기서열 상동성 검색 및 계통발생학적 분석

  EzBioCloud 프로그램을 사용하여 각 균주들의 16S rDNA 염기서열들의 

상동성을 검색한 결과는 Table 3과 4에 정리하였다. KCOM 2191, KCOM 2668 및 

KCOM 2812 균주는 Capnocytophaga ochracea DSM 7271T 표준균주의 16S rDNA 

염기서열과 가장 높은 상동성을 보였으며, KCOM 1787과 KCOM 2046 균주는 

Selenomonas sputigena ATCC 35185T 표준균주의 16S rDNA 염기서열과 상동성이 

가장 높았다.

  이 균주들의 16S rDNA 염기서열의 진화론적 측면에서 가장 가까운 종을 

알아보기 위한 계통수 분석결과, KCOM 2812와 KCOM 2191는 cluster(클러스터) 

CC-1-1에, KCOM 2668은 C. ochracea DSM 7271T와 함께 클러스터 CC-1-2에 

속하였다(Fig. 1). 이들 4개 균주들은 클러스터 CC-1에 배열되었다(Fig. 1).

  KCOM 2046과 KCOM 1787 균주들은 S. sputigena ATCC 35185T와 함께 클러스터 

CS-1에 함께 배열되었다(Fig. 2).

   

2. 전장 유전체 염기서열 결정 및 종-수준에서의 동정

  본 연구에서 사용된 균주들의 전장 유전체 염기서열을 분석한 결과, KCOM 

2191, KCOM 2668, KCOM 2812 균주들의 전장 유전체 크기는 2.67―2.80 

Mb였으며, GC 함량은 39.3―39.7 mol%였다(Table 5). 또한, KCOM 1787과 KCOM 

2046 균주의 전장 유전체 크기는 각각 약 2.61 Mb와 2.74 Mb이었으며, GC 

함량은 56.9 mol%와 57.2 mol%였다(Table 5).

  본 연구에서 사용된 5개 균주들의 전장 유전체 염기서열은 GenBank submission 

portal (https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/)에 업로드하였으며(Table 2), 분석 

결과는 Table 5에 요약하였다.

  전장 유전체 염기서열을 이용한 종-수준에서의 동정을 위한 ANI 분석결과 

KCOM 2191, KCOM 2668 및 KCOM 2812 균주는 C. ochracea DSM 7271T 표준균주와 

약 96.3% 이상의 상동성을 보였으며(Table 6), KCOM 1787과 KCOM 2046 균주는 
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S. sputigena ATCC 35185T 표준균주와 95.3% 이상의 상동성을 보였다(Table 7).

  그리고 GGD 분석 결과, KCOM 2191, KCOM 2668 및 KCOM 2812 균주는 C. 

ochracea DSM 7271T 표준균주와 각각 66.0―67.9%의 상동성을 보였으며(Table 

8), KCOM 1787과 KCOM 2046 균주는 S. sputigena ATCC 35185T 표준균주와 각각 

61.6%, 63.7%의 상동성을 보였다(Table 9).

3. 형태학적 특성 분석

  균주들의 자세한 모양 관찰과 크기를 측정하기 위하여 주사전자현미경 검경을 

하고 균체의 길이를 측정한 결과를 Table 10에 정리하였다. KCOM 2191, KCOM 

2668 및 KCOM 2812 균주들의 모양은 1―13 µm 되는 다양한 길이의 편모가 없는 

방추형으로 Capnocytophaga spp.와 형태학적으로 일치하였다(Fig. 3A-3C). KCOM 

1787과 KCOM 2046 균주들 또한 Selenomonas spp.의 특징인 초승달 모양과 

만곡된 부위에 편모가 있는 형태가 관찰되었다(Fig. 3D와 3E). 

  균주들의 집락 모양과 크기를 측정하기 위하여 한천배지에서 2일 동안 

배양하여 실체현미경으로 관찰한 결과를 Table 10에 정리하였다. KCOM 2191, 

KCOM 2668 및 KCOM 2812 균주들의 한천 배지에서 집락의 형태는 단단한 표면을 

미끄러지듯 이동할 수 있는 gliding 운동성 집락을 형성하였다(Fig. 3A-3C). 

KCOM 1787과 KCOM 2046 균주들의 한천 배지에서 집락의 형태는 원형의 

볼록하며, 불투명한 상아색으로 관찰되었다(Fig. 3D와 3E).

4. 생화학적 특성 분석

  혐기성 세균을 동정하기 위한 API 20 A kit와 RAPID ID 32 A kit를 사용하여 

균주의 생화학적 특성, 효소 활성 및 당 발효 패턴을 분석한 결과를 Table 11- 

14에 정리 하였다. 

  KCOM 2191, KCOM 2668 및 KCOM 2812 균주들 모두 alkaline phosphatase, 

alanine arylamidase, arginine arylamidase, glutamyl glutamic acid 

arylamidase, glycine arylamidase, histidine arylamidase, leucine 

arylamidase, leucyl glycine arylamidase, phenylalanine arylamidase, 

proline arylamidase, serine arylamidase, tyrosine arylamidase의 효소들이 
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존재하였고 esculin을 가수분해할 수 있었다. D-glucose, D-lactose, 

D-sucrose, D-maltose, D-cellobiose, D-mannose, D-raffinose을 기질로 하여 

산을 생성할 수 있었다.

  KCOM 1787과 KCOM 2046 균주들 모두 D-glucose, D-lactose, D-sucrose, 

D-maltose, D-raffinose 들을 기질로 하여 산을 생성하였으며, α-galactosidase, 

β-galactosidase의 효소들이 존재하였다.

5. 세균 지방산 조성, 극성 지방 및 퀴논 분석

  세포막을 구성하는 지방산의 구성 성분 및 비율 등을 참고로 미생물을 

동정하기 위한 세균 지방산 조성 분석 결과 KCOM 2191, KCOM 2668 및 KCOM 2812 

균주들은 iso-C15:0 성분이 각각 57.9%, 67.2%, 64.9%의 비율로 가장 많이 

검출되었다(Table 15).

  KCOM 1787과 KCOM 2046 균주들의 지방산 조성 분석 결과, C14:0 DMA 성분이 

각각 10.7%, 11.7%의 비율로 가장 많이 검출되었다(Table 16).

  Polar lipid 구조를 분석한 결과 KCOM 2191, KCOM 2668 및 KCOM 2812 

균주들은 phosphatidylethanolamine (PE), 3개의 알 수 없는 aminolipids (AL), 

5개의 알 수 없는 lipids가 존재하였다. KCOM 2191 균주에서 한 개의 알 수 

없는 phospholipid (PL)가 추가로 존재하였다(Fig. 4A-4C).

  KCOM 1787과 KCOM 2046 균주들에서 PE, 한 개의 알 수 없는 

aminophospholipid (APL)가 존재하였으며, 알 수 없는 AL은 각각 5개, 3개 

확인되었고, 알 수 없는 lipids는 각각 3개, 5개가 확인되었다(Fig. 4D와 4E).

  Quinone 분석결과 KCOM 2191 균주에서 menaquinone(MK)-6와 한 개의 비동정 

MK가 존재하였다(Table 15). KCOM 2668과 KCOM 2812 균주에서 MK-6가 

분석되었다(Table 15). 그리고 다른 Capnocytophaga spp.의 표준균주들에서도 

MK-6가 존재하고 있음을 확인하였다(Table 15).

6. 최적 성장 조건 측정

  최적 성장 조건을 조사하기 위해 다양한 조건의 온도, pH, NaCl 농도에서 3일 

동안 2회 반복하여 배양하고 OD 값을 측정한 결과를 Fig. 5-9 및 Table 17에 
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정리하였다. KCOM 2191, KCOM 2668 및 KCOM 2812의 세 균주들은 30―40℃의 

범위 내의 온도에서 성장하였으며 각각 40℃, 35℃ 및 40℃에서 최적의 성장을 

보였다. 세 균주 모두 pH 6.0―9.0 범위 내에서 성장하였으며 pH 7.5―8.0에서 

최적의 성장을 보였다. KCOM 2191와 KCOM 2668 균주들은 NaCl 0―2% 범위 내의 

농도에서, KCOM 2812 균주는 NaCl 0―1.5% 범위 내의 농도에서 성장하였으며 세 

균주들 모두 NaCl 0% 농도에서 최적의 성장을 보였다.

  KCOM 1787과 KCOM 2046 균주들은 30―40℃의 범위 내의 온도에서 

성장하였으며 각각 40℃ 및 35℃에서 최적의 성장을 보였다. KCOM 1787 균주는 

pH 5.0―8.5 범위 내에서 성장을 보였으며 pH 6.5에서 최적의 성장을 하였다. 

KCOM 2046 균주는 pH 6.0―9.0 범위 내에서 성장을 하였으며 pH 7.5에서 최적의 

성장을 보여 KCOM 1787 균주와 차이가 있었다. 두 균주 모두 NaCl 0―0.5% 범위 

내의 농도에서 성장하였으며 KCOM 1787 균주는 0.5% 농도에서, KCOM 2046 

균주는 0―0.5% 농도에서 최적의 성장을 보였다.
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Species
Pairwise Similarity (%) 

KCOM 2191 KCOM 2668 KCOM 2812

Capnocytophaga ochracea DSM 7271T 97.57 98.12 97.14

Capnocytophaga endodontalis ChDC OS43T 96.65 96.44 96.78

Capnocytophaga sputigena ATCC 33612T 96.18 95.96 96.51

Capnocytophaga leadbetteri AHN8855T 95.66 95.67 95.44

Capnocytophaga haemolytica A0404T 91.38 91.52 91.28

Capnocytophaga stomatis H2177 93.11 93.11 92.95

Capnocytophaga felis KC07070T 92.69 93.04 92.67

Capnocytophaga cynodegmi DSM 19736T 92.83 92.83 93.02

Capnocytophaga canis CcD38T 91.79 92.08 91.70

Capnocytophaga gingivalis ATCC 33624T 91.09 90.94 91.05

Capnocytophaga canimorsus 7120T 91.99 92.21 92.11

Capnocytophaga granulosa B0611T 91.35 91.21 91.46

Table 3. Summary of sequence analysis of 16S ribosomal RNA genes of three 

strains of Capnocytophaga ochracea isolated from a Korean population 
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Species and strain
Pairwise Similarity (%) 

KCOM 1787 KCOM 2046

Selenomonas sputigena ATCC 35185T 98.85 99.53

Selenomonas dianae ATCC 43527T 91.91 91.77

Centipeda periodontii DSM 2778T 90.92 90.99

Mitsuokella jalaludinii M9T 90.66 90.93

Selenomonas bovis WGT 91.20 91.06

Selenomonas felix Marseille-P3560T 91.51 91.16

Selenomonas massiliensis Marseille-P4036T 91.10 90.82

Selenomonas montiformis WCA-380-WT-3B3T 91.77 91.57

Selenomonas noxia ATCC 43541T 90.58 90.65

Table 4. Summary of sequence analysis of 16S ribosomal RNA genes of two 

strains of Selenomonas sputigena isolated from a Korean population  
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Fig. 1. Phylogenetic trees based on partial nucleotide sequences of 16S 

ribosomal RNA genes of type strains of genus Capnocytophaga. The resulting 

tree topology was evaluated by bootstrap analyses (1,000 replicates, 

represent the value as % in the front of each cluster) with the 

neighbor-joining method of MEGA X software (Kumar et al., 2018). 
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Fig. 2. Phylogenetic trees based on the partial nucleotide sequences of 

16S ribosomal RNA genes of type strains of Selenomonas spp. and closely 

related genus. The resulting tree topology was evaluated by bootstrap 

analyses (1,000 replicates, represent the value as % in the front of each 

cluster) with the neighbor-joining method of MEGA X software (Kumar et 

al., 2018). 
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Strain

KCOM 2191 KCOM 2668 KCOM 2812 KCOM 1787 KCOM 2046

Sequencing 

technologies

PacBio RSⅡ/

Illumina 

HiSeq

PacBio RSⅡ

PacBio RSⅡ/

Illumina 

HiSeq

Illumina 

HiSeq
PacBio RSⅡ

Total readsa 12,842,808 156,174 11,104,851 28,578,694 174,777

Total read 

bases
2,777,297,498 1,435,172,364 2,478,397,482 2,830,128,524 1,015,359,276

Total length 

(base)
2,672,569 2,779,391 2,807,434 2,613,980 2,740,586

Coverageb 

(X)
1,039 516 883 1,083 370

N50c (base) 11,291 12,593 12,576 - 8,688

Contig No. 1 1 1 1 1

Chromosome 

No.
1 1 1 1 1

DNA G+C 

content (mol%)
39.7 39.3 39.3 56.9 57.2

Gene 2,318 2,424 2,476 2,488 2,535

CDS 2,230 2,342 2,383 2,380 2,439

tRNA 47 47 47 53 53

rRNA 12 12 12 12 12

Table 5. Summary of whole genome sequences of five strains used in this 

study

a, The total number of reads that passed filtering.

b, The number of unique reads that include a given nucleotide in the reconstru

cted sequence.

c, 50% of all bases come from subreads longer than this value.
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Species and strain
ANI value (%) 

KCOM 2191 KCOM 2668 KCOM 2812

KCOM 2191 100 96.50 96.63

KCOM 2668 96.50 100 96.63

KCOM 2812 96.63 96.63 100

Capnocytophaga ochracea DSM 7271T 96.43 96.33 96.33

Capnocytophaga endodontalis ChDC OS43T 84.65 84.80 85.15

Capnocytophaga periodontitidis p1a2T 84.44 84.42 84.66

Capnocytophaga sputigena ATCC 33612T 83.42 83.49 83.67

Capnocytophaga leadbetteri AHN8855T 77.17 77.20 77.59

Capnocytophaga haemolytica A0404T 72.38 72.04 72.15

Capnocytophaga stomatis H2177 70.64 70.63 70.83

Capnocytophaga felis KC07070T 70.58 70.51 70.55

Capnocytophaga cynodegmi DSM 19736T 70.45 70.46 70.68

Capnocytophaga canis CcD38T 70.42 70.50 70.43

Capnocytophaga gingivalis ATCC 33624T 70.37 70.44 70.09

Capnocytophaga canimorsus 7120T 70.17 70.04 70.20

Capnocytophaga granulosa B0611T 69.85 70.04 70.64

Table 6. Summary of average nucleotide identity (ANI) analysis for three 

strains of Capnocytophaga ochracea isolated from a Korean population
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Species and strain
ANI value (%) 

KCOM 1787 KCOM 2046

KCOM 1787 100 95.19

KCOM 2046 95.19 100

Selenomonas sputigena ATCC 35185T 95.34 95.69

Centipeda periodontii DSM 2778T 71.60 71.30

Mitsuokella jalaludinii M9T 72.52 72.89

Selenomonas bovis WGT 72.15 72.11

Selenomonas felix Marseille-P3560T 71.20 70.84

Selenomonas massiliensis Marseille-P4036T 71.42 71.38

Selenomonas montiformis WCA-380-WT-3B3T 68.92 69.01

Selenomonas noxia ATCC 43541T 70.06 69.86

Table 7. Summary of average nucleotide identity (ANI) analysis for two 

strains of Selenomonas sputigena isolated from a Korean population
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Species and strain

Predicting DDH value by GGD calculation 

[confidence-interval] (%); quarry genome

KCOM 2191 KCOM 2668 KCOM 2812

KCOM 2191
100

[100-100%]

67.9 

[64.9-70.7%]

70.5

[67.5-73.3%]

KCOM 2668
67.9 

[64.9-70.7%]

100

[100-100%]

69.1

[66.1-72.0%]

KCOM 2812
70.5 

[67.5-73.3%]

69.1 

[66.1-72.0%]

100

[100-100%]

C. ochracea DSM 7271T
67.9 

[64.9-70.7%]

66.0 

[63.0-68.8%]

66.6

[63.6-69.4%]

C. endodontalis ChDC OS43T
33.1 

[30.7-35.6%]

33.2 

[30.8-35.8%]

34.6

[32.2-37.1%]

C. periodontitidis p1a2T
33.1 

[30.6-35.6%]

32.9 

[30.4-35.4%]

33.9

[31.5-36.4%]

C. sputigena ATCC 33612T
30.7 

[28.3-33.2%]

30.8 

[28.4-33.3%]

31.0

[28.6-33.5%]

C. leadbetteri AHN8855T
23.6 

[21.3-26.1%]

23.8 

[21.5-26.3%]

25.3

[23.0-27.8%]

C. haemolytica A0404T
28.9 

[26.5-31.4%]

26.5 

[24.2-29.0%]

26.5

[24.2–29.0%]

C. stomatis H2177
23.9 

[21.5-26.3%]

25.2 

[22.9-27.7%]

22.5

[20.2-24.9%]

C. felis KC07070T
23.0 

[20.7-25.5%]

24.8 

[22.5-27.3%]

24.1

[21.8-26.5%]

C. cynodegmi DSM 19736T
22.1 

[19.8-24.5%]

23.1 

[20.8-25.6%]

22.1

[19.8-24.5%]

C. canis CcD38T
24.4 

[22.1-26.9%]

23.9 

[21.6-26.4%]

23.3

[21.0-25.8%]

C. gingivalis ATCC 33624T
30.7 

[28.3-33.2%]

29.3 

[26.9-31.8%]

28.7

[26.3-31.2%]

C. canimorsus 7120T
23.8 

[21.5-26.3%]

23.7 

[21.4-26.1%]

23.5

[21.2-26.0%]

C. granulosa B0611T
25.1 

[22.8-27.6%]

25.0 

[22.7-27.5%]

32.1

[29.7-34.6%]

Table 8. Summary of genome-to-genome distance (GGD) analysis for three 

strains of Capnocytophaga ochracea isolated from a Korean population
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Species and strain

Predicting DDH value by GGD calculation 

[confidence-interval] (%); quarry genome

KCOM 1787 KCOM 2046

KCOM 1787
100

[100-100%]

60.5

[57.6-63.3%]

KCOM 2046
60.5

[57.6-63.3%]

100

[100-100%]

S. sputigena ATCC 35185T
61.6

[58.7-64.4%]

63.7

[60.8-66.6%]

C. periodontii DSM 2778T
21.9

[19.6-24.3%]

21.6

[19.4-24.1%]

M. jalaludinii M9T
18.9

[16.8-21.3%]

18.9

[16.7-21.2%]

S. bovis WGT
19.2

[17.0-21.6%]

19

[16.8-21.4%]

S. felix Marseille-P3560T
21.1

[18.9-23.5%]

19.7

[17.5-22.1%]

S. massiliensis Marseille-P4036T
23.4

[21.1-25.8%]

23

[20.7-25.4%]

S. montiformis WCA-380-WT-3B3T
19.6

[17.5-22.0%]

20.2

[18.0-22.6%]

S. noxia ATCC 43541T
19.5

[17.3-21.9%]

19.9

[17.7-22.3%]

Table 9. Genome-to-genome distance (GGD) values for the strain of this 

study and each type strain of Selenomonas spp./others genus
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Strains
Colony diameter

(mm)

Cell length

(µm)

Cell diameter

(µm)

Capnocytophaga ochracea 

KCOM 2191
0.4 ± 0.1 3.2 ± 1.0 0.25 ± 0.01

Capnocytophaga ochracea 

KCOM 2668
0.3 ± 0.1 3.7 ± 3.0 0.28 ± 0.03

Capnocytophaga ochracea 

KCOM 2812
0.5 ± 0.1 2.7 ± 0.9 0.25 ± 0.02

Selenomonas sputigena 

KCOM 1787
0.7 ± 0.2

1.7 ± 0.2

flagella: 5.8 ± 0.7
0.48 ± 0.03

Selenomonas sputigena 

KCOM 2046
0.8 ± 0.3

2.1 ± 0.3

flagella: 5.8 ± 0.8
0.61 ± 0.04

Table 10. Summary of cell morphology observation
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Reactions / Enzymes

Strain

KCOM 

2191

KCOM 

2668

KCOM 

2812

KCOM 

1787

KCOM 

2046

Acid production from

 L-arabinose - - - - -

 D-cellobiose + + + - -

 D-glucose + + + + +

 glycerol - - - - -

 D-lactose + + + + +

 D-maltose + + + + +

 D-mannitol - - - - -

 D-mannose + + + - -

 D-melezitose - - - - -

 D-raffinose + + + + +

 D-rhamnose - - - - -

 D-sucrose + + + + +

 salicin - - - - -

 D-sorbitol - - - - -

 D-trehalose - - - - -

 D-xylose - - - - -

Esculin hydrolysis + + + - -

Gelatin hydrolysis - - - - -

Indol formation - - - - -

Urease - - - - -

Catalase - - - - -

Table 11. Results of biochemical tests of five strains used in this study 

using API 20A kit 
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Reactions / Enzymes

Strain

KCOM 

2191

KCOM 

2668

KCOM 

2812

KCOM 

1787

KCOM 

2046

Urease - - - - -

Arginine dihydolase - - - - -

α-Galactosidase - - - + +

β-Galactosidase - - - + +

β-Galactosidase 6-phosphate - - - - -

α-Glucosidase - - - - -

β-Glucosidase - - - - -

α-Arabinosidase - - - - -

β-Glucuronidase - - - - -

N-acetyl-b-glucosaminidase - - - - -

Mannose fementation + + + - -

Raffinose fermentaion + + + - -

Reduction of nitrates - - - + -

Indole production - - - - -

Alkaline phosphatase + + + - -

Arginine arylamidase + + + - -

Proline arylamidase + + + - -

Leucyl glycine arylamidase + + + - -

Phenylalanine arylamidase + + + - -

Leucine arylamidase + + + - -

Pyroglutamic acid arylamidase - - - - -

Tyrosine arylamidase + + + - -

Alanine arylamidase + + + - -

Glycine arylamidase + + + - -

Glutamic acid decarboxylase - - - - -

α-fucosidase - - - - -

Histidine arylamidase + + + - -

Glutamyl glutamic acid arylamidase + + + - -

Serine arylamidase + + + - -

Table 12. Results of biochemical tests of five strains used in this study 

using RAPID ID 32 A kit
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Characteristic
Species and strain

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Acid production from:

 D-Mannitol - - - - - - - - -

 D-Xylose - - - - - - - - -

 D-Cellobiose + + + + + - - - -

 D-Glucose + + + + + + + + +

 D-Lactose + + + + + + + + +

 D-Maltose + + + + + + + + +

 D-Mannose + + + + + + + + +

 D-Raffinose + + + + + + + + -

 D-Sucrose + + + + + + + + +

Nitrate reduction - - - - - + + - -

Esculin hydrolysis + + + + + + + - -

DNA G+C content (mol%) 39.7 39.3 39.3 39.6 38.2 38.4 44.0 40.5 41.7

Reference a a a b, f d f c e, f c

Table 13. Summary of biochemical characteristics of three strains of 

Capnocytophaga ochracea used in this study and type strains of 

Capnocytophaga spp.

Strains: 1, KCOM 2191; 2, KCOM 2668; 3, KCOM 2812; 4, C. ochracea   ATCC 

27872T; 5, C. endodontalis ChDC OS43T; 6, C. sputigena  ATCC 33612T; 7, C. 

haemolytica ATCC 51501T; 8, C. gingivalis ATCC 33624T; 9, C. granulosa ATCC 

51502T. 

Reference: a, in this study; b, Frandsen et al., 2008; c, Yamamoto et al., 

1994; d, Jo et al., 2018; e, London et al., 1985; f, Leadbetter et al., 

1979. 
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Characteristic
Species and strain

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

Acid production from: 　

 L-Arabinose - - - - + + + - - - - -

 Glycerol - - - NT　 + - - - - - - -

 D-Mannitol - - - + - - - - + + + +

 D-Melezitose - - - - - NT　 - - - - - -

 D-Rhamnose - - - - - NT　 - - - - - -

 Salicin - - - - + + + - - - - -

 D-Sorbitol - - - + + - - - - + + -

 D-Trehalose - - - - + + + - + - - -

 D-Xylose - - - - + - + - - - - -

 D-Cellobiose - - - - + + - - - - - -

 D-Glucose + + + + + + + - + + + +

 D-Lactose + + + + + + + - + + + -

 D-Maltose + + + + + NT　 + - + + + +

 D-Mannose - - - - + + + - + + + +

 D-Raffinose + + + + + + + - + + + -

 D-Sucrose + + + + + + + - + + + +

Nitrate reduction + - + + + - NT - + + + +

Esculin hydrolysis - - - - + + - - + - + -

DNA G+C content (mol%) 56.9 57.2 57.1 53.0 56.8 63.9 56.8 57.0 53.0 56.0 58.0 58.0

Reference a a e f d b c e e e e e

Table 14. Summary of biochemical characteristics of two strains of 

Selenomonas sputigena used in this study and type strains of Selenomonas 

spp.

Strains: 1, KCOM 1787; 2, KCOM 2046; 3, S. sputigena ATCC 35185T; 4, C. 

periodontii ATCC 35019T; 5, M. jalaludinii M9T; 6, S. bovis WGT; 7, S. 

felix Marseille-P3560T; 8, S. noxia ATCC 43541T; 9, S. dianae ATCC 43527T; 

10, S. flueggei ATCC 43531T; 11, S. infelix ATCC 43532T; 12, S. artemidis 

ATCC 43528T. NT, Not tested.

Reference: a, in this study; b, Zhang and Dong, 2009; c, Kuete et al., 

2019; d, Lan et al., 2002; e, Moore et al., 1987; f, Lai et al., 1983.
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CFA composition 

(%)*

Species and strain

1 2 3 4 5 6 7 8 9

iso-C13:0 0.9 1.2 0.5 tr 0.8 1.5 tr 3.5 1.5

C14:0 1.2 0.7 0.8 1.1 1.4 1.1 tr tr 1.1

iso-C15:0 57.9 67.2 64.9 51.5 57.5 55.3 69.1 68.4 72.8

anteiso-C15:0 2.8 1.0 2.9 　 1.5 　 　 　 　

C15:0 1.0 0.5 2.1 1.9 1.1 tr tr 1.2 tr

C16:0 8.5 5.6 9.8 12.6 5.9 4.7 4.9 4.1 5.6

iso-C15:0 3OH 2.0 3.2 1.7 　 2.7 　 　 　 　

C16:0 3OH 4.8 3.2 3.0 10.0 5.7 4.4 4.9 4.4 5.4

C18:2 cis-9,12 1.5 1.0 1.4 　 1.4 　 　 　 　

C18:1 cis-9 5.1 5.0 4.6 　 4.4 　 　 　 　

C18:0 2.2 1.9 2.3 12.4 1.4 25.8 15.3 14.4 10.0

Summed Feature 3 　 2.8 0.8 　 0.2 　 　 　 　

Sum In Feature 11 10.9 5.0 3.0 　 14.1 　 　 　 　

Isoprenoid quinone
MK-6,

UNO
MK-6 MK-6 MK-6 MK-6 MK-6 MK-6 MK-6 MK-6

Reference a a a b c b b b b

Table 15. Chemotaxonomic characteristics of three strains of 

Capnocytophaga ochracea used in this study and type strains of 

Capnocytophaga spp.

Strains: 1, KCOM 2191; 2, KCOM 2668; 3, KCOM 2812; 4, C. ochracea ATCC 27872T; 

5, C. endodontalis ChDC OS43T; 6, C. sputigena ATCC 33612T; 7, C. haemolytica 

ATCC 51501T; 8, C. gingivalis ATCC 33624T; 9, C. granulosa ATCC 51502T. tr, 

trace (less than 1%); Summed Feature 3, iso-C15:0 ALDE/UN 13.570; Sum In 

Feature 11, iso-C17:0 3OH/C18:2 DMA. Reference: a, in this study; b, Yamamoto 

et al., 1994; c, Jo et al., 2018.

*, If the fatty acid content was less than 1% in all strains, it was omitted.

UNO, unknown one.
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CFA composition 

(%)*
Species and strain

1 2 3 4 5 6 7 8 9

C10:0 0.3 1.2 0.8 0.5 　 0.6 0.7 　 0.6

C11:0 3.4 2.7 10.9 3.6 6.2 6.6 5.9 4.9 5.1

C12:0 3.2 2.1 3.0 5.1 1.6 2.5 1.7 　 2.2

C13:0 2.8 2.8 7.0 9.1 13.4 14.8 14 17.9 16.7

UN 13.493 0.7 0.8 0.8 1.2 1.4 1.1 1.9 　 0.5

C14:0 2.4 2.0 1.4 6.4 1.6 1.3 1.0 　 1.4

C14:0 DMA 10.7 11.7 35.6 11.8 17.0 19.7 20.2 16.8 20.3

C15:1 cis-9/t 8 0.9 1.3 0.2 　 　 　 　 　 　

C15:0 7.9 6.3 11.1 6.7 12.0 10.2 12.5 15.4 13.2

Sum In Feature 5 4.5 5.2 　 　 　 　 　 　 　

C16:1 cis-7 9.3 8.3 3.3 5.6 6.5 5.0 5.0 3.7 4.1

C16:1 cis-9 2.1 2.7 　 　 　 　 　 　 　

C16:0 2.0 2.1 0.7 2.4 0.6 　 　 7.9 　

C16:0 DMA 0.5 0.6 1.0 3.0 　 2.3 　 　 2.4

C17:0 1.3 1.2 2.5 1.3 0.8 0.7 1.3 5.2 0.7

UN 17.223 2.5 2.3 　 2.2 4.8 2.1 2.4 　 3.2

C18:1 AT 17.254 DMA 9.3 9.8 3.4 5.1 9.6 3.6 3.7 8.6 5.3

C17:0 DMA 0.9 0.8 1.3 1.6 3.5 0.8 0.7 4.8 2.9

C18:1 cis-9 3.2 3.6 0.8 4.8 1.2 0.8 0.9 　 0.5

C18:0 1.1 1.2 　 1.4 0.5 　 　 5.5 　

C18:1 cis-9 DMA 2.9 3.2 0.6 3.9 1.7 0.9 　 　 1.1

C19:0 cyc-9,10 DMA 2.5 - 　 　 　 　 　 　 　

Summed Feature 2 1.2 1.2 　 　 　 　 　 　 　

Summed Feature 4 9.9 9.9 　 　 　 　 　 　 　

Summed Feature 5 4.5 5.2 　 　 　 　 　 　 　

Summed Feature 6 2.4 1.7 　 　 　 　 　 　 　

Summed Feature 7 2.0 2.1 　 　 　 　 　 　 　

Summed Feature 8 8.7 10.3 　 　 　 　 　 　 　

Reference a a b b b b b b b

Table 16. Comparison of cellular fatty acid (CFA) contents of two strains 

of Selenomonas sputigena used in this study and type strains of 

Selenomonas spp.

Strains: 1, KCOM 1787; 2, KCOM 2046; 3, S. sputigena ATCC 35185T; 4, S. noxia ATCC 
43541T; 5, S. flueggei ATCC 43531T; 6, S. infelix ATCC 43532T; 7, S. dianae ATCC 43527T; 
8, S. artemidis ATCC 43528T; 9, C. periodontii ATCC 35019T. Summed Feature 2, C12:0 
3OH/C13:0 DMA; Summed Feature 4, C15:2/UN 14.762 C15:2; Summed Feature 5, C15:0 

DMA/C14:0 3OH; Summed Feature 6, anteiso-C15:0  3OH/C16:1 cis-7 DMA; Summed Feature 7, 

C17:2/C17:1 cis-8; Summed Feature 8, C17:1 cis-9/C17:2. Reference: a, in this study; 

b, Moore et al., 1987.
*, If the fatty acid content was less than 1% in all strains, it was omitted.
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Species and strains

Range of optimal growth condition

Temperature, ℃

(best)

pH 

(best)

NaCl, % 

(best)

Capnocytophaga ochracea 

KCOM 2191

30―40 

(40)

6.0―9.0 

(7.5―8.0)

0.0―2.0

(0.0)

Capnocytophaga ochracea 

KCOM 2668

30―40 

(35)

6.0―9.0 

(7.5―8.0)

0.0―2.0

(0.0)

Capnocytophaga ochracea 

KCOM 2812

30―40 

(40)

6.0―9.0 

(7.5―8.0)

0.0―1.5

(0.0)

Selenomonas sputigena 

KCOM 1787

30―40 

(40)

5.0―8.5 

(6.5)

0.0―0.5

(0.5)

Selenomonas sputigena 

KCOM 2046

30―40 

(35)

6.0―9.0 

(7.5)

0.0―0.5

(0.0―0.5)

Table 17. Summary of optimal growth conditions for strains used in this 

study
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Colony morphology Gram stain SEM

(A)

(B)

(C)

(D)

(E)

Fig. 3. Cell morphology observation. (A), Capnocytophaga ochracea KCOM 

2191; (B), Capnocytophaga ochracea KCOM 2668; (C), Capnocytophaga ochracea 

KCOM 2812; (D), Selenomonas sputigena KCOM 1787; (E), Selenomonas 

sputigena KCOM 2046. SEM, scanning electron microscopy.
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Fig. 4. Two-dimensional thin-layer chromatography for analysis of polar 

lipids in study strains. (A), Capnocytophaga ochracea KCOM 2191; (B), 

Capnocytophaga ochracea KCOM 2668; (C), Capnocytophaga ochracea KCOM 

2812; (D), Selenomonas sputigena KCOM 1787; (E), Selenomonas sputigena 

KCOM 2046. AL, aminolipid; APL, aminophospholipid; PE, 

phosphatidylethanolamine; PL, phospholipid; L, lipid. 
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(A)

(B)

(C)

Fig. 5. Optimal growth conditions for Capnocytophaga ochracea KCOM 2191. 

(A) temperature, (B) pH, and (C) NaCl concentration.
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(A)

(B)

(C)

Fig. 6. Optimal growth conditions for Capnocytophaga ochracea KCOM 2668. 

(A) temperature, (B) pH, and (C) NaCl concentration.
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(A)

(B)

(C)

Fig. 7. Optimal growth conditions for Capnocytophaga ochracea KCOM 2812. 

(A) temperature, (B) pH, and (C) NaCl concentration.
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(A)

(B)

(C)

Fig. 8. Optimal growth conditions for Selenomonas sputigena KCOM 1787. 

(A) temperature, (B) pH, and (C) NaCl concentration.
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(A)

(B)

(C)

Fig. 9. Optimal growth conditions for Selenomonas sputigena KCOM 2046. 

(A) temperature, (B) pH, and (C) NaCl concentration.
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Ⅳ. 총괄 및 고안

  본 연구는 16S rDNA 염기서열 비교분석법만을 이용하여 C. ochracea로 동정된 

3개 균주와 S. sputigena로 동정된 2개 균주의 전장 유전체 염기서열을 

결정하여 종-수준으로 최종 동정하고 이들의 형태학적 특성, 생화학적 특성, 

지방산 조성 분석, 극성 지방 분석, 퀴논 분석 및 최적 성장 조건 측정을 

통하여 특성을 밝혀, 향후 병인론 연구에 이용하고자 시행되었다. 

  본 연구 결과 KCOM 2191, KCOM 2668, KCOM 2812 균주들의 세균 전장 유전체 

염기서열의 ANI 분석법에서 C. ochracea 표준균주와 ANI 값이 96.33―96.43%의 

상동성을 보였다. 반면에, GGD 분석에 의한 결과에 의하면, 이들 세 균주는 C. 

ochracea 표준균주와 GGD 값이 66.0―67.9%로 같은 종의 기준이 되는 70% 

이하의 상동성을 보였다. 또한, 이들 세 균주들의 16S rDNA 염기서열 상동성은 

C. ochracea 표준균주와 97.14―98.12%를 보여, Stackebrandt와 Ebers (2006)에 

의해 제시된 98.7% 이하의 상동성을 보였다. 하지만, Stackebrandt와 Goebel 

(1994)이 제시한 97.0%보다는 높은 상동성을 보였다. 세균의 종-수준의 동정에 

있어서, 최근 전장 유전체를 이용하여 세균을 분류할 때, 동정을 요하는 

균주(표적 균주)와 기존에 알려진 특정 종의 표준균주의 16S rDNA 상동성이 

98.7% 이상일 경우, 표적 균주를 해당 표준균주와 같은 종으로 동정하고, 16S 

rDNA 상동성이 98.7% 이하일 경우, 전장 유전체 염기서열을 반드시 밝혀서 ANI 

혹은 GGD 분석법을 시행하여 최종 종-수준으로 동정하는 것이 제안되었다(Chun 

et al., 2018). Kim 등(2014)에 의해, ANI 분석법 중 하나인 OrthoANI 분석 

알고리즘을 개발하는 과정에서 기존에 GenBank 데이터베이스에 16S rDNA와 

전장유전체 염기서열이 모두 저장되어 있는 Aggregatibacter  actinomycetemcomitans 

균주 간의 ANI 값은 97.43―99.09%로 높은 편이었지만, 16S rDNA 상동성 값은 

98.00―98.20%로 낮았다는 것이 보고되었다. 그리고, 최근 Fusobacterium 

nucleatum의 4개 아종을 새로운 4개 종으로 재분류한 연구에서도, F. animalis 

종에 속하는 균주들과 F. animalis ATCC 51191T 표준균주의 ANI 값은 96% 

이상이었지만, GGD 값이 70% 미만인 것도 있었다(Kook et al., 2017). 이러한 

연구결과들을 종합할 때, 비록 KCOM 2191, KCOM 2668, KCOM 2812 균주들의 GGD 
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값이 C. ochracea 표준균주와 같은 종의 기준이 되는 70%보다는 낮은 값을 

보였지만, 16S rDNA 상동성 값이 97% 이상이었고, ANI 값이 95% 이상이었다는 

점을 고려하면, 이들 균주들은 C. ochracea로 분류된다고 판단된다. 

  본 연구 결과, KCOM 1787 및 KCOM 2046 균주들은 S. sputigena 표준균주와 

같은 종의 기준이 되는 16S rDNA 상동성이 98.7% 이상을 보였으며, ANI 값은 

95% 이상의 상동성을 보였지만, GGD 값은 70% 이하(각각 61.6%와 63.7%)를 

보였다. 이러한 결과는 앞에서 언급한 것과 같이, 이들 두 균주들은 종-수준의 

분류 기준을 16S rDNA 상동성 97% 이상과 ANI 값 95%를 적용하여, S. 

sputigena로 판정되는 것으로 판단된다. 하지만, 본 연구에서 5개 균주들의 종 

수준으로의 동정에 있어서, 전장 유전체 염기서열 상동성 비교분석법인 ANI 

분석과 GGDC 분석에 의한 결과가 상이한 경우가 있다는 것은, 아직도 세균의 

종-수준에서의 분류법에 있어서 문제점이 있다는 것을 시사한다. 특히, 

종-수준으로의 기준이 되는 ANI 혹은 GGD 값은 기존의 16S rDNA 염기서열 

상동성 비교분석법과 물리적인 방법으로 측정한 전장 유전체 상동성법인 

DNA-DNA hybridization법의 결과를 기준으로 설정된 것이 그 원인들 중 

하나라고 판단된다. 그러므로, 향후 종-수준에서의 동정에 있어서 새로운 

기준법 확립이 필요할 것으로 생각된다. 

  본 연구 결과 전장 유전체 염기서열 상동성 비교분석법으로 C. ochracea로 

동정된 KCOM 2191, KCOM 2668 및 KCOM 2812 균주들의 G+C 함량은 C. orachea 

표준균주의 G+C 함량과 1 mol% 미만의 차이가 있는 것으로 조사되었다(Talbe 

16). 또한, S. sputigena로 동정된 KCOM 1787 및 KCOM 2046 균주들의 G+C 

함량도 S. sputigena 표준균주의 G+C 함량과 1 mol% 미만의 차이가 있는 것으로 

조사되었다(Talbe 17). 차세대 핵산 염기서열 결정법이 개발되기 전, 

열변성(thermal denaturation), CsCl을 이용한 부력 밀도(buoyant density), 

melting profile 및 high performance liquid chromatography 등을 이용하여 

간접적으로 세균 전장 유전체의 G+C 함량을 측정할 때, 같은 세균 종에 속하는 

균주들간의 G+C 함량은 3 mol% 또는 5 mol% 인 것으로 보고되었다(Mesbah et 

al., 2011; Meier-Kolthoff et al., 2014). 하지만, 세균 전장 유전체 

염기서열을 직접 결정하여 G+C 함량을 분석한 결과 같은 종에 속하는 
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균주들간의 G+C 함량의 차이는 1 mol% 미만인 것으로 

조사되었다(Meier-Kolthoff et al., 2014). 이상의 본 연구 대상인 5개 

균주들의 전장 유전자 염기의 G+C 함량을 조사한 결과에 의하면, KCOM 2191, 

KCOM 2668 및 KCOM 2812 균주들은 C. ochracea에, KCOM 1787 및 KCOM 2046 

균주들은 S. sputigena에 속하는 것으로 판단된다. 

  본 연구에서 세균 지방산 조성 분석 결과 KCOM 2191, KCOM 2668 및 KCOM 2812 

균주들의 주요한 지방산은 iso-C15:0 성분(58―67%)인 것으로 조사되었다(Table 

15). 이는 Capnocytophaga spp.의 표준균주들에서도 iso-C15:0 성분이 

52―73%로 가장 높은 비율을 차지하는 것으로 보고되어, 이들 균주들이 

Capnocytophaga spp. 특성을 갖는 것으로 조사되었다(Table 15). 이들 세균 

균주들의 C16:0 3OH 성분이 3.0―4.8%와 C18:0 성분이 1.9―2.3%였으며, 이는 

C. ochracea 표준균주보다 각각 약 2―3배와 6배 정도 적은 비율로 존재함을 알 

수 있었다. KCOM 1787과 KCOM 2046 균주들의 지방산 조성 분석결과 C14:0 DMA, 

C16:1 cis-7, C18:1 at 17.254, C17:1 cis-9/C17:2 및 C15:2/UN 14.762 C15:2 

성분들이 약 10% 내외로 가장 많은 비율로 존재하였으며, 이는 기존의 S.  

sputigena 표준균주의 주요 지방산이 C14:0 DMA (35.6%), C15:0 (11.1%) 및 

C11:0 (10.9%)인 것과는 차이가 있었다(Table 16). 특히, 이들 S. sputigena 

표준균주의 주요 지방산인 C14:0 DMA과 C11:0의 조성과는 약 3배 이상 차이가 

있었다. 이러한 결과는 전혀 예측하지 못한 결과였기에, 반복 실험하여 결과의 

차이가 없었음을 확인하였다(결과는 제시하지 않음). 본 연구에서 한국인 

구강에서 분리하여 16S rDNA 염기서열과 전장 유전체 염기서열을 비교 분석하여 

C. ochracea로 분류된 3개의 균주와 S. sputigena로 분류된 2개 균주들의 

지방산 조성을 비교 분석한 결과, 기존의 표준균주와 상이한 지방산 조성을 

갖는다는 것을 알 수 있었다. 이러한 차이는 현재로써는 명확하게 알 수는 

없지만, 세균 배양 조건(배지 성분 등), 지방산 분석 기관의 차이 혹은 

균주들이 서식한 숙주의 섭취하는 주식의 차이에 의한 것일 수 있다고 

생각된다. 실제로 Moore 등(1994)은 일반적으로 분류학적 그룹 내에서 주요 

세포 구성성분 간의 비율은 비교적 균일하지만, 다양한 분류군과 비교분석 

하려면, 동일한 배양 조건 및 분석 조건을 사용해야 한다는 것을 주장하였다. 
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하지만, 한국인 구강에서 분리하여 S. sputigena로 분류된 2개 균주의 결과는 

S. sputigena 표준균주와 매우 다른 결과를 보여, 세균배양 조건의 차이에 따른 

것으로 판단하기에 어렵다고 생각된다. 그러므로, 향후 연구에서, 좀 더 많은 

균주를 대상으로 숙주의 차이에 따른 지방산 조성의 차이가 있는지, 그렇다면 

그 이유는 무엇인지에 대한 연구가 필요하리라 생각된다. 그리고, 이러한 

차이가 존재한다면, 지방산 조성 분석법은 세균을 종-수준으로 동정하는 

분류학연구에서 이용할 필요가 없다는 것을 제안할 수 있을 것으로 판단된다. 

  본 연구에서 생화학적 특성을 비교 분석한 결과, KCOM 2191, KCOM 2668, KCOM 

2812 균주들은 D-glucose, D-lactose, D-sucrose, D-maltose, D-cellobiose, 

D-mannose, D-raffinose을 기질로 산을 생성할 수 있었고, 이는 C. ochracea 및 

C. endodontalis 표준균주와 동일한 결과였다(Table 13). 또한 이들 균주들은 

모두 esculin 가수분해를 하였다(Table 11과 13). 이들과 다르게 C. sputigena 

ATCC 33612T 및 C. haemolytica ATCC 51501T 표준균주는 D-glucose을 기질로 

산을 생성하지 않았으며, 질산염 환원 시험에서 양성반응을 보여 차이가 

있었다(Table 13). C. gingivalis ATCC 33624T 및 C. granulosa ATCC 51502T 

표준균주 또한 D-glucose을 기질로 산을 생성하지 않았으며, esculin 

가수분해를 하지 않는 차이점을 보였다(Table 13). KCOM 1787 및 KCOM 2046 

균주들은 D-glucose, D-lactose, D-sucrose, D-maltose, D-raffinose 

등으로부터 산을 생성할 수 있고, esculin 가수분해능이 있어, S. sputigena 

표준균주와 동일한 특성을 보였다(Table 11과 14). 하지만, KCOM 2046 균주가 

질산염 환원 시험에서 음성반응을 보인 것은, S. sputigena 표준균주와 상이한 

결과였다(Table 12와 14). 본 연구에서 KCOM 2191, KCOM 2668, KCOM 2812 

균주들에게 존재하는 극성 지방 종류는 KCOM 2191 균주에서 한 종류의 

phospholipid를 제외하고 동일하였다(Fig. 4). KCOM 2191, KCOM 2668, KCOM 

2812 균주들에 존재하는 전자운반체인 퀴논의 종류를 알아본 결과, 세 균주 

모두 MK-6를 가지고 있었다(Table 15). 이는 Capnocytophaga spp. 들이 MK-6를 

가지고 있음과도 일치하였다(Table 15). 다만, KCOM 2191은 MK-6 이외의 또 

다른 퀴논을 가지고 있는 것으로 확인되었으며, 이는 다음 연구에서 어떤 

종류인지 밝히고자 한다. 이상의 본 연구에서 사용된 균주들의 생화학적 및 
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화학분류학적 실험 결과, KCOM 2191, KCOM 2668, KCOM 2812 균주들은 C. 

ochracea 표준균주와 유사한 특성을 보였다. KCOM 1787 및 KCOM 2046 균주들도 

지방산 조성을 제외하고는 S. sputigena 표준균주와 유사하였다.

 Leadbetter 등(1979)은 C. ochracea 표준균주의 모양을 짧거나 길쭉한 

막대모양이며 폭과 길이가 0.38―0.45 x 2.5―4.2 µm으로 끝이 둥글거나 

가늘다고 설명하였다. 또한 혈액한천배지에서 집락은 얇고 평평하며 가장자리가 

고르지 않으며 접종 지점을 넘어 퍼지며 자라는 활공(gliding) 운동성을 보이는 

특징을 설명하였다. 이러한 특성이 있는 다른 활공 박테리아 Cytophaga spp. 및 

Flexibacter spp.와의 구별에서 Capnocytophaga spp.는 성장에 CO2가 필요하다는 

것과 catalase 음성, oxidase 음성인 것으로 확인할 수 있다. KCOM 2191, KCOM 

2668, KCOM 2812 균주들의 형태를 관찰한 결과, Leadbetter 등(1979)이 설명한 

C. ochracea 표준균주의 특징들과 일치하였으며, 5% CO2의 호기성 또는 혐기성 

환경에서 성장하였으며, 그람염색 결과 음성, catalase 음성을 보였다(Table 

11, Fig. 3A-3C). 이들 균체의 폭과 길이는 0.23―0.31 x 1.2―12.9 µm, 집락의 

크기는 0.2―0.6 mm으로 측정되었다(Table 10). Johnson 등(1985)은 S. 

sputigena 표준균주는 절대 혐기성, 운동성이 있고 측면에 편모가 있으며, 끝이 

가늘어지는 초승달 모양의 폭과 길이가 1.3―1.6 x 1.6―2.4 µm이라고 

보고하였다. 2일 동안 혐기성으로 배양된 혈액한천배지에서 집락의 모양은 

원형, 직경 약 0.5 mm, 볼록, 흰색 및 반투명 모양으로 보고하였다. 본 

연구에서 KCOM 1787과 KCOM 2046 균주들의 형태를 관찰한 결과, S. sputigena 

표준균주와 일치하였으며, 그람염색 결과 음성, 균체의 폭과 길이는 0.45―0.65 

x 1.4―2.6 µm, 편모의 길이는 4.9―6.9 µm, 집락의 크기는 0.4―1.3 mm으로 

측정되었다(Table 10, Fig. 3D와 3E). 하지만 균체의 폭 길이는 표준균주와 

2―3배 차이가 있었다.

  KCOM 2191, KCOM 2668 및 KCOM 2812 균주들의 최적 성장조건은 각각 40℃, 

35℃ 및 40℃에서, pH 7.5―8.0에서, NaCl 0% 농도에서 최적의 성장을 

보였다(Table 17). KCOM 2191 균주는 NaCl 2% 농도에서 느린 성장을 보였지만, 

배양 3일까지 계속 증식하는 결과를 보여 향후 NaCl 2% 이상의 농도에서 추가 

조사가 필요해 보인다(Fig. 5C). KCOM 1787과 KCOM 2046 균주들은 각각 40℃ 및 
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35℃에서, pH 6.5 및 pH 7.5에서, NaCl 0.5% 및 NaCl 0―0.5% 농도에서 최적의 

성장을 보였다(Table 17). 이 결과는 Johnson 등(1985)이 보고한 S. sputigena 

표준균주는 35―37℃에서 최적의 성장을 하지만, 25℃와 45℃에서 성장하지 

않았다는 내용과 일치하였다. KCOM 1787 균주는 산성 조건에서 더 성장하는 

특성이 있었다. 특히 pH 5에서 느린 성장을 보였지만, 배양 3일까지 계속 

증식하는 결과를 보여 향후 pH 5 이하에서의 추가 조사가 필요하다고 

생각된다(Fig. 8B).

  C. ochracea는 치주질환 병소보다는 건강한 상태 또는 치은염이나 경미한 

치주염 병소의 치면세균막에서 검출 빈도가 높은 것으로 조사되었다(Scapoli et 

al., 2015; Duque et al., 2017; Idate et al., 2020). 또한, 급속진행형치주염 

환자를 대상으로 한 연구 결과에 의하면, C. ochracea는 P. intermedia와 A. 

actinomycetemcomitans와 더불어 화농성이 있는 병소에서 그렇지 않은 병소에서 

보다 유의성 있게 검출되었다(Kamma et al., 1994).  반면에, C. ochracea는  

구강 이외의 조직 또는 장기에서 복막염 (Mortensen et al., 1985; Testillano 

et al., 1989), 세균혈증 혹은 패혈증(Desai et al., 2007; Gilligan et al., 

1981; Alhifany et al., 2017; Ito et al., 2016), 심내막염(Buu-Hoi et al., 

1988), 골수염(Elster et al., 1983), 고름신장증(pyonephrosis, Tay et al., 

1985), 자궁경부농양(Seger et al., 1982), 뇌농양(Wang et al., 2007) 및 

패혈관절염(Septic arthritis, Winn et al., 1984) 등의 구강 외 조직 병소에서 

검출되었다. 이러한 연구 결과는 C. ochracea는 심한 치주염보다는 구강 외 

조직의 세균 감염성질환 발병에 더 관여하는 것으로 생각된다. S. sputigena는 

만성 및 급진성 치주염(chronic and aggressive periodontitis, Nagpal et al., 

2016), 전반적 급진성 치주염(generalized aggressive periodontitis, 

Gonçalves et al., 2012) 병소에서 높은 빈도로 검출됨이 보고되었다. 또한, 

급속진행형치주염 환자를 대상으로 한 연구에서 S. sputigena는 P. intermedia, 

Campylobacter concisus, Peptostreptococcus micros와 더불어 자발적 출혈이 

있는 곳에서 통계학적으로 유의성있게 검출빈도가 높았다(Kamma et al., 1994). 

최근 S. sputigena는 Cryptobacterium curtum, Dialister pneumosintes, 

Filifactor alocis, Mitsuokella dentalis, Slackia exigua, Solobacterium 
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moorei, Treponema lecithinolyticum, 및 Synergistes와 더불어 치주질환의 

발병 및 진행에서 새로운 병원체로 소개되었다(Hiranmayi et al., 2017; 

Oliveira et al., 2016). 반면에, S. sputigena는 구강외 조직의 병소에서는 잘 

검출되지 않지만, 패혈증 병소에서 드물게 발견되는 것으로 

보고되었다(McCarthy and Carlson, 1981; Pinon et al., 1985; Pomeroy et al., 

1987). 이러한 연구결과를 고려할 때, S. sputigena가 다른 병원성 세균 종과 

더불어 치주염의 질병 발병 및 진행에 관여하지만, 구강외 조직 또는 장기의 

세균감염성질환과의 연관성은 비교적 적은 것으로 생각된다. 이처럼, C. 

ochracea와 S. sputigena 종들은 구강 및 전신 장기에서 감염성 질환과 

관련성이 있는 것으로 보고되었다. 하지만, 현재 이들 세균 종의 병인론 연구는 

미미하고, 특히, 유전학적, 형태학적, 생화학적 및 화학분류학적 특성이 밝혀진 

한국인 유래 균주들의 연구도 거의 없는 실정이다. 그러므로, 본 연구에서 여러 

특성을 밝힌 5개 균주들은 여러 병인론 연구에서 유용하게 이용될 수 있을 

것으로 판단된다. 

  이상의 연구 결과를 요약하면, 16S rDNA 염기서열 상동성 비교분석법으로 C. 

ochracea와 S. sputigena로 임시 동정된 5개 균주들의 전장 유전체 염기서열을 

결정하고, 이들의 상동성 비교분석법인 ANI와 GGD 분석 그리고 G+C 함량 비교 

분석에 의해, KCOM 2191, KCOM 2668 및 KCOM 2812 균주들은 C. ochracea, KCOM 

1787 및 KCOM 2046 균주들은 S. sputigena에 속하는 것으로 판단된다. 본 연구 

결과에서 얻은 균주들의 형태학적 특성, 생화학적 특성, 지방산 조성, 극성 

지방조성, 퀴논 조성 및 최적 성장조건 등의 특성 정보는, 이들 균주들의 보존 

및 분류학적 연구에 참고 자료로 사용될 수 있을 것이다. 또한, 이들 균주들은 

향후 숙주-세균 상호작용 등과 같은 병인론 연구에 이용될 수 있을 것으로 

생각된다.



- 48 -

Ⅴ. 결 론

  본 연구는 16S rDNA 염기서열 비교분석법만을 이용하여 C. ochracea로 동정된 

3개 균주와 S. sputigena로 동정된 2개 균주를 한국구강미생물자원은행에서 

분양받아, 이들 균주의 전장 유전체 염기서열 상동성 비교분석법을 통하여, 

종-수준으로 최종 동정하고자 시행되었다. 또한, 이들의 형태학적, 생화학적, 

지방산 조성분석, 퀴논 분석, 극성지방분석 등의 특성을 밝혀 다음과 같은 

결과를 얻었다.

1. 전장 유전체 염기서열을 결정하여 상동성을 ANI 분석법으로 분석한 결과, 

KCOM 2191, KCOM 2668 및 KCOM 2812 균주는 C. ochracea DSM 7271T 

표준균주와 약 96.3% 이상의 상동성을 보였으며, KCOM 1787과 KCOM 2046 

균주는 S. sputigena ATCC 35185T 표준균주와 95.3% 이상의 상동성을 

보였다. 이때, 비교 대상이 되는 균주가 특정 표준균주에 속하는 ANI 값의 

기준은 95% 이상이다. 

2. 균주들의 전장 유전체 염기서열의 G+C 함량을 비교 분석한 결과, KCOM 2191 

(39.7 mol%), KCOM 2668 (39.3 mol%) 및 KCOM 2812 (39.3 mol%) 균주들은 

C. ochracea 표준균주 (39.6 mol%)와, KCOM 1787 (56.9 mol%) 및 KCOM 2046 

(57.2 mol%) 균주들은 S. sputigena 표준균주 (57.1 mol%)와 각각 같은 

종의 기준이 되는 1 mol% 미만의 차이를 보였다. 

3. 세균 지방산 분석결과, KCOM 2191, KCOM 2668 및 KCOM 2812 균주들은 

iso-C15:0 성분이 각각 57.9%, 67.2%, 64.9%의 비율로 가장 많이 검출 

되었다. 이는 C. ochracea 표준균주와 유사한 결과였다. KCOM 1787과 KCOM 

2046 균주들의 지방산 조성 분석결과 C14:0 DMA, C16:1 cis-7, C18:1 at 

17.254, C17:1 cis-9/C17:2 및 C15:2/UN 14.762 C15:2 성분들이 약 10% 

내외로 가장 많은 비율로 존재하였으며, 이는 기존의 S. sputigena  

표준균주의 주요 지방산이 C14:0 DMA (35.6%), C15:0 (11.1%) 및 C11:0 

(10.9%)인 것과는 차이가 있었다. 향후 연구에서 이러한 차이를 밝히는 

연구가 필요할 것으로 생각된다. 
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4. 형태학적 특성, 생화학 검사, 퀴논 분석 결과, 본 연구에서 사용된 5개 

균주들은 각각의 표준균주와 유사한 특성이 있음을 알 수 있었다. 

  이상의 연구 결과를 요약하면, KCOM 2191, KCOM 2668 및 KCOM 2812 균주들은 

C. ochracea, KCOM 1787 및 KCOM 2046 균주들은 S. sputigena에 속하는 것으로 

판단되고, 이들은 C. ochracea와 S. sputigena에 의한 사람 구강 및 전신 조직 

세포에서의 감염성 질환 발병 기전을 연구하는 데 유용하게 이용될 수 있을 

것으로 생각된다. 
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