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AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT

DDDeeevvveeelllooopppmmmeeennntttooofff
AAATTTCCCCCC333333555666333TTT---ssspppeeeccciiifffiiicccPPPCCCRRRppprrriiimmmeeerrrsss

SSSooonnnggg,,,SSSooooooKKKeeeuuunnn
AAAdddvvviiisssooorrr:::PPPrrrooofff...KKKooooookkk,,,JJJoooooonnnggg---KKKiii,,,DDD...DDD...SSS...,,,MMM...SSS...DDD...,,,PPPhhh...DDD...
DDDeeepppaaarrrtttmmmeeennntttooofffDDDeeennntttiiissstttrrryyy,,,
GGGrrraaaddduuuaaattteeeSSSccchhhoooooolllooofffCCChhhooosssuuunnnUUUnnniiivvveeerrrsssiiitttyyy

A Pn10 DNA probe was introduced as a ATCC
33563T-specificDNA probe.Inthatstudy,thespecificityofthePn10wastested
withonlytypeorreferencestrainsof5oralbacterialspecies.Thepurposeofthis
studyistoevaluatethespecificityofthePn10usingthewildtypestrainsof

andistodevelopthe ATCC33563T-specificPCRprimers
basedonthenucleotidesequenceofthePn10.ThespecificityofthePn10DNA
probewasdeterminedbySouthernblotanalysis.ThenucleotidesequenceofPn10
DNA probeswasdeterminedbychainterminationmethod.ThePCRprimerswere
designed based on thenucleotidesequenceofcloned DNA fragment.Thedata
showedthatthePn10DNA probeashybridizedwiththegenomicDNAsfrom

ATCC33563T andKB6.ThePn10homologousregion,KB6-Pn10,of
KB6wasclonedbyPCRandsequenced.ThePn10andKB6-Pn10DNA

fragments were consisted of1875 bp and 1873 bp,respectively.The percent
identityofthetwowas98.8% andthedivergenceofthem was0.6%.Thetwo
primersets(Pn10-F-AC/Pn10-R-AC andPn10-F-A/Pn10-R-A),designedbaseon
thenucleotidesequencesofPn10DNA probe,werespecifictothe
ATCC33563T.ThetwoPCRprimersetscoulddetectaslittleas4pgofgenomic
DNA of ATCC 33563T.TheseresultsindicatethatthetwoPCR
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primersets have proven usefulforthe identification of ATCC
33563T,especiallywithregardtothemaintenanceofthestrain.
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III...서서서 론론론

는 그람음성 혐기성 간균으로 혈액배지에서 흑색집락을 형성
하며,최근 로부터 새로운 종으로 분리 독립되었다(ShahandGharbia,
1994).여러 역학조사에 의하면, 는 임신성 치은염(Kornman and
Loesche,1980),치수 및 치근단 질환(Baumgartner .,1999),구강 낭종(Siqueira

.,2001)과 관련이 있다고 보고되었다.
는 숙주의 immunoglobulinG를 분해할 수 있는 protease를 생산할 수

있으며(Jansen ., 1995), 숙주의 치주조직에 필요한 철의 운반체인
transferrin-bindingprotein을 분비하여 철을 흡수하는 능력이 있는 것으로 보고되었다
(Duchesne .,1999). 는 용혈활성(hemolyticactivity)이 높은 반면,

는 용혈활성이 거의 없다고 보고(Okamoto .,1999)되었지만,최근
invitro에서 trypsin또는 proteinaseK를 처리할 경우 용혈활성이 나타남이 보고되었
다(Silva .,2004).즉,치주질환 병소에는 trypsin-likeprotease를 분비하는 구강
미생물(예, )이 많기 때문에, 도 치주질환의 진행에 관여할
것이라 생각된다.또한,최근 의 LPS가 in vitro에서 파골세포 형성
(osteoclastogenesis)을 촉진시켜,치주질환 진행 시 치조골 파괴에 관여할 것이라는 보
고도 있었다(Chung .,2006). 의 이러한 독력인자들에 의해 치주질
환,치수와 치근단 질환 및 구강 낭종 등의 질환의 발생과 진행과정에서

가 중요한 역할을 할 것으로 생각된다.
표준균주(typestrain)는 해당 균종(bacterialspecies)을 대표하는 균주로 그 균종에

서 처음으로 연구되어 그 특성이 잘 밝혀진 한 균주를 의미하며,균주의 이름 마지막
에 윗첨자 'T'를 붙여서 다른 균주들과 구별한다.표준균주와 그 특성이 비슷한 균주
들을 그 표준균주와 같은 종으로 분류한다.이러한 이유로 숙주-세균 상호작용을 연구
하는 병인론 연구에서 균종의 표준균주를 우선적으로 이용하고 있다.그러므로 실험실
에서 표준균주들의 올바른 보존 및 신속 정확한 동정기술이 확립되어 있으면,병인론
연구수행이 보다 수월하게 진행될 수 있다.
최근 무작위 클로닝법과 Southernblot분석법에 의해 ATCC33563T

균주에 대한 특이 DNA 프로브라 생각되는 Pn10DNA 프로브가 보고되었다(Gang
.,2002).이들의 연구(Gang .,2002)에서는 ATCC33563T 및
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종과 유전학적으로 가장 가까운 표준균주(ATCC 25611T)
및 참고균주(ATCC49046),그리고 그 외 7종의 구강 내 서식하고 있는 그람 음성 세
균의 표준균주만을 대상으로 Southernblot분석을 시행하였다.그러나 DNA 프로브
법보다는 중합효소연쇄반응(PCR)법이 신속성,정확성 및 경제성이 뛰어나기 때문에
Pn10DNA 프로브가 ATCC33563T에 대한 균주 특이성이 증명된다면,
Pn10DNA 프로브의 핵산염기서열을 바탕으로 ATCC 33563T 특이
PCR프라이머 개발이 가능할 것이다.그러므로 본 연구는 한국인의 구강 내에서 분리
동정된 균주들을 대상으로 Pn10DNA 프로브의 ATCC
33563T에 대한 균주-특이성 여부를 Southernblot분석법으로 평가하고,Pn10프로브
의 핵산염기서열을 바탕으로 ATCC33563T 균주-특이 PCR프라이머를
개발하고자 시행되었다.
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IIIIII...연연연구구구재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...세세세균균균 및및및 세세세균균균배배배양양양 조조조건건건
본 연구에서 이용된 균주들은 Table1에 정리하였다.이들 균주들 중 표준균주 및

참고균주들은 AmericanTypeCultureCollection(ATCC,Manassas,VA,USA)에서
구입하여 사용하였다.또한,임상에서 분리 동정된 균주들은 한국인의 치은연하 치면세
균막에서 분리하여 16SrDNA 염기서열결정비교법에 의해 종 수준으로 동정된 것을
사용하였다.
본 연구에 사용된 , ,

, , 및
균종에 속하는 균주들은 TSB(trypticase soy broth,DIFCO

Laboratories,Detroit,MI,USA)에 0.5% yeastextract(DIFCO Laboratories),0.05%
cysteineHCl-H2O(Sigma,St.Louis,MO,USA),0.5㎎/㎖ hemin(Sigma)및 2㎍/㎖
vitamin K1(Sigma)이 첨가된 배지에서 세균 배양을 하였다.또한

은 Schaedlerbroth(DIFCOLaboratories)배지를 사용하여 배양하였다.
균주는 10% CO2가 유지되는 배양기에서 배양하였으며,

그 이외의 모든 균주들은 85% N2,5% H2,10% CO2의 혼합가스가 공급되는 37℃
anaerobicchamber(ModelBactron I,Sheldon Manufacturing Inc.,Cornelius,OR,
USA)에서 2～7일 동안 배양하여 다음 실험에 이용하였다.

222...세세세균균균 gggeeennnooommmiiicccDDDNNNAAA의의의 추추추출출출
세균의 지놈 DNA는 G-spinTM GenomicDNA ExtractionKit(iNtRON Co.,Seoul,

Korea)를 이용하여 제조회사의 지시에 따라 세균 지놈 DNA를 추출하였다.즉,세균
배양액 1.5 ml를 10,000 × 의 원심력을 이용하여 세균을 수확한 다음 50 ㎕의
Pre-incubationsolution과 3㎕의 lysozymesolution을 넣고 잘 혼합한 다음 37℃에서
1시간 동안 배양하였다.여기에 250㎕의 G-buffersolution을 넣고 잘 혼합한 다음 6
5℃에서 15분간 반응시키고,250 ㎕의 Binding solution을 넣고 잘 혼합한 다음
vortexing하였다.이러한 celllysates를 G-spinTM column에 넣고 13,000rpm에서 1분
간 원심분리하였다.Column에 500㎕의 washingbufferA를 넣고 다시 1분간 원심분
리하였다.여기에 500 ㎕의 washing bufferB를 넣고 다시 1분간 원심분리하고,
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G-spinTM column을 새로운 eppendorftube에 넣고 100㎕의 elutionbuffer를 넣고 1
분간 실온에 방치한 다음 13,000rpm에서 1분간 원심분리하였다.

Speciesorsubspecies
ATCC33563T

ChDCKB5
ChDCKB6
ChDCKB50
ChDCB270

ATCC25611T
ATCC49046
ChDCKB2
ChDCKB3
ChDCKB14
ChDCKB18
ChDCKB19
ChDCKB29
ChDCKB53

ATCC33277T
ATCC49417
ATCC53978

ATCC35406T
ATCC43037T

ATCC33384T
subsp. ATCC25586T

subsp. ATCC10953T

Table1.Bacterialstrainsusedinthisstudy

ATCC,AmericanTypeCultureCollection;ChDC,DepartmentofOralBiochemistry,
CollegeofDentistry,ChosunUniversity;T,Typestrain.

333...플플플라라라스스스미미미드드드 DDDNNNAAA추추추출출출
대장균 DH5α에 함유된 재조합 플라스미드는 TM Plasmid Extraction

Kit(BioneerCorp.,Daejeon,Korea)를 이용하여 제조회사의 지시대로 추출하였다.
즉,세균배양액 1ml를 30초간 원심분리(12,000× )하고,얻어진 세균 덩어리를 250
㎕의 Resuspensionbuffer를 가하여 잘 현탁한 후,250㎕ Lysisbuffer를 첨가하여
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천천히 잘 혼합한 다음,350㎕의 Neutralizationbuffer를 첨가한 즉시 잘 섞은 후에
얼음에 5분간 방치하였다.이것을 10분간 원심분리(12,000× )하여 상청액을 binding
columntube에 옮기고,1분간 원심분리(12,000× )하였다.여과액은 버리고,binding
columntube에 80% 에탄올을 700㎕ 넣은 후 1분간 원심분리(12,000× )하였다.
bindingcolumntube에 남아있을 여분의 에탄올을 제거하기 위해 여과액을 버리고,
다시 30초간 원심분리(12,000 × )하였다.Binding column을 새로운 eppendorf
tube로 옮기고,여기에 100㎕의 Elution buffer를 넣고 1분간 기다린 다음,다시
1분간 원심분리(12,000× )하여 여과액을 -70℃에서 보관하여 핵산염기서열 결정에
사용하였다.

444...DDDNNNAAA프프프로로로브브브의의의 정정정제제제 및및및 표표표지지지
DNA 프로브의 정제는 QIAEX ⅡⓇ(QIAGEN Inc.,Valencia,CA,USA)를 이용하여

제조회사의 지시에 따라 정제하였다.즉,1.5% 아가로스 젤 상에서 전기영동한 후
DNA 절편이 있는 부분을 깨끗하게 절제하여 1.5㎖ eppendroftube에 담고,Buffer
QX1을 아가로스 젤 250㎎당 600㎕를 넣은 후 QIAEX Ⅱ를 30초간 희석한 다음 20
㎕를 넣고,50℃에서 10분 동안 중탕하여 젤을 완전히 녹인 후,30초간 원심분리
(13,000× )하여 상청액은 버리고,bufferQX1500㎕로 압착결정을 세척한 다음 30초
동안 원심분리(13,000× )하였다.BufferPE500㎕로 2회 세척하여 30초 동안 원심분
리(13,000× )한 후 10～15분 정도 압착결정을 건조시킨 다음,10mM Tris-Cl(pH
8.5)20㎕로 elution하여 실험에 사용하였다.
DNA 프로브는 DIG-HighPrime(RocheDiagnostics,Mannheim,Germany)을 이용

하여 표지하였다.표지과정은 1㎍의 DNA에 최종 부피가 16㎕가 되도록 증류수를
넣고 끊는 물에서 10분간 가열하여 DNA를 변성시킨 후 재빨리 얼음에 넣어 식혔다.
여기에 4㎕ DIG-HighPrime을 첨가하여 잘 섞고 잠깐 원심분리한 후,37℃에서 12시
간 배양하였다.배양 후 0.2M EDTA를 넣어 반응을 정지시켰다.

555...SSSooouuuttthhheeerrrnnnbbblllooottthhhyyybbbrrriiidddiiizzzaaatttiiiooonnn및및및 ccchhheeemmmiiillluuummmiiinnneeesssccceeennntttdddeeettteeeccctttiiiooonnn
Southern blot을 시행하기 위해 각 세균에서 추출한 5 μg의 genomic DNA를
dII(Bioneer)또는 I(Bioneer)제한효소로 절단한 다음 0.8% Agarosegel에 전

기영동하고 Vacuum Blotter(Model785,Bio-RadLaboratories,Hercules,CA,USA)를
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이용하여 통상의 vacuum transfer법으로 Nylon membrane(Roche Diagnostics)에
transfer하고,120℃ 진공오븐에서 30분 동안 baking하여 DNA를 membrane에 고정시
켰다.
Hybridization은 통상적 방법으로 시행하였다.즉,membrane을 hybridization용액

(5×SSC,50% formamide,0.1% sodium-lauroylsarcosine,0.02% SDS,2% Blocking
Reagent)으로 2시간 동안 prehybridization시킨 다음,이를 버리고 새로운 hybridization
용액에 DIG-HighPrime(RocheDiagnostics)을 이용하여 labeling시킨 각 세균의 전체
지놈 또는 DNA 프로브를 첨가하여 12시간 hybridization시켰다.Membrane을 실온에
서 5분간 2×wash용액(2×SSC,0.1% SDS)으로 2회 세척하고 다시 0.5×wash용액
(0.5×SSC,0.1% SDS)으로 68℃에서 15분간 2번 세척하였다.
표지된 DNA 프로브가 membrane상의 표적 DNA 가닥과 hybridization됨을 알아보

기 위한 detection과정은 RocheDiagnostics사의 ChemiluminescentDetectionKit를
사용하였으며,제조회사의 지시대로 시행하였다.즉,membrane을 100㎖의 Blocking
solution(buffer2)에 넣고 30분간 배양한 후 buffer2에 anti-DIG-APconjugate를 75
mU/㎖(1:10000)첨가하여 희석한 20㎖ antibodysolution에 membrane을 넣고 30분간
반응시켜서 15분간 100㎖의 washingbuffer로 2회 세척하였다.Membrane을 20㎖의
Detectionbuffer(buffer3)에서 2～5분간 안정되게 하였다.DNA쪽이 위로가게 하여
membrane을 polyethylenefilm상에 놓고 약 1㎖의 기질 (CSPDⓇ)용액을 적용한 후,
즉시 반대 측 sheet로 덮어 기질이 membrane상에 고루 퍼질 수 있게 하였다.5분간
상온에서 반응 후 과량의 액을 제거하고 film의 가장자리를 봉하여,luminescent
reaction이 일어나도록 37℃ 배양기에서 15분간 반응시킨 후, 상온에서 X-ray
film(Lumi-film chemiluminescentⓇ,RocheDiagnostics)에 1～3시간 노출시켰다.

666... CCChhhDDDCCCKKKBBB666균균균주주주 지지지놈놈놈 DDDNNNAAA에에에서서서 PPPnnn111000과과과 상상상동동동성성성을을을 보보보이이이는는는 부부부위위위
의의의 PPPCCCRRR를를를 이이이용용용한한한 클클클로로로닝닝닝

ChDC KB6균주에서 Pn10과 상동성이 있는 DNA 부위를 PCR법으
로 증폭하여 클로닝하였다.PCR은 ChDCKB6균주의 지놈 DNA를 주
형으로,PCR 프라이머는 KB6-Pn10-F(5'-AAG CTT GGT GGT TAC GTA TGG
AC-3')과 KB6-Pn10-R(5'-AAG CTT TTT CAA TCA TAT TCT TACC-3')으로
하여 Ⓡ Premix(Bioneer Corp., Daejeon, Korea)와 PTC-200(MJ
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Research Inc.,Watertown,MA,USA)PCR machine을 이용하여 시행하였다.이때
PCR의 조건은 다음과 같이 시행하였다.20㎕의 PCR 혼합용액이 되도록 20pmoles
씩의 forward및 reverseprimers와 100pg의 지놈 DNA를 넣고 94℃에서 2분간 초기
변성을 실시한 다음 94℃에서 1분간 변성,55℃에서 1분간 annealing,72℃에서 1분간
extension하는 과정을 30회 반복하여 증폭한 다음 마지막으로 72℃에서 10분간
extension하였다.최종 반응물을 2㎕씩 1.5% agarosegel에서 전기영동을 실시하여
그 증폭 여부를 확인하였다.
앞에서 증폭한 PCR 산물(KB6-Pn10)을 pGEM-T easy vector(Promega Corp.,

Madison,WI,USA)에 제조회사의 지시에 따라 직접 클로닝하였다.이때 삽입 유전자
가 들어간 흰색 군락을 3개씩 선택하여 플라스미드를 추출하여 클로닝 성공여부를 결
정하였다.

777...PPPnnn111000및및및 KKKBBB666---PPPnnn111000DDDNNNAAAfffrrraaagggmmmeeennntttsss의의의 핵핵핵산산산염염염기기기서서서열열열 결결결정정정
핵산염기서열 결정은 Bioneer사(Daejeon,Korea)에 의뢰하여 결정하였으며 이때 사

용되는 프라이머는 Table2에 정리하였다.핵산염기서열 결정 데이터는 SeqMan프로
그램(Version5.00;DNASTAR,Inc.,Madison,WI,USA)을 이용하여 분석하였다.핵
산염기서열 결정 후 염기서열의 상동성 검색은 미국 국립보건원에서 제공하는
BLAST프로그램을 이용하였다.



- 8 -

Primernames Oligonucleotidesequences(5'→ 3')

ChDC-GEM-F TTCCCA GTCACGACGTTGTAA AA

ChDC-GEM-R GTGTGGAATTGTGAGCGGATA AC

Pn10-F6 TTCCCA TCGCTCCCTATT TTA T

Pn10-R11 AAGCTTGGTGGT TACGTA TG

Pn10-F10 AGCTTT TTCAATCATATTCT

Pn10-R10 AAGCCTATCTCTATT ATTAT

Table2.SequencingprimersfordeterminationofnucleotidesequencesofPn10
andKB6-Pn10

888... AAATTTCCCCCC333333555666333TTT 균균균주주주 특특특이이이 PPPCCCRRR프프프라라라이이이머머머 설설설계계계 및및및 제제제작작작
Pn10DNA 프로브의 핵산염기서열을 바탕으로 PrimerSelect프로그램(DNASTAR

Inc.)을 이용하여 PCR프라이머를 설계하였다.이 때 설계된 프라이머 쌍은 Bioneer사
(Daejeon,Korea)에 의뢰하여 제작하였다.

999...GGGrrraaadddiiieeennntttPPPCCCRRR
ATCC33563T을 균주 특이적으로 검출하기 위해 설계 및 제작된 프

라이머 쌍들의 최적의 결합(annealing)온도를 구하기 위하여 gradientPCR을 시행하
였다.이때 한국인의 치은연하 치면세균막에서 분리 동정된 ChDCKB6
를 대조군으로 사용하였다.
PCR은 Ⓡ PCR PreMix(Bioneer Corp.,Daejeon,Korea)와 Peltier

thermalcycler(ModelPTC-200DNA engineTM,MJResearchInc.,Watertown,MA,
USA)를 이용하여 시행하였다. Ⓡ PCR PreMix에는 5 nmole씩의 4가지
deoxynucleosidetriphosphate,0.8mole의 KCl,0.2mole의 Tris-HCl(pH 9.0),0.03
mole의 MgCl2그리고,1unit의 DNA polymerase가 들어있다.여기에 균주 지놈
DNA와 20pmoles의 프리이머 쌍을 넣고 PCR을 시행하였다.이 때 PCR조건은 다음
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과 같았다.초기 변성은 94℃에서 5분간 시행하였고,변성(94℃,3분),결합(49.2℃,51.
4℃,53.9℃,55℃,56.2℃,57.5℃,59.2℃,61.4℃,63.9℃ 및 66.1℃,30초)및 중합(72℃,
30초)의 세 과정을 32회 반복하고,추가적인 중합(72℃,30초)을 10분간 시행하였다.
PCR이 끝난 후 20 ㎕의 반응물 중 2 ㎕를 1.5% agarose gel과 Tris-acetate

buffer(0.04M Tris-acetate,0.001M EDTA,[pH8.0])를 이용해서 100V에서 30분간
전기영동하였다.증폭물은 ethidium bromide로 염색하여 UV transilluminator로 발색시
켜 크기를 확인하였다.

111000...특특특이이이도도도 및및및 민민민감감감도도도 측측측정정정
앞에서 설계된 프라이머 쌍들의 ATCC33563T 균주 특이성을 알아보

기 위하여,15종 또는 아종에 대한 표준균주 및 참고균주,9균주의 임
상분리 균주 및 5균주의 임상분리 균주 지놈 DNA 4㎍을 주형으로
하여 PCR을 시행하였다.또한 각각의 PCR 쌍의 민감도(sensitivity)를 측정하기 위하
여 지놈 DNA 4ng에서 4fg까지 10배씩 희석하여 PCR주형으로 사용하였다.
PCR은 앞의 실험조건과 동일하게 시행하였다.다만,결합(60℃,55℃,또는 53℃,30

초)조건만 달리 시행하였다.
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ⅢⅢⅢ...연연연구구구 결결결과과과

111...PPPnnn111000DDDNNNAAA 프프프로로로브브브에에에 대대대한한한 SSSooouuuttthhheeerrrnnnbbblllooottt분분분석석석
Pn10 DNA 프로브의 에 대한 종-특이성을 검증하기 위하여

의 표준균주, 참고균주 및 한국인에서 분리 동정된 임상균주와
와 유전학적으로 가장 가까운 의 표준균주,참고균주 및 한국

인에서 분리 동정된 임상균주들의 지놈 DNA를 대상으로 Southernblothybridization
을 시행하였다.그 결과 Pn10DNA 프로브는 ATCC33563T 지놈 DNA
뿐만 아니라 ChDC KB6지놈 DNA와도 반응하였다(Fig.1).이 때
Pn10DNA 프로브와 반응한 두 균주(ATCC33563T과 ChDCKB6)의 제한효소절편 길
이는 dIII를 사용하였을 때 각각 약 1.9kb로 동일한 크기를 보였다(Fig.1A). I
제한효소를 사용한 경우 두 균주 모두에서 약 6.0kbp크기의 밴드가 보였지만,

ATCC 33563T에서는 약 12kbp크기와 이보다 훨씬 큰 밴드도 나타났다
(Fig.1B).또한 ChDCKB6균주의 지놈 DNA도 I제한효소를 사용
한 경우 약 14kbp크기의 밴드가 나타났다(Fig.1B).
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FFFiiiggg...111...Southernblotanalysistoconfirm thespecificityofthePn10DNA probe.
The dIII‐or digested bacterial genomic DNAs were electrophoresed and
transferred to a nylon membrane;hybridized with a DIG‐labeled Pi30 DNA
fragment. dIII(AAA)-‐or I(BBB)-digested genomicDNAs(lanes1-14)were
from:LaneS,1kbpDNA marker1) ATCC25611T,2)
ATCC 49046,3) ATCC 33563T,4) ChDC KB2,5)

ChDC KB3,6) ChDC KB14 7) ChDC
KB18,8) ChDC KB19,9) ChDC KB29,10)

ChDC KB53,11) ensChDC KB5,12) ChDC
KB6,13) ChDCKB50,14) ChDCB270.
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222...PPPnnn111000DDDNNNAAA 프프프로로로브브브 및및및 KKKBBB666---PPPnnn111000DDDNNNAAA fffrrraaagggmmmeeennnttt의의의 핵핵핵산산산염염염기기기서서서열열열 결결결정정정 및및및 상상상
동동동성성성 검검검색색색
Pn10DNA 프로브를 이용한 Southernblotanalysis결과,ChDCKB6지놈 DNA에

도 Pn10DNA 프로브와 상동성이 매우 높은 부분이 있을 것이라는 판단으로 Pn10프
로브의 핵산염기서열을 결정하였으며 5'쪽과 3'쪽의 핵산염기서열을 바탕으로 PCR프
라이머를 설계 및 제작하였다.제작한 PCR프라이머를 이용하여 PCR을 시행하였으며,
ChDCKB6균주 지놈 DNA로부터 Pn10유사부위(KB6-Pn10)를 증폭 및 클로닝하여
핵산염기서열을 결정하였다.
Pn10DNA 프로브와 KB6-Pn10DNA fragment의 핵산염기서열 결과,각각 1875

bp와 1873 bp로 구성되어 있었다(Fig.2).Pn10 DNA 프로브와 KB6-Pn10 DNA
fragment의 핵산염기서열을 Megalign프로그램(DNASTARInc.,Madison,WI,USA)
으로 상동성을 조사한 결과 percentidentity는 98.8%였으며,divergence는 0.6%였다.
Pn10 DNA 프로브의 핵산염기서열을 기준으로 39번째와 1351번째 핵산염기서열이
deletion되어 있었다(Fig.2).
Pn10 DNA 프로브의 핵산염기서열을 미국 국립보건원에서 제공하는 Blastn 및

Blastx프로그램으로 상동성 검색을 한 결과,아직 그 기능이 밝혀지지 않은 단백질을
코딩하고 있음을 알 수 있었다(Table3).
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1AAGCTTGGTGGTTACGTATGGACCGAAAATCGGAACAGACACCCCCCATTTTAATAAAGA Pn10
1AAGCTTGGTGGTTACGTATGGACCGAAAATCGGAACAG-CCCCCCCCATTTTAATAAAGA KB6-Pn10

      (A)Pn10-F-AC: CGAAAATCGGAACAGACAC→
(B)Pn10-F-A: CGAAAATCGGAACAGACA →
(C)Pn10-F-ACm:CGAAAATCGGAACAGAAAC→
(D)Pn10-F-Am: CGAAAATCGGAACAGAAA →

61TGTTCTTTTTAATACTATCTTTCCTGAGAGATATCCAGCAGATTTGTCACCTATTGAAAT Pn10
61TGTTCTTTTTAATACTATCTTTCCTGAGAGATATCCAGCAGATTTGTCACCTATTGAAAT KB6-Pn10

121ACAGATGAAGAACTCTGTTATGAAAGATGGTGAGACTTTTTTCTGGGAAGTAGAATTACG Pn10
121ACAGATGAAGAACTCTGTTATGAAAGATGGTGAGACTTTTTTCTGGGAAGTGGAATTACG KB6-Pn10

181TCAGATTGAAGATATTTGCACAAATAAGGTATTAGGTCCATTGGAGCGAGGTGAATTATC Pn10
181TCAGATTGAAGATATTTGCACAAATAAGGTATTAGGTCCATTGGAGCGAGGTGAATTATC KB6-Pn10

241CCATGTTTCGCTATTTGCGCTTGGACCTCAACCCTTGCTTGTGAAGTTGGGTACAATGTT Pn10
241CCATGTTTCTCTATTTGCGCTTGGACCTCAACCCTTGCTTGTGAAGTTGGGTACAATGTT KB6-Pn10

301GAATGATAAATATCCAATAACGGTCTTTCAAAAACACCGCATTCCTGATAGTTGGTGTTG Pn10
301GAATGATAAATATCCAATAACGGTCTTTCAAAAACACCGCATTCCTGATAGTTGGTGTTG KB6-Pn10

                                             ← Pn10-R-AC
361GCTTGAAGAAGATTCACAAAATGACATTCAGCTAATTGAGCCTCATGATAAAACAAAAGA Pn10
361GCTTGAAGAAGATTCACAAAATGACATTCAGCTAATTGAGCCTCATAATAAAACAAAAGA KB6-Pn10

421GCCTGTCCTAGTGATTGCATTAAGTACAAAAGCTATCTTGGAGCGAATCGCTGATAGATT Pn10
421GCCTGTCCTAGTGATTGCATTAAGTACAAAAGCTATCTTGGAGCGAATTGCTGATAGATT KB6-Pn10

← Pn10-R-A
481TGGAAACACAGTAAGTCTATGGTCTATCACTTGCAGTGAACCTGGAAATGATATGATGCG Pn10
481TGGAAACACAGTAAGTCTATGGTCTATCACTTGCAGTGAACCTGGAAATGATATGATGCG KB6-Pn10

541TTGCCATAGTCAGTTAAAACAATTTAATCGAGTGGCCAGAATGGCAATGGATGCCATTAA Pn10
541TTGCCATAGTCAGTTAAAACAATTTAATCGAGTGGCCAGAATGGCAATGGATGCCATTAA KB6-Pn10

601GACGGCACACTCGAAGGCTGATTGCTTAAAAATATTCATGGCAGTTCCTGCTTCTTGTGC Pn10
601GACGGCACACTCGAAGGCTGATTGCTTGAAAATATTCATGGCAGTTCCTGCTTCTTGTGC ChDCKB6

( )
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661GGTAGAACTTGGTCGTATTAGAATGCCAAAAGCTGATTTACCTTGGATGCTGTATGACTA Pn10
661GGTAGAACTTGGTCGTATTAGAATGCCGAAAGCTGATTTACCTTGGATGCTGTATGACTA KB6-Pn10

721TTGGGGTGATAAAAATAAAGATATAGAAACGATAACAATAAAATAGGGAGCGATGGGAAG Pn10
721TTGGGGTGATAAAAATGAAGATATAGAAACGATAACAATAAAATAGGGAGCGATGGGAAG KB6-Pn10

781AATTTTTAGTAAAGAACAAAAAGAAGAATTCAAGGATATTCTTGAAACATTAGGCGAGTC Pn10
781AATTTTTAGTAAAGAACAAAAAGAAGAATTCAAGGATATTCTTGAAACATTAGGCGAGTC KB6-Pn10

841ATTAGACATCACGCAAACACAGTATGATAACCTGACGAGGAGTTATAAGGCCGTGGGTGA Pn10
841ATTAGACATCACGCAAACACAGTATGATAACCTGACGAGGAGTTATAAGGCCGTGGGTGA KB6-Pn10

       ← Pn10-Rm
901GTTCTTGCAGAACGATCCTGTTTTTGAGCCCTATAAGCCGATAGTATCACCCCAAGGATC Pn10
901GTTCTTGCAGAACGATCCTGTTTTTGAGCCCTATAAGCCGATAGTATCACCCCAAGGATC KB6-Pn10

961TCTAAGGTTGGGTACAATTATCCAACCTATTAATCCTAATGATGATTTGGACGTGGACTT Pn10
961TCTAAGGTTGGGTACAATTATCCAACCTATTAATCCTAATGATGATTTGGACGCGGACTT KB6-Pn10

1021AGTATACCGACTCTCGGAGAAGAATCCGATGTGGACACAGAAAGATATTAAAGACAAGGT Pn10
1021AGTATACCGACTCTCGGAGAAGAATCCGATGTGGACACAGAAAGATATTAAAGACAAGGT KB6-Pn10

1081GGGGTCTAGACTTAAGGGAAGCGATCGCTATGCTCCAATGGTTAACAAGAAAGAGGGCAG Pn10
1081GGGGTCTAGACTTAAGGGAAGCGATCGCTATGCTCCAATGGTTAACAAGAAAGAGGGCAG KB6-Pn10

1141ACGTTGTTGGACGCTGTTATACAGAGACAATTCTGACAACCCTAAAGAGAAATATCATAT Pn10
1141ACGTTGTTGGACGCTGTTATACAGAGACAATTCTGACAACCCTAAAGAGAAATATCATAT KB6-Pn10

1201GGATATTCTTCCTTCGGTGGCTGATAGCAAATATGTAGAAAGAATGACACGTTTGTTCTC Pn10
1201GGATATTCTTCCTTCGGTGACTGATAGCAAATATGTAGAAAGAATGACACGTTTGTTCTC KB6-Pn10

1261GGAGAACTTTTCGGATCAAACCGTGGATCAGATTTCCATTAGAATCACAGACAAGGAGGC Pn10
1261GGAGAACTTTTCGGATCAAACCGTGGATCAGATTTCCATTAGAATCACAGACAAGGAGGC KB6-Pn10

( )
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1321GAAAGACTATGCAACATCTACGTATAAAGAAGGATTGGCTAAAAAGCAACCCTGATGGAT Pn10
1321GAAAGACTATGCAACATCTACGTATAAAGA-GGATTGGCTAAAAAGCAACCCTGATGGAT KB6-Pn10

1381ATGCATTGTGGTTTGCCCACAGATGCAAAGCAGATGAAACAGTAAAACTTAGGGCAGAGG Pn10
1381ATGCATTGTGGTTTGCCCACAGATGCAAAGCAGATGAAACAGTAAAACTTAGGGCAGAGG KB6-Pn10

1441CTATTGTGCCTGTTGAGAAATACAACAAGAAAAAGACTGTGTTGCAGCGCATAGTACAGA Pn10
1441CTATTGTGCCTGTTGAGAAATACAACAAGAAAAAGACTGTGTTGCAGCGCATAGTACAGA KB6-Pn10

1501TACTGAAACGTCATAGGGATATGATGTTCTATAACGATACTGAAGATAAGCCTATCTCTA Pn10
1501TACTGAAACGTCATAGGGATATGATGTTCTATAACGATACTGAAGATAAGCCTATCTCTA KB6-Pn10

1561TTATTATTACTACCTTGGCGGCTCGTGCCTATAATGGTGAACAAAACTTGCTTGAGGGTT Pn10
1561TTATTATTACTACCTTGGCGGCTCGTGCCTATAATGGTGAACAAAACTTGCTTGAGGGTT KB6-Pn10

1621TGCTTAATGTAGTAGATAATCTTGAAAAAAGCATTACCAAGAATGAGATAGGCGAGGATG Pn10
1621TGCTTAATGTAGTAGATAATCTTGAAAAAAGCATTACCAAGAATGAGATAGGCGAGGATG KB6-Pn10

1681TGGTGTCGAATCCGGTAAACCCTGAAGAAAACTTTGCTGATAAATGGCCAACACACCCCA Pn10
1681TGGTGTCGAATCCGGTAAACCCTGAAGAAAACTTTGCTGATAAATGGCCAACACACCCCA KB6-Pn10

1741AAAGACGCAAGAATTTCTATAAATGGCTCGCTACCGTGAAGAAAGATATGCATGAGATCC Pn10
1741AAAGACGCAAGAATTTCTATAAATGGCTCGCTGCCGTGAAGAAAGATATGCATGAAATCC KB6-Pn10

1801TTGATGGAGCAAACAGAATCCAGATACAGATTATTATGGGGCGTGTATTTGGTAAGAATA Pn10
1801TTGATGGAGCAAACAGAATCCAGATACAGATTATTATGGGGCGTGTATTTGGTAAGAATA KB6-Pn10

1861TGATTGAAAAAGCTT Pn10
1861TGATTGAAAAAGCTT KB6-Pn10

Fig.2.NucleotidesequenceofPn10andKB6-Pn10.Thetemplatesequencesforthe
PCR primerswereunderlinedandthePCR primernamewaswrittenbelow the
underlines.→,forwardprimer;←,reverseprimer.
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Proteinname
[speciesofproteinorigin]

AccessionNo.
ofGenBank Identities Positives Gaps

hypotheticalprotein
[ QYMF] ZP_00799659 71/156

(45%)
90/156
(57%)

12/156
(7%)

hypotheticalprotein
[ sp.W3-18-1] YP_962499 95/242

(39%)
131/242
(54%)

5/242
(2%)

hypotheticalprotein
[ sp.MR-7] YP_737842 95/242

(39%)
130/242
(53%)

5/242
(2%)

conservedhypotheticalprotein
[
Hxd3]

ZP_01674525 92/254
(36%)

137/254
(53%)

2/254
(0%)

Table3.Theresultsofhomologoussearch(BLASTX)ofPn10DNA probe

333...PPPCCCRRR프프프라라라이이이머머머 설설설계계계 및및및 PPPCCCRRR프프프라라라이이이머머머 쌍쌍쌍의의의 적적적절절절한한한 결결결합합합온온온도도도 결결결정정정
Pn10DNA 프로브의 핵산염기서열을 기준으로 KB6-Pn10핵산염기서열은 39번째

‘A’염기서열이 소실 돌연변이가 되어 있고,41번째 염기서열은 ‘A’가 ‘C’로 치환 돌연
변이가 되어있었다.그래서 이러한 특성을 이용해서 ATCC 33563T 균
주 특이 PCR프라이머를 설계하였다(Table4와 Fig.2).
(A)번째 프라이머 쌍(Pn10-F-AC/Pn10-R-AC)을 이용한 PCR결과 ATCC33563T

균주의 지놈 DNA를 주형으로 한 경우 결합온도가 63.9℃에서까지 PCR 증폭물이 생
성되었고,ChDC KB6균주의 경우에는 57.5℃에서까지 증폭물이 생성되었다(Fig.3).
(B),(C)및 (D)번째 PCR프라이머 쌍에서는 각각 63.9℃,59.2℃ 및 57.5℃에서까지
PCR증폭물이 생성되었지만,본 연구에서 사용한 결합온도에서는 ChDCKB6균주로
부터의 PCR 증폭물은 생성되지 않았다(Fig.3).이상의 결과로 4가지 PCR 프라이머
쌍들의 최적결합온도를 결정하였고,그 결과는 Table4와 같다.
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Fig.3.GradientPCR.Inordertodeterminetheoptimalannealingtemperature,PCR
wasperformedwithprimers(AAA)Pn10-F-Ac/Pn10-R-Ac,(BBB)Pn10-F-A/Pn10-R-A,
(CCC)Pn10-F-ACm/Pn10-Rm primers,and(DDD)Pn10-F-Am/Pn10-Rm andthegenomic
DNAof ATCC33563T attheannealingtemperatureof1,49.
2℃;2,51.4℃;3,53.9℃;4,55℃;5,56.2℃;6,57.5℃;7,59.2℃;8,61.4℃;9,63.9℃;
and10,66.1℃.S,sizemarker(100bpladder).
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Primernames(position) Oligonucleotidesequences(5'→ 3') Annealing
temp.(℃)

Amplicon
size(bp)

(A)Pn10-F-AC(24-42nts)Pn10-R-AC(370-349nts)
CGAAAATCGGAACAGACAC
TTCTTCAAGCCAACACCAACTA 60 347

(B)Pn10-F-A (24-42nts)Pn10-R-A (470-453nts)
CGAAAATCGGAACAGACA
CGATTCGCTCCAAGATA 55 447

(C)Pn10-F-Am (24-42nts)Pn10-Rm (893-874nts)
CGAAAATCGGAACAGAAA
CGGCCTTATAACTCCTCGTC 55 870

(D)Pn10-F-ACm (24-43nts)Pn10-Rm (893-874nts)
CGAAAATCGGAACAGAAAC
CGGCCTTATAACTCCTCGTC 53 870

Table4.PCR primersforthedevelopmentof ATCC33563T-specific
PCRprimer
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444...PPPCCCRRR프프프라라라이이이머머머 쌍쌍쌍들들들의의의 특특특이이이성성성 및및및 민민민감감감도도도 조조조사사사
GradientPCR결과에 의해 결정된 4가지 PCR프라이머 쌍들의 결합온도에서 4개의

임상분리 균주, 의 표준균주(ATCC 25611T),참고균주
(ATCC49046)및 7개의 임상분리 균주 및 구강 내에 존재하는 그람음성 세균 중 5종
8균주 지놈 DNA를 주형으로 PCR을 실시하여 특이성을 조사한 결과,4가지 프라이머
쌍 모두 ATCC33563T에 대한 균주 특이성이 있음을 알 수 있었다(Fig.
4).
4가지 프라이머 쌍 중 forward프라이머를 임의로 돌연변이 시키지 않은 두 가지

프라이머 쌍(Pn10-F-AC/Pn10-R-AC와 Pn10-F-A/Pn10-R-A)의
ATCC 33563T genomic양의 검출 한계를 알아보기 위해 PCR을 실시하여 민감도를
조사 하였다.그 결과,두 프라이머 쌍 모두 4pg(약 2,000마리)까지 검출 가능하였다
(Fig.5).
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Fig.4.SpecificitytestofthePCRprimers(AAA)Pn10-F-Ac/Pn10-R-Ac,(BBB)Pn10-F-A/
Pn10-R-A,(CCC)Pn10-F-ACm/Pn10-Rm primers,and (DDD)Pn10-F-Am/Pn10-Rm.
ThePCRwasperformedwitheachofPCRprimerpairsandthegenomicDNAofthe
bacterialistedintheTable1.Lanes:S,sizemarker(100bpladder);1,negativecontrol
(DDW);2, ATCC33563T;3, ChDCKB5;4,

ChDCKB6;5, ChDCKB50;6, ChDCB270;
ATCC25611T;8, ATCC49046;9, KB2;

10, ChDC KB3;11, ChDC KB14;12,
ChDCKB18;13, ChDCKB19;14, ChDCKB29;15,

ChDC KB53;16. ATCC 33277T;17,
ATCC 49417;18, ATCC 53978;19,
ATCC 35406T; 20. ATCC 43037T; 21,

ATCC 33384T; 22,
subsp. ATCC 25586T;23, subsp.

ATCC10953T.
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Fig.5.SensitivitytestofthePCR primers(AAA)Pn10-F-Ac/Pn10-R-Acand(BBB)
Pn10-F-A/Pn10-R-A.ThePCR wasperformedwitheachPCR primerpairsand
thepurifiedgenomicDNA of ATCC33563T.ThePCRproducts
wereelectrophoresedin1.5% agarosegel.Lanes:S,100basepairDNA ladder
(BioneerCorp.);1through7,purifiedgenomicDNA seriallydiluted10-foldfrom 4
ngto4fg.
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ⅣⅣⅣ...총총총괄괄괄 및및및 고고고안안안

유전공학 및 분자생물학의 발전과 더불어 세균 분류학 분야의 발전이 급속히 이루어
졌고,세균을 종(species)수준으로 분류하는 데에도 16SrDNA의 핵산염기서열 비교
법 및 DNA-DNA pairing법 등이 주요한 방법으로 사용되고 있다(Krieg,2001).또한,
분자생물학적 방법 중,세균을 속(genus)수준 이상에서 균주 수준까지 동정할 수 있
는 방법으로 DNA 프로브법과 세균 지놈 전체 핵산염기서열결정법이 있는 것으로 알
려져 있다.이중,지놈 전체 핵산염기서열을 결정하여 균주 수준으로 동정하는 방법은
현재의 과학수준으로는 현실적으로 적용하기 거의 불가능하고,균주 특이 DNA 프로
브도 실제적으로 거의 실용성이 없다.하지만,최근 inverteddotblothybridization검
색법(Kook .,2003a)이 소개되면서,세균 종 수준 또는 아종 수준 특이 DNA 프로
브뿐만 아니라 균주 특이 DNA 프로브의 개발이 좀 더 쉬워졌다(Kooketal.,2003b;
Shinetal.,2004;Kim etal.,2005).최근 Gang등(2002)이 ATCC
33563T에 대한 균주 특이 DNA 프로브일 것이라고 생각되는 Pn10DNA 프로브를 소
개하였다.하지만,본 연구에서 한국인에서 분리 동정된 4개의 균주 지
놈 DNA를 이용하여 Southern blot분석을 시행한 결과,Pn10DNA 프로브는

ATCC33563T뿐만 아니라 ChDCKB6균주의 지놈 DNA와
도 hybridization하여 ATCC 33563T에 대한 균주 특이성이 없음을 알
수 있었다(Fig.1).흥미로운 점은, dIII제한효소와 I제한효소를 이용하여
Southern blot분석한 결과,Pn10DNA 프로브는 두 균주(ATCC 33563T과 ChDC
KB6)에서 같은 크기의 반응 밴드를 보였다. I제한효소를 이용한 경우 6Kbp보다
큰 1-2개의 밴드가 더 보였지만,이는 세균 지놈 DNA가 부분 절단되어 나타난 현상
으로 보인다.그 이유는,Pn10및 Pn10-KB6의 핵산염기서열을 결정한 결과 두 DNA
fragment내에는 I제한효소 인식부위가 존재하지 않았기 때문이다.ChDCKB6에서
Pn10DNA 프로브와 유사한 부위(Pn10-KB6)를 클로닝하여 핵산염기서열을 결정한
후,상동성을 분석한 결과 98.8%의 percentidentity를 보였다.이러한 결과는 ATCC
33563T 균주와 ChDCKB6균주간의 Pn10DNA 프로브가 코딩하고 있는 유전자를 함
께 가지고 있음을 말해주는 것으로,두 균주간의 유전학적 상동성이 다른 균주들에 비
해 높다는 것을 간접적으로 시사한다고 할 수 있다.세균을 검출하는 방법들 중 PCR
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법은 DNA 프로브법보다 신속성,정확성 및 경제성 측면에서 우수하기 때문에 선호되
는 방법이다.본 연구에서도 ATCC33563T를 균주 특이적으로 검출할
수 있는 PCR프라이머 쌍들을 Pn10DNA 프로브의 핵산염기서열을 바탕으로 개발할
수 있었다(Fig.2-5).숙주-세균 상호작용을 연구하는 병인론 연구에 있어서 대부분 세
균 종의 표준균주를 비롯한 참고균주들을 우선적으로 사용한다.그러므로 실험실에서
병원성 세균종의 표준균주를 신속 정확하게 동정할 수 있다면,병인론 연구를 보다 수
월하게 수행할 수 있다는 장점이 있다.이러한 이유로 최근 치주질환의 주요한 원인균
으로 알려진 subsp. ATCC 25586T, ATCC
25611T, ATCC49046균주에 대한 균주 특이 PCR프라이머 쌍들도 개
발되었다(김,2005;Kim .,2005).그러므로 본 연구에서 개발된
ATCC33563T 균주 특이 PCR프라이머 쌍은 와 여러 구강감염성질환간
의 병인론 연구 수행 과정 중 ATCC33563T의 신속한 동정에 유용하게 사용될 수 있
을 것이라 생각된다.
PCR 프라이머를 설계하는 여러 원칙들 중에서 5'쪽 보다는 3'쪽의 일치성이 더욱

중요하다는 것은 잘 알려져 있다.본 연구에서 이러한 원칙을 확인하기 위하여 Pn10
및 KB6-Pn10핵산염기서열을 비교하여 상동성이 떨어지는 부분(39번째와 41번째 염
기서열)을 3'쪽으로 하여 4가지 프라이머 쌍을 설계하였다(Fig.2).즉,(A)번째 프라
이머 쌍의 forward프라이머는 3'의 마지막이 42번째 핵산염기인 ‘C’가 되게,(B)번째
프라이머쌍의 forward프라이머는 3'의 마지막이 41번째 핵산염기인 ‘A’가 되게 설계
하여,3'의 마지막 핵산염기의 결합(annealing)유무에 따른 적절한 PCR 결합온도의
차이 및 PCR증폭물 생성 유무를 확인하였다.또한 (C)번째와 (D)번째 PCR프라이머
쌍의 forward프라이머는 각각 (A)번째와 (B)번째와 길이는 같지만,39번째의 ‘C’핵산
염기를 ‘A’로 치환 돌연변이 시켜서 적절한 PCR결합온도의 차이를 관찰하였다.이러
한 결과를 살펴보면,(A)와 (B)번째 프라이머 쌍들과 핵산염기서열이 100% 일치하는

ATCC33563T 지놈 DNA를 주형으로 PCR을 한 경우에서는 PCR증폭
물이 생성되는 최고 결합온도가 서로 같았다.하지만 ChDCKB6균주의 지놈 DNA를
주형으로 한 경우 3'의 가장 마지막 핵산염기서열의 상보성 유무에 따라 PCR증폭물
이 생성되는 최고 결합온도의 차이는 매우 컸다.(A)번째와 (C)번째 프라이머 쌍과
ChDCKB6균주의 지놈 DNA를 이용하여 PCR을 시행한 결과를 살펴볼 때,(C)번째
프라이머 쌍의 3'끝에서 2-4번째까지의 핵산염기가 상보성이 없었기 때문에 마지막
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3'핵산염기가 주형의 것과 상보성이 있었지만 PCR 증폭물이 생성되지 않았다.또한
(C)번째와 (D)번째 프라이머 쌍과 ATCC33563T 지놈 DNA를 주형으로 PCR을 시행
한 결과를 살펴보면,3'끝에서 연속해서 2개의 핵산염기가 상보적인 경우가 1개의 핵
산염기가 상보적인 경우보다 최고 결합온도가 더 높았다.이러한 결과는 PCR 프라이
머의 설계에 있어서 3'끝 쪽의 핵산염기서열과 주형 DNA의 핵산염기서열의 상보성
이 매우 중요함을 실험적으로 검증한 것이라 할 수 있다.
이상의 연구 결과를 종합하면,Pn10DNA 핵산염기서열을 바탕으로 설계된 두 가지

PCR 프라이머 쌍(Pn10-F-AC/Pn10-R-AC와 Pn10-F-A/Pn10-R-A)들은
ATCC 33563T를 신속 정확하게 검출할 수 있어,균주의 보존적 측면에서

유용하게 이용될 수 있을 것으로 사료된다.
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ⅤⅤⅤ...결결결 론론론

ATCC33563T에 대한 균주 특이 DNA 프로브라고 보고된 Pn10프로
브의 균주 특이성을 5균종의 표준균주 및 참고균주,그리고 의 임상분
리 균주를 이용하여 Southernblot분석법으로 검증하고,Pn10프로브의 핵산염기서열
을 바탕으로 ATCC33563T 균주 특이 PCR프라이머를 개발하고자 본
연구를 시행하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1.Southernblot분석 결과,Pn10DNA 프로브는 ATCC 33563T

및 ChDCKB6두 균주를 검출할 수 있었다.

2. KB6균주에서 Pn10DNA 프로브와 상동성이 있는 부위를 PCR
법으로 증폭(KB6-Pn10)하고 클로닝하여 Pn10DNA 프로브와 같이 핵산염기서
열을 결정하여 상동성을 비교하였다.그 결과 Pn10과 KB6-Pn10의 핵산염기서
열간의 percentidentity는 98.8%였으며,divergence는 0.6%였다.

3.Pn10DNA 프로브의 핵산염기서열을 바탕으로 4종류의 PCR 프라이머 쌍
(Pn10-F-AC/Pn10-R-AC, Pn10-F-A/Pn10-R-A,Pn10-F-ACm/Pn10-Rm 및
Pn10-F-Am/Pn10-Rm)을 설계 및 제작하여 ATCC33563T에 대
한 균주 특이성을 PCR로 검증하였으며,이들 중 2 종류 프라이머 쌍
(Pn10-F-ACPn10-R-AC와 Pn10-F-A/Pn10-R-A)을 이용한 민감도 조사 결
과 이들은 ATCC33563T 지놈 DNA 4pg까지 검출할 수 있음
을 알수 있었다.

이상의 연구결과를 종합하면,Pn10DNA 핵산염기서열을 바탕으로 설계된 두 가지
PCR 프라이머 쌍(Pn10-F-AC/Pn10-R-AC와 Pn10-F-A/Pn10-R-A)들은

ATCC 33563T를 신속 정확하게 검출할 수 있어,균주의 보존적 측면에서
유용하게 이용될 수 있을 것으로 사료된다.
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