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AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT

DDDeeevvveeelllooopppmmmeeennntttooofffPPPCCCRRRppprrriiimmmeeerrrsssfffooorrrttthhheeedddeeettteeeccctttiiiooonnnooofffttthhheee
bbbaaassseeedddooonnnttthhheeennnuuucccllleeeoootttiiidddeee

ssseeeqqquuueeennnccceeeooofffPPPiiiggg222777DDDNNNAAA ppprrrooobbbeee

HHHwwwaaannnggg,,,KKKyyyuuunnngggHHHwwwaaannn,,,DDD...DDD...SSS...
AAAdddvvviiisssooorrr:::PPPrrrooofff...KKKooooookkk,,,JJJoooooonnnggg---KKKiii,,,DDD...DDD...SSS...,,,MMM...SSS...DDD...,,,PPPhhh...DDD...
DDDeeepppaaarrrtttmmmeeennntttooofffDDDeeennntttiiissstttrrryyy,,,
GGGrrraaaddduuuaaattteeeSSSccchhhoooooolllooofffCCChhhooosssuuunnnUUUnnniiivvveeerrrsssiiitttyyy

In a previous study,a ( )-specific DNA
probe,Pig27,wasclonedbyshotgunmethodandsouthernblothybridization.The
purpose ofthisstudy was to develop the species-specificPCR
primersbasedonthenucleotidesequenceofPig27DNA probe.Thespecificityof
thePCRprimerswastestedagainst6clinicalisolatesof 10clinical
isolatesof and20typestrainsoforalbacteria.Thesensitivityof
PCR primerswasdetermined by testing 0.4ng～4fg ofthepurified genomic
DNA.ThedatashowedthatthetwosetsofPCRprimers,Pig27-F2/Pig27-R2and
Pig27-F5/Pig27-R5hadthespecies-specificityforthe ATCC25611T.
Thedetectionlimitsoffourprimersetswas0.4pg～4pgofthepurifiedgenomic
DNA of ATCC25611T.Theseresultssuggestedthatthetwosetsof
PCR primer,Pig27-F2/Pig27-R2and Pig27-F5/Pig27-R5,could beusefulin the
detectionkitof ATCC25611T.
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ⅠⅠⅠ...서서서 론론론

치주질환은 치아우식증과 더불어 사람의 구강에서 가장 빈번하게 발생하는 양대 구
강병 중 하나이다.이러한 치주질환은 호르몬 장애,영양결핍,면역결핍성 질환,특정
약물에 대한 과민반응 등의 전신적인 요인과 치은연하 치면세균막에 존재하는 치주질
환 원인균 등에 의한 국소적 요인에 의해 발생하는 것으로 알려져 있다.이러한 원인
요인 중에서 치은연하 치면세균막에 존재하는 세균에 의한 치주질환의 발생이 가장
중요하다고 알려져 있다(Moore .,1991).또한 이러한 구강 내 치주질환 원인균종
들은 심혈관계질환,저체중아 출산,흡인성 폐렴 및 유아 골수염 등의 전신질환을 유
발할 수 있다고 보고되었다(Joshipura .,2003;Khader .,2005).
최근의 분자생물학적 방법을 이용한 연구결과에 의하면,사람의 구강 내에 존재하는

세균 종은 약 500여종이 되는 것으로 보고되고 있으며,그 중 세균 배양에 성공한 균
종은 약 350여종인 것으로 알려졌다(Paster .,2001).현재까지 진행된 치주질환
의 원인균을 규명하는 연구 결과에 의하면, ,

및 가 치주질환과 가장 관련성이 높은 것으로 보고되었
다(Socransky .,1998).최근 한국인을 대상으로 치주질환 치료 후 예후와 밀접한
관련성이 있는 세균 종을 찾는 연구 결과에 의하면, ,

, 및 (
)중에서 가 존재하는 치주질환 병소부위가 가장

예후가 좋지 않았던 것으로 보고되었다(Kook .,2005).여러 역학연구 결과에서도
는 성인성 치주염,급성괴사성궤양성 치은염,임신성 치은염 등에 이환

된 병소부위 및 구강 농양 등에서 빈번하게 검출되는 병원성 세균으로 보고되었다
(OkamotoM. ,1999;PapapanouP.N. ,2000,Milsom ,1996).
치주질환과 관련된 세균종간의 역학조사를 하기 위해서는 각각의 세균 종을 신속하

고 정확하게 검출할 수 있는 방법이 개발 되어야 한다.지금까지 개발된 여러 세균 검
출법들 중에서 분자생물학적 방법이 가장 신속하고 정확하게 검출할 수 있는 방법으
로 알려져 있다.세균의 종,아종 및 균주 수준으로 검출 및 동정할 수 있는 DNA 프
로브를 신속하고 경제적으로 개발할 수 있는 InvertedDotBlotHybridization(IDBH)
검색법이 개발되었고(Kook .,2003),이러한 방법으로 . 를 종-특이적
으로 검출할 수 있는 Pig27DNA 프로브가 소개되었다(Gang .,2002;이 등,
2006).이러한 DNA 프로브법이 세균배양법 및 생화학검사법 등과 같은 전통적인 세
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균검출 및 동정법보다는 신속성 및 정확성이 높다.하지만,세균 종-특이 DNA 프로브
의 핵산염기서열을 바탕으로 중합효소연쇄반응(polymerasechainreaction,PCR)프라
이머를 개발하여 PCR법을 이용하여 세균 종을 검출하는 것이 DNA 프로브 법보다는
신속성,정확성 및 경제성 측면에서 많은 장점이 있다.그러므로 본 연구는 최근
Lee(2006)가 개발한 . 종-특이 DNA 프로브인 Pig27의 핵산염기서열을
바탕으로 를 종 수준에서 신속하고 정확하게 검출할 수 있는 PCR프라
이머를 개발하기 위하여 시행하였다.
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ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...세세세균균균 및및및 배배배양양양조조조건건건
본 연구에서 이용된 spp.의 표준균주와 참고균주 및 임상균주들은 Table

1에 나타내었다. spp.의 표준균주 및 참고균주들은 AmericanTypeCulture
Collection(ATCC,UniversityBoulevand,Manassas,VA,USA)에서 구입하여 사용하
였고 임상에서 분리․동정된 균주와 균주들은 한국미생
물자원은행(KoreanCollectionforOralMicrobiology,Gwangju,Korea)에서 분양받아
사용하였다.
본 연구에 사용된 , , , ,

및 균종에 속하는 균주들은 trypticase soy
broth(TSB)에 0.5% yeastextract,0.05% cysteineHCl-H2O,0.5㎎/㎖ hemin및 2㎍/
㎖ vitaminK1이 첨가된 배지에 접종하여,85% N2,10% CO2및 5% H2가 공급되는
37℃ 혐기성 세균배양기에서 1-2일간 배양한 후 다음 실험에 사용하였다.
균주는 20% 자당이 함유된 mitissalivarius-bacitracin(MBC;bacitracin농도 0.5㎍/
㎖)한천배지에 도말하여,37℃ CO2세균배양기에서 1-2일간 배양한 후 다음 실험에
사용하였다.
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SSSpppeeeccciiieeesssooorrrsssuuubbbssspppeeeccciiieeesss
ATCC25611T

ATCC49046(G8-9K-3)
ATCC*9336T

ATCC15930T

ATCC19188T

ATCC19189T

ATCC25845T

ATCC29303T

ATCC33269T

ATCC33547T

ATCC33574T

ATCC33779T

ATCC35895T

ATCC43324T

ATCC49559T

mooreATCC51261T

ATCC700821T

ATCC25175T

ATCC33277T

ATCC25586T

ATCC33384T

ChDCKB2
ChDCKB3
ChDCKB14
ChDCKB19
ChDCKB29
ChDCKB53
ChDC**B270
ChDCB272
ChDCB274
ChDCB281
ChDCB282
ChDCB283
ChDCB288
ChDCKB5
ChDCKB6
ChDCKB50

Table1.Bacterialstrainsusedinthisstudy

*ATCC,American Type Culture Collection;**ChDC,DepartmentofOralBiochemistry,College of
Dentistry,ChosunUniversity;T,Typestrain.

222...세세세균균균 지지지놈놈놈 DDDNNNAAA의의의 추추추출출출
세균 지놈 DNA를 G-spinTM GenomicDNA Extraction Kit(iNtRON Co.,Seoul,

Korea)를 이용하여 제조회사의 지시에 따라 추출하였다.혈액 한천배지에서 배양한 세
균 한 군락을 액체배지 3㎖에 접종한 후 후기 로그기까지 배양한 다음,세균배양액을
1분간 원심분리(13,000rpm)하였다.300㎕의 G-완충용액을 넣고 잘 혼합하여 65℃에서
15분간 반응시킨 후 250㎕의 결합용액을 넣고 혼합한 다음,세균 lysates를 G-spinTM
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column에 넣고 1분간 원심분리(13,000rpm)하였다.Column에 500㎕의 세척용액 A를
넣고 1분간 원심분리(13,000rpm)한 후 500㎕의 세척용액 B를 넣고 1분간 원심분리
(13,000rpm)하였다.세척용액을 완전히 제거하기 위해 다시 2분간 원심분리 한 후
G-spinTM column을 eppendorftube에 장착하고 50㎕의 용출용액을 첨가하였다.5분간
실온에 방치한 후 1분간 원심분리(13,000rpm)하여 세균 지놈 DNA를 추출하였다.

333...PPPCCCRRR프프프라라라이이이머머머 쌍쌍쌍의의의 설설설계계계 및및및 제제제작작작
선행연구의 보고에 의해 Pig27DNA 프로브들의 핵산염기서열은 1,841bp로 구성되

어 있음이 밝혀졌다(Lee,2006).본 연구에서는 Pig27DNA 프로브의 핵산염기서열을
바탕으로 PrimerSelect프로그램(DNASTARInc.)을 이용하여 2쌍의 PCR프라이머
를 설계한 후 제작하였다(Table2).

Primerpairs(positions)* Sequenceofoligonucleotides(5'→3')
Sizeof
amplicons
(bp)

Pi27-F2(974-997nts)
Pi27-R2(1299-1318nts)

5'-CCGCTACAAGTGGCATAATAAGAA-3'
5'-TGGCAGGAAGAGCGACAGAT-3' 345

Pi27-F5(387-405nts)
Pi27-R5(961-981nts)

5'-GCGCGGTAAAAGCGTAGGT-3'
5'-TGTAGCGGCGGTTATTTGATG-3' 595

Table2.ThePCRprimersdesignedinthisstudy

*ThepositionsarebasedonthenucleotidesequencesofthePig27DNA probe.

444...GGGrrraaadddiiieeennntttPPPCCCRRR
종의 검출과 동정을 위하여 설계․제작된 종-특이적 PCR 프라이머

의 적정 결합온도를 구하기 위해 초기 변성과 변성의 조건을 각각 95℃에서 5분,95℃
에서 30초 시행하였다.결합조건은 55～70℃ 사이에서 30초간 반응하도록 설정하고,
중합은 72℃에서 30초로 하여 세 과정(변성,결합,중합)을 30회 반복하였으며 추가적
중합은 72℃에서 10분간 시행하였다.이때 의 표준균주(ATCC25611)와
한국인에서 분리 동정된 하나의 임상균주(KB6)의 지놈 DNA를 이용하여 gradient
PCR을 하였으며,두 균주의 DNA 모두에서 가장 많은 PCR 증폭물을 보이는 동일한
온도를 결합온도로 정하였다.
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PCR은 Ⓡ PCR PreMix(Bioneer,Daejeon,Korea)와 Peltier thermal
cycler(ModelPTC-200DNA engineTM,MJResearchInc.,Watertown,MA,USA)를
이용하여 시행하였다. Ⓡ PCR PreMix에는 각각 5nmole 씩의 4가지
deoxynucleosidetriphosphate,0.8mole의 KCl,0.2mole의 Tris-HCl(pH 9.0),0.03mole
의 MgCl2및 1unit의 DNA polymerase가 함유되어있다.여기에 4ng의 세균 지놈
DNA와 각각 10pmole씩의 forward와 reverse프라이머를 넣어 총 20㎕의 PCR혼합
용액이 되도록 하여 PCR을 시행하였다.최종반응물 중 2㎕를 1.5% agarosegel을 이
용하여 100V에서 15분간 전기영동하여,그 증폭여부를 확인하였다.

555...PPPCCCRRR프프프라라라이이이머머머 쌍쌍쌍의의의 특특특이이이도도도 및및및 민민민감감감도도도 측측측정정정
균주의 검출 및 동정을 위해 설계된 프라이머 쌍들의 종-특이성을

알아보기 위해,20종(21균주)의 spp.표준균주와 참고균주들,임상에서 분
리된 6균주의 및 10균주의 들의 지놈 DNA를 주형
으로 하여 PCR을 시행하였다.이 때 PCR조건은 다음과 같았다.초기 변성은 94℃에
서 5분간 시행하였고,변성(94℃,30초),결합(각 프라이머 적정 온도에서 30초),중합
(72℃,30초)의 세 과정을 30회 반복하였으며,추가적인 중합을 72℃에서 10분간 시행
하였다. Ⓡ PCR PreMix(Bioneer,Daejeon,Korea)에 총 20㎕의 PCR 혼합
용액이 되도록,4ng의 세균 지놈 DNA와 각각 10pmole씩의 forward와 reverse프라이
머를 넣어 PCR을 시행하였다.
각 PCR프라이머 쌍들을 이용하여 검출할 수 있는 최소한의 지놈 DNA를 알기위해

민감도를 측정하였다. ATCC 25611T의 지놈 DNA를 4ng에서 4fg까지
10배씩 희석하여 PCR를 시행하였다.
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ⅢⅢⅢ...결결결 과과과

111...각각각 PPPCCCRRR프프프라라라이이이머머머 쌍쌍쌍들들들의의의 결결결합합합온온온도도도(((aaannnnnneeeaaallliiinnngggttteeemmmpppeeerrraaatttuuurrreee)))결결결정정정
PCR 프라이머들의 결합온도를 구하기 위해,결합조건을 55～66.1℃ 사이에서 30초

간 반응하도록 설정하여 gradientPCR을 시행하였다.그 결과,실험한 모든 온도에서
단일 PCR 산물이 증폭되었다.이 결과를 바탕으로 본 연구에서는 결합온도를
Pig27-F2/Pig27-R2는 60℃로 Pig27-F5/Pig27-R5는 62℃로 결정하였다(Table3,Fig.
1).

Primerpairs Annealingtemperature
(°C)

Sensitivities
(amountofgenomicDNA,pg)

Pi27-F2
Pi27-R2 60 0.4

Pi27-F5
Pi27-R5 62 4

Table3.TheannealingtemperaturesandsensitivitiesofPCRprimers
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Fig.1.GradientPCRwasperformedwithprimerpairsof(A)Pig27-F2/Pig27-R2
or(B)Pig27-F5/Pig27-R5andfourngofgenomicDNA ofthepurifiedgenomic
DNA of KB19or ATCC 25611T.ThePCR reaction
productswereelectrophoresedon1.5% agarosegel.S,sizemarker;1and9,55.
0℃;2and10,55.4℃;3and11,56.2℃;4and12,57.5℃;5and13,59.2℃;6and
14,61.4℃;7and15,63.9℃;8and16,66.1℃.
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222...PPPCCCRRR프프프라라라이이이머머머 쌍쌍쌍들들들의의의 특특특이이이성성성 검검검증증증
Pig27DNA 프로브 핵산염기서열을 바탕으로 설계한 2종류의 PCR프라이머 쌍들

의 에 대한 종 특이성을 검증하기 위하여 와 이와 유전학
적으로 가장 가까운 균종들의 표준균주,참고균주,한국인에서 분리된
임상균주들을 대상으로 PCR을 실시하였다.그 결과,두 쌍의 프라이머(Pi27-F2/Pi27-
R2와 Pi27-F5/Pi27-R5)경우에는 본 연구에 사용된 모든 균주의 지놈
DNA를 종-특이적으로 검출할 수 있음을 알 수 있었다(Fig.2과 Fig.3).
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Fig.2.Specificity testofprimers(A)Pig27-F2/Pig27-R2 and (B)Pig27-F5/
Pig27-R5.FourngofeachbacterialgenomicDNA wereusedasPCR templates.
ThePCR reactionproductswereelectrophoresedon1.5% agarosegel. S,size
marker; 1,sterilized deionized water; 2, ATCC25611T; 3,

ATCC49046T; 4, ATCC 9336T; 5,
ATCC15930T;6, ATCC 19188T;7, ATCC 19189T;8,

ATCC 25845T;9, ATCC 29303T;10, ATCC
33269T;11, ATCC33547T;12, ATCC33574T;13,
ATCC 33779T;14, ATCC 35895T;15, ATCC 43324T;
16, ATCC 49559T;17, ATCC 51261T;18, ATCC
700821T;19, ATCC 33277T;20, ATCC 25586T;21,

ATCC 33384T;22,
ATCC25175T. 

(A) 0.3
0.4

0.6
0.5

(B)

Kbp   S     1     2     3     4      5     6     7     8     9  10    11    12    13   14   15   16   17   18   19   20   21  22 

Kbp    S     1     2     3     4      5     6     7     8     9 10    11    12    13   14   15   16   17   18   19   20   21 22 

(A) 0.3
0.4

0.6
0.5

(B)

Kbp   S     1     2     3     4      5     6     7     8     9  10    11    12    13   14   15   16   17   18   19   20   21  22 

Kbp    S     1     2     3     4      5     6     7     8     9 10    11    12    13   14   15   16   17   18   19   20   21 22 
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Fig.3.Specificity testofprimers (A)Pig27-F2/Pig27-R2 or(B)Pig27-F5/
Pig27-R5 using the fourng ofbacterialgenomic DNA clinicalisolates of

or asPCR templates.ThePCR reactionproductswere
electrophoresedon1.5% agarosegel.S,sizemarker;1,sterilizeddeionizedwater;
2, ATCC 25611T;3, ATCC 49046T;4,
KB2;5, KB3;6, KB14;7, KB19;8,

KB29; 9, KB53; 10, B270; 11,
B272; 12, B274; 13, B281; 14,
B282; 15, B283; 16, B288; 17,
KB5;18, KB6;19, KB50.
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333...PPPCCCRRR프프프라라라이이이머머머 쌍쌍쌍들들들의의의 민민민감감감도도도 조조조사사사
PCR법에 의한 프라이머 쌍들 각각에 대한 ATCC25611T 지놈 DNA

량의 검출 한계를 알아보기 위한 민감도를 측정한 결과,Pig27-F2/Pig27-R2프라이머
쌍에서는 0.4pg까지 검출되었고,Pig27-F5/Pig27-R5프라이머 쌍에서는 4pg까지 검출
되었다(Fig.4와 Table3).
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Fig.4.Sensitivitytestoftheprimers.ThePCRswereperformedwiththeprimers
(A)Pig27-F2/Pig27-R2or(B)Pig27-F5/Pig27-R5andthepurifiedgenomicDNA
of ATCC 25611T.ThePCR reactionproductswereelectrophoresed
on1.5% agarosegel.Lanes:S(100basepairDNA ladder);1,4ng;2,0.4ng;3,
40pg;4,4pg;5,0.4pg;6,40fg;7,4fg.
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ⅣⅣⅣ...총총총괄괄괄 및및및 고고고안안안

치주질환은 구강 내 세균에 의해 발생하는 감염성 질환이기 때문에 치주질환의 병
인론 연구를 위해서는 역학 연구가 선행되어야 한다.치주질환 병소와 건강한 치주조
직에 존재하는 세균의 분포를 조사하여 치주질환의 발생과 밀접한 관련이 있는 세균
종을 찾는 역학연구를 시행하고,이들 세균 종들이 숙주 조직을 파괴하여 질병을 유발
시키는 독소인자를 찾아내는 연구를 통해서 치주질환의 예방 및 치료를 위한 표적 병
원성 세균 종을 결정한다(Ashimoto .,1996;Choieta., .,2000;Kim,2006).

는 현재까지의 역학 및 병인론 연구의 결과 가장 일반적인 성인성 치주
염을 비롯한 치근단 낭종에서도 중요한 병원성 세균 종으로 조사되었고,숙주의 적혈
구를 파괴하여 치은연하 치면세균막에 존재하는 철이나 히민(hemin)을 영양분으로 필
요로 하는 다른 치주질환 병원성 세균종의 성장을 돕는다는 것이 보고되었다(Stubbs

.,1996;Silva .,2003).하지만, 의 치주질환에서의 역학연구가
모두 일치한 것은 아니었다.이러한 이유는 인종이나 지역에 따라 숙주의 섭취물의 차
이,연구조사 방법의 차이 등이 가장 큰 것으로 생각된다.
세균을 분류하는 방법은 분자생물학이 발전하면서 세균의 16S rRNA 유전자(16S

rDNA)의 염기서열의 상동성의 차이,DNA-DNA hybridization법을 통하여 세균 종
을 분류하고 있다.즉,비교하는 두 세균의 16S rDNA의 상동성이 97%이상이고,
DNA-DNA hybridization결과 70% 이상이면 같은 세균 종으로 평가한다(Krig,2001).
그리고 각 세균 종들의 표준균주의 16S rDNA 염기서열의 상동성 정도를 비교하여,
세균을 분류한다. 이외에도 세균의 생화학적 특성,지방산 조성 등의 표현형 차이를
연구하여 세균 종간의 차이를 밝히기도 하지만,앞의 두 16SrDNA 핵산염기비교분석
법 및 DNA-DNA hybridization법이 연구한다.하지만,이 두 방법을 이용하기 위해
서는 세균을 배양해서 이들 세균으로부터 지놈 DNA를 추출해야한다.그러므로 임상
에서 두 방법을 이용해서 역학조사를 한다는 것은 불가능하다.
현재 임상미생물학 분야에서 가장 널리 사용하고 있는 세균 검출법은 중합연쇄반응

법이이다(Ashimoto .,1996).이때 사용되는 종-특이 PCR 프라이머의 표적 유전
자로 가장 많이 사용되고 있는 것이 16SrDNA이다.하지만,16SrDNA는 약 1,500
bp로 구성되어 있고,상동성이 잘 보존된 부분이 많기 때문에 실제로 종-특이 PCR
프라이머를 설계할 수 있는 핵산염기서열이 제한되어 있다.이러한 이유로 현재 house
keepinggenes의 핵산염기서열을 바탕으로 PCR 프라이머를 개발하여 사용하기도 한
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다.또한 제한적이기는 하지만,종-특이 DNA 프로브의 핵산염기서열을 바탕으로 PCR
프라이머를 개발하여 사용하기도 한다(Kim,2006).최근에는 PCR이 결합온도에 따라
교차반응을 일으키는 단점을 보완하기 위해 2가지 이상의 유전자를 대상으로 각각의
종-특이 PCR프라이머를 개발하기도 한다(Kim .,2005).특히,16SrDNA를 바탕
으로 설계된 PCR 프라이머들은 와 유전학적 측면에서 가장 가까운

의 임상 분리 균주들의 지놈 DNA도 비특이적으로 검출됨이 보고된 바 있
다(Siqueir .,2002).이러한 이유로 본 연구는 의 종-특이 DNA라
보고된 Pig27의 핵산염기서열을 바탕으로 종-특이 PCR프라이머 쌍을 개발하기 위하
여 시행되었다.본 연구 결과 두 가지 프라이머 쌍(Pig27-F2/Pig27-R2및 Pig27-F5/
Pig27-R5)이 에 대한 종-특이성이 있었으며 각각은 세균의 100마리 또
는 1000마리에 해당하는 0.4pg및 4pg의 지놈 DNA를 검출 할 수 있는 감수성을 가
짐을 알 수 있었다.그러므로 본 연구에서 개발된 두 가지 PCR프라이머는 기존에 개
발된 의 종-특이 PCR 프라이머 쌍들과 더불어 구강 내 감염성 병소에
서 를 검출하는 데 유용하게 사용될 수 있을 것으로 사료된다.
본 연구에서 사용된 PCR법에 의한 감수성 검사는 정확한 방법은 되지 않는다.그래

서 이러한 방법은 semiquantitative법이라 할 수 있다.최근에는 치면세균막에 존재하
는 세균의 수 및 특정 세균 종의 수를 비교적 정확하게 정량할 수 있는 quantitative
real-timePCR(qRT-PCR)법이 개발되었다(Greiner .,2001;Nagashima .,
2005).qRT-PCR법도 기존의 PCR법과 같이 특정 유전자의 핵산염기서열을 바탕으로
프라이머를 개발하는 것은 같다.프라이머의 설계에 있어서 기존의 PCR법보다는 PCR
증폭물의 크기가 제한적이며,방법에 따라 두 개의 프라이머 사이에 종-특이적인 프로
브를 설계해야하는 까다로움은 있지만,실시간으로 증폭되는 PCR 산물을 검출할 수
있기 때문에 이를 바탕으로 시료에 존재하는 세균의 수를 측정할 수 있다 장점이 있
기 때문에 현재 qRT-PCR법을 많은 연구자들이 선호하는 방법이다. 이러한
qRT-PCR의 표적 유전자도 현재로써는 16SrDNA를 가장 많이 사용하고 있지만 16S
rDNA의 염기서열이 비교적 짧아 제한적이기 때문에 다른 표적 유전자를 찾아야 할
것으로 생각된다.그러므로 차후에 본 연구에서 사용된 Pig27DNA 프로브의 핵산염
기서열을 이용하여 qRT-PCR프라이머를 개발하는 일을 시행할 수 있을 것으로 생각
된다.
이상의 연구결과를 종합할 때,Pig27-F2/Pig27-R2및 Pig27-F5/Pig27-R5PCR 프

라이머 쌍들은 를 종-특이적으로 검출할 수 있는 구강세균 진단킷트 개
발에 이용될 수 있을 것으로 사료된다.
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ⅤⅤⅤ...결결결 론론론

본 연구는 종을 특이적으로 검출할 수 있는 Pig27DNA 프로브의 핵
산염기서열을 바탕으로 에 대한 종-특이 PCR 프라이머를 개발하기 위
하여 시행하였으며,다음과 같은 결과를 얻었다.

1.Pig27-F2/Pig27-R2과 Pig27-F5/Pig27-R5 프라이머 쌍들은
ATCC25611T 및 임상균주의 지놈 DNA를 종-특이적으로 검출
하였다.

2.이들 PCR 프라이머 2쌍들이 검출할 수 있는 최소한의 ATCC
25611T 지놈 DNA양은 Pig27-F2/Pig-R2는 0.4pg,PigF5/Pig-R5는 4pg이었다.

이상의 연구결과를 종합할 때,Pig27-F2/Pig27-R2및 Pig27-F5/Pig27-R5PCR 프
라이머들은 를 종-특이적으로 검출할 수 있는 구강세균 진단킷트 개발
에 이용될 수 있을 뿐만 아니라,극소량의 P.intermedia를 검출이 가능할 것으로 사료
된다.
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(국문초록)

DNA DNA DNA DNA 프로브 프로브 프로브 프로브 Pig27 Pig27 Pig27 Pig27 핵산염기서열을 핵산염기서열을 핵산염기서열을 핵산염기서열을 기반으로 기반으로 기반으로 기반으로 한 한 한 한 Prevotella Prevotella Prevotella Prevotella 

intermediaintermediaintermediaintermedia의 의 의 의 검출을 검출을 검출을 검출을 위한 위한 위한 위한 PCR PCR PCR PCR 프라이머의 프라이머의 프라이머의 프라이머의 개발개발개발개발

황 경 환
조선대학교 대학원 치의학과
(지도교수:국 중 기)

 최근의 연구에서 IDBH법과 Southern blothybridization법에 의해
( )를 종-특이적으로 검출할 수 있는 Pig27DNA 프로브가 보

고되었다.본 연구는 Pig27 DNA 프로브의 핵산염기서열을 바탕으로 하여
균주들을 종-특이적으로 검출할 수 있는 중합효소연쇄반응(polymerase

chainreaction,PCR)프라이머를 개발하고자 시행되었다.
Pig27DNA 프로브의 핵산염기서열을 바탕으로 PCR 프라이머를 설계하였고,프라

이머의 종-특이성을 검증하기 위하여 임상에서 분리된 6균주와
10균주,그리고 20종의 spp.에 대한 표준균주 및 참고 균주의

지놈 DNA를 주형으로 하여 PCR을 시행하였다.또한 각 PCR 프라이머의 민감도를
측정하기 위하여 지놈 DNA 4fg부터 4ng까지 10배씩 희석한 PCR주형으로 사용하였
다.
PCR 프라이머 Pig27-F2/Pig27-R2쌍 및 Pig27-F5/Pig27-R5쌍들은 본 연구에서

사용된 모든 균주들을 종-특이적으로 검출하였다.프라이머 각각에 대
한 ATCC 25611T 지놈 DNA량의 검출 한계를 알아보기 위한 민감도
실험결과,2가지 프라이머는 각각 0.4pg또는 4pg까지 검출 가능하였다.
이상의 연구결과를 종합할 때,Pig27-F2/Pig27-R2및 Pig27-F5/Pig27-R5PCR 프

라이머쌍들은 를 종-특이적으로 검출할 수 있는 구강세균 진단킷트 개
발에 이용될 수 있을 것으로 사료된다.
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