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ABSTRACT

Development of species-specific PCR method for  

detection of Acinetobacter species

Li, Xue Min. 

Advisor: Prof. Sook Jin Jang, M.D., Ph.D

Dept of Bio New Drug Development

Graduate School of Chosun University

  Background: The accurate identification of each species of 

Acinetobacter by biochemical identification methods is very difficult. 

Even by 16S rDNA PCR sequencing, many species of Acinetobacter 

could not be differentiated because of high sequence similarity among 

them. The aim of this study is to develop species-specific PCR 

method for identification of frequently isolated Acinetobacter in 

clinical specimens.  

  Methods: The A. calcoaceticus-, A. baumannii-, A. pittii-, A. 

nosocomialis-, A. lwoffii-, A. ursingii- and A. bereziniae-specific 

PCR primers were designed based on the nucleotide sequences of 

rpoB gene using PrimerSelect program. The specificity of these 

primers were investigated with the genomic DNAs of 19 reference 

strains of Acinetobacter species and 15 reference strains belong to 

genera other than Acinetobacter. To obtain clinical test strains of 

various species of Acinetobacter, 293 Acinetobacter strains identified 

by Vitek 2 automated system were further identified to the species 
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level by molecular method. By performing gyrB Multiplex 1 PCR for 

the detection of A. baumannii and A. nosocomialis developed by 

Higgins, we detected 210 strains of A. baumannii. The remaining 83 

strains were further identified by 16s rDNA sequencing, and rpoB 

gene PCR-sequencing. Previously identified  strains of 89 

Acinetobacter clinical isolates and 293 Acinetobacter strains 

identified in this study were used for evaluation of Acinetobacter 

species-specific PCR. 

  Results: The species composition of 293 Acinetobacter species 

identified in this study is as follows: 210 A. baumannii, 62 A. 

nosocomialis, 4 A. pittii, 1 A. calcoaceticus, 4 A. junii, 2 A. johnsonii, 

3 A. lwoffii, 3 A. bereziniae, 3 A. guillouiae, and 1 A. radioresistens. 

The sensitivity of the A. calcoaceticus-, A. pittii-, A. nosocomialis-, 

A. lwoffii-, A. ursingii- and A. bereziniae-specific PCR were 100% 

and the sensitivity of A. baumannii-specific PCR was 98.9%. The 

specificity of all the PCR methods including A. calcoaceticus-, A. 

baumannii-, A. pittii-, A. nosocomialis-, A. lwoffii-, A. ursingii- 

and A. bereziniae-specific PCR were 100%. A. baumannii- and A. 

nosocomialis-specific PCR primers detected 10-fold lower genomic 

DNA than  gyrB Multiplex 1 PCR primers. In addition, A. 

calcoaceticus- and A. pittii-specific PCR primers also detected 

10-fold lower genomic DNA than gyrB Multiplex 2 PCR primers. 

  Conclusion: These results revealed that the A. calcoaceticus-, A. 

baumannii-, A. pittii-, A. nosocomialis-, A. lwoffii-, A. ursingii- 

and A. bereziniae-specific PCR would be useful for the detection of 

Acinetobacter clinical isolates at the species level. 
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Ⅰ.   론

  Acinetobacter 종(species)  히 토양이나  등  자연 경에 리 

존재 며 특히 병원 경에 랫동  식 다가 면역 이 약  자에게  

결막염, 부염, 폐 , 뇌 막염, 증, 심내막염, 복강 내 감염, 부  

감염, 요 감염 등  합병증  일 키는 인 병원감염균이다(1). 

  재 지  Acinetobacter 속(family)에 포함 는 종명이 부여  

균종  27종 (http://www.bacterio.cict.fr/a/acinetobacter.html)이고 이외에도 

DNA-DNA hybridization 법  동 는 genomic species(genomospecies)는 

11종이 있다(2). 그 에  A. calcoaceticus (genospecies 1 ), A. 

baumannii (genospecies 2 ), A. pittii (genospecies 3 )  A. 

nosocomialis (genospecies 13 TU)는  게 연 어 

있어  일상  검사실에  사용 는  법들 는 감별  

어 다. 그래  이들 균종들  A. calcoaceticus-A. baumannii complex 

(ACB complex)라는 군  어  지칭해 다(3).

  A. baumannii가 닌 다른 균종들이 병원감염질 에 여 다고 여겨지고 

있 나 그들  역  직 분명 지 다. 이런 균들이 개 다  

항생 에 감 이지만 인체 질  병원균  도  역  조사  

해 이들  A. baumannii 균종 부  구별해야만 다(4).

  일상 인 검사실에  히 쓰고 있는 API 20NE나 Vitek 2, Phoenix  

MicroScan Walk-Away 등    자동  미생  동  장 가 이들 

균종들  구별 지 못 여 ACB complex에 속 는 25%  Acinetobacter 

균주를 A. baumannii  잘못 동 고 있다(5).

  이러   동 법  계 에 다양  분자생  균종 

동 법이 개 어 다. 그  DNA-DNA hybridization과 amplified 

rRNA restriction analysis(ARDRA)  같  분자생  법들  

노동 이 많이 요 고 독이 어 우며 임상 는 거  쓰이지 고 

있다. 균  종  동 는 데 DNA-DNA hybridization법과 
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불어 golden standard  사용 는 16S rDNA 핵산염 열 법이 

일  사용 고 있다. 지만, Acinetobacter 종 간  16S rDNA 

핵산염 열간  상동 이 매우 크  에 16S rDNA 핵산염 열 

결 법  Acinetobacter 종  검출 는 동 에는 사용  어 다. 근 

RNA polymerase beta-subunit gene(rpoB), flanking spacer regions, 

16S-23S rRNA gene spacer regions  핵산염 열분  이용 여 

Acinetobacter 균주를 종  동 는 법이 어 다(5). A. 

baumannii를 포함  Acinetobacter genomic species가 요  병원균  

증가 고 있  에 근 연구들  신뢰 있는 동 법  개 에 주  

고 있다. 이러  법들 에  rpoB가 Acinetobacter 균종  포함  

다양  균 균종  분  분  동 에 가장 용  도구  나  

여겨지고 있다(4, 6).

  Acinetobacter 균종들  rpoB 핵산염 열도 16S rDNA처럼 종간  

상동 이 높  conserved region과 상동 이 떨어지는 variable region이 

 존재  에, variable region  핵산염 열  분 여 

Acinetobacter 종  동 는 데 이용   있다. 지만, 실  병원 

검사실에  이러  법  이용 에는 시간   경  이 있다. 

재 지 개  균 검출법 에  임상에   경 이면  

신속 게 이용   있는 법  일  PCR 법이다. 그러므 , 본 연구에 는 

임상에  주  많이 검출 면 도 감별이 인 ACB complex에 속 는 

4개 Acinetobacter 균종(A. baumannii, A. calcoaceticus, A. 

nocosomialis, A. pittii)과 A. lwoffii, A. ursingii, A. bereziniae를 

신속 고 게 검출   있는 종-특이 PCR 라이 를 개 다. 
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Ⅱ. 재료  

1. 대상 균주  균주 양

  본 연구에 는 34주  참고균주  382주  임상분리균주를 상  

연구 다. 그  34주  참고균주들  다 과 같다. Acinetobacter 

baumannii KCTC 2508
T, Acinetobacter calcoaceticus KCTC 2357

T, 

Acinetobacter haemolyticus KCTC 12404T, Acinetobacter johnsonii 

KCTC 12405T, Acinetobacter junii KCTC 12406T, Acinetobacter 

parvus KCTC 12408T, Acinetobacter schindleri KCTC 12409T, 

Acinetobacter ursingii KCTC 12410T, Acinetobacter baylyi KCTC 

12413T, Acinetobacter grimontii KCTC 12416T, Acinetobacter tandoii 

KCTC 12417T, Acinetobacter bereziniae KCTC 12683, Acinetobacter 

guillouiae KCTC 12684, Acinetobacter soli KCTC 22184T, 

Acinetobacter lwoffii KCCM 40172, Acinetobacter gyllenbergii CCUG 

51248T, Acinetobacter beijerinckii CCUG 51249T, Acinetobacter 

nosocomialis CCUG 61663T, Acinetobacter pittii CCUG 61664T, 

Aeromonas hybrophila KCTC 2358T, Vibrio fluvialis KCCM 40827, 

Vibrio vulnificus KCCM 41665, Vibrio mimicus KCCM 42257, 

Staplylococcus epidermidis KCTC 1917T, Salmonella pneumoniae 

KCTC 1925T, Shigella sonnei KCTC 2518T, Staplylococcus pyogenes 

KCTC 3208T, Staplylococcus aureus KCTC 29213T, Escherichia coli 

ATCC 25922
T, Enterococcus faecalis ATCC 29212T, Enterococcus 

casseliflavus ATCC 700327T, Klebsiella oxytoca ATCC 700324T, 

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603T, Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853T이다. 임상분리균주는 2004  4월부  2012  4월 지 

조  병원  자 검체에  분리  균주  Vitek 2 GNI 

card(bioMeriex Vitek Inc., Hazelwood, Mo., U.S.A.)검사 결과, 

Acinetobacter species  동  임상분리균주 382주를 상  다. 
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Acinetobacter 균종들  균주  참고균주  임상분리균주들  LB 

broth에 종 여 37℃에  24시간 양 여 사용 다.

2. 균 지놈 DNA  

  균 양  1.5 ml를 10,000 x g  원심  이용 여 고, 

G-spin
TM 지놈 DNA Extraction Kit(iNtRON Co., Seoul, Korea)를 

이용 여 조회사  지시에 라 균 체 DNA를 추출 다. 즉, 

 균에 50 μl  Pre-incubation solution과 3 μl  lysozyme 

solution  고 잘 합  다  37℃에  1시간 동  양 다. 여 에 

250 μl  G-buffer solution  고 잘 합  후 65℃에  15분간 

시키고, 250 μl  Binding solution  고 잘 합  다  

vortexing 다. 이러  cell lysates를 G-spinTM column에 고 10,000 

x g에  1분간 원심분리 다. Column에 500 μl  washing buffer A를 

고 다시 1분간 원심분리 다. 여 에 500 μl  washing buffer B를 

고 다시 1분간 원심분리 고, G-spinTM column  새 운 eppendorf 

tube에 고 100 μl  elution buffer를 고 1분간 실 에  다  

10,000 x g에  1분간 원심분리 여 균 지놈 DNA를 추출 고, 이를 

4℃에 보 여 다  실험에 사용 다.

3. 분 생 학   용한 상균주들  동  

  Vitek GNI card  Acinetobacter species  동  임상분리균주 

293주는 분자생  법  재동 다. 즉, 각 임상분리균주들 부  

gyrB 일부분  증폭 는 gyrB Multiplex 1 PCR(증폭산  294bp, 

490bp)  시행 다(7). 이  사용  라이 는 sp2F(5’-GTT CCT 

GAT CCG AAA TTC TCG-3’), sp4F(5’-CAC GCC GTA AGA 

GTG CAT TTA-3’)  sp4R(5’-AAC GGAGCT TGT CAG GGT 

TA-3’)이었 며, 이  PCR 조건  다 과 같다.  변  94℃에  
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2분간 시행 고, 변 (94℃, 1분), 결합(60℃, 1분),  신장(72℃, 

1분)   과  25회 복 고, 추가 인 합(72℃, 7분)  시행 다. 

  gyrB Multiplex 1 PCR 결과에  A. baumannii   균주들   

이상 검사를 진행 지 다. A. baumannii가 닌 다른 Acinetobacter 

종   균주들  래  같  검사를  진행 다. 16S rDNA(약 

1.4kbp)  rpoB 일부분(350bp)  증폭 는 PCR  시행 다(8, 9). 

이  16S rDNA  증폭  해 사용  라이 는 27F(5‘-AGA GTT 

TGA TCM TGG CTC AG-3’)  1492R(5‘-TAC GGY TAC CTT 

GTT ACG ACT T-3’)이었 며, 이  PCR 조건  다 과 같다.  

변  94℃에  5분간 시행 고, 변 (94℃, 1분), 결합(55℃, 30 ), 

 신장(72℃, 45 )   과  30회 복 고, 추가 인 합(72℃, 

10분)  시행 다. rpoB 일부분  증폭  해 사용  라이 는 

696F(5‘-TAY CGY AAA GAY TTG AAA GAA G-3’)  

1093R(5‘-CMA CAC CYT TGT TMC CRT GA-3’)이었다. 이  

PCR 조건  다 과 같다.  변  94℃에  5분간 시행 고, 

변 (94℃, 30 ), 결합(56℃, 30 ),  신장(72℃, 1분)   과  

35회 복 고, 추가 인 합(72℃, 10분)  시행 다. 

  PCR 증폭산  Dye Terminator Cycle Sequencing Kit  ABI 

PRISM 3730 DNA analyzer(PE Applide Biosystems, Foster, CA, 

USA)를 이용 는 솔 트 회사(Solgent Co, Daejeon, Korea)에 

핵산염 열분  뢰 다. 이들 분  핵산염 열  미국국립보건원에  

공 는 Blast 검색 그램  이용 여 균 종  다. 이 , 

존  Acinetobacter spp. 균주  상동 이 98%이상이면  상동 이 

가장 높  균종명  동 다. 

  그리고 이  연구에   분자생  법(gyrB Multiplex 1 PCR, 

16S rDNA PCR, rpoB PCR)  동  임상분리균주 89주를  

사용 다. 그 89주  균종 분포는 A. baumannii 54주, A. calcoaceticus 

6주, A. pittii 5주, A. nosocomialis 2주, A. bereziniae 14주, A. 

gyllenbergii 4주, A. junii 3주, A. ursingii 1주  구 었다. 
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4. 합 연쇄  프라 머  계  

  GenBank  데이  베이스에  A. calcoaceticus, A. baumannii, A. 

pittii, A. nosocomialis, A. urisingii, A. lwoffii  A. bereziniae  rpoB 

핵산염 열  얻었다. 이런 핵산염 열  MegAlign 컴퓨  

그램(Lasergene, DNASTAR Inc., Madison, USA)  이용 여 

상동  분 고, A. calcoaceticus, A. baumannii, A. pittii, A. 

nosocomialis, A. urisingii, A. lwoffii  A. bereziniae  rpoB 

핵산염 열  탕  고, PrimerSelect 그램 (DNASTAR 

Inc.)  이용 여 A. calcoaceticus, A. baumannii, A. pittii, A. 

nosocomialis, A. urisingii, A. lwoffii  A. bereziniae를 검출   있는 

PCR 라이   각각 계 여 Acal-F  Acal-R, Abau-F  

Abau-R, Apit-F  Apit-R, Acon-F  Acon-R, Aurs-F  Aurs-R, 

Alwo-F  Alwo-R  Aber-F  Aber-R  명명 다(Table 1). 이  

계  primer  Bioneer회사(Daejeon, Korea)에 뢰 여 라이  

 작 다. 

5. Acinetobacter -특  합 연쇄  프라

머  -특 도  민감도 측

  에  계  작  A. calcoaceticus, A. baumannii, A. pittii, A. 

nosocomialis, A. urisingii, A. lwoffii  A. bereziniae 검출  동  

 Acinetobacter 종-특이  PCR 라이  종-특이도  민감도를 

 해 사용  균주들  다 과 같다. 즉 Acinetobacter 속에 속  

19종  균주  Acinetobacter가 닌 다른 속에 속  균주나 

참고균주 15주, 본 연구에  분자생  동 법  동  293주  이  

연구에  분자생  법  동  임상분리균주 89주  416주를 

사용 다. 

  A. baumannii-specific PCR, A. calcoaceticus-specific PCR, A. 
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pittii-specific PCR, A. nosocomialis-specific PCR에 는  416주를 

다 검사 여 종-특이도  민감도를 다. A. lwoffii-specific 

PCR과 A. ursingii-specific PCR, A. bereziniae-specific PCR  

종-특이도  민감도를  는 임상분리주 를 각 균종  는 

균주들  모  41주  균주나 참고균주 34주를 합   75주  

검사 여 평가 다.

  Acinetobacter 종-특이  PCR 라이 를 이용  각 PCR  도를 

찾 내  해 gradient PCR  시행 다. 52℃-72℃  도 범 를 

균등분 여 12가지 결합 도  PCR  시행  후  결합 도를 

택 다. PCR  합  AccuPower PCR PreMix (Bioneer, 

Daejeon, Korea)에 template DNA 2ng, forward primer(10pM/μl) 1μl, 

reverse primer(10pM/μl) 1μl 고 증 를 합 여  20μl PCR 

 만들었다. AccuPower PCR PreMix에는 4가지 deoxynucleotide 

triphosphate가 5 nmole  들어있고, 0.8 mole  KCl, 0.2 mole  

Tris-HCl( pH 9.0), 0.03 mole  MgCl2, 1 unit  Taq polymerase가 

들어있다. PCR  합  Gene Amp PCR System 9600 

(Perkin-Elmer Centus Co, CT, USA)  Table 2  같  조건  

시행 다. 

  본 연구에  개  여러 Acinetobacer 종-특이  PCR  검출 

계를  해 Acinetobacer 균주 지놈 DNA를 2 ng에  2 

fg 지 연속 10  희  후 각 희  주  PCR  시행 다. 

PCR    같이 AccuPower PCR PreMix  Gene Amp PCR 

System 9600  이용 여 시행 다. PCR 증폭산  20 μl  2 μl를 

1.5% agarose gel과 Tris-acetate buffer (0.04 M Tris-actate, 0.001 

M EDTA, [pH 8.0])를 이용해  100V에  30분간 동  시행 다. 

증폭산  ethidium bromide  염색  후 UV transillumination  

색시  검출 계를 인 다. 
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Ⅲ. 결  과

1. Acinetobacter 균  분 생 학  동  결과

  본 연구에 는 병원 자에  분리  균주  Vitek GNI card를 통해 

ACB complex나 Acinetobacter 속에 포함 는 균종  동  293주를 

상  gyrB Multiplex 1 PCR  진행  결과, 210주가 A. baumannii 

양  나타나  A. baumannii  동 다. 나 지 83주는 gyrB 

Multiplex 1 PCR A. baumannii  나타내  16S rDNA PCR, rpoB 

PCR   시행  후 증폭산  Solgent 회사에 핵산염 열분  

뢰  후 그 핵산염 열  NCBI나 EZTAXON database에 조회 여 

분  결과, A. nosocomialis 62주, A. pittii 4주, A. calcoaceticus 1주, 

A. lwoffii 3주, A. bereziniae 3주, A. guillouiae 3주, A. junii 4주, A.  

johnsonii 2주, A. radioresistens 1주  동 었다(Table 3). 

2. Acinetobacter -특  PCR 프라 머 계

  본 연구에  PrimerSelect 그램(DNASTAR Inc.)  이용 여 계  

Acinetobacter 7균종(A. calcoaceticus, A. baumannii, A. pittii, A. 

nocosomialis, A. ursingii, A. lwoffii, A. bereziniae)에  종-특이  

PCR 라이 들  핵산염 열과 상 는 PCR 증폭산  크 는 Table 

1에 리 다.

3. Acinetobacter -특  PCR 프라 머   

결합 도 측

  본 연구에  계 작  7종  Acinetobacter 종-특이  PCR 라이  

 gradient PCR  시행  결과, Acal-F/Acal-R 라이   

 결합 도는 68℃, Abau-F/Abau-R 라이    

결합 도는 66℃, Apit-F/Apit-R 라이    결합 도는 68℃, 
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Anos-F/Anos-R 라이    결합 도는 66℃, Aurs-F/Aurs-R 

라이    결합 도는 68℃, Alwo-F/Alwo-R 라이   

 결합 도는 66℃, Aber-F/Aber-R 라이    결합 도는 

64℃이다.

 

4. Acinetobacter -특  PCR 프라 머  -특

 검

  Acal-F/Acal-R 라이  에  종-특이  검증  여 A. 

calcoaceticus  균주  Acientobacter 다른 균종  균주  

임상분리균주, 416주  PCR 평가 상 균주들  체 DNA  PCR  

시행  결과, A. calcoaceticus   균주 8주  8주(100%)가 

양  나타났 며 A. calcoaceticus가 닌 다른 Acientobacter 

균종   균주 408주 모 (100%)  나타났다(Fig 8).

  Abau-F/Abau-R 라이  에  종-특이  검증  여 

416주  PCR 평가 상 균주들  체 DNA  PCR  시행  결과, A. 

baumannii   균주 265주  262주(98.86%)가 양  나타났고 

3주(1.14%)가  나타났 며 A. baumannii가 닌 다른 Acinetobacter 

균종  동  151주 모 (100%)  나타났다(Fig 9).

  Apit-F/Apit-R 라이  에  종-특이  검증  여 

416주  PCR 평가 상 균주들  체 DNA  PCR  시행  결과, A. 

pittii   균주 10주  10주(100%)가 양  나타났 며 A. 

pittii가 닌 다른 Acientobacter 균종   균주 406주 모  

(100%)  나타났다(Fig 10).

  Anos-F/Anos-R 라이  에  종-특이  검증  여 

416주  PCR 평가 상 균주들  체 DNA  PCR  시행  결과, A. 

nosocomialis   균주 64주  64주(100%)가 양  나타났 며 

A. nosocomialis가 닌 다른 Acientobacter 균종   균주 352주 

모 (100%)  나타났다(Fig 11).
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  Aurs-F/Aurs-R 라이  에  종-특이  검증  여 

75주  PCR 평가 상 균주들  체 DNA  PCR  시행  결과, A. 

ursingii   균주 2주  2주(100%)가 양  나타났 며 A. 

ursingii가 닌 다른 Acientobacter 균종   균주 73주 

모 (100%)  나타났다(Fig 12).

  Alwo-F/Alwo-R 라이  에  종-특이  검증  여 

75주  PCR 평가 상 균주들  체 DNA  PCR  시행  결과, A. 

lwoffii   균주 4주  4주(100%)가 양  나타났 며 A. 

lwoffii가 닌 다른 Acientobacter 균종   균주 71주 

모 (100%)  나타났다(Fig 13).

  Aber-F/Aber-R 라이  에  종-특이  검증  여 

75주  PCR 평가 상 균주들  체 DNA  PCR  시행  결과, A. 

bereziniae   균주 17주  17주(100%)가 양  나타났 며 A. 

bereziniae가 닌 다른 Acientobacter 균종   균주 58주 

모 (100%)  나타났다(Fig 14).

5. Acinetobacter -특  PCR 프라 머  지놈 

DNA 검 한계 측

  Acal-F/Acal-R 라이  Acinetobacter calcoaceticus 균주 

(KCTC 2357) 지놈 DNA를 증폭   있는 소 양  200 pg이었고 

gyrB Multiplex 2 PCR 라이  Acinetobacter calcoaceticus 균주 

(KCTC 2357) 지놈 DNA를 증폭   있는 소 양  2 ng이었다(Fig 

15).

  Abau-F/Abau-R 라이  Acinetobacter baumannii 균주 

(KCTC 2508) 지놈 DNA를 증폭   있는 소 양  20 pg이었고 gyrB 

Multiplex 1 PCR 라이  Acinetobacter baumannii 균주(KCTC 

2508) 지놈 DNA를 증폭   있는 소 양  200 pg이었다(Fig 16).

  Apit-F/Apit-R 라이  Acinetobacter pittii 균주(CCUG 
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61664) 지놈 DNA를 증폭   있는 소 양  20 pg이었고 gyrB 

Multiplex 2 PCR 라이  Acinetobacter pittii 균주(CCUG 

61664) 지놈 DNA를 증폭   있는 소 양  200 pg이었다(Fig 17).

  Anos-F/Anos-R 라이  Acinetobacter nosocomialis 균주 

(CCUG 61663) 지놈 DNA를 증폭   있는 소 양  20 pg이었고 

gyrB Multiplex 1 PCR 라이  Acinetobacter nosocomialis 

균주(CCUG 61663) 지놈 DNA를 증폭   있는 소 양  200 

pg이었다(Fig 18).

  Aurs-F/Aurs-R 라이  Acinetobacter ursingii 균주(KCTC 

12410) 지놈 DNA를 증폭   있는 소 양  20 pg이었다(Fig 19). 

  Alwo-F/Alwo-R 라이  Acinetobacter lwoffii 균주(KCCM 

40172) 지놈 DNA를 증폭   있는 소 양  200 pg이었다(Fig 20). 

  Aber-F/Aber-R 라이  Acinetobacter bereziniae 균주 

(KCTC 12683) 지놈 DNA를 증폭   있는 소 양  200 pg이었다(Fig 

21).
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Ⅳ. 고   찰

  Acinetobacter균  원내감염  일 키는 주요 원인 균종  해마다 

분리 도가 증가 는 추 를 보이고 있다. A. calcoaceticus-A. baumannii 

complex (ACB complex)에 속해 있는 A. calcoaceticus (genospecies 

1 ), A. baumannii (genospecies 2 ), A. pittii (genospecies 3 ),  

A. nosocomialis (genospecies 13 )는 생 인 특 이 사 여  

 분 가 닌  는 생  특징만   감별  

어 다(10, 11, 12, 13, 14, 15). 본 연구에 는 rpoB 핵산염 열  

탕  ACB complex에 속 는 4개 Acinetobacter 균종(A. calcoaceticus, 

A. baumannii, A. pittii A. nocosomialis)과 A. ursingii, A. lwoffii, A. 

bereziniae들에  각각  종-특이  PCR 라이 를 개 다.

  본 연구에  계  작  ACB complex에 속 는 4종  Acinetobacter 

종-특이  PCR 결과를 보면, A. baumannii 종-특이  PCR 도는 

98.9% 고 A. calcoaceticus-, A. pittii-, A. nosocomialis- 종-특이  

PCR 도는 모  100% 다(Table 5). 본 연구에  계  작  A. 

baumannii 균종  검출 는 Abau-F/bau-R  A. nosocomialis 균종  

검출 는 Anos-F/Anos-R 라이 는 Higgins 등(7)이 계  gyrB 

Multiplex 1 PCR 라이 보다 10    량  지놈 DNA를 검출   

있었고, A. calcoaceticus 균종  검출 는 Acal-F/Acal-R  A. pittii 

균종  검출 는 Apit-F/Apit-R 라이 는 Higgins 등(5)이 계  gyrB 

Multiplex 2 PCR 라이 보다 10    량  지놈 DNA를 검출   

있었다(Fig 15-18). Multiplex PCR 라이 는 특이 인  이 

니 에 특이 인 증폭산 이 증폭  가능 이 높다. 본 연구에  개  

Acinetobacter 종-특이  PCR 법  간단  실험조작  A. calcoaceticus-A. 

baumannii complex(ACB complex)에 속 는 Acinetobacter 균주들  

신속 게 게 검출   있다. 재 Acinetobacter 균종들  A. 

calcoaceticus(genospecies 1 )  A. pittii(genospecies 3 )가 슷 고 

A. baumannii(genospecies 2 )  A. nosocomialis(genospecies 13 )가 
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슷 여 생  감별 는데 계가 있다(16). 재 병원 자에  

분리 는 Acinetobacter 균종  주  Vitek GNI card나 MicroScan 는 

상업용 kit에 해 균종이 결 는데,  특   생  특 에 

 동 법 는 동일  특  갖고 있는 여러 종  동 에는 계가 

있다. Vitek GNI card 는 A. calcoaceticus-A. baumannii complex(ACB 

complex)에 속 는 Acinetobacter 균주들  게 분리 고 동 지 

못 는 경우가 많다. 이러  연구 결과들에 면, 본 연구에  개  

Abau-F/bau-R, Acal-F/Acal-R, Anos-F/Anos-R  Apit-F/Apit-R 

라이 들  각각 A. baumannii, A. calcoaceticus, A. nocosomialis  

A. pittii 균주들  종  신속 게 검출   있어 임상에  

이들 균 종  검출에 용 게 사용   있  것  생각 다. 

  본 연구에  개  Aurs-F/Aurs-R, Alwo-F/Alwo-R,  

Aber-F/Aber-R 라이 들  각각 A. ursingii, A. lwoffii  A. 

bereziniae 들  종-특이  검출   있었다(Fig. 12-14).  이들 

라이 들  각각  균주 지놈 DNA를 20 pg 는 200 pg 지 

검출   있었다(Fig. 19-20). A. ursingii, A. lwoffii  A. bereziniae 

들도 ACB complex에 해당 는 Acinetobacter 균종들보다는 임상  

분리 는 도는 낮지만 균 증, 증 자  에  분리 었  

병원감염  균 종이다(17, 18, 19, 20, 21). 재 지 A. ursingii, A. 

lwoffii  A. bereziniae 들에  종-특이 PCR 라이 가 개 어 

있지  에, 본 연구에  개  3가지 균종에  PCR 라이 는 

계  개  것이라   있다. 그러므 , 이들 3가지 종-특이 PCR 

라이 들  임상에  이들 3가지 균종  신속 게 검출 는 데 

이용   있  것  생각 다. 

  자동미생 동  계  에 많  연구자들이 다양  분자생  

법  통 여 Acinetobacter genospecies를 분 고자 다(22). 

Dolzani 등(23)  restriction fragment length polymorphism(RFLP)법  

이용 는데 PCR 증폭산  여러 가지 효소  처리 고 4시간  

후 균주  해야 는 이러  법  시간, 노동   경  
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면에  PCR법에 해 효과 인 단 이 있다. Vaneechoutte 등(24)  

amplified ribosomal DNA-restriction analysis (ARDRA) 법  

이용 는데 PCR 증폭산  여러 가지 효소  처리 고 2시간  

 후  균주  해야 는 복잡함과 나 다양  pattern  

나타내는 불 실함이 있었  에 이러  법  시간, 노동   경  

면에  PCR 법에 해 효과 인 단 이 있다고 본다. Koeleman 

등(25)  균들  역 조사에 이용 고 있는 randomly amplified 

polymorphic DNA (RAPD)분 법  이용 는데 Acinetobacter 균종 

감별에 는 증폭 는 분 이 매우 많고 조 여 실  구별이 어 우며, 

 subtype이 견 었고, 임상분리주들  나 다양  pattern  

나타내며, 실험 시 균주들과 해야 는 복잡함이 있  에 이 

법  Acinetobacter 균종  신속 게 동 는데는 계가 있다고 

본다(25, 26). 그러므 , 본 연구에  rpoB 핵산염 열  탕  

개  7종 Acinetobacter 균종에  종-특이  PCR 라이 들  임상 

샘 에    균이 존재 라도 신속 게 검출 는 데 이용  

 있  것  생각 다. , 향후 연구에  다른 Acinetobacter 균종에 

 종-특이  PCR 라미어를 개 는 데에도 rpoB가 용 게 이용  

 있  것이며, 만일 rpoB 핵산염 열  상동 이 커  종-특이  

핵산염 열  찾 내  어 다면, DNA repair나 DNA replication에 

여 는 자 등  여러 다른 housekeeping 자들  이용 여도 

가능  것  생각 다.  

  이상  결과를 종합 면, 본 연구에  개  7종  Acinetobacter 

종-특이  PCR 라이  들  Acinetobacter 균주를 종-특이  

신속 고 게 검출   있어 병원 임상검사실에  편리 고 용 게 

이용   있다고 생각 다.
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Ⅴ. 결  론 

  이 지 임상에  사용 어  생  법 는 Acinetobacter 

균종  종  벽 게 검출 는 동  어 다. 그러므 , 본 

연구에 는 rpoB 핵산염 열  탕  Acinetobacter 균종  종 

 신속 게 검출 는 동   있는 7종  Acinetobacter 

균종에  종-특이  PCR 법  개 고자 다. primerselect 

그램  이용 여 rpoB 핵산염 열  A. calcoaceticus, A. 

baumannii, A. pittii, A. nosocomialis, A. lwoffii, A. ursingii  A. 

bereziniae 종-특이  PCR primer를 계 작 다. Acinetobacter 

균종 참고균주 19주  Acinetobacter 균종이 닌 다른 균종 참고균주 

15주를 이용 여 PCR 특이  검증 다. 임상에  Vitek 2 

자동시스  Acinetobacter 균주  동  293주 임상균주를 상  

gyrB Multiplex 1 PCR과 16S rDNA sequencing, rpoB PCR 

sequencing  분자생  법  Acinetobacter 균종  동 다. 

이번 연구에  동  Acinetobacter 균주 293주  이  연구에  동  

Acinetobacter 균주 89주를 추가 여 Acinetobacter 종-특이  PCR  

민감도를 평가 다. Acinetobacter 종-특이  PCR 검사결과를 보면 A. 

baumannii 종-특이  PCR  도는 98.9% 고 A. calcoaceticus, A. 

pittii, A. nosocomialis, A. lwoffii, A. ursingii  A. bereziniae 

종-특이  PCR  도는 모  100% 다. A. baumannii  A. 

nosocomialis 종-특이  PCR 라이 는 gyrB Multiplex 1 PCR 

라이 보다 10    량  지놈 DNA 지 검출   있었고, A. 

calcoaceticus  A. pittii 종-특이  PCR 라이 는 gyrB Multiplex 2 

PCR 라이 보다 10    량  지놈 DNA 지 검출   있었다. 

이런 결과  보면. A. calcoaceticus-, A. baumannii-, A. pittii-, A. 
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nosocomialis-, A. lwoffii- A. ursingii-  A. bereziniae-종-특이  

PCR 법  임상에  Acinetobacter 균종  신속 게 구별 는데 

주 용  것이다.
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Target  gene or 

species

Primer' 

name
Nucleotide sequence (5'->3')

Product 

size (bp)
References

16S rDNA 
27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG

1400 (8)
1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT

rpoB 
696F TAYCGYAAAGAYTTGAAAGAAG

350 (9)
1093R CMACACCYTTGTTMCCRTGA

A. nocosomialis
sp2-F1) GTTCCTGATCCGAAATTCTCG

294 (7)
sp4-R1) AACGGAGCTTGTCAGGGTTA

A. baumannii
sp4-F1) CACGCCGTAAGAGTGCATTA

490 (7)
sp4-R1) AACGGAGCTTGTCAGGGTTA

A. calcoaceticus
D142) GACAACAGTTATAAGGTTTCAGGTG

428 (5)
D192) CCGCTATCTGTATCCGCAGTA

A. pittii
D162) GATAACAGCTATAAAGTTTCAGGTGGT

194 (5)
D82) CAAAAACGTACAGTTGTACCACTGC

A. calcoaceticus
Acal-F TCGTATCTCAATTACACCGTTCACCT

549 this study
Acal-R CGCCTTCTGCCAGTTTCACCATA

A. baumannii
Abau-F CATAAACTGAGATAACTGGCTTGAACC

529 this study
Abau-R CGTCGACTTCACCTTTACCGTTAC

A. pittii
Apit-F TGGGCAGTTACCAGATTGACCTA

147 this study
Apit-R AACCAGCAGCTTCCATTTGACG

A. nocosomialis
Anos-F GCCGCTCGTGAACGTGTAATC

394 this study
Anos-R CATCGTGTGGCATATCTTCAAC

A. lwoffii
Alwo-F CCGTGTCGGTCTGGTTCGTGTA

302 this study
Alwo-R CCGGCGTTTCAATTGGACATAC

A. ursingii
Aurs-F AGCGTGTCATCGTATCTCAG

319 this study
Aurs-R CCGCGTAAACGTTCAGGCACAAGA

A. bereziniae
Aber-F ACGGTTCTCCGGGCGTCT

539 this study
Aber-R AACACCACCTTCAGCGATTTTA

Table 1.   PCR primers used in this study

1)
Multiplex PCR primers designed based on gyrB for simultaneous 

detection of A. nocosomialis and A. baumannii which was named gryB 

mutiplex I PCR in this study. 
2)

Multiplex PCR primers designed based on gyrB for simultaneous 

detection of A. calcoaceticus and A. pittii which was named gryB 

mutiplex II PCR in this study. 
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PCR name PCR conditions

16s Denaturation for 5 min at 94℃; 35cycles of 94℃ for 1min,

2℃ for 1min, 72℃ for 1min; and final extension of 72℃ for 7min.

rpoB Denaturation for 5 min at 94℃; 35cycles of 94℃ for 30s,

56℃ for 30s, 72℃ for 60s; and final extension of 72℃ for 7min.

gyrB Multiplex1 Denaturation for 5 min at 94℃; 30cycles of 94℃ for 1min,

60℃ for 1min, 72℃ for 1min; and final extensionof 72℃ for 7min.

gyrB Multiplex2 Denaturation for 5 min at 94℃; 30cycles of 94℃ for 1min,

60℃ for 60s, 72℃ for 60s; and final extension of 72℃ for 7min.

A. baumannii- Denaturation for 5 min at 95℃; 30cycles of 95℃ for 20s,

specific 66℃ for 30s, 72℃ for 30s; and final extension of 72℃ for 7min.

A. calcoaceticus- Denaturation for 5 min at 95℃; 30cycles of 95℃ for 20s,

specific 68℃ for 30s, 72℃ for 30s; and final extension of 72℃ for 7min.

A. pittii- Denaturation for 5 min at 95℃; 30cycles of 95℃ for 20s,

specific 68℃ for 30s, 72℃ for 30s; and final extension of 72℃ for 7min.

A. nocosomialis- Denaturation for 5 min at 95℃; 30cycles of 95℃ for 20s,

specific 66℃ for 30s, 72℃ for 30s; and final extension of 72℃ for 7min.

A. ursingii- Denaturation for 5 min at 95℃; 30cycles of 95℃ for 20s,

specific 68℃ for 30s, 72℃ for 30s; and final extension of 72℃ for 7min.

A. lwoffii- Denaturation for 5 min at 95℃; 30cycles of 95℃ for 20s,

specific 66℃ for 30s, 72℃ for 30s; and final extension of 72℃ for 7min.

A. bereziniae- Denaturation for 5 min at 95℃; 30cycles of 95℃ for 20s,

specific 64℃ for 30s, 72℃ for 30s; and final extension of 72℃ for 7min.

Table 2. PCR conditions of each PCR assay in this study
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Group N N
16S rDNA 

sequence

rpoB  

sequence
gyrB Multiplex 1

Final 

identification

A 62 56 A. nosocomialis /A. calcoaceticus A. nosocomialis A. nosocomialis A. nosocomialis 

4 A. nosocomialis /A. calcoaceticus A. nosocomialis/ A. baumannii A. nosocomialis A. nosocomialis 

2 A. nosocomialis /A. calcoaceticus A. nosocomialis A. nosocomialis A. nosocomialis 

B 3 2 A. lwoffii A. lwoffii Neg A. lwoffii

1 A. lwoffii A. lwoffii / genomic species 9 Neg A. lwoffii

C 4 4 A. junii A. junii Neg A. junii

D 4 4 A. pittii /A. calcoaceticus A. pittii Neg A. pittii

E 1 1 A. calcoaceticus A. calcoaceticus Neg A. calcoaceticus

F 2 2 A. johnsonii A. johnsonii Neg A. johnsonii

G 3 3 A. bereziniae/A. guillouiae A. berezinae Neg A. bereziniae

H 3 2 A. guillouiae A. guillouiae Neg A. guillouiae

I 1 1 A. radioresistens A. radioresistens Neg A. radioresistens

Table 3. Results of molecular identification of 83 clinical strains of Acinetobacter species in this study

       Neg: PCR negative
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Species Previous study Present study N

A. baumannii 54 210 264

A. nosocomialis 2 62 64

A. pittii 5 4 9

A. calcoaceticus 6 1 7

A. junii 3 4 7

A. johnsonii 0 2 2

A. lwoffii 0 3 3

A. bereziniae 14 3 17

A. gyllenbergi 4 0 4

A. guillouiae 0 3 3

A. ursingii 1 0 1

A. radioresistens 0 1 1

Total 89 293 382

Table 4. Distribution of 382 strains of Acinetobacter used for evaluation 

of Acinetobacter species-specific PCR
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Specific-PCR
Total PCR positive PCR negative

(N) Expected (N) Actual (N) Sensitivity (%) Expected (N) Actual (N) Specificity (%)

A. baumannii 416 265 262 98.9 154 154 100

A. calcoaceticus 416 8 8 100 408 408 100

A. nocosomialis 416 64 64 100 352 352 100

A. pittii 416 10 10 100 406 406 100

A. lwoffii 75 4 4 100 71 71 100

A. ursingii 75 2 2 100 73 73 100

A. bereziniae 75 17 17 100 58 58 100

Table 5. Result of evaluation study for Acinetobacter species-specific PCR
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Fig. 1. Result of the gradient PCR for A. calcoaceticus-specific 

PCR. Lane M, molecular weight 100 bp marker; The annealing 

temperatures of each PCR are as follows: Lane 1, 52℃; Lane 2, 

54℃; Lane 3, 56℃; Lane 4, 58℃; Lane 5, 60℃; Lane 6, 62℃; 

Lane 7, 64℃; Lane 8, 66℃; Lane 9, 68℃; Lane 10, 70℃; Lane 

11, 71℃; Lane 12, 72℃.
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Fig. 2. Result of the gradient PCR for A. baumannii-specific 

PCR. Lane M, molecular weight 100 bp marker; The annealing 

temperatures of each PCR are as follows: Lane 1, 52℃; Lane 

2, 54℃; Lane 3, 56℃; Lane 4, 58℃; Lane 5, 60℃; Lane 6, 

62℃; Lane 7, 64℃; Lane 8, 66℃; Lane 9, 68℃; Lane 10, 

70℃; Lane 11, 71℃; Lane 12, 72℃. 
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Fig. 3. Result of the gradient PCR for A. pittii-specific PCR. Lane 

M, molecular weight 100 bp marker; The annealing temperatures of 

each PCR are as follows: Lane 1, 52℃; Lane 2, 54℃; Lane 3, 56℃; 

Lane 4, 58℃; Lane 5, 60℃; Lane 6, 62℃; Lane 7, 64℃; Lane 8, 

66℃; Lane 9, 68℃; Lane 10, 70℃; Lane 11, 71℃; Lane 12, 72℃.
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Fig. 4. Result of the gradient PCR for A. nosocomialis-specific 

PCR. Lane M, molecular weight 100 bp marker; The annealing 

temperatures of each PCR are as follows: Lane 1, 52℃; Lane 

2, 54℃; Lane 3, 56℃; Lane 4, 58℃; Lane 5, 60℃; Lane 6, 

62℃; Lane 7, 64℃; Lane 8, 66℃; Lane 9, 68℃; Lane 10, 70℃; 

Lane 11, 71℃; Lane 12, 72℃.
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Fig. 5. Result of the gradient PCR for A. ursingii-specific PCR. 

Lane M, molecular weight 100 bp marker; The annealing 

temperatures of each PCR are as follows: Lane 1, 52℃; Lane 2, 

54℃; Lane 3, 56℃; Lane 4, 58℃; Lane 5, 60℃; Lane 6, 62℃; 

Lane 7, 64℃; Lane 8, 66℃; Lane 9, 68℃; Lane 10, 70℃; Lane 

11, 71℃; Lane 12, 72℃.
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Fig. 6. Result of the gradient PCR for A. lwoffii-specific PCR. 

Lane M, molecular weight 100 bp marker; The annealing 

temperatures of each PCR are as follows: Lane 1, 52℃; Lane 2, 

54℃; Lane 3, 56℃; Lane 4, 58℃; Lane 5, 60℃; Lane 6, 62℃; 

Lane 7, 64℃;Lane 8, 66℃; Lane 9, 68℃; Lane 10, 70℃; Lane 

11, 71℃; Lane 12, 72℃.



- 33 -

Fig. 7. Result of the gradient PCR for A. bereziniae-specific 

PCR. Lane M, molecular weight 100 bp marker; The annealing 

temperatures of each PCR are as follows: Lane 1, 52℃; Lane 

2, 54℃; Lane 3, 56℃; Lane 4, 58℃; Lane 5, 60℃; Lane 6, 

62℃; Lane 7, 64℃; Lane 8, 66℃; Lane 9, 68℃; Lane 10, 

70℃; Lane 11, 71℃; Lane 12, 72℃.
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Fig. 8. Result of A. calcoaceticus-specific PCR. Lane M, molecular 

weight 100 bp marker; Lane N, negative control with no DNA 

template; Lane P, positive control with A. calcoaceticus KCTC 

2357T; Lane 1-3, A. calcoaceticus clinical strains; Lane 4, A. 

baumannii KCTC 2508T; Lane 5, A. pittii CCUG 61664T; Lane 6, A. 

nosocomialis CCUG 61663T; Lane 7, A. ursingii KCTC 12410T; Lane 

8, A. lwoffii KCCM 40172; Lane 9, A. bereziniae KCTC 12683T
.
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Fig. 9. Result of A. baumannii-specific PCR. Lane M, molecular 

weight 100 bp marker; Lane N, negative control with no DNA 

template; Lane P, positive control with A. baumannii KCTC 2508T; 

Lane 1-3, A. baumannii clinical strains; Lane 4, A. calcoaceticus

KCTC 2357T; Lane 5, A. pittii CCUG 61664T; Lane 6, A. 

nosocomialis CCUG 61663T; Lane 7, A. ursingii KCTC 12410T; 

Lane 8, A. lwoffii KCCM 40172; Lane 9, A. bereziniae KCTC 

12683T. 
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Fig. 10. Result of A. pittii-specific PCR. Lane M, molecular weight 

100 bp marker; Lane N, negative control with no DNA template; 

Lane P, positive control with A. pittii CCUG 61664T; Lane 1-3, A. 

pittii clinical strains; Lane 4, A. calcoaceticus KCTC 2357T; Lane 

5, A. baumannii KCTC 2508T; Lane 6, A. nosocomialis CCUG 

61663T; Lane 7, A. ursingii KCTC 12410T; Lane 8, A. lwoffii 

KCCM 40172; Lane 9, A. bereziniae KCTC 12683T. 
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Fig. 11. Result of A. nosocomialis-specific PCR. Lane M, 

molecular weight 100 bp marker; Lane N, negative control with 

no DNA template; Lane P, positive control with A. nosocomialis 

CCUG 61663T; Lane 1-3, A. nosocomialis clinical strains; Lane 

4, A. calcoaceticus KCTC 2357T; Lane 5, A. baumannii KCTC 

2508
T; Lane 6, A. pittii CCUG 61664

T; Lane 7, A. ursingii KCTC 

12410T; Lane 8, A. lwoffii KCCM 40172; Lane 9, A. bereziniae

KCTC 12683T.  
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Fig. 12. Result of A. ursingii-specific PCR. Lane M, 

molecular weight 100 bp marker; Lane N, negative control 

with no DNA template; Lane P, positive control with A. 

ursingii KCTC 12410T; Lane 1, A. ursingii clinical strains; 

Lane 2, A. calcoaceticus KCTC 2357
T; Lane 3, A. baumannii 

KCTC 2508
T; Lane 4, A. pittii CCUG 61664

T; Lane 5, A. 

nosocomialis CCUG 61663T; Lane 6, A. lwoffii KCCM 40172; 

Lane 7, A. bereziniae KCTC 12683T; Lane 8, A. junii KCTC 

12406T; Lane 9, A. guillouiae KCTC 12684, 
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Fig. 13. Result of A. lwoffii-specific PCR. Lane M, 

molecular weight 100 bp marker; Lane N, negative control 

with no DNA template; Lane P, positive control with A. 

lwoffii KCCM 40172; Lane 1-3, A. lwoffii clinical strains; 

Lane 4, A. calcoaceticus KCTC 2357T; Lane 5, A. baumannii 

KCTC 2508T; Lane 6, A. pittii CCUG 61664T; Lane 7, A. 

nosocomialis CCUG 61663T; Lane 8, A. ursingii KCTC 

12410
T; Lane 9, A. bereziniae KCTC 12683

T. 
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Fig. 14. Result of A. bereziniae-specific PCR. Lane M, 

molecular weight 100 bp marker; Lane N, negative control with 

no DNA template; Lane P, positive control with A. bereziniae

KCTC 12683T; Lane 1-3, A. bereziniae clinical strains; Lane 4, 

A. calcoaceticus KCTC 2357T; Lane 5, A. baumannii KCTC 

2508T; Lane 6, A. pittii CCUG 61664T; Lane 7, A. nosocomialis 

CCUG 61663
T; Lane 8, A. ursingii KCTC 12410

T; Lane 9, A. 

lwoffii KCCM 40172. 
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Fig. 15. Result of the detection limit of A. calcoaceticus-specific PCR 

(Lane 1 through 7) and gyrB Multiplex 2 PCR (Lane 8 through 14). 

Lane M, molecular weight marker (100 bp ladder); Serial 10-fold 

dilutions of genomic DNA of A. calcoaceticus, ranging from 2 ng to 2 

fg (lanes 1 through 7, and lanes 8 through 14 respectively), were 

amplified by each PCR. The lower detection limits of A. 

calcoaceticus-specific PCR and gyrB Multiplex 2 PCR were 200 pg 

and 2ng, respectively.
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Fig. 16. Result of the detection limit of A. baumannii-specific PCR 

(Lane 1 through 7) and gyrB 1 PCR (Lane 8 through 14). Lane M, 

molecular weight marker (100 bp Serial 10-fold dilutions of genomic 

DNA of A. baumannii, ranging from 2 ng to 2 fg (lanes 1 through 7, 

and lanes 8 through 14 respectively), were amplified by each PCR. 

The lower detection limits of A. baumannii-PCR and gyrB Multiplex 

1 PCR were 20 pg and 200 pg, respectively. 
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Fig. 17. Result of the detection limit of A. pittii-specific PCR (Lane 1 

through 7) and gyrB Multiplex 2 PCR (Lane 8 through 14). Lane M, 

molecular weight marker (100 bp ladder); Serial 10-fold dilutions of 

genomic DNA of A. pittii, ranging from 2 ng to 2 fg (lanes 1 through 7, 

and lanes 8 through 14 respectively), were amplified by each PCR. The 

lower detection limits of A. pittii-specific PCR and gyrB Multiplex 2 

PCR were 20 pg and 200 pg, respectively.
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Fig. 18. Result of the detection limit of A. nosicimialis-specific PCR 

(Lane 1 through 7) and gyrB Multiplex 1 PCR (Lane 8 through 14). Lane 

M, molecular weight marker (100 bp ladder); Serial 10-fold dilutions of 

genomic DNA of A. pittii, ranging from 2 ng to 2 fg (lanes 1 through 7, 

and lanes 8 through 14 respectively), were amplified by each PCR. The 

lower detection limits of A. pittii-specific PCR and gyrB Multiplex 1 PCR 

were 20 pg and 200 pg, respectively.
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Fig. 19. Result of the detection limit of A. 

ursingii-specific PCR. Lane M, molecular weight marker 

(100 bp ladder); Serial 10-fold dilutions of genomic DNA 

of A. ursingii, ranging from 2 ng to 2 fg (lanes 1 through 

7, respectively), were amplified by each PCR. The lower 

detection limits of A. ursingii-specific PCR were 20 pg, 

respectively. 
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Fig. 20. Result of the detection limit of A. lwoffii-specific 

PCR. Lane M, molecular weight marker (100 bp ladder); 

Serial 10-fold dilutions of genomic DNA of A. lwoffii, 

ranging from 2 ng to 2 fg (lanes 1 through 7, 

respectively), were amplified by each PCR. The lower 

detection limits of A. lwoffii-specific PCR were 200 pg, 

respectively.
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Fig. 21. Result of the detection limit of A. 

bereziniae-specific PCR. Lane M, molecular weight marker 

(100 bp ladder); Serial 10-fold dilutions of genomic DNA 

of A. bereziniae, ranging from 2 ng to 2 fg (lanes 1 

through 7, respectively), were amplified by each PCR. The 

lower detection limits of A. bereziniae-specific PCR were 

200 pg, respectively.
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