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브루셀라증은 인간과 동물 모두에 감염되는 인수공

통 전염병으로 심각한 경제적, 공중 보건학적인 문제

를 일으킨다. 이 질병은 Brucella라는 세균에 의한 질

병으로 소, 양,  돼지, 말, 염소, 개 등에서 종 특이적으

로 감염을 일으키나 Brucella 종들 중에 사람에게 감염

되는 브루셀라증의 원인체로는 B. abortus, B. melitensis,

B. suis, B. canis 등이 있다. 사람에서 B. canis의 감염은

때때로 수의사나 실험실 연구자들에서 보고되었다

(Blankenship과 Sanford, 1975; Hoff와 Nichols, 1974;

Lucero 등, 2005; Tosi와 Nelson, 1982; Wallach 등,
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Canine brucellosis produce abortions and infertility in dogs and is currently diagnosed by serological methods
such as rapid slide agglutination test with 2-mercaptoethanol (2-ME RSAT) and immunochromatographic
assay (ICA). Bacterial isolation is considered gold standard for Brucella diagnosis and the polymerase
chain reaction (PCR) is an alternative method to bacterial isolation. A total of 36 whole blood samples were
collected from dogs reared in area of Chuncheon and were subjected to serology (2-ME RSAT and ICA for
B. canis, Rose Bengal test and C-ELISA for B. abortus), blood culture and 3 types of PCRs (BSCP31, 16s
rRNA, and OMP-2). All blood samples were negative by serology and blood cultures. The BCSP31 and the
OMP-2 PCR detected 5 samples were positive whereas the 16S rRNA PCR detected all samples were
negative as serological methods and blood culture did. From the results observed in the present study, we
conclude that 16S rRNA PCR could be used for direct PCR for canine blood samples.
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2004).

개 브루셀라증은 임신견의 임신 후반기의 유산과 사

산을 일으키며 번식 사육장에서 동정되고 있어 한국의

크고 작은 개 사육 시설에서 주요한 경제적 손실의 원

인이 되고 있으며 사람감염의 위험을 초래하고 있다

(박 등, 1999; 오와 박, 2001). 하지만 주요 임상증상인

유산 외에 다른 증상은 모호하며 특히 감염 수캐들은

고환염, 전립선염 같은 증상이 있기도 하지만 대다수

가 임상적으로 정상으로 보이는 경우가 많아 개 브루

셀라증의 진단이 쉽지 않다. 

브루셀라증 진단을 위한 혈청학적 검사들로서 rose

bengal test (RBT), rapid screening agglutination with 2-

mercaptoethanol (2-ME RSAT), 시험관내 응집반응, 한

천겔 면역확산법들이 가장 보편적으로 사용되어져 온

방법들이다(Carmichael 등, 1984; Kim 등, 2007; Lopez

등, 2005).  하지만 이러한 항체가를 측정하는 진단 방

법들은 낮은 민감도 때문에 감염초기에 만족스럽지 못

하며 혈청학적 교차반응, 치료 후의 항체의 지속으로

인해 최근감염을 정확히 구분하지 못하는 단점이 있었

다.  혈액배양을 통한 병원체의 분리가 gold standard로

서 가장 확실한 방법이기는 하나 민감도가 15~70%밖

에 되지 않는 단점이 있다(Alton 등, 1975; Young

1997). 진단법으로서의 polymerase chain reaction

(PCR)은 세균 배양보다 더 예민한 방법이며 혈청학적

인 방법들보다 더 특이성이 높아 많은 병원체의 진단

에 사용되어 왔다(Cogswell 등, 1996; Thomsen 등,

1999). Brucella 진단에서도 여러 PCR 방법들이 보고

되었으며(Baily 등, 1992; Fekete 등, 1990; Herman과

Ridder, 1992; Leal-Klevezas 등, 1995; Romero 등,

1995a), 지금까지 동물(Leal-Klevezas 등, 1995; Fekete

등, 1992; Romero 등, 1995b)과 사람(Leal-Klevezas 등,

1995; Queipo-Ortuno 등, 1997; Zerva 등, 2001)의 검사

재료에서 여러 PCR방법들이 적용되고 있다.  

이 연구에서는 개에서 채취한 혈액을 사용하여

Brucella 진단에 가장 많이 사용되고 있는 세 종류의

PCR을 적용하였다. 또한 PCR결과를 세균배양 검사

및 다른 혈청학적 검사 결과와 비교하였다. 실험에 사

용된 PCR 방법들은 B4/B5 primer를 이용하여 Brucella

cell surface protein 31kDa 부위를 증폭시키는 PCR

(BCSP PCR (Baily 등, 1992), F4/R2 primer를 이용하여

균의16S rRNA 서열부위를증폭시키는 PCR (16S rRNA

PCR, Romero 등, 1995a), 그리고 JPF/JPR primer를 이

용하여 outer membrane protein 부위를 증폭시키는

PCR (omp-2 PCR, Leal-Klevezas 등, 1995)을 실시하여

이들의 결과를 비교하였다.

재료 및 방법

사용 균주

B. canis (ATCC23365)를 1.5% sheep blood 첨가

Trypticase soy agar에 접종한 뒤 37°C, 5% CO2에서 2

일간 배양한 뒤 집락을 PBS로 현탁하여 genomic DNA
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Fig. 1. Sensitivity of three different PCR assays for detection of B. canis. The indicated amounts of purified B. canis DNA were diluted by
serial dilutions with distilled water and then amplified. A, BCSP31, B, 16SrRNA, C, OMP-2. The 223-bp, 905-bp, and 193-bp PCR
products are indicated.
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분리 kit (Gentra Puregene Yeast/Bacteria kit, Qiagen,

USA)을 이용하여 DNA를 추출하였다. 

혈액 시료

혈액 샘플은 강원도 춘천시 부근에 사육하는 개에서

채혈하였다. 21개 혈액은 2007년 춘천 군견훈련소에서

사육 후 강원대로 기증된 개에서 채혈하였고, 8개의 혈

액은 2009년 유기견 센터에서 분양 받은 개에서, 7개

의 샘플은 강원대학교 동물병원에서 사육하는 개에서

채혈하였다(총 36개의 샘플). 3ml의 혈액을 채혈하였

고 2개의 튜브로 나누어 하나는 세균 배양용으로, 다른

하나는 3000~4000rpm으로 15분 원심분리하여 상층

액은 혈청학적 진단용으로, 침전물은 DNA 추출용으로

각각 사용하였다. 

혈청학적 진단

B. canis에 대한 혈청학적 검사는 2-ME RSAT와

immunochromatographic assay (ICA)를 하였다. B. canis

의 M(-) strain을 이용한 2-ME RSAT의 항원은 국립

수의과학검역원에서 항원을 분양받아 Carmichael과

Joubert(1987)의 방법에 따라 실험하였다. ICA는

Mateau-de-Antonio 등(1993)의 방법에 따라 만들어 놓

은 Rapid C. Brucella Ab test kit (Anigen, Korea)를 사

용하였다.

B. abortus를 위한 혈청학적 검사로서 B. abortus 항

원을 사용하는 RBT와 B. abortus와 B. melitensis 항원

을 사용하는 Brucella-Ab C-ELISA (Svanova, Sweden)

를 제조회사의 첨부된 방법에 따라 실험하였다. 

혈액 배양

채혈된 샘플들을 3,000~4,000rpm으로 원심분리하

여 침전물을 균 배양에 사용하였다. 침전물을 5% bovi-

ne serum이 포함된 Tryptic soy broth(BD, USA)에 분

주해서 11일간 37°C 5~10% CO2 배양기에서 배양한

후 Neutral red (0.03g/L), I-erythritol (1.0g/L), 항생제

(bacitracn 25units/ml, azotrenam 5µg/ml, nalidixic acid

5µg/ml, vancomycin 20µg/ml, amphoterinine B 2.5µg/

ml, nystatin 100units/ml)가 포함된 Tryptic soy broth

agar (TSA without glucose, BD)에도말접종한후 37°C

5~10% CO2 배양기에서 3~5일간 배양하였다.  배지

에서 자란 집락을 백금이로 채취하여 5% bovine serum

이 포함된 TSA agar에 계대하여 증균시켜 oxidase,

catalase, urease 검사와 이번 실험에서 사용된 세 가지

primer을 이용한 PCR로 확인하였다.

개 혈액 시료에서의 DNA 추출

Genomic DNA Extraction Kit䠶 (RBC, Taiwan)를 사

용하여 혈액으로부터 제조회사에서 제공한 방법에 따

라 Genomic DNA를 추출하였다. 

PCR 

Brucella 진단을 위해 사용한 세가지 PCR의 primer

와 조건 및 PCR product의 예상 크기는 Table 1에 기

술하였다.

Navaro 등(2002)의 방법에 따라 모든 PCR은 총 용

량 25µl에서 행해졌고 primer 와 구성성분들의 농도는

기존의 보고를 약간 변형하여 선택하였다. Reaction
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Table 1. Primer sequences and conditions used for PCRs in this study

BCSP31 16S rRNA OMP-2

Forward
B4 F4 JPF

primer
5′-TGG CTC GGT TGC 5′-TCG AGC GCC CGC 5′-GCG CTA AGC CTG

CAA TAT CAA-3′ AAG GGG-3′ CCG ACG CAA-3′

Reverse
B5 R2 JPR

primer
5′-CGC GCT TGC CTT 5′-AAC C AT AGT GTC 5′-ACC AGC CAT TGC 

TCA GGT CTG-3′ TCC ACT AA-3′ GGT CGG TA-3′

PCR condition 
denaturation

95°C, 20sec 94°C, 1min 94°C, 1min

Annealing 60°C, 30sec 60°C, 1min 60°C, 1min

Extension 72°C, 1min 72°C, 1min 72°C, 1min

Product size 223bp 905bp 193bp

Reference Baily et al.(1992) Romeo et al.(1995) Leal-Klevevas et al.(1995)
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buffer로는 Flexi buffer (Promega, USA) 5µl, 1.5mM

MgCl2 1µl, 250uM dNTPs 0.5µl 그리고 1U Taq poly-

merase 0.5µl를 혼합하였다. Primer는 각각 50 pmole씩

을 첨가하였고 template로 사용한 DNA는 1µl씩을 첨

가한 후, DNA thermal cycler (PTC-100, MJ Research)

를 사용하여 PCR을 실시하였다.  BCSP31 PCR의 경

우 95°C로 5분간 initial denaturation 시킨 후 40 cycle

을 실시한 후(90°C에서 20초간 denaturation, 60°C에서

30초간 annealing, 72°C에서 1분간 extension) 마지막 7

분간 72°C에서 final extension 시켰다. 16S rRNA PCR

은 94°C로 5분간 initial denaturation 시킨 후 94°C에서

1분간 denaturation, 60°C에서 1분간 annealing, 72°C에

서 1분간 extension으로 40cycle을 실시한 후 마지막 3

분간 72°C에서 final extension을 하였다. OMP-2 PCR

반응은 94°C로 5분간 initial denaturation을 시킨 후 94°C

에서 1분간 denaturation, 60°C에서 1분간 annealing,

72°C에서 1분간 extension을 40cycle 실시한 후 마지막

3분간 72°C에서 final extension 시켰다. 

Negative control로서는 template DNA 대신에 해당

하는 양만큼의 멸균 3차 증류수를 첨가하였다. 증폭 반

응을 시킨 후 ethidium bromide로 염색시킨 1% agarose

gel로 전기영동을 실시 하였으며 DNA bands는 UV

light 아래에서 image analyzer를 이용하여 촬영하였다.

PCR의 민감도 비교 검사

세 가지 종류의 PCR의 민감도(sensitivity)를 비교하

기 위해 B. canis의 DNA를 정량적으로 측정한 후 단

계 희석한 DNA를 template로 이용하여 PCR을 실시한

후 PCR product가 검출되는 범위를 비교하였다.

결 과

개 혈액에서 Brucella 감염을 진단하기 위해 BCSP31,

16S rRNA 및 OMP-2를 증폭시키는 세가지 종류의

PCR을 실시하여 비교하였으며 이러한 PCR결과와 세

균 분리 및 혈청학적 검사 결과를 비교하였다.
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Fig. 2. Representative results of BCSP31, 16S rRNA and OMP-2 in blood samples from dogs. BCSP31 and OMP-2 had some positive
results which were all negative in serology and blood culture. And 16S rRNA results were all negative. Lanes 1 to 8 are blood
samples clinically collected from dogs. The 223-bp, 905-bp and 193-bp PCR products are indicated.

Table 2. Seroprevalence and direct PCR results of blood samples
from dogs

2-ME RSAT (B. canis) 0/36

Serology
Rapid kit (B. canis) 0/36 
RBT (B. abortus) 0/36
C-ELISA (B. abortus & B. melitensis) 0/36

Isolation Blood culture 0/36

BCSP31 5/36 (13.9%)
Direct PCR 16S rRNA 0/36

OMP-2 5/36 (13.9%)
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우선 세가지 종류의 PCR의 민감도를 B. canis DNA

를 template로 사용하여 측정하였다. Fig. 1에서 나타난

것 같이 BCSP31 PCR의 경우 223bp, 16S rRNA PCR

의 경우 905bp, OMP-2 PCR의 경우 193bp크기의 PCR

증폭 산물이 증폭되어 기존의 보고와 일치하였다.

BCSP31 PCR의 민감도는 약 0.024fg까지 희석된 DNA

template에서 PCR 산물이 검출된 반면, 16S rRNA 및

OMP-2 PCR에서는 2.4fg의 template DNA가 함유된

PCR에서 증폭 산물이 검출되어 BCSP31 PCR이 다른

두 종류의 PCR보다 높은 민감도를 나타냈다(Fig. 1).

총 36개의 혈액 샘플을 가지고 상기에 언급한 세가

지 PCR과 세균 배양검사 및 혈청학적 검사 결과를 비

교하였다. Table 2에서 나타난 바와 같이 36개의 혈액

재료는 혈청학적 검사 결과 및 세균 배양 검사 결과 모

두 음성으로 나타났다. 그러나 BCSP31과 OMP-2 PCR

결과 각각 5/36 (13.9%)가 양성으로 검출된 반면 16S

rRNA PCR의 경우 모두 음성으로 나타나 혈청검사 결

과와 세균 배양 결과와 일치하였다(Table 2, Fig. 2).

고 찰

브루셀라증 진단법으로는 전통적으로 많은 혈청학

적 검사들이 사용되어 왔지만 높은 의양성 또는 위음

성 때문에 세균배양이나 PCR같은 직접적인 브루셀라

증 검사 방법들의 개선이 요구되어 왔다(Keid 등, 2009

Navarro 등, 2002). 감염초기의 균혈증은 순환항체의

형성 이전에 일어날 수 있으므로 혈청학적 검사들의

위음성을 설명할 수 있다. Brucella 균을 분리하기 위해

주로 이용되는 검사재료는 유즙, 질 분비물, 혈액, 유산

태아 등이며, 축종 별로는 균 분리를 위해 소에서는 상

유방림프절을 가장 많이 이용하고, 돼지에서는 악하

림프절이 많이 이용되며, 개에서는 1년 이상의 균혈증

을 나타내는 특성을 고려하여 혈액을 채취하여 균 분

리에 많이 이용하고 있다(김 등, 2009; Alton 등,1975).

그러나 균 분리 역시 특이도가 낮아 보다 민감하며 특

이도가 높은 Brucella DNA 검출을 위한 여러 PCR 방

법들이 개발되어 왔다. 그중 이 연구에서 사용하는 세

가지 PCR방법이 사람과 동물의 브루셀라 진단에 주로

이용되어 왔고 이 세가지 PCR을 비교하는 연구도 보

고되었다(Navarro 등, 2002). 하지만 B. canis를 이용한

이들 세가지 PCR의 비교에 대한 보고가 없었으므로

본 연구에서는 B. canis DNA를 이용해 세 가지 다른

PCR 방법들의 민감도를 비교해 보았다. 이 연구에서

얻어진 세가지 PCR의 민감도는 기존의 보고와는 약간

다르게 나타났다. Navarro 등(2002)의 연구에서는 16S

rRNA, BCSP31, OMP-2 PCR의 순으로 민감도가 높게

나왔는데 이 실험 결과에서는 BCSP31 PCR의 민감도

가 가장 높게 나왔고 16S rRNA와 OMP-2 PCR에서는

비슷한 민감도를 보였다. 이러한 차이는 PCR에 사용

되는 dNTPs, MgCl2, Taq polymerase 농도 등의 PCR

조성과 조건이 기존의 보고와 조금 다르기 때문이라

사료된다. 그리고 기존의 보고는 B. abortus와 B. meli-

tensis DNA를 이용한 실험이었으나 이번 실험은 B.

canis를 이용한 점도 영향이 있으리라 판단된다. 

개 브루셀라증은 주로 B. canis에 의해서 야기되지

만, 그 외에 B. abortus, B. suis, B. melitensis에 의한 감

염도 보고된 바도 있어(John 등, 1988; Gary, 1964), B.

abortus에 의한 감염여부를 알아보기 위한 검사도 실

시하였다(B. abortus 항원을 이용한 Rose Bengal Test

(RBT)와 B. abortus와 B. melitensis 항원을 사용한 C-

ELISA). 2-ME RSAT와 ICA를 사용해 B. canis를 검사

한 결과 모두 음성이 나왔고 RBT와 C-ELISA를 사용

한 B. abortus와 B. melitensis검사 결과, 모두 음성이

나왔으며 세균 배양 역시 모두 음성으로 확인 되어 모

든 샘플에서 브루셀라증 음성임을 알 수가 있었다.  이

렇게 낮은 음성률은 샘플대상이 된 개들이 비교적 위

생적인 환경에서 자랐으며 번식과 상관 없는 개들이어

서 Brucella균에 노출될 가능성이 적었기 때문으로 사

료된다. 이는사육장에서 기르는 개들을 제외한 집안의

개들과 유기견들에서의 발생률에 대한 보고가 없는 것

(Bae와 Lee, 2009; 오와 박, 2001)과 일치하는 결과였

다. 그러나 개 혈액 샘플에서 추출한 DNA를 이용해

direct PCR을 해본 결과 B4/B5 primer를 사용한

BCSP31 PCR에서는 36개의샘플중 5개의양성(13.9%)

을 보였고 JPF/JPR primer를 사용한 OMP-2 PCR에서

도 5개의 혈액이 양성(13.9%)을 보였다. 두 종류의

PCR에서 의양성이 나온 각각의 5개 샘플들 중 한 샘

플만을 제외하고 나머지 4개 샘플들은 동일한 혈액샘

플들로 상당히 높은 일치도를 보임을 알 수 있었다

(Cohen’s Kappa==0.77). 하지만 F4/R2 primer를 사용한

16S rRNA PCR은 36개의 혈액 샘플 모두 음성의 결과

가 나와 혈청학적 검사와 세균 배양 검사와 일치하였

다. 이로 미루어 보았을 때 BCSP31과 OMP-2 PCR의

민감도는 높은 편이나 혈액 샘플을 이용한 direct PCR

법에서는 의양성이 많이 나오는 것을 알 수 있었다. 본
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연구에서는 16S rRNA PCR이 다른 검사 결과와 일치

하여 특이도가 높은 것으로 밝혀져 Navarro 등(2002)

의 연구 결론에서 16S rRNA를 가장 유용한 방법으로

결론 내린 것과 일치하였다.

비록 이 연구에서는 혈청학적 검사 보다 direct PCR

에서 약간의 의양성이 나왔지만 균혈증이 오래 지속되

어 혈액에서 Brucella균을 검출 할 수 있는 개 혈액 샘

플에서의 PCR 활용이 반드시 필요하므로 특이도가 높

은 16S rRNA PCR 사용이 바람직하다고 사료된다.

결 론

브루셀라증을 진단하기 위해서는 혈청학적 검사법

과 균 분리 및 동정과 PCR법을 많이 이용하고 있다.

특히 개의 경우 유사산 및 생식기계 이상을 제외하고

는 임상적으로 정상을 보이는 경우가 많아 정확한 진

단이 쉽지 않다.  이 연구에서는 강원도 지역에서 사육

된개의혈액을사용하여 Rose Bengal test, rapid screen-

ing agglutination with 2-mercaptoethanol, immuochro-

matographic assay, Brucella-Ab C-ELISA의 혈청학적

검사와 균분리 및 세가지 PCR (BSCP, OMP-2, 16s

rRNA)을 실시하여 각 진단법을 상호 비교하였다.  총

36개의 개의 혈액재료 중 혈청학적 검사는 모두 음성

으로 나타났다. 또한 혈액을 사용한 균 분리동정도 모

두 음성으로 나왔다. 혈액에서 직접적인 PCR을 실시

하기 위해 우선 세가지 종류의 PCR의 민감도를 조사

한 결과, BCSP31 PCR은 0.024fg의 DNA까지 검출할

수 있는 반면, 16S rRNA와 OMP-2 PCR에서는 2.4fg

의 DNA까지 검출하여 BSCP31 PCR이 다소 높은 민

감도를 나타냈다. 그러나 36개의 개 혈액에서 추출한

DNA를 사용하여 PCR을 한 결과 BSCP31과 OMP-2

PCR은 5개(13.9%)의 혈액재료에서 특이적인 밴드를

검출한 반면 16S rRNA PCR에서는 모두 음성으로 나

타나 16S rRNA PCR이 혈청검사결과와 세균배양결과

와 일치하였다. 따라서 개 혈액을 대상으로 직접 PCR

을 실시할 경우 비특이적인 반응이 있음을 고려하여

단일 방법보다는 여러 방법을 사용하는 것이 진단의

정확성을 높일 수 있음을 확인하였다.
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