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The objective of this study was to develop PCR primers 
that are specific for Streptococcus sanguinis, Streptococcus 
parasanguinis, and Streptococcus gordonii. We designed 
the S. sanguinis-, S. parasanguinis-, and S. gordonii- 
specific primers, Ssa21-F3/Ssa21-R2, Spa17-F/Spa17-R, and 
Sgo41-F1/Sgo41-R1 respectively, based on the nucleotide 
sequences of the Ssa21, Spa17, and Sgo41 DNA probes 
that were screened using inverted dot blot hybridization 
(IDBH). The species-specificity of these primers was as-
sessed against 43 strains of mitis group streptococci, in-
cluding clinical strains of S. sanguinis, S. parasanguinis, 
and S. gordonii. The resulting PCR data revealed that 
species-specific amplicons had been obtained from all 
strains of the target species tested, and that none of these amp-
licons occurred in any other strains from other species. 
These results suggest that the Ssa21-F3/Ssa21-R2, Spa17- 
F/Spa17-R, and Sgo41-F1/Sgo41-R1 primers may be useful 
in detecting S. sanguinis, S. parasanguinis, and S. gordonii 
at the species level, respectively.

Key words: Streptococcus gordonii, Streptococcus sangui-
nis, Streptococcus parasanguinis, species-specific PCR primer, 
IDBH.

서 론

현재 Streptococcus 속(Genus)에는 99개의 세균 종(bac-
terial species)이 있는 것으로 알려져 있다[http://www.-
bacterio.cict.fr/s/streptococcus.html]. 각 세균 종 표준균주

들의 16S rRNA 유전자 염기서열 비교 분석법에 의해 mitis, 
mutans, anginosus, bovis, pyogenic 및 salivarius 그룹 등의 
계통분류학적(phylogenetic) 군으로 분류되고 있다[1]. Mitis 
그룹 연쇄구균들(mitis group streptococci, MGS)은 치아표

면에 주된 집락을 이루며 구강 내 다른 세균 종들이 치

아에 부착하는 것을 촉진하거나 저해하기도 하고, 세균성 
심내막염 및 패혈증과 같은 전신질환의 원인 인자이기

도 한다[2-10]. MGS 중 Streptococcus gordonii와 S. parasan-
guinis는 획득피막의 타액 단백질에 결합하여 치아표면에 
초기에 부착되어 구강 미생물의 후속 집락 형성에 관여한

다[2-4]. Streptococcus gordonii는 치주질환의 주요한 원인 
균종 중 하나인 Porphyromonas gingivalis와 응집하여, P. 
gingivalis의 치면세균막의 집락화에 기여하는 것으로 보

고되었다[5]. 또한 S. sanguinis는 9개월된 갓난아이의 충

치에서 처음 발견되었고[6], 치아우식 원인균인 Streptococ-
cus mutans와 경쟁적으로 치아표면에 부착한다[7]. 또한 

생명을 위협하는 세균성 심내막염[8,9]과 패혈증[10]의 원

43



44 Soon-Nang Park and Joong-Ki Kook

Table 1. The bacterial strains used in this study
Species Strains

S. sanguinis CCUG 30417T, KCOM 1419, KCOM 1434, KCOM 1070, KCOM 1171, KCOM 1192, 
KCOM 2688, KCOM 1855, KCOM 1372, KCOM 1576, KCOM 1567, KCOM 1014

S. parasanguinis CCUG 30417T, KCOM 1294, KCOM 1352, KCOM 1359, KCOM 1366, KCOM 1370, 
KCOM 1415, KCOM 1497, KCOM 1585

S. gordonii CCUG 25608T, KCOM 1347, KCOM 1506, KCOM 1882, KCOM 1851
S. mitis KCTC 3556T, KCOM 1350, KCOM 1295, KCOM 1285

S. oralis CCUG 24891T, KCOM 1493, KCOM 1505, KCOM 1507, KCOM 1518, KCOM 1577, 
KCOM 1625, KCOM 1848, KCCM 41567

S. pneumoniae CCUG 28588T, KCCM 40410l, KCCM 41569, KCCM 41570

인균종으로 알려져 있다. 그러므로 S. gordonii, S. sang-
uinis와 S. parasanguinis를 정확히 검출할 수 있는 방법

이 개발되어야 구강 및 전신질환의 올바른 진단 및 대단

위 분자역학연구를 수행할 수 있을 것이다.
세균을 종 수준으로 검출하는 분자생물학적 방법 중 하

나가 PCR법이다. PCR 법을 이용하여 세균을 종-수준으

로 검출하기 위해서는 표적 유전자의 핵산염기서열을 바

탕으로 종-특이 PCR 프라이머를 설계하여야 한다. 현재

까지 PCR을 수행하기 위해 가장 널리 사용되는 표적 

유전자는 16S rRNA 유전자(16S rDNA) [11-13]이다. 하

지만 -MGS에 속하는 세균 종들의 16S rDNA 상동성이 

99% 이상이 되기 때문에 종-특이 PCR 프라미어를 설계

하기 어렵다. 최근 세균의 종 및 아종 특이 DNA 프로브를 
신속하고 간편하게 개발하는 inverted dot blot hybridization 
(IDBH) 검색법이 개발되었다[14]. 이러한 방법으로 여러 

세균 종-특이 DNA 프로브 및 균주-특이 DNA 프로브까지 

개발할 수 있었다[14-18]. 또한 이들 DNA 프로브의 핵

산염기서열을 바탕으로 종-특이 및 균주-특이 PCR 프라

이머들도 개발되었다[14-18] 본 연구는 IDBH 검색법을 

이용하여 MGS에 속하는 Streptococcus sanguinis, Strepto-
coccus parasanguinis 및 Streptococcus gordonii 균종들에 

대한 종-특이 DNA를 클로닝하고, 이들 핵산염기서열을 바

탕으로 종-특이 PCR 프라이머를 개발하기 위하여 시행

되었다.

재료  방법

세균 및 배양 조건
본 연구에서 이용된 균주들은 Korean Collection for Type 

Cultrue (KCTC, Daejeon, Korea), Korean Culture Center of 
Microorganism (KCCM, Seoul, Korea), Korean Collection 
for Oral Microbiology (KCOM, Gwangju, Korea) 및 Culture 

Collection, University of Göteborg, (CCUG, Göteborg, Swe-
den)에서 분양받아 사용하였다(Table 1). 

본 연구에 사용된 모든 균주들은 BHI broth (Brain Heart 
Infusion broth, Difco Laboratory, Detroit, MI, USA)에 접

종하여 37oC 세균배양기에서 1-2일간 배양하여 다음 실

험에 사용하였다. 

세균 지놈 DNA의 추출
세균의 지놈 DNA는 G-spinTM Genomic DNA Extrac-

tion Kit (iNtRON Co., Seoul, Korea)를 이용하여 제조회

사의 지시에 따라 세균 지놈 DNA를 추출하였다.

무작위 클로닝 법에 의한 세균 DNA 절편 클로닝 및 
플라스미드 추출

세균 DNA 프로브를 클로닝하기 위하여 S. sanguinis 
CCUG 17826T, S. parasanguinis CCUG 30417T, S. gordonii 
CCUG 25608T, S. mitis KCTC 3556T, S. oralis CCUG 24891T 
및 S. pneumoniae CCUG 28588T 지놈 DNA를 HindⅢ 제

한효소(TaKaRa Bio Inc., Otsu, Japan) 로 절단하였다. 이

들 지놈 DNA 절편과 HindⅢ 제한효소로 절단하고 bacte-
rial alkaline phosphatase (TaKaRa)로 5'의 인산기를 제거한 

pBluescript ll KS (+) vector (Stratagene, La Jolla, CA, USA)
를 DNA ligase (TaKaRa)로 ligation한 후, 이들 ligation 
혼합물을 E. coli DH5α에 형질전환시켰다. 세균 지놈 DNA 
절편이 함유된 재조합 플라스미드는 AccuPrepTM Plasmid 
Extraction Kit (Bioneer, Daejeon, Korea)를 이용하여 제조

회사의 지시대로 추출하였다. 

세균 지놈 DNA의 표지 및 정제
지놈 DNA는 DIG-High Prime kit (Roche Diagnostics, 

Mannheim, Germany)를 이용하여 표지하였다. 표지 과정

은 1 µg의 DNA에 최종 부피가 16 µl가 되도록 증류수를 
넣고 끓는 물에서 10분간 가열하여 지놈 DNA를 변성시
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Table 2. The information of the PCR primers designed in this study

Target species or strain Primer name: oligonucleotide sequences (5' → 3') Annealing temperature (℃) Amplicon size (bp)

S. gordonii Sgo41-F1: ATTCCCTTAGTGTTCTGATTGTT
Sgo41-R1: GACCCTCCGTTTCTTTATGA 54 527

S. parasanguinis Spa17-F: ATGGCCCAAATCACTCCTT 
Spa17-R: CAAAATAAAAGATAATGCGGATAA 59 509

S. sanguinis Ssa21- F3: TGGAGCAGCCTGTCGTCATCAT
Ssa21- R2: AGGCAGACCAGCGAGTTTTCATTT 70 635

킨 후 재빨리 얼음에 넣어 식혔다. 여기에 4 µl DIG-High 
Prime을 첨가하여 잘 섞고 37℃에서 12시간 반응시킨 후 
0.2 M EDTA를 넣어 반응을 정지시켰다. DIG (digoxigenin- 
dUTP)으로 표지된 세균 지놈 DNA 프로브는 QIAEX II Gel 
Extraction Kit (QIAGEN Inc., Valencia, USA)를 이용하여 

정제하였다

Inverted dot blot hybridization (IDBH)
앞에서 클로닝한 S. gordonii CCUG 25608T, S. mitis 

KCTC 3556T, S. oralis CCUG 24891T, S. parasanguinis CCUG 
30417T, S. pneumoniae CCUG 28588T 및 S. sanguinis 
CCUG 17826T 지놈 DNA들의 HindIII 제한 효소절편들이 
클로닝된 재조합 플라스미드 20 ng을 95oC에서 10 분간 
끓이고 즉시 얼음에 5분간 방치하였다. 이들 재조합 플

라스미드를 6 장의 nylon membranes에 동일하게 blotting 
하였다. 앞에서 준비한 세균 지놈 DNA 절편이 blotting된 mem-
brane을 hybridization 용액(5× SSC, 50% formamide, 0.1% 
sodium-lauroylsarcosine, 0.02% SDS, 2% Blocking Reagent)
으로 2시간 동안 prehybridization시켰다. 그 후 새로운 hy-
bridization 용액에 DIG으로 표지된 각 세균의 지놈 DNA
를 첨가하여 12시간 hybridization시켰다. Membrane을 실

온에서 5분간 2× wash 용액(2× SSC, 0.1% SDS)으로 2
회 세척하고 다시 0.5× wash 용액(0.5× SSC, 0.1% SDS)으
로 68℃에서 15분간 2번 세척하였다. 표지된 지놈 DNA 
프로브가 membrane 상의 표적 지놈 DNA 절편과 hybri-
dization됨을 알아보기 위한 detection 과정은 Roche Diagno-
stics사의 chemiluminescent detection kit를 이용하여 시행

하였다. 즉, membrane을 100 ml의 Blocking solution (buffer 
2)에 넣고 30분 반응한 후 buffer 2에 anti-DIG-AP con-
jugate를 75 mU/ml (1:10000) 첨가하여 희석한 20 ml an-
tibody solution에 membrane을 넣고 30분간 반응시켜서 15
분간 100 ml의 washing buffer로 2회 세척하였다. Mem-
brane을 20 ml의 Detection buffer (buffer 3)에서 2~5분간 

안정화 시키고, 약 1 ml의 기질 (CSPDⓇ)용액을 뿌려 5분
간 상온에서 반응 후 과량의 액을 제거하고 luminescent 
reaction이 일어나도록 37℃ 배양기에서 15분간 반응시

켰다. 이것을 상온에서 X-ray film (Lumi-film chemilumine-
scentⓇ, Roche Diagnostics)에 1~3 시간 노출시켜 결과를 

확인하였다.

세균 지놈 DNA 절편의 핵산염기서열결정
세균 DNA 절편(Ssa21, Spa17 및 Sgo41) 핵산염기서열

은 Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, USA)와 ABI PRISM 310 Genetic 
Analyzer (Applied Biosystems)를 이용하여 결정하였다. 이

들의 핵산염기서열 결정을 위해 ChDC-F (5‘-AAT ACG ACT 
CAC TAT AGG GCG AA-3’)와 ChDC-R (5’-CCT CAC 
TAA AGG GAA CAA AAG C-3’) 프라이머[22]를 사용

하였다.
이들 세균 지놈 DNA 절편 핵산염기서열을 바탕으로 종- 

특이 또는 균주-특이 PCR 프라이머는 PRIMERSECT 프

로그램(Version 8.0, DNASTAR Inc., Madison, WI)을 이

용하여 설계하였으며, 이들의 핵산염기서열 및 예상되는 
PCR 산물의 크기는 Table 2에 정리하였다.

PCR
앞에서 설계된 PCR 프라이머들의 종-특이성을 알아

보기 위하여, 6종 MGS 표준균주(S. sanguinis CCUG 17826T, 
S. parasanguinis CCUG 30417T, S. gordonii CCUG 25608T, 
S. mitis KCTC 3556T, S. oralis CCUG 24891T 및 S. pneu-
moniae CCUG 28588T) 및 각각의 종에 해당하는 37개 임

상균주(4개 참고균주 포함) 지놈 DNA을 주형으로 하여 

PCR을 시행하였다. PCR은 AccuPowerⓇ PCR PreMix (Bioneer, 
Daejeon, Korea)를 이용하여 시행하였다. AccuPowerⓇ PCR 
PreMix에는 5 nmole씩의 4가지 deoxynucleoside triphosphate, 
0.8 mole KCl, 0.2 mole Tris-HCl (pH 9.0), 0.03 mole MgCl2 

그리고, 1 unit Taq DNA polymerase가 들어있다. 여기에 4 
ng의 세균 지놈 DNA와 20 pmoles씩의 forward 및 reverse 
프라이머들을 넣고 PCR을 시행하였다. 이때 PCR은 My-
Genie™ 96 Gradient Thermal Block (Bioneer, Daejeon, 
Korea)을 이용하여 시행하였다. 이 때 PCR 조건은 다음과 
같았다. 초기 변성은 94oC에서 5분간 시행하였고, 변성(94oC, 
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Fig. 1. Composite summary of inverted dot blot hybridization screening. The 96 recombinant plasmid DNAs containing genomic 
DNA fragments derived from type strains of 6 Streptococcus species were hybridized with DIG-labeled genomic DNAs. The 
genomic DNAs were from: (A) S. gordonii CCUG 25608T, (B) S. mitis KCTC 3556T, (C) S. oralis CCUG 24891T, (D) S. 
parasanguinis CCUG 30417T, (E) S. pneumoniae CCUG 28588T, (F) S. sanguinis CCUG 17826T. Sgo (Sgo1-Sgo41), Smi 
(Smi1-Smi59), Sor (Sor1-Sor35), Spa (Spa1-Spa47), Spn (Spn2-Spn32), and Ssa (Ssa1-Ssa39) represent, respectively, recombinant plas-
mids containing genomic DNA fragments corresponding, in order, to the type strains of 6 Streptococcus species described above.

30초), 결합(54, 59 혹은 70oC, 30초) 및 중합(72oC, 30초)의 
세 과정을 30회 반복하고, 추가적인 중합(72oC, 30초)을 

10분간 시행하였다. 
PCR이 끝난 후 20 µl의 반응물 중 2 µl를 1.5% aga-

rose gel과 Tris-acetate buffer (0.04 M Tris-acetate, 0.001 
M EDTA, [pH8.0])를 이용해서 100 V에서 30분간 전기

영동한 후, ethidium bromide로 염색하여 UV로 발색시켜 

PCR 산물의 크기를 확인하였다.

결 과

S. gordonii CCUG 25608T (Sgo1-Sgo41), S. mitis KCTC 
3556T (Smi1-Smi59), S. parasanguinis CCUG 30417T (Spa12- 
Spa47), S. pneumoniae CCUG 28588T (Spn2-Spn32), S. 
sanguinis CCUG 17826T (Ssa1-Ssa39) 및 S. oralis CCUG 
24891T (Sor1-Spa35) 유래 지놈 HiindIII 제한효소 DNA 
절편이 들어있는 재조합 플라스미드들 각 균주당 16개
씩을 선정하였다(Fig. 1). 선정 기준은 DNA 절편 크기가 

0.5-2 kbp 이내인 것으로 하였다(data not shown). IDBH 
법에 의해 Ssa21, Spa17 및 Sgo41 DNA 절편이 각각 S. 
sanguinis, S. parasanguinis 및 S. gordonii에 대하여 종-특
이성이 있는 것으로 검색되었다(Fig. 1). 종-특이 PCR 
프라이머를 설계하기 위하여 이들 3가지 DNA 절편 핵

산염기서열을 결정한 결과, 각각 944 bp, 673 bp 및 708 
bp로 구성되었다(data not shown).

앞에서 결정된 3가지 DNA 절편의 핵산염기서열을 바

탕으로 S. sanguinis, S. parasanguinis 및 S. gordonii 종-
특이 PCR 프라이머들(각각 Ssa21-F3/Ssa21-R2, Spa17-F/ 
Spa17-R 및 Sgo41-F1/Sgo41-R1)을 설계하여 본 연구에서 

사용된 6 종 MGS 43 균주들(6개 표준균주 포함)을 대

상으로 PCR를 실시하여 종-특이성을 조사하였다. 그 결

과 모든 PCR 프라이머들은 종-특이적으로 표적 세균 

종의 지놈 DNA에서만 예상했던 크기의 PCR 산물을 증

폭시켰다(Fig. 2).

고 찰 

본 연구 결과 6종 MGS 표준균주들의 HiindIII 제한효

소 지놈 DNA 절편을 IDBH 법으로 각각의 세균 종-특
이 DNA 프로브로 사용할 수 있는지를 검색한 결과 S. 
sanguinis, S. parasanguinis 및 S. gordonii에 대하여 종-특
성이 있을 것으로 생각되는 Ssa21, Spa17 및 Sgo41 DNA 
절편을 얻었다(Fig. 1). IDBH 결과 각각의 표적 세균 종

을 특이적으로 검출할 수 있는 것으로 생각되는 이들 3
가지 DNA 절편의 종-특이성은 6종 MGS 표준균주 지놈 

DNA들을 이용하여 Southern blot hybridization 법으로 검

증하였다(data not shown). 본 연구에서 선택된 Ssa21 및 

Sgo41 DNA 절편들의 핵산염기서열이 암호화하고 있는 

단백질을 blastn 프로그램(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
을 이용하여 검색하였다. 그 결과 Ssa21 핵산염기서열은 S. 
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Fig. 2. Specificity test of the PCR primers, (A) Ssa21-F3/ 
Ssa21-R2, (B) Spa17-F/Spa17-R, and (C) Sgo41-F1/Sgo41- 
R1Sgo41-F1/Sgo41-R1, with 4 ng of each bacterial genomic 
DNA. The PCR reaction products were electrophoresed on 1.5% 
agarose gel. Lanes: S, size marker (100 bp ladder); 1, (-) 
control (DDW); 2, S. sanguinis CCUG 17826T; 3, S. sanguinis 
KCOM 1419; 4, S. sanguinis KCOM 1434; 5, S. sanguinis 
KCOM 1070; 6, S. sanguinis KCOM 1171; 7, S. sanguinis 
KCOM 1192; 8, S. sanguinis KCOM 2688; 9, S. sanguinis 
KCOM 1855; 10, S. sanguinis KCOM 1372; 11, S. sanguinis 
KCOM 1576; 12, S. sanguinis KCOM 1567; 13, S. sanguinis 
KCOM 1014; 14, S. parasanguinis CCUG 30417T; 15, S. 
parasanguinis KCOM 1294; 16, S. parasanguinis KCOM 
1352; 17, S. parasanguinis KCOM 1359; 18, S. parasanguinis 
KCOM 1366; 19, S. parasanguinis KCOM 1370; 20, S. para-
sanguinis KCOM 1415; 21, S. parasanguinis KCOM 1497; 22, 
S. parasanguinis KCOM 1585; 23, S. gordonii CCUG 33482T; 
24, S. gordonii KCOM 1347; 25, S. gordonii KCOM 1506; 26, 
S. gordonii KCOM 1882; 27, S. gordonii KCOM 1851; 28, S. 
mitis KCTC 3556T; 29, S. mitis KCOM 1350; 30, S. mitis 
KCOM 1295; 31, S. mitis KCOM 1285; 32, S. oralis CCUG 
13229T; 33, S. oralis KCOM 1493; 34, S. oralis KCOM 1505; 
35, S. oralis KCOM 1507; 36, S. oralis KCOM 1518; 37, S. oralis 
KCOM 1577; 38, S. oralis KCOM 1625; 39, S. oralis KCOM 
1848; 40, S. oralis KCCM 41567; 41, S. pneumoniae CCUG 
28588T;42, S. pneumoniae KCCM 40410; 43, S. pneumoniae 
KCCM 41569; 44, S. pneumoniae KCCM 41570

sanguinis SK36 지놈 핵산염기서열(GenBank accession num-
ber, CP000387)의 1,208,082-1,208,922 nt와 95%(896/944) 상

동성을 보였으며, hydrolase (alpha/beta superfamily)의 일부

분을 암호화하고 있었다(data not shown). Sgo41 DNA 절편 

핵산염기서열은 S. gordonii str. Chalis substr. Ch1 균주 

지놈 핵산염기서열(GenBank accession number, CP002843)
의 1,131,650-1,132,341 nt (692 bp)와 95% 상동성이 있었

으며, exfoliative toxin A 전사조절인자(lysR family) 단백

질의 일부분을 암호화하고 있었다(data not shown). Spa17 
DNA 절편 핵산염기서열의 경우 이미 S. parasanguinis CCUG 
30417T (= ATCC 15917T) 지놈 핵산염기서열(GenBank acces-
sion number, CP002843)이 결정되어 보고 되었기 때문에 

GenBank에서 해당 부위를 검색하여 암호화된 단백질을 

찾았다. 그 결과 Spa17 DNA 절편은 S. parasanguinis CCUG 
30417T 지놈 핵산염기서열의 1,059.907-1,060,579 nt에 해

당하였으며, lipid phosphate phophohydrolase 2 family 단

백질 일부분을 암호화하고 있었다(data not shown). 이러한 
결과들은 본 연구에서 클로닝한 3가지 DNA 절편들(Ssa21, 
Spa17 및 Sgo41)이 해당 세균 종을 특이적으로 검출하는 

DNA 프로브로 사용할 수 있다는 것을 의미한다.
Ssa21, Spa17 및 Sgo41 DNA 절편 핵산염기서열을 바

탕으로 각각 설계된 Ssa21-F3/Ssa21-R2, Spa17-F/Spa17-R 및 
Sgo41-F1/Sgo41-R1 프라이머들과 MGS 43 균주 지놈 
DNA를 주형으로 하여 PCR을 시행한 결과 각각 S. sang-
uinis, S. parasanguinis 및 S. gordonii에 대하여 종-특이

성이 있음을 알 수 있었다(Fig. 2). PCR 프라이머를 개발

하기 위해서는 표적 유전자의 핵산염기서열이 필요하다. 본 
연구에서와 같이 세균의 종-특이 PCR의 개발에 있어서 

종-특이 DNA 프로브를 이용하면 세균 종-특이 PCR 프

라이머를 용이하게 개발 할 수 있다. 일반적으로 종-특
이 DNA 프로브를 개발하기 위해서는 후보가 되는 지놈 

DNA 절편을 표지하여 Southern blot 분석을 시행하여 종-
특이성을 검증한다. 즉, 96개의 후보 DNA 프로브를 검증

하기 위해서는 96번의 Southern blot 분석이 필요하다. 하지

만, 본 연구에서 이용된 IDBH 법으로는 6번의 dot blot 
hybridization과 3번의 Southern blot 분석으로 3개 세균 종

에 대한 종-특이 DNA 프로브를 얻을 수 있었다(data not 
shown). 그러므로 IDBH 법은 종-특이 PCR 프라이머의 표

적 유전자가 없을 경우 효과적으로 이용할 수 있는 방법

이라 생각된다. 
PCR 프라이머를 설계하는 여러 원칙들 중에서 5'쪽 보

다는 3'쪽의 일치성이 더욱 중요하다는 것은 잘 알려져 

있다[23]. 이러한 원칙은 Song 등[24]이 시행한 연구 결과

에서도 증명되었다. 즉, PCR 프라이머의 3’-말단 마지막 

염기서열이 주형과 상보적인 경우, 3’-말단에서 2번째 및 
3번째 염기서열이 상보적이지 않아도 100% 상동성이 있

는 것에 비해 결합온도가 각각 약 5oC 및 7oC씩 낮은 온

도에서 PCR 산물이 증폭되었지만, 3’-말단 첫 번째 염

기 하나만이라도 상보적이지 않을 경우 PCR 산물이 증폭

되지 않았다[24]. 본 연구에서 설계된 Ssa21-R 프라이머 3’-
말단에서 5번째 염기서열이 S. sanguinis SK36의 것과 상

이 하였지만, 본 연구에서 사용된 임상균주들의 지놈 DNA 
주형으로부터 예상되는 크기의 PCR 산물이 증폭되었다. 
또한 Sgo41-F1과 Sgo41-R1 프라이머들의 경우 S. gordonii 
str. Chalis substr. Ch1 지놈 핵산염기서열의 3’-말단으로

부터 3번째 및 9번째의 것과 상보적이지 않았지만, 본 연

구에서 사용된 모든 S. gordonii 임상균주 지놈 DNA로부

터 예상되는 크기의 PCR 산물이 증폭되었다. 이러한 결과
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들은 본 연구에서 사용된 S. sanguinis 및 S. sanguinis 임
상균주들 지놈 핵산염기서열들이 Ssa21-R, Sgo41-F1 및 Sgo41- 
R1 프라이머 결합부위 중 3’-말단에서의 상동성이 높았

기 때문인 것으로 생각된다. 
세균 종-특이 PCR 프라이머를 수행하기 위해서는 표적 

유전자 핵산염기서열의 결정이 필수적이다. 현재까지 종- 
특이 PCR 프라이머 개발에 가장 많이 사용되고 있는 

표적 유전자는 16S rDNA이다[11-13]. 하지만 MGS 균종

들처럼 16S rDNA의 상동성이 99% 이상일 경우엔 다른 

표적 유전자를 이용하여야 한다. 본 연구에서 사용된 IDBH 
법은 이럴 경우 유용하게 사용될 수 있다. 본 연구에서 사

용된 일반적인 PCR법보다는 실시간 정량 PCR (real- time 
quantitative PCR, qPCR) 법은 특정 세균 종의 정성적 검

출뿐만 아니라 정량적 검출까지도 가능하다. 그러므로 향 

후 연구에서 Ssa21, Spn17 및 Sgo41 DNA 절편 핵산염

기서열을 바탕으로 각각 S. sanguinis, S. parasanguinis 
및 S. gordonii에 대한 종-특이적 qPCR 프라이머 개발이 

가능할 것이다.
이상의 연구 결과를 종합하면, Ssa21, Spn17 및 Sgo41 

DNA 절편 핵산염기서열을 바탕으로 설계된 Ssa21-F3/Ssa21- 
R2, Spa17-F/Spa17-R 및 Sgo41-F1/Sgo41-R1들은 각각 S. 
sanguinis, S. parasanguinis 및 S. gordonii을 종-특이적으

로 검출할 수 있어, 향 후 이들 3가지 세균 종과 관련된 
구강 및 전신질환 역학 연구에 사용될 수 있을 것으로 

생각된다.
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