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Abstract

The economic impact of swine mycoplasma infection is high. An accurate diagnosis is often difficult 
and time consuming. We report the development and validation of an effective multiplex polymerase 
chain reaction (PCR) assay that detects Mycoplasma (M.) hyopneumoniae and M. hyorhinis. The multi 
detection of M. hyopneumoniae and M. hyorhinis primer set were employed to detect mycoplasma spe-
cies and typing of the species was performed on the basis of sequence analysis of the PCR product. 
The target nucleic acid fragments were specifically amplified by M. hyopneumoniae and M. hyorhinis 
PCR with 16S ribosomal DNA primers. Single and mixed Mycoplasma species DNA templates were 
used to evaluate the specificity of the multiplex assay. The corresponding specific DNA products were 
amplified for each pathogen. The multiplex PCR assay provides a novel tool for simultaneous detection 
and differentiation of M. hyopneumoniae and M. hyorhinis.
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서    론

  Mycoplasma 세균과 같이 인공배양이 가능한 미생

물중 세포벽을 가지지 않는 세균들을 Molicutes로 분

류하는데(Razin 등, 1998), 직경이 0.2∼2 m로 작아 

세포배양용 배지 여과에 사용되는 0.22∼0.45 m의 

필터를 통과할 수 있는 매우 작은 크기로, Molicutes 
중 가장 잘 알려진 것이 Mycoplasma이다(Hay 등, 
1989). 돼지 Mycoplasma성 폐렴은 돼지에서 발생하는 

세균성 호흡기 질병 중 가장 흔하게 관찰되는 질병으

로서 발병률이 매우 높고 경제적 손실도 큰 것으로 

보고되었다(Lee 등, 2003). 특히 국내는 계절별 온도, 
습도 등의 기후변화가 심하고 농장의 다두 집약사육

으로 인해 호흡기의 만성 혼합감염이 발생하고 있으

며 이에 따른 사료효율의 저하와 발육 불량 등 양돈

경영에 경제적 큰 손실을 입히고 있다(Hayflick, 
1965). 양돈 농가에 막대한 경제적 손실을 입히는 돼

지유행성폐렴의 원인체로 알려진 M. hyopneumoniae 
는 돼지에서 만성 기관지폐렴을 일으키는 원인체로 

전세게적으로 발생되고 있으며 돼지의 생산성을 저

하시키는 중요한 병원체로 알려져 있다. M. hyopneu-
moniae는 폐 상피세포의 섬모부분에 부착하여 섬모
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Table 1. Components of culture medium used at the Mycoplasma 
hyopneumoniae and Mycoplasma hyorhinis cultivation

Components Source Dose

PPLO broth BD Difco  8.7 g
Brain heart infusion broth Oxoid  8.2 g
HBSS (X10) Sigma   50 mL
2% Thallium acetate Sigma  5.5 mL
Phenol red Difco  4.5 mL
Yeast extract Duchefa   60 mL
Horse serum Sigma 100 mL
Porcine serum Sigma 100 mL
Glucose solution Gibco   60 g
Ampicillin Sigma     6 g
Distilled water - 750 mL

정체와 섬모소실을 일으켜 상피세포 손상의 원인이 

되며 이러한 손상으로 인하여 다른 병원체에 의한 2
차 감염을 유발할 수 있다(Taylor-Robinson, 1996). M. 
hyorhinis는 돼지의 호흡기 점막에 흔하게 존재하는 

원인체로 발병율은 매우 높지만 치사율은 낮은 질병

이며, 카타르성 기관지폐렴과 간질성 폐렴에 관련이 

있는 2차적인 빌병요인으로 알려져 있다(Schilman 등, 
1970). 또한 porcine reproductive and respiratory syn-
drom (PRRS) 진단 시에도 함께 분리가 되기도 한다

(Kobayashi 등, 1996). M. hyorhinis는 돼지의 상부 호

흡기 기관과 편도에서 분리가 잘 되며, 늑막염, 복막

염, 심막염, 다발성 장막염, 다발성 관절염을 유발하

며, 성장 지연, 사료 효율 저하, 염증 반응 유발, 면역

반응 억제와 다른 전염성 질병의 감수성을 높여 경제

적인 손실을 일으키는 질병이다(Friis 등, 1994). 수의

학적 측면에서 돼지 mycoplasma 폐렴(mycoplasma 
pneumonia of swine; MPS)은 전세계적으로 발생되고 

있으며 돼지를 생산하는 거의 모든 나라에서 생산성

을 저하시키는 중요한 인자로서 그원인체인 M. hy-
opneumoniae는 세균 감염 여부를 신속히 진단하는 것

은 경제적 측면이나 질병 관리측면에서 매우 중요하

다(Lee 등, 2003). 현재 Mycoplasma 감염 여부를 확인

하기 위한 방법 중 국가검정 동물용의약품 검정기준

에 세균시험의 일부로 직접배양법을 이용한 myco-
plasma부정시험법을 적용하고 있다(Hopert 등, 1993). 
직접배양법은 시간이 많이 소요될 뿐만 아니라, 분리

배지의 조성, 시료의 특성 및 배양조건 등 많은 요인

에 의해 영향을 받을 수 있다는 단점이 있다(Hopert 
등, 1993; Tang 등, 2000). 따라서 최근에는 신속한 

Mycoplasma 진단 방법으로 특이 병원체 염기서열 부

위를 검출하는 polymerase chain reaction (PCR) 방법

이 보고되고 있다(Harasawa 등, 1993; Tang 등, 2000). 
그러나 기존의 Mycoplasma 세균을 검출하기 위한 

PCR 방법들은 대부분 한 종을 검출하는데 그치고 있

어 돼지유행성폐렴과 같이 여러 종의 Mycoplasma 세
균들이 감염될 확률이 있는 경우에 다른 primer 세트

를 이용하여 여러 번의 PCR 분석을 수행해야 하는 

불편이 있다. Mycoplasma 속 세균의 감염이나 오염 

여부를 신속하게 한 번의 작업으로 검출할 수 있는 

기술이 필요하다(Spaepen 등, 1992).
  최근에는 Mycoplasma species의 여러 유전자들의 

염기 배열이 밝혀지고, 목적하는 부분의 DNA만을 선

택적으로 시험관내에서 대량으로 증폭시킬 수 있는 

polymerase chain reaction (PCR) 방법이 개발되었다. 

하지만 돼지유행성폐렴의 병원체를 동시에 여러 질

병 원인체를 검출할 수 있는 multiplex PCR에 관한 

보고는 없다. 따라서 본 연구는 돼지유행성폐렴의 병

원체인 M. hyopneumoniae와 M. hyorhinis에 특이적인 

영역을 검출할 수 있고, 신속하게 동시에 감별진단할 

수 있는 multiplex PCR을 개발하고자 계획되었다.

재료 및 방법

사용균주 및 배양

  본 연구에 사용된 균주는 American Type Cell 
Culture (ATCC)로부터 M. hyopneumoniae (ATCC, 
25934), M. hyorhinis (ATCC, 27717), Helicobacter py-
lori (ATCC, 43504), Salmonella gallinarum (ATCC, 
9184)을 구입하여 사용하였다. Helicobacter pylori는 

10% calf serum이 첨가된 브루셀라 한천배지에 접종 

후, 10% CO2 및 100% 습도가 유지되는 37oC in-
cubator에서 3일간 배양 하여 사용하였고, Salmonella 
gallinarum는 LB 배지에 접종 후, 100% 습도가 유지

되는 37oC incubator에서 3일간 배양하여 사용하였으

며, M. hyopneumoniae와 M. hyorhinis는 Friis 배지

(Table 1)를 이용하여 37oC에서 5% CO2 함유 incuba-
tor에서 14일 동안 배양하여 사용하였다(Friis, 1975).

Genomic DNA의 분리

  배양한 각각의 Mycoplasma 균주들과 Helicobacter 
pylori 및 Salmonella gallinarum의 DNA 추출은 
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Table 2. Primer sets used in this study

Primer set Primer Nucleotide sequence (5' → 3')
Reaction condition

Product size
Denaturation Annealing Extension Cycles

Primer 1 set* F AGA TCT TAG TCA AAG TGC CCG T

94oC, 1 min 60oC, 1 min 72oC, 1 min 30

264 bp
R TCT GCC TTG GTA TGA CTG GAT C

Primer 2 set* F ACT TCG GAG ACC ATT GCC TAA G 160 bp
R AAA GCT CTC AAA AAC TAG ACA CGA A

*Primer 1 set: Mycoplasma hyopneumoniae, Primer 2 set: Mycoplasma hyorhinis.

AccuPrepⓇ genomic DNA extraction kit (Bioneer Co., 
Daejeon, Korea)를 사용하였다 (Kim 등, 2010). 배양된 

균주들을 13,000 g에서 30분 동안 원심분리하여 얻은 

펠렛 검체를 1 mL 멸균 증류수가 들어있는 Mini- 
Bead Beater (Biospec product) 전용 2 mL 튜브에 무균 

채취하여 세절한 후 멸균 3차 증류수에 부유시킨 

glass bead (0.1 mm size, Biospec product) 200 L와 

phenol-chlorform-isoamyl alcohol 용액(50:49:1(v/v/v)) 
200 L를 넣어 Mini-Bead Beater (Biospec product)로 

30초간 5,000 rpm으로 진탕하였다. 진탕 후 4oC에서 

12,000 rpm으로 15분간 원심분리한 후 상층액을 멸균 

2 mL 튜브에 옮겼다. 3 M 초산나트륨(sodium acetate) 
10 L와 ice-cold 에탄올 250 L를 넣어 -20oC에서 10
분간 정체시킨 후, 15,000 rpm으로 15분간 원심분리 

하였다. 침전물은 70% 알코올로 세척하여 실온에서 

건조시키고 Tris EDTA (pH 8.0) 60 L에 용해시켜 실

험에 사용하였다.

종 특이적 프라이머의 개발

  Mycoplasma universal primers는 유전자 변이가 거

의 없는 것으로 알려진 16S rRNA 유전자의 특이적 

부분을 증폭시킬 수 있는 유전자로 본 연구에서 신규 

디자인하였으며 사용되어진 primer는 Bioneer (Daejeon, 
Korea)에 합성을 의뢰하여 consensus primer 세트와 

M. hyopneumoniae 및 M. hyorhinis primer 세트를 제조

하였다(Table 2). 또한 분석한 결과를 NCBI의 blast 
search (http://ncbi.nlm.nih.gov/)의 표적 유전자 염기서

열과의 비교하여 확인하였다.
  PCR 반응은 DNA thermal cycler (PTC-100 Thermo-
cycler; MJ Research, USA)를 이용하여 반응을 실시하

였다. PCR을 위한 반응시약의 조성은 1 L forward 
및 reverse primer (10 pmol/L), 2.5 L 10× reaction 
buffer, 500 M deoxy nucleotide, 1.5 U Taq polymer-
ase를 각각 넣고, 총 반응량이 25 L이 되도록 멸균

된 증류수를 첨가하여 Table 2와 같은 조건으로 PCR 
반응을 실시하였다.

PCR 프라이머의 특이도

  개발한 프라이머의 특이도(specificity)를 확인하기 

위해, M. hyopneumoniae (ATCC, 25934), M. hyorhinis 
(ATCC, 27717)를 제작한 최적화 배양 배지를 이용하

여 37oC에서 5% CO2 함유 incubator에서 14일간 배양

하여 사용하였고 음성 대조 균주로는 consensus prime
에 반응하지 않는 Helicobacter pylori (ATCC, 43504), 
Salmonella gallinarum (ATCC, 9184)를 사용하였으며, 
앞에서 언급한 PCR 반응조건으로 PCR을 실시하여 

각각의 PCR 반응의 특이성을 확인하였다.

PCR 프라이머의 민감도

  개발한 프라이머의 민감도(sensitivity)를 확인하기 

위해 M. hyopneumoniae (ATCC, 25934), M. hyorhinis 
(ATCC, 27717), M. pulmonis (ATCC, 19612)를 제작한 

최적화 배양 배지를 이용하여 37oC에서 5% CO2 함유 

incubator에서 14일간 배양하여 사용하였다. Mycopla-
sma 균주를 DNA추출하여 Spectrophotometer를 이용

하여 DNA 정량을 한 후, 단계 희석하여 순수분리된 

M. hyopneumoniae DNA와 M. hyorhinis DNA을 104, 
103, 102, 10 및 1 pg의 농도로 M. hyopneumoniae DNA
와 M. hyorhinis DNA을 정량하여 각각의 PCR을 수행

하였다.

결    과

마이코플라즈마 배양 확인

  본 연구에 사용된 Mycoplasma는 제작한 최적화 배
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Fig. 1. Specificity of the developed multiplex polymerase chain 
reaction. Lane M: DNA marker (100 bp DNA ladder), 1:Helicobacter 
pylori, 2: M. hyopneumoniae, 3: M. hyorhinis, 4: M. hyopneumoniae + 
M. hyorhinis.

Table 3. Detection limit of M. hyopneumoniae and M. hyorhinis
by the multiplex polymerase chain reaction

Strain
Template DNA (pg)

104 103 102 10 1

M. hyopneumoniae +++ ++ + + -
M. hyorhinis +++ +++ ++ + -

+++: Strong reaction, ++: moderate, +: mild, -: No reaction.

Fig. 2. Detection limit of Mycoplasma hyopneumoniae by the de-
veloped mutiplex PCR. Lane M: DNA marker (100 bp DNA ladder), 
1; 104 pg DNA of M. hyopneumoniae, 2; 103 pg DNA of M. hyopneu-
moniae, 3; 102 pg DNA of M. hyopneumoniae, 4; 10 pg DNA of M. 
hyopneumoniae, 5; 1 pg DNA of M. hyopneumoniae.

Fig. 3. Detection limit of Mycoplasma hyorhinis by the developed 
mutiplex PCR. Lane M: DNA marker (100 bp DNA ladder), 1; 104 pg 
DNA of M. hyorhinis, 2; 103 pg DNA of M. hyorhinis, 3; 102 pg DNA 
of M. hyorhinis, 4; 10 pg DNA of M. hyorhinis, 5; 1 pg DNA of M. 
hyorhinis.

지를 이용하여 37oC에서 5% CO2 함유 incubator에서 

14일 동안 배양하고, 배지의 색깔이 붉은색에서 노란

색으로 변하면 Mycoplasma가 자란 것으로 추정하고, 
색깔이 변한 최대희석 배수의 역지수를 색깔변화단

위(Color Change Unit; CCU)를 관찰하였다.

종 특이적 프라이머 개발 확인

  개발한 Mycoplasma의 다중 검출 프라이머 세트를 

확인하기 위해 PCR Primer 1 set (Mycoplasma hy-
opneumoniae)와 Primer 2 set (Mycoplasma hyorhinis)를 

95oC에서 1분간 pre-denaturation을 실시 한 후 95oC에

서 1 분, 60oC에서 1분, 72oC에서 1분을 30 주기로 시

행하고 마지막으로 72oC에서 1분간 post-polymer-
ization을 실시하여 나온 PCR 증폭 산물은 1.5% agar-
ose에 넣고 100 volt에서 20분간 전기영동하여 ethi-
dium bromide로 염색한 후 Gel-Documentation system 
(Uvitec cambridge, EEC)을 이용하여 Mycoplasma 특이 

밴드의 유무를 확인하였다. Primer 1 set (Mycoplasma 
hyopneumoniae)를 이용하여 DNA를 증폭 하였을 때 

264 bp에서 밴드를 확인하였고, Primer 2 set (Myco-

plasma hyorhinis)를 이용하여 DNA를 PCR 증폭한 결

과 160 bp에서 밴드를 확인하였다(Fig. 1).

PCR 프라이머의 특이도

  2개의 primer set의 DNA를 PCR 증폭하여 특이도

(specificity)를 확인한 결과, M. hyopneumoniae, M. hy-
orhinis DNA 샘플에만 특이적으로 반응하였고 음성

대조균주인 Helicobacter pylori, Salmonella gallinarum 
DNA 샘플에서는 반응하지 않았음을 확인하였다(Fig. 1).

PCR 프라이머의 민감도

  특이도와 같이 2개의 primer set의 DNA를 PCR 증
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폭하여 민감도(sensitivity)를 확인한 결과, M. hyopneu-
moniae DNA의 농도 1, 10, 102, 103, 104 pg으로 높을

수록 민감도가 높아짐을 확인할 수 있었다(Table 
3)(Fig. 2). M. hyorhinis DNA의 농도 1, 10, 102, 103, 
104 pg으로 높을수록 민감도가 높아짐을 확인할 수 

있었다(Table 3)(Fig. 3).

고    찰

  Mycoplasma 세균은 사람과 동물의 호흡기나 생식

기 등의 각종 장기에 상주하며 심각한 질병을 일으키

는데, 특히 돼지에서는 폐렴에 의한 사망을 유발하여 

농축산 산업에 막대한 손실을 초래할 수 있는 병원체

이다(Razin 등, 1998). 이러한 Mycoplasma 세균은 항

생물질에 내성이 있고 크기가 0.15∼0.8 m 정도이기 

때문에 여과멸균에 의하여 제거되지 않으며, 형태학

적으로도 다형적(pleomorphic)특성이 있어 광학현미

경을 이용한 관찰이 어렵다(Hay 등, 1989). 현재 각종 

세포배양과 동물에 오염된 Mycoplasma 세균을 검출

하기 위한 많은 PCR 기법 및 시판키트가 개발되어 

실용화 되고 있다(Harasawa 등, 1993; Hu 등, 1995). 
본 연구에서는 M. hyopneumoniae 및 M. hyorhinis에 

각각 특이적인 primer 세트를 개발한 후 이들 primer 
세트가 같은 PCR 반응 조건에서 동시에 반응하는지

를 확인하였다. PCR 진단은 병원체를 민감하게 검출

할 수 있는 방법으로 많이 이용되고 있으나 병원체 

종류별로 각각의 검사가 이루어져야 한다(Wong-Lee
와 Lovett, 1993). 본 연구에서는 돼지유행성폐렴의 원

인체로 알려진 M. hyopneumoniae와 M. hyorhinis를 동

시에 감별진단할 수 있는 multiplex PCR을 개발하여 

각각에 특이적인 증폭산물을 확인하였다. 일반적으로 

세포배양에 오염된 Mycoplasma 검출 PCR기법의 민

감도는 104 cfu/mL의 검출한계를 보인다고 알려져 왔

으나(Spaepen 등, 1992; Tang 등, 2000; Toji 등, 1998), 
최근에는 DNA 추출방법, nested PCR법, hot-start Taq 
DNA polymerase 사용으로 검출한계가 1∼100 cfu/mL
과 유사한 민감도를 보인다고 보고하고 있다(Sasaki 
등, 1996; Tang 등, 2000; Eldering 등, 2004). 본 연구

에서는 M. hyopneumoniae와 M. hyorhinis의 민감도는 

DNA의 농도 1, 10, 102, 103, 104 pg으로, 기존의 

Mycoplasma 검출 연구결과들과 비교해 볼 때 높은 

민감도를 확인하였다.
  본 연구를 통하여 개발된 multiplex PCR은 양돈 농

가에 큰 피해를 입히는 돼지유행성폐렴의 원인체 M. 
hyopneumoniae와 M. hyorhinis를 한 번의 검사를 통하

여 동시에 감별진단하는 데 이용될 수 있다. 
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