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Abstract :A real-time PCR assay using hybridization probe (HybProbe) has been developed to detect Brucella (B.)
melitensis strains. The primer and HybProbe sets were designed based on the gap gene of chromosome I with a specific
single nucleotide polymorphism of B. melitensis. Specificity of the assay was confirmed by comparison to reference
Brucella species and other related strains. In the melting curve analysis, B. melitensis generated a peak at 67oC unlike
those for other Brucella species observed at 61oC. Sensitivity of the assay for B. melitensis ranged from 20 ng to
200 fg of genomic DNA. The ability to identify 94 Mongolian B. melitensis isolates using the real-time PCR assay
was identical to that of classical biotyping methods and differential multiplex PCR. These data showed that this new
molecular technique is a simple and quick method for detecting B. melitensis, which will be important for the control
and prevention of brucellosis.
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서 론

브루셀라병은 세계적으로 소, 개, 돼지를 포함한 야생동물

및 해양 포유류 등 다양한 동물뿐만 아니라 사람에게도 감

염을 유발하는 인수공통전염병이다 [21]. 이 질병은 주로 동

물의 유산 관련 물질이나 생식기 분비물과 접촉하거나, 오염

된 사료의 섭취로 인해 감염되며 암컷의 경우 유산, 불임 등

의 임상 증상이 나타나고 수컷의 경우 고환염 증상을 보인

다. 사람의 경우 파상열, 무기력증 및 관절통 등을 동반한다

[5, 19].

전 세계적으로 발생하고 있으며, 주로 개발도상국과 저개

발국에서 많이 발병되고 [14, 17], 특히 중앙아시아의 시리아

와 몽골에서 발병률이 가장 높은 것으로 알려졌다. 브루셀라

청정국인 프랑스, 미국, 독일에서도 일부 야생동물과 사람으

로부터 Brucella(B.) melitensis와 B. abortus 감염이 종종

보고되고 있다 [8, 11, 22].

브루셀라는 1887년 David Bruce에 의해 사람의 비장에서

처음 분리된 이후, 현재까지 총 10종이 Brucella taxonomy

에 등재되었으며 [23], 이 중 병원성이 가장 강한 B.

melitensis는 염소와 양에서 주로 감염되나, 낙타나 어류 등

다양한 동물에서도 분리 보고되고 있다 [2, 6, 7, 9].

현재, 브루셀라병 진단법으로는 생물학적, 혈청학적, 분자·

유전학적 방법을 사용하고 있다 [7, 15, 16]. 생물학적 방법

에 의해 원인균을 분리·동정하는 것이 가장 좋은 방법이지

만, 균 배양과 감별에 상당한 시간이 요구된다. 혈청학적 진

단법은 2종 이상의 진단법을 병행하여 진단의 정확성을 높
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이고 있지만, 혈청학적 비특이반응이 나타나거나 항생제 치

료 후 항체가 남아 있으면 감염 여부를 구별하기 어려워 사

용에 제한이 있다 [16]. 따라서, 이러한 방법을 보완 및 대

체하기 위해 분자·유전학적 진단 방법 중 특이 유전자를

이용한 PCR 법에 대한 연구가 상당히 많이 이루어졌다. 분

자·유전학적 방법은 생물학적, 혈청학적 방법보다 빨리 정

확한 감염 여부를 판단할 수 있는 장점이 있다. 특히, real-

time PCR 법은 실시간 모니터링을 통해서 감염 여부를 빠르

고 민감하게 진단할 수 있는 장점이 있으며, 그 외 SYBR

green, Taqman probe, hybridization probe(HybProbe) 방식

을 많이 사용하고 있다 [13, 15, 18]. 이 중 HybProbe 방

식은 1차 증폭을 확인한 후 melting curve 분석을 통해 특

이 유전자 SNP(single nucleotide polymorphism)부위와 일

치(matching) 또는 불일치(mismatching) 하는지 변성되는 온

도의 차이로 재차 확인할 수 있으므로 기존 방식보다 더 명

확하게 브루셀라 종 감별을 진단할 수 있는 장점이 있다.

본 연구에서는 특이 SNP를 이용한 HybProbe 방식의

real-time PCR 법을 개발하였으며, 이를 몽골 유래의 야외

B. melitensis 분리주, B. melitensis 표준균주 및 B. melitensis

Rev. 1 백신균주를 통해 입증하였다.

재료 및 방법

공시균주

본 연구에 사용된 균주는 브루셀라 백신균주를 포함한 24

개 표준균주, 유전학적으로 유사한 균주와 혈청학적으로 교

차반응을 일으키는 5개 균주 (Ochrobactrum anthropi,

Escherichia coli O157:H7, Yersinia enterocolitica O:9,

Clostridium perfringens type A, Staphylococcus aureus)와

몽골수의연구소(IVM)로부터 2012~2014년까지 몽골 내 10개

지역(Khentii, Bayan-Ulgii, Uvs, Govi-Altai, Arkhangai,

Baynkhongor, Khovd, Baganuur, Sukhbaabar, Dornod)을

대상으로 염소와 양 및 사람으로부터 분리한 94개의 B.

melitensis 분리주를 이용하였다 (Table 1).

배양 및 DNA 추출

브루셀라 배양을 위해 tryptic-soy agar(TSA; Becton,

Dickinson and Company, USA)와 tryptic-soy broth(TSB)

및 Her 등 [10]이 개발한 브루셀라 배양용 선택배지(modified

Brucella selective medium)에 5% 소 혈청(Gibco, USA)을

첨가한 배지를 사용하였다. 균 배양은 5% CO2 배양기에서

37oC에서 3~4일 동안 배양하였다. 일반 균주는 5% sheep

blood(Hanil Komed, Korea)배지에서 37oC, 1~2일 배양하였

다. 순수 단일 집락을 생물형(biovar) 구분을 위해 classical

biotyping methods로 CO2 배양 요구능, H2S 생산능, urea

분해능, oxidase 반응, 단일 특이성 혈청(A, M, R)과의 응

집반응, 색소 배지(basic fuchsin과 thionin)에서의 배양능 및

파지 용해능(Tbilisi, Weybridge, Izatnagar, R/C)을 알아보고

종(species) 구분을 위해 브루셀라 종 감별 multiplex-PCR을

이용해 균을 동정하였다 [12, 16].

균주의 genomic DNA는 blood & tissue kit(Qiagen,

Germany)를 이용하여 추출한 뒤 −20oC에서 보관하며 사용

하였다.

Real-time PCR probe 제작 및 조건설정

B. melitensis chromosome I의 gap gene(accession no.

CP007763)을 CLC Main Workbench software ver. 6.0

(Insilicogen, Denmark)을 이용하여 10종의 브루셀라 염기서

열과 비교 분석하였다. 이 분석을 통해 B. melitensis chro-

mosome I의 염기서열 320931번 위치에서 thymine이

cytosine으로 변환된 특이 SNP 부위를 확인하였다. 이를 토

Table 1. The specificity of the real-time PCR for the bacteria
strains used in this study

Strains
Reference 
Number

Real-time
PCR

Brucella species

B. abortus bv. 1 544 ATCC 23448 –

B. abortus bv. 2 86/8/59 ATCC 23449 –

B. abortus bv. 3 Tulya ATCC 23450 –

B. abortus bv. 4 292 ATCC 23451 –

B. abortus bv. 5 B3196 ATCC 23452 –

B. abortus bv. 6 870 ATCC 23453 –

B. abortus bv. 9 C68 ATCC 23455 –

B. abortus RB51 – –

B. abortus S19 – –

B. canis RM6/66 ATCC 23365 –

B. suis bv. 1 1330 ATCC 23444 –

B. suis bv. 2 Thomsen ATCC 23445 –

B. suis bv. 3 686 ATCC 23446 –

B. suis bv. 4 40 ATCC 23447 –

B. suis bv. 5 513 NCTC 11996 –

B. ovis 63/290 ATCC 25840 –

B. neotomae 5K33 ATCC 23459 –

B. melitensis bv. 1 16M ATCC 23456 +

B. melitensis bv. 2 63/9 ATCC 23457 +

B. melitensis bv. 3 Ether ATCC 23458 +

B. ceti B1/94 NCTC 12891 –

B. pinnipedialis B2/94 NCTC 12890 –

B. microti CCM4915 BCCN 07-01 –

B. inopinata B01 BCCN 09-01 –

B. melitensis 77 Field strains +

B. melitensis Rev. 1 17 Field strains +

Non-Brucella organisms

Ochrobactrum anthropi Field strain –

Escherichia coli O157:H7 Field strain –

Yersinia enterocolitica O:9 NCTC 11174 –

Clostridium perfringens type A ATCC 13124 –

Staphylococcus aureus Field strain –
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대로, primer와 probe를 다음과 같이 설계하였으며, 증폭 산

물은 148 bp였다.

Forward: 5'-ATCTCCAACGCTTCGTGTA-3'

Reverse: 5'-AGAGATCCTTGTGCATGGT-3'

Sensor probe: 5'-GGATCGTGGTCATAAAGCCCTT-3'

Anchor probe: 5'-CGATACCGATAGTATCGTTGAGAAC

CTGAG-3'

Real-time PCR 반응은 5 × genotyping master mix 4.0

µL, 각 primer(10 pmol) 0.5 µL, 각 probe(10 pmol) 0.5 µL,

distilled water 12.0 µL, DNA 2.0 µL를 혼합하여 96-well

plate에 분주하였다. 그리고, plate 속 bubble을 제거하기 위

해 원심분리기로 2,400 × g에서 2분간 원심분리한 후, real-

time PCR기기(Roche Diagnostic, Germany)로 증폭하였다.

Real-time PCR 조건은 95oC-5분 이후, 95oC-10초, 61oC-15

초, 68oC-15초로 45회 반복하여 증폭한 다음 40oC에서

80oC까지 30초 동안 온도를 상승시키면서 증폭 산물의

melting curve를 분석하고 모니터링 하였다.

Real-time PCR의 특이도 및 민감도 분석

10종의 브루셀라 표준균주 22개 균주와 백신균주 2개 균

주 및 혈청학적, 유전학적으로 관련된 일반 세균에 대하여

HybProbe를 이용한 real-time PCR 진단법의 특이성을 분석

하였다. 그리고, B. melitensis 검출 한계를 조사하기 위해

NanoDrop ND-1000 UV/VIS spectrophotometer(NanoDrop,

USA)를 이용하여 genomic DNA 농도를 측정한 다음 20

ng~2 fg까지 십진법으로 희석하여 사용하였다. 또한, 몽골 유

래 B. melitensis 분리주 94개 균주를 real-time PCR assay

의 진단 효율성 측정을 위해 사용하였다.

결 과

브루셀라 동정

몽골의 B. melitensis 분리주는 classical biotyping methods

에 의해서 94개 균주 모두 B. melitensis로 확인되었으며 그

중 biovar 1이 67개 균주, biovar 3이 10개 균주이며,

biovar 2는 관찰되지 않았다. 나머지 17개 균주는 thionin과

basic fuchsin 색소배지에서 자라지 않아 B. melitensis

Rev.1 백신주로 확인되었다(Table 2 and 3). 브루셀라 종 감

별을 multiplex-PCR로 확인한 결과 94개 균주 중 77개 균

주가 B. melitensis로 확인되었으며 17개 균주는 B.

melitensis Rev. 1 백신균주로 확인되었다 (Fig. 1).

이상의 생물학적 방법과 유전학적 진단법의 결과를 바탕

으로 몽골 유래 94개 B. melitensis 분리주는 biovar 1이

67개 균주, biovar 3이 10개 균주, Rev. 1이 17개 균주로

확인되었다.

Real-time PCR의 특이도 및 민감도 확인

브루셀라 표준균주 및 브루셀라 균주와 유전학적으로 유

사하거나, 혈청학적으로 교차반응하는 일반 균주를 대상으로

특이도를 조사한 결과, 10종의 브루셀라 중 B. melitensis 표

준균주와 백신균주를 선택적으로 증폭하는 것으로 확인되었

으며 나머지 Brucella 종은 21 cycles 전후에서 0.2 이하의

매우 낮은 형광(fluorescence)값에서 signal이 관찰되었다

(Fig. 2).

B. melitensis에 특이적인 것인지 확인하기 위해 melting

peak를 분석한 결과 B. melitensis biovar 1, 2, 3 표준균주

와 백신균주 Rev. 1은 melting peak가 68oC로 확인된 반면,

그 외 Brucella 종은 61oC로 확인되었다.

이와 같은 온도 차이는 SNP 부위와 100% 일치하는 증폭

산물과 불일치하는 증폭 산물의 차이에 의한 것으로 B.

melitensis에 특이적으로 증폭하였음을 보여준다. 몽골 유래

94개 분리주는 real-time PCR에서 모두 B. melitensis로 동

정되었다(data not shown).

한편, 민감도의 경우 B. melitensis genomic DNA을 십진

법으로 희석하여 검출 한계를 조사한 결과 200 fg까지 검출

가능한 것으로 나타났으며 이 때 CT(cycle threshold value)

값은 12에서 33까지로 확인되었다 (Fig. 3).

Fig. 1. Multiplex-PCR results for representative field strains isolated from Mongolia. Lane M, 100-ladder; lane 1, Brucella (B.)
abortus; lane 2, B. abortus RB51; lane 3, B. abortus S19; lane 4, B. canis; lane 5, B. suis; lane 6, B. ovis; lane 7, B. neotomae;
lane 8, B. melitensis; lane 9, B. melitensis Rev. 1; lane 10, B. ceti; lane 11, B. microti; lane 12, B. pinnipedialis; lane 13, B.
inopinata; lane 14-20, B. melitensis and B. melitensis Rev. 1 isolates.
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고 찰

몽골은 2000년 이후 전 농장을 대상으로 소에 B. abortus

S19를, 염소와 양에 B. melitensis Rev. 1 백신 접종프로그

램을 시행하고 있다 [24]. 그런데도 몽골은 전통적인 방목

형태로 여러 축종이 서로 혼합 사육되고 있어 축종 간에도

감염 전파가 쉽게 일어나며, 사람도 감염된 가축에서 생산된

유제품을 멸균하지 않고 섭취하거나 직접 유산된 개체와의

접촉이 쉬워 브루셀라 발생률이 높은 국가로 보고되고 있다

[17].

현재 몽골에서는 주로 B. abortus와 B. melitensis가 분리

되는 것으로 알려졌으며, 이 중 B. melitensis는 브루셀라 균

주 중 병원성이 가장 강하다. 본 연구에서는 병원성이 높은

B. melitensis를 신속하고 특이적으로 검출하고자 기존에 특

이적인 SNP가 있는 부위로 알려진 gap gene을 분석하여

이를 이용한 HybProbe 방식의 real-time PCR 법을 개발하

였다. HybProbe 방식은 특이도와 민감도가 매우 높은 것으

로 알려졌으며 melting curve 분석을 통해 증폭 산물의 특

이성을 재확인할 수 있는 장점이 있다.

HybProbe 방식의 real-time PCR법은 기존에 보고된

Table 2. Identification of species of Brucella isolates by the classical biotyping methods

Disvision Species
Number
of strains

Oxidase Urease

Phage lysis

Tb
RTD

104Tb
RTD

Wb
RTD

Iz1
RTD

R/C
RTD

Isolates B. melitensis 94 + + – – – + –

Reference strain B. melitensis* 1 + + – – – + –

*Strain: 16M (ATCC 23356). Tb: Tbilisi, RTD: routine test dilution, Wb: Weybridge, Iz
1:
 Izatnagar1.

Table 3. Identification of the biovars of Brucella isolates by the classical biotyping methods

Disvision Species Biovars
Number of 
strains

CO2 H2S

Growth on dye*
Agglutination with
monospecific sera

Thionin
Basic
fushin

A M R

Isolates B. melitensis

1 67 – – + + – + –

3 10 – – + + + + –

Rev.1 17 – – – – – + –

Reference 
strains

B. melitensis

1 1 – – + + – + –

2 1 – – + + + – –

3 1 – – + + + + –

*Dye concentration in serum dextrose medium: 20 µg/mL.

Fig. 2. Specific differentiation of between B. melitensis and
other Brucella species by the real-time PCR assay using
hybridization probe (HybProbe). (A) Amplification curves.
(B) Melting peaks.

Fig. 3. Sensitive of real-time PCR assay using HybProbe B.
melitensis DNA was diluted from 20 ng to 2 fg by 10-fold
serial dilution method.
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BMEI1162(accession no. NC_003317) 부위의 IS711 삽입

부분을 이용한 Taqman probe 방식의 real-time PCR법에서

형광 한계치가 표준편차보다 낮게 나타났을 때 음성으로 인

식하는 것과 [18], FRET와 Taqman probe를 활용하여 각각

CT값과 Tm으로 B. melitensis를 검출하는 것보다 특이도가

높은 것을 확인할 수 있었다 [4, 20]. 브루셀라 종 동정에

사용되는 16S rRNA 부위의 gene을 이용한 PCR 법에서

비특이반응을 일으키는 Ochrobactrum anthropi, Stapylococcus

aureus, Klebsiella spp., Acinatobacter spp. [1]와의 감별은

물론, 특이 SNP를 통해 유전학적 유사도가 상당히 높은

Brucella spp. 내에서도 B. melitensis만을 특이적으로 검출할

수 있었다. 현재까지 B. melitensis만 특이적으로 검출할 수

있는 일반 PCR 진단법은 보고되지 않고 있다.

HybProbe를 이용한 real-time PCR 법은 DNA 200 fg까

지 검출할 수 있어서 Probert 등 [18]과 Redkar 등 [20]이

보고한 150 fg, 250 fg과 유사한 수준을 보였으나, Bounaadja

등 [4]이 수행한 IS711, bcsp31, per gene 부위에서 검출한

2~20 fg보다는 10배 이상 낮았고, Bogdanovich 등 [3]이 보

고한 검출 한계 범위 2000 fg보다는 높았다. 또한 기존 real-

time PCR과 비교해 보았을 때 낮은 형광 한계치에 대하여

melting curve로 증폭 여부를 확인할 수 있으며 melting 온도

에 따라 특이적인 증폭 산물을 확인할 수 있는 장점이 있다.

그러므로 본 연구를 통해 SNP를 이용한 real-time PCR

진단법은 신속, 정확하게 병원성이 높은 B. melitensis를 검

출할 수 있어서 살아 있는 브루셀라 균을 직접 다루어야 하

거나 숙련도가 높은 연구진을 필요로 하는 경우에 비해 효

과적인 진단법으로 활용할 수 있을 것으로 여겨진다. 이러한

기법의 응용은 브루셀라가 간헐적으로 나타나는 농장 또는

지역에 대한 관리와 조사에 큰 도움이 될 뿐만 아니라, 질병

전파 및 확산을 통제하는데 크게 기여할 것으로 생각된다.

또한, 특정 브루셀라 균 진단은 브루셀라 역학 연구에도 본

질적으로 중요한 역할을 할 것으로 본다.
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