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요약문

Acholeplasma laidlawii는 세포벽이 결여된 작은 박테리아인

Acholeplasmataceae과, Acholeplasma 속으로 분류된다. 비록 그 생물학적 중요

성이 확인되지 않았지만, 일부 Acholeplasma spp.는 해양생물을 포함한 여러 식

물과 동물을 숙주로 하여 서식한다고 보고되어 있다. 지금까지, Acholeplasma

spp.에 대한 어류에서의 병원성이 보고된 사례가 없으나, Acholeplasma spp.에

의한 체표궤양 동반 염증반응은 어류도 A. laidlawii에 감염되어 유사한 증상을

일으킬 수 있음을 암시한다.

본 연구에서는 A. laidlawii 배양에 필요한 최적 배지조성을 탐색하였고,

GenBank에 등록된 다른 Acholeplasma spp.의 염기서열을 참고하여 제작한

primer를 사용하여 A. laidlawii의 16S rDNA 부분 염기서열을 클로닝 하였다. 개

발한 PPLO broth 배지에서 A. laidlawii를 배양하며 매 6시간 마다 600 nm의 흡

광도를 측정하여 생장곡선을 작성하였고, A. laidlawii 생장의 정지기가 OD600 값

이 약 0.6～0.7정도일 때에 시작되는 것을 확인하였다. Loop-mediated isothermal

amplification (LAMP) PCR은 핵산 검출에 있어 간단, 신속할 뿐 아니라, 매우

높은 감도와 특이성을 갖는 분석방법이다. PrimerExplorerV4 software를 사용하

여 LAMP PCR을 위한 internal (FIP, BIP), external (F3, B3), 그리고 Loop

(LF, LB) primer를 제작한 후, A. laidlawii 검출을 위한 conventional 및 LAMP

PCR법을 개발하였고, 두 방법 간의 효율을 비교하였다.
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Summary

Acholeplasma laidlawii is a small bacterium, categorized into Family

Acholeplasmataceae, Genus Acholeplasma which lacks the cell wall. Even

though the biological importance was not revealed, it was reported that some

bacteria of Acholeplasma spp. habitated in hosts such as plants and animals,

including the marine organisms. So far, no case reported about the virulence

of Acholeplasma spp. infected in fish, but the inflammation accompanying skin

ulcer caused by Acholeplasma implies that the A. laidlawii also may infected

into fish, and assumed to cause similar symptoms.

In this study, the media composition for A. laidlawii culture was developed,

16S rDNA partial nucleotide sequence was cloned using primers designed

from those of the other 11 Acholeplasma spp. registered in GenBank database.

A. laidlawii was cultured in developed PPLO broth media, then, optical

density at 600 nm (OD600) was measured at every 6 hours. The acquired

growth curve confirmed that the stationary phase began when O.D600 is

around 0.6～0.7. Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) PCR is a

simple, rapid, and highly sensitive and specific technique for detection. The

internal (FIP, BIP), external (F3, B3) and Loop (LF, LB) primers for LAMP

PCR were designed using PrimerExplorerV4 software. Also, conventional and

LAMP PCR methods for detection of A. laidlawii were developed, and the

efficiency of those methods were compared.
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1. 서 론

국내 최대 양식넙치 생산지인 제주도에서의 양식넙치 생산량 및 폐사량이

매년 비례하여 증가하고 있으며, 그 요인 중, 폐사원인이 불분명한 사례가 2009

년에 비해 2015에 약 3배가량 높아진 것으로 나타났다(제주어류양식수협 통계자

료). 또한, 출하 가능한 성어크기의 넙치에서도 명확한 원인을 밝힐 수 없는 체표

궤양병으로 인한 폐사가 지속적으로 발생하여 양식 산업에 큰 피해를 주고 있는

상황이다. 이에 따라, 폐사 원인균을 확인하기 위한 연구가 수행되어 그 결과가

보고되었고, 궤양조직으로부터 분리한 미생물이 Mollicutes 강(class),

Acholeplasmatales 목(order), Acholeplasmataceae 과(family), Acholeplasma 속

(genus)의 Acholeplasma laidlawii 이었음이 확인되었다(unpublished report).

A. laidlawii는 Acholeplasma spp.에 속하는 박테리아 중 하나로서, 크기가

0.2 ∼ 0.45 ㎛ 정도로 작고 다양하며 세포벽이 없다. 그 동안, 여러 동물 및 식

물들로부터의 A. laidlawii 감염사례가 보고되어 왔으나(Brown et al., 2011;

Helena et al., 2010; Vladislav et al., 2012), 해양생물에서는 2011년, Mud crab으

로부터 분리하여, 인위감염실험을 통해 A. laidlawii의 병원성을 처음 보고한 이

후(Chen et al., 2011), 지금껏 감염사례가 보고된 바 없다.

폐사어로부터의 원인체 검출은 현미경 검경, 배지도말, conventional PCR법

을 주로 사용하는데, 최근에는 일반 PCR법보다 더 간편하게 현장에서 검출확인

이 가능하게 하는 진단방법을 개발하고 있다. 그 중 POCT(Point of care test)의

일환으로 높은 특이성과 조작의 간편함 때문에 많이 활용되고 있는 하나인

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) PCR 방법(고리매개 등온증폭

법)은 빠른 DNA증폭을 가능하게 하는 간단한 기술이며, 활성화된 중합효소가

일정한 단일온도에서 표적 DNA 특이적인 증폭을 유도한다. LAMP PCR법은

conventional PCR 기법보다 감도가 뛰어나며, 4∼6개의 primer를 이용하는데 더

높은 증폭 효율을 위해 loop forward, loop backward primer를 추가로 사용할 수

있다(김 등, 2011; 안 등, 2008). LAMP PCR의 가장 큰 장점으로는 template
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denaturation, primer annealing 및 extension의 구별된 단계 및 온도변화가 필요

없이 단일 온도만으로도 반응이 이루어지며, 결과를 신속히 얻을 수 있다는 것이

다. 또한, 일반적인 PCR법의 경우, 증폭산물에 대한 추가적인 gel electrophoresis

를 수행하여 그 산물을 확인 후 검출 여부를 알 수 있지만, LAMP PCR법의 경

우에는 SYBR green이나 hydroxynaphtol blue, SYTO-82와 같은 염색 시료와

지시약을 이용하여 발색정도를 확인함으로 PCR반응 직후에 검출 여부를 확인할

수도 있다(Abdullah et al., 2014; Barkway et al., 2011; Lenarcic et al., 2014;

Mahony et al., 2013; Villari et al., 2013).

병원체를 검출하는 일반적인 PCR법이나 real-time PCR법은 관련기술을 가

진 전문 인력과, 고가의 실험장비 및 시약들을 필요로 하며, 검출하기 까지 많은

시간을 소모하게 된다. 반면, LAMP PCR법은 고리매개 등온증폭법으로서, 상대

적으로 시약의 가격이 저렴하고 전문적인 기술자나 실험기기가 필요하지 않은

간단한 방법이며, 다른 PCR법에 비해 2배 이상 빨리 그 결과를 확인할 수 있는

이점이 있다. LAMP PCR법은 등온조건에서 이루어지기 때문에 온도를 유지해

줄 수 있는 장치만을 필요로 하고, 어디서든 간편하게 해당 병원체 검출을 할 수

있다.

본 연구에서는 A. laidlawii 종의 배양법 및 감염어에서 A. laidlawii를 검출

할 수 있는 특이성 높은 진단방법을 개발하여 실제 양식현장의 병어에서 검출이

여부를 검토하였다. A. laidlawii와 같은 Mollicutes 강의 미생물인 Mycoplasma

spp.를 배양하기 위한 상업용 배지는 이미 여러 제품들이 판매되고 있으나, A.

laidlawii의 배양 특성에는 적합하지 않았을 뿐 아니라, A. laidlawii에 적합한 배

양조건에 대한 정보가 부족하여, 최적 배지 조건을 탐색하였다. 그리고 A.

laidlawii에 대한 신속 진단을 위하여, 반응시간이 짧고 특이성이 높은 LAMP

PCR법을 개발한 후, conventional PCR 진단법과의 효율을 비교하고 현장진단에

적용시키고자 한다.
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2. 실험 방법

2.1. A. laidlawii 배양조건 탐색 및 생장곡선 확인

넙치에서 분리된 A. laidlawii를 배양, 증식시키기 위한 최적 배지조성을 탐

색하기 위하여 Difco™ PPLO Agar(Becton, Dickinson and Company, USA)에

10% Donor horse serum (biowest, France), 그리고 항생제인 Ampicillin(100 ㎍

/ml)을 첨가하거나, 또는 Difco™ PPLO Agar에 20% Donor horse serum 그리고

항생제인 ampicillin (200 ㎍/ml)과 kanamycin (50 ㎍/ml)을 첨가한 후 A.

laidlawii의 생장정도를 비교하였다. 제작된 배지에 A. laidlawii를 접종하여, 37℃

에서 10일간 배양한 뒤, 형성된 단일 colony를 위의 두 조건의 배지에서 PPLO

Agar 대신 PPLO broth를 사용한 배지에 넣고 37℃에서 175 rpm으로 교반 배양

하였다. 배양액을 spin-down하여 모아진 A. laidlawii를 OD600=1로 희석한 후,

100 ㎕를 새로운 broth 배지 100 ml에 접종, 매 6시간마다 OD600 값을 측정하여

생장곡선을 작성함으로 배지 조성에 따른 생장차이를 비교하였다.

표 1. A. laidlawii 배양 배지 탐색 조건

조건 1 조건 2

Media PPLO Broth PPLO Broth

Serum 10% horse serum 20% horse serum

Antibiotics Ampicillin (100 ㎍/ml)
Ampicillin (200 ㎍/ml)

Kanamycin (50 ㎍/ml)
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2.2. Genomic DNA extraction

10일 간 배양한 A. laidlawii 배양액 2 ml을 13,500 rpm에서 5분 간 원심 분

리하여 상등액을 제거한 후, genomic DNA 분리에 사용하였다. Genomic DNA는

Promega사의 Wizard®Genomic DNA Purification Kit를 사용하여 제조사의 매뉴

얼에 따라 분리하였다. 분리된 genomic DNA는 NanoDrop 2000C (Thermo

Scientific, USA)를 사용하여 정량하였고, A260/280 ratio가 1.7 이상인 DNA만을

실험에 사용하였고, 1% agarose gel 상에서 전기영동 하여 단일밴드로 나타난

것을 확인하였다.

2.3. Primers

A. laidlawii의 16S rDNA partial nucleotide를 분리하기 위해 GenBank에

등록되어 있는 11종의 Acholeplasma spp. 16S rDNA nucleotide 서열들을 참고

하여 primer를 구상하였다. Integrated DNA Technologies사의 Oligo Analyzer

version 3.1 (http://sg.idtdna.com/calc/analyzer)과 Primer3

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/)를 이용하여 GC비율 및 melting

temperature 등을 확인 후 제작하였다(표 2).

표 2. A. laidlawii 16S rDNA 분리를 위한 primer

Primer name Melting Temperature (℃) Sequence (5’ → 3’)

De. Achole 16S Cl F1 60.7 GCGGCGTGCCTAATACATGCAA

De. Achole 16S Cl F2 60.9 GACGGGCGGTGTGTACAAACC

De. Achole 16S Cl R1 60.0 TCCTACGGGAGGCAGCAGTA

De. Achole 16S Cl R2 60.3 CACGACACGAGCTGACGACAAC
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A. laidlawii 16S rDNA의 신속진단을 위한 LAMP PCR용 F3, B3, FIP,

BIP, LF, LB primer들은 Primer3 및 PrimerExplorer V4 software

(http://primerexplorer.jp/elamp4.0.0/)를 이용하여 melting temperature를 60∼6

5℃ 사이로 구성하였다. Melting temperature, GC비율 및 hairpin 구조 등의

quality는 Integrated DNA Technologies OligoAnalyzer version 3.1 software를

사용하여 검증한 후 제작하였다(표 3).

표 3. A. laidlawii 16S rDNA 검출을 위한 LAMP PCR용 primer

Primer name Melting 
Temperature(℃) sequence (5’ → 3’)

Achole LAMP set 1 - F3 59.27 CCTGGAGCGAAACTCACAA

Achole LAMP set 1 - B3 59.44 ACCTTAGACGGCTCCCTC

Achole LAMP set 1 - FIP 69.5 ACCGCAACATGCTGATTTGCGA-
CGGATTGGAGTCTGCAACTC

Achole LAMP set 1 - BIP 70.6 TTCTCGGGGTTTGTACACACCG-
CTTTCGGGTTAGGCCACC

Achole LAMP set 1 - LF 59.5 TAGCGATTCCGACTTCATGGA

Achole LAMP set 1 - LB 59.19 CCACGAAAGTGGGCAATACC

Achole LAMP set 2 - F3 59.47 GCTTCTCGACTCCATGAAGT

Achole LAMP set 2 - B3 59.45 TCCCGTAGGGATACCTTGTT

Achole LAMP set 2 - FIP 68.4 CGGTGTGTACAAACCCCGAGAA-
CGGAATCGCTAGTAATCGCA

Achole LAMP set 2 - BIP 70.6 ACCACGAAAGTGGGCAATACCC-
GACCCTACCTTAGACGGCTC

Achole LAMP set 2 - LF 59.4 CGTATTCACCGCAACATGCT

Achole LAMP set 2 - LB 59.84 TGGCCTAACCCGAAAGGG
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2.4. 16S rDNA Gene partial nucleotide 분리 및 conventional PCR

A. laidlawii 16S rDNA 분리 및 conventional PCR은 TaKaRa PCR

Thermal Cycler Dice Touch TP350 (TaKaRa, Japan)을 이용하여 수행하였다.

순수 분리된 A. laidlawii로부터 분리한 genomic DNA를 주형으로 하고, de.

achole primer F1과 R1 및 F2와 R2 set를 사용하여 증폭하였다. 분리한 genomic

DNA 1 ㎕ (50 ng/㎕)를 주형으로 하였고, 5 pmol의 primer와 5× HOT FIREPol

blend master mix (Solis BioDyne, Estonia)를 사용하여 최종 20 ㎕로 PCR 반응

을 수행하였다. PCR 반응은 95 ℃에서 15분 간 pre-denaturation 후, 95 ℃에 30

초 간 denaturation, 58 ℃에 30초간 annealing, 72 ℃에 40초 간 extension 과정

을 30 cycle 반복하여 수행하였으며 추가로 72 ℃에서 5분 간 반응하였다. PCR

산물은 Ethidium Bromide (EtBr)을 포함한 1% agarose gel을 이용하여 100 volt

에서 30분 간 전기영동하여 증폭된 산물의 크기를 확인하였다. 전기영동으로 확

인된 예상크기의 PCR 산물은 Gel & PCR Purification system (BIOFACT,

South Korea)으로 용출, TOP clonerTM TA–Blunt Kit (Enzynomics, South

Korea)을 사용하여 제조사에서 제시한 방법대로 Cloning한 후, 염기서열 분석을

의뢰했다(GENOTECH, South Korea).

2.5. 최적 LAMP PCR 조건 탐색 및 효율 비교

A. laidlawii 16S rDNA 검출을 위해 제작한 LAMP PCR용 primer의 최적

온도를 확인하기 위하여 두 set의 external primer F3 및 B3를 사용하여

gradient PCR을 수행하였다. Annealing 온도를 50℃, 53℃, 55℃, 58℃, 60℃, 그

리고 65℃로 설정하였고, 95℃ 5분 간 pre-denaturation 후, 95℃에서 30초 간

denaturation, 각 온도조건별로 30초 간 annealing, 72℃에서 40초 간 extension을

30회 반복한 후, 72℃에서 2분 간 추가로 반응하였다. 각 PCR 산물들은 1%

agarose gel을 이용하여 100 volt에서 30분 간 전기영동하여 증폭된 크기를 확인

함으로 제작한 primer의 최적 annealing 온도 조건을 탐색하였다.
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LAMP PCR은 Thermal Cycler Dice Real Time System TP850 (Takara,

Japan)를 이용하여 수행하였다. Gradient PCR에서 사용한 것과 동일한 양의 A.

laidlawii genomic DNA를 주형으로 사용하여 표 3에서 제작한 두 set의 LAMP

PCR용 primer에 대한 test를 수행하였으며 최종 20 ㎕ volume으로 10 ㎕의

Isothermal Master Mix (OptiGene, Japan)를 사용하였다. 각 LAMP PCR primer

농도는 선행연구들을 참고하여(Lenarc ic et al., 2014; Mahony et al., 2013;

Villari et al., 2013) 0.2 ㎕(2 pmol)의 External primer (F3, B3), 0.4 ㎕ (4 pmol)

의 Internal primer (FIP, BIP) 그리고 0.2 ㎕의 Loop primer (LF, LB)를 사용하

였다. PCR 반응은 65 ℃에서 30초 간 pre-denaturation 후, 65 ℃에서 30분 간

증폭시켰고, 얻어진 PCR 산물을 1% agarose gel에서 100 volt, 30분간 전기영동

하여 결과를 확인하였다. 또한, A. laidlawii 검출에 있어 conventional 및 LAMP

PCR의 효율을 비교하기 위하여 100 ng의 genomic DNA를 단계희석 후, 각각

100, 10, 1, 0.1, 그리고 0.01 ng을 주형으로 사용한 PCR을 수행하였다.
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3.실험결과

3.1. 배양조건 탐색 및 생장곡선 측정

넙치에서 분리, 배양된 균주를 PPLO Agar plate에 10일간 37℃에서 배양하

였을 때 원형의 일반적인 세균의 colony 크기보다 작은 크기의 colony를 확인하

였다(그림 1). 배양된 colony를 표 1의 조건 1 및 조건 2의 배지 100 ml에 접종

후 매 6시간마다 OD600 값을 측정하여 생장곡선을 그렸을 때 Vibrio cholerae 나

Edwardsiella tarda, Streptococcus mutans 등에 비해 doubling time이 상대적으

로 길었으며, 이는 기존의 보고와도 유사한 결과를 보인 것으로 확인되었다

(Raquel et al., 2010; Takenaka et al., 2016; Yang et al., 2012). 6시간 마다 생장

곡선 측정하였을 때, 조건 1의 경우 초기 24시간 까지는 지연기 (Lag phase)로서

큰 변화가 일어나지 않았지만 24시간 이후부터 72시간까지 점차적으로 대수 증

식기(Log phase)에 접어들며 OD600값이 약 0.6이후 정지기(Stationary phase) 및

사멸기(Death phase)를 보였다. 또한, 36시간부터 48시간까지는 생장이 잠시 둔

화되는 양상을 확인하였다(그림 2A). 한편, 조건 2의 배지에서는 특징지을 만한

지연기가 없었으나 54시간까지의 저생장 곡선과 이후 78시간까지의 속생장 곡선

을 보이는 대수증식기가 확인되었으며, 78시간 이후부터는 정지기에 접어드는 것

으로 나타났다 (그림 2B). 다른 배지조건하에서 8일 이상 배양하며 생장곡선을

확인하였지만, 두 조건 모두에서 극적으로 사멸기에 접어드는 것은 확인하지 못

했다 (Data not shown). 최대 OD600값이 조건 1의 경우 0.656, 조건 2의 경우

0.425로서, 시간 및 효율에서 10% horse serum과 100 ㎍/ml의 ampicillin을 첨가

한 PPLO broth 배지가 A. laidlawii 배양에 더 나은 것으로 확인되었다.
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A B

그림 1. A. laidlaiwii의 PPLO Agar plate 배양 결과

A: 조건 1 Agar plate, B: 조건 2 Agar plate A. laidlaiwii spreading 후 37℃에서

10일간 배양하여 얻어진 colony.
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A

B

그림 2. 두 배양배지 조건에서 얻어진 A. laidlaiwii의 생장곡선

A : 10% horse serum + Ampicillin, B : 20% horse serum + Ampicillin +

Kanamycin. 37℃에서 배양하며 매 6시간 마다 OD600값을 측정하여 얻어진 생

장곡선.
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3.2. Conventional PCR을 이용한 Primer test

표 2의 De. Achole 16S Cl primer를 사용하여 A. laidlawii로부터 16S

rDNA의 검출이 가능한지를 확인하기 위한 PCR을 수행하였다. 순수 분리된 A.

laidlawii cell로부터 genomic DNA 추출 후, 제작된 primer의 가능한 모든 조합

을 사용하여 PCR 증폭여부를 확인하였다.

PCR 산물의 전기영동 결과, 4가지 조합 모두에서 양호한 산물을 확인할 수

있었으며, de. Achole 16S Cl F1과 R1 primer를 사용한 PCR 산물은 약 1,300

bp 크기로 나타났으며, F2와 R2 primer를 사용한 산물은 약 700 bp, F1과 R2는

약 1,000 bp, 그리고 F2와 R1을 사용한 경우에서는 약 1,050 bp의 산물을 확인할

수 있었다 (그림 3). 얻어진 PCR 산물들 중 가장 큰 크기가 확인된 de. Achole

16S Cl F1, R1 primer의 산물은 cloning 후 염기서열 결정에 사용하였다.

그림 3. 제작한 primer를 이용한 conventioanl PCR 결과

각 50 ng의 A. laidlawii genomic DNA를 주형으로 가능한 모든 조합의

primer set를 사용하여 PCR을 수행하였으며, 4개의 set 모두에서 양호한 PCR

증폭 결과를 확인하였다. lane 1: de. Achole F1과 R1 set, lane 2: de. Achole

F2과 R2 set, lane 3: de. Achole F1과 R2 set, lane 4: de. Achole F2과 R1

set, M: 100 bp Marker
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3.3. A. laidlawii 16S rDNA Gene partial nucleotide 분리

GenBank에 등록되어 있는 Acholeplasma sp. 서열들을 참고하여 구상한

primer를 사용하여 A. laidlawii 16S rDNA 유전자의 부분서열을 증폭하여 얻어

진 PCR 산물을 cloning 후, sequencing하여 GeneBank에 등록하였다(Accession

no. LC 201977). 얻어진 서열을 National Center for Biotechnology Information

(NCBI)의 BLASTN 프로그램으로 비교한 결과, Acholeplasma laidlawii strain

PG-8A ribosomal RNA gene, complete sequence (GenBank accession no NR

074448.1) 및 Acholeplasma laidlawii strain KHS 16S ribosomal RNA gene,

partial sequence (GenBank accession no. JN 935887.1)와 99%의 homology를 갖

는 1,392 bp의 A. laidlawii의 16S rDNA nucleotide sequence를 확인할 수 있었

다(그림 4).
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      1   GCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAAGCATCTTCGGATGCTTAGTGGCGAACGG    60

     61   GTGAGTAACACGTAGATAACCTACCTTTAACTCGAGGATAACTCCGGGAAACTGGAGCTA   120

    121   ATACTGGATAGGATGTGTGCATGAAAAAAACACATTTAAAGATTTATCGGTTTAAGAGGG   180

    181   GTCTGCGGCGCATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAAGCCTACCAAGACGATGATGCGTAGCC   240

    241   GGACTGAGAGGTCTACCGGCCACATTGGGACTGAGAACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGC   300

    301   AGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGGGGAAACCCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGAC   360

    361   GAAGTACTTCGGTATGTAAAGTTCTTTTATATGGGAAGAAAAATTAAAAATTGACGGTAC   420

    421   CATATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCGAG   480

    481   CGTTATCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGTGGTTATAAAAGTTTGTGGTGTA   540

    541   AGTGCAGTGCTTAACGCTGTGAGGCTATGAAAACTATATAACTAGAGTGAGACAGAGGCA   600

    601   AGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAA   660

    661   GGCGGCTTGCTGGGTCTATACTGACACTGATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT   720

    721   AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGAACTAAGTGTTGGCCAAAAGGTCAGT   780

    781   GCTGCAGTTAACGCATTAAGTTCTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTCAA   840

    841   AGGAATTGACGGGACCCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGA   900

    901   AAAACCTTACCAGGTCTTGACATACTCTGCAAAGGCTTAGAAATAAGTTCGGAGGCTAAC   960

    961   AGATGTACAGGTGGTGCACGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC  1020

   1021   CGCAACGAGCGCAACCCTTATTGCTAGTTACCATCATTAAGTTGGGGACTCTAGCGAGAC  1080

   1081   TGCCAGTGATAAATTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACC  1140

   1141   TGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGGAACAAAGAGAAGCGATAGGGTGACCTGGAGCG  1200

   1201   AAACTCACAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGG  1260

   1261   AATCGCTAGTAATCGCAAATCAGCATGTTGCGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGTACACA  1320

   1321   CCGCCCGTC                                                     1329

그림 4. A. laidlawii로부터 분리한 16S rDNA nucleotide sequence

배양된 A. laidlawii로부터 타 종의 acholeplasma sp.에서 구상한 primer를 사

용하여 얻어진 PCR 산물의 염기서열은 다른 acholeplasma와 최대 99%의

homology를 보였으며, 총 1,329 bp로 확인되었다. 얻어진 서열은 accession

number LC 201977로 GenBank에 등록하였다.



14

3.4. Gradient PCR을 이용한 LAMP primer test

A. laidlawii 검출용 LAMP PCR법 개발을 위해 얻어진 16S rDNA 염기서

열로부터 표 3의 primer를 제작한 후, external primer set에 대한 gradient PCR

을 수행하여 최적 annealing temperature를 탐색하였다. LAMP PCR primer test

를 위해 50 ℃, 53 ℃, 55 ℃ 및 58 ℃의 annealing temperature로 gradient PCR

을 수행한 결과 primer set 1의 경우 50∼58℃ 조건하에서 거의 동일한 양의 많

은 증폭산물이 확인되었다. Primer set2에서는 50∼58℃까지의 산물이 확인되었

으나, 온도가 높을수록 증폭산물의 양이 감소하였을 뿐 아니라, 가장 많은 증폭

산물을 보였던 50℃의 결과도 primer set 1에 비해 증폭산물의 양이 매우 적은

것으로 확인되었다(그림 5). 한편, primer set 1 과 set 2의 경우 모두 60℃ 및 6

5℃에서는 증폭산물이 육안으로 관찰되지 않았다(data not shown).

그림 5. LAMP PCR용 external primer set을 이용한 gradient PCR 결과

External primer에 대한 최적 annealing temperature 탐색을 위해 50∼58℃

의 조건으로 gradient PCR을 수행하였다. Primer set 1의 경우 모든 조건에서

많은 양의 증폭산물이 확인되었으나, primer set 2에서는 높은 온도일수록 산

물의 양이 감소하였을 뿐 아니라 set 1 보다 증폭산물의 양이 매우 적은 것으

로 확인되었다. Lane 1: 50 ℃, lane 2: 53 ℃, lane 3: 55 ℃, lane 4: 58 ℃,

M: 100 bp Marker
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3.5. A. laidlawii 검출을 위한 LAMP PCR 효율 비교

개발한 LAMP PCR법의 A. laidlawii 검출 효율을 평가하기 위하여

conventional PCR법과 증폭산물의 양을 비교하였다. 또한 최저 검출한계치 확인

을 위해 주형의 양을 달리하여 PCR을 수행한 후, 그 산물을 확인하였다. 분리한

A. laidlawii genomic DNA를 serial dilution하여 각각 100, 10, 1, 0.1 그리고

0.01 ng을 PCR 반응의 주형으로 사용함으로 검출의 최저 한계치를 확인하였다.

더불어, A. laidlawii에 특이적인 conventional PCR (그림 6) 및 LAMP PCR (그

림 7)을 수행한 후 전기영동하여 두 결과를 비교함으로 개발한 LAMP PCR법의

검출 효율을 검증하였다. Conventional PCR 결과, 100 및 10 ng을 주형으로 사

용한 결과에서 증폭된 산물을 확인할 수 있었으나 1∼0.01 ng을 주형으로 사용

한 결과에서는 육안으로 증폭산물을 확인할 수 없었다(그림 6.). 한편, LAMP

PCR 결과에서는 100∼1 ng까지 증폭산물을 쉽게 육안으로 확인할 수 있었으며,

산물의 양도 conventional PCR보다 월등히 많은 것으로 확인되었다(그림 7). 이

러한 결과를 바탕으로 볼 때, A. laidlawii 검출을 위해 LAMP PCR 법을 적용하

는 것이 감도 및 소요시간 면에서 유리할 것으로 판단되었다.
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그림 6. A. laidlawii 검출을 위한 conventional PCR 결과

A. laidlawii 16S rDNA 특이적 primer를 사용하여 주형의 농도별

conventional PCR 반응을 수행하였다. 주형량 100 ng 및 10 ng에서 증폭산물

을 확인할 수 있었으나 그 이하의 농도에서는 육안으로 확인할 수 없었다.

Lane 1: gDNA 100 ng, lane 2: gDNA 10 ng, lane 3: gDNA 1 ng, lane 4:

gDNA 0.1 ng, lane 5: gDNA 0.01 ng, N: Negative control (D.W)

그림 7. A. laidlawii 검출을 위한 LAMP PCR 결과

제작한 primer로 LAMP PCR을 수행한 결과. 제작한 LAMP PCR용 primer를

사용하여 주형의 양을 달리한 농도별 LAMP PCR 반응을 수행하였다. 주형량

100~ 1ng까지 쉽게 증폭산물이 확인되었으며, 1000 bp 이하에서 LAMP PCR

의 특징인 laddering 현상이 확인되었다. Lane 1: gDNA 100 ng, lane 2:

gDNA 10 ng, lane 3: gDNA 1 ng, lane 4: gDNA 0.1 ng, lane 5: gDNA

0.01 ng, lane N: Negative control (D.W)
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4. 고 찰

최근 제주도내 양식장의 넙치 성어에서 원인불명의 체표궤양 및 폐사가 발

생하여 많은 경제적인 피해가 일어나고 있다. 기본적인 검사를 통해서 원인균이

확인되지 않은 병어에서 공통적인 원인 미생물로 Acholeplasma 종이 추정되는

사례가 증가하고 있는 상황이다. A. laidlawii는 세포벽이 없으며, 크기가 다양한

박테리아로 일반적으로 병어에서 검출되는 세균들 보다 상대적으로 오랜 배양시

간이 필요하다. 병원성을 가지고 있으며(Chen et al., 2011) 항생제 내성 시험을

통해서 Ampicillin과 Kanamycin등에 내성을 가지고 있는 것을 확인하였다

(unpublished data). A. laidlawii 감염의심 증상으로는 체표의 궤양 형성 및 근

위축 그리고 적혈구 응집반응 등이 있다. 그동안 해양생물에서는 보고된바 있지

만 어류에서는 Acholeplasma spp.가 보고되지 않았다.

병어에서 질병 진단 시 기본적으로 현미경 및 배지 그리고 PCR 기법을 주

로 사용하는데 최근에는 전문적이고 어려운 진단기법에서 벗어나 진단시간을 단

축하고 손쉬운 진단법을 이용해서 진단키트를 개발하는 추세다.

LAMP PCR법은 Bst polymerase를 사용하여 온도에 따른 변성을 거치지

않고 등온에서 접합, 신장이 수행되어 증폭이 일어나며 주로 4∼6개의 primer를

사용해서 대상 종에 대한 PCR 특이성을 높일 수 있는 장점이 있다. 등온을 유지

하면 DNA 증폭이 가능하기 때문에 고가의 PCR기기 없이 water bath와 heat

block등 등온 유지 장치만 있으면 검출이 가능하다. 형광 dye를 사용할 경우 검

출 결과를 육안으로도 확인 가능하기 때문에 현장에서도 즉석에서 사용이 가능

하며 최근, 현장에서의 LAMP PCR 진단법 적용사례가 늘어나고 있다.

본 연구에서는 넙치에서 분리된 A. laidlawii의 genomic DNA에 대하여 분

자계통분류방법에 널리 사용되고 있는 16S rDNA를 대상으로 하여(Woese et al.,

1990; Woo et al., 2008) 그 부분서열을 분리하였고, sequencing 후 종 동정을 진

행하였으며, A. laidlawii 배양에 최적화된 배지 조건을 탐색하였다.

Acholeplasma는 분류학적으로 최근까지도 Mycoplasma 속(genus)에 포함시켜
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연구 되었듯이, 둘 간의 유연관계가 매우 높다(Weisburg et al., 1989). 따라서,

A. laidlawii 배양에 최적화된 배지조성 탐색을 위해 Mycoplasma spp.를 배양할

수 있는 PPLO 배지에 10% 및 20% horse serum, ampicillin 그리고 kanamycin

을 첨가하여 생장률을 비교하였고, 10% horse serum과 ampicillin (100 ㎍/ml)을

첨가 후 배양하는 것이 ampicillin에 내성이 없는 세균을 저해할 수 있고, A.

laidlawii의 생장을 촉진시키는 데에 효과적임을 확인하였다(표 1, 그림 1, 2). 두

배양배지 조건하에서 얻어진 생장곡선을 확인한 결과, A. laidlawii와 가까운 유

연관계에 있는 Mycoplasma genitalium의 생장곡선을 확인한 일부 연구결과와

비교해 볼 때, 정지기까지의 OD600 값이 상대적으로 낮은 것을 확인할 수 있었다

(Ueno et al., 2008). 한편, 10% horse serum을 첨가한 배지에서는 대수증식기에

한 차례 생장이 둔화되는 양상을 확인하였으며(그림 2A), 이는 추가 실험을 통해

배지 조성과의 연관성이 있는지를 밝혀야 할 것으로 판단된다. 또한 두 배지조건

모두에서 정지기 이후에 뚜렷한 사멸기로 접어드는 것이 확인되지 않았는데, 이

러한 결과는 분류학적으로 가까운 Mycoplasma genitalium 및 Mycoplasma

pneumoniae은 물론, streptococcus pneumoniae 등의 세균이 정지기 이후 신속

한 사멸기로 접어드는 것과 비교해 보았을 때 다른 양상을 보이는 결과라 할 수

있다(Furness et al., 2016; Sham et al., 2013; Ueno et al., 2008;). 분리된 16S

rDNA의 부분 염기서열을 확인한 결과, 다른 종의 16S rDNA와 높은 homology

를 보임으로, A. laidlawii의 rDNA 역시 진화적으로 잘 보존되어 있음을 확인하

였다(그림 4). 병원체를 진단하는 방법으로는 면역크로마토그래피 기반의 진단키

트를 사용하는 방법이 있으나, 진단이 가능한 대상 병원체의 범위가 제한적이어

서 많이 사용되고 있지 않는 실정이며, 다양한 종에 대해 진단이 가능하며 상대

적으로 쉽게 진단법을 적용할 수 있는 일반 PCR, Real-time PCR, LAMP PCR

등이 활용되고 있다.(Eibach et al., 2016; Miller et al., 2016; Stratakos et al.,

2016) 본 연구에서는 A. laidlawii 종을 진단하기 위해 conventional PCR 및

LAMP PCR을 이용한 진단법을 개발하고 conventional PCR 기법과 LAMP PCR

기법의 검출 한계치를 비교하였다(그림 7). 실험결과, conventional PCR기법의

검출한계는 10 ng, LAMP PCR 기법의 검출 한계치는 1 ng 이상인 것으로 확인

되었으며, 기존의 연구결과와 같이 LAMP PCR의 감도가 conventional PCR보다
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높은 것으로 확인되었다(Barkway 2011;). 하지만, 어류의 조직에 감염되어 있는

A. laidlawii를 검출하기 위한 실험은 진행하지 못하였기에, 개발한 LAMP PCR

법에 대한 현장적용을 위해서는 폐사어 및 감염 추정 어류에서부터의 진단 가능

성을 먼저 확인해야 할 것이다. Conventional PCR의 경우 2시간 30분, LAMP

PCR의 경우 30분이 소요되기 때문에 LAMP PCR을 수행할 경우 시간 단축의

이점이 있음과 동시에 만약 어류조직에서의 검출을 확인할 수 있으면, 현장에서

의 적용이 가능할 것으로 판단되었다. 이후에 추가적으로 형광 dye를 이용해서

LAMP PCR을 수행하였을 때 동일한 결과를 얻을 수 있을지 검증한 이후 현장

에서 A. laidlawii에 의한 폐사가 의심되었을 때 이 진단법을 이용해서 신속, 간

편하게 질병의 진단이 가능할 것이다. 추후 Acholeplasma sp. 외에도 다양한 양

식어류에 심각한 피해를 야기할 수 있는 병원균에 대한 LAMP PCR 진단법을

개발하는 데에 본 연구 결과는 참고 및 활용 가능성이 높을 것으로 판단된다.
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각한 편두통을 매일매일 앓으셨지만 꾹 참고 석사과정동안 많은 실험을 가르쳐 주
시고 항상 제 편에서 생각해주시며 박사님이 자주 사용하시는 “각다구”라는 단어
처럼 이리저리 날뛰고 장난을 치고 있을때도 매번 당황하긴 하시지만 웃어주신 정
형복 박사님, 현장에 대해 많은 것을 알려주신 진창남 박사님, 임창용 선생님, 박
진주 선생님, 지금은 스리랑카로 돌아갔지만 자주 전화해주고 스리랑카 말을 배우
고 싶게 해주는 Viraj 오빠님, 너무 성격이 다르다보니 진짜 정말 많이 싸우고 욕
하고 했지만 생각보다 많이 의지했던 정인이도……. 앞으로 하극상이 뭔지를 보여
줄게?　주구장창 한번 잘 싸워보자..ㅋㅋ 모두 감사하고 고맙고 사랑합니다.     
마지막으로 수능이후부터 제주도에 올 때부터 제가 원하는 대로 하게 도와주신 부
모님과 언니, 외할머니, 외할아버지께도 감사인사를 드립니다. 알라븅!!
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