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Abstract Vibrio vulnificusis a causative agent of serious diseases in humans resulting from the 
contact of wound with seawater or consumption of raw seafood. Several studies aimed at detecting 
V. vulnificus have targeted vvh as a representative virulence toxin gene belonging to the bacterium. 
In this study, we targeted the rpoS gene, a general stress regulator, to detect V. vulnificus. PCR 
specificity was identified by amplification of 8 V. vulnificus templates and by the loss of a PCR 
product with 36 non-V. vulnificus strains. The PCR assay had the 273-bp fragment and the sensi-
tivity of 10 pg DNA from V. vulnificus. SYBR Green I-based real-time PCR assay targeting the 
rpoS gene showed a melting temperature of approximately 84°C for V. vulnificus strains. The 
minimum level of detection by real-time PCR was 2 pg of purified genomic DNA, or 103 V. 
vulnificus cells from pure cultured broth and 103 cells in 1g of oyster tissue homogenates. These 
data indicate that real-time PCR is a sensitive, species-specific, and rapid method for detecting 
this bacterium using the rpoS gene in pure cultures and in infected oyster tissues. 
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서 론

최근 급속한 경제발전에 의한 소득의 증대와 

well-being 등의 건강에 관한 관심의 증가로 인하여 

사람들의 식단은 육고기에서 신선한 어패류로 바뀌

어 가고 있다. 하지만 이러한 수요 및 소비의 증가에

도 불구하고 신선한 어패류에 대한 병원성 미생물 

유래 식중독 및 패혈증 등의 안정성의 평가는 여전

히 미비하다. Vibrio vulificus는 오염된 바닷물에 상

처가 노출되거나 오염된 해산물의 섭취로 인하여 감

염되며 그 결과 생명에 치명적인 패혈증을 유발하는 

대표적인 호염성 병원균이다 [11]. 따라서 해산물 내

에서 빠르고 정확한 V. vulnificus 균의 검출방법의 

개발이 매우 필요하다.
병원성 균을 검출하는 일반적인 방법으로는 생화

학적 검사법, 선별배지법, DNA-DNA hybridization 
방법 등이 있으나 이러한 방법들은 많은 수의 시료

를 검사하여야 하기 때문에 많은 시간과 인력을 필

요로 하며 검사 결과가 틀리는 경우가 빈번하다 

[7,18]. 따라서 최근에는 검출할 시에 특정 유전자를 

이용한 PCR 법이 주로 사용되는데 이는 이전의 방

법들과는 달리 다양한 시료에서 신속, 정확하게 병

원성 균을 진단할 수 있다. 그리고 이러한 PCR 방법 

중에서 형광 물질인 SYBR Green I dye를 이용한 re-
al-time PCR 법은 좀 더 신속, 정확하게 다양한 미생

물을 검출 할 수 있다 [3,19].
본 연구에서는 rpoS 유전자를 이용한 real-time 

PCR 방법으로써 병원성 V. vulnificus의 검출방법을 

개발하였다. rpoS 유전자는 house-keeping 유전자로

써 미생물이 접하는 다양한 stress에 관여하며 병원



264 KIM et al.

성 유전자의 발현 및 숙주세포에 침투에도 관련이 

있다고 보고되었다 [4-6,9,14,15]. 
검출을 위한 특이 primer 제작을 위하여 NCBI 

GenBank에서 염기서열이 알려진 5종의 Vibrio 균의 

rpoS 유전자 염기서열 (accession numbers: AY187681, 
AE004139, AF144608, AY695434, and AF321124)을 

찾아 유사도를 조사하였다. 그 결과 유사도가 떨어지

는 부위를 찾을 수 있었으며 이러한 위치의 서열을 

토대로 primer set를 제작하였다. 다양한 primer set 중
에서 vulrpoS-up (5'-CATGCGTGTTTCCTTGATTC-3')
와 vulrpoS-rp (5'-TCCATAGCCTTTTTTCTATTGG-3') 
primer set가 가장 특이성을 보였다. 검출반응의 특이

성을 조사하기 위하여 8 serotype의 V. vulnificus와 

36종의 V. vulnificus가 아닌 Vibrio 균 및 장내세균들

을 가지고서 실험을 수행하였다. 각각의 미생물은 

BHI, HI 및 LB 배지에서 각각의 최적온도로 배양한 

뒤 cell을 모아 phenol-chloroform 법으로써 chromoso-
mal DNA를 분리 하여 PCR 반응의 template로써 사

용하였다. 또한 검출법의 민감도를 측정하기 위하여 

분리한 chromosomal DNA를 1/10씩 연속적으로 희

석한 뒤 농도별 반응을 수행하였으며 그리고 colony 
수별로 반응을 수행하여 검출할 수 있는 최소양의 

범위를 측정하였다. 그 결과 44종의 미생물 중에서 

8 serotype의 V. vulnificus만이 274 bp의 증폭산물이 

있음을 알 수 있었으며, 2 pg의 DNA 및 103 마리 

정도의 V. vulnificus만 존재하더라도 검출이 가능하

였다. 또한 Ct 값이 일정하게 증가하며 melting tem-
perature가 84°C로 일정함을 알 수 있었다 (Fig. 1, 2). 
이러한 검출법이 실제로 어패류에 응용이 가능한지

를 알기 위하여 굴에 V. vulnificus를 감염 시킨 뒤 

real-time PCR법으로써 검출 실험을 해 보았다. 깨끗

이 수세한 굴의 조직을 PBS와 함께 homogenizer로써 

파쇄 하였으며 이를 V. vulnificus에 인위적으로 감염 

시킨 뒤 5시간의 배양과정을 거친 뒤 total chromoso-
mal DNA를 분리하여 real-time PCR반응의 주형으로 

사용하였다. 그 결과 SYBR Green I dye를 이용한 re-
al-time PCR 법은 103 마리의 V. vulnificus만 있더라도 

검출 할 수 있었으며, Ct 값이 일정하게 증가하며, 
melting temperature이 84°C로 일정하게 유지됨을 알 

수 있었다 (Table 1). 본 연구와 마찬가지로 16S 
rRNA, 23S rRNA, gyrB, vvhA, toxR 등의 다양한 유전

자를 이용한 PCR법으로써 V. vulnificus를 검출하기 

  (A)

  (B)

Fig. 1. Real-time PCR sensitivity with primers vulrpoS-up 
and vulrpoS-rp and purified genomic DNA from V. vulnificus. 
(A) Representative optic graph for the number of cycles ver-
sus the number of fluorescence units for each sample used 
to calculate the Ct value. 2, PCR-positive control ; 3, 200 
ng of DNA; 4, 20 ng of DNA; 5, 2 ng of DNA; 6, 0.2 ng 
of DNA; 7, 0.02 ng of DNA; 8, 2 pg of DNA; 9, 0.2 pg 
of DNA; 10, 0.02 pg of DNA. (B) Corresponding melting 
curve analysis represented by number of fluorescence units 
versus temperature.

위한 연구가 시도 되었다 [1,8,10,12,13,16,17,20]. 하
지만 16S rRNA를 사용한 실험은 Vibrio 간 염기서열
의 높은 유사도, 23S rRNA를 이용한 방법은 모든 

strain의 V. vulnificus에서는 검출이 되지 않으며, 
vvhA 유전자를 이용한 실험에서는 돌연변이 및 병원

성이 약한 strain 등이 검출되지 않는 문제가 있었다 

[2,10,13,17]. 따라서 이러한 유전자 보다는 gyrB와 

같은 house-keeping 유전자를 이용한 실험법이 더욱 

유용하다. 하지만 gyrB를 이용한 실험은 매우 적은 

수의 시료만을 분석 하였다는 단점이 있었다. 따라

서 본 연구과정 동안 개발한 rpoS 유전자를 이용한 

real-time PCR 검출법은 신속, 정확한 검출법으로써 
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(A) (B)

Fig. 2. Real-time PCR sensitivity with primers vulrpoS-up and vulrpoS-rp and purified genomic DNA from tenfold serially 
diluted pure cultures of V. vulnificus. (A) Representative optic graph for the number of cycles versus the number of fluorescence 
units for each sample used to calculate the Ct value. 2, 108 CFU/ml; 3, 107 CFU/ml; 4, 106 CFU/ml; 5, 105 CFU/ml; 6, 
104 CFU/ml; 7, 103 CFU/ml; 8, 102 CFU/ml; 9, 101 CFU/ml; 10, PCR-negative control; 11, PCR-positive control. (B) 
Corresponding melting curve analysis represented by number of fluorescence units versus temperature.

Table 1. Sensitivity of detection of V. vulnificus from seeded oyster tissue homogenate following 5 ha

Sample Comcn(CFU/g) CtValue Melting temp(℃)

1
2
3
4
5
6
7

8(positive control)
9(negative control)b

107

106

105

104

103

102

101

 
 

20.58±0.06
23.68±0.07
27.42±0.12
30.50±0.09
32.08±0.05
32.64±0.12
32.48±0.08
18.97±0.11
32.48±0.07

84.60±0.02
84.60±0.02
84.60±0.03
84.36±0.15
84.36±0.17

 
 

84.56±0.06
76.32±0.08

aThe values are±standard deviations for three independent experiments.
bUnseeded oyster tissue homogenate.

V. vulnificus 검출을 위해 매우 적합하다고 사료된다. 
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