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단단 보보

�Corresponding Author : 

Nocardia는 기중균사 (aerial hyphae)를 형성하

는 간균 또는 구균상의 세균으로, Gram-positive,

weakly acid-fast, aerobic, non-motile의 특징을 가

진다 (Inglis et al., 1993). Nocardia sp.는 인간, 개,

고양이, 소 및 염소 등에서 주로 분리되었고, 수

생생물에서 Nocardia sp.에 의한 감염은 어류뿐

만 아니라 굴 등의 무척추 동물과 고래류나 바

다사자 등의 수산포유동물에서도 알려져 있다

(Beaman and Beaman, 1994; Lee et al., 2007). 담수

어에 N. asteroides와 Nocardia sp.가 주로 알려져

있으며, 최근 국내에서 Nocardia sp. 가 보고되었

다 (Park et al., 2005). 뿐만 아니라 중국의 가물치

양어장으로부터 N. seriolae가 검출 (Wang et al.,

2007) 되었는데, 이러한 보고들을 종합하면 No-

cardia sp.에 의한 질병이 담수어나 해수어 모두

에서 일어날 수 있다는 것으로 판단된다. 

Nocardiaceae에 포함된 세균 군은 성장이 느

리며, 어류에서 그 증상이 육안적으로 확인되고

폐사가 발생할 때에는 이미 어류의 내부 장기에

상당수의 결절이 형성된 상황으로, 이 질병을 예

방하고 대처하기 위하여 신속한 동정은 필수적

이다. 그러나 N. seriolae의 특이 primer에 대한

보고는 없으며, 단지 방선균목 (Order Actino-

mycetales), 방선균과 (Family Actinomycetaceae)

에 포함되는 Mycobacterium sp. 또는 인체 감염

가능성이 있는 세균 군과의 비교 분석을 위하여

인간 질병 중심의 연구가 있었을 뿐이다 (Lau-

rent et al., 1999; Kono et al., 2002). 

본 연구에서는 해산어 및 담수어에 나타날 수

있는 N. seriolae를 신속히 검출하기 위하여

GenBak Accession N. seriolae와 Nocardia spp.를

임의로 선택하여 16S-23S rRNA 영역을 비교분
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석하여 특이 primer를 제작하고, Family Nocar-

diaceae에서 N. seriolae의 검출능력을 확인하고

자 하였다. 

재료및방법

사용균주

본 실험에 사용한 균주는 N. seriolae AT

CC43993 (synonym N. seriolae JCM3307; yellow-

tail, Seriola quinqueradiata에서 분리), Nocardia

asteroides ATCC19247, N. crasostreae AT

CC700418 (Pacific oyster, Crassostrea gigas에서

분리), N. farcinica ATCC3318 및 N. salmonicida

ATCC27463 (blueback salmon, Oncorhynchus ner-

ca에서 분리) 등의 5균주를 사용하였다.

Primers

본 실험에 사용한 primer와 PCR 조건은 Table 1

에서와 같다. 각각의 참조 및 실험용 primer는

Bioneer (Korea)에 의뢰하였으며, N. seriolae를

특이적으로 검출하기 위한 primer는 GenBank에

등록된 Nocardia spp.의 16S-23S rRNA 부분을

비교분석하여 Nseri-F와 Nseri-R을 제작하였으

며 그 크기는 258bp 이었다 (Fig. 1). 

DNA 분리및 PCR amplification

실험균주들을 BHIA에 접종하여 27℃에서 3-5

일간 배양한 후 4℃, 10,000×g로 10분간 원심분

리하여 균체를 획득하였다. 실험균주들의 genom-

ic DNA 추출은 High pure PCR templet preparation

kit (Roche, Germany) 를 사용하여 Jung et al.

(2004)의 방법에 따라 분리한 후 100㎕의 DNA

elution buffer에 녹여 사용하기 전까지 -20℃에

보관하였다. PCR 반응은 Accupower PCR premix

(Bioneer, Korea)를 사용하였고, PCR primer와 반

응조건은 Table 1에서와 같았다. 본 연구의 test

primer인 Nseri-F (5'-GCA AAC TCT TCG AAC

AGT CG-3')과 Nseri-R (5'-GGA TAT CAG GAC

TTA CCG GC-3')의 반응 조건은 predenaturation

(95℃, 5분)한 후 denaturation (95℃, 30초), an-

nealing (60℃, 30초), extension (72℃, 40초)의 주

기를 30 cycles로 반복하고 final extension (72℃,

7분)을 하였다. PCR은 PTC-220 Peltier Thermal

Cycler (MJ Research, Inc., USA)를 사용하여 행

하였고, PCR 생성물은 0.5 ㎍/㎖ EtBr이 첨가된

1% agarose gel 상에서 전기영동한 후 image sys-

tem (GB/GeneGenius Super 12, SynGene)으로 최

종생성물을 확인하였다. 

결과및고찰

Nocardiaceae에 포함되는 균 군은 인간을 포

함한 육상동물 뿐만 아니라 고래류나 바다사자

류를 포함한 수생 포유류, 그리고 어류와 무척추

동물에도 질병을 유발하며 그 종이 다양하다

(Lee et al., 2007). 해산어 만이 대상 숙주인 것으

로 보고되었던 N. seriolae가 담수 양식어류인 가

물치에서도 보고되어 담수나 해산어를 대상으

로 한 더욱 정밀한 조사법이 필요한 시점이다

(Wang et al., 2007). 뿐만 아니라 국내 가물치에

서 최초 보고된 Nocardia sp. (Park et al., 2005)는

역학조사 결과, 생사료용 어류가 감염원일 가능

성이 있는 것으로 파악되었으므로 예방적 차원

에서 Nocardiaceae에서 종간 구분을 하는 것은

매우 중요하다. 

NG1과 NG2는 Nocardia species의 종간 유사

유전자 영역을 나타내는 16S rRNA gene에 위치

하고 있으므로 Rhodococcus sp., Streptomyces sp.,

Gordona sp., Tsukamurella spp. 및 Mycobacterium

spp. 등과 비교하여 Nocardia sp.를 특이적으로

검출할 수는 있으나 Family Nocariaceae에 포함

되는 균종 간의 세부 동정은 어려우며 (Laurent

et al., 1999), Noca-f와 Naca-r primer에 의하여 N.

seriolae를 특이적으로 검출할 수 있다고 하였으

나, PCR에 의하여 N. seriolae와 비교한 대상 균

주가 Lactococcus garviae, Photobacterium

damsela 및 Mycobacterium sp. 이었으므로 특이
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Fig. 1. Alignment of representative 16S-23S rRNA sequence of Nocardia pecies (with GenBank accession number). For-
ward and reverse primer used in the species-specific PCR detection are boxed.

PCR에 의한 Nocardia seriolae의 검출

성이 높지 않은 것으로 판단된다 (Kono et al.,

2002). 본 연구에서도 NG1과 NG2를 이용한 검

출 실험에서 참조균주 5균주 모두에서 596bp 크

기의 산물이 생성되었으며, Noca-f와 Noca-r을

이용한 검출 실험에서는 종에 따라 200~1,800bp

크기의 PCR 산물 band가 사다리형으로 분포하

는 것이 확인되어 N. seriolae의 검출에는 적합

하지 못하였다 (결과 나타내지 않음). 이러한 결

과들에서 현재까지 알려진 Nocardia species와

관련하여 제작된 primers는 Laurent et al. (1999)

의 경우처럼 방선균목 (Order Actinomycetales)

이나 방선균과 (Family Actinomycetaceae)에 포

함되는 균주와 이 group에 속하면서 형태학적으

로 유사한 균종인 Mycobacterium sp.를 비교 검

출하기 위한 실험이거나, Kono et al. (2002)의 경

우에서와 같이 비교적 분자생물학적 유연성이

먼 균주를 대상으로 Nocardia sp.를 신속 진단하

기 위한 것으로, 어류에 감염되는 특이 병원체의

검출에는 적합하지 않은 것으로 판단된다.

본 연구에 사용한 Nseri-F와 Nseri-R primer는

N. seriolae의 16S-23S rRNA 부위에 위치한 영역

으로 여러 종의 Nocardia spp.와 비교할 때 PCR

검출 특이성이 매우 높을 것으로 예상되었다. 실

제로 이 primer를 이용하여 동물 (N. asteroides

Fig. 2. PCR products of Nocardia spp. by using primers
Nseri-F and Nseri-R. M, 100-bp DNA ladder (Bioneer);
Lane: 1, N. seriolae ATCC43993; 2, N. asteroides
ATCC19247; 3, N. crassostreae ATCC700418; 4, N.
farcinica ATCC3318; 5, N. salmonicida ATCC27463; N,
negative control. bp, base pairs. 

◀ 258 bp

M 1 2 3 4 5 N
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와 N. farcinica), 어류 (N. asteroides, N. salmonici-

ada 및 N. seriolae) 뿐만 아니라 무척추동물 (N.

crassostreae) 등에 감염되는 원인체들에 대하여

실험한 결과 N. seriolae의 특이적 검출이 가능

하였다 (Fig. 2). 
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