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The purpose of this study was to develop species-specific

real-time quantitative PCR (RT-qPCR) primers for use in

the detection of Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

These primers were designed based on the nucleotide

sequences of the RNA polymerase β-subunit gene (rpoB).

We assessed the specificity of the primers against nine

strains of A. actinomycetemcomitans, eight strains (three

species) of the Haemophilus genus, and 40 strains of 40 other

oral bacterial species. Primer sensitivity was determined by

testing serial dilutions of the purified genomic DNAs of A.

actinomycetemcomitans ATCC 33384
T
. Our data reveal that

we had obtained species-specific amplicons for all of the

tested A. actinomycetemcomitans strains, and that none of

these amplicons occurred in any of the other species. Our

PCR protocol proved able to detect as little as 2 fg of A.

actinomycetemcomitans chromosomal DNA. Our findings

suggest that these qRT-PCR primers are suitable for

application in epidemiological studies. 

Key words: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, rpoB,

qRT- PCR primer.

서  론

Aggregatibacter actinomycetemcomitans는 국소유년형치

주염의 주요한 원인균으로 알려져 있으며(Mandell, 1984;

Genco et al., 1985; Zambon, 1985; Asikainen, 1986), 또

한 세균성 심내막염을 유발시킬 수 있다고 보고되었다(van

Winkelhoff and Slots, 1999). A. actinomycetemcomitans

는 leukotoxin, cytolethal distending toxin, collagenase,

chemotaxis inhibitor, 및 lipopolysaccharide 등의 독력인

자들을 가지고 있는 것으로 알려져 있다(Kiley and Hot,

1980; Robertson et al., 1982; Lally et al., 1989;

Ashkenazi et al., 1992; Sugai et al., 1998).

치주질환의 역학연구를 위해서는 치주질환과 관련된 세

균 종을 신속하고 정확하게 검출할 수 있는 방법의 개발

이 선행되어야 한다. 현재까지 여러 세균 검출법들 중에

서 중합효소연쇄반응 (polymerase chain reaction, PCR;

slots et al., 1995; Ashimoto, et al., 1996; Conrads et

al., 1999; Trans and Rudney 1999)법이 전통적인 세균배

양법, DNA 프로브법(Kook et al., 2003), 16S ribosomal

RNA 유전자(16S rDNA) 클로닝 및 핵산염기서열법 등보

다 신속성, 정확성 및 경제성 측면에서 많이 이용되고 있

다. 기존의 PCR법은 세균을 정성적으로 검출할 수 있으

나 정량적으로 검출하기는 어렵다. 그러므로, 최근에는 정

량 실시간 중합효소연쇄반응법(quantitative real-time PCR,

qRT-PCR)을 이용하여 정성 및 정량적으로 세균을 종 수

준에서 검출하는 데 사용하고 있다. 

PCR 및 qRT-PCR의 시행을 위해서는 표적유전자가 있어

야 한다. 세균 분류학적 측면에서 DNA-DNA hybridization

법과 함께 16S rDNA 핵산염기서열 비교분석법은 세균을

종 수준으로 동정하는 데 주요한 기준이 된다(Krieg, 2001).

특히, 16S rDNA의 핵산염기서열은 종 간에 잘 보존이

되어 있기 때문에 중합효소연쇄반응 프라이머를 설계 및

개발하는 데 주요한 표적 유전자로 사용되고 있다. 하지

만, 특정 종간의 핵산염기서열의 상동성이 매우 유사하여

세균의 종 수준에서의 동정뿐만 아니라 중합효소연쇄반응

프라이머의 설계가 어려운 경우가 있다. 최근 16S rDNA
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를 대신하여 DNA-dependent RNA polymerase beta

subunit 유전자(rpoB)가 세균의 종 및 아종 수준에서의 동

정에 사용되고 있다(Drancourt and Raoult 2002; Khamis

et al., 2004; Kim et al., 1999; Kim et al., 2010; Ko

et al., 2002). 그러므로 본 연구는 치주질환의 주요한 병

원성 세균 중 하나인 A. actinomycetemcomitans의 종 수

준에서의 정량적 검출을 위한 qRT-PCR 프라이머를 개발

하기 위하여 시행하였다. 

재료 및 방법

세균 및 세균 배양

본 연구에서 사용된 균주들은 Table 1과 같다. 이들 균

주들은 ATCC (American Type Culture Collection, USA),

CCUG (Culture Collection, University of Göteborg,

Sweden) 및 KCTC(Korean Collection for Type Cultures,

Biological Resource Center, Korea)에서 구입하여 사용하

였다. 그리고, 한국인에서 분리된 임상균주들은 한국구강

미생물자원은행(Korean Collection for Oral Microbiology,

Gwangju, Korea)에서 분양받아 사용하였다. 

A. actinomycetemcomitans 균주들은 0.6% yeast extract,

5% horse serum, 75µg/ml bacitracin 및 5µg/ml vancomycin

(Sigma, USA)이 첨가된 tryptic soy broth(TSB, Difco

Laboratories, USA)에서 배양하였다. Haemophilus spp.

균주들은 0.5% yeast extract, 0.5 mg/ml hemin 및 2 µg/

ml vitamin K1가 첨가된 TSB 배지에서, 연쇄상구균들은

Todd Hewitt broth(TH broth, Difco Diagnostics)에서 배

양하였다. 그외 균주들은 TSB(trypticase soy broth)에

0.5% yeast extract, 0.05% cysteine HCl-H2O, 0.5 mg/

ml hemin 및 2 µg/ml vitamin K1가 첨가된 배지에 배

양하였다. Haemophilus spp. 및 Streptococcus spp. 균주

들은 37
o
C 호기성 세균배양기(ThermoForma, USA)에서

배양하였으며, 그외 모든 균주들은 85% N2, 10% CO2,

5% H2가 공급되는 37
o
C 혐기성 세균배양기(Bactron I,

Sheldon Manufacturing Inc., USA)에서 배양하였다.

세균 지놈 DNA 추출

세균의 지놈 DNA들은 G-spin
TM 

Genomic DNA Extraction

Kit(iNtRON Co., Seoul, Korea)를 이용하여 제조회사의

지시에 따라 추출하였다. 즉, 세균 배양액 1.5 ml를

10,000 × g의 원심력을 이용하여 세균을 수확한 다음 50 µl

의 Pre-incubation solution과 3 µl의 lysozyme solution

을 넣고 잘 혼합한 다음 37
o
C에서 1시간 동안 배양하였

다. 여기에 250 µl의 G-buffer solution을 넣고 잘 혼합

한 다음 65
o
C에서 15분간 반응시키고, 250 µl의 Binding

solution을 넣고 잘 혼합한 다음 vortexing하였다. 이러한

cell lysates를 G-spin
TM

 column에 넣고 13,000rpm에서 1

분간 원심분리하였다. Column에 500 µl의 washing buffer

A를 넣고 다시 1분간 원심분리하였다. 여기에 500 µl의

washing buffer B를 넣고 다시 1분간 원심분리하고, G-

spin
TM

 column을 새로운 eppendorf tube에 넣고 100 µl의

elution buffer를 넣고 1분간 실온에 방치한 다음 13,000rpm

에서 1분간 원심분리하였다. 

qRT-PCR프라이머의 설계

A. actinomycetemcomitans의 rpoB 핵산염기서열(GenBank

accession no. AY362930)을 바탕으로 PrimerSelect 프로그

램(DNASTAR Inc., USA)을 이용하여 qRT-PCR 프라이머

를 설계하였으며 다음과 같다; forward primer (Aa3-F),

5’- GGC GAG CCT GTA TTT GAT GTG CG-3’; and

reverse primer (Aa3-R), 5’- GTG CCC GGT GCT GCG

TCT TTG-3’. 예상되는 PCR 증폭물의 크기는 113 bp이

다. 이때 설계된 primer 쌍은 Bioneer사(Daejeon, Korea)

에 의뢰하여 제작하였다. 

qRT-PCR 프라이머의 종-특이성 검증

qRT-PCR 프라이머(Aa3-F/Aa3-R)의 A. actinomycetem-

comitans에 대한 종-특이성은 일반적인 PCR법을 이용하

여 실시하였으며, 이는 AccuPower
®
 PCR PreMix(Bioneer)

및 MyGenie
TM

 96 Gradient Thermal Block(Bioneer)을

이용하여 실시하였다. PCR 반응 혼합용액이 20 µl가 되

도록 20 pmoles씩의 Aa3-F/Aa3-R 프라이머와 4 ng의 세

균 유전체 DNA를 넣고 95
o
C에서 10분간 predenaturation,

95
o
C에서 10초간 denaturation, 72

o
C에서 30초간 annealing

과 extension 과정을 30회 시행하였다. PCR이 끝난 후

20 µl의 반응물 중 10 µl를 Tris-acetate buffer (0.04 M

Tris-acetate, 0.001 M EDTA, [pH8.0])를 전해질로 사용

하고 1.5% 아가로스 젤을 매질로 이용해서 100V에서 15

분간 전기영동하였다. 증폭물을 ethidium bromide로 염색

하여 UV transilluminator로 발색 여부를 확인하였다. 

qRT-PCR

qRT-PCR은 바이오니아사(Bionner, Korea)의 AccuPower
®

GreenStar
TM

 qPCR PreMix 및 Exicycler
TM

 96 Real-Time

Quantitative Thermal Block를 사용하여 실시하였다. PCR

PreMix에 forward 및 reverse 프라이머 각각 60 pmoles

와 세균 유전체 DNA를 PCR tube에 넣고, PCR PreMix

kit에 동봉된 DEPC water를 넣어 최종 반응물이 50 µl가

되도록 한 후 충분히 voltexing하였다. qRT-PCR 조건은

95
o
C에서 10분간 predenaturation 시행한 후 95

o
C에서 10

초간 denaturation, 72
o
C에서 30초간 annealing과 extension

하고, scanning하는 과정을 45회 반복하였으며, melting

curve 분석은 60~94
o
C에서 1

o
C씩 1초간 시행하였다. 
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Table 1. The bacterial strains used in this study

Species strains

Aggregatibacter actinomycetemcomitans
ATCC 33384

T
, ATCC 43717, ATCC 43718, KCOM 1299, KCOM 1300, KCOM 1302,

KCOM 1304, KCOM 1306, KCOM 1308

Haemophilus aphrophilus ATCC 33389
T
, KCOM 1287, KCOM 1288, KCOM 1289, KCOM 1290

Haemophilus paraphrophilus ATCC 29242
T
, KCOM 1297

Haemophilus parainfluenzae ATCC 33392
T

Neisseria sicca ATCC 29256
T

Neisseria subflava ATCC 49275
T

Neisseria meningitidis ATCC 13077
T

Neisseria mucosa ATCC 19696
T

Actinomyces georgiae CCUG 32935
T

Actinomyces odontolyticus CCUG 20536
T

Actinomyces israelii ATCC 12102
T

Actinomyces meyeri CCUG 21024
T

Actinomyces naeslundii CCUG 35333
T

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277
T

Porphyromonas endodontalis ATCC 35406
T

Prevotella intermedia ATCC 25611
T

Prevotella nigrescens ATCC 33563
T

Tannerella forsythia ATCC 43037
T

Campylobacter rectus ATCC 33238
T

Capnocytophaga gingivalis ATCC 33624
T

Capnocytophaga ochracea KCTC 5787
T

Capnocytophaga sputigena KCTC 5789
T

Propionibacterium propionicum KCTC 5342
T

Propionibacterium acnes KCTC 3314
T

Rothia dentocariosa KCTC 3204
T

Selenomonas artemidis KCTC 5742
T

Selenomonas noxia KCTC 5749
T

Eubacterium limosum KCTC 2487
T

Fusobacterium nucleatum ATCC 25586
T

Fusobacterium necrophorum ATCC 25286
T

Fusobacterium periodonticum ATCC 33693
T

Fusobacterium canifelinum CCUG 49733
T

Fusobacterium simiae CCUG 16798
T

Leptotrichia buccalis CCUG 34316
T

Streptococcus gordonii CCUG 33482
T

Streptococcus anginosus ATCC 700231
T

Streptococcus intermidius KCTC 3268
T

Streptococcus constellatus ATCC 27823
T

Streptococcus mitis KCTC 3556
T

Streptococcus mutans ATCC 25175
T

Streptococcus oralis CCUG 13229
T

Streptococcus parasanguinis CCUG 30417
T

Streptococcus pneumoniae CCUG 28588
T

Streptococcus sanguinis CCUG 17826
T

Streptococcus sobrinus ATCC 33478
T

Veillonella parvula KCTC 5019
T

ATCC, American Type Culture Collection; CCUG, Culture Collection, University of Göteborg; KCTC, Korean Collection for Type
Cultures; KCOM, Korean Collection for Oral Microbiology. 
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결  과

A. ctinomycetemcomitans의 검출을 위해 설계된 qRT-

PCR 프라이머(Aa3-F/Aa3-R)의 종-특이성을 일반적인 PCR

법으로 조사한 결과, A. actinomycetemcomitans 균주(참고

균주 3주 및 임상균주 6주)에서만 113 bp의 PCR 증폭물

을 모두 확인할 수 있었고 3종(8균주)의 Haemophilus spp.

및 구강 내 다른 세균종(40 종 40균주)에서는 PCR 증폭

물은 확인되지 않았다 (Table 2). 

본 연구에서 qRT-PCR을 수행하여 qRT-PCR 프라이머

(Aa3-F/Aa3-R)의 Standard curve와 최소검출한도를 측정

하기 위해 A. actinomycetemcomitans ATCC 33384
T
의 유

전체 DNA를 40 ng부터 4 fg까지 10단계씩 희석하여 실

험한 결과 2 fg까지 검출되는 것을 확인할 수 있었다(Table

2 및 Fig. 1)

고  찰
 

본 연구에서 설계된 Aa3-F/Aa3-R 프라이머는 qRT-PCR

에 의해 A. ctinomycetemcomitans 지놈 DNA를 4 fg까지

종-특이적으로 검출할 수 있음을 알 수 있었다. A. actino-

mycetemcomitans의 세균 지놈 크기가 2.1 Mb인 점을 고

려하면, Aa3-F/Aa3-R 프라이머 쌍은 qRT-PCR법에 의해

A. actinomycetemcomitans 1.7 균주에 해당하는 세균 지

놈 DNA까지도 검출이 가능하다는 것을 의미한다. 

Aa3-F/Aa3-R의 설계 시 PrimerSeclect 프로그램에서 제

시한 optimal annealing temperature(OAT)는 56.5
o
C였다

(data not shown). 하지만, 본 실험실의 경험에 의하면 실

Table 2. Smmary of the results of specificity test of the Aa3-F/
Aa3-R primers

Genus and species (no. of strains tested /no. species) rpoB

Aggregatibacter atinomycetemcomitans (9/1) +

Haemophilus spp. (8/3) -

Neisseria spp. (4/4) -

Actinomyces spp. (5/5) -

Porphyromonas spp. (2/2) -

Prevotella spp. (2/2) -

Tannerella forsythia (1/ 1) -

Campylobacter rectus (1/1) -

Capnocytophaga spp. (3/3) -

Propionibacterium spp. (2/2) -

Eubacterium limosum (1/1) -

Rothia dentocariosa (1/1) -

Selenomonas spp. (2/2) -

Fusobacterium spp. (5/5) -

Leptotrichia buccalis (1/1) -

Streptococcus spp. (11/11) -

Veillonella parvula (1/1) -

Fig. 1. (A) Standard curve and (B) minimal limit of detection obtained by qRT-PCR using the Aa3-F/Aa3-R primers from 10-fold serial dilu-
tions of genomic DNA of A. actinomycetemcomitans ATCC 33384

T
 range from 40 ng to 4 fg.

Table 3. Determination of CT value for a dilution series of 40 ng of
genomic DNA of A. actinomycetemcomitans ATCC 33384

Genomic DNA amount 
Cell number correspond-

ing to DNA amout
CT

40 ng 1.7 × 10
7

11.43

4 ng 1.7 × 10
6

14.47

400 pg 1.7 × 10
5

17.91

40 pg 1.7 × 10
4

21.15

4 pg 1.7 × 10
3

24.61

400 fg 1.7 × 10
2

28.42

40 fg 1.7 × 10
1

31.63

4 fg 1.7 × 10
0

36.13

0 0 ND
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제 PCR에서 최적의 annealing temperature는 이보다 5-

12
o
C 정도 높았다(Kim et al., 2005; Shin et al., 2010).

본 연구에서도 OAT를 구하기 위하여, A. actinomycetemco-

mitans ATCC 33384
T
와 Haemophilus aphrophilus ATCC

33389
T
 균주의 지놈 DNA를 이용하여 61-72

o
C 사이에서

1
o
C 간격으로 gradient PCR를 실시한 결과, annealing

temperature를 72
o
C로 정하였다(data not shown). 

최근 lipopolysaccharide의 생합성 과정에 참여하는 효소

중 하나인 3-deoxy-D-manno-oct-2-ulosonic acid transferase

유전자(waaA) 핵산염기서열을 바탕으로 A. actinomycetem-

comitans을 검출할 수 있는 qRT-PCR법이 개발되었다

(Hyvärinen et al., 2009). 이 연구 결과 소개된 qRT-PCR

프라이머의 민감도는 약 40 fg으로 TaqMan 프로브법을

이용한 qRT-PCR을 시행한 것이었다. 이러한 점을 감안할

때, 본 연구에서 개발된 Aa3-F/Aa3 프라이머쌍은 Hyvärinen

등이 개발한 것 보다 경제적이면서 더 높은 민감도로 A.

actinomycetemcomitans를 검출하는 데 사용가능 할 것이

라 생각된다. 

본 연구에서 A. actinomycetemcomitans 검출을 위한 표

적 유전자로 rpoB는 Escherichia coli의 핵산염기서열

(4,026bp)을 기준으로 여러 세균종들간의 핵산염기서열의

상동성 분석을 한 결과 9개의 보존된 영역과 그들 사이의

8개의 상동성이 떨어지는 영역이 있는 것으로 알려져 있

다(Severinow et al., 1996). 또한, rpoB는 16S rDNA과

같이 세균분류학적 측면에서 같은 세균 종에 속하는 균주

들 간에 핵산염기서열이 잘 보존되어 있고, 16S rDNA보

다 핵산염기서열이 약 3배 정도 크며, 세균 종간의 상이

성이 크다. 그러므로 앞으로 유전자 클로닝 기법 및 핵산

염기서열 분석 기법이 좀 더 발전하게 되어 모든 세균 종

들의 표준균주에 대한 rpoB 핵산염기서열 데이터가 확보

되면, 멀지 않아서 16S rDNA를 대신해 rpoB가 세균의

종을 기준하는 하나의 중요한 기준이 될 것으로 생각된다. 

이상의 연구결과를 요약하면, 본 연구에서 A. actinomy-

cetemcomitans 검출을 위해 개발된 qRT-PCR 프라이머

(Aa3-F/Aa3-R)는 SYBR green을 이용한 qRT-PCR법으로

세균 1.7 마리까지도 검출할 수 있는 민감도를 갖으며,

Haemophilus spp.를 포함한 43종의 다른 구강 내 세균종

균주들의 지놈 DNA에 대한 교차반응이 없었기 때문에 치

주질환과의 역학연구에 A. actinomycetemcomitans을 종-

특이적으로 검출하는 데 사용될 수 있을 것으로 생각된다. 
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