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Bacteria are frequently contaminated during the collection and processing procedures of boar semen.
Of the contaminants, Stenotrophomonas (S.) maltophilia is a Gram-negative bacterium that is widely dis-
tributed in a variety of habitats. Although PCR assays have been developed for the detection of S.
maltophilia, they cross-react with some species of Xanthomonas. In this study, we designed a primer
set for the detection of S. maltophilia in order to target the chiA (GenBank accession no. NC_010943)
gene. The specific PCR products were amplified from S. maltophilia only, not from other tested strains
that are frequently found in semen. The detection limit of the PCR was 1.5×10

3
CFU/ml with

pure-cultured S. maltophilia and 1.5×10
4

CFU/ml with S. maltophilia spiked in semen. Twenty-six (5.9%)
S. maltophilia were isolated from 440 semen samples. The PCR results exhibited 98.9% agreement with
a comparison of S. maltophilia isolation. Also, the sensitivity and specificity of the PCR were 100% and
98.7%, respectively. In the antimicrobial susceptibility test, S. maltophilia isolates were highly suscep-
tible to enrofloxacin and florfenicol, while the majority of them were resistant to amoxicillin/clav-
ulanic acid, apramycin, ceftiofur, penicillin, and spectinomycin. These results indicated that the PCR
using the chiA gene was proven to be reliable and effective for the detection of S. maltophilia with
high levels of sensitivity and specificity.
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서 론

돼지 인공수정은 우수한 유전자 형질도입과 질병 최소화를

위하여 전 세계적으로 널리 사용되고 있으며, 우리나라에서도

현재 인공수정 보급율이 약 90%에 도달하였다[17]. 그러나 돼

지 정액 내 세균오염은 정자의 구조를 변형시켜 정자 운동력

감소, 생존기간 단축 및 수태율 저하 등 막대한 경제적 손실을

유발한다. 더욱이, 오염된 정액이 암퇘지에 주입되면 질 분비

물 증가와 자궁내막염 등 생식기 질환을 유발할 수 있으므로

인공수정용 돼지 정액의 세균오염은 최소화시키는 것이 중요

하다[5].

일반적으로 돼지 정액에 오염되는 균종이나 오염수준은 계

절적인 요인과 정액 채취 환경에 따라 많은 차이가 있지만,

대표적인 오염균으로는 Acinetobacter spp., Alcaligens spp.,

Enterococcus spp., Escherichia coli, Pseudomonas spp., Serratia

spp., Stenotrophomonas (S.) maltophilia 등이 보고되어 있다[13].

특히 S. maltophilia는 물과 토양 등 자연환경에 널리 존재하며

비위생적으로 채취된 돼지 정액에 약 2.0-15.5% 오염되어 있다

[1,4,13].

S. maltophilia의 동정은 생화학 성상에 근거한 균분리법과

특이 유전자를 확인하는 유전자 검사법 등이 사용되고 있다.

그러나, 균분리법은 정확도가 낮고 검사 시간이 오래 소요되

며 유사 균종과의 감별 등이 요구되어 최근에는 유전자 검사

법이 많이 사용되고 있다[11,18,20]. 유전자 검사법은 gyrB,

xylE, copA 및 dfrA15 gene 등을 이용하지만 S. maltophilia가

Xanthomonas spp. 또는 Pseudomonas spp.와 유전적 상동성이

높기 때문에 비특이 반응이 나타나는 단점이 있다[10].

한편, S. maltophilia에 의한 인체 감염증을 살펴보면 주로

면역이 저하된 환자나 항생제의 장기간 사용 시에 감염되며

[1], 창상감염, 심내막염, 균혈증, 요로감염 등을 유발할 수 있

다고 보고되어 있다[14,15,23]. S. maltophilia는 aminoglyco-

sides 뿐만 아니라 광범위 β-lactam 계열의 항생제에도 높은

내성률을 나타내고 있으며, 최근에는 퀴놀론계 항생제에도 점
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Table 1. Nucleotide sequences of primer developed in this study

Primers Nucleotide sequences (5' to 3') GenBank No. Product size (bp)

chiA-F TGAAGGTGCTGATCTCGCTG
NC_010943 445

chiA-R GCCGACTGGTGATTGGTCTT

차 내성이 증가하여 공중보건학적으로 문제가 되고 있다

[12,16].

따라서 본 연구에서는 S. maltophilia에 대한 검사 시간의

단축과 정확도를 높이고자 PCR 진단법을 개발하여 국내 돼지

원정액에 대한 S. maltophilia 오염율을 조사하고, 분리균주에

대해 항생제 감수성 시험을 실시하여 유효 항생제를 선발하고

자 하였다.

재료 및 방법

S. maltophilia 분리

S. maltophilia 분리를 위하여 2009년 10-12월에 8개 인공

수정센터에서 생산된 돼지 원정액 116건과 2011년 3-12월에

20개 인공수정센터에서 생산된 돼지 원정액 324건 등 총

440건의 원정액을 검사하였다. 채취 후 2-3일 이내의 원정액

100 μl를 5% sheep blood agar plate (Asan Pharmaceutical,

Korea)와 MacConkey agar (Difco, USA)에 각각 도말하여

37℃, 18-24시간 호기배양하였다. 용혈성이 없으면서 lactose

를 분해하지 못하는 유사 집락을 순수 분리하여 VITEK 2

Compact (BioMérieux, France)로 분리균을 동정하였다.

Primers 제작

S. maltophilia를 특이적으로 검출하기 위하여 S. maltophilia

의 chitinase 생성에 관여하는 chiA 유전자를 primer 작성부위

로 선정하였다. 본 연구에서 제작된 primers의 염기서열은

Table 1에 나타난 바와 같다.

PCR 조건

PCR은 AccuPower HotStart PCR Premix (Bioneer,

Korea)를 사용하였으며, 10 pmoles/μl로 희석된 forward 및

reverse primers 각각 1 μl와 template DNA 용액 5 μl를 첨

가한 후 DW로 최종 20 μl 되게 조정하였으며, DNA thermal

cycler (TaKaRa, Japan)로 PCR을 실시하였다. 반응조건은

initial denaturation (94℃, 5분) 후, denaturation (94℃, 30

초), annealing (56℃, 30초), extension (72℃, 30초)을 30회

반복하고 final extension (72℃, 5분)하였다. PCR 증폭산물은

2% agarose gel에서 100 V, 30분 전기영동한 후 유전자 증폭

유무를 관찰하였다.

특이도 검사

개발된 PCR의 특이도 검사는 S. maltophilia ATCC 13637을

비롯하여 돼지 정액 내 오염 빈도가 높거나 S. maltophilia와

유전적 상동성이 높다고 알려진 18종의 표준균주에서 DNA를

추출하여 관찰하였다.

민감도 검사

민감도는 순수 배양된 균액을 멸균식염수로 단계 희석하는

방법과 또는 원정액으로 단계 희석하는 방법 등 2가지로 측정

하였다. S. maltophilia ATCC 13637을 nutrient broth에 접종하

여 37℃, 24시간 배양한 후 멸균식염수로 십진 단계희석하여

1.5×10
7
–1.5×10

-1
CFU/ml까지 제작하였다. 각 희석단계별로

800 μl씩 수거한 후 pellet을 멸균식염수로 원심 수세하여

DNA mini kit로 추출한 후 PCR의 민감도를 측정하였다. 상기

조건으로 순수 배양된 S. maltophilia균액(1.5×108 CFU/ml)을

원정액으로 십진 단계희석하여 1.5×10
7

-1.5×10
-1

CFU/ml까지

제작하였다. 각 희석단계별로 1 ml씩 수거하여 3,000 rpm, 1분

간 원심분리하여 정자를 침전시키고 상층액 800 μl에서 pellet

을 수거하였다. 이를 멸균식염수로 수세한 후 DNA mini kit로

DNA를 추출한 후 PCR을 실시하였다. 단, 원정액은 S. malto-

philia 음성으로 확인된 것을 사용하였다.

PCR 기법과 균분리법의 비교

S. maltophilia에 대한 PCR기법의 검출 효율성을 평가하기

위하여 균분리법과 비교실험을 실시하였다. 즉, 원정액 440건

을 대상으로 앞서 기술한 균분리법과 PCR 기법에 따라 검출

결과를 상호 비교하여 두 진단법간의 일치율, kappa value와

PCR 기법의 민감도, 특이도 등을 조사하였다.

항생제 감수성 검사

항생제 감수성 검사는 Kirby-Bauer disk diffusion 방법에

따라 실시하였다[7]. 항생제 disk는 amoxicillin/clavulanic

acid (30 μg), bacitracin (10 μg), colistin (10 μg), gentamicin

(10 μg), neomycin (30 μg), oxytetracycline (30 μg), penicillin

(10 μg), spectinomycin (100 μg)(이상 8종; BD, USA)과 apra-

mycin (15 μg), ceftiofur (30 μg), enrofloxacin (5 μg), florfeni-

col (30 μg)(이상 4종; Oxoid, UK) 등 총 12종을 사용하였다.

순수배양된 S. maltophilia를 멸균 PBS에 부유시켜 McFarland

탁도계로 0.6으로 농도를 조절하여 Muller Hinton agar

(Difco, USA)에 접종하였다. 15분 이내에 항생제 disk를 배지

위에 배치한 후 37℃, 16-24시간 배양하여 억제환을 측정하였

으며 제조사의 판독기준에 따라 판정하였다.
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Fig. 1. Specificity of the PCR assays for the detection of S. maltophilia. The PCR products were analyzed by 2% agarose gel electro-

phoresis followed by ethidium bromide staining. Lane 1; Acinetobacter haemolyticus ATCC 17906, lane 2; Acinetobacter junii
ATCC 17908, lane 3; Acinetobacter lwoffii ATCC 15309, lane 4; Burkholderia cepacia ATCC 25416, lane 5; Citrobacter freundii
ATCC 8090, lane 6; Comamonas testosteroni ATCC 11996, lane 7; Enterobacter cloacae ATCC 13535, lane 8; Enterococcus faecalis
ATCC 19433, lane 9; Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, lane 10; Myxococcus xanthus ATCC 25232, lane 11; Ochrobactrum
anthropi ATCC 49188, lane 12; Proteus mirabilis ATCC 29906, lane 13; Pseudomonas fluorescens ATCC 13525, lane 14; Pseudomonas
putida ATCC 12633, lane 15; Serratia marcescens ATCC 13880, lane 16; Xanthomonas campestris ATCC 13951, lane 17;

Xanthomonas oryzae KCCM 11217, and lane 18; Stenotrophomonas maltophilia ATCC 13637, N; negative control, M; 100 bp

DNA ladder (TaKaRa)

결과 및 고찰

S. maltophilia에 대한 PCR 특이도 조사

S. maltophilia검출을 위한 PCR기법들은 높은 유전적 상동

성으로 인하여 Xanthomonas spp. 또는 Pseudomonas spp.에 비

특이 반응을 나타내는 단점이 있다[10]. 그러나 본 연구에서

개발된 PCR기법의 특이도는 Fig. 1에 나타난 바와 같이, 돼지

원정액에서 분리 빈도가 높다고 보고된 14종과 S. maltophilia

와 유전적 상동성이 높다고 알려진 4종의 균주(Xanthomonas

campestris, Xanthomonas oryzae, Pseudomonas fluorescens 및

Pseudomonas putida)를 이용하여 조사하였으며, 그 결과 S. mal-

tophilia에서만 445 bp의 특이 유전자 증폭산물이 확인되었다.

Whitby 등[21]은 S. maltophilia의 23S rRNA를 이용하여 종

특이 PCR을 보고하였으나, Foster 등[10]은 Stenotrophomonas

spp.가 Xanthomonas spp.와 교차반응이 일어나며, Pseudomonas

spp.와도 유전적 상동성이 높다고 보고하였다. 본 연구에서는

S. maltophilia의 chiA유전자를 이용하여 primer를 작성하였으

며, 교차반응이 유발된다고 보고된 균주에서는 PCR 증폭 산

물이 검출되지 않아 본 PCR기법이 S. maltophilia 검출에 매우

유용함을 알 수 있었다.

개발 PCR기법의 민감도 조사

PCR기법은 민감도가 높을수록 원정액에 오염된 극소량

의 균수 검출에 유리하기 때문에 높은 민감도는 진단상 매

우 중요하다. 본 연구에서 개발된 PCR기법의 민감도는 순

수 배양된 S. maltophilia 균액에 대해서는 1.5×103 CFU/ml

까지 증폭산물이 확인되었으나(Fig. 2A), 원정액에 혼합된

S. maltophilia에 대해서는 1.5×10
4

CFU/ml까지 검출되어

(Fig. 2B), 순수 배양균액보다 원정액 혼합균액에서 민감도

가 약 10배정도 감소하였다. 세균은 정자에 부착하여 정자

의 응집을 유발할 수 있는데, 이는 정자의 외막과 세균의 협

막에 존재하는 mannose binding structure에 의한 것으로

알려져 있다[6,9,22]. 따라서 순수 배양균액보다 원정액 혼합

균액에서 PCR 민감도가 약 10배 감소한 것은 세균이 정자

에 부착하여 함께 침강하므로 원정액 혼합균액의 원심 상층

액에는 순수 배양균액보다 균수의 감소가 유발되었기 때문

인 것으로 추정되었다.

원정액의 S. maltophilia 오염율 조사 및 진단법간 비교

돼지 정액은 채취과정을 고려할 때 무균적인 채취가 불가능

하며, 웅돈이나 환경유래 세균의 오염 가능성이 매우 크다

[3,4,5]. 이러한 오염세균 중 S. maltophilia는 물, 토양 등에 널리

존재할 뿐만 아니라 비위생적으로 채취된 돼지 정액에서 자주

검출되는 세균이다[13].

총 440건의 원정액에 대해 S. maltophilia분리를 실시한 결

과, 26건에서 분리되어 국내 원정액의 S. maltophilia 평균 오염

율은 5.9%로 나타났으며, 봄이나 겨울철보다는 여름과 가을철

에 S. maltophilia 오염율이 상대적으로 높게 나타났다(Table

2). 이러한 성적은 돼지 정액의 S. maltophilia 분리율이

2.0-15.5% 이었다는 보고와 유사하였으나[1,4,13], 인공수정센
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Fig. 2. Sensitivity test of PCR with 10-fold diluted samples;

pure-cultured S. maltophilia was diluted with sterile sal-

ine and boar semen, respectively. Detection limit of the

PCR was 1.5×10
3

CFU/ml with pure-cultured S. malto-
philia (panel A) and 1.5×104 CFU/ml with S. maltophilia
spiked in semen (panel B). Lane 1 to 9; serial 10-fold

dilution of S. maltophilia (1.5×10
7

to 1.5×10
-1

CFU/ml),

N; negative control, M; 100 bp DNA ladder

(GenDEPOT)

Table 2. Seasonal prevalence of S. maltophilia in unextended

boar semen

Year Season
No. of S. maltophilia isolate/

tested semen (%)

2009 Fall 19/116 (16.4)

2011 Spring 0/58 (0)

Summer 4/76 (5.3)

Fall 3/100 (3.0)

Winter 0/90 (0)

Total 26/440 (5.9)

터의 관리상태 및 정액 채취자의 위생수준에 따라 많은 차이

가 있을 것으로 추측된다. 특히 S. maltophilia는 여름, 가을에

채취된 원정액에서 분리율이 높았는데 이러한 성적은 정액

내 세균오염 수준이 계절에 따라 차이가 있다는 Althouse 등

의 보고와 유사하였다[5].

개발된 PCR기법을 S. maltophilia 균분리법과 비교한 결과,

비록 S. maltophilia 분리는 음성이었지만 PCR에서 양성인 시

료가 5건(1.1%)으로 나타나 개발된 PCR기법이 균분리법보다

민감함을 알 수 있었다. 한편 나머지 435건(98.9%)의 시료는

모두 균분리법과 PCR 기법의 결과가 일치하였다. 따라서 두

진단법간의 일치율은 98.9%, kappa value는 0.906이었으며,

PCR의 민감도와 특이도는 각각 100%, 98.7%로 나타나(Table

Table 3. Comparison of S. maltophilia PCR with S. maltophilia
isolation

PCR
S. maltophilia isolation

Total
Positive Negative

Positive 26 5 31

Negative 0 409 409

Total 26 414 440

Sensitivity=100%, specificity=98.7%, agreement=98.9%, kappa

value=0.906

Table 4. Antimicrobial susceptibility of S. maltophilia (n=26) iso-

lated from boar semen

Antimicrobial agents No. of susceptible isolates (%)

amoxicillin/clavulanic acid 0 (0)

apramycin 0 (0)

bacitracin 6 (23.1)

ceftiofur 0 (0)

colistin 16 (61.5)

enrofloxacin 26 (100)

florfenicol 24 (92.3)

gentamicin 5 (19.2)

neomycin 5 (19.2)

oxytetracycline 11 (42.3)

penicillin 0 (0)

spectinomycin 0 (0)

3), 본 연구에서 개발된 PCR기법이 균분리법을 보조하는 유용

한 검사법으로 생각되었다.

분리균주의 항생제 감수성 검사

정액 희석제에는 glucose 등이 함유되어 있어 세균 발육이

용이하며, 더욱이 제품정액의 보관온도인 17℃에서도 다양한

세균들이 발육할 수 있다. 이러한 세균오염 정액은 생식기 질

환과 산자수 감소 등의 경제적 손실을 유발할 수 있으므로,

정액채취 및 제조과정 중 세균오염 수준을 최대한 줄이도록

노력하여야 한다[5]. 특히 정액 내의 항생제 첨가는 정자의 수

명 또는 운동성 등에 영향을 미치지 않는 범위 내에서 소량

사용해야 하므로 다양한 오염균을 억제시킬 수 있는 유효 항

생제를 선발하기란 매우 어렵다[4,8]. 과거 인공수정센터에서

널리 사용하였던 penicillin, streptomycin은 점차 내성율이 증

가하기 때문에 최근에는 spectinomycin, gentamicin, neo-

mycin, ampicillin, lincomycin, tylosin, polymyxin, enro-

floxacin 등이 권장되고 있다[2,3,4,5].

국내 원정액에서 분리된 S. maltophilia의 항생제 감수성 검

사 결과, enrofloxacin (100%), florfenicol (92.3%), colistin

(61.5%)에 높은 감수성을 보였으며, 그 외 oxytetracycline

(42.3%), bacitracin (23.1%), gentamicin (19.2%), neomycin

(19.2%) 순으로 감수성이 나타났다. 그러나 amoxicillin/clav-

ulanic acid, apramycin, ceftiofur, penicillin, spectinomycin에
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서는 100%의 높은 내성율을 나타내었다(Table 4). 이러한 결과

는 정액유래 세균들이 gentamicin에 내성율이 점차 증가한다

는 Althouse 등의 보고와 유사하였으며[3], 만약 S. maltophilia

에 오염이 심한 인공수정센터이라면 gentamicin의 교체를 고

려해야 할 것으로 생각되었다.

S. maltophilia는 사람에 병원성이 높을 뿐만 아니라 돼지

정액에서도 빈번히 분리되는 균종이다. 따라서 본 연구에서는

돼지 정액에 S. maltophilia의 오염 유무를 신속히 파악하기 위

해 PCR기법을 개발하였다. 개발된 PCR기법은 민감도, 특이

도, 일치율이 높아 균분리법을 보조할 수 있을 것으로 생각되

며, 신속․정확한 세균검사로 효율적인 정액관리 및 양돈 생

산성 향상에 기여할 것으로 기대된다.
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초록：돼지 정액에서 분리된 Stenotrophomonas maltophilia 확인을 위한 PCR 기법 개발 및 분리

균주의 항생제 감수성 양상

정병열1*․박범수1․김하영1․변재원1․김애란1․전병윤1․김인철2․정기화3

(
1
농림수산검역검사본부 세균질병과,

2
국립축산과학원 양돈과,

3
경남과학기술대학교 동물소재공학과)

돼지 정액의 세균오염은 정자활력 감소나 수태율 저하 등을 유발하는데, 특히 Stenotrophomonas maltophilia는

자연환경에 널리 존재하여 비위생적으로 채취된 정액에 많이 오염될 뿐 아니라 사람에게도 병원성을 일으킨다.

본 연구에서는 S. maltophilia의 검사 시간 단축과 정확도를 높이고자 PCR 기법을 개발하였으며, 돼지 원정액에서

이들 세균의 오염율을 조사하고 유효 항생제를 선발하고자 하였다. 돼지 원정액에서 분리 빈도가 높은 18 균종을

대상으로 PCR을 적용한 결과, S. maltophilia에서만 445 bp의 특이 유전자 증폭산물이 확인되었다. 또한 순수 배양

된 S. maltophilia는 1.5×10
3

CFU/ml까지, 원정액에 혼합된 S. maltophilia에 대해서는 1.5×10
4

CFU/ml까지 검출이

가능하였다. 2009년에 116건과 2011년 324건 등 총 440건의 원정액 중 26건(5.9%)에서 S. maltophilia가 분리되었으

며, 여름과 가을철에 오염율이 상대적으로 높게 나타났다. 균분리법과 PCR간의 일치율은 98.9%, kappa value는

0.906이었으며, PCR의 민감도와 특이도는 각각 100%, 98.7%로 나타났다. 분리균주의 항생제 감수성 시험 결과,

enrofloxacin (100%)과 florfenicol (92.3%)에 높은 감수성을 보였으나 amoxicillin/clavulanic acid, apramycin, cef-

tiofur, penicillin, spectinomycin에는 내성율이 높게 나타났다. 결론적으로 개발된 PCR기법은 민감도, 특이도, 일

치율이 높아 균분리법을 보조하고 신속․정확하게 정액 내 오염세균을 확인할 수 있어 효율적인 정액관리가 가

능할 것으로 기대된다.
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