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Abstract : Brucella (B.) canis is mainly transmitted by direct or indirect contact with aborted fetuses and

placenta. It's also known to be able to infect human, which likely results in providing veterinarians and

companion animal owners for infectious risk. To develop diagnostic ELISA, we cloned and expressed rp1L

gene of B. canis, which encodes the ribosomal protein L7/L12. Using this purified recombinant protein,

indirect-ELISA (iELISA) was evaluated using 78 positive and 44 negative sera. The sensitivity and the

specificity of iELISA were 94% and 89%, respectively. The results indicated that indirect-ELISA using

recombinant ribosomal protein L7/L12 may be useful for diagnosis of canine brucellosis.
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서 론

Brucella(B.) canis에 의한 개 브루셀라병 발생은 1966

년에 처음 보고되었다 [5]. 개 브루셀라병은 유산 및 불

임증을 유발하여 개 번식 농장에 경제적 손실을 초래할

뿐만 아니라 [7, 20], 사람에 감염되어 파상열, 권태감,

관절염 및 골수염 등을 일으킬 수 있는 인수공통질병

중의 하나이다 [21, 28]. 전파방법은 주로 유산 후 유산

태아나 유산물질, 질 분비물로부터 브루셀라균의 흡식

이나 섭식에 의해서 이루어지며 사람은 이들 유산관련

물질과 직·간접 접촉에 의해 감염된다 [10]. 주로 사

육자 및 수의사에 전염된 사례가 보고되고 있지만 반려

견을 통한 일반인 감염 문제가 대두될 수 있는 질병이

다 [3, 17].

개 브루셀라병에 감염되면 임신 말기에 유산이 발생

하는 경우를 제외하고는 대부분의 경우 임상증상을 나

타내지 않는다. 또한 브루셀라균은 세포내 기생하는 세

균으로 예방 및 치료가 어렵기 때문에 신속하게 진단하

여 질병의 전파를 차단하는 것이 중요하다 [20].

진단을 위한 혈청학적 검사들로서 신속평판응집반응

법(Rapid slide agglutination test; RSAT), 로즈벵갈응집반

응법(Rose bengal agglutination test; RBAT), 시험관내 응

집반응법(Tube agglutination test; TAT), 한천겔 면역확산

법(Agar gel immunodiffusion test; AGID), 효소면역학적

반응(Enzyme-linked immuno sorbent assay; ELISA)등이

가장 보편적이며, 단일 진단법으로는 진단이 어려워 나

라마다 2~4종의 방법을 병행하고 있다 [18]. 그리고 감

염초기에 검출 확률이 낮고 교차반응으로 의양성 결과

가 나오는 문제점이 있다 [6].

본 연구에서는 B. canis에 감염된 개체를 신속하고 정

확하게 진단할 수 있는 항원을 찾고자, 개 브루셀라균으

로부터 리보솜 단백질 L7/L12 항원 유전자를 분리, 대

장균 내에서 발현을 유도하여 재조합 단백질을 정제하

고, 이 재조합 리보솜 단백질 L7/L12 항원의 항원성 검
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정을 통하여, 개 브루셀라병 진단용 항원으로서의 사용

가능성에 대해 확인하였다.

재료 및 방법

개 브루셀라균의 항원 클로닝

B. canis ATCC 23365 표준균주를 200 mL tryptic soy

broth(TSB) 배지에 접종한 다음 36~48시간 이상

stationary phase가 되도록 교반 배양하였다. 개 브루셀

라균을 10,000 ×g로 원심분리한 후 회수하여 Moore

등 [19]의 CTAB를 이용한 박테리아 게놈 DNA 추출

방법으로 DNA를 분리하였으며, 얻어진 DNA는 분광

광도계를 이용하여 정량하여 PCR을 수행하였다. 리보

솜 단백질 L7/L12을 암호화하는 rplL 유전자를 클로

닝하기 위하여 NCBI(National Center for Biotechnology

Information, USA)의 gene bank 검색을 통해서 염기배열

을 찾아 이 유전자의 coding sequence를 포함하며 대장

균 발현 벡터인 pCold I DNA(3360-3364; Takara, Japan)

에 클로닝하기 위하여 SacI과 XhoI 제한효소자리를 넣

어 프라이머(forword primer: GCG CGA GCT CAT GGC

TGA TCT CGC AAA GAT CG, reverse primer: GCG

CCT CGA GTT ACT TGA GTT CAA CCT TGG CGC)

를 제작하고 PCR을 진행하였다. PCR의 총 반응액은 50

µL로 하여 5 µL(0.5 µg) genomic DNA, 5 µL의 10 × reac-

tion buffer, 1 mM dNTP, 각 10 pmol의 rplL 양방향 primer

를 혼합한 후, nTaq-Tenuto DNA Polymerase 5 U(P225A;

Enzynomics, Korea)을 첨가하였다. 94oC에서 7분간 주형

DNA를 변성시킨 후, 94oC 1분, 57oC 1분, 72oC 30초의

반응 사이클을 30회 반복 시행하였으며, 마지막에 72oC

에서 5분간 반응하였다. 얻어진 PCR 산물은 TAE 1.5%

agarose gel에 전기영동한 후 QIAquick gel extraction Kit

(28706; Qiagen, Germany)를 이용하여 gel로부터 DNA

를 회수하였다. 분리된 DNA는 TOPcloner TA kit

(EZ001S; Enzynomics, Korea)를 이용하여 pTOP TA

vector에 연결한 후 DH5 100 µg/mL ampicillin이 첨가된

Luria-Bertani(LB) agar plate에서 배양하였다. 배양된

colony에서 AccuPrep Nano-Plus Plasmid mini extraction

kit(K-3111; Bioneer, Korea)를 이용하여 plasmid를 추출

하여 SacI과 XhoI 제한효소로 처리하여 클로닝 여부를

확인하였다. pTOP TA vector 클로닝 산물은 마크로젠

(Korea)에 의뢰하여 염기배열을 조사하였고 NCBI의

Blast Search를 통하여 아미노산 수준에서 염기배열의 상

동성 조사를 통해 rplL 유전자를 확인하였다. 확인된 클

로닝 산물을 SacI과 XhoI 제한효소로 처리하여 pColdI

vector와 연결하였다. 이 벡터는 affinity column binding

을 위해 N-terminal fusion peptide로 6개의 Histidine을

발현하도록 되어있다. rplL 유전자와 연결된 벡터를 SacI

과 XhoI로 잘라 클로닝 여부를 확인한 후 대장균 발현

용 숙주 세포인 BL21(DE3)로 옮겨 주었다(Fig. 1).

개 브루셀라균의 항원 발현 및 정제

pCold I rplL BL21(DE3)를 100 µg/mL ampicillin이 첨

가된 LB 액체배지 500 mL에 접종하여 37oC에서 진탕

배양 하고 Optical density(OD)600 값이 0.4~0.5가 되면

15oC에서 30분간 cold shock을 준 후, 1 mM IPTG를 첨

가하여 15oC에서 24시간 진탕배양 하였다. 8,000 ×g에

서 20분간 원심분리하여 회수한 pellet을 PBS 완충용액

에 3회 세척한 후, pellet을 30 mL binding buffer(20 mM

sodium phosphate, 0.5 M NaCl, 20 mM imidazole, pH 7.4)

에 풀어서 French press cell disrupter(FA078A0447;

Thermo, USA)를 이용하여 1,150 psi에서 30분 동안 반

응 시켰다. 그리고 18,000 rpm에서 15분간 원심분리 한

후, rplL 재조합 단백질 항원이 함유된 상층액을 0.45

µm 필터에 여과하였다. 추출한 단백질을 Histidine이 연

Fig. 1. Strategy for expression in Escherichia (E.) coli system. (A) Agarose gel (1%) electrophersis pattern of the insert

DNA and pColdI vector digested with SacI and XhoI. (B) Schematic diagram of vector for hyperexpression of the rplL

gene in E. coli (BL21) under the control of cspA promoter.
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결된 단백질을 정제할 수 있는 His 60 Ni Superflow resin

(635659; clontech, Japan) 4 mL에 적하한 후, 20 mL의

wash buffer(50 mM sodium phosphate, 300 mM sodium

chloride, 40 mM imidazole, pH 7.4)로 3회 반복 세척하

였다. 10 mL의 elution buffer(20 mM sodium phosphate,

0.5 M NaCl, 500 mM imidazole, pH 7.4)로 재조합 단백

질을 회수하였다. 이러한 과정으로 분리한 단백질의 농

도는 Qubit fluorometer(Q32858; Invitrogen, USA)로 측

정하였다. 

생산된 개 브루셀라균 리보솜 단백질 L7/L12의 면역

원성 확인 

정제된 리보솜 단백질 L7/L12은 15% SDS-PAGE를

이용하여 전기영동한 후 Mini Trans-Blot Electrophoretic

Transfer Cell(170-3930; Bio-Rad, USA)에 Transfer buffer

(30 g Tris, 14.5 g Glycine, 23 mL 20% SDS, 1 L MeOH,

750 µL Acetic Acid, 5 L)를 넣고 Polyvinylidene Fluoride

membrane(PVDF)로 70 V에서 1시간 20분간 실시하였

다. PVDF막을 메탄올에 30초간 처리하고 실온에서 말

린 후 blocking buffer solution(2% skim milk + TBST) 20

mL에 처리하고 실온에서 2시간 반응시켰다. 차단완충용

액에 1차 항체반응으로서 B. canis가 분리된 개 야외 양

성 및 음성 혈청을 1 : 2,000배로 희석하여 한 시간 동안

반응시킨 후 완충용액을 버리고 TBST로 5분씩 3회 세

척하였다. 2차 항체인 Peroxidase labeled anti goat-dog

IgG(H + L)(14-19-06; KPL, USA)는 PBST 20 mL에 1 :

5,000 배로 희석하여 1시간 30분 동안 반응시켰다. 그리

고 3회 세척한 후 PVDF막에 West-Q Chemiluminescent

Substrate Kit(W3650-012; GenDEPOT, USA)를 뿌려주고

영상분석을 실시하였다.

개 브루셀라균의 감염 혈청 준비

국내에서 개 브루셀라병 증상이 의심되거나 유산을

일으킨 번식 농장에서 분리된 혈청을 시험관내 응집반

응과 신속평판응집반응법으로 검사하여 양성반응이 나

온 혈청을 대상으로 균 분리를 시도하여 개 브루셀라균

이 분리된 78개 혈청을 양성 혈청으로 구분하였다. 그

리고 음성 혈청은 개 브루셀라병이 발생 되지 않은 농

장에서 위 두 가지 검사법에서 음성반응을 보이면서 균

분리 되지 않은 44개 혈청을 선정하였다.

Indirect-ELISA

정제된 리보솜 단백질 L7/L12을 항원 흡착용 Coating

Solution Concentrate Kit(50-84-00; KPL, USA)을 사용하

여 정제된 ribosomal protein L7/L12를 1.0 µg/mL이 되도

록 희석하여 96-well plate의 각 well에 100 µL씩 분주한

후, 37oC에서 16시간 흡착시켰다. PBST로 4회 세척한

후, blocking buffer solution(5% skim milk in PBST)을

plate에 100 µL씩 분주하여, 37oC에서 1시간 동안 반응

시키고, PBST 완충용액으로 4회 세척하였다. 개 브루셀

라균의 야외 양성 혈청과 음성 혈청을 1 : 800 비율로 다

른 희석용 plate에서 희석하여 100 µL씩 분주하였다. 혈

청이 분주된 plate를 37oC에서 1시간 30분 동안 반응시

킨 후, PBST 완충용액으로 4회 세척하였다. Peroxidase

labeled anti goat-dog IgG(14-19-06; KPL, USA)를 PBST

에 1 : 5,000의 비율로 희석한 후, 세척된 plate에 100 µL

씩 분주하여 37oC에서 1시간 동안 반응시켰다. 반응 후

plate를 PBST 완충용액으로 4회 세척한 후, ABTS

Peroxidase Substrate System(50-66-00; KPL, USA)을 100

µL씩 분주하여 실온에서 약 15분 반응시킨 후 4%

SDS(sodium dodecyl sulfate)를 100 µL 분주하여 반응

을 정지시켰다. 정지된 plate 내 반응을 ELISA reader

(F129035, Genios Pro; TECAN, Austria)를 이용하여

OD405에서 흡광도를 측정하여 결과를 판정하였다.

결 과

rplL 유전자 cloning

B. canis ATCC 23365 표준균주로부터 게놈 DNA를

추출하여 두 쌍의 primer를 가지고 PCR을 실시한 후

pTOP TA vector에 클로닝하였다. pTOP TA vector와 rplL

유전자가 ligation된 plasmid에 제한효소를 처리하여

insert의 사이즈를 확인한 후 염기분석하여 open reading

frame을 확인하였다. NCBI blast 분석을 통하여 다른

균주와의 상동성을 비교한 결과 Ochrobacterium과

Agrobacterium 등과 같은 토양 미생물과 80% 이상의 높

은 상동성을 보였고, 혈청학적 테스트에서 교차반응을

보이는 Escherichia coli O157:H7와 Salmonella enterica

spp, Yersinia spp와는 65% 이하의 낮은 상동성을 보여

특이적인 항원으로 활용될 수 있을 것으로 사료된다

(Table 1).

Table 1. Comparative nucleotide and amino acid sequence

analysis of rplL gene from different bacteria

Specis
Nucleotide 

(%)

Amino acid 

(%)

Brucella spp. 99 98

Ochrobacterium 95 98

Agrobacterium 85 85

Escherichia coli O157 : H7 64 59

Salmonella enterica spp. 64 61

Yersinia spp. 64 61
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리보솜 단백질 L7L12 발현 및 정제

rplL 유전자를 대장균 내에서 단백질을 발현시킬 수

있는 pCold I vector에 삽입한 후 제한효소를 처리하여

삽입된 유전자를 확인하였다(Fig. 1). 대장균에서 생산된

리보솜 단백질 L7/L12은 N-말단 부위에 fusion peptide

인 6×histidine 등으로 인해 약 4 kDa이 증가되어 16.4

kDa의 크기로 발현됨을 알 수 있었다(Fig. 2A). 생산된

단백질은 6개의 histidine과 재조합되어 있으므로, His 60

Ni Superflow resin을 통하여 단백질을 정제하였다. 500

mL 배양액을 affinity column binding을 통하여 순수 분

리된 재조합 단백질의 양은 23.4 mg으로 확인되었다.

재조합 단백질의 면역원성 검정 

대장균을 이용하여 발현 및 정제된 재조합 리보솜 단

백질 L7/L12의 항원성을 알아보기 위하여 야외에서 B.

canis에 감염된 개 혈청에서 균 분리가 된 양성 혈청과

균 분리가 되지 않은 음성 혈청을 가지고 western 분석

을 수행한 결과 특이적으로 개 야외 양성 혈청과 반응

하여 리보솜 단백질 L7/L12 밴드를 확인하였다(Fig. 2B).

Indirect-ELISA

확인된 항원을 이용하여 번식농장에서 수집한 양성

혈청 78개와 음성 혈청 44개를 가지고 진단용 항원으로

가능성이 있는지 iELISA를 통하여 알아보았다. 그 결과

cut-off point를 0.5로 설정하였을 때, iELISA 진단법의

특이도와 민감도는 각각 89% 및 94%로 나타났다(Fig. 3).

고 찰

B. canis에 의해 발생되는 개 브루셀라병은 전염성 유

산을 일으키는 질병으로 국내 번식 농장에서 경제적으

로 큰 손실을 초래한다 [7, 20]. 그리고 특별한 임상 증

상을 나타내지 않으면서 세포 내 기생하는 특징을 가지

고 있어 만성 질병으로 발전할 가능성이 높으며 아직

virulence factor가 정확하게 알려지지 않아 방제 및 진단

이 어려운 질병 중 하나이다. 국내에서는 1966년 음성

혈청이 최초로 보고된 이후 현재까지 번식 농장과 반려

견에서 지속적으로 B. canis가 분리 되고 있다 [5, 11,

Fig. 2. Purification and characterization of recombinant ribosomal protein L7/L12. (A) SDS-PAGE analysis of purified

recombinant ribosomal protein L7/L12. M: molecular size marker, lane 1: before induction by the addition of IPTG, lane

2: after induction, lane 3: purified recombinant ribosomal protein L7/L12. Arrows indicate the expected size of expressed

recombinant L7/L12 (Nupage 4~12% Bis-Tris Gels). (B) Immunogenicity of the recombinant ribosomal protein L7/L12

was tested by western blot analysis using pooled B. canis positive sera (right) and negative serum (left). The ribosomal

protein L7/L12 was loaded on the 15% polyacrylamide gel.

Fig. 3. Level of IgG antibodies to B. canis recombinant

ribosomal L7/L12 protein determined by iELISA, using

anti-dog IgG HRP conjugates among the dog serum

samples. –: negative serum, +: posive serum.
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18, 26]. 브루셀라병에 감염되면 30일 이상 항생제를 투

여해야 하는 어려움이 있고 항생제를 투여한다고 해도

완치되기 어렵다 [11].

양성 혈청의 진단을 위하여 RSAT, RBAT, TAT, AGID,

ELISA 등 많은 방법들이 개발되어 있다. 현재 일차 스

크린 방법으로는 간편하고 신속한 RSAT를 변형한 2ME-

RSAT 방법이 사용되고 있지만 교차 반응으로 인한 의

양성 결과를 보여 확진을 위한 보조진단법으로 TAT나

AGID를 같이 진행하고 있다. 그러나 두 가지 방법으로

함께 진단하면 높은 민감도를 확보할 수 있으나 비특이

반응을 보이기 때문에 감염초기 및 만성형의 경우 진단

이 어려워 번식 농장에서 브루셀라균의 유입을 차단하

기 어렵다는 단점이 있다 [6, 8, 12].

브루셀라에서 p39 [1], Cu-Zn SOD [29], L7/L12 [2,

23, 25], GroEL과 GroES [22], 12 kDa, 18 kDa, 31 kDa

단백질 [4, 30]은 면역 반응을 유도하는 단백질로 알려

져 있고 대부분 백신 실험을 통한 방어 능력의 검증이

이루어지고 있다. rplL 유전자는 helix-turn-helix motif

구조를 나타내는 리보솜 단백질 L7/L12를 암호화하는

면역우성(immunodominant) 단백질로 IFN-γ CD4+ T

cell이 활성화되어 Th1 반응을 유도하여 T-림프구를 강

하게 자극하는 것으로 알려져 있다 [24]. 그리고 이 유

전자를 DNA 백신으로 개발하여 마우스에 접종한 후

B. abortus를 공격 접종한 결과 백신 균주인 S19와 비

슷한 방어효과를 보여 백신 후보 유전자로 언급되었다

[16]. 리보솜 단백질 L7/L12는 브루셀라 혈청반응에서

교차반응을 일으키는 것으로 알려진 Escherichia coli

O157 : H7, Salmonella enterica spp, Yersinia spp 균과는

65% 이하의 낮은 상동성을 보였고 Ochrobacterium과

Agrobacterium 같은 토양 및 식물 유래균과 85~95% 상

동성을 나타냈다. 이는 최근 전체 유전자 분석을 통하여

브루셀라균이 Ochrobacterium과 같은 토양근권에 주로

분포하는 균으로부터 유래된 것으로 알려져 있어 이와

같은 높은 상동성을 보인 것으로 여겨진다 [13]. 하지만

이들 균과는 혈청학적인 교차반응이 보고되지 않았다.

이를 바탕으로 면역원성이 높고 방어효과를 가지고 있

으며 혈청학적으로 교차 반응이 일어나지 않는 L7/L12

단백질을 암호화하는 rplL 유전자를 선발하였다. 

브루셀라균은 50S 리보솜 subunit 당 4개의 copies를

가지고 있는 형태가 대장균과 비슷해서 대장균 단백질

발현 시스템을 활용하는 것이 유리하다 [27]. 본 연구에

서 대장균 발현시스템을 이용하여 L7/L12를 발현시킨

결과 500 mL 배양시 정제된 단백질의 양이 23.4 mg으

로 대장균에서 정제된 다른 단백질에 비하여 다소 높은

효율을 보였다 [15].

전체 soluble 단백질을 사용하여 iELISA 방법으로 개

브루셀라병을 진단하는 것보다 재조합 L7/L12 단백질을

이용할 때 다소 높은 94%의 민감도를 보였고, 교차반응

은 전체 soluble 단백질에 비하여 비특이 반응이 낮아질

것으로 예상된다 [9]. 그리고 브루셀라균 감염 혈청을 가

지고 간편하게 진단할 수 있는 Immunochromatogaphy

Assay(ICA) 방법보다 다소 높은 민감도를 보여 ICA 방

법과 함께 사용하면 단점을 보완할 수 있을 것으로 예

상된다. ICA 방법에 비하여 낮은 특이도를 보였지만 이

는 정제조건을 보완한 후 실험을 진행하면 높일 수 있

을 것으로 사료된다 [14].

B. abortus와 B. canis의 rplL 유전자는 98% 이상의

상동성을 보여 본 연구에서 생산된 재조합 L7/L12 단백

질은 B. canis를 방제하는데 재조합 단백질과 DNA 백

신 후보주로 활용할 수 있을 것으로 기대된다.

결 론

B. canis는 개 브루셀라병을 유발하여 임신견의 임신

후반기의 유산과 사산을 일으키는 균으로 보통 감염된

개의 분비물과 직·간접적인 접촉으로 사람에 감염을

일으킬 수 있다. 본 연구에서는 면역원성 단백질로 알려

진 리보솜 단백질 L7/L12를 암호화하는 rplL 유전자를

대장균 발현 시스템에 클로닝하여 재조합 단백질을 발

현시켰고 Ni2+-charged resin affinity chromatography를 이

용하여 순수분리하였다. 국내에서 개 브루셀라균이 분

리된 78개의 양성 혈청과 44개의 음성 혈청을 정제된

재조합 L7/L12 단백질을 이용하여 iELISA 방법으로 진

단한 결과 민감도와 특이도가 각각 94%와 89%를 나타

냈다. 본 연구에서 생산된 재조합 단백질은 개 브루셀라

병을 진단하는데 활용될 수 있으며 나아가 현재 개발되

지 않은 이 질병의 백신 후보주로 이용될 수 있을 것이다.
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