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제주마 고환내 세균의 16S rRNA 염기서열 분석을 이용한 동정
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Abstract : Many bacteria colonized in the horse semen affect quality of the sperm and some may cause infection
in the mare reproductive tract and infertility of susceptible mare. This study was initiated to determine the prevalence
of bacteria in testes of Jeju horses by determining rRNA sequence. The samples were swabed from the testes of nine
Jeju horses (aged from 8 to 12 months after birth). Bacteria isolated from testes were identified by 16S rDNA sequencing.
1.6-kbp PCR products for 16S rRNA coding region were obtained using the universal primers. The PCR products
were further purified and sequenced. Maximum similar species were found by BLAST search in the GenBank DNA
database. BLAST results showed that the sequences were similar to those of Acinetobacter sp (A. schindleri, A. ursingii).,
Bacillus cereus, Corynebacterium glutamicum, Escherichia coli, Gamma proteobacterium, Micrococcus luteus,
Pseudomonas mendocina, Shigella sonnei, Sphingomonas sp., Staphylococcus sp (S. cohnii, S. saprophyticus, S.
xylosus)., and Stenotrophomonas maltophilia. DNA sequences for 16S rRNA is provided useful informations for species
identification of pathogenic microorganisms for the reproductive organs in horses. 
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서  론

말 동결정액은 인공수정을 통한 승용마의 생산, 유전자원

보존을 위하여 활용이 증가하고 있는 추세이며, 국내에서는

활용도가 낮지만 최근 동결정액을 이용한 자마의 생산 등 연

구가 활발히 진행되고 있다(10,12). 반면 동결정액의 국제교

역이 증가함에 따라, 정액을 통해 감염 될 수 있는 여러 질병

원인체 또한 늘어나고 있는 실정이다(8,15). 질병들은 크게 세

균성, 바이러스성, 원충성으로 나눌 수 있으며, 씨숫말 생식

기 주변에 분포하는 공생 세균들은 대부분 병원성이 없으나,

외음부주변에 정상세균총의 변화는 Klebsiella pneumonia,

Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus zooepidemicus등과

같은 기회감염 세균의 증식을 일으킬 수 있으며, 암컷의 수

정률에 영향을 준다(7). 

장내 세균 등은 임상검체에서 가장 흔히 분리되는 균종으

로서 임상검사실에서 정확한 균 동정이 필요하다. 세균동정

방법으로는 전통적인 tube를 이용한 동정방법이 있으며, API

20E (bioMerieux Vitek, Inc., Hazelwood, Mo., USA), micro-

ID (Remel, Lenexa KS, USA), Crystal Enteric kit/Non-

fermenter (E/NF) system (Becton Dickenson, Inc., Cockeyville,

Md., USA)등과 같이 상품화된 동정키트로 보다 신속하고 간

단하게 동정하는 방법이 있다. VITEK Automicroboc system

(VITEK AMS, biomerieux VITEK, USA)은 자동화된 장비

를 이용하여 보다 빠르게 동정을 가능하게 되었다. 하지만

이러한 동정은 증식이 어렵거나 배양시간이 오래 걸리는 세

균, 균 속간의 생화학 성상이 유사하여 감별이 어렵거나 불

가능한 세균 또는 새로이 명명된 균종 등의 동정에는 부적

합하며, 이럴 경우에 분자유전학적 동정 방법을 적용하여야

한다(4). 

세균의 16S rRNA는 몇 가지 기능이 다른 성분으로 구성

되어 있으며, 이 중 일부는 균종별로 보존되어 있으나 다른

부분은 균종별로 염기서열이 다르기 때문에 세균의 16S
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rRNA를 검사하는 방법은 다소 번거롭고 대량의 검체를 동

시에 시행할 수 없는 단점이 있다. 그러나 고환 및 자궁에서

적은수로 존재하는 세균과 일반배지에서 증식이 어려운

Leptospira, Richetchia, Mycoplasma, Ureaplama, Brucella,

영양의존성 연쇄구균, 세포벽 결함이 있는 세균 등에 의한

감염증이 있을 때도 검출이 가능하므로 감염성 질병 진단에

이용될 수 있다. 또한 그람양성세균과 음성세균에 특이 16S

rRNA 유전자 염기서열의 primer를 이용하면 그람양성과 그

람음성 세균을 구분하여 동정할 수 있으며, 더 나아가 균속

또는 균종에 특이적인 16S rRNA 염기서열에 대한 primer

를 이용하여 PCR을 시행하면 균 동정을 시행할 수 있다.

또한 검체에서 DNA 또는 RNA를 추출한 후 세균에 공통적

인 16S rRNA나 23S rRNA 또는 16S rRNA와 23S rRNA

사이의 interspace sequence를 PCR로 증폭한 후 fluores-

cence terminator sequencing을 시행한 다음 sequence gel에

서 전기영동으로 DNA를 분리한 다음 automated sequencer

를 이용하여 염기서열의 nucleotide 성분을 결정하고 그 염기

서열 결과를 컴퓨터에 입력하고 computer에 내장된 균종별

DNA 염기서열과 비교하여 균종을 동정하는 방법이 있다(6,9).

본 실험에서는 당세마(1년 미만) 고환 내 상재되어있는 세

균을 자동화기기와 염기서열 분석을 통하여 동정하고, 말 정

액 내 오염될 수 있는 상재세균에 대하여 조사하였다. 

재료 및 방법

공시동물 및 DNA 추출

연구시료는 농촌진흥청 국립축산과학원 난지축산시험장에

서 사육중인 제주마(8~12개월령) 9두의 고환을 멸균적으로

제거하였다. 제거된 고환 및 부고환은 멸균 면봉으로 swab하

여 transport medium (Micromedia Co. Ltd, Korea)에 넣

은 후 실험실로 신속히 이동하여 5% 혈액한천배지와 1.5%

nutrient agar 및 Mac conkey agar에서 37oC 호기성 조건

에서 18~24시간 배양하였다. 배양된 균의 단독 colony는 색

상과 형태에 따라 분류하고 선택하여 순수 분리하였다.

자동화기기를 이용한 세균동정

순수 분리된 균은 그람염색, oxidase test, catalase test를

이용하여 동정하였다. 세균동정키트에 충진하기 전에 분리된

균을 0.45~0.5% 식염수에 부유하고 표준탁도계를 이용하여

그람양성균은 80~87T%, 그람음성균은 66~76T% 농도를 조

절하였다. 그람양성균은 GPI (gram positive identification)

카드, 그람음성균은 GNI (gram negative identifications)카드

를 사용하였고, 카드에 catalase test와 oxidase test 결과를 입

력하였다. 준비된 균 부유액을 카드에 각각 충진하여 VITEK

system (bioMerieux, France) Reader/Incubator에 넣고 18시

간 배양하여 동정하였다.

16S rRNA 염기서열 분석 및 동정 

세균의 16S rRNA를 증폭하기 위하여 세균의 공통

primer인 27F(5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3')

를 forward primer로 1492R(5'-GGT TAC CTT GTT ACG

ACT T-3')를 사용하여 reverse primer로 사용하여 PCR을

수행하였다. 증폭조건은 95oC에서 3분간 열 변성 후, 95oC

30초, 53oC 30초, 72oC 1분의 과정을 35회 반복 후, 72oC

에서 7분간 연장반응을 실시하였다. 증폭된 DNA는 전기영

동을 통해 band를 확인한 후 QIAquick Gel Extraction kit

(QIAGEN GmbH, Hilden, Germany)를 이용하여 증폭산물

을 정제하였다. 정제된 DNA는 ABI Prism 3100 Genetic

Analyzer (Applied Biosystems, Foster city, CA, USA)를 사

용하여 양방향으로 염기서열을 분석하였다.

16S rRNA 유전자의 염기서열을 GenBank(http://www.ncbi.

nlm.nih.gov/)자료와 비교하였다. 세균은 참고 염기서열과

99% 및 95% 이상의 일치율을 보일 때 특정 종 및 속으로

동정하였다.

결과 및 고찰

세균의 16S rRNA를 검사하는 방법은 다소 번거롭고 대량

의 검체를 동시에 시행할 수 없는 단점이 있으나, 고환 및

자궁에서 적은수로 존재하는 세균과 일반배지에서 증식이 어

려운 세균 등에 의한 감염증이 있을 때도 검출이 가능하므

로 감염성 질병 진단에 이용될 수 있다. 본 연구에서는 5%

혈액한천배지와 1.5% nutrient agar 및 Mac conkey agar를

이용하여 균의 단독 colony를 색상과 형태에 따라 분류하고,

선택하여 순수 분리하였다. 혈액배지의 순수 분리된 균은 그

람음성균의 양상을 나타내었으나, VITEK system를 이용한

검사 결과 시 균동정을 하지 못하였다.

본 연구에서는 제주마의 고환 및 부고환 내 상재하는 세

균을 자동화기기 및 16S rRNA의 염기서열 분석을 통하여

세균을 동정한 결과, Acinetobacter sp (A. schindleri, A.

ursingii)., Bacillus cereus, Corynebacterium glutamicum, Esch-

erichia coli, Gamma proteobacterium, Micrococcus luteus,

Pseudomonas mendocina, Shigella sonnei, Sphingomonas sp.,

Staphylococcus sp (S. cohnii, S. saprophyticus, S. xylosus).,

그리고 Stenotrophomonas maltophilia로 나타났다(Table 1).

Staphylococcus sp와 Stenotrophomonas maltophilia 는 각각

6개와 5개의 샘플에서 분리 동정되었으며, 나머지 세균들은

1-2개 정도의 샘플에서 분리 동정되었다. 그리고 세균성 적

리의 원인체로 알려진 Shigella sonnei등의 세균이 검출되었

다. 이들 균종은 기회감염 균종으로 알려져 있기에 여기에

대한 균종은 보다 더 연구 되어져야 할 것으로 사료된다.

유전자 염기서열 분석과 같은 분자유전학적 방법은 흔히

분리되지 않거나 표현형에 대한 자료가 부족한 미생물, 균주

에 따라 다양한 생화학적 성상을 나타낼 수 있는 미생물의

동정에 유용할 뿐 아니라, 그동안 밝혀지지 않았던 새로운

병원균을 찾을 수 있는 장점이 있다(1,2). 세균의 분자유전학

적 동정에서 초기에는 5S, 16S 및 23S rRNA유전자와 이들

사이에 위치한 유전자가 대상으로 사용되었으며, 현재는 16S
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rRNA 유전자가 세균의 분류에서 가장 흔히 사용되고 있다

(13). 16S rRNA 유전자의 염기서열은 약 1,550의 길이를

가지며 보존서열과 다형성을 보이는 서열부위로 구성되어 있

어서 염기서열을 이용한 세균의 동정에 유용하다. 그 이유는

16S rRNA 유전자가 세포의 구조 형성에 필수적인 역할을

하지 않으므로 세균마다 차이를 보일 수 있는 변이 발생이

용인되기 때문이다(11,14). 16S rRNA의 염기서열은 많은 균

주에서 밝혀져 있는데, 가장 흔히 이용할 수 있는 GenBank

에는 90,000가지 이상의 16S rRNA 유전자 염기서열 정보가

저장되어 있어 비교를 통한 세균의 동정이 가능하다. 또한

16S rRNA는 모든 세균에 존재하므로, 이 유전자를 이용한

동정법은 거의 모든 세균에 적용할 수 있다.

세균은 정액과 수정란에 나쁜 영향을 미치며, 세균의 대사

산물 중 endotoxin과 같은 물질은 정자의 운동성과 생존성에

영향을 미치게 된다. 세균이 수태율에 미치는 영향은 잘 알

려지지 않았으며, 오염된 정액 유래 세균이 수정 부위인 난

관에 도착하는 것은 극소수로 수정부위에 도달하는 정자의

수를 감소시킬 수 있다. 향후, 제주마의 고환 내 상재세균에

대한 지속적인 모니터링과 약제 감수성의 양상을 파악한다면

적절한 항균제의 선택을 통한 생식기 질병의 조기치료를 하

여 항균제의 내성을 줄이고 오남용도 방지할 수 있을 것이라

생각한다. 또한 인공수정 시 사용하는 말 액상정액에 항생제

의 첨가는 항생제 감수성 실험결과를 토대로 결정한 다음 사

용하면 번식률을 증가시킬 수 있을 것으로 사료된다.

결  론

본 연구에서는 제주마의 고환 내 상재하는 세균을 자동화

기기와 염기서열 분석으로 분리 동정하고자 하였다. 9마리

제주마의 고환에서 분리 동정된 세균은 Acinetobacter sp (A.

schindleri, A. ursingii)., Bacillus cereus, Corynebacterium

glutamicum, Escherichia coli, Gamma proteobacterium, Micro-

coccus luteus, Pseudomonas mendocina, Shigella sonnei,

Sphingomonas sp., Staphylococcus sp (S. cohnii, S. sapro-

phyticus, S. xylosus)., 그리고 Stenotrophomonas maltophilia

였다. 16S rRNA 유전자 염기서열은 제주마의 고환 내 상재

하는 세균의 분리동정 및 차후 생식기질병의 조기치료에도

중요한 정보를 제공할 수 있을 것으로 사료된다.
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