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The aim of this study was to identify the non- 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans bacteria grown on 
the tryptic soy-serum-bacitracin-vancomycin (TSBV) 
medium, an A. actinomycetemcomitans selective medium. A 
total of 82 unidentified bacterial isolates from the oral 
cavities of a Korean population were kindly provide by the 
Korean Collection for Oral Microbiology. All the clinical 
isolates were grown on TSBV medium and bacterial DNA 
purified from each isolate was subjected to PCR with 
universal primers specific for bacterial 16S rRNA genes 
(16S rDNAs) sequence. The each bacterial 16S rDNA was 
amplified by PCR and the nucleotide sequences of it was 
determined by the dideoxynucleotide chain termination 
method. They were identified by 16S rDNA sequence 
comparison method at the specie-level. The data showed that 
Neisseria spp. (42 strains), Fusobacterium spp. (10 strains), 
Capnocytophaga spp. (8 strains), Propionibacterium acnes 
(5 strains), Aggregatibacter aprophilus (4 strains), 
Campylobacter spp. (5 strains), Veillonella dispar (3 strains), 

Streptococcus sp. (1 strain), Haemophilus parainfluenzae (1 
strain), Leptotrichia wadei (1 strain), Morococcus sp./ 
Neisseria sp. (1 strain), and Staphylococcus sp. (1 strain) 
were identified. These results could be used to develop a new 
A. actinomycetemcomitans-selective medium which is more 
effective than the TSBV medium in future studies. 
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서 론

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (= Actinobacillus 

actinomycetemcomitans = Haemophilus actinomycetemcomitans)

는 그람음성 비운동성 간균으로 미세호기성(microaerophilic) 

세균으로 알려져 있다[1,2]. A. actinomycetemcomitans는 

국소 유년형 치주염(localized juvenile periodontitis, 현재 

진단명은 국소 급진성 치주염, localized aggressive 

periodontitis)의 주요한 원인균으로 보고되어[3], 특정 치

주질환의 원인균으로 처음 보고된 균종이다. 또한 성

인의 재발성 치주염[4] 및 성인의 급성 치주질환[5,6]

과의 밀접한 관련성이 있다고 보고되고 있다. A. 

actinomycetemcomitans는 구강질환 외에도 뇌농양[7,8], 폐

감염[9], 심장내막염[10-12], 울혈성 심부전[13] 및 방광

염, 요도염과 같은 비구강 감염에서도 검출되었다[14].

A. actinomycetemcomitans의 대표적인 외독소는 백혈구

와 단핵 세포의 세포자살을 유도해서 세포를 사멸시키
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는 leukotoxin[15-17]이 있으며, leukotoxin의 농도는 국소

적 급진성 치주염의 정도와 연관이 있는 것으로 보고되

었다[18]. 내독소인 지질다당류[19]는 숙주 세포 주기

(host-cell cycle)의 진행을 방해하는 이열성 치사 팽창 독

소(Cytolethal distending toxin; CDT)를 생산하여 파골세

포를 형성함으로써 뼈 흡수를 야기하므로 병원성이 높

은 것으로 보고되었다[20,21]. 

A. actinomycetemcomitans의 세균-숙주 상호작용 연구 등

의 병인론 연구를 위해서는 사람의 구강에서 분리 및 동정

하는 것이 필요하다. 이를 위해 A. actinomycetemcomitans를 

선택적으로 분리하기 위한 배지로 malachite green-bacitracin 

(MGB) 배지[22], TSBV (tryptic soy-serum-bacitracin-vancomycin) 

배지[23], Dentaid-1 배지(brain-heart infusion agar에 0.5% 

yeast extract, 0.15% sodium fumarate, 0.1% sodium formate 

및 9 μg/ml vancomycin 첨가)[24] 및 A. actinomycetemcomitans 

selective medium (AASM) 배지[25] 등이 개발되어 알려져 

있다. 그 중에서도 tryptic soy agar 배지에 horse serum, yeast, 

bacitracin 그리고 vancomycin이 추가된 TSBV 배지가 A. 

actinomycetemcomitans의 성장과 분리를 위한 선택배지로 

두 번째로 보고되었지만[23], TSBV 배지가 새로운 A. 

actinomycetemcomitans 선택배지 개발에 있어서 대조군으로 

가장 많이 사용되었다[24,25]. 또한, TSBV 배지에는 말 혈청 

성분이 포함되어 있어서 이 배지에서 성장하는 A. 

actinomycetemcomitans 콜로니 중심부에는 특징적인 별모양

이 있어 쉽게 구별할 수 있는 장점이 있다[2,25]. 하지만, 

본 연구자 팀의 경험에 의하면 TSBV 배지에서 A. 

actinomycetemcomitans 이외의 여러 균종들이 자라나고, A. 

actinomycetemcomitans의 분리율은 매우 적었다. 또한, 

TSBV 배지에서 A. actinomycetemcomitans이외의 어떤 세균 

종들이 자라는 지에 대한 연구는 미미하다. 그러므로 본 연

구는 TSBV 배지에서 자라나는 A. actinomycetemcomitans 이

외의 균주들을 16S rRNA 유전자(16S rDNA) 핵산염기서열 

비교분석법을 이용하여 종 수준에서 동정하기 위해 시행하

였으며, 그 결과를 토대로 향후 연구에서 최대한 A. 

actinomycetemcomitans만을 분리할 수 있는 새로운 A. 

actinomycetemcomitans 선택 배지 개발의 기초 자료로 이용

하고자 한다. 

실험 재료  방법

세균 및 세균배양
본 연구에 이용된 균주들은 TSBV 배지에서 분리되었지

만, 종 수준으로 동정이 되지 않은 것으로 한국구강미생물

자원은행(KCOM, Korean Collection for Oral Microbiology, 

Gwangju, Korea)에서 분양받아 사용하였다(Table 1). 이들 

균주들은 한국인의 치은염 부위, 치주염 부위 그리고 임플

란트 주위염의 치은연하 치면세균막을 비롯해 치주질환이 

발생하지 않은 사람의 치은연하 치면세균막과 혀 부위에서 

분리된 것들 이었다. 

모든 균주들은 TSBV (tryptic soy-serum-bacitracin-vancomycin) 

한천배지(tryptic soy agar, 1% yeast extract, 10% horse serum, 

75 μg/ml bacitracin 및 5 μg/ml vancomycin)에 도말하여 혐기

성(N2, 5% CO2, 5% H2) 조건이 제공된 37℃ 혐기성 세균배양

기(Bactron I, Sheldon Manufacturing Inc., Cornelius, OR, 

USA)에서 24-48시간 동안 배양하여 사용하였다. 

16S rDNA 클로닝
본 연구에 사용된 균주들의 종 수준에서 동정은 16S 

rRNA 유전자(16S rDNA) 핵산염기서열 비교분석법을 이용

하여 시행하였다. 균주들의 16S rDNA을 중합효소연쇄반응 

증폭을 위해서 27F (5'-AGA GTT TGA TCM TGG CTC 

AG-3')와 1492R (5'-TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT 

T-3') 프라이머들[26]을 사용하였다. 중합효소연쇄반응은 9

4℃에서 2분간 전변성(predenaturation)을 실시하고 94℃에

서 1분간 변성(denaturation), 55℃에서 30초간 결합

(annealing), 72℃에서 1분간 중합(extension) 과정을 30회 반

복하여 시행하고, 마지막 중합과정은 72℃에서 10분간 시행

하였다. 최종 중합효소연쇄반응 용액 중 2 μl씩을 채취하여 

1.5% 아가로스 젤에서 전기영동을 실시하여 중합효소연쇄

반응 산물의 증폭 여부를 확인하였다. 중합효소연쇄반응 증

폭물은 AccuPrep® PCR Purification Kit(Bioneer Co., Daejeon, 

Korea)를 이용하여 정제하였고, pGEM-T easy vector 

(Promega Co., Madison, WI, USA)에 제조회사의 지시에 따

라 결합(ligation)시키고, 이를 E. coli DH5α에 형질전환 하여 

16S rDNA를 함유한 재조합 플라스미드로 형질전환된 균주

를 얻었다. 재조합 플라스미드는 AccuPrep® Plasmid 

Extraction Kit (Bioneer Co.)를 이용하여 제조회사의 지시대

로 추출하였다.

16S rDNA 핵산염기서열 결정 및 상동성 검색
재조합 플라스미드에 함유된 각 균주에서 클로닝한 16S 

rDNA의 핵산염기서열의 결정은 ChDC-GEM-F (5'-TTC 

CCA GTC ACG ACG TTG TAA AA-3')와 ChDC-GEM-R 

(5'-GTG TGG AAT TGT GAG CGG ATA AC-3') 프라이머들

을 이용하여 dideoxynucleotide chain termination 법을 이용하

여 바이오니아 사(Korea)에 의뢰하여 시행하였다. 

각 균주들의 16S rDNA 핵산염기서열들은 EzTaxon 프

로그램(http://www.ezbiocloud.net/eztaxon)을 이용하여 상동

성 검색을 하였고, 그 결과 98.7% 이상의 상동성을 보
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Patients' No. Source Strains
PD 1 Subgingival dental plaque (normal) KCOM 2171 (ChDC A1)

YB 1 Subgingival dental plaque (gingivitis)
KCOM 2172 (ChDC A2), KCOM 2647 (ChDC PV-A89),
KCOM 2659 (ChDC PV-A101)

YB 2 Periimplantitis KCOM 2668 (ChDC PV-A122)

YB 4

Subgingival dental plaque (gingivitis)

KCOM 2177 (ChDC A7), KCOM 2178 (ChDC A8),
KCOM 2179 (ChDC A9), KCOM 2186 (ChDC A16), 
KCOM 2187 (ChDC A17), KCOM 2188 (ChDC A18)
KCOM 2191 (ChDC A21), KCOM 2915 (ChDC A7-2)

Tongue 
KCOM 2651 (ChDC PV-A93), KCOM 2652 (ChDC PV-A94),
KCOM 2653 (ChDC PV-A95), KCOM 2660 (ChDC PV-A102), 
KCOM 2661 (ChDC PV-A103)

YB 5 Tongue
KCOM 2600 (ChDC PV-A42), KCOM 2601 (ChDC PV-A43), 
KCOM 2602 (ChDC PV-A44)

YB 10 Subgingival dental plaque (gingivitis) KCOM 2663 (ChDC PV-A105), KCOM 2664 (ChDC PV-A106)
YB 13 Tongue KCOM 2604 (ChDC PV-A46), KCOM 2605 (ChDC PV-A47)
YB 14 Tongue KCOM 2606 (ChDC PV-A48), KCOM 2607 (ChDC PV-A49)

YB 15 Tongue
KCOM 2609 (ChDC PV-A51), KCOM 2610 (ChDC PV-A52),
KCOM 2639 (ChDC PV-A81), KCOM 2655 (ChDC PV-A97),
KCOM 2656 (ChDC PV-A98)

YB 16 Subgingival plaque (gingivitis) KCOM 2611 (ChDC PV-A53), KCOM 2612 (ChDC PV-A54)
YB 17 Tongue KCOM 2618 (ChDC PV-A60)
YB 18 Tongue KCOM 2620 (ChDC PV-A62)

YB 19
Subgingival dental plaque (gingivitis)

KCOM 2566 (ChDC PV-A8), KCOM 2642 (ChDC PV-A84), 
KCOM 2657 (ChDC PV-A99)

Tongue
KCOM 2623 (ChDC PV-A65), KCOM 2624 (ChDC PV-A66),
KCOM 2625 (ChDC PV-A67)

YB 20 Subgingival plaque (gingivitis)

KCOM 2567 (ChDC PV-A9), KCOM 2568 (ChDC PV-A10)
KCOM 2569 (ChDC PV-A11), KCOM 2570 (ChDC PV-A12)
KCOM 2571 (ChDC PV-A13), KCOM 2626 (ChDC PV-A68),
KCOM 2627 (ChDC PV-A69), KCOM 2628 (ChDC PV-A70)

YB 21

Subgingival dental plaque (gingivitis)

KCOM 2572 (ChDC PV-A14), KCOM 2573 (ChDC PV-A15), 
KCOM 2574 (ChDC PV-A16), KCOM 2575 (ChDC PV-A17),
KCOM 2576 (ChDC PV-A18), KCOM 2577 (ChDC PV-A19),
KCOM 2578 (ChDC PV-A20), KCOM 2579 (ChDC PV-A21),
KCOM 2580 (ChDC PV-A22), KCOM 2581 (ChDC PV-A23),
KCOM 2582 (ChDC PV-A24), KCOM 2583 (ChDC PV-A25),
KCOM 2584 (ChDC PV-A26), KCOM 2585 (ChDC PV-A27),
KCOM 2586 (ChDC PV-A28)

Subgingival dental plaque (periodontitis)
KCOM 2587 (ChDC PV-A29), KCOM 2588 (ChDC PV-A30),
KCOM 2589 (ChDC PV-A31)

Tongue KCOM 2629 (ChDC PV-A71), KCOM 2645 (ChDC PV-A87)

YB 22
Subgingival dental plaque (gingivitis)

KCOM 2590 (ChDC PV-A32), KCOM 2591 (ChDC PV-A33),
KCOM 2594 (ChDC PV-A36), KCOM 2595 (ChDC PV-A37),
KCOM 2596 (ChDC PV-A38), KCOM 2597 (ChDC PV-A39),
KCOM 2598 (ChDC PV-A40), KCOM 2630 (ChDC PV-A72) 
KCOM 2646 (ChDC PV-A88)

Tongue
KCOM 2635 (ChDC PV-A77), KCOM 2636 (ChDC PV-A78),
KCOM 2637 (ChDC PV-A79)

KCOM, Korean Collection for Oral Microbiology 
ChDC, Department of Oral Biochemistry, College of Dentistry, Chosun University

Table 1. Bacterial strains used in this study 
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이는 표준균주와 같은 종으로 판정하였다. 각 균주의 

16S rDNA 핵산염기서열과 98.7% 이상의 상동성을 보이

는 세균종이 2개 이상인 경우 종-수준으로의 판정은 보

류하였다. 16S rDNA 핵산염기서열과 상동성이 기존의 

세균 종들의 표준균주의 것과 98.0% 미만인 균주들은 

새로운 균종이라 판정하였다. 

결 과

본 연구에서 사용된 균주들의 16S rDNA 핵산염기서열

을 결정하여 EzTaxon 프로그램(http://www.ezbiocloud.net/ 

eztaxon)을 이용하여 상동성 검색한 결과 가장 높거나, 97% 

이상의 상동성을 보이는 세균 종의 표준균주와의 상동성을 

Table 2에 정리하였다. 본 연구에서 사용된 균주들의 16S 

rDNA 핵산염기서열과 98.7% 이상의 상동성을 보이는 표준

균주가 2개 이상일 경우 종-수준으로의 동정은 보류하고, 

속(genus)-수준으로만 동정을 하였다(Table 3). 그 결과 13개 

세균 종(Aggregatibacter aphrophilus, Fusobacterium nucleatum, 

Fusobacterium periodonticum, Campylobacter gracilis, 

Campylobacter rectus, Campylobacter showae, Capnocytophaga 

ochracea, Haemophilus parainfluenzae, Leptotrichia wadei, 

Neisseria flava, Neisseria subflava, Propionibacterium acnes, 

Veillonella dispar)과 종-수준으로 동정이 안 된 4-5개 속

(Capnocytophaga sp., Neisseria sp., Neisseria sp./Morococcus 

sp., Staphylococcus sp., Streptococcus sp.)에 속하는 균주들이 

TSBV 배지에서 자라는 것으로 확인하였다. 

기존의 표준균주들과 16S rDNA 핵산염기서열 상동성

이 98.0% 미만인 균주들 중에는 Capnocytophaga spp. 7 

균주가 존재하였다(Table 3). 

KCOM No. Genus or species match [GenBank Accession No.] Similarity (%)

KCOM 2171 Aggregatibacter aphrophilus ATCC 33389T [AEWB01000034] 98.97

KCOM 2172
Neisseria flava U40 [AJ239301]
Nesseeria macacae ATCC 33926T [AFQE01000146]
Nesseeria sicca ATCC 29256T [ACKO02000016]

99.7
99.66
99.96

KCOM 2647 Neisseria subflava U37T [AJ239291] 99.63

KCOM 2659
Neisseria flava U40 [AJ239301]
Nesseeria macacae ATCC 33926T [AFQE01000146]
Nesseeria sicca ATCC 29256T [ACKO02000016]

99.7
99.66
99.59

KCOM 2668 Capnocytophaga ochracea DSM 7271T 96.72

KCOM 2177
Streptococcus salivarius subsp. salivarius NCTC 8618T [CP009913]
Streptococcus vestibularis ATCC49124T [GL831116]
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus ATCC19258T [AY188354]

99.8
99.66
99.52

KCOM 2178
Neisseria flava U40 [AJ239301]
Neisseria macacae ATCC 33926T [AFQE01000146]
Nesseeria sicca ATCC 29256T [ACKO02000016]

99.85
99.79
99.73

KCOM 2179
Neisseria flava U40 [AJ239301]
Neisseria macacae ATCC 33926T [AFQE01000146]
Nesseeria sicca ATCC 29256T [ACKO02000016]

99.85
99.79
99.73

KCOM 2186

Morococcus cerebrosus CIP 81.93T [JUFZ01000072]
Neisseria macacae ATCC 33926T [AFQE01000146]
Nesseeria sicca ATCC 29256T [ACKO02000016]
Neisseria flava U40 [AJ239301] [AJ239301]

99.79
99.66
99.66
99.63

KCOM 2187
Neisseria flava U40 [AJ239301] [AJ239301]
Neisseria macacae ATCC 33926T [AFQE01000146]
Nesseeria sicca ATCC 29256T [ACKO02000016]

99.7
99.66
99.59

KCOM 2188
Neisseria flava U40 [AJ239301] [AJ239301]
Neisseria macacae ATCC 33926T [AFQE01000146]
Nesseeria sicca ATCC 29256T [ACKO02000016]

99.78
99.73
99.66

KCOM 2191 Capnocytophaga ochracea DSM 7271T [ABTH01000001] 97.57

Table 2. Identification of clinical isolates by nucleotide sequence of 16S rDNA
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KCOM No. Genus or species match [GenBank Accession No.] Similarity (%)

KCOM 2915
Staphylococcus warneri ATCC 27836T [L37603]
Staphylococcus pasteuri ATCC 51129T [AF041361]

99.86
99.36

KCOM 2651

Neisseria perflava U15T [AJ239295]
Neisseria mucosa M5T [AJ239279]
Neisseria flavescens ATCC 13120T [L06168]
Neisseria subflava U37T [AJ239291]

99.78
99.7
99.59
99.11

KCOM 2652

Veillonella dispar ATCC 17748T [ACIK02000021]
Veillonella parvula DSM 2008T [CP001820]
Veillonella tobetsuensis B16T [AB679109]
Veillonella denticariosa RBV106T [EF185167]

99.8
98.99
98.92
98.92

KCOM 2653 Fusobacterium periodonticum ATCC 33693T [ACJY01000002] 99.93

KCOM 2660

Neisseria perflava U15T [AJ239295]
Neisseria mucosa M5T [AJ239279]
Neisseria flavescens ATCC 13120T [L06168]
Neisseria subflava U37T [AJ239291]

99.63
99.56
99.45
98.97

KCOM 2661

Neisseria perflava U15T [AJ239295]
Neisseria mucosa M5T [AJ239279]
Neisseria flavescens ATCC 13120T [L06168]
Neisseria subflava U37T [AJ239291]

99.7
99.63
99.52
99.04

KCOM 2600
Neisseria subflava U37T [AJ239291]
Neisseria mucosa M5T [AJ239279]

99.85
98.82

KCOM 2601 Neisseria subflava U37T [AJ239291] 99.93
KCOM 2602 Neisseria subflava U37T [AJ239291] 99.85
KCOM 2663 Neisseria flava U40 [AJ239301] 99.85
KCOM 2664 Neisseria subflava U37T [AJ239291] 99.7
KCOM 2604 Neisseria subflava U37T [AJ239291] 99.63
KCOM 2605 Neisseria subflava U37T [AJ239291] 99.7

KCOM 2606

Nesseria perflava U15T [AJ239295]
Neisseria mucosa M5T [AJ239279]
Neisseria flavescens ATCC 13120T [L06168]
Neisseria subflava U37T [AJ239291]

99.78
99.7
99.52
99.11

KCOM 2607

Nesseria perflava U15T [AJ239295]
Neisseria mucosa M5T [AJ239279]
Neisseria flavescens ATCC 13120T [L06168]
Neisseria subflava U37T [AJ239291]

99.63
99.56
99.45
98.97

KCOM 2609 Neisseria subflava U37T [AJ239291] 99.56
KCOM 2610 Neisseria subflava U37T [AJ239291] 99.7
KCOM 2639 Neisseria subflava U37T [AJ239291] 99.56
KCOM 2655 Neisseria subflava U37T [AJ239291] 99.7
KCOM 2656 Neisseria subflava U37T [AJ239291] 99.7
KCOM 2611 Neisseria subflava U37T [AJ239291] 99.63
KCOM 2612 Neisseria subflava U37T [AJ239291] 99.7
KCOM 2618 Veillonella dispar ATCC 17748T [ACIK02000021] 99.8
KCOM 2620 Neisseria subflava U37T [AJ239291] 99.93
KCOM 2566 Neisseria flava U40 [AJ239301] 98

KCOM 2642

Nesseria mucosa M5T [AJ239279]
Nesseria perflava U15T [AJ239295]
Neisseria flavescens ATCC 13120T [L06168]
Neisseria subflava U37T [AJ239291]

99.85
99.63
99.24
98.97

Table 2. (continued in previous page)
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KCOM No. Genus or species match [GenBank Accession No.] Similarity (%)

KCOM 2657

Nesseria mucosa M5T [AJ239279]
Nesseria perflava U15T [AJ239295]
Neisseria flavescens ATCC 13120T [L06168]
Neisseria subflava U37T [AJ239291]

99.93
99.7
99.24
99.04

KCOM 2623
Nesseria perflava U15T [AJ239295]
Nesseria mucosa M5T [AJ239279]
Neisseria flavescens ATCC 13120T [L06168]

99.7
99.63
99.52

KCOM 2624

Nesseria mucosa M5T [AJ239279]
Nesseria perflava U15T [AJ239295]
Neisseria flavescens ATCC 13120T [L06168]
Neisseria subflava U37T [AJ239291]

99.7
99.48
99.03
98.82

KCOM 2625

Nesseria mucosa M5T [AJ239279]
Nesseria perflava U15T [AJ239295]
Neisseria flavescens ATCC 13120T [L06168]
Neisseria subflava U37T [AJ239291]

99.93
99.7
99.31
99.04

KCOM 2567 Aggregatibacter aphrophilus ATCC 33389T [AEWB01000034] 99.79

KCOM 2568 Aggregatibacter aphrophilus ATCC 33389T [AEWB01000034] 100

KCOM 2569 Campylobacter gracilis ATCC 33236T [DQ174168] 99.55

KCOM 2570 Aggregatibacter aphrophilus ATCC 33389T [AEWB01000034] 99.93

KCOM 2571 Campylobacter rectus ATCC 33238T [L04317] 99.57

KCOM 2626 Neisseria subflava U37T [AJ239291] 99.7

KCOM 2627 Neisseria subflava U37T [AJ239291] 99.78

KCOM 2628
Neisseria flava U40 [AJ239301]
Nesseeria macacae ATCC 33926T [AFQE01000146]
Nesseeria sicca ATCC 29256T [ACKO02000016]

99.93
99.79
99.73

KCOM 2572 Fusobacterium nucleatum subsp. polymorphum ATCC 10953T [X55402] 99.32

KCOM 2573 Fusobacterium nucleatum subsp. polymorphum ATCC 10953T [X55402] 99.47

KCOM 2574
Neisseria flava U40 [AJ239301]
Nesseeria macacae ATCC 33926T [AFQE01000146]
Nesseeria sicca ATCC 29256T [ACKO02000016]

99.93
99.86
99.79

KCOM 2575 Capnocytophaga ochracea DSM 7271T [ABTH01000001] 97.5

KCOM 2576 Fusobacterium nucleatum subsp. polymorphum ATCC 10953T [X55402] 99.16

KCOM 2577 Capnocytophaga ochracea DSM 7271T [ABTH01000001] 98.82

KCOM 2578 Propionibacterium acnes DSM 1897T [AWZZ01000008] 99.93

KCOM 2579 Campylobacter gracilis ATCC 33236T [DQ174168] 99.55

KCOM 2580 Propionibacterium acnes DSM 1897T [AWZZ01000008] 99.79

KCOM 2581 Campylobacter rectus ATCC 33238T [L04317] 99

KCOM 2582 Fusobacterium nucleatum subsp. polymorphum ATCC 10953T [X55402] 99.39

KCOM 2583 Capnocytophaga ochracea DSM 7271T [ABTH01000001] 97.61

KCOM 2584 Propionibacterium acnes DSM 1897T [AWZZ01000008] 99.86

KCOM 2585 Leptotrichia wadei LB16T [AY029802] 99.09

KCOM 2586 Propionibacterium acnes DSM 1897T [AWZZ01000008] 99.86

KCOM 2587 Campylobacter showae CCUG 30254T [DQ174155] 99.78

KCOM 2588 Propionibacterium acnes DSM 1897T [AWZZ01000008] 99.79

KCOM 2589 Capnocytophaga ochracea DSM 7271T [ABTH01000001] 98.12

KCOM 2629 Haemophilus parainfluenzae ATCC 33392T [GL872342] 99.25

Table 2. (continued in previous page)
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KCOM No. Genus or species match [GenBank Accession No.] Similarity (%)

KCOM 2645 Neisseria subflava U37T [AJ239291] 99.56

KCOM 2590 Capnocytophaga ochracea DSM 7271T [ABTH01000001] 97.22

KCOM 2591 Fusobacterium nucleatum subsp. vincentii ATCC 49256T [AABF01000026] 98.67

KCOM 2594 Fusobacterium nucleatum subsp. polymorphum ATCC 10953T [X55402] 99.47

KCOM 2595 Capnocytophaga ochracea DSM 7271T [ABTH01000001] 97.15

KCOM 2596 Fusobacterium nucleatum subsp. polymorphum ATCC 10953T [X55402] 99.47

KCOM 2597 Fusobacterium nucleatum subsp. polymorphum ATCC 10953T [X55402] 99.24

KCOM 2598 Fusobacterium nucleatum subsp. polymorphum ATCC 10953T [X55402] 99.24

KCOM 2630 Neisseria subflava U37T [AJ239291] 99.63

KCOM 2646 Neisseria subflava U37T [AJ239291] 99.63

KCOM 2635 Neisseria subflava U37T [AJ239291] 99.7

KCOM 2636 Veillonella dispar ATCC 17748T [ACIK02000021] 99.87

KCOM 2637 Neisseria subflava U37T [AJ239291] 99.7

KCOM, Korean Collection for Oral Microbiology.

Table 3. The summary of the identification of the bacteria which were isolated from TSBV medium in this study

Genus and species No. strains

Aggregatibacter aphrophilus 4 KCOM 2171, KCOM 2567, KCOM 2568, KCOM 2570

Campylobacter gracilis 2 KCOM 2569, KCOM 2579

Campylobacter rectus 2 KCOM 2571, KCOM 2581

Campylobacter showae 1 KCOM 2587

Capnocytophaga ochracea 1 KCOM 2577

Capnocytophaga sp. 7
KCOM 2191*, KCOM 2668*, KCOM 2575*, KCOM 2583*, KCOM 2589*, KCOM 2590*, 
KCOM 2595*

Fusobacterium nucleatum 9
KCOM 2576, KCOM 2597, KCOM 2598, KCOM 2572, KCOM 2573, KCOM 2582, 
KCOM 2591, KCOM 2594, KCOM 2596

Fusobacterium periodonticum 1 KCOM 2653

Haemophilus parainfluenzae 1 KCOM 2629

Leptotrichia wadei 1 KCOM 2585

Neisseria flava 1 KCOM 2663

Neisseria sp. 19

KCOM 2178, KCOM 2179, KCOM 2187, KCOM 2188, KCOM 2651, KCOM 2660, 
KCOM 2661, KCOM 2606, KCOM 2607, KCOM 2566, KCOM 2642, KCOM 2657, 
KCOM 2623, KCOM 2624, KCOM 2625, KCOM 2628, KCOM 2574, KCOM 2172, 
KCOM 2659

Neisseria sp./Morococcus sp. 1 KCOM 2186

Neisseria subflava 22

KCOM 2600, KCOM 2601, KCOM 2602, KCOM 2664, KCOM 2604, KCOM 2605, 
KCOM 2609, KCOM 2610, KCOM 2639, KCOM 2655, KCOM 2656, KCOM 2611, 
KCOM 2612, KCOM 2620, KCOM 2626, KCOM 2627, KCOM 2645, KCOM 2630, 
KCOM 2646, KCOM 2635, KCOM 2637, KCOM 2647

Propionibacterium acnes 5 KCOM 2578, KCOM 2580, KCOM 2584, KCOM 2586, KCOM 2588

Staphylococcus sp. 1 KCOM 2915

Streptococcus sp. 1 KCOM 2177

Veillonella dispar 3 KCOM 2652, KCOM 2618, KCOM 2636

Total 82

KCOM, Korean Collection for Oral Microbiology. 
*, Candidate of new species.

Table 2. (continued in previous page)
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같은 환자에서 분리된 세균 중 같은 종에 속하는 균주들

은 Table 4에 정리하였다. 그 결과 11명의 환자에서 분리된 

균주들 중에는 같은 종에 속하는 균주들이 2개 이상 존재하

였다. 이들 균주들은 대부분 Neisseria spp.에 속하였다. 

고 찰

본 연구에서 A. actinomycetemcomitans 선택배지인 TSBV 

배지을 이용하여 한국인의 치면세균막 및 타액에서 분리된 

82 균주를 16S rDNA 핵산염기서열 비교분석법에 의해 종 

수준으로 동정한 결과 이들 균주들은 13개 종 및 종 수준에서 

동정이 되지 않은 4-5개 속에 속하는 것임을 알 수 있었다. 

본 연구에서 사용된 82 균주들 중 Capnocytophaga spp., 

Neisseria spp., Fusobacterium spp. 및 A. aphrophilus들이 각각 

8, 42, 10 및 4 균주들이었는데, 이러한 결과는 기존의 TSBV 

배지에서 자라는 A. actinomycetemcomitans 이외의 세균 종에

는 Capnocytophaga spp., Neisseria spp., 일부 Aggregatibacter 

spp. (A. aphrophilus 및 A. segnis)가 있다는 보고[23,24]와 일치

한 것이었다. 선택배지에는 일반적으로 표적 세균 종이 잘 

자랄 수 있도록 하기 위한 기본 배지 성분과 다른 세균 종의 

성장을 억제하는 성분으로 구성되어 있다. 즉, TSBV 배지에

는 A. actinomycetemcomitans 성장을 위한 기본 배지인 tryptic 

soy agar와 그람 연쇄구균, 포도구균 및 actinomyces 등의 

양성 세균의 성장을 억제시키기 위해 bacitracin과 vancomycin

이 첨가되어 있고, hemin을 성장에 필요로 하는 Hemophilus 

spp.의 성장을 억제하기 위해 양 피(sheep blood)를 사용하는 

대신 말 혈청(horse serum)을 사용하였다[23]. 하지만, 본 연구 

결과 연쇄구균 및 포도구균들이 각각 1 균주씩 동정되었다. 

이러한 결과는 연쇄구균 및 포도구균 균주들은 bacitracin과 

vancomycin에 대한 내성을 갖는 균주들이기 때문인 것으로 

생각된다. 또한, 본 연구에서 동정된 Haemophilus 

parainfluenzae 종은 일반적으로 hemin이 성장에 필수적이지 

않기 때문에 본 연구에서 1 균주가 동정된 것이라 생각된다. 

본 연구에서 동정된 균주들은 향후 연구에서 효율적인 A. 

actinomycetemcomitans 선택배지 개발에 사용 가능할 것이라 

생각된다. 

본 연구 결과 16S rDNA 핵산염기서열 비교분석법에 

의해서 종-수준으로 동정이 되지 않은 19개의 Neisseria 

spp.에 속하는 균주들과 7개의 Capnocytophaga spp. 균주

들이 분리되었다. 이들 중 7개의 Capnocytophaga spp. 균

주들은 기존의 표준균주들의 16S rDNA 핵산염기서열과 

98.0% 미만의 상동성을 보여 새로운 균종이라 생각된다. 

세균을 종-수준으로 동정하는 황금 기준(golden standard)은 

16S rDNA 핵산염기서열 결정법과 DNA-DNA hybridization 

법으로 알려져 있다[27]. 16S rDNA 핵산염기서열의 상동

성을 기준으로 종-수준으로 구별할 때, 사용하는 가장 높

은 상동성은 연구 결과에 따라 97% 또는 98.7-99%까지 

다양하게 제시되었다[27,28]. 그러므로 본 연구에는 이들 

기준 중 98.7%을 선택하였다. 하지만, 세균 종에 따라서

Patients' No. Species (strains)

YB 1 Neisseria sp. (KCOM 2172, KCOM 2659)

YB 4 Neisseria sp. (KCOM 2178, KCOM 2179, KCOM 2187, KCOM 2188, KCOM 2651, KCOM 2660, KCOM 2661)

YB 5 Neisseria sp. (KCOM 2600, KCOM 2601, KCOM 2602)

YB 13 Neisseria subflava (KCOM 2604, KCOM 2605)

YB 14 Neisseria sp. (KCOM 2606, KCOM 2607)

YB 15 Neisseria subflava (KCOM 2609, KCOM 2610, KCOM 2639, KCOM 2655, KCOM 2656)

YB 16 Neisseria subflava (KCOM 2611, KCOM 2612)

YB 19 Neisseria sp. (KCOM 2566, KCOM 2642, KCOM 2657, KCOM 2623, KCOM 2624, KCOM 2625)

YB 20
Aggregatibacter aphrophilus (KCOM 2567, KCOM 2568, KCOM 2570)
Neisseria sp. (KCOM 2626, KCOM 2627, KCOM 2628)

YB 21
Fusobacterium nucleatum (KCOM 2572, KCOM 2573, KCOM 2582, KCOM 2576)
Capnocytophaga sp. (KCOM 2575, KCOM 2577, KCOM 2583, KCOM 2589)
Propionibacterium acnes (KCOM 2578, KCOM 2580, KCOM 2584, KCOM 2586, KCOM 2588)

YB 22
Capnocytophaga sp. (KCOM 2590, KCOM 2595)
Fusobacterium nucleatum (KCOM 2591, KCOM 2594, KCOM 2596, KCOM 2597, KCOM 2598)
Neisseria subflava (KCOM 2630, KCOM 2646, KCOM 2635, KCOM 2637)

KCOM, Korean Collection for Oral Microbiology. 

Table 4. Summary of the bacterial strains of same species isolated from same patients
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는 16S rDNA 핵산염기서열이 서로 99% 이상이 경우가 

많기 때문에 16S rDNA 핵산염기서열 비교 결정법으로는 

완벽한 세균 종-수준에서의 동정이라고 할 수는 없으므로 

DNA-DNA hybridization 법을 시행해야 하는 경우가 있다

[29]. 하지만, DNA-DNA hybridization 법은 연구자에 따라 

매우 다양한 값을 얻을 수 있고, 편차가 크다는 단점이 

있다. 최근 차세대 핵산염기서열 결정법의 눈부신 발전에 

의해, 까다로운 DNA-DNA hybridization 법을 대체할 수 

있는 세균 지놈 ANI (average nucleotide identity) 법이 소

개되었다[30,31]. 이들의 연구에 의하면, 두 세균을 다른 

세균 종으로 분류할 수 있는 DNA-DNA hybridization 법의 

기준이 70%에 해당하는 것이, ANI 분석에 의한 두 균주

간의 상동성이 94% 또는 95-96%라고 보고하였다[30,31]. 

아직까지는 모든 세균 종들에 대한 ANI 분석에 의한 데

이터가 없고, DNA-DNA hybridization 법에 비해 경제적인 

측면에서 단점은 있지만, 가까운 장래에는 DNA-DNA 

hybridization법을 대신하여 세균 종-수준에서의 분류에 황

금기준이 될 것이라 생각된다. 향후 연구에서 본 연구에

서 신종이라 생각되는 균주들의 지놈 핵산염기서열 결정 

및 여러 분류학적 방법을 실시하여 신종 유무를 확인하는 

실험을 진행하여야 할 것이다. 

본 연구에서 사용된 균주들은 혐기성 조건에서 분리된 

균주들이었다. 이러한 이유로 본 연구에서도 혐기성 조건

에서 배양을 하여 본 실험에 사용하였다. 하지만, TSBV 

배지를 이용하여 A. actinomycetemcomitans 균주를 배양할 

경우 혐기성 조건보다는 5% CO2가 공급되는 공기 상태

에서 더 잘 자란다는 보고가 있다[32]. 그러므로 향후 연

구에서 A. actinomycetemcomitans 균주를 선택적으로 배양

하기 위해 TSBV 배지를 사용할 경우에는 5% CO2가 공급

되는 공기 상태에서 배양을 하고자 한다. 

최근의 연구에 의하면, TSBV 배지를 이용하는 것보다 

Dentaid-1 배지를 이용할 경우 더 많은 수의 A. 

actinomycetemcomitans를 분리할 수 있으며, 배지를 만드

는 가격도 더 저렴하다는 것이 보고되었다[33]. 그러므로 

현재까지 개발된 A. actinomycetemcomitans 선택배지 중에

서는 Dentaid-1 배지를 사용하는 것을 권장할 수 있다. 

이상의 연구 결과를 종합하면, TSBV 배지에는 A. 

actinomycetemcomitans 이외에도 A. aphrophilus, Campylobacter 

sp., Capnocytophaga sp., Fusobacterium sp., Neisseria sp., 

P. acnes, H. parainfluenzae, L. wadei, V. dispar 및 bacitracin

과 vancomycin에 내성을 갖는 연쇄구균과 포도구균이 자

랄 수 있음을 알 수 있었다. 향후 연구에서 본 연구 결과

에서 얻은 균주들을 이용하면, 효율성이 높은 A. 

actinomycetemcomitans 선택배지 개발이 용이할 것으로 생

각된다. 
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