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Pediococcus pentosaceus의 Multilocus Sequence Typing 분석에서 

신규 Sequence Type의 확인
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Identification of New Sequence Types for Multilocus Sequence Typing of 
Pediococcus pentosaceus
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Department of Food Science and Biotechnology, Gachon University

Abstract

The genus Pediococcus belongs to the lactic acid bacteria and includes 15 species which are used in the food indus-
try as both starter and probiotic cultures. The importance of Pediococcus spp. is due to their use as starter cultures
in fermented meat as well as to their presence as the natural microbiota in vegetables. The availability of P. pen-
tosaceus in the food industry increases the need for reliable molecular techniques for strain identification. To date,
the reliable molecular methods for definite identification at strain level of microorganisms used in food industry has
not been developed. Molecular identification based on suitable marker genes could be a promising alternative to
conventional molecular typing methods such as ribotyping. In this study, the applicability of seven housekeeping
genes gyrB, pyc, pgm, leuS, glnA, and dalR in combination with the pgi gene in multilocus sequence typing of P.
pentosaceus was assessed. Sequencing and comparative analysis of sequence data were performed on 6 strains iso-
lated from various vegetables. In addition to 17 sequence types, two new sequence types were identified and these
fortified sequence types and seven marker genes allowed for a clear differentiation of the strains analyzed, indicating
their applicability in molecular typing.
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서 론

현재까지 박테리아를 strain 수준으로 동정 또는 분류하기

위한 분자 수준의 typing 기술이 여러 가지 개발되어 왔는

데, 이러한 기술들 중에서 가장 강력한 기술은 유전자 지문

분석법(DNA fingerprinting) 기술로서, 여기에는 절단 빈도

가 낮은 제한효소를 이용한 pulsed-field gel electrophoresis

(PFGE) (Olson, 1989), ribotyping (Kostman et al., 1992),

randomly amplified polymorphic DNA (RAPD) (O’Sullivan,

1999), amplified fragment length polymorphism (AFLP)

(Vos et al., 1995), multilocus sequence typing (MLST)

(Stackebrandt et al., 2002; Gevers et al., 2005) 등이 있다.

이러한 기술들은 발효식품이나 인간 장내에서 분리된 유산

균이나 bifidobacteria를 종 이하의 수준에서 typing하는 데

광범위하게 사용되어 왔는데(McCartney, 2002), 각각의 기

술들은 분류 범위, 재현성, 해석의 용이성, 표준화 정도가

서로 다르며, 분석 기술의 정밀성과 정확성도 실험 방법,

실험실, 실험 재료에 따라서 매우 차이가 난다. 이 중에서

ribotyping, PFGE, polymerase chain reaction-denaturing

gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE) (Muyzer et al.,

1993), t-restriction fragment length polymorphism (t-RFLP)

(Marsh, 1999; Dunbar et al., 2001) 등은 재현성은 높지만

고가의 장비와 많은 분석 시간이 요구되고 분석과정이 복

잡하여 고도의 숙련도가 필요하기 때문에 일반 실험실에서

는 분석이 어려운 단점이 있다. 반면에 repetitive-PCR

(rep-PCR), RAPD, AFLP 등은 조작이 비교적 간단하고 신

속하지만 재현성이 낮은 단점이 있다(Higgins et al., 1982;

William et al., 1993; Gancheva et al., 1999; Ventura &

Zink, 2002; Healy et al., 2005).

최근 특정 균주의 유래나 이동경로를 추적하기 위해

PFGE나 PCR 등의 band-based typing 방법의 단점을 보

완할 수 있는 multilocus sequence typing (MLST) 방법이

고안되어 사용되고 있다(Stackebrandt et al., 2002;
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Gevers et al., 2001). MLST 방법은 염색체 DNA에서 약

6-8개의 housekeeping 유전자의 염기서열을 결정하고

MLST database에 입력한 후 대립유전자 프로파일들을 조

합하여 sequence type (ST)을 결정하는 방법이다(Homan

et al., 2002).

Pediococcus sp.는 정상발효하는 유산균으로서 사워크라

우트와 같은 채소발효에 사용되고, 일부 균주는 프로바이

오틱스로 사용되어 치즈나 요구르트 제조에 사용되는 식품

발효에 중요한 유산균이다. 따라서 본 연구에서는 대표적

인 Pediococcus sp.인 P. pentosaceus를 다양한 분리원으로

부터 분리한 후, MLST 분석을 수행하여 P. pentosaceus의

분류학적 다양성을 확인하고자 하였다. 

재료 및 방법

사용균주

본 연구에 사용된 P. pentosaceus는 한국프로바이오틱스

은행(Seongnam, Korea)에서 총 12주를 분양받았으며, 이

균주들의 분리원은 ON-82A, ON-188은 양파, GO-005,

GO-008은 파, SC27, SC12는 젓갈, RP-008, RP-003은 고

추, TA-027, TA-035는 귤, 그리고 SP-019, SP-026은 고구

마로 총 6종류의 분리원을 사용하였다. 

Genomic DNA 분리

P. pentosaceus로부터 genomic DNA를 분리하기 위하여

P. pentosaceus의 단일 집락을 Lactobacilli MRS 액체배지

(Difco, Detroit, MI, USA)에 접종하여 37oC에서 16시간

정치배양하였다. 배양액 3 mL을 16,100×g에서 1분간 원심

분리하여 균체를 수획하고, 상등액을 제거하였다. 이후 균

체에 1 mL의 TEN 완충용액(10 mM Tris-HCl, pH 7.6, 1

mM EDTA, 10 mM NaCl)을 첨가하여 현탁하고, 원심분리

하여 배지성분을 제거하였다. SET 완충용액(20% sucrose,

50 mM Tris-HCl, pH 7.6, 50 mM EDTA) 500 µL를 첨가하

여 현탁하고, 50 µL의 lysozyme (60 mg/mL in TEN 완충

용액, w/v)과 3 µL의 RNase A용액을 첨가하여 37oC에서

1시간동안 반응시켰다. 이 반응 용액에 25 µL의 SDS

(25%, w/v)와 20 µL의 proteinase K를 첨가하여 조심스럽

게 혼합하고, 37oC에서 30분간 반응시켰다. 반응 종료 후,

AccuPrep Genomic DNA Extraction kit (Bioneer, Daejeon,

Korea) 내의 GC binding buffer 400 µL를 첨가하여 60oC

에서 10분간 반응시키고, 200 µL의 iso-propanol을 첨가하

여 조심스럽게 혼합하였다. 반응액을 column tube에 옮겨

서 원심분리를 통하여 DNA를 column에 부착시키고, 500

µL의 washing buffer 1과 washing buffer 2를 순차적으로

첨가하여 순수하게 DNA만을 남긴 후, 50 µL의 멸균 3차

증류수로 DNA를 용출하였다.

MLST 분석

P. pentosaceus의 MLST 분석을 위한 PCR은 상기 조건

으로 분리된 genomic DNA를 template DNA로 사용하였

고, Table 1에 나타낸 7개의 marker 유전자(gyr, pyc, pgm,

leuS, gln, dal, pgi)를 증폭시키기 위한 primer를 제작하여

PCR을 수행하였다. PCR은 AccuPrep PreMix (Bioneer,

Daejeon, Korea)를 사용하여 최종 부피가 20 µL가 되도록

하였고, My Cycler (BIO-RAD Laboratories, Hercules, CA,

USA)로 반응시켰으며, PCR 조건은 94oC에서 2분동안 1

cycle, 95oC에서 20초, 56oC에서 30초, 72oC에서 30초 조

건에서 35 cycle, 그리고 마지막 단계로 72oC에서 7분간 반

응시켰다. PCR 산물의 염기서열 결정은 Macrogen사(Seoul,

Korea)에 의뢰하여 ABI PRISM 3700 DNA Analyzer를

이용하여 수행하였다. 분석된 염기서열의 homology 분석은

BioEdit program (Tom Hall Ibis Biosciences, Carlsbad, CA,

Table 1. MLST primers for Pediococcus pentosaceus

Gene Primers Protein Sequence (5’ → 3’) Alleles
Standard

length (bp)

gyrB
gyrB_F 
gyrB_R 

Gyrase B
AGGGTGATTCTGCCGGTGG 
ACCTTGTCACCCATCAACAT 

6 462

pyc
pyc_F 
pyc_R 

Pyruvate carboxylase
AACAATTGCGGGCTAAAATG 
GGCGCAGGTTGGTATACTGT 

9 603

pgm
pgm_F 
pgm_R 

Phosphoglucomutase
TTACGAAGAAAATGGCGAC 
AATTTCAAAACATCCGCTTT 

8 321

leuS
leuS_F 
leuS_R 

Leucyl-rRNA synthetase
GGGTGGAACGGTAGTTGCTA 
GCGAGAGAAGACCCAGTCAC 

10 522

glnA
glnA_F 
glnA_R 

Glutamine synthetase
AATCAATGGTTCAGGGATGC 
TTGACGGTAAGAAGCCCATTC 

5 495

dalR
dalR_ F 
dalR_ R 

Glycil-tRNA synthetase
TGTCGAACTGGCTAATGCTG 
CATGTAATGTTCGCGAATGG 

10 570

pgi
pgi_F 
pgi_R 

Glucose-6-phosphate 
isomerase

ATCGGTGACCGTGACTTCTC 
ATCAAATTGCGACGACCTTC 

9 417

(PubMLST, 2015)
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USA)을 이용하였고, 염기서열의 상동성은 Clustal X (http:/

/www.clustal.org/clustal2)와 Mega 5 program (Center for

Evolutionary Functional Genomics, The Biodesign Institute,

Tempe, AZ, USA)에 의해 phylogenetic tree를 작성하였다.

결과 및 고찰

Pediococcus pentosaceus의 MLST 분석

P. pentosaceus의 MLST 분석을 위한 primer와 각각의

대립 유전자들을 Table 1에 나타내었다. MLST 분석을 위

한 marker 유전자로는 gyrB, pyc, pgm, leuS, glnA, dalR,

pgi 등 총 7개를 사용하였는데, 각각의 marker 유전자들은

5-10개의 대립 유전자들을 지니고 있었다(PubMLST,

2015). 분양받은 12개의 균주에 대한 MLST marker 유전

자들을 증폭하여 agarose gel 전기영동한 결과는 Fig. 1에

나타내었다. 사용된 12균주 각각에 대하여 모든 marker 유

전자들이 증폭이 되어 전기영동 상에 나타났으나, pgm 유

전자를 제외한 6개의 marker 유전자의 크기는 PubMLST

database (PubMLST, 2015) 상의 크기와는 상이한 것으로

나타났다. 그러나 이들 12균주 중에서 6균주(ON-82A,

ON-188, GO-005, GO-008, RP-003, RP-008)를 선정하여

marker 유전자들에 대한 염기서열을 분석한 결과 증폭된

유전자는 해당 marker 유전자인 것으로 판명되어 MLST

분석에 이용하였다.

MLST sequence type의 분석

분석에 사용된 6균주의 MLST marker 유전자의 대립 유

전자 종류를 결정하기 위하여 해당 균주의 marker 유전자

와 현재까지 알려진 대립 유전자들의 염기서열을 이용하여

phylogenetic tree를 작성한 결과는 Fig. 2에 나타내었고, 이

결과에 따라 결정된 sequence type을 Table 2에 정리하였

다. 분석된 6균주 모두는 dalR 유전자는 5번 대립 유전자,

glnA 유전자는 4번 대립 유전자, gyrB 유전자는 3번 대립

유전자, leuS 유전자는 5번 대립 유전자, pgi 유전자는 4번

대립 유전자, pyc 유전자는 6번 대립 유전자를 동일하게

지니고 있었으나, pgm 유전자의 경우에는 ON-188 균주의

경우 6번 대립 유전자를 지니고 있었고, 다른 균주들은 2번

대립 유전자를 지니고 있었는데 이를 이용하여 sequence

type을 결정한 결과 기존의 sequence type과 일치하지 않는

새로운 sequence type으로 확인되었다. 따라서 ON-188 균

주의 sequence type을 18번으로, 나머지 균주들의 sequence

type을 19번으로 지정하였다(PubMLST, 2015).

Martino et al. (2013)은 여러 종류의 분리원으로부터

29주의 P. pentosaceus 균주를 분리하여 표현형적 특성과

bacteriocin 생산 여부를 조사하였고, MLST 분석을 통하여

17개의 sequence type을 확인하여 gyrB 유전자는 6개, pyc

유전자는 9개, pgm 유전자는 8개, leuS 유전자는 10개,

glnA 유전자는 5개, dalR 유전자는 10개, pgi 유전자는 9

개의 대립 유전자가 존재함을 보고하였다. 또한 sequence

type간의 관계를 조사하여 MLST 분석에 사용된 7개의

Fig. 1. Agarose gel electrophoresis of MLST for P. pentosaceus
strains. M, 100 bp DNA ladder; 1, Pgi; 2, Pgm; 3, Pyc; 4, GyrB;
5, DalR; 6, GlnA; 7, LeuS.
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Fig. 2. UPGMA dendrograms for 6 P. pentosaceus isolates sequenced for MLST.
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target 유전자는 유전자 내 재조합이 발생하지 않았지만 유

전자간 재조합이 광범위하게 발생되었음을 확인하였고,

sequence type과 분리원간에는 높은 상관관계가 있어 같은

유전적 계통에 속하는 sequence type은 동일한 분리원으로

부터 유래됨을 밝힌 바 있다.

본 연구에서 새롭게 밝힌 sequence type 18은 dalR 유전

자의 5번 대립유전자, glnA 유전자의 4번 대립유전자,

gyrB 유전자의 3번 대립유전자, leuS 유전자의 5번 대립유

전자, pgi 유전자의 4번 대립유전자, pgm 유전자의 6번 대

립유전자, pyc 유전자의 6번 대립유전자가 존재하는 것으

로, sequence type 18인 균주는 양파에서 분리된 ON-188

균주 밖에 존재하지 않아 sequence type과 분리원과의 상

관관계를 분석할 수 없었다. Sequence type 19는 dalR 유

전자의 5번 대립유전자, glnA 유전자의 4번 대립유전자,

gyrB 유전자의 3번 대립유전자, leuS 유전자의 5번 대립유

전자, pgi 유전자의 4번 대립유전자, pgm 유전자의 2번 대

립유전자, pyc 유전자의 6번 대립유전자가 존재하는 것으

로, 총 5균주 중에서 1균주는 양파로부터, 2균주는 고구마

로부터, 나머지 2균주는 파로부터 분리된 것으로 다양한

분리원에 존재하는 것으로 나타났다.

현재까지 P. pentosaceus 균주의 MLST 분석은 Martino

et al. (2013)이 수행하여 17개의 sequence type을 확인한

것을 제외하면 본 연구가 유일하며, 본 연구를 통하여 17

개의 sequence type 이외에 추가로 2개의 sequence type이

존재한다는 것을 밝힘으로써 P. pentosaceus의 분류 및 추

적을 위한 유전자 지문의 다양성을 확인할 수 있었다. P.

pentosaceus 이외의 다른 유산균에 대한 MLST 분석의 최

근 연구들을 보면, Sun et al. (2015)은 중국과 몽골의 발

효 유제품으로부터 분리한 L. helveticus의 population

structure를 MLST 분석을 기반으로 한 연구에서 총 11개

의 유전자를 분석한 바 있다.

본 연구결과로 MLST 분석법은 매우 간단하고 신속한

방법으로 미생물 분류 및 추적을 위한 유용한 유전자 지문

법인 것으로 확인되었으며, P. pentosaceus의 경우 6균주를

대상으로 MLST 분석을 한 결과 지금까지 알려져 있던 17

개의 sequence type 이외에 추가로 2개의 sequence type이

밝혀진 바, 보다 많은 균주를 대상으로 MLST 분석을 할

경우 아직까지 밝혀져 있지 않은 sequence type을 확인할

수 있을 것으로 판단된다.

요 약

Pediococcus 속은 유산균의 한 속(genus)으로 15종(species)

이 존재하며 식품산업에서 스타터 균주 또는 프로바이오틱

스 균주로 사용된다. Pediococcus 속은 발효육에서 스타터

균주로 사용이 되며, 채소에 존재하는 균총의 일부로 존재

하는 중요한 균주이다. Pediococcus pentosaceus의 식품산

업에서의 이용성이 증대됨에 따라 이들을 동정 및 분류할

수 있는 분자유전학적 기술이 요구되고 있다. 지금까지 식

품산업에서 미생물을 균주 수준에서 명확하게 식별할 수 있

는 신뢰할만한 방법이 개발되지 않고 있다. 적당한 marker

유전자를 이용한 분자유전학적 동정 방법이 ribotyping과

같은 전통적인 분자 typing을 대체할 수 있는 대안으로 여

겨진다. 본 연구에서는 gyrB, pyc, pgm, leuS, glnA, dalR

등의 7개의 필수 유전자를 사용하여 P. pentosaceus의

multilocus sequence typing을 분석하였다. 다양한 식품으로

부터 분리된 6균주에 대한 marker 유전자의 염기서열을

이용하여 분석에 사용하였다. 그 결과 기존에 보고된 17개

의 sequence type과는 상이한 2개의 sequence type이 추가

로 확인되었다. MLST 분석을 위한 sequence type의 종류

가 보강됨에 따라 해당 균주의 분류학적 분석이 보다 정확

하게 이루어질 것으로 사료된다.
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