
Detection and identification of Mycoplasma species by multiplex PCR in 
cats

Mycoplasma (M.) felis and M. canis is related with 
pneumonia or conjunctivitis in domestic cats and 
several diseases in a variety of other animals, includ-
ing lower respiratory tract disease or pleuritis. Poly-
merase chain reaction (PCR) assays has been reported 
as an easy and useful method. It could be conducted 
even on nasal swab samples as a non-invasive rapid 
testing tools for large numbers of Mycoplasma species. 
However, PCR assays have to conduct multiple assays 
because of a lot of Mycoplasma species. Therefore, it 
need to perform several tests and reveal time consum-
ing procedures. In this study, we developed a sensi-
tive and specific multiplex polymerase chain reaction 
(PCR) assay that detects simultaneously two species 
like as M. felis and M. canis. The simultaneous detec-
tion of M. felis and M. canis primers were used to dif-
ferentiate two mycoplasma species. The target DNA 
fragments were specifically amplified M. felis and M. 
canis PCR with 16S ribosomal DNA primers. Single 
and mixed Mycoplasma species DNA templates were 
submitted to validate the specificity of the multiplex 
PCR. The corresponding specific DNA products were 
amplified for each pathogen. The detection limit of the 
developed multiplex PCR is 102 pg with M. felis and 
M. canis DNA. Furthermore, the developed multiplex 
PCR detected successfully M. felis in feline nasal speci-
mens. The multiplex PCR assay provides a novel tool 
for simultaneous detection and differentiation of M. 
felis and M. canis in cats.
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Introduction
Mycoplasma 세균은 세포벽이 없는 특징을 가지고 

있는 Molicutes강에 속하는 세균으로 8개 속의 180여 

종이 보고 되고 있으며, 세균 여과 필터를 통과할 수 있어 

실험실 세포 오염에도 큰 문제를 야기한다[1]. 세포 배양 

시 Mycoplasma 세균 오염의 원인은 초기 배양에 사용되는 

조직, 혈청 또는 연구자에 의해서 유발되고, 세포주의 

교차오염으로 인해 다른 세포주로 오염이 확산될 수 

있다[2]. Mycoplasma 속 세균은 사람 및 동물의 호흡기, 

생식기 등 각종 장기에 상주하며 다양한 질병을 일으키는 

병원체로서 질병을 유발하는 것으로 알려져 있다[2]. 

동물질병 관리 측면에서 Mycoplasma 속 세균 감염 여부를 

신속히 진단하는 것은 경제적 측면이나 질병 관리측면에서 

매우 중요하다[3]. Mycoplasma 감염 진단 방법들에는 

다양한 방법이 개발되어 이용되고 있으나, 직접배양법은 

시간이 많이 소요되고 배지 조성, 시료 특성 및 배양조건 

등 많은 요소에 의해 영향을 받을 수 있다는 제한점이 

있다[3,4]. Mycoplasma 신속 진단 방법으로 특이 병원체 

염기서열 부위를 검출하는 polymerase chain reaction 

(PCR) 방법이 이용되고 있다[4,5]. 기존 연구자들이 

보고한 Mycoplasma 세균을 검출하기 위한 PCR 방법들은 

대부분 한 종을 검출하는데 그치고 있어 여러 종의 

Mycoplasma 세균들이 감염될 확률이 있는 경우에 다른 

primer 쌍을 이용하여 여러 번의 PCR 분석을 수행해야 

하는 불편이 있다[6]. 따라서 다양한 species를 가지고 

있는 Mycoplasma 속 세균의 경우에 감염이나 오염 여부를 

신속하게 한번의 작업으로 진단할 수 있는 기술의 개발이 

요구되고 있다[6].

고양이에서 Mycoplasma 세균 감염에 의한 폐렴 또는 

결막염을 유발하고 말에서 하부 호흡기 질환 또는 흉막염 

[10]을 유발할 수 있는 것으로 보고 되고 있다[7-

10]. 또한 살쾡이에서는 Mycoplasma 세균 감염에 의한 

심한 호흡기 감염이 유발되고, 면역이 떨어진 고양이와 

사람에서는 Mycoplasma 감염에 의한 관절염이 보고되고 

있다[11,12]. 



본 연구는 고양이의 호흡기 병원체인 Mycoplasma 

세균을 검출할 수 있고, 신속하게 Mycoplasma species를 

동시에 감별 진단할 수 있는 multiplex PCR을 개발하고자 

계획되었다.

Meterials and Methods

균주 및 배양 방법

본 연구에 사용된 균주는 American Type Cell Culture 

(ATCC)로부터 M. felis (ATCC 23391), M. canis (ATCC 

19525), Helicobacter (H.) pylori (ATCC 43504)를 

구입하여 사용하였다. H. pylori는 10% 우혈청이 첨가된 

브루셀라 한천배지에 접종 후, 10% CO2 및 100% 습도가 

유지되는 37℃ incubator에서 3일간 배양 하여 사용하였다. 

M. felis와 M. canis는 Hong et al [13]의 방법에 따라 

준비된 배양 배지를 이용하여 37℃에서 5% CO2 함유 

인큐베이터에서 14일 동안 배양하여 사용하였다.

Genomic DNA 분리

배양한 M. felis와 M. canis 및 H. pylori 균주들의 DNA 

추출은 bead beater-phenol 추출법을 사용하였다. 배양 

균주들을 13,000 g에서 30분 동안 원심분리하여 얻은 펠렛 

검체를 1 ㎖ 멸균 증류수가 들어있는 Mini-Bead Beater 

(Biospec product) 전용 2 ㎖ 튜브에 무균 채취하였다. 

이후 멸균 3차 증류수에 부유시킨 glass bead (0.1 mm 

size, Biospec product) 200 ㎕와 phenol-chlorform-

isoamyl alcohol 용액 [50:49:1(v/v/v)] 200 ㎕를 넣어 

Mini-Bead Beater (Biospec product)로 30초간 5,000 

rpm으로 진탕하였다. 진탕 후 4 ℃에서 12,000 rpm으로 

15분간 원심분리한 후 상층액을 멸균 2 ㎖ 튜브에 옮겼다. 

3 M 초산나트륨 (sodium acetate) 10 ㎕와 ice-cold 

에탄올 250 ㎕를 넣어 -20℃에서 10분간 정체시킨 후, 

15,000 rpm으로 15분간 원심분리 하였다. 침전물은 70% 

알코올로 세척하여 실온에서 건조시키고 Tris EDTA (pH 

8.0) 60 ㎕에 용해시켜 실험에 사용하였다.

Multiplex PCR의 개발

Mycoplasma 세균의 게놈 서열 중에서 Mycoplasma 

세균 species에 특이적인 primer 세트를 제조하였다 

(Table 1). PCR 반응은 DNA thermal cycler (PTC-

100 Thermocycler, MJ Research, USA)를 이용하여 

반응을 실시하였다. PCR을 위한 반응 시약의 조성은 

1㎕ forward 및 reverse primer (10pmol/㎕), 2.5 ㎕ 

10×reaction buffer, 500 ㎛ deoxy nucleotide, 1.5U 

Taq polymerase를 각각 넣고, 총 반응량이 25 ㎕이 

되도록 멸균된 증류수를 첨가하여 Table 1과 같은 조건으로 

multiplex PCR 반응을 실시하였다.

Multiplex PCR의 특이도 검사

M. felis (ATCC 23391), M. canis (ATCC 19525) 배양 

균주와  대조균주로 H. pylori (ATCC 43504) 배양 균주를 

사용하여 DNA 추출 후, 개발한 primer 쌍들로 구성된 

multiplex PCR의 특이도 (specificity)를 확인하기 위해 

Table 1과 같은 반응조건으로 PCR을 실시하여 특이도를 

확인하였다. 특이도 검사는 3회 반복 시험을 실시하여 

결과를 확인하였다.

Multiplex PCR의 민감도 검사

개발한 primer의 민감도 (sensitivity)를 확인하기 위해 

M. felis (ATCC 23391), M. canis (ATCC 19525)를 

37℃에서 5% CO2가 함유된 인큐베이터에서 배양하였다. 

M y c o p l a s m a  배 양  균 주 들 의  D N A 를  추 출 하 여 

Spectrophotometer로 DNA를 정량을 한 후, 단계 

희석하여 순수 분리된 M. felis DNA와 M. canis DNA을 10
4
, 

10
3
, 10

2
, 10 및 1 pg의 농도로 각각의 DNA를 정량하여 

개발한 primer 쌍들로 구성된 multiplex PCR을 Table 1과 

같은 반응조건으로 실시하여 민감도를 확인하였다. 민감도 

검사는 3회 반복시험을 실시하여 결과를 확인하였다.

고양이 임상 샘플  검사

1년령의 Persian 암컷 고양이가 1주 전부터 콧물과 

재채기의 호흡기 증상을 보여 비강에 멸균 면봉으로 비강 

swab 채취를 실시하였다. 각 비강 채취 면봉들은 0.1 M 

PBS buffer 2 ㎖이 든 튜브에 넣고 vortex를 한 후 면봉을 

제거하고, DNA 추출을 멸균 3차 증류수에 부유시킨 glass 

bead (0.1 mm size, Biospec product) 200 ㎕와 phenol-

chlorform-isoamyl alcohol 용액 [50:49:1 (v/v/v)] 

200 ㎕를 넣어 Mini-Bead Beater (Biospec product)로 

30초간 5,000 rpm으로 진탕하였다. 진탕 후 4℃에서 

12,000 rpm으로 15분간 원심분리한 후 상층액을 멸균 2 

㎖ 튜브에 옮겼다. 3 M 초산나트륨 (sodium acetate) 10 

㎕와 냉각된 에탄올 250 ㎕를 넣어 -20℃에서 10분간 

Table 1. Mycoplasma species PCR primers and reaction conditions

Species Primer sequence Cycle conditions
(×30)

Product size
(bp)

M. canis
For 5′-CACCGCCCGTCACACCA-3′ 95°C 1 min,

55°C 30 s, 72°C 1 min
247

Rev 5′-CTGTCGGGGTTATCTCGAC-3′

M. felis
For 5′-CACCGCCCGTCACACCA-3′ 95°C 45 s, 51°C 30 s, 

72°C 20 s
238

Rev 5′-GGACTATTATCAAAAGCACATAAC-3′

Mycoplasma species by multiplex PCR in cats 17
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정체시킨 후, 15,000 rpm으로 15분간 원심분리 하였다. 

침전물은 70% 알코올로 세척하여 실온에서 건조시키고 

Tr is  EDTA (pH 8 .0)  60 ㎕에 용해시켜 실험에 

사용하였다. 검사의 재현성 확인을 위해 3회 반복 시험을 

실시하여 PCR 결과의 재현성을 확인하였다.

Results

Mycoplasma 배양 확인

본 연구에 사용된 Mycoplasma는 제작한 최적화 배지를 

이용하여 37℃에서 5% CO2 함유 인큐베이터에서 14일 

동안 배양하고, 배지의 색깔이 붉은색에서 노란색으로 

변하면 Mycoplasma가 자란 것으로 추정하고, 색깔이 변한 

최대희석 배수의 역지수를 색깔변화단위 (Color Change 

Unit)로 관찰하였다.

Multiplex PCR 개발 확인

개발한 Mycoplasma의 다중 검출 primer 세트로 

구성된 multiplex PCR의 반응을 확인하기 위해 M. felis와 

M. canis에 특이적인 primers를 95℃에서 1분간 pre-

denaturation을 실시 한 후 Table 1과 같은 조건으로 

실시하여 나온 PCR 증폭 산물은 1.5% agarose에 넣고 

100 volt에서 20분간 전기영동하여 ethidium bromide로 

염색한 후 Gel-Documentation system (Uvitec 

cambridge, EEC)을 이용하여 Mycoplasma 세균에 

특이적인 반응여부를 해당 밴드의 유무로 확인하였다. M. 

canis 특이 primer를 이용하여 template DNA를 증폭 

하였을 때 247bp에서 특이적인 밴드를 확인하였고, M. felis 
특이 primer를 이용하여 template DNA를 증폭한 결과 

238 bp에서 특이적인 밴드를 확인하였다 (Fig. 1).

특이도 검사 결과

개발한 multiplex PCR의 특이도를 확인한 결과, M. felis와 

M. canis DNA 샘플에만 특이적으로 반응하였고 대조균주인 

H. pylori DNA 샘플에서는 반응하지 않았음을 확인 하였다 

(Table 2).

민감도 검사 결과

개발한 multiplex PCR의 민감도를 확인한 결과, M. 
canis DNA의 농도 1 pg은 검출하지 못하였으나, 10 pg 

이상을 검출하여 10
2
, 10

3
, 10

4
 pg으로 높을수록 민감도가 

높아짐을 확인할 수 있었다(Fig. 2). 또한, M. felis DNA의 

농도 1 pg은 검출하지 못하였으나, 10 pg 이상을 검출하여 

10
2
, 10

3
, 10

4
 pg으로 높을수록 민감도가 높아짐을 확인할 

수 있었다 (Fig. 3).

임상 검체 검사 결과

호흡기 증상을 가진 1년령의 Persian 암컷 고양이로부터 

비강 안의 면봉 swab을 통하여 얻은 검체의 DNA로 개발한 

primer 세트를 이용하여 multiplex PCR 검사를 실시한 

결과, M. felis에 특이적인 238 bp의 밴드를 확인하였다 

(Fig. 4).

1     2     3    4
247 bp

238 bp

Fig. 1. Specificity of the developed multiplex polymerase chain 
reaction. Lane 1: Helicobacter pylori, 2 : M. canis, 3 : M. felis, 
4 : M. canis + M. felis

Table 2. Specificity of the developed multiplex polymerase chain 
reaction

No. Species PCR results

1 Helicobacter pylori -
2 Mycoplasma canis ++
3 Mycoplasma felis ++

+++:Strong reaction, ++: moderate, +: mild, -: No reaction

1      2      3     4     5 

247 bp

Fig. 2. Sensitivity of the developed multiplex polymerase chain 
reaction with Mycoplasma canis  DNA. Lane 1: 104 pg M. canis  
DNA, 2 : 103 pg M. canis  DNA, 3 : 102 pg M. canis  DNA, 4 : 
10 pg M. canis  DNA, 5 : 1 pg M. canis  DNA

1     2      3     4     5 
238 bp

Fig. 3. Sensitivity of the developed multiplex polymerase chain 
reaction with Mycoplasma felis DNA. Lane 1: 104 pg M. felis  
DNA, 2 : 103 pg M. felis DNA, 3 : 102 pg M. felis DNA, 4 : 10 
pg M. felis DNA, 5 : 1 pg M. felis DNA
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Conclusion

Mycoplasma 세균은 사람과 동물의 호흡기나 생식기 

등의 각종 장기에 심각한 질병을 초래하며, 특히 돼지와 소, 

닭과 같은 동물에서는 폐렴과 같은 질병으로 폐사와 막대한 

경제적 손실을 유발하는 병원체이다[14]. Mycoplasma 

세균은 항생제에 내성이 있고 크기가 작아 여과에 의하여 

문제가 해결되지 않으며, 모양이 불규칙한 다형성으로 

관찰이 어렵다[1]. 또한, 세포배양에 오염된 Mycoplasma 

세균과 동물에 감염된 Mycoplasma 세균을 진단하기 위한 

많은 진단 키트가 개발되어 실용화 되고 있다[5,15]. 본 

연구에서는 M. canis 및 M. felis를 동시에 진단할 수 있는 

multiplex PCR을 개발하고 특이적으로 반응하는지를 

확인하였다. PCR 진단은 병원체를 민감하게 검출할 수 

있는 방법으로 유용한 검사법이지만 병원체 종류별로 

각각의 검사가 이루어져야 한다[2]. 일반적으로 세포배양에 

오염된 Mycoplasma 검출 PCR기법의 민감도는 10
4
 

cfu/㎖의 검출한계를 보인다고 알려져 왔으나[4,6], 

최근에는 DNA 추출방법, nested PCR법, hot-start Taq 

DNA polymerase 사용으로 검출한계가 1-100 cfu/ml과 

유사한 민감도를 보인다고 보고하고 있다[4,16,17]. 또한 

template DNA의 pg 단위로 보고된 Mycoplasma PCR 

검출 한계 들은 10
2
 pg 이상인 것을 확인할 수 있었다 [13]. 

본 연구에서는 M. canis 및 M. felis의 민감도는 DNA의 농도 

10 pg 이상으로, 기존의 Mycoplasma 검출 연구결과들과 

비교해 볼 때 유사 또는 보다 높은 민감도를 확인하였다. 

특이도 또한 M. canis 및 M. felis 각각의 균주에  반응하는 

것을 확인할 수 있었다. 대조균주로 마이코플라즈마와 

거리가 있는 다른 종의 세균인 H. pylori와의 비특이 반응 

여부를 검사한 결과 개발된 multiplex PCR 방법은 비특이 

반응이 일어나지 않는 것을 확인할 수 있었다.

M. felis 확인을 하기 위한 방법으로는 특이 항체를 이용한 

진단법[18], 형광항체반응[19], 면역반응검사[20], 

간 접 혈 구 응 집 반 응 [ 2 1 ]  등 이  수 행 되 고  있 다 .  또 한 

분자생물학의 발달로 Mycoplasma 세균 species에 

특이적인 16S rRNA와 16S/23S rRNA intergenic spacer 

(IGS) DNA 부위를 활용한 진단이 개발되고 있다[4,22]. 

Brown et al [23]은 집고양이와 길고양이로부터 PCR 

진단법으로 M. felis 진단에 대한 보고를 한 바 있다.

본 연구 결과, 고양이에서 문제가 될 수 있는 호흡기 

Mycoplasma 세균 species 2종을 동시에 검출할 수 있는 

multiplex PCR 기법이 개발되어 진단에 소요되는 시간을 

경감하고 민감도와 특이도 또한 기존 방법 보다 우수한 

것을 확인하였다. 연구의 제한점으로 임상 검체 적용 시험의 

수가 적어 향후 보다 많은 임상 검체에 대한 확인 시험이 

이루어질 계획이다.

본 연구를 통하여 개발된 multiplex PCR은 고양이의 

Mycoplasma 세균 감염의 원인체 M. felis와 M. canis를 한 

번의 검사를 통하여 동시에 감별 진단하는 데 이용될 수 

있다.
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