
[별표 2] 닭마이코플라스마병 균분리 및 유전자 검사법 (안 제10조의2 관련)

시료

기관 삼출물 또는 뒷콧구멍틈새 swab1)

하여

Fray 또는 PPLO 액체배지 3ml에 현탁 

                        또는

증균배양 전처리

Ÿ 현탁액을 0.45㎛ 필터로 여과하여 Fray

또는 PPLO 액체배지 3ml에 0.5ml 접종

Ÿ 37℃에서 최대 21일 배양2) 하고 색상이 변

하면 고형배지3)에 도말

Ÿ 현탁액을 0.45㎛  필터로 여과
Ÿ 원심분리(14,000rpm, 10분) 후 침전물

에 PBS로 세척
Ÿ 추가 원심분리 후 침전물에 증류수 30㎕ 

첨가하여 DNA 추출(100℃, 10분)
Ÿ 4℃, 10분 정치하고, 원심분리 후 상층액
을 이용하여 유전자 검사

→

균분리

Ÿ 현미경하에서 유두상의 집락 관찰

Ÿ 도말한 고형배지에서 형성된 1개의 의심

집락을 액체배지에 배양하여 병원체 확

인 후 보관5)

→

↓

유전자 검사

Ÿ 야외균주 확인4)

 

1) 시료에 대해 직접 유전자 검사를 실시하는 경우에는 최대 5개씩 시료를 혼합하여 검사할 수 있음

2) 37℃에서 배양하면서 매일 관찰하고 색깔의 변화가 없어도 균 분리율을 높이기 위해 7일 간

격으로 Fray 또는 PPLO 액체배지(3ml에 0.5ml 접종)에 계대배양

3) Frey 또는 PPLO 고형배지는 기존의 액체배지 성분에서 1% agar 첨가

4) 유전자 검사를 실시하여 야외균주로 확인되면 양성계군으로 최종 판정

5) 확인된 병원체는 액체배양액 0.8ml와 glycerol 0.2ml를 혼합하여－80℃에 보관 


