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ABSTRACT

Identificationofthebacteriaisolatedfrom

oralcavitiesinaKoreanpopulation

Choi,Mi-Hwa

Advisor:Prof.JoongKiKook,D.D.S.,Ph.D.

DepartmentofBiodentalEngineering,

GraduateSchoolofChosunUniversity

Theaim ofthisstudy wastoidentify bacteriaisolatedfrom aKorean oral

cavityandtodeterminetheirantimicrobialsusceptibilityagainsteightantibiotics.

The bacterial strains were obtained from the Korean Collection for Oral

Microbiology (KCOM).The bacteria were identified by comparing 16S rDNA

sequencesatthespecieslevel.Thedatashowedthat77bacterialstrainswere

predominantlyidentifiedasstreptococci(49.4%)andstaphylococci(14.3%).Among

the Mitis group streptococci,the 16S rDNA homogeneity was too high to

discriminatebetweenclinicalstrainsatthespecieslevel.So,phylogeneticanalyses

oftheMitisgroupstreptococciwereevaluatedusing thepartialgenesequence

comparisonof16SrDNA,rpoB,sodA,andgroEL.Phylogeneticdatabasedonthe

nucleotidesequencesofthefourgenesshowedthatMitisgroupstreptococciwere

notdiscriminatedatthespecieslevel.Minimum inhibitory concentrations(MIC)

weredeterminedusingabrothdilutionassaytotestthesensitivityofthebacteria

isolatedfrom aKoreanoralcavityagainsteightantibiotics.TheMICvaluesofthe

oral bacterial strains against antibiotics were different.Streptococci showed

sensitivitytowardclindamycinandvancomycinandwereresistanttotetracycline.

Staphylococcialsoshowed sensitivity toward clindamycin,cefuroximeaxetiland

vancomycin and wereresistantto penicillin antibiotics.Gram-negativebacterial
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strainsshowedsensitivitytowardtetracyclineandwereresistanttoclindamycin.

Theresultingdataregardingtheantimicrobialsusceptibilitytestareusefulinthe

decisionforantibiotictreatmentsandneededtopreventthemisuseorabuseof

antibiotics.
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I.서 론

구강은 치아,치은,타액선, 막 로 구성된 특이한 환경으로 다양한 세균이

서식하기 좋은 장소이다.구강 세균의 다수는 숙주와 조화를 이루면서 생존하지만,

불결한 구강 생 등으로 특정 세균이 증가하고 숙주의 면역력이 하되어 구강 질환을

유발하게 된다(Pasteretal.,2001).구강에 발생하는 표 인 질환은 치아우식증과 치

주질환으로 구강 내 세균이 주요한 원인 인자로 알려져 있다(Petersen,2003,2004).치

은연상 치면세균막에 존재하는 통성 기성,그람 양성 구균과 간균은 치아우식증과

련이 있고 치은연하 치면세균막에 존재하는 기성 그람 음성간균은 치주질환과

련이 있다(Marsh,1992).치아우식증은 mutans군 연쇄구균의 당질 사로 분비되는

젖산에 의해 치아표면이 우식되는 질환이다.Mutans군 연쇄구균은 사람에서 주로 분

리되는 Streptococcusmutans,Streptococcussobrinus와 동물에서 분리되는 Streptococcus

critecus(햄스터),Streptococcusrattus(야생 rat),Streptococcusferus(야생 rat),

Streptococcusdownei(원숭이) Streptococcusmacacae(원숭이)종으로 분류되고

있다(WhileyandBeighton,1998).치주질환은 치아를 지지하는 치은에 염증이 생기는

치은염과 치주인 치조골에 염증이 생기는 치주염으로 나뉘며,치면세균막에 존재

하는 세균들이 만들어 내는 단백질 분해효소와 내독소에 의해 일어난다(Alietal.,

1997,Haffajeeetal.,1994).치주질환의 표 인 원인 균으로는 Porphyromonas

gingivalis,Fusobacterium nucleatum,Prevotella intermedia Aggregatibacter

actinomycetemcomitans등으로 동맥경화증,심 질환 당뇨병과 같은 신 질환

과도 한 계가 있다(Mooreetal.,1985). 한,구강 세균 mitis군 연쇄구균인

Streptococcuspneumoniae와 포도구균인 Staphylococcusaureus은 이차 으로 이

나 액을 통해 각 기 에 이되어 심내막염(Berbarietal.,1997),세균성 폐렴

(Scannapieco,1999), 체 아 조기출산(Budunelietal.,2005,Offenbacheretal.,

1998) 골수염(Dodmanetal.,2000)과 같은 심각한 질환을 유발하는 요 병인체로

알려져 있다.

구강 내에는 약 500여 종의 세균이 존재한다고 보고되었다.구강 세균은 구강상태가

양호하거나 치주질환을 가지고 있는 사람의 치은연하 치면세균막(Pasteretal.,2001),

면역력이 결핍된 사람의 괴사궤양성 치주염(Pasteretal.,2002),충치를 가지고 있는
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어린이의 치면세균막(Beckeretal.,2002),구내염(Pasteretal.,2002),구취가 있는

의 후면 부 (Kazoretal.,2003),타액(Sakamotoetal.,2000),치은염을 가지고 있는

치은연하 치면세균막(Kroesetal.,1999) 치아치조농양(Dymocketal.,1996,Wade

etal.,1997)에서 검출되었다.검출된 종들 재의 세균 배양법으로는 약 50% 정도

의 구강 세균만 배양이 가능하여 구강 감염 병소에서 분리 동정된 균종은 매우 은

실정이다(Munsonetal.,2002,Pasteretal.,2001).구강과 신 감염 질환의 진단과

합리 인 치료법을 알아내기 해서 구강에 존재하는 세균을 분리 배양하고 종 수 으

로 정확하게 동정하는 것이 아주 요하다.구강 내에 존재하는 세균은 인종과 지리학

치에 따라 다르고,균주에 따라 숙주의 구강 조직 세포에 한 병원성의 차이가

있다(Parketal.,2013).그러므로 한국인 구강에 존재하는 임상균주의 구강 내 세균

분포와 다양한 세균 종의 생리학 특성,항생제 감수성 검사 세균-숙주간의 상호

작용 등의 연구가 필요하다.

구강 내에 세균성 감염 질환이 빈번해지면서 항생제가 임상에서 자주 사용되어지고

있다(Machucaetal.,2000).항생제는 20세기 반에 도입된 항미생물 물질로 숙주조

직에 안 하고 병원미생물에 해서만 독성을 나타내는 특성을 가지고 있다(Morcillo

etal.,1996).임상에서는 일반 으로 감염 병소에서 세균을 분리 배양하지 않아 병인

체를 정확하게 알지 못하기 때문에 이 에 보고된 항생제 감수성 검사 결과나 감염을

유발하는 세균을 추측하여 항생제를 선택하는 경험 인 치료를 하고 있는 실정이다

(VallanoandIzarra,2006).결과 으로 임상에서는 범 한 항생제를 처방하게 되고

이로 인해 항생제에 한 감수성이 감소하여 Porphyromonagingivalis,Prevotella

intermedia,Staphylococcusaureus viridansStreptococcus와 같은 내성을 갖는 세

균이 검출되고 있다(Araciletal.,2001,Brescoetal.,2006,Groppoetal.,2005).항생

제는 세균의 항생제 감수성 유형에 의해 결정되는 것이므로 항생제를 처방하기 에

감수성 검사를 항상 시행하는 것이 가장 이상 이다.구강 세균에 한 항생제 감수성

결과는 분리된 세균 종 서식하고 있는 숙주에 따라 결정된다.따라서,질환을 유발

하는 세균들에게 효과 으로 작용하면서 내성을 나타내지 않는 농도와 성분의 항생제

처방을 해서는 한국인 구강에서 분리된 임상균주에 한 항생제 감수성 검사를 시행

하여 보다 많은 자료를 확보하고 항생제 처방 기 을 마련할 필요가 있다.

본 연구에서는 구강 내 세균 감염 병소에서 분리되어 종 수 으로 동정되지 않은 상

태로 한국구강미생물자원은행(KCOM,Korean Collections of OralMicrobiology,
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Gwangju,Korea)에 기탁된 균주들을 분양받아 16SrDNA 핵산염기서열 비교 분석법

을 이용하여 동정하고,mitis군 연쇄구균으로 동정된 균주들의 housekeeping유 자

들을 이용하여 계통발생 분석을 시행하 다. 한 유사한 구강질환으로 내원한 환자의

항생제 처방에 한 자료를 얻고자 임상에서 빈번하게 사용되고 있는 수종 항생제

(penicillin G,amoxicillin,cefuroxime axetil,tetracycline,clindamycin,oxacillin,

vancomycin,polymyxinB)에 한 감수성 검사를 하 다.
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II.연구재료 방법

1.세균 세균배양

본 연구에서 사용된 표 균주 참고균주는 StreptococcusmitisATCC 49456
T
,

Streptococcus oralis CCUG 13229
T
,Streptococcus pneumoniae CCUG 28588

T
,

Streptococcus gordoniiCCUG 33482
T
,Streptococcus sanguinis CCUG 17826

T
,

StreptococcusparasangunisCCUG 30417T,StreptococcusaustralisCCUG 45919T,

Streptococcus cristatus CCUG 33481
T
, Streptococcus infantis CCUG 39817

T
,

StreptococcusoligofermentansCCUG 58097
T
,StreptococcusperorisCCUG 39814

T
,

Streptococcus pseudopneumoniae CCUG 49455
T
,Streptococcus sinensis CCUG

48363T,Streptococcus pneumoniae KCCM 40410으로 ATCC (American Type

Culture Collection,Korea),CCUG (Culture Collection,University ofGöteborg,

Sweden), KCCM (KoreanCultureCenterofMicroorganism,Korea)에서 구입하여

사용하 다.한국인의 구강에서 분리된 임상균주들은 한국구강미생물자원은행(Korean

CollectionforOralMicrobiology;KCOM)에서 분양 받아 사용하 다.임상균주들은

구강 내 세균 감염 병소에서 분리되어 종 수 으로 동정 되지 않은 상태로 한국구강미

생물자원은행에 기탁되었다(Tabel1).이들 균주들은 3% trypticsoy broth,0.5%

yeastextract,0.05% cysteine HCl,1.5% bacto agar,0.5 ㎎/㎖ hemin solution,

0.025% resazurin,2㎍/㎖ vitaminK1solution 5% sheepblood가 포함된 한천배지

에 도말하 다.37℃ 정치 배양기에서 1-2일 동안 배양한 후,자라는 군락을 선택하여

다음 실험에 사용하 다.본 실험에 사용된 모든 균주들은 BHI(BrainHeartInfusion,

DifcoLaboratory,Detroit,MI,U.S.A.)배지에 도말한 다음,37℃ 온도 조건으로 세균

배양기에서 24시간 동안 배양 하 다.

2.세균 genomicDNA의 추출

세균배양액 3㎖를 12,000rpm의 원심력을 이용하여 회수하고,이를 CTABmethod

에 따라 세균 genomicDNA를 추출하 다(Wilson,1990).회수한 세균 pellet에 다음과

같이 처리하 다.셀은 560㎕의 TEbuffer(10mM Tris+1mM EDTA,pH 8.0)

와 6㎕의 lysozymesolution(30㎎/㎖)을 넣고 잘 혼합한 다음 37℃에서 1시간 동안
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반응하 다.여기에 30㎕의 10% SDSsolution과 3㎕의 proteinaseK (20㎎/㎖)을

넣고 잘 혼합한 다음 37℃에서 2시간 동안 반응시키고,100㎕의 5NNaCl과 80㎕의

cetyltrimethylammonium bromide(CTAB)/NaClsolution을 넣고 잘 혼합한 다음 5

6℃에서 20분간 반응하 다.동량의 chloroform을 넣고 부드럽게 혼합하여 12,000rpm

에서 5분간 원심분리한 후,세포막 다당류 단백질 등을 제거한 수용액층만을 취하

여 새로운 1.5㎖ eppendorftube에 넣고 RNasesolution을 첨가하여 37℃에서 30분간

반응하 다.여기에 다시 동량의 phenol/chloroform/isoamylalcohol(25:24:1)을 넣어 부

드럽게 혼합하여 5분간 원심분리한 후,순수한 DNA만 들어 있는 수용액층만을 새로

운 1.5㎖ eppendorftube에 넣고 동량의 chloroform 추출을 한 번 더 반복한다.분리

된 수용액 층에서 DNA를 침천시키기 하여 2배 volume의 100% EtOH을 첨가하여

-20℃에서 하룻 밤 반응하고 원심분리 하 다.보다 순수한 DNA을 얻기 하여 80%

Ethanol을 가한 후,재 원심분리 하여 침 시 키고 공기 에 건조시킨다.건조된

DNA는 50 ㎕의 TE buffer (10 mM Tris-HCl,pH 7.6)로 완 용해시킨 후

spectrophotometer를 사용하여 260nm에서 흡 도를 측정하여 정량하고 사용 까지

-20℃에서 보 하 다.

3.Multilocussequencetyping(MLST)

본 연구에서 계통발생 분석에 사용하고자 하는 16SrDNA,rpoB,sodA,groEL유

자를 PCR법으로 증폭하기 해 참고 문헌에 보고되었던 라이머들(Drancourtet

al.,2004,Kawamuraetal.,1999,Laneetal.,1985,Olgaetal.,2009)을 사용하 고,

이들 라이머는 Bioneer사(Daejeon,Korea)에 의뢰하여 제작하 다.본 연구에서 사용

된 유 자들을 증폭하기 한 라이머와 라이머 핵산염기서열 그리고 합효소연쇄

반응 조건을 Table2에 정리하 다.

4.PCR증폭물의 클로닝과 라스미드 DNA추출

PCR증폭물은 pGEM-T easyvector(PromegaCo.,Madison,WI,USA)에 제조회

사의 지시에 따라 클로닝하고,E.coliDH5α에 형질 환 하 다.재조합 라스미드는

AccuPrepTM PlasmidExtractionKit(BioneerCo.,Daejeon,Korea)를 이용하여 제조

회사의 지시 로 추출하 다.즉,세균배양액 1㎖를 30 간 원심분리(13,000rpm)하고,

회수한 세균 pellet를 250㎕의 Resuspensionbuffer를 가하여 잘 탁한 후,250㎕
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Lysisbuffer를 첨가하여 천천히 잘 혼합한 다음,350㎕의 Neutralizationbuffer을 첨

가한 즉시 잘 섞는다.이것을 10분간 원심분리(13,000rpm,4℃)하여 상층액을 Binding

columntube에 옮기고,1분간 원심분리(13,000rpm)하 다.여과액은 버리고,Binding

columntube에 70% 에탄올이 첨가된 Washingbuffer700㎕ 넣은 후,1분간 원심분

리(13,000rpm)하 다.Bindingcolumntube에 남아있을 여분의 에탄올을 제거하기

하여 여과액을 버리고,다시 1분간 원심분리(13,000rpm)하 다.Bindingcolumn을 새

로운 eppendorftube로 옮기고,여기에 100㎕의 Elutionbuffer를 넣고 1분간 정치 반

응시킨 다음 다시 1분간 원심분리(13,000rpm)하여 여과액을 -20℃에서 보 하여 핵산

염기서열 결정에 사용하 다.

5.핵산염기서열 결정 상동성 검색

핵산염기서열 결정은 코스모진텍사(Daejeon,Korea)에 의뢰하여 결정하 다.이때,

사용되는 라이머는 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')이며,

그 결과는 SeqMan 로그램(Version7.00;DNASTAR,Inc.,Madison,WI,USA)을

이용하여 분석하 다. 에서 결정된 핵산염기서열은 EzTaxon 로그램

(http://www.ezbiocloud.net/eztaxon)을 이용하여 상동성 검색을 하 고,그 결과 98%

이상 상동성을 보이는 표 균주의 종(species)과 같은 종으로 정하 다.

6.계통발생 분석(Phylogeneticanalysis)

본 연구에서 사용한 균주들의 16S rDNA,rpoB,sodA groEL 핵산염기서열은

MEGA version5(Tamuraetal.,2011) 로그램을 이용하여 ClustalW 법으로 정렬

하고 neighbor-joiningmethods법으로 계통도(phylogenetictree)를 작성하 다.이때

계통도의 신뢰도를 확인할 수 있는 bootstrap값은 1,000회의 resampleddata로부터 계

산하 다.16SrDNA,rpoB,sodA groEL핵산염기서열들의 세균 종 세균 종

간 진화 거리(% distance로 표 함)는 Kimura2-parametermodel을 이용하여 계산

하 다.

7.항생제 감수성 실험

PenicillinG (페니실린 G),amoxicillin(아목시실린),cefuroximeaxetil(세 록심),
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tetracycline (테트라사이클린), clindamycin (클린다마이신), oxacillin (옥사실린),

vancomycin(반코마이신),polymyxinB(폴리마이신 B)은 Sigma(St.Louis,USA)에

서 구입하여 사용하 다.Augmentin
Ⓡ
(amoxicillin+clavulanicacid,5:1)(오그멘틴)은

SmithKlineBeecham 사(Brentford,UK)에서 제공받아 사용하 다.여러 항생제에

한 최소성장억제농도(minimum inhibitoryconcentration;MIC)는 Murray와 Jorgensen

의 방법에 따라 액체배지 희석법으로 측정하 다.이를 간략히 설명하면,각각의 항생

제의 농도가 64,32,16,8,4,2,1,0.5,0.25,0.125,0.0625,0㎍/㎖이 되도록 0.1㎖의

액체배지에 조 하 다.여기에 595nm의 장에 한 흡 도가 0.05로 일정하게 탁

된 세균배양액을 각각 0.1㎖씩 종하 다.그리고,항생제와 세균을 반응한 96-well

plate는 각 세균의 최 성장 조건에서 24시간 배양한 후,MicroplateAutoreader

(Model;EL311SX,BIO-TEXInstrumentsInc.,Cortland,USA)를 이용하여 595nm에

서 흡 도를 측정하 다.그 결과,음성 조군인 세균이 자라지 않은 배지의 흡 도 값

과 비교하여 세균이 자라지 않은 항생제 농도를 MIC값으로 결정하 다.감수성 여부

농도는 ClinicalandLaboratoryStandardsInstitute(CLSI,2007)에서 권고한 해석 표

에 따랐다(Table3).
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Table1.Bacteriaisolatedfrom eachofpatient

Patients'

No.
Sources Strains

5
Mandibular

osteomyelitis
KCOM 1621(ChDCB189)

9
Mandibular

osteomyelitis
KCOM 1661(ChDCB155)

11
Odontogenic

keratocyst
KCOM 1663(ChDCB265),KCOM 1664(ChDCB266),KCOM 1665(ChDCB267),

KCOM 1666(ChDCB268)

14
Chronic

osteomyelitis
KCOM 1673(ChDCB314)

18 Pericoronitis KCOM 1674(ChDCB320),KCOM 1675(ChDCB321),KCOM 1679(ChDCB345)

19
Postoperative

maxillarycyst
KCOM 1686(ChDCB323),KCOM 1687(ChDCB324),KCOM 1688(ChDCB325),

KCOM 1690(ChDCB327),KCOM 1691(ChDCB328),KCOM 1692(ChDCB346),

KCOM 1693(ChDCB347),KCOM 1694(ChDCB348),KCOM 1696(ChDCB350),

KCOM 1697(ChDCB351),KCOM 1698(ChDCB352),KCOM 1699(ChDCB353),

KCOM 1701(ChDCB355)

21
Postoperative

infection
KCOM 1718(ChDCB329),KCOM 1719(ChDCB356),KCOM 1720(ChDCB357),

KCOM 1722(ChDCB359),KCOM 1723(ChDCB360)

22
Maxillarychronic

osteomyelitis
KCOM 1727(ChDCB361),KCOM 1728(ChDCB362)

23 Subgingivalplaque KCOM 1729(ChDCB363),KCOM 1730(ChDCB364),KCOM 1731(ChDCB365),

KCOM 1732(ChDCB366),KCOM 1733(ChDCB367),KCOM 1734(ChDCB368),

KCOM 1735(ChDCB369),KCOM 1737(ChDCB372)

KCOM,KoreanCollectionforOralMicrobiology

ChDC,DepartmentofOralBiochemistry,CollegeofDentistry,ChosunUniversity

(continuedonnextpage)
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Table1.(continuedinpreviouspage)

Patients'

No.
Sources Strains

25
Mandibular

osteomyelitis
KCOM 1751(ChDCB376),KCOM 1752(ChDCB377),KCOM 1753(ChDCB378),

KCOM 1754(ChDCB379),KCOM 1755(ChDCB380),KCOM 1756(ChDCB381),

KCOM 1757(ChDCB382),KCOM 1758(ChDCB383),KCOM 1759(ChDCB384),

KCOM 1760(ChDCB385),KCOM 1761(ChDCB386),KCOM 1762(ChDCB387),

KCOM 1763(ChDCB388)

26
Maxillarychronic

osteomyelitis
KCOM 1791(ChDCB391)

27 Dentigerouscyst KCOM 1796(ChDCB392),KCOM 1797(ChDCB393),KCOM 1798(ChDCB394)

28 Chronic osteomyelitis KCOM 1813(ChDCB519)

29
Subcutaneous

actinomycosis
KCOM 1816(ChDCB517)

30
Infected radicular

cyst
KCOM 1820(ChDCB518),KCOM 1823(ChDCB522),KCOM 1825(ChDCB524)

31
Rt.cheek&submandibul

arspaceabscess
KCOM 1826(ChDCB542)

35 Osteomyelitis KCOM 1860(ChDCB576)

36 Osteomyelitis KCOM 1866(ChDCB577)

37 Cementoblastoma KCOM 1869(ChDCB579),KCOM 1870(ChDCB580),KCOM 1871(ChDCB581),

KCOM 1873(ChDCB583),KCOM 1874(ChDCB584),KCOM 1875(ChDCB585),

KCOM 1876(ChDCB586),KCOM 1877(ChDCB587),KCOM 1879(ChDCB589),

38 - KCOM 1884(ChDCB590),KCOM 1885(ChDCB591),KCOM 1886(ChDCB592),

KCOM 1887(ChDCB593)

39
Mandibular

osteomyelitis
KCOM 1907(ChDCB623)

KCOM,KoreanCollectionforOralMicrobiology

ChDC,DepartmentofOralBiochemistry,CollegeofDentistry,ChosunUniversity
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Table2.PCRprimersequencesusedinthisstudy

Gene
Primername;

oligonucleotidesequences(5'→ 3')

PCRcondition*

IDtemp,time

Dtemp,time

Atemp,time

Etemp,time

FEtemp,time

Amplication

size(bp)

16SrDNA
27F;AGAGTTTGATCMTGGCTCAG

1492R;TACGGYTACCTTGTTACGACTT

94℃,2min

94℃,1min

55℃,30sec

72℃,1min

72℃,10min

1502

rpoB
StreptoF;AARYTNGGMCCTGAAGAAAT

StreptoR;TGNARTTTRTCATCAACCATGTG

95℃,2min

94℃,10sec

51℃,10sec

60℃,2min

72℃,5min

740

sodA
SOD-UP;TRCAYCATGAYAARCACCAT

SOD-DOWN;ARRTARTAMGCRTGYTCCCARACRTC

95℃,10min

94℃,1min

51℃,1min

72℃,90sec

72℃,10min

435

groEL
Strep-groEL-d;GAHGTNGTNGAAGGNATGCA

Strep-groEL-r;ATTTGRCGNAYWGGYTCTTC

94℃,2min

94℃,1min

50℃,30sec

72℃,1min

72℃,10min

757

*
ThenumberofPCR cyclewas30;ID,initialdenaturation;D,denaturation;A,

annealing;E,extension;FE,finalextension.
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Table3.Interpretivestandardsfordilutionsusceptibilitytesting

Antibiotics
MIC(㎍/㎖)

Susceptible Intermediate Resistant

PenicillinG

staphylococci ≤ 0.12 - ≥ 0.25

streptococci ≤ 0.12 0.25-2 ≥ 4

Enterococci ≤ 8 - ≥ 16

Amoxicillin

staphylococci ≤ 0.25 - ≥ 0.5

streptococci ≤ 0.25 0.5-4 ≥ 8

Enterococci ≤ 8 - ≥ 16

Amoxicillin+clavulanicacid

staphylococci ≤ 4 - ≥ 8

streptococci ≤ 0.25 0.5-4 ≥ 8

Enterococci ≤ 8 - ≥ 16

Tetracycline

staphylococci ≤ 4 8 ≥ 16

streptococci ≤ 2 4 ≥ 8

Enterococci ≤ 4 8 ≥ 16

Cefuroximeaxetil

staphylococci ≤ 4 8-16 ≥ 32

streptococci ≤ 1 2 ≥ 4

Clindamycin

staphylococci ≤ 0.5 1-2 ≥ 4

streptococci ≤ 0.25 0.5 ≥ 1

Oxacillin

staphylococci ≤ 2 - ≥ 4

Vancomycin

staphylococci ≤ 2 4-8 ≥ 16

streptococci ≤ 1 - -

Enterococci ≤ 4 8-16 ≥ 32

PolymyxinB

　 ≤ 2 - ≥ 4
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Ⅲ.연구 결과

1.구강 병소에서 분리된 세균 동정

한국구강미생물자원은행에서 분양받아 액한천배지에 종한 후 호기성 조건에서

37℃,24시간 배양하 다.자라난 군락을 선택하여 배양한 결과 총 77개의 임상균주를

얻을 수 있었다.배양된 세균을 동정한 결과 그람 양성 세균은 55균주(71.4%),그람 음

성 세균은 22균주(28.6%)로 확인되었다(Table4).임상균주의 16SrDNA는 PCR법으

로 핵산염기서열을 결정하여 GenBank에 등록하 다(Table5).16SrDNA 핵산염기서

열 비교법을 이용하여 그람 양성 세균을 동정한 결과,Actinomycesodontolyticus(1),

Actinomyces oris (1),Micrococcus yunnanensis (2),Rothia mucilaginosa (2),

Staphylococcusaureus(4),Staphylococcusepidermidis(3),Staphylococcushominis

(1),Staphylococcuswarneri(3),Streptococcusanginosus(7),Streptococcusaustralis

(1),Streptococcus constellatus (4),Streptococcus gordonii (1),Streptococcus

infantis(1),Streptococcusintermedius(3),Streptococcusmitis(3),Streptococcus

oralis(3),Streptococcusparasanguinis(3),Streptococcuspseudopneumoniae(3),

Streptococcusrubneri(1),Streptococcussanguinis(1),Streptococcussinensis(3),

Streptococcussp.(4)순으로 연쇄구균(49.4%)과 포도구균(14.3%)이 주로 검출되었다

(Table 4).그람 음성 세균을 동정결과는 Burkholderia anthina (2),Citrobacter

braakii(2),Citrobacterfreundii(5),Gemellahaemolysans(3),Klebsiellasp.(1),

Neisseriaoralis(1),Neisseriasubflava(1),Neisseriasp.(6),Proteusvulgaris(1)

순으로 Citrobacter속 균주와 Neisseria속 균주가 주로 검출되었다(Table4).동정한

구강세균 salivarius군 연쇄구균,Klebsiella속 균주, Neisseria속 균주는 16S

rDNA 핵산염기서열로는 종 수 으로 동정할 수 없었다.Salivarius군 연쇄구균의 경

우 Streptococcus salivarius, Streptococcus thermophilus, Streptococcus

vestibularis간 구별이 어려웠고,Klebsiella속 균주의 경우는 Klebsiellaoxytoca와

Klebsiella michiganensis간 구별이 어려웠으며, Neisseria 속 균주의 경우는

Neisseriasicca,Neisseriaflava,Neisseriamacacae, Morococcuscerebrosus간에

구별이 어려워 종 수 으로 동정이 되지 않았다.21개 병소부 에서 연쇄구균이 주로

검출되었는데,mitis군 연쇄구균(26%),anginosus군 연쇄구균(18%)salivarius군 연

쇄구균(5%)순으로 나타났다(Table4와 5).
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2.Mitis군 연쇄구균의 계통발생 분석

본 연구에서 16SrDNA 핵산염기서열 비교법으로 mitis군 연쇄구균임이 확인된 18

개 임상균주을 가지고 종 수 의 동정을 하기 해 housekeeping유 자를 이용하여

계통발생 분석(phylogeneticanalysis)을 하 다.임상균주의 16SrDNA,rpoB,sodA,

groEL유 자는 PCR 법으로 증폭하여 각각 약 1502bp,740bp,435bp그리고

757bp크기의 산물을 얻었고 핵산염기서열을 결정하여 GenBank에 등록하 다(Tabel

6).Mitis군 연쇄구균에 속하는 13종 표 균주의 16SrDNA,rpoB,sodA,groEL핵

산염기서열은 GenBank의 데이터베이스에서 다운받아 사용하 다.유 자의 계통발생

분석에는 라이머 핵산염기서열 부분을 제외한 1,328bp,680bp,366bp,756bp를

이용하 다.임상에서 분리된 mitis 군 연쇄구균 균주은 13종 표 균주들의 16S

rDNA,rpoB,sodA, groEL핵산염기서열을 기 으로 형성된 계통도를 분석하여 종

수 으로 동정하 다(Fig.1-4). 한,더 정확한 결과를 얻기 해 4가지 유 자의 핵

산염기서열을 multilocussequencetyping(MLST)법으로 계통발생 분석도 시행하 다

(Fig.5).16SrDNA는 Streptococcuspneumoniae,Streptococcuspseudopneumoniae,

Streptococcusmitis의 핵산염기서열의 상이성이 낮아 분류가 어려웠고,sodA의 경우

Streptococcus pneumoniae,Streptococcuspseudopneumoniae의 핵산염기서열이 거의

일치하여 균주 간 분류가 어려운 것으로 분석되었다.16SrDNA를 기 으로 13종 표

균주에 속하지 않은 6균주 ChDCB353을 제외하고 5균주는 다른 유 자의 계통

도에 의해서 분류되었다.임상균주 ChDCB189는 rpoB,groEL,MLST 핵산염기서열

기 으로 모두 Streptococcusaustralis로 동정되었고,ChDCB345는 rpoB 핵산염기서

열 기 으로 Streptococcusmitis로 동정되었으며,ChDCB348균주는 rpoB,sodA핵

산염기서열 기 으로 각각 Streptococcuspneumoniae,Streptococcusmitis로 동정되었

다.RpoB핵산염기서열 기 으로 동정되지 않은 임상균주 ChDCB363은 sodA를 기

으로 Streptococcusaustralis로 groEL과 MLST기 으로 Streptococcusinfantis로 동

정되었다.임상균주 ChDC B388은 groEL 핵산염기서열을 기 으로 Streptococcus

pneumoniae인 것으로 분석되었다.계통발생 분석에 사용한 18개 임상균주 7개의

임상균주가 16SrDNA,rpoB,sodA,groEL,MLST핵산염기서열 모두에서 동일한 균

주로 동정되었다.임상균주 ChDC B356,ChDC B368,ChDC B585은 Streptococcus

parasanguinis,ChDC B357은 Streptococcussanguinis,ChDC B359은 Streptococcus

gordonii,ChDCB384는 Streptococcussinensis,ChDCB329는 Streptococcusoralis로
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네 가지 유 자 뿐만 아니라 MLST법,EzTaxondatabase의 핵산염기서열 비교 분석

결과 모두에서 동일하게 동정되었다(Table7).그러나,mitis군 연쇄구균 부분이 각

유 자의 계통도에 따라 다른 균으로 동정되었음을 확인할 수 있었다.

3.구강세균들의 수종 항생제에 한 최소성장억제농도

본 연구에서 동정된 균주들의 8종 항생제에 한 MIC 값은 Table8과 Table9에

정리하 다.동정된 77균주 14균주는 동일한 균주로 생각되어지거나,한천배지에서는

자라지만 액체배지에서는 배양이 되지 않아 항생제 감수성 검사 상에서 제외되었다.

동일한 균주로 생각되어지는 균주는 다음과 같다.ChDCB265은 ChDCB266과 ChCD

B365는 ChDCB367,ChDCB369,ChDCB372와 ChDCB381은 ChDCB383과 ChDC

B384는 ChDCB386,ChDCB387과 ChCDB583은 ChDCB584,ChDCB589과 같았다.

그 외 5균주인 ChDC B361,ChDC B362,ChDC B518,ChDC B522,ChDC B524는

한천배지에서 자라나지만 액체배지에서는 배양이 되지 않았다. 항생제 감수성

검사에는 그람 양성 세균 46균주와 그람 음성 세균 18균주가 사용되었다.구강에서

분리된 그람 양성 세균 연쇄구균은 반코마이신에 100%,세 록심 아세틸에 89.7%,

클린다마이신에 79.3%의 감수성을 보 다.테트라사이클린은 62.1%로 내성이 가장

높은 항생제로 나타났다(Table 8).그람 양성 세균 4균주의 Staphylococcus

aureus가 분리되었는데 4균주 1균주가 옥사실린에 내성을 나타냄으로써 MRSA

(methicillin-resistantStaphylococcusaureus)로 정되었다(Table8). 한 포도구균은

페니실린에 100% 내성을 보 으며, 아목사실린에는 81.8%의 내성을 보 고,

오그멘틴에는 72.7%의 내성을 보여 페니실린 계 항생제에 높은 내성을 나타냈다.

그리고 반코마이신,클린다마이신,세 록심 아세틸에는 90.9%의 높은 감수성을

나타내었으며,테트라사이클린에는 63.6%의 감수성을,36.4%의 내성을 보 다(Table8).

그람 음성 세균은 테트라사이클린에 94%,폴리마이신 B에 67%,세 록심 아세틸에

61%의 감수성을 보 고, 클린다마이신에 94%, 페니실린에 67%, 아목사실린과

오그멘틴에 각 각 56%의 내성을 보 다.Neisseria oralis인 ChDC B360 균주는

폴리마이신 B를 제외한 항생제에 감수성을 보 고 Proteusvulgaris인 ChDCB155는

모든 항생제에 해 내성을 보 다(Table9).
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Table4.Summaryofdetectionfrequencyofbacteriafrom patients

Patient'No.

Species
5 9 11 14 18 19 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 35 36 37 38 39

Total

n=%

Actinomyces

odontolyticus
1 1 1.3

Actinomycesoris 1 1 1.3

Burkholderia

anthina
2 2 2.6

Citrobacterbraakii 2 2 2.6

Citrobacter

freundii
5 5 6.5

Gemella

haemolysans
3 3 3.9

Klebsiellasp. 1 1 1.3

Micrococcus

yunnanensis
1 1 2 2.6

Neisseriaoralis 1 1 1.3

Neisseriasp. 2 1 2 1 6 7.8

Neisseriasubflava 1 1 1.3

Proteusvulgaris 1 1 1.3

Rothia

mucilaginosa
1 1 2 2.6

Staphylococcus

aureus
4 4 5.2

Staphylococcus

epidermidis
2 1 3 3.9

Staphylococcus

hominis
1 1 1.3

Staphylococcus

warneri
1 2 3 3.9

Streptococcus

anginosus
4 2 1 7 9.1

Streptococcus

australis
1 2 1.3

Streptococcus

constellatus
2 1 1 4 5.2

Streptococcus

gordonii
1 1 1.3

Streptococcus

infantis
1 1 1.3

Streptococcus

intermedius
3 3 3.9

Streptococcusmitis 1 1 1 3 3.9

Streptococcus

oralis
1 1 1 3 3.9

Streptococcus

parasanguinis
1 1 1 3 3.9

Streptococcus

pseudopneumoniae
1 1 1 3 3.9

Streptococcus

rubneri
1 1 1.3

Streptococcus

sanguinis
1 1 1.3

Streptococcus

sinensis
3 3 3.9

Streptococcussp. 1 1 2 4 5.2

Total 1 1 4 1 3 13 5 2 8 13 1 3 1 1 3 1 1 1 9 4 1 77 100
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Table5.Thestrainsused in thisstudy andaccession numbersfornucleotide

sequencesof16SrDNA

Strains Spices
GeneBankaccessionno.

16SrDNA

KCOM 1621(ChDCB189) Streptococcusrubneri KF733658

KCOM 1661(ChDCB155) Proteusvulgaris KF733657

KCOM 1663(ChDCB265) Streptococcusconstellatus KF733659

KCOM 1664(ChDCB266) Streptococcusconstellatus KF733660

KCOM 1665(ChDCB267) Staphylococcushominis KF733661

KCOM 1666(ChDCB268) Klebsiellasp. KF733662

KCOM 1673(ChDCB314) Streptococcusoralis KF733663

KCOM 1674(ChDCB320) Neisseriasp. KF733664

KCOM 1675(ChDCB321) Neisseriasp. KF733665

KCOM 1679(ChDCB345) Streptococcuspseudopneumoniae KF733672

KCOM 1686(ChDCB323) Citrobacterbraakii KF733666

KCOM 1687(ChDCB324) Citrobacterfreundii KF733667

KCOM 1688(ChDCB325) Citrobacterfreundii KF733668

KCOM 1690(ChDCB327) Citrobacterfreundii KF733669

KCOM 1691(ChDCB328) Neisseriasp. KF733670

KCOM 1692(ChDCB346) Citrobacterbraakii KF733673

KCOM 1693(ChDCB347) Streptococcusinfantis KF733674

KCOM 1694(ChDCB348) Streptococcusmitis KF733675

KCOM 1696(ChDCB350) Rothiamucilaginosa KF733676

KCOM 1697(ChDCB351) Actinomycesodontolyticus KF733677

KCOM 1698(ChDCB352) Citrobacterfreundii KF733678

KCOM 1699(ChDCB353) Streptococcuspseudopneumoniae KF733679

KCOM 1701(ChDCB355) Citrobacterfreundii KF733680

KCOM 1718(ChDCB329) Streptococcusoralis KF733671

KCOM 1719(ChDCB356) Streptococcusparasanguinis KF733681

KCOM 1720(ChDCB357) Streptococcussanguinis KF733682

(continuedonnextpage)
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Table5.(continuedinpreviouspage)

Strains Spices
GeneBankaccessionno.

16SrDNA

KCOM 1722(ChDCB359) Streptococcusgordonii KF733683

KCOM 1723(ChDCB360) Neisseriaoralis KF733684

KCOM 1727(ChDCB361) Burkholderiaanthina KF733685

KCOM 1728(ChDCB362) Burkholderiaanthina KF733686

KCOM 1729(ChDCB363) Streptococcusmitis KF733687

KCOM 1730(ChDCB364) Streptococcussp.(salivariusgroup) KF733688

KCOM 1731(ChDCB365) Streptococcusanginosus KF733689

KCOM 1732(ChDCB366) Streptococcusaustralis KF733690

KCOM 1733(ChDCB367) Streptococcusanginosus KF733691

KCOM 1734(ChDCB368) Streptococcusparasanguinis KF733692

KCOM 1735(ChDCB369) Streptococcusanginosus KF733693

KCOM 1737(ChDCB372) Streptococcusanginosus KF733694

KCOM 1751(ChDCB376) Staphylococcusepidermidis KF733695

KCOM 1752(ChDCB377) Staphylococcuswarneri KF733696

KCOM 1753(ChDCB378) Micrococcusyunnanensis KF733697

KCOM 1754(ChDCB379) Staphylococcusepidermidis KF733698

KCOM 1755(ChDCB380) Streptococcusoralis KF733699

KCOM 1756(ChDCB381) Streptococcusanginosus KF733700

KCOM 1757(ChDCB382) Neisseriasp. KF733701

KCOM 1758(ChDCB383) Streptococcusanginosus KF733702

KCOM 1759(ChDCB384) Streptococcussinensis KF733703

KCOM 1760(ChDCB385) Neisseriasp KF733704

KCOM 1761(ChDCB386) Streptococcussinensis KF733705

KCOM 1762(ChDCB387) Streptococcussinensis KF733706

KCOM 1763(ChDCB388) Streptococcuspseudopneumoniae KF733707

KCOM 1791(ChDCB391) Actinomycesoris KF733708

(continuedonnextpage)
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Table5.(continuedinpreviouspage)

Strains Spices
GeneBankaccessionno.

16SrDNA

KCOM 1796(ChDCB392) Staphylococcuswarneri KF733709

KCOM 1797(ChDCB393) Staphylococcuswarneri KF733710

KCOM 1798(ChDCB394) Streptococcusconstellatus KF733711

KCOM 1813(ChDCB519) Streptococcusmitis KF733714

KCOM 1816(ChDCB517) Staphylococcusepidermidis KF733712

KCOM 1820(ChDCB518) Gemellahaemolysans KF733713

KCOM 1823(ChDCB522) Gemellahaemolysans KF733715

KCOM 1825(ChDCB524) Gemellahaemolysans KF733716

KCOM 1826(ChDCB542) Streptococcusanginosus KF733717

KCOM 1860(ChDCB576) Streptococcussp.(salivariusgroup) KF733718

KCOM 1866(ChDCB577) Micrococcusyunnanensis KF733719

KCOM 1869(ChDCB579) Neisseriasp. KF733720

KCOM 1870(ChDCB580) Neisseriasubflava KF733721

KCOM 1871(ChDCB581) Streptococcussp.(salivariusgroup) KF733722

KCOM 1873(ChDCB583) Streptococcusintermedius KF733723

KCOM 1874(ChDCB584) Streptococcusintermedius KF733724

KCOM 1875(ChDCB585) Streptococcusparasanguinis KF733725

KCOM 1876(ChDCB586) Streptococcussp.(salivariusgroup) KF733726

KCOM 1877(ChDCB587) Rothiamucilaginosa KF733727

KCOM 1879(ChDCB589) Streptococcusintermedius KF733728

KCOM 1884(ChDCB590) Staphylococcusaureus KF733729

KCOM 1885(ChDCB591) Staphylococcusaureus KF733730

KCOM 1886(ChDCB592) Staphylococcusaureus KF733731

KCOM 1887(ChDCB593) Staphylococcusaureus KF733732

KCOM 1907(ChDCB623) Streptococcusconstellatus KF733733
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Table6.Thestrainsused in thisstudy andaccession numbersfornucleotide

sequencesofrpoB,sodA,andgroEL

Strains

GeneBankaccessionno.

rpoB sodA groEL

KCOM 1621(ChDCB189) KF733735 KF933812 KJ406684

KCOM 1673(ChDCB314) KF733736 KF933813 KJ406685

KCOM 1679(ChDCB345) KF733738 KF933815 KJ406687

KCOM 1693(ChDCB347) KF733739 KF933816 KJ406688

KCOM 1694(ChDCB348) KF733740 KF933817 KJ406689

KCOM 1699(ChDCB353) KF733741 KF933818 KJ406690

KCOM 1718(ChDCB329) KF733737 KF933814 KJ406686

KCOM 1719(ChDCB356) KF733742 KF933819 KJ406691

KCOM 1720(ChDCB357) KF733743 KF933820 KJ406692

KCOM 1722(ChDCB359) KF733744 KF933821 KJ406693

KCOM 1729(ChDCB363) KF733745 KF933822 KJ406694

KCOM 1732(ChDCB366) KF733746 KF933823 KJ406695

KCOM 1734(ChDCB368) KF733747 KF933824 KJ406696

KCOM 1755(ChDCB380) KF733748 KF933825 KJ406697

KCOM 1759(ChDCB384) KF733749 KF933826 KJ406698

KCOM 1763(ChDCB388) KF733750 KF933827 KJ406699

KCOM 1813(ChDCB519) KF733751 KF933828 KJ406700

KCOM 1875(ChDCB585) KF733752 KF933829 KJ406701
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Table7.Identificationofstreptococciclinicalisolatesbythephylogeneticanalysis

atthespecieslevel

Strains

Species

16SrDNA

Mega(NJ/Kimura

2-parameter)

rpoB

Mega(NJ/Kimura

2-parameter)

sodA

Mega(NJ/Kimura

2-parameter)

groEL

Mega(NJ/Kimura

2-parameter)

MLST

Mega(NJ/Kimura

2-parameter)

KCOM 1621

(ChDCB189)
N S.australis N S.australis S.australis

KCOM 1673

(ChDCB314)
S.oralis S.oralis N S.oligofermentans S.oralis

KCOM 1679

(ChDCB345)
N S.mitis N N N

KCOM 1693

(ChDCB347)
S.infantis S.infantis N S.infantis S.infantis

KCOM 1694

(ChDCB348)
N S.pneumoniae S.mitis N N

KCOM 1699

(ChDCB353)
N N N N N

KCOM 1718

(ChDCB329)
S.oralis S.oralis S.oralis S.oralis S.oralis

KCOM 1719

(ChDCB356)
S.parasanguinis S.parasanguinis S.parasanguinis S.parasanguinis S.parasanguinis

KCOM 1720

(ChDCB357)
S.sanguinis S.sanguinis S.sanguinis S.sanguinis S.sanguinis

KCOM 1722

(ChDCB359)
S.gordonii S.gordonii S.gordonii S.gordonii S.gordonii

KCOM 1729

(ChDCB363)
N N S.australis S.infantis S.infantis

KCOM 1732

(ChDCB366)
S.australis S.parasanguinis S.parasanguinis S.parasanguinis S.parasanguinis

KCOM 1734

(ChDCB368)
S.parasanguinis S.parasanguinis S.parasanguinis S.parasanguinis S.parasanguinis

KCOM 1755

(ChDCB380)
S.infantis S.peroris S.peroris S.infantis S.infantis

KCOM 1759

(ChDCB384)
S.sinensis S.sinensis S.sinensis S.sinensis S.sinensis

KCOM 1763

(ChDCB388)
N N N S.pneumoniae N

KCOM 1813

(ChDCB519)
S.infantis S.oralis S.oralis S.oligofermentans S.oralis

KCOM 1875

(ChDCB585)
S.parasanguinis S.parasanguinis S.parasanguinis S.parasanguinis S.parasanguinis
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Table8.Minimalinhibitoryconcentrationofseveralantibioticsforgram-positive

clinicalbacteria

Species

(Gram Positive)

Strain

name

Concentration(㎍/㎖)

PEN AMX AUG TET CMX CLI OXA VAN

Actinomycesodontolyticus ChDCB351 1 1 4 16 1 >32 4 0.5

Actinomycesoris ChDCB391 0.125 <0.125 0.5 <0.125 <0.125 0.125 1 0.5

Micrococcusyunnanensis ChDCB378 <0.0625 <0.125 0.25 <0.125 0.25 0.125 1 0.25

Micrococcusyunnanensis ChDCB577 <0.0625 <0.125 <0.125 <0.125 <0.125 0.125 1 0.125

Rothiamucilaginosa ChDCB350 <0.0625 <0.125 <0.125 0.25 <0.125 <0.0625 1 0.5

Rothiamucilaginosa ChDCB587 <0.0625 <0.125 <0.125 2 <0.125 >32 0.25 1

Staphylococcusaureus ChDCB590 >32 >64 >64 0.25 2 <0.0625 1 1

Staphylococcusaureus ChDCB591 >32 >64 >64 0.25 2 <0.0625 1 1

Staphylococcusaureus ChDCB592 >32 >64 >64 0.25 2 <0.0625 1 2

Staphylococcusaureus ChDCB593 1 <0.125 1 2 >64 >32 >32 0.125

Staphylococcusepidermidis ChDCB376 >32 32 64 64 0.5 0.125 0.25 2

Staphylococcusepidermidis ChDCB379 32 8 16 64 0.5 0.125 0.5 2

Staphylococcusepidermidis ChDCB517 1 0.5 8 1 0.5 <0.0625 0.25 2

Staphylococcushominis ChDCB267 1 2 8 32 1 <0.0625 0.5 4

Staphylococcuswarneri ChDCB377 0.5 0.5 2 64 0.5 <0.0625 0.5 2

Staphylococcuswarneri ChDCB392 1 1 8 0.25 0.5 <0.0625 0.5 2

Staphylococcuswarneri ChDCB393 0.25 <0.125 0.5 4 0.5 0.125 2 32

Streptococcusanginosus ChDCB365 <0.0625 <0.125 0.5 0.25 0.25 <0.0625 0.5 1

Streptococcusanginosus ChDCB381 <0.0625 0.25 1 64 0.25 <0.0625 1 1

Streptococcusanginosus ChDCB542 0.125 0.5 2 >64 0.5 <0.0625 1 0.5

Streptococcusaustralis ChDCB366 0.125 0.5 4 32 <0.125 <0.0625 0.25 0.5

Streptococcusaustralis ChDCB368 0.125 0.5 2 32 <0.125 0.5 0.5 0.5

Streptococcusconstellatus ChDCB265 <0.0625 0.25 0.5 0.5 0.25 <0.0625 1 1

Streptococcusconstellatus ChDCB394 <0.0625 <0.125 1 0.5 0.25 <0.0625 1 1

Streptococcusconstellatus ChDCB623 0.125 0.5 2 0.25 0.5 <0.0625 2 1

Streptococcusgordonii ChDCB359 <0.0625 <0.125 <0.125 <0.125 <0.125 <0.0625 0.125 0.5

Streptococcusinfantis ChDCB347 0.5 0.5 1 8 2 >32 4 0.5

(continuedonnextpage)
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Table8.(continuedinpreviouspage)

Species

(Gram Positive)

Strain

name

Concentration(㎍/㎖)

PEN AMX AUG TET CMX CLI OXA VAN

Streptococcusintermedius ChDCB583 <0.0625 <0.125 <0.125 <0.125 <0.125 <0.0625 0.25 1

Streptococcusmitis ChDCB348 0.25 0.5 4 64 0.25 <0.0625 1 0.5

Streptococcusmitis ChDCB329 0.25 <0.125 0.25 0.25 1 <0.0625 2 0.5

Streptococcusmitis ChDCB363 0.25 0.5 2 32 0.5 <0.0625 4 1

Streptococcusmitis ChDCB519 2 4 16 32 8 <0.0625 8 0.5

Streptococcusoralis ChDCB314 4 8 16 32 8 >32 8 0.5

Streptococcusoralis ChDCB380 0.5 0.5 2 16 1 >32 8 0.5

Streptococcusparasanguinis ChDCB356 0.5 1 4 64 0.5 <0.0625 2 0.5

Streptococcusparasanguinis ChDCB585 0.25 1 4 64 0.25 <0.0625 1 0.5

Streptococcuspseudopneumoniae ChDCB345 <0.0625 0.25 0.5 >64 0.25 0.25 1 0.5

Streptococcuspseudopneumoniae ChDCB353 0.25 0.5 4 0.25 0.25 <0.0625 1 0.25

Streptococcuspseudopneumoniae ChDCB388 0.5 1 8 32 1 >32 8 0.25

Streptococcusrubneri ChDCB189 0.25 0.5 2 32 0.5 <0.0625 2 0.5

Streptococcussanguinis ChDCB357 1 1 4 32 1 <0.0625 8 0.5

Streptococcussinensis ChDCB384 <0.0625 <0.125 0.25 0.5 <0.125 <0.0625 <0.0625 0.5

Streptococcussp. ChDCB364 0.125 <0.125 0.5 0.25 <0.125 <0.0625 0.5 0.5

Streptococcussp. ChDCB576 0.5 2 4 32 0.5 >32 32 0.5

Streptococcussp. ChDCB581 <0.0625 <0.125 0.5 0.25 <0.125 <0.0625 2 0.25

Streptococcussp. ChDCB586 0.25 1 2 32 0.25 <0.0625 2 0.5
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Table9.Minimalinhibitoryconcentrationofseveralantibioticsforgram-negative

clinicalbacteria

Species

(Gram Negative)

Strain

name

Concentration(㎍/㎖)

PEN AMX AUG TET CMX CLI OXA PMB

Citrobacterbraakii ChDCB323 >32 >64 >64 2 8 >32 >32 4

Citrobacterbraakii ChDCB346 >32 >64 >64 1 4 >32 >32 2

Citrobacterfreundii ChDCB324 >32 >64 >64 1 2 >32 >32 8

Citrobacterfreundii ChDCB325 >32 >64 >64 1 4 >32 >32 4

Citrobacterfreundii ChDCB327 >32 >64 >64 1 4 >32 >32 2

Citrobacterfreundii ChDCB352 >32 >64 >64 1 4 >32 >32 1

Citrobacterfreundii ChDCB355 >32 >64 >64 2 8 >32 >32 <0.0625

Klebsiellasp. ChDCB268 >32 >64 >64 1 4 >32 >32 1

Neisseriaoralis ChDCB360 <0.0625 <0.125 0.25 0.25 <0.125 <0.0625 <0.0625 >32

Neisseriasp. ChDCB320 0.5 0.5 2 1 2 32 32 >32

Neisseriasp. ChDCB328 0.25 0.25 2 0.5 4 32 32 0.125

Neisseriasp. ChDCB579 1 0.5 2 0.5 8 32 32 0.25

Neisseriasp. ChDCB321 0.5 0.5 2 2 4 >32 >32 2

Neisseriasp. ChDCB382 1 0.5 2 1 8 16 >32 0.25

Neisseriasp. ChDCB385 2 0.5 2 1 8 32 >32 0.25

Neisseriasubflava ChDCB580 2 0.5 4 0.5 8 16 >32 0.25

Proteusvulgaris ChDCB155 >32 >64 >64 64 >64 >32 >32 >32
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Ⅳ.총 고안

한국구강미생물자원은행에서 분양 받은 임상균주 한천배지에서 자라난 균주를 사

용하여 16SrDNA 핵산염기서열 비교분석법으로 동정하 고,mitis군 연쇄구균으로

동정된 균주들은 housekeeping유 자를 기 으로 한 계통발생 분석을 통하여 종 수

으로 동정하 으며,임상에서 사용되는 수종 항생제에 한 올바른 기 을 마련하기

하여 항생제 감수성 검사를 시행하 다.

본 연구 상은 주로 골수염으로 내원한 환자의 병소에서 분리된 균주로 77개 배양

되었고 16SrDNA 핵산염기서열 비교분석법으로 동정한 결과 Streptococcus속 38균

주,Staphylococcus속 11균주,Neisseria속 8균주,Citrobacter속 7균주,Gemalla속

3균주,Actinomyces속 2균주,Micrococcus속 2균주,Rothia속 2균주,Burkholderia

속 2균주,Proteus속 1균주, Klebsiella속 1균주 이었다.21개 병소에서 연쇄구균

과 포도구균이 주로 검출되었고 그 이외에 다양한 세균 종이 검출 되었는데,이는 골

수염 부 에서 연쇄구균과 포도구균이 흔히 배양되고 질환에 여하는 세균 종이 다양

하다는 기존의 연구와 일치하는 결과 다(김 등.,2003,Kim etal.,2001). 한 연쇄구

균이 주로 검출된 은 치면세균막이 형성되는 기에 집락을 형성하고 있다가 질환이

유발되면 조직에 침입하여 감염의 기원이 된다는 것을 의미한다(LoveandJenkinson,

2002).본 연구 결과 다양한 세균 종이 검출되었으나,질환의 주요 병인체로 알려진

Fusobacterium nucleatum,Porphyromonasgingivalis,Prevotellaintermedia과 같은

기성 세균이 검출되지 않았는데,이는 호기성 조건에서만 배양하 기 때문에 질환에

련된 모든 세균을 배양할 수 없었던 것으로 생각된다. 검출된 세균 에

Actinomyces,Gemella,Neisseria, Rothia속 균주는 구강 정상 세균총의 일종이지

만 Gemellahaemolysans은 심근내막염(LaScolaandRaoult,1998),내수막염(Mayet

al.,1993),골수염(Nonakaetal.,2000,vanDijketal.,1999)을 유발하고,Rothia

dentocariosa는 심근내막염(Larkin etal.,2001,Kong etal.,1998)을 유발하며,

Actinomycesneuii와 Actinomycesnaeslundii은 골수염(Soto-Hernandezetal.,1999,

Vandeveldeetal.,1995)을 유발한다고 보고되었다. 한,Proteusvulgaris는 장내 세

균으로 골수염과 연 이 있다는 연구 보고가 있다(Friedlander,1975).

본 연구에서 높은 빈도로 검출된 연쇄구균은 정상 세균총에 속하며 골수염과 직
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인 련이 있다는 연구 결과는 없다.그러나 S.pneumoniae와 같은 mitis군 연쇄구균

은 이 에 기술한 바와 같이 이차 감염으로 인해 심각한 신질환을 일으키는 요

병인체로 알려져 있다.연쇄구균은 16S rDNA 핵산염기서열을 기 으로 anginosus,

mitis,mutans,salivalius,bovis, pyogenis 군으로 나뉘는데 본 연구에서는

anginosus,mitis,salivalius군에 속하는 종이 검출되었다.Anginosus군 연쇄구균에

속하는 S.constellatus와 S.intermedius종은 16SrDNA 핵산염기서열 바탕으로는 구

별이 어려우나 Park등의 연구에서 사용된 PCRpimer를 이용하여 두 종간의 구별을

할 수 있었다(Parketal.,2013).Mitis군 연쇄구균은 임상균주의 16SrDNA 핵산염기

서열과 EzTaxondatabase의 핵산염기서열을 비교하여 상동성이 가장 높은 결과로 균

주의 종을 우선 으로 결정하 다.그 결과 S.mitis(3균주),S.pseudopneumoniae

(3균주),S.oralis(3균주),S.sanguinis(1균주),S.parasanguinis(3균주),S.

australis(1균주),S.gordonii(1균주),S.sinensis(1균주),S.infantis(1균주),S.

rubneri(1균주)로 동정되었다.그러나,mitis군 연쇄구균의 16SrDNA 핵산염기서

열은 상이성이 부족하여 상동성 검색 결과가 99% 이상인 종이 여러 개 존재하여 균주

의 종을 명확하게 밝히기는 어려웠다.따라서,16SrDNA 이외의 housekeeping유 자

(rpoB,sodA,groEL)를 이용한 계통발생 분석을 통해 종이 명확하지 않은 균주들을

분류해 보고자 하 다.그 결과 housekeeping유 자를 기 으로 한 계통발생 분석이

16SrDNA 핵산염기서열을 기 으로 한 계통발생 분석보다 세균 종 간 상이성이 크게

나타나 세균을 종 수 으로 동정하는데 효과 으로 이용할 수 있을 것이라 생각되었으

나, 부분의 균주가 유 자에 따라 다른 종으로 분류되어 정확한 동정 방법이라고 하

기는 어려웠다.이는 rpoB (Drancourtetal.,2004),sodA (Poyartetal.,1998),

groEL(Olgaetal.,2009,Tengetal.,2002)의 핵산염기서열 비교가 mitis군 연쇄구

균의 모든 종을 구별하는 데 효과 이라는 연구 보고와 다른 결과 다. 한,여러

housekeeping유 자 핵산염기서열을 순서 로 연결하여 하나로 만들고 이를 계통발

생 분석하여 세균을 종 수 아종 수 까지 동정하는 방법인 MLST법(Cesariniet

al.,2009)도 단일 유 자를 이용한 결과와 같이 모든 종을 분류하기는 어려웠다.이는

MLST법에 사용된 유 자의 종류와 개수에 따라 계통발생 분석결과가 다르게 나올 수

있기 때문에 차후에 더 많은 유 자를 이용한 MLST 법으로 계통발생 분석을 시행하

고자 한다.

한국인의 구강에서 분리 동정된 균주의 수종 항생제 감수성 검사 결과,균주 부분
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이 한 가지 항생제에 내성을 갖기보다는 다양한 항생제에 내성을 갖고 있었다.이러한

결과는 환자가 항생제를 처방받을 때,질병을 일으키는 원인 균에 한 미생물학 검

사가 이루어지지 않았기 때문에 올바르고 정확한 방법으로 항생제를 사용하지 않은 데

서 비롯되었다고 생각해 볼 수 있다.폴리펩타이드 계 항생물질은 세균의 세포막에 장

애을 일으키는 물질로 그람 양성 세균과 그람 음성 세균에 작용하는 물질로 나뉜다.

반코마이신은 그람 양성 세균에 작용하는 항생제로 본 연구결과에서는 연쇄구균과 포

도구균이 반코마이신에 100% 감수성을 보여 이를 뒷받침 하 다.이는 Bancescu등에

의한 연구와 일치하는 결과 다(Bancescuetal.,1999).폴리마이신은 그람 음성 세균

에 강력한 살균작용을 하는 항생제로 본 결과에서도 부분의 그람 음성 세균이 폴리

마이신에 감수성을 보 다.페니실린 계 항생제는 β-lactam 고리를 갖고 있으며,세포

벽의 합성을 방해하여 살균작용을 일으킨다(Waxmanetal.,1983).페니실린에 한

내성은 내성균주가 β-lactam 구조를 괴시키는 β-lactamase의 유 자를 가지고 있어

항생제의 효능이 없어지기 때문에 생기는 것이다(Wilkeetal.,2005).페니실린은 일반

으로 연쇄구균,포도구균에 효과 이며,그 외에 다양한 그람 음성 세균에도 효과가

있는 것으로 알려져 있으나,시간이 지나면서 페니실린에 한 내성을 나타내는 세균

들을 보고하는 연구가 증가하고 있다(Bantaretal.,1996,Shinetal.,2008)본 연구결

과 포도구균,그람 음성 세균(Citrobacterbraakii,Citrobacterfreundii,Klebsiellasp.,

Proteusvulgaris)들이 페니실린 계 항생제에 내성을 갖고 있는 것으로 확인되었다.이

처럼 페니실린 내성을 해결하기 하여 β-lactamaseinhibitor인 clavulanicacid가 개

발되었는데 이 물질은 β-lactam 고리를 괴시키는 β-lactamase와 결합하여 활성을

억제한다. 재 β-lactamase를 생산해 내는 포도구균이나 그람 음성 세균 감염에는 페

니실린 계 물질인 아목사실린과 clavulanicacid를 혼합하여 오그멘틴이라는 제품으로

개발되어 처방되고 있다(Wangetal.,2002).그럼에도 본 연구 결과 오그멘틴에 내성

을 보이는 세균들이 있는데,이는 β-lactamaseinhibitor에 한 β-lactamase의 결합력

이 떨어져서 생긴 결과로 볼 수 있다(Belaaoualetal.,1994).리코사미드 계 항생물질

인 클린다마이신은 50Sribosomalsubunit에 결합함으로써 단백질 합성을 억제하여 항

균 작용을 나타낸다.장내구균을 제외한 연쇄구균,포도구균 부분의 기성 세균

에 효과 이나 출 성 장염을 일으키는 경우가 있어서 페니실린 계 항생제에 알 르

기가 있거나 내성이 있는 경우 제한 으로 사용된다.본 연구결과 장내세균을 제외한

연쇄구균(79.3%)과 포도구균(90.9%)에 높은 감수성을 보 다. 테트라사이클린은
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ribosomal의 30S 는 50Sunit에 작용함으로써 단백질 합성을 억제하는 항생제로 사

람이나,동물,양식장 등 범 하게 사용되는 항생제이다(ChopraandRoberts,2001,

Roberts,1996).본 연구결과 테트라사이클린에 내성을 갖는 균주들이 다수 검출되었는

데,환경에 존재하는 부분의 세균들이 테트라사이클린에 노출되고 있기 때문에 내성

을 갖게 될 확률이 높아진 것으로 생각해 볼 수 있다.테트라사이클린에 한 내성균

주는 일반 으로 tetM 이라는 내성 유 자를 가지고 있는데 Villedieu등의 연구에 따

르면 내성 균주 종에 따라 tetM 이외의 다양한 내성 유 자가 존재한다는 연구 결과

가 있었다(Villedieuetal.,2002).본 연구에서 테트라사이클린에 내성을 갖는 균주들

은 향후 분자생물학 방법을 이용하여 종에 따른 내성 유 자에 한 연구가 필요할

것으로 보인다.

본 연구에서는 세균 배양법과 분자생물학 분석을 통해 21개 병소에서 주로 검출되

는 세균 종은 확인할 수 있었으나 질환과 직 으로 연 되는 세균을 밝히는 것은 어

려웠다. 재 한국인에서 분리 동정된 구강 세균과 이에 한 유 자 핵산염기서열에

한 데이터가 부족한 실정이므로 한국인에서 분리된 임상균주를 많이 확보해야 한다.

한,확보된 임상균주 종을 빠르고 정확하게 악하기 해서는 DNA-DNAhybridization

법이나 세균 지놈 sequencing법을 신속 정확하고,경제 인 방법으로 개발하는 연구에

주력할 필요가 있을 것으로 생각된다. 한,임상균주들의 수종항생제에 한 감수성을

조사한 결과,특정 항생제에만 내성을 갖는 경우보다 다양한 항생제에 내성을 보이는

경우가 많았다.이는 미생물학 검사를 시행하지 않고 잘못된 방법으로 항생제를 사

용하여 생긴 결과로 생각된다.그러므로,항생제를 올바르게 처방하기 해서는 원인균

에 한 항생제 감수성 검사를 통하여 균주에 한 항생제 감수성 검사 자료를 확보하

는 것도 요하고 더 나아가 임상에서 간편하게 병소 부 의 원인균을 동정하여 항생

제 내성유 자 존재 유무를 신속하게 알아낼 수 있는 방법을 개발하는 것도 필요하다

고 생각된다.
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Ⅴ.결 론

본 연구는 한국구강미생물자원은행에서 분양받은 77균주들을 16SrDNA 핵산염기서

열 비교 결정법으로 동정하고,mitis군 연쇄구균으로 동정된 임상균주들을 13종 표

균주의 rpoB,sodA groEL핵산염기서열을 기 으로 종 수 으로 다시 동정하 으

며,임상균주들의 수종 항생제(Penicillin G,amoxicillin,augmentin
Ⓡ
,cefuroxime

axetil,tetracycline,clindamycin,oxacillin,vancomycin polymyxinB)에 한 감수

성을 조사하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1.한국인 구강병소에서 분리되어 한국구강미생물자원은행에서 분양받은 77균주들을

16SrDNA 핵산염기서열 비교 결정법으로 동정하 다.그 결과 Streptococcus속 38균

주,Staphylococcus속 11균주,Neisseria속 8균주,Citobacter속 7균주,Gemalla속

3균주,Actinomyces속 2균주,Micrococcus속 2균주,Rothia속 2균주,Burkholderia

속 2균주,Proteus속 1균주, Klebsiella속 1균주로 다양한 종의 균주를 확인할 수

있었다.

2.Mitis군 연쇄구균으로 동정된 균 에서 종 수 으로 동정되지 않은 균주들은 13

종 표 균주의 rpoB,sodA,groEL, MLST 핵산염기서열을 바탕으로 계통발생 분

석을 시행하 다.그 결과 16S rDNA 핵산염기서열을 바탕으로 한 계통도보다

housekeeping유 자 핵산염기서열을 바탕으로 한 계통도의 상이성이 컸으나 명확하

게 모든 종을 분류할 수 있는 유 자는 없었다.따라서,DNA-DNA hybridization법이

나 세균 지놈 sequencing법을 보다 신속하고 경제 으로 시행할 수 있는 방법을 차후

연구할 필요성 있을 것으로 생각된다.

3.한국인 구강에서 분리된 연쇄구균은 반코마이신에 감수성을 보 고 테트라사이클린

에 내성을 보 다.포도구균의 경우 반코마이신에 감수성을 보 고 페니실린 계 항생

제에 내성을 보 다.그람 음성 세균들은 테트라사이클린에 감수성을 보 고,클린다마

이신에 내성을 보 다.항생제 감수성 검사에서 보여 자료는 항생제 기 치료 처방

에 많은 도움이 될 것으로 생각된다.
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Fig.1.Phylogenetictreesbaseonthepartialnucleotidesequencesof16S rDNA

(about1.33kb)oftypestrainsandclinicalisolatesofmitisgroupstreptococci.The

resultingtreetopologywasevaluatedbyboostrapanalysesoftheneighbor-joining

tree based on 1,000 resamplings.The scale bar (neighbor-joining distance)

representsa5% differenceinnucleotidesequence.
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Fig.2.PhylogenetictreesbaseonthepartialnucleotidesequencesofrpoB(680bp)

oftypestrainsandclinicalisolatesofmitisgroupstreptococci.Theresultingtree

topologywasevaluatedbyboostrapanalysesoftheneighbor-joiningtreebasedon

1,000 resamplings.The scale bar(neighbor-joining distance)represents a 5%

differenceinnucleotidesequence.
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Fig.3.PhylogenetictreesbaseonthepartialnucleotidesequencesofsodA (366

bp)oftypestrainsandclinicalisolatesofmitisgroupstreptococci.Theresulting

treetopology wasevaluated by boostrap analysesoftheneighbor-joining tree

basedon1,000resamplings.Thescalebar(neighbor-joiningdistance)representsa

5% differenceinnucleotidesequence.
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Fig.4.PhylogenetictreesbaseonthepartialnucleotidesequencesofgroEL (756

bp)oftypestrainsandclinicalisolatesofmitisgroupstreptococci.Theresulting

treetopology wasevaluated by boostrap analysesoftheneighbor-joining tree

basedon1,000resamplings.Thescalebar(neighbor-joiningdistance)representsa

5% differenceinnucleotidesequence.
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Fig.5.PhylogenetictreesbaseonthepartialnucleotidesequencesofMLST (3128

bp)oftypestrainsandclinicalisolatesofmitisgroupstreptococci.Theresulting

treetopology wasevaluated by boostrap analysesoftheneighbor-joining tree

basedon1,000resamplings.Thescalebar(neighbor-joiningdistance)representsa

5% differenceinnucleotidesequence.
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