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ABSTRACT

The8clinicalstrainsof wereidentifiedusingapolymerasechain
reaction-restrictionfragmentlengthpolymorphism (PCR-RFLP)methodbased
ondextranasegene.Theaim ofthisstudywastoconfirm theidentificationof
the strainsusinga16SribosomalRNA codinggene(16S rDNA)
cloning and sequencing method, and to characterize the strains using
biochemicalandantibioticsusceptibilitytests.The16SrDNAswereamplified
from theeachoftheclinicalisolatesbyPCRusingthe universalprimersfor
thebacteria.Theamplicons weredirectly ligated with thepGEM-T easy
vector.TheinsertDNA wassequencedusingthedideoxychaintermination
method.Thebiotypeoftheclinicalisolatesof wasdeterminedby
theirability to ferment4 carbohydrates (mannitol,sorbitol,raffinose,and
melibiose)andtodeaminatearginine.Theminimalinhibitoryconcentrationfor
sevenantibioticsagainsttheclinicalisolatesof wasmeasuredbya
brothdilutionassay.Theresultsshowedthatthesimilarityofthenucleotide
sequencesfrom alloftheclinicalisolateswas> 99% comparedwith that
from ATCC 25175T.Six outofthe 8 strains was biotype Ⅳ
[Man(+),Sor(+),Raf(-),Mel(-),and Arg(-)] such as The
remaining2strainsof didnotcoincidewiththegeneralbiotypeof
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mutansstreptococci.The2strainshavetheabilitytofermentmannitoland
sorbitolandtodeaminatearginine.Toourknowledge,thisisanew biotype
[Man(+),Sor(+),Raf(-),Mel(-),andArg(+)],inwhichthetwostrainswere
namedbiotypeVII.Thesusceptibilityofthesethe8 strainsto7
antibiotics varied according to the strain.This indicates thatthe clinical
isolatesof isolatedfrom Koreansubjectsaresimilartothetype
strainatthegeneticlevelbuttherewassomedifferenceinthephenotype.
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I.서 론

구강 내에서 빈번하게 발생하는 양대 구강병 중 하나인 치아우식증의 발병에
있어서 세균의 존재가 필수적임이 무균동물을 이용한 실험11,24)에서 밝혀졌다.이
후 여러 연구에 의하여 현재 치아우식증의 유발에 관여한다고 알려진 연쇄상구균
을 총칭하여 mutansstreptococci(뮤탄스 연쇄상구균)라고 하고,사람에서 주
로 분리되는 및 종,원숭이에서 분리되는

과 백서에서 분리되는 과 그리고
햄스터에서 분리되는 등이 여기에 포함된다고 알려져 있다37).
일반적으로 병원성세균을 검출하는 방법으로는 병소 샘플에서 현미경을 이용하

여 직접 관찰하는 방법,세균배양법,생화학 검사법,간접면역형광법,종특이
DNA 프로브법,중합효소연쇄반응법 등이 있다.이러한 방법 들 중 뮤탄스 연쇄
상구균은 선택배지인 mitis-salviariusbacitracin(MSB)agar13)를 이용하여
분리 동정할 수 있다.하지만,이러한 전통적인 방법은 비교적 정확하지 않고,시
간과 노동력이 많이 든다는 단점이 있다.최근 이러한 7종의 뮤탄스 연쇄상구균
들 중 및 균종을 제외한 나머지 5종의 뮤탄스 연쇄상구균
을 dextranase유전자 핵산염기서열을 바탕으로 중합효소연쇄반응 프라이머를
설계하고,이들의 반응산물을 III제한효소로 절단한 다음 이들의 제한효소절
편길이다양성을 전기영동으로 관찰하여 이들을 동정하는 방법이 개발되었다18).
이러한 유전자형에 의한 뮤탄스 연쇄상구균의 분류이외에도 면역학적 방법을 이
용한 혈청형(serotype)3,5,6,28)이나,생화학적 검사에 의한 생물형(biotype)32,33)

으로 뮤탄스 연쇄상구균을 분류하기도 한다.현재까지 8가지(a-h)혈청형3,6,28)

과,6가지(I-Ⅵ)생물형31,32,33)이 존재하는 것으로 알려져 있다.
뮤탄스 연쇄상구균의 생물형의 분류에 의하면,4가지 당질(mannitol,sorbitol,

raffinose및 melibiose)의 발효능과 arginine의 가수분해능 유무에 따라 구별
한다.제I형은 4가지 모든 당질을 발효시킬 수 있고,제Ⅲ형은 산소가 존재할 때
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는 mannitol을 발효시킬 수 없지만,혐기성 상태에서는 발효시킬 수 있고,제V
형은 melibiose를 제외한 모든 당질을 발효시킬 수 있는 균주들이다.이러한 제Ⅰ
형,제Ⅲ형 및 제Ⅴ형은 모두 arginine을 가수분해시킬 수 없고, 균
종에 속하는 것으로 알려져 왔다.제II형은 모든 당질을 발효시킬 수 있으면서
arginine을 가수분해시킬 수 있는 것으로 가 여기에 속한다.또한,제
Ⅳ형은 4가지 당질 중에서 mannitol만을 또는 mannitol과 sorbitol만을 발효시
킬 수 있고,arginine을 가수분해 시킬 수 없는 균주들로서, 균종
이 여기에 속한다.나머지 제Ⅵ형은 mannitol과 melibiose만을 발효시킬 수 있
고,arginine을 가수분해시키지 못하는 균주로 원숭이에서 분리 동정된 혈청형 h
인 (S.mutansserotypeh가 여기에 속한다.최근 김1)은 한국인
의 교정환자의 브라켓 주변 및 인접 치면세균막에서 뮤탄스 연쇄상구균을
dextranase유전자 핵산염기서열을 이용한 중합효소연쇄반응 및 제한효소절편길
이다양성을 통하여 종 수준에서 동정하는 연구 결과를 발표하였다.그 결과

에서는 아직까지 보고되지 않은 생물형들이 발견되었다.
본 연구는 이들 균주들의 정확한 종 수준에서의 동정을 위해,현재 세균 분류

학적 측면에서 가장 신뢰성이 있는 것으로 알려진 16S rDNA 유전자 핵산염기
서열결정법을 이용하여 이들 균주들을 동정하고자 하였다.또한 이들 균주들의
특성을 알아보기 위해 7종 항생제에 대한 감수성 실험을 실시하였으며,특히,
argininedeiminasesystem이 잘 밝혀진 생물형 제II형인 를 이용하여
arginine존재가 치면세균막 내 pH 변화에 미치는 영향을 실험하여,arginine을
가수분해할 수 있는 균주들의 치면세균막 내의 산도 변화에 미치는
영향을 간접적으로 알아보고자 하였다.
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Ⅱ.연구재료 및 방법

1.세균 및 세균 배양

본 연구에 이용된 균주는 Table1과 같았으며,표준균주 및 참고균주들은 American
type culture collection(ATCC,University Boulevand,Manassas,VA,
USA) 또는 한국유전자은행(Korean collection for type culture,KCTC,
Daejeon,Korea)에서 구입하여 사용하였다.또한 임상 분리 균주들은 조선대학
교 치과대학 구강생화학교실에서 분양받아 사용하였다.이들 세균들은 Todd
Hewittbroth(TH broth,Difco,Lab.,Detroit,MI.USA)에 접종하고,37
℃ CO2세균 배양기에서 24시간 배양하여 다음의 실험에 이용하였다.

Table1.Bacterialstrainsusedinthisstudy

Strains
ATCC 25175T Typestrain
KCTC 3065 Referencestrain

KCTC 3655T Typestrain
ChDC YM14 Clinicalisolatefrom Korean
ChDC YM16 Clinicalisolatefrom Korean
ChDC YM37 Clinicalisolatefrom Korean
ChDC YM38 Clinicalisolatefrom Korean
ChDC YM42 Clinicalisolatefrom Korean
ChDC YM64 Clinicalisolatefrom Korean
ChDC YM65 Clinicalisolatefrom Korean
ChDC YM66 Clinicalisolatefrom Korean

ATCC :Americantypeculturecollection
KCTC :Koreancollectionfortypeculture
ChDC :Department of Oral Biochemistry, College of Dentistry, Chosun

University
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2.생물형 결정

Dextranase유전자를 이용한 분자생물학적 방법으로 라고 동정된
균주들의 생물형을 결정하기 위하여 다음의 생화학 검사를 시행하였다.생물형의
판정 기준은 Shklair와 Keen32)의 방법에 따라 시행하였다.

222---111...당당당(((mmmaaannnnnniiitttooolll,,,sssooorrrbbbiiitttooolll,,,rrraaaffffffiiinnnooossseee및및및 mmmeeellliiibbbiiiooossseee)))분분분해해해능능능 실실실험험험
이는 세균이 배지 내에 포함되어 있는 특이 당질을 발효시킬 수 있는 능력을

알아보는 실험이다.Phenolred broth(Difco,Lab.)에 mannitol,sorbitol,
raffinose및 melibiose가 각각 1% 포함되도록 넣고,이를 통상적인 방법으로
가압멸균한 후 200㎕씩 96-wellplate에 분주하였다.24시간 동안 TH broth
에서 배양한 20㎕의 세균 배양액을 미리 분주해놓은 당이 첨가된 배지에 접종하
고,이를 48시간동안 10% CO2가 공급되는 37℃ 세균 배양기에서 배양하였다.
이때 노란색일 경우 강한 양성(+),오렌지색일 경우 약한 양성(±),약한 붉은
색일 경우 음성(-)으로 판정하였다.

222---222...AAArrrgggiiinnniiinnneee가가가수수수분분분해해해능능능
이는 argininedihydrolase에 의한 암모니아의 생성여부를 알아보는 실험이

다.먼저 TH broth에서 24시간 뮤탄스 연쇄상구균을 배양하고,이들 세균배양
액 20㎕를 0.5% yeastextract,0.5% tryptone,0.2% K2HPO4,0.05%
dextrose,0.3% L-argininehydrochloride가 혼합된 배지 200㎕에 접종하
여 48시간동안 10% CO2가 공급되는 37℃ 세균 배양기에서 배양하였다.여기
에 20㎕의 네슬러 용액(5% KI,2% HgCl2,1N NaOH)을 떨어트려 짙은 갈
색을 띄면 양성(+),변화가 없으면 음성(-)으로 판정하였다.

3.세균 genomicDNA의 추출

위 실험 1에서 를 TH 액체배지에서 다시 배양한 세균배양액 1㎖
를 10,000x 의 원심력을 이용하여 수확하고,이를 G-spinTM GenomicDNA
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ExtractionKit(iNtRON Corp.,Seoul,Korea)를 이용하여 제조회사의 지시
에 따라 genomicDNA를 추출하였다.이를 간략하게 설명하자면 다음과 같다.
세균을 수확한 다음 50㎕의 Pre-incubation용액과 3㎕의 lysozyme용액을
넣고 잘 혼합한 다음 37℃에서 1시간 동안 배양하였다. 여기에 250 ㎕의
G-buffer용액을 넣고 잘 혼합한 다음 65℃에서 15분간 반응시키고,250㎕의
Binding용액을 넣고 잘 혼합한 다음 vortexing하였다.이러한 celllysates를
G-spinTM column에 넣고 13,000rpm에서 1분간 원심분리한 후 column에
500㎕의 washingbufferA를 넣고 다시 1분간 원심분리하였다.여기에 500
㎕의 washingbufferB를 넣고 다시 1분간 원심분리하고,G-spinTM column
을 새로운 eppendorftube에 옮겼다.여기에 100㎕의 elutionbuffer를 넣고
1분간 실온에 방치한 다음 13,000 rpm에서 1 분간 원심분리하여 genomic
DNA를 추출하였다.

4.중합효소연쇄반응을 이용한 16SrDNA의 증폭

앞에서 추출한 임상분리 균주들의 genomic DNA를 이용하여
16SrDNA 유전자를 클로닝하였다.즉,대부분의 세균의 16SrDNA 유전자를
증폭할 수 있는 universalPCR primer(27F;5'-AGA GTT TGA TC[A/C]
TGG CTC AG-3',1492R;5'-TAC GG[C/T]TAC CTT GTT ACG ACT
T-3'), Ⓡ Premix(BioneerCorp.Deajeon,Korea)와 PTC-200
(MJ Research Inc.,Watertown,MA,USA)PCR machine을 이용하여
16SrDNA를 증폭하였다.이때 PCR의 조건은 다음과 같이 시행하였다.20㎕
의 PCR 혼합용액이 되도록 20pmoles씩의 forward및 reverseprimers와
100pg의 세균 genomicDNA를 넣고 94℃에서 2분간 초기 변성을 실시한 다
음 94℃에서 1분간 변성, 55℃에서 1분간 annealing, 72℃에서 1분간
extension하는 과정을 30회 반복하여 증폭한 다음 마지막으로 72℃에서 10분간
extension하였다.최종 반응물을 2㎕씩 1.5% agarosegel에서 전기영동을 실
시하여 그 증폭 여부를 확인하였다.
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5.증폭된 16SrDNA의 클로닝 및 플라스미드 DNA 추출

앞에서 증폭한 16SrDNA를 pGEM-Teasyvector(PormegaCorp.,Madison,
WI,USA)에 제조회사의 지시에 따라 직접 클로닝하였다.이때 삽입 유전자가
들어간 흰색 군락을 3개씩을 선택하여 플라스미드를 추출하여 클로닝 성공여부
를 결정하였다.

DH5α에 transformation시킨 각각의 재조합된 플라스미드 DNA는 통상
의 alkaline lysis법31)으로 TM Plasmid Extraction Kit(Bioneer
Corp.)를 이용하여 제조회사의 지시대로 추출하였다.이를 간략히 설명하면,세
균배양액 1㎖를 30초간 원심분리(12,000x )하고,얻어진 세균 덩어리를 250
㎕의 Resuspensionbuffer를 가하여 잘 현탁한 후,250㎕ Lysisbuffer를 첨가
하여 천천히 잘 혼합한 다음,350㎕의 Neutralization buffer를 첨가한 즉시
잘 혼합한 후에 얼음에 5분간 방치하였다.이것을 100분간 원심분리(12,000x
)하여 상청액을 bindingcolumn tube에 옮기고,1 분간 원심분리(12,000x
)하였다.여과액은 버리고,bindingcolumn tube에 80% 에탄올을 700 ㎕
넣은 후 1분간 원심분리(12,000x )하였다.bindingcolumntube에 남아있을
여분의 에탄올을 제거하기 위해 여과액을 버리고,다시 30초간 원심분리(12,000
x )하였다.Binding column을 새로운 eppendorftube로 옮기고,여기에
100 ㎕의 Elution buffer를 넣고 1분간 기다린 다음 다시 1분간 원심분리
(12,000x )하여 여과액을 -70℃에서 보관하여 핵산염기서열 결정에 사용하였다.

6.핵산염기서열 결정 및 핵산염기서열의 상동성 검색

핵산염기서열 결정은 Bioneer사에 의뢰하여 결정하였다.이때 사용되는 프라
이머는 ChDC-GEM-F(5'-TTC CCA GTC ACG ACG TTG TAA AA-3'),
Seq-F1(5'-CCT ACG GGA GGC AGC AG-3'),Seq-R2(5'-GAC TAC
CAG GGT ATC TAA TCC-3'), F16(5'-TAG ATA CCC YGG TAG
TCC-3'),및 ChDC-GEM-R(5'-GTG TGG AAT TGT GAG CGG ATA
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AC-3')를 이용하였으며,그 결과는 SeqMan프로그램(Version5.00;DNASTAR,
Inc.,Maidison,WI,USA)을 이용하여 분석하였다.
위에서 결정된 핵산염기서열을 GenBank등의 데이터 베이스를 통하여 상동성

검색을 하여 ATCC 25175T의 것과 98% 이상의 상동성을 보이는
것을 균주라고 판정하였다

7.항생제 감수성 실험

본 실험에서는 penicillin G,amoxicillin,Augmentin,ciprofloxacin,cefuro-
xime,erythromycin,및 vancomycin 등 총 7개의 항생제를 씨그마사(Sigma,
St.Louis,MO,USA)에서 구입하여 사용하였다.여러 항생제에 대한 최소억제
농도(minimalinhibitory concentration;MIC)는 Murray와 Jorgensen25)

의 방법에 따라 액체 배지 희석법으로 측정하였다.이를 간략히 설명하면,각각의
항생제의 농도가 64,32,16,8,4,2,1,0.5,0㎍/㎖ 되도록 조절된 0.1㎖
의 액체배지에,450nm의 파장에 대한 흡광도(A450)가 0.05로 일정하게 현탁된
세균배양액을 각각 0.1㎖씩 접종하고,이를 각각의 세균에 최적의 성장 조건에
서 48시간 배양한 후 enzyme-linkedimmunosorbentassay(ELISA)를 이용
하여 450nm에서 흡광도를 측정한 결과를 음성대조군인 세균을 넣지 않은 배지
의 흡광도 값과 비교하여 MIC 값으로 결정하였다.이때 양성대조군으로는 항생
제를 넣지 않고 세균 배양액으로 하였다.이때 항생제에 대한 각각의 세균 균주
들의 민감도는 Table2를 기준으로,민감도를 결정하였다.



-8-

Table2.Interpretive standards fordilution susceptibility testing [NCCL,
1997,1999]

Antibiotics MIC (㎍/㎖)
Susceptible Intermediate Resistant

PenicillinG (PEN) 8 16
Amoxicillin(AMX) 8 16
Augmentin(AMC) 8or4 32or16
Ciprofloxacin(CIP) 1 2 4
Cefuroximeaxetil(CMX) 4 8-16 32
Erythromycin(ERY) 0.5 1-4 8
Vancomycin(VAN) 8 16

8.Arginine첨가에 의한 및 세균 배양액의 수소이온농도지수(pH)의 변화
Arginine을 가수분해할 수 있는 균주들에 의한 치면세균막 내 수소이온농도의

감소효과를 간접적으로 알아보기 위하여,arginine을 가수분해할 수 있는
와 그렇지 못하는 및 의 표준균주를 1)TH

broth에서만 배양한 군,2)TH broth에 sucrose를 0.2%가 되도록 첨가하여
배양한 군,3)TH broth에 arginine이 0.3%가 되도록 첨가하여 배양한 군,그
리고 4)TH broth에 sucrose와 arginine이 각각 0.2%와 0.3%가 되도록 첨
가하여 배양한 군으로 나누어 24시간 동안 배양하여 세균 성장과 세균 배양액의
수소이온농도 변화를 측정하였다.각각의 실험군의 세균 성장은 Microplate
Autoreader(Model; EL311SX,BIO-TEX Instruments Inc.,Cortland,
NY,USA)를 이용하여 450nm에서 흡광도(A450)를 측정하여 구하였으며,세균
배양액의 수소이온농도지수는 pH electrode(Model91-5/06,Orion Research
Inc.,Boston,MA,USA)와 pH meter(Model920,OrionResearchInc.)
를 이용하여 측정하였다.이때,450nm에서 흡광도(A450)에서 0.1이 되도록 희
석한 세균 배양액 500㎕를 새로운 배지 20ml에 초기 접종하여 세균 배양하였다.
그리고,세균 성장과 세균 배양액의 수소이온농도 변화는 처음 19시간 동안은 1
시간 간격으로 측정하였고,그 후에는 23시간째와 24시간째에 측정하였다.각각
의 실험군은 3배수씩 실험하였으며,결과는 평균값으로 나타내었다.
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Ⅲ.연구결과

1.한국인에서 분리한 임상균주들의 생물형 결정

한국인의 교정환자 8명으로부터 얻은 8개의 임상균주들의 생화학
검사를 실시한 결과 지금까지 알려지지 않은 형(type)이 2균주(ChDC YM16
과 ChDC YM42)였고,6균주는 생물형 제Ⅳ형이었다(Table3).

Table3.Biochemicaltestsof isolatedfrom Koreans

Strain Man Sor Raf Mel Arg Biotype
ChDC YM16 +* + -** - + ND
ChDC YM42 + + - - + ND
ChDC YM14 + + - - - Ⅳ
ChDC YM37 + + - - - Ⅳ
ChDC YM38 + + - - - Ⅳ
ChDC YM64 + + - - - Ⅳ
ChDC YM65 + + - - - Ⅳ
ChDC YM66 + + - - - Ⅳ

ChDC :DepartmentofOralBiochemistry,CollegeofDentistry,ChosunUniversity
Man:fermentationofmannitol
Sor:fermentationofsorbitol
Raf:fermentationofraffinose
Mel:fermentationofmelibiose
Arg:hydrolysisofarginine
+ :Positivereaction
-:Negative reaction
ND :Notdetermined

2.한국인에서 분리한 임상균주들의 16S rDNA 핵산염기서열
결정 및 분석

한국인의 교정환자에서 분리된 임상균주들의 16S rDNA를 클로
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닝하여 핵산염기서열을 결정한 결과 ATCC 25175T 표준균주의 것
과 98% 이상 상동성이 있는 것으로 나타났다(Fig.1과 Table4).일반적으로
생물형 제IV형이 이기 때문에 본 연구에서 얻은 생물형 제IV형 균
주들과 ATCC 33478균주의 16SrDNA 핵산염기서열을 비교한
결과 상동성이 90.2-94.7%인 것으로 조사되었다.또한 16SrDNA 핵산염기서
열만을 비교할 때, 는 보다 와 상동성이 높았
다(Fig.2).

10 20 30 40 50 60 70
------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-

1 GGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTGGGACGCAAGGGAATCC25175
1 --AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTGGGACGCAAGGAAChDCYM16
1 --AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTGGGACGCAAGGGAChDCYM42
1 --AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTGGGACGCAAGGAAChDCYM14
1 --AGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTGGGACGCAAGGAAChDCYM37
1 --AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTGGGACGCAAGGAAChDCYM38
1 --AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTGGGACGCAAGGAAChDCYM64
1 --AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTGGGACGCAAGGAAChDCYM65
1 --AGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTGGGACGCAAGGAAChDCYM66
1 -------TTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTGGAACGCATTGGTSsATCC33478
1 --------------------AGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTGGAACGCAAGGGASrATCC19645

80 90 100 110 120 130 140
------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-

71 ACACACTGTGCTTGCACACCGTGTT-TTCTTGAGTCGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTATCC25175
69 ACACACTGTGCTTGCACACCGTGTT-TTCTTGAGTCGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTChDCYM16
69 ACACACTGTGCTTGCACACCGTGTT-TTCTTGAGTCGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTChDCYM42
69 ACACACTGTGCTTGCACACCGTGTT-TTCTTGAGTCGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTChDCYM14
69 ACACACTGTGCTTGCACACCGTGTT-TTCTTGAGTCGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTChDCYM37
69 ACACACTGTGCTTGCACACCGTGTT-TTCTTGAGTCGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTChDCYM38
69 ACACACTGTGCTTGCACACCGTGTT-TTCTTGAGTCGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTChDCYM64
69 ACACACTGTGCTTGCACACCGTGTT-TTCTTGAGTCGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTChDCYM65
69 ACACACTGTGCTTGCACACCGTGTT-TTCTTGAGTCGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTChDCYM66
64 A-ACACCGGACTTGCTC-CAGTGTTACTAATGAGTCGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTSsATCC33478
51 ACACACCGTGCTTGCACATCGTGTT-TTCTTGAGTCGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTSrATCC19645

Fig.1.Alignmentof16SrDNA sequencefrom ATCC 25175T,
ATCC 33478, ATCC 19645,andclinicalisolates

from Koreanorthodonticpatients.
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150 160 170 180 190 200 210
------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-

140 ATTAGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAATATTAATTATTGCATGATAATTGATATCC25175
138 ATTAGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAATATTAATTATTGCATGATAATTGATChDCYM160
138 ATTAGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAATATTAATTATTGCATGATAATTGATChDCYM42
138 ATTAGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAATATTAATTATTGCATGATAATTGATChDCYM14
138 ATTAGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAATATTAATTATTGCATGATAATTGATChDCYM37
138 ATTAGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAATATTAATTATTGCATGATAATTGATChDCYM38
138 ATTAGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAATATTAATTATTGCATGATAATTGATChDCYM64
138 ATTAGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAATATTAATTATTGCATGATAATTGATChDCYM65
138 ATTAGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAATATTAATTATTGCATGATAATTGATChDCYM66
132 GATAGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAAGAGGAGTTAACTCATGTTAACTGTTSsATCC33478
120 ATTAGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAAGAGAGTTTAACACATGTTAGACGCTSrATCC19645

220 230 240 250 260 270 280
------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-

210 TGAAAGATGCAAGCGCATCACTAGTAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAAGAGCTTAATCC25175
208 TGAAAGATGCAAGCGCATCACTAGTAGATGGACCCGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAAGAGCTTAChDCYM16
208 TGAAAGATGCAAGCGCATCACTAGTAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAAGAGCTTAChDCYM42
208 TGAAAGATGCAAGCGCATCACTAGTAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAAGAGCTTAChDCYM14
208 TGAAAGATGCAAGCGCATCACTAGTAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAAGAGCTTAChDCYM37
208 TGAAAGATGCAAGCGCATCACTAGTAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAAGAGCTTAChDCYM38
208 TGAAAGATGCAAGCGCATCACTAGTAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAAGAGCTTAChDCYM64
208 TGAAAGATGCAAGCGCATCACTAGTAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAAGAGCTTAChDCYM65
208 TGAAAGATGCAAGCGCATCACTAGTAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAAGAGCTTAChDCYM66
202 TAAAAGAAGCCATTGCTTCACTATCAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTAGGTAGGGTAACGGCCTASsATCC33478
190 TGAAAGATGCAAGAGCATCACTAGTAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTAGGTAGGGTAAAGGCCTASrATCC19645

290 300 310 320 330 340 350
------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-

280 CCAAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTATCC25175
278 CCAAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTChDCYM16
278 CCAAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTChDCYM42
278 CCAAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTChDCYM14
278 CCAAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTChDCYM37
278 CCAAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTChDCYM38
278 CCAAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTChDCYM64
278 CCAAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTChDCYM65
278 CCAAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTChDCYM66
272 CCTAGGCAACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTSsATCC33478
260 CCTAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTSrATCC19645

Fig.1.( )
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360 370 380 390 400 410 420
------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-

350 CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGATCC25175
348 CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGChDCYM16
348 CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGChDCYM42
348 CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGChDCYM14
348 CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGChDCYM37
348 CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGChDCYM38
348 CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGChDCYM64
348 CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGChDCYM65
348 CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGChDCYM66
342 CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGCAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGSsATCC33478
330 CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGGGGGAACCCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGSrATCC19645

430 440 450 460 470 480 490
------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-

420 AAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTAAGTCAAGAACGTGTGTGAGAGTGGAAAGTTCACACAGATCC25175
418 GAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTAAGTCAAGAACGTGTGTGAGAGTGGAAAGTTCACACAGChDCYM16
418 AAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTAAGTCAAGAACGTGTGTGAGAGTGGAAAGTTCACACAGChDCYM42
418 AAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTAAGTCAAGRACGTGTGTGAGAGTGGAAAGTTCACACAGChDCYM14
418 AAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTAAGTCAAGAACGTGTGTGAGAGTGGAAAGTTCACACAGChDCYM37
418 AAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTAAGTCAAGAACGTGTGTGAGAGTGGAAAGTTCACACAGChDCYM38
418 AAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTAAGTCAAGAACGTGTGTGAGAGTGGAAAGTTCACACAGChDCYM64
418 AAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTAAGTCAAGAACGTGTGTGAGAGTGGAAAGTTCACACAGChDCYM65
418 AAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTAAGTCAAGAACGTGTGTGAGAGTGGAAAGTTCACACAGChDCYM66
412 AAGACGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTAGGGGAAGAACGTGTGTAAGAGTGGAAAGCTTACACAGSsATCC33478
400 AAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTCAGAGACGAACGTGTGTGAGAGTGGAAAGTTCACACAGSrATCC19645

500 510 520 530 540 550 560
------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-

490 TGACGGTAGCTTACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCATCC25175
488 TGACGGTAGCTTACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCChDCYM16
488 TGACGGTAGCTTACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCChDCYM42
488 TGACGGTAGCTTACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCChDCYM14
488 TGACGGTAGCTTACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCChDCYM37
488 TGACGGTAGCTTACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCChDCYM38
488 TGACGGTAGCTTACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCChDCYM64
488 TGACGGTAGCTTACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCChDCYM65
488 TGACGGTAGCTTACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCChDCYM66
482 TGACGGTACCCTACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCSsATCC33478
470 TGACGGTAACTGACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCSrATCC19645

Fig.1.( )
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570 580 590 600 610 620 630
------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-

560 GTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAGCGCAGGCGGTCAGGAAAGTCTGGAGTAAAAGGCTATGGCTATCC25175
558 GTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAGCGCAGGCGGTCAGGAAAGTCTGGAGTAAAAGGCTATGGCTChDCYM16
558 GTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAGCGCAGGCGGTCAGGAAAGTCTGGAGTAAAAGGCTATGGCTChDCYM42
558 GTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAGCGCAGGCGGTCAGGAAAGTCTGGAGTAAAAGGCTATGGCTChDCYM14
558 GTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAGCGCAGGCGGTCAGGAAAGTCTGGAGTAAAAGGCTATGGCTChDCYM37
558 GTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAGCGCAGGCGGTCAGGAAAGTCTGGAGTAAAAGGCTATGGCTChDCYM38
558 GTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAGCGCAGGCGGTCAGGAAAGTCTGGAGTAAAAGGCTATGGCTChDCYM64
558 GTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAGCGCAGGCGGTCAGGAAAGTCTGGAGTAAAAGGCTATGGCTChDCYM65
558 GTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAGCGCAGGCGGTCAGGAAAGTCTGGAGTAAAAGGCTATGGCTChDCYM66
552 GTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAGCGCAGGCGGTTTAGTAAGTCTGAAGTTAAAGGCATTGGCTSsATCC33478
540 GTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTGTAAGTCTGAAGTCAAAGGCAGTGGCTSrATCC19645

640 650 660 670 680 690 700
------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-

630 CAACCATAGTGTGCTCTGGAAACTGTCTGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGATCC25175
628 CAACCATAGTGTGCTCTGGAAACTGTCTGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGChDCYM16
628 CAACCATAGTGTGCTCTGGAAACTGTCTGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGChDCYM42
628 CAACCATAGTGTGCTCTGGAAACTGTCTGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGChDCYM14
628 CAACCATAGTGTGCTCTGGAAACTGTCTGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGChDCYM37
628 CAACCATAGTGTGCTCTGGAAACTGTCTGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGChDCYM38
628 CAACCATAGTGTGCTCTGGAAACTGTCTGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGChDCYM64
628 CAACCATAGTGTGCTCTGGAAACTGTCTGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGChDCYM65
628 CAACCATAGTGTGCTCTGGAAACTGTCTGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGChDCYM66
622 CAACCAATGTATGCTTTGGAAACTGTTAGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGSsATCC33478
610 TAACCATTGTGTGCTTTGGAAACTGCAGGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGSrATCC19645

710 720 730 740 750 760 770
------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-

700 GTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTCACTGACGCTGAGATCC25175
698 GTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTCACTGACGCTGANChDCYM16
698 GTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTCACTGACGCTGAGChDCYM42
698 GTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTCACTGACGCTGAGChDCYM14
698 GTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTCACTGACGCTGAGChDCYM37
698 GTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTCACTGACGCTGAGChDCYM38
698 GTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTCACTGACGCTGAGChDCYM64
698 GTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTCACTGACGCTGAGChDCYM65
698 GTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTCACTGACGCTGAGChDCYM66
692 GTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTCACTGACGCTGAGSsATCC33478
680 GTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGSrATCC19645

Fig.1.( )
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780 790 800 810 820 830 840
------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-

770 GCTCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGATCC25175
768 GCTCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGChDCYM16
768 GCTCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGChDCYM42
768 GCTCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGChDCYM14
768 GCTCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGChDCYM37
768 GCTCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGChDCYM38
768 GCTCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGChDCYM64
768 GCTCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGChDCYM65
768 GCTCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGChDCYM66
762 GCTCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGCTGAGTGCTAGGSsATCC33478
750 GCTCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGCTGAGTGCTAGGSrATCC19645

850 860 870 880 890 900 910
------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-

840 TGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTTAGTGCCGGAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCATCC25175
838 TGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTTAGTGCCGGAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCChDCYM16
838 TGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTTAGTGCCGGAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCChDCYM42
838 TGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTTAGTGCCGGAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCChDCYM14
838 TGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTTAGTGCCGGAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCChDCYM37
838 TGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTTAGTGCCGGAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCChDCYM38
838 TGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTTAGTGCCGGAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCChDCYM64
838 TGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTTAGTGCCGGAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCChDCYM65
838 TGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTTAGTGCCGGAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCChDCYM66
832 TGTTAGGTCCTTTCCGGGACTTAGTGCCGACGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCSsATCC33478
820 TGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTTAGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCSrATCC19645

920 930 940 950 960 970 990
------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-

910 AAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG-AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAATCC25175
908 AAAGGTGAAACTCAAAAGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG-AGCATGTGGTTTAAT-CGAAGCAChDCYM16
908 AAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG-GGTGG-AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAChDCYM42
908 AAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGGAGCATGTGGTT-AATTCGAAGCAChDCYM14
908 AAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG-AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAChDCYM37
908 AAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG-TGG-AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAChDCYM38
908 AAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG-AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAChDCYM64
908 AAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG-AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAChDCYM65
908 AAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG-AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAChDCYM66
902 AAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG-AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCASsATCC33478
890 AAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG-AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCASrATCC19645

Fig.1.( )
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990 1000 1010 1020 1030 1040 1050
------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-

979 ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGATGCTATTCTTAGAGATAGGAAGTTACTTCGGTACATATCC25175
976 ACGCGAA-AACCTTAC-AGGTCTTGACATCCCGATGCTATTCTTAGAGATAGGAAGT-ACTTCCGTACATChDCYM16
976 ACGCGA-GAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGATGCTATTCTTAGAGATAGGAAGTTACTTCGGTACATChDCYM42
977 ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGATGCTATTCTTAGAGATAGGAAGTTACTTCGGTACATChDCYM14
977 ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGATGCTATTCTTAGAGATAGGAAGTTACTTCGGTACATChDCYM37
976 ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGATGCTATTCTTAGAGATAGGAAGTTACTTCGGTACATChDCYM38
977 ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGATGCTATTCTTAGAGATAGGAAGTTACTTCGGTACATChDCYM64
977 ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGATGCTATTCTTAGAGATAGGAAGTTACTTCGGTACATChDCYM65
977 ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGATGCTATTCTTAGAGATAGGAAGTTACTTCGGTACATChDCYM66
971 ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGATGCCCGCTCTAGAGATAGAGTTTTTCTTCGGAACATSsATCC33478
959 ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGATGCCCGCTCTAGAGATAGAGTTTTACTTTTGTACATSrATCC19645

1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-

1049 CGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGATCC25175
1043 CCGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGChDCYM16
1045 CGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGChDCYM42
1047 CGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGChDCYM14
1047 CGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGChDCYM37
1046 CGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGChDCYM38
1047 CGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGChDCYM64
1047 CGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGChDCYM65
1047 CGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGChDCYM66
1041 CGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGSsATCC33478
1029 CGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGSrATCC19645

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190
------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-

1119 CAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAATCC25175
1113 CAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAChDCYM16
1115 CAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAChDCYM42
1117 CAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCACTAAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAChDCYM14
1117 CAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAChDCYM37
1116 CAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAChDCYM38
1117 CAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAChDCYM64
1117 CAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAChDCYM65
1117 CAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAChDCYM66
1111 CAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGASsATCC33478
1099 CAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTGAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGASrATCC19645

Fig.1.( )
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1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260
------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-

1189 AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACATCC25175
1183 AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCTCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACChDCYM16
1185 AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACChDCYM42
1187 AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACChDCYM14
1187 AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACChDCYM37
1186 AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACChDCYM38
1187 AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACChDCYM64
1187 AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACChDCYM65
1187 AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACChDCYM66
1181 AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACSsATCC33478
1169 AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACSrATCC19645

1270 1280 1290 1300 1310 1320 1330
------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-

1259 AACGAGTTGCGAGCC-GGTGACGG-CAAGCTAATCTCTGAAAGCCGATCTCAGTTCGGATTGGAGGCTGCATCC25175
1253 AACGAGTTGCGAGCCCGGTGACGGGCAAGCTAATCTCTGAAAGCCGATCTCAGTTCGGATTGGAGGCTGCChDCYM16
1255 AACGAGTTGCGAGCC-GGTGACGG-CAAGCTAATCTCTGAAAGCCGATCTCAGTTCGGATTGGAGGCTGCChDCYM42
1257 AACGAGTTGCGAGCC-GGTGACGG-CAAGCTAATCTCTGAAAGCCGATCTCAGTTCGGATTGGAGGCTGCChDCYM14
1257 AACGAGTTGCGAGCC-GGTGACGG-CAAGCTAATCTCTGAAAGCCGATCTCAGTTCGGATTGGAGGCTGCChDCYM37
1256 AACGAGTTGCGAGCC-GGTGACGG-CAAGCTAATCTCTGAAAGCCGATCTCAGTTCGGATTGGAGGCTGCChDCYM38
1257 AACGAGTTGCGAGCC-GGTGACGG-CAAGCTAATCTCTGAAAGCCGATCTCAGTTCGGATTGGAGGCTGCChDCYM64
1257 AACGAGTTGCGAGCC-GGTGACGG-CAAGCTAATCTCTGAAAGCCGATCTCAGTTCGGATTGGAGGCTGCChDCYM65
1257 AACGAGTTGCGAGCC-GGTGACGG-CAAGCTAATCTCTGAAAGCCGATCTCAGTTCGGATTGGAGGCTGCChDCYM66
1251 AACGAGTCGCAAGCC-GGTGACGG-CAAGCTAATCTCTGAAAGCCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCSsATCC33478
1239 AACGAGTCGCGAGCC-GGTGACGG-CAAGCTAATCTCTGAAAGCCGATCTCAGTTCGGATTGGAGGCTGCSrATCC19645

1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-

1327 AACTCGCCTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGATCC25175
1323 AACTGGCTTCCATGA-GTCCGAATCGCTAGTA-TCGCG-ATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGChDCYM16
1323 AACTCGCCTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGChDCYM42
1325 AACTCGCCTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGChDCYM14
1325 AACTCGCCTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGChDCYM37
1324 AACTCGCCTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGChDCYM38
1325 AACTCGCCTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGChDCYM64
1325 AACTCGCCTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGChDCYM65
1325 AACTCGCCTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGChDCYM66
1319 AACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGSsATCC33478
1307 AACTCGCCTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGSrATCC19645

Fig.1.( )
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1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470
------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-

1397 CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTA-GGATCC25175
1390 CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTA-GGChDCYM16
1393 CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTA-GGChDCYM42
1395 CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTA-GGChDCYM14
1395 CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTA-GGChDCYM37
1394 CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTA-GGChDCYM38
1395 CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTA-GGChDCYM64
1395 CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTA-GGChDCYM65
1395 CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTA-GGChDCYM66
1389 CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGAGGTAACCATTTATGGSsATCC33478
1377 CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCGTTAA-G SrATCC19645

1480 1490 1500 1510 1520
------------------+-------------------+-------------------+-------------------+-------------------+----------

1466 GGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATGGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCC ATCC25175
1459 GGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATGGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACC ChDCYM16
1462 GGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATGGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACC ChDCYM42
1464 GGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATGGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACC ChDCYM14
1464 GGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATGGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCC ChDCYM37
1463 GGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATGGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACC ChDCYM38
1464 GGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATGGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACC ChDCYM64
1464 GGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATGGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCC ChDCYM65
1464 GGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATGGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACC ChDCYM66
1459 GGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATGGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCC SsATCC33478

Fig.1.( )

Table4.Homology analysis of 16S rDNA sequences of
isolatedfrom Koreans

Strains Speciesmatch
[GenBankaccessionnumber]

Homology
(%)

ChDC*YM16 strainATCC 25175[AY188348] 98
ChDC YM42 strainATCC 25175[AY188348] 99
ChDC YM14 strainATCC 25175[AY188348] 99
ChDC YM37 strainATCC 25175[AY188348] 99
ChDC YM38 strainATCC 25175[AY188348] 99
ChDC YM64 strainATCC 25175[AY188348] 99
ChDC YM65 strainATCC 25175[AY188348] 99
ChDC YM66 strainATCC 25175[AY188348] 99
ChDC*:DepartmentofOralBiochemistry,CollegeofDentistry,ChosunUniversity
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Fig.2.Dendrogram derived from homology analysis from 16S rDNA
sequenceof ATCC 25175T, ATCC 33478,

ATCC 19645,and clinicalisolates of from
Koreanorthodonticpatients.

3.한국인 유래의 임상균주들의 7종 항생제에 대한 감수성 검사

특이한 생물형을 갖는 한국인 유래의 임상균주들과 표준균주인
ATCC 25175T의 항생제에 대한 감수성을 알아보기 위해 7종의 항생제

에 대한 최소성장억제농도를 구하였다(Table 5). 그 결과, 표준균주인
ATCC25175T은 penicillinG,amoxicillin,Augmentin및 cefuroxacin

에 감수성을,Erythromycin에는 중간내성을,ciprofloxacin과 vancomycin에
내성을 보였다.
한국인에서 분리 동정된 임상균주의 경우 ChDCYM16

과 ChDC YM42 균주를 제외한 모든 균주가 penicillin G,
amoxicillin, Augmentin 및 cefuroxime에 감수성을 갖었다. 특히,
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ChDC YM16과 ChDC YM42균주들은 Augmentin에서
감수성 또는 중간내성을 보였고,나머지 모든 항생제에 대해서 중간내성 또는 내
성을 보였다.Vancomycin에 대해서는 모든 균주가 내성을 갖는 것으로 나타났다.

Table5.Minimum inhibitoryconcentrationofantibioticsagainst
isolatedfrom Koreans

Strains MIC (㎕/㎖)againsteachofantibiotics
PEN AMX AMC CIP CMX ERY VAN

ATCC 25175T ≤0.25 ≤0.25 ≤0.25 8 ≤0.25 1 32
ChDC*YM16 16 16 8 >32 >32 >32 >32
ChDC YM42 16 16 8 >32 >32 1 16
ChDC YM14 8 2 2 2 4 0.25 16
ChDC YM37 8 1 1 >32 2 0.5 8
ChDC YM38 4 0.5 1 16 0.5 0.5 16
ChDC YM64 ≤0.25 1 0.5 >32 0.5 >32 16
ChDC YM65 ≤0.25 1 0.5 >32 0.5 ≤0.25 16
ChDC YM66 ≤0.25 0.5 2 >32 0.5 >32 16

ChDC:DepartmentofOralBiochemistry,CollegeofDentistry,ChosunUniversity
PEN,penicillin G;AMX,amoxicillin;AMC,Augmentin;CIP,ciprofloxacin;
CMX,cefuroximeaxetil;ERY, erythromycin;VAN,vancomycin

4.Arginine첨가에 의한 세균 성장 및 세균 배양액의 pH의 변화

뮤탄스 연쇄상구균 중 유일하게 arginine을 분해하여 암모니아를 생산할 수 있
는 것으로 알려진 와 그렇지 못하는 및 의 표
준균주를 이용하여 배지에 arginine첨가 유무에 따른 세균 성장과 배지의 pH
변화를 알아보았다(Fig.3-6).
TH broth에 arginine이나 sucrose의 첨가 유무에 관계없이 와

는 에 비해 doublingtime이 짧은 것으로 나타났다(Fig.
3-6).또한 세균 성장이 logphase에 접어들면서 배지의 pH도 감소하기 시작하
였으며,stationaryphase에 접어들면서 세균 배양액의 pH도 arginine이 첨가
된 배지에서의 배양군을 제외하고는 일정하게 유지되었다.
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및 의 세균배양액은 arginine의 첨가 유무와 상관없
이 포도당만 첨가된 경우보다 자당이 첨가된 배지에서 배양할 경우 세균배양액의
pH가 더욱 낮았다.하지만 의 경우 시간의 차이는 있었지만,arginine이
첨가된 배지에서는 자당이 첨가 유무와 관계없이 24시간 후에는 pH가 7까지 높
아졌다.

의 경우 배지에 자당이 첨가된 경우 세균 성장이 억제됨을 알 수
있었다.하지만,세균 배양액의 산도는 자당이 첨가된 경우에서 그렇지 않은 경우
보다 증가되었다. 의 경우 배지에 0.3% arginine이 첨가된 배지에서
세균 배양할 경우 성장이 증가됨을 알 수 있었다(Fig.5-6).특히,0.3%
arginine만 첨가된 배지에서 를 세균 배양할 경우 세균 배양액의 pH
는 12시간 배양한 후(후기 로그기)에 약 6.7까지 낮아졌다가 1시간 후에 바로
7.5까지 회복되었다(Fig.5).이러한 조건에 0.2% 자당이 첨가되더라도

및 와는 달리 pH 5.0까지만 떨어졌다가,그 후 2시간 뒤
에 pH 6.0까지 올라갔다(Fig.6).
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Fig.3.(AAA)Growthcurveand(BBB)changeofpH intheculturesolutionof
ATCC 25175T KCTC 3065,and

KCTC3655TinTH brothduring24h.
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Fig.4.(AAA)Growthcurveand(BBB)changeofpH intheculturesolutionof
ATCC 25175T KCTC 3065,and

KCTC3655TinTH brothcontaining0.2% sucroseduring24h.
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G r o w t h  c u r v e  ( T H ,  0 . 2 %  S u c r o s e )
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Fig.5.(AAA)Growthcurveand(BBB)changeofpH intheculturesolutionof
ATCC25175T KCTC3065,and KCTC

3655TinTH brothcontaining0.3% arginineduring24h.
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G r o w t h  c u r v e  ( T H ,  0 . 2 %  s u c r o s e  +  0 . 3 %  A r g in in e )
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Fig.6.(AAA)Growth curveand(BBB)changeofpH in theculturesolution
of ATCC 25175T KCTC 3065,and

KCTC 3655T in TH broth containing 0.2% sucrose and
0.3% arginineduring24h.
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Ⅳ.총괄 및 고안

본 연구에서는 기존에 알려져 있지 않았던 새로운 생물형(제VII형)을 갖는
2균주와 생물형 제IV형과 같은 생화학적 특성을 갖는 6

균주를 분리 동정하였다.특히,새로운 제VII형이라고 명명한 들은
arginine을 분해하여 암모니아를 생성할 수 있는 특성을 갖는다.현재까지 알려
지기로 뮤탄스 연쇄상구균 중 arginine을 분해할 수 있는 세균 종은
가 유일한 것으로 알려져 있다.최근 FA-1 균주로부터 arginine
deiminase(AD)오페론이 클로닝되어 그 특성이 보고되었다15).그들의 보고에
의하면,argininedeiminase오페론은 arginine을 가수분해하여 citrulline과
암모니아를 생산하는 데 관여하는 argininedeiminase(AD)효소를 암호화하는

를 포함하여 (ornithinecarbamoyltransferase), (carbamate
kinase), (arginine-ornithine antiporter), (putative aminopeptidase),

(atranscriptionalregulatoroftheCrp/Fnrfamily)들로 구성되어
있다고 한다.이러한 점을 고려할 때,차후 실험에서 본 연구에서 얻은 제VII형
의 균주들에게도 AD 오페론이 존재하는 지를 확인하고자 한다.
본 연구에서 arginine를 분해하여 암모니아를 생성할 수 있는 세균의 치면세균

막 내에서의 수소이온농도 변화에 미치는 영향을 알아보기 위해 균주
를 이용하여 세균 배지에 arginine의 첨가에 따른 세균 배양액의 pH 변화를 관
찰하였다.그 결과 세균이 후기 로그기까지 성장할 때까지는 시간이 지남에 따라
세균 배양액의 pH가 감소하였지만,stationaryphase에 가까워지면서 pH가 상
승하기 시작하였다.비록 0.2% 자당과 0.3% arginine이 첨가된 경우에서는 법
랑질을 탈회시킬 수 있는 pH 5.0까지 내려가기는 하지만,1시간 이내에 pH
6.0까지 회복됨을 알 수 있었다.이처럼 arginine이 첨가된 배지에서 pH가 낮
아지면서 다시 높아지는 현상의 정확한 이유는 현재로써는 알 수 없지만,

가 당질을 먼저 에너지원으로 이용하다가 세포외 기질의 pH가 낮아지면서
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AD 오페론이 작동을 시켜 arginine을 분해하거나,아니면 세균의 증식에 따른
배지 내 당질이 고갈되면서 에너지(ATP)를 생산해서 arginine을 분해하기 때문
인 것으로 생각된다.그러므로,본 연구에서 분리된 2 균주의 제Ⅶ형의

도 와 같은 AD 오페론을 가지고 있음을 밝힌다면,이 균주를
이용한 치아우식증 예방법의 개발이 가능할 것으로 생각된다.즉,본 연구에서 분
리된 제Ⅶ형의 가 사람에게서 유래된 것이기 때문에 유치가 맹출하기
시작한 유아 구강에 접종하고,arginine이 들어있는 용액으로 구강을 닦아준다거
나,arginine을 첨가한 음료수나 우유를 먹게하여 구강 내에서 서식할 수 있도록
해주는 방법이 있을 것이다.또한,사람의 치면세균막 내 세균 종 중 AD
system을 가지고 있는 균주가 이외에도 , ,

,몇몇 lactobacilli와 spirochetes등이 존재7)하기 때문에 기존의
불소가 함유된 구강양치액에 arginine을 첨가한다면,식후 잇솔질을 하지 않은
상태에서도 효과적으로 치아우식증을 예방할 수 있을 것으로 생각된다.
생물형 제Ⅶ형인 ChDC YM16의 16S rDNA 핵산염기서열은

NCBI에서 제공하는 blastn프로그램을 이용한 상동성 검색을 한 결과
ATCC 25175T 표준균주와 98% 상동성을 보였기는 하지만,DNSTAR사의
MegAlign 프로그램의 ClustaⅣ법으로 분석한 결과로는 96.1%의 일치도
(Identity)를 보였다.또한 16SrDNA 유전자이외의 다른 유전자의 핵산염기서
열 분석법19,22,36)을 이용하여 동정 실험을 추가로 해야 할 것으로 생각된다.특히,
최근 세균들의 DNA-의존성 RNA 중합효소(RNAP)를 구성하는 4 종류의
subunits중 하나인 rpoB 유전자를 이용하는 방법이 여러 세균들의 종 수준의
분류에 많이 이용되고 있다9,10,19,20,21,22,30).특히,Drancourt등(2004)은

를 포함하는 연쇄상구균들의 RpoB 유전자 핵산염기서열을 이용한 종 수
준에서의 분류를 보고하였다.그러므로, ChDC YM16균주의 rpoB
유전자를 클로닝 및 핵산염기서열분석법을 통한 동정을 차후에 진행하고자 한다.
최근 Kook등23)은 한국인에서 라고 분리 동정된 10개의 균주들에

대한 7종 항생제에 대한 감수성 조사 결과를 보고하였다.그들의 연구 결과에서도
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본 연구의 제Ⅶ형의 균주들처럼 penicillin,amoxicillin,ciprofloxacin,
cefuroxime axeti및 vancomycin 등 여러 항생제에 내성을 갖는 균주(

ChDC YM25)가 발견되었다.특히,Kook 등23)의 연구 결과 10개의
임상분리균주들 중 9개가 vancomycin에 내성을 갖는다고 보고되었

는 데,이는 본 연구 결과와도 유사한 양상을 갖는 것이었다.이는 vancomycin
에 내성을 갖는 가 분리된 사람의 구강 내에는 다른 종의 그람양성
세균들도 vancomycin에 내성을 가질 수 있다는 것을 암시한다.왜냐하면,일반
적으로 세균의 염색체 유전자 변이나,plasmid8,17)또는 transposone34)에 매개
되는 내성 유전자가가 다른 세균 종에 전달될 수 있기 때문이다.특정 항생제에 대한 내
성유전자에는 beta-lactamase2,4,26,29)나,aminoglycosideacetyltransferase27,35)와
같은 효소나, 세포내로 유입된 항생제(리보조옴의 단백질 생성을 저해하는
tetracycline이나 macrolide이나 DNA gyrase의 활성을 억제하는 quinolone
계)를 능동적으로 세포외로 유출하여 내성을 획득하는 다제내성 펌프(multidrug
resistancepump,MDR)단백질 등이 있다12,14,16).본 연구에서
ChDC YM16과 ChDC YM42균주의 경우 Augmentin을 제외한
모든 항생제에 대해 내성을 보였는 데,본 연구결과만으로는 어떠한 기전으로 그
러한 현상을 보이는 지 알 수는 없지만,다제내성 펌프 유전자에 의한 것일 수
있고,이들 유전자들이 conjugateplasmid나 trasnprosone에 의해 여러 세균
종에 transfer되었을 가능성이 있는 것으로 사료된다.이러한 내성 기전을 증명
하기 위하여,차후에 다제내성 펌프 유전자의 존재 유무를 분자생물학적 방법(중
합효소연쇄반응법)으로 알아보고자 한다.
이상의 연구 결과를 종합할 때,한국인에서 특이한 생물형을 갖는

균주를 분리 동정할 수 있었으며,특히 arginine을 분해할 수 있는 제Ⅶ형의 균
주들의 AD system의 존재를 확인하는 실험을 통한 arginine분해 기전을 밝히
는 실험을 추후 실행하고,이를 검증할 수 있다면,이 균주들을 이용한 새로운 치
아우식증 예방법의 개발에 이용될 수 있을 것으로 사료된다.
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Ⅴ.결 론

본 연구에서는 한국인에서 dextranase유전자를 이용한 분자생물학적 방법에
의해 라 예비 동정된 8개의 임상균주들의 생화학 검사를
통한 생물형 결정 및 16SrDNA 유전자를 클로닝 및 핵산염기서열 결정,7종의
항생제에 대한 감수성 조사 및 arginine첨가에 의한 세균 성장 및 세균 배양액
의 pH의 변화에 관한 실험을 시행하여 다음과 같은 결과들을 얻었다.

1.한국인의 교정환자에서 생물형 제Ⅶ형이라 새로이 명명한 2균주와 생물형 제
Ⅳ형인 6균주가 분리되었으며,이들의 16SrDNA의 핵산염기서열을 분석하
여 라고 최종 동정하였다.

2.한국인에서 분리 동정된 임상균주의 중 제Ⅶ형인 2 균주(
ChDC YM16과 ChDC YM42)들은 penicillin,amoxicillin,

ciprofloxacin,cefuroximeaxetil,erythromycin및 vancomycin에 내성
을 갖었다.

3.Argininedeiminasesystem을 갖는 를 0.3% arginine과 0.2%
자당이 첨가된 배지에서 세균 배양할 경우,후기 로그기까지 성장할 때까지
pH 5.0까지 내려가기는 하였지만,그 후 1시간 이내에 pH 6.0까지 회복됨
을 알 수 있었다.

이상의 연구 결과를 종합할 때,한국인에서 특이한 생물형을 갖는
균주를 분리 동정할 수 있었으며,특히 arginine을 분해할 수 있는 제Ⅶ형의 균
주들의 AD system의 존재를 확인하는 실험을 통한 arginine분해 기전을 밝히
는 실험을 추후 실행하고,이를 검증할 수 있다면,이 균주들를 이용한 치아우식
증 새로운 예방법의 ‘개발에 이용될 수 있을 것으로 사료된다.
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