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AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT

DDDeeevvveeelllooopppmmmeeennntttooofffttthhheeeSSSpppeeeccciiieeesss---SSSpppeeeccciiifffiiicccDDDNNNAAA ppprrrooobbbeeesssaaannnddd
PPPCCCRRRppprrriiimmmeeerrrsssfffooorrrttthhheeeiiidddeeennntttiiifffiiicccaaatttiiiooonnnooofffmmmiiitttiiisssgggrrrooouuuppp

ssstttrrreeeppptttooocccooocccccciiiuuusssiiinnngggttthhheeeIIInnnvvveeerrrttteeedddDDDoootttBBBlllooottthhhyyybbbrrriiidddiiizzzaaatttiiiooonnn
ssscccrrreeeeeennniiinnngggmmmeeettthhhoooddd

PPPaaarrrkkk,,,SSSoooooonnn---NNNaaannnggg
AAAdddvvviiisssooorrr:::PPPrrrooofff...DDDoooKKKyyyuuunnngggKKKiiimmm,,,PPPhhh...DDD...
DDDeeepppaaarrrtttmmmeeennntttooofffDDDeeennntttiiissstttrrryyy,,,
GGGrrraaaddduuuaaattteeeSSSccchhhoooooolllooofffCCChhhooosssuuunnnUUUnnniiivvveeerrrsssiiitttyyy

Thepurposeofthisstudywastodevelopeofspecies-specificDNA probesof
mitis group streptococci(MGS)and species-specificPCR primersbase on the
nucleotidesequencesoftheDNA probes.A collectionof95strainsconsistingof81
clinicalisolates,8referencestrainsand6typestrainsofMGSwereexamined.The
identificationof 81clinicalisolateswasperformedbyphylogeneticanalysisusing
multilocussequencetyping(MLST)methodusingthreehousekeepinggenes,16S
rRNA gene(16SrDNA),RNA polymerasebeta-subunitencodinggene(rpoB)and
manganesesuperoxidedismutasegene(sodA).TheHindⅢ-digestedgenomicDNAs
from thetypestrainswerecloned by random cloning method.To screen the
species-specific probes of Streptococcus mitis, S.pneumoniae, S.oralis,S.
parasanguinis,S.sanguinisandS.gordonii,IDBH wereperformedandconfirmed
the specificity of the DNA probes by southern blot analysis method.The
species-specificPCR primersweredesignedbaseonthenucleotidesequencesof
thespecies-specificDNA probes.TheMLST datarevealedthat93% ofclinical
isolateswereclassifiedinto11speciesofMGSbyrpoB gene.SodA geneisnot
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adequatefortheidentificationofS.mitisandS.pneumoniaeanddidnotcoincide
with theresultsobtainedby therpoB gene.ThedatashowedthattheSgo41,
Sor24,Spa17and Ssa21DNA probeswerespecies-specificforS.gordonii,S.
oralis, S. parasanguinis, and S. sanguinis, respectively. Interestingly, the
strain-specificprobesforStreptococcusmitisKCTC3556T,Smi21DNA probe,was
developed.ThePCRdatashowedthatspecies-specificPCRprimerforS.gordonii,
Sgo41-F1/R1. and two pairs of S. mitis KCTC 3556T-specific primers,
Smi21-f-F2/R2 and Smi21-b-F/R were developed.These results indicate that
Sgo41-F1/R1primercouldbeusefulintheidentificationofS.gordoniiandthis
primerissuitable forthedetectionofS.gordoniiinclinicalsamples.Inaddition,
twoPCRprimersets,Smi21-f-F2/R2andSmi21-b-F/R,haveprovenusefulforthe
identificationofS.mitisKCTC3556T,especiallywithregardtothemaintenanceof
thestrain.
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III...서서서 론론론

현재 streptococci(연쇄상구균)는 50종 이상의 균종(bacterialspecies)으로 분류되어
있고,각 세균종 표준균주들의 16SrRNA 유전자 염기서열 비교 분석법에 의해 mitis,
mutans,anginosus,bovis,pyogenic및 salivarius등의 여섯 개 phylogenetic군으로
나누어진다(Hoshinoetal.,2005,Kawamuraetal.,1995).그중 구강 내에 존재하는
mitisgroup(군)연쇄상구균들은 치아표면에 주된 집락을 이루며 구강질환의 원인균들
이 치아에 부착하는 것을 촉진하거나 저해하기도 한다.예를 들어 mitis군에 속하는
Streptococcusgordonii는 획득피막의 타액 단백질에 결합할 수 있고(Gibbonsetal.,
1991, Scannapieco et al., 1995), 치주질환의 주요한 원인균종 중 하나인
Porphyromonasgingivalis와 결합할 수 있는 부위를 제공한다(Lamontetal.,1993).
반면에 이들 mitis군 연쇄상구균들은 치아우식증의 주요한 원인균종인 mutans군 연
쇄상구균들과 경쟁적으로 치아 표면에 부착한다(Nyvadetal.,1990).
Mitis군 연쇄상구균에 속하는 균종들은 치의학뿐만 아니라 의학에서도 중요한 균주

이다.이들은 상기도에 공생하며 특히,S.pneumoniae는 국소적 또는 전신감염의 주요
원인 균주이고 다른 mitis군 연쇄상구균은 아급성세균성 심내막염(Baddouretal,.
1994,Douglasetal.,1993),neutropenic암환자에게 두드러지게 나타나는 패혈증
(Beightonetal.,1994,Bochudetal.,1994,Jacobsetal.1995),수막염(Cabelloset
al.,1999)및 안구감염(Arbiqueetal.,2004)의 중요 병인체로도 알려져 있다.
Mitis군 연쇄상구균들을 종 수준으로 정확하게 동정하는 것은 기회감염의 발병기전

과 균주들의 증가하는 항생제 내성에 관한 분자역학 등을 이해하는 필수 조건이다.현
재 임상에서 연쇄상구균 균주들을 동정하기 위해, Rapid ID 32 STREP
system(BioMéieux,LaBalmelesGrottes,France)과 STREPTOGRAM(WakoPure
Chemicals,Osaka,Japan)과 같은 세균의 특정 효소활성 여부를 검사하는 일종의
phenotypic실험 킷트를 일반적으로 사용하고 있다.하지만,이들의 종 수준에서의 동
정률은 30-50%인 것으로 보고되었다(Frenchetal.,1989,Hinnebuschetal..1991).
세균의 종 수준에서의 동정에 있어서 일종의 황금기준(golden standard)은

DNA-DNA hybridization법과 16SrRNA 유전자(16SrDNA)핵산염기서열 비교분석
법이다(Krieg2001).특히,세균종들의 16SrDNA 핵산염기서열은 진화론적 측면에서
종간에 잘 보조되어 있으며,데이타베이스가 잘 구축되어 있으며,다른 분류학적 방법
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들에 비해 수월하기 때문에 가장 널리 사용되고 있다.그러나 mitis군 연쇄상구균 종
중의 S.pneumoniae,S.mitis및 S.oralis의 경우는 16SrDNA 핵산염기서열들은 서
로 99%의 상동성을 가지고 있다(Hoshinoetal.,2005).그래서 Streptococcus속에 속
하는 균종을 동정하기 위해,여러 housekeeping유전자의 핵산염기서열을 비교분석하
는 multilocussequencetyping(MLST)법이 이용되고 있다.즉,기능 RNA를 코딩하는
유전자인 RNA subunitofendonucleaseP(rnpB)(Tappetal.,2003),단백질을 코딩하
는 유전자인 D-alanine:D-alanineligase(ddl)(Garnieretal.,1997,Kawamuraetal.,
1999,Hoshinoetal.,2005),β subunitofRNA polymerase(rpoB)(Drancourtetal.,
2004), heat shock protein(groESL)(Teng et al., 2002), elongation factor
Tu(tuf)(Picardetal.,2002),glutamatedehydrogenase(gdh)(Hoshinoetal.,2005)및
manganese-dependentsuperoxidedismutase(sodA)(Hoshinoetal.,1999)유전자들이
이용되고 있다.그러나 이용되는 housekeeping유전자에 따라 연쇄상구균의 종 수준에
서의 분류가 틀린 결과가 나오는 균주들이 있기 때문에,특정 한 가지 유전자의 핵산
염기서열만을 비교분석하여 모든 연쇄상구균 균주를 종 수준으로 동정하기는 어렵다.
세균을 종 수준으로 동정하는 데 이용되는 방법 중 하나가 DNA 프로브법이다.이

때 사용되는 DNA 프로브는 세균 전제 지놈 DNA,특정 유전자,oligonucleotides및
무작위 클로닝법에 의한 세균 지놈 DNA 일부분 등이 있다.이들 DNA 프로브의 종
특이성을 검증하기 위해서는 southernblot분석법을 시행해야 한다.즉,10개의 DNA
프로브의 종 특이성을 검증하기 위해서는 10번의 Southernblot분석법을 시행해야하
기 때문에 무작위 클로닝법에 의해 DNA 프로브를 개발하는 경우 많은 시간적 및 경
제적 제약이 따랐다.하지만,최근 inverteddotblothybridization(IDBH)검색법이 개
발되어 한번의 dotblothybridization에 의해 96개의 DNA 프로브의 종 특이성을 검색
할 수 있고,여기에서 일차 선발된 DNA 프로브를 이용해 Southernblot분석법으로
종 특이성을 최종 확인하는 방법이 개발되었다(Kooketal.,2003a).이 방법을 이용하
여 최근 무작위 클로닝법과 southernblot분석법에 의해 세균의 종-특이뿐만 아니라
균주-특이 DNA 프로까지 개발되었으며,이들 DNA 프로브의 핵산염기서열을 바탕으
로 종-특이 및 균주-특이 중합효소연쇄반응(polymerasechainreaction,PCR)프라이
머까지 개발되었다(Gangetal.,2002,Kim etal.,2005,Shinetal.,2006).
실제 임상에서 특정 질환과 관련된 병원성세균을 동 수준으로 동정하기 위해서는 신

속성,경제성 및 정확성이 요구되기 때문에 DNA-DNA hybridization 법이나 16S
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rDNA 핵산염기서열 비교분석법을 이용하기는 어렵다.그러므로 현재까지 개발된 여러
방법들 중에서 중합효소연쇄반응(PCR)법이 비교적 신속 정확하게 세균을 중 수준으로
동정할 수 있는 것으로 알려져 있다.그러므로 병소부위에서 세균을 직접 또는 배양
후 종 수준으로 검출 또는 동정하기 위해서는 PCR법을 이용하여 세균을 종-수준으로
동정하는 것이 현실적으로 최선의 방법이라고 생각된다.
그러므로 본 연구는 한국인의 구강에서 분리되어 16SrDNA 핵산염기서열 비교 분

석법으로 mitis군의 연쇄상구균으로 동정된 균주를 rpoB와 sodA 유전자를 클로닝하
여 핵산염기서열을 결정하여 MLST법으로 종 수준으로 동정하고,IDBH 검색법 및
Southernblot분석법으로 mitis군에 속하는 연쇄상구균들 중 6개의 세균 종에 대한
종-특이 DNA 프로브를 개발하며,이 프로브들의 핵산염기서열을 바탕으로 종-특이
PCR프라이머를 개발하고자 시행되었다.
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IIIIII...연연연구구구재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...세세세균균균 및및및 세세세균균균배배배양양양 조조조건건건
본 연구에서 이용된 균주들 중 S.mitisKCTC,3556T,S.oralisCCUG 24891T,S.

pneumoniaeCCUG 28588T,S.gordoniiCCUG 25608T,S.sanguinisCCUG 17826T,
S.parasangunisCCUG 30417T,Streptococcusoralis(KCTC 5605,KCCM 41567),
Streptococcuspneumoniae(KCTC3932,KCCM 40410,KCCM 41569,KCCM 41570),
및 Streptococcussp.(KCTC 5606/JCM 5702,KCTC 5607/JCM 5704)등의 표준균주
및 참고균주들은 CCUG(Culture Collection, University of Göteborg, Sweden),
KCTC(Korean Collection forTypeCultures,BiologicalResourceCenter,Daejeon,
Korea)또는 KCCM(KoreanCultureCenterofMicroorganism,Seoul,Korea)에서 구
입하여 사용하였다.또한,임상에서 분리 동정된 균주들은 한국구강미생물 자원은행
(KCOM,KoreanCollectionsofOralMicrbiology,Gwangju,Korea)에서 분양받아 사
용하였다.이들 임상균주들은 악골골수염 병소 부위,치수염 부위,상악동염 병소부위
그리고 교정 환자나 소아의 치면세균막에서 분리되었다(임 등 2004,임 등 2006,최 등
2006)(Table1).
본 연구에 사용된 모든 연쇄상구균 균주들은 BHI(Brain heartinfusion,Difco

Laboratory,Detroit,MI,U.S.A.)배지로 37℃ 세균배양기에서 24시간 동안 배양하여 다
음 실험에 사용하였다.

222...세세세균균균 gggeeennnooommmiiicccDDDNNNAAA의의의 추추추출출출
세균의 지놈 DNA는 G-spinTM GenomicDNA ExtractionKit(iNtRON Co.,Seoul,

Korea)를 이용하여 제조회사의 지시에 따라 DNA를 추출하였다.즉,세균 배양액 1.5
㎖를 10,000× g의 원심력을 이용하여 세균을 수확한 다음 50㎕의 Pre-incubation
solution과 3㎕의 lysozymesolution을 넣고 잘 혼합한 다음 37℃에서 1시간 동안 배양
하였다.여기에 250㎕의 G-buffersolution을 넣고 잘 혼합한 다음 65℃에서 15분간 반
응시키고,250㎕의 Bindingsolution을 넣고 잘 혼합한 다음 vortexing하였다.이러한
celllysates를 G-spinTM column에 넣고 13,000rpm에서 1분간 원심분리하였다.Column
에 500㎕의 washingbufferA를 넣고 다시 1분간 원심분리하였다.여기에 500㎕의
washingbufferB를 넣고 다시 1분간 원심분리하고,G-spinTM column을 새로운
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Table1.Isolationsiteofmitisgroupstreptococci

Patient number Isolation
Number of 

isolates

구강외과 3 Lt Mn angle area 3

구강외과 5 Osteomyelitis 23

구강외과 10 Both Maxillary sinusitiss POMC.(Lt) 8

구강외과 12 Maxillary sinusitis (POMC) 13

구강외과 13 Maxillary sinusitis 2

구강외과 14 Chronic osteomelitis 5

예방 16 Subgingival dental plaque, Gingivitis 1

예방 18 Subgingival dental plaque, Gingivitis 1

예방 20 Subgingival dental plaque, Periodontitis 2

예방 22 Subgingival dental plaque, Gingivitis 1

예방 29 Subgingival dental plaque, Gingivitis 1

보존 EN86 Acute pulpitis 1

보존 EN93 Acute pulpitis 3

보존 EN95 Periapical abscess 4

보존 EN99 Acute pulpitis 2

보존 EN102 Acute pulpitis 2

보존 EN104 Acute pulpitis 1

보존 EN107 Acute pulpitis 2

보존 EN112 Acute pulpitis 2

소아 10 normal 1

교정 35 normal 2

교정 47 normal 1

Total 81
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eppendorftube에 넣고 100㎕의 elution buffer를 넣고 1분간 실온에 방치한 다음
13,000rpm에서 1분간 원심분리하였다.

333...MMMuuullltttiiilllooocccuuusssssseeeqqquuueeennnccceeetttyyypppiiinnnggg(((MMMLLLSSSTTT)))
본 연구에서 분석하고자 한 16SrDNA,rpoB,sodA 유전자를 PCR법으로 증폭하기

위해 참고 문헌에 보고되었던 프라이머들(Laneetal.1985,Drancourtetal.,2004,
Kawamuraetal.1999)을 사용하였고,이들 프라이머는 Bioneer사(Daejeon,Korea)에
의뢰하여 제작하였다.본 연구에서 사용된 각 유전자를 증폭하기 위한 프라이머와 프
라이머 핵산염기서열 그리고 중합효소연쇄반응 조건을 Table2에 정리하였다.

444...PPPCCCRRR증증증폭폭폭물물물의의의 클클클로로로닝닝닝과과과 플플플라라라스스스미미미드드드 DDDNNNAAA추추추출출출 및및및 핵핵핵산산산염염염기기기서서서열열열 결결결정정정
PCR 증폭물은 pGEN-T easy vector(Promega Crop.,Madison,WI,USA)에

제조회사의 지시에 따라 클로닝하고,E.coliDH5α에 형질전환 하였다.재조합
플라스미드는 AccuPrepTM Plasmid Extraction Kit(Bioneer Corp., Daejeon,
Korea)를 이용하여 제조회사의 지시대로 추출하였다.즉,세균배양액 1㎖를 30초간
원심분리(12,000 × g)하고,얻어진 세균 덩어리를 250㎕의 Resuspension buffer를
가하여 잘 현탁한 후,250㎕ Lysisbuffer를 첨가하여 천천히 잘 혼합한 다음,350
㎕의 Neutralizationbuffer를 첨가한 즉시 잘 섞은 후에 얼음에 5분간 방치하였다.
이것을 10분간 원심분리(12,000× g)하여 상층액을 Bindingcolumntube에 옮기고,
1분간 원심분리(12,000× g)하였다.여과액은 버리고,Binding columntube에 80%
에탄올을 700㎕ 넣은 후 1분간 원심분리(12,000×g)하였다.Bindingcolumntube에
남아있을 여분의 에탄올을 제거하기 위해 여과액을 버리고, 다시 30초간
원심분리(12,000× g)하였다.Binding column을 새로운 eppendorftube로 옮기고,
여기에 100㎕의 Elutionbuffer를 넣고 1분간 기다린 다음 다시 1분간 원심분리(12,000
× g)하여 여과액을 -20℃에서 보관하여 핵산염기서열 결정에 사용하였다. 각
유전자의 핵산 염기서열 결정을 위해 16S rDNA는 ChDC-GEM-F(5'-TTC CCA
GTC ACG ACG TTG TAA AA-3'),ChDC-GEM-R(5'-GTG TGG AAT TGT
GAG CGG ATA AC-3')과 Seq-F1(5'-CCT ACG GGA GGC AGC AG-3')을
사용하였고,rpoB는 ChDC-GEM-F/R 프라이머를 사용하였다.sodA 유전자 의
핵산염기서열 결정은 PCR증폭물을 PCRquickspinTM PCRproductpurificationKit
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Table2.PCRprimersequencesusedinthisstudy

* ThenumberofPCR cyclewas30;ID,initialdenaturation;D,denaturation;A,
annealing;E,extension;FE,finalextension.

Gene Primername;
oligonucleotidesequences(5'→ 3')

PCRcondition*
IDtemp,time
Dtemp,time
A temp,time
Etemp,time
FEtemp,time

Ampli
-con
size(bp)

16S
rDNA

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
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(iNtRON Co.,Seoul,Korea)를 이용해 정제한 후 sodA-F3(5'-AGA AAA ACA CCC
TGA AAT CGG-3')와 sodA-R4(5‘-TGA CAA CCA ACC ATG CCC AAC C-3')
프라이머를 사용해 PCR증폭물을 directsequencing하였다.

555...무무무작작작위위위 클클클로로로닝닝닝법법법에에에 의의의한한한 세세세균균균 DDDNNNAAA 절절절편편편 클클클로로로닝닝닝...
세균 DNA 프로브를 클로닝하기 위하여,세균 지놈 DNA를 HindⅢ(TaKaRaBioInc.

Japan) 제한효소로 절단하였다.이들 DNA 절편을 HindⅢ 제한효소로 절단하고,
bacterialalkalinephosphatase(TaKaRa)로 5'의 인산기를 제거한 pBluescriptllKS(+)
vector(strtagene,LaJolla,CA,USA)를 DNA ligase(TaKaRa)로 ligation한 후 이들
ligation혼합물을 E.coliDH5α에 형질전환하였다.

666...DDDNNNAAA프프프로로로브브브의의의 정정정제제제 및및및 표표표지지지
DNA 프로브의 정제는 QIAEX ⅡⓇ(QIAGEN Inc.,Valencia,CA,USA)를 이용하여

제조회사의 지시에 따라 정제하였다.즉,1.5% 아가로스 젤 상에서 전기영동한 후
DNA 절편이 있는 부분을 깨끗하게 절제하여 1.5㎖ eppendroftube에 담고,buffer
QX1을 아가로스 젤 250㎎당 600㎕를 넣은 후 QIAEX Ⅱ를 30초간 희석한 다음 20㎕
를 넣고,50℃에서 10분 동안 중탕하여 젤을 완전히 녹인 후,30초간 원심분리(13,000×
g)하여 상층액은 버리고,bufferQX1500㎕로 압착결정을 세척한 다음 30초 동안 원심
분리(13,000×g)하였다.bufferPE500㎕로 2회 세척하여 30초 동안 원심분리(13,000×
g)한 후 10～15분 정도 압착결정을 건조시킨 다음 10mM Tris-Cl(pH 8.5)20㎕로
elution하여 실험에 사용하였다.
DNA 프로브로 사용될 세균 지놈 DNA 및 HindIII로 절단하여 클로닝된 DNA 절편

은 DIG-HighPrime(RocheDiagnostics,Mannheim,Germany)을 이용하여 표지하였
다.1㎍의 세균 지놈 DNA 또는 20ng의 HindIII로 분해된 DNA 절편을 최종 부피가
16㎕가 되도록 증류수로 희석하였다.이를 넣고 끊는 물에서 10분간 가열하여 DNA를
변성시킨 후 재빨리 얼음에 넣어 식혔다.여기에 4㎕ DIG-HighPrime을 첨가하여 잘
섞고 잠깐 원심분리한 후 37℃에서 12시간 배양하였다.배양 후 0.2M EDTA를 넣어
반응을 정지시켰다.표지된 DNA는 AccuPrepTM PCR Purificationkit(BioneerCo.)를
이용하여 제조회사의 지시에 따라 정제하였다.즉,표지된 DNA 20㎕당 PBbuffer100
㎕를 넣어 희석한 다음 bindingcolumntube에 담아 실온에서 1분간 원심분리(13,000×
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g)하여 column을 통과한 여과액은 버리고,다시 W buffer250㎕를 넣어 2회 반복하
였다.여분의 W buffer를 완전히 제거하기 위해 담아 실온에서 1분간 원심분리
(13,000×g)하여 column을 통과한 여과액은 버리고,다시 W buffer250㎕를 넣어 2회
반복하였다.여분의 W buffer를 완전히 제거하기 위해 2분간 원심분리(13,000×g)한
후 column을 새로운 1.5㎖ eppendroftube에 옮기고 여기에 30㎕의 E buffer를 넣고
실온에서 1분간 원심분리 하여 여과액을 실험에 사용하였다.

777...IIIDDDBBBHHH 검검검색색색 및및및 SSSooouuuttthhheeerrrnnnbbblllooottt분분분석석석
Mitis군 연쇄상구균 중 6균종의 종-특이 DNA 프로브 후보를 IDBH 검색법으로 찾

기 위해,각 균종의 표준균주들인 S.mitisKCTC,3556T,S.oralisCCUG 24891T,S.
pneumoniaeCCUG 28588T,S.gordoniiCCUG 25608T,S.sanguinisCCUG 17826T
및 S.parasangunisCCUG30417T의 지놈 DNA로 부터 무작위 클로닝 된 HindIII제
한효소 DNA 절편이 삽입된 재조합 플라스미드들 중 각각의 균주로부터 16개씩을 선
택하였다.이들 재조합 플라스미드(20ng)를 10분간 끊여서 변성시키고,얼음에서 5분간
방치하였다.그 후 변성된 재조합 플라스미드를 Nylonmembrane(RocheDiagnostics)
에 옮긴 다음,120℃ 진공오븐에서 30분 동안 baking하여 DNA를 membrane에 고정시
켰다.
Southern blot을 시행하기 위해 각 세균에서 추출한 5μg의 지놈 DNA를 HindⅢ

(TaKaRa) 제한효소로 절단한 다음 0.8% Agarose gel에 전기영동하고 Vacuum
Blotter(Model785,Bio-RadLaboratories,Hercules,CA,USA)를 이용하여 통상의
vacuum transfer법으로 Nylon membrane(RocheDiagnostics)에 transfer하고,120℃
진공오븐에서 30분 동안 baking하여 DNA를 membrane에 고정시켰다.
Hybridization은 통법으로 시행하였다.즉,membrane을 hybridization용액(5×SSC,

50% formamide,0.1% sodium-lauroylsarcosine,0.02% SDS,2% BlockingReagent)으
로 2시간 동안 prehybridization시킨 다음 이를 버리고,새로운 hybridization용액에
DIG-HighPrime(RocheDiagnostics)을 이용하여 labeling시킨 각 세균의 전체 지놈
또는 DNA 프로브를 첨가하여 12시간 hybridization시켰다.Membrane을 실온에서 5분
간 2×wash용액(2×SSC,0.1% SDS)으로 2회 세척하고 다시 0.5×wash용액(0.5×
SSC,0.1% SDS)으로 68℃에서 15분간 2번 세척하였다.
표지된 DNA 프로브가 membrane상의 표적 DNA 가닥과 hybridization됨을 알아보
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기 위한 detection과정은 RocheDiagnostics사의 chemiluminescentdetectionkit를 사
용하였으며,제조회사의 지시대로 시행하였다.즉,membrane을 100㎖의 Blocking
solution(buffer2)에 넣고 30분간 배양한 후 buffer2에 anti-DIG-APconjugate를 75
mU/㎖(1:10000)첨가하여 희석한 20㎖ antibodysolution에 membrane을 넣고 30분간
반응시켜서 15분간 100㎖의 washingbuffer로 2회 세척하였다.Membrane을 20㎖의
Detectionbuffer(buffer3)에서 2～5분간 안정되게 하였다.DNA쪽이 위로가게 하여
membrane을 polyethylenefilm상에 놓고 약 1㎖의 기질 (CSPDⓇ)용액을 적용한 후,
즉시 반대 측 sheet로 덮어 기질이 membrane상에 고루 퍼질 수 있게 하였다.5분간
상온에서 반응 후 과량의 액을 제거하고 film의 가장자리를 봉하여,luminescent
reaction이 일어나도록 37℃ 배양기에서 15분간 반응시킨 후, 상온에서 X-ray
film(Lumi-film chemiluminescentⓇ,RocheDiagnostics)에 1～3시간 노출시켰다.

888...DDDNNNAAA 프프프로로로브브브 핵핵핵산산산염염염기기기서서서열열열결결결정정정 및및및 PPPCCCRRR프프프라라라이이이머머머의의의 설설설계계계 및및및 PPPCCCRRR
DNA 프로브의 핵산 염기서열 결정을 위해 ChDC-F(5‘-AAT ACG ACT CAC

TAT AGG GCG AA-3’)와 ChDC-R(5’-CCT CAC TAA AGG GAA CAA AAG
C-3’) 프라이머를 사용해 분석하였고 프로브의 사이즈가 큰 Spn8의 경우
ChDC-F/ChDC-R 로 읽힌 염기서열을 바탕으로 프라이머 Spn8F-F(5'-ACG ACG
TCC GCT AAT CTT TTC ATA-3')와 Spn8F-R(5‘-ATG TCG AGG CAG CCA
AGTTTTT-3')을 설계하여 핵산염기서열을 결정하였다.
종-특이 프라이머를 개발하기 위하여 본 실험에서 선택된 프로브의 핵산염기서열을

바탕으로 프라이머를 설계하여 그 프라이머 쌍들의 종 특이도를 PCR로 확인하였다.
이때 PCR조건은 초기변성과 변성의 조건을 95℃에서 2분 94℃에서 1분 시행하고 결
합은 각 프라이머의 적정 온도에서 45초 중합은 72℃에서 45초로 변성,결합,중합의
조건을 30회 반복한 후 추가 중합을 72℃에서 5분간 시행하였다.선택된 프로브를 바
탕으로 설계한 프라이머는 Sgo41-F1/R1,Smi21-f-F2/R2,Smi21-b-F/R,Spn8-F1/R1,
Sor24-F1/R1,Spa17-F/R,Ssa21-F3/R2이고,이들의 결합온도는 각각 54℃,50℃,5
0℃,61℃,59℃,59℃,70℃이다(Table2).
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ⅢⅢⅢ...연연연구구구 결결결과과과

111...MMMLLLSSSTTT법법법에에에 의의의한한한 mmmiiitttiiisss군군군 연연연쇄쇄쇄상상상구구구균균균의의의 종종종 수수수준준준에에에서서서의의의 동동동정정정
한국구강미생물자원은행에서 분양받은 mitis 군 연쇄상구균의 16S rDNA,rpoB,

sodA 유전자들을 PCR법으로 증폭한 결과 각각 약 1502bp,740bp그리고 430bp크기
의 증폭물을 얻어 핵산염기서열을 결정하였다.본 연구에서 16SrDNA 핵산염기서열
을 재결정하여 이들이 모두 mitis군의 연쇄상구균임을 확인하였다(Table3).Mitis군
의 13균종 중 보유하지 않은 7균종 S. pseudopneumoniae, S. peroris, S.
oligofermentans,S.infantis,S.sinensis,S.australis,S.cristatus표준균주의 16S
rDNA,rpoB,sodA 유전자의 핵산염기서열을 GenBank의 데이터베이스에서 다운받아
사용하였다.
본 연구에서 사용된 mitis군 연쇄상구균들의 16srDNA,rpoB,sodA 유전자의 핵

산염기서열을 분석하여 종 수준으로 동정하기 위하여 MegAlign(DNASTAR Inc.,
USA) 프로그램을 이용하여 ClustalV 방법에 의해 phylogenetictree로 도식화 하였
다(Fig.1-4).Mitis군 연쇄상구균에 속하는 13종 표준균주들만의 분석결과 16SrDNA
는 S.mitis,S.pneumoniae,S.oralis,S.pseudopneumoniae의 핵산염기서열의 상이
성이 0.5%이내인 것을 알 수 있었고,sodA 유전자의 경우 S.pneumoniae와 S.
pseudopneumoniae균주의 핵산염기서열이 거의 100% 일치하여 두 균주의 분류는 어
려운 것으로 나타났다(Fig.1).rpoB 유전자의 경우 16SrDNA로 분류가 어려운 균주
들의 핵산염기서열의 상이성이 2-4%로 더 높았고 세 유전자 중 13균주의 핵산염기서
열의 상이성이 가장 높은 것을 알 수 있었다(Fig.1).이러한 이유로 본 연구에서 사용
된 균주들의 최종 종 수준의 동정은 표준균주들의 rpoB 유전자 핵산염기서열을 기준
으로 분류하였다(Table3).
임상에서 분리된 81개의 균주들 및 8개의 참고 균주들을 13개의 표준균주들의 세 유

전자의 핵산염기서열들을 기준으로 상동성을 비교 분석한 결과 이들 대부분은 11종의
균종에 속하는 것으로 알 수 있었다(Fig2.-Fig.4).Mitis군 내의 어떤 균종 중에도
속하지 않은 균주(Streptococcussp.)들은 16SrDNA,rpoB,sodA유전자들 각각을 기
준으로 하여 41균주,7균주,22균주로 분석되었다.표준균주들의 16SrDNA로 분류가
어려웠던 S.mitis,S.pneumoniae,S.oralis균종의 분류는 rpoB 유전자에 의해 참고
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균주와 임상균주가 각각 8균주,3균주 그리고 22균주로 명확히 분류되었다.참고균주
Streptococcussp.KCTC5607의 경우 표준균주들의 rpoB와 sodA 유전자 핵산염기서
열을 기준으로 분석할 경우 모두 S.oraliscluster에 포함되어 S.oralis로 동정하였고,
Streptococcussp.KCTC5606과 함께 ChDCB677,ChDCB685,ChDCB686임상균
주들이 S.pneumoniae와 S.oraliscluster사이에 다른 cluster로 분류되어 새로운 종
으로의 분류가 가능할 것으로 생각된다.표준균주들의 sodA 유전자 핵산염기서열을
기준으로 할 경우 S.pneumoniae와 S.pseudopneumoniae가 분류가 불가능 하였고,
표준균주들의 rpoB유전자 핵산염기서열을 기준으로 할 경우 S.mitis(bootstrapvalue
52.6% 이상)로 분류되었던 임상균주 8개중 5개(ChDCB183,ChDCB188,ChDCB231,
ChDC B242,ChDC PV-F28)가 S.mitis와 S.pneumoniae/S.pseudopneumoniae
cluster사이에 분류되었다.즉.이 5개의 임상균주는 S.mitis/S.pneumoniae/S.
pseudopneumoniae세 균주의 구분이 모호해 sodA 유전자로는 동정이 불가능 하였다.
또한 rpoB 유전자에 의해 S.mitis로 분류된 ChDC B300은 sodA에 의해서는 S.
pneumoniae/S. pseudopneumoniae cluster 내에 포함되었다. RpoB에 의해 S.
oligofermentans(bootstrapvalue100%)로 동정된 ChDC B689는 sodA에 의해서는 S.
oralis(bootstrap value 26%이하)로 동정되었고, sodA에 의해서 S.
oligofermentans(bootstrapvalue20.9%)로 동정된 ChDC B186은 rpoB에 의해서 S.
pneumoniae(bootstrapvalue63% 이상)로 동정되었다.또한 본 연구에 사용된 8개의
참고균주 중 rpoB에 의해서는 Streptococcussp.KCTC 5606이 그리고 sodA에 의해
서는 Streptococcussp.KCTC5606와 S.oralisKCCM 41567균주들이 S.oralis로 분
류되지 않고,어느 균종에도 포함되지 않는 것으로 나타났다.
본 연구에서 사용된 표준균주들의 세 가지 유전자 모두에서 동일한 종으로 분류된

균종은 S.gordonii로,6개의 임상균주가 동일하게 동정되었다.16SrDNA와 sodA 유
전자의 핵산염기서열 분석에 의해 S.sanguinis로 분류되었던 임상균주들을 rpoB유전
자의 핵산염기서열을 분석한 결과 16균주 중 11개의 균주들만이 S.sanguinis로 분류
되었고 나머지 5균주는 S.sinensis로 분류되었다.또한 16S rDNA와 rpoB에 S.
parasanguinis로 10개의 임상균주가 동정되었는데,sodA유전자로는 이들 10개의 균주
와 함께 rpoB에 의해 S.australis로 동정되었던 ChDCB330임상균주가 더 포함되었
다.
본 연구에서 임상균주들의 종 수준으로 동정을 표준균주들의 rpoB 유전자 핵산염기
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서열을 기준으로 하여,sodA와 16SrDNA 유전자들의 핵산염기서열을 가지고 종 수준
으로 동정한 결과와의 일치도를 백분율(%)로 정리하였다(Table4).
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Table3.Identificationofstreptococciclinicalisolatesbythecomparisonanalysis
bytherpoBgeneoligonucleotidesequenceatthespecieslevel.

1KCOM,KoreanCollectionforOralMicrobiology
2ChDC,DepartmentofOralBiochemistry,CollegeofDentistry,ChosunUniversity;

(continuedonnextpage)

Speciesandstrain KCOM1No./ChDC2No. Speciesandstrain KCOM No./ChDCNo.

StreptococcusmitisKCOM 1350/ChDCB183 S.oralis KCOM 1501/ChDCB674-Ⅰ
S.mitis KCOM 1355/ChDCB188 S.oralis KCOM 1502/ChDCB674-Ⅱ
S.mitis KCOM 1379/ChDCB231 S.oralis KCOM 1503/ChDCB676
S.mitis KCOM 1388/ChDCB242 S.oralis KCOM 1505/ChDCB678
S.mitis KCOM 1050/ChDCB300 S.oralis KCOM 1507/ChDC B680
S.mitis KCOM 1295/ChDCF276 S.oralis KCOM 1508/ChDCB681
S.mitis KCOM 1285/ChDCPV-F26 S.oralis KCOM 1518/ChDCB691
S.mitis KCOM 1286/ChDCPV-F28 S.oralis KCOM 1293/ChDCF221
S.pneumoniae KCOM 1353/ChDCB186 S.infantis KCOM 1358/ChDCB194
S.pneumoniae KCOM 1360/ChDCB196 S.infantis KCOM 1375/ChDCB227
S.pneumoniae KCOM 1016/ChDCB302 S.infantis KCOM 1377/ChDCB229
S.oralis KCOM 1401/ChDCB253 S.peroris KCOM 1475/ChDCB648
S.oralis KCOM 1407/ChDCB258 S.australis KCOM 1371/ChDCB218
S.oralis KCOM 1408/ChDCB260 S.australis KCOM 1386/ChDCB239
S.oralis KCOM 1414/ChDCB279 S.australis KCOM 1439/ChDCB315
S.oralis KCOM 1416/ChDCB286 S.australis KCOM 1441/ChDCB317
S.oralis KCOM 1422/ChDCB297 S.australis KCOM 1027/ChDCB330
S.oralis KCOM 1423/ChDCB298 S.australis KCOM 1444/ChDCB340
S.oralis KCOM 1442/ChDCB338 S.australis KCOM 1296/ChDCF297
S.oralis KCOM 1447/ChDCB402 S.australis KCOM 1496/ChDCB669
S.oralis KCOM 1493/ChDCB666 S.australis KCOM 1498/ChDCB671
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Table3.(continued)

1KCOM,KoreanCollectionforOralMicrobiology
2ChDC,DepartmentofOralBiochemistry,CollegeofDentistry,ChosunUniversity;

Speciesandstrain KCOM No./ChDCNo. Speciesandstrain KCOM No./ChDCNo.

StreptococcusgordoniiKCOM 1347/ChDCB180 S.sanguinis KCOM 1428/ChDCB305-Ⅰ

S.gordonii KCOM 1357/ChDCB193 S.sanguinis KCOM 1019/ChDCB305-II

S.gordonii KCOM 1364/ChDCB211 S.sanguinis KCOM 1434/ChDCB331

S.gordonii KCOM 1369/ChDCB216 S.sanguinis KCOM 1070/ChDCYSA1

S.gordonii KCOM 1387/ChDCB241 S.sanguinis KCOM 1169/ChDCYSA2

S.gordonii KCOM 1506/ChDCB679 S.sanguinis KCOM 1171/ChDCYSA4

S.parasanguinis KCOM 1352/ChDCB185 S.sanguinis KCOM 1192/ChDCYSA201

S.parasanguinis KCOM 1359/ChDCB195 S.sinensis KCOM 1372/ChDCB219

S.parasanguinis KCOM 1365/ChDCB212 S.sinensis KCOM 1017/ChDCB304-I

S.parasanguinis KCOM 1366/ChDCB213 S.sinensis KCOM 1427/ChDCB304-Ⅱ

S.parasanguinis KCOM 1368/ChDCB215 S.sinensis KCOM 1018/ChDCB304-III

S.parasanguinis KCOM 1370/ChDCB217 S.sinensis KCOM 1576/ChDCOS38

S.parasanguinis KCOM 1415/ChDCB285 Streptococcussp.KCOM 1349/ChDCB182

S.parasanguinis KCOM 1497/ChDCB670 Streptococcussp.KCOM 1425/ChDCB303-Ⅰ

S.parasanguinis KCOM 1585/ChDCOS49Streptococcussp.KCOM 1426/ChDCB303-Ⅱ

S.parasanguinis KCOM 1294/ChDCF229 Streptococcussp.KCOM 1504/ChDCB677

S.sanguinis KCOM 1567/ChDCB203 Streptococcussp.KCOM 1512/ChDCB685

S.sanguinis KCOM 1014/ChDCB259 Streptococcussp.KCOM 1513/ChDCB686

S.sanguinis KCOM 1419/ChDCB294 S.oligopermentusKCOM 1516/ChDCB689

S.sanguinis KCOM 1420/ChDCB295
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Table4.ProportionofidnetificationaccordingtorpoBgene.

Taxon
% ofstrains(numberofstrains)

rpoB sodA 16SrDNA

S.gordonii 100(6) 100(6) 100(6)

S.oralis 100(22) 86.4(19) 40.9(9)

S.mitis/S.oralis(19)

S.mitis 100(8) 25(2) 0(0)

S.mitis/S.pneumoniae(5)

S.pneumoniae 100(7) 0(0) 0(0)

S.pseudopneumoniae0(0) S.pseudopneumoniae
/S.pneumoniae(6)

S.pseudopneumoniae
/S.pneumoniae(6)

S.parasanguinis 100(10) 91(11) 100(10)

S.sanguinis 100(11) 75(16) 75(16)

S.sinensis 100(5) 0(0) 0(0)

S.australis 100(9) 11.1(1) 44.4(4)

S.peroris 100(1) 33.3(3) 100(1)

S.infantis 100(3) 75(4) 75(4)

S.oligofermentans 100(1) 0(1) 0(0)

Streptococcussp. 6 22 41
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222...IIIDDDBBBHHH 검검검색색색 및및및 SSSooouuuttthhheeerrrnnnbbblllooottt분분분석석석법법법을을을 통통통한한한 종종종---특특특이이이 DDDNNNAAA프프프로로로브브브의의의 개개개발발발
Mitis군 연쇄상구균의 균주 중 S.gordonii,S.oralis,S.mitis,S.pneumoniae,S.
parasanguinis 그리고 S.sanguinis 균종들의 종-특이 프로브를 개발하기 위해서
IDBH 검색법에 의해 각 세균종들의 표준균주 지놈 DNA를 HindⅢ로 절단한 DNA 절
편 중 크기가 0.5-2.0kbp 정도 되는 종-특이 DNA 프로브 후보들(Sgo41,708bp;
Sor24,1029bp;Smi21,1020bp;Spn8,1568bp;Spa17,669bp;Ssa21,938bp)을 선택하
였다(Fig5).
선택된 프로브의 종-특이도를 검증하기 위해 먼저 표준균주의 지놈 DNA를 이용하

여 Southernblothybridization을 시행하였다(Fig.6).그 결과 Sgo41,Sor24,Smi21과
Ssa21프로브는 각각 S.gordonii,S.oralis,S.mitis,및 S.sanguinis에 대한 종 특이
성이 있음을 알 수 있었다.Spn8의 경우 6종의 표준균주 모두에서 양성반응을 보였으
며,Spa17프로브는 S.parasangunisCCUG 30417T와 S.sanguinisCCUG 17826T 두
균주 지놈 DNA에 양성반응을 보였다(Fig.6).각 프로브들의 종-특이성을 표준균주들
의 rpoB 유전자 핵산염기서열 비교 분석에 의해 동정된 임상균주로 검증한 결과
Sgo41,Spa17,Sor24프로브는 각각의 세균 종에 대한 특이성이 있음을 알 수 있었다
(Fig.7,8,9).Spn8은 표준균주에서의 결과와는 일관성을 보이지 못하였으며(Fig.11),
Ssa21은 종-특이 프로브로 생각되나 임상균주에 의한 검증과정은 시행하지 못했다.표
준균주에서는 종-특이 프로브로 확인되었고,시험한 어느 임상균주에서도 양성반응이
확인되지 않은 Smi21은 StreptococcusmitisKCTC3556T 에 균주-특이 프로브로 확
인되었다(Fig.10).

3.프프프로로로브브브 핵핵핵산산산염염염기기기서서서열열열결결결정정정,,,종종종---특특특이이이 PPPCCCRRR프프프라라라이이이머머머의의의 설설설계계계 및및및 PPPCCCRRR
선택된 6개의 DNA 프로브 핵산염기서열을 결정하여 blastnsearch한 결과 Sgo41은

transcritionregulator인 lysR 유전자 92%의 상동성을 갖는 것으로 확인되었고,Smi21
은 앞쪽의 570bp는 glycosyltransferase로 뒤쪽의 약 400bp는 Eps9H로 99%의 상동성
을 확인하였으며 Spn8은 phosphoglucomutase로 99% 상동성을 Ssa21은 hypothetical
proteinHydrolase94%인 것을 알 수 있었다.그 외 Sor24과 Spa17은 각 균종에서는
아직 밝혀지지 않은 유전자인 것으로 확인되었다.
각 프로브들의 핵산염기서열을 바탕으로 PCR프라이머를 디자인 하여 중합연쇄반응

을 시행한 결과 Sgo41-F1/R1는 S.gordonii에 대한 종-특이 프라이머로 확인되었고
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(Fig.12),Ssa21-F3/R2프라이머의 경우 sodA와 16SrDNA에 의해 동정된 16개의 S.
sanguinis에서 증폭물이 확인되었다(Fig.13).
Smi21-f-F2/R2와 Smi21-b-F/R프라이머 쌍은 균주-특이 프로에서 검증된 것과 같

이 StreptococcusmitisKCTC3556T에 균주-특이적인 프라이머로 확인되었다(Fig.14
와 15).
Sor24프로브의 핵산염기서열을 바탕으로 디자인된 5쌍의 프라이머들을 이용하여

PCR을 수행한 결과 mitis군 표준균주에서는 S.oralis종-특이 적으로 확인되었으나,
참고균주 중 KCTC5605와 KCTC5607두 균주와 임상균주 18균주 중 11균주에서만,
즉 S.oralis균주 중 59%에서 증폭물이 확인되었다.또한 Spn8프로브를 바탕으로 디
자인 된 프라이머 쌍 중 S.pneumoniae표준균주와 참고균주 모두에서 증폭물이 확인
된 프라이머들 모두 임상균주에서는 어떤 증폭물도 확인되지 않았다(Fig.16).
Spa17-F/R프라이머의 경우 rpoB유전자에 의해 S.parasanguinis로 동정된 10균주

와 ChDCB330임상균주 지놈 DNA에서 증폭물이 생성되었다(Fig17).이 11개의 균주
는 sodA유전자에 의해 S.parasanguinis로 동정된 균주들이다.
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Table5.Theresultsofhomologoussearch(BLASTn)ofDNA probes.

Probe genename
[species]

Locus
Name

Identity
(%)

Length
(bp)

Sgo41 transcriptionregulator,LysRfamily
[S.gordoniiChallisNCTC7868T] SGO_1088a 445/479

(92) 708

Smi21

glycosyltransferase,group 2 family
protein(V)
[S.mitisNCTC12261T]

SMT0223a 573/576
(99) 1020

Eps9H
[S.mitisNCTC12261T] SMT0222a 357/359

(99)
Spn8 Phosphoglucomutase

[S.pneumonia R6] spr1351a 577/579
(99%) 1568

Sor24

preprotein translocase, SecA subunit
(secA-2)
[S.pneumoniaeTIGR4]

SP_1759a 727/992
(73%)

1029secA2,verifiedframeshift(secA2)
[S.gordoniiChallisNCTC7868] SGO_0974a 598/901

(66%)
preprotein translocase, SecA chain
(secA)
[S.agalactiae 515]

SAL_1526a 619/1005
(61%)

Spa17

conservedhypotheticalprotein
[S.gordoniiChallisNCTC7868] SGO_1664a 383/571

(67%)

669
hypotheticalproteinhomologus
[S.pneumoniaeG54] SPN03121a 384/590

(65%)
conservedhypotheticalprotein
[S.mutansUA159] SMU_1703ca 403/636

(63%)
conservedhypotheticalprotein
[S.mitisNCTC12261] SMT0270a 368/574

(64%)

Ssa21

Conserved hypothetical protein
Hydrolase, alpha/beta superfamily,
putative
[S.sanguinisSK36]

CP000387b 891/938
(94%) 938

aTIGRlocusnameinthegenomicdatabaseofTIGR.
bGenBankaccessionnumber.
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Table6.Sequencesoftheprimersdesignedfrom probes.

Probe Oligonucleotidesequences(5'→ 3') Annealing
Temp.(℃)

Amplicon
size(bp)

Sgo41
Sgo41 F1-ATT CCC TTA GTG TTC TGA TTG TT

Sgo41 R1-GAC CCT CCG TTT CTT TAT GA
54 527

Smi21

Smi21-f-F2-TTG GGC TCA GAT AAA ATA AT

Smi21-f-R2-TTT GAA ACG TTG TCT TGA A
50 351

Smi21-b-F-ATT AAA ATA GCG ATG ATA CG

Smi21-b-R-AGA CCA GGA AAA ATT AAC TCA AAA
50 259

Spn8
Spn8 F1-CTG TGC CCC TCT TTG ATG GA

Spn8 R1-CTA CAC CGC GTT CTT TCT CGT T
61 409

Sor24
Sor24 F1-ACG GGG AGA GCC TGC GAT AAT

Sor24 R1-GGC TGA GAT GAA TAC GGG TGA GG
59 409

Spa17
Spa17 F-ATG GCC CAA ATC ACT CCT T 

Spa17 R-TTA TCC GCA YYA TCT TTT ATT TTG
59 509

Ssa21
Ssa21 F3-TGG AGC AGC CTG TCG TCA TCA T

Ssa21 R2-AGG CAG ACC AGC GAG TTT TCA TTT
70 635
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Table7.Specificityoftheprimersdesignedfrom probes.

(continuedonnextpage)

Speciesandstrain
primer

Sgo41

F1/R1

Smi21-f

F2/R2

Smi21

b-F/R

Sor24

F1/R1

Spn8

F1/R1

Spa17

F/R

SSa21

F3/R2

StreptococcusgordoniiCCUG25608T + - - - - - -
S.mitisKCTC3556T - + + - - - -
S.oralisCCUG24891T - - - + - - -
S.pneumoniaeCCUG28588T - - - - + - -
S.parasanguinisCCUG30417T - - - - - + -
S.sanguinisCCUG17826T - - - - - - +
S.oralisKCCM 41567 - - - - - - -
S.oralisKCTC5605 - - - + - - -
Streptococcussp.KCTC5606 - - - - - - -
Streptococcussp.KCTC5607 - - - + - - -
S.pneumoniaeKCCM 40410 - - - - + - -
S.pneumoniaeKCCM 41569 - - - - + - -
S.pneumoniaeKCCM 41570 - - - - + - -
S.pneumoniaeKCTC3932 - - - - + - -
Speciesandstrain KCOM No./ChDCNo.
S.gordonii KCOM 1347/ChDCB180 + - - - - - -
S.gordonii KCOM 1357/ChDCB193 + - - - - - -
S.gordonii KCOM 1364/ChDCB211 + - - + - - -
S.gordonii KCOM 1369/ChDCB216 + - - - - - -
S.gordonii KCOM 1387/ChDCB241 + - - - - - -
S.gordonii KCOM 1506/ChDCB679 + - - - - - -
S.parasanguinis KCOM 1352/ChDCB185 - - - - - + -
S.parasanguinis KCOM 1359/ChDCB195 - - - - - + -
S.parasanguinis KCOM 1365/ChDCB212 - - - - - + -
S.parasanguinis KCOM 1366/ChDCB213 - - - - - + -
S.parasanguinis KCOM 1368/ChDCB215 - - - - - + -
S.parasanguinis KCOM 1370/ChDCB217 - - - - - + -
S.parasanguinis KCOM 1415/ChDCB285 - - - - - + -
S.parasanguinis KCOM 1497/ChDCB670 - - - - - + -
S.parasanguinis KCOM 1585/ChDCOS49 - - - - - + -
S.parasanguinis KCOM 1294/ChDCF229 - - - - - + -
S.oligopermentus KCOM 1516/ChDCB689 - - - - - - -
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Table7.(continuedinpreviouspage)

(continuedonnextpage)

Speciesand
strain KCOM No./ChDCNo.

primer
Sgo41

F1/R1

Smi21-f

F2/R2

Smi21-b

F/R

Sor24

F1/R1

Spn8

F1/R1

Spa17

F/R

Ssa21

F3/R2

S.oralis KCOM 1401/ChDCB253 - - - - - - -
S.oralis KCOM 1407/ChDCB258 - - - - - - -
S.oralis KCOM 1408/ChDCB260 - - - - - - -
S.oralis KCOM 1414/ChDCB279 - - - - - - -
S.oralis KCOM 1416/ChDCB286 - - - - - - -
S.oralis KCOM 1422/ChDCB297 - - - - - - -
S.oralis KCOM 1423/ChDCB298 - - - + - - -
S.oralis KCOM 1442/ChDCB338 - - - - - - -
S.oralis KCOM 1447/ChDCB402 - - - + - - -
S.oralis KCOM 1493/ChDCB666 - - - + - - -
S.oralis KCOM 1501/ChDCB674-Ⅰ - - - + - - -
S.oralis KCOM 1502/ChDCB674-Ⅱ - - - + - - -
S.oralis KCOM 1503/ChDCB676 - - - + - - -
S.oralis KCOM 1505/ChDCB678 - - - + - - -
S.oralis KCOM 1507/ChDC B680 - - - + - - -
S.oralis KCOM 1508/ChDCB681 - - - + - - -
S.oralis KCOM 1518/ChDCB691 - - - + - - -
S.oralis KCOM 1293/ChDCF221 - - - + - - -
S.pneumoniae KCOM 1353/ChDCB186 - - - - - - -
S.pneumoniae KCOM 1360/ChDCB196 - - - - - - -
S.pneumoniae KCOM 1016/ChDCB302 - - - - - - -
S.mitis KCOM 1350/ChDCB183 - - - - - - -
S.mitis KCOM 1355/ChDCB188 - - - - - - -
S.mitis KCOM 1379/ChDCB231 - - - - - - -
S.mitis KCOM 1388/ChDCB242 - - - - - - -
S.mitis KCOM 1050/ChDCB300 - - - - - - -
S.mitis KCOM 1295/ChDCF276 - - - - - - -
S.mitis KCOM 1285/ChDCPV-F26 - - - - - - -
S.mitis KCOM 1286/ChDCPV-F28 - - - - - - -
S.peroris KCOM 1475/ChDCB648 - - - - - - -
S.sinensis KCOM 1372/ChDCB219 - - - - - - +
S.sinensis KCOM 1017/ChDCB304-I - - - - - - +
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Table7.(continuedinpreviouspage)

Speciesand
strain KCOM No./ChDCNo.

primer
Sgo41

F1/R1

Smi21-f

F2/R2

Smi21-b

F/R

Sor24

F1/R1

Spn8

F1/R1

Spa17

F/R

SSa21

F3/R2

S.sinensis KCOM 1427/ChDCB304-Ⅱ - - - - - - +
S.sinensis KCOM 1018/ChDCB304-III - - - - - - +
S.sinensis KCOM 1576/ChDCOS38 - - - - - - +
S.sanguinis KCOM 1567/ChDCB203 - - - - - - +
S.sanguinis KCOM 1014/ChDCB259 - - - - - - +
S.sanguinis KCOM 1419/ChDCB294 - - - - - - +
S.sanguinis KCOM 1420/ChDCB295 - - - - - - +
S.sanguinis KCOM 1428/ChDCB305-Ⅰ - - - - - - +
S.sanguinis KCOM 1019/ChDCB305-II - - - - - - +
S.sanguinis KCOM 1434/ChDCB331 - - - - - - +
S.sanguinis KCOM 1070/ChDCYSA1 - - - - - - +
S.sanguinis KCOM 1169/ChDCYSA2 - - - - - - +
S.sanguinis KCOM 1171/ChDCYSA4 - - - - - - +
S.sanguinis KCOM 1192/ChDCYSA201 - - - - - - +
S.infantis KCOM 1358/ChDCB194 - - - - - - -
S.infantis KCOM 1375/ChDCB227 - - - - - - -
S.infantis KCOM 1377/ChDCB229 - - - - - - -
S.peroris KCOM 1475/ChDCB648 - - - - - - -
S.australis KCOM 1371/ChDCB218 - - - - - - -
S.australis KCOM 1386/ChDCB239 - - - - - - -
S.australis KCOM 1439/ChDCB315 - - - - - - -
S.australis KCOM 1441/ChDCB317 - - - - - - -
S.australis KCOM 1027/ChDCB330 - - - - - + -
S.australis KCOM 1444/ChDCB340 - - - - - - -
S.australis KCOM 1296/ChDCF297 - - - - - - -
S.australis KCOM 1496/ChDCB669 - - - - - - -
S.australis KCOM 1498/ChDCB671 - - - - - - -
Streptococcussp. KCOM 1349/ChDCB182 - - - - - - -
Streptococcussp.KCOM 1425/ChDCB303-Ⅰ - - - - - - -
Streptococcussp.KCOM 1426/ChDCB303-Ⅱ - - - - - - -
Streptococcussp. KCOM 1504/ChDCB677 - - - - - - -
Streptococcussp. KCOM 1512/ChDCB685 - - - - - - -
Streptococcussp. KCOM 1513/ChDCB686 - - - - - - -
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ⅣⅣⅣ...총총총괄괄괄 및및및 고고고안안안

Mitis군 연쇄상구균에는 13개의 종이 속해 있지만,16SrDNA 핵산염기서열 결정법
에 의해 분류가 되지 않는 종들이 있다.본 연구는 한국인의 구강에서 16SrDNA 핵
산서열결정법에 의해 mitis군 연쇄상구균으로 동정된 81개의 임상균주와 8개의 참고
균주를 표준균주들의 rpoB 및 sodA 유전자 핵산염기서열을 바탕으로 종 수준으로 다
시 동정하고,IDBH 검색법 및 Southernblot분석법을 통하여 종-특이 DNA 프로브를
개발하며,이들 DNA 프로브의 핵산염기서열을 바탕으로 종-특이 PCR프라이머를 개
발하고자 시행되었다.
본 연구 결과 표준균주들의 rpoB 유전자 핵산염기서열을 비교 분석한 결과가 종간

의 상이성이 가장 컸고,또한 종간의 분류가 용이하였다.이러한 이유로 본 연구에서는
rpoB 핵산염기서열을 81개 임상분리 균주들을 종 수준으로의 동정 기준으로 정하였
다.그 결과 74개 임상균주가 11개 균종으로 분류되었으며,나머지 7개 균주는 새로운
종으로 재분류될 가능성이 있는 것으로 분석되었다.Michel등(2004)에 의하면 mitis
군 연쇄상구균의 rpoB 유전자의 핵산염기서열 유사성이 94%인 것으로 보고되었고,
sodA는 92%-96%(Kawamura et al., 1999, Poyart et al., 2000), groESL는
95.1%-91.5%(Vandammeetal.,1997)로 알려져 있다.Kawamura등(1999)은 mitis군
연쇄상구균을 sodA 부분 핵산 염기서열(366bp)을 비교 분석한 결과 S.pneumoniae를
제외한 mitis군 연쇄상구균 각 종의 cluster가 분리되었고 S.pneumoniae도 S.mitis
cluster내에 별개의 cluster를 이루어 모든 균종의 분류가 가능한 것으로 보고하였다.
또한 Hoshino등(2005)은 nonhemolytic연쇄상구균을 sodA 유전자에 의해 동정한 결
과 실험한 nonhemolytic연쇄상구균 중 96.6%가 성공적으로 동정되었고 mitis군 균주
들 포함한 모든 nonhemolytic연쇄상구균이 100% 정확하게 동정되었다고 보고하였다.
그러나 본 연구에서는 앞선 연구결과와는 다르게 sodA 유전자에 의한 동정 성공률은
78.6%에 그쳤고,S.pneumoniae와 S.pseudopneumoniae의 구별은 불가능하였으며,S.
pneumoniae와 S.mitis의 구별이 모호한 것으로 나타났다.Hoshino등(2005)은 rpoB
유전자 핵산염기서열을 이용한 연구 결과,S.sanguinisSK36한개의 균주를 제외한
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모든 nonhemolytic연쇄상구균을 종 수준으로 동정하였다고 보고하였다.하지만,본 연
구에서는 rpoB 유전자의 핵산염기서열을 기준으로 종 수준에서의 동정이 되지 않는
균주도 7균주가 있어서,동정 성공율은 93%였다.이러한 차이는 숙주에 따라 분리되는
연쇄상구균의 종의 다양성이 존재하기 때문인 것으로 생각된다.
참고균주들 중 KCTC 5607/JCM 5704와 KCTC 5606/JCM 5702들은 Bridgeand

Sneath에 의해 1982년에 S.oralis로 분리․동정되었으나,최근 일본의 JCM(Japan
CollectionofMicroorganisms)에서는 종 수준에서의 분류가 되지 않는 균주로 소개되
었다(http://www.jcm.riken.go.jp).본 연구에서 KCTC 5607/JCM 5704균주는 표준균
주의 rpoB와 sodA 두 유전자의 핵산염기서열과 상동성을 비교 분석한 결과 S.oralis
로 동정되었다.하지만,KCTC 5606/JCM 5702의 경우는 세 개의 임상균주들(ChDC
B677,ChDC B685,ChDC B686)과 함께 다른 표준균주들과는 별개의 cluster를 이룬
것으로 보아 새로운 균종으로 분류될 수 있는 가능성이 높은 것으로 생각된다.그러므
로 분류학적으로 세균의 종 수준에서의 동정에 있어서 일종의 황금기준인 DNA-DNA
hybridization법 및 여러 다른 세균 동정법을 시행하여 새로운 균종인지를 검증하는 연
구가 시행되어야 할 것으로 생각된다.
본 연구에서 5개 임상균주가 rpoB 유전자 핵산염기서열을 이용하여 비교 분석한 결

과 5개 임상균주가 S.sinensis로 분류되었다.이들 5개 임상균주들은 16S rDNA와
sodA 유전자에 의해서는 S.sanguinis로 분류되었다.최근 Hoshino등(2005)은 11개의
S.sanguinis중 한 균주(SK36)가 rpoB 유전자에 의해 S.sinensis로 잘못 동정되었다
고 보고하였다.따라서 본 연구에서 rpoB 유전자 분석법에 의해 S.sinensis로 동정된
5개의 임상균주들에 대한 종 수준에서의 재동정이 필요할 것으로 생각된다.
본 연구 결과,IDBH 검색법 및 Southernblot분석법에 의해 S.gordonii,S.oralis,

S.parasanguinis및 S.sanguinis각각에 대한 종-특이 DNA 프로브인 Sgo41,Sor24,
Spa17,그리고 Ssa21을 개발하였다.이들 중 Sgo41DNA 프로브의 핵산염기서열을 바
탕으로 S.gordonii에 대한 종-특이성이 있는 PCR 프라이머(Sgo41-F1/R1)가 개발되
었다.하지만,나머지 4개의 종-특이 DNA 프로브의 핵산염기서열을 바탕으로 한 종-
특이 PCR 프라이머는 개발되지 못하였다.이는 각 세균 종에 속하는 임상균주들의
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DNA 프로브에 해당하는 유전자의 핵산염기서열의 변이가 높기 때문인 것으로 생각된
다.그러므로,앞으로 각 DNA 프로브에 해당되는 유전자를 각 균주들에서 모두 클로
닝하여,이들의 핵산염기서열을 결정한 다음에 종-특이 PCR 프라이머를 설계하는 연
구가 필요하리라 생각된다.
본 연구에서 StreptococcusmitisKCTC3556T 균주 특이 DNA 프로브(Smi21)와 두

쌍의 PCR 프라이머들(Smi21-f-F2/R2와 Smi21-b-F/R)가 개발되었다.이는 Kim 등
(2005)이 Fusobacterium nucleatum ATCC25586T 균주-특이 DNA 프로브인 Fu12를
바탕으로 F.nucleatum ATCC25586T 균주-특이 PCR프라이머 세 쌍의 보고한 것과
유사한 결과이다.이는 같은 종에 속하는 균주들이라도 유전자형의 차이가 상당히 존
재함을 시사한다고 할 수 있다.
또한,Spn8-F1/R1프라이머쌍에 의해 서양인에서 분리 동정된 S.pneumoniae의 표

준균주와 참고균주 모두에서 PCR산물이 증폭되었지만,한국인에서 분리 동정된 임상
균주에서는 어떤 증폭물도 얻지 못했다.최근 정 등(2006)은 서양인에게서 분리 동정된
Prevotellaintermedia의 표준균주와 참고균주에 특이적인 DNA 프로브인 Pig6및
Pig6-F3/R3프라이머 쌍을 개발하여 보고하였다.이들의 결과는 본 연구와 동일한 것
으로,이는 서양인과 한국인에게서 분리된 동일한 균종의 구강미생물의 유전자형에 차
이가 있음을 시사하는 것이라 생각된다.
MLST에 이용되는 유전자의 핵산염기서열을 바탕으로 세균의 종-특이 프라이머가

개발되기도 한다.Fabien등(1997)은 D-alanin:D-alaninligases(ddl)유전자 내의 특정
증폭물을 가지고 viridans군과 milleri군 연쇄상구균을 동정할 수 있는 프라이머를 개
발하였다.이 연구에서 개발된 S.mitis와 S.oralis에 대한 종-특이 프라이머(F-1/F-2
와 G-1/G-2)를 이용하여,본 연구에서 이용된 한국인에서 분리 동정된 임상균주 지놈
DNA들을 이용하여 PCR을 시행하였다(Datanotshown).그 결과 S.mitis종-특이
프라이머에 의해서는 본 연구에서 동정된 임상균주 중 한 균주에서만 증폭물이 확인되
었다.S.oralis종-특이 프라이머에 의해서는 S.oralis로 동정된 임상균주에서는 양성
반응을 보였지만,표준균주에서는 PCR산물이 증폭되지 않았는데,이는 Kawamura등
(1999)의 연구 결과와 일치한 것이었다.이러한 결과들을 비교할 때,본 연구에서 mitis
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군 연쇄상구균을 종 수준으로 가장 잘 동정할 수 있는 rpoB 유전자의 핵산염기서열을
바탕으로 종-특이 PCR프라이머를 개발하는 연구를 차후에 수행하는 것도 좋을 것으
로 생각된다.
이상의 연구 결과를 종합하면,rpoB 유전자의 핵산염기서열을 바탕으로 mitis군 연

쇄상구균의 종 수준에서의 동정이 현재로써는 DNA-DNA hybrization법을 제외하고는
정확도가 가장 높은 것으로 생각되며,IDBH 검색법 및 Southernblot분석법이 세균
종의 종-특이 DNA 프로브 개발 및 종-특이 PCR 프라이머 개발에 유용하게 사용될
수 있을 것으로 생각된다.
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ⅤⅤⅤⅤ...결결결 론론론

본 연구는 한국인의 구강에서 16SrDNA 핵산서열결정법에 의해 mitis군 연쇄상구
균으로 동정된 81개의 임상균주와 8개의 참고균주를 표준균주들의 rpoB 및 sodA 유
전자 핵산염기서열을 바탕으로 종 수준으로 다시 동정하고,IDBH 검색법 및 Southern
blot분석법을 통하여 6개 종-특이 DNA 프로브를 개발하고,이들 DNA 프로브의 핵
산염기서열을 바탕으로 종-특이 PCR프라이머를 개발하고자 시행되었으며,다음과 같
은 결과를 얻었다.

1.한국인의 임상균주에서 분리된 81균주의 mitis군 연쇄상구균들은 rpoB 유전자의
핵산염기서열을 바탕으로,6균주가 S.gordonii,10균주가 S.parasanguinis,11균주
가 S.sanguinis,8균주가 S.mitis,3균주가 S.pneumoniae,18균주가 S.oralis,3균
주가 S.infantis,9균주가 S.australis,5균주가 S.sinensis,1균주씩의 S.peroris
및 S.oligofermentans로 동정되었고,나머지 7균주는 새로운 균종일 가능성이 있
는 것으로 생각된다.

2.IDBH 검색법 및 Southern blot분석법에 의해 S.gordonii,S.oralis 및 S.
parasanguinis각각에 대한 종-특이 DNA 프로브인 Sgo41,Sor24,그리고 Spa17이
개발되었다.이들 중 Sgo41DNA 프로브의 핵산염기서열을 바탕으로 S.gordonii에
대한 종-특이성이 있는 PCR프라이머(Sgo41-F1/R1)가 개발되었다.

3.StreptococcusmitisKCTC3556T 균주 특이 DNA 프로브(Smi21)와 두 쌍의 PCR
프라이머들(Smi21-f-F2/R2와 Smi21-b-F/R)가 개발되었다.

4.분리 동정된 표준균주와 참고균주의 S.pneumoniae에 특이적인 Spn8-F1/R1프라
이머 쌍이 개발되었다.

이상의 연구 결과를 종합하면,rpoB 유전자의 핵산염기서열을 바탕으로 mitis군 연
쇄상구균의 종 수준에서의 동정이 현재로써는 DNA-DNA hybrization법을 제외하고는
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정확도가 가장 높은 것으로 생각되며,IDBH검색법 및 Southernblot분석법이 세균종
의 종-특이 DNA 프로브 개발 및 종-특이 PCR프라머 개발에 유용하게 사용될 수 있
을 것으로 생각된다.
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ⅦⅦⅦ...FFFIIIGGGUUURRREEELLLEEEGGGEEENNNDDDSSS

Fig 1.CCCooommmpppaaarrraaatttiiivvveee ppphhhyyylllooogggeeennneeetttiiiccc tttrrreeeeeesss ooofff aaannnddd pppaaarrrtttiiiaaalllgggeeennneee
ssseeeqqquuueeennnccceeesss aaannnddd 111666SSS rrrRRRNNNAAA gggeeennneee uuusssiiinnnggg ttthhheee tttyyypppeee ssstttrrraaaiiinnnsss ooofff mmmiiitttiiisss gggrrrooouuuppp
ssstttrrreeeppptttooocccooocccccciii...

Fig 2.PPPhhhyyylllooogggeeennneeetttiiiccc tttrrreeeeeesss ooofff pppaaarrrtttiiiaaalllgggeeennneee ssseeeqqquuueeennnccceeesss uuusssiiinnnggg ttthhheee tttyyypppeee
ssstttrrraaaiiinnnsss,,,rrreeefffeeerrreeennnccceeessstttrrraaaiiinnnsssaaannndddiiisssooolllaaattteeesss...

Fig 3.PPPhhhyyylllooogggeeennneeetttiiiccc tttrrreeeeeesss ooofff pppaaarrrtttiiiaaalllgggeeennneeessseeeqqquuueeennnccceeesss uuusssiiinnnggg ttthhheeetttyyypppeee
ssstttrrraaaiiinnnsss,,,rrreeefffeeerrreeennnccceeessstttrrraaaiiinnnsssaaannndddiiisssooolllaaattteeesss...

Fig.4.PPPhhhyyylllooogggeeennneeetttiiiccctttrrreeeeeesssooofff111666SSSrrrDDDNNNAAA pppaaarrrtttiiiaaalllgggeeennneeessseeeqqquuueeennnccceeesssuuusssiiinnngggttthhheeetttyyypppeee
ssstttrrraaaiiinnnsss,,,rrreeefffeeerrreeennnccceeessstttrrraaaiiinnnsssaaannndddiiisssooolllaaattteeesss...

Fig.5.CCCooommmpppooosssiiittteeesssuuummmmmmaaarrryyyooofffiiinnnvvveeerrrttteeeddddddoootttbbblllooottthhhyyybbbrrriiidddiiizzzaaatttiiiooonnnssscccrrreeeeeennniiinnnggg...The
96recombinantplasmidDNAscontaininggenomicDNA fragmentsderivedfrom six
strains ofmitis group streptococciwere hybridized with DIG-labeled genomic
DNAs.ThegenomicDNAswerefrom:(A)S.gordoniiCCUG 25608T,(B)S.mitis
KCTC3556T,(C)S.oralisCCUG24891T,(D)S.parasangunisCCUG30417T,(E)S.
pneumoniaeCCUG28588T ,(F)S.sanguinisCCUG17826T.

Fig.6.SSSooouuuttthhheeerrrnnnbbbllloootttaaannnaaalllyyysssiiissscccooonnnfffiiirrrmmmeeedddttthhheeessspppeeeccciiifffiiiccciiitttyyyooofffttthhheeeDDDNNNAAAfffrrraaagggmmmeeennntttsssuuusssiiinnnggg
ttthhheeetttyyypppeeessstttrrraaaiiinnnsss...ThehindⅢ-digested genomicDNAswereelectrophoresed and
transferredtonylonmembranes.HybridizationwasperformedwiththeDIG-labeled
insertedprobesSgo41(A),Smi21(B),Sor24(C),Spa17(D),Spn8(E),Ssa21(F).The
hindⅢ-digestedgenomicDNAsserefrom:(1),S.gordoniiCCUG 25608T;(2),S.
mitisKCTC3556T;(3),S.oralisCCUG24891T;(4),S.parasangunisCCUG30417T;
(5)S.pneumoniaeCCUG 28588T;(6),S.sanguinisCCUG 17826T.LaneS,1Kb
DNA ladder.
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Fig.7.SSSooouuuttthhheeerrrnnnbbbllloootttaaannnaaalllyyysssiiissscccooonnnfffiiirrrmmmeeedddttthhheeessspppeeeccciiifffiiiccciiitttyyyooofffttthhheeeccclllooonnneeedddDDDNNNAAA
fffrrraaagggmmmeeennntttiiinnnssseeerrrttteeeddd iiinnntttooo SSSgggooo444111 ppplllaaasssmmmiiiddd...The HindⅢ-digested genomic DNAs
were electrophoresed and transferred to nylon membranes.Hybridization was
performedwiththeDIG-labeledinsertedDNA fragment.HindⅢ-digestedgenomic
DNAswerefrom typestrainsandisolates.LaneS,1KbDNA ladder.↓ ,indicate
thesamespeciesstrains.

Fig.8.SSSooouuuttthhheeerrrnnnbbbllloootttaaannnaaalllyyysssiiissscccooonnnfffiiirrrmmmeeedddttthhheeessspppeeeccciiifffiiiccciiitttyyyooofffttthhheeeccclllooonnneeedddDDDNNNAAA
fffrrraaagggmmmeeennntttiiinnnssseeerrrttteeeddd iiinnntttooo SSSpppaaa111777 ppplllaaasssmmmiiiddd...The HindⅢ-digested genomic DNAs
were electrophoresed and transferred to nylon membranes.Hybridization was
performedwiththeDIG-labeledinsertedDNA fragment.HindⅢ-digestedgenomic
DNAswerefrom typestrainsandisolates.LaneS,1KbDNA ladder.↓ ,indicate
thesamespeciesstrains.

Fig.9.SSSooouuuttthhheeerrrnnnbbbllloootttaaannnaaalllyyysssiiissscccooonnnfffiiirrrmmmeeedddttthhheeessspppeeeccciiifffiiiccciiitttyyyooofffttthhheeeccclllooonnneeedddDDDNNNAAA
fffrrraaagggmmmeeennntttiiinnnssseeerrrttteeeddd iiinnntttooo SSSooorrr222444 ppplllaaasssmmmiiiddd...The HindⅢ-digested genomic DNAs
were electrophoresed and transferred to nylon membranes.Hybridization was
performedwiththeDIG-labeledinsertedDNA fragment.HindⅢ-digestedgenomic
DNAswerefrom typestrainsandisolates.LaneS,1KbDNA ladder.↓ ,indicate
thesamespeciesstrains.

Fig.10.SSSooouuuttthhheeerrrnnnbbbllloootttaaannnaaalllyyysssiiissscccooonnnfffiiirrrmmmeeedddttthhheeessspppeeeccciiifffiiiccciiitttyyyooofffttthhheeeccclllooonnneeedddDDDNNNAAA
fffrrraaagggmmmeeennntttiiinnnssseeerrrttteeeddd iiinnntttooo SSSmmmiii222111 ppplllaaasssmmmiiiddd...The HindⅢ-digested genomic DNAs
were electrophoresed and transferred to nylon membranes.Hybridization was
performedwiththeDIG-labeledinsertedDNA fragment.HindⅢ-digestedgenomic
DNAswerefrom typestrainsandisolates.LaneS,1KbDNA ladder.↓ ,indicate
thesamespeciesstrains.

Fig.11.SSSooouuuttthhheeerrrnnnbbbllloootttaaannnaaalllyyysssiiissscccooonnnfffiiirrrmmmeeedddttthhheeessspppeeeccciiifffiiiccciiitttyyyooofffttthhheeeccclllooonnneeedddDDDNNNAAA
fffrrraaagggmmmeeennntttiiinnnssseeerrrttteeedddiiinnntttoooSSSpppnnn888ppplllaaasssmmmiiiddd...TheHindⅢ-digestedgenomicDNAswere
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electrophoresedandtransferredtonylonmembranes.Hybridizationwasperformed
with the DIG-labeled inserted DNA fragment.HindⅢ-digested genomic DNAs
werefrom typestrainsandisolates.LaneS,1KbDNA ladder.↓ ,indicatethe
samespeciesstrains.

Fig.12.SSSpppeeeccciiifffiiiccciiitttyyyttteeessstttooofffSSSgggooo444111---FFF111///RRR111ppprrriiimmmeeerrrssswwwiiittthhhpppuuurrriiifffiiieeedddgggeeennnooommmiiicccDDDNNNAAA
oooffftttyyypppeee ssstttrrraaaiiinnnsss(((AAA))),,,cccllliiinnniiicccaaallliiisssooolllaaattteeesss(((BBB))),,,aaannnddd rrreeefffeeerrreeennnccceee ssstttrrraaaiiinnnsss(((CCC)))ooofffmmmiiitttiiisss
gggrrrooouuuppp...FourngofeachbacterialgenomicDNA wereusedasPCRtemlpates.The
PCR reactionproductswereelectrophoresedon1.5% agarosegel.Lanes:S,size
marker(100bpladder);ⅰ,S.gordoniiCCUG 25608T;ⅱ,S.mitisKCTC,3556T;
ⅲ,S.oralisCCUG 24891T;ⅳ,S.pneumoniae CCUG 28588T;ⅴ,S.sanguinis
CCUG17826T;ⅵ,S.parasangunisCCUG30417T;(a),S.oralis,(b),S.mitis,(c),S.
pneumoniae,(d),S.infantis,(e),S.peroris,(f),S.parasanguinis,(g),S.australis,
(h),S.sinensis,(i),S.sanguinis,(j),S.oligofermentans,(k),S.gordonii,(l),
Streptococcussp.;(-),negativecontrol;1,S.pneumoniaeKCTC3932,2,S.oralis
KCTC5605,3,Streptococcussp.KCTC5606,4,Streptococcussp.KCTC5607,5,
S.pneumoniaeKCCM 40410,6,S.oralisKCCM 41567,7,S.pneumoniaeKCCM
41569,8,S.pneumoniaeKCCM 41570.

Fig.13.SSSpppeeeccciiifffiiiccciiitttyyyttteeessstttooofffSSSsssaaa222111---FFF333///RRR222ppprrriiimmmeeerrrssswwwiiittthhhpppuuurrriiifffiiieeedddgggeeennnooommmiiicccDDDNNNAAA
oooffftttyyypppeee ssstttrrraaaiiinnnsss(((AAA))),,,cccllliiinnniiicccaaallliiisssooolllaaattteeesss(((BBB))),,,aaannnddd rrreeefffeeerrreeennnccceee ssstttrrraaaiiinnnsss(((CCC)))ooofffmmmiiitttiiisss
gggrrrooouuuppp...FourngofeachbacterialgenomicDNA wereusedasPCRtemlpates.The
PCR reactionproductswereelectrophoresedon1.5% agarosegel.Lanes:S,size
marker(100bpladder);ⅰ,S.gordoniiCCUG 25608T;ⅱ,S.mitisKCTC,3556T;
ⅲ,S.oralisCCUG 24891T;ⅳ,S.pneumoniae CCUG 28588T;ⅴ,S.sanguinis
CCUG17826T;ⅵ,S.parasangunisCCUG30417T;(a),S.oralis,(b),S.mitis,(c),S.
pneumoniae,(d),S.infantis,(e),S.peroris,(f),S.parasanguinis,(g),S.australis,
(h),S.sinensis,(i),S.sanguinis,(j),S.oligofermentans,(k),S.gordonii,(l),
Streptococcussp.;(-),negativecontrol;1,S.pneumoniaeKCTC3932,2,S.oralis
KCTC5605,3,Streptococcussp.KCTC5606,4,Streptococcussp.KCTC5607,5,
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S.pneumoniaeKCCM 40410,6,S.oralisKCCM 41567,7,S.pneumoniaeKCCM
41569,8,S.pneumoniaeKCCM 41570.

Fig.14.SSSpppeeeccciiifffiiiccciiitttyyy ttteeessstttooofffSSSmmmiii222111---fff---FFF222///RRR222 ppprrriiimmmeeerrrsss wwwiiittthhh pppuuurrriiifffiiieeeddd gggeeennnooommmiiiccc
DDDNNNAAA oooffftttyyypppeee ssstttrrraaaiiinnnsss(((AAA))),,,cccllliiinnniiicccaaallliiisssooolllaaattteeesss(((BBB))),,,aaannnddd rrreeefffeeerrreeennnccceee ssstttrrraaaiiinnnsss(((CCC)))ooofff
mmmiiitttiiisss gggrrrooouuuppp...Four ng ofeach bacterialgenomic DNA were used as PCR
temlpates.ThePCR reactionproductswereelectrophoresedon1.5% agarosegel.
Lanes:S,sizemarker(100bpladder);ⅰ,S.gordoniiCCUG 25608T;ⅱ,S.mitis
KCTC,3556T;ⅲ,S.oralisCCUG 24891T;ⅳ,S.pneumoniaeCCUG 28588T;ⅴ,S.
sanguinisCCUG 17826T;ⅵ,S.parasangunisCCUG 30417T;(a),S.oralis,(b),S.
mitis,(c),S.pneumoniae,(d),S.infantis,(e),S.peroris,(f),S.parasanguinis,(g),
S.australis,(h),S.sinensis,(i),S.sanguinis,(j),S.oligofermentans,(k),S.
gordonii,(l),Streptococcussp.;(-),negativecontrol;1,S.pneumoniaeKCTC3932,
2,S.oralisKCTC 5605,3,Streptococcussp.KCTC 5606,4,Streptococcussp.
KCTC 5607,5,S.pneumoniae KCCM 40410,6,S.oralisKCCM 41567,7,S.
pneumoniaeKCCM 41569,8,S.pneumoniaeKCCM 41570.

Fig.15.SSSpppeeeccciiifffiiiccciiitttyyyttteeessstttooofffSSSmmmiii222111---bbb---FFF///RRR ppprrriiimmmeeerrrssswwwiiittthhhpppuuurrriiifffiiieeedddgggeeennnooommmiiicccDDDNNNAAA
oooffftttyyypppeee ssstttrrraaaiiinnnsss(((AAA))),,,cccllliiinnniiicccaaallliiisssooolllaaattteeesss(((BBB))),,,aaannnddd rrreeefffeeerrreeennnccceee ssstttrrraaaiiinnnsss(((CCC)))ooofffmmmiiitttiiisss
gggrrrooouuuppp...FourngofeachbacterialgenomicDNA wereusedasPCRtemlpates.The
PCR reactionproductswereelectrophoresedon1.5% agarosegel.Lanes:S,size
marker(100bpladder);ⅰ,S.gordoniiCCUG 25608T;ⅱ,S.mitisKCTC,3556T;
ⅲ,S.oralisCCUG 24891T;ⅳ,S.pneumoniae CCUG 28588T;ⅴ,S.sanguinis
CCUG17826T;ⅵ,S.parasangunisCCUG30417T;(a),S.oralis,(b),S.mitis,(c),S.
pneumoniae,(d),S.infantis,(e),S.peroris,(f),S.parasanguinis,(g),S.australis,
(h),S.sinensis,(i),S.sanguinis,(j),S.oligofermentans,(k),S.gordonii,(l),
Streptococcussp.;(-),negativecontrol;1,S.pneumoniaeKCTC3932,2,S.oralis
KCTC5605,3,Streptococcussp.KCTC5606,4,Streptococcussp.KCTC5607,5,
S.pneumoniaeKCCM 40410,6,S.oralisKCCM 41567,7,S.pneumoniaeKCCM
41569,8,S.pneumoniaeKCCM 41570.
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Fig.16.SSSpppeeeccciiifffiiiccciiitttyyyttteeessstttooofffSSSpppnnn888---FFF111///RRR111ppprrriiimmmeeerrrssswwwiiittthhhpppuuurrriiifffiiieeedddgggeeennnooommmiiicccDDDNNNAAA
oooffftttyyypppeee ssstttrrraaaiiinnnsss(((AAA))),,,cccllliiinnniiicccaaallliiisssooolllaaattteeesss(((BBB))),,,aaannnddd rrreeefffeeerrreeennnccceee ssstttrrraaaiiinnnsss(((CCC)))ooofffmmmiiitttiiisss
gggrrrooouuuppp...FourngofeachbacterialgenomicDNA wereusedasPCRtemlpates.The
PCR reactionproductswereelectrophoresedon1.5% agarosegel.Lanes:S,size
marker(100bpladder);ⅰ,S.gordoniiCCUG 25608T;ⅱ,S.mitisKCTC,3556T;
ⅲ,S.oralisCCUG 24891T;ⅳ,S.pneumoniae CCUG 28588T;ⅴ,S.sanguinis
CCUG17826T;ⅵ,S.parasangunisCCUG30417T;(a),S.oralis,(b),S.mitis,(c),S.
pneumoniae,(d),S.infantis,(e),S.peroris,(f),S.parasanguinis,(g),S.australis,
(h),S.sinensis,(i),S.sanguinis,(j),S.oligofermentans,(k),S.gordonii,(l),
Streptococcussp.;(-),negativecontrol;1,S.pneumoniaeKCTC3932,2,S.oralis
KCTC5605,3,Streptococcussp.KCTC5606,4,Streptococcussp.KCTC5607,5,
S.pneumoniaeKCCM 40410,6,S.oralisKCCM 41567,7,S.pneumoniaeKCCM
41569,8,S.pneumoniaeKCCM 41570.

Fig.17.SSSpppeeeccciiifffiiiccciiitttyyyttteeessstttooofffSSSpppaaa111777---FFF///RRR ppprrriiimmmeeerrrssswwwiiittthhhpppuuurrriiifffiiieeedddgggeeennnooommmiiicccDDDNNNAAA ooofff
tttyyypppeeessstttrrraaaiiinnnsss(((AAA))),,,cccllliiinnniiicccaaallliiisssooolllaaattteeesss(((BBB))),,,aaannndddrrreeefffeeerrreeennnccceeessstttrrraaaiiinnnsss(((CCC)))ooofffmmmiiitttiiisssgggrrrooouuuppp...
FourngofeachbacterialgenomicDNA wereusedasPCR temlpates.ThePCR
reactionproductswereelectrophoresedon1.5% agarosegel.Lanes:S,sizemarker
(100bpladder);ⅰ,S.gordoniiCCUG 25608T;ⅱ,S.mitisKCTC,3556T;ⅲ,S.
oralisCCUG 24891T;ⅳ,S.pneumoniae CCUG 28588T;ⅴ,S.sanguinisCCUG
17826T;ⅵ,S.parasangunisCCUG 30417T;(a),S.oralis,(b),S.mitis,(c),S.
pneumoniae,(d),S.infantis,(e),S.peroris,(f),S.parasanguinis,(g),S.australis,
(h),S.sinensis,(i),S.sanguinis,(j),S.oligofermentans,(k),S.gordonii,(l),
Streptococcussp.;(-),negativecontrol;1,S.pneumoniaeKCTC3932,2,S.oralis
KCTC5605,3,Streptococcussp.KCTC5606,4,Streptococcussp.KCTC5607,5,
S.pneumoniaeKCCM 40410,6,S.oralisKCCM 41567,7,S.pneumoniaeKCCM
41569,8,S.pneumoniaeKCCM 41570.
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ⅧⅧⅧ...FFFIIIGGGUUURRREEESSS

Fig1.ComparativephylogenetictreesofrpoB andsodA partialgenesequences
and16SrRNA geneusingthetypestrainsofallmitisgroupstreptococci.
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(continuedonnext)page)
Fig2.PhylogenetictreesofrpoB partialgenesequencesusingthetypestrains,
referencestrainsandisolates.
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Fig2.PhylogenetictreesofrpoB partialgenesequencesusingthetypestrains,
referencestrainsandisolates.
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(continuedonnextpage)
Fig3.PhylogenetictreesofsodA partialgenesequencesusingthetypestrains,
referencestrainsandisolates.
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Fig3.PhylogenetictreesofsodA partialgenesequencesusingthetypestrains,
referencestrainsandisolates.
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(continuedonnextpage)
Fig 4.Phylogenetictreesof16S rDNA partialgenesequencesusing thetype
strains,referencestrainsandisolates.
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Fig.4.Phylogenetictreesof16S rDNA partialgenesequencesusing thetype
strains,referencestrainsandisolates.
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Fig.5.Compositesummaryofinverteddotblothybridizationscreening.The96
recombinantplasmidDNAscontaininggenomicDNA fragmentsderivedfrom six
strains ofmitis group streptococciwere hybridized with DIG-labeled genomic
DNAs.
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Fig.6.Southern blotanalysisconfirmed thespecificity oftheDNA fragments
usingthetypestrains.

(A)                                         (B)                 (C)                                      

(D)                                        (E)                  (F)                    

S    1    2    3    4    5    6 S    1    2    3    4    5    6 S    1    2    3    4    5    6

S    1    2    3    4    5    6 S    1    2    3    4    5    6S    1    2    3    4    5    6 
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Fig.7.SouthernblotanalysisconfirmedthespecificityoftheclonedDNA fragment
insertedintoSgo41plasmid.
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Fig.8.SouthernblotanalysisconfirmedthespecificityoftheclonedDNA fragment
insertedintoSpa17plasmid.
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Fig.9.SouthernblotanalysisconfirmedthespecificityoftheclonedDNA fragment
insertedintoSor24plasmid.
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Fig.10.Southern blotanalysis confirmed the specificity ofthe cloned DNA
fragmentinsertedintoSmi21plasmid.
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Fig.11.Southern blotanalysis confirmed the specificity ofthe cloned DNA
fragmentinsertedintoSpn8plasmid.
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Fig.12.Specificity testofSgo41-F1/R1primerswithpurifiedgenomicDNA of
typestrains(A),clinicalisolates(B),andreferencestrains(C)ofmitisgroup.
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Fig.13.Specificity testofSsa21-F3/R2primerswith purifiedgenomicDNA of
typestrains(A),clinicalisolates(B),andreferencestrains(C)ofmitisgroup.
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Fig.14.SpecificitytestofSmi21-f-F2/R2primerswithpurifiedgenomicDNA of
typestrains(A),clinicalisolates(B),andreferencestrains(C)ofmitisgroup.
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Fig.15.SpecificitytestofSmi21-b-F/R primerswithpurifiedgenomicDNA of
typestrains(A),clinicalisolates(B),andreferencestrains(C)ofmitisgroup.
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Fig.16.SpecificitytestofSpn8-F1/R1primerswithpurifiedgenomicDNA oftype
strains(A),clinicalisolates(B),andreferencestrains(C)ofmitisgroup.
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Fig.17.SpecificitytestofSpa17-F/R primerswithpurifiedgenomicDNA oftype
strains(A),clinicalisolates(B),andreferencestrains(C)ofmitisgroup.
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(((국국국문문문초초초록록록)))

Inverteddotblothybridization검색법을 이용한 mitis군
연쇄상구균 종-특이 DNA 프로브 및 PCR프라이머 개발

박박박 순순순 낭낭낭
조조조선선선대대대학학학교교교 대대대학학학원원원 치치치의의의학학학과과과
(((지지지도도도교교교수수수:::김김김 도도도 경경경)))

본 연구는 mitis군 연쇄상구균(MGS)의 종-특이 DNA 프로브를 개발하고 개발된 프
로브의 핵산염기서열을 바탕으로 종-특이 PCR프라이머를 개발하고자 시행하였다.본
연구를 위하여 MGS의 6개의 표준균주,8개의 참고균주 그리고 81개의 임상균주를 포
함하여 95개의 균주를 사용하였다.81개의 임상균주를 동정하기 위하여 세 개의
housekeeping 유전자인 16S rRNA 유전자 (16S rDNA), RNA polymerase
beta-subunitencoding gene (rpoB)and manganese superoxide dismutase gene
(sodA)를 이용한 multilocussequencetyping(MLST)법을 사용해 phylogenetic분석을
시행하였다.HindⅢ로 처리한 표준균주의 지놈 DNA는 random 클로닝법으로 클로닝
하였다.Streptococcus mitis, S.pneumoniae, S.oralis, S.parasanguinis, S.
sanguinisandS.gordonii종-특이 DNA 프로브를 개발하기 위해 IDBH법을 이용하
였고,southernblotanalysis를 이용해 선택된 프로브의 특이도를 확인하였다.종-특이
DNA 프로브의 핵산염기서열을 바탕으로 종-특이 PCR 프라이머를 디자인 하였다.
MLST의 결과에서 rpoB 유전자에 의해 임상균주의 93%가 MGS의 11개의 균종으로
분류되었다.SodA 유전자에 의해서는 S.mitis와 S.pneumoniae의 동정이 불가능 하
였고,rpoB 유전자에 의해서 얻어진 결과와는 일치하지 않았다. Sgo41,Sor24,Spa17
그리고 Ssa21DNA probes는 각각 S.gordonii,S.oralis,S.parasanguinis,그리고 S.
sanguinisdp종-특이적인 프로브로 확인되었고 Smi21은 StreptococcusmitisKCTC
3556T에 strain-specific한 프로브로 개발되었다.PCR결과에서 Sgo41-F1/R1프라이머
는 S. gordonii에 종-특이적인 프라이머로 확인되었고, Smi21-f-F2/R2 와
Smi21-b-F/R는 StreptococcusmitisKCTC 3556T에 균주-특이 프라이머로 확인되었
다.이상의 결과에서 Sgo41-F1/R1프라이머는 S.gordonii를 동정하고 임상샘플에서
S.gordonii를 검출하는데 유용한 프라이머임을 알수 있었다.게다가 Smi21-f-F2/R2
와 Smi21-b-F/R는StreptococcusmitisKCTC 3556T를 동정하고 균주의 보존적 부분
에서 유용게 이용될 것이라 사료된다.
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