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전체염기서열 결정에 의한 황색포도상구균의 내성 플라스미드 동정

이재윤·박정희·문경호#

경성대학교 약학대학

(Received February 13, 2008; Revised April 1, 2008)

Characterization of Antibiotic Resistance Plasmids of Staphylococcus aureus
by Complete Nucleotide Sequence Determination

Jae Yoon Lee, Jung Hee Park and Kyung Ho Moon#

College of Pharmacy, Kyungsung University, Busan 608-736, Korea

Abstract — Previously, we reported on the antibiotic resistance patterns of 50 strains of Staphylococcus aureus which were

isolated from a hospital in Busan, Korea from July 2005 to December 2006. We have isolated small plasmids and classified

plasmid types by agarose gel electrophoresis. We have selected 5 plasmids and determined complete nucleotide sequences

of those plasmids. The aim of this paper is to report on the characteristics of cadmium, erythromycin, lincomycin resistance

plasmids and a cryptic plasmid based on the sequence analysis obtained by using the BLAST program.
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황색포도상구균(Staphylococcus aureus)으로 대표되는 포도상

구균속 세균들의 내성은 많은 부분 크기가 작고 20~40개의 복

제수를 가지고 있는 플라스미드에 의해서 매개된다.1,2) 본 연구

실에서는 1989년부터 항생제 내성 황색포도상구균으로부터 크

기가 작은 플라스미드를 분리하고 전체염기서열을 결정하여 보

고하였는데 클로람페니콜 내성 플라스미드 pKH7,3,6) pKH138)

과 pKH15,8) 테트라사이클린 내성 플라스미드 pKH6,4) 기능을

모르는 플라스미드 pKH85)과 pKH148) 그리고 smr(small

multidrug resistance) 플라스미드 pKH47) 등이다. 저자 등은

2005년 7월부터 2006년 12월까지 부산 소재 위생병원으로부터

50개의 황색포도상구균을 분양받아 21개 항생제에 대해 내성양

상을 조사하여 보고하였으며9) 이 균주들로부터 크기가 작은 플

라스미드를 분리하고 전체염기서열을 결정한 다음 BLAST 프

로그램을 이용하여 동정하였다. 그 결과 기능을 알 수 없는

pKH12, cadmium 내성을 매개하는 pKH18, erythromycin(Em)

내성을 매개하는 pKH19와 pKH20 그리고 lincomycin 내성을

매개하는 pKH21을 확인하였으며, 이들 플라스미드와 다른 나

라에서 발견된 동일한 기능의 플라스미드와 비교한 결과를 보

고하고자 한다.

실험 방법

실험균주

부산 소재 위생병원에서 2005년 7월부터 2006년 12월 사이에

수집된 50종의 황색포도상구균(Staphylococcus aureus)을 사용

하였다.9) 염기서열 결정을 위한 재조합 플라스미드의 클로닝

균주로는 E. coli JM83(ara, ∆(lac, proA, B), rps, strA, thi,

φ80dlacZ M15(rk+, mk+))을 사용하였다.

플라스미드 및 효소

 Phagemid인 pBluescriptII KS+를 클로닝 및 염기서열 결정

벡터로 사용하였으며 여러 가지 제한효소, T4 DNA ligase, 플라

스미드 분리를 위한 WizardTM DNA purification systems을

Promega에서 구입하여 사용하였다.

MIC(Minimum Inhibitory Concentration) 결정

Cadmium 및 항생제에 대한 MIC는 고체배지계열희석법으로

결정하였다.
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Plasmid 분리

S. aureus로부터 플라스미드의 분리는 김10) 등의 방법에 의하

여 분리하였으며 E. coli JM83의 플라스미드 분리는 alkaline

lysis 방법을 사용하였다.11)

클로닝 및 염기서열 결정

S. aureus로부터 분리된 플라스미드와 클로닝 벡터인

pBluescriptII KS+를 동일한 제한효소로 처리한 후 정제하고 T4

DNA ligase를 사용하여 연결한 다음 E. coli JM83에 CaCl2법
11)

으로 형질전환시켜 염기서열결정에 사용하였다. 염기서열 결정

은 마크로젠(서울, 한국)에 의뢰하여 수행하였다.

염기서열 분석

염기서열을 결정한 다음 염기서열 및 ORF 분석은 NCBI의

BLAST를 이용하여 수행하였다.12)

실험 결과

플라스미드 분리와 염기서열 결정 및 분석

S. aureus로부터 플라스미드를 분리하여 염기서열을 결정하고

NCBI의 BLAST 프로그램을 이용하여 분석한 결과 Table I의 결

과를 얻었다. 각각의 플라스미드의 염기서열은 NCBI의 GenBank

에 EC168704(pKH12), EC333812(pKH18), EC350089(pKH19),

EC350090(pKH20) 그리고 EC350088(pKH21)로 등록하였다.

Cryptic 플라스미드 pKH12

S. aureus JY43으로부터 분리된 pKH12는 3,010 bp로 이루어

져 있는데 염기서열분석 결과 기능을 알 수 없는 cryptic 플라스

미드로 확인되었다. 이와 유사한 플라스미드는 미국에서 분리 동

정된 3,125 bp의 pUSA0113)과 최근 한국에서 동정된 3,124 bp의

pKH148)가 있다. 3개의 플라스미드 모두 331개의 아미노산으로

구성된 Rep 단백질과 193개의 아미노산으로 구성된 hypothetical

단백질을 가지고 있었다. 전기영동 상에서 pKH12와 같은 크기

의 플라스미드로 S. aureus JY8로부터 분리된 pKH10과 S.

aureus JY25로부터 분리된 pKH11이 있었는데 전체염기서열을

결정해 본 결과 둘 다 pKH12와 100% 동일한 염기서열을 가지

고 있었다.

Cadmium 내성 플라스미드 pKH18

S. aureus JY11로부터 분리된 pKH18은 3,332 bp로 이루어져

있었는데 염기서열분석 결과 cadmium 내성을 매개하는 플라스

미드로 확인되었으며 MIC를 측정해 본 결과 64 µg/ml으로 나타

났다. pKH18은 미국에서 분리된 3,333 bp의 pC55s(GenBank,

AY048756)와 유사한 플라스미드로 확인되었으며 크기 면에서 1

bp의 차이를 보였고 17 부위에서 염기쌍 치환이 일어났다. 이와

같은 염기서열의 차이가 있음에도 불구하고 209개의 아미노산으

로 이루어진 CadD 단백질과 115개의 아미노산으로 이루어진

CadX 단백질에서는 100% 동일성을 보였으며 331개의 아미노산

으로 이루어진 Rep 단백질의 경우에도 98% 동일성을 보여주었

다. S. aureus JY7, JY9, JY28, JY30, JY35, JY40 그리고 JY49도

pKH18과 동일한 크기의 플라스미드를 가지고 있었다. 다른 나

라의 경우를 보면 24,653 bp의 pN315,14) 20,654 bp의 pMW2,15)

21,845 bp의 pUB101,16) 20,652 bp의 pSAS,17) 그리고 17,334 bp

의 pBORa5318)처럼 크기가 큰 플라스미드에서 CadD와 CadX를

확인할 수 있었다. 3,972 bp의 pRW001도 cadmium 내성을 매개

하는 플라스미드인데 이 플라스미드는 완전한 형태의 cadD 유

전자를 가지고 있는데 반하여 cadX 유전자는 뒤 부분이 IS257

에 의해서 결실된 형태였다.19)

Em 내성 플라스미드 pKH19와 pKH20

S. aureus JY37로부터 분리된 pKH19와 S. aureus JY30으로

부터 분리된 pKH20은 각각 2,473 bp와 2,412 bp로 이루어져 있

었는데 염기서열분석 결과 둘 다 Em 내성을 매개하는 플라스미

드로 확인되었으며 MIC를 측정해 본 결과 둘 다 256 µg/ml 이

상으로 나타났다. pKH19는 염기서열 비교에 있어 다른 나라에

서 분리된 Em 내성 플라스미드 2473 bp의 pE5,20) 2473 bp의

pWBG738(GenBank, DQ088624), 그리고 2475 bp의 pT48과21)

99% 이상의 동일성을 보여주었으며 Rep 단백질과 ErmC 단백

질의 아미노산 서열은 100% 동일하였다. pKH20은 pKH19에서

nt 960~1020 사이의 61 bp가 결실된 플라스미드로 확인되었다.

S. aureus JY28, JY31, JY35 그리고 JY42도 pKH19와 동일한 크

기의 플라스미드를 가지고 있었다.

Lincosamide 내성 플라스미드 pKH21

S. aureus JY50으로부터 분리된 pKH21은 2,531 bp로 이루어

져 있었는데 염기서열분석 결과 lincosamide 내성을 매개하는 플

라스미드로 확인되었으며 MIC 값은 lincomycin에 대해서는

32µg/ml, clindamycin에 대해서는 0.25µg/ml로 나타나 lincomycin

에 대해서만 내성을 나타냄을 알 수 있었다. pKH21은 S.

simulans으로부터 분리된 pLNU5와 크기는 동일하며 한 개의 염

기쌍에서만 차이를 보였는데 pKH21의 nt 2294의 C가 pLNU5

에서 A로 치환된 형태를 하였으나 이 플라스미드들이 가지고 있

Table 1 − Plasmids of various S. aureus

Strain Plasmid Size (bp) Resistance

S. aureus JY43 pKH12 3,010 cryptic

S. aureus JY11 pKH18 3,332 cadmium

S. aureus JY37 pKH19 2,473 erythromycin

S. aureus JY30 pKH20 2,412 erythromycin

S. aureus JY50 pKH21 2,531 lincomycin
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는 2개의 ORF에는 영향이 없었다.22) 또한 pKH21은 S. aureus

에서 분리된 pBMSa1와 유사한 플라스미드로 확인되었다.23)

고 찰

황색포도상구균으로부터 작은 크기의 플라스미드를 분리한 다

음 전체염기서열을 결정하고 BLAST 프로그램을 이용하여 분석

한 결과 현재 한국에서 황색포도상구균들이 가지고 있는 플라스

미드를 동정할 수 있었다.

3개 균주가 가지고 있는 pKH12는 기능을 알 수 없는 cryptic

플라스미드로 확인되었는데 이와 유사한 플라스미드는 2004년

한국에서 분리된 pKH14와8) 2006년 미국에서 분리된 pUSA01

이13) 있다. 한편 pKH12는 1989년 한국에서 분리된 pKH324)와

도 유사한 플라스미드로 확인되었는데 이들 플라스미드가 계속

하여 존재한다는 것은 이 플라스미드가 나름대로 생존에 중요한

기능을 하고 있기 때문일 것으로 추측된다.

50개의 균주 중에서 8개의 균주가 가지고 있는 cadmium 내성

매개 플라스미드인 pKH18은 2001년 미국에서 분리된 pC55s

(GenBank, AY048756)와 거의 유사한 플라스미드로 확인되었으

며 pC55s 이후로는 이와 유사한 플라스미드는 보고된 적이 없

었다.

Em 내성 플라스미드는 2개가 분리되었는데 5개의 균주가 가

지고 있는 pKH19와 1개의 균주에서만 분리된 pKH20이었다.

pKH19는 다른 나라에서 분리된 Em 내성 플라스미드와 유사하

였는데20,21) 이에 반하여 pKH19의 염기서열 중에서 61개의 염기

쌍이 결실된 형태의 pKH20은 처음으로 보고되는 플라스미드였

다. 61개 염기쌍의 결실 차이에도 불구하고 pKH19와 pKH20 두

플라스미드의 Rep 단백질이나 ErmC 단백질의 ORF에는 전혀

영향이 없었다.

Lincosamide 내성을 매개하는 플라스미드 pKH21은 2007년

S. simulans에서 분리된 pLNU5와 거의 동일한 플라스미드로 확

인되었으며22) 둘 다 lincomycin에 내성을 나타내고 clindamycin

에서는 내성을 나타내지 않았다. pKH21은 S. aureus에서 분리

된 pBMSa1과도 유사한 플라스미드로 확인되었다.23)

플라스미드 전체염기서열을 결정함으로써 현재 우리나라에서

분리되는 황색포도상구균들이 가지고 있는 작은 크기의 플라스

미드를 동정할 수 있었으며 전체적으로 다른 나라에서 분리된 것

들과 유사한 서열을 가지고 있음을 확인할 수 있었다. 이 서열에

관한 자료들은 한국에서 분리되는 플라스미드의 연구에 이용될

수 있을 것으로 사료된다.

결 론

2005년 7월부터 2006년 12월 사이에 부산 소재 위생병원으로

부터 분양받은 50종의 황색포도상구균으로부터 작은 크기의 플

라스미드를 분리한 다음 전체염기서열을 결정하고 BLAST 프로

그램을 이용하여 동정하였다. 그 결과 기능을 알 수 없는 pKH12,

cadmium 내성을 매개하는 pKH18, Em 내성을 매개하는 pKH19

와 pKH20 그리고 lincomycin 내성을 매개하는 pKH21을 확인

할 수 있었다.
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