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서   론

양식 넙치에서 주로 발생하는 연쇄구균증은 매년 반복적으로 
출현하며, 특히 Edwardsiella tarda 등과의 혼합 감염이 빈번하
여 우리나라의 양식 산업에 큰 피해를 주고 있는 것으로 알려
져 있다(Kim et al., 2003). 넙치를 비롯한 해산 양식 어류의 연
쇄구균증 주요 원인균으로 Streptococcus parauberis, S. iniae, 
Lactococcus garvieae가 관여하는 것으로 보고되었으며(Baeck 
et al., 2006), 최근에는 특히 S. parauberis의 검출 빈도가 뚜렷
하게 증가하고 있다. 이러한 연쇄구균증의 치료를 위하여 양식 

현장에서는 많은 양의 항생제가 사용되고 있으며, 더구나 새로
운 돌연변이체에 의한 어병 발생이 증가함에 따라 항생제의 사
용 빈도수가 현재 점차 증가추세에 있다. 현재 현장에서 사용되
는 quinolone계 항생제는 nalidixic acid, oxolinic acid 그리고 
fluoroquinolone 계로 분류 할 수 있는 ciprofloxacin, enrofloxa-
cin, norfloxacin, pefloxacin 등을 포함 하고 있다. 

Quinolones는 주로 세균의 DNA 합성에 필요한 효소인 DNA 
gyrase (topoisomerase II)와 topoisomerase IV의 작용을 억제
하여 DNA 복제를 저해함으로 항균작용을 나타내며(Gellert et 
al., 1976), DNA gyrase 는 DNA 복제, 재조합, 전사에 필수적

Streptococcus parauberis의 퀴놀론 내성 증가와 Topoisomerase  
유전자에서의 돌연변이 신속 분석

김소연·김영철1·정서경1·전려진2·진지웅1·정현도1*

국립수산물품질관리원, 1부경대학교 수산생명의학과, 2제주대학교 해양의생명과학부

Increased Resistance to Quinolones in Streptococcus parauberis and  
Development of a Rapid Assay for Detecting Mutations in  

Topoisomerase Genes
So Yeon Kim, Young Chul Kim1, Seo Kyung Jeong1, Lyu Jin Jun2, Ji Woong Jin1 and Hyun Do Jeong1*

National Fishery Products Quality Management Service, Goyang 410-315, Korea 
1Department of Aquatic Life Medicine, Pukyong National University, Busan 608-737, Korea 

2School of Marine Biomedical Sciences, Jeju National University, Jeju-do 690-756, Korea

To investigate the acquisition of quinolone resistance, we examined mutations in the quinolone resistance-determining 
region (QRDR) of type II topoisomerase genes in ciprofloxacin (CIP)-resistant clinical isolates and in vitro mutants 
of Streptococcus parauberis. The CIP-resistant clinical isolates had one base change responsible for a Ser-79→Thr 
in the QRDR of parC. However, the CIP-resistant in vitro mutants had an altered QRDR of parC (Ser-79→Ile) that 
differed from that of the isolates. None of the CIP-resistant S. parauberis clinical isolates or in vitro mutants exhibited 
amino acid changes in gyrA or gyrB. However, even though involvement in the increased resistance was not clear, an 
Arg-449→Ser mutation outside of the QRDR of parE was detected in CIP-resistant mutant 2P1. These results suggest 
that the topoisomerase IV gene, parC (and possibly parE, as well), is the primary ciprofloxacin target in S. parauberis. 
Additionally we established a high-resolution melting (HRM) assay capable of detecting the dominant mutation in 
four type II topoisomerase genes conferring ciprofloxacin resistance. These rapid and reliable assays may provide a 
convenient method of surveillance for genetic mutations conferring antibiotic resistance.

Key words : Fish disease, Mutation, quinolone resistance-determining region, S. parauberis, High-resolution melting

This is an Open Access article distributed under the terms of 
the Creative Commons Attribution Non-Commercial Licens 
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/)which  

permits unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduction in any  
medium, provided the original work is properly cited.

http://dx.doi.org/10.5657/KFAS.2014.0247 Kor J Fish Aquat Sci 47(3) 247-254, June 2014

Received 14 May 2014; Revised 5 June 2014; Accepted 12 June 2014

*Corresponding author: Tel: +82. 51. 629. 5941   Fax: +82. 51. 629. 5938

E-mail address: jeonghd@pknu.ac.kr



김소연ㆍ김영철ㆍ정서경ㆍ전려진ㆍ진지웅ㆍ정현도248

인 효소로써 DNA 복제 시 DNA의 ATP-dependent negative 
supercoiling을 촉매하며 gyrA와 gyrB subunit으로 구성된다. 
Topoisomerase Ⅳ는 염색체 복제의 마지막 단계에서 염색체
를 분리하는데 필수적인 성분으로 DNA decatenating 및 relax-
ing activity를 나타내며 gyrA와 gyrB에 상응하는 parC와 parE 
subunit으로 구성된다(Drlica and Zhao, 1997). 
이러한 quinolone계 항생제에 내성을 보이게 되는 기전은 

DNA gyrase 유전자인 gyrA와 gyrB 상의 염기변이, topoisom-
erase IV의 일부인 parC, parE 상의 염기 변이, 특히 관련 4개 
유전자 각각에서 가장 중요한 부위이며 quinolone 내성 결정
부위인 quinolone resistance-determining region (QRDR)에서
의 변이가 가장 중요한 요소로서 작용하는 것으로 알려져 있다
(Piddock, 1999; Tanaka et al., 2000).

 High-resolution melting (HRM)기법은 PCR 수행 중 생성
되는 amplicon에 intercalating fluorescent dye를 결합시키고, 
그 후 온도 상승을 통해 target 부위의 염기서열에 따라 각기 다
르게 발생하는 florescence signal의 변화 특성을 분석하는 방

법이다(Kristensen and Dobrovic, 2008; Tajiri-Utagawa et al., 
2008; Wittwer et al., 2003). 따라서 항생제 내성균의 내성 유전
자에서 나타나는 mutation의 분석은 HRM 기법의 적용을 통해 
보다 빠르고 손쉽게 확인할 수 있을 것이다.
본 연구에서는 어류 양식현장에서 연쇄구균증 원인체로서 대
부분을 차지하고 있는 S. parauberis의 quinolone에 대한 내성 
정도를 현장에서 분리된 균주 및 in vitro 변이주를 사용하여 비
교 분석 하였다. 또한 내성균주에서 나타나는 quinolone 내성 
관련 유전자의 변이를 HRM 분석을 이용하여 효율적으로 규명
할 수 있는 방법을 개발 하였다. 

재료 및 방법

실험 균주

본 실험에서 사용된 21개의 S. parauberis 균주들은 1999년에
서 2012년까지의 기간 동안 우리나라 여러 지역의 넙치, 돌돔
을 비롯한 병어에서 전형적으로 연쇄구균병의 증상이 나타나는 

Table 2. MICs of S. parauberis isolates to quinolone and various antibiotics 

Strains Sources
MIC (μg/mL)

Quinolones Other antimicrobial agents
CIP1 ENR2 NOR3 PEF4 OA5 NA6 Tc7 Em8 Amp9 CM10 KM11 PE12

J14 flounder, Jeju, 1999 8 8 16 32 64 256 64 256 0.5 64 S13 S
J15 flounder, Jeju, 1999 0.5 0.5 2 4 32 256 32 256 0.5 <2 S S
J66 flounder, Pohang, 1999 0.25 0.25 1 2 8 128 16 <2 0.5 <2 S S
K8 flounder, Ulsan, 2007 0.25 0.5 1 4 32 128 8 <2 0.25 <2 S S
K14 rockfish, Pohang, 2007 0.5 0.5 2 8 32 128 16 <2 <0.125 <2 S S
JE12 flounder, Jeju, 2006 0.5 0.25 0.5 2 32 256 8 <2 <0.125 <2 S S
JE13 flounder, Jeju, 2006 0.5 0.5 2 4 32 128 64 256 0.5 64 S S
1576 flounder, Jeju, 2006 0.5 0.5 1 4 32 128 16 <2 <0.125 <2 S S
1584 flounder, Jeju, 2007 0.5 0.5 2 4 16 256 8 <2 <0.125 <2 S S
1598 flounder, Jeju, 2007 4 1 8 8 8 256 64 256 0.5 2 S R
12044 flounder, Jeju, 2012 0.5 0.5 2 4 64 128 64 256 0.5 64 S S
12048 flounder, Jeju, 2012 0.5 0.5 2 4 32 256 32 <2 0.5 <2 S S
12106 seawater, Busan, 2007 0.25 0.25 1 2 16 128 1 <2 <0.125 <2 S S
12107 seawater, Busan, 2007 0.25 0.25 1 2 8 128 1 <2 <0.125 <2 S S
12050 seawater, Busan, 2007 0.125 0.125 0.5 2 1 128 1 <2 <0.125 <2 S S
12051 seawater, Busan, 2007 0.25 0.25 1 2 2 128 1 <2 <0.125 <2 S S
12059 seawater, Busan, 2007 0.25 0.25 1 2 2 128 1 <2 <0.125 <2 S S
12060 seawater, Busan, 2007 0.125 0.125 0.5 1 1 128 1 <2 <0.125 <2 S S
12061 seawater, Busan, 2007 0.125 0.125 1 2 2 128 <1 <2 <0.125 <2 S S
7001 seawater, Busan, 2011 0.5 0.5 1 4 1 64 1 <2 <0.125 <2 S S
7002 seawater, Busan, 2011 0.25 0.25 1 2 1 64 　 1 <2 <0.125 <2 S S

1CIP : Ciprofloxacin, 2ENR : Enrofloxacin, 3NOR : Norfloxacin, 4PEF : Pefloxacin, 5OA : Oxonilic acid, 6NA : Nalidixic acid, 7Tc : Tetracy-
cline, 8Em : Erythromycin, 9Amp : Ampicillin, 10CM : Chloramphenicol, 11KM : Kanamycin, 12PE : Penicillin, 13S : susceptible
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병어의 비장조직과 해수로부터 분리하였다(Table 2). 균의 분
리 및 배양에는 1%의 NaCl을 첨가한 Tryptic Soy Agar (TSA, 
Difco, USA)및 Brain Heart Infusion Agar (BHIA, Difco, 
USA)를 이용하였다. 병어의 조직과 해수는 TSA 및 BHIA에 
접종하여 28℃에서 24-48시간동안 배양하였다. 이후 TSA 및 
BHIA에서 순수 분리된 균은 형태학적 검사로써 colony형태와 
현미경 상에서의 균의 형태, 크기 및 운동성을 관찰 하여 간이 
동정하였고, S. parauberis에 특이적인 primer를 사용해 PCR
을 실시하여 추가적인 동정을 실시하였다(Table 1). 또한 실험
균의 보존을 위해 배양액에 20% glycerol (Sigma–Aldrich Ko-
rea, Korea)를 첨가한 후, -70℃에서 사용 전까지 보관하였다.

약제 감수성 시험 

Quinolone 계 항생제 중 fluoroquinolne인 ciprofloxacin 
(CIP), enrofloxacin (ENR), norfloxacin (NOR) 그리고 peflox-
acin (PEF) 4종 과 oxolinic acid (OA), nalidixic acid (NA) 2종, 
그리고 비 quinolone 계 항생제로서 tetracycline (Tc), erythro-
mycin (Em) ampicillin (Amp) chloramphenicol (CM) kana-
mycin (KM) 그리고 penicillin (PE) 6종(Sigma–Aldrich Ko-
rea, Korea)에 대한 S. parauberis의 내성 수준을 Minimum 
Inhibitory Concentration (MIC)값을 broth dilution 법으로 측
정하여 결정하였다(Gruson, 2005). 

Total DNA 분리 및 PCR

Ciprofloxacin 내성 분리 균주를 대상으로 HiGeneTM Genom-
ic DNA prep kit For Bacteria (Biofact, Korea)를 사용해 제
조사의 manual에 따라 total DNA 추출을 실시하였다. Topoi-
somerase 관련 유전자의 검출을 위한 PCR은 10× PCR buffer 

2 μL, 200 μM의 각각의 dNTP, 1 μM의 sense primer와 anti-
sense primer, Taq DNA polymerase (Cosmogentech, Korea)
및 DNA template 1 μL 를 첨가한 후 distilled water로 최종액
의 volume이 20 μL가 되도록 하였다. 이때 사용한 primer set는 
gyrA, gyrB 와 parC, parE 의 QRDR을 포함하는 부위를 target
으로 하였으며 HRM 분석에서도 적절한 길이가 형성 될 수 있
도록 PCR 산물의 크기가 약 200 bp가 되도록 primers를 제작하
였다(Table 1). PCR혼합물은 Perkin-Elmer 2400 thermal cy-
cler (Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA)를 사용하여 94℃에서 
3분간 pre-denaturation 시킨 후, 94℃에서 30초 denaturation, 
55℃에서 30초 annealing, 72℃에서 30초 extension의 반응을 
30 cycle수행한 후 72℃에서 7분간 post-extension시켰다. 

Cloning 및 염기배열 결정 

PCR 생성물은 Gene-allTM GEL SV elution kit (General bio-
system, Korea)를 사용하여 agarose gel로부터 분리, 정제한 후 
pGEM-T Easy Vector System I (Promega, USA)를 사용하여 
제조사의 manual에 따라서 클로닝 시켰다. Competent cell (E. 
coli DH5α) 100 μL 와 혼합 하여 열충격에 의하여 transfor-
mation을 실시한 후 IPTG 1 mM, X-gal 40 μg/mL과 Amp 50 
μg/mL이 첨가된 Luria-Bertani (LB, Difco, USA) agar 배지
에 도말하여 흰색의 집락을 선택하여 Amp 50 μg/mL이 첨가
된 LB broth배지에 배양 하였다. 배양액 1.5 mL로부터 Gene-
allTM plasmid SV mini kit (General biosystem, Korea)를 사
용하여 플라스미드를 분리하였다. 염기 서열 분석은 Big Dye 
Terminator Cycle DNA Sequencing Kit (Applied Biosystems, 
USA)를 사용하여 분리된 플라스미드 내에 삽입된 염기 서열을 

Table 1. Primers used in this study

Primers Oligonucleotide sequences
(5'→3') Amplicon size Objects References

Spa 2152 TTTCGTCTGAGGCAATGTTG
718bp Identification of 

S. parauberis Mata et al., 2004
Spa 2870 GCTTCATATATCGCTATACT

ACF AATAGAAATTTRRTKRAYG
2237bp gyrA cloning This study

ACR AAYRTBACTGMDAAAAATGG
BCF CATGCYGGMGGKAARTTYGGC

1511bp gyrB cloning This study
BCR GAAMAYCGCTTRATGGCBCGT

PA112 GGGTTGAAACCAGTTCATCG
219bp HRM for gyrA

This study

PA331 CGGAAATTTCGGTTCTATGG
PB1196 CACGTGAAGTAACGCGAAAG

204bp HRM for gyrB
PB1400 TAGTGTAGGTCGTTCAAGACC
PC150 GGACGGCAATACCTTTGAGA

218bp HRM for parC
PC368 CGTTATACAGAGGCTCGCCT
PE1257 GCCTGCCCAATCTAAGAATC

219bp HRM for parE
PE1476 GAGCTGGAGTTGGTGCTGAT
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밝힌 후, MACAW program (Version 2.0.5., National Center 
for Biotechnology Information, National Institutes of Health, 
Bethesda, MD, USA)을 사용하여 비교분석하였다. 

Quinolone 내성 in vitro mutant 제작

실험균주로는 보유 균주 중 ciprofloxacin을 포함한 다른 
quinolone 계열 항생제들에 대해 가장 낮은 MIC를 보이는 S. 
parauberis 7002 균주를 wild type으로 사용하였으며 항생제가 
첨가된 Mueller Hinton (MH, Difco, USA) agar배지를 이용하
여 항생제에 단계적으로 노출시켰다. 먼저 wild type의 균주를 
MH broth에서 16-18시간 배양 후 각 plate당 MIC농도의 1-16
배의 ciprofloxacin이 첨가된 MH plate에 도말하였다. 집락이 
나타나는 최고농도의 항생제 배지에서 5개의 집락을 분리하고 
그 중 하나의 균주(1P1)를 MH broth에 배양하였다. 이러한 과
정을 1st step mutant 분리로 하였다. MH broth에서 2-3회 계대 
배양된 균주는 다음 단계인 2nd step mutant 분리에 사용하였다
(Fig. 1). 또한 3rd 그리고 4th step의 mutant 분리도 연속적으로 
동일한 방법을 이용하여 실시하였다. 

HRM 분석

HRM을 시행하기 위한 반응액에는 10 μL의 MeltDoctor™ 
HRM Master Mix, 3.5 mM MgCl2, 5 μM의 sense primer 와 
5 μM의 antisense primer, template (20 ng/μL) 1 μL를 첨가 
후 distilled water로 최종액의 volume이 20 μL가 되도록 했다. 
HRM 분석은 StepOne™ Real-Time PCR System (Applied 
Biosystems, USA)을 사용하였고 아래와 같은 방법으로 실시
하였다. 
먼저 95℃에서 5분간 pre-denaturation 시킨 후, 95℃에서 10
초 denaturation, 56℃에서 10초 annealing, 72℃에서 15초 ex-
tension의 반응을 45 cycles 수행하였다. 총 45 cycles 반응이 
끝난 후 60-90℃에서 0.1℃/s의 속도로 Tm (melting tempera-
ture) 값을 측정하였다. melting-curve 분석은 High-Resolution 
Melt Software (Ver. 3.0) (Applied Biosystems, USA)를 사용
하였다.

결   과

S. parauberis의 내성 특성

1999년에서 2012년까지 분리된 S. parauberis의 21개의 균
주 중 2균주(10%)가 CIP에 대해 내성을 나타내는 것을 확인
할 수 있었다(Table 2). 그러나 내성균 모두는 12 종의 현장 분
리균에서 나타났으므로, 실제 현장 분리균에서의 내성균 비
율은 17%로 나타났다. 현재 S. pneumoniae를 제외하고 다른 
Streptococcus spp.에 대한 ciprofloxacin의 MIC 판독 기준은 
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 
(EUCAST) 및 Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)
에서도 확립된 바가 없다. S. pneumoniae의 경우 ciprofloxacin 
내성에 대한 breakpoint를 EUCAST 에서는 2 μg/mL 이상으
로, CLSI는 4 μg/mL로 규정하고 있다(EUCAST. 2011, CLSI. 
2010). 따라서 현장 분리 quinolone 내성균의 판별은 CIP에 대
한 MIC 값이 2 μg/mL 이상인 것으로 하였다. 또한 비록 현재
까지 S. parauberis 의 OA에 대한 내성 기준에 대한 보고는 없
지만, 현장 분리균에서 OA-MIC가 8 μg/mL을 기준으로 내성
균과 wild type 두 group으로 나눌 수 있었다(Table 2). 그러므
로 OA-MIC가 8 μg/mL 을 기준으로 14종의 균주 중 67% 정도
가 내성을 나타내었으며 특히 12 종의 현장 분리균 전부가 내성

Table 3. Mutations detected in the gyrA, gyrB, parC and parE of CIP-resistant clinical isolates of S. parauberis

Strains
CIP
MIC

(μg/mL)

gyrA gyrB parC parE

Base change Amino acid 
change Base change Amino acid 

change Base change Amino acid 
change Base change Amino acid 

change

J66 0.25 - - - - - - - -
JE13 0.5 - - - - - - - -
1598 4 - - - - G-236*-C Ser-79**-Thr - -
J14 8 - - - - G-236-C Ser-79-Thr - -

Residue numbers counted from the 5’ end (*base) and N-terminal (**amino acid) residue respectively.

Fig. 1. Flow chart showing the relationships between S. parauberis 
7002 and its quinolone-resistant mutants. Quinolone-resistant mu-
tants were prepared by screening colonies resistant to ciprofloxa-
cin by culturing S. parauberis 7002 on agar plate containing cip-
rofloxacin. The concentration of ciprofloxacin in the agar plates 
were increased from 0.25 μg/mL at 1st step to 64 μg/mL at 4th step.
* MIC of ciprofloxacin
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균으로 판명 되었다. OA는 수산 생물에의 사용이 허가된 수산
용 항균제 중 하나로서 이전부터 많이 사용 되어져 왔으므로 내
성의 정도가 다소 높게 나타나는 것으로 보여지며, 이후 개발된 
CIP는 OA에 비해 항균력이 더 높으며 누적 사용량 또한 적으
므로 내성의 기준이 낮게 나타난 것으로 보여 진다(Table 2). 뿐
만 아니라 21개의 균주 중 현장 분리 균 12 개 균주 모두는 Tc에 
대한 내성을, 5종의 균주는 Em, 그리고 Amp, Cm 등에 대한 내
성도 나타내어 현장 분리균 모두는 다재 내성균으로 판별 되었
다. 그러나 수중 생태계에서 발견 된 7 균주 모두는 사용된 항생
제에 대하여 내성을 나타내지 않아 수권 환경이 아직 까지는 안
전한 상태에 있음을 추정 할 수 있었다.

S. parauberis의 topoisomerase 유전자 변화 

현장 병어에서 분리 된 CIP 내성의 S. parauberis 중 MIC가 
0.25-8 μg/mL 을 보이는 대표적인 4 개의 isolates를 임의로 선
택하여 type II topoisomerase 관련 유전자인 gyrA, gyrB, parC, 
parE gene 각각의 QRDR 부위를 target로 한 PCR을 실시 하
였다. 생성된 amplicon을 pGEM-T Easy Vector에 cloning 하
고 그 염기서열을 분석함으로써 내성 획득과 각 유전자에서의 
mutation 특성 변화와의 상관 관계를 분석하였다. 
선택 균주 4종 중 CIP-MIC가 4 μg/mL 이상으로 나타나는 2
개 내성균의 QRDR-parC 부위에서 Ser-79→Thr으로의 amino 
acid 변이를 관찰할 수 있었다. 그러나 gyrA, gyrB, 그리고 parE 
gene의 QRDR 부위의 염기 서열에서는 변이를 발견 할 수 없
었다(Table 3). 또한 CIP-MIC가 0.5 μg/mL 이하를 보이는 현
장 분리균 12044 및 K14의 topoisomerase 관련 유전자 모두에
서도 QRDR 부위에서의 유전적 변화를 발견 할 수 없었다(data 
not shown). 

CIP-resistant in vitro mutant 에서의 topoisom-
erase 유전자의 변화 분석

Wild type의 S. parauberis 7002를 CIP가 첨가된 MH agar에
서 단계별로 총 4 단계를 거쳐 내성균을 유도하여 in vitro CIP-
내성 mutant를 분리 하였다(Fig. 1). 단계별로 선택된 4종의 변
이 내성균들(1P1, 2P1, 3P1 및 4P1)에 대한 CIP-MIC 분석 및 
topoisomerase II 및 IV 유전자 각각에 대한 PCR을 실시하여 

QRDR에 대한 염기 서열을 분석하였다(Table 4). 그 결과 두 
번째 단계에서 CIP-MIC가 1 μg/mL 을 나타내는 mutant 2P1
의 gyrA (C-242-T)와 parE (C-1345-A)의 nucleotide 변이가 
검출되었다. 그러나 gyrA의 변이는 아미노산의 변이가 없는 
Ser-81→Ser의 silent 변이였고, parE이 변이는 QRDR부위의 
5‘ end 쪽에 있는 부위로서 Arg-449→Ser 의 변화를 보여 주었
다. 또한 세 번째 단계에서의 mutant 3P1 은 parC 79번 부위에
서 변이가 일어나 현장 분리 내성균(Ser-79→Thr)과 동일한 위
치였으나 그 변이는 Ser-79→Ile 으로 나타나 새로운 변이 형태
를 보여 주었다. 3P1의 CIP-MIC는 8 μg/mL 를 나타내어 2P1
의 MIC에 비하여 8배로 증가하는 명확한 내성 증가를 확인할 
수 있었다. 

HRM을 이용한 내성균의 mutation 분석

HRM 분석은 DNA 합성 시 염기가 결합할 때 생기는 녹는
점의 차이로 인하여 염기가 하나만 틀려도 signal이 다른 양상
으로 나타나기 때문에 CIP-내성균의 topoisomerase 유전자의 
QRDR 부위에서 나타나는 mutation을 검출하고 분석하는 목
적에 활용 하였다. gyrA, gyrB, parC, parE gene에서 주요 변이
가 나타나는 QRDR의 염기서열이 포함되도록 제작한 primer
를 이용하여(Table 1), in vitro mutant를 test한 결과에서 변이
가 나타난 gyrA, parC, parE gene이 변이가 일어나지 않은 균주
와 구별되는 melting curve를 나타내는 것을 확인할 수 있었다
(Fig. 2). 그러므로 본 연구의 primers를 이용한 HRM 분석방법
은 S. parauberis의 type II topoisomerase 를 encoding 하는 각 
유전자들의 확인과 QRDR 에서의 변이 또한 비교 할 수 있음을 
확인 할 수 있었다. 

고   찰

본 연구에서는 1999년에서 2012년까지의 기간 동안, 우리나
라 여러 지역의 넙치, 돌돔을 비롯한 병어로부터 연쇄구균증을 
일으키는 원인균인 S. parauberis를 분리하였으며 이에 대해 
quinolone의 내성을 조사하고 내성 획득의 원인을 규명하고자 
하였다. 이전의 연구들에 따르면 연쇄구균증에 있어 S. iniae와 
더불어 L. garvieae가 주요 원인체로 보고되어 왔다(Nakatsug-

Table 4. Mutations detected in the gyrA, gyrB, parC and parE of CIP-resistant mutants of S. parauberis selected in vitro conditions

Strains
CIP
MIC

(μg/mL)

gyrA gyrB parC parE

Base change Amino acid 
change Base change Amino acid 

change Base change Amino acid 
change Base change Amino acid 

change

1P1 0.25 - - - - - - - -

2P1 1 C-242*-T - - - - - C-1345-A Arg-449**-Ser

3P1 8 C-242-T - - - G-236-T Ser-79-Ile C-1345-A Arg-449-Ser
4P1 64 C-242-T - - - G-236-T Ser-79-Ile C-1345-A Arg-449-Ser

Residue numbers counted from the 5' end (* base) and N-terminal (** amino acid) residue respectively.
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awa, 1983, Heo et al., 2001). 그러나 최근에는 S. parauberis가 
몇 년간 검출 빈도가 뚜렷하게 증가하여 현재 가장 다수를 차지
하며, 우리나라에서 빈번히 연쇄구균증을 발생시키는 원인체
로 보고되고 있다. 또한 그 발생 양상이 제주를 중심으로 우리나
라 전역으로 확산되고 있어 피해가 심각한 것으로 알려져 있다

(Baeck et al., 2006). 
DNA gyrase와 topoisomerase Ⅳ의 gyrA, parC 유전자에서 
변이는 quinolone 내성기작에 우선적으로 중요한 요소이며, 
gyrB와 parE 역시 내성에 관여하는 요소이다(Pan and Fisher, 
1998). 현재까지 S. parauberis의 topoisomerase 관련 유전자에 
대한 특성 분석은 이루어지지 않고 있다. 그리고 본 연구실에서 
그람 양성균의 gyrA 와 gyrB 에서의 conserved region에 대한 
degenerated primer (Table 1)를 사용하여 2237 bp 와 1511 bp 
(GenBank number; GU324257.1 와 GU324260.1)를 cloning 
하였으나 Nho et al. (2011)의 S. parauberis full sequence에 대
한 특성 규명에서 gyrA 와 gyrB 로 추정∙지정한 부위와의 염
기 배열이 gyrA는 98.8%, gyrB는 99.3% 동일하였다. 그러므
로 parC와 parE의 염기 배열도 본 연구의 isolates의 것들과 동
일할 것으로 추정 할 수 있어 이에 대한 유전자 cloning은 실시
하지 않고 Nho et al. (2011)의 유전자 염기 배열을 사용하여 
PCR primer를 제작 하였다. 이러한 primer sets는 S. parauberis
의 DNA gyrase 및 topoisomerase Ⅳ 유전자들의 변이 특성 및 
정도를 알아보기 위하여 각 유전자들의 QRDR의 염기 서열을 
분석하기 위한 PCR과 HRM 분석에 사용 하였다. 

S. pneumoniae의 경우 parC의 Ser-79와 gyrA의 Gly-81, Ser-
83의 아미노산 변이가 quinolone 내성의 가장 주요한 변이로 
알려져 있다(Pan and Fisher, 1996). 이러한 보고를 바탕으로 
현장에서 분리한 quinolone 내성 S. parauberis의 parC와 gyrA
를 포함한 QRDR 부위의 mutation을 분석한 결과 parC의 Ser-
79 부위에서 Thr으로의 변이가 나타났으며, parC 이외의 gyrA, 
gyrB, parE의 QRDR부위에서는 다른 변이가 관찰되지 않았다. 
이러한 변이에 대한 분석과 함께 in vitro 상에서 quinolone에 
대해 내성균을 유도하는 실험을 실시하였다. Wild type인 7002
를 ciprofloxacin이 첨가된 MH 배지에 단계적으로 노출시킴으
로써 실험적으로 유전자들의 변이를 유도하는 실험으로 각각 
총 4 단계를 거쳐 mutant를 제작하였다. 각 단계별로 5 균주를 
임의적으로 선택하여 gyrA, gyrB, parC, parE gene의 아미노산 
변이를 분석한 결과(Table 4), 먼저 2번째 단계에서 parE (Arg-
449→Ser)의 변이가 나타나고, MIC 값은 4배로 증가하였다. 
가장 quinolone 내성에 변화를 많이 나타내는 것으로 알려진 
gyrA에서의 변이는 nucleotide의 변이는 있었지만 아미노산 변
이는 나타나지 않았고 이는 silent mutation으로서 ciprofloxa-
cin에 대한 내성의 증가는 gyrA와는 큰 연관성이 없을 것으로 
보여 진다. parE의 경우 그 위치에 있어 QRDR region의 muta-
tion hot point에서 벗어났으며 Mycoplasma pneumoniae를 제
외한 다른 균주에서 보고된 적이 없다(Gruson et al., 2005). 또
한 parE 자체가 일반적으로 quinolone 내성에 크게 영향을 미
치지 않는다고 보고되어 왔으므로 큰 의미를 가지지 않을 것으
로 생각되지만 이에 대해서는 이후 깊이 있는 연구가 이루어 져
야 할 것이다. 따라서 S. parauberis의 quinolone 내성은 세 번
째 단계에서 나타난 parC (Ser-79→Ile)의 변이가 오히려 중요

Fig. 2. Mutation screening of CIP-resistant S. parauberis mutants 
using high-resolution melting (HRM) analysis.
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한 영향을 미칠 수 있었을 것으로 추정한다. 즉, 이러한 결과
는 quinolone의 내성에 있어서 E. coli를 포함한 그람 음성균에
서는 DNA gyrase가 첫 번째 target이 되지만, Streptococcus와 
같은 그람 양성균에서는 오히려 topoisomerase Ⅳ가 첫 번째 
target이 되어, DNA gyrase에서의 변이 보다는 parC나 parE에
서의 변이가 내성 증가에 우선적으로 영향을 미친다는 보고와 
일치한다(Pan and Fisher, 1998). 다만 S. pneumoniae와 S. suis
등을 포함한 여러 Streptococcus에서 parC의 79번 아미노산이 
내성 획득에 관여함이 보고되어 왔으나(Pan and Fisher, 1996; 
Escudero et al., 2007), 아직 parE의 변이가 첫 번째의 target이 
된다는 보고는 없었으므로 이에 대한 명확한 규명이 필요할 것
으로 보인다. 더불어 현장 분리균에서 나타난 Ser-79→Thr 변
화 보다는 in vitro mutants에서 나타난 Ser-79→Ile 의 변화가 
보다 높은 수준의 내성을 나타내어 QRDR 부위 hydrophobic-
ity 증가가 S. parauberis 의 내성 수준을 더욱 높게 하는 중요
한 요소가 될 수 있는 가능성을 제시하고 있다고 생각 한다. 또
한 4P1이 3P1과 동일한 parC 변이를 나타내었으나 4P1의 Cip-
rofloxacin에 대한 MIC 값은 8배 이상 증가하는 것으로 나타
나, quinolone계 항생제에 대한 내성증가는 topoisomerase IV 
뿐만 아니라 또 다른 quinolone 내성 발생기작인 efflux pump, 
plasmid-mediated quinolone resistance (PMQR) 그리고 균의 
생리적 변화 등도 함께 영향을 미칠 수 있음을 보여주고 있다.

HRM 분석은 M. pneumoniae의 mutation에 의한 macrolide 
내성을 확인하는데 유용하게 사용되었다는 보고가 있었으나
(Wolff et al., 2008), DNA gyrase 또는 topoisomerase 유전자 
변이 분석에 적용한 연구는 지금까지 보고되지 않았다. 본 연
구에서는 gyrA, gyrB, parC, parE의 QRDR 부위에서 변이가 
일어나는 염기서열이 포함되도록 primer를 만들어 HRM 분석
에 이용하였다. 그 결과 변이를 보이는 균과 변이를 보이지 않
는 균의 염기서열과는 다른 HRM signal 양상을 보여 wild type
과 mutation type이 정확하게 구별 가능하였다(Fig. 2). 그러므
로 QRDR에서의 유전자변이를 HRM으로 screening하는 방법
은 현장에서 많은 수의 quinolone 내성 isolates를 분석하여야 
하는 경우 gyrA, gyrB, parC, parE에서 나타나는 QRDR의 변
이를 빠르고 효율적으로 규명 할 수 있는 편리한 방법이라고 할 
수 있다.
본 연구에서는 연쇄구균증의 주요 원인균인 S. parauberis의 

quinolone 내성 획득에는 parC의 우선적 관여와 함께 parE의 
관여 가능성까지도 제시하였다. 그리고 HRM을 이용하여 type 
II topoisomerase 유전자인 gyrA, gyrB, parC 그리고 parE의 변
이를 간단하고 효율적으로 파악할 수 있게 하였다. 
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