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A군 연쇄구균(group A streptococci, 이하 GAS)은 세균
성 인두염의 가장 흔한 원인으로서 상기도 감염 환자에

서올바른진단이이루어지지않고무분별하게항생제가
남용될경우항생제내성문제가심각해질수있는대표
적인 균이다. A군 연쇄구균의 역학조사로서 가장 많이
사용되는 것이 T 항원형과 M 항원형이다. 최근에는 M

항원형 대신에 그 조절 유전자인 emm 유전자형을 조사
하기도 한다[1-3]. 그러나 동일한 혈청형 혹은 유전자형
이라도 집단발생의 원인균이 클론성인지 감별하기 위해
서는 항생제 감수성 패턴 분석이나, 플라스미드, 염색체
DNA 제한효소 패턴, 라이보타이핑과 같은 추가적인 방
법이사용되어야한다[4-5]. Erythromycin (이하 EM) 내성
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유전자중 ermB는구성형내성을유도하여 EM에고도내
성을보인다[6]. 반면 mefA유전자는 M형내성을보이며,

EM에는 낮은 최소억제농도를 보인다[7]. 최근 국내에서
EM에대한내성률이점차증가하고있는데[8,9], 이들균
주들의 항균제 내성 및 분자생물학적인 특성을 살펴볼
필요가있다. 본연구에서는 EM 내성인균주를대상으로
이들이클론성으로집단발생했는지연구하고자하였다.

염색체 DNA 패턴과 항생제 내성 사이의 연관성을 확인
하기 위해 급성인두염 환자에서 분리된 EM 내성 GAS를
대상으로 pulsed-field gel electrophoresis (이하 PFGE)를
시행하였다. PFGE는 시간과 노력이 많이 들어가기는 하
지만유전자전체를대상으로분석하기때문에분별력이
높고 재현성이 좋아 집단 발생의 원인균을 조사하거나
감염 전파 경로를 파악하는 등 역학적 조사에 표준방법
으로 사용되고 있다[10]. 또 연구 대상 균주에 대해 emm

유전자형과 EM 내성 유전자인 ermB, mefA 유전자 유무
를조사하고, 이들과 PFGE 결과와비교하고자하였다.

대상 및 방법

1. 연구대상 균주

2001년 11월부터 약 6개월동안 경남 진주에 위치한 소
아과의원에서 상기도 감염 환자 246명(남자 123명, 여자
123명)을 대상으로 인두배양을 시행하였다. 그 중 125명
(50.8%)이 A군 연쇄구균 양성이었다. 디스크 확산법에
의해 EM에 대한 감수성을 시행하였는데, 그 중 56균주
(44.8%)가내성을보였다.

2. emm형 조사 및 항생제 내성 유전자 조사

EM 내성균주를대상으로 emm유전자형과 ermB, mefA

유전자 유무를 조사하였다. emm 유전자형은 유전자 증
폭 후 염기서열 분석을 통하여 동정하였다[1-3]. ermB 및
mefA두가지유전자는유전자증폭을하여그유무를확
인하였다[9].

3. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)

PFGE는 Stanley 등[11]의 방법을 약간 변형하였다. 각
각의 균주를 brain heart infusion 액체배지 10 mL에 배양
한 후 원심분리로 침전시키고, 세척완충액(10 mL Tris

HCl, pH 7.8, 1 M NaCl)으로 3회세척하였다. 세척된균을
세척완충액으로 부유시킨 후 동량의 1.3% 저융해도한천
(low melting temperature agarose, FMC Bioproducts, Rock-

land, USA)과혼합하여주형(mold)에부은후 4℃로냉각
하여고형화하였다. 각 agarose block을용해완충액(6 mM

Tris HCl, 100 mM EDTA, 1 M NaCl, 0.5% Brij 58, 0.2% so-

dium deoxycholate, 0.5% sodium lauroyl sarcosine)에 넣고

37℃에서 세포를 용해하였다. 37℃에서 항온 처리된 각
agarose block은 4 mL의 단백분해 완충액(0.5 M EDTA,

pH 8.0, 10% sodium lauroyl sarcosine)에 proteinase K (2

mg/mL)를 넣어 50℃에서 1일간 방치하였다. 다음날 TE

완충액(10 mM Tris HCl, pH 7.6, 1 mM EDTA)으로 4회세
척하였고, 고형화 된 세균의 DNA는 30 unit SmaI으로 25

℃에서 제한효소 처리하였다. PFGE는 CHEF MAPPER

system (BioRad Lab., Hercules, CA, USA)를 이용하여 6.0

v/cm, pulse time은 10초에서 35초로 14℃에서 24시간 동
안 전기영동하였다. 전기영동 된 젤은 ethidium bromide

(1㎍/mL)로 염색하여 자외선 조사기에서 촬영하였다. 분
자량 표지자는 파지 lambda에서 분리한 DNA concatemer

를이용하였다. PFGE로절단된 DNA 절편양상의분석은
Tenover 등이제시한기준에따라시행하였다[10].

결 과

EM 내성균인 56균주의 염색체 DNA를 SmaI으로 처리
한 뒤 PFGE를 시행한 결과 5가지의 패턴으로 분류되었
다(Fig. 1). emm유전자형은 emm 2, 3, 12, 18, 75로동정되
었는데, 유전자형과 PFGE형 간에는 연관성이 관찰되지
않았다. emm 2, 18, 75는대부분 mefA유전자양성이었고,

emm12는 대부분 ermB 양성이어서, emm 유전자형과 내
성 유전자간에는 연관성이 관찰되었다. mefA 유전자 양
성인 emm 2, 18, 75는 SmaI에 의해 절단되지 않아 모두
non-typeable의 PFGE 패턴을 보였다. emm12는 서로 다른
5가지의다양한 PFGE 패턴을보였다(Table 1).

고 찰

염색체 DNA 절편 검사는 비록 유전자 삽입과 소실 혹
은 무작위 돌연변이 등에 의해 영향을 받기는 하지만 표
현형 검사에 비해서는 외부 조건에 의한 영향이 적기 때

Fig. 1. PFGE pattern of erythromycin resistant group A
streptococci restricted with SmaI enzyme. Lane M:
molecular PFG marker.
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문에 정확한 감염원과 병독성이 강한 균주를 찾아내고
감시하며, 감염 유행 양상을 알아내는데 유용하다[10].

영국에서 Stanley 등[11]이 침습성 질환을 일으킨 GAS에
서 R28, M5는 다클론성이었으나, M1, M3, M6, M11형은
동일한 PFGE 패턴을 보였다고 했다. 이탈리아의 Corna-

glia 등[12]은 환자에서 분리한 EM 내성균의 PFGE 결과
가 서로 다른 패턴으로 다양하게 나와 유전적으로 다양
한 균의 전파라고 주장하였다. 반면 일본의 Murase 등
[13]은 224명의환아를대상으로한연구에서 EM 내성균
의 82.4%에서 ermB 유전자 양성이면서 동시에 동일한
PFGE 패턴을 보여 단일 클론에 의한 전파였다고 보고하
였다. 국내에서는 GAS에서 PFGE를이용한염색체 DNA

분석에대한보고가많지않다. Lee 등[15]은서울지역환
자에서 분리한 균을 대상으로 서로 다른 emm 유전자형
사이에는각각다른 PFGE 패턴을보였지만, 같은 emm 유
전자형은 동일한 PFGE 패턴을 보인다고 하였다. 이 등
[16]은 EM, clindamycin에 내성인 균주의 84%에서 혈청
형이 T12이면서 동일한 PFGE 패턴을 보여 서로 연관성
이 있으며, 역학조사 시 PFGE의 유용성을 주장하였다.

그러나 본 연구에서는 emm12는 41%(22/54)에 불과하였
으며, PFGE는 5가지 패턴으로 다양하였다. 손 등[16]은
초등학생 보균자에서 분리한 GAS의 PFGE를 시행한 결
과 서로 다른 12가지 패턴을 보였고, T 혈청형과 함께 사
용할 경우 교실에서 균주 획득이나 소실을 연구하는 역
학조사에유용하다고하였다.

mefA 유전자 양성인 M 표현형 33균주는 SmaI에 의해
절단되지않아모두 non-typeable의 PFGE 패턴을보였다.

문헌 고찰에 따르면 내성 표현형이 M형인 EM 내성균은
SmaI에의해절단되지않는다는보고가있었다. 이는 Co-

ccuza 등[17]에 의해 이미 보고 되었는데, M형 내성 표현
형을 코딩하는 유전자에 SmaI 작용부위를 변형시킬 수
있는 유전자가 같이 코딩되어 있고, 이 유전자는 tetracy-

cline 내성 유전자인 tet에 의해 작용이 억제된다고 하였
다. 이런 현상은 ermB 유전자 양성인 GAS는 tetracycline

에 감수성 결과와 무관하게 SmaI에 의해 절단이 되고,

mefA 유전자 양성인 GAS에서만 tet 유전자와 연관성이
특이하게 관찰된다. Valisena 등[18]은 혈청형이 T4인
mefA 양성 GAS 중에서 tetracycline에 감수성인 균주는
SmaI 으로절단이되지않았기때문에 SfiI으로처리한뒤
PFGE를 시행하였고, 그 결과 혈청형은 같지만 유전자형
이 서로 다른 다클론성임을 관찰하였다 벨기에의 Des-

cheemaeker 등[19]도역시 EM 내성균에서내성표현형이
M형인 균은 대부분 SmaI에 의해 non-typeable이거나 판
독이 어려운 패턴을 보였으나, SfiI 으로 처리한 뒤 시행
한 PFGE에서는 다양한 패턴을 보였다고 하였다. 따라서
본 연구에서 non-typeable이었던 mefA 양성 EM 내성균은
ApaI 이나 SfiI와 같은 제한효소를 사용한 PFGE 패턴 분
석이필요하다고사료된다.

결론적으로제한된균주수이지만 EM 내성 GAS 균주
는 클론성 보다는 emm 2, 12, 18, 및 75 등의 유전자형이
다양하게 혼합되어 있으며, SmaI에 의한 염색체 분절 패
턴은 emm 형보다는 항생제 유전자형과 밀접한 연관이
있었다.

요 약

배배경：A군 연쇄구균(group A streptococci, GAS)의
항생제 내성은 심각한 수준이다. 집단발생의 원인균을
찾거나 감염 전파경로를 파악하기 위해 pulsed-field gel

electrophoresis (PFGE)가 유용하게 사용된다. Erythromy-

cin (EM) 내성은 ermB, ermTR, 혹은 mefA 유전자에 의해
매개된다. emm 유전자에 의해 코딩 되는 M단백은 GAS

의매우중요한독성인자이다.

방배법：상기도 감염 환자의 인두에서 분리된 56균주
의 EM 내성균을 대상으로 SmaI 염색체 DNA 절편 분석
을 시행하여 클론성 여부를 조사하였다. ermB와 mefA 유
전자를 증폭하였고 emm 유전자형을 염기서열 분석법으
로 동정하였으며, 이들 결과와 PFGE 패턴과의 연관성을
살펴보았다.

결배과：emm 유전자형은 2, 3, 12, 18과 75로동정되었
다. 대부분 emm12는 ermB유전자양성이었고, emm 3, 18,

75는 mefA 유전자 양성이었다. mefA 유전자 양성인 균주
는 모두 SmaI에 의해 절단되지 않았다. emm12는 서로 다
른 5가지 PFGE 패턴을보였다.

결배론：emm 유전자형은 내성 유전자와 밀접한 연관
이 있었다. PFGE에 의한 DNA 절편 분석에서 적어도 진
주지역에서 EM 내성균은 클론성은 아니었다. mefA 유전
자를가진 GAS는 SmaI에의해절단되지않아, mefA유전
자가 SmaI의작용을억제한다고사료된다.

Table 1. PFGE pattern according to emm types and antibio-

tic resistance genes

No. of Resistance PFGE

strains gene pattern

2 3 mefA B*

3 1 none D

12 6 ermB A

12 1 mefA B

12 2 ermB C

12 12 ermB D

12 1 ermB E

18 7 mefA B

18 1 ermB B

75 22 mefA B

*B : not-digested with SmaI enzyme

emm type
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