
Infection & 
Chemotherapy

메티실린 내성 황색포도알균(Methicillin Resistant Staphyloco­

ccus aureus, MRSA)의 분자역학 연구에서 IRS-PCR (Infrequent-

Restriction-Site PCR)의 응용
신나영1 · 유진홍2 · 박철민3 · 이동건2 · 최수미2 · 권재철2 · 김시현2 · 박선희2 · 최정현2

가톨릭대학교 의과대학 일반대학원 생명의과학과1, 내과학교실2, 가톨릭대학교 의과학연구원3

Original article

Submitted: July 6, 2011
Revised: August 23, 2011
Accepted: September 20, 2011
Correspondence to Jin-Hong Yoo, M.D.
Division of Infectious Disease, Department of Internal Medi
cine, Bucheon St. Mary’s Hospital, 2 Sosa-dong, Wonmi-gu, 
Bucheon 420-717, Korea 
Tel: +82-1577-0675, Fax: +82-32-340-2669
E-mail: jhyoo@catholic.ac.kr 

Copyright © 2011 by The Korean Society of Infectious Diseases | Korean 
Society for Chemotherapy

http://dx.doi.org/10.3947/ic.2011.43.5.396

Infect Chemother 2011;43(5):396-405

pISSN 2093-2340  eISSN 2092-6448

www.icjournal.org

Application of Infrequent-Restriction-Site Polymerase 
Reaction (IRS-PCR) to the Molecular Epidemiologic 
Analysis of Methicillin Resistant Staphylococcus au-
reus (MRSA)

Background: We investigated the usefulness of infrequent-restriction-site 

polymerase chain reaction (IRS-PCR) compared with pulsed-field gel elec

trophoresis (PFGE) and multilocus sequence typing (MLST) on the molecular 

epidemiologic analysis of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA).

Materials and Methods: We used fifty clinical isolates of MRSA collected from 

10 university hospitals located in Seoul. We performed three procedures on these 

isolates: PFGE using SmaI, IRS-PCR using XbaI-Hha I or EagI-Hha I, and MLST 

using seven house-keeping genes. We determined the clusters of molecular types 

by dendrogram using the unweighted pair group method with arithmetic mean 

(UPGMA) and Dice coefficients

Results: MLST analysis showed that isolates exhibited ST1, ST5, ST72, ST89, and 

ST239. In PFGE, the isolates clustered into 5 major groups with 80% similarity, 

which subsequently became classified into 18 subgroups with 95% similarity. In 

IRS-PCR using EagI-HhaI restriction enzymes, there was little resolution among the 

patterns of isolates. However, Xba I-Hha I IRS-PCR showed 5 groups with a 90% 

similarity. These groups were then classified into 9 subgroups with a 95% similarity. 

There were no significant differences among the isolates from different hospitals.

Conclusions: The XbaI-HhaI IRS-PCR method could be a useful tool in the mole

cular epidemiology of MRSA. Its resolution power was good enough to analyze 

isolates, because the patterns of IRS-PCR were closely correlated with those of 

MLST and showed diverse groups.
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서론

황색포도알균(Staphylococcus aureus)은 인체에 흔하게 감염증

을 일으키는 병원균으로써, 피부연조직 감염증과 같은 가벼운 질환에

서부터 패혈증과 같은 전신성 중증질환을 일으키기도 한다. 특히 전 세

계적으로 문제가 되고 있는 메티실린 내성 황색포도알균(methicillin 

resistant S. aureus, MRSA)은 병원 감염의 주요 원인균이며, 최근 들

어서는 병원뿐만 아니라 지역사회 관련 메티실린 내성 황색포도알균

(community-associated MRSA, CA-MRSA)이 새로 운 문제로 대두되

고 있다[1-6].

국내에 발표된 연구에서도, 국내 3차 병원에서 분리되는 S. aureus 중 

MRSA는 70% 이상이며[7, 8], 1, 2차 병원에서도 40% 이상으로 보고되

고 있다[9]. MRSA에 의한 원내감염을 방지하기 위해서 MRSA의 감염

원, 감염경로의 정확한 파악이 필요하기 때문에 형별(typing)이 사용된

다[10].

현재 MRSA의 분자역학적 형별법중 표준방법으로 사용되는 기법은 

pulsed field gel electrophoresis (PFGE)이다[11]. 이는 genomic DNA

를 제한효소로 처리한 후 PFGE 장비를 이용하여, 일반적인 전기영동 방

법(electrophoresis system)으로 분리될 수 없는 커다란 크기의 DNA

절편을 분리하여 그 양상을 비교 분석하는 기법이다. 이를 이용하여 

MRSA 균주의 집단방생 에 대한 분석과 역학적 형별, 그리고 유전적 관

계를 밝힐 수 있다는 장점들을 지닌다. 그러나 고가의 장비가 필요하고, 

연구자가 능숙해질 때까지 많은 시간이 필요하며, 결과를 보기까지 시

일이 오래 걸리고 연구실 간의 재현성을 확보하는데 어려움이 있다.

또한 multiple house-keeping genes[12]을 이용한 multilocus 

sequence typing (MLST)는 유전적 다양성을 분석하는 PCR 방법으로 

적은 양의 검체로 누구나 쉽게 실험할 수 있으나 염기서열분석에 비용

이 많이 들고 시일이 걸린다.

이에 보다 저렴하고 신속하게 시행하여 PFGE나 MLST에 필적하는 

결과를 얻을 수 있는 여러 대안들이 개발되었다. 이들 중, infrequent 

restriction site PCR (IRS-PCR)이 제시되었는데[13], 이는 infrequent

와 frequent restriction site를 인식하는 두 종류의 제한 효소를 사용하

여 각 효소에 의해 잘려진 절단면에 결합하는 adaptor를 primer와 함

께 사용하여 필요한 부위만 선택적으로 증폭하여 확인하는 방법이다. 

IRS-PCR은 고가의 장비가 필요 없으며 DNA를 증폭하여 사용하기 때

문에 적은 양으로도 실험이 가능하여 PFGE와 MLST보다 단시간에 수

행할 수 있으며, 재현성 확보에도 유리한 방법으로 평가 받고 있다. 하지

만 IRS-PCR은 현재까지 그람 음성균에만 사용되어 왔고 많은 종에 응

용되지 않아 추가적인 검증이 필요하다. 이에 본 연구진은 이 기법이 분

자역학적 분석을 위한 대안 수단이 될 수 있는지 여부를 확인해보기 위

하여 대표적인 그람양성균인 MRSA를 대상으로 한 분자역학연구에서 

IRS-PCR의 적용 가능성을 평가해 보고자 본 연구를 시행하였다.

재료 및 방법

1. 실험균주 및 세균학적 검사

서울, 경기도에 위치하는 9곳의 대학병원에서 2008년 5월부터 2009

년 3월까지 MRSA에 감염된 중환자실 환자의 비강배양(nasal swab)과 

균혈증(bacteremia) 검체에서 분리된 MRSA 수집균주와 가톨릭대학

교 의과학연구소 감염내과학 연구실에 보관된 MRSA 균주를 대상으로 

사용하였다.

각 병원에서는 각각의 균주를GP 카드와 AST-P601 카드를 이용한 

Vitek II automated system (bioMérieux, Hazelwood, MO, USA)

을 사용하거나 PBC28 카드를 이용한 MicroScan Pos Combo Panel 

Type 6 automated system (Baxter Diagnostics, West Sacramento, 

CA, USA)를 사용하여 항균제 감수성 검사를 하여 MRSA를 감별하였

다. 이렇게 수집된 균주는 다시 실험실에서 최종확인으로  혈액 한천 배

지(BAP; Komed, Korea)에 접종하여 37℃에서 18시간 순수 배양하여 

그람염색법을 시행하여 현미경으로 균체의 형태를 확인 한 후 단일 집

락을 선별한 후 mannitol salt agar (MI; Difco Lab., Livonia, USA)에 접

종하여 37℃에서 48시간 동안 배양하여 관찰하는 통해 screening[14, 

15] 검사를 실시하여 보관되었다.

분자생물학적 연구를 위한 세균배양은 brain heart infusion (BHI; 

becton dickonson {BD}, Franklin Lakes, NJ, USA)와 luria bertani 

(LB; BD, Franklin Lakes, NJ, USA) broth에서 이루어졌다.

2. 분자 역학 방법

1) PFGE

PFGE를 위한 DNA 분리는 Schwartz[16] 방법을 일부 수정하여 실시 

하였다.

MRSA 균주를 3 mL의 LB broth에 접종하여 37℃에서 13,000 rpm

으로 16시간 동안 배양하였다. 분광광도계(SPECTRONIC 20D+, 

Thermo Electron Scientific Instruments Corporation, Madison, 

WI, USA) 610 nm에서 OD 0.3 (1×108 CFU/mL)이 되도록 조정하고 희

석하여 최종농도는 각 tube 당 ~2.69×105 CFU/mL로 하였다.

침사에 lysis I buffer (30 mM Tris-hydrochloride; pH8.0, 1M NaCl, 

100 mM EDTA-NaOH, 0.5% Brij-58, 0.2% Sodium deoxychlolate, 

0.5% Sodium laurylsarcosine) 50 μL를 첨가한 다음, 37℃, 30분 정도 

배양한 후 2% CleanCut agarose (CHEF Genomic DNA Plug Kit, Bio-

Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) 50 μL와 100units Lysostapin 

(Sigma Chemical Corp., St. Louis, MO) 2 μL를 혼합하여 4℃에서 굳

혀 1% plug를 만들었다[11]. Plug를 lysis II buffer (50 mM Tris-HCl 

pH 7.4, 100units Lysostapin, Lysozyme 1 mg/mL) 300 μL에 37℃에

서 1시간 반응 후 Lysis I buffer 250 μL에 37℃에서 1시간 더 추가 반응 

시켰다. 다시 proteinase K buffer (0.5M EDTA-NaOH, 25 units/mL 

proteinase K) 300 μL에 넣어 50℃에서 하룻밤 반응하였다. 다음 날 증

류수와 washing buffer로 3회 이상 반복 세척 후 TE 완충액에 넣어 4℃

에 보관하였다. 
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제한효소 처리는 20U의 SmaI을 사용하여 25℃에서 4시간 반응

시켰다[17]. CHEP DR III (Bio-Rad Laboratories Inc.)에서 block 

I (Switching time 5-15초, 200V, 6V/cm, 10시간 14℃) 와 block II 

(Switching time 15-60초, 200V, 6V/cm, 13시간 14℃)의 조건으로 전

기영동 하였다.

S. aureus 표준균주인 NCTC 8325를 normalization 하는데 사용하

였다.

PFGE 군집(cluster) 분석은 fingerprinting II informatix software 

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)으로 데이터 베이스

화 하였다. unweighted pair group method with arithmetic mean 

(UPGMA)와 dice coefficients 방법을 통해 dendrogram을 얻었다

(band position tolerance-1.25 or 1, optimization-0.5%). pulse-

ulsed-field type (PFT) clusters는 Tenover 등이 제시한 기준에 따라 

판독 하였다(similarity coefficient of 80%)[18].

2) MLST

균주의 allelic profile은 Mark Enright[12] 방법을 일부 수정하여 수

행하였다.

PCR 반응액은 MRSA의 임상 분리주의 Genomic DNA 50 ng과, 0.25 

U Taq polymerase (Boehringer Mannheim, Indianapolis, Ind.), 1

×PCR buffer (20 mM TrisHydro-chloride; pH8.0, 100 mM KCl, 0.1 

mM EDTA, 1 mM dithiothreitol), 200 μM dNTP mixture (2.5 mM 

each), 각각의 0.2 μM primer, DW (final volume 50 μL)을 혼합하여 준

비한 후 My cycler (Bio-Rad Laboratories)를 사용하여 중합효소 연쇄

반응을 시행하였다.

PCR 조건은 초기 변성(denaturation)단계는 95℃에서 3분, 변성 

94℃에서 30초, primer 결합(annealing)단계는 55℃에서 30초, DNA 

합성(extension)단계는 72℃에서 1분으로 30회 시행 후 마지막 DNA 

합성단계는 72℃에서 5분으로 하였다.

MRSA DNA로 7가지의 유전자를 PCR 한 후 그 산물을 염기서열 분

석하였다. 각 균주들의 검사결과에 따른 sequence type (STs)은 S. 

aureus MLST server (http://saureus.mlst.net/)[19]를 통하여 분리되

어 결정되었다.

3) IRS-PCR

(1) Adaptor and primers 

Adaptor 제작은 Handley SA [20] 가 제시한 방법과 수정한 방법을 

동시에 수행하여 비교하였다.

HhaI (AH1 & AH2 또는 AH1 & AH2-new), XbaI (AX1와 AX2 또는 

AX1와 AX2-new), EagI (AE1 & AE2 또는 AE1 & AE2-new) adap­

tor는 각 oligonucleotide 조합을 균등한 양(20 pmol/μL each)으로 

혼합하여 2시간 동안 95℃에서 4℃로 냉각시켜 만든 후 -20℃에 보존 

하였다.

이번 연구에서는 adaptor의 안정성을 높이고 PCR과정의 선택성을 

높이기 위하여 oligonucleotides는 GC% 가 50-60% 이상으로 하여 

melting temperature (Tm) 값이 상향 조정된 oligonucleotides를 새

로 설계하였고 Fast PCR (Running PCR)을 이용하여 PCR efficiency 

(quality)를 높였다.

In silico server (http://insilico.ehu.es/digest/)를 통하여 기존 염

기서열분석이 완료된 S. aureus genomic DNA에서 XbaI, EagI, HhaI

의 restriction fragment length polymorphism (RFLP) 패턴을 미리 

예측하였다. 사용된 S. aureus 균주의 목록은 S. aureus RF122, Mu50, 

COL, ED98, JH1, JH9, MRSA252, MSSA476, MW2, Mu3, N315, NCTC 

8325, USA300_FPR3757, USA300_TCH1516이었다. 약 20개에서 30개 

밴드 패턴이 예측된 primers (XbaI primers; PX-CG & PX-GC, EagI 

primers; PE-C & PE-T)그룹을 선택하여, IRS-PCR의 선택성과 전기영

동의 분석능을 최적화하도록 하였다.

각각의 adaptor와 primers는 Table 1과 같다.

(2) Digestion & ligation

1983년 Dyer DW[21] 방법을 응용하여 QIAamp DNA Mini kit 

(QIAGEN, Hilden, Germany)를 이용해서 genomic DNA를 분리하고 

정량 하였다.

임상 분리균의 chromosomal DNAs는 1 μg, 1× NEB buffer 4 

(pH 7.9; 50 mM potassium acetate, 20mM Tris-acetate, 10 mM 

magnesium acetate, 1 mM dithiothreitol), DW (final volume, 40 μL), 

1× BSA에 10 U HhaI와 10 U XbaI 또는 10 U HhaI와 10 U EagI를 넣

어 37°C에서 3시간 동안 반응시킨 후 65℃에서 20분간 불활성화 시켰

다[13].

잘린 DNA 10 μL, T4 DNA ligase (400 U), ATP (12.6 pmol), 1

× ligase buffer (pH 7.5; 1 mM ATP, 50 mM Tris-acetate, 10 mM 

magnesium acetate, 10 mM dithiothreitol), HhaI adaptor (AH 또는 

AH-new 20 pmol), XbaI adaptor (AX 또는 AX-new 20 pmol) 또는 

Table 1. Adaptors and Primers Used in Infrequent Restriction Site Polymerase 
Chain Reactions
Oligonucleotide                  Sequence                    References

Hha I adaptor

AH1 5'-AGA ACT GAC CTC GAC TCG CAC G-3'a Handley SA et al.,2002

AH2      3'- TG AGC GT-5'       Handley SA et al.,2002

AH2-new              3'-TGA CTG GAG CTG AGC GT-5'            In this study

Xba I adaptor

AX1            5'-PO4-CTA GTA CTG GCA GAC TCT-3'    Handley SA et al.,2002

AX2                                        3'- AT GAC CG-5'b                         Handley SA et al.,2002

AX2-new                              3'- AT GAC CGT CTG -5'c               In this study

Xba I primers, PX-CG     5'-AGA GTC TGC CAG TAC TAG ACG-3' In this study

Xba I primers, PX-GC 5'-AGA GTC TGC CAG TAC TAG AGC-3'       In this study

Eag I adaptor

AE1            5'-PO4-GGC CTA CTG GCA GAC TCT-3'      Handley SA et al.,2002

AE2                                         3'- AT GAC CG-5'b     Handley SA et al.,2002

AX2-new                        3'- AT GAC CGT CTG -5'c               In this study

Eag I primers, PE-C 5'-AGA GTC TGC CAG TAG GCC GC-3'   In this study

Eag I primers, PE-T   5'-AGA GTC TGC CAG TAG GCC GT-3'         In this study
aAH1 serves as part of the adaptors and primers as the Hha I primer.
b,c Eag I and Xba I use the same sequence for this portion of the adaptor. 
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EagI adaptor (AE 또는 AE-new 20 pmol), DW (final volume, 20 μL) 

혼합하여 16°C에 1시간 동안 반응시켜 ligation 후 65℃에서 20분간 불

활성화 시켰다(Fig. 1)[22].

4) PCR 

IRS-PCR은 Mazurek GH[13]와 Yoo JH[24]의 방법을 수정하여 수

행하였다.

혼합물 template DNA 50 ng (1/50th of the ligation-redigestion 

product), 0.25 U Taq polymerase, 1× PCR buffer, 200 μM dNTP 

mixture (2.5 mM each), 20pmol AH1 primer, PX-CG primer 또는 

PE-C 20 pmol, DW (final volume, 50 μL) 혼합한 후 My cycler를 사용

하여 중합효소 연쇄 반응을 증폭 시켰다[23].

PCR조건은 XbaI-HhaI는 95℃에서 15분간 초기 변성시킨 후 변성단

계는 94℃에서 1분, primer 결합단계는 61℃에서 1분, DNA 합성단계는 

72℃에서 2분으로 25회 시행 후 마지막 DNA 합성단계는 72℃에서 10

분으로 하였고, EagI-HhaI는 95℃에서 15분간 초기 변성시킨 후 변성

단계는 94℃에서 1분, primer 결합단계는 67℃에서 1분, DNA 합성단계

는 72℃에서 2분으로 25회 시행 후 마지막 DNA 합성단계는 72℃에서 

10분으로 하였다[13].

5) Pattern 분석

IRS-PCR product는 PAGE (Polyacrylamide gel Electrophoresis) 

analysis로 1× TBE buffer (pH 8.0, 89 mM Tris base, 89 mM Boric 

acid, 2 mM EDTA), 6.5% Polyacrylamide gel로 180 volt에서 1시간 10

분 동안 얼음 수조에 넣고 전기영동 하였다. DNA marker로 25bp ladder 

(Bioneer)를 사용하였다. EtBr로 20분 염색하고 증류수로 10분간 세척 

후  Gel Doc에서 UV illumination으로 이미지를 얻었다[23, 24].

IRS-PCR 군집 분석은 Fingerprinting II Informatix software으로 

데이터 베이스화 하여 dice coefficients 방법을 통해 dendrogram을 

얻었다(band position tolerance-1.5, optimization-0.5%).

결과

1. Adaptor 설계

Fast PCR을 이용해 확인한 결과 기존의 논문들에서 사용한 adaptor 

중 Tm값이 AH2의 경우 23.3℃, AX2 (AE2)의 경우 18.8℃로 측정되었

다. Tm값이 낮고 PCR 산물이 제대로 증폭되지 않았으며 실험의 재현성

이 확보되지 않았다(Fig. 2A). 

그래서 adaptor의 안정성을 높이기 위하여 Tm 값이 각각 56.6℃

G C G....5’ 
C....3’ 5’....G C G 

3’....C G C G......A G A T C 

C......T C T A G A ....G C G 

T ....C G C G......C  

C......G C G 

HhaI HhaI HhaI  

HhaI  HhaI HhaI XbaI 

XbaI 

Digestion 

Ligation  

CTAGA ....GCG 

T ....C 

HhaI 

HhaI XbaI 

XbaI 

(AH2)  C GTGCGAGTCGAGGTCAGTTCT..-3’ 

G C G CACGCTCAGCTCCAGTCAAGA..-5’ 3′-..TCT CAG ACG GTC AT GATC  (AX1) (AH1) 

Initial primer annealing 

Denaturation 

5′-..AGA GTC TGC CAG TA  (AX2) CTAGA ....GCG (AH2)  C GTGCGAGTCGAGGTCAGTTCT..-3’ 

3′-..TCT CAG ACG GTC AT GATC  (AX1) T ....C (AH1) G C G CACGCTCAGCTCCAGTCAAGA..-5’ 

3′-..TCT CAG ACG GTC AT GATC  (AX1) T ....C (AH1) G C G CACGCTCAGCTCCAGTCAAGA..-5’ 

5′-..AGA GTC TGC CAG TA CTAG ACG  (PX-GC primer) 

Initial extension 

3′-..TCT CAG ACG GTC AT GATC  (AX1) T ....C (AH1) G C G CACGCTCAGCTCCAGTCAAGA..-5’ 

5′-..AGA GTC TGC CAG TA CTAG ACG  (PX-GC primer) 

AH1 

5′-..AGA GTC TGC CAG TA  (AX2) 

Figure 1. Schematic presentation of IRS-PCR.
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와 38.8℃로 상향되도록 새로 설계한 AH2-new, AX2-new & AE2-

new라는 adaptor를 고안하였다. 이렇게 Tm값을 높여 새로 설계한 

adaptors로 IRS-PCR를 실시한 결과, PCR 증폭 산물이 안정적으로 증

폭되었다(Fig. 2C).

2.	In silico 방법을 통한 S. aureus에서의 IRS-PCR 방법론적 확립

In silico server를 통하여 S. aureus genomes에서 RFLP 패턴을 미

리 예측한 결과, XbaI 이용 시 343-522개, HhaI 이용 시 3000개 이상, 

EagI 이용 시 25-29개의 Site를 예측할 수 있었다. 또한 XbaI를 이용한 

IRS-PCR에서 PX-CG primer를 선택 증폭할 경우 17-23개, PX-GC 

primer의 경우 26-29개의 밴드 패턴으로 예측되었다. 즉, XbaI-HhaI 

adaptor를 이용한 IRS-PCR 결과는 PX-C primer (PX-N)를 사용할 

경우 PCR 증폭산물이 너무 많아 구별이 어려웠지만(Fig. 2B), PX-CG 

primer (PX-NN)의 경우 PCR산물이 적당하게 증폭되어 IRS-PCR 조건

에 최적화되었다(Fig. 2C). 

EagI-HhaI adaptor를 이용한 IRS-PCR를 수행하여 측정한 결과는 

밴드 수가 매우 적고 구별점도 없어, 변별력을 찾기 어려웠다.

3. PFGE, MLST, IRS-PCR 분자역학방법 비교

PFGE와 IRS-PCR을 통해 얻은 대표적인 전기영동 결과는 각각 Fig. 3

와 Fig. 4에 예시하였다.

IRS-PCR 결과, 비슷한 패턴의 밴드가 형성되었지만 MLST 형별(Se­

quence type)을 기준으로 보면 각각의 다른 패턴을 형성하여 변별력을 

찾아볼 수 있었다.

총 50주의 MRSA DNA를 SmaI 제한효소로 처리하여 PFGE를 수

행한 결과를 군집분석하여 얻은 dendrogram을 보면, pulsotype은 

80% similarty 수준에서 볼 때 총 5가지(A-E)의 군집으로 분류되었다

(Fig. 5).

MRSA DNA를 7가지의 house-keeping gene의 염기서열 분석을 통

하여 MLST 형별(Sequence type)을 검사한 결과 총 50주 중 9주가 ST5

였으며, 3주가 ST1, 4주가 ST89, 16주가 ST239, 18주가 ST72였다(Table 

2). 

PFGE similarty 90% 수준에서 볼 때는 ST5 균주내에서 A-1, A-2, 

A-3으로 3가지 군집, ST1 균주내에서 B-1, B-2로 2가지 군집, ST89 균

주내에서 C로 1가지 군집, ST239 균주내에서 D로 1가지 군집, ST72 균

주내에서 E-1, E-2, E-3로 3가지 군집으로 나타났고 PFGE similarty 

95% 수준에서 볼 때에는 ST5 균주내에서 A-1, A-2, A-3, A-4로 4가

지 군집, ST1 균주내에서 B-1, B-2, B-3로 3가지 군집, ST89 균주내에

Figure 3. Representative products of PFGE. Lane 1, 7, 13, and 20 contained DNA 
marker (NCTC8325 S. aureus); lane 2 through 6, 8 through 12, and 14 through 
19 contained clinically-isolated strains.

A B C

Figure 2. IRS-PCR electrophoretic patterns of MRSA produced by amplification of restricted-ligated XbaI-HhaI fragments. (A) Lane 1 
and 10 contained 25-bp ladders; lane 2 through 9 contained clinically isolated strains using adaptor (AH1&AH2, AX1 & AX2, AE1 & 
AE2) and primer PX-C. (B) Lane 1, 8, and 15 contained 25-bp ladders; lane 2 through 7 and 9 through 14 contained clinically-isolated 
strains using new adaptor (AH1 & AH2-new, AX1 & AX2-new, AE1 & AE2-new) and primer PX-C. (C) Lane 1 and 10 contained 25-bp 
ladders; lane 2 through 9 contained clinically-isolated strains using new adaptor (AH1 & AH2-new, AX1 & AX2-new, AE1 & AE2-new) 
and primer PX-CG.
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Figure 4. IRS-PCR electrophoretic patterns of MRSA produced by amplification of restricted-ligated XbaI-HhaI 
DNA using primer PX-CG in MRSA. The lane 1 in each gel contained 25-bp ladders; (A) ST239 isolates. (B) 
lane 2 to 5 contained ST89 isolates; lanes 6 to 9 contained ST72 isolates. (C) ST1 isolates. (D) ST5 isolates. 

A B

C D

Figure 5. Dendrogram of MRSA in PFGE. 
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서 C-1, C-2로 2가지 군집, ST239 균주내에서 D-1, D-2로 2가지 군집, 

ST72 균주내에서 E-1, E-2, E-3, E-4, E-5, E-6, E-7로 7가지 군집으로 

나타났다(Fig. 5).

반면, XbaI-HhaI 제한효소로 처리한 IRS-PCR를 수행한 결과를 군

집분석하여 얻은 dendrogram을 보면, 90% similarty 수준에서 총 5가

지(a-e)군집으로 분류 되었다(Fig. 6). 

IRS-PCR similarty 95% 수준에서 볼 때에는 ST5 균주내에서 a로 1

가지 군집, ST1 균주내에서 b로 1가지 군집, ST89 균주내에서 c로 1가

지 군집, ST239 균주내에서 d-1, d-2, d-3, d-4로 4가지 군집, ST72 균

주내에서 e-1, e-2로 2가지 군집구분이 가능 하였다. 그리고 ST1 인 b 

군집(Ws19, Cm620,  Ja9)은 각각 유사도 100%이었다.

같은 MLST ST5와 ST72를 기준으로 보았을 때 IRS-PCR은 모두 같

은 밴드 패턴을 보였으나 PFGE의 경우엔 3가지의 밴드 패턴을 볼 수 있

었고, ST1를 기준으로 보았을 때에도 IRS-PCR은 모두 같은 밴드 패턴

을 보였으나 PFGE의 경우엔 2가지의 밴드 패턴을 볼 수 있었다. 반면에 

ST89, ST239는 PFGE, IRS-PCR 모든 방법에서 같은 밴드 패턴을 볼 수 

있었다(Table 2).

즉, IRS-PCR과 PFGE의 2가지 형별에서는 같았으나 3가지 형별에서

는 다르다는 걸 확인할 수 있었고, MLST와 IRS-PCR의 형별 구분은 일

치하였다.

또한 IRS-PCR 뿐만 아니라 MLST, PFGE 모두 병원별 다르지 않았다.

 

Figure 6. Dendrogram of MRSA in IRS-PCR.

Table 2. Comparison of Genotypes between MLST, IRS-PCR and PFGE
Strain ( )a MLST IRS-PCR PFGE Strain MLST IRS-PCR PFGE   

Cm621 (Kk) ST5 a A-3 Cm626 (Sb) ST239 d D

Cm609 (Kh) ST5 a A-3 Cm517 (Sb) ST239 d D

Cm515 (Sb) ST5 a A-3 Cm813 (Kk) ST239 d D

Cm642 (Kh) ST5 a A-3 Cm680 (Sb) ST239 d D

Cm514 (Sb) ST5 a A-3 Cm695 (Sb) ST239 d D

Cm705 (Cs) ST5 a A-3 Cm702 (Cs) ST239 d D

Cm730 (Sb) ST5 a A-1 Cm720 (Cs) ST239 d D

Cm721 (Cs) ST5 a A-3 Cm509 (Cs) ST72 e E-1

Cm745 (Is) ST5 a A-2 Cm513 (Sb) ST72 e E-1

Cm620 (Kk) ST1 b B-2 Cm633 (Cs) ST72 e E-1

Ws19 (Ws) ST1 b B-1 Cm634 (Cs) ST72 e E-1

Ja9 (Ja) ST1 b B-1 Cm531 (Cs) ST72 e E-1

Ws10 (Ws) ST89 c C Cm636 (Cs) ST72 e E-1

Ws29 (Ws) ST89 c C Cm643 (Sb) ST72 e E-1

Sc24 (Sc) ST89 c C Cm646 (Kk) ST72 e E-1

Ws2 (Ws) ST89 c C Cm820 (Ks) ST72 e E-1

Cm598 (Sb) ST239 d D Cm765 (Cs) ST72 e E-1

Cm511 (Cs) ST239 d D Cm814 (Kk) ST72 e E-3

Cm512 (Sb) ST239 d D Cm824 (Kk) ST72 e E-2

Cm572 (Sb) ST239 d D Cm772 (Cs) ST72 e E-3

Cm600 (Sb) ST239 d D Cm773 (Kk) ST72 e E-1

Cm656 (Sb) ST239 d D Cm648 (Sb) ST72 e E-1

Cm657 (Sb) ST239 d D Cm662 (Cs) ST72 e E-1

Cm678 (Sb) ST239 d D Cm664 (Kh) ST72 e E-1

Cm677 (Sb) ST239 d D Cm708 (Cs) ST72 e E-1
aAbbreviation of hospital name.
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고찰

S. aureus은 인간에 기거하는 주요 정상세균총(normal bacterial 

flora)의 하나이며 코, 인두, 손, 목, 피부, 회음부, 겨드랑이 등 온몸에

서 발견되지만 주요 서식처는 전비공(anterior nares)의 편평 상피세

포(squamous epithelium)이다[25]. 건강한 숙주에서는 정상세균총

의 일부로 존재하지만 특정요인 등에 의해 감염을 일으키는 기회감염

균(opportunistic infection)이다. S. aureus의 비강 집락형성(nasal 

colonization)은 감염증의 주요 위험요소이고 높은 분포로 보고되기도 

하였다[26]. 특히 전 세계적으로 문제가 되고 있는 MRSA는 농양이나 창

상감염 등의 피부감염, 패혈증, 폐렴, 독성쇼크증후군, 식중독 등의 여러 

가지 감염을 일으킬 수 있는 중요한 병원성 세균이다. 원내감염의 중요

한 원인 균이지만 근래에는 지역사회감염도 증가되고 있다[27]. 질병관

리예방본부(Centers for Disease Control, CDC)는 수술창상 또는 입

원 후 72시간 이상 경과한 환자의 모든 부위에서 MRSA가 검출되는 경

우를 병원 감염(Hospital infection)이라 정의하였고, 그 전에 MRSA가 

검출되는 경우를 지역사회 감염(community-associated infection)이

라 정의 하였다[28]. CA-MRSA에 의한 감염도 HA-MRSA와 같이 증가

되고 있다. 그러므로 본 연구에서 MRSA를 대상으로 역학을 규명하여 

대표 균주 여부를 파악하는 것을 주된 목표로 하여 보다 나은 분자생물

학적 기법을 확립하고자 하였다.

현재까지 변별력 및 재현도 면에서 다른 형별 분류 방법보다 우월하

고 단 기적 변화만을 분석하기 위한 목적으로 PFGE를 사용하지만 고가

의 장비가 따로 필요하고 능숙해질 때까지 많은 시간과 노력이 필요한 

방법이고 결과를 얻기까지 오랜 시간이 걸리는 단점이 있다.

또한 7개의 house-keeping genes의 염기서열을 분석하여 유형

(ST)을 결정하 는 MLST는 유전자의 장기적 역학 변동을 반영하고 검사

실간 변이가 없어 전세계적 역학을 추정[29] 할 수 있으나 염기서열분석

을 위해 수탁한 후 결과를 MLST server를 통해 분석하여 얻으므로 시

일이 걸리고 비용도 많이 들었다.

반면 IRS-PCR 방법은 adaptor를 primer와 함께 사용하여 필요한 부

위만 선택적으로 짧은 시간 내에 증폭하여 확인하는 방법으로 적은 양

으로도 실험이 가능하며 고가의 장비가 필요 없으며 DNA만 준비되어

있으면 하루 만에 결과를 얻을 수 있어 PFGE 보다 적은 시간과 적은 노

동력이 필요하였다.

이런 이유로, 현재까지 개발된 분석 방법들과 비교해서 보다 능률적

인 대안일 것이라는 기대 하에 본 연구를 수행 하였다. 그러나 과거의 방

법을 바탕으로 실험해 보면서 몇 가지 문제점을 발견할 수 있었다. 일단 

ligation 단계에서는 회사마다 ligation 반응온도가 달라 모두 사용해 보

았다. 실온에서 반응하는 ligation kit를 사용하였을 때 반응을 하지 않

아 최종적으로 밴드 형성이 되어지지 않았다. 이에 16℃에서 반응 할 수 

있는 ligation kit를 사용하였더니 반응을 하여 밴드형성이 되었다. 그러

나 최종적으로 두 가지 패턴의 밴드만을 형성하여 변별력이 좋다고 볼 

수 없었다. Kit 상의 문제만이 아니었던 것으로 추정되었다. 그래서 다시 

adaptor와 primer의 문제점을 찾아 보완하였다.

처음 사용했던 adaptor는 Tm값이 낮아서 좋은 결과를 얻지 못하였

다. 안정성을 높이기 위하여 Tm값을 높여 새로 설계한 adaptors로 IRS-

PCR를 실시한 결과, PCR 증폭 산물이 안정적으로 증폭되었다.

그러나 PX-N primer를 사용할 경우 PCR 증폭산물이 너무 많아 구

별이 어려웠다. 그래서 PCR 산물이 적당하게 증폭할 수 있게 PX-NN 

primer를 사용하여 IRS-PCR 조건 최적화시킬 수 있었고 변별력도 

향상시킬 수 있었다. 이 외의 각 단계별로의 시간 조절을 해 본 결과 위

의 방법의 조건에서 최적의 결과를 얻을 수 있었다. 그리고 Mazurek 

GH[13]에서는 ligation 단계 후에 digestion을 잠시 동안 한번 더 반응 

시킨 후 IRS-PCR를 하였는데 이 단계를 거친 결과와 거치지 않은 결과

는 별 차이가 없어 실험 간소화를 위해 이 단계는 생략하였다. 

또한 S. aureus genomes에서 SmaI을 이용 시 RFLP 패턴은 25-37개

의 Site를 예측할 수 있어 가장 좋은 제한 효소라 생각할 수 있으나 절편

에 blunt ends를 생성하는 제한효소이기 때문에 ligation시 비특이적 

결합이나 이에 따라 PCR 증폭시 재현성이 매우 떨어질 수 있는 단점이 

있어[20] 이번 연구설계에서는 SmaI을 이용한 IRS-PCR 방법은 배제하

였다.

최종적으로 전기영동한 결과를 데이터 베이스화하여 형성된 

dendrogram을 관찰해 보았을 때 밴드 패턴은 같은데도 ladder의 영향

으로 서로 다른 군으로 나뉘게 되는 문제점을 발견하였다.

그 원인은 전기영동 시 polyacrylamide gel이 주위 영향을 쉽게 받는 

것이라 생각하여 완충액(Buffer)을 한 번에 만들어 전기영동 시마다 덜

어 쓰고 완충액이 담긴 통을 얼음 수조에 담아 전기영동을 실시하여 같

은 조건으로 맞추어 문제점을 해결 할 수 있었다.

이 연구에서 50주의 MRSA 임상 균주를 분석 한 결과 MLST 시행 

시 5가지(ST1, ST5, ST72, ST89, ST239) 형으로 구별되었고, PFGE 

pulsotype은 80% similarty 수준에서는 총 5가지(A-E) 군집으로 분류

되었고 90% similarty 수준에서는 총 10가지 군집으로, 95% similarty 

수준에서는 총 18가지 군집으로 분리되었다. 그리고 응용된 IRS-PCR

을 시행한 결과 EagI-HhaI 사용시에는 뚜렷한 변별력을 찾을 수 없었

지만, XbaI-HhaI 사용시에는 밴드수가 많고 뚜렷한 구별점을 찾을 수 

있어 90% similarty 수준에서는 총 5가지(a-e) 군집으로 분류되었고 

95% similarty 수준에서는 총 9가지 군집으로 분리되었다.

MLST 형을 기준으로 하여 IRS-PCR과 PFGE의 결과를 비교해 보았

을 때 IRS-PCR의 밴딩 패턴은 PFGE와 거의 일치했다.

검사 소요 시간을 비교해 보면 평균적으로 PFGE는 4일이 소요되고 

MLST는 3일이 소요되는 반면 IPS-PCR은 이틀 이내로 수행할 수 있었

다.

IRS-PCR 방법을 사용시에는 EagI-HhaI 조합보다는 XbaI-HhaI를 

사용하여 형별 변별력을 높일 수 있었다. 용도면에서는 단기간의 동시다

발 감염(outbreak)을 분석하기 위해서는 IRS-PCR 방법 보다는 PFGE 

방법으로 시행하는 것이 좋을 것으로 본다. 반면에, IRS-PCR 방법이 

MLST 보다 시간과, 노력, 비용을 크게 절감할 수 있는 적절한 대안이 될 

수 있다고 생각한다.

MRSA 분자역학연구에서 IRS-PCR 방법의 확립은 기존 PFGE와 

MLST의 시간적, 경제적 비용을 절감 시킬 수 있을 것으로 기대된다. 또

한 IRS-PCR이 MRSA 분자역학연구 및 진단에서 그람양성균에도 유용
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함을 확인한 바 향후 MRSA 이외의 다른 그람 양성균들에도 대상 범위

를 넓힘으로 분자 역학연구의 발전에 기여 할 수 있을 것이라 기대된다.
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