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Abstract

     Vibrio vulnificus  is a gram-negative rod bacterium that can cause septicaemia 

and skin lesions. Since V. vulnificus  has become a public health problem, a rapid and 

effective detection method is needed.

     In an attempt to develop rapid PCR detection method for V. vulnificus, we 

have examined the 16S-23S rRNA intergenic spacere (ISR) of V. vulnificus  and 

developed species-specific primer for V. vulnificus  KCTC 2959. The intergenic spacers 

were amplified by primers complementary to conserved regions of 16S and 23S 

rRNA genes. The ISR amplicons were cloned into plasmid vectors and sequenced. 

Analysis of the ISR sequences showed that V. vulnificus  KCTC 2959 contains five 

types of polymorphic ISRs. The size of ISRs ranged from 424 to 741 bp in length 

and the number of tRNA genes ranged from one to four. The ISRs were designated 

ISR-E, ISR-IA, ISR-EKV, ISR-IAV, ISR-EKAV. ISR-E included the tRNA
Glu
; 

ISR-IA, tRNAIle and tRNAAla; ISR-EKV, tRNAGlu, tRNALys, tRNAVal; ISR-IAV, tRNAIle, 

tRNAAla, tRNAVal; ISR-EKAV, tRNAGlu, tRNALys, tRNAAla, tRNAVal.

     Multiple alignment of representative sequences from different Vibrio species 

revealed several domains of high sequence variability, which were used to design 

species-specific primer for detection PCR. The specific of the primer was examined 

using genomic DNA prepared from 18 different Vibrio species. The species-specific 

primer distinguished V. vulnificus from the other Vibrio speices. The results 

showed that the PCR reaction using species-specific primer designed in this study 

can be used to detect V. vulnificus.
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I.   서론

     1979년 전남 해안지방에서 일어난 갑작스런 피부 괴저와 쇼크로 사망한 예를 최

초로 매년 5월에서 10월 사이 그 중에서도 특히 7월에서 9월 사이에 Vibrio vulnificus

에 의한 피해사례들이 많이 보고되었다 (박경수 등, 1993; 신성욱과 박석돈, 1998; 주진우 

등, 1998). 패혈증의 원인균으로 잘 알려져 있는 호염성, 그람 음성 간균인 V. vulnificus

는 해수, 갯벌, 어패류에서 주로 분리되며 어패류를 생식하는 식습관을 갖는 우리들에

게는 위협적인 존재라 할 수 있다 (박경수 등, 1993; 신성욱과 박석돈, 1998). 이 균에 

오염된 해산물을 생식하여 V. vulnificus에 감염되면 오한, 발열, 복통, 구토, 설사 등

의 증상이 나타나고 피부에 수포, 부종 등이 발생하는 패혈성 쇼크를 일으켜 심한 경

우 생명을 잃을 수 있다. 또한, 상처부위가 이 균에 오염된 해수나 어패류에 노출되면 

심한 경우에는 외과적인 수술로 조직을 제거해야 할 정도의 괴사가 발생하기도 한다 

(Blake et al., 1979). 그리고 V. vulnificus가 인체에 침입하게 되면 매우 빠르게 증식

하여 급격히 질병이 악화되어 감염 환자의 대부분이 이 균에 오염된 음식물을 섭취한 

후 2일 이내에 질병 증상이 나타나게 되며 (Park et al., 1991; 정기용과 고광균, 1995) 

감염 환자의 사망률은 60% 이상으로 매우 높은 것으로 보고되었다 (Oliver et al., 1992; 

박경수 등, 1993; 주진우 등, 2000). 따라서 V. vulnificus에 의한 피해를 최소한으로 줄

이기 위해서는 이 균이 서식하기 좋은 것으로 알려진 환경이나 개체에 대한 사전 조

사를 실시하여 감염 자체를 예방해야 하는 것은 물론 앞에서 설명한 V. vulnificus 감

염 증상과 유사한 증상을 보여 이 균에 의해 감염된 것으로 추정되는 환자가 생기면 

질병이 급속히 악화되어 최악의 결과를 초래하기 전에 신속하고 정확하게 균을 동정

하고 검출하여 적절한 치료를 해야할 것이다.

     V. vulnificus는 자연환경에서 여러 다른 세균들과 함께 존재하며 감염 환자의 

혈액이나 병변에도 매우 적은 균이 존재하므로 정확하게 이 균을 분리하고 동정하기 

위해서는 먼저 1% NaCl이 포함된 APW (alkaline peptone water)에서 피검물을 증균

배양하여 검사에 충분할 정도로 V. vulnificus의 균수를 늘려야한다 (Tamplin et al., 

1991). 그 후 TCBS (thiosulfate-citrate bile salts sucrose) agar (Oliver et al., 1992), 
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VV agar (Brayton et al., 1983), SPS (sodium dodecyl sulfate-polynyxin B-sucrose) 

agar (Bryant et al., 1987; 정윤섭 등, 1987), CPC (cellobiose-polymyxin B-colistin) 

agar (Massad and Oliver, 1987; Hoi et al., 1998), mCPC (modified CPC) agar 

(Tamplin et al., 1991), CC (cellobiose-colistin) agar (Hoi et al., 1998), VVA (V. 

vulnificus agar) (Wright et al., 1993), VVE (V. vulnificus enrichment agar) (Wright 

et al., 1993; Miceli et al., 1993) 등의 선택배지에서 균의 증식 여부와 colony의 색깔

을 관찰하여 다른 균과 V. vulnificus를 구별하게 된다. 위의 배지에서 선택한 V. 

vulnificus로 의심되는 colony를 보다 정확하게 검사하기 위해 탄소원으로서의 구연산 

이용능, SIM (sulfate indole motility) 배지에서의 운동성, indole 생성능, salicine, 

cellobiose, lactose 등의 각종 당을 첨가한 phenol red 액체배지에서의 당 분해성, 

NaCl를 각각 다른 비율로 첨가한 BHI (brain heart infusion) 액체배지에서의 증균여

부 등을 관찰하거나 API 20E kit을 이용한 생화학적 성상으로 균을 동정한다 (박경수 

등, 1993; 주진우 등, 1998; 주진우 등, 2000).

     그러나 증균배양으로 인해 V. vulnificus가 아닌 다른 균들이 더욱 더 증식하게 

되어 이 균의 분리가 어려워지게 되거나 (Tamplin et al., 1991) 다른 균들의 증식을 

억제하기 위해 선택배지에 첨가한 oxgall이나 colistin, polymyxin B로 인해 오히려 V. 

vulnificus의 증식이 억제되거나 심할 경우 cell들이 성장할 수 없게 되기도 한다 

(Miceli et al., 1993; 정기용과 고광균, 1995; Hoi et al., 1998). 또한 TCBS 배지에서 

sucrose 비분해성 녹색 colony를 형성하는 것으로 알려진 V. vulnificus 일부 strain은 

sucrose를 분해하는 것으로 보고되었으며 (Tamplin et al., 1991), 선택배지에서 V. 

vulnificus의 성상을 갖는 colony를 API 20E kit으로 분석한 결과 다른 Vibrio  균으로 

동정되었다 (Massad and Oliver, 1987; 신성욱과 박석돈, 1998). 보다 정확한 결과를 

얻기 위한 생화학적인 시험 결과도 실험 균주들의 생화학적 성상이 자주 변하여 확실

한 결과를 얻기까지 상당한 시간이 소모되거나 (주진우 등, 1998) 표준균주와는 다른 

성상을 나타내어 혼란이 발생하기도 한다 (주진우 등, 2000). 또한 V. vulnificus는 낮

은 온도나 염분 증가 등의 환경적인 stress에 의해 일반적인 배지에서는 배양할 수 

없어 기존의 방법으로는 검출하기 어려운 VBNC (viable but nonculturable) state의 

cell을 형성하는 것으로 보고되고 있으며, 이들은 온도가 다시 올라가면 소생하여 질

병을 일으킬 위험이 있는 것으로 보고되었다 (Nilsson et al., 1991; Oliver, 1995; 
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Oliver and Bockian, 1995). 그러므로 균을 동정하기 위해 배양을 해야하는 통상적인 

방법은 정확한 결과를 얻기에는 한계가 있다. 게다가 병의 상태가 급속도로 악화되어 

심각한 결과를 초래하는 V. vulnificus를 신속하게 분리하고 동정하기에는 많은 시간

과 노동력이 요구되며 민감도와 정확성이 낮은 기존의 방법으로는 감염에 의한 피해

를 줄이기에는 역부족이므로 최근에는 분자생물학적인 기법을 이용하여 정확하고 신

속, 간편하게 V. vulnificus를 분리하려는 연구가 진행되고 있다. 면역학적 방법으로 

감도가 높은 monoclonal antibody를 이용하거나 (Tamplin et al., 1991; Parker and 

Lewis, 1995) V. vulnificus에 특이적인 유전자로 알려져 있는 cytotoxin-hemolysin 

gene에 방사성 동위원소나 alkaline phosphatase로 표지하여 probe로서 이용하기도 한

다 (Morris et al., 1987; Wright et al., 1993; Dalsgaard et al., 1996). 또한 

cytotoxin-hemolysin gene를 primer로 사용한 PCR 반응으로 다른 균들과 함께 혼합

된 상태에서는 물론 nonculturable cell도 확인할 수 있었다 (Brauns et al., 1991; 

Coleman and Oliver, 1996). 그리고 cytotoxin-hemolysin gene에 비해 rearrangement의 

가능성이 (DePaola et al., 1997) 적은 housekeeping gene인 16S rDNA (16S rRNA 

gene) 서열의 일부를 probe (V3VV)로 이용하여 동정하거나 (Cerda-Cuellar et al., 

2000) 23S rDNA (23S rRNA gene)의 일부 서열을 primer로 제작하여 PCR을 반응하

여 빠른 시간 내에 정확하게 V. vulnificus를 동정할 수 있는 방법들이 보고되었다 

(Arias et al., 1995). 그러나 이들 유전자의 염기서열 변이도가 그리 높지 않아 종 미

만에서 동정하거나 서열을 분석하여 종 분류를 하는 것은 그다지 효과적이지 못하다

는 문제점이 제시되면서 근래에는 16S rDNA와 23S rDNA 사이에 존재하는 

intergenic spacer region (이하 ISR)을 이용하여 미생물을 분류하거나 동정하는데 이

용하려는 연구들이 진행되고 있다.

     16S, 23S rDNA 사이에 존재하는 ISR은 tRNA genes과 non-coding region으로 

구성되어 있으며, tRNA gene의 종류 및 구성에 따라 다른 종끼리는 물론 multiple 

operon을 갖는 개체의 경우 하나의 세포에서도 operon간에 ISR의 크기와 서열이 매

우 다양하다 (Condon et al., 1995; Gurtler and Stanisich, 1996; Maeda et al., 2000). 

이 점에 착안하여 V. mimicus와 V. cholerae의 ISR 서열을 분석하고, V. cholerae만

을 특이적으로 증폭할 수 있는 primer를 제작하여 PCR하고, 그 PCR product를 전기

동한 band의 양상으로 V. cholerae를 특이적으로 구별할 수 있었다 (Chun et al., 
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1999). 그 외에도 V. costicola, V. diazotrophicus, V. fluvialis, V. nigripulchritudo, V. 

proteolyticus, V. salmonicida, V. splendidus, V. tubiashii의 ISR 서열을 분석하여 각 

species에 특이적인 primer를 제작할 수 있었다 (Lee et al., 2002).

     이 논문에서는 패혈증의 원인균인 V. vulnificus의 잘 보존된 16S rDNA와 23S 

rDNA의 서열을 primer로 이용하여 ISR 서열을 증폭시켜  V. vulnificus ISR의 염기서

열과 종류를 분석하고 다른 Vibrio의 ISR 서열과 비교하여 이 균만을 특이적으로 증

폭할 수 있는 primer를 제작하 다. 이렇게 제작한 species-specific primer를 이용하

여 PCR한 후 agarose gel에서 PCR product를 전기 동하여 band pattern을 비교하여 

V. vulnificus를 빠른 시간 내에 정확히 동정할 수 있는 방법을 개발하 다.
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II.   재료 및 방법

1. V. vulnificus KCTC 2959의 genomic DNA 분리

     유전자은행 (Korean Collection for Type Cultures)에서 V. vulnificus  KCTC 

2959 균주를 분양받아 2.5% NaCl이 첨가된 LB (Luria-Bertani) broth 4 ㎖에 접종하

여 35℃에서 배양하 다. 밤새 배양한 배양액을 microcentrifuge tube에 넣어 15000 rpm

에서 5분간 원심분리하여 pellet을 수집하고 QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN)을 이용

하여 genomic DNA를 분리하 다. 분리한 genomic DNA의 농도는 Unicam UV/VIS 

Spectrometer (Heλios β, Unicam Ltd, UK)를 이용하여 260 nm에서 optical density를 

측정하여 계산하 다.

2. ISR 증폭을 위한 primer 제작

     V. vulnificus KCTC 2959의 ISR를 증폭하기 위한 oligonucleotide primer는 현재

까지 보고된 Vibrio의 16S rDNA의 3'- end 부분과 23S rDNA의 5'- end 부분을 각

각 multiple alignment하여 제작하 다. Forward primer인 16S-VF (5'- CCGTCACAC 

CATGGGAGTGG -3')는 V. vulnificus ATCC 27562의 16S rDNA 서열의 1396 bp에

서 1415 bp에 해당하고, reverse primer인 23S-VR (5'- ACTGCCAAGGCATCCA 

CCGTG -3')는 V. vulnificus  ATCC 27562의 23S rDNA의 20 bp에서 40 bp에 해당

되며 이 primers는 (주)바이오니아에 의뢰하여 합성하 다.
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3. ISR 증폭을 위한 PCR reaction

     V. vulnificus의 ISR을 증폭하기 위한 PCR의 total reaction volume은 100 ㎕로 

하 으며 약 100 ng의 genomic DNA를 template로 하여 16S-F, 23S-R primer를 각

각 1 μM되게 첨가하고 200 μM의 dNTP와 10 × PCR buffer (100 mM Tris-HCl pH 

8.3, 500 mM KCl, 15 mM MgCl2), 5 Units Taq polymerase (TAKARA)을 혼합하고 

mineral oil로 PCR reaction solution 위에 얇은 층을 만들어 증발을 방지하 다. PCR 

reaction은 PTC-150 Minicycler (MJ Research)를 이용하 고, 반응 조건은 최초 

denaturation 94℃에서 2분, denaturation 94℃에서 45초, annealing 45℃에서 45초, 

extension 72℃에서 1분간을 30회 반복하 고, 마지막 extension은 72℃에서 10분간 

반응하 다.

4. V. vulnificus  KCTC 2959 ISR의 Cloning

     QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN)을 이용하여 PCR product에 남아 있

는 primers, nucleotides, polymerase, salts를 제거하고, 50 ㎕의 elution buffer (10 

mM TrisㆍCl, pH 8.5)에 DNA를 elution하 다. 정제한 PCR product는 Taq 

polymerase에 의해 합성된 3'의 A를 제거하기 위해 3' → 5' exonuclease activity를 

갖고 있는 Pfu  polymerase (Stratagene)을 이용하여 polishing하 다. Polishing은 

purification kit으로 정제한 PCR products 30 ㎕에 1 ㎕의 10 mM dNTP와 10 X 

cloned pfu buffer (200 mM Tris-HCl pH 8.8, 100 mM KCl, 100 mM (NH4)2SO4, 20 

mM MgSO4, 1% Triton X-100, 1 mg/㎖ nuclease-free bovine serum albumin)와 2.5 

Units의 Pfu polymerase를 혼합하여 72℃에서 10분간 incubation하여 실시하 다. 이 

blunting product는 QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN)을 이용하여 정제하

고, DNA의 농도를 측정하기 위해 1% agarose gel에서 전기 동을 실시하 다.

     V. vulnificus의 ISR fragment는 HincII로 절단된 pBlucescript II SK(-) vector 
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(Stratagene)에 ligation하 다. pBluescript II SK(-) vector 100 ng에 1 ㎕의 10 X 

T4 DNA ligase buffer (660 mM Tris-HCl pH 7.6, 66mM MgCl2, 100 mM DTT, 1 

mM ATP), 4 ㎕의 insert DNA, 0.5 ㎕의 T4 DNA ligase (TAKARA)를 넣고 전체 

volume이 10 ㎕가 되게 한 다음 15℃에서 16시간 동안 ligation하 다. Ligation 산물

은 E. coli Nova-Blue에 transformation하 다. Transformation은 5 ㎕의 ligation 산

물을 E. coli  Nova-Blue competent cell 70 ㎕에 첨가하고 얼음에서 40분간 배양한 

뒤 42℃에서 90초간 heat-shock을 시키고, LB broth 100 ㎕를 첨가하여 37℃에서 30

분간 배양한 뒤 80 ㎕을 ampicillin, IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside), 

X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-galactopyranoside)이 포함된 LB plate에 도말

하여 37℃에서 배양하 다. 하루 배양한 colony 중 white colony만을 82개 선택하여 

ampicillin이 첨가된 LB broth에 접종하여 37℃에서 밤새 배양하 다. Overnight 

culture를 1.5 ㎖ microcentrifuge tube에 옮겨 15000 rpm에서 5분간 원심분리하여 

pellet을 수집하고 AccuPrep
TM 
plasmid extraction kit (Bioneer)를 이용하여 plasmid 

DNA를 분리하 다. 분리한 plasmid DNA는 HindIII, KpnI (Amersham Pharmacia 

Biotech)으로 37℃에서 double digestion하여 1.5% agarose gel에서 전기 동하여 

digestion product의 크기에 따라 group으로 나누었다.

5. ISR의 염기서열 및 tRNA gene 분석

     Digestion product의 크기에 따라 분류한 5개의 group을 토대로 각 group에서 

1-2개의 clone을 임의로 선택하여 그 clone에 해당하는 plasmid를 (주)Macrogen에 의

뢰하여 ABI 3700 (Applied Biosystems)을 이용하여 sequencing하 다. 분석된 V. 

vulnificus KCTC 2959의 ISR 염기 서열은 tRNAscan-SE 1.21을 이용하여 ISR 내의 

tRNA gene을 분석하 다.
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6. V. vulnificus KCTC 2959에 특이적인 primer 제작 및 PCR

     V. vulnificus ISR의 염기서열을 Clustal W을 이용하여 이미 밝혀진 13종의 다른 

Vibrio ISR와 multiple alignment하여 species-specific detection primer인 Vul-DF를 

제작하 다. V. vulnificus KCTC 2959의 ISR-IAV의 349 bp에서 367 bp 사이의 서열

이면서 ISR-EKAV의 435 bp에서 453 bp 사이에 존재하는 서열인 5' - ACCACC 

TTCTTTATGTCTG - 3'을 V. vulnificus을 detection하기 위한 forward primer인 

Vul-DF로 이용하 고 reverse primer는 23S-VR을 이용하 다. Vul-DF primer의 특

이성을 확인하기 위해 V. vulnificus KCTC 2959 이외에 18개의 다른 Vibrio strain의 

genomic DNA를 추출하여 V. vulnificus  KCTC 2959와 동일한 조건에서 PCR을 실시

하 다. PCR reaction이 문제없이 실시되었는지 확인하기 위해 positive control로서 1 

μM의 16S-VF와 23S-VR primer와 V. vulnificus  KCTC 2959의 genomic DNA를 이

용하여 증폭하 다. 반응은 전체 volume 25 ㎕에 1 μM의 Vul-DF primer, 23S-R 

primer와 30 ng의 genomic DNA를 혼합하 다. 반응 조건은 최초 denaturation 94℃

에서 2분, denaturation 94℃에서 45초, annealing 43℃에서 45초, extension 72℃에서 

10분간을 30회 반복하 고, 마지막 extension은 72℃에서 10분간 반응하 다. PCR 

reaction 후 PCR product를 1.5% agarose gel에 전기 동하여 각 strain의 band 

pattern을 관찰하 다.
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III.   결과

1.  V.  vulnificus  ISR의 크기 및 tRNA 조성 분석

     V. vulnificus  KCTC 2959의 genomic DNA를 주형으로 16S rDNA와 23S rDNA

의 일부 서열인 16S-VF와 23S-VR primer를 이용하여 ISR을 PCR하여 증폭하 다. 

증폭된 ISR fragment를 1.5% agarose gel에 전기 동한 사진은 Fig. 1에 나타냈다. 

약 600 bp와 900 bp 사이에 존재하는 다양한 크기와 세기의 여러 band를 관찰 할 수 

있었다.

     PCR로 증폭한 V. vulnificus의 ISR을 HincII로 digestion한 pBluescript II SK 

(-) vector에 cloning하여 82개의 clone를 얻었다. 크기와 서열이 다양한 ISR을 찾아

내기 위해 82개의 모든 clone을 제한효소 HindIII와 KpnI으로 double digestion하고, 

1.5% agarose gel에서 전기 동하여 digestion product의 크기에 따라 5개의 A, B, C, 

D, E group으로 분류하 다. 각 group에서 1-2개의 clone을 임의로 선택하여 염기서

열을 분석한 결과, 같은 group에 속해있는 2개의 다른 clone의 염기서열은 서로 일치

하 다. ISR의 실제 크기는 16S-VF와 23S-VR primer에 의해 증폭된 139 bp의 16S 

rDNA와 40 bp의 23S rDNA 부분을 제외하여 계산하 고, 각 group에서 확인된 ISR

의 염기 서열을 토대로 tRNAscan-SE 1.21을 이용하여 그 안에 존재하는 tRNA gene

를 분석하고 그 종류에 따라 ISR를 명명하여 Table 1에 정리하 다. V. vulnificus  

KCTC 2959에는 ISR-E, ISR-IA, ISR-EKV, ISR-IAV, ISR-EKAV 5종류의 ISR 

type이 존재하는 것으로 확인되었고, 그 크기는 각각 424 bp, 507 bp, 608 bp, 655 bp, 

741 bp 다. ISR-E는 glutamate에 대한 tRNA gene이 들어 있는 ISR type를 의미하

며, ISR-IA는 isoleucine과 alanine에 대한 tRNA genes, ISR-EKV는 glutamate, 

lysine, valine에 대한 tRNA genes, ISR-IAV는 isoleucine, alanine, valine에 대한 

tRNA genes, ISR-EKAV는 glutamate, lysine, alanine, valine에 대한 tRNA genes이 

들어 있는 ISR type를 의미한다.
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Fig. 1.  Electrophoresis of PCR-amplified 16S-23S rRNA intergenic 

spacer regions of V. vulnificus KCTC 2959 on 1.5% agarose gel.  Left 

lane is molecular weight marker (100 bp ladder). Right lane is the 

PCR-amplified 16S-23S rRNA intergenic spacers of V. vulnificus KCTC 2959.
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     지금까지 Vibrio의 ISR에 관한 연구는  장염을 일으키는 V. parahaemolyticus, 

V. mimicus, 콜레라의 원인균인  V. cholerae를 포함한 13종의 Vibrio를 대상으로 실

시되었다 (Chun et al., 1999; Maeda et al., 2000; Lee et al., 2002). Table 2에 이 논

문에서 분석한 V. vulnificus의 ISR type과 현재까지 보고된 13종의 Vibrio  ISR type

을 종합하여 정리하 다. ISR에 존재하는 tRNA를 coding하는 gene의 조합에 따라 현

재까지 보고된 모든 Vibrio의 ISR type을 분석한 결과 ISR-no (tRNA gene을 coding

하지 않는 ISR), ISR-A, ISR-E, ISR-AE, ISR-EV, ISR-IA, ISR-EAV, ISR-EKV, 

ISR-IAV, ISR-EKAV 이렇게 10 종류의 ISR를 확인할 수 있었다. 14종의 Vibrio의 

ISR에 존재하는 tRNA gene의 종류를 분석한 결과 9종의 Vibrio에서 ISR-E가 확인

되었고, 12종에서 ISR-IA가 확인되었다. 따라서 ISR-E와 ISR-IA가 Vibrio의 가장 일

반적인 ISR type이라는 것을 확인할 수 있었다. 이와는 반대로 ISR-IAV는 V. 

proteolyticus와 V. vulnificus에만 존재하는 것으로 나타났으며, ISR-EKAV는 V. 

parahaemolyticus와 V. vulnificus에서만 확인할 수 있었다. 특이하게도 ISR-AE는 V. 

parahaemolyticus에만 존재하는 것으로 확인되었다.

2. ISR의 nucleotide sequence 및 tRNA gene sequence 비교

     V. vulnificus KCTC 2959의 ISR에 존재하는 functional unit을 분석한 자료를 토

대로 V. vulnficus  KCTC 2959 ISR의 모식도를 작성하여 Fig. 2에 정리하고, Clustal 

W를 이용하여 V. vulnificus의 ISR sequence를 multiple alignment한 결과를 Fig. 3에 

정리하 다. 두 그림을 보면 16S rDNA에 근접해 있는 앞 부분의 49개의 nucleotide와 

23S rDNA 부근의 ISR 뒷 부분의 217개의 nucleotide는 5종류의 모든 ISR에서 일치

한다는 것을 확인할 수 있다. 그러나 ISR의 중앙부위에는 이러한 intra-specific sequence 

homology를 확인할 수 없었다. rRNA transcription의 anti-termination에 관여하는 Box 

A element는 Fig. 2에 표시된 것처럼 모든 ISR의 마지막 tRNA gene의 뒷 부분과 23S 

rDNA 사이에 존재하고 있었으며, 그 서열은 Fig. 3에서 나타난 것처럼 TGCTCTTTAACA

로 확인되었고, 5종류의 ISR 모두에 동일한 서열을 갖는 것으로 확인되었다. Mature 
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rRNA를 만드는 과정에서 RNase III에 의해 절단되는 putative rRNA processing site도 

확인되었는데, 16S rDNA 3'-end에서 32 bp 떨어진 곳에서 Aeromonas hydrophila와 일

치하는 서열인 GUUCACACA이 확인되었고, 23S rDNA의 up-stream에서 A. hydrophila

와 서열이 유사한 CUUUGGGGUUGU가 확인되었다.

     V. vulnificus의  각 ISR에 존재하는 동일한 tRNA gene의 염기서열의 유사성을 

BCM Search Launcher를 이용하여 분석하 다. ISR-E, ISR-EKV, ISR-EKAV에 존

재하는 glutamate에 대한 tRNA gene의 서열은 100% 일치하 고 ISR-IA, ISR-IAV

에 포함된 isoluecine에 대한 tRNA gene의 서열 역시 100% 일치하 다. ISR-EKV, 

ISR-IAV, ISR-EKAV의 valine에 대한 tRNA gene도 100% 일치하 다. ISR-EKV와 

ISR-EKAV의 lysine에 대한 tRNA gene는 하나의 염기서열이 차이로 인해 98.6%의 

유사성을 보 다. ISR-IA와 ISR-IAV의 alanine에 대한 tRNA gene의 서열은 100% 

일치하 지만, 이들의 tRNAAla과 ISR-EKAV에 포함되어 있는 tRNAAla gene과는 염

기서열 하나의 차이로 유사성은 98.6% 다.

     지금까지 보고된 다른 Vibrio의 ISR에 존재하는 tRNA gene과의 유사성도 비교

하 다. tRNAGlu는 97.2-100%의 유사성을 보 고, tRNAIle는 90.5-100%의 유사성을 

나타냈고, tRNA
Val
는 95.9-100%가 일치하 다. tRNA

Ala
도 V. nigripulchritudo의 

ISR-A와 V. parahaemolyticus의 ISR-AE에 존재하는 tRNAAla와의 유사성을 제외하

면 다른 Vibrio와는 90% 이상의 유사성을 보 다.

     V. vulnificus와 다른 Vibrio의 tRNA gene의 서열이 유사한 것과는 달리 ISR의 

전체 서열은 tRNA gene과 Box A element 서열을 제외하고는 각 species마다 매우 

다양하 다. Vibrio의 일반적인 ISR type으로 확인된 ISR-E와 ISR-IA의 서열을 ISR

이 밝혀진 Vibrio를 대상으로 alignment한 결과 base substitution, nucleotide block의 

deletion 혹은 insertion으로 인한 여러 variable region이 확인되었다 (data는 나타내지 

않음).

     A. caviae의 여러 strain과 V. vulnificus의 tRNA gene의 유사성을 비교한 결과 

glutamate에 대한 tRNA gene은 92.1-93.4%, isoleucine에 대한 tRNA gene은 94.7-96.0%, 

alanine에 대한 tRNA gene은 97.3-98.6%의 유사성을 보 다. 그러나 ISR의 전체 서

열을 비교한 결과 tRNA gene의 서열을 제외한 다른 ISR의 서열은 상이하 다 (Kang 

and Lee, Unpublished).



- 14 -

Table 2.  Summary of 16S-23S rRNA intergenic spacer types 

of Vibrio  sp.

a 
: no tRNA gene

Strain ISR type

V. aestuarianus ATCC 35048 A, E, EV, IA-1, IA-2

V. campbellii ATCC 25920 noa-1, no-2, IA

V. cholerae RC2 A, E, IA, EKV

RC4 E, IA

RC25 A, E, IA, EKV

RC42 E, IA

RC44 A, E, IA

RC45 E, IA

RC47 E, IA, EKV

RC48 E, IA, EKV

V. costicola ATCC 3508 no-1, no-2, E-1, E-2, IA

V. diazotrophicus ATCC 33466 E, IA

V. fluvialis ATCC 33809 E, EV, IA, EAV

V. mimicus RC5 A, E, IA, EKV

RC55 A, IA

V. nigripulchritudo ATCC 27043
A-1, A-2, E, EV-1, EV-2, IA, 

EAV

V. parahaemolyticus IFO 12711 T no, E, AE, IA, EKV, EKAV

V. proteolyticus ATCC 15338 EV, IA, IAV

V. salmonicida ATCC 43839 no, EV

V. splendidus ATCC 33125 no-1, no-2, no-3, no-4

V. vulnificus KCTC 2959 E, IA, EKV, IAV, EKAV

V. tubiashi ATCC 19105 IA-1, IA-2
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Fig. 3. Alignment of 16S-23S rRNA intergenic spacer sequences of V. 

vulnificus KCTC 2959. The sequences of tRNA genes are enclosed in open 

boxes. The Box A sequences are enclosed in open boxes and labeled with 

Box A. The species-specific detection primer are indicated by single underline. 

Gaps introduced to obtain optimal sequence alignment are indicated by 

dashes(--).

ISR-IAxx ATACGATGATTATTGCGATGAGTGTTCACACAGATTGATACGGTTTAGA----TTAGAGC

ISR-IAVx ATACGATGATTATTGCGATGAGTGTTCACACAGATTGATACGGTTTAGA----TTAGAGC

ISR-EKAV    ATACGATGATTATTGCGATGAGTGTTCACACAGATTGATATGGCTTAGAAAGTTTAGAGT

ISR-EKV     ATACGATGATTATTGCGATGAGTGTTCACACAGATTGATATGGTTTAGAAAGTTTAGAGT

ISR-Exxx ATACGATGATTATTGCGATGAGTGTTCACACAGATTGATATGGTTTAGAAAGTTTAGAGT

**************************************** ** *****   ****** 

ISR-IAxx ATCT-AGTG---------------------------------------------------

ISR-IAVx ATCT-AGTG---------------------------------------------------

ISR-EKAV    ATCTTAGTGTCCCGTTCGTCTAGAGGCCTAGGACACCGCCCTTTCACGGCGGTAACAGGG tRNAGlu

ISR-EKVx ATCTTAGTG--------------------------------------------------- tRNAGlu

ISR-Exxx ATCTTAGTG--------------------------------------------------- tRNAGlu

**** ****                                                   

ISR-IAxx --------------------------GGTCTGTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGTACGCCTG tRNAIle

ISR-IAVx --------------------------GGTCTGTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGTACGCCTG tRNAIle

ISR-EKAV    GTTCGACTCCCCTACGGGATACCATGGGTCGTTAGCTCAG-TCGGTAGAGCAGTTGACTT tRNALys

ISR-EKVx --------------------------TCCCGTTCGTCTAGAGGCCTAGGACAC-CGCCCT tRNAGlu

ISR-Exxx --------------------------TCCCGTTCGTCTAGAGGCCTAGGACAC-CGCCCT tRNAGlu

*  * *   **     ***  *    * *  

ISR-IAxx ATAAGCGTAAGGTCGGTGGTTCGAGTCCACTCAGACCCACCACT----CAAC-GATGGGG

ISR-IAVx ATAAGCGTAAGGTCGGTGGTTCGAGTCCACTCAGACCCACCACT----CAAC-GATGGGG

ISR-EKAV    TTAATCAATTGGTCGCAGGTTCGAATCCTGCACGACCCACCATTACTTCAAGAGTTGGGG

ISR-EKVx TTCACGGCGGTAACAGGGGTTCGACTCCCCTACGGGATACCATGGGTCGTTAGCTCAGTT

ISR-Exxx TTCACGGCGGTAACAGGGGTTCGACTCCCCTACGGGATACCA------------------

* *         *   ******* ***     *    ****                

ISR-IAxx ATACGATGATTATTGCGATGAGTGTTCACACAGATTGATACGGTTTAGA----TTAGAGC

ISR-IAVx ATACGATGATTATTGCGATGAGTGTTCACACAGATTGATACGGTTTAGA----TTAGAGC

ISR-EKAV    ATACGATGATTATTGCGATGAGTGTTCACACAGATTGATATGGCTTAGAAAGTTTAGAGT

ISR-EKV     ATACGATGATTATTGCGATGAGTGTTCACACAGATTGATATGGTTTAGAAAGTTTAGAGT

ISR-Exxx ATACGATGATTATTGCGATGAGTGTTCACACAGATTGATATGGTTTAGAAAGTTTAGAGT

**************************************** ** *****   ****** 

ISR-IAxx ATCT-AGTG---------------------------------------------------

ISR-IAVx ATCT-AGTG---------------------------------------------------

ISR-EKAV    ATCTTAGTGTCCCGTTCGTCTAGAGGCCTAGGACACCGCCCTTTCACGGCGGTAACAGGG tRNAGlu

ISR-EKVx ATCTTAGTG--------------------------------------------------- tRNAGlu

ISR-Exxx ATCTTAGTG--------------------------------------------------- tRNAGlu

**** ****                                                   

ISR-IAxx --------------------------GGTCTGTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGTACGCCTG tRNAIle

ISR-IAVx --------------------------GGTCTGTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGTACGCCTG tRNAIle

ISR-EKAV    GTTCGACTCCCCTACGGGATACCATGGGTCGTTAGCTCAG-TCGGTAGAGCAGTTGACTT tRNALys

ISR-EKVx --------------------------TCCCGTTCGTCTAGAGGCCTAGGACAC-CGCCCT tRNAGlu

ISR-Exxx --------------------------TCCCGTTCGTCTAGAGGCCTAGGACAC-CGCCCT tRNAGlu

*  * *   **     ***  *    * *  

ISR-IAxx ATAAGCGTAAGGTCGGTGGTTCGAGTCCACTCAGACCCACCACT----CAAC-GATGGGG

ISR-IAVx ATAAGCGTAAGGTCGGTGGTTCGAGTCCACTCAGACCCACCACT----CAAC-GATGGGG

ISR-EKAV    TTAATCAATTGGTCGCAGGTTCGAATCCTGCACGACCCACCATTACTTCAAGAGTTGGGG

ISR-EKVx TTCACGGCGGTAACAGGGGTTCGACTCCCCTACGGGATACCATGGGTCGTTAGCTCAGTT

ISR-Exxx TTCACGGCGGTAACAGGGGTTCGACTCCCCTACGGGATACCA------------------

* *         *   ******* ***     *    ****                

ISR-IAxx ATACGATGATTATTGCGATGAGTGTTCACACAGATTGATACGGTTTAGA----TTAGAGC

ISR-IAVx ATACGATGATTATTGCGATGAGTGTTCACACAGATTGATACGGTTTAGA----TTAGAGC

ISR-EKAV    ATACGATGATTATTGCGATGAGTGTTCACACAGATTGATATGGCTTAGAAAGTTTAGAGT

ISR-EKV     ATACGATGATTATTGCGATGAGTGTTCACACAGATTGATATGGTTTAGAAAGTTTAGAGT

ISR-Exxx ATACGATGATTATTGCGATGAGTGTTCACACAGATTGATATGGTTTAGAAAGTTTAGAGT

**************************************** ** *****   ****** 

ISR-IAxx ATCT-AGTG---------------------------------------------------

ISR-IAVx ATCT-AGTG---------------------------------------------------

ISR-EKAV    ATCTTAGTGTCCCGTTCGTCTAGAGGCCTAGGACACCGCCCTTTCACGGCGGTAACAGGG tRNAGlu

ISR-EKVx ATCTTAGTG--------------------------------------------------- tRNAGlu

ISR-Exxx ATCTTAGTG--------------------------------------------------- tRNAGlu

**** ****                                                   

ISR-IAxx --------------------------GGTCTGTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGTACGCCTG tRNAIle

ISR-IAVx --------------------------GGTCTGTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGTACGCCTG tRNAIle

ISR-EKAV    GTTCGACTCCCCTACGGGATACCATGGGTCGTTAGCTCAG-TCGGTAGAGCAGTTGACTT tRNALys

ISR-EKVx --------------------------TCCCGTTCGTCTAGAGGCCTAGGACAC-CGCCCT tRNAGlu

ISR-Exxx --------------------------TCCCGTTCGTCTAGAGGCCTAGGACAC-CGCCCT tRNAGlu

*  * *   **     ***  *    * *  

ISR-IAxx ATAAGCGTAAGGTCGGTGGTTCGAGTCCACTCAGACCCACCACT----CAAC-GATGGGG

ISR-IAVx ATAAGCGTAAGGTCGGTGGTTCGAGTCCACTCAGACCCACCACT----CAAC-GATGGGG

ISR-EKAV    TTAATCAATTGGTCGCAGGTTCGAATCCTGCACGACCCACCATTACTTCAAGAGTTGGGG

ISR-EKVx TTCACGGCGGTAACAGGGGTTCGACTCCCCTACGGGATACCATGGGTCGTTAGCTCAGTT

ISR-Exxx TTCACGGCGGTAACAGGGGTTCGACTCCCCTACGGGATACCA------------------

* *         *   ******* ***     *    ****                
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Fig. 3.  Continued

ISR-IAxx TTATAGCTCAGCTGGGAGAGCGCCTGCCTTGCACGCAGGAGGTCTGCGGTTCGATCCCGC

ISR-IAVx TTATAGCTCAGCTGGGAGAGCGCCTGCCTTGCACGCAGGAGGTCTGCGGTTCGATCCCGC

ISR-EKAV    CTATAGCTCAGCTGGGAGAGCGCCTGCCTTGCACGCAGGAGGTCTGCGGTTCGATCCCGC

ISR-EKVx GGTAGAGCAGTTGACTTTTAATCAATTGGTCGCAGGTTCGAATCCTGCACGACCCACCAT tRNALys

ISR-Exxx --------------------------T---------------------------------

ISR-IAxx ATAGCTCCACCAT-----------------------------------------------

ISR-IAVx ATAGCTCCACCATTCTTAAACGCAATGGGCGATTAGCTCAGTTGGGAGAGCACCTGCCTT

ISR-EKAV    ATAGCTCCACCATTCTTGAACGCAATGGGCGATTAGCTCAGTTGGGAGAGCACCTGCCTT

ISR-EKVx TTCCTTCCACGGGAAAACAAATAATGTGGGCGATTAGCTCAGTTGGGAGAGCACCTGCCT

ISR-Exxx ------------------------------------------------------------

ISR-IAxx --------------------------------------------CTTTAAGGGTTTTTC-

ISR-IAVx ACAAGCAGGGGGTCACTGGTTCGAACCCGGTATCGCCCACCACTCTTTAAGTATTTTTAG

ISR-EKAV    ACAAGCAGGGGGTCACTGGTTCGAACCCGGTATCGCCCACCACTCTTTAAATATTTTTAG

ISR-EKVx TACAAGCAGGGGGTCACTGGTTCGAACCCGGTATCGCCCACCATCTTTAAGGGTTTTTC-

ISR-Exxx --------------------------------------------CTTTAAGCATTCTTA-

******  ** **  

ISR-IAxx -----CTTAA-GAA--------------------------------------------TC

ISR-IAVx TGTTTCTTAATGAAAACCACCTTCTTTATGTCTGTGGTTGATTTTTCGACGCTGAAAGTC

ISR-EKAV    TGTTTCTTAATGAAAACCACCTTCTTTATGTCTGTGGTTGATTTTTCGACGCTGAAAGTC

ISR-EKVx  -----CTT---AAG---------------------------A---------------ATC

ISR-Exxx -----C-----GAG---------------------------T---------------GTG

*      *                                             * 

tRNAAla

tRNAVal

Vul-DF primer

ISR-IAxx TTATAGCTCAGCTGGGAGAGCGCCTGCCTTGCACGCAGGAGGTCTGCGGTTCGATCCCGC

ISR-IAVx TTATAGCTCAGCTGGGAGAGCGCCTGCCTTGCACGCAGGAGGTCTGCGGTTCGATCCCGC

ISR-EKAV    CTATAGCTCAGCTGGGAGAGCGCCTGCCTTGCACGCAGGAGGTCTGCGGTTCGATCCCGC

ISR-EKVx GGTAGAGCAGTTGACTTTTAATCAATTGGTCGCAGGTTCGAATCCTGCACGACCCACCAT tRNALys

ISR-Exxx --------------------------T---------------------------------

ISR-IAxx ATAGCTCCACCAT-----------------------------------------------

ISR-IAVx ATAGCTCCACCATTCTTAAACGCAATGGGCGATTAGCTCAGTTGGGAGAGCACCTGCCTT

ISR-EKAV    ATAGCTCCACCATTCTTGAACGCAATGGGCGATTAGCTCAGTTGGGAGAGCACCTGCCTT

ISR-EKVx TTCCTTCCACGGGAAAACAAATAATGTGGGCGATTAGCTCAGTTGGGAGAGCACCTGCCT

ISR-Exxx ------------------------------------------------------------

ISR-IAxx --------------------------------------------CTTTAAGGGTTTTTC-

ISR-IAVx ACAAGCAGGGGGTCACTGGTTCGAACCCGGTATCGCCCACCACTCTTTAAGTATTTTTAG

ISR-EKAV    ACAAGCAGGGGGTCACTGGTTCGAACCCGGTATCGCCCACCACTCTTTAAATATTTTTAG

ISR-EKVx TACAAGCAGGGGGTCACTGGTTCGAACCCGGTATCGCCCACCATCTTTAAGGGTTTTTC-

ISR-Exxx --------------------------------------------CTTTAAGCATTCTTA-

******  ** **  

ISR-IAxx -----CTTAA-GAA--------------------------------------------TC

ISR-IAVx TGTTTCTTAATGAAAACCACCTTCTTTATGTCTGTGGTTGATTTTTCGACGCTGAAAGTC

ISR-EKAV    TGTTTCTTAATGAAAACCACCTTCTTTATGTCTGTGGTTGATTTTTCGACGCTGAAAGTC

ISR-EKVx  -----CTT---AAG---------------------------A---------------ATC

ISR-Exxx -----C-----GAG---------------------------T---------------GTG

*      *                                             * 

tRNAAla

tRNAVal

Vul-DF primerVul-DF primer



ISR-IAxx CAAAGACCCTTTGGGGTTGTAT

ISR-IAVx CAAAGACCCTTTGGGGTTGTAT

ISR-EKAV    CAAAGACCCTTTGGGGTTGTAT

ISR-EKVx CAAAGACCCTTTGGGGTTGTAT

ISR-Exxx CAAAGACCCTTTGGGGTTGTAT

**********************
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Fig. 3.  Continued.

ISR-IAxx TTTAAAAATGGTTTTCAT--TAGAAAATC----TGCTCTTTAACAATTTGGAAAGCTGAC

ISR-IAVx TTTAAAAAGTGTGTTTCTCATAGAGAATTGCATTGCTCTTTAACAATTTGGAAAGCTGAC

ISR-EKAV    TTTAAAAAGTGTGTTTCTCATAGAGAATTGCATTGCTCTTTAACAATTTGGAAAGCTGAC

ISR-EKVx TTTAAAAATGGTTTTCAT--TAGAAAATCTT---GCTCTTTAACAATTTGGAAAGCTGAC

ISR-Exxx TTTAAACATGGTTTTCAT--TAGAAAATCT----GCTCTTTAACAATTTGGAAAGCTGAC

****** *  ** **  *  **** ***      **************************

ISR-IAxx  AAAACAACAATTTATTGTTGTTTGTAAAGTTCTCAATGTTTGTCTTTAAGACAAACACCA

ISR-IAVx AAAACAACAATTTATTGTTGTTTGTAAAGTTCTCAATGTTTGTCTTTAAGACAAACACCA

ISR-EKAV    AAAACAACAATTTATTGTTGTTTGTAAAGTTCTCAATGTTTGTCTTTAAGACAAACACCA

ISR-EKVx AAAACAACAATTTATTGTTGTTTGTAAAGTTCTCAATGTTTGTCTTTATGACAAACACCA

ISR-Exxx AAAACAACAATTTATTGTTGTTTGTAAAGTTCTCAATGTTTGTCTTTATGACAAACACCA

************************************************ ***********

ISR-IAxx ACAAACACATTCAAGTGTTCTTGGGAATGTCACTTTTAAGTGACTATTCGAAATTGAGTC

ISR-IAVx ACAAACACATTCAAGTGTTCTTGGGAATGTCACTGTTAAGTGACTATTCGAAATTGAGTC

ISR-EKAV    ACAAACACATTCAAGTGTTCTTGGGAATGTCACTGTTAAGTGACTATTCGAAATTGAGTC

ISR-EKVx ACAAACACATTCAAGTGTTCTTGGGAATGTCACTGTTAAGTGACTATTCGAAATTGAGTC

ISR-Exxx ACAAACACATTCAAGTGTTCTTGGGAATGTCACTTTTAAGTGACTATTCGAAATTGAGTC

********************************** *************************

ISR-IAxx CGGCAAAATCAACGCTATCTCGCTCATTCAAATAATGAGATAGCAACTTTGGTTGTTTAA

ISR-IAVx CGGCAAAATCAACGCTATCTCGCTCATTCAAATAATGAGATAGCAACTTTGGTTGTTTAA

ISR-EKAV    CGGCAAAATCAACGCTATCTCGCTCATTCAAATAATGAGATAGCAACTTTGGTTGTTTAA

ISR-EKVx CGGCAAAATCAACGCTATCTCGCTCATTCAAATAATGAGATAGCAACTTTGGTTGTTTAA

ISR-Exxx CGGCAAAATCAACGCTATCTCGCTCATTCAAATAATGAGATAGCAACTTTGGTTGTTTAA

************************************************************

Box A

ISR-IAxx TTTAAAAATGGTTTTCAT--TAGAAAATC----TGCTCTTTAACAATTTGGAAAGCTGAC

ISR-IAVx TTTAAAAAGTGTGTTTCTCATAGAGAATTGCATTGCTCTTTAACAATTTGGAAAGCTGAC

ISR-EKAV    TTTAAAAAGTGTGTTTCTCATAGAGAATTGCATTGCTCTTTAACAATTTGGAAAGCTGAC

ISR-EKVx TTTAAAAATGGTTTTCAT--TAGAAAATCTT---GCTCTTTAACAATTTGGAAAGCTGAC

ISR-Exxx TTTAAACATGGTTTTCAT--TAGAAAATCT----GCTCTTTAACAATTTGGAAAGCTGAC

****** *  ** **  *  **** ***      **************************

ISR-IAxx  AAAACAACAATTTATTGTTGTTTGTAAAGTTCTCAATGTTTGTCTTTAAGACAAACACCA

ISR-IAVx AAAACAACAATTTATTGTTGTTTGTAAAGTTCTCAATGTTTGTCTTTAAGACAAACACCA

ISR-EKAV    AAAACAACAATTTATTGTTGTTTGTAAAGTTCTCAATGTTTGTCTTTAAGACAAACACCA

ISR-EKVx AAAACAACAATTTATTGTTGTTTGTAAAGTTCTCAATGTTTGTCTTTATGACAAACACCA

ISR-Exxx AAAACAACAATTTATTGTTGTTTGTAAAGTTCTCAATGTTTGTCTTTATGACAAACACCA

************************************************ ***********

ISR-IAxx ACAAACACATTCAAGTGTTCTTGGGAATGTCACTTTTAAGTGACTATTCGAAATTGAGTC

ISR-IAVx ACAAACACATTCAAGTGTTCTTGGGAATGTCACTGTTAAGTGACTATTCGAAATTGAGTC

ISR-EKAV    ACAAACACATTCAAGTGTTCTTGGGAATGTCACTGTTAAGTGACTATTCGAAATTGAGTC

ISR-EKVx ACAAACACATTCAAGTGTTCTTGGGAATGTCACTGTTAAGTGACTATTCGAAATTGAGTC

ISR-Exxx ACAAACACATTCAAGTGTTCTTGGGAATGTCACTTTTAAGTGACTATTCGAAATTGAGTC

********************************** *************************

ISR-IAxx CGGCAAAATCAACGCTATCTCGCTCATTCAAATAATGAGATAGCAACTTTGGTTGTTTAA

ISR-IAVx CGGCAAAATCAACGCTATCTCGCTCATTCAAATAATGAGATAGCAACTTTGGTTGTTTAA

ISR-EKAV    CGGCAAAATCAACGCTATCTCGCTCATTCAAATAATGAGATAGCAACTTTGGTTGTTTAA

ISR-EKVx CGGCAAAATCAACGCTATCTCGCTCATTCAAATAATGAGATAGCAACTTTGGTTGTTTAA

ISR-Exxx CGGCAAAATCAACGCTATCTCGCTCATTCAAATAATGAGATAGCAACTTTGGTTGTTTAA

************************************************************

Box A
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3. V. vulnificus의 신속한 진단을 위한 primer 제작 및 PCR reaction

     V. vulnificus KCTC 2959의 ISR와 다른 13종의 Vibrio  ISR 서열을 Clustal W을 

이용하여 비교한 결과 Box A element와 동일한 tRNA gene에 대해서는 유사성이 높

게 나타난 반면 그 외의 non-coding 부분에서는 그다지 높은 유사성은 확인되지 않

았다. 따라서 Box A와 tRNA gene 부분을 제외한 나머지의 염기서열을 V. vulnificus

의 신속하고 정확한 진단을 위한 species-specific primer로 이용하기로 하 다. 

BLAST를 이용하여 V. vulnificus KCTC 2959의 ISR-IAV와 ISR-EKAV의 sequence 

중에서 ISR의 3'-end에 가장 근접한 valine에 대한 tRNA gene 뒷부분의 sequence를 

database에 등록된 다른 sequence들과 비교하여 특이적인 부분을 찾아냈다. Species- 

specific primer인 Vul-DF의 서열은 5'-ACCACCTTCTTTATGTCTG-3'이며 (주)바

이오넥스에 의뢰하여 제작하 다. 이 primer의 특이성을 확인하기 위해 Table 3에 정

리한 18개의 다른 Vibrio의 genomic DNA를 추출하여 detection PCR의 template로 

이용하 다. Positive control로서는 V. vulnificus  2959의 genomic DNA에 16S-VF와 

23S-VR primer를 첨가하여 다른 Vibrio와 동일한 조건에서 합성한 결과 정상적으로 

PCR 반응이 이루어졌음을 확인할 수 있었다 (data는 나타내지 않음). Fig. 4에서 볼 

수 있듯이 각 strain에 특이적인 band pattern이 생성되어 다른 18개의 Vibrio strains

과 V. vulnificus KCTC 2959을 agarose gel에서 전기 동하여 쉽게 구별할 수 있었

다. Vul-DF와 23S-VR에 의한 ISR-IAV와 ISR-EKAV의 예상 증폭 산물의 크기는 

347 bp인데 Fig. 3에 나타난 V. vulnificus  KCTC 2959의 증폭 산물을 보면 약 350 bp

에 해당하는 major band를 관찰할 수 있었다. 흥미롭게도 V. vulnificus KCTC 2962

의 경우는 약 350 bp와 550 bp에 해당하는 두 개의 major bands가 생성된 것을 확인

할 수 있었다.
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Table 3.  Bacterial strains used in detection PCR.

Strain no. Species 

KCTC 2473 V. fluvialis 

KCTC 2714 V. aestuarianus 

KCTC 2715 V. cholerae

KCTC 2716 V. campbellii

KCTC 2719 V. gazogenes 

KCTC 2720 V. harveyi

KCTC 2721 V. logei  

KCTC 2722 V. nereis

KCTC 2726 V. salmonicida

KCTC 2729 V. parahaemolyticus

KCTC 2730 V. proteolyticus

KCTC 2731 V. furnissii 

KCTC 2733 V. cincinnatiensis

KCTC 2736 V. metschnikovii

KCTC 2737 V. mimicus  

KCTC 2810 V. cyclosites

KCTC 2928 V. alginolyticus

KCTC 2962 V. vulnificus
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IV.  고찰

     16S-23S rRNA intergenic spacer region (ISR)은 species간은 물론 strain간에도 

그 크기와 서열이 매우 다양하고, multiple copy의 rrn operon를 갖는 경우에는 하나

의 cell에서도 operon마다 그 서열과 크기가 다양하여 bacteria의 typing이나 identi- 

fication에 많이 이용되고 있다 (Gurtler and Stanisich, 1996). 그러므로 이 논문에서는 V. 

vulnificus KCTC 2959의 ISR을 분석하여 이 균만을 특이적으로 증폭시킬 수 있는 

species-specific primer를 제작하고 PCR이라는 분자생물학적인 기법에 이용하여 빠른 

시간내에 정확하게 V. vulnificus을 검출하기 위해 16S rDNA와 23S rDNA의 서열을 

primer로 이용하여 ISR를 증폭시키고, 염기 서열을 분석하여 detection primer를 제작

하 다.

     V. vulnificus  KCTC 2959의 ISR 증폭 산물을 전기 동한 Fig. 1을 보면 하나의 

band가 아닌 다양한 크기와 세기의 여러 band가 증폭된 것을 관찰 할 수 있었다. 이

러한 다양한 band로 미루어 보아 다른 bacteria와 유사하게 V. vulnifiucs의 genome에

도 여러 개의  rrn oepron이 존재할 것으로 추정되었다. 정확한 rrn oepron의 수는 

16S rDNA나 23S rDNA는 절단하지 않는 제한효소로 genomic DNA를 절단하여 16S 

rDNA나 23S rDNA의 일부 서열에 해당하는 probe를 이용한 southern hybridization 분석으로 

확인될 수 있을 것이다. 그러나 ISR을 분석한 Table 1을 참고하면 V. vulnificus KCTC 

2959에서 tRNA gene의 종류와 크기가 다른 5종류의 ISR가 확인된 것으로 보아 적어

도 5개 이상의 rrn oepron이 존재하고 있을 것으로 생각된다. 6종류의 ISR가 확인된 

V. parahaemolyticus에는 최소 9개의 rrn  operon이 존재하고 있을 것으로 확인되었으

며 (Maeda et al., 2000), Aeromonads도 6-8개의 rrn  oepron을 가지고 있을 것으로 

확인되고 있다 (Martinetti and Altwegg, 1992). E. coli에서는 glutamate에 대한 

tRNA gene를 갖는 rrnC, B, G, E operon과 isoleucine과 alanine에 대한 tRNA gene

을 갖는 rrnA, D, H  operon이 확인되었다 (Condon et al., 1995). Salmonella enterica 

LT2에서도 isoleucine과 alanine에 대한 tRNA gene를 갖는 ISR가 확인된 rrnA, D, 

B  operon과 glutamate을 coding하는 tRNA gene을 갖는 ISR가 확인된 rrnC, E, G, 
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H  operon이 확인되었다 (Perez Luz et al., 1998).

     Table 1을 보면 digestion product의 크기를 기준으로 분류한 5개의 group 중에

서 A와 B에 해당하는 clone의 수가 전체 82개의 clone 중에 각각 36개와 29개로 다른 

group에 비해 훨씬 많다는 것을 알 수 있다. Group A에 해당하는 clone의 ISR 

sequence를 분석한 결과 ISR-E로 확인되었고, group B의 clone는 ISR-IA로 확인되

었다. 각 ISR의 크기는 424 bp와 507 bp인데 16S-VF와 23S-VR에 의해 증폭된 139 

bp의 16S rDNA와 40 bp의 23S rDNA 부분을 합하면 603 bp와 686 bp로 Fig. 1에서 

약 600 bp와 700 bp에 해당하는 band가 다른 것에 비해 강하게 나타난 것과 일치한

다. 이런 결과는 16S rDNA와 23S rDNA 사이에 glutamate에 대한 tRNA gene을 갖

는 ISR와 isoluecine과 alanine에 대한 tRNA gene을 갖는 ISR가 들어 있는 rrn  

oepron이 chromosome 내에 여러 copy로 존재하기 때문인 것으로 생각된다.

     현재까지 bacteria의 ISR에서 확인된 tRNA gene의 수와 구성은 매우 다양하다. 

E. coli와 A. hydrophlia  ATCC 7966는 glutamate을 coding하는 tRNA gene이 들어 

있는 ISR-E와 isoleucine과 alanine에 대한 tRNA gene을 갖는 ISR-IA를 갖는 것으로 

확인되었다 (East and Collins, 1993; Condon et al., 1995). RISSC (Ribosomal Intergenic 

Spacer Sequence Collection) database의 Crenarchaeota에서는 ISR-no, Euryarchaeota에

서는 ISR-no와 ISR-A, Chloroplasts에서는 ISR-no, ISR-I, ISR-IA, Cyanobacteria에

서는 ISR-I, ISR-IA가 보고되고 있다 (Garcia-Martinez et al., 2001). Vibrio의 ISR 

type을 정리한 Table 2를 보면 동일한  Vibrio 속에 속하는 species간에도 4개의 

tRNA gene을 갖는 ISR-EKAV가 확인된 V. parahaemolyticus, V. vulnificus에서부터 

ISR-no, ISR-IA를 갖는 V. campbellii 까지 ISR type이 다양하다는 것을 확인할 수 있

다. Vibrio의 일반적인 ISR type으로 확인된 ISR-E의 크기도 430 bp에서 559 bp까지 

다양하며, ISR-IA의 크기도 507 bp에서 707 bp까지 매우 다양하다 (Chun et al., 

1999; Maeda et al., 2000; Lee et al., 2002). 또한 동일한 species일지라도 각 strain마

다 tRNA gene의 구성이 다양하다는 것을 확인할 수 있는데, V. cholerae  RC 4, RC 

42, RC 45에서는 ISR-E와 ISR-IA만이 확인된 반면에 V. cholerae RC 2, RC 25에서

는 ISR-A, ISR-E, ISR-IA, ISR-EKV가 확인된다. ISR 서열의 다양성은 inter-strain

뿐만 아니라 inter-cistronic에서도 확인되는데, A. hydrophlia ATCC 7966에서는 동일

한 tRNA gene를 갖고 있지만 down-stream과 up-stream의 서열이 다른 ISR-E1과 
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ISR-E2가 확인되었고 (East and Collins, 1993), Vibrio의 ISR type를 정리한 Table 2

에서도 이러한 다양성이 확인되었다.

     Fig. 2와 Fig. 3을 보면 16S rDNA와 23S rDNA 부근의 nucleotide 서열이 5종

류의 모든 ISR에서 일치하는 것을 확인할 수 있다. 이러한 유사성은 V. parahaemolyticus

에서도 확인되었는데 16S rDNA와 23S rDNA의 부근의 40 bp와 209 bp가 6종류의 

ISR에서 모두 일치하 으며 (Maeda et al., 2000), Aeromonas sp. 에서 확인된 

ISR-E와 ISR-A의 서열을 alignment한 결과 각 species의 두 type의 spacer는 처음 

부분의 50 bp와 마지막 부분의 150 bp가 거의 일치하 다 (Kong et al., 1999). 아마

도 이러한 intra-specific sequence homology가 나타난 부분들은 prokaryote의 16S, 

23S rRNA processing에 중요한 역할을 하는 부분이라 생각된다 (Srivastava and 

Schlessinger, 1990; Naimi et al., 1997). E. coli의 rRNA maturation process에 관한 

연구에 따르면 16S-23S rDNA spacer region과 23S-5S rDNA spacer region은 

pre-rRNA의 maturation에 중요한 역할을 하는 것으로 보고되는데, 16S rRNA의 

upstream leader region과 16S-23S rRNA intergenic spacer region, 16S-23S rRNA 

intergenic spacer region과 23S-5S rRNA intergenic spacer region에 의해 형성된 

base-pair는 RNase III에 의해 절단되는 두 primary double-stranded processing site

를 생성한다고 한다 (Apirion et al., 1993). E. coli에서는 16S rDNA의 3'-end에서 33

번째 nucleotide인 GCUCACACA 서열 다음과 23S rDNA의 up-stream인 UCUUCG 

GGUUGU에서 RNase III에 의한 processing이 일어나는 것으로 보고되었다 (Young 

et al. 1979). A. hydrophila의 ISR에서는 E. coli에서 발견된 위치보다 하나의 

nucleotide 뒤에서 GUUCACACA가 확인되었고, 23S rDNA up-stream의 같은 위치에 

동일한 서열의 nucleotide가 확인되었다 (East and Collins, 1993). V. vulnificus에서는 

A. hydrophila와 일치하는 서열이 16S rDNA down-stream에서 확인되었고, 23S 

rDNA의 up-stream에서는 유사한 서열인 CUUUGGGGUUGU가 확인되었다.

     ISR의 양쪽 말단에서는 conserve된 region이 확인된 반면에 ISR의 중앙에서는 

확인할 수 없었다. 이는 각각의 ISR에 포함되어 있는 tRNA gene의 종류와 수에 따라 

ISR마다 서열이 다르기 때문인 것으로 생각된다.

     Fig. 3을 보면 각 ISR에 존재하는 마지막 tRNA gene과 23S rDNA 사이에서 

rRNA transcription의 antitermination에 관여하는 Box A element를 확인할 수 있다. 
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E. coli의 Box A element의 서열은 TGCTCTTTAACA로 알려져 있으며 (Condon et 

al., 1995), V. parahaemolyticus  IFO 12711에서는 염기서열이 하나가 다른 AGCTCT 

TTAACA가 확인되었는데 (Maeda et al., 2000), V. vulnificus KCTC 2959에서는 

TGCTCTTTAACA로 확인되었다.

     V. vulnificus의 모든 ISR에서 확인된 tRNA gene의 서열은 lysine과 alanine에 

대한 tRNA gene을 제외하고는 100% 일치하 다. 다른 Vibrio의 ISR에 존재하는 

tRNA gene과의 유사성을 분석한 결과 대부분 90% 이상의 유사성을 보 지만, ISR 

서열 전체의 유사성은 그리 높지 않았다. 따라서 Box A element와 tRNA gene을 제

외한 부분의 서열을 V. vulnificus의 신속한 검출을 위한 species-specific primer로 이

용하는 것이 바람직하다고 생각하 다.

     V. vulnificus KCTC 2959  ISR의 특이적인 서열을 이용하여 제작한 primer와 

23S rDNA의 일부 서열에 해당하는 primer로 여러 Vibrio의 genomic DNA를 PCR한 

산물을 전기 동한 Fig. 4를 보면 각 strain마다 multiple band가 생성된 것을 확인할 

수 있다. 이러한 multiple band는 Vul-DF의 비특이적인 결합과 23S rDNA 서열을 이

용한 23S-VR primer에 의해 생성된 것으로 생각된다. 모든 strain에서 multiple 

bands가 확인되지만  V. vulnificus  KCTC 2959만의 특이적인 band pattern이 생성되

어 뚜렷하게 이 균을 구별할 수 있었다. 특히 V. vulnificus와 생화학적 성상이 비슷한 

것으로 보고되는 V. parahaemolyticus와 (주진우 등, 1998) 매우 다른 band pattern이 

생성되는 것을 확인할 수 있었다. 따라서 V. vulnificus  KCTC 2959 ISR의 서열로 제

작한 primer를 이 균의 검출과 동정을 위한 molecular marker로서 이용할 수 있을 것

이다. V. cholerae, V. mimicus의 각 strain마다 다양한 ISR type이 존재하는 것처럼 

(Table 2 참고) V. vulnificus  KCTC 2959와 KCTC 2962의 ISR도 서로 차이가 있다

는 것을 Fig. 4의 두 strain의 band pattern을 비교하면 추측할 수 있다. 물론 두 

strain의 ISR 서열과 type이 다를 것이라는 것은 직접 V. vulnificus KCTC　2962의 

ISR의 염기서열을 분석해야 확인할 수 있겠지만, 두 strain 모두에서 약 350 bp의 

major band가 생성된 것과는 달리 여러 minor band의 pattern이 다르다는 것은 두 

strain의 ISR의 염기서열에 차이가 있다는 것을 간접적으로 제시해준다고 생각한다. 

또한 V. fluvialis에서도 약 350 bp의 major band가 증폭되었는데, 이것 역시 직접 

ISR의 염기서열을 분석해야 확인할 수 있겠지만 두 species의 ISR 서열은 매우 유사
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할 것으로 생각된다.

     이 논문에서는 ISR의 특이적인 서열을 primer로 제작하여 균을 동정하는데 이용

하 지만, V. cholerae의 경우 ISR 서열을 이용하여 제작한 probe로 colony hybridization

하여 collection strain은 물론 environmental isolate과 clinical isolate까지도 검출할 

수 있었고, 여러 microorganism이 혼합되어 있는 해수에서도 V. cholerae만을 특이적

으로 검출할 수 있었다 (Robert-Pillot et al., 2002). 따라서 이 서열은 primer뿐만 아

니라 probe로 이용하여 균의 동정과 검출에도 이용할 수 있을 것으로 생각된다.
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V.  요약

     Vibrio vulnificus는 패혈증과 피부 질병의 원인균으로서 감염 환자의 사망률은 

매우 높게 보고되고 있다. 따라서 신속하고 정확한 동정, 검출이 요구된다.

     V. vulnificus를 동정하기 위한 기존의 방법은 시간과 노력이 많이 소비될 뿐 아

니라 그 결과도 부정확하므로 본 연구에서는 PCR이라는 분자생물학적인 기법을 이용

하여 species뿐만 아니라 strain간에도 그 서열이 매우 다양한 16S-23S intergenic 

spacer region을 증폭시켜 염기 서열을 분석하고 V. vulnificus만을 특이적으로 증폭시

킬 수 있는 primer를 제작하 다.

     V. vulnificus KCTC 2959의 ISR 염기 서열을 분석하여 그 안에 포함된 tRNA 

gene의 수와 구성에 따라 ISR을 ISR-E, ISR-IA, ISR-EKV, ISR-IAV, ISR-EKAV로 

나누었다. ISR-E는 glutamine에 대한 tRNA gene을 포함하고 있었고, ISR-IA는 

isoleucine과 alanine에 대한 tRNA genes, ISR-EKV는 glutamine과 lysine, valine에 

대한 tRNA genes, ISR-EKAV는 glutamine, lysine, alanine과 valine에 대한 tRNA 

genes을 포함하고 있었다.

     V. vulnificus KCTC 2959의 ISR 서열을 토대로 하여 다른 Vibrio와 이 균을 구

별할 수 있는 species-specific primer를 제작하여 진단 PCR을 실시한 결과 전기 동

의 양상을 보고 다른 18개의 Vibrio  strain과 V. vulnificus  KCTC 2959를 구별할 수 

있었다. 따라서 ISR 서열에 기초하여 제작한 primer를 이용한 PCR 반응으로 패혈증

을 일으키는 V. vulnificus을 신속하고 정확하게 동정, 검출하기 위한 방법으로 이용할 

수 있을 것이다.
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