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In Gwangju, Korea, over the last 4 years, human gastrointestinal infection caused by shiga toxin-producing E. coli 
(STEC) increased. The aim of this study was to ascertain the genetic relatedness of STEC strains by pulsed-field gel 
electrophoresis (PFGE), as no data on the molecular epidemiology of STEC in Gwangju has yet been published. The 
PFGE banding patterns were defined for 62 of the 67 STEC strains isolated from cattle and human. There were 11 
clonal types in the 11 STEC strains of cattle origin. Among the 11 STEC strains from asymptomatic person, four O91 
strains were 100% similarity in band profiles. In the STEC strains isolated from diarrhea patients, same serogroups were 
grouped to the same cluster; O111 stains were 89.5% similarity, O157 strains 80%, O26 strains 81.5%, and O103 strains 
91% similarity, respectively. In conclusion, this is the first report that a large collection of STEC strains from Korea has 
been analyzed, and a high degree of diversity was observed among the strains analyzed by this technique. PFGE analysis 
revealed that the strains isolated from human and cattle were closely related within serotypes, and it was useful for 
epidemiological analysis of STEC. The importance and usefulness of active laboratory surveillance of STEC such as 
PFGE should be recommended. 
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서 론 

 
시가 독소생성 대장균 (shiga toxin-producing E. coli, 

STEC)의 주요 병원소는 반추류이며, 소에서 분리된 
STEC에 435종 이상의 혈청형이 존재하고, 사람에서 분
리된 STEC에는 470여종 이상의 혈청형이 확인되었으며, 
이들은 소 또는 쇠고기로부터 동정된 것이다 (1). 또한 
이 병원체는 숙주의 위장관에서 정상적으로 배출되어 
분변에 오염된 식품을 섭취하거나 동물 및 그들이 생활

하는 환경의 접촉에 의해 사람에게 전파된다. 소의 연령

에 따라 STEC O157의 배출 정도에 차이가 있으며 미국

에서 연구한 결과에 따르면 두 달 이하의 송아지에서는 
1.5% 미만, 2~4달 송아지에서는 1.5~5% 정도로 이유기 
이후에 증가한다고 하였다 (2~5). 

소로부터 분리된 STEC의 유병율에 대한 수많은 연구

가 있었지만 분변 채취방법, 채취시기 및 분리방법 등에 
따라 상당한 차이가 있다. 실제로 STEC의 많은 혈청형 
중 O157의 검출률이 높은 이유는 이들 혈청형에 대한 
검사법들의 민감도나 정확도가 다른 혈청형 동정방법에 
비해 매우 발달해 있기 때문이기도 하다. 따라서 이러

한 결과들을 서로 비교하기는 매우 어렵다 (6). 소 이외

의 감염원으로는 양, 물소 및 사슴 등과 같은 반추류와 
(7~9) 말이나 개와 같이 농장에 사는 반려동물, 야생이나 
집토끼 및 조류 등이 있으며, 돼지는 상대적으로 병원소

로서의 중요도는 매우 낮은 편이다 (10~14). 
STEC의 전파경로는 크게 음식과 물, 그리고 사람으
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로 나뉜다. 대부분의 경우가 오염된 소의 부산물 섭취

에 의한 경우였으며, 1980년대 enterohemorrhagic E. coli 
(EHEC) O157 집단발생의 대부분이 잘 익히지 않은 햄
버거나 살균되지 않은 우유 등을 섭취함에 의한 것이었

다 (15). 그러나 최근 10년 동안의 사례들을 살펴보면, 
소 부산물 뿐 아니라 훈제연어, 마요네즈, 요거트 및 사
과주스 같은 산성식품 섭취로 인한 집단발병이 증가되고 
있으며 (16), 소 분변에 오염된 물이나 비료를 사용하여 
재배된 과일, 채소에 의한 간접전파의 사례들도 보고되

었다 (17). 또 하나의 감염경로가 보균자나 환자에 의한 
전파인데, 미국에서 조사한 결과 1982년부터 2002년 동

안 집단발병의 80% 정도가 탁아소에서 발생하였으며 주
로 6~8월 사이에 많이 발생한 것으로 나타났다 (18). 이
렇듯 집단발생인 경우 발생인지가 매우 빠르며 오염원을 
찾기가 비교적 쉽지만, 지역 내 산발적인 발생이나 불현

성 감염의 경우 감염경로를 파악하기가 매우 어렵다. 또
한 이러한 산발적인 발생은 non O157 STEC에 의한 감염

이 주를 이룬다. 
대부분 개발도상국에서는 장관 독소형 대장균이나 장

관 병원성대장균에 의한 인체감염이 많지만, 선진국에서

는 상대적으로 STEC에 의한 감염이 많다. 또한 미국산 
쇠고기 수입 전면개방과 더불어 쇠고기 섭취가 늘어나고 
식습관의 선진화에 따라 STEC 감염증이 늘어날 것으로 
생각된다. 우리나라도 최근 10년간 STEC에 의한 감염이 
꾸준히 증가하고 있으며, 특히 광주지역에서의 STEC 감
염이 전국에서 가장 높은 실정이다. 따라서 이 조사에서

는 소 분변 분리주와 광주지역에서 분리된 설사환자, 
환자 접촉자 및 불현성 감염주를 대상으로 pulsed-field 
gel electrophoresis (PFGE)를 시행하여 지역 내에서 분리된 
STEC의 유전학적 연관성을 확인하고자 하였다. 

 
재료 및 방법 

세균 

2004년부터 2008년 10월까지 설사환자 대변에서 분리

된 33주, 식중독 환자 및 환자 접촉자에서 분리된 9주, 
2004년 불현성 집단감염 11주 및 식품에서 분리된 2주, 
그리고 소 분변에서 분리된 11주의 STEC를 실험에 이용

하였다. 

PFGE 

PulseNet Korea network에서 사용되는 표준시험법으

로 미국 질병관리본부 (Centers for Disease Control and 
Prevention)의 PulseNet USA와 아시아 지역 13개국이 참

여하는 PulseNet Asia Pacific의 표준시험법을 근간으로 다
음과 같이 실시하였다. 

Agarose plug의 제조 

순수 분리된 균을 tryptic soy agar (TSA)에 접종하여, 
표준균주 (Salmonella Breanderup, BAA-664)와 함께 37℃
에서 16~18시간 배양하여 실험에 사용하였다. 1.2% plug
용 agarose solution (Seakem gold agarose, Cambrex, Rockland, 
ME, USA), plug wash TE buffer를 55℃ 항온수조에 보관

하고, 균주 1개 당 12 × 75 mm 폴리에틸렌튜브 1개, 1.5 
ml과 2 ml 용량의 microcentrifuge 튜브 각 2개, plug mold 
(Biorad, Hercules, CA, USA) 2 well씩 준비하였다. 폴리에

틸렌튜브에 2 ml의 cell suspension TE buffer를 넣고 멸균 
면봉을 사용하여 TSA 평판배지로부터 균을 묻혀 15~ 

20%의 투명도로 부유시켰다. 균 현탁액 200 μl를 1.5 ml 
microcentrifuge tube에 옮긴 다음, plug agarose 200 μl를 
넣고, micropipette으로 천천히 4회 정도 섞어 바로 plug 
mold에 넣었다. 섞는 횟수를 늘리거나 거칠게 섞을 경우

에는 선명한 결과를 얻는데 방해가 되므로 주의하면서 
섞어 주었다. Plug mold를 4℃에서 5분 정도 굳히면서 ES 
buffer 1.5 ml과 proteinase K (20 mg/ml, Invitrogen, Carlsbad, 
CA, USA) 40 μl를 2 ml microcentrifuge tube에 준비하였다. 

Plug lysis 및 세척 

굳은 plug를 plug mold에서 꺼내어 미리 준비해 둔 ES 
buffer로 옮기고 96 well microcentrifuge rack에 꽂아 뚜껑

을 덮었다. 55℃ 진탕 항온수조에 rack을 잘 고정시킨 후 
tube가 물속에 완전히 잠기도록 하여 150~175 rpm으로 
1~1.5시간 방치하였다. Plug 세척을 위하여 lysis가 끝난 
plug를 screen cap (Biorad)에 옮기고 이것들을 연결하여 
PVC tube에 넣고 20분 동안 5회 반복하여 세척하였다. 
이때 PVC tube가 물속에 완전히 잠기도록 하고 150~175 
rpm으로 20분을 넘기지 않도록 하였다. 세척이 끝난 plug
는 2 ml microcentrifuge tube에 plug wash TE buffer를 1.5 ml
씩 넣고 4℃에 보관하거나 다음 단계로 진행하였다. 

제한효소 처리 

세척이 끝난 plug를 슬라이드글라스 위에 올려놓고 
70% 에탄올로 닦은 razor blades를 이용하여 1 mm 두께
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로 자른 다음, 자른 절편 2개를 1.5 ml microcentrifuge 
tube에 옮겨 100 μl의 제한효소 반응액을 넣고 37℃ 항
온수조에서 4시간 동안 반응시켰다. 제한효소 반응액의 
조성은 10 × restriction enzyme buffer 10 μl, 100 × BSA 1 
μl, XbaI 40 unit (NEB, Beverly, MA, USA)에 멸균증류수로 
최종 100 μl를 맞췄다. 반응이 끝나면 제한효소 반응액을 
제거하고 TE buffer 200 μl를 채워 넣었다. 

전기영동 

0.5 × TBE (Bioneer, Daejeon, Korea)를 사용하여 1% 
agarose solution을 gel 크기에 맞추어 녹여서 55℃ 항온수

조에 보관하고, 제한효소 처리가 끝난 plug 절편을 꺼내

어 agarose gel 성형용 comb (Biorad)의 끝 부위에 맞춰 
올려놓은 다음 여과지로 주변의 물기를 제거하였다. Plug
가 comb의 lane 끝에 일직선이 되도록 잘 배치하여 상

온에서 2분 정도 추가로 건조시키고 항온수조에 보관한 
1% agarose solution을 꺼내어 gel 성형틀 안에 부었다. 이
때 agarose solution을 약 1~2 ml 정도 남겨서 다시 항온

수조에 보관하였다. Gel 성형틀에 plug 절편이 붙어 있는 
comb을 제자리에 위치시키고, gel을 상온에서 30분 정도 
굳힌 후 comb을 뽑아냈다. Comb에 의해 만들어진 well

에 남아 있는 소량의 agarose solution을 넣어 채웠다. 이
렇게 만들어진 gel을 CHEF Mapper system (Biorad)을 이
용하여 0.5 × TBE, 6 V/cm, 14℃에서 initial time 2.16 sec, 
final time 54.17 sec의 조건으로 18시간 전기영동하였다. 
전기영동이 완료되면 500 ml의 EtBr (0.5 μg/ml)에 gel을 
넣어 15~20분 염색하고, 증류수를 이용하여 매회 30분씩 
2회 탈색하였다. 염색 및 탈색 단계는 모두 빛이 차단된 
상태에서 이루어졌다. 

Dendrogram 작성 

PFGE 결과는 Tenover 등 (19)의 방법에 따라 각 균주

의 DNA 위치가 다른 절편의 수에 따라서 group을 결정

하였고, DNA 절편 유형을 software Bionumerics version 5.0
으로 분석하였다. 또한 Dice coefficient similarity (tolerance, 
1.5%)로 Unweighted Pair Group Method with Arithmetic 
mean (UPGMA) 법에 의하여 dendrogram을 작성하여 균
주간의 상관관계를 비교 분석하였다. 

 
 
 

Figure 1. Dendrogram of XbaI-digested PFGE profiles of the STEC isolates from cattle. 
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결 과 

소 분변에서 분리된 STEC 사이의 상관관계 분석 

소 분변 175건에서 분리된 STEC 11주의 유전학적 상
관관계를 PFGE를 이용하여 분석한 결과, 11주 모두 다른 
PFGE 유형을 나타냈다 (Fig. 1). 약 20 kb에서 680 kb 사
이에서 15~21개의 밴드로 구성되었고, 전체 11주의 유전

적 일치도는 66.3%였다. 

무증상 집단감염 STEC 사이의 상관관계 분석 

전체 79건의 분리주 중 혈청형과 독소형의 유형에 따
라 선별한 11주와 식품 유래 2주를 대상으로 PFGE 분

석을 실시하였다. 13주에서 11가지 PFGE 유형이 관찰되

었으며, 약 20 kb에서 680 kb 사이에서 16~21개의 밴드

로 유전적 일치도는 67.5%였다 (Fig. 2). 혈청형이 O91
인 4개의 균주는 유전적 일치도가 100%로 나타났으며, 
소 햄버거의 patti 분리주 (Jinwol-beef)와 돼지고기 원육 
(Jinwol-pork)에서 분리된 STEC은 혈청형 및 PFGE 유형 

등을 종합해 볼 때 집단감염의 원인식품으로 판단하기 
어려웠다 (Fig. 2). 

설사환자 및 식중독 환자 유래 STEC 분리주 사이의 상

관관계 분석 

총 42주를 분석하였으며, 전체적으로 분리주간의 유

전자 유형이 매우 다양함을 알 수 있었다. 또한 동일 
혈청형인 경우에 cluster를 형성하였는데, O111의 경우

는 89.5%, O157의 유사성은 80%, O26은 81.6%, 그리고 
O103은 91%로 나타났다. 설사환자와의 접촉자 검사에서 
1명의 STEC 환자 모(母)로부터 동일 혈청형과 독소형의 
STEC를 분리하여 동일 오염원에 노출이나 접촉에 의한 
감염으로 판단하였으나, 실제 이들의 유전자 일치도는 
97.3%로 나타났다. 접촉자에서 분리된 또다른 4주는 혈

청형, 독소형 및 PFGE 유형이 환자 분리주와 일치하지 
않았다 (Fig. 3). 소 분변 분리주와 무증상 집단감염주와 
함께 비교하였을 때 총 7개의 cluster로 나뉘었으며, 각 
cluster 당 유전적 거리가 65~70%의 유사성을 나타내었

다 (Fig. 4). 

Figure 2. Dendrogram of XbaI-digested PFGE profiles of the STEC isolates from asymptomatic patients. 
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Figure 3. Dendrogram of XbaI-digested PFGE profiles of the STEC isolates from diarrheagenic patients. 
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Figure 4. Dendrogram of XbaI PFGE banding pattern of each of the 67 STEC strains clustered by MPGMA using the Dice coefficient 
in Bionumerics version 5.0. 
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고 찰 

 
분자 역학적 분석방법은 병원체의 유전적 다양성에 

기초하여 그들의 특성을 규명하는 방법이다. 기본적으

로 분자 역학적 방법은 크게 분류 (classification)와 유형 
(typing)으로 구별된다. 분류는 동일그룹 사이에 종을 세

분화하고 관계를 규명하는 방법으로 오랜 연구기간이 
요구되는 반면, 유형 분석은 임상 분리주나 환경 분리

주의 차이점을 분석하는데 더 유용하며 비교적 분석 시
간이 짧고 지역적 역학분석방법에 이용된다. Multilocus 
sequence typing (MLST)이나 multilocus enzyme electro- 
phoresis는 분류를 목적으로 사용되는 실험법이며 (20, 21), 
PFGE나 RAPD (random amplified polymorphic DNA-PCR), 
AFLP (amplified fragment length polymorphism) 등의 방법

은 유형 분석에 주로 사용된다 (22). 이 연구에서는 광

주지역 사육 소 및 사람에서 분리된 STEC의 유전자의 
유형 분석을 위하여 PFGE 방법을 사용하였다. 분리된 
전체 균주의 유전자 유사성을 비교해 볼 때 총 6개의 
cluster로 나뉠 수 있었으며, 동일 혈청형 사이의 유전적 
거리가 가까운 것으로 나타났다. 그리고 환자 접촉자 검
사에서 환자와 동일한 독소형 및 혈청형이 분리되어, 그 
당시 동일 오염원에 의한 감염 또는 접촉에 의한 2차감

염이라고 판단하였지만 유전자 분석결과 97.3% 유사성

을 확인함으로써, 다른 오염원이거나 균이 증식하는 과

정에서 유전자의 소실 또는 변이 등이 일어난 이후에 전
파되었을 것이라고 추측할 수 있었다. 현재 STEC의 유

형 분석에 PFGE 방법 이외에도 혈청형, 독소형 및 병원

성 유전자 분석 등이 사용되고 있지만, 이 연구결과에서

는 혈청형과 PFGE 유형이 가장 잘 일치함을 알 수 있었

다 (Fig. 4). 
광주지역에서 분리된 STEC는 대부분 산발적인 발생이

었고, 무증상 집단감염에서도 O91 이외에 여러 가지 혈

청형이 분리되었으며, PFGE 유형 분석결과 유전자 유형

이 매우 다양하였다. 또한 소 분변 STEC 분리주는 유전

적 상관관계가 63.3%였으며, 인체감염주와 동일한 PFGE 
유형이 존재하지 않아 이들 집단사이의 어떠한 역학적 
상관관계도 찾을 수 없었다. 따라서 STEC에 의한 산발

적인 발생은 손씻기 등 개인위생수칙을 잘 지킴으로써 
줄일 수 있을 것이라 생각된다. 핀란드에서 1990년부터 
1997년 동안 분리한 O157:H7 57주를 대상으로 PFGE 분

석을 한 결과 동일 혈청형에서도 7개의 유전자 유형이 
확인되었고 (23), 우간다의 Nyabushozi 지역의 12살 미만

의 아이들과 소 분리주의 PFGE 분석결과 23개의 다양한 
PFGE 유형이 확인되었으며, PFGE 유형이 혈청형과 가장 
일치한 것으로 확인되어 본 연구결과와 유사함을 확인하

였다 (24). 
현재 STEC 균주 사이의 유전형 분석에 PFGE 방법이 

균주사이의 DNA 구성 차이를 검출하는 것으로, 재현성

에 있어서 가장 뛰어난 방법으로 알려져 있다 (19). 하지

만 Beutin 등은 소와 사람에서 분리된 STEC O103 균주

를 가지고 PFGE와 MLST의 방법을 비교했을 때, 유전자 
유형에서 상당히 상이한 결과를 얻었다 (25). 장출혈성대

장균의 염색체 게놈은 그 구성에 있어서 매우 불안정하

고 계대를 거듭함으로 게놈구성에 변화가 생기는데, 그 
원인의 하나는 적어도 10개 이상의 많은 bacteriophage 
DNA 및 다수의 PAI (pathogenicity island)라고 하는 외래 
유전자들이 관여하고 있기 때문이다. 또한 PFGE 분석방

법이 세균성 병원체의 유형을 결정하는데 20 kb 이상의 
염색체 유전자 유형을 비교할 수 있으며 분리균주의 실
시간 분석 시 동일 오염원에 의한 산발적인 감염을 빨리 
인식할 수 있는 장점이 있지만, 분석자에 따라 밴드의 
유형을 설정하는데 많은 변수들이 작용한다. 실제 미네

소타에서 분리된 317주의 STECO157:H7이 software 분석

에 의해 143개의 유형으로 분석되었으나 (26), 일본에서

는 825주 STEC O157:H7이 단지 6개의 PFGE 유형으로 
분류되었다 (27). 이것은 컴퓨터와 사람 분석에 의한 해
석방법의 차이에 기인한 것이다 (23). 따라서 세균의 유

전형을 분석하는데 PFGE 이외에 phage typing이나 MLST 
등의 방법을 추가하면 훨씬 더 양질의 결과를 얻을 수 
있을 것이라 생각된다. 

최근 식습관의 변화와 미국산 쇠고기 전면개방에 따

른 식육의 소비가 증가하고 있지만, 식품위생법과 축산

물 가공법에서는 O157:H7만 규격 기준에 포함되어 있다. 
그러나 STEC에 의한 집단 및 산발적 발생은 O157 이외

의 다양한 혈청형에 의하여 발생하고 있으며, 그들이 일
으키는 임상증상 또한 O157과 비슷하다 (28). 따라서 전
염병 예방법에서 시가독소를 생산하는 모든 대장균을 1
종 전염병으로 분류하고 있는 것처럼 식품 및 축산물 가
공품의 규격 기준에 non O157 STEC가 반드시 포함되어

야 한다. 
또한 최근의 집단 식중독 발생경향을 보면 교통이 발



202 J-C Lee and MJ Kim 

 

달하고 일일생활권이 가능해지면서 식품 등의 유통이 광
역화됨에 따라 어느 한 지역에 국한되지 않고 여러 지역

에서 동일 오염원으로 규명되는 경우가 증가하고 있다. 
따라서 오염원의 신속한 파악이 요구되며, 그러한 목적

에서 광주지역에서 분리된 STEC에 대한 PFGE 자료는 
향후 STEC의 감염경로를 파악하는데 유용한 자료가 될 
것이다. 
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