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Twenty two strains of Legionella species isolated from Jejudo, Korea were identified by comparing the rpoB (300 bp), 
dotA (360 bp), and mip (396 bp) gene sequence analysis. Furthermore, their genotypes were determined by sequence 
analysis of rpoB/dotA subgroup typing, pulse-field gel electrophoresis (PFGE) and random amplified polymorphic 
DNA (RAPD) patterns. Of the 22 isolates, 21 strains were identified as L. pneumophila and 1 strain was close to L. 
erythra (>95% similarity of rpoB and mip). Most of the L. pneumophila strains (90%) belonged to P-I of rpoB/dotA 
subgroup typing, one strain of each P-III and P-IV. L. pneumophila isolates were further grouped into 4 and 6 different 
PFGE (P1 to P4) and RAPD (R1 to R6) patterns, respectively. On the basis of these genotypes, which may be useful for 
future epidemiological studies, existence of diverse L. pneumophilla population in Jejudo, Korea were observed. 
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서 론 

 

Legionella 균종은 그람 음성 통성 세포내 병원체이다. 

대표적인 균종인 L. pneumophila를 포함하여 약 50여종

이 알려져 있고 (1) 최근까지 40여종 이상의 Legionella 

균종이 알려져 있으며 그 가운데 약 21종이 사람에 병

원성이 있다. 이들은 자연 또는 인공 수계에 플랑크톤 

형태나 원생동물에 기생하여 널리 분포하면서 서식한다 

(2). 이들 가운데 L. pneumophila는 1976년 미국 필라델피

아에서 있었던 재향군인회 집회 중 발생한 집단 폐렴의 

원인균으로 밝혀지면서 재향군인병 (Legionnaires' disease)

의 원인균으로 잘 알려져 있다 (3). 이 재향군인병은 아

직도 지역사회 획득 폐렴 (community-acquired pneumonia)

의 4~20%를 차지한다 (4). 또한 이러한 Legionella 균 감

염증은 유럽과 북미 그리고 일본의 예에서 볼 수 있듯이 

끊이지 않고 전 세계적으로 집단 발병을 일으키며, 공중

보건상의 문제로 관심을 끌어왔다 (5~11). 특히 우리와 

가까운 일본에서는 수 차례에 걸친 집단 발병 예가 있었

는데 2002년에는 온천에서 300명 이상이 L. pneumophila

에 감염되고 8명이 사망하는 예까지 있었다 (12). 그러나 

다행히도 우리나라에서는 집단 발병 예로는 1984년 서울 

소재 종합병원 중환자실에서 발생한 Pontiac fever 이후

에는 (13) 산발적으로 발생한 예들이 (14) 보고되고 있을 

뿐 큰 집단 감염은 없었다. 

기존의 Legionella 동정은 생물학적 cysteine 요구성, 

자가형광 또는 생화학적 성상 (1, 4) 등에 근거하여 시행

하여 왔다. 그러나 최근에는 분자생물학적 방법들이 발

달하면서 연쇄중합반응 (PCR)과 연계한 유전학적 균종 

동정이 손쉬워 많이 사용하고 있고, 유전자 염기서열 분

석 같은 방법은 균종 동정과 특정 균종 typing에도 흔히 
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사용되고 있다. 특히 세균 typing은 특정 병원성 세균에 

의한 집단 발병 시 역학조사에 사용하는 중요한 방법으

로 감염원 추적 또는 동일 원인균 여부 판정 등에 사

용할 수 있다. 이러한 세균 typing을 위해서는 형태학적 

(morphotype)이나 혈청형 (serotype), 파아지형 (phage type) 

등 여러 방법들을 사용하여 왔지만, 근래에 많이 사용하

는 유전형 분석은 유전체 또는 유전자를 대상으로 선택

할 수 있는 방법들이 다양하고 보다 객관적이라는 장점

이 있다. Legionella 연구들에서도 대부분의 세균에 적용

가능하고 분석능이 높으며 또한 결과의 안정성, 재현성

이 높은 pulse-field gel electrophoresis (PFGE) (15~17), 

random amplified polymorphic DNA (RAPD) (18), arbitralily 

primed (AP)-PCR (14, 19), 그리고 ribotyping (15) 등 다양

한 방법들을 사용한 예가 있다. 국내에서도 이 방법들을 

폐렴 환자에서 분리한 균을 ribotyping하거나 (20) 냉각

탑수 등 환경에서 분리한 균주들을 대상으로 손쉽게 

AP-PCR이나 (21) infrequent-restriction-site (IRS) PCR로 

typing (22)한 예가 있다. 또한 좀 더 손이 많이 가는 

PFGE를 시행하거나 (23) 복합적으로 AP-PCR과 PFGE 

(24) typing 결과를 보고한 연구들이 있었다. 최근에는 

rpoB 염기서열을 dotA 염기서열과 함께 한국과 일본에서 

분리한 L. pneumophila 균주들을 대상으로 유전형을 분

석하여 L. pneumophila subsp. pneumophila 균주들을 8개의 

subgroup (P-I부터 P-VIII)으로 L. pneumophila subsp. fraseri

는 두 개의 subgroup (F-I과 F-II)으로 나눈 population 

structure 연구 결과가 보고된 바 있다 (25, 26). 

본 연구에서는 제주도라는 격리된 특정 지역의 냉각탑

수들에서 Legionella 균종을 분리하였으며, 이어서 rpoB

와 mip 염기서열 분석으로 균종을 동정하였다. 또한 이 

Legionella 균종들 중 L. pneumophilla 균주들의 유전형

을 변별력이 강점인 PFGE와 간편한 PCR 수행이 장점

인 RAPD typing, 그리고 염기서열 확인을 통한 객관화

가 장점인 rpoB/dotA subgroup typing으로 분석하여 이들 

genotype을 database화함으로써 혹시라도 국내에서 발생할 

수 있는 L. pneumophilla에 의한 집단 발병 시 역학조사에 

molecular marker로 활용할 수 있도록 하고자 한 것이다. 

 

재료 및 방법 

Legionella 균 분리 

2006년 6월부터 9월까지 제주도 소재 대형건물의 냉각

탑수에서 얻은 82개의 검체에 대하여 Legionella 균 분리

를 실시하였다. 멸균된 채수병에 냉각탑수 1 ℓ를 채취, 

냉장보관 상태로 실험실로 운반하여 균 분리에 사용하였

다. 냉각탑수는 0.45 μm 여과지를 사용하여 균을 농축한 

후, 멸균한 증류수 20 ml에 농축 여과지를 부유시켜 50℃ 

항온 수조에서 30분간 방치하였다. 다시 부유액을 10배 

희석한 후 원액과 희석액을 0.1 ml씩 각각 GVPC 배지

와 buffered charcoal yeast extract α-ketoglutarate (BCYE-α) 

(Oxoid, Basingstoke, UK) 배지에 접종한 다음 5% CO2 

incubator에서 3~10일간 배양하면서 집락 형성을 관찰하

였으며, Legionella가 의심되는 집락은 BCYE-α와 BCYE 

배지에 계대 배양하여 유전자 분석에 의한 동정에 사용

하였다. BCYE-α 배지는 Legionella agar base (Difco, Detroit, 

MI, USA) 37 g을 증류수 980 ml에 녹이고 1 N KOH로 

pH 7.1~7.2가 되도록 조정하여 멸균하였다. 멸균하여 항

온 수조 (45~50℃)에서 식힌 후 L-cysteine HCl 등이 포

함된 Legionella supplement (Difco)를 첨가하였다. 한편 

선별배지로는 각각 무균적으로 여과한 glycine (3 g/ℓ), 

vancomycin (5 mg/ℓ), polymyxin (79,200 U/ℓ), cyclohexamide 

(80 mg/ℓ) (GVPC)을 BCYE-α 배지에 첨가하여 사용하였다. 

대상 유전자 및 염기서열 결정 

분리 균주들은 BCYE-α에 배양하여 bead beater-phenol 

법으로 DNA를 추출하여 (27) 주형으로 사용하였다. 분석 

대상 유전자는 rpoB, dotA, 그리고 mip로써 (25, 26, 28, 29) 

PCR로 이들 유전자 분절을 증폭 후, 유전자 염기서열을 

결정하였다. 이 염기서열들은 GenBank에 등록된 표준 

균주 또는 참조 균주들의 염기서열과 multiple alignment

를 통해 그들의 상동성을 비교하였고, 또한 유전적 연관

성을 쉽게 살펴볼 수 있는 dendrogram을 작성하여 동정

하였다. 각 유전자 DNA를 증폭하기 위해서 이미 보고된 

PCR primer를 사용하였다 (Table 1). rpoB PCR에는 RL1-

RL2를 사용하였으며, 증폭 산물은 369 bp DNA로서 Rif r  

region을 포함한다 (27, 30). PCR은 template DNA 50 ng을 

각 primer 20 pmol과 함께 PCR mixture tube (AccuPower 

PCR PreMix; Bioneer, Daejeon, Korea) 넣어 사용하였다 

(25, 26). 최종 부피는 증류수를 사용하여 20 μl로 맞추고 

30 cycle의 증폭 과정을 거쳤다. 각 cycle은 denaturation-

95℃ 30초, annealing-55℃ 30초, 그리고 extension-72℃ 1

분으로 시행하였으며, 최종 extension은 72℃ 5분으로 구

성하여 시행하였다 (model 9700 Thermocycler; Perkin-Elmer 
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Cetus, Norwalk, CT, USA). 

증폭 산물은 QIAEX II gel extraction kit (Qiagen, Hilden, 

Germany)로 정제하여 염기서열 결정에 사용하였고, 

Applied Biosystems automated sequencer (model 377) and a 

BigDye Terminator Cycle Sequencing kit (Perkin-Elmer 

Applied Biosystems, Warrington, UK)을 사용하여 염기서열

은 정확성을 기하기 위하여 정방향과 역방향으로 확인

하였다. Sequencing reaction은 이미 보고된 방법에 (26) 따

라 정제한 PCR 증폭 산물 30 ng, 각 primer 2.5 pmol 그

리고 BigDye Terminator RR mix (part no. 4303153; Perkin-

Elmer Applied Biosystems) 4 μl를 넣고 증류수로 최종 부

피가 10 μl되게 하였다. 반응은 95℃ 15초, 50℃ 5초, 그리

고 60℃ 4분에서 30 cycle을 시행하였다. 

균종 동정 

확인된 Legionella 균주들의 rpoB와 dotA, 그리고 mip 

염기서열들은 이미 GenBank에 등록되어 있는 L. 

pneumophila를 비롯한 39종에 속한 41주의 각 염기서열

을 꺼내 상동성을 비교하여 >99% 이상인 경우 해당 

균으로 동정하였다. 각 유전자 계통수는 neighbor-joining 

(NJ) method로 작성하였으며, pairwise distance를 maximum 

likelihood option을 택하여 계산하였다. Bootstrap value는 

1,000회 반복 시행한 값을 취하였다. 

rpoB/dotA subgroup 분석 

rpoB/dotA subgroup 및 serogroup 결정은 기존에 발표된 

L. pneumophila subgroup의 rpoB와 dotA 염기서열들을 사

용하여 상동성이 각각 97%와 95% 이상인 경우로서, 발

표된 기존 group에 속한 균주들의 염기서열과 함께 위에 

기술한 Neighbor-joining 방법으로 작성한 gene tree 상에

서의 clustering 여부로 결정하였다 (26). 

Pulse-field gel electrophoresis 

이미 발표된 방법에 따라서 실시하였다 (15, 31, 32). 

Legionella 균을 BCYE-α 배지에서 3일간 배양한 후, plate

당 멸균 증류수 5 ml로 부유하여 O.D.600=2로 조정하고, 

TES buffer (10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 100 mM NaCl, 1 mM 

EDTA)로 800 × g에서 10분간 2회 세척하였다. 균 침전

물을 TES buffer 0.5 ml로 재부유한 후, 10 mM Tris, pH 8.0, 

0.1 mM EDTA로 만든 1.2% LMT (low melting point) 

agarose를 0.5 ml 첨가하여 plug mold에 넣고 얼음에 방치

하여 굳혔다. Plug가 굳은 후, lysis buffer (50 mM Tris-HCl, 

pH 8.0, 50 mM EDTA, 1% sarcosyl, proteinase K 1 mg, 

lysozyme 1 mg, RNase A 20 μg)를 plug당 1 ml씩 첨가하여 

50℃에서 48시간 처리하였다. Plug의 세척은 상온에서 

멸균 증류수 (plug당 5 ml)로 5분간 1회, TE buffer (10 mM 

Tris-HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA; plug당 3 ml)로 5분간 2회 

실시하였고 TE buffer (plug당 3 ml)를 첨가한 후, 사용할 

때까지 4℃에 보관하였다. Lysis시킨 plug를 제한 효소 

buffer 120 μl로 equilibration (Sfi I; 상온에서 1시간)시킨 

후, plug당 30 U로 50℃에서 24시간 동안 제한 효소를 

처리하였다. Plug의 전기영동은 Bio-Rad US/CHEF DR II 

system (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, USA)를 사용

하였다. 0.5% TBE buffer로 1% PFGE agarose gel을 만들어 

mold에 굳힌 후, 각 well에 제한 효소로 처리한 plug를 

넣고 Sfi I일 경우에는 initial sec.를 2.2 s, second sec.를 

35.1 s, 6 volt/cm (200 V)로 실시하였고, Not I일 경우에는 

initial sec.를 5.0 s, second sec.를 100 s, 6 volt/cm (200 V)로 

하여 14℃에서 24시간 실시하였다. 전기영동이 끝난 후, 

ethdium bromide (0.5 μg/ml)에서 30분간 염색하고 증류

수로 1시간 탈색시켜 DNA Image Visualizer (UVP Inc., 

Upland, CA, USA)에서 band 양상을 관찰하였다. 

Table 1. Primers to amplify partial fragments of target genes of Legionella isolates 

Target gene Primers Size of amplicon (bp) Reference 

rpoB RL1 (5_-GAT GAT ATC GAT CAY CTD GG-3) 369 28 

 RL2 (5-TTC VGG CGT TTC AAT NGG AC-3   

mip ML1 (5-GATAAG TTG TCT TAT AGC ATT GG-3) 402 29 

 ML2 (5-TCTGTC CAT CCT GGG ATA ACT TG-3)   

dotA DL1 (5-TTG ATT TGG TGA AAC TCA ATG G-3) 434 28 

 DL2 (5-CAA TCA AAA TCC TGG TGC TTC-3)   
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Random amplified polymorphic DNA typing 

분리 균주들의 RAPD typing은 이미 보고된 방법에 

따라 다음과 같이 증폭 과정을 시행하였다 (18). PCR 

premix (AccuPower Pre-mix Top, Bioneer)에 주형 DNA 50 

ng과 0.6 μM의 OPA3 primer (5'-AGTCAGCCAC-3')를 첨

가한 후, 멸균된 3차 증류수로 최종 용적이 20 μl가 되

게 하였다. PCR은 Thermocycler model 9700를 사용하여 

95℃에서 5분간 변성시킨 후 94℃ 1분, 34℃ 1분, 72℃ 

2분씩 45회 반복 시행하였고, 최종적으로 72℃에서 7분

간 DNA를 신장하였다. 증폭 산물은 2% 아가로즈 젤에

서 전기영동하여 비교하였다. 한편 위와 같이 시행한 각 

Figure 1. Genetic relationships of Legionella Jeju isolates (●) among 41 legionella species based on the rpoB and mip sequences. In 
addition to the sequence similarity, most of the Jeju isolates were clearly identified as L. pneumophila, except one strain (Jeju 8-5). Strains 
possessing sequences identical to those in the figures are not presented. Bootstrap values higher than 50% are shown. 



Molecular Genetic Typing of Legionella pneumophila Strains Isolated in Jejudo, Korea 115 

 

분리 균주의 PFGE 결과와 RAPD 결과를 복합하여 PR 

typing으로 명명하고 분류를 시도하였다. 

 

결 과 

균종 동정 

제주도내 6개 지역의 냉각탑수들로부터 Legionella 균

종으로 의심되는 22균주를 분리하였다. 이들은 모두 분

리배지 상에서 동일한 형태와 염색상 등을 보여, 잠정적

으로 Legionella 균종으로 의심하고 유전자 분석에 의해 

정확한 동정을 시도하였다. rpoB, dotA, mipA DNA는 모든 

분리 균주에서 PCR로 증폭되었으며, 확인된 이들의 염

기서열을 GenBank에 등록된 염기서열들과 비교한 결과 

21주는 표준 균주인 L. pneumophila Philadelphia strain과 

rpoB는 99.3~100%, dotA는 99.3~100% 그리고 mip은 

98.7~100%의 상동성을 보였다. 이로써 기존에 보고된 

(25, 26, 28, 29) 이들 유전자의 염기서열 변화 내에 포함

되어 L. pneumophila로 동정하였다. 그러나 1주 (Jeju 8-5)

는 L. erythra와 가까운 균종으로 동정하였다. 이같이 분

리 균주들의 균종 동정은 Legionella 41 species 표준 균주

들의 rpoB와 mip 염기서열을 사용한 dendrogram을 통해

서도 쉽게 확인할 수 있었다 (Fig. 1). 이후 유전형 분석

에는 L. pneumophila 균주들만을 사용하였다. 

한편 제주 분리 균주들의 serogroup 동정을 직접 수행

할 수 없는 관계로, 이전 보고에서와 같이 L. pneumophila 

각 serogroup 표준 균주들의 rpoB와 dotA 염기서열과 비

교하여 serogroup을 추정-구분하여 본 결과 대부분의 분

리 균주들은 serogroup 1인 것과 Jeju 6-3은 serogroup 2, 6,  

Table 2. Distribution of L. pneumophila Jeju isolates based on the rpoB and dotA sequences, and RAPD and PFGE patterns 

Subgroup Serogroup 
Isolates 

rpoB dotA 
PR type 

rpoBa dotAa 

Jeju 1-1 P-I P-I P3 R1 SG 1-4 SG 1-1, SG 1-4, SG 9 

Jeju 1-2 P-I P-I P3 R5 SG 1-4 SG 1-1, SG 1-4, SG 9 

Jeju 1-3 P-I P-I ND SG 1-4 SG 1-1, SG 1-4, SG 9 

Jeju 2 P-I P-I P2 R1 SG 1-4 SG 1-1, SG 1-4, SG 9 

Jeju 3-1 P-I P-I P3 R3 SG 1-4 SG 1-1, SG 1-4, SG 9 

Jeju 3-2 P-I P-I P3 R3 SG 1-4 SG 1-1, SG 1-4, SG 9 

Jeju 4-1 P-I P-I P2 R1 SG 1-4 SG 1-1, SG 1-4, SG 9 

Jeju 4-2 P-I P-I P2 R1 SG 1-4 SG 1-1, SG 1-4, SG 9 

Jeju 4-3 P-I P-I ND SG 1-4 SG 1-1, SG 1-4, SG 9 

Jeju 5-3 P-I P-I ND SG 1-4 SG 1-1, SG 1-4, SG 9 

Jeju 6-1 P-I P-I P2 R1 SG 1-4 SG 1-1, SG 1-4, SG 9 

Jeju 6-2 P-I P-I P2 R4 SG 1-4 SG 1-1, SG 1-4, SG 9 

Jeju 6-3 P-III P-III P4 R6 SG 2, SG 6, SG 12 SG 12 

Jeju 6-5 P-I P-I P2 R2 SG 1-4 SG 1-1, SG 1-4, SG 9 

Jeju 6-6 P-I P-I P2 R2 SG 1-4 SG 1-1, SG 1-4, SG 9 

Jeju 6-7 P-I P-I P1 R4 SG 1-4 SG 1-1, SG 1-4, SG 9 

Jeju 7-1 P-I P-I ND SG 1-4 SG 1-1, SG 1-4, SG 9 

Jeju 8-1 P-IV P-IV ND SG 7, SG 14 (99.3) SG 14 (97.5) 

Jeju 8-2 P-I P-I ND SG 1-4 SG 1-1, SG 1-4, SG 9 

Jeju 8-3 P-I P-I ND SG 1-4 SG 1-1, SG 1-4, SG 9 

Jeju 8-4 P-I P-I ND SG 1-4 SG 1-1, SG 1-4, SG 9 

a: 100% Similarity, ND: Not determined 
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Figure 2. Neighbour-joining trees inferred from (A) the rpoB and (B) the dotA sequences of L. pneumophila Jeju isolates and reference
strains (K and JLP) (26). Subgroups (P-I to PVIII and F-I and F-II) are indicated on the right; branch lengths are proportional to the 
number of nucleotide changes. Bootstrap values higher than 50% are indicated at the corresponding branches. SG, serogroup numbers (SG 
1 to 15). 

B 
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12와 가깝고 Jeju 8-1은 serogroup 14에 가까운 것을 알 

수 있었다 (Table 2). 

제주 분리 균주의 rpoB와 dotA subgroup 분포 

확인한 제주 분리 균주들의 염기서열을 이미 rpoB와 

dotA subgrouping에 사용된 10 subgroup (P-I ~ P-VIII, F-I 

및 F-II) 염기서열들 (26)과 함께 사용하여 각 gene tree를 

그려 확인한 결과, 3종류 (P-I, P-III, P-VI)의 subgroup을 

확인하였다. 대부분의 균주들 (90%)이 subgroup P-I에 

속하였고, 오직 두 균주, 즉 Jeju 6-3과 Jeju 8-1만이 각각 

subgroup P-III와 P-IV에 속하였다 (Fig. 2). rpoB와 dotA 유

전자 subgroup typing 결과가 서로 어긋나는 균주는 없었

으며, L. pneumophila subspecies fraseri에 해당하는 F-I이나 

F-II에 속하는 균주도 없었다. 

제주 분리 균주의 PFGE 및 RAPD typing 

PFGE 분석이 가능하였던 13주의 제주 분리 균주들은 

예상대로 다양한 양상을 보였으며 band 양상에 따라 크

게 4가지 type, 즉 P1부터 P4로 구분할 수 있었다 (Fig. 

3). 앞서 rpoB와 dotA 염기서열로 구분하여 subgroup P-I

에 속한 13균주들은 크고 작은 10~12개의 DNA band 

양상에 변화를 보이며 3가지 PFGE type으로 (PG1, PG2, 

PG3) 구분되었으며, 가장 흔한 것은 PG2 type이었고 

PG1 type이 그 다음으로 많았다. rpoB와 dotA subgroup이 

P-III로서 다른 균주들과 구분되었던 Jeju 6-3 균주의 경

우 PFGE 양상도 확연히 다른 것 (PG4)을 알 수 있었다. 

한편 RAPD 양상도 다양하였으며, band pattern에 따라 

크게 6가지 종류 (R1부터 R6)로 구분이 가능하였다 (Fig. 

A B 

Figure 3. PFGE patterns of SfiI-cleaved genomic DNAs from L. pneumophila Jeju isolates (A) and their schematic four band patterns 
(PG1 to PG4) (B). Lambda ladder PFGE marker (M) were used as molecular size standards. 

A B 

Figure 4. RAPD typing of L. pneumophila Jeju isolates. Six different band patterns (Type R1 to R6) were observed (B). ATCC 33152,
L. pneumophila serogroup 1; M, 100-bp ladder marker; N, negative control. 
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4). rpoB/dotA subgroup P-I에 속한 13균주들은 R1부터 R5 

type에 분산되어 속하였으며, 이 가운데 가장 많은 것은 

3개의 강한 DNA band를 보인 R1 type으로 5주가 해당

되었다. 한편 대조로 사용한 ATCC 균주는 R3 type에 해

당하였다. 이로서 위의 PFGE와 RAPD 양상을 조합으로 

묶어 구분해 본 결과 (PR typing), rpoB/dotA subgroup P-I

에 속한 13주들은 모두 7가지 PR type으로 구분할 수 

있었으며, P2R1 type의 균주가 가장 흔한 것 (4주)이었

다 (Table 2). 또한 이를 통해, 단일 유전자의 염기서열 

(rpoB와 dotA)로 grouping한 것보다 PFGE와 RAPD pattern

을 조합하여 구분하는 것이 상대적으로 여러 그룹으로 

나뉜 것을 확인할 수 있었으며 역학적인 의미를 부여할 

수 있다. 

 

고 찰 

 

L. pneumophila는 이미 감염원과 감염경로, 진단 및 치

료에 관해 많은 부분이 잘 알려져 있지만, 끊이지 않고 

전 세계적으로 집단 발병을 일으키며 공중보건상의 큰 

관심거리로 등장한지 오래되었다. 재향군인병은 이미 지

역사회 획득 폐렴 (community-acquired pneumonia)의 적지 

않은 비율을 차지하고 있으며, 우리와 생활환경이 비슷

한 인근 일본에서는 L. pneumophila 집단 발병 예가 수 

차례 보고된 바 있었으나, 다행이 우리나라에서는 1984

년의 Pontiac fever 이후로 집단 감염은 없었다 (12, 13). 

그러나 그간 산발적이지만 L. pneumophila 감염 환자들

이 있었다는 것과 주거 양태가 도시화-밀집화 되면서 

늘어나게 되는 냉-난방 시설 같은 감염원 증가와 노출

기회 증가 등의 생활환경 변화로 인해서 비록 감시체계

가 있지만, L. pneumophila를 포함한 약 20여 종의 인체 

병원성 균종에 대하여 지속적으로 감시하며 경계해야 할 

것으로 생각된다 (14, 33~38). 

본 연구는 제주도라는 특징적으로 격리된 지역에서 

분리한 Legionella 균종을 일차적으로 rpoB, mip와 dotA 

염기서열 분석을 통해 동정하였다. 수집한 L. pneumophila 

균들은 주로 도시지역의 건물에 위치한 냉각탑수 등을 

비롯한 수조에서 분리된 균주들이었다. 세균 균종 동정

은 전통적으로 생물학적 및 물리-생화학적 성상에 근거

하여 수행해 왔으나, 본 연구에서는 배양을 통해 잠정적

으로 L. pneumophila라고 동정된 균주들을 유전자 분석

으로 동정하였다. 근래 들어서 특정 유전자 염기서열을 

쉽게 결정하고 분석하는 것이 손쉬워짐에 따라 보다 정

확한 동정을 위해 시행한 것이다. 이런 경우 표적으로 

사용하는 유전자에 따라 동정 결과에 차이가 날 수 있어

서 잘못 동정하는 위험을 줄이기 위해 몇 종류의 유전자

를 같이 사용할 것을 권고하고 있다 (25, 28). 최근 국내

에서 발굴된 rpoB 염기서열에 근거한 세균 동정이 기존

에 많이 시행하던 16S rRNA 유전자 염기서열 분석의 한

계점을 극복할 수 있음을 보여줬고, 또한 다른 균속의 

균종 동정에도 많이 사용하고 있어 본 연구에서도 rpoB

와 mip 유전자를 사용하였다. L. pneumophila라고 잠정적

으로 예상했던 1균주는 두 유전자 분석 결과 동일하게 

L. erythra에 가까운 균종으로 동정되어 L. pneumophila 

유전형 분석에서 제외하였다. 다행이 L. pneumophila 21

균주는 두 유전자 모두 같은 동정 결과를 보여 또 다른 

유전자를 사용할 필요는 없을 것으로 판단하였다. 

Legionella 균종들은 우리 주변환경에서 흔히 존재할 

수 있는 것들로서 이들은 lateral gene transfer가 흔히 일

어나는 것으로 알려져 있으며, 그로 인해 특정 지역에 

특정 클론이 존재할 수 있어 해당 지역에서 인체 질환

을 유발할 수도 있다 (19). 따라서 bacterial population 

structures를 파악하고 있다면 집단 발병 시에 감염원과 

전파 과정을 파악하고 추적하기도 용이할 것이므로 이러

한 database는 공중보건 정책상 중요한 도구가 될 것이다. 

L. pneumophila뿐 아니라 일반적으로 미생물에 의한 집단 

감염 발생 시 중요한 것은 빠르고 정확한 원인균 동정-

진단 및 치료와 함께 감염원과 전파 과정을 확인하고, 

그 과정에 분리한 전파 과정으로부터 분리한 균주들이 

환자 분리 균주와 동일한가를 확인하는 것이다. 이런 역

학조사 시행의 경우 역시 신속하고 정확하며 보다 더 객

관적인 결과를 제시할 수 있는 방법들을 개발하여 사용

하고 있는데 바로 유전자를 대상으로 하는 유전형 분석

이다. 본 연구에서는 rpoB와 dotA 염기서열을 직접 분석

하는 subgroup typing 방법과 PFGE나 RAPD를 사용하였

다. 다른 molecular marker를 사용하는 방법들도 있으나, 

DNA를 표적으로 하는 것이 전반적인 경향에 따른 것으

로 타 연구 보고들과 비교할 수 있었다는 것을 고려하

면 각기 장-단점을 확인할 수 있었다. PFGE의 경우 L. 

pneumophila를 대상으로 한 연구 결과가 국내에서도 이

미 보고된 바 있다. 서울 또는 부산 시내 건물 냉각탑수

에서 분리한 균주로 PFGE typing 등을 시행한 예이다 

(23, 38). 서울 시내 냉각탑에서 분리한 균주를 대상으로 
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한 연구는 본 연구에서와 비슷한 22개 균주를 대상으로 

시행한 PFGE를 보면 9가지 양상을 보고하였는데, 가장 

흔한 것은 9주의 PFGE 양상으로써 A0라고 지칭한 것이

었다. 이 type은 본 연구에서 분류한 P2에 유사한 것으로 

추정할 수 있었을 뿐이었다. Marker DNA 및 각 균 DNA 

band의 크기를 알 수 없는 관계로 직접적인 비교가 불가

능하였다. 동일한 제한 효소를 사용하여 시행한 경우라

도, 사진으로 보고된 결과들과 비교하기는 어려웠다는 

것은 실험실간의 결과 비교-교환 시 객관성이 다소 문

제가 될 수 있을 것으로 보인다. 또한 PFGE 양상에 따

라 균주들을 typing하여 명명한 것을 일일이 비교확인하

기 힘들다는 것도 단점으로 볼 수 있다. 단, 한 연구자 

또는 실험실에서 반복성을 갖추고 시행하는 경우에는 비

교가 용이할 것으로 생각된다. RAPD도 비슷한 경우일 

것이다. 

한편 PFGE나 RAPD 같이 band pattern, 즉 이미지로 

분류하는 것과는 달리 염기서열에 의한 typing은 좀 더 

객관적인 분석이 가능할 것으로 보인다. rpoB는 DNA-

dependent RNA polymerase의 β-subunit를 지령하고 특정 

부위 변이가 rifampicin 내성과 관련 있다고 알려진 유전

자이며, dotA는 L. pneumophila의 중요한 병원성 인자로써 

integral cytoplasmic membrane protein인 DotA를 지령하는 

유전자이다. 본 연구에서 사용한 균주들은 10개 rpoB/ 

dotA L. pneumophila subgroup (28) 가운데 3개 subgroup 

(P-I, P-III, P-IV)에 속하는 것으로 확인하였다. 염기서열 

분석법은 PFGE나 RAPD 같이 genomic DNA를 대상으로 

하지만, 아날로그적인 이미지인 band pattern을 분석하는 

것이 아니라 디지털화한 염기서열을 이용하여 객관적인 

면이 강하였으며 좀 더 포괄적인 분석이 가능했다. 일반

적으로 생각해 볼 때, 이 rpoB/dotA subgrouping은 PFGE

나 RAPD typing에서의 band에 해당하는 것이 4개 염기로

써 분석 범위가 커지면 그만큼 많은 변수를 다루게 되어 

비교하는 균주간의 유전적 연관관계를 더 상세히 보여

주게 될 것이다. 특히 이들 subgroup은 염기서열에 따른 

상대적 유사관계를 보기 위해 작성한 dendrogram 상에서 

임의적으로 구분된 것이기 때문에 더 많은 균주 자료가 

추가되면 새로운 grouping이 추가 가능한 유연성이 있다

는 것이 특징이다. 역학조사에 사용하게 되는 경우에는 

기계적으로 결정되는 염기서열이 자연스럽게 100% 상동

성을 보여야 하는 만큼 이미지 분석보다는 훨씬 객관성

을 나타낼 것이란 것도 바로 그 이유에서이다. 따라서 

시행하는 상황이나 사람에 따라 얻게 되는 결과도 마찬

가지로 편차가 거의 없을 것이어서 객관성이 염기서열 

분석의 가장 큰 장점이라고 보인다. 또한 자동염기서열 

분석기기가 급속히 발달하여 긴 유전자 염기서열도 단시

간에 결정이 가능하고, 또한 GenBank와 같은 방대한 염

기서열 database에 쉽게 접근하여 그 자료를 이용할 수 

있으며, 또한 이로부터 필요한 염기서열 자료를 꺼내어 

컴퓨터 분석이 용이한 장점이 있다. Multilocus sequence 

typing (39) 같은 sequence-based typing 방법이 역학조사에 

있어서 serotyping 같은 방법에 비해 더 효과적이라는 연

구보고도 있다 (40). 또한 population study에는 5~9개의 

유전자를 비교할 표적으로 삼는데 (39), 보다 적은 수의 

유전자를 대상으로 시행하여, 저비용으로 균주들을 분간

할 수 있는 일관성 있는 결과를 얻을 수 있는 방법이라

면 유용하다 할 것으로 본다 (28). 

최근 한국과 일본에서 분리된 159균주에 대하여 rpoB

와 dotA 염기서열에 근거한 L. pneumophila rpoB/dotA 

subgrouping 결과, L. pneumophila subsp. pneumophila에 해

당하는 8개 subgroup (P-I ~ P-VIII)과 L. pneumophila subsp. 

fraseri 2개 subgroup (F-I과 F-II) 등 모두 10개의 subgroup

으로 나누어진다는 것이 보고된 바 있다 (25, 26). 이 논

문이 흥미로운 것은 특정 지역 또는 환경에서 독특한 

L. pneumophila의 genetic population이 존재할 가능성을 

제시한 것인데, 한국에서는 없었던 subgroup들이 일본 

균주들에서 나타나는 등 다소 차이가 있는 것이 확인되

었기 때문이다. 사용한 국내 균주들은 제주도를 제외한 

지역에서 분리된 L. pneumophila를 대상으로 하였으며 

subgroup P-I이 대다수였던 것이다. P-III와 P-IV subgroup

에는 주로 일본 균주들로서 한국 균주들은 소수가 속해 

있었다. 본 연구에서는 제주도 분리균을 사용하여 지리

적으로 중간에 위치하는 섬인 제주도에서 한국 또는 일

본과 비슷하거나 또는 벗어나는 독특한 균주들이 분리

될 가능성을 예상하였다. 그러나 역시 제주도 균주 중 

대다수가 P-I에 속해 한국 균주들의 범주를 크게 벗어나

는 균주는 없었으며, 대상 균주 수가 적기 때문에 추후 

균주들을 늘려 나가는 것이 바람직할 것이라 생각한다. 

특성이라고 하기는 어렵겠지만, 본 연구 결과에서 주목

해 볼만한 것은 냉각탑수가 아닌 온수에서 분리되었다

는 일본 균주들이 속한 P-III, P-IV subgroup에 많지 않은 

제주도 분리 균주들이 한 균주씩 있었다는 것이다. 이점 

역시 제주도 분리 균주 수를 늘려 분석해가면 이미 한국
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-일본에서 확인된 clonal population들과 비교하여 제주도 

나름대로의 특징을 발견할 수 있을 것으로 사료된다. 

이상과 같이 본 연구에서는 역학조사에 사용할 수 있

는 유전학적 정보를 확보하고자 제주도라는 제한된 환경

에서 분리된 Legionella 22주를 rpoB와 mip 그리고 dotA 

유전자 염기서열 분석으로 동정하였으며, 더 나가 rpoB/ 

dotA 염기서열에 의한 subgrouping과 PFGE 및 RAPD로 

유전자형을 구분하였다. 분석 대상 22주 가운데 22주가 

L. pneumophila였으며 L. pneumophila 이외에 L. erythra와 

가까운 균종도 1주 분리하였다. L. pneumophila 21주는 4

개의 PFGE 유형 (PG1~PG4) 및 6개의 RAPD 유형 (R1~ 

R6)으로 구분되었으며, 각기 P2와 R1이 가장 흔히 나타

났다. rpoB/dotA subgroup은 예상대로 P-I이 가장 많았으

며 온수에 서식하는 것이 의심되는 P-III과 P-IV도 한주

씩 분포하였다. 이러한 결과는 제주도내 L. pneumophilla 

균종 분포 역시 유전적 다양성이 있음을 보여주는 것이

며, 집단 발병 시에는 이러한 유전형을 복합하여 역학적 

조사-연구에 활용할 수 있을 것으로 생각한다. 
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