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Abstrat

  This study was carry out to investigated the enterotoxigenic Escherichia coli isolated 

from pigs by PCR.

  PCR assay using specific primers was established and differentiates enterotoxin producing 

E. coli from non-enterotoxigenic E. coli.

  Using developed PCR assay, 18 enterotoxigenic E. coli strains among 125 isolates from 

pigs were able to be detected.
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서   론

  대장균은 사람과 포유류의 장내에 존재

한는 정상 세균총으로서 비병원성세균으로 

알려져있으나 일부는 병원성을 나타내는 

것으로 알려져있으며 이들을 병원성대장균

이라한다. 병원성대장균은 발병기전에 따

라 장독소를 산생하여 병원성을 나타내는 

Enterotoxigenic E. coli(ETEC), EAF (EPEC 

Adherence Factor)라는 부착인자에 의해 정

상상피세포에 부착하여 villi를 없애는 것이 

특징인 Enteropathogenic E. coli(EPEC), 정

사상피세포내로 침습하여 증식하는 Enter-

oinvasive E. coli(EIEC), Shiga like toxin을 

산생하여 병원성을 나타내는 Shiga Toxin 

Producing E. coli(SPEC)등으로 분류되어지

고 있다.1)

  병원성대장균중 특히 ETEC는 어린돼지

에 감염되어 심한 수양성 설사나 부종병을 

유발함으로써 양축농가에 막대한 경제적 

손실을 초래하고 있다.

  ETEC가 생산하는 장독소에는 열에대하

여 안정성을 나타내는 내열성장독소(heat- 

stable enterotoxin,ST)와 열에의하여 파괴되

는 이열성장독소(heat-lable enterotoxin, LT)

로 구분된다.1)

  ETEC가 산생하는 장독소검출방법으로는 

생물학적 기법2,3,4,5), 면역학적 기법6,7), 분자

생물학적기법8,9)으로 나눌수 있으며, 이들

중 생물학적기법이나 면역학적기법은 많은 

시간의 소요나 검사기법이 번거로와 현재

는 DNA prob를 이용한 Polymerase Chain 

Reaction(PCR)방법이 많이 이용되고 있다.

본 실험에서는 PCR을 이용한 enterotoxin 

검출 방법을 확립하고 직접진단에 이용하

고자 부산지역 농장에서 분리한 대장균에 

대하여 직접 실시하였다.

재료  및  방법

공사균주 

  본 실험에 사용한 균주는1994년 1월부터 

10월까지 부산시내 23개 양돈장으로부터 

분리한 대장균 125주를 대상으로 실시하였

다.

  균분리동정은 멸균면봉을 이용하여 배설

직후의 신선한 분변을 채취하여 균 분리를 

시도하였으며 동정은 IMViC test등 생화학

적 검사를 실시하여 동정하였다.

plasmid DNA 분리

  plasmid DNA의 분리는 alkaline lysys 방

법10)에 준하였다. 먼저 LB broth 5mL 에 

균을 접종하여 24시간 배양한 다음 원심집

균한후 TE buffer(10mM Tris-Cl, pH8.0, 

1mM EDTA, pH8.0) 1mL로 재부유시켜 세

척하여 다시 원심집균하였다. lysozyme 

(1mg/mL)이 들어있는 Solution I(50mM 

Glucose, 25mM Tris-Cl, 10mM EDTA) 100

μL를 넣어 완전 진탕 부유시킨후 얼음에 

30분간 두었다. solution II(1% SDS, 0.2N 

NaOH) 200μL를 넣고 얼음에 5분간 정치

한 후 3M Sodium acetate 150μL를 넣어 

얼음에 60분간 유지시켰다. 15,000g 로 4℃ 
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Primer Nucleotide sequence size(bp) reference

LT
F: 5'-CAGACTATCAGTCAGAGGTTG-3'

R: 5'-TTCATACTGATTGCCGCA-3'
417 11

ST
F: 5'-TTTCCCCTCTTTTAGTCAGTCAACTG-3'

R: 5'-GGCAGGATTACAACAAAGTTCACAG-3'
160 12

Table 1. Nucleotide sequence of primer for amplification of LT, ST gene

10분간 원심후 상층액을 다른 Tube에 옮기

고 absolute alcohol 1mL를 넣어 -70℃에 

한시간 정치시킨후 원심한 다음 70% 

ethanol로 2회세척후 원심하여 진공건조시

켰다. 건조된 DNA pellet을 TE buffer 50μ

L로 부유시켠 다음 -20℃에 보관하면서 

template DNA로 사용하였다.

Primer 제작

  시험에 사용한 Primer는 BioNEER사에 

의뢰 제작하였으며 염기서열은 Table 1과 

같다.

PCR 반응조건

  작성된 primer를 이용하여 thermal cycler 

(Biometra Co)로 DNA 증폭을 시도하였다. 

PCR 반응액은 최종량이 50μL가 되도록하

였으며 10X PCR buffer(Sigma) 5μL, 

template DNA 2μL, dNTP 1.5μL Primer 각 

1μL Taq DNA polymerase 1μL를 넣어 

DNA를 증폭하였다.

  PCR의 반응시간과 온도는 최초 94℃ 5

분간 denaturation 후, 94℃ 1분간 dena-

turation, 55℃ 1분간 annealing, 72℃ 1분간 

extension과정을 35cycle 반복실시하였으며, 

마지막 extension은 72℃ 5분간 실시하였다.

결과  및  고찰

  

  장독소산생 대장균은 포유중인 어린 자

돈에 막대한 피해를 입히는 원인균으로 알

려져있으며 이들의 진단을 위해서는 여러 

가지 방법들이 사용되고 있지만 많은 비용

이나 시간의 소요뿐만아니라 판정에도 애

매한 부분이 없지않다. 이러한 문제점을 

극복하기위하여 DNA probe를 이용한 PCR

이 많이 사용되고 있다.

  PCR은 반응온도등의 조건에 따라 많은 

영향을 받는 것으로 알려져있다12).

  돼지 유래 대장균으로부터 장독소산생 

대장균의 검출을 위한 PCR의 조건 확립을 

위하여 여러단계의 annealing 온도의 변화

와 MgCl2의 농도변화시킨 결과 온도는 7

2℃에서 농도는 4mM에서 최적의 증폭된 

DNA산물을 얻을수 있었다.

  최적의 조건으로 PCR을 수행한 결과 

LT를 생산하는 대장균에서는 417bp, ST를 

생산한는 대장균에서는 160bp의 증폭산물

을 얻을수 있었으며 장독소를 생산하지 않
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는 대장균에서는 어떻한 증폭산물도 생성

되지 않아 PCR이 특이성 및 민감성이 우

수하다고 판단된다.

          M  1  2

Fig1. Electrophoretic analysis of amplified 

E. coli LT and ST genes by PCR

     lane M: marker lane 1: LT(417bp), 

lane 2: ST(160bp) 

   

  이 PCR기법을 이용하여 설사 자돈의 대

장균증을 검사한다면 빠른시간내에 간편하

게 ETEC를 검출할수 있어 농가피해를 최

대한 줄일수 있으리라 사료된다.

  관내 농장에서 분리한 대장균 125주중 

18주(14.4%)에서 1개이상의 장독소를 산생

하는 병원성 대장균으로 확인되었으며 이

는 김등
13)

의 49.9%, 함등
14)

의 48.4%보다는 

낮았으나 박등
15)

의 16.6%와는 유사한 결과

로 자돈의 설사 유무와 균주수에 따라 차

이가 있을수 있으리라 사료된다.

  향후 돼지 분변으로부터 직접 병원성 대

장균 검출방법이나 multiplex PCR을 이용

하여 한번에 LT와 ST를 쉽게 검출할수 있

는 방법을 개발하여 병원성대장균검사를 

실시한다면 24시간이내 대장균증 진단이 

가능하리라 사료된다.

결   론

 1. 돼지분변으로부터 분리한 대장균에 대

하여 ETEC 검출을 위하여 PCR을 수

행한 결과 annealing 온도 72℃, MgCl2 

4mM 농도에서 최적의 증폭산물을 얻

을수 있었다.

 2. 확립된 조건으로 PCR을 수행한 결과 

LT 417bp, ST 160bp의 특이 증폭산물

을 얻을수 있었다.

 3. 부산지역 농장으로부터부터 분리한 대

장균 125주에 대하여 독소산생유무를 

검사한 결과 18주(14.4%)에서 독소산

생이 확인되었다.
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