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Abstract

  In this study, we analyzed the molecular typing L. pneumophila isolates using the 

PFGE(pulsedfield gel electrophoresis). PFGE was applied to 39 environmental L. 

pneumophila serogroup 1 isolates collected from 2001 to 2003 in Busan.  

  PFGE of Sfi I fragments were divided into 10 types (A∼J), corresponding to 65%〉 

similarity and a subtype with each type was characterized by 84%〉similarity. The major 

cluster was E type(46.2%), which included 18 isolates and was divided into 4 subtypes(E1∼

E4). PFGE of Not I fragments were divided into 8 types (a∼h), corresponding to 60%〉

similarity and a subtype with each type was characterized by 100%〉similarity. The major 

cluster was f type(38.5%), which included 15 isolates. The ATCC type strain L. 

pneumophila serogroup 1 was identified as a different molecular type with Busan isolates. 

  There it is possible that there is L. pneumophila serogroup 1 with specific DNA pattern 

in Busan comparable with that of other cities in Korea.
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서  론

  Legionella 속은 냉각탑수, 증발형 콘덴

서, 온수 탱크 등의 인공환경에서 증식하면

서 바람과 샤워시 발생하는 aerosol의 호흡

기 흡입으로 사람에게 감염을 일으키며
1)
, 

지금까지 알려진 42종의 Legionella sp. 중

에서 대부분의 레지오넬라균이 사람에게 

병원성이 있는 것으로 보고되고 있다
2,3)

. 레

지오넬라증 발병의 90％이상이 L. pneumo-

phila에 의하며, 현재까지 밝혀진 15종류의 

L. pneumophila 중에서도 혈청형 1이 레지

오넬라증의 주원인으로 알려져 있다4). 

  레지오넬라증의 발병은 전 연령층에서 

발생 가능하지만 50세 이상의 성인에게서 

주로 발생하며, 특히 면역억제제 치료자, 

수술 환자, 알콜 중독자, 끽연가, 노약자 

등은 감수성이 높고, 사람으로부터 사람으

로의 감염은 일어나지 않으며 사람만이 유

일한 자연숙주로 알려져 있으며5), 또한 하

절기인 7월에서 9월까지 주로 발생하여 계

절적 양상을 띠는데 이는 중앙냉방장치의 

사용과 관련이 있으며6,7), 우리나라의 성인 

지역사회 폐렴의 2.3％가 Legionella 폐렴

인 것으로 보고되고 있다8). 1985년 이후부

터 최근까지 전국 주요 도시의 냉각탑수에

서 Legionella 속의 평균 분리율이 60％ 이

상으로 보고되고 있어 국내에서도 레지오

넬라증의 발생 우려가 높은 편이다8,9). 특

히 냉각탑수 등에서 발생되는 감염성의 

aerosol은 레지오넬라증을 유발시킬 수 있

기 때문에1) 집단발병의 근원지라 할 수 있

다. 

  레지오넬라증의 집단 발생시 환경 분리

균과 실제 환자 분리균주 간의 clonal 

relatedness를 결정할 수 있는 역학적 방법

이 요구된다10). 현재까지 단클론 항체, 

arbitrary primed PCR, plasmid 분석, 

ribotyping, PFGE(pulsed field gel electropho-

resis) 등을 포함한 다양한 분자학적 기법

들이 집단 발생시 레지오넬라 분리균주를 

추적하는데 사용하고 있다
11-13)

. 이 중에서

도 제한효소를 사용한 PFGE 분석법이 L. 

pneumophila 균주 사이의 subtyping을 위한 

역학적 표식(epidemiological marker)으로 가

장 효과적인 방법으로 보고하고 있다14). 

그러나 국내에서는 환경수계의 분리균주

에 대한 연구는 보고되고 있으나, PFGE 

방법을 이용한 환자와 환경분리주 사이의 

역학적인 연관성을 알아보는 기초연구는 

이 등의 1985년부터 2001년까지 분리한 레

지오넬라균에 대한 molecular typing 연구

를 제외하고는 아직까지 미미한 실정이다
15,16)

. 따라서 레지오넬라증 환자 발생시 원

인균이 어디에서 유래되었는지를 확인하

여 질병관리에 이용하려면, 분리되는 레지

오넬라균의 유전형에 대한 지속적이고 체

계적인 분석이 필요하며, 이를 위해서는 

분리균주에 대한 유전형 분석과 양상의 데

이터베이스화에 대한 연구가 요구된다.

  본 연구에서는 2001년부터 2003년까지 

부산지역의 냉각탑수에서 분리된 레지오

넬라균 중에서 L. pneumophila serogroup 1

으로 동정된 39균주 및 표준균주 L. 
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pneumophila ATCC 33152(serogroup 1, Phil-

adelphia)에 대한 PFGE를 실시하여 유전적

인 양상을 지역별로 분류하여 지역적인 특

성을 파악하고, 데이터 베이스화하여 향후 

부산지역에서 레지오넬라균에 의한 질병 

발생 시 역학의 기초자료로 활용하고자 하

다.

재료 및 방법

1. 사용 균주

  본 연구에 사용한 균주는 2001년부터 

2003년까지 부산지역의 냉각탑수에서 분

리한 레지오넬라균 중에서 L. pneumophila 

serogroup 1으로 동정된 것으로 표 1과 같

으며, 표준균주는 L. pneumophila ATCC 

33152(serogroup 1)를 사용하 다.

  Pulsed field Gel Electrophoresis(PFGE)실

험은 이 등
15)
의 방법으로 실시하 다.

2. Gel plug의 준비 

  레지오넬라균을 BCYE-α 한천배지에 

접종하여 35℃에서 48시간 배양한 후 TES 

buffer(10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 100 

mM NaCl, pH 8.0) 3 ml에 균을 현탁하여 

Table 1. L. pneumophila ATCC 33152 and 39 isolates used in this study

Year Isolates Area of origin Year Isolates Area of origin

2001

 BJ 0101   Busanjin-gu

2002

 BJ 0221   Busanjin-gu

 BJ 0102   Busanjin-gu  KJ 0223   Kumjung-gu

 BJ 0103   Busanjin-gu  KJ 0224   Kumjung-gu

 JG 0106   Jung-gu  SS 0227   Sasang-gu

 BJ 0107   Busanjin-gu  YJ 0228   Yeonje-gu

 KS 0109   Gangseo-gu  SS 0234   Sasang-gu

 DL 0118   Dongnae-gu  JG 0237   Jung-gu

 HW 0145   Haeundae-gu  YJ 0239   Yeonje-gu

 DG 0152   Dong-gu  JJ 0240   Jinju

 SG 0154   Seo-gu  MS 0241   Masan

 YD 0156   Yeongdo-gu  HW 0260   Haeundae-gu

 HW 0157   Haeundae-gu  HW 0261   Haeundae-gu

 HW 0158   Haeundae-gu

2003

 DL 0303   Dongnae-gu

 HW 0159   Haeundae-gu  DL 0304   Dongnae-gu

 DG 0160   Dong-gu  DL 0306   Dongnae-gu

2002

 JG 0203   Jung-gu  DL 0310   Dongnae-gu

 JG 0209   Jung-gu  JG 0322   Jung-gu

 BJ 0210   Busanjin-gu  HW 0325   Haeundae-gu

 JG 0211   Jung-gu  DG 0326   Dong-gu

 SH 0214   Saha-gu
Reference
 strain

L. pneumophila ATCC 33152
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bioMerieux Vitek colorimeter 10%의 투명도

로 균 농도를 조절하 다. 균 현탁액을 

12,000 rpm에서 10분간 2회 세척한 후, 균 

침전물을 TES buffer 300 ㎕로 재 부유한 

후, 1.2% Seakem gold agarose 300 ㎕를 첨

가하여 plug를 만들어 4℃에서 5분간 굳혔

다. Plug의 lysis는 lysis buffer(50 mM 

Tris-HCl(pH 8.0), 50 mM EDTA(pH 8.0), 

1% Sarcosyl, 1 mg proteinase K, l mg 

lysozyme, 20 ㎍ RNase A)를 1 ml씩 첨가

하여 50℃에서 48시간 처리하 고, 상온에

서 멸균증류수로 5분간 1회, TE buffer(10 

mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0)로 5

분간 2회 세척하여 TE buffer를 첨가하여 

사용할 때까지 냉장보관하 다. 

3. Restriction enzyme 처리

  세척이 끝난 plug를 1 mm 두께로 절단

한 후 1.5 ml microcentritube에 옮겨 제한

효소 Sfi I과 Not I 각각의 반응혼합액(10

×restriction enzyme buffer 10 ㎕, 100× 

BSA 1 ㎕, Sfi I 3 unit, Not I 3 unit, 멸균

증류수로 최종 부피를 맞춤) 100 ㎕를 첨

가하여 Sfi I은 50℃에서 25시간, Not I은 

37℃ 15시간 반응을 시켰다. 반응이 끝나

면 바로 반응혼합액을 제거하고 TE buffer

로 교체한 다음 PFGE를 실시하거나, 4℃

에서 보관하 다.

4. Gel Running

  제한효소 처리가 끝난 plug를 gel comb에 

올려놓고 물기를 제거한 다음 틀에 넣어 

고정한 후 1% Seakem gold agarose(FMC 

Bio Products, USA)를 부어 굳힌다. 이 때 

agrose solution을 조금 남겨서 굳지 않도록 

보관한다. Gel이 굳으면 comb를 제거하고 

이 때 생긴 빈 well에 남겨 두었던 agarose 

solution으로 채운다. 이렇게 만들어진 gel은 

CHEF / Mapper PFGE(Bio-Rad USA)를 사용

하여 0.5× TBE buffer로 Sfi I일 경우 initial 

sec. 2.2s, second sec. 35.1s, 6 Volt/cm(200V), 

14℃, 25시간 실시하 으며, Not I일 경우 

initial sec. 5.0s, second sec. 100s, 6 Volt/ 

cm(200V), 14℃, 25시간 실시하 다. 전기

동이 끝난 후 ethidium bromide(0.5 ㎍/㎖)

에서 30분간 염색하고 증류수로 30분씩 2

회 탈색하여 Image Visualizer로 관찰하

다.

5. PFGE 결과 분석

  PFGE 결과는 Tenover 등
17)
의 방법에 따

라 각 균주의 DNA  위치가 다른 절편 수

에 따라서 type을 결정하 으며, 균주 간

의 유연 관계는 Molecular Analyst Fin-

gerprinting Software(Bio-Rad, USA)로 den-

drogram을 작성하여 비교 분석하 다.

결과 및 고찰

1. PFGE 결과

  2001년부터 2003년까지 부산지역의 냉

각탑수에서 분리한 레지오넬라균으로 동

정된 95주 중에서 혈청학적으로 L. pneu-

mophila serogroup 1로 확인된 39주와 표준

균주 L. pneumophila ATCC 33152에 대하
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여 PFGE를 실시하 다. 제한효소 Sfi I 처

리한 경우 DNA가 9∼12개의 절편으로 절

단되었으며(Fig. 1), 제한효소 Not I 처리한 

경우 DNA 가 3∼8개의 절편으로 절단되

어(Fig. 2), 레지오넬라균을 PFGE로 subty-

ping할 경우에는 Not I을 사용하는 것보다 

Sfi I을 사용하는 것이 더 변별력이 있음

을 확인할  수 있었다.

2. PFGE 패턴 분석

  Fig. 3과 Fig. 4는 plug를 Sfi I과 Not I으

로 각각 처리한 후 실시한 PFGE 결과를 

clustering 한 것이다. 제한효소 Sfi I 처리

에 의한 PFGE 양상은 dice coefficient 6

5%〉의 유사성을 가진 band를 A∼ J로 

10개의 type으로 나누었고, 다시 dice 

coefficient 84%〉의 유사성을 가진 band를 

기준으로 A는 A1∼A3, C는 C1∼C3, E는 

E1∼E4, F는 F1∼F3의 subtype으로 각각 

분류하 다. 제한효소 Not I 처리에 의한 

PFGE 양상은 dice coefficient 60%〉의 유

사성을 가진 band를 a∼h로 8개로 나누었

고, 다시 dice coefficient 100%의 유사성을 

가진 band를  기준으로 a는 a1∼a4, d는 

d1∼d3, E는 e1∼e4의 subtype으로 각각 

분류하 다. 

  가장 많았던 유형은 Sfi I으로 처리한 

경우는 E type으로 39주중 18주로 46.2%

를 차지하 으며, 그 외 A type 17.9%, C 

type 15.4%, F type 7.7% 및 B, D, G, H, I, 

J type이 각각 2.6%로 유전적 양상이 다양

하 다. Not I으로 처리한 경우는 f type이 

38.5%로 가장 많은 유형을 차지하 으며, 

그 외 d type 20.5%, e type 17.9%, a type 

10.3%, h type 7.7% 및 b,  c, g type이 각

각 2.6%를 차지하 다(Table 2). 

  이 등
15)
이 국내에서 분리한 레지오넬라

균 99개 균주에 대한 PFGE 패턴 보고에

서 서울지역은 41개의 분리균주를 분석하

여 6개, 전북지역은 19 개의 분리균주를 

분석하여 1개, 강원지역은 14개의 분리균

주를 분석하여 6개, 부산지역은 20개의 분

리균주를 분석하여 9개의 PFGE 패턴을 

보고하여 유전형 양상의 다양함과 지역적

으로 유형의 차이가 있음을 보고하 다. 

특히 부산지역의 PFGE 패턴은 국내의 타 

지역과는 다른 유전적 양상을 보여 부산

지역에서만 분리되는 패턴이 있음을 보고

하 다. 본 연구의 PFGE 패턴과 비교해 

볼 때 본 연구 결과도 이 등의 연구와 동

일한 결과를 얻어 레지오넬라균의 유전적 

양상에 대한 지역적 특성이 뚜렷함을 알 

수 있었다.

  레지오넬라균이 분리된 지역별로 PFGE 

패턴을 보면 E type은 12개 구청 전지역

에서 분리 되었으며 그 외의 유전형이 구

청별로 분포하고 있었다(Table 3).

  연도별 PFGE 패턴을 보면 2001년도에

는 A, E, F의 3 type이, 2002년도에는 A, 

C, D, E, H의 5 type, 2003년 B, C, E, I, J

의 5 type이 분포하 다(Table 4). E type은 

매년 분리되었으며, 그 외 새로운 유전형

이 매년 분리되고 있어 분리균주에 대한 

지속적인 PFGE 패턴 분석이 요구된다.

  본 연구를 통하여 부산지역에서 분리되
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        M 1 2  3  4  5  M  6  7  8  9 10 11 12 

M 13 14 15 16 17 M 18 

19 20 21 22 23 24 M 

  

Fig. 1. PFGE analysis of Sfi I-digested DNAs for Busan isolates.  M, λ ladders size markers; lane 1, BJ 
0101; lane 2, BJ 0102; lane 3, BJ 0103;  lane 4, JG 0106;  lane 5, BJ 0107; lane 6, KS 0109;  lane 
7, DL 0118; lane 8, JG 0203;  lane 9, JG 0209; lane 10, BJ 0210;  lane 11, SH 0214; lane 12, L. 
pneumophila ATCC 33152; lane 13, JJ 0240; lane 14, MS 0241; lane 15, JG 0211; lane 16, BJ 0221; 
lane 17, KJ 0223; lane 18, KJ 0224; lane 19, SS 0227; lane 20, YJ 0228; lane 21, SS 0234; lane 22, 

48.5 ▶

97 ▶

145.5 ▶

194 ▶

242.5 ▶

291 ▶

M 25 26 27 28 29 M 30  31 32 33  34 35 36 M 37 38 39 40 

242.5 ▶

48.5 ▶

145.5 ▶

291 ▶

194 ▶

97 ▶
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JG 0237; lane 23, YJ 0239; lane 24, HW 0260; lane 25, HW 0261; lane 26, HW 0145; lane 27, DG 

0152; lane 28, SG 0154; lane 29, YD 
0156; lane 30, HW 0157; lane 31, HW 0158; lane 32, HW 0159; lane 33, DG 0160; lane 34, DL 
0303; lane 35, DL 0304; lane 36, DL 0306; lane 37, DL 0310; lane 38, JG 0322; lane 39, HW 0325; 

lane 40, DG 0326. 

 

M 1 2  3  4  5  M  6  7  8  9 10 11 12 M 13 14 15 16 17 M 18 19 20 21 22 23 24 M 

48.5 ▶

145.5 ▶

242.5 ▶

339.5 ▶

436.5 ▶

533.5 ▶

M 25 26 27 28 29 M 30  31 32 33  34 35 36 M 37 38 39 40 
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Fig. 2. PFGE analysis of Not I-digested DNAs for Busan isolates. M, λ ladders size markers; ; lane 
1, BJ 0101; lane 2, BJ 0102; lane 3, BJ 0103;  lane 4, JG 0106;  lane 5, BJ 0107; lane 6, KS 
0109;  lane 7, DL 0118; lane 8, JG 0203;  lane 9, JG 0209; lane 10, BJ 0210;  lane 11, SH 
0214; lane 12, L. pneumophila ATCC 33152; lane 13, JJ 0240; lane 14, MS 0241; lane 15, JG 
0211; lane 16, BJ 0221; lane 17, KJ 0223; lane 18, KJ 0224; lane 19, SS 0227; lane 20, YJ 0228; 
lane 21, SS 0234; lane 22, JG 0237; lane 23, YJ 0239; lane 24, HW 0260; lane 25, HW 0325; 
lane 26, HW 
0145; lane 27, 
DG 0152; lane 
28, SG 0154; 
lane 29, HW 
0157; lane 30, 
HW 0158; lane 
31, HW 0159; 
lane 32, DL 
0303; lane 33, 
DL 0304; lane 
34, DL 0306; 
lane 35, DL 
0310; lane 36, 
JG 0322; lane 
37, HW 0261; 
lane 38, YD 
0156; lane 39, 
DG 0160; lane 

40, DG 0326.
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Fig. 3. Analysis of PFGE of 39 L. pneumophila serogroup 1 isolates from cooling  towers in 

Busan. DNAs were cleaved with Sfi I. Dendrograms were constructed with Bio-Rad 

software analysis, Molecular Analyst.
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Fig. 4. Analysis of PFGE of 39 L. pneumophila serogroup 1 isolates from cooling  towers in 

Busan. DNAs were cleaved with Not I. Dendrograms were constructed with Bio-Rad 

software analysis, Molecular Analyst. 
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Table 2. Distribution of PFGE types of L. pneumophila isolates and reference stain.

Sfi I 

Type Subtype  No.  %

A A1 5    12.8

(17.9%) A2 1     2.6

A3 1     2.6

B 1     2.6

C C1 4    10.3

(15.4%) C2 1     2.6

C3 1     2.6

D 1     2.6

E E1 8    20.5

(46.2%) E2 1     2.6

E3 1     2.6

E4 8    20.5

F F1 1     2.6

(7.7%) F2 1     2.6

F3 1     2.6

G 1     2.6

H 1     2.6

I 1     2.6

J 1     2.6

Not I

Type Subtype No. %

a a1 1     2.6

(10.3%) a2 1     2.6

a3 1     2.6

a4 1     2.6

b 1     2.6

c 1     2.6

d d1 6    15.4

(20.5%) d2 1     2.6

d3 1     2.6

e e1 4    10.3

(17.9%) e2 1     2.6

e3 1     2.6

e4 1     2.6

f 15    38.5

g 1     2.6

h h1 2     5.1

(7.7%) h2 1     2.6
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Table 3. Geographical distribution of molecular type of 39 isolates and reference stain.

Area of origin Isolates and reference strain
PFGE

Sfi I Not I

 Jung-gu  JG 0106 F3 a2

 JG 0203 A3 e4

 JG 0209 A1 e3

 JG 0211, JG 0237 E1 f

 JG 0322 C2 d2

 Seo-gu  SG 0154 E1 f

 Dong-gu  DG 0152 E4 f

 DG 0160 E4 h

 DG 0326 B c

 Yeongdo-gu  YD 0156 E1 h

 Busanjin-gu  BJ 0101, BJ 0102, BJ 0103, BJ 0107 A1 e1

 BJ 0210 A2 e2

 BJ 0221 D d3

 Dongnae-gu  DL 0118 F2 a3

 DL 0303 I d1

 DL 0304 J f

 DL 0306 C3 d1

 DL 0310 E2 g

 Haeundae-gu  HW 0145, HW 0157 , HW 0158, HW 0159, HW 0260 E4 f

 HW 0261 E4 h

 HW 0325 C1 d1

 Saha-gu  SH 0214 H a1

 Kumjung-gu  KJ 0223 E3 f

 KJ 0224 C1 d1

 Gangseo-gu  KS 0109 F1 a4

 Yeonje-gu  YJ 0228, YJ 0239 E1 f

 Sasang-gu  SS 0227, SS 0234 C1 d1

 the others  JJ
*
 0240, MS

**
 0241 E1 f

Reference strain   L. pneumophila ATCC 33152 G b

*, Jinju city; **, Masan city
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Table 4. Distribution of PFGE types of L. pneumophila isolates in 2001-2003

Year Isolates and reference strain
PFGE

Sfi I Not I

2001

 BJ 0101, BJ 0102, BJ 0103, BJ 0107 A1 e1

 JG 0106 F3 a2

 KS 0109 F1 a4

 DL 0118 F2 a3

 HW 0145, DG 0152, HW 0157, HW 0158, HW 0159 E4 f

 SG 0154 E1 f

 YD 0156 E1 h

 DG 0160 E4 h

2002

 JG 0203 A3 e4

 JG 0209 A1 e3

 BJ 0210 A2 e2

 JG 0211, JG 0237, YJ 0228, YJ 0239, JJ 0240, MS 0241 E1 f

 SH 0214 H a1

 BJ 0221 D d3

 KJ 0223 E3 f

 KJ 0224, SS 0227, SS 0234 C1 d1

 HW 0260 E4 f

 HW 0261 E4 h

2003

 DL 0303 I d1

 DL 0304 J f

 DL 0306 C3 d1

 DL 0310 E2 g

 JG 0322 C2 d2

 HW 0325 C1 d1

 DG 0326 B c
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는 레지오넬라균에 대한 유전자 유형분석 

결과를 데이터베이스화하여, 레지오넬라증

의 집단 발생 또는 산발적인 질병 발생이 

있을 경우 분자역학학적 측면에서 사람과 

환경에서 분리된 균으로부터 감염원

(origin)과 감염경로를 규명하는 역학적인 

도구로서 이용 가능할 것으로 사료된다. 

또한 전국의 각 시․도에서 분리되는 레

지오넬라균에 대한 PFGE 패턴 분석이 실

시된다면 우리나라에 분포하고 있는 레지

오넬라균의 지역별 유형분석도 가능할 것

으로 사료된다.

결  론 

  2001년부터 2003년까지 부산지역의 냉

각탑수에서 분리한 L. pneumophila (sero-

group 1) 39균주에 대해 제한효소 Sfi I과 

Not I을 사용하여 PFGE를 실시하 다.

  제한효소 Sfi I 처리에 의한 PFGE 양상

은 dice coefficient 65%〉의 유사성을 가진 

band를 A∼ J로 10개의 type으로 나누었

고, 가장 많았던 유형은 E type으로 39주

중 18주로 46.2%를 나타내었으며, 그 외 

A type 17.9%, C type 15.4%, F type 7.7% 

및 B, D, G, H, I, J type이 각각 2.6%로 

유전적 양상이 다양하 다.

  제한효소 Not I 처리에 의한 PFGE 양상

은 dice coefficient 60%〉의 유사성을 가진 

band를 a∼h로 8개로 나누었고, 가장 많았

던 유형은 f type이 38.5% 으며 그 외 d 

type 20.5%, e type 17.9%, a type 10.3%, h 

type 7.7% 및 b,  c, g type이 각각 2.6%를 

차지하 다

  본 연구결과로 부산지역의 냉각탑수에

서 분리된 L. pneumophila serogroup 1은 

전국의 타 시․도에서 분리되어 보고된 

유전형 양상과는 다른 양상을 나타내고 

있어 부산지역만의 독특한 레지오넬라균 

유형이 존재함을 알 수 있었다.
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