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Legionella속은냉각탑수, 증발형콘덴서, 온수탱크등
의 인공 환경에서 증식하면서 바람과 샤워시 발생하는
에어로졸에 포함되어서 호흡기를 통하여 사람에게 감염
을 일으킨다[1]. Legionella pneumophila는 15개의 혈청형
으로나누어지는데, 이중혈청형 1이가장흔하여레지오
넬라폐렴환자의 90%에서분리되었다고보고되고있으
며[2], 아시아 지역의 경우 원인이 밝혀진 폐렴 중 6%가
레지오넬라에 의한 폐렴으로 밝혀졌다[3]. 그러나 1985

년부터 최근까지 전국 주요 도시의 냉각탑수에서
Legionella 속의 평균 분리율이 60% 이상으로 보고되고
있고특히냉각탑수등에서발생되는감염성의에어로졸

은 레지오넬라 감염증의 집단발병의 원인이 될 수 있다
는 점에서 앞으로 레지오넬라에 의한 폐렴이 증가할 것
으로 예측된다[4, 5]. 그 예로 국내에서 1984년에 이미 비
폐렴성레지오넬라증의집단감염사례가기록된바있으
며[6], 면역저하 환자들에서 중증의 원내 폐렴을 유발함
이보고되고있다[7]. 특히, 대도시의대형건물의냉각탑
의 대다수가 레지오넬라에 오염되어 있어[8], 여름철에
레지오넬라집단감염의발생우려가잠재해있다. 

특히레지오넬라는집단감염을흔히유발하므로레지
오넬라의 감염원 확인은 이 질환의 예방과 전파 차단에
매우 중요하며, 감염원의 규명을 위하여 환경 분리균과
실제 환자 분리균주 간의 역학적 연관성을 결정할 수 있
는방법이요구된다.

본연구에서는환경이나환자의검체에서이미분리된
레지오넬라 균을 대상으로 하여 Riffard 등[9]이 고안한
infrequent-restriction-site (IRS) 중합효소연쇄반응 (PCR)

방법으로 형별 분류를 시도함으로써, 여러 지역에서 검
출된균들의형별구분을확인해보고, 향후집단감염의
발생 등으로 역학적 조사가 요구될 때 본 방법의 사용가
능여부를확인해보았다.
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배배경：레지오넬라는집단감염을흔히유발하므로레지오넬라의감염원확인은이질환의예방과
전파차단에매우중요하다.

방배법：부산과 경상남도에 소재한 호텔 등 대형 건물의 냉각탑에서 분리된 Legionella pneumophila

31균주, 일본의레지오넬라증환자의객담또는폐조직에서분리된 12균주및표준균주(L. pneumophila

ATCC 33152)를 대상으로 하여 infrequent-restriction-site (IRS) 중합효소연쇄반응 (PCR) 방법으로 형별
분류를시도하였다.

결배과：IRS-PCR에의한증폭산물중 200-1000 bp 크기의분절로유형을분석한결과, 각균주는 7-

16개의분절이증폭되었으며, 표준균주를포함하여총 44개의균주 중증폭산물의양상이 90% 일치도
를보이는두검체를제외한 43개의분리균에서각기다른유형을보였다. 

결배론：IRS-PCR을 이용한 레지오넬라의 형별 분류는 분별력이 우수한 검사로 집단감염이 의심될
때감염원의동일성을증명하는데빠르고유용한검사임을확인할수있었다.



방 법

1. 균주

2001년 7월에 부산과 경상남도에 소재한 호텔 등 대형
건물의 냉각탑에서 분리된 L. pneumophila 31균주(B1-

31), 1994년부터 2002년에 일본의 레지오넬라증 환자의
객담 또는 폐 조직에서 분리된 12균주 (J1-12, L.

pneumophila 10균주, 기타 레지오넬라 균 2균주) 및 표준
균주(L. pneumophila ATCC 33152)를 대상으로 하였다
(Table 1). 또한 동일 감염원에 의한 집단 발생 균주를 확
보할 수 없었기 때문에, 같은 균주의 IRS-PCR 분절 양상
이 동일하게 나타나는지를 확인하기 위해 국내 검출 균
주 중 임의의 1균주를 수차례 계대배양하면서 각 세대의
균주에서 DNA를추출하여 IRS-PCR을실시하였다.

2. 균의 분리 및 동정

대형빌딩환경수로부터균을분리한방법은냉각탑수
를 채수하여 여과지에 통과시킨 후 여과지를 절단하여
여액에부유하고 50℃에서열처리한후항생제와영양물

질이 첨가된 buffered charcoal yeast extract (BCYE, Difco,

Detroit, MI, USA) 한천배지에접종하여 90% 습도를유지
한 35℃배양기에서 10일간배양하였다. 균의동정은 4일
후부터 자라나온 회백색의 집락을 BCYE 한천배지와 혈
액한천배지에 동시에 접종하여 BCYE 한천배지에서는
자라나 혈액한천배지에서는 자라지 못하는 균을 대상으
로, 그람 음성, catalase 양성인 균을 Legionella 속으로 추
정하여 혈청형으로 동정하였다. 동정 및 혈청형 확인은
Legionella latex test kit (Oxoid Inc., Hampshire, UK)와
Legionella antisera (Denka Seiken, Tokyo, Japan)를통해확
인하였다.

3. IRS-PCR 

1) Adaptor 제조
AX1 (5'-PO4-CTA GTA CTG GCA GAC TCT), AX2 (5'-

GCC AGT A) 혹은 PS1 (5'-GAC TCG ACT CGC ATG

CA), PS2 (5'-TGC GAG T)를 각각 20 pmol씩 섞고 1×
PCR 완충액을 넣어 thermal cycler에서 80℃에서 4℃로
천천히내려주어 adaptor를제조하였다[8].

2) 제한효소 처리 및 adaptor의 연결

Table 1. Legionella pneumophila strains used in this study

Strain No. Source Species Strain No. Sources Species

B1 Jung A L. pneumophila 7-14 B22 Tongyoung L. pneumophila 5

B2 Jung B L. pneumophila 7-14 B23 Busanjin A L. pneumophila 1

B3 Jung C L. pneumophila 1 B24 Busanjin B L. pneumophila 5

B4 SKT, 350RT L. pneumophila 1 B25 Buk A L. pneumophila 7-14

B5 Gangseo A L. pneumophila 7-14 B26 Haemin L. pneumophila 5

B6 Gangseo b L. pneumophila 1 B27 Gimhae A L. pneumophila 5

B7 Saha A L. pneumophila 6 B28 Gimhae B L. pneumophila 1

B8 Nam L. pneumophila 5 B29 Busanjin C L. pneumophila 7-14

B9 Saha B L. pneumophila 5 B30 Buk B L. pneumophila 7-14

B10 Haeundae A L. pneumophila 1 B31 Busanjin D L. pneumophila 7-14

B11 Haeundae B L. pneumophila 1 J1 sputum L. pneumophila 1

B12 Gijang L. pneumophila 1 J2 sputum L. pneumophila 1

B13 Suyeong L. pneumophila 1 J3 sputum L. pneumophila 1

B14 Jung D L. pneumophila 7-14 J4 sputum L. pneumophila 5

B15 Dongnae A L. pneumophila 1 J6 sputum L. pneumophila 1

B16 Seo L. pneumophila 7-14 J7 sputum L. pneumophila 1

B17 Dongnae B L. pneumophila 1 J8 BAL L. pneumophila 1

B18 Masan L. pneumophila 5 J9 sputum L. pneumophila 1

B19 Hansu A L. pneumophila 5 J10 sputum L. pneumophila 1

B20 Hansu B L. pneumophila 5 J12 sputum L. pneumophila 3

B21 Hansu C L. pneumophila 7-14 ATCC33152 L. pneumophila 1

Abbreviation. BAL, bronchoalveolar lavage.
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각 균주로부터 분리한 genomic DNA 0.2 μg에 XbaI 와
PstI 을 각각 40 unit 씩 넣고 1× 완충액을 넣어 총 용량
12.5 μL를만든뒤 37℃에서 90분간반응시켜제한효소로
처리한 후, 65℃에서 20분간 반응시켜 제한효소를 불활
성화시켰다. 반응시킨 DNA(12.5 μL)에 10 unit의 T4

ligase와 이미 제조한 adaptor (AX, PS)를 넣고 최종 용량
이 20 μL가되도록맞춘후 16℃에서 60분간반응시킨후,

65℃에서 20분간 반응시켜 ligase를 불활성화시켰다. 반
응이완료된시험관에다시 10 unit의 XbaI와 PstI를넣고
37℃에서 15분간제한효소로처리하였다.

3) PCR 반응
반응시킨 주형 DNA 0.5 μL에 각각 최종농도 0.5mM

MgCl2, 200 μM dNTP, 1 μM PS1 시발체 (5'-GAC TCG

ACT CGC ATG CA), PXG 시발체 (5'-AGA GTC TGC

CAG AC TAG AG), 1×PCR buffer, 5 Unit Taq polymerase

를넣고총용량이 25 μL가되도록증류수를넣어 PCR 반
응액을만들었다. 증폭반응은 94℃에서 5분간처리한후
변성 94℃ 30초, 재결합 60℃ 30초, 연장 72℃ 90초의 반

응주기로총 30주기를반응시켰다. 

4. 전기영동과 결과분석

PCR 산물은 6.5% polyacrylamide 겔에서 200V로 4시간
동안실시하였고전기영동이끝난 gel은 ethidium bromide

(0.5 g/mL)로 염색하여 UVIPhotoMW (UVIPRO,

Cambridge, UK)를 사용하여 사진을 촬영하고 UVIband

(UVIPRO, Cambridge, UK) 프로그램을 사용하여 분석하
였다. Molecular marker를 기준으로 각각의 분절을 정렬
하여 각 균주의 분절 양상을 비교하여 연관성 백분율을
계산하였다. Clustering은 Dice 연관성 계수로 계산된 유
사성 결과에 대해 UPGMA법을 이용하여 dendrogram을
작성하였다.

결 과

IRS-PCR에 의해 여러 개의 증폭 산물이 나타났으나
1000 bp 크기 이상의 증폭 산물은 전기영동상 분절 간의

Fig. 1. IRS-PCR electrophoretic patterns of Legionella pneumophila strains isolated from environments in different geographic
locations and patients in Japan.

Fig. 2. Clustering of Legionella pneumophila isolates by IRS-PCR patterns.
(A) Dendrogram corresponding to panel B in accordance with UPGMA clustering on a matrix  based on the Dice coefficient.
(B) IRS-PCR electrophoretic patterns.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 M M 14 15 16 17 18   19  20   21  23  24  25  26  27  M

김정만, 김경희, 송은주, 이선민, 이은엽, 박은희 외26

B1    B3   B21   B6   B28   B27   B16    B7   B18    B9   B10   B8    B4    B11    J8    B19   B20   B31   J12   B22   B17  B13  B24  B25   B26  J1     J4     J6     J3     J7    J9   J10   B30   B14   B23   B2   B29   B12    J11    J6     B5    B15

D
en

dr
og

ra
m

w
ith

H
om

ol
og

y
C

oe
ffi

ci
en

t%
(U

PG
M

A
)

(A)

(B)

ATCC  
33152

10
0

90
80

70
60

50
40

30
20

10
0



27IRS-PCR을 이용한 L. pneumophila의 분자역학적 분석

분리가 나타나지 않으므로 본 실험에서는 1000 bp 미만
의 분절만으로 유형을 분석하였다. 분석 결과 IRS-PCR

반응에 의해서 200-1000 bp에 7-16개의 분절로 나타났으
며(Fig. 1), 표준균주를 포함하여 총 44개의 환경 및 환자
분리균에서분절양상이 90% 일치도를보이는두검체를
제외한 43개의분리균에서각기다른유형을보였다(Fig.

2). 임의의 균주를 계대배양하여 각 세대별 균주의 IRS-

PCR 양상을 확인한 결과는 반복 실험에서도 동일한 양
상을 보였으며(Fig. 3), 이 양상은 원 균주의 처음 IRS-

PCR 양상과도 동일하게 나타났다. 같은 건물의 다른 장
소에서 분리된 균주인 B27과 B28은 서로 다른 IRS-PCR

결과약 50%의상동성을나타내어서로다른감염원에서
유래된 것으로 판단되었으며, 일본의 폐렴 환자에서 분
리된균주들은서로간에혹은한국의환경분리균주들과
현저하게다른절단양상을보였다(Fig. 2).

고 찰

레지오넬라는 집단 감염을 흔히 유발하므로 레지오넬
라의 감염원 확인은 이 질환의 예방과 전파 차단에 매우
중요하며, 이를 위해 환경 분리균과 실제 환자 분리균주
간의연관성을결정할수있는역학적방법이요구된다. 

현재까지 알려진 레지오넬라의 형별 분류 방법으로는
PFGE (Pulsed field gel electrophoresis) [10], amplified

fragment length polymorphism (AFLP) [11], infrequent-

restriction-site (IRS) PCR [9], randomly amplified

polymorphic DNA (RAPD) analysis [12], arbitrarily primed

PCR [13] 등이있다. PFGE는현재레지오넬라의형별분
류 방법중 가장 변별력과 재현성이 높은 방법으로 알려
져있으며, 저자들의경험으로도그사실을확인할수있
었다[8]. 그러나 PFGE는 많은 시간, 고가의 시약과 장비
그리고 숙련된 조작을 필요로 하는 방법으로 실제 검사

에 사용하는데 어려움이 있다. 비교적 간단한 방법으로
RAPD법과 arbitrarily primed PCR법이 있으나 DNA 분리
방법, 선택된 시발체, 사용한 Taq, 전기영동시 사용되는
시약의 질에 의한 변수 등 여러가지 요인에 의해 재현성
에 영향을 받을 수 있다[12-14]. AFLP와 IRS-PCR법은
PCR 과정이전에제한효소에의한 genomic DNA 절단과
정을 포함하고 있어, RAPD법과 arbitrarily primed PCR법
에서야기되는문제점들을극복하였다. 그러나균주간의
동질성의정도에따라어떤균주들에서는대부분의균주
가같은 IRS-PCR 양상을보임으로써역학적조사도구로
적용하기어렵다[15]. 하지만레지오넬라균에이방법을
적용하여형별구분을잘할수있다는선행연구가있었
으며[9, 16, 17], 본 연구결과실제레지오넬라에의한집
단발병이 의심되는 경우 IRS-PCR에 의한 균주의 감별이
PFGE보다 신속하게 균주간의 동질성 여부를 판단하는
데이용될수있음을확인하였다. 특히본실험에사용된
IRS-PCR법은 낮은 온도에서 활성을 가지는 adaptor를 사
용함으로써 AFLP법에서 나타나는 잉여 adaptor에 의한
PCR 간섭현상을없앨수있는장점이있다[9]. 본연구에
서는총 44개의균주중 90% 이상의상동성을보인두개
를 제외한 나머지 42개의 균주에서 서로 다른 절단 양상
을 보였다. 일본의 폐렴 환자에서 분리된 균주들은 한국
의 환경분리 균주들과 현저하게 다른 양상을 보였다. 한
국의환경균주중한건물의두장소에서분리된두균주
도 서로 다른 유형을 나타내어(상동성 계수<50%), 병원
내의 여러 환경에서 균주가 분리되었을 경우 그 중 어느
것이감염원인지를확인하는데도유용하게사용할수있
음을알았다. 재현성의문제는동일균주를계대배양하여
각각 처리한 4개의 검체로 실시한 반복적인 실험에서 같
은절단양상을보였으며, 해당균주를이용한원실험결
과와도 동일한 절단 양상을 보임으로써, RAPD 등에서
흔히 보이는 재현성 부족의 단점 역시 나타나지 않았다.

현재 균주들의 유형 분류에 자주 사용되는 PFGE의 경우
서로간에역학적관련성이없는것으로생각되는균주들
사이에도동일한양상을보이는경우가존재하는데반해
IRS-PCR은 각 균주별 다형성이 더 크므로 형별 분류에
있어 PFGE와 비교해서도 변별력이 더 우수함을 확인할
수있었다. 

결론적으로 IRS-PCR을 이용한 레지오넬라의 형별 분
류는분별력이우수한검사로감염원의동일성을증명하
는데매우유용한검사임을확인할수있었다.
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BBaacckkggrroouunndd:: The frequent outbreak of legionellosis makes it critical to identify infection sources
for the prevention and blockade of transmission of the disease.
MMeetthhooddss:: Thirty-one strains of Legionella pneumophila isolated from the cooling towers of big

buildings in Busan and Gyungsangnamdo Province areas, 12 strains of L. pneumophila from pat-
ients in Japan, and one type strain (L. pneumophila ATCC 33152) were used for molecular strain t-
yping by using an infrequent-restriction-site polymerase chain reaction (IRS-PCR).
RReessuullttss:: Each strain revealed to have 7-16 bands of 200-1000 bp size. All 44 strains showed

band patterns different from each other, except two strains sharing 90% homology. 
CCoonncclluussiioonn:: The molecular typing of Legionella by IRS-PCR is an excellent and rapid method for

discriminating strains; therefore, it should be useful in demonstrating the identity of possible
outbreak strains.
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