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Abstract

Porcine edema disease (ED) is a communicable disease of pigs caused by infection with Shiga toxin 
(Stx)-producing Escherichia coli (STEC) which expresses F18 fimbriae and/or Stx type 2e (Stx2e). 
While STEC causes a severe illness including hemorrhagic colitis and hemolytic-uremic syndrome in 
humans, it induces damage to the vascular endothelium, which results in edema, hemorrhage, and micro-
thrombosis, leading in high mortality in pigs. In the present study, we cultured Stx2e-producing E. coli 
field isolates from conventional pig farms that experienced sudden deaths previously with symptoms 
similar to porcine edema disease, which were further investigated with Shiga toxin profiles. A total of 
43 strains were identified from the collected samples by F18 or Stx2e specific PCR. Based on the PCR, 
42 isolates out of 43 isolates were proved to carry one of F18 or Stx2e genes and 14 isolates to carry 
both F18 and Stx2e genes. All of the 30 isolates that harbored Stx2e gene induced the cytopathic effect 
(CPE) in vero cells and especially, the isolate 150229 produced the highest level of Shiga toxin. 
Therefore, we identified the virulence genes (F18 and Stx2e) and demonstrated Shiga toxin-producing 
abilities from porcine edema disease causing E. coli filed isolates. These results suggested that one of 
the isolates could be a vaccine antigen candidate against STEC through further investigating to elicit 
an immune response.
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서    론

  돼지 부종병(Porcine edema disease)은 시가독소 산

생형 대장균(shiga toxin-producing Escherichia (E.) 

coli; STEC)에 의해 발생되는 질병으로 주로 4∼8주

령 이유자돈에 많이 발생이며, 대장균이 분비하는 시

가 독소에 의해 부종과 출혈성 병변을 나타낸다. 부

종병은 돼지 뿐 아니라 다양한 동물에서 나타나며, 

사람에게는 용혈성 요독증과 출혈성 대장염을 유발 

한다(Cornick 등, 2000; Bertin 등, 2001; Imberechts 등, 

1992; Cornick 등, 2000; MacLeod 등, 1991; Matise 등, 

2003; Oanhet 등, 2011).

  최근 국내 자료에 의하면 포유자돈에서는 F4 

(K88), F5 (K99), F6 (987P) 등의 부착인자가 장관 상

피세포에 부착한 이 후 독소(주로 LT 또는 STb)를 분

비함으로써 설사를 유발하였으나, 이유 후에는 부착

인자가 F18이라는 섬모 항원으로 바뀌고 다양한 독

소(LT, STa 또는 STb, Stx2e (부종병인자))가 관여하

여 이유 전에 나타나는 병원성 대장균과는 다른 양상

을 보인다. 특히 부종병 독소(Stx2e)를 분비하는 대장
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Table 1. Information of edema disease cases used in the study

Case Age Tissue Farm Region

14005 90 days Intestine JH Gyeongsan
14011 40 days Intestine CS Yeongcheon
14169 Piglet Feces JH Changwon
14171 60 days Lung KS Unknown
14234 66 days Feces OH Icheon
14307 Piglet Feces BJ Hongseong
14338 Unknown Spleen JW Yangpyeong
14351 10 days Intestine HL Iksan
14414 60 days Intestine DS Gimhae
14422 Piglets Feces GD Hadong
14434 Porker Feces AT  Boryeong 
14443 25 days Feces YD Gangwon
14459 60 days Spleen BH Jeoneup
14499 Sow Feces BH Yeoncheon
14546 Unknown Intestine AM Imsil
14561 Unknown Intestine BK Kimhe
14612-1 Growing pig Feces JD Jeju
14612-2 Porker Feces JD Jeju
14618 100 days Feces JW Cheonan
14724 Piglets Intestine ML Sunchang
14762 Piglets Feces LH Yangsan
14796 Growing pig Feces BL Hadong
14819 Unknown Feces MW Goryeong
14925-1 60 days Lung WA Jinju
14925-2 60 days Intestine WA Jinju
14977 30 days Intestine IS Unknown
150029 50∼70 days Feces GS Hongseong
150047 Weaning pig Intestine TH Heanam
150088 Unknown Feces KTJ Jeonnam
150100 Unknown Feces YGM Gyeongnam
150201 7 days Intestine BE Wanju
150229 Weaning pig Feces GC Haman
150298 100 days Feces WDG Hapcheon
150311 120∼140 days Intestine HA Pochen
150315 40 days Feces JY Gyeongsan
150477 Piglet Intestine DJ Daejeon
150505 Weaning pig Feces BL Pochen
150561 60 days Intestine EL Wanju
150653 Unknown Feces JK Gyeonggi
150707 Unknown Feces DY Pochen
150834 110∼130 days Intestine HS Hwaseong
150837 Unknown Intestine WA Unknown
150926 Unknown Feces SY Hapcheon

균(STEC: F18ab+Stx2e, Stx2e)이 증식하여 육성·비육

돈에서 부종병을 일으키는 것으로 보고되었다(변재

원, 2015). 

  부종병을 유발하는 대장균이 분비하는 시가 독소

는 단량체인 A subunit과 오량체인 B subunit으로 이

루어져 있고, 복합체의 분자량은 58∼70 KDa으로 구

성되어져 있다(Fraser 등, 2004). A subunit은 세포 안

으로 들어가 리보좀을 공격하여 단백질 합성을 저해

하며, B subunit은 세포 수용체인 globotetraosylcer-

amide와의 결합 및 세포독성의 특이성, 세포 외 정착

성 및 항체형성에 관여하는 것으로 알려져 있다(Song 

등, 1998; Cho 등, 2005; Takao 등, 1988; Cummings 

등, 1998). 또한, 부종병 유발 인자 중 대장균이 보유

한 섬모(Fimbria)이며, 대장균이 지니고 있는 여러 가

지 섬모 항원 중 F18이 부종병을 유발 시키는 데에 

크게 관여 한다고 보고되고 있다(Tseng 등, 2014; 

Gentry 등, 1980).

  부종병 유발 대장균을 검출하기 위한 다양한 방법

들이 개발되어져 있으며, 주요 방법으로는 선택 배지

를 이용한 균 분리 방법과 특이 primer를 이용한 PCR

법이다. 또한, 시가 독소 검출은 일반적으로 세포 배

양법을 통한 세포변성효과를 확인하거나, ELISA법 

등을 이용하고 있다(Bettelheim 등, 2003; Kim 등, 

2009). 이런 부종병 유발 대장균을 예방하기 위해 국

내외 농가에서는 적절한 백신이나 이용 가능한 치료

방법이 있으나, 항생제의 사용은 항생제 내성균이 출

현할 수 있는 우려가 있어 사용을 꺼려하는 실정이

다. 이로 인해, 국내 뿐 아니라 국외에서도 항생제를 

대체 할 수 있는 치료방법에 관한 연구가 활발히 진

행 중에 있다(Lo 등, 2014).

  본 연구는 국내 양돈장에 확보된 부종병 돼지 진단 

케이스로부터 대장균을 분리하였으며, 분리된 대장균

에 대한 병원성 유전자를 확인하였다. 병원성 유전자 

검사를 통해 확인된 부종병 유발 대장균과 야외 분리 

부종병 대장균의 시가독소 생산에 대한 특성을 조사

하였다. 

재료 및 방법

공시재료

  2014년부터 2015년 12월까지 전북대학교 동물질병

진단센터로부터 돼지 부종병으로 진단된 시료를 확

보하였다(Table 1). 돼지 분변 및 장기(폐, 비장 및 장) 

1 g을 phosphate buffer saline (PBS) 9 mL에 희석하여 

MacConkey 배지(MBcell, Seoul, Korea)에 37oC 조건으

로 24시간 배양하였다. MacConkey 배지에서 핑크색

을 나타내는 세균 집락(colony)을 혈액 배지(MBcell, 

Seoul, Korea)에 37oC 조건으로 24시간 배양하여 베타 

용혈(-hemolysis)을 나타내는 단일 세균 집락을 확보
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Table 2. Detection of virulence genes from E. coli isolates

Target 
gene

Primer sequences 
(5' to 3')

Product 
size

K88 TGAATGACCTGACCAATGGTGGAACC 484 bp
GCGTTTACTCTTTGAATCTGTCCGAG

K99 GCGACTACCAATGCTTCTGCGAATAC 230 bp
GAACCAGACCAGTCAATACGAGCA

987P (Pig) GCCAGTCTATGCCAAGTGGATACTTC 391 bp
GTTTGTATCAGGATTCCCTGTGGTGG

F18 TGGCACTGTAGGAGATACCATTCAGC 334 bp
GGTTTGACCACCTTTCAGTTGAGCAG

F41 TTAGCAGCGAAGATGAGTGATGGG 515 bp
GTACTACCTGCAGAAACACCAGATCC

LT ACGGCGTTACTATCCTGTCTATGTGC 275 bp
TTGGTCTCGGTCAGATATGTGATTCT

STa GTCAGTCAACTGAATCACTTGACTCT 152 bp
CATGGAGCACAGGCAGGATTACAACA

STb GCTACAAATGCCTATGCATCTACACA 125 bp
CATGCTCCAGCAGTACCATCTCTAAC

Stx2e (Pig) CGGTATCCTATTCCCAGGAGTTTACG 599 bp
GTCTTCCGGCGTCATCGTATAAACAG

하였으며, 증균 배양 및 시가 독소 생성을 확인하게 

위해 LB (Affymetrix USB, CA, USA) 액체 배지에서 

37oC 조건으로 48시간 배양 하여 본 연구에 사용하였다.

부종병 유발 대장균 검출을 위한 PCR

  야외 분리 대장균에 대한 병원성 및 독소 유전자를 

검증 확인하였다. Zhang 등(2007)의 방법에 따라, 병

원성 및 독소 유전자를 검출하기 위한 primer는 Table 

2과 같다. 야외 분리 대장균 배양액을 100oC에서 10

분간 반응(boiling methods) 하고, 10,000 g로 5분간 원

심분리하여 상층액을 사용하였다. PCR mixture의 조

건은 3 L template DNA와 1 L의 각 primer (10 pM), 

17 L DW를 PCR premixture (AccuPowerⓇ Multiplex 

PCR PreMix, Bionneer, Daejeon, Korea)에 첨가하여 최

종 volume이 20 L가 되도록 하여 사용하였다. PCR 

수행은 SimpliAmp Thermal Cycler (Life technologies, 

Carlsbad, California, USA)를 사용하였으며, 반응 조건

은 pre-incubation을 95oC에서 15분간 반응한 후 dena-

turation은 95oC에서 30초, annealing은 63oC에서 90초, 

extension 72oC에서 90초로 25회 반복하고 72oC에서 

10분간 반응하였다. PCR 수행 후 PCR 산물 10 L를 

3% agarose gel에 Red SafeTM (iNtRON Biotechnology, 

Seongnam, Korea) 첨가하여 전기영동을 실시하였다. 

Zhang 등(2007)의 방법에 따라, DNA 밴드 사이즈를 

확인하여 병원성 및 독소 유전자를 확인하였다.

세포변성효과 검증

  야외 분리 대장균의 시가 독소 생성을 검증하기 위

해 vero cells (ATCC CRL-1587)을 이용하여 세포변성

효과를 검증하였다(Schmitt 등, 1991). 야외 분리 대장

균을 LB 액체 배지로 37oC 조건으로 48시간 배양하

였으며, 배양된 대장균은 4,500 g로 30분간 원심분리

하여 상층액을 회수 하였다. 0.22 mm 여과 필터(500 

mL Corning Filter System, NY, USA)를 실시하여 상

층액에 남아 있을 세균은 모두 제거하였다. 

  Vero cells은 Dulbecco’s modified Eagle medium 

(DMEM, Welgene, Korea)에 10% fetal bovine serum 

(FBS, Gibco, NY, USA), 1% L-glutamine 200 mM 

(100X) (Gibco, NY, USA) 및 1% Antibiotic-Antimycotic 

(100X) (Gibco, NY, USA)를 사용하여 5% CO2 조건으

로 37oC에서 배양하였다. 

  야외 분리 대장균 중 부종병 유발 대장균에서 생성

되는 시가 독소에 대한 세포 독성 평가는 96 well tis-

sue culture plates (Falcon, USA)에 부종병 유발 대장

균 배양 상층액을 세포배양 배지로 십진 희석하고, 

vero cells이 배양된 96 well tissue culture plates에 분

주하여 72시간 동안 세포변성효과를 확인하였다. 

결    과

부종병 진단 돼지로부터 야외 대장균 분리 

  2014년부터 2015년 12월까지 돼지 부종병 진단 시

료를 43개를 확보하였다. 확보된 진단 케이스의 분변 

및 장기 조직으로부터 혈액 배지에서 베타 용혈을 나

타내는 대장균 43주를 분리하였다(Table 1). 

야외 분리 대장균의 병원성 유전자 검증

  야외 분리 대장균 43주에 대한 병원성 유전자 검증 

및 부종병 관련 유전자 검증을 PCR법으로 수행하였

다. 대장균 43주 중 42주에서 부종병 관련 유전자인 

Stx2e 혹은 F18 유전자 중 하나를 가지고 있었으며, 

그 중 14주는 Stx2e와 F18 두 유전자 모두를 가지고 

있었으며, 시가 독소 생성과 관련된 Stx2e 유전자를 

갖는 30주도 확인하였다(Table 3). 그 외 다양한 병원
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Table 3. Detection of virulence genes from E. coli isolates

Case virulence gene

14005 Stx2e, F18
14011 Stx2e, F18
14169 Stx2e, F18
14171 Stx2e, F18
14234 Stx2e, F18
14307 Stx2e, STb
14338 Stx2e
14351 F18
14414 Stx2e, F18
14422 F18, STa
14434 F18, F41, K88, STa
14443 F18
14459 F18
14499 Stx2e, K88, LT, STa, 
14546 Stx2e, F18
14561 F18, F41, STb
14612-1 F18, F41, Sta
14612-2 Stx2e, F18, F41, STa
14618 F18, K88, Sta
14724 Stx2e, F41, K99
14762 Stx2e, LT, STb
14796 Stx2e, K99, LT, 987p
14819 F18, STa, 987p
14925-1 Stx2e
14925-2 Stx2e
14977 Stx2e, F18, LT, STa
150029 Stx2e
150047 Stx2e, F18, LT, STb
150088 Stx2e, 987p
150100 Stx2e, STb
150201 Stx2e, LT
150229 Stx2e, F18
150298 Stx2e, F18
150311 F18
150315 F41
150477 Stx2e, F18
150505 F18
150561 Stx2e, F18, LT, STa
150653 F18, STa, STb
150707 Stx2e, STa, STb
150834 Stx2e
150837 Stx2e
150926 Stx2e

Table 4. Evaluation of cytotoxicity for E. coli isolates in vero cells 

Strains
Dilution

101 102 103 104 105 106

14005   +a) +   -b) - - -
14011 + - - - - -
14169 + + - - - -
14171 + + - - - -
14234 + - - - - -
14307 + - - - - -
14338 + - - - - -
14351 - - - - - -
14414 + + - - - -
14422 - - - - - -
14434 - - - - - -
14443 - - - - - -
14459 - - - - - -
14499 + - - - - -
14546 + + - - - -
14561 - - - - - -
14612-1 + - - - - -
14612-2 - - - - - -
14618 - - - - - -
14724 + - - - - -
14762 + - - - - -
14796 + - - - - -
14819 - - - - - -
14925-1 + - - - - -
14925-2 + + - - - -
14977 + + - - - -
150029 + - - - - -
150047 + - - - - -
150088 + - - - - -
150100 + + - - - -
150201 + - - - - -
150229 + + + + - -
150298 + + - - - -
150311 - - - - - -
150315 - - - - - -
150477 + + - - - -
150505 - - - - - -
150561 + + + - - -
150653 - - - - - -
150707 + + - - - -
150834 + + - - - -
150837 + + + - - -
150926 + + + - - -

a)Cytopathic effect.
b)None cytopathic effect.

성 유전자도 함께 확인되었다. 

시가 독소 생성 대장균 검증

  야외 분리 대장균주에 대한 시가 독소 생성을 확인

하기 위해 vero cells에서 세포변성효과를 확인하였다. 

  48시간 LB 액체 배지로 배양된 야외 분리 대장균 

배양 상층액을 십진희석법으로 106까지 희석하였으

며, 96 well tissue plate에 monolayer로 배양된 vero 

cells에 투여하였다. 72시간 vero cells을 배양하며 시

가 독소에 의한 세포 독성을 검증한 결과, 야외 분리 
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대장균 중 Stx2e 유전자를 포함하는 29주에서 세포 

변성효과를 확인 할 수 있었으며, 대부분의 야외 분

리 대장균에서 생성되는 시가 독소는 희석배수 101에

서 103까지 세포변성효과를 나타내었다. 야외 분리 

대장균 중 150229주는 희석배수 104까지 세포변성효

과가 나타나 가장 높은 시가 독소 생성을 확인하였다 

(Table 4). 

고    찰

  돼지 부종병은 특정 계절에 제한되어 발생되지 않

으며 신경장애, 설사, 기립 불능 등의 증상이 발생하

고 높은 폐사율을 나타내어 양돈 산업에 큰 경제적 

손실을 주는 질병이다. 국내 부종병의 경제적 손실은 

모돈 100두 규모 농장에서 부종병 발생시 대략 30%

의 폐사율을 적용할 경우 년간 2억원 정도의 피해가 

발생하며, 폐사돈 처리용을 감안하면 피해는 더욱 커

질 것으로 보고되어져 있다(변재원, 2015). 최근 영국

에서 보고된 자료에는 돼지에서 발생한 대장균성 질

병 중 부종병이 차지하는 비율이 5∼10% 정도이며, 

특히 13∼14년도에 큰 폭으로 증가된 것으로 확인되

었다(Emerging Threats Quarterly Report, 2014). 또한, 

Zhang 등(2007)의 보고에 의하면, 돼지로부터 확보된 

분변 및 장으로부터 304개의 대장균을 분리하였으며, 

그 중 107개의 대장균에서 fimbrial 유전자 K88 

(64.6%), F18 (34.3%), F41 (0.57%), K99 (0.57%), 987P 

(0)와 독소 유전자 LT (57.7%), STb (72.6%), STa 

(27.4%), STx2e (17.4%), EAST1 (35%)를 확인하였다. 

  본 연구는 2014년부터 2015년 12월까지 전북대학

교 동물질병진단센터로부터 돼지 부종병 진단 시료

를 확보하여, 돼지 부종병 의심 대장균 43주를 분리

하였다. 42개의 부종병 진단 시료의 분변 및 장에서 

부종병 관련 유전자인 Stx2e 혹은 F18 유전자 중 하

나를 가지고 있었으며, 그중 14개의 부종병 진단 시

료에서는 Stx2e와 F18 두 유전자를 모두 확인되었다. 

또한, Stx2e 유전자를 내제하는 야외 분리 대장균에

서 희석배수 103까지 세포변성효과를 나타냈으며, 그 

중 150229주는 희석배수 104까지 세포변성효과가 나

타나 가장 높은 시가 독소 생성을 확인되었다. 국내 

양돈 농가에서 확보된 부종병 의심 케이스 중 약 

97%가 부종병 관련 유전자를 갖고 있는 대장균으로 

확인되었으며, 그 중 Stx2e 유전자가 포함된 대장균

에서 시가 독소 생성을 확인되었다. 

  이에 본 연구를 통해 국내 다양한 지역에서 발생되

는 부종병 의심 케이스를 진단하고, 부종병 유발 대

장균이 생산하는 시가 독소의 역가를 측정하여 향후 

지속적인 돼지 부종병 진단에 활용 할 수 있는 자료

가 될 것으로 사료된다. 

결    론

  본 연구는 국내 다양한 지역에서 확보된 부종병 의

심 케이스를 다양한 방법으로 진단하였으며, 야외 분

리 부종병 대장균을 확보하여 시가 독소 생산능을 분

석하였다. 부종병 의심 병변을 나타낸 돼지에서 대부

분 부종병 관련 병원성 유전자인 F18과 Stx2e 유전자

가 검출하였으며, Stx2e 유전자를 내제한 대장균에서

는 시가 독소 생성을 확인하였다. 본 결과를 토대로 

시가 독소 생성이 우수한 야외 분리 부종병 유발 대

장균을 이용하여 국내 실정에 맞는 부종병 진단 항체 

개발 및 사독 백신으로 활용이 가능하다고 사료된다. 
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