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Escherichia coli O157:H7의 단크론성 항체 생산과 효소면역분석법의 개발
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Abstract Escherichia coli O157:H7 causes hemolytic uremic syndrome and hemorrhagic colitis in humans. The
objectives of this study were to produce monoclonal antibody(MAb) against E. coli O157:H7 and to develop an enzyme
linked immunosorbent assay(ELISA) for the rapid detection of E. coli O157:H7 in agri-stockbreeding. The characterization
of MAb produced from hybridoma cell (HKEC 4G8-5) was validated by ELISA and Western blot. The produced MAb
was specific to E. coli O157:H7 and showed weak cross-reaction to Staphylococcus aureus. The detection limit of ELISA
based on 4G8-5 MAb was 105 cell/mL. Although the ELISA could not detect E. coli O157:H7 in the meat and sprout
samples inoculated with 1×101 cell/10 g without enrichment, the same samples after enrichment for 6 hr were confirmed
to be positive by ELISA. These results indicated that the ELISA combined with short enrichment (6 hr) is useful tool for
rapid screening of E. coli O157:H7 in various samples.
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서 론

Escherichia coli O157:H7은 장관출혈성 대장균으로 잠복기는

평균 3-8일이며, 약 10-100여개의 적은 균만으로도 감염될 수 있

는 것으로 알려져 있다(1). 그리고 감염자의 건강상태에 따라 복

통 및 비혈성 또는 혈성 설사 증상을 보이면서 자발적으로 회복

되기도 하지만, 심각한 경우 E. coli O157:H7이 생산하는 vero-

toxin으로 인해 용혈성 요독증후군, 출혈성 대장염 및 혈전성 혈

소판 감소증 등의 증상으로 진행되어 사망에 이르기도 한다(2-4).

주로 덜 익힌 고기, 비살균 우유나 유제품, 가축 분변에 오염된

육제품, 과일, 채소 및 물 등에 의해 사람에게 감염될 수 있으며,

사람과 사람간의 전파로도 발생할 수 있는 것으로 보고되고 있

다(5-8).

국내에서는 1998년 E. coli O157:H7으로 인한 1명의 감염 환

자가 최초로 보고된 이후 현재까지 감염 발생 건수가 매년 점차

증가하는 경향을 보이고 있으며, 최근 식품의약품안전청의 5년간

(’04-’08) 식중독 발생 동향 분석 자료에 의하면 E. coli O157:H7

으로 인한 감염환자가 1,278명에 이르렀고 현재까지 지속적으로

발병되고 있는 것으로 보고되고 있다(9). 국외의 경우는, E. coli

O157:H7에 의한 감염환자가 빈번하게 발생되고 있고, 특히 미국

에서는 2005년 샐러드에 사용된 야채, 과일 및 분쇄육의 오염으

로 인해 370명의 환자가 발생하였으며, 일본의 경우 1996년 식

중독 발생현황에서 E. coli O157:H7에 오염된 채소 샐러드가 원

인이 되어 5,727명의 대규모 집단 식중독사고가 발생하여 일부

사망자가 발생되는 등 국내외적으로 공중위생상의 심각한 문제

로 대두되고 있다(10-13).

현재까지 사용되고 있는 E. coli O157:H7의 검출방법은 시료를

증균배지에서 1차 배양하고, sorbitol MacCokey agar(SMA)에서 2

차 분리 배양한 후, 다수의 무색 집락을 확인ㆍ동정검사를 실시

하는 전통미생물 배양법이 이용되고 있다(14). 전통 배양법은 다

수의 시료를 분석할 경우 많은 시간과 노동력이 필요하고, 결과

확인을 위해 약 3-5일이 소요되며, 특히 생균만을 분석할 수 있

다는 단점이 있다. 이러한 단점을 보완하기 위해 polymerase chain

reaction(PCR)법으로 균주의 특정 DNA 서열을 증폭하여 진단하

는 방법이 널리 이용되고 있으나, 단일 target으로 분석할 경우 위

양성이 나올 가능성이 있고, 추가 확인실험을 거쳐야 하는 등의

전문적인 분석기술이 요구되는 어려움이 있다(15-18). 이러한 문

제점을 해결하기 위해 최근에는 면역학적 기법을 이용하여 신속

ㆍ정확하게 검출할 수 있는 분석법에 대한 연구가 진행되고 있
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다. 특히, 항원에 특이적으로 반응하는 항체를 이용하는 효소면

역분석법(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)은 현재 단

백질, 호르몬, 의약품을 비롯해 잔류농약, 항생물질 및 mycotoxin

등 유해물질의 분석에 널리 이용되고 있으며, 병원성미생물의 검

출을 위해서도 전 세계적으로 많은 연구가 수행되고 있다. 효소

면역분석법은 배지를 이용한 재래식 방법보다 간편하고, 감도가

우수하며, 선택성이 탁월하여 방해물질을 제거하기 위한 복잡한

전처리 과정이 필요 없어 저비용으로 다수의 시료를 분석할 수

있을 뿐만 아니라, 분석시간이 짧아 효율적인 분석을 할 수 있는

장점이 있어 현재 다양한 분야에서 활발히 연구가 진행되고 있

다(19-23).

따라서 본 연구에서는 E. coli O157:H7에 특이적인 단크론성

항체를 개발하고, E. coli O157:H7을 신속하게 분석할 수 있는 간

접효소면역분석법(indirect ELISA, ID-ELISA)을 개발하여 다양한

시료에 대하여 적용가능성을 확인하고자 하였다.

재료 및 방법

균주 및 배지

본 연구에 사용된 균주로는 본 연구실에서 육류에서 분리시킨

Escherichia coli O157:H7과 표준균주로는 E. coli K-12(ATCC

15490), E. coli T-3(ATCC 15490), E. coli O1:K1:H7(ATCC

11775), 그리고 E. coli O78:K80:H12(ATCC 43896)와 Staphylo-

coccus aureus(ATCC 27664), Listeria monocytogenes(ATCC 19115),

Bacillus cereus(ATCC 21366) 및 Salmonella Typhimurium

(ATCC 29629)등을 사용하였다. 이상의 표준 균주들을 계대배양

하기 위해 trypic soy agar(Difco, Laboratories, Detroit, MI,

USA) 및 tryptic soy broth(Difco)를 사용하였다.

면역항원

E. coli O157:H7에 대한 단크론성 항체를 개발하기 위해

lipopolysaccharide(LPS), heat killed E. coli O157:H7(HKEC) 및

formalin killed E. coli O157:H7(FKEC)을 면역원으로 사용하였다

. E. coli O157:H7의 LPS는 List Biological Laboratories사(Camp-

bell, CA, USA)에서 상업적으로 판매하고 있는 제품을 구입하였

고, HKEC와 FKEC는 본 연구에서 다음과 같은 방법으로 각각

준비하였다. 먼저 HKEC는 E. coli O157:H7을 TSB 500 mL에 접

종하여 37oC에서 12시간 동안 배양한 후 100oC에서 1시간 동안

열처리하여 준비하였고, FKEC는 HKEC와 동일하게 37oC에서 12

시간 동안 배양 한 후 1% formalin을 첨가하여 12시간 동안 처

리하였다. 각각 처리된 HKEC와 FKEC를 8,000 rpm에서 10분간

원심분리하여 상층액을 제거한 후 0.05 M phosphate buffer

saline(PBS, pH 7.8)로 3회 원심수세 하였으며, 세척된 각 균체는

PBS를 이용하여 109 cell/mL로 조정한 후 −70oC에 보관하면서 본

연구의 면역원으로 사용하였다.

단크론성항체 생산

준비된 면역항원인 LPS, HKEC 및 FKEC는 PBS를 이용하여

complete freund’s adjuvant(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,

USA)와 1:1(v/v)로 유화시켜 생후 6주된 BALB/C mouse(Hyo-

soung Science, Korea)에 마리당 200 µL씩 복강에 1차 면역을 실

시하였다. 1차 면역 후 14일과 28일 후 1차 면역과 동일한 면역

원을 incomplete freund’s adjuvant와 동량 혼합하여 2회 추가 면

역을 실시하였고, 세포융합 4일 전에 2배 정도의 면역원만을 복

강 내 주사하여 최종 면역시켰다. 최종 면역 후 항체 생성여부를

확인하기 위해서 mouse의 꼬리 정맥에서 5 µL의 혈청을 채취하

여 효소면역분석법으로 항체의 역가를 측정하였다. 그 중 높은

역가를 갖는 mouse로부터 spleen cell를 분리하여 myeloma

cell(V653)과 Kohler 등(24)의 방법으로 세포융합을 실시하였고,

McKearn 등(25)의 무한대 희석법으로 cloning을 실시하여 단일클

론의 hybridoma cell을 획득하였다. 획득한 hybridoma cell 중 특

이성이 높은 cell을 선택하기 위해 Western blot으로 E. coli

O157:H7을 비롯하여 주요 식중독균인 S. aureus, L. monocytoge-

nes, B. cereus 및 Sal. Typhimurium과의 교차반응성을 확인한 후

E. coli O157:H7에 대한 특이성이 높은 hybridoma cell을 선택하

였다. 선택된 hybridoma cell을 대량 배양하여 mouse의 복강에

1×107 cell/200 µL를 주입하고, 1주일 후 복수액을 생산하였으며,

생산된 복수액을 ammonium sulfate침전법으로 정제한 후, PBS을

이용하여 3일 동안 투석하였다(26). 생산된 항체들을 동결 건조

하여 −20oC에서 보관하였으며, ELISA법을 이용하여 E. coli

O157:H7에 대한 역가를 측정하였다.

간접 효소면역분석법(Indirect enzyme-linked immunosorbent

assay) 확립

앞서 생산된 단크론성 항체를 이용하여 E. coli O157:H7 분석

을 위한 최적의 indirect enzyme-linked immunosorbent assay(ID-

ELISA)법을 다음 Table 1과 같은 조건으로 확립하였다. 간단히

설명하면, E. coli O157:H7은 0.1 M carbonate buffer(pH 9.4)로

108-101 cell/100 µL로 96-well microplate(Nunc, Roskilde, Den-

mark)에 분주하고, 1시간 동안 37oC에서 코팅시킨 후 PBS-0.05%

Tween 20 (PBST, pH 7.4)으로 3회 세척하였으며, 비특이적인 반

응을 방지하기 위해 1% skim milk로 1시간 동안 37oC에서 block-

Table 1. Optimum conditions of ID-ELISA for the detection of E. coli O157:H7

Parameters Conditions

Regents

Coating buffer 0.1 M carbonate buffer

Blocking solution 1% skim milk

Monoclonal antibody HKEC 4G8-5 (1:2,000 in PBS)

Second antibody Goat anti-mouse IgG-HRP (1:10,000 in PBS)

Substrate ABTS containing 0.02% H
2
O

2

Washing buffer PBS containing 0.05% Tween 20

Incubation time

Coating step of E. coli O157:H7 1 hr at 37oC

Blocking step of 1% skim milk 1 hr at 37oC

Monoclonal antibody step 1 hr at 37oC

Second antibody step 1 hr at 37oC

Color developing step 20 min at 37oC
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ing시킨 후 PBST로 4회 세척하였다. 세척된 well에 HKEC 4G8-

5 항체를 PBS로 1/2000배 희석하여 각 well에 100 µL씩 분주하

고, 1시간 동안 37oC에서 반응시킨 후 다시 PBST로 5회 세척하

였다. 세척된 well에 goat anti-mouse IgG-HRP(2차 항체, Sigma)

를 100 µL씩 분주하여 1시간 동안 37에서 반응시킨 후 PBST로

6회 세척하고, 기질용액인 2,2'-azino-di-3-ethyl-benzthiazoline-sul-

fonate (ABTS, Sigma)를 각 well에 100 µL씩 첨가하여 37oC에 20

분 반응시킨 다음 405 nm에서 흡광도를 측정하였다.

또한 개발된 ID-ELISA의 특이성을 확인하기 위해 E. coli K-

12, E. coli T-3, E. coli O1:K1:H7, E. coli O78:K80:H12 등의

대장균과 S. aureus, L. monocytogenes, B. cereus, Sal. Typhimu-

rium등의 주요 식중독균에 대한 교차반응성을 확인하였다.

시료의 matrix effect 확인

E. coli O157:H7은 주로 육류와 채소 등 농축산물에 오염될 가

능성이 높고, 이러한 식품에 대하여 면역분석법을 적용할 경우,

식품 속 구성성분들이 matrix effect로 작용하는 것으로 알려져 있

다. 또한 육류와 채소 속에 존재하는 식중독 균들은 일반적으로

시료에 고착상태로 존재하기 때문에 면역분석법에 그대로 적용

하기에는 많은 어려움이 따른다고 보고되어 있다(27). 따라서 본

연구에서는 돼지고기, 소고기, 닭고기 등의 육류와 새싹채소 등

4종의 시료를 대상으로 다음과 같이 matrix effect를 확인하였다.

즉, 각 시료 1 g에 E. coli O157:H7을 약 108-104 cell/g 수준으로

임의로 오염시키고, 1시간 동안 실온에 방치한 후 멸균된 0.85%

생리식염수 10 mL를 첨가하여 균질화 하였다. 균질화된 각 시료

액 1 mL를 취하여 멸균 PBS로 3회 세척한 후, 개발된 ID-ELISA

법에 적용하여 각 시료의 matrix effect를 확인하였다.

ID-ELISA 분석을 위한 증균법 확립

식품공전에 등재된 E. coli O157:H7 검출법은 육류시료의 경우

EC broth를 이용하여 37oC에서 24시간 동안 증균 배양시켜 배양

액을 sorbitol MacCokey agar(Difco)에 접종하여 37oC에서 24시간

동안 분리 배양한 후, 생성되는 특정 colony를 분리하여 API kit

(bioMérieux, Marcy-I’Etoile, France)로 동정ㆍ확인하는 것이다. 그

러나 이 검출법은 증균에서부터 균의 검출까지 약 3-5일이 소요

되기 때문에 E. coli O157:H7의 신속한 분석과 다량의 시료의 분

석에는 어려움이 있다. 따라서, E. coli O157:H7의 신속한 분석을

위해 기존에 이용되고 있는 식품공전상의 E. coli O157:H7 증균

법을 바탕으로 ID-ELISA 분석을 위한 최소 증균시간을 다음과

같이 확인하였다. 즉, 4종의 각 시료들을 1시간동안 자외선으로

처리한 뒤에 각 시료를 10 g씩 정확히 칭량하고, E. coli O157:H7

10 cell/100 µL를 시료에 임의로 오염시켜 1시간 동안 고착 시킨

후 EC broth 90 mL를 첨가하여 균질화한 다음, 37oC에서 24시간

동안 배양시키면서 2시간 간격으로 1 mL씩의 증균액을 취해 4oC

에서 보관하면서 개발된 ID-ELISA로 각 시료의 최소 증균 시간

을 확인하였다.

결과 및 고찰

단크론성 항체 생산 및 특성확인

LPS, HKEC 및 FKEC를 면역원으로 mouse에 면역시킨 후 항

체 생산여부를 확인하기 위해 ELISA로 항혈청역가를 측정한 결

과, Fig. 1에서 보는 바와 같이 HKEC로 면역한 mouse의 항혈청

역가가 FKEC와 LPS로 면역한 mouse의 역가 보다 높은 것으로

나타나 항체 생성정도가 가장 높은 것으로 확인되었다. 그러므로

역가가 가장 높게 나타난 HKEC로 면역된 mouse를 이용하여 세

포융합과 cloning을 실시하여 총 20종의 hybridoma cell을 획득하

였고, 그 중에서 역가와 특이성이 높은 hybridoma cell을 선택하

Fig. 1. Titration of anti-sera from mice immunized with E. coli

O157:H7. A, anti-LPS of E. coli O157:H7 serum; B, anti-formalin
killed E. coli O157:H7 serum; C, anti-heat killed E. coli O157:H7
serum.

Fig. 2. Characterization of monoclonal antibodies produced from cloned cells by Western blot. Lane1, E. coli O157:H7; lane2, L.
monocytogenes; lane3, S. aureus; lane4, B. cereus; lane5, Sal. Typhimurium.
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기 위해 Western blot을 이용하여 다른 식중독균과의 교차반응성

을 확인하였다. 그 결과, Fig. 2에서 보는 바와 같이 HKEC-4G8-

5, 6 및 14번이 E. coli O157:H7 단크론성 항체를 생산하는 것으

로 확인되었고, 3종의 hybridoma cell 모두 S. aureus와 약간의 교

차반응성을 보였으나, E. coli O157:H7과 보다 강한 반응성을 보

여 E. coli O157:H7에 특이성이 높은 것으로 확인되었다. Siragusa

등(28)에 의하면 S. aureus의 세포벽에서 발현되는 단백질인 protein

A가 immunoglobulin G와 친화성이 높기 때문에 단크론성 항체

와 교차반응성을 일으키는 것으로 보고하여 본 연구와 유사한 결

과를 나타내었다. 따라서 생산된 3종의 hybridoma cell(HKEC

4G8-5, 6, 14)을 mouse 복강에 주입한 후 복수액을 대량 획득하

였고, ammonium sulfate 침전법으로 정제하여 E. coli O157:H7에

특이적인 단크론성 항체를 생산하였다.

간접 효소면역분석법(Indirect ELISA, ID-ELISA)

생산된 HKEC 4G8-5, 6 및 14 등 3종의 항체를 이용하여 ID-

ELISA법 개발에 사용할 항체를 선택하기 위해 각 항체의 역가

를 측정한 결과, Fig. 3에서 보는 바와 같이 HKEC 4G8-5 항체

가 105 cell/mL까지 분석이 가능한 것으로 확인되었을 뿐만 아니

라, 다른 항체에 비해 높은 역가를 나타내어 ID-ELISA법 개발에

사용하였다. 선택된 HKEC 4G8-5 항체를 사용하여 E. coli

O157:H7을 분석하기 위해 개발된 ID-ELISA의 표준곡선은 Fig. 4

와 같았고, 표준곡선에서 검출한계는 105 cell/mL이었다. 또한, 개

발된 ID-ELISA법과 다른 대장균속에 대한 교차반응성을 확인한

결과, E. coli O157:H7을 제외한 E. coli O78:K80:H12에서만 약

간의 교차반응성을 보였을 뿐 다른 대장균 속들과는 교차반응성

이 없는 것으로 확인되었고(Fig. 5A), 그 원인으로는 E. coli O157

의 O-항원 합성 유전자인 rfbE gene으로 인한 O혈청학적 반응

때문인 것으로 판단된다(29,30). 또한 다른 식중독균에 대한 교차

반응성을 확인한 결과, S. aureus와 Sal. Typhimurium과의 약한 교

차반응성을 나타내었다(Fig. 5B). S. aureus는 앞서 단크론성 항체

생산 결과에서 설명한 바와 같이 protein A와 IgG 타입의 단크

론성 항체와 반응이 원인인 것으로 판단되고, Sal. Typhimurium

의 경우는 Gram 음성균의 세포벽에만 존재하는 lipopolysaccharide

층과의 반응 때문인 것으로 생각된다(31). 비록 본 연구에서 개

발된 ID-ELISA는 S. aureus와 Sal. Typhimurium과 약한 교차반응

성을 나타내지만 E. coli O157:H7에 보다 강한 반응을 나타내기

때문에 시료 속에 E. coli O157:H7을 효과적으로 분석할 수 있

는 효소면역분석법인 것으로 판단된다.

시료의 matrix effect 확인

본 연구에 적용된 육류와 채소는 그 구성성분들로 인한 matrix

effect뿐만 아니라 E. coli O157:H7이 시료 속에 고착상태로 존재

하기 때문에 증균없이 분석하는데 어려움이 있다. 따라서 matrix

Fig. 3. ELISA titration of monoclonal antibodies selected for E.

coli O157:H7.

Fig. 4. Standard curve for the detection of E. coli O157:H7 by
ID-ELISA.

Fig. 5. Cross-reactivity patterns of HKEC 4G8-5 MAb for E. coli

spp. (A) and other pathogen (B) by ID-ELISA.
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effect를 확인하기 위해 각 시료에 E. coli O157:H7을 인위적으로

접종하여 배양과정 없이 바로 ID-ELISA법으로 분석하였다. 그

결과, Fig. 6에서 보는 바와 같이 모든 시료에서 강한 matrix

effect가 존재하는 것으로 확인되었고, 특히, 돼지고기, 소고기 및

닭고기 등의 육류시료에서 매우 낮은 검출률을 보여 새싹채소보

다 강한 matrix effect가 확인되었다. 이상의 결과를 통해서 선정

된 4종의 시료 속에 존재하는 E. coli O157:H7을 개발된 ID-

ELISA법으로 효과적으로 분석하기 위해서는 시료를 분석하기에

앞서 검출률을 향상시키기 위해 증균과정이 필요한 것으로 판단

되었다.

ELISA 분석을 위한 시료별 신속 증균법

앞서 각 시료의 matrix effect를 확인한 결과, 대부분 시료에서

강한 matrix effect가 확인 되어 개발된 ID-ELISA법으로 E. coli

O157:H7을 검출하기 위해서는 추가적인 증균과정이 필요한 것으

로 판단되었다. 따라서 식품공전상의 증균법을 응용하여 ID-ELISA

법에 적용한 결과, Table 2에서 보는 바와 같이 육류인 돼지고기,

소고기 및 닭고기의 경우 증균 후 약 6시간 이후부터 ID-ELISA

에 의해 E. coli O157:H7이 검출되었으며, 새싹채소는 증균 배양

2시간 이후부터 모든 시간대에서 양성으로 확인되었다. 그러므로

시료 속에 E. coli O157:H7이 약 1×101 cell/g의 낮은 수준으로 오

염되어 있더라도 6시간 이상의 증균과정을 거쳐 ID-ELISA법으

로 분석한다면, E. coli O157:H7을 기존의 분석법보다 신속하게

검출할 수 있을 것으로 판단되고, 더욱이 본 연구에서 확립된 ID-

ELISA법은 분석에서 소용되는 시간이 최대 8시간이며, 기존 식

품공전상의 검출법(96시간)보다 약 12배 이상 분석시간이 단축되

는 것으로 확인되었다. 따라서 본 연구에서 개발된 증균법과 ID-

ELISA법을 이용한다면 시료 속에 오염된 E. coli O157:H7을 최

소 8시간 이내에 신속ㆍ정확하게 분석할 수 있을 것으로 판단된다.

요 약

본 연구에서는 최근 식품이나 농축산물 등에서 빈번하게 검출

되고 있는 장관출혈성 대장균인 E. coli O157:H7에 대한 단크론

성 항체를 생산하고, 신속ㆍ정확하게 검색할 수 있는 간접효소면

역분석법을 개발한 후 시료적용가능성을 확인하였다. 먼저 LPS,

HKEC 및 FKEC를 E. coli O157:H7의 면역원으로 준비하여

mouse 면역에 사용하였고, 세포융합과 cloning을 실시하여 단클

론성 항체를 생산하였으며, 생산된 항체 중 높은 역가를 나타낸

HKEC 4G8-5 항체로 ID-ELISA법을 개발하였다. 개발된 ID-

ELISA법의 최저검출한계는 105 cell/mL이었고, S. aureus와 Sal.

Typhimurium에 대해서 약간의 반응성을 나타내었지만 E. coli

O157:H7에 대해 보다 강한 반응성을 나타내었기 때문에 E. coli

O157:H7에 매우 특이적인 분석법인 것으로 확인되었다. 개발된

ID-ELISA법을 이용하여 돼지고기, 소고기, 닭고기 및 새싹채소에

대한 검출률 향상을 위해 각 시료를 증균한 결과, 3종의 육류와

새싹채소는 각각 증균 6시간과 2시간부터 검출이 가능한 것으로

나타나 기존의 증균법보다 신속하게 시료 속 E. coli O157:H7을

분석할 수 있을 것으로 판단된다. 따라서 본 연구에서 개발된 ID-

ELISA법을 적용하여 농축산물 중에 존재하는 E. coli O157:H7을

분석한다면 보다 신속하고 간편하게 분석할 수 있을 것으로 판

단된다.
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