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Abstract

  Microbial forensics is a scientific discipline for analyzing evidence related to biological crimes by identifying the 
origin of microorganisms. Multiple locus variable number tandem repeat analysis(MLVA) is one of the microbiological 
analysis methods used to specify subtypes within a species based on the number of tandem repeat in the genome, and 
advances in next generation sequencing(NGS) technology have enabled in silico anlysis of full-length whole genome 
sequences. In this paper, we analyzed unknown samples provided by Robert Koch Institute(RKI) through The United 
Nations Secretary-General’s Mechanism(UNSGM)’s external quality assessment exercise(EQAE) project, which we 
officially participated in 2023. We confirmed that the 3 unknown samples were B. anthracis through nucleic acid 
isolation and genetic sequence analysis studies. MLVA results on 32 loci of B. anthracis were analysed by using 
genome sequences obtained from NGS(NextSeq and MinION) and Sanger sequencing. The MLVA typing using 
short-reads based NGS platform(NextSeq) showed a high probability of causing assembly error when a size of the 
tandem repeats was grater than 200 bp, while long-reads based NGS platform(MinION) showed higher accuracy than 
NextSeq, although insertion and deletion was observed. We also showed hybrid assembly can correct most indel error 
caused by MinION. Based on the MLVA results, genetic identification was performed compared to the 2,975 published 
MLVA databases of B. anthracis, and MLVA results of 10 strains were identical with 3 unkonwn samples. As a 
result of whole genome alignment of the 10 strains and 3 unknown samples, all samples were identified as B. 
anthracis strain A4564 which is associated with injectional anthrax isolates in heroin users.

Key Words : Microbial Forensics(미생물법의학), Bacillus Anthracis(탄저균), MLVA(다중 유전자좌 가변수일렬반복 분석), 
NGS(차세대염기서열분석)
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1. 서 론

  미생물법의학(Microbial forensics)은 미생물이나 그 

독소가 무기로 사용되는 생물학적 범죄와 관련된 증

거를 수집하고 분석하기 위해 발전된 분야이다[1]. 생

물 테러나 공격, 생물 범죄, 생물학적 작용제 및 독소

의 인위적 조작과 부주의한 누출로부터 발생하는 증

거를 확보하기 위한 과학적 접근 방법으로 미생물법

의학이 사용되고 있다[2]. 따라서 미생물법의학에서는 

생물학적인 증거로부터 미생물의 출처나 생산자 또는 

최초 발생지역을 특정하는데 있어 높은 수준의 정확

도를 보이는 것을 목표로 한다[1]. 따라서 이 분야는 

미생물학을 포함하여 바이러스학, 생화학, 유전학, 생

물정보학, 면역학, 분자생물학, 역학을 포함하는 다양

한 전문분야에 대한 기초 지식을 필요로 한다.
  미생물 유형화(Microbial typing) 기술은 미생물 군집

의 역학 및 이와 관련된 진단학(Diagnostics), 유전체학

(Genomics) 및 발병기전(Pathogenesis)을 밝히는 데 널

리 사용되고 있을 뿐만 아니라 미생물법의학 분야에

서 미생물의 출처를 규명하는 데도 사용될 수 있다[3]. 
이러한 목표를 위해 다중 유전자좌 가변수일렬반복 

분석(Multiple Locus Variable number of tandem repeat 
Analysis, MLVA)등과 같이 분리된 균주를 식별할 수 

있는 몇 가지 분석 방법이 널리 사용되어 왔다[4].
  대규모 병렬 염기서열분석법(Massive parallel 
sequencing)의 하나인 차세대염기서열분석법(Next 
Generation Sequencing, NGS)의 도입은 미생물의 전체 

유전체(Whole genome) 분석 시간을 혁신적으로 감소

시킴으로써 미생물법의학 분야에서 상당한 발전을 이

루는 주요한 기술이 되었다[5,6]. 제한효소 기반의 DNA 
지문분석(DNA fingerprinting)이나 DNA 증폭 기반의 

MLVA, 염기서열분석 기반의 Multilocus Sequence 
Typing(MLST) 분석 기술이 in-silico로 분석이 가능해

짐에 따라 더 높은 수준의 식별이 가능하게 되었다[7].
  유전체 상에서 반복되는 DNA 서열은 박테리아와 

진핵생물을 포함한 대부분의 생명체에서 발견되며, 전

체 유전체에서 여러 유전자좌에 발생하는 전이성 유

전인자(Transposable element)에 의한 산재된 반복과 단

일 유전자좌에서 발생하는 tandem repeat의 두 가지 

범주로 그룹화할 수 있다[8,9]. MLVA는 미생물 법의학

에서 박테리아 균주의 아류형(Subtype)을 정하는 데 

사용되는 분석 기술 중 하나로써 다중의 유전자좌에

서 일렬반복의 개수를 측정하는 기술이다[10]. NGS 플

랫폼들 가운데 가장 널리 사용되고 있는 Illumina사의 

장비의 염기서열분석 오류율(base calling error)은 0.1 % 
이하로 매우 낮은 편이나 리드(Reads)의 길이가 200 bp 
이하로 비교적 짧은 short-reads를 생산한다[11]. 유전

체 서열에 short-reads의 길이보다 긴 반복되는 서열

들이 존재할 경우, short-read를 조립(assembly)하여 

만든 contigs 서열에서 조립 오류(assembly error)가 나

타나는 근본적인 한계점을 가지고 있으며, 이로 인해 

MLVA를 분석하는 데 있어 tandem repeat의 개수를 

정확히 분석하기 어려울 수 있다[12]. Oxford Nanopore 
Technologies사의 MinION 플랫폼의 경우 리드의 길이

가 10 kb 이상으로 길어서 조립 오류를 해결할 수 있

다는 장점이 있으나, 단일 통과 오류율(single-pass error 
rates)이 10-15 %이고 대부분이 뉴클레오티드의 삽입

과 삭제로 이루어져 있어서 MLVA 결과 분석 시 반

복되는 서열의 개수가 정확히 일치하지 않는 오류가 

발생한 가능성이 있다[13-16]. 이를 해결하기 위해 최근 

연구에서는 조립 오류의 가능성이 낮지만 부정확한 

long-read NGS 결과를 주형으로 하여 short-read NGS 
결과로 연마(polishing)하는 하이브리드 조립(hybrid 
assembly) 방식의 접근법을 사용하여 정확도를 높일 

수 있음이 확인된 바 있다[21].
  United Nations Secretary-General's Mechanism(UNSGM)
은 생화학 테러의 위협을 감지하고 분석하기 위해 

1987년 설립되었으며 참여국의 생물 분석 기준 실험실

(Bio-analytical reference laboratories) 역량 강화를 위해 

독일의 Robert Koch Institute(RKI) 연구소에서는 매년 

외부 기관 검증 훈련(External Quality Assurance 
Exercise, EQAE)을 실시하고 있다. 본 논문에서는 

UNSGM-EQAE 프로젝트의 활동으로 수분 보충 스프

레이, 베이비파우더가 혼합된 환경 스왑(swab) 및 젤

리 등 특정 표본에 미지의 핵산이 포함된 시료 3종을 

대상으로 핵산 분리 및 염기서열 분석을 진행했으며 

그 결과 B. anthracis 유전체로 특정했다. 확보한 서열

을 대상으로 MLVA 결과를 분석하여 DNA 감식을 수

행했으며, 그 과정에서 발견된 서열분석방법에 따른 

tandem repeat의 조립 오류 및 단일 통과 오류율에 대

한 분석, 그리고 하이브리드 조립 결과를 비교했다. 
NGS 플랫폼을 활용한 세가지 조립 결과 및 Sanger 
sequencing 서열 데이터, 그리고 전기영동결과를 조합

하여 B. anthracis의 출처를 10개의 후보군으로 선별했

으며, 전장유전체서열 분석을 통해 아류형을 A4564로 

특정했다.
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2. 실험방법

  미지시료는 0.22 μm 필터로 여과 멸균된 핵산이 

0.85 % NaCl(S-1-2), 베이비파우더가 포함된 환경 스왑

(S-2-1) 또는 젤리(S-3-1)에 미지의 농도로 접종된 형태

로 RKI로부터 전달받았으며 Qiagen의 DNease Blood & 
Tissue Kits의 메뉴얼에 따라 핵산추출을 진행했다. 농

도가 낮은 샘플의 경우, 염기서열을 효율적으로 확보하

기 위해서 TruPrime Whole Genome Amplification KitⓇ 
(4basebioTM)을 이용하여 핵산 증폭을 수행하였다. Short- 
reads 기반 염기서열분석 플랫폼으로 Illumina의 NextSeq 
500 장비를 이용하였고, long-reads 기반 염기서열분석 

플랫폼으로 Oxford Nanopore의 MinION Mk1C 장비를 

이용했다. short-reads 기반의 NextSeq 염기서열분석은 

Illumina의 TruSeq Library Prep Kit를 이용하여 시료 

전처리를 했으며, 샘플 당 각각의 dual index adaptor를 

말단에 붙여 증폭시켰다. 각 단계는 Beckman Coulter의 

AMPure Xp bead를 사용하여 cleanup을 진행했다. 생성

된 라이브러리의 상태와 농도는 Agilent Technologies의 

TapeStation 4200과 D1000 ScreenTape를 통해 1차 확인

하였고, KAPA Biosystems의 KAPA Library Quantification 
Kit와 Thermo Fisher Scientific의 QuantStudio 6 Flex 
Real-time PCR system을 통해 최적의 라이브러리 농도

를 확인했다. 최종적으로 4 pM의 라이브러리를 사용

하여 Illumina의 10 % PhiX control v3와 함께 NextSeq 
500 benchtop platform을 통해 염기서열분석을 진행했

다. 염기서열분석을 통해 생성된 결과물은 adatptor 
trimming, FaQC를 이용한 low-quality reads 제거(Phred 
quality score < Q30), host reads 제거 단계를 거쳐서 

SPAdes를 이용하여 de novo assembly를 수행했다.
  Long-reads 기반의 MinION 염기서열분석은 초기 DNA
농도 100 ng/uL를 이용하였다. New England Biolabs의 

NEBnext Ultra II End Repair/dA-tailing과 Oxford Nanopore 
Technologies의 Ligation Sequencing Kit(SQK-LSK109)를 

이용하여 시료 전처리를 진행하였다. Ultra II End Repair/ 
dA-tailing을 통하여 양말단을 blunt end로 복구 및 3’end
에 A-tailing 후, 샘플의 양말단에 adaptor를 붙여서 라

이브러리를 제작하였다. 각 단계의 clean-up은 Beckman 
Coulter의 AMPure Xp bead를 사용하였다. 생성된 라이

브러리는 Qubit을 이용하여 농도를 확인하였다. 50-100 
fmol의 농도 기준이 충족된 라이브러리는 Sequencing 
Buffer와 Loading Bead와 함께 mixture를 만들어서 flow 
cell(R9.4.1)에 넣고, MinION 장비인 Mk1C에 탑재하여 

24시간 동안 염기서열분석을 수행했으며 생성된 FASTQ 
파일은 adatptor trimming과 low-quality reads를 제거했다. 
이후 long-read assembly 프로그램인 flye를 사용하여 

de novo assembly를 수행하고 contig 서열을 산출했다.
  Sanger sequencing을 위해 추출한 DNA는 Enzynomics 
사의 nPfu-special 제품의 B buffer를 사용하여 메뉴얼

에 따라 혼합물을 제작 및 PCR을 수행했다. PCR 조건

은 95 °C 2분 반응 후 95 °C 15초, 56 °C 15초, 72 °C 
2분 반응을 40회 수행한 후 72 °C 2분 반응 및 4 °C
로 유지했으며 각 유전자좌에 따른 PCR 프라이머는 

Table 1을 참고했다. PCR 결과물은 agarose gel 전기영

동 및 추출을 진행했으며 Table 1의 프라이머를 사용

하여 각 산출물의 Sanger sequencing을 진행했다. Sanger 
sequencing은 Applied biosystems 사의 3500 genetic 
analyzer를 이용했으며 BigDye Terminator v3.1 cycle 
sequencing kit 및 BigDye XaTerminator purification kit
을 사용해서 제조사 메뉴얼에 따라 염기서열분석을 

수행했다.
  Long-read와 short-read의 하이브리드 조립을 위해 

CLC Genomics Workbench 24.0에서 MinION 염기서열

분석 결과로부터 de novo assembly long reads를 수행

하여 contigs를 획득했다. 이후 map reads to contigs를 

이용해 NextSeq 염기서열분석 결과로 polishing을 진행

했다. MLVA 결과는 기존의 문헌의 분석 코드를 수정

하여 확인했으며 CLC Genomics Workbench 24.0을 사

용하여 교차검증했다[22].

3. 결과

  Short-reads 기반의 플랫폼(NextSeq)과 long-reads 기반

의 플랫폼(MinION)을 이용해서 미지시료 3종으로부터 

분리된 핵산에 대한 염기서열분석을 수행했다. 획득한 

서열의 BLAST(Basic Local Alignment Search Tool)를 

수행한 결과 미지시료에 포함된 핵산은 모두 B. 
anthracis으로 확인되었으며 DNA 감식을 수행하기 위

해 미지시료 S-1-2에 대하여 32개의 유전자좌에 대한 

MLVA 결과 분석을 in silico로 수행했다(Table 1). 이때 

참조서열 B. anthracis strain Ames Ancestor에 대하여 

200 bp 이하의 가변수일렬반복(Variable Number Tandem 
Repeat, VNTR)이 포함된 15개의 MLVA 유전자좌를 short 
VNTR(shVNTR)로, 나머지를 long VNTR(loVNTR)로 그

룹을 나누었다.



Locus Foward primers Reverse primers

vrrA CACAACTACCACCGATGGCACA GCGCGTTTCGTTTGATTCATAC

vrrB1 ATAGGTGGTTTTCCGCAAGTTATTC GATGAGTTTGATAAAGAATAGCCTGTG

vrrB2 CACAGGCTATTCTTTATCAAACTCATC CCCAAGGTGAAGATTGTTGTTGA

vrrC1 GAAGCAAGAAAGTGATGTAGTGGAC CATTTCCTCAAGTGCTACAGGTTC

vrrC2 CCAGAAGAAGTGGAACCTGTAGCAC GTCTTTCCATTAATCGCGCTCTATC

CG3 TGTCGTTTTACTTCTCTCTCCAATAC AGTCATTGTTCTGTATAAAGGGCAT

pXO1-aat CAATTTATTAACGATCAGATTAAGTTCA TCTAGAATTAGTTGCTTCATAATGGC

pXO2-at TCATCCTCTTTTAAGTCTTGGGT GTGTGATGAACTCCGACGACA

bams01 GTTGAGCATGAGAGGTACCTTGTCCTTTTT AGTTCAAGCGCCAGAAGGTTATGAGTTATC

bams03 GCAGCAACAGAAAACTTCTCTCCAATAACA TCCTCCCTGAGAACTGCTATCACCTTTAAC

bams05 GCAGGAAGAACAAAAGAAACTAGAAGAGCA ATTATTAGCAGGGGCCTCTCCTGCATTACC

bams07 GAATATTCGTGCCACCTAACAAAACAGAAA TGTCAGATCTAGTTGGCCCTACTTTTCCTC

bams13 AATTGAGAAATTGCTGTACCAAACT CTAGTGCATTTGACCCTAATCTTGT

bams15 GTATTTCCCCCAGATACAGTAATCC GTGTACATGTTGATTCATGCTGTTT

bams21 TGTAGTGCCAGATTTGTCTTCTGTA CAAATTTTGAGATGGGAGTTTTACT

bams22 ATCAAAAATTCTTGGCAGACTGA ACCGTTAATTCACGTTTAGCAGA

bams23 CGGTCTGTCTCTATTATTCAGTGGT CCTGTTGCTCCTAGTGATTTCTTAC

bams24 CTTCTACTTCCGTACTTGAAATTGG CGTCACGTACCATTTAATGTTGTTA

bams25 CCGAATACGTAAGAAATAAATCCAC TGAAAGATCTTGAAAAACAAGCATT

bams28 CTCTGTTGTAACAAAATTTCCGTCT TATTAAACCAGGCGTTACTTACAGC

bams30 GCATAATCACCTACAACACCTGGTA CAGAAAATATTGGACCTACCTTCC

bams31 GCTGTATTTATCGAGCTTCAAAATCT GGAGTACTGTTTGTTGAATGTTGTTT

bams34 CAGCAAAATCAATCGAATCAAA TGTGCTAAATCATCTTGCTTGG

bams44 GCGAATTAATTGCTCCTCAAAT GCACTTGAATATTTGGCGGTAT

bams51 ATTTCCTGAAGCAGGTTGTGTT TGCATCTAACAATGCAGAACAA

bams53 GAGGTGTGTTAGGTGGGCTTAC CATATTTTCACCTTAATTTTGGAAG

vntr12 CGTACGAAGTAGAAGTCATTAA GCATATAATTGCACCTCATCTAG

vntr16 CTCTTGAAAATATAAAACGCA GAATAATAAGGGTTCTCATGGTAT

vntr17 TAGGTAAACAAATTTTCGTAATC GATCGTACAACAGCAATTATCAT

vntr19 GTGATGAAATCGGACAAGTTAGGAG GAAATATTTTATTAAACATGCTTTCCATCC

vntr23 TTTAGAAACGTTATCACGCTTA GTAATACGTATGGTTCATTCCC

vntr35 AAATAATATGTTCCTTTTGCTG GTCCTGAAATAAATGCTGAAT

Table 1. List of B. anthracis VNTR markers[18]
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  shVNTR을 포함하는 MLVA 결과를 세부적으로 확

인했을 때 NextSeq과 Sanger sequencing의 결과는 모두 

일치함을 확인했다(Table 2). MinION을 이용한 염기서

열분석 결과 pXO2-at, bams25, bams53 그리고 vntr12에 

대한 MLVA 결과가 부정확했는데, indel에 의한 무작

위적인 오류인 것으로 확인되었다. 네 개의 MLVA 유

전자좌 모두 1 bp 결손이 일어났으나 pXO2-at와 vntr12
의 tandem repeat 서열 길이가 2 bp로 짧아서 MLVA 
결과값이 0.5 감소하는 큰 차이로 나타났다. 이러한 차

이에도 MLVA 결과는 정수로 표현되기 때문에 실제 

분석에 사용한 결과는 괄호에 반올림하여 표현했다. 
MinION 결과의 indel 오류를 바로잡기 위해 NextSeq 
염기서열분석 결과로 연마를 수행했을 때 indel에 의

한 무작위적인 오류가 모두 수정되었음을 확인했다

(Table 2, Hybrid).
  NextSeq을 이용한 염기서열분석은 0.1 % 이하의 매

우 낮은 오류율을 보이지만 리드의 길이가 250 bp 이

내로 짧기 때문에 200 bp 이상의 tandem repeat에서 조

Table 2. Analysis results of MLVA including shVNTR 

for B. anthracis isolated form the DNA of 

the S-1-2 sample

Locus NextSeq MinION Hybrid Sanger

vrrA 4 4 4 4

vrrB1 20 20 20 20

vrrB2 14 14 14 14

CG3 2 2 2 2

pXO1-aat 10 10 10 10

pXO2-at 7 6.5(7) 7 7

bams05 5 5 5 5

bams25 12 11.9(12) 12 12

bams53 8 7.9(8) 8 8

vntr12 6 5.5(6) 6 6

vntr16 20 20 20 20

vntr17 4 4 4 4

vntr19 5 5 5 5

vntr23 4 4 4 4

vntr35 4 4 4 4

립 오류가 발생 할 확률이 높아진다. 미지시료 S-1-2에 

대하여 loVNTR을 포함하는 17개의 MLVA 유전자좌에 

대한 NextSeq 결과를 분석했을 때 2개의 유전자좌에

서 Sanger sequencing과 상이한 결과를 관찰했으며 이

는 조립 오류에 의한 차이임을 확인했다(Table 3). 반

면 MinION의 리드 길이는 10-40 kbp로 200 bp 이상의 

tandem repeat이 포함된 MLVA 유전자좌의 염기서열을 

비교적 성공적으로 분석했으나, MinION의 경우 11-15 %
의 단일 통과 오류율을 보이고 오류의 대부분이 뉴클

레오티드의 무작위적인 삽입과 결손으로 이루어져 있

어서 tandem repeat 길이가 부정확한 경우를 관찰했다.
  하이브리드 조립 결과 MinION에서 부정확했던 vrrC1, 
vrrC2, bams07 그리고 bams28의 MLVA 결과의 오류가 

수정되었음을 확인했다(Table 3). 하지만 연마과정에서 

bams03, bams15 그리고 bams31의 MLBA 결과값에 변

Table 3. Analysis results of MLVA including loVNTR 

for B. anthracis isolated form the DNA of 

the S-1-2 sample

Locus NextSeq MinION Hybrid Sanger

vrrC1 57 56 57 57

vrrC2 21 22.4(22) 21 21

bams01 13 13 13 13

bams03 27 30 29.4(29) 30

bams07 99 98.9(99) 99 99

bams13 30 30 30 30

bams15 45 45 45.3(45) 45

bams21 10 10 10 10

bams22 16 16 16 16

bams23 11 11 11 11

bams24 11 11 11 11

bams28 14 13.8(14) 14 14

bams30 69 74.9(75) 74.9(75) 74.9(75)

bams31 64 64 63 64.1(64)

bams34 9 9 9 9

bams44 8 8 8 8

bams51 9 9 9 9
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Table 4. MLVA analysis of B. anthracis isolated from 

the DNA of the 3 unknown sample. aMLVA 

results using gel electrophoresis

Locus S-1-2 S-2-1 S-3-2 Ref.

vrrA 4 4 4 4

vrrB1 20 20 20 20

vrrB2 14 14 14 14

vrrC1 57 57a 57 57

vrrC2 21 21 21 21

CG3 2 2 2 2

pXO1-aat 10 10 10 10

pXO2-at 7 7 7 7

bams01 13 13 13 13

bams03 30 30a 30 30

bams05 5 5a 5 5

bams07 99 99a 99 99

bams13 30 30a 30 30

bams15 45 45a 45 45

bams21 10 10 10 10

bams22 16 16 16 16

bams23 11 11a 11 11

bams24 11 11a 11 11

bams25 12 12 12 12

bams28 14 14 14 14

bams30 75 75a 75 75

bams31 64 64a 64 64

bams34 9 9 9 9

bams44 8 8 8 8

bams51 9 9a 9 9

bams53 8 8 8 8

vntr12 6 6 6 6

vntr16 20 20 20 20

vntr17 4 4 4 4

vntr19 5 5 5 5

vntr23 4 4 4 4

vntr35 4 4 4 4

동이 있었으며, 이 중 bams03 과 bams31의 경우 정수

로 치환했을 때 결과값이 Sanger sequencing 결과와 일

치하지 않는 것을 확인했다. 이러한 결과는 하이브리

드 조립이 in silico 기반의 MLVA에 있어서 현재까지 

최고의 정확도를 보이지만 여전히 실제 MLVA 결과

와 정확하게 일치하지 않는다는 최근의 논문과 일치

하는 결과였다[21]. 또한 본 결과를 바탕으로 연마과정

을 반복하여 수행했을 때 bams03의 MLVA 결과가 

short-read MLVA 수치인 27에 가까워지는 것을 확인

함으로써 여전히 반복서열에 대한 부정확성이 존재함

을 확인했다.
  미지시료 S-2-1과 S-3-1 또한 NGS(NextSeq, MinION 
그리고 Hybrid)와 Sanger sequencing을 이용하여 MLVA 
분석을 수행했다(Table 4). S-2-1의 경우 시료의 농도

가 낮아 전체 유전체 증폭(whole genome amplification)
을 수행했음에도 NextSeq 결과 참조서열 B. anthracis 
strain Ames Ancestor에 대한 coverage가 93.23 %로, 
99.99 %인 다른 시료들에 비해 유전체서열 획득에 어

려움이 있었으며 MinION 및 Sanger sequencing 결과 

또한 MLVA를 분석하기 어려운 수준이었다. 차선책으

로 vrrC1을 포함한 11개의 MLVA 유전자좌는 전체 유

전체 증폭(whole genome amplification)을 수행한 후 전

통적인 방법으로 PCR 및 전기영동을 통해 결과를 확

Fig. 1. Average nucleotide identity based phylogenetic 

tree of 10 B. Anthracis and 3 unknown samples
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인했으며 대조군으로 S-1-2와 S-3-2를 사용했다.
  미지시료의 출처를 특정하기 위해 MLVA 데이터베

이스에 존재하는 2,975개의 공개된 B. anthracis MLVA 
결과와 미지시료 3종에 포함된 핵산으로부터 분석한 

염기서열의 MLVA 결과를 비교했을 때 미지시료에 

포함된 핵산은 헤로인 투여 후 감염 집단인 injectional 
anthrax에서 분리된 B. anthracis 중 10개의 strain과 같

은 계열임을 확인했다(Table 4, Ref.)[19-20]. NCBI(National 
Center for Biotechnology Information) 데이터베이스에

서 10개의 B. anthracis 후보의 NGS 결과를 확보한 후 

Ames Ancestor를 참조서열로 하여 전장유전체분석 결과 

미지시료 3종은 A4564임을 특정할 수 있었다(Fig. 1).

4. 결 론

  본 연구에서는 서열분석방법에 따른 tandem repeat의 

조립 오류 및 indel에 의한 오류 가능성을 확인하고 

MLVA 결과를 바탕으로 한 유전자 감식을 수행했다. 
NextSeq을 이용한 short-reads 기반의 전장유전체서열

분석은 비용적인 효율성과 높은 정확도로 인해 현재

는 가장 널리 사용되고 있다. MinION을 활용한 long- 
reads 기반의 전장유전체서열분석은 short-reads 기반 

전장유전체서열분석 대비 높은 오류율을 보이기는 하

지만 리드의 길이가 길어서 tandem repeat과 같이 조

립과정에서 오류가 발생할 수 있는 경우에는 이를 활

용하여 정확도를 높일 수 있다. 또한 최근의 연구결과

에 따르면 long-read로부터 획득한 서열을 기반으로 

하여 short-read 서열로 오류를 바로잡는 하이브리드 

조립의 정확도가 가장 높음이 보고된 바 있다.
  본 연구 결과 NGS(NextSeq, MinION 그리고 Hybrid)
와 Sanger sequencing으로부터 얻은 shVNTR의 MLVA 
결과 MinION에서 indel에 의한 부정확성이 관찰되었

으나 반올림하여 정수로 치환했을 때 분석 방법에 

따른 정확도는 100 %였다(Fig. 2). loVNTR에 대하여 

NextSeq, MinION의 정확도는 앞선 이유와 마찬가지

의 이유로 88.2 %로 동일했다. 하이브리드 조립 시 

MinION에서 나타나는 indel 오류가 대부분 수정되었

으나 bams03과 bams31에서 부정확한 결과를 나타내

어 정확도는 88.2 %였다. 이는 법의학적 측면에서 in 
silico 분석 만으로 MLVA 결과를 근거로 한 미생물 출

처 식별에는 한계가 있음을 의미하며 Sanger sequencing
을 포함한 전통적인 방법이 병행되어야 할 것으로 보

   Fig. 2. Accuracy of MLVA results depending on 

sequencing platform

인다. 또한 미지시료 S-2-1과 같이 환경 스왑시료의 

경우 핵산의 농도 및 순도가 매우 제한적이기 때문에 

NGS를 활용한 전장유전체서열 분석 방법으로는 식별

의 한계가 명확했으며 MLVA를 활용한 1차 선별이 

유효하게 사용되었다.
  MLVA를 활용한 유전자 감식은 전장유전체서열의 

1 % 이하의 정보만으로 유전자 감식을 수행하므로 전

장유전체서열기반 분석 대비 낮은 해상도를 보일 수 

있다. 그럼에도 불구하고 전장유전체서열이 알려지지 

않았거나, 제한된 시료의 양이나 농도 문제로 NGS 품

질이 제한적인 경우, 과거의 MLVA 결과만 존재할 때 

등 법의학적 증거를 바탕으로 미생물 감식을 수행할 

시 본 연구를 바탕으로 한 MLVA 결과 분석이 적용 

가능할 것으로 판단되며, 본 연구결과로 부터 획득한 

기술을 활용하여 생물테러 등 군사적으로 사용된 미지

시료의 출처 특정에 활용이 가능할 것으로 기대한다.

후        기
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