
서    론

시가 독소(Stxs)는 단량체 효소 활성 A 서브유닛에 비공유 결

합으로 연결된 오량체 B 서브유닛으로 구성된 AB5 독소의 일

종이다. 이 독소는 세포 표면의 특정 수용체인 글리코스핑고지

질(GSLs) 글로보트리아오실세라마이드(Gb3)에 결합한다(Jo-

hannes와 Römer, 2010; Joseph 등, 2020). 시가 독소는 면

역학적으로 서로 다른 두 가지 유형인 Stx1과 Stx2로 존재하

며 동일한 구조와 기능을 공유한다. 10가지 아형(Stx1a, Stx1c, 

Stx1d, Stx2a∼Stx2g)이 있지만, 각각 50% 정도만 상동성을 

갖고 있어 이종항체에 의해 교차중화되지 않는 특성을 보인다

(Joseph 등, 2020). 특히 Stx2 중 Stx2e는 대부분 돼지 부종 질

환과 관련이 있는 반면, 다른 아형들은 사람의 질병과 관련되어

있는 것으로 보고되고 있다(Boerlin 등, 1999; Orth 등, 2007; 

Joseph 등, 2020).

돼지에서 설사와 부종병을 유발하는 원인균은 Stx2e를 생

산하는 대장균(Shiga toxine producing Escherichia coli; 

STEC)으로(Baldo 등, 2020), STEC에 감염된 돼지는 신체의 다

양한 부위, 특히 결장, 위, 소장, 눈꺼풀 및 뇌 등에서 부종을 나

타낼 수 있으며(Seo 등, 2022), 특히 뇌에서의 부종으로 인해 운

동 실조, 발작 및 마비 등의 증상을 나타낸다(Imberechts 등, 

1997; Seo 등, 2022). 또한, 돼지가 보균자 역할을 함으로써 

심각한 인수공통감염병을 유발할 위험성이 있기 때문에, 돼지

에 감염되는 STEC의 분리 및 특성 조사가 필요하다(Meng 등, 
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Edema disease (ED) in pigs is enterotoxemia caused by Shiga toxin type 2e (Stx2e)-producing Esche-
richia coli (STEC) and frequently occurs in young piglets. Therefore, ED causes enormous economic 
losses in pig farms. In this study, a modified Stx2e (mStx2e) antigen was expressed and purified us-
ing commercial E. coli expression system. Monoclonal antibody was serviced by Ynto Ab Inc., using 
Phage Display Technique. Anti-Stx2e antibodies in piglets were measured by indirect ELISA using 
mStx2e antigens. Naive Stx2e in piglets were detected by Sandwich ELISA using Stx2e-monoclonal 
antibodies and commercial Stx2e-polyclonal antibodies. Among 3,480 piglets, anti-Stx2e antibodies 
were observed in 2,573 piglets. The 49.4% among 830 piglet serum samples possessed 0.625 mg/mL 
or more of Stx2e proteins. The 18.3% of 830 sera had 0.313 mg/mL of Stx2e proteins. The 32.3% of 
830 samples held 0.156 mg/mL or less of Stx2e proteins. These results show that indirect ELISA using 
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ful to detect ED in piglets.
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2014; Tseng 등, 2014; Baldo 등, 2020).

STEC를 검출하기 위한 진단법은 여러 가지가 있다. 전통적

으로 선택배지를 통해 대장균을 분리한 후 특이 프라이머를 이

용한 PCR이나 qPCR을 통해 시가독소를 확인하는 방법이 있

다(Bettelheim 등, 2003; Kim 등, 2009). 또한, Stx1 및 Stx2

에 대한 단클론 및 다중클론 항체가 개발되어 Enzyme Linked 

Immunosorbent Assay (ELISA) 법 등을 통해 검출이 가능

하다고 알려져 있다(Nataro와 Kaper, 1998; Gehring 등, 

2017). 즉, 최근 개발된 STEC ELISA 키트는 Stx1 독소와 Stx2 

독소를 구별하고 특정 단일클론 항체를 사용하여 일부 아형을 

검출할 수는 있지만(Gehring 등, 2017), 상업적으로 생산된 

Stx 항체 기반 면역분석법은 Stx2c, Stx2e, Stx2f 및 Stx2g와 

같은 STEC의 다양한 혈청형에 의해 생성된 Stxs의 모든 하위 

유형을 검출할 수는 없는 것으로 알려져 있다(Feng 등, 2011; 

Seo 등, 2016; Gehring 등, 2017).

qPCR은 STEC 감염성 질환의 실험실 진단에 있어 자주 사용

되고 있는 진단법이기는 하지만, 높은 수준의 숙련과 정교한 장

비에 매우 의존적이며, 특히 많은 가검물을 진단함에 있어 시

간이 많이 소요되기 때문에 항체 검출과 같은 혈청학적 시험이 

PCR에 대한 대안으로 사용되고 있다(Kim 등, 2009; Ahmed 

등, 2015).

ELISA는 거대분자 단백질, 박테리아, 바이러스를 검출하는 

가장 편리하고 일반적인 방법이라고 알려져 있다(Wang 등, 

2021). 이 방법은 매우 민감하고 특이성이 높으며 안정적인 시

약과 저렴한 장비를 사용하여 높은 재현성과 정확한 결과를 제

공할 수 있어 대단위 검사가 필요한 동물 질병 진단 등에 주로 

사용되고 있다(Fan 등, 2020; Wang 등, 2021). 특히 최근에는 

STEC, 혹은 그에 특이적인 숙주 항체를 검출하기 위해 다양한 

진단 방법이 사용되고 있다고 보고되고 있다(Wang 등, 2021).

이에 돼지에서 STEC 감염 후 형성된 Stx2e에 대한 특이 항체 

검출을 위한 재조합 변형 Stx2e 단백질을 활용한 간접 ELISA 

및 자체 개발된 Stx2e 단클론 항체와 상업용 다중클론 항체를 

활용하여 STEC 감염 후 생산된 Stx2e 독소의 혈 중 존재 여부 

확인을 위한 Sandwich ELISA를 개발하고자 본 연구를 수행하

였다. 

재료 및 방법

실험에 사용된 균주, 플라스미드 및 균주 배양 조건

부종병 의심 자돈으로부터 분리된 야생형 Stx2e+ F18+ Esch-

erichia coli (STEC) 균주인 STEC150229 및 HJL573을 도전

감염 균주로 준비하였으며, E. coli BL21(DE3)를 pMAL-c5x-

6xHis-MBP-mStx2eA (Fig. 1A) 및 pET30a-mStx2eB (Fig. 

1B) 플라스미드로 형질전환시켜 재조합 HJP2 균주를 제조하

였다(Table 1). STEC150229, HJL573 및 HJP2 균주는 LB 액

체배지(Luria-Bertani broth; Becton, Dickinson, Sparks, 

MD, USA) 또는 LB 한천배지에서 37℃로 배양되었다. 

Fig. 1. Construction of recombinant protein of modified Stx2e 
toxin. (A) pMAL-c5x-6xHis-MBP-mStx2eA plasmid, (B) pET30a- 
mStx2eB plasmid.

Table 1. Bacteria and plasmids used in this study

Strain or plasmid Description Reference

Escherichia coli
   HJL573 Wild type Stx2e+ LT+ STa+ F18+ STEC isolate from piglet with edema disease Lab stock
   STEC150229 Wild type Stx2e+ F18+ STEC isolate from piglet with edema disease Lab stock
   HJP2 E. coli BL21(DE3)pLysS with pMAL-c5x-6xHis-MBP-mStx2eA and pET30a-mStx2eB Lab stock
Plasmid
   pMAL-c5x-6xHis-MBP-mStx2eA pMAL-c5x-6xHis-MBP containing the gene for mStx2eA This study
   pET30a-mStx2eB pET30a containing the gene for mStx2eB This study
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재조합 HJP2-Stx2eB 단백질의 발현 및 정제

제작된 재조합 HJP2 균주를 암피실린(Ampicillin; Sigma, 

St Louis, MO, USA) 및 카나마이신(Kanamycin; Sigma, 

St Louis, MO, USA)이 포함된 10 mL의 LB 액체배지에 접

종하여 37℃에서 150 rpm 속도로 하룻밤 동안 배양하였

다. 그 후, 배양액 10 mL를 암피실린 및 카나마이신이 포함

된 LB 액체배지 1 L에 접종하여 OD600값이 0.5가 될 때까지 

37℃ 온도에서 150 rpm 속도로 배양하였다. Isopropyl β-D-

1-thiogalactopyranoside (IPTG; Duchefa Biochemie, 

Haarlem, Netherlands)를 최종농도 0.5 mM이 되도록 첨가

한 후 18℃ 온도에서 150 rpm 속도로 16시간 동안 배양하여 

재조합 6xHis-MBP-mStx2eA-mStx2eB 단백질의 과발현을 

유도하였다. 배양된 세포들을 4℃, 5,000 rpm에서 15분간 원

심분리하여 농축한 다음 20 mL 용균 버퍼(10 mM Tris, 1 M 

NaCl, pH 8.0)로 재부유하고, French press (Operating pro-

cedure for high pressure homogenizer [EF-C3]; Avestin 

Inc. Canada) 방법으로 파쇄하였다. 4℃에서 12,000 rpm으로 

25분간 원심분리하여 용출액 중 수용성 단백질을 농축하였고, 

AKTA Go FPLC system (Cytiva, Marlborough, MA, USA)에 

연결되어있는 Ni-NTA 컬럼을 이용하여 1차 정제한 다음, TEV 

프로테이나제로 재조합 6xHis-MBP-mStx2eA-mStx2eB 단

백질의 TEV를 절단하고, MBP 컬럼으로 2차 정제하여 순수한 

재조합 변형 Stx2e 단백질을 얻었다.

순수정제된 재조합 단백질을 15% SDS-PAGE로 분석하였으

며, 정제된 표적 단백질은 buffer C (PBS buffer, GE health-

care, USA)를 이용하여 투석한 다음 centricon (cut-off 30 

kDa, Amicon, Merck Millipore, Darmstadt, Germany)을 

이용하여 농축하였다. 그 후, 농축된 재조합 변형 Stx2e 단백질

의 농도를 단백질 정량법(Bradford protein assay)으로 측정하

였으며, 정제된 단백질은 −80℃에 보관하며 실험에 사용하였다. 

이 정제된 항원은 혈청 내 anti-Stx2e 항체 검출을 위한 간접 

ELISA coating 항원으로 사용하였으며, 단클론 및 다중클론 항

체를 이용한 혈중 Stx2e 항원 검출용 Standard 항원으로 사용

하였다.

실험 가검물

국내 종돈장에서 채취한 돼지 분변으로부터 분리된 대장균

을 대상으로 Table 2에서 기술된 특이 프라이머를 사용하여 

Stx2e+ F18+ Escherichia coli 및 Stx2e+ F4+ E. coli가 검출

되지 않고 Stx2e에 음성인 모돈으로부터 출산한 자돈 25두를 

구입하여 생후 5일령에 각 그룹당 5두씩 구분하여 그룹 A는 멸

균 PBS를, 그룹 B, C, D는 위에서 정제된 재조합 변형 Stx2e 단

백질을 20 mg/mL, 40 mg/mL, 80 mg/mL씩 각 두당 1 mL씩, 

그룹 E는 시판 백신인 HIPRA VEPURED를 제시된 정량에 따

라 1차 접종하고, 3주령이 되었을 때 같은 용량으로 2차 접종하

였다. 2차 접종 전, 그리고 2차 접종 후 2주 후에 각각 채혈하고 

혈청을 분리하여 −80℃에 보관하며 실험에 사용하였다. 본 실험

에서 보고된 동물실험은 Korean Council on Animal Care의 

인가를 받은 전북대학교 동물윤리 위원회의 승인(NON2023-

070-001)을 받아 진행하였다. 이 재조합 변형 Stx2e 단백질 접

종 동물로부터 채취한 혈청은 돼지 부종병 감염 여부 확인을 위

한 표준 혈청으로 사용되었다.

전라북도 소재 203개 양돈장에서 정기적으로 채혈된 모돈 및 

육성ㆍ비육돈 3,480두로부터 채취한 혈청을 대상으로 재조합 

변형 Stx2e 단백질에 대한 항혈청 여부를 확인하기 위해 실험에 

사용하였다. 이들 혈청 또한 −80℃에 보관하며 실험에 사용하였

다.

Stx2e에 대한 단클론 및 다중클론 항체

Stx2e에 대한 단클론 항체는 국내 성남시 소재 YntoAb Inc.

에 의뢰하여 제작되었다. Stx2e에 대한 다중클론 항체는 시판되

고 있는 Shiga-like Toxin 2 antibody(Biorbyt Ltd., Orwell 

Furlong, Cowley Road, Cambridge, UK)를 구매하여 혈청 

Table 2. Primers for polymerase chain reaction in this study

Primer Sequence (5’-3’) Size (bp) Reference

F4 F TGA ATG ACC TGA CCA ATG GTG GAA CC 484 Seo et al, 2018
R GCG TTT ACT CTT TGA ATC TGT CCG AG

F18 F TGG CAC TGT AGG AGA TAC CAT TCA GC 334 Seo et al, 2018
R GGT TTG ACC ACC TTT CAG TTG AGC AG

Stx2e F CGG TAT CCT ATT CCC AGG AGT TTA CG 599 Seo et al, 2018
R GTC TTC CGG CGT CAT CGT ATA AAC AG
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내 Stx2e 존재 여부 확인을 위한 Sandwich ELISA용 coating 

항원 및 캡처 항체로 사용하였다.

재조합 변형 Stx2e 단백질 접종에 따른 유도 항체 역가를 통

한 Indirect ELISA의 최적 조건 결정

ELISA용 96 well plate에 재조합 변형 Stx2e 단백질을 다양

한 농도로 희석하여 100 uL씩 분주하여 4℃에서 하룻밤 반응시

켜 plate에 흡착시키고, 각 흡착 농도별로 다양한 농도의 skim 

milk로 blocking 시켰다. 준비된 면역 유도 혈청을 다양한 농도

로 희석하여 각 흡착 농도별 well에 분주하여 항원과 반응시켰

다. Horseradish peroxidase (HRP) conjugated goat anti-

pig IgG (Bethyl Lab Inc., Montgomery, TX, USA)로 1시

간 반응시킨 후 o-phenylendiamine dihydrochloride sub-

strate (OPD; Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA)로 

15분간 발색시키고, Stop solution (Sulfuric Acid, DUKSAN, 

Seoul, South Korea)으로 발색을 정지시킨 후 ELISA 분광도기

계(Multiskan Go, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)

에서 492 nm 파장으로 optical density (OD) 값을 측정하였

다.

Indirect ELISA를 통한 혈청 내 anti-Stx2e 항체 검출

위 실험을 통해 최종 확정된 간접 ELISA 조건으로 전라북도 

소재 양돈장에서 채혈하여 준비된 혈청을 대상으로 간접 ELISA

를 수행하였다. 또한, 각 ELISA plate에는 음성 대조군 및 양성 

대조군의 혈청을 추가하여 ELISA를 수행하였다.

절대 정량 분석을 통한 Sandwich ELISA의 최적 조건 결정

Sandwich ELISA에서는 재조합 변형 Stx2e 단백질이 표준 

항원으로 사용되었다. 본 연구에서 제작된 후보 단클론 항체를 

다양한 농도로 ELISA용 96 well plate에 흡착시킨 후 1% skim 

milk로 blocking 하였다. 재조합 변형 Stx2e 단백질을 2배수로 

희석하여 단클론 항체와 반응시킨 후 시판되고 있는 다중클론 

Shiga-like Toxin 2 antibody로 2차 반응시켰다. HRP-con-

jugated goat anti-rabbit IgG (SouthernBiotech, Oxmoor 

Blvd Birmingham, AL, USA)로 1시간 반응시킨 후 OPD로 15

분간 발색시킨 다음 Stop solution (3 M H2SO4)으로 발색을 정

지시킨 후 ELISA 분광도기계(Multiskan Go)에서 492 nm 파

장으로 OD값을 측정하였다.

Sandwich ELISA를 이용한 항원 농도 측정

위 실험을 통해 최종 확정된 Sandwich ELISA 조건으로 전

라북도 소재 양돈장에서 채혈하여 준비된 혈청을 대상으로 혈

중 Stx2e의 농도를 Sandwich ELISA로 측정하였다. 또한, 각 

ELISA plate에 재조합 변형 Stx2e 단백질을 2배수로 단계 희석

하여 항원 농도 측정 표준 곡선을 위한 자료로 사용하였다.

결    과

재조합 변형 Stx2e 단백질 정제 

정제된 재조합 변형 Stx2e 단백질을 SDS-PAGE로 확인하여 

본 결과는 Fig. 2에서 보는 바와 같았다. 즉 mStx2eA와 단량체 

mStx2eB가 명확하게 확인되었다.

Indirect ELISA 최적 조건

Anti-Stx2e 항체 검출을 위한 간접 ELISA의 coating 항원 

농도는 0.5 mg/mL이었으며, blocking을 위한 skim milk의 농

도는 1%였다. 그리고 최적의 혈청 희석 농도는 1:200으로 희

석하여 간접 ELISA를 수행하였을 때 최적의 항체 역가가 관찰

되어 전라북도 소재 양돈장에서 채취한 모돈 및 육성돈에서의 

anti-Stx2e 항체 역가 측정을 위한 간접 ELISA 최적 조건으로 

확립하였다. 또한, 재조합 변형 Stx2e 단백질을 접종한 자돈과 

비접종 자돈의 혈청을 간접 ELISA 결과를 수행하여 본 결과, 비

Fig. 2. Confirmation of purified recombinant proteins by 15% 
SDS-PAGE. M, Molecular marker; TEV, TEV proteinase; (−), 
Before TEV proteinase treatment; (+), After TEV proteinase 
treatment; inJ., Before MBP column purification; FT, After MBP 
column purification.
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접종군의 항체 역가는 대부분 0.4에서 0.5 수준이었으며 최고

의 OD값은 0.7 미만으로 관찰되었다(data not shown). 더불

어 비접종군의 분변 및 부검 후 소장에서 분리된 대장균을 대상

으로 Stx2e 독소 유전자를 PCR을 통해 검출하였을 때 모두 음

성이었으며, 생존 시 및 부검 시에 부종병 의심 증상이 관찰되지 

않았다. 재조합 변형 Stx2e 단백질을 2회 접종한 후 2주째 채혈

된 혈청에서는 모두 높은 항체 역가가 관찰되었다. 따라서 음성 

대조군 중 최고의 흡광도치를 보인 혈청과 접종군 중 최저의 항

체 역가(음성 대조군보다는 높은 수준으로 관찰됨)를 보인 혈청

을 표준 혈청으로 각 간접 ELISA를 수행할 때 함께 수행하여 음

성 대조군의 흡광도보다 양성 대조군의 흡광도가 높은 ELISA 

plate 중에서 가검물의 흡광도가 음성 대조군의 흡광도보다 높

고, 표준 양성 대조군의 흡광도와 같거나 그 이상의 흡광도를 보

일 경우에만 anti-Stx2e 항체 양성으로 판정하였다.

Indirect ELISA를 통한 anti-Stx2e 항체 역가 

전라북도 동물위생시험소 서부지소에서 제공받은 전라북도 

소재 양돈장에서 분리한 돼지 혈청을 효소면역분석법(ELISA, 

enzyme-linked immunosorbent assay)을 통해 mStx2eB에 

대한 IgG 항체 역가를 측정하였다. 제공받은 3,480개의 혈청 중 

모돈의 혈청은 627개, 육성돈의 혈청은 2,853개로 모돈과 육성

돈을 구분하여 분석하였다. 양성으로 확인된 모돈은 총 530개

체로 전체 모돈의 85%에 해당하는 비율이었고, 육성돈에서 양

성으로 확인된 개체는 총 2,043개체로 전체 육성돈의 72%에 해

당하는 비율이었다(Table 3). 또한, 돼지 농가에서 혈청을 분리

한 시기별로 구분하여 분석한 결과, 겨울철에 채혈한 1,034개의 

혈청 샘플 중 모돈 혈청 샘플은 34개였고, 그중 82%에 해당하

는 28개체가 양성으로 확인되었으며, 육성ㆍ비육돈의 경우 혈

청 1,000개 샘플 중 701개 샘플이 양성으로 확인되어 약 70%

에 해당하는 수치를 나타냈다(Data not shown). 봄철에 채혈

한 1,644개의 혈청 중 모돈 혈청 110개의 86%에 해당하는 95

개 샘플이 양성으로 확인되었으며, 육성돈의 혈청 1,150개 중 

71%인 818개의 혈청 샘플이 양성으로 확인되었다(Data not 

shown). 마지막으로 여름철에 채혈한 832개의 혈청 중 110개

의 모돈 혈청의 86%에 해당하는 95개의 혈청에서 양성이 확

인되었으며, 703개의 육성ㆍ비육돈 혈청에서 75%에 해당하는 

524개의 혈청에서 양성이 확인되었다(Data not shown).

Sandwich ELISA의 최적 조건 결정

재조합 변형 Stx2e 단백질의 2배수 단계 희석에 대한 표

준 곡선에서 R2값이 0.97 이상이며 재조합 변형 Stx2e 단백질

이 분주 되지 않은 값이 0.03 이하인 Stx2e 항원 검출을 위한 

Sandwich ELISA를 위한 조건은 coating 항원으로는 1T1D2

였으며, coating 항원 농도는 0.8 mg/mL이었다. Blocking을 

위한 skim milk의 농도는 1%였으며, 최적의 혈청 희석 농도

는 혈청 원액을 바로 사용하는 것이었고, Stx2e 항원 검출을 위

한 Shiga-like Toxin 2 antibody의 희석 농도는 1:750이었다. 

또한, 재조합 변형 Stx2e 단백질을 2배수로 단계 희석하여 얻

은 결과를 바탕으로 농도별 표준 곡선을 제작하고 야외 병독성 

STEC 균주를 접종한 자돈에서 육안적 및 부검을 통해 확실한 

돼지 부종병 임상 증상을 보인 Stx2e 농도를 계산하여 본 결과, 

0.6 mg/mL 이상의 농도를 보유하였다.

Sandwich ELISA를 이용한 Stx2e 독소 검출

제공받은 3,480개의 혈청 중 항체 IgG 역가가 양성으로 확

인된 혈청이 많았던 양돈장과 음성으로 확인된 혈청이 많았던 

양돈장을 각각 선별하고, 총 830개 혈청을 대상으로 항원 검출

을 위해 Sandwich ELISA를 수행하였다. 0.625 mg/mL 이상 

1.25 mg/mL 미만의 농도로 항원이 검출된 혈청이 204개로 전

체 830개 혈청 중 25%에 달하는 가장 높은 비율을 차지하였고, 

0.313 mg/mL 이상 0.625 mg/mL 미만의 농도로 항원이 검출

된 혈청은 152개로 두 번째로 높은 비율을 보였다. 한편 고창군

과 정읍시에서는 5 mg/mL 이상, 10 mg/mL 미만의 비교적 높

은 농도로 항원이 검출된 혈청 샘플이 각각 3개, 2개가 관찰되

었다(Table 4). 항원 검출 시험에 사용된 830개 혈청 중 49%에 

해당하는 410개 혈청에서 0.625 mg/mL 농도 이상으로 항원이 

Table 3. Seroprevalence of anti-Shiga-toxin antibody in pigs from 
different regions in Jeonbuk province

Region  
(no. of farms)

No. of  
pigs

Prevalence (no. of positive/tested)

Sow Growing pigs

Gochang-gun (31) 573 89 (85/95) 74 (354/478)
Gunsan-si (2) 32 0 88 (28/32)
Gimje-si (15) 242 0 64 (154/242)
Buan-gun (19) 320 93 (52/56) 61 (160/264)
Wanju-gun (2) 32 0 72 (23/32)
Iksan-si (9) 144 0 92 (133/144)
Imsil-gun (1) 16 0 75 (12/16)
Jeongup-si (124) 2,121 83 (393/476) 72 (1,179/1,645)
Total (203) 3,480 85 (530/627) 72 (2,043/2,853)
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검출되었다(Table 4). 항체검사 결과와 비교 분석해 본 결과, 830

개 혈청 중 항원은 가지고 있지 않고 항체 역가는 양성으로 나온 

혈청은 26%인 214개, 항체 역가는 음성이고 0.625 mg/mL 이

상 농도의 항원이 검출된 혈청은 11%에 해당하는 90개로 관찰

되었다. 또한, 항원 검출 시험에 사용한 혈청 중 320개의 혈청

은 항체 역가가 양성이면서 0.625 mg/mL 이상 농도의 항원이 

검출되었고 이는 전체 혈청의 39%의 비율을 차지하였다(Table 

5).

고    찰

STEC를 확인하는 데에는 여러 가지가 방법이 존재한다. 오래

전부터 사용되어 오는 방법으로는 선택배지를 통해 대장균을 분

리한 후 의심 군락을 특이 프라이머를 이용한 PCR이나 qPCR

을 통해 시가독소를 확인하는 방법이 있다(Bettelheim 등, 

2003; Kim 등 2009; Monaghan 등 2011; Barbau-Piednoir 

등 2018). 또한 Stx1 및 Stx2에 대한 단클론 및 다중클론 항체

가 개발되어 ELISA를 통한 검출 진단키트가 상용화되어 이를 

통해 감별 진단이 가능하다고 알려져 있다(Nataro와 Kaper, 

1998; Gehring 등, 2017). 즉, STEC ELISA 키트는 Stx1 및 

Stx2 독소를 감별할 수 있으며, 더욱이 특정 단일클론 항체를 사

용하여 일부 Stx1 및 Stx2 아형을 검출할 수 있다고 알려져 있

다(Gehring 등, 2017). 하지만 상업적으로 생산된 Stx 항체 기

반 ELISA 분석법은 모든 하위 유형을 감별 진단할 수는 없는 것

으로 보고되고 있다(Feng 등, 2011; Seo 등, 2016; Gehring 

등, 2017). 본 연구는 국내에서 돼지 부종병을 혈청학적으로 분

석하여 항체 역가 및 항원 농도를 통해 농장 내 돼지에서의 감염

률을 조사하는 최초의 연구일 것이다. 즉, 재조합 변형 Stx2e 단

백질을 발현 및 정제하여 전라북도에서 채취된 혈청에서 Stx2e 

단백질에 대한 항체 역가 분포를 조사하였으며, 더불어 제조된 

단클론 항체와 시판되고 있는 Stx2e 다중클론 항체를 기반으로 

Stx2e 단백질에 대한 Sandwich ELISA를 통해 Stx2e 농도 보

유 비율을 조사하였다.

STEC은 돼지에 감염될 경우 감염된 개체의 소장에서 독소를 

생산하고, 이 생산된 독소가 장관을 통과하여 혈관 내로 침투하

게 되면 돼지 부종병이 야기된다(Sato 등, 2013; Casanova 등, 

2018; Yoshimura 등, 2023). Shiga 독소 2 그룹의 구성원인 

Stx2e는 톡소이드 또는 독소 활성 부위 돌연변이를 통해 유전적

으로 변형된 재조합 변형 Stx2e 톡소이드로 백신으로 사용될 수 

있다고 보고되고 있다(MacLeod와 Gyles, 1990; Gordon 등, 

Table 4. Detection of Stx2e toxin in pigs from different regions in Jeonbuk province

Region  
(no. of farms)

Number of samples according to antigen concentration (mg/mL)

10 5 2.5 1.25 0.625 0.313 0.156 0.078 0.039 0.020 0

Gochang-gun (6) 0 3 18 19 23 11 6 1 3 2 26
Gunsan-si (2) 0 0 1 10 10 5 1 1 0 0 4
Gimje-si (6) 0 0 7 25 33 14 7 2 0 1 7
Buan-gun (3) 0 0 0 6 16 10 2 3 0 1 13
Iksan-si (4) 0 0 1 18 21 17 2 0 0 0 4
Jeongup-si (32) 0 2 27 69 101 95 45 33 11 3 90
Total (%) 0 (0) 5 (1) 54 (7) 147 (18) 204 (25) 152 (18) 63 (8) 40 (5) 14 (2) 7 (1) 144 (17)

Table 5. Comparative analysis of antibody and/or antigen positive pigs from different regions in Jeonbuk province

Region  
(no. of farms)

No. of  
tested  
pigs

No. of antibody- and /or toxin-positive pigs (%)

Antibody and toxin Antibody Toxin*

Gochang-gun (6) 112 70 (63) 15 (13) 11 (10)
Gunsan-si (2) 32 12 (38) 3 (9) 13 (41)
Gimje-si (6) 96 45 (47) 24 (25) 18 (19)
Buan-gun (3) 51 18 (35) 18 (35) 2 (4)
Iksan-si (4) 63 12 (19) 14 (22) 13 (21)
Jeongup-si (32) 476 163 (34) 140 (29) 33 (7)
Total 830 320 (39) 214 (26) 90 (11)

*Sample containing 0.625 mg/mL or higher concentration of the Stx2e toxin without antibody was determined to be toxin-positive sample.
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1992; Bosworth 등, 1996; Johansen 등, 1997; Yoshimura 

등, 2023). 이들 재조합 변형 Stx2e 톡소이드 백신은 돼지에

서 부종병에 대한 방어 효과는 우수하지만, 현장에서 요구하

는 백신량에 비해 생산량이 여전히 낮은 것으로 알려져 있다

(MacLeod 등, 1990; MacLeod와 Gyles, 1991; Acheson 등, 

1993; Mesonero-Escuredo 등, 2021; Yoshimur 등, 2023). 

하지만 이들 유전자 변형 기반 변형 Stx2e 톡소이드 백신은 여

전히 약하게 존재하는 독소 활성으로 인한 부작용의 위험이 존

재하는 것으로 알려져 있다(Yoshimur 등, 2023). 그럼에도 불

구하고 한국동물약품협회 자료에 따르면 2022년도에 돼지 부종

병 백신은 국내에서 약 1,863,000두 분량이 판매되었다고 보고

되었다.

본 연구에서는 이전에 발표된 방법을 약간 변형하여 재조합 

변형 단백질(mStx2eA 및 Stx2eB)을 발현 및 정제했으며(Seo 

등, 2022), 이 정제된 항원을 기본으로 하여 간접 ELISA를 사용

하여 돼지 부종병에 대한 항체 역가를 측정하여 감염률을 조사

하고자 하였다. 우선 간접 ELISA를 수행함에 있어 표준 음성 및 

양성 기준을 설정하기 위해 양돈장의 과거 병력 및 현재의 병력 

정보와 모돈 및 양돈장 환경 그리고 자돈 등으로부터 분변 등을 

채취하여 pool 또는 개별 colony를 대상으로 균 분리 및 PCR 

또는 qPCR 등으로 Stx2e+ E. coli, F18+ E. coli, F4+ E. coli 등

을 확인하여 음성으로 판별된 양돈장에서 출생한 자돈을 구입하

여 대조군, 그리고 재조합 변형 Stx2e 단백질을 다양한 농도로 

접종하여 획득한 혈청을 대상으로 간접 ELISA를 수행하였으며, 

2차 접종 후 5일째에 모든 자돈을 희생시켜 육안적 및 조직학

적으로 부종병 증상 여부를 확인하여 최종 표준 혈청으로 사용

하였다. 음성 자돈에 재조합 변형 Stx2e 단백질을 접종한 자돈

과 비접종 자돈의 혈청을 대상으로 간접 ELISA를 수행하여 본 

결과, 비접종군의 항체 역가는 대부분 낮은 수준이었지만 한 개

체에서 흡광도가 0.6과 0.7 사이의 값을 나타내었다. 또한, 선행 

연구 결과 돼지 부종병을 효과적으로 방어했던 자돈 중에서 최

저 흡광도 수치를 보인 자돈의 혈청을 표준 혈청으로 사용하였

다. 이 수치는 전북지역에서 채취한 돼지 혈청을 대상으로 부종

병에 대한 항체 역가 측정을 위한 간접 ELISA 수행 시 표준 혈청

으로 사용되었으며 음성 대조군 흡광도와 양성 흡광도가 차이가 

있는 경우에만 유효한 결과로 판단하였고, 음성대조군 흡광도보

다 높고 양성 대조군 흡광도 수치와 같거나 높은 수치를 기준으

로 하였다. 전북 소재 8개 지역 203개 양돈장에서 채취한 3,480 

돼지 혈청을 대상으로 간접 ELISA를 수행하여 변형 Stx2e 단백

질에 대한 IgG 항체 역가를 측정하였다. 측정 결과 627두의 모

돈 중 85%가 본 연구에서 정한 양성 기준에 해당하는 항체 역가

로 관찰되었으며, 2,853두의 육성돈 중 72%가 정해진 양성 기

준 이상의 항체 역가로 관찰되었다. 또한, 돼지 농가에서 채혈한 

시기를 계절별로 구분하여 분석하여 본 결과, 채혈 시기에 따른 

항체 역가에는 유의미한 차이가 관찰되지 않았다. 이상의 결과

를 요약해 보면, 전북지역은 시판되고 있는 돼지 부종병 백신을 

접종한 양돈 농가 수가 많거나 이미 자돈 및 육성·비육돈 시기에 

돼지 부종병에 감염되었지만 임상 증상 발현을 보이지 않고 회

복되어 항체 역가를 보유하는 것으로 생각되었다. 추후 이들 농

가에서의 보다 정확한 데이터 분석을 위해서는 돼지 부종병 예

방 백신의 접종 여부와 더불어 돼지 부종병 감염 여부에 대한 정

보를 획득하여 추가적인 데이터 분석이 필요하다고 생각된다.

최근 고도로 특이적인 단클론 항체(mAbs)를 생성하기 위

해 파아지 디스플레이 기술이 널리 사용되고 있다. 이는 실험동

물을 사용하지 않으면서 짧은 시간에 단클론 항체를 생산한다

는 아주 큰 장점을 가지고 있다(Bazan 등, 2012; Sulong 등, 

2021). 항원 결합 부위를 기반으로 항체 단편, 즉 항원 결합 단

편(Fab) 및 싱글체인 가변 영역 단편(scFv)과 같은 형식의 파

이지 디스플레이 라이브러리가 구축된다(Papadopoulos 등, 

2015; Sulong 등, 2021). 파아지 디스플레이 된 항체는 발현 시

스템 대장균에서 발현된 재조합 단백질에 비해 오랫동안 일관성

을 유지하는 것으로 알려져 있다(Aghebati-Maleki 등, 2016; 

Farzaneh 등, 2022). 또한, 이렇게 생산된 단클론 항체는 작은 

크기를 가지고 있어 세균 발현 시스템에서 항체 생산을 위해 쉽

게 대규모로 생산할 수 있다(Yosimura 등, 2023). 국내 소재 단

클론 제조 회사인 인투앱에 의뢰하여 파아지 디스플레이 기술

을 활용하여 제조된 Stx2e에 대한 단클론 항체를 대상으로 돼

지 혈청에서 Stx2e 항원 검출용으로 적합한 단클론 항체를 결정

하기 위한 실험을 수행하여 재조합 변형 Stx2e 단백질에 대한 2

배수 단계 희석 배율에 대한 표준 곡선에서 R2값이 0.97 이상이

며 멸균 PBS에 대한 흡광도 값이 0.03 이하인 Stx2e 항원 검출

용 단클론 항체는 1T1D2였다. 우선 Sandwich ELISA를 수행

함에 있어 부종병 유발 Stx2e 농도를 측정하기 위해 재조합 변

형 Stx2e 단백질을 2배수 단계 희석하여 얻은 결과를 농도별 표

준 곡선을 제작하고 야외 병독성 STEC 균주를 접종한 자돈에서 

육안적 및 부검을 통해 확실한 돼지 부종병 임상 증상을 보인 혈

청에서의 흡광도 값을 Stx2e 농도로 계산하였고, 이 이상의 농

도를 보인 돼지는 Stx2e 항원을 가지고 있는 것으로 판정하였

다. 전북 동물위생시험소 서부지소로부터 제공받은 8개 지역의 

203 농가에서 채취한 3,480개의 혈청 중 재조합 변형 Stx2e 단

백질에 대한 항체 중 양성률이 높았던 양돈장과 음성률이 높았

던 6개 지역의 53개 양돈장에서 채혈한 830개의 혈청에 대한 
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Sandwich ELISA를 수행하여 Stx2e 항원 농도를 확인하였다. 

선행연구 결과 혈청 내에 Stx2e 단백질 농도가 0.6 mg/mL 이상

일 때 뚜렷한 돼지 부종병 임상 증상이 발현되었고, 혈중 Stx2e 

농도가 0.3 mg/mL 정도일 경우에는 돼지 부종병 증상이 약하게 

발현되었다. 이 결과를 바탕으로 측정된 데이터를 분석하여 보

면 뚜렷한 임상 증상이 발현된 0.625 mg/mL 이상의 Stx2e 단

백질 항원을 보유한 혈청은 830개 혈청 중 49.4%였으며 미약한 

임상 증상이 관찰된 0.313 mg/mL을 보유한 돼지는 18.3%였다. 

이는 Berger 등(2023)이 독일의 양돈장에서 35.1%가 STEC 양

성을 보였으며 53.5%의 가검물에서 Stx2e 유전자에 대해 양성

이 관찰되었다고 보고한 결과와 유사하다. 비록 독일에서의 연

구 결과는 양돈장을 대상으로 한 결과이고, 본 연구 결과는 전라

북도 지역의 개체별 양성 비율이지만 두 연구 모두 높은 비율의 

양성률이 관찰되었다는 점에서 지속적인 모니터링의 필요성이 

요구된다고 생각된다. 더불어 항체 보유 결과와 비교해 보면, 임

상 증상을 보일 정도의 항원은 없으면서 항체 역가는 양성으로 

나온 돼지는 26%였다. 반면, 항체 역가는 음성이면서 임상 증상

을 보일 정도의 농도 이상의 항원이 관찰된 돼지는 11%에 달했

다. 또한, 39%는 이 두 ELISA에서 양성에 해당하는 수치로 관찰

되었다. 이상의 결과는 전라북도 내 양돈장에 높은 비율로 부종

병이 감염되어 있으며, 이의 검출을 위해 간접 ELISA 및 Sand-

wich ELISA가 유용할 것으로 생각된다.

결    론

돼지 부종병을 진단하기 위해서는 전통적으로 균분리 후 PCR

이나 qPCR 방법으로 Stx2e 유전자를 검출하는 방법이 주로 사

용되고 있다. 하지만 균분리 및 동정을 위해서는 시일이 많이 소

요된다는 단점이 있다. 이에 국내에서 돼지 부종병을 혈청학적

으로 분석하여 항체 역가 및 항원 농도를 통해 농장 내 돼지에서

의 감염률을 조사하고자 하였다. 이를 위해 돼지 부종병 음성 자

돈에 재조합 변형 Stx2e 단백질을 접종하여 얻은 혈청을 표준 

혈청으로 하여 전라북도 소재 양돈장에서 채취한 3,480 혈청을 

대상으로 혈청에서의 항 Stx2e 항체를 검출하여 본 결과, 양성 

기준에 해당하는 수치 이상을 보인 돼지혈청은 약 74%였다. 그

리고 STEC 감염 후 생산된 Stx2e의 혈중 농도를 측정하기 위해 

Stx2e에 대한 단클론 및 다중클론 항체를 활용하여 Sandwich 

ELISA로 측정하여 본 결과, 측정된 가검물 중 약 50%에서 뚜렷

한 돼지 부종병 증상을 유발했던 항원농도 이상을 보유하고 있

었다. 이상의 결과를 요약해보면, 전라북도 내 양돈장이 높은 비

율로 Stx2e에 노출되었으며, 이로 인해 높은 항체 역가를 보유

하고 있음이 확인되었다. 또한 노출된 항원에 비해 높은 항체 역

가는 국내에서 최근 그 수요가 증가한 돼지 부종병 예방 백신의 

접종에 의한 결과일 수도 있다고 생각되어 지속적인 모니터링

이 필요하며, 이의 확인 방법으로는 재조합 변형 Stx2e 단백질

을 활용한 간접 ELISA와 Stx2e에 대한 단클론 항체 및 다중클

론 항체를 활용한 Sandwich ELISA 방법이 유용하게 활용될 수 

있음을 확인하였다.
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