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서   론

장구균(Enterococcus spp.)은 사람, 포유동물 및 조류의 장
내 정상균총으로 G+C 함량이 낮은 그람 양성의 통성 혐기성 
구균이며 일반적으로 사람의 분변에는 약 105–107 CFU (col-
ony forming unit)/g의 농도로 존재한다(Byappanahalli et al., 
2012). 장구균은 분변내 다른 세균에 비해 화학적 및 물리적 
요인, 즉 상당히 넓은 온도 범위(10–45°C), pH (4.5–10.0) 및 
6.5% 염화나트륨의 환경에서도 생존이 가능하며 외계 환경에
서의 분포가 대장균군보다 낮기 때문에 사람이나 가축의 분변 
오염에 대한 지표세균으로서 유용성을 나타낸다고 보고되어 있
다(Audicana et al., 1995; Figueras et al., 1998; Vancanneyt et 
al., 2004; Byappanahalli et al., 2012). 장구균은 사람과 포유
동물의 장내상재균이기 때문에 식품, 토양, 물 및 식물 등에 널

리 분포하고 있으며(Terzić-Vidojević et al., 2015), 일부 균주는 
박테로이신을 포함한 항균 화합물을 생산하는 것으로 보고되
고 있어 식품, 수의학 및 의료분야에서 응용되고 있다(Hanchi 
et al., 2018). 장구균은 16S rDNA 서열에 기초하여 현재까지 
55종이 보고되어 있으며, 다양한 시료에서 분리되는 우점종은 
Enterococcus faecium 및 E. faecalis로 전체의 80% 이상을 차
지한다고 알려져 있다(Torres et al., 2018). 장구균은 비교적 독
성이 약하기 때문에 정상인에게는 질병을 일으키지 않으나 노
인이나 면역 저하 환자에게 요로감염, 창상감염, 균혈증 등의 기
회감염증을 유발할 수 있으며 E. faecalis가 가장 병원성이 강한 
종인 반면 E. faecium은 항생제 내성 획득 및 전이에 관여하기 
때문에 이들 균주는 임상적으로 중요하게 취급되고 있다(Nils-
son, 2012; Torres et al., 2018). 장구균에 관한 국내 연구는 식
품, 임상 및 다양한 환경에서의 장구균의 분리, 항균제 내성 및 
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특성 등에 관한 다수의 연구결과가 보고되어 있으나, 수산물에
서의 장구균에 관한 연구는 한정적이며(Ham, 2007; Oh et al., 
2008; Sung et al., 2013; Kim et al., 2014), 육상과 인접한 해역
에서 생산되는 바지락(Venerupis philippinarum)에서 장구균의 
오염상태를 파악한 연구는 전무한 실정이다.
본 연구에서는 서해안의 천수만, 추도 및 원산도 해역에서 양
식되는 바지락에서 장구균의 오염상태를 파악함과 동시에 분리
한 장구균에 대한 종 동정을 실시하여 바지락에 오염되어 있는 
장구균의 우점종을 파악함으로써 패류의 위생 및 안전성 관리
를 위한 장구균 연구의 기초 자료로 활용하고자 한다. 

재료 및 방법

시료 채취

 충남 태안군, 서산시, 홍성군 및 보령시에 면하고 있는 천수
만, 보령 추도 및 원산도 해역에서 생산되는 바지락에 대한 장
구균의 오염도를 파악하기 위하여 2022년 11월부터 2023년 2
월까지 매월 1회 바지락을 채취하였으며 채취 지점은 Fig. 1 및 

Table 1에 나타내었다. 채취한 바지락은 얼음이 채워진 아이스
박스에 넣어 10°C 이하로 유지하면서 실험실로 운반하여 분석
에 사용하였다. 

시험 균주 

장구균의 동정을 위하여 5종의 표준 균주(E. faecalis KCTC 
3206, E. faecium KCTC 13225, E. hirae KCTC 3616, E. cas-
seliflavus KCTC 3638, E. durans KCTC 13289)는 한국생명
공학연구원(Korean Collection for Type Cultures, KCTC)에서 
분양 받아 사용하였다. 

장구균의 정량 

바지락의 표면에 묻어 있는 이물질은 수돗물로 제거한 후 멸
균된 타올로 물기를 제거하고 멸균된 칼로 박신하여 패육과 
패액은 멸균된 비커에 모았으며, 시료 25 g을 멸균된 Waring 
blender cup (Waring® Laboratory Science, Torrington, CT, 
USA)에 넣고 여기에 멸균인산완충희석액(phosphate buff-
ered saline, pH 7.4)을 225 mL를 가하여 90초간 균질화 후 10
진법으로 희석하여 10 mL buffered peptone water (BPW, pH 
8.5)에 5개 시험관법으로 10, 1, 0.1 및 0.01 mL를 접종한 후 
37±1.0°C에서 20–24시간 정치 배양하였다. 배양액 1 mL를 ep-
pendorf tube (Axygen Scientific, Inc., Union city, CA, USA)
에 취한 후 12,000 rpm에서 2분간 원심분리하여 균체를 회수하
고 여기에 멸균 증류수 100 μL를 넣고 현탁 후 100°C에서 10분 
가열하여 상층액은 polymerase chain reaction (PCR) assay를 
위한 template DNA로 사용하였다. 실험에 사용한 DNA 증폭
용 primers의 염기서열 및 증폭 DNA의 크기 등은 Table 2에 나
타내었으며, primers는 Bioneer (Daejon, Korea)에서 합성하였
다. PCR 반응은 EmeraldAmp PCR Master Mix (Takara, Otsu, 
Japan) 12.5 μL, primer 각각 1.0 μL, 2.5 μL의 DNA template에 

Table 2. Primers used in this study

Target gene Oligonucleotide sequence Amplicon size (bp) Reference

Enterococcus spp. 5'-TCAACCGGGGAGGGT-3'
5'-ATTACTAGCGATTCCGG-3' 733 Deasy et al. (2000)

E. faecium 5'-TTGAGGCAGACCAGATTGACG-3'
5'-TATGACAGCGACTCCGATTCC-3' 658 Dutka-Malen et al. (1995)

E. faecalis 5'-TCAAGTACAGTTAGTCTTTATTAG-3'
5'-ACGATTCAAAGCTAACTGAATCAGT-3' 941 Dutka-Malen et al. (1995)

E. hirae 5'-CTTTCTGATATGGATGCTGTC-3'
5'-TAAATTCTTCCTTAAATGTTG-3' 187 Jackson et al. (2004)

E. gallinarum 5'-GGTATCAAGGAAACCTC-3'
5'-CTTCCGCCATCATAGCT-3' 822 Kariyama et al. (2000)

E. casseliflavus 5'-CGGGGAAGATGGCAGTAT-3'
5'-CGCAGGGACGGTGATTTT-3' 488 Kariyama et al. (2000)

E. durans 5'-CCTACTGATATTAAGACAGCG-3'
5'-TAATCCTAAGATAGGTGTTTG-3' 295 Jackson et al. (2004)

Table 1. Coordinates of sampling stations in Cheonsu bay area, 
Chu island area and Wonsan island area, the west coast of Korea, 
from November 2022 to February 2023

Station
Coordinate

Latitude Longitude
Cheonsu bay-1 36°60'08.69" 126°41'96.11"
Cheonsu bay-2 36°57'12.82" 126°45'34.87"
Chu island-1 36°47'41.23" 126°47'33.73"
Chu island-2 36°40'45.57" 126°43'37.03"
Wonsan island-1 36°38'59.10" 126°43'33.69"
Wonsan island-2 36°38'59.10" 126°50'55.17"
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DW를 최종 25 μL가 되게 첨가하여 SimpliAmp Thermal Cy-
cler (ThermoFisher Scientific, Singapore)를 사용하여 증폭하
였다. Enterococcus spp.의 확인을 위한 PCR 반응 조건은 95°C
에서 5분간 1회 열 변성 후 94°C 1분, 60°C 1분, 72°C 1분을 한 
단위로 하여 이를 25회 반복하여 DNA를 증폭하였다. 증폭된 
DNA 산물은 1.5% agarose (Biosesang, Seongnam, Korea) gel
에서 전기영동 후 ethidium bromide (Bioneer, Daejeon, Korea)
로 염색하여 Vilber Lourmat (Bio-Paint ST4, Marne-la-Vallée, 
France)사 Gel-Doc system으로 확인하였다. 균수의 정량은 각 
단계별 PCR assay의 양성수를 최확수[MPN (most probable 
number)/100 g)]에 적용하여 계산하였다.

장구균의 분리 

10 mL buffered peptone water (BPW, pH 8.5)에 접종 후 
37±1.0°C에서 20–24시간 정치 배양한 배양액 1 mL를 10 mL 
Enterococcosel broth (MB cell, Seoul, Korea)에 접종하여 
37±1.0°C에서 20–24시간 배양하였다. 배양액은 Enterococ-
cus Mixed medium (peptone 10 g, yeast-extract 10 g, sodium 
azide 0.5 g, lactose 5 g, potassium dihydrogen phosphate 2.7 
g, sodium citrate 10 g, sodium carbonate 2 g, agar 16 g/L) 
(Chang et al., 2016)에 백금이로 접종 후 37±1.0°C에서 24시간 
배양하였다. Enterococcus Mixed medium에서 장구균으로 추
정되는 집락은 tryptic soy broth (Merck, Darmstadt, Germany)
에 접종하고 37±1.0°C에서 16–18시간 배양하여 PCR assay
로 장구균 유무를 확인하였으며 확인된 균주는 최종 농도 15%
가 되도록 멸균된 글리세린을 첨가하여 cryovial storage box 
(Simport, Canada)에 넣어 -80°C에 보관하면서 실험에 사용하
였다. 

PCR assay에 의한 균의 동정

E. faecalis 및 E. faecium의 동정을 위한 PCR 조건은 94°C에
서 2분간 1회 열 변성 후 94°C 1분, 54°C 1분, 72°C 1분을 한 단
위로 하여 이를 30회 반복하여 DNA를 증폭하였으며, E. cas-
seliflavus는 94°C에서 5분간 1회 열 변성 후 94°C 1분, 54°C 1
분, 72°C 1분을 한 단위로 하여 이를 30회 반복하여 DNA를 
증폭하였다. 또한 E. gallinarum, E. durans, E. hirae의 동정
을 위한 PCR 조건은 95°C에서 4분간 1회 열 변성 후 95°C 30
초, 55°C 1분, 72°C 1분을 한 단위로 하여 이를 30회 반복하여 
DNA를 증폭하였다. 

결과 및 고찰

바지락에서 장구균의 분포 

바지락에서 장구균의 오염도를 측정하기 위하여 바지락 시료
를 채취한 천수만 해역, 보령 추도 해역 및 원산도 해역의 각 지
점은 Fig. 1 및 Table 1에 나타내었다. 천수만 해역은 서해 연안

의 중부지역에 위치한 수심 25 m 이내의 천해성 내만으로 충남 
태안군의 안면읍, 서산시의 부석면 및 홍성군의 서부면에 면한 
지선으로 수면적은 약 60 km2 (6,000 ha)이며, 주요 양식 품종
은 바지락, 새조개, 피조개, 새꼬막, 굴, 해삼, 어류 및 해조류 등
이다. 천수만 해역의 1번 지점은 서산시 부석면 간월도리 마을
과 간월호 방조제 및 간월도리 하수처리장에서 방출되는 오염
물질이 천수만 해역으로 유입되는 곳으로 최종방출수에서 지선
으로 0.6 km 떨어진 곳에 위치하고 있으며, 2번 지점은 홍성군 
서부면의 속동 마을과 차동천 및 상황천에서 방출되는 오염물
질이 천수만 해역으로 유입되는 곳으로 최종방출수에서 지선으
로 0.9 km 떨어진 곳에 위치하고 있다.

Fig. 1. Sampling location of short neck clams Venerupis philip-
pinarum from the Cheonsu bay area, Chu island area and Wonsan 
island area, Chungcheongnam-do, Korea, from November 2022 to 
February 2023.
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보령 추도 해역은 충남 태안군의 고남면과 안면읍 및 보령시
의 천북면과 오천면으로 둘러싸여 있으며 천수만 입구에서 죽
도에 이르는 연안에 해당되는데 면적은 약 55 km2 (5,500 ha)이
며, 주요 양식 품종은 바지락, 가무락, 굴, 전복 및 다시마 등이
다. 보령 추도 해역의 1번 지점은 보령시 천북면의 사호3리 마
을에서 방출되는 생활하수 등이 해역으로 유입되는 곳으로 최
종방출수에서 지선으로 0.8 km 떨어진 곳에 위치하고 있으며, 
2번 지점은 태안군 고남면의 고남6리 및 보령시 오천면의 추도 
마을에서 방출되는 생활하수 등이 해역으로 유입되는 곳으로 
최종방출수에서 지선으로 0.8 km 떨어진 곳에 위치하고 있다. 
원산도 해역은 보령시 오천면과 태안군 고남면에 면한 해역으
로 수면적은 71 km2  (7,100 ha)이며, 주요 양식 품종은 바지락, 
전복, 해삼, 굴, 어류, 김 및 미역 등이다. 원산도 해역의 1번 지점
은 보령시 오천면의 원산도1리와 효자도1리 마을에서 방출되
는 생활하수 등이 원산도 해역으로 유입되는 곳으로 최종방출
수에서 지선으로 0.2 km 떨어진 곳에 위치하고 있으며, 2번 지
점은 보령시 주교면의 송학리에서 방출되는 생활하수 등이 원
산도 해역으로 유입되는 곳으로 최종방출수에서 지선으로 1.0 
km 떨어진 곳에 위치하고 있다. 
천수만, 보령 추도 및 원산도 해역에서 생산되고 있는 바지락
에 분변지표세균인 장구균의 오염도를 검토하기 위하여 2022
년 11월부터 2023년 2월까지 각 해역의 2개 지점에서 매월 1
회 총 24개 바지락 시료를 채취하였다. 시료는 패육과 패액을 
균질화하여 5개 시험관법으로 10 mL buffered peptone water 
(BPW, pH 8.5)에서 증균 후 PCR assay로 장구균의 표적 유
전자의 증폭 여부를 전기 영동으로 확인하여 양성수는 최확수
(MPN/100 g)에 적용하여 계산하였다. Table 3에 제시한 바와 
같이 천수만 해역의 바지락에서는 11월과 12월에는 장구균이 
검출되지 않았으나, 시료채취일을 포함하여 8일간 강우가 전혀 
발생하지 않았음에도 불구하고 2023년 1월 시료에서는 2개 지
점에서 공히 23,000 MPN/100 g의 농도의 장구균이 확인되었
으며, 2월 시료에서는 <18 MPN/100 g 및 130 MPN/100 g으로 

확인되었다. 이 결과는 1월에 분변이 포함된 육상오염원이 해
역으로 유입되어 바지락이 오염되었을 가능성을 시사하는 결
과로 해석된다. 추도 해역은 330–790 MPN/100 g 및 490–790 
MPN/100 g의 농도로 검출되었으며 장구균의 농도 변화는 매
우 적은 편이며 일정한 수준으로 검출되었다는 점에서 일정 수
준의 분변이 꾸준하게 해역으로 유입되고 있다고 판단된다. 원
산도 해역의 바지락에서 장구균은 330–3,300 MPN/100 g 및 
3,300–33,000 MPN/100 g 수준으로 검출되었는데 원산도 2번 
지점의 바지락은 다른 지점에 비해 장구균의 오염도가 상대적
으로 높게 검출되었다는 점에서 이 지점으로 유입되고 있는 육
상유입수에는 분변이 포함된 정화처리되지 않은 육상오염수가 
유입되고 있다고 판단되며 패류의 위생 및 안전성을 위하여 하
수처리장의 설치 및 운영이 필요하다고 판단된다.   

바지락에서 장구균의 분리 및 동정

10 mL buffered peptone water (BPW, pH 8.5)에서 1차 증균 
및 Enterococcosel broth에서 2차 증균하여 장구균의 선택 배지
의 일종인 Enterococcus Mixed Medium (Chang et al., 2016)
에서 배양 후 크기 및 모양이 다른 집락 3–5균주를 각각의 평
판에서 순수 분리하여 PCR assay로 장구균 유무를 확인하였
다. Table 4에 나타낸 바와 같이 4개월에 걸쳐 천수만 해역에서 
50균주, 추도 해역에서 79균주 및 원산도 해역에서 153균주 총 
282균주를 분리하였다. 그러나 추도 해역에서 분리한 10균주 
및 원산도 해역에서 분리한 3균주는 장구균의 표적 유전자 증
폭이 PCR assay에서 확인되지 않아 이들 13균주를 제외한 269
균주를 대상으로 종의 동정은 PCR assay로 확인하였다. 269
균주 중 107균주는 E. faecium (39.8%), 62균주는 E. faecalis 
(23.0%), 59균주는 E. hirae (21.9%), 28균주는 E. gallinarum 
(10.4%), 4균주는 E. casseliflavus (1.5%), 4균주는 E. durans 
(1.5%) 및 나머지 5균주(1.9%)는 준비한 프라이머에는 증폭
되지 않아 미동정균주로 분류하였다. 해역에 따른 동정 결과를 
살펴보면, 천수만 해역의 총 50균주 중 39균주는 E. faecium 
(78.0%), 5균주는 E. faecalis (10.0%), 4균주는 E. hirae (8.0%) 

Table 4. Number of Enterococcus spp. strains isolated from short 
neck clams Venerupis philippinarum in Cheonsu bay area, Chu is-
land area and Wonsan island area, the west coast of Korea, from 
November 2022 to February 2023

Sea area
Number of Enterococcus spp.

Total
Nov. Dec. Jan. Feb.

Cheonsu bay-1 0 0 26 4 30
Cheonsu bay-2 0 0 20 0 20
Chu island-1 10 8 9 8 35
Chu island-2 10 11 10 13 44
Wonsan island-1 22 25 13 12 72
Wonsan island-2 22 22 22 12 81

Table 3. Distribution of Enterococcus spp. strains by PCR assay 
from short neck clams Venerupis philippinarum in Cheonsu bay 
area, Chu island area and Wonsan island area, the west coast of 
Korea, from November 2022 to February 2023

Sea area
Enterococcus spp. (MPN /100 g) No. of 

samplesNov. Dec. Jan. Feb.
Cheonsu bay-1 < 18 < 18 23,000 < 18 4
Cheonsu bay-2 < 18 < 18 23,000 130 4
Chu island-1 330 490 490 790 4
Chu island-2 490 790 490 490 4
Wonsan island-1 3,300 330 330 790 4
Wonsan island-2 3,300 4,900 33,000 4,900 4
PCR, Polymerase chain reaction; MPN, Most probable number.
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및 2균주는 E. gallinarum (4.0%)로 동정되어 이 해역에서 분
리된 장구균의 우점종은 E. faecium로 확인되었다. 추도 해역
에서 분리한 69균주중 17균주는 E. faecium (24.6%), 27균주
는 E. faecalis (39.1%), 18균주는 E. hirae (26.1%), 5균주는 E. 
gallinarum (7.2%) 및 2균주(2.9%)는 미동정 균주로 동정되어 
이 해역에서 분리한 장구균의 우점종은 E. faecalis이었다. 원산
도 해역에서 분리한 150균주중 51균주는 E. faecium (34.0%), 
37균주는 E. hirae (24.7%), 30균주는 E. faecalis (20.0%), 21균
주는 E. gallinarum (14.0%), 4균주는 E. casseliflavus (2.7%), 
4균주는 E. durans (2.7%) 및 나머지 3균주(2.0%)는 미동정 균
주이며 이 해역에서 우점종의 장구균은 E. faecium이었다(Ta-
ble 5). 결과적으로 해역의 따라 장구균의 우점종은 차이가 있
었으며 천수만 및 원산도 해역의 바지락에서는 E. faecium 및 
추도 해역에서는 E. faecalis가 우점종으로 확인되었는데 이 결
과는 육상에서 해역으로 유입되고 있는 육상오염원에 포함되
어 있는 오염원의 유래 및 오염원의 농도 차이가 가장 큰 원인일 
것으로 판단된다. 국내에서 생산된 바지락에서 Enterococcus 
spp.의 오염도에 관한 연구보고는 없기 때문에 다른 수산물 및 
해역으로 유입되는 육상배출수에서의 Enterococcus spp.의 오
염도에 관한 연구결과와 비교해 보면, 시판 수산 건포류 164
건에서 87균주를 분리하였는데 28균주의 장구균 중 24균주는 
E. faecalis 및 4균주는 E. faecium이 분리되었다는 연구결과
(Ham, 2007), Oh et al. (2008)은 넙치, 조피볼락, 참돔, 농어
와 사육용수 등에서 E. faecalis (44.1%), E. faecium (32.4%), 
E. gallinarum (11.8%), E. durans (5.9%), E. avium (8.8%)을 
분리하였다는 결과 및 인천광역시 옹진군 자월면 및 충남 태안
군 이원면 해역의 패류(굴 및 바지락) 30점에서 총 528균주를 
분리하였으며 이중 10균주가 Enterococcus spp.이였다는 연구
결과가 있다(Park et al., 2022). 또한 가로림만과 태안군 이원
면 해역 인근 육상오염원 배출수에서 분리한 총 143균주의 장
구균에서 129균주가 E. faecium 및 14균주가 E. faecalis이었
다는 결과(Jeong et al., 2022) 및 Seong et al. (2013)은 낙동
강 인근 방류수에서 분리한 117균주의 장구균 중 104균주는 E. 
faecalis 및 13균주는 E. faecium이었다는 결과와 같이 수산물 

또는 해역으로 유입되는 육상배출수에서 분리한 장구균의 우
점종은 E. faecium 및 E. faecalis라는 결과는 본 연구결과와 거
의 일치하였다. 
최근 장구균은 기회감염증의 병원균으로 중요성이 점차 부각
되고 있으며 다양한 항균제에 대한 다재내성균의 검출 빈도도 
증가하고 있다는 점에서 육상과 인접한 해역에서 생산되고 있
는 굴 및 바지락 등 패류의 안전성을 확보하기 위해서는 장구
균에 대한 지속적인 모니터링 및 관리가 필요하다고 판단된다.
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