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DetectionofEscherichiacoliO157:H7

usingReal-TimePCR(PolymeraseChainReaction)Assay

TaeYoungKim

DepartmentofFoodScienceandTechnology,

TheGraduateSchool,PukyongNationalUniversity

Abstract

EscherichiacoliO157:H7,afoodbornepathogen,hasbeenreportedto

causemanyoutbreaksintheworldwide.Mostoutbreakshavebeen

relatedwithfoodconsumptionandtheconsumptionofraw andunder

cooked ground beefhas been specially involved.Apartfrom the

traditionalculturemethods,whichistimeconsuming andlaborious

process,relying on biochemicalcharacteristics,molecular methods

havebeendevelopedforrapiddetectionofE.coliO157:H7infood.

Molecular methods such as PCR are of interest for obtaining

informationonvirulencefactors.However,conventionalPCRmethods

haveseveraldisadvantagesuch aspoorprecision,low sensitivity,

non-automatedandpost-PCR processingfordataanalysis.Also,the

PCR methods base on the amplification ofa targetgene has a

problem toapplyforthedetectionofpathogenicbacteriasincethe

PCR reactionamplifyallgeneticmaterialsfrom bothdeadandlive
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cells.During food processing such asheattreatment,thegenetic

materials,specially DNA ofbacteriawillberemain in food even

thoughthecellswillbedestroyed.

Recently,areal-timePCR assayhasbeenappliedtodetectfood

pathogenicbacteriainvariousfood.Theassayhasbeenconcerned

abouttimeandlaborsavingtodetectthepathogenicbacteriainfood

comparedtothetraditionalcultivationmethodsusingmorphological

andbiochemicalassayandconventionalPCRmethods.

Theobjectofthisstudyistodevelopareal-timePCRmethodto

differentiatebetween viablecellsand dead cellsand toapply the

method fordetecting E.coliO157:H7 in food samples.Forthe

purpose,itwasdevelopedanew methodtodetectfoodpathogenic

bacteriabasedonthecombinationofthereal-timePCRandenriched

cultivationsupplementedwithantibiotics.

Theprimersand probesdesignedfordetecting E.coliO157:H7

usingreal-timePCR methodswerespecificonlytoE.coliO157:H7

not non-pathogenic E.coli and other bacteria.The Ct (Cycle

threshold)valuesinreal-timePCR weretobeadoesdependenton

E.coliO157:H7inocula.ItwasalsoobservedthedifferenceofCt

valuesbetweenmEC enrichmentculturesofE.coliO157:H7inthe

presence orabsence ofgentamicin and tetracycline since E.coli

O157:H7cellswerenotgrowninthepresenceofbothantibiotics.

Theseresultssuggestedthatitwaspossibletodifferentiateviableor

dead cells ofE.coliO157:H7 using the real-time PCR methods
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combinedwithenrichmentculturesupplementedwithantibiotics.In

conclusion,itwasdevelopednew methodtodetectonlyviableE.coli

O157:H7using thereal-timePCR methodsandthesamestrategy

wouldapplytodetectotherpathogenicbacteria.
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서 론

EscherichiacoliO157:H7(EHEC)균을 통한 장관출혈성 식중독은 오염

된 물이나 식품(특히,쇠고기)을 섭취하여 감염된다.장내출혈과 복통,설

사를 일으키는 E.coliO157:H7은 1982년 미국에서 햄버거의 섭취를 통

하여 감염된 사례가 최초로 보고되었다(Belginetal.,2008).Michigan과

Oregon지역에서 발생하였으며 전국 단위의 fastfood체인점에서 공급

한 덜 익힌 햄버거의 분쇄육이 원인이었다(Doyle,1991;Kwaketal.,

2000).미국에서는 매년 20,000건의 대장균 O157:H7감염자가 발생하여

이중 250명이 사망하여 1.3%의 치사율을 나타내는 것으로 추정된다

(Nauschuetz,1998).미국에서 처음 발병한 후,영국,캐나다,스코틀랜드,

일본 등지로 퍼져나갔다.유럽과 미국,남아프리카,일본 등 세계각지의

나라들에서 E.coliO157:H7은 국민의 건강을 위협하는 가장 주의가 요

구되는 식중독세균으로 알려져 있다(Hodgesetal.,2005).1996년 5월부

터 12월까지 일본에서 11,000여명의 환자가 발생한 사례가 E.coli

O157:H7균의 가장 큰 발병으로 보고되었으며 이중 12명이 사망하였다

(Michinoetal.,1999;Funamorietal.,1999).그 해,스코틀랜드에서는

501명의 환자가 발생하여 21명의 노인이 사망하였다.세계 각국의 E.

coliO157:H7균에 오염된 음식과 물에 의한 상세한 피해 내용은 Table

1에 나타내었다(Tomasetal.,2005).일본에서의 장관 출혈성 대장균에

의한 질병 발생과 관련하여 식습관이 유사하고 인적,물적 교류가 많은

우리나라에서도 E.coliO157:H7에 대한 주의가 촉구되어 왔고,식품위

생분야에서도 국내 유통식품에 대한 오염실태 조사가 필요해짐에 따라

식품의약품안전청에서는 1996년부터 식육 및 햄버거 등 유통식품에 대하
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Table 1. Representative foodborne and waterborne outbreaks of

EscherichiacoliO157:H7andotherEHECinfections

Year Mo Location
No.ofcases

(deaths)
Setting Vehicle

1982 2 Oregon 26 Community Groundbeef

1982 5 Michigan 21 Community Groundbeef

1985 Canada 73(17) Nursing home Sandwiches

1987 6 Utah 51
Custodial

institution

Groundbeef;

persontoperson

1988 10 Minnesota 54 School Precookedgroundbeef

1989 12 Missouri 243 Community Water

1990 7 NorthDakota 65 Community Roastbeef

1991 11 Massachusetts 23 Community Applecider

1991 7 Oregon 21 Community Swimmingwater

1992 12 Oregon 9 Community Raw milk

1993 1
California,Idaho,

Nevada,Washington
732(4) Restaurant Groundbeef

1993 3 Oregon 47 Restaurant Mayonnaise?

1993 7 Washington 16 Churchpicnic Peasalad

1993 8 Oregon 27 Restaurant Cantaloupe

1994 11 Washington,California 19 Home Salami

1995 10 Kansas 21 Wedding Punch,fruitsalad

1995 11 Oregon 11 Home Venisonjerky

1995 7 Montana 74 Community Leaflettuce

1995 9 Maine 37 Camp Lettuce

1996 5,6 Connecticut,Illinois 47 Community Mesclunlettuce

1996 7 Osaka,Japan 7,966(3) Community Whiteradish,sprouts

1996 10
California,Washington,

Colorado
71(1) Community Applejuice

1996 11 CentralScotland 501(21) Community Cookedmeat

1997 5 Illinois 3 School Icecream bars

1997 7 Michigan 60 Community Alfalfasprouts

1997 11 Wisconsin 13
Church

banquet
Meatballs,coleslaw

1998 6 Wisconsin 63 Community Cheesecurds

1998 6 Wyoming 114 Community Water

1998 7 NorthCarolina 142 Restaurant Coleslaw

1998 7 California 28 Prison Milk

1998 8 New York 11 Delicatessen Macaronisalad

1998 9 California 20 Church Cake

1999 8 New York 900(2) Fair Wellwater

(Tomasetal.,2005)
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여 검사하기 시작하였다(Kwak et al.,2000).국내에서는 E.coli

O157:H7에 의한 환자의 집단발생 사례는 없으나,1994년 이후로 꾸준히

환자로부터 E.coliO157:H7이 검출되어 국내에서도 환자가 발생할 수

있다는 사실을 보여 주었다(Kim,1998)EHEC의 발생 원인식품은 덜 익

힌 육류에 의한 것이 대부분이나,오염된 쥬스와 유제품,채소,물 등도

거론되고 있다.인체 감염 용량은 확실히 밝혀지지는 않았으나 Shigella

spp.와 유사한 10～100균수 정도로 추정되며,감염되면 보통 복통과 설

사를 동반하는데,심한 경우에는 용혈성-요독성 증후군(溶血性-尿毒性症

候群)의 증상을 나타내 환자가 사망에 이르기도 한다(Kenetal.,2006).

E.coliO157:H7균에 의한 질병은 오염된 식품을 경구로 섭취하면서 발

생하고 질병유발 원인물질은 장관계에 심한 손상을 일으키는

verotoxin(VT,Shiga-liketoxin)에 의한 것으로 추정하고 있는데,이 특

성을 장관 출혈성 대장균의 확인법에 이용하고 있다(Doyle,1991;Kwak

etal.,2000).

일반적인 PCR (polymerasechain reaction,중합효소 연쇄반응)법은

증폭된 DNA 조각을 확인하기 위하여 별도의 post-PCR과정을 거치는

데,보통 겔-전기영동을 사용한다.겔-전기영동 법은 정확성과 효율성이

떨어지고,시간이 많이 소요되며 실험 과정 중,DNA의 오염이 일어 날

수 있다는 단점이 있다.Real-timePCR법은 매우 간편한 DNA 증폭이

가능하며,증폭 사이클이 진행됨에 따라 특이적인 DNA 증폭산물이 축

적되는 것을 실시간으로 모니터링 할 수 있다.모든 real-timePCR장비

들은 반응장치를 통해 형광물질의 증폭과정의 변화를 확인 할 수 있게

설계되었다.형광물질량의 변화는 DNA 증폭산물의 축적을 의미한다.

실험과정 중 튜브를 열지 않아도 되어 증폭과정 중,목표 DNA이외의
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물질이 혼입되어 오염되는 것을 막을 수 있는 것은 또 하나의 real-time

PCR법의 장점 중 하나이다.일반적인 PCR의 가장 큰 문제점은 반응이

끝난 시점에서 PCR 결과물을 분석하기 때문에 샘플 내의 목표 시퀀스

의 최종 수율을 장담할 수 없다는데 있다.Real-timePCR법은 이러한

한계를 극복했다(Saundersetal.,2009).Real-timePCR기법은 다양한

식품에서 유래한 식중독 세균의 분석에 사용된다.이 방법은 식중독 세

균의 검사에 있어서 기존의 형태학적,생화학적 방법에 비해 많은 시간

절약을 가능하게 한다.그러나,기존의 PCR기법과 real-timePCR법은

식품위해 세균 분석에 있어서 생균과 사균,즉 모든 유전적 물질들을 증

폭시키는 문제점이 있다.열처리와 같은 식품 가공 및 조리 과정 중에

박테리아 세포들은 파괴 되더라도 DNA와 같은 유전적 물질들은 남게

된다.그 결과,생균이 존재하지 않더라도 유전자 증폭법을 기반으로 하

는 방법들의 경우에는 균이 존재하는 것으로 분석되기 때문에 식품 중의

세균 검출법으로서는 부적절하다.이에 본 연구에서는 기존 방법들이 가

지고 있는 단점을 극복하여 시간과 경비를 절감할 수 있는 real-time

PCR을 이용한 식중독 세균 분석법의 개발을 시도하였다.
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재료 및 방법

1.실험에 사용된 균주와 배지

본 연구에 사용된 E.coliO157:H7균주는 ATCC43894(TheAmerican

TypeCultureCollection)를 사용하였고,E.coliO157:H7검출을 위한

specificprimers와 probes가 효율적으로 설계되었는지 확인하기 위하여

사용된 균주는 비병원성인 대장균(E.coliKCTC 1116)과 대표적인 장내

세균들을 포함하는 12종의 세균들(CitrobacterfreundiiKCTC 22056,

EnterobactercloacaeKCTC1685,KlebsiellapneumoniaeKCTC2001,

SalmonellaEnteritidisKCCM 12021,SalmonellaTyphimurium KCTC

1925,Serratia liquefaciens KCCM 12094,Pediococcus acidolactici

KCTC 13734,Pediococcus pentosaceus KCTC 3507,Pseudomonas

aeruginosaKCTC22063,RhodococcusaquiKCTC1298,Enterococcus

faecalisKCTC 2011,Staphylococcusaureus KCTC 1621)을 KCTC

(TheKorean Collection forTypeCultures)와 KCCM (TheKorean

CultureCenterofMicrobiology)에서 구입하여 사용하였다.증균 배양에

는 Luria-Bertanibroth(LB broth,Oxoid,England;Table2)와 mEC

brothwithnovobiocin(Oxoid,England;Table3)등을 사용하였고,생균

수 측정에는 nutrientagar(Difco,USA)를 사용하였다.

2.DNA 추출 Kit

GenomicDNA추출 kit는 AccuPrep
®
genomicDNAextractionkit
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Table2.FormulationofLuria-Bertanibroth

TypicalFormulation
Concentration

(g/L)

Tryptone 10.0

YeastExtreact 5.0

Sodium chloride 10.0
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TypicalFormulation
Concentration

(g/L)

Tryptone 20.0

Lactose 5.0

Di-potassium hydrogenphosphate 4.0

Potassium hydrogenphosphate 1.5

Sodium chloride 5.0

BilesaltsNo.3 1.12

SupplementNovobiocin 0.02

Table3.FormulationofmECbroth(Reducedbilesalts)
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(Bioneer,Daejeon,Korea)를 사용하였으며,추출방법은 제조사의 지시서

의 방법에서 약간의 수정을 하여 사용하였다.추출 시,1.5ml의 증균 배

양액(mECbroth혹은 LBbroth를 사용하여 증균한 것)을 취하여 8,000

rpm에서 1분간 원심분리 과정을 거친 후 얻은 균체로 부터 DNA를 추

출하였다.

3.EC(O157:H7)quantitativePCRKit

Real-timePCR에 사용된 primers와 probes가 포함된 E.coliO157:H7

특이 PCR kit는 AccuPower
®
EC quantitative PCR Kit(Bioneer,

Daejeon,Korea)를 사용하였다.Kit는 primers와 probes가 포함된 EC

quantitativePCRpremix와 E.coliO157:H7standardDNA (2X10
2
,2

X 10
3
,2X 10

4
,2X 10

5
,2X 10

6
copies/μl),internalpositivecontrol

DNA,PCRgradewater로 구성되어있다.Non-templatecontrol은 PCR

gradewater49μl,internalpositivecontrolDNA 1μl를 premix에 투

입,교반하여 사용하였고 E.coliO157:H7standardDNA와 sample은 각

각 5μl의 시료와 positivecontrolDNA 1μl,PCRgradewater44μl를

premix에 투입,교반하여 사용하였다(Table4).

4.Real-timePCR장치

실험에 사용된 real-timePCR장치는 real-timequantitativethermal

blockExicycler
TM
96(Bioneer,Daejeon,Korea)를 사용하였다.
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Table4.Reactionmixtureforreal-timePCRdetection

Compositionofreal-timePCRreactionmixture Reactionvolume/1reaction

Sample

Non-templatecontrol(NTC) 5μl(PCRgradewater)

EC(O157:H7)standardDNA (2X 10
2
~2X 10

6
)

orclinicalsample
5μl

InternalpositivecontrolDNA 1μl

PCRgradewater 44μl

Total 50μl
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5.E.coliO157:H7증균 배양법

 

LB broth를 사용한 E.coliO157:H7균주의 증균 배양은 LB broth20

ml를 37℃에서 24시간 배양하였고 그 배양액을 100μl취하여 LB broth

20ml에 37℃,6시간 이차 배양하였다.mECbroth를 사용한 증균 배양은

mECbroth에 0.02g/L의 농도가 되도록 novobiocin를 투입하여 사용하였

고,35℃에서 24시간동안 증균을 실시하였다.각각의 실험마다 필요시,증

균 후 정확한 균체량을 측정하기 위해서 NA를 사용하여 생균수를 측정하

였으며,생균수 검사법은 식품공전의 방법(식품공전,제10.일반시험법,8.

미생물 시험법 p.23-24, 2008)을 사용하였다. 필요에 따라 항생제

tetracycline(20μg/ml)과 gentamicin(15μg/ml)을 증균 배지에 투입하여

사용하였다.

6.DNA 추출 방법

DNA 추출방법은 먼저,배양액 1.5ml를 취하여 멸균시킨 eppendorf

tube(E-tube)에 넣고,200μl의 TLbuffer(Tissuelysisbuffer)를 투입

하였다.ProteinaseK를 20μl투입하고 교반한 후 60℃에서 조직이 완

전히 용해될 때까지 10～15분간 반응시켰다.튜브를 스핀다운 시켜 뚜껑

과 기벽의 방울들을 제거하고,200μl의 bindingbuffer를 투입하고 즉시

교반 후,60℃에서 10분간 반응시켰다.다음,100μl의 isopropanol을 투

입하고 피펫으로 잘 현탁한 다음 2ml튜브에 bindingcolumn을 결합하

여 조심스럽게 현탁액을 이동시켰다.다음,튜브의 뚜껑을 닫고 8,000

rpm에서 1분간 원심분리하고 튜브를 열고 바인딩 칼럼 튜브를 새로운 2
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ml튜브에 filtration을 위해 결합했다.500μl의 washingbuffer를 튜브

의 가장자리에 묻지 않게 투입하고 튜브의 뚜껑을 닫아,8,000rpm에서

1분간 원심분리하고,튜브를 열고 2ml튜브에 내려온 솔루션을 버렸다.

다음,12,000rpm에서 1분간 원심 분리하여 에탄올을 제거시키고 바인딩

칼럼튜브를 새로운 1.5ml튜브에 용출시키기 위해 옮긴 후 200μl의 EL

buffer(Elutionbuffer)를 바인딩 칼럼 튜브에 넣고 실온에서 적어도 1분

간 방치시켰다.8,000 rpm에서 1분간 원심분리한 후 용출된 용액을

DNA시료로 사용하였다.

 

7.Agarosegel전기 영동법

10Xloadingbuffer1μl와 추출된 DNA 시료 3μl를 현탁 시킨 후,전

기영동 장치 내부의 agarosegel에 피펫으로 조심스럽게 넣고 30～40분

정도 loading시킨다.loading된 agarosegel을 ethidium bromide에 5분

간 반응시키고 다시 증류수에 5분간 반응 시킨다.염색이 끝난 후 UV를

켜고 사진을 찍어 DNA band를 확인하였다.

8. Real-timePCR조건

PCR primers와 hybridizationprobes,internalpositivecontrol등이 들

어있는 PCR premix에 non-templatecontrol,standard DNA,clinical

sample을 투입하고 real-timePCR을 실행하였다.먼저 95℃에서 5분간

DNA 전-변성과정(pre-denaturation)을 실시하고 95℃에서 20초간 변성

과정(denaturation)을 커진 다음 30초간 55℃에서 DNA 풀림 과정
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(annealing)과 신장 과정(extension)을 실시하였다.형광물질 FAM과

quencher가 결합되어 있는 FAM-BHQ를 E.coliO157:H7로 하고,형광

물질 TAMRA와 quencher가 결합되어 있는 TAMRA-BHQ를 internal

positivecontrol로 설정하고 1번의 cycle마다 형광물질 scan과정을 거쳤

다.Scan이 끝나면 다시 전-변성 과정으로 돌아가 총 45cycle의 PCR

반응을 진행하였다(Table5).
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Table5.PCRcyclestepforreal-timePCRdetection

Step Temperature Runningtime

Line2:pre-denaturation 95℃ 5minutes

Line3:denaturation 95℃ 20seconds

Line4:Annealing

& extension
55℃ 30seconds

Scan FAM-BHQ:target/TAMRA-BHQ:internalpositivecontrol

Goto Line2,45cycles
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결과 및 고찰

1.E.coliO157:H7특이적 primers와 probes제작

Real-timePCR을 이용하여 위해 식중독 세균들을 검출하기 위한 특

이적인 primer및 probe와 이를 이용한 분석법들이 보고되어 있다

(Justinetal.,2007;Malornyetal.,2004;Bhagwat,2003)(Table10및

11).E.coliO157:H7균의 경우에도 많은 연구자들이 이 균에만 존재하

는 특이적인 염기서열을 이용하여 이 균의 검출을 위한 특이적인 primer

를 및 형광 probe제작하고 이를 이용한 정성 및 정량 법에 대해 보고하

고 있다(Uyttendaeleetal.,1999;Monikaetal.,2005;Bellinetal.,

2000;Evansetal.,2001;Cebulaetal.,1994;Jothikumaretal.,2002;

Karchetal.,1989)(Table6,7,8및 9).Real-timePCR을 이용한 E.

coliO157:H7균의 검출에 많이 사용되고 있는 targetgene은 stx1,stx2

로 이들 유전자는 E.coliO157:H7에만 특이적으로 존재한다(Bellinet

al.,2000;Table8).본 연구에 사용한 primer및 fluorescentprobe는

Bioneer(주)에서 제작한 것을 이용하여 실험을 진행하였다(sequence

datanotshown).실험에 사용한 IPC(internalpositivecontrol)는 각각

의 샘플이 정확한 절차에 따라 실험과정이 진행되었는지 모니터링 하기

위해서 첨가한 내부표준 물질로 targettemplates와 경쟁적 혹은 비경

쟁적으로 이용 가능하다.경쟁적 IPC는 같은 primer결합 부위가 이용되

지만 내부순서가 그것의 targetsequence와 구별될 수 있도록 변경된 모

방하는 디자인을 이용한다.비경쟁적 IPC는 직접적으로 targetamplicon

과 경쟁하지 않는 완전히 분리된 목표를 이용하고,primer와 probe의 다
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양한 세트를 표적 증폭과 공유되지 않게 한다.따라서 이러한 IPC는 실

험자의 실수나 실험과정상의 오류를 파악할 수 있게 해주어 실험의 신뢰

도를 높여주는 장치라 할 수 있다(Dasetal.,2006).
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Table6.Sequenceandpositionintheeae-geneforPCRoligonucleotidesinEscherichiacoliO157:H7

Oligonucleotide Sequence(5'-3') PositionineaeA gene

PD866ZP(reverseprimer) TTA TCATATACGACGGTGCTT 2718–738

PD864(forwardprimer) CGACTGTCGATGCATGAGG 2619–637

PD865ZP(reverseprimer) CAGCATAATAGGCTTGCTTAT 2745–769

PD863(forwardprimer) AAGCAA GCGGTGGTGATGGTACAT 2565–588

AE9(forwardprimer) ACGTTGCAGCATGGGTAA CTC 2541to2521

AE10(reverseprimer) GATCGGCAA CAGTTTCACCTG 274–94

AE19(forwardprimer) CAGGTCGTCGTGTCTGCTAAA 1959–979

AE20(reverseprimer) TCA GCGTGGTTGGATCAACCT 3027–047

(Beebakheeetal.,1992;Uyttendaeleetal.,2
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Table7.PCRprimersfortheidentificationofhemolysingenesinEscherichiacoliO157:H7

Geneanddescription
Product

size(bp)

Primer

name
Primersequence

hlyA,from the5regionofhlyA from J96 561 hlyA1 5-GTCTGCAAA GCA ATCCGCTGCAAA TAAA

hlyA2 5-CTGTGTCCA CGA GTTGGTTGATTA G-3

sheA,from the5regionofsheAfrom pCFP60 920 she1 5-GAGGCGAATGATTATGACTG-3

she2 5-ACTTCAGGTACCTCAAAGAG-3

ehly,from thechromosomeofO26E.coli
strain(phagecoding) 808 ehly1 5-TCGCAATCA CATCACAACC-3

ehly2 5-CCA GCAGTTCGTCATCATCTGAA-3

ehx,from theplasmidpO157carriedby
EDL933 1,518 ehx1 5-CAGTGACGCACA TACAG-3

ehx2 5-TCGGGATATATAATCATCC-3

(Monikaetal.,2
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Table8.NucleotidesequencesofprimersandprobesforthedetectionofEscherichiacoliO157:H7

Primerorprobe Name Sequence(5'-3') Position

Primers

stx1 StxA1598 AGTCGTACGGGGATGCAGATA AAT 598–621

StxA11015 CCGGACACATAGAAGGAAACTCAT 1015–992

stx2 StxA2679 TTCCGGAATGCAAATCAGTC 679–698

StxA2942 CGATACTCCGGA AGCACATTG 942–922

Probes

stx1 StxA1FL724 CTGTCA CAGTAACAAACCGTA ACA TCGCTC-X 724–695

StxA1LC693R7 LC-TGCCACAGACTGCGTCAGTGAGGT-ph 693–670

stx2 StxA2FL769 MAGAGCAGTTCTGCGTTTTGTCACTGTCA-X 769–797

StxA2LC799R6 LC-AGCAGA AGCCTTACGCTTCAGGC-ph 799–821

(Bellinetal.,2
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Table9.PrimersusedinMAMA-multiplexPCRtoamplifyspecificfragmentsfrom thegenesforSLT-Ia

SLT-IIandtheuidA geneforthedetectionofEscherichiacoliO157:H7

Target Expectedsize(bp) Primer Sequence

SLT-I 348 LP30 5'-CAGTTAATGTGGTGGCGAAGG-3'

LP31 5'-CACCAGACAATGTAACCGCTG-3'

SLT-II 584 LP43 5'-ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG-3'

LP44 5'-GCGTCATCGTATACACAGGAGC-3'

uidA 252 PT-2 5'-GCGAAAACTGTGGAATTGGG-3'

PT-3 5'-TGATGCTCCATAACTTCCTG-3'

(Cebulaetal.,1
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Table10.OligonucleotideprimersandprobesforListeriamonocytogenes

Name Type Sequence(5'-3')

LssrA F Forwardassayprimer GCATCGCCCATGTGCTAC

LssrA R Reverseassayprimer TCTACGAGCGTAGTCACCG

IACF ForwardcompositeprimerforIACgeneration GCATCGCCCATGTGCTACATACCCAACTTGGAA

IACR ReversecompositeprimerforIACgeneration
TCTACGAGCGTAGTCACCGTCTTCACCAGAATA
AATTG

Hybprobe1 E.colihybridizationprobe CCATTCAGCTAGTCTGATTAAGCTCT-fluorescein

Hybprobe2 E.colihybridizationprobe LCRed640-CTATTTAACCCCAGACGGAGA-phosph

ALS1-FLU IAShybridizationprobe TGAATGTATCCCCTGGA-fluorescein

ALS1-LC IAShybridizationprobe LCRed705-TGGCACTGGTACCATCTAA-phosphate

(Justinetal.,2
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Table11.Primers,probes,andIACsequenceusedfortheSalmonella-specificassay

Designation Sequence Positions

ttr-6(forward) CTCACCAGGAGATTACAACATGG 4287–4309

ttr-4(reverse) AGCTCAGACCAAAAGTGACCATC 4359–4381

Targetprobe(ttr-5) FAM-CACCGACGGCGAGACCGACTTT-DarkQuencher 4336–4356

IACprobe YakimaYellow-CACACGGCGACGCGAACGCTTT-DarkQuencher

IACsequence
GACTCACCAGGAGATTACAACATGGCTCTTGCTGTGCATCAT
CGCAGAACATCAAAGCGTTCGCGTCGCCGTGTGGGATGGTCAC
TTTTGGTCTGAGCTAC

(Malornyetal.,2
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2.증균 배지에서 real-timePCR을 이용한 E.coliO157:H7

의 검출

2.1.일반 증균 배지에서 real-time PCR을 이용한 E.coli

O157:H7의 검출

E.coliO157:H7의 검출을 위해 제작된 primer및 probe들이 E.coli

O157:H7균(ATCC43894)에 특이적으로 증폭되는가를 확인하기 위한 실

험을 재료 및 방법에서 기술한데로 실시하였다.LB 배지에서 증균 된

E.coliO157:H7균수를 조사하기 위하여 NA로 생균수를 측정한 결과

균수는 3.7X 10
8
CFU/ml로 나타났고 이 균 배양액 1ml을 집균하여

DNA를 추출하고 real-time PCR을 실시하였다.그 결과,E.coli

O157:H7균에서 추출한 DNA를 template로 real-time PCR에서 PCR

cyclce증가에 따른 특이적인 형광산물의 증가가 관찰되었다(Fig.1).E.

coliO157:H7ATCC43894을 이용한 real-timePCR의 Ctvalue(cycle

thresholdvalue)은 26.04였다(Fig.1및 Table12).Ctvalue는 임계값을

넘기 위해 형광 신호에 요구된 사이클의 수로 규정되며 Ctlevel은 샘플

의 targetnucleicacid의 양에 반비례한다.Real-timePCR분석은 보통

40cycle의 증폭단계를 거치는데 29cycle이하의 Ctvalue를 가지는 샘

플들은 풍부한 target핵산을 가지고 있어 강한 양성 반응을 나타낸다

(www.wvdl.wisc.edu/PDF/WVDL.Info.PCR_Ct_Values.pdf). 30∼37

cycle은 target핵산의 중간 양을 나타낸 양성 반응이며,37cycle이하

는 양성반응 이지만 target핵산의 양이 매우 적다.대조구로 template를
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투입하지 않은 non template control(NTC)의 PCR 결과 불검출

(undetermined)임을 확인하였고,IPC역시 모든 standard와 sample들에서

24cycle근처부터 증폭됨에 따라 제작된 primer와 probe가 specific하게

증폭이 됨을 확인하였다 (Fig.1및 Table12).

또한,real-timePCR 반응에 template로 사용한 DNA에서 증폭된 형

광산물은 E.coliO157:H7qualificationstandardcurve와 비교하여 균수

를 정량적으로 평가한 결과 real-timePCR반응에 사용한 DNA는 10
4
～

10
5
CFU/ml사이의 균수인 것으로 조사되었다 (Fig.2).이러한 결과는

NA를 이용한 생균수에 의해 조사된 실제 생균수 3.7X 10
8
CFU/ml

와는 3～4log 정도의 차이가 있는 것으로 나타났으며 이는 E.coli

O157:H7qualificationstandardcurve작성에서 calibration이 잘못된 결

과로 평가 된다.

이상의 결과는 본 연구에 사용된 AccuPower
®
EC quantitativePCR

Kit는 E.coliO157:H7균의 정성은 가능하지만 정량분석은 아직 미흡

하다는 것을 의미하며 정량 분석을 위해서는 향후 수정 및 보완 실

험이 필요하다고 판단된다.

2.2.EC(O157:H7)quantitativePCRKit의 특이성 검증

E. coli O157:H7의 특이적 검출을 위해 제작된 EC(O157:H7)

quantitativePCRKit가 E.coliO157:H7균에 대해서만 선택적으로 증폭

이 가능한지 조사하기 위하여 비병원성 대장균과 대표적인 장내 세균,기

타 12종의 세균을 증균 시킨 다음,DNA를 추출하고 real-timePCR을

실시하였다.그 결과,E.coliO157:H7균을 제외한 어떠한 균도 증폭되지
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않았다(Table 13).이러한 결과는 본 연구에 사용된 AccuPower
®

EC(O157:H7)quantitativePCR Kit는 E.coliO157:H7균을 선택적으로

검출할 수 있는 real-timePCR 용 specificprimers돠 probes임을 의미

하며 이 kit를 사용하여 후속 실험을 진행하였다.
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Fig.1.FluorescencegraphofEscherichiacoliO157:H7targetgeneamplifiedbyreal-

timePCR.CellswerecultivatedinLBbrothandthenthegenomicDNA was

extracted.



- 26 -

Fig.2.QuantitativestandardcurveofEscherichiacoliO157:H7byreal-timePCR.

CellswerecultivatedinLBbrothat37℃ for24h.
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Table12.SummaryofEscherichiacoliO157:H7detectionbyreal-timePCRinLBbrothculture

 SampleName  ProbeName  Type Flu.Dye  Quencher  Ct  Concentration  CtThresh

 NTC  Std_FAM  NTC  FAM  BHQ  Undetermined  -  2286

 NTC  Std_TAMRA  IPC  TAMRA  BHQ  24.47  0  1343

 STD1  Std_FAM  STD  FAM  BHQ  36.97  1  2286

 STD1  Std_TAMRA  IPC  TAMRA  BHQ  24.67  0  1343

 STD2  Std_FAM  STD  FAM  BHQ  32.14  10  2286

 STD2  Std_TAMRA  IPC  TAMRA  BHQ  24.08  0  1343

 STD3  Std_FAM  STD  FAM  BHQ  28.17  100  2286

 STD3  Std_TAMRA  IPC  TAMRA  BHQ  24.31  0  1343

 STD4  Std_FAM  STD  FAM  BHQ  24.98  1000  2286

 STD4  Std_TAMRA  IPC  TAMRA  BHQ  24.58  0  1343

 STD5  Std_FAM  STD  FAM  BHQ  21.98  10000  2286

 STD5  Std_TAMRA  IPC  TAMRA  BHQ  24.9  0  1343

 O157sample  Std_FAM  Sample  FAM  BHQ  26.05  532.96  2286

 O157sample  Std_TAMRA  IPC  TAMRA  BHQ  24.01  0  1343
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Bacterialstrains Resultofreal-timePCRamplication

Gram negativestrains

EscherichiacoliKCTC1116 Undetermined

EnterobactercloacaeKCTC1685 Undetermined

SalmonellaTyphimurium KCTC1925 Undetermined

SalmonellaEnteritidisKCCM 12021 Undetermined

SerratialiquefaciensKCCM 12094 Undetermined

CitrobacterfreundiiKCTC22056 Undetermined

PseudomonasaeruginosaKCTC22063 Undetermined

KlebsiellapneumoniaeKCTC2001 Undetermined

Gram positivestrains

PediococcusacidolacticiKCTC13734 Undetermined

Pediococcuspentosaceus KCTC3507 Undetermined

RhodococcusaquiKCTC1298 Undetermined

Enterococcusfaecalis KCTC2011 Undetermined

StaphylococcusaureusKCTC1621  Undetermined

Table13.Detectionofbacterialstrainsusedinthisstudybyreal-time

PCR using Escherichia coli O157:H7 detection kit

[EC(O157:H7)quantitativePCRKit]
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2.3.선택 증균 배지에서 real-timePCR을 이용한 E.coli

O157:H7의 검출

이상의 실험에서는 일반 증균용 배지인 LB 배지에서 E. coli

O157:H7균을 증균 후에 real-timePCR을 이용한 검출에 대한 조사하였

다.하지만,실제로 식품시료에서 E.coliO157:H7균의 검출을 위해 사용

되는 배지는 mEC배지 등의 선택배지가 사용 된다(식품공전,식품의약품

안전청).이에 mEC배지에서 E.coliO157:H7균을 증균 배양하고 DNA를

추출하고 이를 template로 사용하여 real-timePCR을 실시하였다.mEC배

지에서 배양한 E.coliO157:H7의 균수는 NA를 이용한 생균수는 4.4X

10
8
CFU/ml였고 이를 단계별로 희석하여 최종 균의 농도가 각각 4.4X

10
2
CFU/ml,4.4X 10

0
CFU/ml,4.4X 10

-2
CFU/ml이 되도록 0.02

g/L의 novobiocin을 포함하는 mEC broth10ml에 투입하였다.각각을

35℃에서 24시간 배양한 다음 genomicDNA를 추출하고 real-time

PCR을 실시하였다.그 결과,4.4X10
2
CFU/ml,4.4X10

0
CFU/ml,4.4

X 10
-2
CFU/ml의 Ctvalue는 각각 17.70,28.66,38.21로 mECbroth로

증균 된 E.coliO157:H7균이 농도 의존적으로 증폭이 됨을 확인할 수

있었다(Fig.3,Fig.4,Table14).특히 4.4X 10
-2
CFU/ml의 균을 투입

하고 증균 시킨 군은 생균수 측정결과 균이 증식되지 않았지만,38.21

cycle에서 증폭된 것은 접종배지에 존재하는 극미량의 DNA가 증폭된

것으로 추정된다.이러한 결과는 시료 (4.4X10
-2
CFU/ml접종군)중에

생균이 존재하지 않지만 조사대상 균의 DNA가 극미량 존재하면 PCR을

기반으로 하는 방법에서는 false result가 초래된다는 것을 의미한다

(Table14).즉,real-timePCR 기법을 식중독 세균의 선택적 분석법에
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사용하였을 때,시료 중에 존재하는 사균이나 손상된 cell,혹은 극미량의

DNA에 의해 falseresult가 초래될 수 있으며 이러한 점이 식품시료에서

식중독 세균의 검출방법으로 real-timePCR 방법의 적용이 문제가 될

수 있다.사균 또는 혼입된 DNA에 의한 real-timePCR검출법의 문제

점을 확인하기 위하여 물리적 및 화학적 처리로 균을 인위적으로 사균화

시키고 이를 이용한 real-timePCR을 실시하였다.
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Fig.3.QuantitativestandardcurveofEscherichiacoliO157:H7byreal-timePCRafter

cultivationinmECbroth.CellswerecultivatedinmECbrothat35℃ for24h.
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Fig.4.FluorescencegraphofEscherichiacoliO157:H7targetgeneamplifiedbyreal-

timePCRaftercultivationinmECbroth.CellswerecultivatedinmECbroth

andthenthegenomicDNAwasextracted.
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Table14.SummaryofEscherichiacoliO157:H7detectionbyreal-timePCRinmECbrothculture

SampleName ProbeName Type Flu.Dye Quencher Ct Concentration CtThresh

NTC Std_FAM NTC FAM BHQ Undetermined - 2189

NTC Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 25.66 0 1142

STD5 Std_FAM STD FAM BHQ 21.78 10000 2189

STD5 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 26.15 0 1142

STD4 Std_FAM STD FAM BHQ 24.88 1000 2189

STD4 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 25.88 0 1142

STD3 Std_FAM STD FAM BHQ 28.15 100 2189

STD3 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 26.05 0 1142

STD2 Std_FAM STD FAM BHQ 31.50 10 2189

STD2 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 26.14 0 1142

STD1 Std_FAM STD FAM BHQ 34.52 1 2189

STD1 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 26.13 0 1142

O157/10
2

Std_FAM Sample FAM BHQ 17.70 181029.43 2189

O157/10
2

Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 25.97 0 1142

O157/10
0

Std_FAM Sample FAM BHQ 28.66 70.19 2189

O157/100 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 25.62 0 1142

O157/10
-2

Std_FAM Sample FAM BHQ 38.21 0.07 2189

O157/10-2 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 26.10 0 1142
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3.E.coliO157:H7균 검출을 위한 방법으로 real-timePCR

적용의 문제점

Fig.3,Fig.4및 Table14의 결과는 사균 또는 극미량 존재하는

DNA에 의해 targetgene의 증폭이 일어날 수 있다는 것을 시사한다.따

라서 이러한 문제점을 확인해 보고자 E.coliO157:H7균을 인위적으로

손상 시킨 후에 DNA를 추출하고 이를 이용하여 real-timePCR을 실시

하였다.LB배지에서 배양한 균 배양액 (2.1X10
8
CFU/ml)1ml을 각

각 물리적(autoclave)및 화학적(10,000ppm HClO,1min)으로 처리하고

균이 사멸 되었는지 확인하기 위한 생균수 측정 결과,두 개의 군 모두

에서 생균이 존재하지 않았다.대조구,물리적 처리군,화학적 처리군에

서 각각 DNA를 추출하고 agarosegel전기영동을 실시한 결과,물리적

처리 군에서는 DNA 밴드가 형성되지 않았다(Fig.5).그러나 각 처리군

에서 추출된 DNA로 real-timePCR을 실행한 결과,물리적 처리 군의

Ctvalue는 17.95,화학적 처리군의 Ctvalue는 16.43로 Ctvalue가 17.29

인 대조구와 비슷한 양으로 증폭됨을 확인하였다(Fig.6,Fig.7,Table

15).이러한 결과는 앞에서 추정한 대로 사균,손상된 세포 및 극미량의

DNA 등이 시료 중에 존재하면 생균과 같이 증폭 되므로 현재의

real-timePCR방법으로는 식품에 존재할 수 있는 사균,손상된 cell및

생균을 구별하기 어렵다는 것을 시사한다.이러한 문제점을 해결하기 위

하여 생균만을 증균하는 선택적 증균 배양과 real-timePCR을 병행한

E.coliO157:H7균 검출법의 개발을 시도하였다.
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Fig.5.ElectrophoresisprofilesafterautoclaveandHClOtreatment.

EscherichiacoliO157:H7werecultivatedinLBbrothat37℃ for

24h.Onemlofcultivation(2.1X 10
8
CFU/ml)wastakenfor

thetreatmentofautoclave(121.1℃ for15min)andHClO(10,000

ppm for1min).Afterthen,thegenomicDNA wasextracted.
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Fig.6.Real-timePCRprofilesafterautoclaveandHClOtreatmentofEscherichia

coliO157:H7cells.Onemlofcultivation(10
8
CFU/ml)wastakenforthe

treatmentofautoclave(121.1℃ for15min)andHClO(10,000ppm for1min).

Afterthen,thegenomicDNA wasextracted.
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Fig.7.Fluorescencegraphofreal-timePCRafterautoclaveandHClOtreatmentof

EscherichiacoliO157:H7cells.Onemlofcultivation(10
8
CFU/ml)was

takenforthetreatmentofautoclave(121.1℃ for15min)andHClO(10,000ppm

for1min).Afterthen,thegenomicDNA wasextracted.
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Table15.SummaryofautoclaveandHClOtreatedEscherichiacoliO157:H7detectionbyreal-timePCR

SampleName ProbeName Type Flu.Dye Quencher Ct Concentration CtThresh

NTC Std_FAM NTC FAM BHQ Undetermined 0 2707

NTC Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 24.32 0 1727

STD1 Std_FAM STD FAM BHQ 35.48 1 2707

STD1 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 23.92 0 1727

STD2 Std_FAM STD FAM BHQ 32.37 10 2707

STD2 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 24.35 0 1727

STD3 Std_FAM STD FAM BHQ 23.13 100 2707

STD3 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 24.27 0 1727

STD4 Std_FAM STD FAM BHQ 22.63 1000 2707

STD4 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 24.95 0 1727

STD5 Std_FAM STD FAM BHQ 19.36 10000 2707

STD5 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 24.16 0 1727

O157control Std_FAM Sample FAM BHQ 17.29 10757.15 2707

O157control Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 24.88 0 1727

Autoclave Std_FAM Sample FAM BHQ 17.95 7687.67 2707

Autoclave Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 24.48 0 1727

HClO Std_FAM Sample FAM BHQ 16.43 16506.9 2707

HClO Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 25.32 0 1727
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4.Real-timePCR및 선택적 증균 배양법을 이용한 E.coli

O157:H7검출

현재의 real-timePCR방법이 생균과 사균의 차이를 구별 할 수 없다

는 앞의 실험 결과를 바탕으로 항생제를 증균 배양과정에 투입하여 선택

적 증균 배양 후 비교 실험을 실행하였다.논문 검색 등을 통하여 E.

coliO157:H7균의 증식을 억제하는 항균제로 tetracycline과 gentamicin을

선택하고 실험을 진행하였다(Nikolaosetal.,2009;Muammeretal.,

2010)(Table16,Table17).항생제 투입군과 항생제 미투입군을 각각 24

시간 배양 후 생균수 실험을 실시한 결과,항생제 투입 군은 생균이 자라

지 않음을 확인하고 DNA를 추출하여 real-timePCR을 실행하였다.그

결과,항생제 투입 군은 Ctvalue가 32.69,항생제를 미 투입 군의 Ct

value는 15.00으로 큰 차이가 나타났다(Fig.8,Fig.9,Table18).이 실험

으로 특정 항생제를 이용한 선택적 증균 배양과 real-timePCR을 병행한

방법으로 생균과 사균의 차별화가 가능하다는 결과를 도출하였다.이는

항생제를 이용한 선택적 분리배양법을 통하여 시료 중에 존재하는 생균

상태의 E.coliO157:H7의 경우 tetracycline과 gentamicin이 존재하지 않

는 mEC선택배지에서는 정상적으로 균수로 증균되어 낮은 Ctvalue가 나

타나지만 tetracycline과 gentamicin이 존재하는 mEC선택배지에서는 사

균화 되어 높은 Ctvalue가 나타나게 된다.즉,이러한 항생제를 이용한

선택적 배양과 real-timePCR을 병행한 방법은 식품시료 중에 존재하는

생균 상태의 E.coliO157:H7균의 존재 유무를 판단할 수 있을 것으로 기

대된다.

하지만 항생제를 사용하는 방법은 환경 분리주의 경우,언제든지 내성을
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가지는 균이 나타날 수 있으므로 향후,이러한 문제점을 보완하기 위한 연

구가 진행되어야 할 것으로 판단된다.이상의 배지상의 연구를 바탕으로

식품시료 적용을 통해 real-timePCR을 이용한 식품 위해 미생물의 분석

법 개발의 가능성을 타진해 보았다.
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Table 16.Antibiotic resistance ofEscherichia coliO157:H7 strains

isolatedfrom raw milkinGreece.

StrainOrigin Antibioticresistance* Antibioticsensitivity MARindex

LFH1 O A–C,AC,CFA,CP,SM,T–S CFU,GM,TC 0.67

LFH2 O A–C,AC,CFA,CP,SM,TC CFU,GM,T–S 0.67

LFH3 O A–C,AC,GM,SM,T–S CFA,CFU,CP,TC 0.56

LFH4 C A–C,AC,CFA,CFU,CP,SM,T–S GM,TC 0.78

LFH5 C A–C,AC,CFA,CP,SM,TC,T–S CFU,GM 0.78

LFH6 B A–C,AC,CFA,SM,T–S CFU,CP,GM,TC 0.56

LFH7 B A–C,AC,CFA,CP,SM,T–S CFU,GM,TC 0.67

LFH8 B A–C,AC,CFA,CP,SM,T–S CFU,GM,TC 0.67

LFH9 B A–C,AC,CFA,CP,SM,T–S CFU,GM,TC 0.67

LFH10 B A–C,AC,CP,SM,T–S CFA,CFU,GM,TC 0.56

LFH11 B A–C,AC,CFA,CFU,SM,T–S CP,GM,TC 0.67

LFH12 B A–C,AC,CFA,CFU,CP,SM,T–S GM,TC 0.78

LFH13 O A–C,AC,CFA CFU,CP,GM,SM,TC,T–S 0.33

LFH14 O AC,CFA,GM,SM,T–S A–C,CFU,CP,TC 0.56

LFH15 C A–C,AC,CP,SM CFA,CFU,GM,TC,T–S 0.44

LFH16 B A–C,AC,CFA,SM CFU,CP,GM,TC,T–S 0.44

LFH17 B A–C,AC,SM CFA,CFU,CP,GM,TC,T–S 0.33

LFH18 B AC,CP,SM A–C,CFA,CFU,GM,TC,T–S 0.33

LFH19 B AC,CFA,CP,SM A–C,CFU,GM,TC,T–S 0.44

LFH20 B AC,CFA,CFU,SM A–C,CP,GM,TC,T–S 0.44

LFH21 B AC,CFA,CFU,SM A–C,CP,GM,TC,T–S 0.44

LFH22 B A–C,AC,CFA,CFU,SM CP,GM,TC,T–S 0.56

LFH23 B A–C,AC,CFA,SM,T–S CFU,CP,GM,TC 0.56

LFH24 B A–C,AC,CFA,CP,SM CFU,GM,TC,T–S 0.56

LFH25 B AC,CFA,SM A–C,CFU,CP,GM,TC,T–S 0.33

LFH26 B A–C,AC,CFA,GM,SM,T–S CFU,CP,TC 0.67

LFH27 B A–C,AC,CFA,CFU,SM T–SCFU,CP,TC 0.56

LFH28 B AC,CFA,SM A–C,CFU,CP,GM,TC,T–S 0.33

LFH29 B A–C,AC,CFA,SM,T–S CFU,CP,GM,TC 0.56

*A–C,AmoxicillinþClavulanicacid;AC,Ampicillin;CFA,Cefachlor;CFU,Cefuroxime;

CP,Chloramphenicol;GM,Gentamicin;SM,Streptomycin;TC,Tetracycline;T–S,
TrimethoprimeþSulfonamide. (Nikolaosetal.,2009)
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Table17.AntibioticresistanceprofilesofEscherichiacoliO157:H7isolatesfrom cattleandsheepfeces

and/orcolontissuesamples

NumberofE.coliO157:H7isolates(%)

Cattle(n=11) Sheep(n=14)

Antibiotic(μgdisc−1) R* I S R I S

Ampicillin (AMP-10) 7(63.63) 4(36.36) 5(35.71) 9(64.2

Cephazolin (KZ-30) 11(100) 14(10

Cephalothin (KF-30) 4(36.36) 7(63.63) 10(71.42) 4(28.5

Gentamicin (CN-120) 11(100) 14(10

Amikacin (AK-30) 5(45.45) 6(54.54) 2(14.28) 12(85.

Amoxicillin/clavulanic acid(AMC-30) 1(9.09) 10(90.90) 14(10

Cefoxitin (FOX-30) 1(9.09) 10(90.90) 14(10

Ceftriaxone (CRO-30) 11(100) 1(7.14) 13(92.

Ciprofloxacin(CIP-5) 11(100) 14(10

Imipenem (IPM-10) 11(100) 14(10

Trimethoprim/sulphamethoxazole (SXT-25) 11(100) 14(10

Chloramphenicol(C-30) 11(100) 14(10

Kanamycin(K-30) 8(72.72) 3(27.27) 2(14.28) 12(85.

Tetracycline(TE-30) 11(100) 3(21.42) 11(78.

Trimethoprim (W-5) 11(100) 14(10

Sulphonamidecompounds (S3-300) 3(27.27) 8(72.72) 1(7.14) 13(92.

Ceftiofur(EFT-30) 11(100) 14(10

Streptomycin(S-10) 1(9.09) 10(90.90) 1(7.14) 11(78.57) 2(14.2

Nalidixicacid 1(9.09) 10(90.90) 3(21.42) 11(78.

Sulphamethoxazole 7(63.63) 4(36.36) 2(14.28) 7(50.00) 5(35.7

* R Resistant, I Intermediately resistant, S Susceptible                                                           (Muammeretal,.2
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Fig.8.Quantitativereal-timePCRprofilecombinedwithenrichmentculture

supplementedwithantibiotics.CellswereculturedinmECbrothinthepresence

orabsenceoftetracycline(20μg/ml)andgentamicin(15μg/ml).
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Fig.9.FluorescencegraphofEscherichia coliO157:H7usingreal-timePCR

combinedwithenrichmentculturesupplementedwithantibiotics.Cells

wereculturedinmECbrothinthepresenceorabsenceoftetracycline

(20μg/ml)andgentamicin(15μg/ml).
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Table18.Summary ofEscherichiacoliO157:H7 detection by real-timePCR combined with enrichm

culturesupplementedwithantibiotics.

SampleName ProbeName Type Flu.Dye Quencher Ct Concentration CtThresh

NTC Std_FAM NTC FAM BHQ Undetermined - 2386

NTC Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 25.06 0 1140

STD5 Std_FAM STD FAM BHQ 21.01 10000 2386

STD5 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 26.53 0 1140

STD4 Std_FAM STD FAM BHQ 24.22 1000 2386

STD4 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 25.77 0 1140

STD3 Std_FAM STD FAM BHQ 28.13 100 2386

STD3 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 26.14 0 1140

STD2 Std_FAM STD FAM BHQ 31.03 10 2386

STD2 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 26.06 0 1140

STD1 Std_FAM STD FAM BHQ 34.95 1 2386

STD1 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 25.71 0 1140

blank10
2

Std_FAM Sample FAM BHQ 15 507027.18 2386

blank10
2

Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 25.92 0 1140
*
Gen+

**
Tet10

2
Std_FAM Sample FAM BHQ 32.69 4.08 2386

Gen+Tet10
2

Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 26.11 0 1140

*
Gen,gentamicin.

**
Tet,tetracycline.Cells were cultured in mEC broth in the presence orabsence

tetracycline(20μg/ml)andgentamicin(15μg/ml).
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5.선택적 증균 배양과 병행한 real-time PCR을 이용한 E.

coliO157:H7검출법의 식품시료에의 적용

항생제를 이용한 선택적 증균 배양 결과를 바탕으로 이를 식품시료에

적용하는 실험을 진행하였다.E.coliO157:H7감염증 발병의 대표적 원

인 식품중의 하나인 쇠고기에서 real-rimePCR 방법으로 검출 가능한

최소량의 E.coliO157:H7균 농도를 조사하기 위하여 농도별(10
-3
∼10

2

CFU/g)로 쇠고기 육에 균을 투입하여 mEC배지에서 24시간 증균 배

양한 다음 DNA 추출 후 real-timePCR을 실시하였다.Real-timePCR

결과,10
2
CFU/g,10

1
CFU/g,10

0
CFU/g 로 투입된 시료에서는 Ct

value가 각각 27.55,34.01,41.26으로 나타났으나 10
-1
CFU/g,10

-2

CFU/g,10
-3
CFU/g의 시료에서는 전혀 증폭되지 않았다.이러한 결과는

식품 시료 중에서는 적어도 10
0
CFU/g이상의 균이 존재해야 real-time

PCR 방법으로 검출이 가능함을 확인하였다(Fig.10,Fig.11,Table19).

이는 배지에서와는 달리 DNA 추출 시,쇠고기 육 유래의 유전물질이 포

함됨에 따라 targetDNA (E.coliO157:H7유전자)의 수율이 감소하여

10
-1
,10

-2
,10

-3
CFU/g의 시료에서는 real-timePCR에 의해 검출되지 않

은 것으로 사료된다.이상의 결과를 종합해보면,식품 시료 특히 쇠고기

육에서는 최소한 10
0
CFU/g 이상의 생균이 존재하면 증균 배양 후,

real-timePCR방법으로 E.coliO157:H7검출이 가능하다는 것을 확인하

였다.

이 결과를 바탕으로 식품시료 존재 하에서 E.coliO157:H7의 선택적

증균 배양이 가능한지 확인하기 위해 10
2
CFU/g의 균이 접종된 쇠고기

육을 tetracycline과 gentamicin이 함유된 mEC배지 및 두 항생제가 없
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는 mEC배지에 각각 접종하여 증균 배양 후에 real-timePCR을 실행하

였다.그 결과 항생제 투입 군은 Ct값이 33.21,항생제 미 투입 군은

17.69로 배지 상의 결과와 큰 차이 없이 선택적 증균 배양에 의한 Ct

value의 차별화가 가능하였다(Fig.12,Fig.13,Table20).즉,식품 시

료에서도 항생제를 이용한 선택적 배양법을 병행한 real-timePCR방법

으로 E.coliO157:H7균의 선택적 검출이 가능하다는 것을 확인하였다.

이상의 연구를 통하여,식중독 세균 분석에서의 기존의 real-timePCR

기술이 가지고 있는 문제점인 사균,손상된 세포 및 극미량의 DNA가

증폭이 되는 것에 대한 해결책을 본 연구에서 제시하였다.추후,본 연구

결과를 바탕으로 추가적인 연구를 실시하게 되면 real-timePCR을 이용

한 유해 식중독 세균의 검출법의 도입이 가능할 것이라 기대된다.



- 48 -

Fig.10.Quantitativestandardcurveofreal-timePCRwithserialdiluted

EscherichiacoliO157:H7ingroundbeef.E.coliO157:H7cellswere

seriallyinoculatedintogroundbeef(6.3X10
-3
,6.3X10

-2
,6.3X10

-1
,

6.3X 10
0
,6.3X 10

1
,and6.3X10

2
CFU/g).Afterthen,theinoclulate

groundbeefwasenrichedinmECmedium at35℃ for24h.
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Fig.11.Fluorescencegraphofreal-timePCRwithserialdilutedEscherichiacoli

O157:H7ingroundbeef.E.coliO157:H7cellswereseriallyinoculated

intogroundbeef(6.3X10
-3
,6.3X 10

-2
,6.3X10

-1
,6.3X 10

0
,6.3X 10

1
,

and6.3X10
2
CFU/g).Afterthen,theinoclulategroundbeefwas

enrichedinmECmedium at35℃ for24h.
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Table19.Summaryofreal-timePCRwithserialdilutedEscherichiacoliO157:H7ingroundbeef

SampleName Probe Name Type Flu.Dye Quencher Ct Concentration Ct Thres
NTC Std_FAM NTC FAM BHQ Undetermined - 3444
NTC Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 23.21 0 1199
STD5 Std_FAM STD FAM BHQ 21.98 10000 3444
STD5 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 23.17 0 1199
STD4 Std_FAM STD FAM BHQ 25.27 1000 3444
STD4 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 23.85 0 1199
STD3 Std_FAM STD FAM BHQ 28.94 100 3444
STD3 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 23.49 0 1199
STD2 Std_FAM STD FAM BHQ 32.8 10 3444
STD2 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 24.07 0 1199
STD1 Std_FAM STD FAM BHQ 37.06 1 3444
STD1 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 23.76 0 1199
10
2

Std_FAM Sample FAM BHQ 27.55 274.49 3444
10
2

Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 23.18 0 1199
10
1

Std_FAM Sample FAM BHQ 34.01 5.37 3444
101 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 23.31 0 1199
10
0

Std_FAM Sample FAM BHQ 41.26 0.06 3444
100 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 23.44 0 1199
10
-1

Std_FAM Sample FAM BHQ Undetermined - 3444
10-1 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 23.5 0 1199
10
-2

Std_FAM Sample FAM BHQ Undetermined - 3444
10-2 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 23.18 0 1199
10
-3

Std_FAM Sample FAM BHQ Undetermined - 3444
10
-3

Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 23.72 0 1199

E.coliO157:H7cellswereseriallyinoculatedintogroundbeef(6.3X 10
-3
,6.3X10

-2
,6.3X 10

-1
,6.3X 10

0
,6.3X10

and6.3X102CFU/g).Afterthen,theinoclulategroundbeefwasenrichedinmECmedium at35℃ for24h.
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Fig.12.Quantitativestandardcurveofreal-timePCRresultsingroundbeefafterenrichment

cultureinthepresenceorabsenceofantibiotics.E.coliO157:H7cellswere inoculated

intogroundbeef(6.3X102CFU/g).Afterthen,theinoclulatedgroundbeefwasenriched

inmECmedium containingtetracyclineandgentamycinornotat35℃ for24h.
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Fig.13.Fluorescencegraphof real-timePCRResultsingroundbeefafterenrichmentculture

inthepresenceorabsenceofantibiotics.E.coliO157:H7cellswere inoculatedintoground

beef(6.3X 10
2
CFU/g).Afterthen,theinoculatedgroundbeefwasenrichedinmECmedium

containingtetracyclineandgentamycinornotat35℃ for24h.
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SampleName ProbeName Type Flu.Dye Quencher Ct Concentration CtThresh

NTC Std_FAM NTC FAM BHQ Undetermined - 2436

NTC Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 25.38 0 1264

STD5 Std_FAM STD FAM BHQ 20.35 10000 2436

STD5 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 25.62 0 1264

STD4 Std_FAM STD FAM BHQ 24.23 1000 2436

STD4 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 25.26 0 1264

STD3 Std_FAM STD FAM BHQ 27.06 100 2436

STD3 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 25.01 0 1264

STD2 Std_FAM STD FAM BHQ 30.93 10 2436

STD2 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 25.23 0 1264

STD1 Std_FAM STD FAM BHQ 34.71 1 2436

STD1 Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 25.4 0 1264

BLK10
2
(beef) Std_FAM Sample FAM BHQ 17.69 56283.76 2436

BLK10
2
(beef) Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 25.17 0 1264

G-T10
2
(beef) Std_FAM Sample FAM BHQ 33.21 2.39 2436

G-T10
2
(beef) Std_TAMRA IPC TAMRA BHQ 24.9 0 1264

Table20.Summaryofreal-timePCRresultsingroundbeefafterenrichmentculturewithantibiotics

E.coliO157:H7cellswere inoculatedintogroundbeef(6.3X 10
2
CFU/g).Afterthen,theinoculatedgroundbeefwa

enrichedinmECmedium containingtetracyclineandgentamycinornotat35℃ for24h.
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요 약

대표적인 식중독 세균인 E.coliO157:H7은 장관 출혈성 식중독을 유발하

는 것으로 알려져 있으며,보통 부적절하게 조리된 쇠고기나 분변에 오염된

물의 섭취를 통해 감염된다.질병유발 원인물질은 장관계에 심한 손상을

일으키는 verotoxin에 의한 것으로 추정하고 있고,이 특성을 장관 출혈

성 대장균의 확인법에 이용하고 있다.현재,식품공전에서 사용하는 식중

독 세균의 검출방법은 시간이 많이 소요되고,복잡한 과정을 거친다.식중독

세균의 특정 DNA를 이용하는 PCR기술은 기존의 방법에 비해 시간과 비

용의 절감이 가능하므로 이에 관련된 많은 연구가 진행되어오고 있다.그러

나,전통적인 PCR기술은 정확성이 낮고,agarose-gel을 이용한 별도의 과

정을 거쳐 결과를 확인해야하는 문제점을 갖고 있다.이러한 과거의 PCR의

단점을 극복하기 위해 개발된 것이 real-timePCR이다.과거의 PCR은 PCR

최종산물을 측정하기 때문에 지수적으로 증폭되는 구간의 모든 데이터를 알

수 없으나,real-timePCR은 형광적인 신호를 통해 실시간으로 DNA의 증

폭과정을 확인할 수 있기 때문에 별도의 PCR최종산물 측정 과정이 생략

된다.따라서 본 연구에서는 real-timePCR기술을 이용한 E.coliO157:H7

균의 검출에 대하여 연구 하였다.먼저,E.coliO157:H7균의 특정 유전자를

증폭하는 primers와 probes를 이용하여 E.coliO157:H7균의 선택적 검출

이 가능한지 알아보기 위하여,E.coliO157:H7 균을 증균 배양하여

real-timePCR을 실시한 결과 Ctvalue가 26.04로 정확히 증폭되는 것을 확

인 할 수 있었다.본 연구에 사용된 primer와 probe들이 E.coliO157:H7균

에 대해서만 선택적으로 작용하는지를 검증하기 위해 비병원성 대장균과 대

표적인 그람 양성,음성의 장내세균 및 기타 세균들의 DNA를 추출하여 실
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험해 본 결과 모두 증폭되지 않았다.이는 본 연구에 사용한 E.coli

O157:H7검출을 위한 real-timePCRKit가 E.coliO157:H7균에만 특이적

으로 작용한다는 것을 의미한다.

식품시료에도 본 연구에서 real-timePCRKit가 E.coliO157:H7균의 검

출에도 사용가능한지를 조사하기 위하여 식품공전에서 E .coliO157:H7의

증균 배양에 사용하는 mEC배지를 사용하여 증균 배양한 다음 실험 한 결

과,접종한 균수에 농도 의존적으로 targetgene이 증폭되는 것이 확인되었

다.하지만,생균이 존재하지 않아도 배양액 내의 극미량의 DNA에 의해서

도 targetDNA가 증폭 되었다.이는 배지에 존재하는 극미량의 DNA나 손

상된 cell,사멸된 균에 의해서도 targetgene의 증폭이 가능하다는 것을 의

미한다.사멸되거나 손상된 균,극미량의 targetDNA가 존재하의 증폭이 가

능한지 확인하기 위해 동일한 균수에 인위적으로 각각 autoclave처리군,

HClO처리군으로 실험을 진행한 결과 대조구,autoclave처리군,HClO처리

군 모두 비슷한 양으로 증폭되는 것이 확인되었다.이러한 결과는 현재의

real-timePCR방법의 경우 사균 또는 손상된 cell,극미량의 targetDNA가

분석시료(식품시료)중에 존재하면 증폭되기 때문에 시료 중에 생균 상태의

식중독균이 존재하지 않더라도 유해세균 (또는 목적 세균)이 있는 것으로

분석되는 문제점이 있다는 것을 의미한다.

식품 분석에 있어서의 이러한 real-timePCR의 문제점을 해결하기 위하여

본 연구에서는 항생제(tetracycline,gentamicin)가 첨가된 mEC증균 배지에

서 E.coliO157:H7균 배양 후 추출된 DNA로 real-timePCR을 실시하여

각 시료의 Ct값을 비교하였다.그 결과,항생제 첨가 군과 항생제 무 첨가

군 간의 Ct값에 큰 차이가 컸다.이 실험으로 특정 항생제를 이용한 선택

적 증균 배양과 real-timePCR을 병행한 방법으로 생균과 사균의 차별화



- 56 -

가 가능하다는 결과를 도출하였다.항생제를 이용한 선택적 증균 배양 결

과를 바탕으로 이를 식품시료에 적용하는 실험으로 E.coliO157:H7의

대표적인 매개식품인 쇠고기에 적용하여 선택적 증균 배양 후 real-time

PCR실행결과 배지 상의 실험과 마찬가지로 Ct값의 차이가 커 식품 시료

에 적용하여도 무리가 없는 것으로 판단되었다.이러한 선택적 증균 배양을

병행한 real-timePCR분석 기법은 향후 기존의 재래적인 방법 및 기존의

PCR기법의 단점을 보완하여 real-timePCR을 이용한 유해 식중독 세균의

검출법 도입이 가능할 것으로 기대된다.
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가장 먼저,오늘의 제가 있기까지의 모든 과정을 지켜봐주시고 때론 혼란스

러워 할 때마다 정확한 방향을 제시해 주신 김영목 교수님께 감사의 말씀을

드립니다.백마디의 감사하다는 말보다도 멋지고 훌륭한 사회인이 되는 것으

로 교수님이 주신 은혜를 갚아 나가겠습니다.그리고 학생의 입장에서 생각

해 주시고 지도 해주신 이명숙 교수님께 감사드립니다.진로에 대해 고민하

고 있을 때,교수님께서 제게 해주셨던 말씀은 평생 잊을 수 없는 추억으로

남을 것 같습니다.학부 시절,저를 실험실 이라는 곳으로 이끌어 주신 이근

태 교수님께도 감사의 인사를 드리며,논문이 나오기까지 따듯한 격려와 가

르침을 주셨던 조영제 교수님,김선봉 교수님,양지영 교수님,전병수 교수

님,안동현 교수님,이양봉 교수님께도 깊은 감사의 인사를 올립니다.항상

저의 든든한 버팀목이자 멘토이신 박성민 선생님과 송호수 박사님께도 감사

의 말씀을 전하며 아울러 화공실 시절부터 함께 동거동락 했던 김홍길,손지

원,정현태,백성윤,이세광,하균호 선배님 그리고 민혜옥,최은화,황은미,

양은희,공주영,류지은 후배님께도 감사의 인사를 전합니다.그리고 힘들

때,즐거울 때 함께했던 02학번 동기들 육군정,주광희,조재민,신동원,유대

웅과 오늘의 결과가 있기까지 저를 물심양면으로 지원해주신 사랑하는 저의

보물들 식미방 식구 엄성환,강민승,황혜진 선배,이윤경,배향남,이광덕,

박재홍,박명철,윤해원,도형훈,김유랑,노호준,김승용,정연중,최은주,최
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지일,강신국,김덕훈,백민정,김선경,김효진,이은혜,조지윤에게 감사의 말

씀을 전합니다.또한,함께 석사 생활을 하며 2년간 가족보다 오랜 시간을

함께하며 미운정,고운정 많이든 석사동기 송원선배,조현아와 부족한 저를

친동생처럼 아끼고 사랑하고 보살펴 주신 임근식 선배님과 우순성 선배님께

진심으로 감사드립니다.그리고 논문이 나오기까지 기술적인 지원에 힘써주

신 (주)바이오니아 지원팀에도 감사드립니다.그리고 저의 베스트 김인탁,박

충희,김형국,이헌영과 사랑하는 내 동생 김태준에게도 감사의 말씀을 드립

니다.마지막으로,28년간 남부럽지않게 든든하게 지원해주시고 사랑해주신

자랑스러운 부모님께 감사드리며 사랑한다고 전하고 싶습니다.
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