
1.  론

  는  등에 재하는 미생  할  상 미생  

살아 는지 죽어 는지  여  단하는 것  매우 

하다.  미생  deoxyribonucleic acids 

(DNA)는 포가 죽  에도 에  3주 도 보 어 

남아   다고 한다(Josephson et al., 1993, 

Masters et al., 1994, Nocker et al., 2006). 라  DNA

 하는 polymerase chain reaction(PCR) 등  

  용할 경우 에 재하는 살아 는 미생  

DNA 뿐만 아니라 죽어 는 미생  DNA 지도 폭하

여 검 하게 므  실  살아 는 미생  가 과 평가

 도 다는 단  다(Nocker et al., 2006). 미생

 살아 는지 또는 상 었거나 죽어 는지  단하는 

한   포막   남아 는지  여

다. 살아 는 미생  포막  그  지하고  

에 ethidium bromide(EtBr) 등  DNA 염색 시약  

포  내  하지 못하게 하는  지하고 다. 
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Abstract

  It is very important to differentiate of DNA derived from live or dead bacteria within mixed microbial communities in aquatic 

environments. Ethidium monoazide (EMA) is a DNA intercalating agent and the treatment of EMA with strong visible light cleaves 

the genomic DNA of bacteria. In dead bacterial cells, EMA intercalates into the genomic DNA, induces the cleavage of DNA, and 

inhibits the PCR amplification. In this study, we developed the EMA-PCR and EMA real-time PCR to detect the DNA derived from 

viable Escherichia coli (E.coli) in mixed cultures of live and dead E.coli. The treatment of EMA, 50 ㎍/mL, and 650 W visible halogen 

light exposure for 2 minutes cleaved the genomic DNA derived from heat killed E.coli but did not those of live E.coli. EMA-PCR 

could detect the DNA from live E.coli in mixed culture samples of live and dead E.coli at various ratio and there was no DNA 

amplification in only dead E.coli cultures. Similar results were observed in EMA real-time PCR. Further studies are needed to develop 

various EMA-PCR methods to detect viable waterborne pathogens such as Helicobacter pylori, Giardia lamblia, and so on.
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그러나 상 었거나 죽어 는 미생  포막  상

어  에 DNA 염색시약  포내  하는 것  

막아내지 못한다. 러한 원리는  갖는 DNA 염색시

약과 포 (flowcytometry)  용하여 살아 는 

포  죽어 는 포  하는 연 에 많  사용 고 

다(Nebe-von -Caron et al., 1998, 2000).

  근에는 ethidium monoazide(EMA)라는 DNA 염색시

약  용한  살아 는 균  검 하  한 미경 

나 포 (flowcytometry)  체 

 연 고 다(Nogva et al., 2003, Rudi et al., 

2005a,b, Wang and Levin, 2006). EMA는 DNA 염색 시

약   halogen 같  매우  빛에 해 DNA  

공 결합  하여 nitrene  하는 것  알  다

(Coffman et al., 1982, DeTraglia et al., 1978, Hixon 

et al., 1975). 러한 빛에 해 도  EMA  DNA  

학  결합  genomic DNA  짐(cleavage)  도하

므  PCR에 해 DNA가 폭 는 것  억 한다

(Seojima et al., 2007, Chang et al., 2009). 러한 원리

 EMA  용하  살아 는 균과 죽어 는 균  리

할  는 PCR  개  가능하다. 또한 DNA  하

지 않  EMA는 에 재하는 들과 하여 연 럽

게  는 것  알  어(DeTraglia et al., 

1978), DNA  하  해 포막   거해

도  리  DNA가  EMA  하여 PCR 

폭  해  가능  거  없다. 근 러한 원리  

용한 다양한 미생 에 한 EMA-PCR  여러 연 들

에 해 개 어 보고 고 다(Flenka et al., 2007, Pisz 

et al., 2007, Cawthorn and Witthuhn, 2008, Inoue et 

al., 2008). 본 연 에 는 한  계에 재하는 다양한 

균들에 한 EMA-PCR  개 하 에 앞  그 용 

가능  알아보고  16S rDNA에 한 PCR  용하

여 균  상  EMA  처리 건과 빛  처리 건, 

그리고 EMA-PCR 건  시켜 살아 는 균과 

죽어 는 균  여 는 건에  살아 는 균만

 별하여 검 할  는 EMA-PCR  립하고  

하 다.

2. 재료 및 방법

2.1. 세균 배양

  본 실험  한 균  균(Escherichia coli(E. 

coli), Bioball, BTF, Pittsburgh, PA, USA)  사용하 다. 

 균 콜 니  취하여 Luria Bertani(LB) 지(BD 

DifcoTM, Franklin Lakes, NJ, USA)에 한 후 12~14

시간 동안 37℃에  진탕 양하 , 실험  시 하  4

시간 에 균 양액  다시 신 한 LB 지에 하여 

OD600가 0.5~0.8 사 가 도  양하여 실험에 사용하

다.  균  죽  한 건  72℃에  10

간 열처리하 다(Nocker et al., 2006, Nokcer and 

Camper, 2006).

2.2. EMA의 처리

  EMA(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)  한 처

리 도  결 하  해 살아 는 균과 죽어 는 

균 양액 500 uL(OD600=0.5~0.8)에 각각 0, 1, 10, 

25, 50, 100 ㎍/mL  도  EMA  처리하고 균용 

G-spinTM Genomic DNA Extraction Kit(iNtRON 

BIOTECHNOLOGY, Seongnam, Korea)  사용하여 

사에  안한 에 라 genomic DNA  한 후 

1.5% agarose gel에 동하여 한 EMA  도  

결 하 다. (photoactivation)  시키  한 원

(light source)  650 W  할 겐램프(PHILIPS 

Broadway, Suresnes, France)  사용하 , 균  

담  브  얼 에 고 20 cm 거리에  2 간 빛  

사하 다.

2.3. 16S rDNA PCR과 real-time PCR

  균  검 하  한 PCR과 real-time PCR  해 

16S rDNA  target  하 , primer는 DG74 

5'-AGG AGG TGA TCC AAC CGA A-3'  RW01 

5'-ACG TGG AGG AAG AAG GTG GGG AT-3'  사용

하 다(Greisen et al., 1994). PCR 건  10× 

buffer 5 μ L, 25 mM MgCl2 5 μL, 10 mM dNTP 1 μL, 

forward  reverse primer 20 pmole/μL 각 1 μL, DNA 

Taq polymerase 0.5 μL(Roche, Mannheim, Germany), 

DNA template 1 μL, 그리고 nuclease free water 

(Ambion, Austin, TX, USA)  volume  50 μL가 도  

어주었 , 95℃에  3 간 시키고, denaturation 

 해 95℃ 25 , annealing  60℃ 25 , 

extension  72℃ 30   40 cycles 복하고, 

 extension  해 72℃에  2 간 시켰다. 

1.5% agarose gel에  동하 , EtBr  염색하

고 GEL Logic 200 imaging system(Kodak Molecular 

Imaging Systems, Rochester, NY, USA)  용하여 

PCR 산  하 다. Real-time PCR  경우 SYBR 

GREEN PCR Master Mix(Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA)  7500 Real Time PCR System 

(Applied Biosystems)  사용하 다.  건  SYBR 

Journal of Korean Society of Water and Wastewater 수환경에서 살아 있는 장균의 검출을 한

Vol.23, No.2, pp.199-205 April, 2009 ethidium monoazide- 합효소연쇄반응법

200



GREEN PCR Master Mix(2×) 25 μL, 각 primers(7 

pmole/μL) 1 μL씩, template DNA 1 μL, 그리고 

nuclease free water(Ambion) 22 μL  고, 95℃에  

3 간 시키고, denaturation  해 95℃ 25 , 

annealing  60℃ 25 , extension  72℃ 30  

 40 cycles 복하 다.

3. 결 과

3.1. 장균의 열처리 사멸 조건 최 화

  본 연  목  살아 는 균과 죽어 는 균  함께 

재할 경우 살아 는 균만  PCR  검 해 내는 

 립하는 것 다.  죽어 는 균  얻  한 열

처리 건   시킬 필 가 었다.  70% 

ethanol  10~20 간 처리함  균  죽 거나, 72℃

에  5~15 간 열처리  함  균  죽 는 들  

알  다. 본 연 에 는 72℃에  열처리  하는 

 택하 다. 72℃에  시간 별(0, 0.5, 1, 2, 5, 그리고 

10 )  열처리  가한 후 균  LB 고체평 지에  

양하여 단  집락  계 하여 균   사 는 건

 택하 다. Fig. 1에  보는  같  균  72℃에

  1  상 열처리 할 경우  사  알  었

다.  결과   본 연 에  균  실하게 죽

는 건  72℃에  10 간 열처리  하는 것  결 하

다.

3.2. EMA 빛 처리 조건 최 화

  살아 는 균만  죽어 는 균과 리하여 검 할  

도  한 EMA 처리 도  하고  살아 는 균과 

죽어 는 균에 각각 EMA  도별 (0, 1, 10, 25, 50, 

그리고 100 ㎍/mL) 처리한 후 650 W  할 겐램프  사용

하여 20 cm 거리에  2 간 빛  사하 다.  

genomic DNA  한 후 동하여 DNA   여

 하 다. 2  복 실험한 결과 Fig. 2에  보는

 같  살아 는 균  경우 든 도에  genomic 

DNA가  었다. 죽어 는 균  경우 EMA  

0, 1, 그리고 10 μg/mL  처리한 경우에 는 genomic 

DNA가 찰 었고, 25 ㎍/mL  처리한 경우 한  DNA

Samples Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ

Live*1 0 10 100 250 500 1000

Dead*2 1000 990 900 750 500 0

Live*1: Escherichia coli cells were cultured in LB broth at OD600=0.8 for about four hours; Dead
*2: Live E.coli were heat-killed

for 10 minutes at 72℃.

Table 1. Mixed culture samples of live and dead Escherichia coli cells.

(μL)

Fig. 1. Number of Escherichia coli cells dependent on

heat-killed time.

Escherichia coli cells were cultured in LB broth at

OD600=0.5 for about four hours and then heat-killed at 7

2℃ for various time.

Fig. 2. Extraction of genomic DNA from live and dead

Escherichia coli cultures treated with various

concentration of EMA.

(a) and (b) were results of duplicate experiments.
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가 었 찰하 고(Fig. 2a), 한  DNA가 

지 않았  찰할  었다(Fig. 2b). 그러나 EMA  

50 μg/mL  100 μg/mL  처리한 경우에는 genomic 

DNA가 찰 지 않  알  었다(Fig. 2a  2b). 상

 결과  미루어 본 연 에 는 살아 는 균과 죽어 는 

균  별하  한 EMA 처리 도  50 μg/mL  결

하 다.

3.3. EMA-PCR에 의한 살아있는 장균의 검출

  앞  실험에  EMA 처리 건   시켰다. 실  

에는 살아 는 균과 죽어 는 균  함께 재한다. 

런 경우 EMA  처리하여 PCR  행하게  살아 는 

균에 만 PCR 산  폭 어 검 다. 실  경에  

살아 는 균과 죽어 는 균  재 어 는 것과 사

한 건  만들  해 양한 균(OD600=0.8)  

는 72℃에  10 간 열처리하여 죽  후 각각 한 비

 살아 는 균과 죽어 는 균  합하 다(Table 1). 

살아 는 균과 죽어 는 균   합 었는지 그

리고 살아 는 균  알아보  해 LB 고체평 지에 

하여 양한 후 균  알아보았다. 그 결과 살아 는 

균  비 에 라  살아 는 균 가 가하고 

 알  었다(Fig. 3).

  살아 는 균과 죽어 는 균  합   

루어  하 므  genomic DNA 역시 합비에 

라  고 는지  하  해 EMA  처리

하고 빛  사한 후 genomic DNA  하여 동

 하 다. 그 결과 EMA  처리하지 않  경우 살아

는 균과 죽어 는 균  합 비 에 계없  든 

시료에  genomic DNA  찰할  었 , EMA  처

리한 경우에 는 살아 는 균  10 μL 첨가  Ⅱ  시료

지 genomic DNA가  고  찰하 고, 

살아 는 균   첨가 지 않  Ⅰ  시료  경우 

genomic DNA가  찰 지 않았다(Fig. 4a). 상  

결과  살아 는 균과 죽어 는 균  합

어 는 건에 도 EMA 처리에 해 죽어 는 균  

경우 genomic DNA가    지 않고, 살아

는 균 만 DNA가  고  알 

 었다.

   EMA-PCR  살아 는 균  

 DNA  template  하여  PCR 산  폭시

킬  는지 알아보  해 상  시료들(Ⅰ~Ⅵ)  

리한 DNA  용하여 16S rDNA에 한 PCR  행했

다. 그 결과 Fig. 4b에  보는  같  EMA  처리하지 

않  경우 든 시료에  DNA가 폭 어 EMA  처리하

지 않   PCR 는 살아 는 균과 죽어 는 

균  하지 못한다는 것  알  었다. 그러나 

EMA  처리한 경우 살아 는 균  포함  Ⅱ~Ⅵ  시

료에 는 DNA가 폭 는 것  알  었 , 살아 는 

균  양  가함에 라 PCR 산  양도 함께 가하

는 것  알  었다(Fig. 4b).

3.4. EMA-real-time PCR에 의한 살아있는 장균

검출

  앞  결과에  살아 는 균  양에 라 EMA-PCR 

산  양  가하고  알  었 나,  

PCR 는 살아 는 균  량  가능하고 real- 

time PCR  사용할 경우 량  가능하다. 라  본 연

에 도 시료(Ⅰ~Ⅵ)에 EMA  처리한 후  PCR에  

Fig. 3. Number of Escherichia coli cells mixed with live and dead

Escherichia coli at various ratio (referred at Table. 1).

Fig. 4. Gel electrophoresis of genomic DNA and EMA-PCR with

the genomic DNA extracted from mixed culture samples of

live and dead Escherichia coli treated with EMA or not.

(a), gel electrophoresis of genomic DNA extracted from mixed

cultures of live and dead Escherichia coli treated with EMA or not;

(b), EMA-PCR amplification of the genomic DNA
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사용한 16S rDNA에 한 동 한 primers(DG71과 

RW01)  용하여 SYBR green dye  용한 real-time 

PCR  행하 다. 그 결과 살아 는 균  양  가함

에 라 Ct value가 감 하는 것,  살아 는 균  양  

많  PCR 산  보다 빠 게 폭 고 는 것  

할  었다(Fig. 5). 그러나 살아 는 균   들어

지 않  Ⅰ  시료에 도  검 어 마  DNA가 

폭 고 는 것처럼 보 나 실험 결과 는 

primers  dimer 에  background  

었다(data not shown).

4. 고 찰

  한  는  질   검사 등에 한 규 (2008)에 

 균, 균, 균 , 원 균 , 

원  연쇄상 균, 균, 살 라, 겔라, 아 산 원

포 균, 여시니아 균  는 에  검사해야 한다

( 경 , 2008).  균들  양 에 하고 

어 시간   2~3  상 걸린다는 단  다. 또

한 미  경보 청(U.S. Environmental Protection 

Agency)에  지 한 염후보  목 (Contamination 

Candidate Lists)에 는 Aeromonas hydrophila, 

Helicobacter pylori, Mycobacterium avium complex, 

Campylobacter jejuni, E. coli(O157), Legionella 

pneumophila, Salmonella enterica, Shigella sonnei, 그

리고 Vibrio cholerae  경우 역시 양  통해 할 경우 

시간  래 걸리거나 택 지   다 운 등 상 

미생  하고 신 하게 하  어 다는 단  

다.  러한 단 들  해결하  해  에 

한 PCR  등에 한 연 가 진행 고 나

(Mazari-Hiriart et al., 2001, Kong et al., 2002, Yanez 

et al., 2005, Chomvarin et al., 2007), 앞  언 한  

살아 는 균만  하게 검 할  없  에 실  

 시료  상  한  직  사용하 에 

합할 도 다. 그러나 EMA  용한 PCR  경우  

들  해결할  다. 앞  언 한  살아 는 

균  경우 포막   지 고 므  EMA  처리

하여도 EMA가 포내  하지 못하나 죽어 는 균  

경우 포막   지 고 지 못하므  EMA가 포

내  하게 어 DNA  짐(cleavage)  도하므  

genomic DNA  하여 동할 경우 genomic DNA

가 찰 지 않는다(Seojima et al., 2007, Chang et al., 

2009). 러한 원리  죽어 는 균  DNA  하여 

PCR  행하게  PCR 산  폭 지 않고,  

살아 는 균에 만 PCR 산  폭 어 PCR  살

아 는 균만  검 할  게 는 것 다. 라  본 

연 에 는 균  상  EMA-PCR  립하여 

에  살아 는 균만  별하여 검 할  는지  

여  알아보고  하 다. 본 연  결과 균  경우 

EMA  50 ㎍/mL  처리하고 650W  할 겐 램프  용

하여 20 cm 거리에  2 간 사한 후 genomic DNA  

하여 PCR  행할 경우 살아 는 균  DNA만  

별하여 검 할   하 다. 라  향후 검 하

고  하는 상 미생   경우 PCR 만 립하게  

PCR  단계에 EMA  처리하고  시킴  살아

는 상 균만  별  검 할  는 생 학

  개  가능하게  것 다. 아울러 살아 는 

균만  검 할  므  러한 들  질 에 

직  용할  것  다. 아 게도 러  

경우는 주 포  경에 는  지 는 포막

 갖지 못하  에, EMA-PCR  용한 검  

용할  없  것  생각 나, 주 한  병원체  

하나  원생동  경우 EMA-PCR  용한  가능

할 것  단 다. 특  원생동   Cryptosporidium과 

Giardia  경우 heat shock  용한 hsp70 에 한 

RT-PCR  립 어  는 것만  검 할  는 

 개 어 므 (Nam et al., 2007)    

단계에 EMA만 처리한다  보다 하게 살아 는 원생동

 검  가능한  개 할   것  사료 다.

  향후 량  해 본 연 에  시도 었  real- 

time PCR  단  보 하  해 SYBR green dye  

용하지 않고 specific probe  용한다 , primer 

dimers에 해 생 었  들  해결할   것

Fig. 5. EMA-real-time PCR with genomic DNA extracted

from mixed cultures of live and dead Escherichia

coli treated with EMA.
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 다. 아울러  시킨 EMA-PCR 과 

EMA-real-time PCR  실   시료 에도 용

 가능한지 등  가 연 가 필 할 것  단 다.

5. 결 론

  본 연 에 는 살아 는 균과 죽어 는 균  

재 어 재하는 시료에  양  아닌 PCR  용

하여 살아 는 균만  보다 빠 게 검 할  는 

EMA-PCR  개 하 다.   향후 EMA-real 

-time PCR  보 할 경우 량 지도 가능할 것

 , 다양한  병원  균과 원생동  

 개 에 매우 한 료가  것  생각 다.
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