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ABSTRACT - The viability of Staphylococcus aureus, a significant cause of food poisoning in Korea, on TSA

plates was determined after sublethal heating treatments and NaCl treatments. In addition, recovery levels of suble-

thally injured cells on TSA plates containing different concentrations of NaCl (TSAS) were investigated. The viability

decreased significantly with increasing degree of sublethal heating treatments, but increases in NaCl treatment con-

centrations from 0 to 6% had little effect on the viability. After being sublethally treated at 55oC for 30 min, bacterial

populations were reduced by 7.91, 7.97 and 7.99 log CFU/mL on 2, 4 and 6% TSAS, respectively. After being suble-

thally treated at 60oC for 30 min, bacterial populations were reduced by 6.46, 6.47 and 6.48 log CFU/mL on 2, 4 and

6% TSAS, respectively. Decimal reduction times (D-value) decreased with increasing NaCl treatment concentrations

after sublethal heating at 55 and 60oC. These data imply that the S. aureus cells sublethally injured by insufficient

heating processes had a lower recovery rate with increasing NaCl concentrations in the recovery media.
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식품은 그 영양적 가치 및 기호성 등에 못지않게 인간의

질병 예방 및 건강을 유지하는 차원에서 반드시 위생학적

안전성이 확보되어야만 한다. 그러나 해마다 국내ㆍ외적

으로 식중독세균들에 의한 식중독 사건이 끊임없이 발생

하고 그 규모 면에 있어서도 대형화되고 있는 추세이다.

이중에서도 Staphylococcus aureus에 의한 식중독은 우리

나라에서 Vibrio spp., Salmonella spp.에 이어 세 번째로

많이 발생하는 식중독의 원인균으로 식품 위생상 중요하

게 다뤄지고 있다.

S. aureus는 자연계에 널리 분포하고 있으며, 10%의 NaCl

존재하에서도 성장이 가능한 것으로 알려져 있다. 또한 일

반적으로 김밥, 샌드위치, 도시락 등 곡류 및 가공품, 복

합조리식품 등에서 많이 검출되고, 식품원료로는 다양한

육제품과 유가공품에서 많이 검출되고 있으며, 특히 닭고

기에서는 30-60%, 생유나 유제품에서는 60-90%의 분포로

많이 검출되고 있다. 

다양한 식품에서 포자를 형성하지 않는 병원균의 불활성

화를 위해 열처리가 주로 사용되고 있다. 그러나 음식의 조

리나 재가열시 불충분한 열처리는 sublethal injured cell을

생성하며, 이러한 sublethal injured cell은 항생제나 외부 stress

요인에 대하여 저항성이나 병원성이 증가될 가능성이 크고

손상된 부분이 회복될 수 있는데 적합한 환경에서 자연치

유 될 수 있어서 많은 문제를 야기하고 있다1-5). 이에 따라

최근에는 영양배지나 다양한 식품에 Salmonella spp.2,6-8),

Listeria monocytogenes6-9), Escherichia coli O157:H72,8,10-12),

그리고 S. aureus13-15) 등의 균주들을 인위적으로 접종하여

열처리한 후, 선택배지에 spreading하여 sublethal injured

cell의 회복 정도를 조사한 연구결과가 보고된 바 있다. 특

히 현재까지S. aureus에 대한 선행 연구를 통하여 열처리 후

특정 농도의 NaCl 처리에 따른 회복 정도 비교13), 열처리

후 다양한 배지에서의 회복 정도 비교14), 특정 온도에서의
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열처리 후 다양한 염농도에서의 회복능력 비교15)에 관한

연구가 보고된 바 있으나 열처리 온도 및 시간 별 다양한

농도의 NaCl처리에 따른 회복 정도 비교에 관한 연구는

보고된 바가 없다. 따라서 본 연구에서는 우리 나라 주요

식중독 원인균인 S. aureus를 대상으로 55oC와 60oC에서 불

충분하게 열처리할 때 처리 시간별 생존균수의 변화와 NaCl

처리할 때 NaCl 농도별 생존균수의 변화를 각각 조사하였

다. 그리고 다양한 열처리 온도(55oC, 60oC)와 시간(5분, 10

분, 15분, 30분)에서 불충분하게 열처리한 후 다양한 염농

도 조건(0%, 2%, 4%, 6%)하에서 sublethal injured cell의

회복 정도를 조사하였고, 그에 따른 D-value도 조사하였다.

재료 및 방법

사용균주

본 연구를 위하여 표준균주인 S. aureus ATCC 19095를

사용하였다. 본 균주는 사용 전 tryptic soy broth (TSB, Difco

Laboratories, MI, USA) 및 tryptic soy agar (TSA, Difco

Laboratories, MI, USA)에 수회 계대배양하여 사용하였다.

Sublethal heating 처리

S. aureus ATCC 19095 균주를 3 mL의 TSB 배지에 접종

하여 37oC에서 18시간 진탕배양 후, 15,000 rpm으로 2분간

원심분리하여 균체를 수확하였다. 수확한 균체는 1 mL의

100 mM potassium phosphate buffer (pH 7.2)를 넣어서 3회

세척한 후, 마지막 균체에 1 mL의 100 mM potassium

phosphate buffer (pH 7.2)를 첨가하여 현탁시켰다. 1 mL의

현탁액에 미리 55oC 또는 60oC로 데워진 1 mL의 100 mM

potassium phosphate buffer (pH 7.2)를 첨가해 주고, 열처리

시간을 0분(control), 5분, 10분, 15분, 30분으로 달리하여 열

처리 한 뒤 반응의 진행을 멈추기 위하여 얼음으로 식혀주었다.

Sublethal heating후 NaCl 처리

다양한 열처리 온도와 시간으로 열처리한 S. aureus 균주

를 serial dilution하여 각각 0.1 mL씩 TSA, 2% TSAS (NaCl

2% 함유), 4% TSAS (NaCl 4% 함유) 및 6% TSAS (NaCl

6% 함유)에 분주하여 spreading한 뒤 37oC, 48시간 배양 후

colony를 counting하여 결과를 측정하였다. 그리고 3회 반

복 실험을 통하여 얻은 결과값을 본 연구 결과에 사용하였다.

D-value 

각기 다양한 열처리 온도와 시간으로 열처리한 후, 다른

염농도를 가진 plate에 도말하여 각 plate에 형성된 colony

를 counting하여 CFU (colony forming units)로 나타내었다.

각각 counting된 결과는 log scale로 환산하여 열처리 시간

과 염농도에 따른 survival rate graph를 그렸으며, 생균수가

1 log-cycle 감소하는데 필요한 시간인 D-value를 구하였다. 

결과 및 고찰

열처리에 의한 효과

불충분한 열처리 온도(55oC, 60oC)와 열처리 시간(5분,

10분, 15분, 30분)이 S. aureus ATCC 19095의 생존에 미

치는 영향을 조사하고자 sublethal injured cell의 회복이 가

능한 영양배지인 TSA plate에 열처리한 sample을 spreading

한 뒤 colony를 counting하여 생존균수를 측정하였다. 그 결

과, Fig. 1에서와 같이 열처리 온도와 시간에 따라 생존균

수가 유의적인 감소를 하였다. 우선 열처리 시간에 따른

변화를 보면, 55oC 나 60oC로 열처리를 15분 이상하였을 때

생존균수가 급격하게 감소하였다. 그리고 열처리 온도에 의

해서는 초기균수가 9.06 log CFU/mL인 S. aureus ATCC

19095을 55oC로 30분간 열처리하였을 때 생존균수가 7.98 log

CFU/mL으로 감소하였고, 60oC에서는 초기균수가 8.99 log

CFU/mL에서 6.45 log CFU/mL으로 감소하여 열처리 온도

가 높을수록 D-value가 크게 감소하였다. 또한 생균수가

1 log-cycle 감소하는데 필요한 시간인 D-value도 55oC에서

27.64분인 반면에 60oC로 열처리하였을 경우에는 11.73분

으로 열처리 온도가 높을수록 D-value가 크게 감소하였다

(Table 1). Kamau 등16)이 우유에 S. aureus를 인위적으로

접종하여 52.2oC로 열처리하였을 때 D-value가 33.3분,

Fig. 1. Effect of sublethal heating on S. aureus ATCC 19095 at

two different heating temperatures(● : 55oC, ▽ : 60oC).

Table 1. Comparison of D-values (min) of S. aureus ATCC 19095

heated at two temperatures (55 and 60oC) plated on TSA, 2%

TSAS, 4% TSAS, and 6% TSAS

NaCl 55oC 60oC

0% 27.64 (± 0.42) 11.73 (± 1.01)

2% 23.47 (± 0.58) 08.14 (± 1.49)

4% 16.13 (± 0.77) 06.48 (± 1.79)

6% 06.57 (± 1.92) 04.62 (± 2.50)
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55.2oC로 열처리하였을 때D-value가 7.6분이었다고 보고하

였다. Kennedy 등17)이 TSB (tryptic soy broth)에 S. aureus를

인위적으로 접종하여 50oC로 열처리하였을 때 D-value가

104.2분, 55oC로 열처리하였을 때 D-value가 20.4분, 그리고

60oC로 열처리하였을 때 D-value가 5.9분이었다고 보고하

였다. 이와 같은 결과는 열처리 세균의 종류마다 열처리 조

건에 따라서 D-value가 각각 다를 수 있으나 일반적으로

동일한 세균에 대하여 열처리 온도가 증가함에 따라 D-

value가 급격하게 감소하는 pattern을 나타내었다.

NaCl 처리에 의한 효과 

일반적으로 조리한 후 재가열하지 않고 소비되어 S. aureus

식중독을 야기할 수 있는 ready-to-eat 식품(김밥, 샌드위

치 등)이나 소시지, 치즈 등의 소금 함유량은 1-6%이다18).

따라서 본 연구에서는 다양한 염농도(0%, 2%, 4%, 6%) 조

건이 S. aureus ATCC 19095의 생존에 미치는 영향을 조사

하였다. 그 결과, Fig. 2에서와 같이 염농도가 0, 2, 4 및 6%

일 때 생균수가 각각 9.17, 8.96, 8.83 및 8.62 log CFU/mL로

조사되어 염농도가 6%까지 증가함에 따라 생존균수의 변

화가 거의 없는 것으로 나타났다. 이와 같은 결과는 일반

적으로 S. aureus가 10%의 NaCl 존재하에서도 성장이 가

능하다는 보고19)를 뒷받침해주는 결과라 할 수 있겠다. 

Sublethal heating후 다양한 염농도별 회복

다양한 식품에서 포자를 형성하지 않는 병원균의 불활성

화를 위해 열처리가 주로 사용되고 있다. 그러나 음식의 조

리나 조리 후 재가열시 불충분한 열처리는 sublethal injured

cell을 생성하며, 이러한 sublethal injured cell은 손상된 부

분이 회복될 수 있는데 적합한 환경에서 자연치유 될 수

있어서 많은 문제를 야기하고 있다. 따라서 본 연구에서는

55oC나 60oC의 불충분한 열처리 후 다양한 염농도(0%, 2%,

4%, 6%)하에서 sublethal injured cell의 회복 정도를 조사

하였다. 우선 불충분한 열처리에 의해 sublethal injury를

입은 뒤 염에 의해 사멸한 균수는 sublethal injured cell의

회복이 가능한 비선택 영양배지인 TSA에서 형성된 colony

숫자에서 다양한 염농도(2%, 4%, 6%)를 가진 선택 배지

에서 형성된 colony 숫자를 감하여서 구하였다. 그 결과, S.

aureus ATCC 19095을 55oC에서 30분 동안 열처리하였을

경우, 2% TSAS에서 사멸한 균수는 7.91 log CFU/mL, 4%

TSAS에서는 7.97 log CFU/mL, 그리고 6% TSAS에서는

7.99 log CFU/mL로 조사되었고(Fig. 3), 60oC에서 30분 동안

열처리를 하였을 경우에는 2% TSAS에서 6.46 log CFU/mL,

Fig. 3. Effect of various NaCl treatments on S. aureus ATCC

19095 after sublethal heating in 100 mM potassium phosphate

buffer (pH 7.2) at 55oC (●: 0 min, ○: 5 min, ▼: 10 min, △: 15 min,

■ : 30 min).

Fig. 2. Effect of NaCl treatment on S. aureus ATCC 19095 at four

different NaCl concentrations.

Fig. 4. Effect of various NaCl treatments on S. aureus ATCC

19095 after sublethal heating in 100 mM potassium phosphate

buffer (pH 7.2) at 60oC (●: 0 min, ○: 5 min, ▼ : 10 min, △: 15 min,

■ : 30 min).
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4% TSAS에서는 6.47 log CFU/mL, 그리고 6% TSAS에서는

6.48 log CFU/mL로 조사되었다(Fig. 4). 한편 Smolka 등15)

은 S. aureus가 불완전한 열처리나 다양한 stress 요인에

의하여 sublethal injury를 입었을 경우, injured cell은 사멸

하고 uninjured cell만 성장하는 NaCl 농도를 7.5%라고 보

고하였다. 이에 따라 sublethal injured cell의 회복이 가능

한 NaCl 농도 범위 내에서 회복 정도를 TSA, 2% TSAS,

그리고 4% TSAS에서 자란 colony 숫자에서 6% TSAS

배지에서 자란 colony 숫자를 감하여서 계산하였다. 그 결

과, 55oC에서 30분간 열처리를 하였을 경우, 6% TSAS보다

TSA에서 7.99 log CFU/mL의 sublethal injured cell이 회복

이 되었고, 2% TSAS에서는 7.20 log CFU/mL, 그리고 4%

에서는 6.43 log CFU/mL이 각각 회복되었다(Fig. 3). 그리고

60oC에서 30분간 열처리를 하였을 경우에는 6% TSAS보

다 TSA에서 6.48 log CFU/mL, 2% TSAS에서는 5.11 log

CFU/mL, 그리고 4% TSAS에서는 4.14 log CFU/mL의

sublethal injured cell이 각각 회복되었다(Fig. 4). 이와 같

은 현상은 높은 염농도를 가질수록 회복되는 sublethal injured

cell이 감소하여 나타나는 현상으로 사료되며, 같은 온도에

서 열처리 시간이 증가할수록 더욱 명확히 나타났다. 그러

므로 불완전한 열처리를 한 경우 S. aureus의 NaCl 내성이

급격히 감소하여 더 많은 sublethal injured cell들이 회복이

안되어서 이와 같은 현상이 발생한 것으로 사료된다. 

또한 생균수가 1 log-cycle 감소하는데 필요한 열처리 시

간인 D-value는 55oC로 열처리한 경우에는 TSA에서 27.64

분, 2% TSAS에서 23.47분, 4% TSAS에서 16.13분, 그리고

6% TSAS에서 6.57분을 나타낸 반면에 60oC로 열처리한

경우에는 TSA에서 11.73분, 2% TSAS에서 8.14분, 4%

TSAS에서 6.48분, 그리고 6% TSAS에서는 4.62분을 나타

내었다(Table 1). 이는 동일한 온도에서 열처리 후 노출된

염농도가 증가함에 따라 sublethal injured cell의 회복되는

비율이 점차적으로 감소하기 때문에 상대적으로 생존균수

의 감소로 인하여 D-value가 감소한 것으로 사료된다.

결론적으로 본 연구에서는 불충분한 열처리 온도와 시

간에 의하여 생성된 sublethal injured cell의 경우 열처리 후

노출된 염농도가 증가함에 따라 회복 정도가 감소하였고,

특히 6% TSAS에서는 눈에 띄게 감소된 것을 확인할 수

있었다. 그리고 본 연구에서는 potassium phosphate buffer

(pH 7.2)에서 열처리를 하였는데, 일반적으로 지방함량이

높은 식품 내에서 미생물의 열저항성이 증가되는 것으로

알려져 있으므로20,21) 다양한 식품에 S. aureus를 인위적으

로 접종하여 열처리 효과를 조사하는 연구뿐만 아니라 열

처리 또는 염처리가 세포내의 어떤 기작에 영향을 미쳐서

sublethal injured cell의 회복이 감소되는지에 대한 연구도

그와 병행하여 수행되어야 하겠다.

요  약

본 연구에서는 우리나라에서 2-3번째로 자주 발생하는

식중독 원인균인 S. aureus를 대상으로 불충분한 열처리와

NaCl처리에 따른 각각의 생존균수 변화와 불충분한 열처

리 후 다양한 NaCl농도(0%, 2%, 4%, 6%)하에서 sublethal

injured cell의 회복 정도를 조사하였다. 그 결과, 불충분한

열처리 정도가 증가함에 따라 생존균수가 유의적인 감소를

하였으나, NaCl 처리시 NaCl 농도가 6%까지 증가함에 따

라서 생존균수의 변화가 거의 없었다. 그리고 55oC나 60oC

에서 30분간 열처리하는 기간 동안에 sublethal injured cell

들이 발생하였으며, 그들의 회복 정도는 높은 염농도에 노

출될수록 회복 정도가 감소하였다. 또한 이와 같은 현상

은 같은 온도에서 열처리 시간이 증가할수록 더욱 명확히

나타났다. 그리고 동일한 온도에서 sublethal heating 후 노

출된 NaCl 농도가 증가함에 따라서 D-value가 감소하는

경향을 나타내었다. 이와 같은 결과는 불충분한 열처리 과

정에 의하여 생성된 sublethal injured cell들이 열처리 후

회복되는 과정에서 배지의 NaCl 농도가 증가함에 따라서

회복 정도가 감소하였음을 의미한다.
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