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PCR Kit와 선택배지를 이용한 계란의 병원성세균 검출 비교 평가
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Abstract

PCR technology has been widely used to detect and quantify microbial pathogens in foodstuffs, because the technique 
is rapid, sensitive, and selective. In this study, detection of contaminating pathogenic bacteria on shells of chicken 
eggs was performed using both a commercial multiplex polymerase chain reaction (PCR) kit and a viable count 
method employing a selective medium. The PCR kit was capable of detecting Campylobacter jejuni, Escherichia 
coli O157:H7, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Vibrio parahaemolyticus, Listeria monocytogenes, Yersinia 
enterocolitica, Salmonella species, and Shigella species. Using the PCR method, five bacterial species were detected 
from 30 samples (33.3%) of 90 batches of eggs commercially available in a market. PCR products from B. cereus, 
S. aureus, L. monocytogenes, Y. enterocolitica, and E. coli O157:H7 were detected, and the numbers and frequencies 
of positive samples were 17 (18.8%), 12 (13.3%), 15 (16.6%), 16 (17.7%),and 4 (4.4%), respectively. None of 
any Salmonella species, C. jejuni, V. parahaemolyticus, or Shigella species was detected in this study. The results 
of PCR testing were confirmed using a typical viable count method employing a selective medium. We suggest 
that the multiplex polymerase chain reaction (mPCR) assay is a rapid and reliable method for detection of pathogenic 
bacteria contaminating eggs.
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서 론
1)

계란은 우수한 단백질 급원으로서 다양한 형태의 일반식

품이나 식품첨가물로서 뿐만 아니라 알부민 등의 의약품,

화장품 등의 원료로 사용되는 등 그 활용범위가 매우 높은

식품소재이다(1). 계란의 난백과 난황은 3중 구조의 난각

보호막에 의하여 외부환경으로부터 차단되어 있어 다른

축산식품에 비하여 비교적 미생물의 오염 가능성이 낮은

편이다. 그러나 계란의 난각에는 계란 착란 과정 중 닭의

산란기나 배설물, 그리고 양계장의 환경으로부터 오염된
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미생물이 다양하게 분포하며, 이러한 미생물들은 계란의

보관, 유통, 가공과정에서 난각의 균열부위를 통하여 계란

내부로 전이되거나 다른 식품으로의 이행 가능성이 높다

(2,3). 특히 계란의 난백과 난황은 수분활성도가 높고 미생

물 생장에 필요한 영양원이 풍부하여 일단 미생물 오염이

진행되면 오염 미생물의 생장에 의하여 식중독과 같은 식성

병해를 일으킬 수 있는 가능성이 크고, 다양한 조리식품

및 가공식품에 원료로 첨가되는 경우가 많아 오염미생물의

2차 확산에 대한 위험도가 높은 특성이 있다(4,5).

식품 또는 식품원료의 microflora는 식품의 부패와 식중

독 발생 등에 직접적인 영향을 미친다. 따라서 병원성미생

물에 의한 식중독의 발생을 예방하기 위해서는 각 식품의
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microflora를 지속적으로 모니터링 해야 한다. 계란의 주요

식중독 위험인자는 Salmonella에 의한 Salmonellosis인 것으

로 알려져 있으며, 이와 관련하여 Salmonella enteritidis를

비롯한 S. typhimurium, S. heidelberg 등의 병원성미생물

오염과 이로부터 유래한 식중독 발생 사례가 보고되어

있다(6-8). 그러나 김 등(9)은 국내에 유통 중인 계란의 오염

세균을 분리한 결과 Staphylococcus sciuri, Bacillus cereus,

Escherichia coli, Proteus mirabilis, Enterococcus faecalis 등

이 분리되었고 Salmonella는 검출되지 않았다고 보고하여

계란으로부터 salmonellosis 이외의 식중독 발생이 가능함

을 시사한 바 있다. 한편, 최근 미생물에 의한 식중독 발생의

국내 현황 또한 Salmonella 이외에도 E. coli O:157,

Camphylobacter jejuni 등의 비중이 점차 높아지고 있으므

로 계란의 위생관리와 유통에서도 보다 다양한 병원성 미생

물에 대한 위생 및 검역관리가 요구되고 있다(10).

식품의 미생물 오염도 검사에는 미생물 선택배지에 의한

미생물 검출법(viable cell count method)이 가장 일반적인

방법으로 사용되어 왔다(11-13). 그러나 viable cell count

방법은 검체의 전처리, 미생물 배양 및 분리, 동정 과정

등에 최소 5～6일 정도의 시간이 소비되며 배지의 제조나

미생물의 배양에 많은 노동력을 필요로 하는 문제점이 있다

(14,15). 한편, PCR 기술은 생물체의 DNA 단편을 인위적으

로 대량 증폭시키는 생명공학 기술로 활용되어 왔으며, 최

근에는 신속하고 정확한 미생물의 검출기술로도 활용되고

있다(16,17). 특히 PCR 기술은 살아 있는 미생물뿐만 아니

라 이미 죽은 미생물까지도 검출이 가능하므로 viable cell

count 방법으로는 알 수 없는 살균처리 공정 이전의 위생미

생물 오염도까지 측정할 수 있는 장점이 있다(18). 그러나

PCR 방법이 식중독균을 검출하고 확인하는데 기존의 배지

법, 생화학적 분석 및 혈청학적 방법보다 매우 신속하고

정확하나, 검출된 세균의 정량값을 알 수 없으며 PCR 반응

후 agarose gel electrophoresis하는과정에서 cross contamination

이 일어날 수 있는 등의 한계를 가지고 있다. 또한, 자동화가

어려운 문제점을 가지고 있다. 따라서 이러한 단점을 보완

하여 사용되는 방법이 실시간 유전자 정량 검출 기술

(Real-time quantitative PCR)이다. Real-time PCR은 기존의

PCR에 비해 비록 고가의 장비를 사용해야하나 전기영동

과정이 생략됨으로써 오염의 가능성이 낮아지고, 확인에

소요되는 시간이 짧아졌다. 또한, 감도 및 재현성이 뛰어나

고 정량적 측정이 가능하며, 다량의 샘플을 처리할 수 있는

장점이 있어 식품에서 식중독균의 검출 및 확인에 많이

이용되고 있다(19). 최근에는 유전자 증폭 검사에 필요한

모든 구성 요소들을 안정화 물질과 함께 동결건조시킨

PreMix 형태로써 제공됨으로서 검출 시간을 최소화할 수

있으며, 1종의 미생물이 아닌 여러 종의 미생물을 동시에

검출할 수 있는 multiplex polymerase chain reaction (mPCR)

kit가 다양한 목적으로 상용화되어 의료 및 식품위생 분야

에서의 새로운 미생물 검출기술로 보급되고 있다.

본 연구는 현재 유통 중인 계란의 미생물 오염상태를

시판되는 multiplex polymerase chain reaction (mPCR) kit로

검사하고 이를 선택배지를 이용한 viable cell count 방법과

비교함으로써 보다 신속한 계란의 위생성 및 미생물학적

안전성 확보 기준 설정의 기초자료를 제공하고자 하는 목적

으로 수행되었다.

재료 및 방법

시 료

계란 시료는 9개 회사의 시판 제품을 전북 및 대전지역

소재 대형 할인점에서 구입하였으며 미생물 검출 및 분리

시료는 각 생산회사 제품당 10개씩을 무작위로 선택하여

사용하였다. 시료 계란의 평균 중량은 70 ± 5.2 g 이었으며

시료의 미생물 오염도평가와 미생물분리 실험은 시료 구입

즉시 실시하였다.

PCR Kit를 이용한 난각 오염 미생물 검출

9 group의 시험구에서 각각 10개의 계란을 무작위로 표

본 추출한 다음 2차오염이 방지된 무균시험대 내에서 계란

을파쇄하여 난백과 난황을 제거한 후, 난각 부분을 회수하

였다. 미생물 검출용 시료는 ISO 6579 방법(20)에 준하여

준비하였다. 즉, 회수된 90개의 난각을 각각 멸균된

poly-vinyl bag에 넣고 멸균 식염수(NaCl 0.85%) 50 mL를

첨가하여 blender에서 10분간 교반한 다음, 난각 세척 시험

액 1 mL를 tryptic soy broth 10 mL에 접종한 후 37℃에서

24시간 증균배양(enrichment)하여 PCR용 DNA 분리를 위

한 미생물 시료를 준비하였다. Dario 등(21)의 방법에 따라

미생물 배양액에서 DNA를 분리하였다. 먼저, 증균배양액

1 mL를 원심분리하여 (14,000 ×g, 10분) 미생물 균체를

회수하고 멸균 식염수(NaCl 0.85%)로 2회 세척하였다. 회

수된 균체를 멸균수 200 uL에 현탁한 후 100℃ 에서 5분

동안 가열하여 얻어진 상층액을 mPCR 반응의 template

DNA 시료로 사용하였다. PCR kit는 시판되는 PowerCheck
TM

Multiplex-Pathogen Detection Kit (코젠바이오텍)를 사용하

였다. PowerCheckTM Multiplex-Pathogen Detection Kit는 총

9종류의 병원성 미생물을 검출할 수 있는 primer를 포함하

고 있으며 각 primer set는 서로 다른 길이를 가진 DNA

증폭 산물을 생산하도록 구성되어 있다. PCR 반응 후에

다음과 같이 각 병원성 미생물에 해당하는 DNA 단편의

증폭여부를 확인하여 시료 내에 병원성 미생물의 존재 여부

를 판단하게 된다. [Campylobacter jejuni; 127 bp, E.coli

O157:H7; 208 bp, Staphylococcus aureus; 264 bp, Bacillus

cereus; 303 bp, Vibrio parahaemolyticus; 375 bp, Listeria

monocytogenes; 454 bp, Yersinia enterocolitica; 551 bp,
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Salmonella spp.; 678 bp, Shigella spp.; 825 bp]. PCR 반응액

은 kit에 포함되어 있는 5x PCR buffer 5 uL, primer (50

pmol) 4 uL, Taq polymerase 1 uL (5 U/uL)에 계란에서 분리

된 template DNA 10 uL와 증류수 5 uL를혼합하여 준비하였

다. PCR 반응은 denaturation (95℃, 5분), annealing (58℃,

30초, extension (72℃, 30초) 각 과정을 35회 반복 실시하였

으며 마지막으로 72℃에서 5분간 반응한 후 종료하였다.

선택배지를 이용한 난각 오염 미생물 분리

상기의 시험방법에서 준비된 난각 세척 시험액을 멸균

식염수(NaCl 0.85%)를 이용하여 1/10 씩 단계별로 희석하

고, 각 희석액 1 mL를 취하여 미생물별 agar 선택배지 15

mL에 pour plating한 다음, 이를 37℃의 배양기에서 48시간

배양하여 생성된 colony를 counting하여 bacteria의 오염도

를 평가하였다. 선택배지에서의 분리 미생물 판정은

Salmonella와 Shigella는 Salmonella-Shigella agar (Difco

Lab)에서 각각 검은색과 분홍색을 나타내는 colony로,

Bacillus cereus는 10% egg yolk이 첨가된 MYP agar (Oxoid)

에서 침전을 가진 분홍색 colony로, Staphylococcus aureus

는 Baird Parker agar (Oxoid)에서 투명한 환을 가진 흑회색

colony로 잠정 판정하였다. Yersinia enterocolitica, Listeria

monocytogenes 및 E. coli는 각각 Yersinia selective agar

(Oxoid), Listeria selective agar (Oxoid), eosin methylene blue

agar (Difco Lab)에서 분홍색, 갈색 및 녹황색을 나타내는

colony로 판정하였으며 Vibrio parahaemolyticus는 TCBS

agar에서 청록색을 나타내는 colony로 판정하였다. 한편,

Campylobacter jejuni는 시료를 5 antimicrobics를 첨가한

Camptlobacter Thioglycollate medium에 접종한 다음

BBL
TM

CampyPak
TM
을 투입한 jar에 담아 42℃에서 48시간

배양하여 생성된 점질상의 회색 colony로 잠정 판정하였다.

결과 및 고찰

PCR을 이용한 난각 오염 미생물 검출

PCR을 이용한 계란의 병원성 미생물 검출을 일반적인

선택배지에서의 viable cell count 방법과 비교하여 검사하

였다. PCR 시험은 시판 중인 PowerCheckTM Multiplex-

Pathogen Detection kit를 이용하여 실시하였으며, PCR

product의 분석 결과는 kit에서 제공된 각 미생물의 control

DNA 크기를 전기영동으로 비교하여 검출여부를 판정하였

다(Fig. 1). Fig. 1에 나타낸 바와 같이 A 시험구의 경우

A-3 시료와 A-8 시료는 L. monocytogenes와 Y. enterocolitica

이확인되었으며 A-4시료는 L. monocytogenes, Y. enterocolitica

그리고 E. coli O157:H7이 검출되었다. B 시험구의 경우,

B-3, B-4, B-9 시료에서 검출대상 미생물 DNA가 확인되었

다. 이러한 PCR 방법을 통하여 계란 난각의 오염미생물을

검사한 결과를 Table 1에 정리하였다. 총 90개의 검사시료

가운데 한 가지 이상의 미생물이 검출된 계란시료는 30개

로 검사시료의 미생물 오염도는 약 33.3% 수준이었다. 시료

군별로는 C 시험구의 오염도가 가장 높아 10개의 시료 가운

데 6개의 시료에서 미생물이 검출되었으며 검출된 미생물

수의 누적합계도 16종으로 가장 높았다. C 시험구에 이어

F 시험구에서 5개, A와 I 시험구에서는 4개의 시료에서

검출대상 미생물이 확인되었다. 이에 비하여 H 시험구는

1개의 시료에서 B. cereus 1종의 미생물만 검출되었으며,

J 시험구는 PCR kit 검출 대상 미생물이 검출되지 않아

미생물 관점에서는 비교적 위생적인 세척 및 살균공정이

이루어졌음을 확인할 수 있었다. 미생물이 검출된 30개의

시료 가운데 검출대상 미생물 1종만이 검출된 시료는 8개

였으며 2종 검출 시료는 11개, 3종 검출시료는 10개, 그리고

4종 검출시료는 1개로 조사되었다(Table 1). 미생물별 검출

빈도는 B. cereus가 17개 시료(18.9%)에서 검출되어 가장

높은 빈도를 보였으며 Y. enterocolitica는 16개(17.8%), L.

monocytogenes 15개(16.7%), St. aureus 12개(13.3%), E. coli

O157:H7 4개(4.4%)의 검출빈도를 보였다(Table 2). 한편,

본 실험에 도입된 PCR kit의 검출 대상 미생물 9종 가운데

Campylobacter jejuni, Vibrio parahaemolyticus, Salmonella

spp., Shigella spp.는 모든 시료에서 검출되지 않았다.

A

B

Fig. 1. Results of PCR amplifications of the Multiplex-Pathogen
target genes performed in DNA extracted from shell eggs.

Lane M; 100 bp ladder, Lane C1; control DNA(from bottom to up, E.coli O175:H7;
208 bp, Bacillus cereus; 303 bp, Listeria monocytogenes; 454 bp, Salmonella spp.;
678 bp), Lane C2; control DNA(from bottom to up, Campylobacter jejuni; 127 bp,
Staphylococcus aureus; 264 bp, Vibrio parahaemolyticus; 375 bp, Yersinia enterocolitica;
551 bp, Shigella spp.; 825 bp), Lane 1～10; tested sample.
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Table 1. Detection of the pathogenic bacteria from the egg shell
using the commercial PCR kit

Sample
Detected Microorganisms by PCR kit Number

of
detected

B.
cereus

Y.
enterocolitica

L.
monocytogenes

St.
aureus

E. coli
O157:H7

A-3 - + + - - 2

A-4 - + + - + 3

A-8 - + + - - 2

A-9 - - - + - 1

B-3 - - + - - 1

B-4 - - + + - 2

B-9 - - - + + 2

C-1 + + - + - 3

C-2 - + + + - 3

C-4 + + + - - 3

C-5 + - - + + 3

C-6 + + - - + 3

C-9 - - + - - 1

D-4 + - - - - 1

D-7 + - - - - 1

E-2 + - + + - 3

E-8 - - + + - 2

F-3 + + - - - 2

F-4 + + - - - 2

F-6 - + - - - 1

F-7 + - + - - 2

F-9 - + - - - 1

G-5 + - + + - 3

G-7 + + - + - 3

G-10 + + + - - 3

H-8 + - - - - 1

I-2 - - + + - 2

I-3 + + + + - 4

I-8 + + - - - 2

I-10 + + - - - 2

Number of
detected

17 16 15 12 4 64

선택배지를 이용한 난각 오염 미생물 분리

일반적인 선택배지에서의 viable cell count 시험결과를

PCR을 이용한 계란의 병원성 미생물 검출 결과와 비교하였

다. Viable cell count 방법을 통한 계란 난각 오염미생물

검사결과를 Table 3에 정리하였다. PCR 방법을 이용한 계

란의 미생물 오염도 검사에서는 총 90개의 검사시료 가운

데 한 가지 이상의 미생물이 검출된 계란시료가 30개였으

나 viable cell count 방법에서는 27개의 시료에서 미생물이

검출되어 검사시료의 미생물 오염도는 약 30.0% 수준이었

다(Table 2). 시료별로는, PCR 방법에서 미생물이 검출되었

던 D-4, F-6, H-8 시료가 viable cell count 시험에서는 검출대

상 미생물이 확인되지 않았으며(Table 3), 검출된 미생물종

의 누적합계는 PCR 방법에서는 64건이었으나 viable cell

count 방법에서는 53건으로 확인되었다(Table 2). 아울러

PCR 방법에 대한 viable cell count 방법의 미생물별 검출

빈도 변화는 B. cereus가 17개 시료(18.9%)에서 14개

(15.6%) 시료로, Y. enterocolitica는 16개(17.8%)에서 12개

(13.3%)로, L. monocytogenes는 15개(16.7%)에서 13개

(14.4%)로, St. aureus는 12개(13.3%)에서 10개(11.1%)로 감

소하였으며, E. coli O157:H7은 두 가지 검출방법간의 차이

가 나타나지 않았다(Table 2). 한편, PCR kit를 이용한 검출

방법에서 대상 미생물이 검출되지 않은 시료가 viable count

에서는 검출되는 경우는 나타나지 않았으며 PCR 방법과

마찬가지로 viable cell count 방법에서도 Campylobacter

jejuni, Vibrio parahaemolyticus, Salmonella spp., Shigella

spp.는 모든 시료에서 검출되지 않았다.

Table 2. Comparison of the PCR kit and selective media in a
detection frequency of pathogenic bacteria from egg shell

Microbial
contamination

PCR Kit Viable Cell Count

Number of
samples

Rate of
samples (%)

Number of
samples

Rate of
samples (%)

Uncontaminated egg 60 66.7 63 70.0

Contaminated egg 30 33.3 27 30.0

B. cereus 17 18.9 14 15.6

Y. enterocolitica 16 17.8 12 13.3

L. monocytogenes 15 16.7 13 14.4

St. aureus 12 13.3 10 11.1

E. coli O157:H7 4 4.4 4 4.4

C. jejuni ND - ND -

V. parahaemolyticus ND - ND -

Salmonella spp. ND - ND -

Shigella spp. ND - ND -

본 시험에서 나타난 계란 오염 미생물의 검출빈도는

Moon 등(22)의 시중 유통 계란의 일반 미생물 오염도 평가

결과인 41.3% 및 Lee 등(23)의 대장균군 오염도 4.7%와

유사한 수준이었다. 한편, 본 연구에서는 일반적인 계란오

염 병원성미생물로 알려진 Salmonella가 검출되지 않았는

데 이는 국내에 유통 중인 계란의 오염세균을 분리 결과

Staphylococcus, Bacillus cereus, Escherichia coli, 등이 분리

되었고 Salmonella는 검출되지 않았다고 보고한 김 등(9)의

결과와 일치하였다. 이러한 경향은 Salmonella 이외에도

E. coli O:157, Camphylobacter jejuni 등에 의한 식중독 발생

비중이 점차 증가하고 있는 국내 현황(10)과 유사한 것이었
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으며 이는 계란의 위생관리와 유통에서도 보다 다양한 병원

성 미생물에 대한 검역관리가 필요함을 반증하는 것이라

할 수 있다.

이상의 결과에서 살펴본 바와 같이 PCR을 이용한 병원

성 미생물의 검출 방법은 viable cell count 방법보다 감도가

높음을 알 수 있었다. 이러한 결과는 viable cell count 방법의

경우, 시료의 전처리와 pour plating 과정에서 오염미생물의

Table 3. Detection of the pathogenic bacteria from the egg shell
using the viable cell count method on a selective media

Sample
Detected Microorganisms by viable cell count method Number

of
detected

B.
cereus

Y.
enterocolitica

L.
monocytogenes

St.
aureus

E. coli
O157:H7

A-3 -
1)

+ + - - 2

A-4 - + + - + 3

A-8 - + + - - 2

A-9 - - - + - 1

B-3 - - + - - 1

B-4 - - + + - 2

B-9 - - - + + 2

C-1 + - - - - 1

C-2 - + + + - 3

C-4 + + - - - 2

C-5 - - - + + 2

C-6 + + - - + 3

C-9 - - + - - 1

D-4 - - - - - 0

D-7 + - - - - 1

E-2 + - - + - 2

E-8 - - + + - 2

F-3 + + - - - 2

F-4 + + - - - 2

F-6 - - - - - 0

F-7 + - + - - 2

F-9 - + - - - 1

G-5 + - + + - 3

G-7 + - - - - 1

G-10 + + + - - 3

H-8 - - - - - 0

I-2 - - + + - 2

I-3 + + + + - 4

I-8 + + - - - 2

I-10 + - - - - 1

Number of
detected 14 12 13 10 4 53

1)Not detected in the detection limit (102CFU/egg) of this study.

희석으로 인하여 계란 1개의 난각에 최소한 100 cell 이상의

미생물이 분포할 때에만 검출이 가능하기 때문에 나타난

것이라 사료된다. 한편, PCR 방법은 viable cell count 방법에

비하여 노동력의 감소, 감도와 신속성, 다양한 미생물의

동시검출 등의 측면에서 기술적 우위성을 가지나 미생물

오염의 정량적 분석이 어렵고 기기와 전문성이 요구되는

문제점이 있다. 따라서 PCR 검출법과 viable cell count 방법

은 필요에 따라 선택 또는 상호보완 관계를 유지하는 것이

바람직할 것으로 사료된다.

요 약

유통중인 계란의병원성균 오염상태를 시판되는 multiplex

polymerase chain reaction (mPCR) kit로 검사한 결과, 총

90개의 검사시료 가운데 한 가지 이상의 미생물이 검출된

계란시료는 30개로, 검사시료의 미생물 오염도는 약 33.3%

수준이었다. 미생물별 검출 빈도는 B. cereus가 17개 시료

(18.9%)에서 검출되어 가장 높은 빈도를 보였으며 Y.

enterocolitica는 16개(17.8%), L. monocytogenes 15개

(16.7%), St. aureus 12개(13.3%), E. coli O157:H7 4개(4.4%)

의 검출빈도를 보였다. 한편, 선택배지를 이용한 viable cell

count 방법에서는 27개의 시료에서 미생물이 검출되어 검

사시료의 미생물 오염도는 약 30.0% 수준이였으며, 미생물

별 검출 빈도는 B. cereus가 17개 시료(18.9%)에서 14개

(15.6%) 시료로, Y. enterocolitica는 16개(17.8%)에서 12개

(13.3%)로, L. monocytogenes는 15개(16.7%)에서 13개

(14.4%)로, St. aureus는 12개(13.3%)에서 10개(11.1%)로 감

소하였으며, E. coli O157:H7은 두 가지 검출방법간의 차이

가 나타나지 않았다. 검출 대상 미생물 9종 가운데

Campylobacter jejuni, Vibrio parahaemolyticus, Salmonella

spp., 및 Shigella spp.는 두 방법 모두에서 검출되지 않았다.

이상의 결과에서 살펴본 바와 같이 PCR을 이용한 병원성

미생물의 검출 방법은 viable cell count 방법보다 감도가

높음을 알 수 있었다.
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