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Real-Time PCR을 이용한 신선편이 양배추에서 Salmonella spp.의 신속검출
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Abstract

This study was conducted to find out the minimal time needed for detection of Salmonella spp. which exist
at very low concentration in foods by using real-time PCR. The sal-F and sal-R sequences were used as primers
and sal-P was used as a probe. The detection limit of Salmonella spp. was 3.77×102 cfu/mL in buffered peptone
water (BPW). Microbial growth was monitored after artificially inoculated Salmonella spp. into BPW. The
obtained growth curve was well fitted with the equation, y＝0.0127x2＋0.5927x－0.4317 (R2=0.99), if assuming
that 1 cell exists in 25 g sample (0.04 cfu/mL). The microbial concentration will be reduced to 10 fold by adding
BPW during sample treatment, so actual initial concentration at the starting point of enrichment is 0.004 cfu/mL.
At this condition, real-time PCR detection would be possible only when microbial concentration increase occurs
to exceed the detection limit (377 cfu/mL). The time needed for microbial increase was calculated from the
growth curve equation as 7 hours and 20 minutes. Therefore the total time required for detection was less than
10 hours including the PCR operating time.
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서 론

Salmonella spp.는 그람 음성, 간균형태의 통성혐기성균

으로 사람이나 온혈동물의 장관에서 발견되며 종종 분변을

통한 오염에 의해 식품으로 전이된다(1). Salmonellosis는 장

관계통에 질병을 유발하는 식품유래 감염 병으로서 세계적

으로 널리 발생하고 있는 식중독 질병이다(2). 살모넬라균을

가진 가축, 야생 동물, 보균자나 오염되어 있는 우유, 계란

등에 의해 오염될 수 있으며 1차 오염된 신선편이 식품, 샐러

드 등에 의해 감염되기도 한다. 우리나라에서는 노로 바이러

스, 병원성 대장균, 황색포도상구균 다음으로 높은 비율로

식중독을 유발하는 것으로 알려져 있으며 매년 완만한 증가

양상을 나타내고 있다(3).

핵가족화현상과 고령화 등에 따라 시간과 노동력 절약을

위한 전처리식품(간편 조리 및 신선편이식품)에 대한 수요

가 빠르게 증가되고 있어 신선편이식품에 대한 소비가 증가

하고 있다. 신선편이식품은 현재의 생산방법으로는 식중독

균이 완전히 제거될 수 없기 때문에 생산단계, 가공단계 및

유통단계에서 효과적인 식품안전을 보장할 수 있는 기술이

반드시 필요한 것으로 알려져 있다(4). 따라서 식품에서 문

제가 되는 목표 미생물을 보다 신속하게 검출할 수 있는 기

술이 개발된다면 신선편이 제품을 생산하는 공장에서의 제

품 품질관리에 효율적으로 사용될 수 있다.

현재 우리나라 식품공전에는 Salmonella spp. 검출을 위

한 방법으로 배지를 이용한 방법이 등재되어 있다. 그러나

이 방법은 증균배양, 분리배양, 확인시험, 혈청시험 등의 일

련의 과정으로 이루어져 있어 Salmonella spp.로 최종확인

까지 적어도 5일이 소요된다(5). 이렇듯 배지법은 많은 시간

이 소요되어 미생물의 신속검출법으로 사용할 수 없으며 과

도한 노동력을 필요로 하기 때문에 효율성이 떨어지는 것으

로 알려져 있다(6). 따라서 최근에는 항원항체 반응을 이용

한 lateral flow system 방법, 전기전도도를 이용하는 방법,

DNA를 이용하는 방법 등이 다양하게 개발되어 이용되고

있지만(7), 식중독균과 같이 식품에 소량 존재하는 미생물을

바로 검출하기는 어려우며 따라서 대부분의 경우 미생물 증

폭과정을 필요로 한다.
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미생물을 신속하게 검출하기 위해서는 검출되기 위해 필

요로 하는 최소한의 미생물 농도를 나타내는 검출한계가 중

요한 기준이 된다. 각각의 신속검출법에는 고유의 검출한계

가 있다. 검출한계가 낮을수록 낮은 농도에서 목표 미생물

검출이 가능함을 의미하며 따라서 민감한 검출방법이라 할

수 있다. Real-time PCR은 다른 실험방법에 비해 낮은 검출

한계를 가지는 것으로 알려져 있어 매우 낮은 농도의 오염까

지 검출할 수 있으며, 신속검출에 효과적으로 활용될 수 있

다(8). Real-time PCR법은 기존의 PCR과는 달리 전기영동

과정이 필요 없이 유전자의 증폭 시 증가되는 형광을 모니터

상에서 실시간으로 관찰할 수 있어 결과해석이 빠르고 신뢰

성이 높은 장점이 있다(9). 실제로 real-time PCR을 이용하

여 식품에 존재하는 Salmonella spp.를 검출한 다수의 보고

가 있다(10-15). 그러나 기존의 연구는 buffered peptone

water(BPW)와 Rappaport-Vassiliadis broth(RV)를 단독

또는 연속으로 사용하는 증균배양 과정을 거쳐 최소한 18시

간 이상이 소요되므로 신속검출이라고 하기 어렵다.

미생물을 신속하게 검출하기 위해서는 검출한계가 가장

중요한 고려사항이 된다. 각각의 신속검출법에는 고유의 검

출한계가 있고, 검출한계가 낮을수록 신속하게 검출하는 것

이 가능하기 때문이다. Real-time PCR은 현재까지 상업적

으로 활용되고 있는 신속 검출법 가운데 가장 낮은 수준의

검출 한계를 가지는 것으로 알려져 있어 배지상태에서 10
1～3

cfu/mL 수준의 검출한계를 가지는 것으로 알려져 있다(16).

한편, 식품공전에 따른 Salmonella spp.의 분리는 먼저 시료

에 9배량의 BPW를 가하여 18시간 증균배양을 실시하게 된

다. 그러므로 증균배양이 완료되기 전 검출이 가능해야 실질

적인 신속검출이라고 할 수 있다. 따라서 증균배양 배지상태

에서 real-time PCR 검출한계 이상으로 증식된 시점을 정확

히 파악할 수 있다면 18시간의 증균배양 과정 없이 검출시간

을 획기적으로 단축시킬 수 있을 것으로 생각된다.

본 실험에서는 식품에 극소량 존재하는 Salmonella spp.

을 검출하기 위하여, 증균배양 배지에서의 real-time PCR

검출한계 측정, 증균배양 배지에서의 성장곡선 모델링, 성장

곡선을 이용한 검출소요 최단시간을 산출하였으며 이를 식

품에서 검증하여 Salmonella spp.에 대한 신속검출 가능성

을 타진하고자 하였다.

재료 및 방법

사용균주 및 배지

냉동고에 보관되어 있는 Salmonella Typhimurium(ATCC

14028)을 녹여 BPW(Oxoid, Hampshire, England)를 이용하

여 35oC에 18시간 배양한 후 tryptic soy agar(TSA, Oxoid)

에 도말 배양하여 형성된 단일 콜로니를 분리하여 실험에

사용하였다. 배양된 균은 2,600×g에서 20분간 원심분리 하

여 균체를 회수하였으며 0.9% 생리식염수로 2차례 수세하

였으며 최종적으로 생리식염수 100 μL에 풀어 식품에 대한

접종 실험 등에 사용하였다. 증균배양 배지로 BPW, Rap-

paport-Vassiliadis broth(RV, Oxoid)를 사용하였으며 분리

배지로는 xylose lysine deoxycholate agar(XLD, Oxoid)를

사용하였다.

DNA 분리

Real-time PCR에 사용된 bacterial DNA은 boiling me-

thod에 따라 분리하였다(17). 즉, 원심분리관에 증균 배양액

1 mL을 취하여 12,000 rpm에서 3분간 원심분리 한 후 pellet

에 멸균증류수 20 μL를 넣어 재현탁하고 100oC로 조정된

heating block에 10분간 처리하여 열변성 시킨 후 15분간

얼음에 방치하였다. 이후 12,000 rpm으로 10분간 원심 분리

한 후 상등액을 DNA 시료로 사용하였다.

식품공전법에 의한 Salmonella spp. 분리

시료 25 g에 225 mL의 BPW를 첨가하여 균질화 하여

35oC에서 18시간 비선택적 증균배양을 실시하였으며 이후

선택적 증균배양 배지인 RV로 옮겨서 42
o
C에서 24시간 배

양하였다. 배양액을 XLD agar에 접종하여 추정균주를 분리

하였으며 이후 triple sugar iron(TSI, Oxoid) slant에 접종한

후 urease test 등 생화학적 실험을 통하여 확인하였다(18).

Real-time PCR 조건

Forward primer로는 5'-GCG TTC TGA ACC TTT

GGT AAT AA-3' 염기서열을, reverse primer로는 5'-CGT

TCG GGC AAT TCG TTA-3' 염기서열을 사용하였다.

Probe로는 5'-FAM-TGG CGG TGG GTT TTG TTG

TCT TCT-TAMRA-3' 서열을 사용하였다(19). Reporter

dye는 FAM(6-carboxyfluorescein)을 사용하였으며 quencher

dye로는 TARMA(6-carboxytetramethylrhodamine)를 사

용하였다. Real-time PCR을 위한 반응물 조성은 Taqman

gene expression master mix(Applied Biosystems, Foster

City, USA) 12 μL, DNA 용액 3 μL, 1000 nM 농도의 for-

ward와 reverse primer 2 μL씩, probe 1 μL(250 nM)로 구성

하였다. 96-well의 microplate를 이용하여 ABI 7500® real-

time PCR System(Applied Biosystems)에서 real-time PCR

을 수행하였다. 반응조건은 50
o
C에서 2분, 95

o
C에서 10분간

반응시킨 후 95oC에서 15초, 60oC에서 1분을 1 cycle로 하여

총 40 cycle을 반응시켰다. Cot(threshold cycle) 값은 ABI

7500
®
software(Applied Biosystems)로 분석하였다.

BPW에서의 검출한계치 산출

BPW를 사용하여 35oC에서 24시간 배양한 S. Typhimu-

rium 배양액을 연속적으로 10배 희석하여 10
1
～10

6
cfu/mL

의 농도로 조정하였다. 각 희석액에서 1 mL을 취하여 DNA

를 분리하고 real-time PCR을 수행하여 검출한계값을 구하

였다. 동시에 희석액을 TSA에 분주하여 성장시킨 후 균수

를 측정하여 검출한계값을 보정하였다.
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Fig. 1. Detection limit of Salmonella Ty-
phimurium by real-time PCR in buffered
peptone water. Serially diluted Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 culture were test-
ed for real-time PCR detection. The threshold
is set by 0.46 and the 3.77×102 cfu/g was de-
termined as a detection limit.

Table 1. Detection limit of Salmonella Typhimurium in BPW
by real-time PCR

Detection limit R
2

Slope Efficiency (%)
1)

3.77×102 0.99 -4.371 69.34
1)
Efficiency＝(10

-1/slope
)－1.

BPW에서의 성장 곡선 모델

S. Typhimurium을 BPW에 1～10 cfu/mL 수준으로 접종

하고 35oC에서 배양하면서 매 시간마다 1 mL을 취하여 TSA

에 도말하였으며 이를 35oC에서 24시간 배양한 후 균수를

측정하였다. 배양 시간에 따른 균 성장곡선을 그렸으며

Microsoft Office Excel 2007 program으로 분석하여 가장

적합한 회귀방정식을 구하였다.

성장곡선을 이용한 검출한계값에 도달하는 시간 산정

Real-time PCR로 검출하였을 때 소요되는 최단 시간을

산출하였다. 25 g 시료에 S. Typhimurium이 1 cell 존재한다

고 가정하였을 때를 초기 균 농도로 하여 real-time PCR

검출한계 균 농도까지 소요되는 시간을 성장곡선 모델에 대

입하여 구하였다.

양배추에서의 검증

소매점(분당)에서 절단 양배추를 구입하여 우선적으로 식

품공전법에 의한 Salmonella spp. 검출실험을 실시하였다.

음성으로 판정된 양배추 25 g에 S. Typhimurium이 1～10 cfu

농도로 존재할 수 있도록 인위적으로 접종하여 총 50개의

시료를 제조하였다. 양배추에 표면 10군데에 점적하여 최대

로 골고루 분산될 수 있도록 접종하였다. 제조된 시료에 대

하여 식품공전법과 real-time PCR으로 분석하였다. Real-

time PCR은 35oC로 유지된 peptone water에 시료를 첨가하

여 35
o
C에서 8시간 배양시킨 후 실시하였다. 또한 시판되고

있는 신선편이 야채류 30종을 수거하여 식품공전법과 10시

간 real-time PCR 방법에 따라 검출실험을 실시하였다.

결과 및 고찰

BPW에서의 real-time PCR 검출한계치

우리나라 식품공전에는 식품에서 Salmonella spp. 검출

시 BPW가 비선택적인 증균배양 배지로 권고되고 있다.

BPW를 시료에 9배량 첨가하고 35
o
C에서 18시간 배양하는

증균배양 단계를 거쳐 균을 성장시키며 이후 RV 배지를 이

용하여 선택적인 증균배양을 하는 2단계의 증균배양 과정을

거치게 되면 42시간 이상이 소요된다. 따라서 real-time

PCR 기술이 신속검출법이 되기 위해서는 BPW로 증균 되는

과정인 18시간 이내에서 검출이 가능해야 한다. 배양되는

과정 중 검출이 가능한 시점을 찾기 위해서 우선적으로 real-

time PCR의 검출한계값을 측정하였다. 10진 희석된 연속적

인 균 농도에 대하여 real-time PCR을 이용한 검출실험 결

과 검출한계값은 3.77×102 cfu/mL로 측정되어 10
2
수준의

검출한계값을 가지는 것으로 측정되었다(Fig. 1). 증폭곡선

의 기울기는 -4.371로 측정되었으며 E(efficiency)=(10
-1/slope

)

－1로 계산된 증폭효율은 69.34%로 측정되었다(16)(Table 1).

BPW에서의 성장곡선

시료는 우선적으로 BPW에서 비선택적인 증균배양이 진

행되므로 이 과정에서 Salmonella spp.의 증식이 이루어진

다. BPW에서의 성장곡선은 인위적으로 접종한 후 시간에

따라 배양액을 취하여 균수를 측정하여 작성하였다. 작성된

그래프에 대하여 Microsoft Office Excel 2007 프로그램을

이용하여 2차 다항식으로 추세선을 구한 결과 성장곡선은

y＝0.0127x2＋0.5927x－0.4317(R2=0.99)로 산출되었다(Fig. 2).

성장곡선을 이용한 최단검출시간 산정

Real-time PCR 방법이 신선 절단양배추에 존재하는

Salmonella spp.를 검출할 수 있는 최단 검출시간을 산출하

고자 하였다. 시료 25 g에 1 cell의 Salmonella spp.가 존재한

다고 가정하였을 때의 초기 농도(0.04 cfu/mL)에서 9배량의
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Fig. 2. Growth curve of Salmonella Typhimurium in BPW
and the required time for real-time PCR detection. The time
required to increase the cell counts from 1 cfu/25 g samples to
the detection time, 3.77×102 cfu/mL. The required time, 7 hours
and 20 minutes was calculated by extrapolating in growth curve.

Fig. 3. Real-time PCR for the detection of Salmonella spp.
from the fresh produce. Totally 30 different fresh produce was
purchased from the local market and analyzed by real-time PCR
method. One sprout produce showed the positive signal.

Table 2. Comparison of Salmonella Typhimurium detection
by real-time PCR and KFDA recommended method

Result Real-time PCR
KFDA recommended

method

positive/total 32/501) 28/50
1)
Number of positive samples/ Total samples.
2)50 different samples were prepared by innoculating Salmo-
nella Typhimurium at the level of 1～10 cfu/25 g.

BPW를 첨가한 후에 미생물 농도인 0.004 cfu/mL에서 real-

time PCR 검출한계값인 377 cfu/mL까지의 미생물 성장이

일어나야 검출이 가능할 것으로 생각되었다. 이를 log로 전

환하면 -2.3974에서 2.5764만큼의 증가가 필요하며 이는 Fig.

2에 나타낸 바와 같이 성장곡선에 대입하면 7시간 20분이

필요함을 알 수 있었다. 따라서 시료 25 g에 1 cell이 존재할

경우 배양시간 7시간 20분 이상, DNA 추출시간 30분과 real-

time PCR 수행시간 2시간을 모두 합하여 모두 10시간 이내

검출이 가능함을 산술적으로 알 수 있었다.

양배추에서의 검증

양배추에 극소량 존재하는 Salmonella spp.에 대하여 10

시간 real-time PCR 방법으로 검출실험을 실시하여 신속검

출법으로서의 효율성을 검증하였다. 50개의 시료에 대하여

식품공전법과 real-time PCR 방법으로 분석하였다. Real-

time PCR 방법은 식품공전법의 첫 증균배양 단계인 BPW를

이용한 증균 과정에서 7시간 30분 후 배양액을 채취하여 분

석을 실시하였다. 그 결과, 4일이 소요된 식품공전 방법에

의해 50개 시료 중 28개 시료가 양성으로 측정되었으며 총

10시간이 소요된 real-time PCR로는 식품공전법보다는 4개

더 많은 32개 시료가 양성으로 측정되었다. 식품공전법으로

양성으로 측정된 시료는 모두 real-time PCR에서도 양성으

로 측정되었으며 이외에 4개의 시료가 위양성(false-posi-

tive)을 나타내었다(Table 2).

시판되고 있는 신선편이 야채류를 30종 수거하여 식품공

전법과 10시간 real-time PCR에 의한 Salmonella spp. 검출

실험을 실시하였다. 그 결과 새싹 샐러드 제품인 1개의 시료

가 real-time PCR에 의한 잠정적인 양성시료(presumptive

positive)로 측정되었다(Fig. 3). 식품공전에 의한 분석결과

동일한 시료에서만 양성으로 측정되었으며 나머지 29개 시

료는 음성으로 판정되었다.

Real-time PCR은 인위적으로 접종된 시료에 대하여 4개

의 시료에서 위양성이 나타났지만 위음성은 없는 것으로 측

정되었다. 이는 절단 양배추가 접종된 Salmonella spp.의 성

장을 억제하지 않았음을 의미하지만 선택성(specificity)은

감소하였음을 알 수 있었다. 반면에 시판되고 있는 시료에

대한 분석 결과 음성으로 판정된 시료에 대하여 위양성을

나타내지 않았으며 양성으로 확정된 시료에 대해서만 양성

을 나타내어 어느 정도 선택성이 있음을 알 수 있었다.

식중독균 증폭과정은 보통 증균배양 배지를 이용하여 수

행되는데, 증균배양 단계는 비선택적인 증균배양과 선택적

인 배양의 2가지로 나눌 수 있다. 선택적인 증균배양은 목적

하지 않는 균 성장을 억제하는 물질이 들어 있어 목적균 자

체의 성장에도 영향을 미칠 수 있다. 반면에 비선택적인 배

양은 균의 성장을 억제하지 않는 배지 조성을 가지지만 선택

성(specificity)이 떨어진다고 할 수 있다. 본 실험에 사용된

증균배양배지는 BPW로서 비선택적 배양이 일어나 선택성

이 떨어질 수 있다고 할 수 있지만 염기서열에 따라 반응하

는 real-time PCR이 가지는 고유의 선택성이 있으므로 비선

택적 배양에서 기인하는 선택성 저하를 보상할 수 있다고

할 수 있다. 25 g 시료에 대하여 1～10 cfu 수준으로 접종한

시료에 대한 실험결과 식품공전법에 비하여 4개가 위양성으
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로 검출된 것이 선택성이 저하되었기 때문으로 생각되었지

만 양성이 위음성으로 검출될 만큼 선택성이 저하되지는 않

은 것으로 판단되었다.

자연적으로 존재하는 상재균이 높은 수준으로 존재할 경

우, 샐러드, 신선편이 야채에 존재하는 미량(10< cfu/25 g)의

E. coli O157:H7의 검출이 어려운 것으로 알려져 있다(20).

Hyeon 등(21)은 특히 상재균이 많은 야채의 경우 배지법은

상재균에 의해 검출이 저해되므로 이보다 상재균의 영향을

덜 받는 real-time PCR 방법이 미량으로 존재하는 식중독균

검출에 더 효과적이라고 하였다.

30종의 시판 시료에 대한 real-time PCR 분석결과 29개가

음성시료로 측정되었으며 1개의 시료가 잠정적인 양성(pre-

sumptive positive)로 측정된 결과에서 알 수 있듯이 10시간

real-time PCR법은 실제 식품검사에서 높은 비율로 존재하

는 음성시료를 신속하게 제거할 수 있는 1차적인 선발실험

(presumptive screening method)로 유용하게 사용될 수 있

을 것으로 생각되었다.

Real-time PCR을 이용한 신속검출기술은 더욱 더 낮은

검출한계를 가질 수 있는 primer, probe 선발을 통해서 개선

될 수 있으며 또한 검출 목적균을 신속하게 성장시킬 수 있

는 배지 개발 또는 균 농축기술 개발을 통하여 더욱 더 신속

한 검출이 가능할 것으로 생각되었다.

요 약

식품에 극소량 존재하는 Salmonella spp.를 real-time

PCR로 검출 시 필요한 최소시간을 구하고자 하였다. Sal-F,

Sal-R 서열이 primer로 사용되었으며 sal-P 서열이 probe로

사용되었다. BPW에서 산출된 검출한계는 3.77×102 cfu/mL
로 측정되었다. BPW에 인위적으로 Salmonella spp.를 접종

하였으며 성장곡선을 구하였다. 성장곡선은 y＝0.0127x2＋

0.5927x－0.4317(R2=0.99) 식을 나타내었다. 25 g 시료에 1

cell의 Salmonella spp.가 존재한다고 가정할 경우, 시료처리

과정에서 10배로 희석되므로 초기 균 농도는 0.004 cfu/mL

이며 이 농도에서 검출한계까지의 균수 증가가 발생해야

real-time PCR로 검출이 가능할 것으로 판단되었다. 성장곡

선에서 균수 증가에 필요한 시간을 측정해 본 결과 7시간

20분으로 산출되었으며 따라서 PCR 수행시간을 포함하여

10시간이면 검출이 가능함을 알 수 있었다. 식품에서의 실증

실험을 위하여 시중에서 판매되고 있는 신선편이 양배추를

구하여 25 g에 1∼10 cfu의 수준으로 S. Typhimurium을 인

위접종한 후 real-time PCR 방법과 식품공전방법으로 검출

하였을 때 두 방법 모두 동일하게 30개중 29개 시료에 대하

여 음성을 나타내었다.
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