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다양한 식품에서 Campylobacter jejuni 검출을 위한

real-time PCR과 배지배양법의 비교검증
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Abstract In this study, performances of culture methods using two selective media and real-time PCR were evaluated for
detection of Campylobacter jejuni (C. jejuni) in various food samples. Sausage, ground beef, and radish sprouts inoculated
with C. jejuni were enriched in Hunt broth and then streaked onto modified cefoperazone charcoal deoxycholate agar and
Preston agar, followed by incubation under microaerobic conditions. The enriched Hunt broth (1 mL) was used in real-time
PCR assay. No statistical differences were observed in sensitivity among the two selective media and real-time PCR for
sausage and ground beef. However, the number of positives by real-time PCR in radish sprouts was much higher than the
two selective media (p<0.05). It appears that real-time PCR could be used as an effective screening tool to detect C. jejuni,
particularly in foods with a high number of background microflora such as fresh vegetables.
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서 론

Campylobacter spp.는 그람 음성의 미호기성 세균으로서 인체

에 감염되어 식중독을 일으키는 병원성 세균이다(1,2). Campylo-

bacter spp.로 인한 식중독 사고는 전세계적이며, 특히 북미와 유

럽 등의 선진국에서는 Salmonella에 의한 감염증보다 발생빈도가

많을 정도로 문제가 되고 있다(3-5). 가장 빈번하게 식중독을 일

으키는 종은 Campylobacter jejuni(C. jejuni)로서 전체 Campylo-

bacter 감염증의 약 90% 이상을 차지한다(3). 일반적으로 C. jejuni

는 주로 가금육에서 검출율이 높고 다른 식품에서는 낮은 편으

로 알려져 있으나, 500 CFU 가량만 섭취하여도 식중독을 발생

시킬 수 있기 때문에 우유, 아이스크림, 야채 등 다양한 식품에

서 발생이 보고되고 있다(6-8). 따라서 C. jejuni의 식품 내 검출

규격은 국내를 비롯한 대부분의 나라에서 불검출 기준을 적용하

고 있다(9).

C. jejuni 선택배지는 크게 나누어 혈액을 첨가한 배지와 혈액

대신 활성탄을 첨가한 배지로 분류되며, 혈액이나 활성탄 등은

산소독성을 중화시키는 역할을 한다(10-13). 멸균된 혈액은 가격

이 비싸고 쉽게 얻기 힘들기 때문에, 최근에는 혈액 대신 활성탄

을 첨가한 배지를 선호하고 있다(14,15). 두 가지 계열의 배지는

각각 여러 종류가 개발되어 왔고 앞선 연구를 통하여 지속적으

로 배지의 선택성과 민감도가 검증되어 왔으나(10), 대부분의 연

구가 임상샘플이나 가금육 등을 대상으로만 이뤄졌기 때문에

(10,11,14-16), Campylobacter 식중독의 원인이 되는 다양한 식품

샘플에서 두 계열의 선택배지 성능검증이 필요한 실정이다.

배지배양법은 C. jejuni을 비롯한 세균성 식중독균 검출에 있어

서 표준화된 검출기법이나 시간과 노동력의 소모가 많기 때문에

이를 보완해 줄 다양한 신속검출기법이 지속적으로 개발되었다

(17,18). 그 중 목적하는 유전자의 증폭을 통해 균을 검출하는

PCR법은 개발된 이후로 가장 널리 사용되고 있는 검출법이다

(19). 특히 형광의 발현량을 이용해 PCR 증폭산물을 실시간으로

측정하여 균 검출이 가능한 real-time PCR 기법은 정확할 뿐아니

라 상대정량도 가능한 검출기법으로서 증균과정만을 거친 후, 2

시간 이내에 바로 검출이 가능하기 때문에 배지배양법에 비해 현

격하게 시간을 단축시킬 수 있는 장점이 있다(20,21). 따라서 real-

time PCR은 민감하고 신속하게 식품에서 C. jejuni를 검출할 수

있을 것으로 예상되나, 표준화된 검출기법인 배지배양법과 비교

하여 검출능력과 검출감도가 어느 정도인지에 대해서는 정확한
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비교검증이 이루어지지 않았다.

본 연구에서는 식품에서 real-time PCR과 배지배양법을 비교검

증하여 real-time PCR이 표준화된 검출법인 배지배양법에 비해

어느 정도의 민감도와 신속성을 가지고 있는지 비교평가 하였다.

동시에 국내외의 다양한 공인 검출법에서 사용되고 있는(9,10,18,22)

활성탄 함유배지인 modified cefoperazone charcoal deoxycholate

(mCCD) agar와 혈액함유배지인 Preston agar의 검출능을 비교하

였다. 식품 내 C. jejuni 검출에 관한 앞선 연구들이 대부분 가금

육 위주로 이루어진 것을 감안하여 가금육을 제외한 다양한 성

상의 식품을 샘플로 하여 수행되었다.

재료 및 방법

실험에 사용된 균주

C. jejuni는 질병관리본부(Seoul, Korea)로부터 분양받아 실험실

에서 보유하고 있던 임상분리균주를 사용하였으며 −70oC에 보관

하여 필요할 때마다 균주를 해동하여 사용하였다. 5%의 horse

blood(Oxoid, Hampshire, U.K.)가 함유되어 있는 혈액배지에 해동

된 균주를 도말하여 42oC에서 미호기적으로 24시간 배양하였다.

미호기적 조건은 미호기팩(BioMérieux, Marcy l’Etoile, France)과

anaerobic jar(Mitsubishi Gas Chemical Co., Inc., Tokyo, Japan)를

사용하여 만들었다. 배양된 집락 중 단일집락을 선택하여 Hunt

broth(Oxoid)에서 42oC에서 24시간 배양하였으며 2번 이상 계대

배양한 균액을 희석하여 접종액으로 사용하였다.

식품샘플의 준비와 접종

모든 식품샘플은 서울시 광진구에 위치한 대형마트에서 구매

하였다. 샘플은 구매 즉시 실험실로 옮긴 후, 4oC에 보관하였으

며 6시간 이내에 실험에 사용하였다. 식품샘플은 가공식품, 신선

육류, 신선야채 중 각각 한 종류씩을 선택하였다. 가공식품은 비

엔나 소시지, 신선육류는 쇠고기 분쇄육, 신선야채는 무순을 사

용하였다.

접종량은 Hyeon 등(21)의 연구와 Lee 등(23)의 연구를 참조하

여 총 20개의 샘플 중 일부분의 양성결과가 나와 통계학적 유의

차를 비교할 수 있도록 설정하였다. 총 세 가지 샘플에 대하여

각 샘플당 2회의 접종실험을 실시하였으며, 첫 번째 실험에서 부

분양성의 결과가 나오지 않을 경우 접종량을 높여주어 추가적인

실험을 실시하였다. 500 g의 bulk 샘플에 배양 후 적절히 희석된

균을 접종하고 균이 고르게 분포되도록 손으로 맛사지하였다. 추

가적으로 25 g을 양성대조군으로, 또 다른 25 g을 음성대조군으로

설정해주었으며 양성대조군에는 107 CFU/mL 이상의 C. jejuni를,

음성대조군에는 1 mL의 phosphate buffered saline(PBS, pH 7.4;

Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA)를 접종하였다. 접종이

끝난 모든 샘플은 Han 등(24) 연구를 참조하여 4oC에서 18-24시

간 동안 보관하여 자연오염 된 식품샘플과 유사하도록 만들어 주

었다. 식품에 접종된 양이 어느 정도인지 확인하기 위하여 접종

과 동시에 접종량과 동일균량을 혈액배지에 접종하여 42oC에서

24시간 동안 미호기적인 조건으로 배양하여 실제 접종량을 산정

하였다.

배지배양법을 이용한 C. jejuni의 검출

두 가지 선택배지를 사용한 배지배양법과 real-time PCR을 이

용하여 C. jejuni를 검출하였으며 그 과정은 다음과 같다. 하루 동

안 냉장보관 하였던 500 g의 bulk 샘플을 25 g씩 20개로 나누어

각각 멸균 비닐백에 담고, 각 비닐백에 5%의 horse blood(Oxoid)

와 항생제 혼합액(cefoperazone, trimethoprim, vancomycin,

amphotericinB)이 첨가된 100 mL의 Hunt broth를 넣어준 후,

stomacher(BagMixer by Interscience, St. Nom, France)를 이용하

여 30초간 균질화 시켜주었다. 균질화가 끝난 샘플은 37oC에서

4시간 동안 전증균배양(pre-enrichment)하였으며 전증균배양 후,

cefoperazone을 첨가하여 42oC에서 44시간 동안 증균배양(enrich-

ment)하였다. 증균이 끝난 균액은 Preston agar와 mCCD agar에

각각 획선도말한 후 42oC에서 미호기적인 조건으로 48시간 동안

선택배양하였다. 선택배양 후, 작고 투명하며 편평한 형태의 의

심집락을 선별하여 각각 호기와 미호기 조건으로 계대배양하였

다. 호기에서는 발육하지 않고 미호기에서만 발육하는 집락에 대

하여 API Campy strip(BioMérieux)을 이용한 생화학적 확인동정

을 실시하여 C. jejuni를 최종 확인동정하였다.

DNA 추출과 Real-time PCR의 실시

증균배양액을 선택배지에 획선도말하는 동시에 Seo 등(25)의

연구를 참조하여 1 mL의 증균배양액에서 샘플 DNA를 추출하였

으며 그 과정은 다음과 같다. 각 샘플에서 채취한 1 mL의 배지

액을 14,000 rpm으로 3분간 원심분리하여 상층액을 버린 후,

PrepMan® Ultra reagent(Applied Biosystems, Foster City, CA,

USA) 0.2 mL를 혼합하였다. 남아있는 고형물(pellet)이 완전히 파

쇄될 수 있도록 10초 이상 vortexing을 실시하고 100oC의 물에서

10분간 가열해주었다. 가열 후, 2분 동안 상온에서 식히고 14,000

rpm으로 3분간 다시 원심분리 하였으며 원심분리가 끝난 샘플의

상층액을 새로운 튜브에 따로 담아 real-time PCR을 수행할 샘플

DNA로 사용하였다.

Real-time PCR은 앞선 Best 등(26)의 연구를 참조하여 C. jejuni

에 종 특이적인 mapA 유전자를 타겟으로 한 primer/probe서열을

사용하였다. Forward primer는 CTG GTG GTT TTG AAG CAA

AGA TT, reverse primer는 CAA TAC CAG TGT CTA AAG

TGC GTT TAT, probe는 5' FAM-TTG AAT TCC AAC ATC

GCT AAT GTA TAA AAG CCC TTT-TAMRA 3'를 사용하였다.

반응액은 총량을 25 µL로 하였으며, TaqMan® Universal PCR

Master mix(Applied Biosystems) 12.5 µL, forward와 reverse

primer(300 nM) 각각 2.5 µL, probe(100 nM) 2.5 µL, 샘플 DNA는

5 µL를 넣어주었다. ABI PRISM 7500HT sequence detection sys-

tem(Applied Biosystems)을 사용하여 50oC에서 2분, 95℃에서 10

분간 반응시킨 다음, 95oC에서 15초, 60oC에서 1분을 1회로 반응

조건을 맞추어 40 cycles를 반응시켰다.

식품 내 정상세균총의 측정

식품 내에 존재하고 있는 정상세균총이 증균과정에서 Salmonella

와 경쟁적으로 성장하여 목적균의 성장 및 검출에 영향을 줄 수

있다는 Hyeon 등(21)의 연구를 참조하여 정상세균총이 C. jejuni

검출에 미치는 영향을 적절히 평가하기 위하여 식품샘플의 정상

세균총을 측정하였다. 정상세균총은 실험에 사용된 샘플 외에 아

무것도 접종되지 않은 25 g의 동일한 식품샘플에서 측정하였다.

25 g의 식품샘플을 stomacher bag에 225 mL buffered peptone

water(BPW; Difco, Becton Dickinson, Sparks, MD, USA)와 함께

넣은 후 stomacher를 이용하여 30초간 균질화 시켜주었다. 균질

화 후, 균액 0.1 mL를 단계별 희석하여 nutrient agar(Difco)에 접

종하고 37oC에서 24시간 동안 배양하였다. 배양 후 집락을 계수

하고 희석배수를 고려하여 식품 내 정상세균총의 수준을 산정하였다.
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자료의 분석

두 가지 선택배지를 사용한 배지배양법과 real-time PCR과의

검출율 차이는 통계프로그램인 GraphPad Instat(GraphPad Soft-

ware, Inc. San Diego, CA, USA)을 사용하여 Fisher’s exact test

로 통계학적인 유의차(p<0.05)를 분석하였다.

결과 및 고찰

식품샘플 내 정상세균총의 수준과 영향

Table 1에는 각 샘플의 정상세균총의 수준과, 각 식품에 대한

접종량이 제시되어 있다. 소세지에서는 정상세균총이 검출되지

않았고, 쇠고기 분쇄육은 5.57-5.79 log CFU/g 수준, 무순은 7.55-

7.79 log CFU/g 수준을 보여 무순이 가장 높은 수준의 정상세균

총을 보였다(Table 1). 접종량은 소시지와 쇠고기 분쇄육은 500 g

당 2 log CFU 미만이었으나, 무순은 3.26-4.14 log CFU 가량으로

무순의 접종량이 다른 식품에 비해 훨씬 높았다(Table 1). Hyeon

등(21)은 무순와 편육에서 인위접종 된 Salmonella spp.를 검출한

앞선 연구를 통해 신선야채의 경우, 높은 수준의 정상세균총이

목적균의 증균을 억제하기 때문에 접종량이 높아지는 것이라고

보고하였다. Chon 등(27) 역시 V. parahaemolyticus 검출에 관한

연구에서 무순의 경우, 다른 샘플에 비해 정상세균총이 훨씬 높

기 때문에 증균이 억제되며 따라서 인위접종시 더 높은 접종량

이 필요하다고 보고하였다. 이는 본 연구와 일치하는 사실로서,

정상세균총이 월등히 높았던 무순의 경우 육류샘플에 비해 증균

이 억제되어 2-3 log units 가량의 더 높은 접종량을 필요로 한

것으로 보인다. 그러나 쇠고기 분쇄육이 소시지에 비해 정상세균

총이 훨씬 높았음에도 두 샘플간의 접종량은 비슷한 것을 볼 때,

증균이 억제되는 원인은 정상세균총 외에도 식품의 성상 등을 비

롯한 다른 요인들이 관련된 것으로 보인다.

다른 식품에 비해 스트레스 요인이 많고 정상세균총의 수준이

높은 것으로 알려져 있는 신선야채에서는(3,21,27) C. jejuni 검출

시 오염균량의 수준이 낮으면 증균이 억제되어 위음성의 결과를

보일 수 있을 것으로 예상된다. 최근들어 신선야채는 익히지 않

고 섭취하며 교차오염이 가능하다는 점으로 인해, C. jejuni의 큰

위험요인으로 지적되고 있으므로(3,6,28-30), 신선야채에서의 증균

억제 현상은 C. jejuni 식중독 발생에 있어서 잠재적인 위험요소

가 될 수 있을 것으로 판단된다.

Real-time PCR과 배지배양법의 검출능력비교

Table 2에는 real-time PCR과 두 가지 선택배지의 양성 검출율

차이가 비교되었다. 본 실험에서 사용된 음성 및 양성대조균은

두 가지 검출법에서 각각 음성과 양성으로 나와 사용된 실험방

법이 적합함을 보여주었다. 특히 음성대조군이 음성으로 나왔으

므로 식품 내 자연오염과 위양성의 가능성은 배재되었다.

소세지에서는 세 가지 방법 모두 1차에서 5개, 2차에서 2개의

양성을 검출하였고, 쇠고기 분쇄육 역시 두 방법 모두 1차에서 8

개, 2차에서 14개의 양성을 검출하여 통계학적인 유의차를 보이

지 않았다(p>0.05, Table 2). 소시지의 경우 1차 접종량보다 2차

접종량이 많았음에도 양성은 오히려 2차 실험의 경우가 더 적었

는데(Table 2), 이는 손으로 bulk sample을 맛사지하는 과정에서

균이 고르게 퍼지지 못했을 수 있었기 때문으로 분석된다. 무순

에서는 소세지와 쇠고기 분쇄육에 비해 접종량이 높았음에도 1

차에서는 모든 방법에서 양성을 보이지 않아 접종량을 10배 가

량 늘려서 2차 실험을 실시하였다. 2차 실험 시, real-time PCR에

서는 18개의 양성을 검출했으나, mCCD agar와 Preston agar에서

는 각각 2개와 1개의 양성을 검출하여 두 방법간에는 통계학적

유의차를 나타냈다(p<0.05, Table 2). Hyeon 등(21)과 Chon 등(27)

은 무순 등의 신선야채에서 Salmonella나 Virbio parahaemolyticus

검출 시, real-time PCR이 배지를 사용한 전통적인 검출기법에 비

해 더 민감도가 훨씬 높다고 보고하였는데, 이는 본 연구의 결과

와 일치하는 사실이다. 이러한 원인은 높은 경쟁집락을 비롯한

신선야채 내의 다양한 스트레스 요인으로 인해 목적균이 선택배

지상에서 잘 회복(recovery)되지 않았기 때문으로 보인다. 한편 무

순의 1차 접종실험에서와는 달리 2차 실험에서는 양성이 검출된

이유는 접종량의 차이 때문인 것으로 보이며, 1차 접종실험에서

의 접종량은 두 방법 모두 검출한계 이하인 것으로 사료된다.

Malrony 등(31)은 분쇄육, 우유, 계육 등 110개의 샘플에서

Salmonella spp.를 검출하기 위한 real-time PCR법을 평가하였는

데 real-time PCR법은 100%의 민감도와 특이도를 보여 검출의

정확도가 높음을 보여주었다. 또한 300개의 수산식품에서 Vibrio

parahaemolyticus 검출 시, real-time PCR과 배지배양법을 비교한

Cai 등(32)에서는 real-time PCR이 97개의 양성을 검출하여 78개

의 양성을 검출한 배지배양법보다 우수한 검출감도를 보였다. 이

러한 결과를 종합하여 보았을 때, real-time PCR법은 배지배양법

과 비교하여 동등하거나 우수한 민감도를 가지고 있는 것으로 사

료된다. 따라서 real-time PCR은 신선야채를 비롯한 다양한 식품

에서 C. jejuni 검출 시 효과적인 활용이 가능할 것으로 판단된다.

한편 혈액을 함유한 Preston agar와 활성탄을 함유한 mCCD

agar는 양성 검출율에 있어 거의 동일한 양성을 검출하여 통계학

적인 유의차를 보이지 않았다(p>0.05, Table 1). 이는 가금육에서

C. jejuni의 검출 시, mCCD agar와 Preston agar의 검출능이 비슷

하다고(p>0.05) 보고한 Peterz(14)의 연구와 일치한다. 본 연구에

서는 가금육이 아닌 다양한 성상을 지닌 식품에서 두 배지간의

Table 1. Comparison of the number of background microflora

and inoculation level of tested foods

Sample Trial
Background microflora

(Log CFU/g)
Inoculation level
(Log CFU/500 g)

Sausage
1 < 2 1.34

2 < 2 1.83

Ground
beef

1 5.79 1.79

2 5.57 1.94

Radish
sprout

1 7.79 3.26

2 7.55 4.14

Table 2. Comparison of two selective media and real-time PCR

in artificially inoculated food samples

Sample Trial

No. of positives1), 2)

mCCD agar Preston agar
Real-time 
PCR

Sausage
1 5/20a 5/20a 5/20a

2 2/20a 2/20a 2/20a

Ground
beef

1 8/20a 8/20a 8/20a

2 14/20a 14/20a 14/20a

Radish
sprout

1 0/20 0/20 0/20

2 2/20a 1/20a 18/20b

1)Number of positive samples/number of total samples
2)Different letters within a row indicate a significant difference (p<0.05)
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양성 검출율를 평가하였는데, 다양한 식품에서 실험해 본 결과

양성 검출율에 있어서는 별다른 차이를 보이지 않아 두 종류의

배지는 공인검출법에서 함께 사용하기에 무리가 없는 것으로 판

단된다. 그러나 무순에서는 두 가지 선택배지의 양성 검출율이

real-time PCR에 비해 현저히 낮았기 때문에, 무순을 비롯한 신

선야채에서 C. jejuni 검출 시에는 real-time PCR 등의 유전자적

인 기법으로 표준검출법인 배지배양법을 적절하게 보완하는 동

시에 선택성과 민감도가 높은 선택배지를 개발해야 할 것으로 보

인다.

본 연구에서는 신선육류, 신선야채, 가공식품에서 C. jejuni 검

출을 위한 real-time PCR과 두 가지 선택배지를 사용한 배지배양

법을 비교하였다. 결론적으로, real-time PCR은 짧은 시간에 높은

민감도로 다양한 식품에서 C. jejuni를 검출할 수 있는 우수한 검

출기법인 것으로 판단된다. 따라서 real-time PCR은 표준검출법

인 배지배양법을 이용한 C. jejuni 검출 시, 그에 앞선 선별검사

용으로 활용하기 적합할 것으로 보이며 특히 야채와 같이 정상

세균총의 수준이 높은 샘플의 경우에는 더욱 효과적으로 사용될

것으로 기대된다.

요 약

본 연구에서는 두 종류의 선택배지를 활용한 배지배양법과 real-

time PCR의 C. jejuni 검출능력을 비교하였다. 소시지, 쇠고기 분

쇄육, 무순에 C. jejuni를 접종하고 Hunt broth로 증균배양 하였으

며, mCCD agar와 Preston agar에 배양액을 획선도말하여 미호기

적으로 배양하였다. 동시에 증균배양액에서 1 mL을 채취하여 real-

time PCR을 실시하였다. 실험결과, real-time PCR은 쇠고기 분쇄

육과 소세지에서 두 가지 선택배지와 비교하여 동일한 검출력을

보였으나 무순에서는 훨씬 더 많은 양성을 검출하였다(p<0.05).

두 배지간의 비교에서는 Preston agar와 mCCD agar는 통계학적

유의차가 없는 민감도를 보였다(p>0.05). 결론적으로 real-time PCR

은 표준검출법인 배지배양법과 비교하여 동등하거나 우수한 민

감도를 지닌 신속검출기법인 것으로 사료되며, 배지배양법에 앞

서 선별검사로 사용할 경우 시간, 비용, 노동력 절감에 있어서 매

우 유효한 방법이 될 것으로 판단된다.
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