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Abstract

The objective of this study was to determine the resistance of Cronobacter sakazakii in acidic environments. The D-values

of CAFM2 (ATCC 29544), EB 1, EB 5, and EB 41 at pH 2.5 in TSB were significantly (p<0.05) higher when cells were

adapted at pH 4.5 in TSB for 5-h then when cells were not adapted at pH 4.5 in TSB. The D-values of CAFM2, EB1, and

EB 41 at pH 2.5 in TSB were significantly (p<0.05) higher when cells were adapted at pH 4.5 in TSB for 10-h then when

cells were not adapted at pH 4.5 in TSB. The D-values of CAFM2 and EB1 at pH 2.5 in TSB were significantly (p<0.05)

higher when cells were adapted at pH 4.5 in TSB for 24-h then when cells were not adapted at pH 4.5 in TSB. The adaptation

of C. sakazakii to mild acidic environments may result in increased resistance to severe acidic environments. The D-values

of all test strains at pH 2.5 in TSB were significantly (p<0.05) higher when cells were cultured at pH 4.5 then when they

were cultured at pH 7.2 in TSB. These data indicate that cells cultured in mildly acidic environments may result in increased

resistance to severe acidic environments. The acid adaptation of C. sakazakii showed an increased resistance to acidic envi-

ronments. The acid adaptation response of C. sakazakii has important implications for food safety, which should be consid-

ered when food preservation measures are developed.
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서 론

Cronobacter sakazakii는 그람 음성의 무포자형성, 주모

운동성, 통성혐기성 간균으로 신생아 및 영유아와 고령의

환자, 면역이 저하된 환자에 영향을 미친다. C. sakazakii

가 성인에게 감염될 경우는 세균혈증(bacteraemia), 패혈증

(septicemia) 등의 질병을 일으키지만(Hawkins, 1991;

Jimenez and Gimenez, 1982) 신생아 및 영유아에 비해 감

염 사례가 많지 않다. 반면 C. sakazakii 가 신생아 및 영

유아에게 감염될 경우는 뇌수막염(meningitis), 세균혈증

(bacteraemia), 패혈증(septicemia), 등의 질병을 일으키며

(Bar-Oz et al., 2001; Burdette and Santos, 2000; Van

Acker et al., 2001) 좋지 않은 예후로 인해 치사율이 40-

80%에 달하는 것으로 보고하였다(Nazarowec-White and

Farber, 1997).

건조 저항성이 뛰어난(Breeuwer et al., 2003; Dancer et

al., 2009; Edelson-Mammel et al., 2005; Farber and

Forsythe, 2008) 균의 특성상 분유를 비롯한 건조식품에서

분리되고 있으며(Himelright et al., 2002) 이외에도 곡류

(Cottyn et al., 2001), 채소(Soriano et al., 2001), 식품공장

(Kandhai et al., 2004), 토양(Neelam et al., 1987) 등의 환

경에서 분리되고 있다. 따라서 C. sakazakii는 다양한 환

경에서 생존하며 스트레스 환경에 노출될 가능성이 있으

며 이는 안전성과 밀접한 관련이 있을 것으로 판단된다.

일반적으로 미생물은 산성 스트레스 환경에서 다양한 양

상을 보이며 균주나 산의 종류와 같은 환경적 요인에 의

해 영향을 받는다(Foster, 2000; Park et al., 1996). 세포

외막이 손상되거나 세포막의 효소 활성 및 운반 단백질

혹은 세포질의 pH 항상성에 영향을 받으며 생장이 억제

되거나(Brown et al., 1997) 외부 환경에 대응하는 유전자

의 발현으로 인해 생장이 이루어진다(Beales, 2004). 산성

환경에 적응한 Aeromonas hydrophila(Isonhood et al.,

2002), Escherichia coli O157:H7(Cheng et al., 2003; Garren

et al., 1997; Leenanon and Drake, 2001; Leyer et al., 1995),
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Enterococcus faecalis(Flahaut et al., 1996), Lactobacillus

(De Angelis and Gobbetti, 2004), Lactococcus lactis(Sanders

et al., 1999), Listeria monocytogenes(Davis et al., 1996;

Ferreira et al., 2003), Salmonella(Foster, 1991; Foster and

Hall, 1991), Vibrio vulnificus(Bang and Drake, 2005;

Ferreira et al., 2003)는 또 다른 산성 스트레스 환경 뿐만

아니라 alcohol, cold, heat, osmotic, oxidative와 같은 다른

종류의 스트레스 환경에서의 교차 저항성도 증가한 것으

로 보고하였다. 이러한 미생물은 과일주스(Cheng and Chou,

2001), 소시지(Leyer et al., 1995), 치즈(Leyer and Johnson,

1993), 오렌지주스, 샐러드드레싱, 요거트(Gahan et al.,

1996), 케찹(Tsai and Ingham, 1997)과 같은 다양한 산성

식품에서 분리되고 있다.

C. sakazakii 의 연구를 보면 pH 4.5 환경하에서 실험균

주 72개가 모두 생장하였고(Dancer et al., 2009; Kim et al.,

2009), pH 3.9에서는 실험균주 72개 중 57개의 균주가 생

장하였다(Dancer et al., 2009). 뿐만 아니라 pH 3.5에서는

101 CFU/mL 이하의 낮은 수준으로 생장이 감소하여 산

저항성이 높은 것으로 보고가 되었다(Edelson-Mammel et

al., 2006). 따라서 C. sakazakii는 식품을 비롯한 다양한

산성 환경에서 생존할 수 있으며 식품 가공 산업에 있어

서 식품의 안전성 확보를 위한 방안으로 산 처리를 가열

처리 다음으로 많이 사용하고 있으므로 C. sakazakii의 산

성 스트레스 환경에서의 기본적인 특성에 관한 연구가 필

요하며, 현재 산 저항성과 관련된 스트레스를 유발하는 환

경에서의 교차 저항성에 관한 연구가 미비한 실정이므로

이에 대한 고찰이 필요할 것으로 판단된다.

따라서 본 연구에서는 미생물의 생육조건에 영향을 주

는 산성 환경에서 C. sakazakii 표준균주를 비롯하여 다양

한 환경에서 분리된 4종의 야생균주의 산성 환경에서의

기본적인 생리학적 특성과 더불어 약산성 환경에 노출된

경우 이와 같은 환경에서 성장한 C. sakazakii 의 강산성

환경에서의 저항성 실험을 수행하였다.

재료 및 방법

Microorganism

표준균주 C. sakazakii CAFM2(ATCC 29544)는 중앙대

학교 식품가공학과로부터 분양받았으며 4종의 야생균주

C. sakazakii EB 1(분변에서 분리), EB 5(사람의 인후부에

서 분리), EB 7(선식에서 분리), EB 41(토양에서 분리)은

경기도 보건환경 연구원으로부터 제공받아 실험에 사용하

였다. C. sakazakii 균주를 확인하기 위하여 생화학적 동

정 방법인 API 20E(BioMérieux, France)로 판정 후에 실

험에 사용하였다. 모든 균주는 tryptic soy agar(TSA, Merck,

Germany)에 획선 도말 후 37oC에서 24시간 배양한 후 5oC

의 냉장온도에서 짧은 기간 보관한 후 필요 시에 사용하

였다. 멸균된 tryptic soy broth(TSB, Merck, Germany)에

접종 후 37oC의 배양기에서 20-24시간 동안 배양하였고

동일한 방법으로 적어도 3번 이상의 연속 배양을 거친 정

지기에 속하는 균주를 실험에 사용하였으며 평판배양도말

을 통해 108-9 CFU/mL로 생장하는 것을 확인하였다.

Media

고체 배지는 TSA, 액체 배지는 TSB이며 희석용액은

0.1% peptone(BactoTM Peptone, Becton Dickinson Co.,

USA) 9 mL을 사용하였다. 실온(20-22oC)에서 멸균기(HVE-

50, Hirayama Co., Saitama, Japan)로 멸균된 TSB의 pH는

7.2로 측정되었으며 이를 모든 실험에서의 control pH로

설정하였다.

Adjustment of pH 

농도 35.4%, 비중 1.18, 분자량 36.45의 HCl(Hydrochloric

acid, DC chemical Co., Korea)을 멸균 증류수와 혼합하여

1 N로 조제하였고 이를 사용하여 실험에 필요한 모든 pH

조정이 이루어졌다. 예비 실험을 통해 각각의 pH에 따른

1 N HCl의 필요량을 pH meter(420A, Orion research Inc.,

USA)로 측정하였다.

Growth of C. sakazakii under different acid conditions

Control TSB에 접종 후 37oC에서 20-24시간의 배양을

거친 108-109 CFU/mL의 정지기 균주를 104-105 CFU/mL

수준으로 희석한 후 1 mL 취하여 99 mL의 pH 4.0, pH

4.5, pH 7.2의 TSB에 접종하였다. 접종된 TSB 용기를 37oC

의 항온수조(WB-20E, Jeio Tech, Korea)에 보관하면서 접

종 직후와 24시간 후에 샘플링하여 600 nm에서 흡광도를

측정(U-2000, Hitachi, Japan)하였다.

Survival of C. sakazakii under different acid con-

ditions

Control TSB에 접종 후 37oC에서 20-24시간의 배양을

거친 정지기의 균주를 1 mL 취하여 동일한 pH의 TSB에

서 106-107 CFU/mL 수준으로 희석한 후 다시 1 mL 취하

여 99 mL의 pH 3.5, pH 4.0, pH 4.5의 TSB에 접종하였

다. 접종된 TSB가 담긴 용기를 20-22oC의 실온에 보관하

면서 접종 직후와 2, 4, 6, 8, 10시간마다 샘플링 하였다.

각각의 샘플링 시점에서 샘플링 하여 TSA로 pour plate한

후 37oC에서 24-48시간 배양한 후에 30-300개 사이의 집

락의 수를 계산하였다. 각 실험의 대조군은 control TSB

에서 배양된 정지기의 균주를 동일한 pH의 TSB를 이용하

여 104-105 CFU/mL 수준으로 희석한 후 1 mL 샘플링 하

여 이후 동일한 과정을 거친 후 집락의 수를 계산하였다.
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Survival of C. sakazakii under different adaptation

time 

Control TSB에 접종 후 37oC에서 20-24시간의 배양을

거친 정지기의 균주를 1 mL 취하여 원심분리기(Micro17TR,

Hanil Science Industrial, Incheon, Korea)로 원심분리(2450

g, 2 min) 한 후 상등액을 모두 걷어내고 pH 4.5 TSB에

접종하였다. 접종된 TSB가 담긴 용기를 20-22oC의 실온

에 보관하면서 5, 10시간마다 샘플링 하였다. 각각의 샘플

링 시점에서 1 mL 취한 후 pH 2.5 TSB에 접종하여 90,

180, 270, 360초마다 다시 샘플링 하여 TSA로 평판 주입

한 후 37oC에서 24-48시간 배양한 후에 30-300개 사이의

집락의 수를 계산하였다. 각 실험의 대조군은 pH 4.5 TSB

에 접종된 균주를 동일한 pH의 TSB에서 104-105 CFU/mL

수준으로 희석한 후 1 mL 샘플링 하여 이후 동일한 과정

을 거친 후 집락의 수를 계산하였다.

Survival of C. sakazakii under different cultivation

conditions

약산성 환경의 pH 4.5 TSB에 각각 접종 후 37oC에서

20-24시간의 배양을 거친 정지기의 균주를 1 mL 취하여

배양할 때와 동일한 pH 4.5 TSB에서 106-107 CFU/mL 수

준으로 희석한 후 다시 1 mL 취하여 99 mL의 pH 2.5

TSB에 접종하였다. 접종된 TSB가 담긴 용기를 20-22oC의

실온에 보관하면서 90, 180, 270, 360초마다 샘플링 하여

TSA로 pour plate한 후 37oC에서 24-48시간 배양한 후에

30-300개 사이의 집락의 수를 계산하였다. 각 실험의 대

조군은 pH 4.5 TSB에서 배양된 정지기의 균주를 동일한

pH의 TSB에서104~105 CFU/mL 수준으로 희석한 후 1 mL

샘플링 하여 이후 동일한 과정을 거친 후 집락의 수를 계

산하였다.

Statistical analysis

모든 실험은 3회 반복 수행하여 얻어진 결과이다. 결과

에 대한 통계분석처리는 SAS program(Version 9.1, SAS

Institute Inc., USA)을 사용하였다. 회귀분석(PROC REG

절차)으로 D값(일정한 처리 조건에서 90%의 미생물을 사

멸하는데 걸리는 시간)을 계산하였다. General linear model

방법으로 처리군 간의 분산분석을 실시한 후 각 실험 간

의 유의성 검정은 5% 수준(p<0.05)에서 이루어졌다.

결과 및 고찰

Growth of C. sakazakii under different acid condi-

tions

일반적으로 균을 배양하는 pH 7.2 TSB에서는 모든 균

주의 흡광도가 1.0 이상으로 나타났다. 이와 마찬가지로

pH 4.5 TSB에서는 균주에 따라 흡광도 변화가 차이를 보

였지만 모든 균주가 생장한 것으로 나타났다. 반면 pH 4.0

TSB에서 EB 5, EB 7 그리고 EB 41은 생장하였지만 나

머지 균주의 흡광도 변화가 0.01 이하의 미미한 수준으로

생장이 제한된 것으로 나타났다. 이와 유사한 pH 4.1에서

표준 균주 및 국외에서 분리된 균주는 72개의 실험 균주

중 69개의 균주가 생장하였고(Dancer et al., 2009), 분유

및 영유아 식품에서 분리된 균주는 14개의 실험균주 중 7

개의 균주가 생장하였다(Kim et al., 2009). 동일한 C.

sakazakii 야생균주라고 할지라도 human에서 분리된 EB

5, food에서 분리된 EB 7, soil에서 분리된 EB 41은 stool

에서 분리된 EB 1에 비해 낮은 산성 환경에서 생장이 가

능한 것으로 나타났다. 국내 분리 균주가 국외 분리 균주

보다 산성 환경에서 저항성이 낮은 것으로 보고하였으며

(Kim et al., 2009) brain heart infusion(BHI) 배지(pH 3.5)

에서 생장이 이루어졌지만(Ibrahim et al., 2005) 이유식(pH

4.3)에서 생장이 이루어지지 않은 것처럼(Richard et al.,

2005)배지나 시료에 따라서도 산 저항성이 차이를 보이는

것으로 보고하였다.

Survival of C. sakazakii under different acid con-

ditions

균종에 따라 차이가 있지만 pH 4.5에서 pH 10 사이의

액체배지에서 생장이 가능한 것으로 보고한 것(Breeuwer

et al., 2003)과 마찬가지로 pH 4.5 TSB에서 균의 수가 증

가하였다(Fig. 1). 균을 배양하는 TSB의 pH가 7.2임을 감

안하면 pH 4.5에서 pH 7.2 사이의 TSB에서는 생장 속도

는 영향을 받지만 생장은 가능할 것으로 생각된다. 하지

만 pH 4.0 이하의 TSB에서는 EB 5와 EB 7을 제외한 나

머지 균주의 균의 감소가 시작되었다. 특히 pH 3.5 TSB

에서는 모든 균주가 5시간 되는 시점에 101 CFU/mL이하

의 수준으로 감소하였다. 이는 Edelson-Mammel 등(2006)

의 연구에서 대부분의 실험 균주가 101 CFU/mL 이하의

수준으로 감소하여 산성 환경에서 높은 저항성을 나타낸

다고 보고한 것과 유사한 결과이다. 산성 환경에 대한 저

항성은 균주별로 차이를 보이는 것으로 나타났다. 이는 동

일한 표준균주라고 할지라도 분리된 환경의 차이에서 기

인한 것으로 판단된다.

Survival of C. sakazakii under different adaptation

time

약산성 환경의 pH 4.5 TSB에서 적응하지 않은 경우 강

산성 환경인 pH 2.5 TSB에서의 D값은 최소 1.33분에서

최대 1.53분으로 나타났다(Fig. 2). CAFM2와 EB 1은 pH

4.5 TSB에서 적응한 경우 D값이 유의적으로 증가하였다

(p<0.05). EB 5는 5시간 동안 적응한 경우, EB 41은 5시

간과 10시간 동안 적응한 경우 D값이 유의적으로 증가하

였다(p<0.05). EB 7을 제외한 모든 균주가 약산성 환경의
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pH 4.5 TSB에 적응하는 경우 강산성 환경에서의 D값이

증가하는 것으로 나타났다. 뿐만 아니라 강산성 환경에서

의 저항성은 약산성 환경에서의 적응시간에 따라 다른 저

항성을 보였다.

C. sakazakii는 E. coli(Cheng et al., 2003; Garren et al.,

1997; Leenanon and Drake, 2001; Leyer et al., 1995)와 같

은 병원성 균주와 마찬가지로 약산성 환경에 적응하는 경

우 강산성 환경에서의 저항성이 증가하는 것으로 나타났

다. C. sakazakii의 산 저항성에 관한 명확한 mechanism은

제시되지 않고 있다. 하지만 E. coli처럼 정지기나 스트레

스 상태에서 유발되는 RpoS와 같은 sigma factor에 의해

보호받는 것(Hengge-Aronis, 2002; Loewen et al., 1998;

Robert et al., 1993)으로 유추해 볼 수 있으며 추후 이와

관련된 연구가 수행되어야 할 것으로 판단된다.

Survival of C.sakazakii under different cultivation

conditions 

약산성 환경의 pH 4.5 TSB에서 배양한 경우 pH 2.5

TSB에서의 D값이 pH 7.2 TSB에서 배양한 경우에 비해

증가하였다(Fig. 3). CAFM2의 D값은 20.36분으로 나타났

고, 야생균주의 D값은 6.21분에서 33.26분으로 나타났다.

모든 균주가 pH 4.5 TSB에서 배양한 경우 pH 2.5 TSB

에서의 D값이 유의적으로 증가하였다(p<0.05). 야생균주

중에서 EB7이 산에 대한 저항성이 가장 크게 나타났고

EB5가 산에 대한 저항성이 가장 작은 것으로 나타났다

(p<0.05). 동일한 pH라고 할지라도 산성 환경에서 적응한

경우보다 배양한 경우 강산성 환경에서의 D값이 높은 것

은 온도의 영향이 적지 않을 것으로 판단된다. 특히 산성

환경에 적응한 경우 다른 스트레스 환경에서 교차 저항성

이 증가하므로(Leyer and Johnson, 1993; Ryu and Beuchat,

Fig. 1. Survival curves of (a) C. sakazakii CAFM2 (=ATCC

29544) and (b) C. sakazakii EB 7 at pH 4.5 TSB (● ),

pH 4.0 TSB (○ ), pH 3.5 TSB (▼ ). Bars represent standard

error of the mean. Data points are the means from tripli-

cate experiments.

Fig. 2. D-values of C. sakazakii strains at pH 2.5 TSB under

different adaptation time. 0 h (■), 5 h ( ), 10 h (■), 24

h ( ). Values followed by different letters are signifi-

cantly different (p<0.05) by Dunnett's test.

 

 

Fig. 3. D-values of C. sakazakii strains at pH 2.5 TSB under

different cultivation condition. pH 7.2 (■ ), pH 4.5 (■ ).

Values followed by different letters are significantly dif-

ferent (p<0.05) by Dunnett's test.
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1998; Wong et al., 1998) 추후 산과 온도의 교차 저항성

에 관한 후속 연구가 수반되어야 할 것으로 판단된다.

요 약

본 연구는 표준균주 C. sakazakii(CAFM2)와 4개의 야생

균주(EB 1, EB 5, EB 7, EB 41)를 사용하여 pH를 조정

한 산성 환경에서의 저항성을 살펴보았다. C. sakazakii는

pH 4.5 TSB에서 5시간, 10시간 동안 적응한 경우, pH 4.5

TSB에서 적응하지 않은 경우와 비교하여 EB 7을 제외한

모든 균주가 pH 2.5 TSB에서의 D값이 유의적으로 높게

나타났다(p<0.05). 따라서 약산성 환경에서 적응한 균주는

강산성 환경에서의 저항성이 증가하였다. C. sakazakii는

pH 4.5 TSB에서 배양한 경우, pH 7.2 TSB에서 배양한 경

우와 비교하여 모든 균주가 pH 2.5 TSB에서의 D값이 유

의적으로 높게 나타났다(p<0.05). 따라서 약산성 환경에서

배양한 균주는 강산성 환경에서의 저항성이 증가하였다.

본 연구를 통해 C. sakazakii는 약산성 환경에 적응한 경

우 강산성 환경에서의 저항성이 증가하는 것으로 나타났

다. 이러한 acid adaptation response는 C. sakazakii와 관련

된 식품 가공 산업에서의 hurdle technology를 적용하는데

있어서 안전성 확보와 관련된 시사점을 제공할 수 있을

것으로 판단된다.
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