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Abstract

In this study, a rapid and sensitive detection tool for screening Salmonella spp. by using a loop-mediated isothermal ampli-

fication (LAMP) assay targeting the genomic sequence of the invA gene was developed. The inclusivity and exclusivity

were both at 100% in the analysis, and the limit of detection (LOD) in a pure S. Enteritidis culture suspended in saline was

3.2×103 CFU/mL at 18.17 min (R2 = 0.9446). The LODs of the LAMP assay in buffered peptone water with Salmonella

(BPW) and duck carcass swab sample enriched in BPW with Salmonella (BPWS) after 0 and 12 h incubation were 3.2× 103

CFU/mL and 3.2×100 CFU/mL, respectively. Comparing the LODs in BPW with those in BPWS, the LAMP assay was less

influenced by compounds of duck carcass swab sample than the PCR assay. Sensitivity and specificity of the LAMP assay

in 50 duck carcass swab samples enriched in BPW for 6 h were 96% and 84%, respectively, indicating that the LAMP assay

is a rapid, simple and sensitive assay, which can be utilized as a potential screening tool of Salmonella spp. in duck carcass

sample.
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서 론

Salmonella는 장내세균과에 속하는 통성혐기성의 그람 음

성 간균으로, 균 속의 다양한 혈청형이 사람에서 병원성을

나타내는 주요 식중독 원인체이다. 사람에서의 살모넬라 감

염증은 주로 식품 매개 형태로 발생하며 복통, 설사, 발열

등의 임상증상을 보인다. 특히 영·유아, 노인, 면역결핍환

자 등에서 임상증상은 중증으로 발전될 수 있으며 드물게

사망까지 이르는 매우 치명적인 결과를 야기할 수 있다. 전

세계적으로 살모넬라에 의한 식중독 사고는 세균성 식중독

사고의 대부분을 차지한다. 미국에서는 Salmonella에 의한

식중독 사고가 연간 150만건에 이르며(Steve Yan et al.,

2004), 인접 국가인 중국에서는 세균성 식중독 사고의 70-

80%가 Salmonella로 인해 발생하는 것으로 보고되고 있다

(Yang et al., 2010). 국내 식품의약품안전처 식중독 통계 시

스템 자료에 따르면, 2011년 Salmonella 식중독은 24건, 환

자수 1,065명으로 보고되어 세균성 식중독 사고 중 병원성

대장균에 이어 두 번째로 높은 수준으로 보고되었다. Salmo-

nella 식중독을 예방하기 위한 국가적 차원의 노력에도 불

구하고 매년 Salmonella 식중독 사고는 꾸준히 발생하여 경

제적 손실을 일으키고 있는 실정이다.

Salmonella는 현재까지 2,500여 종 이상의 다양한 혈청형

이 보고되었으며, 그 중 식중독을 일으키는 주요한 혈청형

으로 Salmonella enterica serotype Typhimurium (S.  Typhi-

murium)과 Salmonella enterica serotype Enteritidis (S. En-

teritidis)가 있다(Yang et al., 2010). 특히 S. Enteritidis는 가

금류에 흔히 감염되어 오염된 식육 또는 계란을 통해 폭발

적인 식중독 사고를 일으키기 때문에 가금류에서의 살모넬

라 감염의 예방 및 차단은 공중보건학적으로 매우 중요하

다. 그러나 가금류의 경우 대부분 농장에서 밀집사육되고
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있기 때문에 오히려 Salmonella 전파가 용이한 실정이다

(Penha Filho et al., 2009). 또한, 도계과정 중 분변 및 근

접 도체에 의한 2차오염 및 교차오염도 Salmonella에 의한

식중독 사고의 위험을 더욱 증가시키는 요인이다. 국내 가

금류 중 소비량이 가장 높은 계육에서의 Salmonella 오염

에 대해서는 국내외적으로 많은 연구가 보고되어 있으나,

두 번째로 소비량이 높은 오리육의 Salmonella 오염에 대

해서는 그 연구가 부족한 실정이다(Cha et al., 2013). 그러

나 2003년부터 2005년간 영국에서 가금육 중 Salmonella

오염이 가장 높았던 종류는 오리육(29%)으로, 이는 계육

(5%)의 오염수준을 훨씬 상회하는 것으로 오리육에 의한

Salmonella 식중독 사고 위험이 높음을 시사한다(Little et

al., 2008). 최근 국내 오리육의 소비량이 점차 증가함을 감

안할 때, 오리육에서 Salmonella 균체를 빠른 시간 내에 검

출하여 Salmonella 감염 위험을 최소화하는 것이 Salmonella

의 전파를 초기에 차단하여 오리 산업은 물론 공중보건학

적으로도 경제적·인적 손실을 방지할 수 있는 매우 중요

한 전략이라고 할 수 있다.

Salmonella균의 검출법으로는 전통적으로 표준배양법이

사용되고 있다. 그러나 이 방법은 균의 특성상 배양 및 분

리, 동정까지 최소 3일에서 5일 정도가 소요되는 단점이 있

다. 또한 동시에 많은 양의 시료를 처리하는데 집약적인 노

동력이 필요하므로 신속하고 정확한 검출을 통한 원인균

조기 스크리닝에 활용하기에는 어려움이 있다.

최근 기존의 표준배양법과 병용하여 유전자 기반의 검출

법인 PCR(Polymerase Chain Reaction)법 및 real-time PCR

법 등이 여러 분야에 응용되고 있다. 이는 균 특이 유전자

를 증폭함으로써 원인균을 검출할 수 있는 기법으로 표준

배양법과 비교하였을 때 간단하고 신속하게 결과를 판정할

수 있는 장점이 있다. 그러나 PCR의 경우 증폭산물을 확

인하기 위하여 한천 겔 상에서 전기영동 과정을 거쳐야 하

는 번거로움이 있을 뿐만 아니라, 우유 및 식육 등 식품 시

료 성분에 의한 유전자 증폭반응의 저해가 우려되기도 한

다(Bickley et al., 1996; Kim et al., 2000; Rossen et al.,

1992).

등온유전자증폭(Loop-mediated isothermal amplification,

LAMP)법은 기존의 유전자증폭법인 PCR 및 real-time PCR

과 유사하나 신속·민감·정확도가 뛰어난 방법으로 최근

여러 분야에 걸쳐 다양하게 응용되고 있다(Jiang et al.,

2012; Jiang et al., 2013; Techathuvanan et al., 2010; The-

kisoe et al., 2010; Wang et al., 2012). 기존의 유전자 증폭

방법들이 온도 구배 조건 하에서 반응이 진행되는 것과 다

르게, 이 방법은 등온조건에서 Bst DNA polymerase 등을

활용하여 주형 DNA 이중나선 구조의 열 변성 없이 증폭

반응이 진행된다. 또한, 등온 증폭법에 사용되는 6개의

primer (반응에 반드시 필요한 inner primer set 및 outer

primer set와 증폭반응을 더욱 가속화시키는 loop primer set

등)는 타깃 유전자 서열의 각기 다른 8개의 부위를 인식하

여 유전자 증폭을 진행하므로 여타 방법에 비해 민감도 및

특이도를 향상시킬 수 있다 (Nagamine et al., 2002; Notomi

et al., 2000; Tomita et al., 2008). 반응 산물은 특정 유전

자가 증폭되면서 생성되는 부산물의 탁도 혹은 형광발현

유무를 통해 육안으로 간단하게 판독할 수 있고 등온에서

반응되기 때문에 현장적용성이 탁월한 장점이 있다 (Tomita

et al., 2008). 또한, 1시간 이내로 특정 유전자의 증폭유무

를 정확하게 관찰할 수 있어 기존의 유전자 증폭기법들에

비해 신속성이 뛰어나 식중독 사고 발생 시 원인체의 신속,

간단한 검출을 위한 효과적인 기법으로 이용될 수 있다.

한편, 반응액에 증폭산물과 결합할 수 있는 형광 시료를

첨가하면 실시간으로 증폭산물을 관찰하고 간접적으로 정

량할 수 있으므로 원인체의 검출뿐만 아니라 정량기법으

로도 활용할 수 있는 장점을 지니고 있다.

본 연구에서는 오리도체에서의 신속·정확하고 간단한

Salmonella 균체 검출 기법의 개발을 목표로 LAMP의 적용

가능성을 평가하였다. Salmonella의 invA 유전자를 마커로

primer를 제작하여 inclusivity 및 exclusivity를 평가하였고,

검출한계를 결정하고 정량공식을 유도하여 개발된 LAMP

기법의 검출능 및 정량화 가능성을 평가하였다. 또한, S.

Enteritidis가 인공접종된 오리도체시료, 순수 S. Enteritidis

증균액 및 실제 도압장에서 채취한 오리도체시료의 증균액

에 적용하여 각각의 검출능을 PCR과 비교·평가하였다.

재료 및 방법

공시 균주

본 연구에서는 사용한 균주정보는 Table 1에 제시되어 있

다. 한국생명자원센터(KCTC)에서 분양받은 S. Enteritidis

KCTC 23837, S. Typhimurium KCTC 12456을 inclusivity

실험 및 양성대조군으로 실험에 이용하였다. 농림수산검역

검사본부에서 분양 받은 다양한 혈청형의 Salmonella spp.

44주 및 오리도체시료에서 분리한 Salmonella spp. 10주는

inclusivity 실험에 이용하였다. Salmonella 외의 표준균주 12

주는 exclusivity 실험에 이용하였다. Inclusivity는 실험에 이

용된 Salmonella spp.의 표준균주 및 분리주 중 개발된

LAMP법으로 증폭반응을 보인 비율로 정의하였고, exclusivity

는 실험에 이용된 non-Salmonella spp.의 표준균주 및 분리

주 중 개발된 LAMP법으로 증폭반응이 나타나지 않은 비

율로 정의하였다.

Genomic DNA의 추출

시험 균주가 접종된 증균액 상에서의 DNA를 추출하기

위하여 DNeasy Tissue kit (Qiagen, USA)를 제조사의 권장

실험방법에 준하여 사용하였다. 실제 도압장에서 채취한 오

리도체시료의 증균액 상에서의 DNA는 InstaGeneTM Matrix
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(Bio-Rad Inc., USA)를 제조사의 권장 실험방법에 준하여

사용하였다. 분리한 DNA는 주형으로서 PCR 및 LAMP 반

응에 곧바로 사용할 경우 4oC에 보관하였고, 장기 보관할

경우에는 20 µL씩 분주하여 -20oC에 보관하였다.

invA 유전자 검출을 위한 LAMP Primer 제작

Salmonella 특이적인 LAMP primer 제작을 위하여 다양

한 Salmonella spp.의 invA 유전자 서열(Genebank number

U43252, U43272, U43273, M90846, NC016857)을 대상으

로 CLUSTAL W (Lasergene® 10.1.1, USA)법을 사용하여

consensus 서열을 확보하였다. 확보한 consensus 서열을 토

대로 Primer explorer V4.0 software (http://primerexplorer.jp,

Fujitsu Ltd., JP)을 사용하여 LAMP primer를 제작하였다.

총 제작된 LAMP primer는 3쌍으로, Inner primer set (FIP,

BIP), Outer primer set (F3, B3) 및 Loop primer set (LF,

LB)로 구성하였다. 제작된 LAMP primer 서열은 다음과 같

다; FIP 5’-ATGATGCCGGCAATGGCGTCAGCCAGCTT

TACGGTTCCT-3’, BIP 5’-GATGACCCGCCATGGTATGG

ATCCATCACCGATGGTCAGC-3’, LF 5’-TTGATAAACT

TCATCGCACCGT-3’, LB 5’-TTATCCTCCGCGCTGTCTA

CTTA-3’, F3 5’-GAAGCGTACTGGAAAGGGAA-3’, B3

5’-GGGATCTGGGCGACAAGA-3’.

LAMP 및 PCR법의 반응 조건

LAMP 반응액은 GspSSD DNA polymerase (OptiGene

Ltd., UK)를 이용하여 제조하였다. 총 반응액 20 µL 중 pri-

mer의 최종농도는 FIP 및 BIP 0.8 µM, LF 및 LB 0.4 µM,

F3 및 B3 0.2 µM으로 설정하였으며 GspSSD DNA poly-

merase 6 U, 주형 DNA는 4 µL 첨가하였다. 음성대조군의

경우에는 Nuclease free 3차 멸균증류수를 주형으로 첨가하

였다. 반응액은 Genie® II platform (OptiGene Ltd., UK)을

이용, 60-67oC 사이의 온도에서 최적화 실험을 선행하여 같

은 농도에서 검출시간이 가장 빨랐던 65oC에서 30분 동안

증폭을 수행하였다. 증폭결과는 X축의 검출시간(T)과 Y축

Table 1. List of bacterial strains used in this study

Species Sources No. of strain

Salmonella spp. (reference strains)

serotype Enteritidis KCTC 23837 Deposited by CDC 1

serotype Typhimurium KCTC 12456 Derived from existing strain (US) 1

Salmonella spp. (wild type strains)

serotype Enteritidis Chicken (feces, meat and liver) 15

serotype Typhimurium Pig and Cattle (feces, meat and slaughterhouse) 15

 serotype Hadar Pig 1

serotype Montevedio Chicken 1

serotype schwarzengrud Pig 1

serotype Infantis Chicken 1

serotype Reading Chicken 1

serotype Newport Pig 1

serotype Give Cattle 1

serotype Senftenberg Chicken 1

serotype Bareilly Chicken 1

serotype Lagos Chicken 1

serotype Rissen Pig 1

serotype Heidelberg Chicken 1

serotype London Pig 1

serotype Derby Pig 1

Salmonella spp. Duck (carcass swab) 10

Gram-negative bacteria

E. coli (ATCC 43894, 43890, 19853) Human feces 3

Campylobacter spp.(ATCC 33291 and 33559) 2

Shigella flexneri ATCC 29903 1

Shigella sonnei ATCC 25931 Human feces 1

Cronobacter sakazakii ATCC 29544 1

Gram-positive bacteria

Bacillus cereus ATCC 11778 Deposited by FDA 1

Staphylococcus aureus ATCC 33586 Vagina of toxin shock syndrome patient (US) 1

Listeria spp. (ATCC 15313 and 33090) 2

Total 68
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의 형광세기(K)의 증폭곡선으로 관찰하였고, 분석 결과 도

출되는 annealing temperature값을 기반으로 85.87±0.26oC

범위 내의 값을 갖는 시료를 양성으로 판정하였다.

PCR반응은 기존에 보고된 연구의 primer 및 반응 조건

을 참고하여 실험하였다(Rahn et al., 1992). 총 25 µL의 반

응용액은 AmpliTaq® Gold DNA polymerase (Applied Bio-

systems, UK)을 사용하여 제조하였으며, 1 µL 주형 DNA를

첨가하였다. 음성대조군의 경우 Nuclease free 멸균3차증류

수를 주형으로 1 µL 첨가하였다. 반응용액의 증폭은 My-

CyclerTM Thermal Cycler (Bio-Rad Inc., USA)를 사용하였

다.

모든 실험군에서 양성대조군(S. Enteritidis KCTC 23837)

과 음성대조군(Nuclease free 3차 멸균증류수)을 사용하였

다. 표준곡선 및 정량공식을 유도하기 위한 검출한계 실험

은 3반복하였으며, 그 외는 2반복 실험하였다.

검출한계 실험을 위한 Salmonella 순수 배양액의 준비

Tryptic Soy Agar (TSA, Becton Dickinson, USA)에서 순

수 분리된 S. Enteritidis KCTC 23837의 1개 집락을 Tryptic

Soy Broth (TSB, Becton Dickinson, USA)에 접종하여 37oC

에서 24시간 배양한 후 McFarland scale 2.5에 맞추었다.

멸균생리식염수에 10배씩 단계희석한 후, Plating Count

Agar (Becton Dickinson, USA)에 접종하여 37oC에서 24시

간 배양하고 균수를 측정하였다. 단계별 희석된 시료 중의

1 mL은 바로 DNA를 추출하여 검출한계 실험에 사용하였

다. 검출한계 실험은 3반복하였으며, 상용로그로 변환된 단

계희석 시료의 CFU수준과 그에 해당하는 검출시간의 산포

도를 그려 표준곡선 및 정량공식을 유도하였고, 이 때 얻

어지는 상관관계계수 (R2)를 토대로 결과를 최종 평가하였다.

한편, 순수 Salmonella 증균액(BPW) 상에서의 검출한계

및 Salmonella가 인공접종된 오리도체시료 증균액(BPWS)

에서의 검출한계 실험에 사용하고자 단계별 희석된 시료

중의 1 mL은 각기 BPW 혹은 오리도체시료가 접종된 BPW

9 mL에 접종하였다. 접종 후 배양 0시간 및 12시간에 각

시료당 1 mL씩을 취하여 바로 DNA를 추출하거나 -20oC에

서 보관 후 DNA를 추출하여 검출한계 실험에 사용하였다.

인공 접종 실험을 위한 오리도체시료 채취 및 균주 분리

방법

2013년 5월 1회에 걸쳐 서울시 구로구 소재의 대형마트

1곳에서 냉동상태의 오리(지육)를 구입하여 4oC에서 실험

실로 즉시 운송하였다. 50oC로 설정된 항온수조에서 급격

히 해동한 오리 지육을 5 mL의 buffered peptone water(BPW,

Becton Dickinson, USA)로 습한 멸균된 거즈를 사용하여

흉부를 3-5회 겹치지 않게 닦아낸 후 25 mL의 BPW에 넣

고 세게 진탕하였다. 진탕액 10 mL를 90 mL의 BPW에 접

종하여 37oC에서 24시간 정치배양하였다. BPW 배양액

1 mL를 Tetrathionate broth, Hajna (TTH, Becton Dickinson,

USA) 배지 10 mL 중에 접종하여 진탕한 후 37oC에서 24

시간 정치배양하였다. TTH 배양액 10 µL를 XLT4 한천 배

지에 접종하여 37oC에서 24시간 배양한 후 전형적인 Salmo-

nella 집락이 형성되지 않았음을 확인하고, BPW 배양액에

서의 LAMP 및 PCR 결과 invA 유전자의 증폭산물이 관찰

되지 않음을 확인한 후 인공접종 실험의 시료로 사용하였다.

오리도체에서의 Salmonella 균주 분리 및 민감도·특이

도 실험

2013년 6월 1회에 걸쳐 국내 소재의 도압장 1곳에서 오

리도체의 표면시료 100점을 수집하였다. 5 mL의 멸균생리

식염수로 습한 멸균된 거즈를 사용하여 도체의 흉부를 3-5

회 겹치지 않게 닦아낸 후, 25 mL의 BPW에 넣어 냉장조

건에서 실험실로 즉시 운송하였다. 시료를 세게 진탕한 후,

진탕액 10 mL를 37oC에서 6시간 정치배양하였다. BPW 배

양액 1 mL를 TTH 배지 10 mL 중에 접종하여 진탕한 후

37oC에서 24시간 정치배양하였다. TTH 배양액 10 µL를

XLT4 한천 배지에 접종하여 37oC에서 24시간 배양한 후

전형적인 Salmonella 집락을 관찰한 후, 양성 추정 집락만

을 선택하여 Rambach 한천 배지(Becton Dickinson, USA)

에 접종하여 37oC에서 24시간 배양하였다. 양성 추정 집락

은 VITEK 2 compact system (BioMerieux, France)을 사용

하여 생화학적 동정을 거쳐 최종적으로 판정하였다.

BPW 배양액 1 mL은 오리도체시료 증균액에서의 민감도

및 특이도 실험을 위하여 -20oC에서 보관 후 DNA를 추출

하였다. Salmonella 양성 및 음성 시료 각각 25개씩 총 50

개 시료에서 추출한 DNA는 LAMP 및 PCR법을 사용하여

민감도 및 특이도 실험을 수행하였다. 25개 양성 및 음성

시료 중 LAMP 및 PCR로 각각 양성 및 음성으로 판정된

시료수의 비율을 민감도(sensitivity) 및 특이도(specificity)에

반영하였다.

결과 및 고찰

LAMP의 inclusivity 및 exclusivity 시험

Salmonella의 invA 유전자는 상피세포 부착 및 침습에 관

련된 필수적인 유전자로, Salmonella 고유의 특이 서열을

가지고 있어 다양한 종류의 시료로부터 Salmonella 균체 검

출에 활용되고 있다(Ferretti et al., 2001; Guo et al., 1999;

Lampel et al., 2000). invA 유전자 외에도 phoP 유전자 등

도 Salmonella 검출 연구에 많이 활용되고 있으나, phoP 유

전자는 대부분의 Enterobacteriaceae에 존재하므로 분변 및

환경 샘플에서 비특이 반응에 의해 Salmonella 오염 수준

이 잘못 예측될 우려가 있다(Zhang et al., 2011). 따라서 본

연구에서는 마커로서 invA 유전자를 선정하여 Salmonella

특이적인 LAMP primer를 제작하여 inclusivity 및 exclusivity
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실험을 수행하였다.

총 56개 Salmonella 표준균주 및 분리주에 대해 LAMP

의 inclusivity 시험을 시행한 결과, 56주에서 모두 양성의

증폭반응이 관찰되었다. 한편, 총 12개 non-Salmonella spp.

표준균주에 대해 exclusivity 시험을 시행한 결과, 12주에서

모두 음성의 증폭반응이 관찰되어 inclusivity 및 exclusivity

는 각각 100%로 판정하였다. 모든 실험군에서 양성대조군

과 음성대조군을 사용하였으며 가양성 및 가음성 결과는

관찰되지 않았다. 같은 시료를 PCR법으로 실험한 결과도

이와 같이 관찰되었으므로, 다른 연구들에서 보고된 바와

마찬가지로 Salmonella 균을 검출하는데 있어서 invA 유전

자는 매우 효과적인 것으로 생각된다.

LAMP법의 검출한계

순수 배양된 Salmonella 희석액에서 LAMP의 검출한계를

알아보고자 멸균생리식염수상에 단계희석하여 준비한 시료

를 이용하여 실험을 수행한 결과, 3.2×107 CFU/mL부터

3.2×103 CFU/mL까지 11.08분에서 18.17분 사이에서 순서

대로 성공적으로 증폭되었다(Fig. 1A). 총 반응시간 30분이

지난 후 annealing temperature 결과를 토대로 모두 양성의

증폭산물이 생성되었음을 관찰하였다(85.87±0.26oC). 이를

토대로 LAMP법의 검출한계는 3.2×103 CFU/mL로 결정하

였으며, 이 때의 검출시간은 평균 18.17±0.80분이었다. 같

은 시료를 PCR로 실험한 결과 검출한계는 3.2×105 CFU/

mL로 관찰되어 본 연구에서 개발된 LAMP법이 PCR보다

100배 더 민감한 것으로 나타났다. 이 결과는 fimY 유전자

를 특이 마커로 한 LAMP기법을 순수 배양된 Salmonella

의 희석액에 적용하였을 때의 검출한계를 4.8-6.0×103 CFU/

mL으로 보고한 결과와 유사한 것으로 관찰되었고(Tang et

al., 2012), invA 유전자를 특이 마커로 Salmonella 검출 기

법을 개발한 연구에서는 LAMP의 검출한계를 104 CFU/tube

로 보고하여(Zhang et al., 2011), 본 연구에서 개발한 LAMP

Fig. 1. The limit of detection and standard curve of the LAMP assay targeting the invA gene of Salmonella spp. in a pure S.

Enteritidis culture suspended in saline. (A) The amplification curve indicates time (min) on the X-axis and the amount of

fluorescence detected (K) on the Y-axis. Each amplification curve is tagged with an arrow and a corresponding sample

serially diluted from 3.2×107 to 3.2×103 CFU/mL on the graph, (B) The standard curve shows CFU/mL in log scale on the

X-axis against time in minutes on the Y-axis. The quantification equation and R2

 
value are shown on the graph.
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기법이 더욱 민감한 것으로 생각된다.

위 결과를 토대로 LAMP의 간접정량화 가능성을 평가하

고자 유도된 정량공식은 y = −1.7667x + 23.734이었고, 이 때

의 R2값은 0.9446이었다(Fig. 1B). E. coli의 시가독소 유전

자(stx)를 타깃으로 LAMP법을 개발한 연구에서는 R2값의

범위를 0.904부터 0.997 사이로 보고하였다(Wang et al.,

2012). 이와 비교하였을 때, 본 연구에서 유도한 정량공식

은 3.2×107 CFU/mL에서 3.2×103 CFU/mL 사이의 범위에

서 검출시간을 바탕으로 미지의 농도로 존재하는 Salmonella

균체를 간접적으로 정량할 수 있음을 알 수 있다.

Salmonella 증균배지상에서의 LAMP법의 검출한계

BPW 배지에서 12시간 배양한 Salmonella 증균액(BPW-

12) 상에서의 검출한계는 LAMP 및 PCR 모두 시험한 범

위 내의 시료(3.2×106 CFU/mL부터 3.2×100 CFU/mL까지)

에서 증폭되었다(Table 2). 한편, BPW배지에서 접종 후 0

시간에서의 Salmonella 증균액(BPW-0) 상에서의 LAMP와

PCR의 검출한계는 각각 3.2×103 CFU/mL 및 3.2×105 CFU/

mL으로 LAMP법이 100배 더 민감한 것으로 관찰되었다.

균종별로 다양한 성분으로 구성된 각 증균배지는 유전자

기반의 균체 검출 기법 연구에 신속성 및 정확도를 검증하

기 위하여 유용하게 쓰이고 있다. 그러나 증균액 상에서 균

체의 DNA를 추출할 때 Listeria 증균배지인 Fraser broth

및 modified Listeria enrichment broth (LEB), Lactobacillus

증균배지인 MRS broth 및 Salmonella 2차 증균배지인

Rappaport broth 등은 PCR 반응을 저해한다는 보고가 있다

(Rossen et al., 1992). 다양한 시료의 Salmonella 시험법에

서 1차 증균배지로 활용되는 BPW의 성분이 유전자 증폭반

응에 미치는 영향을 알아보기 위하여 BPW-0와 멸균생리식

염수 상에서의 검출한계를 비교한 결과, LAMP 및 PCR에

서 3.2×103 CFU/mL 및 3.2×105 CFU/mL로 일정하여 BPW

배지의 성분은 LAMP 및 PCR반응을 저해하지 않음을 알

수 있었다. 한편, real-time PCR을 응용한 식품 시료 내 원

인체 검출 기법 연구에서는 시료에 의한 증폭반응의 저해

유무를 알아보기 위하여 시료에 상관없이 항상 일정하게

증폭되는 internal amplification control (IAC)를 반응용액 중

에 첨가하기도 하나(McCabe et al., 2011; Rodriguez et al.,

2012a, 2012b), LAMP 기법에서는 해당 연구가 전무한 실

정이다. 향후 본 연구에서 개발한 LAMP 기법에 이 점을

보강한다면 시료 및 배지 중에 존재할 수 있는 증폭반응

저해제의 유무를 보다 간단하고 빠르게 판정할 수 있을

것으로 생각된다.

인공접종된 오리도체시료 증균액에서의 LAMP 및 PCR

의 검출한계

오리도체시료 증균시료에서의 Salmonella 검출한계를 알

아보고자 인공접종 실험을 수행하였다. 오리도체시료가 인

공적으로 접종된 BPW 배지에 Salmonella 균체를 3.2×106

CFU/mL부터 3.2×100 CFU/mL까지 각각 단계적으로 희석

하여 접종 후 0시간(BPWS-0) 및 12시간(BPWS-12) 증균액

을 실험에 사용하였다. 12시간 증균 후 LAMP의 검출한계

는 3.2×100 CFU/mL이었고, PCR의 검출한계는 3.2×101

CFU/mL으로 LAMP가 10배 더 민감한 것으로 관찰되었다

(Table 2). 한편, 접종 후 0시간에서 LAMP의 검출한계는

3.2×103 CFU/mL이었고, PCR의 검출한계는 3.2×105 CFU/

mL으로 LAMP가 PCR보다 100배 더 민감한 것으로 관찰

되었다.

배양액 종류에 상관없이 12시간 증균액의 LAMP 및 PCR

의 검출한계 결과를 비교하면 LAMP의 검출한계는 3.2×100

CFU/mL으로 일정하였으나 PCR의 검출한계는 오리도체시

료가 포함된 증균액에서 감도가 10배 떨어지는 것으로 관

찰되었다. 이와 유사하게 PCR은 높은 농도의 지방, 단백

Table 2. Comparison of the limits of detection of PCR and LAMP methods in 2 types of Salmonella cultures

No. of

CFU/mL

Buffered Peptone Water (BPW) Duck carcass swab enriched in BPW (BPWS)

0 h (BPW-0) 12 h (BPW-12) 0 h (BPWS-0) 12 h (BPWS-12)

PCR LAMP PCR LAMP PCR LAMP PCR LAMP

3.2×106
A + + + + A + + + +

B + + + + B + + + +

3.2×105
A + + + + A + + + +

B + + + + B + + + +

3.2×104
A - + + + A - + + +

B - + + + B - + + +

3.2×103
A - + + + A - + + +

B - - + + B - + + +

3.2×102
A - - + + A - - + +

B - - + + B - - + +

3.2×101
A - - + + A - - + +

B - - + + B - - + +

3.2×100
A - - + + A - - - +

B - - + + B - - - +
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질, 염 등의 성분이 포함된 식품을 시료로 사용할 경우 매

우 민감하게 반응한다는 보고가 있다(Rossen et al., 1992;

Waage et al., 1999). 본 연구에서 개발한 LAMP기법에서는

지방, 단백질 등의 성분이 포함된 오리도체시료에 의한 반

응의 저해가 관찰되지 않아 PCR에 비해 시료 내 Salmonella

균체 존재 여부를 정확하게 검출할 수 있는 효과적인 방법

임을 알 수 있다.

오리도체시료 1차 증균액에서의 LAMP 및 PCR의 민감

도 및 특이도 비교

도압장에서 수집한 오리도체시료 1차 증균액(BPW에서 6

시간 배양)에서의 LAMP와 PCR의 민감도 및 특이도를 비

교하고자 표준배양법으로 확인된 양성 및 음성시료 각각

25개씩 총 50개의 시료를 사용한 결과는 Table 3에 제시되

어 있다. LAMP법으로는 25개 양성시료 중 24개(민감도

96%)를 양성으로 판정할 수 있었고, PCR은 13개의 시료를

양성으로 판정하였다(민감도 52%). 이는 표준 배양법과 달

리 2차 증균액인 TTH배양액을 사용하지 않고 BPW에서

6시간 배양한 1차 증균액을 사용하였기 때문에, 증균액 중

Salmonella가 LAMP의 검출한계 이하로 존재하여 25개 양

성시료 중 1개에서 음성으로 판정된 것으로 생각된다. 그

러나 PCR법에 비교했을 때 LAMP법은 1차 증균만으로도

시료 내에 적은 농도로 존재하는 Salmonella 균체를 효과

적으로 검출할 수 있음을 보여준다. 뿐만 아니라 표준배양

법으로는 최종 판정까지 5일 가량의 시간이 소요되지만, 본

연구에서 개발한 LAMP법으로는 6시간 동안 배양한 1차

증균만으로도 시료 채취 당일에 신속히 결과를 판정할 수

있기 때문에 검사 시간, 인력 및 비용을 효과적으로 절감

할 수 있는 방법이라고 생각된다.

한편, LAMP법으로 25개 음성시료 중 4개(특이도 84%)

를 양성으로 판정하였으나 PCR법으로는 0개를 양성으로

판정하였다(특이도 100%). 이는 초기의 오리도체시료에 이

미 생장이 정지되었거나 혹은 표준배양법으로는 생장이 복

구되지 못할 정도의 손상을 받은 균체가 LAMP의 검출한

계 이상 존재하여 양성으로 판정된 것으로 생각된다. DNA

는 사균에서도 존재하기 때문에 DNA 기반의 원인체 검출

기법은 생균에만 존재하는 RNA 기반의 기법에 비해서 시

료 중에 존재하는 원인체의 정확한 오염 수준을 반영하지

못하는 단점이 있다. 다른 연구에서는 증식이 가능한 살아

있는 균체만을 검출하기 위하여 RNA를 역전사하여 증폭

시키는 LAMP법을 이용하기도 했으나(Techathuvanan and

D'Souza, 2012), 시료 내 RNA 존재의 불안정성 등을 이유

로 생균의 DNA에만 선택적으로 결합하는 물질을 응용하

여 검출법을 개발하는 등의 방법을 사용하기도 했다(Chen

et al., 2011; Wang and Mustapha, 2010). 향후 상기와 같은

방법을 본 연구에서 개발한 LAMP기법에 응용한다면 더욱

정확도가 향상된 살모넬라 검출 결과를 관찰할 수 있을 것

으로 생각된다.

본 연구를 통해 Salmonella invA 유전자를 기반으로

LAMP기법을 개발하여 오리도체시료내의 Salmonella 검출

능을 평가함으로써 신속 고감도 검출 기법임을 확인하였다.

향후 본 연구에서 개발한 LAMP기법을 도압장 및 농장 수

준에서 활용한다면 국내 오리육 및 오리농장에서의 Salmo-

nella 발생률을 간단하고 정확하게 파악하여 공중보건학적

기초 자료로 활용할 수 있을 것이며, Salmonella에 오염된

축산식품의 조기 스크리닝 시스템으로서 효과적으로 활용

될 수 있을 것이다.

요 약

본 연구에서는 Salmonella invA 유전자를 마커로 Salmo-

nella 특이 LAMP primer를 제작하였고, inclusivity 및 ex-

clusivity 실험 결과는 각각 100%로 관찰되었다. 순수 배양

된 Salmonella 희석액에서의 검출한계는 18.17분에서 3.2×

103 CFU/mL (R2 = 0.9446)으로 관찰되어 신속·간단하고

민감도가 높아 Salmonella 검출을 위한 방법으로 효과적일

뿐만 아니라 간접적인 정량기법으로서도 활용 가능함을 알

수 있었다. 1차 증균 배지인 BPW에 S. Enteritidis 접종 후

0시간 및 12시간 배양 후 LAMP의 검출한계는 각각 3.2×103

CFU/mL 및 3.2×100 CFU/mL으로 관찰되었고, 오리도체

시료가 포함된 BPW에 S. Enteritidis 접종 후 0시간 및 12

시간 증균액에서의 LAMP 검출한계는 각각 3.2×103 CFU/

mL 및 3.2×100 CFU/mL으로 관찰되어 PCR과 비교하였을

때 오리도체시료 성분에 의한 영향이 비교적 낮았음을 알

수 있었다. 또한, 실제 도압장에서 채취한 오리도체시료를

BPW에 6시간 배양한 1차 증균액에 개발한 LAMP기법을

적용한 결과, 96%의 민감도 및 84%의 특이도를 보여 오

리도체에서의 Salmonella 신속 스크리닝 기법으로서 효과

적으로 활용될 수 있음을 알 수 있었다.
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