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Abstract

Cronobacter species (Cronobacter spp.), previously known as Enterobacter sakazakii, are gram negative food borne 
pathogenic bacteria. They pose a very high risk of infection to neonates and immuno-compromised individuals and can affect 
the human central nervous system. Consequently, survivors often suffer from severe neurological impairment including 
hydrocephalus, quadriplegia, and developmental delays. Cronobacter spp. were not only isolated from plant food and 
products such as cereals, fruits, vegetables, legume products, herbs, and spices but also from animal source foods such as 
milk, meat, fish, and products made from these foods. Therefore, rapid detection of Cronobacter spp. is essential for food 
safety. Many detection methods have been developed since the Cronobacter spp. were first reported. However, the 
development of more rapid, sensitive, and easy-to-use detection methods for the Cronobacter spp. is required. In this review, 
our aim was to study and compare the available detection methods for Cronobacter spp., including culture-based, molecular 
biology-based, and immunology-based methods. This study will contribute to the development of new and rapid detection 
method for Cronobacter spp.
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서 론   

Cronobacter species (Cronobacter spp.)는 2006년 이전까지 

Enterobacter sakazakii로 불리어 왔으며, 신생아와 면역이 약

한 사람들에게는 고위험균으로 알려져 있는 식품매개 병원

균이다(Strydom 등 2012). Cronobacter spp.는 1958년 영국에

서 유아의 뇌수막염을 일으키는 원인균으로 처음 보고되었다. 
하지만 이 때 2명의 유아가 균에 의한 감염으로 사망하였음에

도 불구하고 연구가 활발히 이루어지지는 못했다(Joker 등 1965). 
그 이후 120건 이상의 Cronobacter spp. 감염으로 인한 식중독 

사고가 보고되었으며, 특히 분유제품과 관련이 깊다. 또한 

2002년 영․유아에게 치명적이라고 알려지며, 세계보건기구

(WHO) 등을 비롯한 전 세계적으로 큰 관심을 불러일으키기 

시작했다(Iversen & Forsythe 2003). 이후 일본에서도 Cronobacter 
spp.에 의한 식중독 사고가 보고되면서 국내에서 더욱 관심

을 받게 된 식중독 균이 되었다(Teramoto 등 2010).
Cronobacter spp.는 대장균군에 속하는 그람 음성균으로 운

동성을 가지며, 포자를 형성하지 않는 간균의 형태를 띄고 있

다(Nazarowec-White & Farber 1997). Cronobacter spp.는 Salmo-
nella와 함께 조제분유에서 발견되는 미생물 중 위험도가 가

장 높은 category A에 속하는 균으로 분류되고 있다(FAO/ 
WHO, 2004). 감염 후 신생아에게서 나타나는 주요 증상은 괴

사성 장염, 수막염 패혈증 등을 일으키며, 후유증으로는 시력

과 청력 상실 및 신경마비를 나타내기도 한다(Gurtler 등 2005; 
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Lai KK 2001; Farmer JJ 1999). Cronobacter spp.는 한국에서도 

2006년에 조제분유에서 검출되어, 이로 인해 영․유아용 조

제분유에서는 법적으로 불검출 기준을 적용하였고(Jung & 
Park 2006; Yoo 등 2005), 유럽연합에서도 엄격한 미생물 기

준을 도입하였다(Commission Regulation 2007). 이러한 이유 

때문에 Cronobacter spp.에 대한 신속하고 정확하며, 재현성을 

갖춘 검출방법은 필수적이다. 따라서, 이 총설에서는 현재까

지 개발된 Cronobacter spp. 검출방법에 대하여 조사하고 분

석함으로써, 보다 향상된 Cronobacter spp.의 신속하고 효율

적이며, 정확한 검출을 위한 기초자료를 제공하고자 한다. 

배지배양 검출방법

2002년 미국 식품의약품안전국에서는 분유에서의 Cronobacter 
spp.의 검출방법을 발표하였다(US FDA 2002). 이 방법(Fig. 1)
은 처음으로 Cronobacter spp. (Enterobacter sakazakii)를 검출

한 방법(Muytjens 등 1988)과 비슷한 방법으로 분유를 완충 

펩톤수에 희석해 최확수(MPN) 방법을 바탕으로, 총 333 g의 

분유제품(3×100 g, 3×10 g, 3×1 g)을 사용해 Enterobacteriacae 
Enrichment(EE) 배지에서 사전배양과 증균배양을 하고, 선택

배지인 Violet Red Bile Glucose(VRBG) 배지를 이용해 분리한

다고 보고했다. 하지만 VRBG 배지는 Enterobacteriacae에 대

한 선택적인 배지로써 Cronobacter spp.만을 특이적으로 검출

하기는 어렵기 때문에 Cronobacter spp.라고 추정되는 5개의 

colony를 다시 tryptone soy agar(TSA) 배지에 25℃, 48±72시간 

배양 후 노란색을 발하는 colony를 생화학적인 방법과 oxidase 
test를 이용해 Cronobacter spp.를 확인한다고 설명했다. 하지

만, 이 방법은 Cronobacter spp.의 검출에 7일 이상이 소요되

는 등의 문제점이 제기되어, Cronobacter spp.의 α-glucosidase 
활성을 가지고 있는 특성을 근거로 Druggan-Forsythe Inversen 
(DFI) 배지가 개발되었다. 하지만 DFI 배지는 α-glucosidase를 

생성하는 Escherichia vulneris가 녹색의 위양성(false positive)
을 보이는 문제점이 있었다. 이를 해결하기 위해 glucose를 

첨가함으로써 배지능력을 개선한 결과, Cronobacter spp.는 

glucose 첨가 여부에 관계없이 모두 진양성(true positive)을 보

였으며, Escherichia vulneris는 하얀색의 진음성(true negative)
의 결과를 나타내, 위양성 문제점을 해결할 수 있었다(Song 
등 2008). 이 연구결과를 바탕으로 새로운 상용배지가 개발되

어, 2012년 미국 식품의약품안전국의 BAM에 등재되어 있다

(US FDA 2012).
현재, 우리나라 식품의약품안전처 식품공전의 Cronobacter 

spp. 검출방법은 우선 검체를 무균적으로 채취하여 멸균증류

수에서 가한 후, 35~37℃에서 18~24시간 증균배양을 한 후 

그 배양액을 EE 배지에 첨가하여 35~37℃에서 18~24시간 2차 

Fig. 1. Quantitative Cronobacter spp. (E. sakazakii) isolation 
procedure (Yu JH 2009).

증균배양을 한다. 다음으로 균의 분리를 위하여 Chromogenic 
Enterobacter sakazakii(CES) agar, VRBG agar 또는 Enterobacter 
sakazakii(ES) agar에 도말하여 35~37℃에서 24±2시간 배양하

여 CES agar에서 청록색, VRBG agar에서 자주색 및 ES agar
에서는 장파장의 자외선(366 nm) 조사 하에 형광을 나타내는 

전형적인 집락들에 대하여 확인시험을 실시한다. 확인시험은 

5개의 전형적인 colony를 취하여 TSA 배지에 옮겨 25℃에서 

28~72시간 배양 후, 황색 colony를 선별하여 생화학적 시험을 

실시하여 Cronobacter spp.에 대하여 양성, 음성을 판단한다

(Korean Food Standard Codes 2012).

분자생물학적 검출방법

분자생물학적 방법은 많은 시간이 소요되는 배지배양법의 

특성을 보완하고, 신속하게 미생물을 검출하는데 사용되는 

방법 중 하나이다. 목적하는 유전자를 증폭시켜 검출하는 방

법으로 형광의 발현량을 통해 polymerase chain reaction(PCR)
의 증폭산물을 실시간으로 측정하여 목적하는 유전자를 검

출하는 real-time PCR 기법은 정성검출 및 정량검출이 가능한 

검출 기법이다(Chon 등 2011).  
Nair와 Venkitanarayanan(2006)은 Cronobacter spp.(E. sakazakii)

의 outer membrane A(ompA)를 클로닝 및 염기서열을 분석하

여 분유 내에서 특이적으로 Cronobacter spp.를 검출하는 방

법을 보고하였다. 이 방법을 이용하여 Cronobacter spp.를 검

출하는데 12시간이 걸린다고 기술하였으며, 탈이온수에서는 

102 CFU/mL 수준의 검출이 가능하였으며, 분유 내에서는 103 
CFU/mL로 검출이 가능하다고 보고했다. 

또한, Liu 등(2006a)은 Cronobacter spp.의 검출을 위해 

TaqMan과 SYBR green을 이용한 real-time PCR 분석법을 개
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발하였는데, TaqMan은 Taq polymerase를 이용해 얻은 PCR 
산물을 형광검출하는 원리를 이용하였으며, SYBR green을 

이용한 방법은 SYBR green dye를 DNA에 결합하여 Cronobacter 
spp.를 검출한 방법이다. Cronobacter spp.와 non-Cronobacter 
spp.와의 교차반응성 실험결과, 35종의 Cronobacter spp.를 특

이적으로 검출할 수 있었다. 또한 분유 100 g에서 Cronobacter 
spp. 1.1 CFU를 2일 이내로 검출할 수 있다고 기술했다.   

Liu 등(2006b)은 특이적 PCR primer와 oligonucleotide probe
를 이용하여 Cronobacter spp.를 검출하는 방법을 제시했다. 
이 방법을 이용했을 때 분석 소요시간은 48시간이었으며, 검
출감도는 분유 100 g에서 1.3 CFU를 검출할 수 있었다. 또한, 
Cronobacter spp. 외 다른 균과의 교차반응성 없이 검출할 수 

있었다.
Kang 등(2007)은 real-time PCR을 이용해 Cronobacter spp.

의 검출 분석법을 개발하였는데, TaqMan 검출법을 이용하여 

Cronobacter spp.를 확인했다고 기술했다. 즉, 16s rRNA 서열

을 기반으로 하여 TaqMan real-time PCR 분석법을 개발해 신

속하고 고감도이며, 정량적으로 Cronobacter spp.를 검출했는

데, 100 fg의 특이적 DNA 또는 2.3 CFU/tube의 Cronobacter 
spp.를 검출할 수 있었다고 보고했다. 또한 Bacillus cereus 
(ATCC 49063) 외 22종의 식품매개병원균과의 교차반응성 테

스트에서도 Cronobacter spp.만 특이적으로 검출할 수 있음을 

확인하였다.
Zhou 등(2008)은 Cronobacter spp.를 zirconium hydroxide 

(Zr(OH)4)를 이용하여 고정화시킨 후, PCR 방법을 이용해 검

출하는 방법을 제시하였다. 이 방법을 통해서 10 g 분유 내에

서 3×100 CFU/mL의 검출한계를 얻을 수 있었다고 보고했다.
Stoop 등(2009)은 rpoB gene을 이용해 PCR 방법으로 검출

하는 방법은 종 특이적이고 짧은 시간 안에 Cronobacter spp.
를 검출할 수 있었다고 기술했다.

Ye 등(2011)은 α-glucosidase gene을 이용해 PCR로써 2가지

의 Cronobacter spp.(ATCC 51329, ATCC 29544)의 검출방법

에 대해 기술했다. 이 방법을 이용해 분유 내 103 CFU/mL 수
준의 Cronobacter spp.를 다른 병원균과의 교차반응 없이 특

이적으로 검출할 수 있었다.
Wang 등(2012)은 분유뿐만 아니라, 살균우유, 닭고기에 임

의로 Cronobacter spp.를 증균하여 real-time PCR을 이용해 

Cronobacter spp.를 검출하는 방법에 대해서 기술했으며, 또
한 internal amplification control(IAC) 방법과 비교 분석하였다. 
특히, 다른 식품매개병원균과의 교차반응성 결과는 IAC와 

비교하였을 때 real-time PCR 분석법이 증균 후 24시간 이내

에 매우 특이적으로 Cronobacter spp.를 검출할 수 있다고 보

고했다(Table 1). 
Ye 등(2012)은 real-time PCR을 이용하여 건조수산물 내의 

Bacterial strains Source/
strain ID Number

Result

MMS* IAC**

Cronobacter sakazakii ATCC 29544 1 + +

Cronobacter sakazakii ATCC 12868 1 + +

Cronobacter spp. JSCIQ 2 + +

Corynebacterium variabilis NMC 2 － +

Citrobacter breakii NMC 1 － +

Enterobacter aerogenes ATCC 13048 1 － +

Enterobacter aerogenes NMC 3 － +

Enterobacter cloacae ATCC 13047 1 － +

Enterobacter cloacae NMC 5 － +

Enterococcus faecalis ATCC 13433 1 － +

Enterococcus faecalis NMC 5 － +

Enterococcus faecium ATCC19434 1 － +

Enterococcus faecium NMC 4 － +

Escherichia coli NMC 7 － +

Escherichia coli O157 CICC 21530 1 － +

Klebsiella oxytoca NMC 1 － +

Lactobacillus plantarum NMC 7 － +

Listeria monocytogenes ATCC 15313 1 － +

Listeria monocytogenes ATCC 19115 1 － +

Listeria monocytogenes ATCC 19112 1 － +

Listeria monocytogenes ATCC 19117 1 － +

Listeria monocytogenes CICC 21583 1 － +

Pseudomonas sp. NMC 4 － +

Salmonella enteritidis JSCIQ 1 － +

Salmonella typhimurium JSCDC 50013 1 － +

Staphylococcus epidermidis NMC 2 － +

Staphylococcus haemolricus NMC 1 － +

Staphylococcus saprophyticus NMC 2 － +

Staphylococcus sciuri NMC 1 － +

Staphylococcus xylosus NMC 2 － +

Tetragenococcus halophilus NMC 2 － +

Yersinia enterocolitica CICC 21565 1 － +

Yersinia enterocolitica JSCDC 1 － +
 * MMS: micromolecular synthesis
** IAC: internal amplification control

Table 1. Bacterial strains used for specificity test and 
results (Wang et al., 2012)

Cronobacter spp.에 대한 검출방법에 대해 보고하였다. 건조

수산물에 Cronobacter spp.를 증균하여 real-time PCR을 이용

하여 검출한 결과를 미국 식품의약품안전국에서 권고하는 

방법과 DFI 배지검출방법과도 비교하였는데, 이들 방법보다 

더욱 특이적으로 건조수산물 내에서 Cronobacter spp.의 검출
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Samples (numbers)
Positive samples

One-step 
RT-PCR FDA DFI medium

Dry shrimp (28) 3 2 3
Dry fish (23) 2 2 2
Dry shellfish (19) 1 1 1

Dry fish meal (11) 2 2 2
Total (81) 8 7 8

Table 2. Detection of Cronobacter in dry aquatic products 
by FDA, DFI medium, and one-step RT-PCR methods (Ye 
et al., 2012)

이 가능하였다(Table 2).
Ruan 등(2013)은 PCR과 capillary electrophoresis-laser-induced 

fluorescence(CE-LIF) detector를 이용하여 식품 내에서의 Cronobacter 
spp.를 검출하는 방법을 제시했다. 이 방법은 16S-23S rDNA
의 internal transcribed spacer와 Cronobacter spp.의 ompA 두 

개의 특이적 유전자를 duplex PCR에서 처리하여 PCR 산물을 

얻은 후, CE-LIF detector를 이용하여 Cronobacter spp.를 검출

한 방법이다. 이 방법을 이용하였을 때 검출한계는 1.6×101 
CFU/mL라고 보고했다.

Xu 등(2014)은 PCR 분석과 자성분리법을 이용하여 검출

하는 방법을 개발해서 보고했다. Probe-magnetic beads를 이

용해 타겟으로 하는 균을 beads에 부착하여 여러 반응을 거

친 후 PCR 증폭을 하여 균을 검출했다(Fig. 2). 이 방법을 이용

하였을 때 4시간 정도의 분석시간이 필요했으며, 103 CFU/mL 
수준에서 균을 검출할 수 있었으며, 기존의 PCR 기반으로 

검출하는 방법들보다 검출시간을 많이 줄일 수 있었다고 보

고했다.

면역학적 검출방법

Fig. 2. Schematic diagram of probe-magnetic separation PCR (PMS-PCR) (Xu et al., 2014)

면역학적 기반의 검출방법은 항원-항체간 상호작용을 이용

해 세균, 포자, 바이러스, 독소 등을 검출하는 방법으로 ELISA, 
flow injection immunoassay, enzyme-linked fluorescent assay, 
bioluminescent enzyme immunoassay, enzyme-linked immunomagnetic 
chemiluminescence, immunochromatography strip test, immuno-
magnetic separation, agglutination test, radio-immunoassays 등
의 분석법들이 여러 가지 식품매개병원균의 검출에 이용되

고 있다(Song X 2014). 항원-항체 반응의 특이성은 과거 수 

십년 동안 세균의 동정 및 subtyping에 이용되어 왔으며, 세균

의 표면 항원 또는 분비독소를 이용한 신속검출방법들이 다

양하게 개발되어 왔다(Kim 등 2003). 항원-항체 간의 상호작

용 원리를 이용한 면역학적인 Cronobacter spp. 검출방법에 

관한 국내 및 국외 연구들은 다음과 같다.
Zhao 등(2010)은 cross-priming amplification(CPA)와 immuno- 

blotting assay를 이용해 Cronobacter spp.를 검출하는 방법에 

대해 보고했다. CPA는 항온수조와 독성이 없는 시약들만을 

필요로 하며, immuno-blotting assay는 BioHelix Express strip을 

이용하여 최종 결과를 얻는데 약 5~10분 정도 소요된다고 기

술했다. CPA와 immuno-blotting assay를 이용해 Cronobacter 
spp.를 검출했을 때 배양액에서의 검출한계는 88±8.7892 CFU/mL, 
분유에서는 분유 100 g에 3.2±2.0569 CFU였다고 기술했다. 
Blazkova 등(2011)은 Cronobacter spp.의 특이적 primer를 증폭시

켜 PCR 산물을 얻어낸 후, immunochromatographic strip으로 검출

한 방법을 보고했다. Immunochromatographic strip은 nitrocellulose 
membrane을 사용하였으며, test line은 anti-digoxigenin antibody, 
control line은 biotin conjugate를 분사하여 immunochromatographic 
strip을 제조했다. 제조한 immunochromatographic strip을 PCR 
산물과 여러 시약들을 혼합한 반응액에 넣어 10분 정도 시간

이 지난 이후 육안으로 직접 결과를 확인한다. 이 검출방법을 

이용하였을 때 Cronobacter spp.의 검출한계는 PCR 산물의 8 
ng이었으며, 분유 시료 10 g에서 적어도 10 cells의 균을 검출
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Fig. 3. Schematic diagram of immunochromatographic 
strip test. Panel A: schematic side view of immunochro-
matographic strip test and its detection principle. Panel B: 
schematic front view of immunochromatographic strip test 
(Blazova et al., 2011).

할 수 있었다고 보고했다(Fig. 3). 
Li 등(2013)은 PCR과 enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) 분석방법을 이용하여 Cronobacter spp.에 대한 검출

을 보고했다. 우선 DNA를 추출하고 서열을 분석 후 primer를 

디자인하였으며, PCR로 ropB gene을 증폭 후 PCR 산물을 얻

었다. 다음으로 ELISA 방법에 따라 96 well microplate에 strep-
tavidin을 코팅하고, PCR 산물을 처리하여 반응시켜주었다. 반
응이 끝나면 세척 후 antidigixigenin-detecting antibodies를 첨

가하여 반응시킨다. 반응시간이 지나면 5.5 mM 2,2’-azino-bis 
diammonium salts를 처리하여 반응을 중지시킨 후 405 nm에

서 흡광도를 측정하여 Cronobacter spp.를 검출하는 방법을 

보고하였다. 이를 통하여 Cronobacter spp. 배양액과 분유 내

에서 증균과정 없이 각각 1.06×102 CFU/mL, 1.06×103 CFU/mL
의 균을 검출할 수 있다고 보고했다. 기존의 hybridization을 

분리하는 단계를 제외하여 조금 더 효율적이고 시간을 절약

할 수 있다고 보고했다.
Chen 등(2014)은 immunochromatographic strip을 이용하여 

Cronobacter spp.를 검출하는 방법에 대해 소개했는데, Cronobacter 
spp.는 silica-coated magnetic nanoparticles separation을 이용하

여 검출하고자 하는 균의 nucleic acid를 분리 후, nucleic acid
와 probe를 hybirdization하고, immunochromatographic strips을 

이용하여 검출했다고 보고했다. Test line는 anti-digoxigenin 
monoclonal 항체를 사용하였으며, control line은 biotin-BSA 
conjugate를 코팅해 육안으로 붉은색이 나타나면 양성으로 간

주했다. 이 방법을 이용해 Cronobacter spp.를 검출했을 때 감

도는 순수배양에서 105 CFU/mL, 분유시료에서 106 CFU/mL

Fig. 4. The schematic illustration of the principle of the 
immunochromatographics strip (Chen et al., 2014)

라고 보고했다(Fig. 4).
Park 등(2012)은 sandwich ELISA 방법으로 Cronobacter muy-

tjensii를 검출하는 방법에 대해 보고했다. 연구는 C. muytjensii
에 대한 polyclonal 항체를 토끼를 이용해 생산하여 검출분석

에 사용하였으며, 검출항체로는 rabbit anti-C. muytjensii IgG (1 
µg/mL), capture 항체로는 chicken anti-C. muytjensii IgY를 사

용해 분석했다. Sandwich ELISA 방법을 이용하여 C. muytjensii
를 검출했을 때 순수배양에서의 검출한계는 2.0×104 CFU/mL, 
분유 내에서의 검출한계는 6.3×104 CFU/mL이었으며 다른 여러 

식품매개병원균과의 교차반응성 없이 특이적으로 C. muytjensii
를 검출할 수 있었다고 보고했다. 또한, Song과 Kim(2013)도 

토끼에서 생산한 C. muytjensii IgG 항체를 사용해 간접비경합

-ELISA 방법으로 C. muytjensii 검출에 대해서 보고했는데, 다
른 식품매개병원균과의 교차반응성 실험에서도 C. muytjensii
만을 특이적으로 검출할 수 있었으며, 순수배양에서의 검출

한계는 6.5×103 CFU/mL, 분유 25 g당 1 cell의 검출한계를 나

타내었는데, sandwich ELISA 방법보다 더욱 고감도의 결과를 

보여주었다.
Xu 등(2014b)은 두 가지의 ELISA 방법을 이용해 Cronobacter 

spp.의 효율적인 검출방법에 대해 보고했다. 첫 번째 방법으

로는 polyclonal 항체기반의 간접-ELISA와 polyclonal 및 mono-
clonal 항체기반의 sandwich ELISA 방법을 제시했다. 간접-ELISA 
방법의 교차반응성 테스트에서는 Cronobacter spp. 여러 종을 

검출할 수 있었지만, sandwich ELISA 방법은 4가지 종의 Crono-
bacter sakazakii를 검출할 수 있었다고 보고했다. 따라서 간접

-ELISA 방법은 Cronobacter spp.의 검출에 적합하며, sandwich 
ELISA 방법은 Cronobacter sakazakii의 검출에 적합함을 보고

했다. 또한, 간접-ELISA법의 Cronobacter spp.의 검출한계는 

105 CFU/mL이었으며, sandwich ELISA법의 검출한계는 2×104 
CFU/mL이었다고 기술했다.

Zhao 등(2013)은 nuclear magnetic resonance를 기반으로 C. 
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sakazakii를 신속 검출할 수 있는 immunoassay를 개발했다고 

보고했다. 연구에서 보고한 방법은 polyclonal rabbit anti-C. 
sakazakii 항체를 superparamagnetic iron oxide nanoparticles에 

결합해 NMR biosensor를 이용해 검출하는 방법이라고 설명했

다. Zhao 등(2013)의 연구에서는 분말우유와 치즈에 C. sakazakii
를 접종해 검출결과를 보고하였는데, 분말우유 및 치즈를 1/1,000 
이상 희석하여 검출했을 때는 검출이 불가능하였으며, 배양

시간이 4시간보다 길어지고, pH 7 이상일 때 검출 감도가 줄

어든다고 보고했다. 따라서 이 연구에서 보고한 검출가능 범

위는 1.1~11 MPN이라고 기술했다. 따라서, 개발된 방법은 세

균의 농도가 높을 경우(>1,100 MPN)에는 적합하지 않은 방

법이라고 기술했다.  
Song 등(2015)은 형광기반의 리포좀 면역분석법으로 C. 

muytjensii를 검출하는 방법에 대해 보고했다. 리포좀은 인지

질이 수용액 상에 분산되어 있을 때 자발적으로 형성되는 1
개 이상의 이중 인지질막으로 구성된 구형의 소포이다. 리포

좀을 이용한 초기의 연구는 주로 세포막에 관한 것이었으나, 
이후 약물 전달 분야와 유전자를 운반하는 기능으로써 화학 

치료법과 유전자 치료법에 이용되며, 작은 항원 분자에 대한 

항체 형성을 향상시키기 위해서 사용되기도 한다. 리포좀은 

의약분야에 응용되면서 다양한 리포좀 합성방법과 여러 분

자와의 결합방법이 활발하게 개발되었는데, 이렇게 개발된 

방법들은 리포좀을 면역화학 분야에서 분석도구로 이용할 

수 있도록 했다(Kim 등 2003). 이러한 특징을 바탕으로 Song 
등(2015)은 리포좀을 특성을 이용하여 형광물질인 sulforhodamine 
B(SRB)를 포집한 리포좀에 토끼를 이용해 얻어낸 anti-C. muy-
tjesii IgG로 면역리포좀을 합성 후, 이를 이용하여 C. muytjensii
를 검출했다고 기술했다. 형광기반 리포좀의 면역분석법에 

의해 균을 검출하는데 소요되는 시간은 13시간이었으며, 다
른 식품매개병원균과의 교차반응성 테스트에서도 C. muytjensii
만을 특이적으로 검출할 수 있었다. C. muytjensii의 검출한계

는 순수배양액에서 6.3×104 CFU/mL라고 보고했다. 
Lee(2015)는 나노자성비드를 이용해 C. sakazakii의 신속면

역검출법에 대해 보고했다. 이 방법은 rabbit anti-C. sakazakii 
항체, 형광물질인 SRB를 포집한 리포좀, 30 nm의 면역나노

자성비드를 기반으로 C. sakazakii를 신속 검출하는 방법을 

보고했다. C. sakazakii의 순수배양액의 검출한계는 3.3×103 
CFU/mL이었으며, 분유에서의 검출한계는 3.5×103 CFU/mL
이었고, 교차반응성 실험에서도 C. sakazakii를 특이적으로 3
시간 이내에 검출할 수 있는 방법임을 보고했다.

기타 방법을 이용한 검출방법

Almeida 등(2009)은 peptide nucleic acid를 이용하여 fluore-

scence in situ hybridization(FISH) 방법으로 Cronobacter spp.를 

검출하는 방법에 대해 보고했다. FISH 방법은 일반적으로 세

균의 확인에 사용되는 방법으로 특정 DNA 또는 RNA를 타겟

으로 하는 nucleic acid probe를 특이적으로 결합한 것을 기반

으로 한다. 검출하고자 하는 시료를 hybridization하고, 암실에

서 반응 후 형광현미경을 이용해 관찰했다고 기술했다. 이 방

법을 이용했을 때 분유 10 g에서 1 CFU의 검출한계를 얻을 

수 있었으며, Cronobacter spp.의 정량적인 검출에 필요한 시

간은 12시간 정도라고 기술했다. Yu(2009)는 이진희석법을 

변형 및 적용하여 균액 및 조제분유에 존재하는 Cronobacter 
spp.의 오염수준을 정량적으로 추정할 수 있는 간이신속법을 

개발했다. 이 방법은 Cronobacter spp.와 다른 미생물 혼합액

을 microtiter에 단계별로 이진희석한 후, 각 well에 개발한 

salicin broth를 첨가하여 16~24시간 동안 배양하면, salicin을 

분해할 수 있는 Cronobacter spp.가 존재하는 well의 색은 미

생물의 성장 및 대사로 인해 pH가 감소됨에 따라 bromcresol 
purple 지시약이 노란색으로 변한다는 원리로 Cronobacter spp.
의 검출방법에 사용되었으며, 한천평판배양법과도 높은 상관

관계를 얻음으로써 한천평판배양법보다 더욱 효율적인 검출

방법이라고 보고했다. Zhu 등(2012)은 impedance technology
와 rRNA 기반의 lateral flow assay를 결합하여 Cronobacter 
spp.의 신속 검출에 대한 연구를 보고했다. Impedance 측정은 

BacTrac 4300 Microbiological Analyzer를 사용하였으며, RioboFlowTM 
Cronobacter kit를 이용하여 최종 검출하였다. 검출에 소요되

는 시간은 20시간 이내로 68개의 분유오염샘플에서 Cronobacter 
spp.를 검출한 결과, 85%를 검출할 수 있었으며, 다른 균과의 

교차반응성 실험에서도 Cronobacter spp.만을 100% 특이적으

로 검출할 수 있었다고 보고했다.

요 약

Cronobacter spp.는 Salmonella spp.와 함께 조제분유에서 

발견되는 미생물 중 위험도가 가장 높은 category A에 속하는 

균으로 알려져 있다. 1958년 영국에서 처음으로 유아의 뇌수

막염의 원인균으로 보고되었으며, 감염 후 신생아에게서 괴사

성 장염, 패혈증 등을 일으켜 후유증으로 시력과 청력 상실 및 

신경마비를 일으키기도 한다. 이러한 위험성 때문에 Cronobacter 
spp.의 신속 검출 및 진단은 식중독 예방에 있어서 중요하다. 
따라서 2002년 미국 식품의약품안전국에서는 분유에서의 

Cronobacter spp.를 EE broth, VRBG 배지를 이용해 균을 분리

하고, TSA 배지에 순수분리 후 노란색을 발하는 colony를 생

화학적 실험을 통해 검출하는 방법을 제시했다. 또한, 우리나

라 식품공전에서도 배지를 이용하여 Cronobacter spp.를 검출

하는 방법에 대해 등재하였다. 하지만 배지배양법을 기반으
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로 하는 Cronobacter spp.의 검출방법은 검출에 소요되는 시

간과 노동력 등이 비효율적이라는 단점이 있다. 따라서 많은 

시간이 소요되는 배지배양법을 보완하고자 PCR, real-time 
PCR 방법 및 최근에는 PCR기법과 ELISA, CE-LIF 등을 결합

하여 검출하는 방법이 개발되어 Cronobacter spp.의 검출에 

사용되기도 하였다. Cronobacter spp.의 검출에 사용되고 있는 

분자생물학적 기반의 PCR 및 real-time PCR 기법은 민감도와 

특이도가 좋으며, 배지배양법에 의한 검출방법에 비해 검출

시간을 획기적으로 줄일 수 있다는 장점이 있다. 하지만 까다

로운 실험과정과 조작에 있어서 필요한 전문적인 기술이 필요

함은 한계점으로 사료된다. 면역학적 방법에 의한 Cronobacter 
spp. 검출에 관한 연구를 통해, 분석에 소요되는 상당시간을 

단축할 수 있었으며, 민감하고 특이적인 검출이 가능함을 보

여주었다. 특히 일부 연구보고에서 면역학적 검출방법은 고가

의 장비가 필요 없으며, 간단한 지침에 따라 모니터링 업무의 

수행이 가능하다고 하였다. 면역학적 검출방법에는 ELISA 방법 

외에도 immunomagnetic bead, liposome, immunochromatographic 
strip 등이 개발되고 있다.   

우리나라 식품의약품안전처에서는 영․유아 대상 식품의 

안전관리를 강화하고자 Cronobacter spp.에 대해서는 ‘불검

출’로 기준을 설정․운영하고 있으며, 지속적으로 이에 관한 

규정을 강화하고 있는 실정이다. 따라서, 식품산업체 및 식품

의 제조, 가공, 유통 현장에서 쉽게 모니터링이 가능하며, 신
속, 민감하고 특이적인 검출방법의 개발은 지속되어야 한다.
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