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박테리오파지와 유기산의 병용처리에 의한 효율적인 대장균 생육 억제
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ABSTRACT - Some strains of Escherichia coli are categorized as pathogenic bacteria and alternative antimicro-

bials including bacteriophages for controlling these bacteria have been studied. In this study we screened antimicro-

bial candidates that present synergistic inhibition of the growth of E. coli DH5α as a model when co-treated with the

bacteriophage ECP27 to target the bacteria. As candidates, CaCl
2
, lactic acid, and citric acid were tested. CaCl

2

showed a synergistic inhibition against the strain by dose-dependent manner at 6 h of incubation but the viable cell

count was recovered at 12 h. However, lactic acid and citric acid at 30 mM concentration showed synergistic inhibi-

tions at 6 h of incubation and cleared the viable cells of E. coli DH5α at 12 h when co-treated with the bacteriophage

even though lactic acid or citric acid alone was effective. Therefore, co-treatment using the bacteriophage and organic

acids such as lactic acid and citric acid can be a solution for synergistic inhibition of the growth of E. coli. 
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식중독을 일으키는 병원성 세균에 감염될 경우 구토, 설

사, 복통 및 발열 등의 증상이 나타난다1). 이러한 식중독

을 일으키는 대표적인 병원성 세균으로는 Escherichia coli,

Listeria monocytogenes, Salmonella enterica 등이 있다2).

병원성 대장균은 유아에게 설사를 유발하며, 많은 양의 병

원성 대장균에 노출될 경우 성인에서도 장염, 전염성 설

사 등을 유발할 수 있다3). 병원기전, 발병 양상에 따라 장

출혈성 대장균(EHEC), 장병원성대장균(EPEC), 장독소원

성대장균(ETEC), 장침습성대장균(EIEC), 장부착성대장균

(EAEC)으로 분류 된다3). 병원성 대장균은 갈은 쇠고기

(ground beef), 요거트, 샐러드용 채소 등 다양한 식품에서

발견 된다4,5). 병원성 대장균의 감염 치료제는 주로 항생

제(antibiotics)가 사용되는데 항생제 노출빈도의 증가 등으

로 인해 항생제 내성균이 출현하게 되었다6-8). 따라서 이

러한 항생제 내성 문제를 해결하기 위한 새로운 병원성

미생물 제어법이 필요한 실정이다. 박테리오파지

(bacteriophage)는 세균 숙주 특이적으로 작용하기 때문에

인체에 유해하지 않고 해당 병원성 세균만을 억제할 수

있어 기존의 항생제 대체제로 많은 관심을 받고 있다9-12).

또한 박테리오파지는 항생제 대체제 외에 병원성 세균의

신속검출법 등에도 활용되고 있어 그 가치가 상승하고 있

다13). 본 연구에서는 직접적인 병원성 대장균 대상 시험에

앞서 비병원성 대장균(E. coli DH5α)을 모델로 사용하여

박테리오파지(ECP27)의 항균활성을 확인하였으며 더 나아

가 CaCl2 및 유기산(젖산, 구연산)과의 병용처리를 통하여

항균 상승효과가 있음을 검증하였다.

Materials and Methods

대장균 박테리오파지 ECP27 증식

대장균 박테리오파지 ECP27은 가천대학교에서 분양받

아 사용하였다. ECP27의 증식을 위해서 Escherichia coli

DH5α를 LB (Luria-Bertani) broth (BD, Sparks, MD,

USA)에 ECP27과 2.5:1의 비율로 접종하고 37oC에서 6시

간 동안 진탕배양 하였다. 배양액을 4oC에서 8000 rpm으
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로 10분간 원심분리한 후 상등액을 회수하여 멥브레인 필

터(0.45 µm; Agela Technologies Inc., Wilmington, DE,

USA)로 여과하였다. 여과액을 펩톤 수(0.1%, w/v)로 십진

희석하여 E. coli DH5α가 접종되어 있는 LB 고체배지 위에

점적하여 37oC에서 24시간 배양한 후 용균반(plaque)을 계

수하였고 PFU(plaque forming units)/mL로 나타내었다.

박테리오파지 ECP27의 E. coli DH5a 생육억제

하룻밤 배양한 E. coli DH5α를 5 mL의 LB broth에 대

략 1.0 × 105 CFU/mL되도록 접종한 다음, ECP27을 0.01,

0.1, 1, 10 MOI (multiplicity of infection)가 되도록 각각

접종한 후 경시적(0, 6, 12시간)으로 E. coli DH5α의 콜로

니를 LB 고체배지 상에서 계수하였고 CFU(colony forming

units)/mL로 나타내었다.

박테리오파지 ECP27과 CaCl
2
의 생육억제 상승효과

박테리오파지 ECP27과 CaCl2의 병용처리가 E. coli

DH5α의 생육억제에 상승효과를 발휘하는지 확인하기 위

하여 E. coli DH5α를 5 mL의 LB broth에 대략 1.0 × 105

CFU/mL되도록 접종한 다음, ECP27을 1 MOI가 되도록

접종하였다. 접종액에 CaCl2의 농도를 달리하여 첨가(1,

10, 50, 100 mM)한 후 경시적(0, 6, 12시간)으로 E. coli

DH5α의 생균수를 측정하였다.

박테리오파지 ECP27과 유기산(젖산, 구연산)의 생육억제

상승효과

박테리오파지 ECP27과 젖산(lactic acid)의 병용처리가

E. coli DH5α의 생육억제에 상승효과를 발휘하는지 확인

하기 위하여 E. coli DH5α를 5 mL의 LB broth에 대략 1.0

× 105 CFU/mL되도록 접종한 다음, 30 mM의 젖산을 첨가

한 후 경시적(0, 6, 12시간)으로 E. coli DH5α의 생균수를

측정하였다. 또한 식품에의 적용 용이성을 위하여 젖산 대

신 동일한 농도의 구연산을 첨가한 후 경시적으로 E. coli

DH5α의 생균수를 측정하였다. 

Results and Discussion

대장균 박테리오파지 ECP27 증식

E. coli DH5α를 LB broth에 ECP27과 2.5:1의 비율로 접

종하고 37oC에서 6시간 동안 진탕배양한 후 배양액을 이

용하여 증식된 박테리오파지를 계수한 결과 1.8 × 109 PFU/

mL로 나타났다(Fig. 1).

박테리오파지 ECP27의 E. coli DH5a 생육억제

ECP27의 E. coli DH5α 생육 저해 결과는 Fig. 2와 같

다. 대조구(무처리구)의 경우 초기 E. coli DH5α의 수가

5.0 Log CFU/mL를 보였으나 6시간 및 12시간 이후에는 각

각 8.7과 8.8 Log CFU/mL로 나타났다. 반면, ECP27을 처

리한 경우 초기에 4.9-5.0 Log CFU/mL을 보였고 6시간째

3.6-4.2 Log CFU/mL로 균수가 감소되어 농도 의존적인 경

향이 나타났다. 그러나 12시간째는 다시 균수가 회복되어

ECP27을 처리한 경우에도 7.8-8.2 Log CFU/mL의 균수가

확인되었다. 즉, 사용한 박테리오파지 ECP27의 농도에서

는 E. coli DH5α의 완전 제거에는 한계가 있었다.

박테리오파지 ECP27과 CaCl
2
의 생육억제 상승효과

E. coli DH5α에 대한 ECP27의 생육억제 효과를 상승

시키기 위하여 ECP27 1 MOI를 기준으로 CaCl2의 농도

를 달리하여 첨가한 후 E. coli DH5α의 생균수 추이를

관찰하였다(Fig. 3). 결과적으로 ECP27과 CaCl2 병용처리

는 배양 6시간째에 CaCl2 농도 의존적으로 E. coli DH5α

의 생육억제에 상승효과가 나타났다. 즉, CaCl2 독자적으

로는 E. coli DH5α에 대한 생육억제 효과가 전혀 나타나

지 않은 반면, ECP27 1 MOI와 CaCl2 100 mM의 병용

Fig. 1. Plaques produced by bacteriophage ECP27 against Esche-

richia coli DH5α.

Fig. 2. Growth inhibition of Escherichia coli DH5α cultured with

the bacteriophage ECP27 ranging from 0.01-10 MOI. The test

was triplicated and the average values are represented with stan-

dard deviations.
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처리는 ECP27 1 MOI 단독처리와 비교했을 때 2.1 Log

CFU/mL의 생균수 차이가 확인되었다. 그러나 ECP27과

CaCl2 병용처리 역시 사용한 농도에서는 12시간째 생균

수가 다시 회복되는 양상을 보여 E. coli DH5α의 완전

제거에는 한계가 있었다. 

박테리오파지 ECP27과 유기산(젖산, 구연산)의 생육억제

상승효과

E. coli DH5α에 대한 ECP27의 생육억제 효과를 상승시

키기 위하여 유기산(젖산, 구연산)을 적용하였다(Fig. 4, 5).

적용 결과 6시간 째 젖산과 구연산 모두 ECP27과 상승효

과가 나타났으며 사용한 30 mM 농도에서 젖산 보다 구

연산의 효과가 더 우수하였다. 특히 앞의 CaCl2와는 달리

12시간 후에는 시료에서 E. coli DH5α가 검출되지 않아

완전 제거가 확인되었다. 또한 젖산과 구연산 독자적으로

도 12시간 경과 후에는 E. coli DH5α가 검출되지 않을 정

도로 강력한 항균력을 가지고 있었다. 따라서 박테리오파

지와 유기산을 병용처리할 경우 대장균의 생육을 짧은 시

간에 효율적으로 억제할 수 있을 것으로 판단된다.

박테리오파지를 활용하여 다양한 항균물질과의 병용처

리를 통해 효과적으로 병원성 세균들을 억제하려는 연구

가 다수 진행되었다. Yeh 등(2018)은 갈은 소고기에

Salmonella 균주를 인위적으로 오염시킨 후 자외선, 유기

산, 박테리오파지를 단독 혹은 병용 처리하여 그 효과를

비교하였다14). 이 연구에서 박테리오파지와 자외선을 병용

처리했을 때 갈은 소고기에 오염된 Salmonella 균주를 효

과적으로 제어하는 것으로 확인되었다. Valério 등(2017)은

E. coli의 생육을 제어하기 위해 박테리오파지와 항생제의

병용처리를 시도하였는데, 그 결과, 두 항균물질의 병용처

리는 상승효과를 유발하였으며 그 효과는 표적 박테리아

의 항생제 내성 유무, 항생제의 작용기작(살균 혹은 정균)

에 따라 다르게 나타났다15). Komora 등(2019)은 우유 속

에 오염된 Listeria monocytogenes의 생육 억제를 위해 비

가열 접근법으로 고압, 페디오신(박테리오신), 박테리오파

지의 병용 처리를 시도하였는데 냉장온도에서 L.

monocytogenes 균주가 재증식하는 것을 방지하였다. 그러

나 각각의 인자를 개별적으로 처리하였을 때는 재증식을

방지하지 못했다16). 이처럼 항균인자를 독자적으로 사용하

는 것 보다는 병용 처리했을 때 그 효과가 우수하다는 것

은 많은 연구를 통해서 증명되었으며 본 연구에서 수행된

박테리오파지와 유기산의 병용처리는 오염된 표적 대장균

균주를 완전히 제거시키는 효과를 기대할 수 있기 때문에

그 활용도가 크다고 할 수 있다. 
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Fig. 3. Synergistic growth inhibition of Escherichia coli DH5α by

a combination of the bacteriophage ECP27 (1 MOI) and CaCl
2

(1-100 mM). The test was triplicated and the average values are

represented with standard deviations.

Fig. 4. Synergistic growth inhibition of Escherichia coli DH5α by

a combination of the bacteriophage ECP27 (1 MOI) and lactic

acid (30 mM). The test was triplicated and the average values are

represented with standard deviations.

Fig. 5. Synergistic growth inhibition of Escherichia coli DH5α by

a combination of the bacteriophage ECP27 (1 MOI) and citric

acid (30 mM). The test was triplicated and the average values are

represented with standard deviations. 
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국문요약

일부 대장균 균주는 독성을 가지고 있으며 이들을 제어

하기 위해 박테리오파지와 같은 대체 항균물질에 대한 연

구가 활발히 진행되고 있다. 본 연구에서는 E. coli DH5α

균주를 모델로 이 균주의 생육을 억제하는 박테리오파지

ECP27과 병용처리했을 때 상승효과를 나타낼 수 있는 항

균물질을 탐색하였다. 후보물질로는 CaCl2, 젖산, 구연산

이 사용되었다. CaCl2의 경우 6시간째 농도 의존적으로 생

육억제 상승효과가 나타났으나 12시간째 E. coli DH5α의

생균수가 회복되는 추세를 보였다. 그러나 30 mM 농도에

서 젖산과 구연산은 박테리오파지 ECP27과 병용처리 했

을 때 E. coli DH5α의 생육저해에 대하여 6시간째 상승

효과를 보였으며 12시간째 생균수가 검출되지 않았다. 또

한 젖산과 구연산을 단독으로 처리했을 때 12시간째 E.

coli DH5α의 생균수가 확인되지 않아 독자적으로도 항균

력이 우수하였다. 따라서 박테리오파지와 유기산을 병용

처리하는 것은 대장균의 생육을 효과적으로 억제하는 좋

은 전략이 될 수 있을 것이다. 
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