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ABSTRACT - Salmonella spp. are frequently associated with food and are among the most important foodborne

pathogens. The recent Salmonella out breaks in Korea was associated with chocolate mousse cakes served with school

meals during September 2018. The objective of this research was to compare the 3M Molecular Detection Assay 2 -

Salmonella and the Korean Standard Method of Salmonella in artificially inoculated mousse (chocolate and cheese)

and tiramisu cakes. Mousse (chocolate and cheese) and tiramisu cakes were artificially inoculated with S. Typh-

imurium. Twenty five gram of sample was enriched with 225 mL buffered peptone water for incubation at 37oC for

24 h. After enrichment, the cultures were analyzed by using the 3M Molecular Detection Assay 2 - Salmonella and the

Korean Standard Method. Most of the inoculated samples showed similar results except the chocolate mousse cakes,

in which real-time PCR was unable to detect S. Typhimurium even after 104 CFU/25 g of inoculation. However, S.

Typhimurium inoculated at a concentration of 100 CFU/25 g was detected by using 3M Molecular Detection Assay 2

- Salmonella. In chocolate mousse, detection of S. Typhimurium using real-time PCR was partially successful when

dark chocolate was added at less than 15%. Negative results in real-time PCR and 3M Molecular Detection Assay 2 –

Salmonella were confirmed by gel electrophoresis. The data indicated that dark chocolate could inhibit amplification

of the target gene in the PCR reactions. In conclusion, the 3M Molecular Detection Assay 2 - Salmonella was better

than the Korean Standard Method (real-time PCR) for the detection of S. Typhimurium in chocolate mousse cakes and

chocolate mousse.
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Salmonella는 식품과 관련된 중요한 식중독 병원균 중

하나이며, Salmonellosis은 세계적으로 가장 중요한 식인

성 질환 중 하나로 인정받고 있다1). Salmonella는 약 2500

여종의 혈청 형으로 분리되는데 그 중 Salmonella enterica

혈청형 Typhimurium과 Enteritidis가 계란의 Salmonellosis

을 일으키는 주요 오염원으로 밝혀져 있다2). Salmonella는

계란 껍질에 부착되어 오염 되거나, 산란 시 또는 산란 후

에 침투하여 오염이 일어나거나, 산란 전 난각막, 난백, 난

황에 직접적으로 오염된다3). 달걀은 프렌치실크파이(french

silk pie), 머랭(meringue), 무스(mousse), 티라미수(tiramisu)등

특정 질감이나 풍미를 위해서 날달걀을 사용하는 경우가 있다4).

한국에서는 2018년 9월 학교 급식에서 제공된 초콜릿

무스 케이크(chocolate mousse cake)로 인하여 약 2000명

의 식중독 환자가 발생하였다. 이 집단 급식소 대규모 식

중독 발생원인으로 초콜릿 무스 케이크에서 분리한

Salmonella Thompson이 최종 병원체로 확정되었으며 환

자 가검물, 학교 보존식, 납품예정인 완제품, 원료인 난백

*Correspondence to: Se-Wook Oh, Department of Food and

Nutrition, Kookmin University, Seoul, 02727, Korea

Tel.: +82 2 910 5778; Fax: +82 2 910 5249.

E-mail: swoh@kookmin.ac.kr(Se-Wook Oh)



Comparison for Detection of S. Typhimurium in Cake 291

에서도 동일한 Salmonella Thompson이 검출되었고 유전

자 지문 유형 또한 동일하였다5).

따라서 식중독 균의 신속한 검출 기술이 개발되어야 학

교나 군대 시설과 같은 기관 급식 환경에서 음식 섭취 전

이나 음식 준비 중에 식중독 병원균을 신속히 탐지될 수

있으며, 이를 통해, 식중독 사고를 예방할 수 있다. 현재 우

리나라의 식품공전(Food Code)에 등재된 Salmonella spp.

검출방법은 분리배지와 real-time PCR이 있다. 분리배지는

증균배양을 18~24시간 거치며, 분리배양을 20~24시간 실

시하고, 확인 시험으로 생화학적인 시험(20~24시간) 및 혈

청 시험 등의 과정이 요구되어 최소 5일의 시간이 소요된다6,7).

목적 유전자를 검출하는 분자생물학적 방법으로 real-

time PCR은 다른 시험 방법에 비해 낮은 검출 한계

(detection limit)를 가지므로 효과적이고 신속한 검출이 가

능하여 널리 사용되고 있으며8), 또한 새로운 핵산 증폭 방

법인 loop-mediated isothermal amplification (LAMP)이 개

발되어 병원균 검출에 사용되고 있다. LAMP는 기존의

PCR과는 다르게 일정한 온도(~65oC)에서 DNA 접합 및

신장이 가능하여 장비 유지보수면에서 비용이 절감된다.

증폭된 DNA 산물은 전기영동, fluorescence, luminescence,

electrochemical sensors, colorimetric detection 등 다양한

방법으로 쉽게 검출이 가능하다9). 그중에서도 생체발광검출

(Bioluminescence)은 DNA 산물인 Pyrophosphate ions (ppi)와

adenosine-5’-O-persulfate (APS)가 효소적으로 반응하여

adenosine triphosphate (ATP)가 되며, 이를 luciferase 효소

처리하여 빛으로 변환시켜주며이를 통해서 실시간 검출이

가능하다10).

본 연구에서는 계란이 사용된 식품에서 S. Typhimurium

을 검출하기 위한 방법을 비교하기 위하여 수행되었다. 이

를 위해 우리나라의 식품공전 방법인 분리배지와 real-time

PCR, 그리고 LAMP와 Bioluminescence를 기반으로 한 3M

Molecular Detection System (3M MDS)을 비교 평가하여

Salmonella spp.에 대한 신속 검출 가능성을 타진하고자

하였다.

Materials and Methods

사용 균주

Salmonella Typhimurium (ATCC 19585)을 한국미생물자

원센터(Korean Collection for Type Cultures, KCTC)에서

분양받아 사용하였다. Tryptic soy broth (Difco, Franklin

Lakes, NJ, USA) 10 mL에 접종하여 37oC에서 9시간 동안

1차 배양한 뒤, 18시간 동안 2차 배양하여 사용하였다.

미생물 접종

무스 케이크(Mousse cake) 2종, 티라미수(Tiramisu) 2종,

치즈 무스(Cheese Mousse), 다크 초콜릿(dark chocolate)은

서울에 위치한 대형마트에서 구입하여 사용하였다. Dark

chocolate 함유량에 따라 검출 성능을 평가하기 위하여

cheese mousse와 dark chocolate을 일정한 비율로 배합하여

초콜릿 무스(chocolate mousse)를 조제하여 사용하였다. 배

합된 chocolate mousse에서 dark chocolate 함유된 비율에

따라 0, 5, 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100% chocolate mousse

로 사용하였다. 0% chocolate mousse는 cheese mousse를 의

미하며, 100% chocolate mousse는 dark chocolate를 의미한다.

각 무스 케이크 2종, 티라미수 2종은 25 g씩 멸균 비닐백

(Whirl-pak, 19×30 cm; Nasco, Fort Atkinson, WI, USA)에 넣

어 100~104 CFU/25 g 수준으로 접종하였으며, 0-100% 수준

으로 혼합한 chocolate mousse는 102 CFU/25 g수준으로 접

종하였다.

각 시료를 접종한 뒤 225 ml의 Buffered Peptone Water

(BPW, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, UK)를 첨가하여

stomacher(Laboratory Blender Stomacher 400, Seward, MO,

USA)로 1분간 균질화한 뒤, 37oC에서 24±1시간 증균 배양

한 후 이 배양액을 분리배지, real-time PCR 및 LAMP-

Bioluminescence (3M MDS)으로 실험에 사용하였다.

분리배지를 이용한 검출

분리배지는 식품공전에 등재된 ‘일반 시험법’의 ‘미생물

시험법’에 따라 S. Typhimurium을 검출하였다. 각 시료의

배양액을 saline을 사용하여 십진 희석하였다. 그 후 S.

Typhimurium분리배지인 xylose lysine deoxycholate agar

(XLD, Oxoid, Hampshire, UK)에 도말하였다. 도말 후 37oC

에서 20~24시간 배양하여 검은색 집락을 계수하였다.

Real-time PCR을 이용한 검출

Real-Time PCR을 이용한 검출방법은 식품공전에 등재

된 ‘일반 시험법’의 ‘미생물 시험법’에 ‘식중독균에 대한 분

자생물학적 시험법’에 따라 S. Typhimurium을 검출하였다.

각 시료의 배양액을 1 mL을 취하여 16000×g에서 3분간

원심 분리한 후 pellet에 200 µL PrepMan Ultra Sample

Preparation Reagent (Applied Biosystems, Foster city, CA,

USA)를 넣어 재현탁하고, 100oC에서 10분간 가열한 뒤

16000×g에서 3분간 원심 분리하여 상등액을 DNA 시료로

사용하였다.

추출한 DNA는 Salmonella의 invA를 표적 유전자로 하

는 primer5‘-GAA TCC TCA GTT TTT CAA CGT TTC-

3’ (invA-F), 5‘-CGA ATT GCC CGA ACG TGG CGA-

3’(invA-R), probe5‘-FAM - CTC TTT CGT CTG GCA

TTA TCG ATC AGT ACC AG - BHQ1-3’(inV-P)염기서

열을 사용하였다.

Real-time PCR 반응조건은 50oC에서 2분간 유지 및 95oC

에서 10분간 방치하여 최초 변성이 일어나게 한 후, 95oC

에서 15초간 변성시키고. 60oC에서 1분간 유전자 결합 및
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신장반응이 일어나는 것을 1회로 하여 총 40회의 증폭반응

을 하였다. 이후 증폭곡선이 확인되는 경우 S. Typhimurium

가 검출된 것으로 판단하였다. Real-time PCR은 StepOne

Plus real-time PCR systems (Applied Biosystems, Foster

city, CA, USA)을 사용하여 수행하였다.

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)와

Bioluminescence을 이용한 검출

본 연구에서는 Loop-mediated isothermal amplification

(LAMP)와 Bioluminescence를 기반으로 만들어진 3M

Molecular Detection System (3M Food Safety, St. Paul, MN)

을 사용하여 S. Typhimurium을 검출하였다. 각 시료의 배양

액을 20 µL를 3M Molecular Detection Assay 2- Salmonella

(3M Food Safety, St. Paul, MNm USA)의 lysis tube에 옮기

고 100oC에서 15분간 반응하였다. 그 후 lysis tube를 냉각

용 블록에서 5분간 냉각시킨 뒤, lysis tube의 상층액 20 µL

를 reagent tube에 분주한 뒤 pipetting 하여 혼합하였다.

reagent tube와 negative tube를 3M Molecular Detection

System (3M MDS)에 넣고 S. Typhimurium 검출을 수행하였

다. 증폭 결과는 연결된 컴퓨터에서 양성은 +로 음성은 –로

표시되어 실시간으로 확인하였다.

전기영동

Real-time PCR과 3M Molecular Detection System (3M

MDS)으로 반응 후 증폭 반응물을 2% agarose 겔에서 전

기영동하여 Gel Logic UV lamp (Carestream, Rochester,

NY, USA)로 확인하였다. Real-time PCR로 증폭 시 반응

물은 100-200 bp 사이에서 amplicon band가 확인되었다.

LAMP로 증폭 시 agarose 겔에서 사다리와 같은 패턴의

band가 나타나 비특이적 증폭과 쉽게 구분이 가능하다11).

LAMP를 기반으로 만들어진 3M MDS 또한 증폭 시 반

응물이 특이적인 사다리와 같은 패턴의 band가 나타남을

확인하였다.

Results and Discussion

Mousse cake 2종과 Tiramisu 2종에 Salmonella Typhimurium

을 100~104 CFU/25 g 수준으로 접종하였다. 그 후 BPW를

첨가하여 37oC에서 24시간 증균 배양한 후 3M MDS와

식품공전에 등재된 방법인 분리배지와 real-time PCR을 이

용하여 검출하였다. 각 시료는 모든 검출실험에서 3번의

반복실험을 진행하였으며 S. Typhimurium이 검출된 결과

를 Table 1에 나타내었다.

Table 1. Comparison of 3M Molecular Detection System Assay 2-Salmonella (3M MDS) and Korean Standard Method for the detection

of Salmonella in Mousse Cake and Tiramisu (n = 3)

Samples Inoculation level (CFU/25 g) 3M MDS Isolation agar Real-time PCR

Mousse Cake 1

(Cheese mousse cake)

1.00 × 100 1/3 1/3 2/3

3.00 × 101 3/3 3/3 3/3

1.00 × 102 3/3 3/3 3/3

1.29 × 103 3/3 3/3 3/3

1.29 × 104 3/3 3/3 3/3

Mousse Cake 2

(Chocolate mousse cake)

1.00 × 100 1/3 1/3 0/3

3.00 × 101 3/3 3/3 0/3

1.00 × 102 3/3 3/3 0/3

1.29 × 103 3/3 3/3 0/3

1.29 × 104 3/3 3/3 1/3

Tiramisu 1

1.00 × 100 2/3 2/3 2/3

1.10 × 101 3/3 3/3 3/3

1.30 × 102 3/3 3/3 3/3

1.24 × 103 3/3 3/3 3/3

1.24 × 104 3/3 3/3 3/3

Tiramisu 2

1.00 × 100 2/3 2/3 2/3

1.10 × 101 3/3 3/3 3/3

1.30 × 102 3/3 3/3 3/3

1.24 × 103 3/3 3/3 3/3

1.24 × 104 3/3 3/3 3/3
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Mousse Cake 1 (Cheese mousse cake)은 100 CFU/25 g

수준에서 real-time PCR 검출에서 1번의 양성결과가 나타

났고 분리배지와 3M MDS에서는 음성의 결과가 나타나

차이가 있었지만 101-104 CFU/25 g에서는 차이가 없었다.

Tiramisu 1과 Tiramisu 2의 경우 3가지 방법에서 차이가

없었다. 하지만 mousse cake 2 (chocolate mousse cake)의

경우 3M MDS 방법과 분리배지에서 검출이 된 반면 real-

time PCR 방법으로는 104 CFU/25 g수준에서 1번의 양성

결과를 제외하고 모두 검출되지 않았다.

이후 chocolate 함유량에 따른 검출 특성을 파악하기 위

하여 cheese mousse와 dark chocolate은 일정한 비율로 혼

합하여 chocolate mousse를 제조하였다. 혼합 비율은 dark

chocolate 함유량에 따라 0, 25, 50, 75, 100%의 비율로 혼

합하였다. 혼합한 chocolate mousse에 102 CFU/25 g 수준

으로 접종한 뒤 BPW를 첨가하여 37oC에서 24시간 증균

배양하였다. 그 후 배양물을 식품공전에 등재된 방법인 분

리배지와 real-time PCR, 그리고 3M MDS을 이용하여 검

출실험을 실시하였다. 그 결과 chocolate이 0% 첨가된 처

리구에서는 3가지 방법 모두 검출이 되었다. 하지만,

25~100%까지 첨가된 처리구는 3M MDS와 분리배지에서

는 검출된 반면, real-time PCR에서는 검출되지 않았다

(Table 2). 검출이 되지 않은 이유를 파악하기 위하여 mousse

cake 2 (chocolate mousse cake)의 real-time PCR 증폭 반

응물을 분리하여 전기영동을 실시하였다.

Table 1의 mousse cake 2에 해당하는 처리구를 real-time

PCR로 판독이 끝난 후 증폭 반응물을 전기영동 한 결과

를 Fig. 1에 나타내었다. Real-time PCR로 증폭 시 반응

물은 100-200 bp 사이에서 amplicon band가 확인되었다.

각각의 농도로 접종한 처리구 중에서 104 CFU/25 g을 접

종한 처리구, 그 중에서도 Ct값이 확인된 처리구에서만

amplicon band가 나타났다. 이러한 결과는 mousse cake 2

의 매트릭스가 DNA 증폭을 방해하여 amplicon 형성을 방

해하는 것으로 판단되었다. 따라서 mousse cake 2의

chocolate 성분이 real-time PCR의 inhibitor로 작용하여 증

폭이 방해되었을 것으로 판단하였다.

이후 혼합비율을 dark chocolate 함유량에 따라 0, 5, 10,

15, 20, 25% 비율로 혼합하여 마찬가지로 배양물을 3M

MDS과 real-time PCR을 이용하여 검출실험을 실시하였다.

그 결과, chocolate이 10%까지 첨가된 처리구에서는 모든

처리구에서 증폭이 일어났지만, 15%를 첨가한 처리구에

서는 3개중 2개에서 검출이 되었으며, 20%와 25% 첨가

한 처리구에서는 3가지 처리구에서 모두 검출되지 않았다

(Table 3).

Real-time PCR과 3M MDS반응 후에 증폭반응물을 수

거하여 전기영동한 결과를 Fig. 2에 나타냈다. Real-time

PCR은 Table 3의 검출 결과와 동일하게 증폭이 된 경우

100-200 bp 사이에서 amplicon band가 나타났다. Chocolate

을 10% 이하로 첨가한 chocolate mousse에서는 3개의 반

복 처리구 모두에서 band가 나타났다. 하지만 chocolate을

15% 첨가한 처리구에서는 3개중 2개의 시료에서 band가

나타났으며 chocolate 20% 이상 첨가한 경우 모두 band가

나타나지 않아 목적하는 염기서열에 대한 증폭이 일어나

지 않았음을 알 수 있었다. 이에 비하여 3M MDS로 검출

한 모든 처리구에서는 chocolate이 25%까지 첨가된 처리

구 모두에서 LAMP 반응으로 인한 특이적인 사다리와 같

은 패턴의 band 패턴이 나타났다.

Chocolate함유량에 따라 제조된 chocolate mousse에 S.

Typhimurium을 인위적으로 접종한 후 미생물적 전배양을

Table 2. Comparison of 3M Molecular Detection System Assay 2-Salmonella and Korean Standard Method for the detection of Salmo-

nella in chocolate mousse with dark chocolate content of 0-100% (n = 3)

Samples Inoculation level (CFU/25 g) 3M MDS Isolation agar Real-time PCR

0% dark chocolate 1.60 × 102 3/3 3/3 3/3

25% dark chocolate 1.60 × 102 3/3 3/3 0/3

50% dark chocolate 1.60 × 102 3/3 3/3 0/3

75% dark chocolate 1.60 × 102 3/3 3/3 0/3

100% dark chocolate 1.60 × 102 3/3 3/3 0/3

Fig. 1. Detection ofreal-time PCR amplicons in mousse cake 2

(chocolate mousse cake) by electrophoresis. Lane M: molecular

marker; lane C: positive control.
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실시하여 균수를 측정한 결과, 109 CFU/g 수준의 균수를

나타냈으며, 첨가되는 chocolate으로인하여 미생물의 성장

이 억제되는 것은 아님을 확인할 수 있었다(Date not shown).

Köppel등12에 의하면 real-time PCR의 경우 식품의 존재하는

inhibitors로 인해서 증폭 효율이 낮아지거나 증폭이 저해된

다고 보고되고 있다. 특히 chocolate은 polyphenols,

polysaccharides가 다량 함유되어 PCR분석 시 inhibitor로

작용하는 것으로보고되고 있다13,14. 또한 Li 등15에 따르면

LAMP는 여러 inhibitor의 영향을 받지 않고 효율적인 증

폭을 위해 4~6개의 primer와 Bst Polymerase를 사용된다

고 보고하고 있다.

현재 시판되고 있는 chocolate mousse cake는 보통 25%

내외로 chocolate이 첨가되어 제조된다. 3M MDS와 식품

공전방법인 분리배지는 chocolate의 함유량과 상관없이 검

출이 가능하였다. 하지만 식품공전방법인 real-time PCR으

로는 15% 이상의 농도에서는 검출할 수 없었다. 따라서

시판되는 chocolate mousse cake의 경우 real-time PCR을

통해 식중독 균을 검출하기 어려울 것으로 예상된다(Fig. 2).

결과적으로식품공전에 등재된 방법인 real-time PCR은

chocolate이 inhibitor로 작용되어 chocolate을 함유하는 식품

에서 신속 검출이 어려웠다. 이에 반해 LAMP- bioluminescent

를 기반으로 하는 3M MDS와 분리배지는 chocolate의 함

유여부와 상관없이 검출이 가능하였다.

따라서 LAMP방법은 식품유래의 방해물질의 영향을 덜

받으면서도 신속한 검출이 가능하기 때문에, chocolate을

포함하는 과자류, 빵류에서의 Salmonella균의 신속검출을

통한 안전관리에 효과적으로 활용될 수 있을 것이라고 생

각된다.

국문요약

최근 한국에서 발생한 Salmonella로 인한 식중독 사고

는 2018년 9월 학교급식에서 제공된 초콜릿 무스 케이크

가 원인이 되었다. 이 연구의 목적은 Salmonella

Typhimurium이 인위적으로 접종된 무스케이크와 티라미

수에서 3M Molecular Detection Assay 2 –Salmonella와 식

Table 3. Comparison of 3M Molecular Detection System Assay 2-Salmonella and Korean Standard Method for the detection of Salmo-

nella in Chocolate Mousse with chocolate content of 0-25% (n = 3)

Samples Inoculation level (CFU/25 g) 3M MDS Real-time PCR

0% dark chocolate 1.64 × 102 3/3 3/3

5% dark chocolate 1.64 × 102 3/3 3/3

10% dark chocolate 1.64 × 102 3/3 3/3

15% dark chocolate 1.64 × 102 3/3 2/3

20% dark chocolate 1.64 × 102 3/3 0/3

25% dark chocolate 1.64 × 102 3/3 0/3

Fig. 2. Comparison of detection of real-time PCR and 3M MDS in Chocolate Mousse with different chocolate content (0-25%) by elec-

trophoresis. (A): real-time PCR and (B): 3M MDS. Lane M: DNA marker (DL100); lane C: positive control; lane N: negative control.
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품공전에 등재된 방법인 분리배지와 real-time PCR을 비

교하는 것이었다. 무스케이크 2종과 티라미수 2종 25 g에

225 mL BPW를 넣고 37oC에서 24시간 동안 증균 배양하

였다. 배양 후, 3M Molecular Detection Assay 2 –

Salmonella, 분리배지 그리고 real-time PCR로 분석하였다.

초콜릿 무스 케이크를 제외하고 3가지 방법은 유사한 결

과를 보였다. 초콜릿 무스 케이크에서 분리배지와 3M

Molecular Detection Assay 2 –Salmonella는 모든 접종수

준에서 동일한 결과를 나타낸 반면 real-time PCR은 104

CFU/25g수준에서 1번의 양성결과를 제외하고 모두 검출

되지 않았다. 초콜릿 무스에 S. Typhimurium을 102 CFU/

25 g 수준으로 접종하였을때, real-time PCR를 이용한 검

출은 15%에서는 부분적인 음성을 나타냈고, 20-100% 함

량의 초콜릿 무스에서는 모두 음성이었다. Real-time PCR

로는 chocolate이 15% 이상 함유된 식품에서의 Salmonella

균 검출이 불가능하였지만, LMAP 기반의 3M Molecular

Detection Assay 2으로는 chocolate 농도에 관계없이 검출

이 가능하였다.
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