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ABSTRACT - Salmonella spp. are prevalent foodborne pathogens that are infective at relatively low concentra-

tions, thus posing a serious health threat, especially to young children and the elderly. In several countries, the man-

agement and regulation of Salmonella spp. in food, including seafood, adhere to a negative detection standard. The

risk of infection is particularly high when seafood is consumed raw, which underscores the importance of timely

detection of pathogenic microorganisms, such as Salmonella. Accordingly, this study aimed to develop a combined

pre-treatment and detection method that includes pre-culture and DNA extraction in order to detect five species of

Salmonella at concentrations below 10 CFU/mL in seafood. The effectiveness of the proposed method was assessed

in terms of the composition of the enrichment (pre-culture) medium, minimum incubation time, and minimum cell

concentration for pathogen detection. Furthermore, a practical DNA extraction method capable of effectively handling

high salt conditions was tested and found to be successful. Through polymerase chain reaction, Salmonella spp. were

detected and positively identified in shellfish samples at cell concentrations below 10 CFU/g. Thus, the proposed

method, combining sample pre-treatment and cell culture with DNA extraction, was shown to be an effective strategy

for detecting low cellular concentrations of harmful bacteria. The proposed methodology is suitable as an economical

and practical in situ pre-treatment for effective detection of Salmonella spp. in seafood.
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Salmonella spp.는 그람 음성이며 포자를 형성하지 않는

통성혐기성 간균으로 O-항원과 H-항원에 따라 구분되며

현재까지 약 2,600여종 이상의 혈청형이 알려져 있다1-2).

Salmonella spp.는 대표적인 식중독 병원균 중 하나로 모

든 혈청형이 인간에게 질병을 유발할 수 있으며, 일반적

으로 설사, 발열, 위경련, 구토 및 두통과 같은 증상을 일

으키며 장티푸스, 패혈증 등을 유발할 수 있고 심하면 사

망에 이를 수 있다3,4). 살모넬라증(Salmonellosis)은 수산물,

유제품, 계란, 야채와 같은 Salmonella spp.에 오염된 식품

의 섭취에 의해 감염되며 낮은 농도의 살모넬라균에 의해

서도 발병할 수 있다5). 또한, 최근에는 다양한 수산물 원

료에서도 Salmonella spp.이 검출되고 있으며6,7), 미국, 유

럽, 중국 및 한국 등 대다수 선진국에서 수산물 중 살모넬

라균의 검출 기준을 불검출로 규정하여 관리하고 있다8). 특

히, 패류는 여과섭이에 의해 소화기관에 미생물 및 바이

러스 등이 축적되는 특성을 가져 빠르게 부패되는 특성이

있으며9), 날 것으로 섭취하는 경우가 많아 병원성 미생물

등에 의한 질환의 발생 가능성이 높다10).

수산물을 비롯한 다양한 식품에서 Salmonella spp.를 검

출하기 위한 방법으로 분리 배양법, 분자생물학적 방법 및

면역학적 분석법 등을 사용하고 있다. 분리 배양을 기반

으로 한 검출 방법은 Salmonella spp.를 검출하기까지 최

소 3-5일 이상의 시간이 소요되기 때문에 수산물과 같은

신선 식품의 조기 진단에는 적합하지 않다11). 면역학적 분

석법은 체세포 또는 편모 항원과 결합하는 단일 또는 클

론 항체를 사용하는 방법으로 다양한 식품에서 Salmonella

spp.의 검출에 이용되고 있다12). 면역학적 방법은 신속 검

출에는 유리하지만 시료의 matrix에 의한 민감도 저해, 높

은 비용 및 낮은 검출 한계 등의 단점이 있다13). 분자생물

학적 방법은 검출 시간이 비교적 짧고 민감도 및 정확도

가 높은 장점을 가지고 있지만, 유전자 증폭을 위해 DNA

를 추출하는 과정이 복잡하며 숙련된 전문가가 수행해야

민감도가 높으며 고가의 장비가 필수적이기 때문에 수산

물 생산현장 등에서 적용하기 어려운 단점이 있다14,15).

Polymerase chain reaction (PCR)과 같은 분자생물학 진단

방법의 미생물학적인 검출 한계는 102-104 CFU/mL로 식

품 중 낮은 농도로 존재하는 Salmonella spp.를 검출하기

위해 증균 배양 및 농축 등의 전처리 과정이 필요하다16,17).

병원성 미생물은 다양한 농도로 식품 중에 오염되어 있으

며 매우 낮은 농도로도 인체에 위해를 가할 수 있는 살모

넬라균과 같은 식중독균이 있어 검출 민감도를 높일 수

있는 증균 과정은 매우 중요하다고 알려져 있다18,19). 이에

분자진단법 기반 신속 검출법을 위한 전처리 방법에 대해

연구가 진행되고 있으며, immunomagnetic separation (IMS),

원심분리, 여과법 및 증균 배양 등의 방법이 있으며20-22),

전처리 과정 이후 PCR 등의 분자진단법을 이용하여 병원

성 미생물을 검출하고 있다. Choi 등23)은 돼지고기 및 쇠

고기 시료에 1, 2 및 3 log CFU/g 농도의 Escherichia coli

O157:H7을 인위적으로 오염시켜 원심분리와 여과과정을

수행하여 고기 시료의 종류에 상관없이 2-3 log CFU/g 수준

의 E. coli O157:H7을 검출하였다. Wei 등24)은 콩나물에서

Listeria monocytogenes를 검출하기 위해 IMS와 quantitative

PCR (qPCR) 이용 시 검출한계를 4.4 log CFU/g로 보고하였

다. 원심분리 및 여과를 이용한 미생물 분리는 검출할 수 있

는 미생물의 검출한계가 낮고, IMS의 경우 가격이 비싸고

식품에서 병원성 미생물이 분리되지 않을 확률이 높은 단점

이 있다25,26). 증균 배양을 이용한 방법은 식품 중 낮은 농도

로 오염된 병원성 미생물의 농도를 분자진단법의 검출한계

까지 증가시켜 병원성 미생물을 검출하기 위해 사용되고 있

다27). 증균 배양 시간에 따라 목표로 하는 병원성 미생물의

생육이 저해되고 우점종이 바뀌는 등의 문제가 발생할 수

있다. 따라서 본 연구에서는 수산물 시료에 오염된 낮은 농

도의 Salmonella spp.를 분자생물학적 방법을 이용하여 검출

하기 위해 짧은 시간의 전배양과 신속하고 단순한 방법의

DNA 추출방법을 포함한 전처리 방법에 대해 연구하였다.

Materials and Methods

사용 균주

본 연구에 사용된 균주는 Salmonella spp. 5종으로,

Salmonella Typhimurium KCTC 1925 및 Salmonella Enterica

KCTC 2514는 생물자원센터(KCTC, Korean Collection for

Type Cultures, Jeongeup, Korea), Salmonella Enteritidis

KCCM 1202는 한국 미생물 보존센터(KCCM, Korea Culture

Center of Microorganisms, Seoul, Korea), Salmonella Derby

KBN12P06515 및 Salmonella Bovismorbificans KBN12P06471

는 경상대학교 병원에서 분리된 균주를 분양 받아 사용하

였다. 모든 균주는 nutrient broth (NB, Difco, Detroit, MI,

USA)에 0.5% NaCl2 (w/v)을 첨가한 배지(이하 NB 0.5)를

이용하여 37oC에서 24시간 배양하여 실험에 사용하였다.

수산물(패류) 시료

수산물(패류) 시료는 짧은 전배양과 DNA 추출과정을

검증하기 위하여 구매하였으며, 포항 죽도시장, 부산 자갈

치시장 및 통영 중앙시장에서 가리비, 굴, 대합, 바지락,

백합, 웅피 및 홍합을 지역별로 구매하였다. 구매 당일

10oC 이하를 유지하면서 실험실로 운반하여 패각을 제거

하고 전배양 및 Salmonella spp. 검출을 위하여 패육 30 g

에 0.1 M phosphate buffered saline (PBS, pH 7.2) 270 g

을 가하여 2분간 stomacher (BagMixer 400 VW, Interscience,

Saint Nom la Bretêche, France)로 균질화하였다.

배양 시간에 따른 Salmonella spp. 증균 효율

Salmonella spp.의 신속검출을 위한 전배양 조건을 탐색
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하기 위해 배양 시간에 따라 증균 효율을 검토하였다. 증균

과정은 전체 2시간 동안 수행하였으며, 증균 전, 1 h 및 2

h 후의 생균수를 측정하여 증균 효율을 비교하였다. 실험

은 5종의 Salmonella spp.를 NB 0.5에 최종 농도 100, 101

및 102 CFU/mL로 접종하여 실험에 사용하였다. 대부분

수산물에서 Salmonella spp.는 낮은 농도로 존재한다고 알

려져 있어28,29), 오염 농도를 낮게 설정하였다. 생균수 실험

은 100 및 101 CFU/mL의 낮은 농도의 경우 일반적인 표

준평판법에서는 집락수 계수가 어렵기 때문에 식품공전30)

중 표준평판법을 변형하여 사용하였으며, 각 균주를 농도

에 맞게 희석한 희석수를 2배 농도의 NB 0.5 동량과 혼

합 및 응고시켜, 35oC에서 48시간 배양한 후 집락수를 계

수하여 확인하였다.

Salmonella spp.를 인위적으로 감염시킨 홍합 시료

자연적으로 Salmonella spp.에 오염된 패류 시료를 이용

한 증균 효과와 탈염 과정을 포함하는 DNA 추출법 등을

연구하기 위해 Salmonella spp.를 홍합시료에 낮은 농도로

인위적으로 감염시켜 연구에 사용하였다. 홍합은 병원성

미생물의 오염도가 높다고 알려져 있으며31), 부산에 소재

한 수산물 시장에서 구매하여 당일 내 실험실에 운반하여

패각을 제거한 뒤 실험에 사용하였다. Salmonella spp.를

농도별로 인위적으로 감염시킨 홍합시료는 전배양과정에

서 endogenous microbiota의 영향을 평가하기 위하여 멸균

(Autoclave, Hirayama Manufacturing Corporation, Tokyo,

Japan)을 수행한 것과 하지 않은 것으로 구분하고, 홍합

시료 81 g에 Salmonella spp. 5종을 각각 십진 희석하여

최종적으로 100, 101 및 102 CFU/g 수준으로 오염시켰다. 

수산물(패류) 시료에서 신속한 DNA extraction

분자생물학적 진단법을 사용하여 수산물 중 Salmonella

spp.를 검출하기 위해 현장에서 적용 가능한 DNA 추출법

을 연구하였다. 단순한 과정을 통하여 시료로부터 DNA를

추출하기 위해서 Mahmoud 등32)의 방법과 Ahmed 등33)의

방법을 변형하여 사용하였다. 재료 및 방법 중 ‘배양 시간

에 따른 Salmonella spp. 증균 효율’에서 언급된 방법에 따

라 전배양을 수행하고 홍합 시료 1 g를 microcentrifuge

Tube에 옮긴 후 원심분리(6,032 × g, 5 min)하여 상등액

을 버린 후 lysis buffer (TL buffer, Bioneer Co., Ltd,

Daejeon, Korea) 180 µL를 가하여 100oC에서 10분 boiling

을 통해 균을 용해시킨 후 원심분리(6,032 × g, 5 min)한

후 DNA 순도 상승과 불순물 제거를 위하여 binding column

(Bioneer Co., Ltd, Daejeon, Korea)에 용해액을 넣고 원심

분리(6,032 × g, 1 min) 후 하단의 용액을 버렸다. 세척은

ethanol (Duksan, Seoul, Korea) 0.5 mL를 첨가하고 원심

분리(6,032 × g, 3 min) 후 하단의 용액을 버렸다. 멸균 3

차 증류수 50 µL를 중심부에 가한 뒤 실온에서 10분간 방

치 후 원심분리 (6,032 × g, 5 min)하여 DNA를 추출하

였다. 또한, 수산물 시료에서 추출된 DNA에 함유된 염

은 PCR 시 유전자 증폭 효소의 활성을 낮추며, DNA의

화학적 성질을 변화시켜 PCR 검출에서 inhibitor로 작용

할 수 있기 때문에34), 추출된 DNA의 염 농도를 염도계

(CAS salt free 2500; CAS-corporation, Seoul, Korea)로

측정하였다.

Salmonella spp. 검출을 위한 PCR 조건

PCR에 사용한 Salmonella spp.의 특이적 primer는

Yanestria 등35)이 사용한 invA 139 (5’-GTGAAATTATCGC

CACGTTCGGGCAA-3’) 및 invA 141 (5’-TCATCGCACC

GTCAAAGGAAC-C-3’)를 Bioneer (Daejeon, Korea)사에

서 합성 및 정제하여 사용하였다. 반응 조건은 94oC에서

5 분간 열변성 후, 94oC에서 30 초, 64oC에서 30 초, 72oC

에서 30 초로 25회 반복한 후 72oC에서 4 분간 더 반응

시켰다. Liu 등36)에 따르면 Salmonella spp.를 검출 시 낮

은 DNA 농도는 PCR의 결과에 영향을 미칠 수 있다고 보

고한 바 있으며, 본 연구에서 사용된 Salmonella spp.의 농

도가 낮기 때문에, PCR 검출의 정확도를 높이기 위하여

기 수행된 PCR 증폭산물을 이용하여 동일한 조건의 PCR

을 한번 더 수행하였다. 

통계 분석

각 시료에 대한 분석은 3회 반복 수행하였고, 모든 측

정치는 평균(mean)±표준편차(standard deviation)로 나타내

었으며, 실험 결과는 SPSS (Statistical Package for Social

Sciences; v.23.0; SPSS Inc, Chicago, IL, USA) software

package를 사용하여 분산 분석(ANOVA)을 수행한 후, 다

중범위검정(Duncan`s multiple range test)으로 결과의 유의

성(P<0.05)을 검증하였다.

Results and Discussion

배양 시간에 따른 Salmonella spp.의 증균 효율

각 농도별 Salmonella spp.의 시간에 따른 증균 결과는

Table 1에 나타나 있으며, 5종의 Salmonella spp.는 2 시간

동안 모든 농도에서 약 1 log CFU/mL가 증균 되어 초기

농도와 유의적인 차이가 나타났다 (P<0.05). Dhakal 등37)

과 Ledeboer 등38)의 연구에서 배양온도와 배지 조성을 달

리하여 시간 경과에 따라 Salmonella spp.의 증균 속도에

차이가 있었지만, 모든 조건에서 1 시간이 경과한 이후부

터 급격하게 증균 되었으며, 이는 Salmonella spp.의 생육

곡선 중 유도기와 대수증식기의 차이에 기인한 것으로 보

고된 바 있다. 또한 Ma 등39)에 따르면 Staphylococcus

aureus, Salmonella spp. 및 Shigella spp.가 약 1 log CFU/g

이상일 경우 qPCR로 검출이 가능하였으며, Kim 등40)은



126 Ye-Jun Song et al.

S. Thompson이 10 CFU/mL 이상일 경우 droplet digital

PCR로 검출이 가능하다고 보고하였다. 또한 Shamloo 등
41)에 따르면, 증균 시간이 너무 길어질 경우 검출목표로

하는 미생물이 우점하지 못하는 경우가 발생하여 오히려

검출률이 낮아질 수도 있다고 보고한 바 있다. 따라서, 이

결과에 따르면 낮은 농도의 Salmonella spp.가 수산물 시

료 중 오염되어 있더라도 2시간의 짧은 증균을 통해서도

분자생물학적 검출이 가능한 수준의 세포수를 확보할 수

있을 것으로 사료된다.

탈염 과정이 포함된 DNA extraction 방법

재료 및 방법 패류시료에서 신속한 DNA extraction에

서 서술한 바와 같이 Mahmoud 등32)의 방법과 Ahmed 등

33)의 DNA 추출법을 변형하여 인위적으로 감염시킨 지역

별 패류시료에서 DNA를 추출한 뒤 염 농도를 측정한 결

과와 추출된 DNA로 PCR한 결과를 Table 2에 나타내었

다. 지역별 채취된 패류시료의 염농도는 3.96%-6.23%로

다양하게 나타났으며, S. Typhumurium을 인공오염시킨

뒤 DNA를 추출하여 DNA의 염 농도를 측정한 결과 모

든 시료에서 0%로 나타났다. 또한, 추출된 DNA를 이용

한 PCR을 수행한 결과, 모든 시료에서 S. Typhimurium

에 특이적 양성밴드가 확인되었다(Table 2). 분자진단기

술을 이용하여 다양한 식품에서 병원성 미생물을 검출하

기 위해 DNA를 추출할 때 boiling 방법을 사용하는 것

이 상용화된 DNA 추출 키트와 DNA 순도는 비슷하고

비용은 더 저렴한 것으로 보고된 바 있다42,43). Fregel 등

Table 1. Viable cell count cultured in the medium for 2 h of 5 types of Salmonella spp. according to the initial cell concentration

Species
Initial concentration

(log CFU/mL)

Viable cells count (log CFU/mL)

Before 1 h 2 h Increase value

S. Typhimurium

0.00-0.99 0.25±0.25 b1,2) 0.33±0.22 b 1.17±0.08 a 0.99±0.04

1.00-1.99 1.11±0.08 c 1.23±0.08 b 2.06±0.14 a 0.95±0.04

2.00-2.99 2.07±0.14 b 2.09±0.05 b 3.03±0.16 a 0.96±0.02

S. Enteritidis

0.00-0.99 0.54±0.14 b 0.82±0.23 b 1.73±0.21 a 1.18±0.18

1.00-1.99 1.46±0.09 b 1.67±0.19 b 2.64±0.13 a 1.18±0.06

2.00-2.99 2.40±0.07 c 2.62±0.16 b 3.59±0.11 a 1.18±0.07

S. Enterica

0.00-0.99 0.36±0.25 b 0.59±0.42 b 1.28±0.21 a 0.91±0.02

1.00-1.99 1.36±0.14 b 1.48±0.15 b 2.28±0.15 a 0.90±0.04

2.00-2.99 2.31±0.12 b 2.45±0.07 b 3.22±0.10 a 0.91±0.02

S. Derby

0.00-0.99 0.70±0.14 b 0.88±0.26 b 1.81±0.10 a 1.10±0.06

1.00-1.99 1.67±0.11 b 1.84±0.14 b 2.75±0.09 a 1.08±0.08

2.00-2.99 2.63±0.09 b 2.78±0.09 b 3.76±0.05 a 1.12±0.08

S. Bovismorbificans

0.00-0.99 0.83±0.10 c 1.00±0.09 b 1.86±0.01 a 1.03±0.03

1.00-1.99 1.77±0.08 c 1.93±0.07 b 2.81±0.04 a 1.03±0.03

2.00-2.99 2.72±0.04 c 2.85±0.15 b 3.78±0.05 a 1.06±0.08

1) Values are means±SD. 
2) Values sharing the same lowercase letter within a row are not significantly different at P<0.05

Table 2. Salinity before and after DNA extraction of shellfish samples and PCR results using extracted DNA

Shellfish
Salinity concentration (%)

Before DNA extraction After extraction PCR results

Scallop (Argopecten nucleus) 4.48±0.50

0.00 +

Oyster (Crassostrea gigas) 3.96±0.50

Venus clam (Arctica islandica) 4.01±0.17

Sakhalin surf clam (Spisula sachalinensis) 5.03±0.01

Mussel (Mytilus coruccus) 6.23±1.27

Clam (Pseudocardium sachalinensis) 4.67±0.59

Manila clam (Ruditapes philippinarum) 4.01±0.00
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44) 및 Schlaak 등45)의 연구에서도 DNA 추출 시 알코올

침전 등의 추가 과정을 통해 시료 중 포함된 염 농도가

감소하여 탈염 효과가 보고되었으나, 본 연구에서는 boiling

후 binding column을 이용하여 단시간에 탈염과 DNA 추

출을 동시 수행하였다. 따라서 본 연구에 사용된 DNA

추출 방법은 간단하고 신속하며 소요되는 비용이 더 저

렴하며 현장에서 효과적으로 사용할 수 있는 잠재력이 있

다고 판단된다.

인공위적으로 감염시킨 홍합 시료를 이용한 전처리 방법의 검증

수산물 시료 중 Salmonella spp.의 검출을 목적으로 사

용된 전배양과 DNA 추출 방법의 검증을 위해 홍합시료(

멸균 또는 비멸균)에 Salmonella spp.를 인위적으로 약 100,

101 및 102 CFU/g의 농도로 오염시킨 후 전배양과 DNA

추출 과정을 수행한 후 PCR로 특이적 증폭 밴드의 여부

를 확인하였다(Table 3, 4). 홍합 시료 중 오염된 Salmonella

spp.의 2시간 동안의 증균 효율은 endogenous microbiota

의 영향을 배제하기 위해 멸균된 홍합시료에 Salmonella

Table 3. Results of viable cell count after pre-culturing in 2 h according to initial cell concentration of autoclaved mussels

Species
Initial concentration

(log CFU/mL)

Viable cell count (log CFU/mL)

Before culture After 1 h After 2 h Increase value

S. Typhimurium

0.00-0.99 0.16±0.17 b1,2) 0.29±0.23 b 1.18±0.10 a 1.02±0.02

1.00-1.99 1.25±0.16 c 1.37±0.19 b 2.17±0.20 a 0.92±0.03

2.00-2.99 2.25±0.06 c 2.35±0.16 b 3.15±0.13 a 0.90±0.02

S. Enteritidis

0.00-0.99 0.40±0.15 c 0.67±0.17 b 1.66±0.07 a 1.26±0.10

1.00-1.99 1.33±0.09 c 1.66±0.12 b 2.57±0.10 a 1.24±0.08

2.00-2.99 2.36±0.11 c 2.64±0.05 b 3.66±0.08 a 1.27±0.04

S. Enterica

0.00-0.99 0.50±0.12 c 0.62±0.19 b 1.42±0.12 a 0.91±0.01

1.00-1.99 1.43±0.15 c 1.66±0.12 b 2.33±0.15 a 0.92±0.03

2.00-2.99 2.46±0.07 c 2.63±0.06 b 3.37±0.13 a 0.90±0.01

S. Derby

0.00-0.99 0.80±0.13 b 0.92±0.17 b 1.93±0.11 a 1.12±0.04

1.00-1.99 1.72±0.09 c 1.89±0.05 b 2.82±0.07 a 1.10±0.01

2.00-2.99 2.71±0.11 c 2.93±0.09 b 3.88±0.10 a 1.17±0.03

S. Bovismorbificans

0.00-0.99 0.78±0.17 b 0.91±0.17 b 1.92±0.11 a 1.10±0.02

1.00-1.99 1.84±0.07 b 1.91±0.11 b 2.92±0.16 a 1.09±0.11

2.00-2.99 2.76±0.10 b 2.90±0.21 b 3.84±0.18 a 1.15±0.05

1) Values are means±SD. 
2) Values sharing the same lowercase letter within a row are not significantly different at P<0.05.

Table 4. PCR detection of artificially contaminated mussels for 5 types of Salmonella spp. using pre-culture and DNA extraction 

Species Samples (mussels)

Results of PCR detection (initial concentration CFU/g) 

100 CFU/g 101 CFU/g 102 CFU/g

0 h 1 h 2 h 0 h 1 h 2 h 0 h 1 h 2 h

S. Typhimurium
Autoclaved -1) - + + + + + + +

Non-autoclaved - - + + + + + + +

S. Enteritidis
Autoclaved - - + + + + + + +

Non-autoclaved - - + + + + + + +

S. Enterica
Autoclaved + + + + + + + + +

Non-autoclaved + + + + + + + + +

S. Derby
Autoclaved + + + + + + + + +

Non-autoclaved + + + + + + + + +

S. Bovismorbificans
Autoclaved - - + + + + + + +

Non-autoclaved - - + + + + + + +

1) +, positive results in PCR; -, negative results in PCR.
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spp. 5종을 인공오염 시킨 후 수행되었으며, 결과적으로

Salmonella spp. 균체만을 이용한 증균 결과와 유사하게 2

시간 동안 약 1 log CFU/g이 증균된 것으로 나타났다(Table

3). 또한, Salmonella spp. 5종을 인위적으로 오염시킨 홍

합 시료의 증균 시간별 PCR 결과를 Table 4에 나타내었

다. 멸균 처리 여부와 상관없이 S. Enterica 및 S. Derby를

오염시킨 홍합 시료는 모든 조건에서 양성으로 나타났으

며, S. Typhimurium, S. Enteritidis 및 S. Bovismorbificans

가 100 CFU/g 농도로 오염된 홍합시료는 0 h 및 1 h 증

균 한 경우는 음성으로 나타났지만, 2 h 증균 한 경우에

서는 모든 농도에서 양성으로 나타났다. 이는 배양액과 달

리 홍합 시료에 존재하는 glycogen 및 polysaccharides 등

의 다당류 및 단백질 등이 PCR inhibitor로 작용하여 저

농도의 S. Typhimurium, S. Enteritidis 및 S. Bovismorbificans

를 검출하지 못한 것으로 사료된다46,47). Salmonella spp. 5

종이 101 및 102 CFU/g의 농도로 오염된 홍합 시료들은 모

두 증균 시간과 관계없이 PCR에서 특이적인 양성 밴드를

나타내었으며, 이는 수산물 시료 중 약 1 log CFU/g 이상

의 Salmonella spp.가 오염되어 있을 경우 검출 확률이 있

다는 것을 의미할 수 있다.

본 연구결과와 같이 분자진단법을 이용하여 식품으로

부터 낮은 농도의 병원성 미생물을 검출 시 전배양을 통

하여 병원성 미생물의 농도를 증가시켜 검출 감도를 증

가시키고 수산물 처리 현장에 적용시키기 위한 다양한 연

구가 선행되어 왔다. 특히, Hahm 등48), Ku 등49) 및

Murakami50)의 연구에서는 전배양에 3-6시간이 소요되었

으며, 전배양이 끝난 식품의 검출 결과를 도출하는 시간

까지 7-8시간이 소요되었다고 보고하였다. Yang 등51)은

현장에서 수산물 중 오염된 Vibrio vulnificus를 검출하기

위해 recombinase polymerase amplification (RPA)과

lateral flow strip을 개발하였으며, 1 CFU/10 g의 민감도

를 나타낸다고 보고하였다. 본 연구의 결과는 기존의 긴

시간이 소요되던 전처리 과정의 단축과 전문인력이 필요

한 DNA 추출 과정을 단순화할 수 있는 가능성을 보여주

었으며, 본 연구에서 개발한 전처리 방법을 RPA 등의 시

각적인 유전자 증폭 기반 분자생물학적 방법에 적용하여

Salmonella spp.를 현장적용성을 높일 수 있을 것으로 사료

된다. 또한, 패류 시료에 오염된 Salmonella spp.를 분자생

물학적 방법으로 검출을 위한 비용과 시간을 절감할 수 있

는 경제적인 방법의 하나로써 적용될 수 있음을 사사한다.
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국문요약

본 연구에서는 수산물 시료 중 Salmonella spp. 검출을

위해 단시간의 전배양(2시간 이내)과 탈염과정을 포함한

DNA 추출법을 사용하여 분자생물학적 검출을 위한 수산

물 전처리 방법에 대해 연구하였다. 배양 시간에 따른 증

균 효율을 탐색하기 위해 100, 101 및 102 CFU/mL농도

의 Salmonella spp. 5종을 NB 0.5에 접종하여 증균 전,

1시간 및 2시간 동안의 증균 효율을 비교하였다. 그 결

과, 2시간 동안 모든 농도에서 약 1 log CFU/mL가 증균

되어 초기 농도와 유의적인 차이가 나타났다. 또한 지역

별 패류시료에 S. Typhimurium을 인위적으로 감염시킨

뒤 DNA를 추출하여 염농도를 측정한 결과, 모든 시료의

염농도가 0%로 DNA 추출과 동시에 탈염이 이루어진 것

을 확인하였다. 이후 추출한 DNA를 사용하여 PCR을 수

행한 결과 모든 시료에서 S. Typhimurium의 특이적 양성

밴드가 확인되었다. 다음으로 수산물 시료 중 Salmonella

spp. 검출을 위한 증균 과정과 탈염을 포함한 DNA 추출

방법의 검증을 위해 멸균 홍합시료 및 비멸균 홍합시료

에 Salmonella spp. 5종을 인공적으로 약 100, 101, 102

CFU/g의 농도로 오염시켜 전배양과 DNA를 추출하여

PCR로 특이적 증폭 밴드의 여부를 확인한 결과, 모든 농

도의 Salmonella spp. 5종에서 특이적 밴드가 확인되었다

. 결과적으로 본 연구에서 제시한 전배양 및 DNA 추출

방법을 포함한 전처리 방법과 PCR을 사용하여 수산물 시

료에서 10 CFU/g 미만의 Salmonella spp.를 검출하였으

며, 시간과 비용면에서 효율적이며 과정이 복잡하기 않기

때문에 수산물의 처리 현장에 활용될 수 있을 것으로 기

대된다.
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