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편집순서 3

요 약 문

제 목.Ⅰ

인수공통전염병에 대한 초정밀 진단법 개발 및 적용에 관한 연구

연구개발의 목적 및 필요성.Ⅱ
인수공통전염병 은 년 세계보건기구(Zoonosis) 1952 (World Health Organization:

전문가 회의에 의해 척추동물과 사람 사이 자연적으로 전파하는 질병 또는WHO) “
감염 으로 정의되었고 현재 알려진 여 종의 인수공통 전염병 중 인간과 밀접한” , 200
관계에 있는 주요 질병만 여 종에 이른다 인수공통전염병의 다양한 매개체이자100 .
주요 감염대상인 가축은 최종적으로 식품으로 인해 섭취하게 되어 가축 내 임상증

후가 없었을 경우라도 인간에게 큰 위해가 될 수 있다 실제로 대부분의인수공통전.
염병의 발생현황 사례의 경우 전염이 된 축산물의 섭취 등을 통해 감염되었으며,
이들 감염 형태는 가축 가공품과 음식이 대량화되면서 피해 규모가 대형화 되고 있

다.

이에 본 연구는 동물을 매개로 사람에게 전염되는 인수공통전염병 병원균을

모세관 전기영동 단일쇄 형태변환 다형성 방법을 이용한 동시적인 분석을 통해

빠르고 간편하게 정량 분석하는 기술을 개발하여 농촌의 소득증대 및 국민 건강에

이바지 할 수 있을 것이다.

연구개발 내용 및 범위.Ⅲ

총 종의 인수공통전염병 원인균 유전자를 확보하여 각 균주의 에 상응10 16S rRNA
하는 특이적 를 설계하고PCR primer , 단일쇄 형태변환 다형성장치를 위한 조PCR
건을 확립하여 모세관 전기영동장치를 통해 동시에 분석할 수 있는 초정밀 진단법,
및 정량분석 방법을 개발한다 개발된 방법은 식품에 적용하여 식품 중 분석이 가. ,
능한 분석법으로 확립한다.
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연구개발결과.Ⅳ

병원균 동시 진단을 위한 비대칭 및 단일쇄 형태변환 다형성 장치를 위한PCR
조건을 확립 모세관 전기영동 장치를 통해 병원균의 초정밀 정량 분석 기술PCR ,

을 개발 하였고 이를 축산식품에 적용하여 식품에서의 병원균 분석방법을 최적화,
하였다 이 기술을 통해 실제 식품에서 종의 식중독균을 시간 이내에 농도. 5 5 Cell

에서 동시분석 하였다10¹-10³ CFU/ml .

연구 성과 및 성과활용 계획.Ⅴ

빠르고 정밀한 진단 기술의 확립을 통해 인수공통전염병의 조기 진단 등 위해성

에 대한 효과적인 대처방안으로 활용 가능하다 또한 기존 분석방법과 달리 정량적.
인 분석으로 감염에 대한 적절한 대응을 통해 국민 건강을 증진할 수 있으며 최신,
산업의 도입으로 상대적으로 높은 산업화 가능성 효율적 인재 양성 등 경제적BT ,

파급효과를 창출한다.
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SUMMARY

. TitleⅠ

Development and application of hypersensitive diagnosis system for zoonosis

. Objectives & necessityⅡ
Zoonosis is "an infectious disease that can be transmitted from other
vertebrates, both wild and domestic, to humans or from humans to vertebrates",
which defined in WHO at 1952. Over 200 known zoonosis, one hundreds of
disease are closely related with humans. Domestic animals which could be taken
by humans are important sources of zoonosis, so they can be threats though the
animals didn't show any clinical symptoms. In fact, almost all cases of zoonosis
were caused from infected stock farm products, and infection to humans were
increased by mass production of stock farm products.

In this research, development of pathogenic bacteria detection technique which
cause zoonosis will be settled with capillary electrophoresis-based single strand
conformation polymorphism in multiplex, rapid, simple, and hypersensitive
manner.

. Point of researchⅢ

Develop the hypersensitive and multiplex detection methods with CE-SSCP by
design of specific primer and settle the PCR condition for 16S rRNA of 10
zoonosis-causing pathogenic bacteria. The technique will be applied to stock
farm products.

. ResultsⅣ

To detect various pathogenic bacteria in the same time with CE-SSCP,
condition for asymmetric multiplex PCR technique was settled. With this
technique, hypersensitive quantitative detection of pathogenic bacteria was
successfully done for 5 zoonosis-causing bacteria in food sample for 5 hours
with 101-103 CFU/ml cell concentration.
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. Outcomes & ApplicationsⅤ

By settlement of rapid and sensitive diagnosis technique, result of this research
can be the countermeasure of harmful pathogens like zoonosis-causing bacteria.
Furthermore, rapid and quantitative detection can be done unlike traditional
detection techniques. By those features, health of nation can be promoted, and
economical ripple effects can be expected.
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제 장 연구개발과제의 개요1
제 절 연구개발의 목적1
본 연구는 모세관 전기영동 및 을 기반으로 한 단일쇄 형태변환 다multiplex PCR
형성 기술을 이용하여 단시간 내 최대한 많은 병원균 주 종 이상 를 동시분석하는(5 )
기술을 개발하여 인수공통전염병 중 식중독 유발균 에 적용 개발된 동시분석 방법, ,
을 실용적으로 이용하기위한 축산식품 분석방법 개발함으로써 , 동물을 매개로 사

람에게 전염되는 인수공통전염병 병원균을 모세관 전기영동 단일쇄 형태변환 다형-
성방법을 이용한 동시적인 분석을 통해 빠르고 간편하게 정량 분석하는 기술을 개

발하여 농촌의 소득증대 및 국민 건강에 이바지 하는 것을 목적으로 한다.

제 절 연구개발의 필요성2
제 항 연구개발의 필요성1

가 기술적 측면.

각종 병원성 박테리아 또는 바이러스에 의한 감염성 질환은 각종 항생제의 지속◆
적인 개발에도 불구하고 인적 물적 교류가 확대됨에 따라 조기진단 및 신속한 대응

에 대한 필요성이 증대되고 있다 특히 탄저병와 같이 치명적인 감염성 질환을 유. ,
발하는 병원균을 이용한 생물학전에 대비한 신속하고 정밀한 진단기술은 국민 건강

에서 나아가 안보적 차원에도 매우 중요하다.

대부분의 감염성 질환의 경우 조기진단 및 조기처방이 치료의 핵심이며 이는,◆
감염 초기에 정확하게 진단할 수 있는 진단 기술이 필수적이다 특히 정밀하고 신. ,
속한 진단 기술은 조기진단 뿐 아니라 치료 후 질병의 예후에 대한 정확한 분석,
및 처방에도 도움을 준다.

빠르고 정확한 진단 기술의 개발은 다른 신약 개발 사업과는 달리 높은 기술력,◆
과 적은 자본으로 쉽게 사업화할 수 있는 장점이 있으며 사업화까지 여러 단계의,
임상 테스트가 필요하지 않아 짧은 시간 내에 사업화할 수 있다는 점에서 혁신 기

술 개발 사업으로 적합하며 선진 기술력을 바탕으로 한 고급 기술 인력양성은 국,
가 산업 발전의 원동력이 될 것이다.

개별적인 인수공통전염병 병원균에 반응하는 특이적 설계는 모든 균주에primer◆
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동일하게 부착하여 증폭을 유발하는 와 달리 개별 균주의 특이적universal primer
유전자에 반응하는 특이적인 를 설계하여 본 기술의 검출 정확성을 향상시킨primer
다.

를 통한 병원균의 정량분석은 기존의 상에서 위치CE Gel electrophoresis band◆
확인을 통해 정성적으로 존재 여부만을 확인하던 기존의 분석방법과 달리 민감한,

방법을 통해 정량적 분석이 가능하게 한다capillary electrophoresis .

과 결합한 모세관 전기영동 및 단일쇄 형태변환 다형성 기술을Multiplex PCR◆
이용하여 각 인수공통전염병 병원균의 동시분석 단시간 내 최대한 많은 병원균 주

종 이상 를 동시적으로 분석이 가능하게 함으로써(5 ) 상에서 밴드의 위치로 확인gel
해 분석하는 기존의 방법보다multiplex PCR 획기적으로 빠르게 다양한 인수공통

전염병 병원균의 동시적인 분석이 가능하도록 하며 자동화된 기기로 많은 샘플을,
한꺼번에 분석할 수 있을 뿐 아니라 정량 분석이 가능하다는 매우 큰 장점을 지니

고 있다.

개발된 동시분석 방법을 실용적으로 이용하기위해 확립된 동시적 분석법을 활용◆
하여 식품에 접종된 균주에서 유사한 분석 활성을 보일 수 있는 신속 정확한 분석

법 확립함으로서 이의 산업화를 가능하게 한다.

또한 도축장에서 샘플링 등을 통한 현장 적용 시험을 거쳐 개발된 분석 기술의◆
효능을 검증하여 과 결합한 를 통해 각 인수공통전염병 병Multiplex PCR CE-SSCP
원균의 동시분석을 가능하게 한다.

나 경제 산업적 측면. •

증가하는 내성 병원균과 범세계적인 인적 물적 교류 등으로 인해 감염성 질환,◆
에 대한 위험성을 증대되어 가고 있으나 그것에 효과적으로 대처하기 위한 진단 기

술은 순수배양과 기반의 클로닝 유전자 서열분석 등을 포함하는 유전자 서열PCR ,
분석기반의 병원균 동정법에 의한 것이 가장 최선의 기술로 여겨지고 있다 그러나.
이 기술들은 적어도 수일이 소요되므로 전염병에 대한 효과적인 대응을 하기에는,
미흡한 실정이다 이에 보다 신속하고 정밀한 진단이 시급하며 이를 위한 기술개발.
이 필수적이다.

년 월 과학기술부에서 발표한 자료에 따르면 여 종의 인수공통전염병2007 2 250◆
중 대응이 시급한 대 전염병으로 조류 인플루엔자 브루셀라 공수병을 선정하고3 , ,
이를 대응하기 위한 범정부 정책 수립을 마련하고자 하였는데 이와 같은 정R&D ,
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책의 일부로 신속 대응 기술의 개발 이 필수적임을 밝히고 있어 본 기술과 같은“ ”
첨단 기술의 개발은 인수공통전염병에 대한 예방 및 대처 능력의 확보를 위해BT
필수적이다.

다 사회 문화적 측면. •

인수공통전염병 은 년 세계보건기구(Zoonosis) 1952 (World Health Organization:◆
전문가 회의에 의해 척추동물과 사람사이 자연적으로 전파하는 질병 또는WHO) “

감염 으로 정의되고 있으며 현재 여 종의 인수공통 전염병이 알려져 있다 그” , 200 .
중 인간과 밀접한 관계에 있는 주요 질병만도 여 종 이상으로 보고되고 있다100 .
인수공통전염병은 변이성과 적응성이 매우 빠른 것이 특징으로 지속적으로 인간에

게 신종전염병을 제공하는 발생원으로 작용할 가능성이 있어 국민건강에 큰 위험요

소로 작용하고 있다.

인수공통전염병은 병원체 전파방식 인간과의 친숙도 등 여러 가지 기준에 따라, ,◆
분류 가능하며 동물역학 국제사무소 는(International Office of Epizoonotics: OIE)
사회경제적 및 공중보건학적 중요성을 고려하여 크게 가지로 분류하였으나3 , 2004
년 육상동물위생규정 부터는 단일목록으로 발표하(Terrestrial Animal Health Code)
고 있다.

인수공통전염병의 동물과 사람에게 미치는 위해성을 고려한 분류에 의하면 1)◆
공수병 및 탄저병 등 사람과 동물 모두에게 위해가 크고 국경에 상관없이 빠르게

전파되는 질병 등과 같이 동물에게, 2) Foot & Mouse disease, Newcastle disease
유해하나 사람에게 위해성이 낮은 질병 브루셀라증 열과 같이 동물에게는 증, 3) , Q
상이 약하나 사람에게 위해도가 큰 질병과 같이 크게 가지로 나눌 수 있다 특히3 .
이 중 번 분류는 위해도가 매우 크고 번 분류는 국민 건강에 미치는 영향력이1) 3)
매우 크므로 그 중요성이 강조된다.

전 세계적으로 최근 년간 새로 언급되고 있는 주요 질병 중 가 동물과 축10 75%◆
산물로부터 발병되었다는 보고는 인수공통전염병은 여전히 국민건강에 위해성이 높

다는 것을 시사한다 현재 국내에서 가축 숙주로 인한 인수공통전염병 발병 사례의.
경우 공수병 열 탄저병 리스테리아증 결핵 파스튜렐라병 등이 있으며 야생동, , Q , , , , ,
물 숙주에 의한 발병 사례로는 일본 뇌염 공수병 발진열 열 브루셀라증 야생, , , Q , ,
토끼병 리스테리아증 렙토스피라증 사상충병 등이 있다, , , .
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우리나라에서 최근 년간 인수공통전염병의 발병사례는 다음 표 과 같다 인수5 1 .◆
공통전염병은 축산농가 및 수의사 등 동물과 밀접한 관계에 놓인 사람에게 전염 가

능성이 가장 높지만 최종적으로 축산물 등 식품을 통해 불특정 다수의 소비자의,
안전에 위해를 끼칠 수 있기 때문에 매우 위험한 질병으로 분류되고 있다.

탄저병 나 공수병 등의 중증 감염은 동물의 예방 접종 등 예방 대책을(Anthrax)◆
철저히 하여 그 감염률이 매우 적으나 경증인 감염은 우리나라뿐 아니라 선진국에,
서도 높은 발생률이 보고되고 있다 이는 가축의 경우 그 수명이 짧고 면역성이 없.
는 동물이 많아 감염이 계속해서 생기며 집단사육으로 인해 감염이 무리 전체에,
퍼지기 쉽고 감염 동물이 임상 소견을 보이지 않는 경우가 있어 예방 및 빠른 진,
단이 어렵기 때문이다.

표 1. 최근 년간 법정 전염병 중 인수공통전염병의 발생 현황5
2002 2003 2004 2005 2006

장출혈성대장균 감염증 8 52 118 43 37

결핵 32,010 30,687 31,503 35,269 35,361

발진열 9 9 19 35 73

쯔쯔가무시증 1,919 1,415 4,697 6,780 6,480

렙토스피라증 122 119 141 83 119

브루셀라증 1 16 47 158 215

탄저병 - - - - -

동물 매개성 전염병은 이와 같이 사람에게 질병을 야기해 국민건강에 위협을 끼◆
침과 동시에 매개체인 동물의 후처리로 인해 축산 농가 및 국가에 막대한 경제적

손실을 안겨주고 있다 현재 인수공통전염병에 대한 가장 빠르고 효과적인 해결방.
안은 해당 가축의 도축으로 이에 따른 피해액은 매년 높은 수준을 차지하고 있다.

또한 년 한국농촌경제연구원에서 발표한 가축질병의 경제적 영향 분석 보, 2007 “ ”◆
고서에 의하면 가축질병 발생으로 인한 경제적 피해 규모는 축산물 생산액의 약

정도로 추정되며 생산 감소와 치료비 등 직접적 손실 외에도 방역 질병 치료20% ,
비용 및 축산물 수급 차질 등 간접적 손실을 고려할 시 그 피해액은 보다 증가될

것으로 보고 있다 실례로 소 브루셀라병의 경우 년에 약 만 마리가 살처. 2005 2 2,000
분되어 최대 억 원의 사회 후생이 감소하였으며 농림부의 발표 자료에 의하면3,423 ,

년 월 누계 소 브루셀라병의 발생 농가는 천 농가 천 마리로 전체2007 9 1 835 , 8 944
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농가에 매우 부정적인 영향력을 행사하고 있다.

또한 인수공통전염병의 다양한 매개체이자 주요 감염대상인 가축은 최종적으로◆
식품으로 인해 섭취하게 되어 가축 내 임상 증후가 없었을 경우라도 인간에게 큰

위해가 될 수 있다 실제로 대부분의 인수공통전염병의 발생현황 사례의 경우 전염.
이 된 축산물의 섭취 등을 통해 감염되었으며 이들 감염 형태는 가축 가공품과 음,
식이 대량화되면서 그 피해의 규모가 대형화될 수 있다.



- 15 -

제 장 국내외 기술개발 현황2
제 절 국내관련 기술의 현황 및 개발수준1

◆ 국내의 진단기술은 면역학 분자생물학 유전공학 등의 생명공학 분야 학문이, ,
년대부터 급속히 발전하고 진단기술에 적극적으로 활용되면서 더욱 빠르게 발1980

전하고 있다.

◆생명공학분야의 발전으로 진단기술로의 발전으로 이어져 면역분석(Immunoassay)
기술 기술, DNA Probe (Oligouncleotide Probe Based on Fluorescence Quenching
또는 유전자 증폭기술DNA Probe In Situ Hybridization), (Gene-amplification

기술 등을 이용한 다양한 분석방법으로 응용되고 있다Technology), DNA Chip .

년 삼성에버랜드에서 을 통해 다양한 식중독균을 동시에 분2007 multiplex PCR◆
석하는 방법을 정립한 후 국제위생학회 및 학술지(IAFP) , Journal of food

에 발표 하였다 이 방법에 의해protection . Eschorichia coli O157:H7,
Staphylococcus aureus, Vibrio parahaemolyticus, Listeria monocytogenes,
Samonella 가 동시적으로 분석되었다.

◆ 포항공대 세부과제 책임자 에서는 개별 미생물에 대한 항생활성을 한 번의 분석( )
을 통해 동시에 측정 할 수 있는 기술을 개발하여 특허출원을 하였다.

◆ 그 밖에 분자생물학 기법을 이용한 다양한 진단기술방법이 응용되고 있으나 표(
기술은 기존 면역분석방법의 민감도가 떨어지는 단점과 병원균을 배양하지 않아2),

도 되며 미량 감염 시 진단할 수 없다는 단점을 보완하여 고감도의 분석기술로 빠,
르게 조기 진단이 가능하게 되었다.
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표 분자생물학적 진단 기술2.
기술 원리 및 특징

Pulsed-Field Gel

Electrophoresis

전기영동 상에서 유전자들의 분자량 및- Pulsed-field

형태학적인 특성에 의해 분리

특수제 효소 사용-

Hybrid Capture System
를 표적 유전자와 결합시킨 후 항체흡착 튜브에- Probe

서 항원 항체반응을 이용하여 검출하는 원리-

Fluorescent in situ

Hybridization

검체의 또는 를 형광표지- single-stranded DNA RNA

와 결합시켜 표적유전자를 검출probe

유전자 발현부위 확인 조직특이 전사분석 염- , m-RNA

색체 유전자 변이 조사 바이러스 감염진단mapping ,

등에 사용

Peptide Nucleic Acid

Technology

로 표적유전자와 보합결합 할 수 있는 핵산염기- Probe

를 함유하는 분자peptide-like peptide nucleic acid

를 사용
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관련기술에 대한 신청연구팀의 선행연구결과◆
항생활성 동시 분석 실험 수행○
- 응용 기술의 하나로 기존의 등 개별적인CE-SSCP , broth dilution assay
미생물에 대해서 개별적으로 측정함으로써 많은 노력과 시간을 필요로 하는

항생 분석 기술 대신 여러 종의 미생물이 혼합되어 있는 미생물 군집에 항,
생제를 직접 투여하고 개별 미생물에 대한 항생활성을 한 번의 분석을 통해

동시에 측정할 수 있는 기술을 개발하여, Electrophoresis 에 등재됨으로 공
신력을 인증 받았고 별첨참조 국내 특허 출원하였다( ), .

이러한 기술은 여러 종의 미생물에 대한 항생 활성을 동시에 측정하여 분-
석의 효율을 높여 줄 뿐만 아니라 높은 민감성 등으로 인해 환자의 감염부, ,
위의 미량의 샘플을 이용해 직접 미생물에 대한 항생반응을 모니터링 함으

로써 항생 처방의 정확한 예후를 관찰하고 적절한 처방을 하도록 도와줄,
수 있는 기술을 확보하였다 그림( 1).

그림 1 단일쇄 형태변환 다형성 기술을 이용한 항생제 활성측정 기술.
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주요 식중독균 동시분석 수행○
우리나라 식중독 발생원인의 약 를 차지하는 주요 식중독균 다섯 가지 항목- 93%
을 과 결합된 를 통해 동시적으로 분석하였다 다섯 가지 균은PCR CE-SSCP .
Escherichia coli, Clostridium perfringens, Campylobacter jejuni, Salmonella
enterica 및 Bacillus cereus 이며 그림 구조가 매우 유사한( 2), DNA E. coli 와
Salmonella 의 분리가 가능했다는 점에서 이 실험의 의의가 높다고 볼 수 있다.
본 실험은 Food Control 에 등재됨으로 공신력을 인증 받았다 별첨참조( ).

그림 2 단일쇄 형태변환 다형성 기술을 이용한 식중독균 동시분석.
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제 절 외국 관련 기술의 현황 및 개발 수준2

개념정립 단계 기업화 단계 √ 기술 안정화 단계

본 기술인- 단일쇄 형태변환 다형성(SSCP: single- strand conformation
기술은 등과 더불어 대표적인 기술의polymorphism) denaturing HPLC genotyping

하나로 개발되었다 기본 원리는 서로 다른 서열의 된 유전자 단편을. denatured
에서 전기영동을 수행하였을 경우 각각의 단일쇄가 서열에 따라 서로neutral gel ,

다른 을 형성함으로써 이로 인하여 가 달라지고 각각의conformation , mobility
은 의 조건이 동일할 경우 항상 일정하므로conformation neutral gel running , ,

는 각 단일쇄의 염기서열에 따라 고유한 성질을 갖게 된다 이러한 특성을mobility .
이용하여 서로 다른 유전자나 유전자들의 돌연변이를 분석하는 데에 사용되어져 왔

다.

좀 더 최근에 연구되기 시작한- C 를 이용한apillary electrophoresis SSCP
법은 보다 정밀한 분석을 위하여 의 운전조건을 최적화함으로써 각(CE-SSCP) CE

기 서로 다른 서열의 유전자 단편들을 잘 분리할 수 있다는 장점을 가지고 있어서

병원균의 검출에 확대 적용되어 사용되어져 왔다.

개별적인 병원균에 대해서는 현재 다양한 진단방법을 이용한 연구들이 진행되어-
왔으나 인수공통전염병을 유발하는 다양한 균에 대한 동시적인 분석은 아직 전 세

계적으로 확립된 바가 없다.

그러나 최근 몇 년간 본 기술로 인해 동시적이며 신속한 분석이 가능하다는 장점-
으로 인해 임상 실험 및 모델 시스템 상에서 식중독균과 같은 감염 증세에 대한 연

구가 발표되고 있다.
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제 장 연구개발 수행 내용 및 결과3
본 연구개발의 차년도 목표와 내용 및 범위는 다음과 같다1 .

구분 연도 연구개발의 목표 연구개발의 내용 연구범위

차년도1 년도2008

인수공통전염병

유발 병원균

종에 대한10
분석방법 확립

그룹으로 나눠- 2
정성 분석 및

정량 분석 수행

및 모세관 전기영동Multiplex PCR■
기술을 이용하여 인수공통 감염성 질

환 유발 병원균을 짧은 시간 내 정확

하게 동시적 종 이상 으로 분석하는(5 )
기술 개발 및 정량 분석 수행

기초 실험

및

기술 개발

종의 병원균 유전자 확보- 10
각 박테리아의 유전자에- 16S rRNA

대한 특이적 설계PCR primer
모세관 전기영동 장치에 의한 정량-

적 분석을 위한 조건 확립PCR
모세관 전기영동 장치에 의한 인수공-
통전염성 병원균의 정량적 분석

식중독을

유발하는

인수공통전염병

유발 병원균 종7
식품에 적용 분석

확립된 동시분석법을 활용해 식품 적■
용 후 신속하고 정확한 분석 가능한

최신 분석법 확립

○ 제 절에서는 과 를 이용한 병원균 동시분석법을 축산1 multiplex PCR CE-SSCP
식품에 적용하여 시간 이내에 식중독균 종을 농도 에서5 5 Cell 10¹-10³ CFU/ml
동시분석 한 결과를 기록하였다.

○ 제 절에서는 을 이용한 공통 프라이머와 비대칭 을 도입2 template tagging PCR
한 종의 병원균에 대해 검출 및 정량을 동시에 수행하는 방법과 상대 정량을7
통한 정량성 강화를 수행하였으며 로 삼중블록, polymer matrix PEO-PPO-PEO
공중합체를 도입하여 섬세하고 정량적인 분석 능력을 강화하였다.

○ 제 절에서는 유전자의 영역을 이용해 프라이머로3 16S rRNA V2 universal 5
종의 병원균을 동시에 검출 및 정량하는 방법을 개발하였으며 샘플에 하나의 세,
포만이 존재하더라도 검출이 가능한 섬세한 분석능력을 획득하였다.
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제 절 축산식품에서의 병원균 분석방법의 최적화1

제 항 분리 및1 DNA multiplex PCR

가 사용균주.

가장 대표적인 식중독 세균인 Salmonella typhimurium, Listeria
monocytogenes, Shigella sonnei, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli

를 사용하였고 목록은 다음과 같다 표O157:H7 , .( 3)

표 실험에 사용된 균주3.

Bacterial strains Source
Salmonella typhi ATCC 6359
Salmonella typhi ATCC 33459
Salmonella typhimurium ATCC 13311
Salmonella typhimurium ATCC 19585
Salmonella paratyphi B ATCC 10719
Salmonella paratyphi C ATCC 13428
Salmonella enteritidis ATCC 13076
Listeria monocytogenes ATCC 15313
Listeria monocytogenes ATCC 19111
Yersinia enterocolitica ATCC 23715
Shigella sonnei KCTC 2581
Escherichia coli O157:H7 ATCC 43894
Escherichia coli ATCC 27325
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나 실험 방법.

호기성균인 Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes, Shigella sonnei,
Yersinia enterocolitica, Escherichia coli 은O157:H7 Food and drug

에서 제시된 방법Administration(FDA)'s Bacteriological Analytical Manual(BAM)
에 근거하여 10mL Tryptone Soya Broth (TSB, Difco Laboratories, Detroit, MI,

에서 의 온도로 시간 배양하였다USA) 37 24 .℃

에서 약TSB broth 108 ~ 109 까지 자란 각 균주를 동일한 농도로 섞CFU/ml
어 를 만들었다 각 균을 동일한 농도로 섞어 만든 를mixed culture . mixed culture
의 에 분주하며 연속적으로9ml Buffer Peptone Water (BPW, Difco Laboratories)

희석하여 을 에서Cell 1:10 1:108의 농도로 희석하여 각 각 씩 취해 에1 ml e-tube
담고 분리를 시작하였다DNA .

에 담긴 각 을 에서 분 동안E-tube sample 7,500 rpm 10 Microfuge® 22R
Centrifuge (Beckman CoulterTM 을 사용하여 원심분리 하였, Fullerton, CA, USA)
고 비중이 큰 은 을 형성하며 분리 되었다 원심 분리 후 상등액을 조심, cell pellete .
스럽게 따라 버리고 피펫을 이용하여 남은 상등액 까지 모두 제거 하였다 의. cell
세포막과 세포벽을 분해하기 위한 20 mM Tris-Cl (pH 8.0), 2 mM sodium EDTA,
1.2% Triton® 을 포함하는X-100, and 20 mg/mL lysozyme (Sigma Aldrich) lysis

를 첨가하고 피펫을 사용하여 한 다음 의buffer 180 L suspension 37 °C water bathμ
에서 분 동안 하였다30 incubation . DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen Inc.,

에 포함된 를 넣고Valenciaga, CA, USA) proteinase K 25 L, buffer AL 200 Lμ μ
한 후 의 에서 분 동안 하였다voltexing 56°C water bath 30 incubation . ethanol

를 첨가하고 하였다 에 있던 혼합물을(100 %) 200 L voltexing . e-tube DNeasyμ
으로 옮기고 에서 분 동안 원심분리 하였다 그리고 단mini spin column 8000 rpm 1 .

백질에 의한 오염을 최소화 하기위해 를 사용하여 두 번에 걸AW1, AW2-buffer
친 작업을 하였는데 첨가 후 에서 분 동안washing , AW1 buffer 500 L 8000 rpm 1μ
원심분리 첨가 후 에서 분 동안 원심분리 하였다, AW2 buffer 500 L 14000 rpm 3 .μ
그리고 로 최종 를 분리하였다nuclease-free water 100 L and genomic DNA .μ

를 사용하여Spectrophotometer (Model UV-1601, Shimadzu Co., Tokyo, Japan)
농도와 순도를 측정하였다 에서 흡광도 측정으로 농도를 측정DNA . 260 nm DNA

하였고, A260/A280 값을 측정하여 순도를 알 수 있었다ratio DNA .

Salmonella typhimurium, Yersinea enterocolitica, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli O157:H7, Shigella sonnei 의 가지 균주의 는5 primer 16S rRNA
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의 을 대상으로 하는 것을 기본으로 하였다 은gene V2 region . V2 region 16S
에서 가장 변이가 잘 일어나는 구간으로 일반적으로 균주를 동정하는데rRNA gene ,

사용된다.

Escherichia coli와 유전적으로 유사한 Escherichia coli O157:H7, Shigella sonnei
는 의 안에서 특이적으로 작용하는 를 설계하기가16S rRNA gene V2 region primer
어려워 각각 lipopolysaccharide O-antibody (rfb 을 대상으로 를E), ipaH gene primer
설계 하였다 각 는 길이의 염기서열을 증폭시키도록 설계되. primer 91-600nt DNA
었다 각각의 는 각 균주에만 부착되도록 특이적으로 설계되었고. forward primer ,
Salmonella typhimurium, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes의

는 공통으로 사용되었다 이 공통된 의 염기서열은reverse primer . reverse primer
5‘- 다음과 같고GCCAGCAGCCGCGGTAA-3’ , Escherichia coli 의O157:H7 reverse

의 염기서열은primer 5‘-TTAGAATTGAGACCATCCAATAAG-3’, Shigella
sonnei 염기서열은reverse primer 5‘-GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC-
이다 끝엔 의 유도체 를 붙여3 . reverse primer 5 fluorescein hexachloro (HEX)′ ′

에서 검출이 가능하도록 하였다 모든 는CE(Capillary Electrophoresis) . primer
에서 합성하였다Bioneer Inc. (Daejen, Korea) .

가 합성된 다음엔 종의 균주로부터 뽑은 종의 균의 혼합된 에 각Primer 5 5 DNA
균주를 대상으로 하는 종의 을 첨가하는 이 수행되었다5 primer set multiplex PCR .

조건은 종균주가 가장 효율적으로 증폭하도록 최적화 되었다 각 으PCR 5 . sample
로부터 얻은 의 증폭은DNA 를 이용해 수AccuPower® PCR premix (Bioneer Inc.)
행되었다 각각의 증폭은 안에서 이루어졌고 각각의 은 균주로. PCR 20 L , sampleμ
부터 추출한 와 각 균주를 대상으로 하는 특이적DNA 1 L , primer 10 pmoles,μ
DNA polymerase 1 U, dNTP 250 M, Tris-HCl (pH 9.0) 10 mM, KCI 30 mM,
MgCl2 가 포함되었다 은 다음과 같은 온도조건 하에서 수행되었다1.5 mM . PCR . 9
에서 분 동안 가열하여 가닥을 변성시켜 두 가닥이던 를 단일가닥으4 5 DNA DNA℃

로 분리시킨다 높은 온도일수록 분리가 더 잘되지만 아주 높은 온도에서는. DNA
의 활성도가 낮아질 수 있어 에서 수행하였다 그 다음은 에서polymerase 94 . 94℃ ℃

초 에서 초 에서 초를 회 반복하는데 이때 단일가닥으로 분리30 , 55 30 , 72 35 30 ,℃ ℃
된 에 가 결합되고 가 합성된다 가 결합하는 데는 와 사DNA primer , DNA . primer A T
이엔 중 수소 결합이 와 사이에는 중 수소 결합이 일어나므로 와 사이의2 , G C 3 A T
결합력과 와 사이의 결합력에 차이가 있기 때문에 함량에 따라 가G C G+C primer
결합되는 온도에 변화를 주어야 했다 따라서 종의 가 가장 효율적으로 결. 5 primer
합할 수 있는 를 결합 온도로 설정하였다 합성은 보통 에서 시55 . DNA 70 -74℃ ℃ ℃
행하지만 원하는 산물의 크기가 크거나 반응 요소의 농도가 낮을 때에는 시간PCR
을 연장하고 반대로 산물의 크기가 작거나 반응 요소의 농도가 높을 때에는, PCR
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시간을 단축시키는 방법으로 조절한다 는 보통 분에. DNA polymerase 1 2,000-4000
를 합성할 수 있으므로 산물의 크기 마다 분 정도의 시간을nucleotides PCR 1Kb 1

배당하면 충분히 반응이 일어날 수 있다 대상 산물의 크기가. sample PCR 91-600
사이기 때문에 초로 배당하였고 마지막 에는 시간을 충분히 분 주어 효35 , cycle (7 )
소의 활성이 충분히 발휘되도록 하였다.

다 실험결과.

분리1) DNA

흡광도 측정은 농도를 측정하는데 가장 많이 사용되는 방법이다 이중나선DNA .
의 의 염기는 의 파장에서 최대 흡광도를 지니고 있다 이 파장에서DNA 260nm .

의 흡광 계수는 이 되며 농도와 값은 정비례 관계에 있기DNA E260=20 DNA A260
때문에 의 환산계수를 사용하여 의 농도를 측정할 수50 g/ml =1 A260 unit DNAμ
있다 의 최대 흡광도는 단백질의 최대 흡광도는 이므로. DNA 260nm, 280nm
A260/A280 를 구함으로써 의 정제도를 구할 수 있다 순도의 비가 이상ratio DNA . 1.8
이면 단백질 염이 없는 실험에 적합한 순도라고 판단된다 실험에 사용한 농. DNA
도와 순도는 다음과 같다.

표 4. 실험에 사용한 의 농도와 순도DNA
260 nm(ng/ l)μ 280 nm(ng/ l)μ A260/A280ratio

10⁸ 267 137 1.94

10⁷ 188 95 1.97

10⁶ 57 27 2.11

10⁵ 38 18 2.11

10⁴ 29 13 2.23

10³ 20 9 2.22

10² 15 8 1.87

10¹ 11 6 1.83

모두 순도 이상의 를 실험에 사용하였다1.8 DNA .
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특이적 제작2) primer

에서 병원균을 동시분석 하기위해서 각 균주가 나타내는 위치는CE-SSCP , peak
서로 분리되어야 한다 를 사용하면 산물의 길이가 위. universal primer PCR peak
치를 분리시킬 만큼 충분히 다양하지 않다 이러한 이유로 인해 분석에. CE-SSCP
적합한 가 되었다specific primer design . 가지 균주의 는5 primer 16S rRNA gene
의 을 대상으로 하는 것을 기본으로 하였다 은 염기서열V2 region . 16S rRNA gene
의 다양성을 가지는 몇 개의 을 가지고 있어 미생물에서 서로 다른variable region
종 사이에는 다른 서열을 가지고 있어 일반적으로 균주를 동정하는데 사용할 수 있

다.

그러나 Escherichia coli와 유전적으로 유사한 Escherichia coli O157:H7, Shigella
sonnei는 에서 특이적으로 작용하는 를 설계하기가 어려워16S rRNA gene primer
각 각 lipopolysaccharide O-antibody (rfb 그림 그림 을 대상으로E)( 3, 4), ipaH gene
하는 특이적 를 설계하였다primer . 각각의 은 의 특정 부분만을 증폭primer set gene
시키도록 설계되었다. Salmonella typhimurium, Yersinia enterocolitica, Listeria
monocytogenes 는reverse primer 의 에 부착되도록16S rRNA gene V2 region

되었고 각design , 각의 와forward primer Escherichia coli O157:H7, Shigella
sonnei의 는reverse primer 대상 유전자만 가지고 있는 유일한 서열에만 부착되도

록 되었다design .

에서 위치에 영향을 주는 요소에는 분자량과 단일가닥의 의CE-SSCP peak DNA
이차구조와 분자의 운동성까지 영향을 미치는 열역학적 변수가 있는데 이런DNA ,
요소들을 고려하여 는 다양한 길이의 산물이 만들어지도록 고forward primer PCR
안되었다 제일 처음엔 을 으로 하는 를 했는데 이. coding region target primer design
것은 균에서 구조를 나타내는 유전자 부분에 있어서 현재 구조적으로 다른 기관을

나타내는 유전자이더라도 원래 같은 기관이었던 유전자 부분을 제외한 곳을 target
으로 하였다 이를 통해 의 가 선택되었다 그리고 각각의. 15-30 mer primer . primer
은 비 특이적으로 작용하여 원하지 않는 의 합성할 가능성을 줄이기 위해set band

거의 비슷한 Tm값과 함량을 갖도록 되었다 이 는 각 균주GC design . primer target
의 특정 부분에 부착되어 특정 부분만을 증폭시켰다 이 실험에서 설계된DNA .

는 다음과 같다 표primer ( 5).
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그림 를 대상으로 하는3. 16S rRNA E. coli 은O157 primeset
유전적으로 유사한 E. coli 와 E. coli 을 증폭시킴O157

그림 각 각 와4. 16S rRNA rfb 를 대상으로 하는E E.coli O157 primer
비교set . (a) E.coli 의 에 을 대상으로 하는O157 DNA 16S rRNA gene
사용 을 대상으로 하는 에primer , (b) 16S rRNA gene primer E.coli가 비

특이적으로 증폭, (C) E.coli 의 에O157 DNA rfb 을 대상으로 하는E gene
가 반응하여 증폭primer , (D)E.coli DNA rfb 을 대상으로 하는E gene
가 반응하지 않아 산물을 생성하지 않음primer PCR
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표 중합효소 연쇄 반응에 사용된 염기서열5. primer

Bacterial strain Primer
(5' -3')

Targetgene
Product
size(bp)

Reference

Escherichia coli O157:H7
(EC O157)

Forward CAGGTGAAGGTGGAATGGTTGTC
rfbE 296 Bertrand etal (2007)Reverse TTAGAATTGAGACCATCCAATAAG

Salmonella typhimurium(SATY)
Forward CGGGGAGGAAGGTGTTGTGG 16SrDNA 91 Oh et al

(2008)Reverse GCCAGCAGCCGCGGTAA

Yersinia enterocolitica(YEEN)
Forward GTAGTTTACTACTTTGCCGG 16SrDNA 455 Oh et al

(2008)Reverse GCCAGCAGCCGCGGTAA

Shigella sonnei
Forward GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC

ipaH 600 Kim etal(2006)Reverse GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC

Listeria monocytogenes(LIMO)
Forward GCGCATGCCACGCTTTTG 16SrDNA 351 Oh et al

(2008)Reverse GCCAGCAGCCGCGGTAA
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S. typhimurium

(1984.00)

E.coli O157

(2688.51)

L.monocytogenes

(2788.63)

Y.enterocolitica

(3017.25)

S.sonnei

(3295.25)

그림 각 대상균주의 부분만을 증폭시키는 의 특이성5. target gene Primer
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3) multiplex PCR

하나의 에 한 쌍의 을 반응하도록 하는 전형적인DNA template primer set PCR
방법과는 다르게 은 원치 않는 산물의 생성 가능성이 많기 때multiplex PCR PCR
문에 조건을 까다롭게 조절해야 한다PCR .

반응조건은 와 사이의 결합 특이성에 영향을 미친다 이런 반응조primer template .
건들에는 이완을 강화시켜 의 변성을 쉽게 일어나게 하여 의 민DNA template PCR
감도와 특이성을 개선시킨다고 알려져 있는 그리고 와 같은DMSO, glycerol, BSA
보조제뿐만 아니라 염 농도, dNTPs, MgCl2, 와 같은 다양한 조건DNA polymerase
들이 반응에 영항을 미치는 요소로 작용한다PCR .

dNTPs, MgCl2 과 등 여러 조건을 바꿔가며 실험하, PCR buffer, enzyme primer
였고 중합효소를 바꾸고 그 외의 조건은 모두 동일하게 하고 실험 했을 때는, DNA
결과에서 확연한 차이를 볼 수 있었다 그림 여러 조건을 바꿔가며 실험하면서( 6). 5
가지 균주의 균주에 특이적으로 작용하는 과 다양한 재료의DNA primer set PCR
농도조건이 가장 효율적으로 최적화 되었다.

또 와 가 결합하는 온도인 온도 조건 또한 결과, template primer annealing PCR
에 큰 영향을 미치는 변수로 작용한다 의 효율을 높이기 위해서. multiplex PCR 5
에서 사이에서 온도를 변화시키면서 실험해보았고 가 반응의0 60 annealing 55℃ ℃ ℃

민감도를 유지하면서 원치 않는 비 특이적 산물의 생성을 최소화 하는데 가장PCR
적합한 온도임을 알 수 있었다.

모든 는 과 의 의 범위 내에서 으로 잘 분리peak 1990 3300 data point single peak
되었다 그림 그리고 개별 균주에서의 에 각각 하나의 으로 반응( 5). DNA primer set
시킨 개별적인 산물로부터의 위치와 여러 균주의 에 각각 특이적PCR peak DNA

로 반응시킨 산물로부터의 위치가 일치함을 알 수 있었primer multiplex PCR peak
다 따라서 를 사용하여 수행한 은 여러 종의 식중독. specific primer multiplex PCR
세균을 동시분석 할 수 있는 방법임을 알 수 있었다.
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그림 중합효소에 따른 효율의 차이6. DNA PCR
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제 항 를 통한 동시 분석2 CE-SSCP

가 실험재료 및 방법.

대상 균주의 이 증폭된 산물target gene PCR 에 에서 위치를 측정1 L CE peakμ
할 수 있도록 와deionized formamide (Applied Biosystems, Inc.) 13.5 L ROX 500μ

가 첨가 되었다 산물size standard(Applied Biosystems, Inc.) 0.5 L . PCR ,μ
의 혼합물은 에서 분 동안 가열처리 한 후deionized formamide, size standard 94 4℃

즉시 로 옮겨 냉각시켰다ice .

분석은 에CE-SSCP ABI Prism 310 genetic analyzer (Applied Biosystems, Inc.)
서 이루어졌고 는 제조사에서 제공한 정보에 따라 설치되었, The genetic analyzer
다 모세관은 직경 길이 크기의 사에서 구입한. 50 m, 47 cm Applied Biosystemsμ
제품이 사용되었다 는 와. polymer matrix 3.5% GeneScan polymer 1×TBE 10%–

가 사용되었다 전기영동조건은 다음과glycerol buffer (Applied Biosystems, Inc.) .
같다 사이. Injection voltage = 15.0 kV, electrophoresis voltage = 13.0 kV, sample
에서 모세관을 세척하기위해 새 를 채우고 를 가동시키는 시간인polymer buffer

그리고syringe pump time = 210 s, constant temperature = 35 , collection time℃
이다 에 있는 가 에서= 18 min . ABI 310 Genetic Analyzer CCD camera 525 650nm

의 형광 파장을 감지하기 위해 사용되었다 와 같은 에 적합하. HEX ABI PRISM dye
도록 가상의 가 되고 는 과 에서filter setting , dyes 488 514 nm 10-mW argon ion

로 인해 자극받아 신호를 나타내고 그 신호는laser , GeneMapper (Applied
라는 분석 프로그램이 의 위치를 결정함으로써 자동으Biosystems, Inc.) DNA Peak

로 분석되었다 의 축의 값은 가 지정하. Electropherogram X data point GeneMapper
여 공급한 을 나타내는 단위이다elution time .
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나 실험결과.
와 비교1) Singleplex multiplex data point

특이적 으로 반응시켜 증폭된 산물은 과primer set PCR 1% agarose gel
에서 각 예상했던 와 를 나타냈다 그림 그림capillary electrophoresis size peak . 5,

에서 볼 수 있듯이 모든 는 과 의 의 범위 내에서6 peak 1990 3300 data point single
으로 다른 균주의 와 중복되지 않게 잘 분리 되었다peak peak .

개별 균주에서의 에 각각 하나의 으로 반응시킨 개별적인 산DNA primer set PCR
물로부터의 위치와 여러 균주의 에 각각 특이적 로 반응시킨peak DNA primer

산물로부터의 위치가 일치함을 알 수 있었다 그림 그림multiplex PCR peak .( 7, 8)
따라서 를 사용하여 을 이용해specific primer multiplex PCR capillary

로 분석하는 것은 여러 종의 식중독세균을 동시분석 할 수 있는 방electrophoresis
법임을 확인 하였다.

산물의 순서대로PCR size Salmonella typhimurium (91 bp), Escherichia coli
O157:H7 (296 bp), Listeria monocytogenes (351 bp), Yersinia enterocolitica (455
bp), Shigella sonnei 이며 에서도 같은 순서대로(600 bp) , capillary electrophoresis
검출되어 분자량은 모세관내에서 이동속도에 영향을 미치고 이에 따라DNA peak
위치를 결정하는데 중요한 요인으로 작용 하는 것을 알 수 있었다.
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·

그림 여러 균주가 혼합된 에서 분리한 를8. mixed culture DNA
사용한 산물의multiplex PCR data point

2688.37 1984.00

3017.47

3292.00

그림 개별균주에서 분리한 를 사용한 산물의7 . DNA PCR data point

S. typhimurium
E.coli O157

L.monocytogenesY.enterocolitica

S.sonnei
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모세관 전기영동장치를 통한 정량분석2)
최적화조건에서 종의 식중독세균이 동시 분석 되었다Multiplex 5 . Multiplex

은 에 비해 특이성이 낮고 민감도가 떨어지며 여러PCR singleplex PCR , template
와 사이의 반응간의 효율의 차이가 있다 따라서 개별균주에서 뽑은primer . DNA

에 한 의 만을 반응시킨 결과를template set primer singleplex PCR capillary
를 사용하여 정량 분석 하였다 그림electrophoresis ( 7).

그림 는 와 값 사이의 관계를 나타낸 그림이고9 genomic DNA peak area ,
의 높은 상관계수를 나타냈다 의 농도가 배 씩0.95-0.99 . Sample DNA 1/2, 1/5, 1/10

차이가 나므로 와 값 사이의 관계를 에 표현 하였다DNA peak area log2 scale .
정량분석에 맞는 조건을 찾기 위해 조건을 을PCR PCR 30, 35 cycle test
해보았는데 을 수행 하였을 때 농도와 사이에서 가장, 30cycle DNA peak area
뚜렷한 선형성을 나타냈다.

이 실험에서 사용된 는 당 의 의 병원균을 포함 하는 것과primer g 10-10² CFU
동일한 양인 1 당L 1-19μ 의 적은양의 병원균 도 검출 해낼 수 있을pg template
뛰어난 민감도를 가지고 있었다 선행연구에 따르면 농도와. genomic DNA cell
개체 수는 높은 상관관계를 가지고 있어 산물 농도나 같은PCR genomic DNA

의존산물의 양을 측정함으로써 농도를 예측할 수 있다고genomic DNA cell
밝혔다.

농도와 사이의 상관관계 곡선은 임의의 샘플의 양을 검출하는데DNA peak area
있어서 표준 정량 분석의 지표로 사용될 수 있다 증폭 후에 임의의 샘플들은. PCR
이 지표와 비교를 함으로써 샘플 내에 존재하는 또는 병원균 세포의DNA
정량적인 분석 값을 도출할 수 있다.
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Shigella sonnei

그림 농도와 값 사이의 상관관계9. DNA peak area
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표 본 실험에서 사용된 균주의 검출한계6. 단위( :pg/µl)
Bacterial strains Limit of Detection (LOD)

Salmonella typhimurium 1.2

Escherichia coli O157 18.8

Yersinia enterocoltica 0.5

Listeria monocytogenes 3.6

Shigella sonnei 0.3
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제 항 병원균 분석법의 식품적용3

가 실험 재료 및 방법.

앞에서 서술한대로 대상 균주들은 Food and Drug Administration (FDA)’s
에서 제시된 방법에 근거하여Bacteriological Analytical Manual(BAM) 10 mL

에서 의 온도로 시간 배양 하였다Tryptone Soya Broth (TSB) 37 24 . TSB broth℃
에서 대략 108 - 109 까지 자란 각 균주를 동일한 농도로 섞어CFU/ml mixed

를 수행하고 연속적으로 희석하여 이 에서culture , cell 1:10 1:108 의 농도로 만들었
다 농도의 균주를 소고기에 접종 하였다 원하는 대상균주 이외의 균에. 10¹ - 10 .⁸
의한 오염을 막기 위해 멸균 상태 에서 소고기를 멸균 필터 백에(clean bench) 10g
씩 나누어 담고 의 농도로 존재하는 을 멸균 필터백이 담긴 소10¹ - 10 mixed cell⁸
고기에 취하여 접종하고 에 분 동안 두어 균이 식품 표면에 잘 접1ml incubator 20
종되도록 하였다 다음 멸균 상태에서 각각의 균이 접종된 소고기가 담긴 멸균 필.
터 백에 희석수를 씩 넣고 를 이용해 분 동안 높은 속도로90ml stomacher 1

과정을 거쳐 균이 식품에 고르게 접종되도록 하였다 각 필터 백에 담homogenize .
긴 를 고기 부유물이 들어가지 않도록 필터에 걸러 에 담고broth falcon tube ,

후에 취해 에 담고 분리를 시작 하였다 그 다음엔voltexing 1ml e-tube DNA . 1,2
항에서 서술한 방법과 같은 방법으로 분리부터 를 이용한 동시분석DNA CE-SSCP
까지 수행하였다.

나 실험 결과.

식품접종1)

항에서까지는 병원성균 유전자를 확보하여 각 균주의 특이적 를1, 2 PCR primer
설계하고, 단일쇄 형태변환 다형성장치를 위한 조건을 확립하여 모세관 전기PCR ,
영동장치를 통해 동시에 분석할 수 있는 초정밀 진단법 및 정량 분석 방법을 개발

하였다 따라서 이 장에서는 개발된 방법을 식품에 적용하여 식품에 존재하는 식중. ,
독 세균 검출법을 제시하여 인수 공통 전염병의 조기진단 등 위해성에 대한 효과적

인 대처 방안으로 활용 가능한 방법임을 확인하였다.

대상 균주 종의 각 농도 을 소고기에 인위적으로 접종하여5 cell 10¹ - 10 CFU/ml⁸
분리한 에 특이적 를 사용하여 모세관 전기영동을 통해 동시 분석하였DNA primer
다 농도 이상에서 종의 식중독 세균이 모두 검출되었다 그림 그림. cell 10² 5 ( 10,

식품에 접종하지 않고 상태에서 분리한 로부터 얻은 과 식품11). broth DNA sample
접종 후 분리한 로부터의 검출한계를 비교해 보았다 표DNA sample ( 6).
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A

A
A

B

C

S. typhimurium

(1984.00)

E.coli O157

(2688.51)

L.monocytogenes

(2788.63)

Y.enterocolitica

(3017.25)

S.sonnei

(3295.25)

S. typhimurium

(1984.00)

E.coli O157

(2688.51)

L.monocytogenes

(2788.63)

Y.enterocolitica

(3017.25)

S.sonnei

(3295.25)

S. typhimurium

(1984.00)

E.coli O157

(2688.51)

L.monocytogenes

(2788.63)

Y.enterocolitica

(3017.25)

S.sonnei

(3295.25)

그림 식중독균 혼합 배양액 농도 을 식품접종 후에 얻은 산물의10. ( 10 - 10) PCR⁶
모세관 전기 영동을 통한 검출 (A: 106 배양액, B: 105 배양액, C: 104 배양액)
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A

B

C

S. typhimurium

(1984.00)

E.coli O157

(2688.51)

L.monocytogenes

(2788.63)

L.monocytogenes

(2788.63)

Y.enterocolitica

(3017.25)

S.sonnei

(3295.25)

S. typhimurium

(1984.00)

S. typhimurium

(1984.00)

E.coli O157

(2688.51)
Y.enterocolitica

(3017.25)

S.sonnei

(3295.25)

그림 식중독균 혼합 배양액 농도 을 식품접종 후에 얻은 산물의11. ( 10³ - 10¹) PCR
모세관 전기 영동을 통한 검출 (A: 103 배양액, B: 102 배양액, C: 101 배양액)
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표 균주 배양액 과 식품접종 후 모세관 전기영동 장치에서의 검출 한계 비교7.

Bacterial strains LOD from cultures LOD frominoculated groundbeef
Salmonella typhimurium 101 101

Escherichia coli O157 101 102

Yersinia enterocoltica 102 102

Listeria monocytogenes 102 102

Shigella sonnei 102 102
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도축장에서 획득한 실제 시료에 대한 시험2)

앞서 서술한 결과를 토대로 도축장에서 소고기를 채취하여 별도의 증균 과정 없

이 를 추출하고 종의 특이적 를 사용하여 최적 조건으로 한 후DNA 5 primer PCR
분석 하였다 또 실험의 정확성을 높이기 위해 아무것도 접종하지 않은CE-SSCP .

로 대조실험 하였다 그림BPW(Buffer Peptone Water) ( 12).

실험 결과는 본 실험에서 으로 했던target Salmonella typhimurium, Listeria
monocytogenes, Shigella sonnei, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli
O157:H7 균주는 검출되지 않았다 따라서 소고기에는 각 균주의 검출한계 이상의.
균이 존재하는 것은 아니라고 판단되고 도축 과정에서 병원균에 노출되지 않고 위,
생적으로 도축이 이루어졌음을 알 수 있다.

과 에서 개 가 나타났다 에서 나Data point 2070 2611 6 noise peak . Data point 2070
타내는 는 가 상에서 분석되어 나타낸 결과라고peak primer capillary electrophoresis
생각되고 에서 나타나는 는 개의 에서 값이 일정, data point 2611 peak 3 sample area
하고 대조군 아무것도 접종하지 않은 를( Buffer Peptone Water capillary

상에서 분석한 결과 에도 같은 가 검출된 것으로 보아electrophoresis ) data point
에 있는 어떤 물질과 사이에 비 특이적 결합으로 인한Buffer Peptone water primer

로 생각된다noise .
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2611.22

그림 도축장에서 채취한 소고기에서 과 를 이용한12. multiplex PCR CE-SSCP
병원균 분석과 대조군 분석 비교BPW(Buffer Peptone Water)



- 43 -

제 절 병원균 동시진단을 위한 비대칭 및2 PCR CE-SSCP
기술 개발

제 항 모세관 전기영동과 결합된 단일쇄 형태변환 다형성을 이용한 유전자 분석1

모세관 전기영동 과 결합된(Capillary Electrophoresis; CE) SSCP (CE-SSCP)
기술은 분석의 편의성 면에서 매우 우수하며 기존에 염기서열분석에 활용되는 자,
동화된 장비를 사용하여 재현성이 뛰어나 실제 산업현장에서의 활용가치가 크CE
다.

단일쇄 형태변환 다형성 기(Single Strand Conformation Polymorphism; SSCP)
술은 본래 등과 더불어 대표적인 기술의 하나로 개발되었다DHPLC genotyping .
기본 원리는 서로 다른 서열의 된 유전자 단편을 에서 전기영denatured neutral gel
동을 수행하였을 경우 각각의 단일쇄가 서열에 따라 서로 다른 을 형, conformation
성함으로써 이로 인하여 가 달라지고 각각의 은, mobility conformation neutral gel
의 조건이 동일할 경우 항상 일정하므로 는 각 단일쇄의 염기서running , , mobility
열에 따라 고유한 성질을 갖게 된다 이러한 특성을 이용하여 서로 다른 유전자나.
유전자들의 돌연변이를 분석하는 데에 사용된다 그림( 13).

그림 모세관 전기영동13. (Capillary Electrophoresis)
기반의 단일쇄 형태변환 다형성 (Single Strand DNA

의 원리Conformation Polymorphism)

는 간단한 및 과정을 거치면 단일쇄 의CE-SSCP heating cooling DNA
에 의존한 분리가 가능하기 때문에 유전자 분석 분야에 다양한 적용이conformation

가능하다.
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제 항 분리된 두 단계를 통한 병원균의 동시 검출 및 정량 분석기술2

가 개요.

다양한 종류의 미생물에 대한 특이적 를 이용 로 동시에 검출하primer , CE-SSCP
는 것은 과정을 수반하며 때문에 과정의 최적화가 필수적이다 본multiplex PCR , .
단락에서는 여러 대상 미생물이 포함된 시료를 효과적으로 분리할 수 있는 primer
을 통한 동시 검출 과정과 동시 검출 과정에서 검출한 특정 대상 미생물에 특이set ,

적으로 결합하는 만을 사용한 정량 분석 과정으로 나눠서 접근하였다primer .

모의 실험 대상으로는 종의 감염성 질환 및 식중독 관련 미생물을 선정 검출과8 ,
정량으로 분리된 두 단계로 미생물을 검출할 수 있으며 이러한 검출 체계의 모식,
도는 그림 와 같다 대상 균주는 표 에 정리되어 있다14 . 8 .
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그림 병원균에 대한 두 단계로 나눠진 검출 및 정량14.

표 모의 실험 대상으로 사용된 균주 및 각8. list primer
Microbial Name Top primer (5'-3') Bottom primer (HEX-5'-3')

Product size

(bp)

Mycoplasma

genitalium G-37
GGAAGTAGCAATACTTTAGAG

ATTACCGCGGCTGCTGGC

463

Neisseria

gonorrhoeae
CAGGGAAGCTTGCTTCTC 459

Trichomonas

vaginalis
GCGACCAACAGGTCTTAAAT 387

Campylobacter

jejuni
CAAGAGGACAACAGTTGGA 367

Clostridium

perfringens
AATAGCCTTCCGAAAGGAAGA 365

Escherichia coli

O157:H7 EDL933
GAACGGTAACAGGAAGAA 471

Bacillus

anthracis
CGGCTTCGGCTGTCACTT 330

Borrelia

burgdorferi
GATGAAAGGAAGCCTTTAAAG 340
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나 목표 병원균에 특이적 의 제작. primer

본 실험에서는 유전자에 존재하는 영역을 대상으로16S rRNA V2 Top primer
를 제작하였다 는 영역과 영역으로 구분될 수 있는데. 16S rRNA universal variable ,
보통 각 원핵생물의 영역에서의 염기서열 차이를 이용해 종 간 분variable (species)
류를 수행하게 된다 즉 영역은 각 병원균에 따라 다른 염기서열을 갖게. , variable
된다 영역은 영역 중에서도 종간 차이가 가장 크게 나타나는 영역이므. V2 variable
로 영역을 이용해 를 설계하였다 의 과 특이적V2 Top primer . Top primer Tm

영역을 확인하기 위해서는 에서 제공하는 프로그램과annealing MIT Primer3 EBI
에서 제공하는 를 이용하였다ClustalW2 .

검출을 위한 형광 염료는 에 부착하였으며 이CE-SSCP bottom primer , bottom
를 영역에 인접한 영역에서 설계하여 각 종에 대해 모두primer V2 universal
될 수 있도록 하였다 즉 는 종 모두 공통으로 사용하였으annealing . bottom primer 9

며 를 각 종에 따라 다르게 설계하여 이들의 크기 차이를 두었다, Top primer .

T. vaginalis의 경우 진핵생물이나 이의 게놈 상에 존재하는 유사 염, 16S rRNA
기서열을 이용하였다 이 염기서열은 원핵생물과 마찬가지로 영역과. variable

영역으로 구성되어 있다universal .

다 게놈 의 정제 분리 및. DNA PCR

본 실험에서 사용된 게놈 들은DNA C. perfingens를 제외하고는 모두 ATCC,
에서 구매되었다KCCM, KCTC . C. perfingens는 의 배지10ml trypticase soy blood

에서 시간동안 혐기성 조건에서 배양되었으며 게놈 는 사의24 , DNA Qiagen DNeasy
을 사용하여 분리 정제 되었다kit .

반응은 병원균의 게놈 를 주형으로 사용 각 를Multiplex PCR DNA , primer
씩 넣고 수행되었다 여기에는 의20pmol . 0.5U Pfu 각각이DNA polymerase, 250 μ

의 농도로 포함된 그리고 의 를 주형과 와M dNTP, 5 10 X reaction buffer primer㎕
함께 넣었으며 총 부피가 가 되도록 증류수를 첨가하였다 의 온도조건은, 50 . PCR㎕
최초 을 위해 분간 뒤이어 간 초denaturation 2 95 , 30 cycle 95 denaturation 30 ,℃ ℃

초 초를 수행하였으며 최종 을55 annealing 30 , 72 extension 30 , extension 72℃ ℃ ℃
에서 분간 수행하여 완료되었다 획득한 산물은 를 통해7 . PCR gel electrophoresis
주형의 증폭여부를 확인한 뒤 분석을 위해 적당량을CE-SSCP nuclease-free

에 희석되었다water .
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라 동시 검출 실험.

별 특이성 확인 및 개별 위치 확인 실험(1) primer peak

설계된 가 여러 균주가 섞인 환경에서 특이적으로 반응 목표 균주만을 검primer ,
출할 수 있는지 알아보기 위해 개별 를 게놈 가 섞여있는 주형에 대해primer DNA
실험을 수행하였다 그 결과 각 균주에 대해 개별 가 특이적으로 반응하는. primer
것을 확인하였다 그림( 15).

다종의 를 동시에 사용한 종 병원균의 동시검출 실험(2) primer 8

종의 병원균에 대해 상기 디자인한 를 이용 이들의 동시검출이 가능한지8 primer ,
알아보았다 종의 병원균에서 유래한 게놈 를 적정량으로 섞어 주형으로 삼았. 8 DNA
으며 각 들 역시 섞어 을 수행하였다 산물을, primer multiplex PCR . PCR CE-SSCP
로 분석한 결과 종의 병원균에 해당하는 특이적 들이 모두 성공적으로 관찰되8 peak
었다 그림( 16).

마 정량 분석 실험.

종의 게놈 가 섞인 시료에 대해 각 미생물에 대한 개별적인 정량 분석이8 DNA
수행되었다 각 개별 미생물을 특이적 로 증폭 를 수행한 분석 결. primer , CE-SSCP
과로 각 미생물에 해당하는 넓이를 획득하여 이를 최초 게놈 의 양에 대peak DNA
해 하였다 게놈 의 양은 미생물의 양과 선형적으로 대응되고 게놈plot . DNA , DNA
의 양에 따라 선형적으로 의 넓이가 결정되므로 의 넓이에 따라 미생물의peak peak
양을 정량적으로 획득할 수 있다.

실험은 회 진행되었으며 이들의 결과를 평균하여 정량 분석 커브를 획득하였3 ,
다 이들의 평균. R2값은 로 매우 높은 선형성을 나타내었다 따라서 각 미생물0.98 .
에 대한 선형적 정량 분석 커브를 획득 이를 미생물의 정량에 활용하는 것이 가능,
하였다 그림( 17).
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그림 종 병원균의 개별적 확인15. 8 peak
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그림 종 병원균에 대한 동시검출16. 8 peak

그림 종 병원균의 정량 곡선17. 8
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제 항 및 공통 비대칭 을 사용한 병원균 동시진3 Template switching primer, PCR
단 기술

가 개요.

을 이용한 공통 사용(1) Template switching primer

종전까지의 병원균 진단 기술은 병원균의 를 주형으로 한 을DNA multiplex PCR
통해 분석을 수행하였다 그러나 이 방법은 각 병원균의 에 특이적인 를. DNA primer
병원균 각각에 대해 설계하기 때문에 의primer Tm 값을 조절하기가 어려웠으며 잘,
못 설계된 의 경우 비특이적인 결합 때문에 에 의해primer primer PCR non-specific
한 가 생성되어 동시 진단 및 정량에 어려움을 겪는 일이 많은 단점이 있었product
다 이러한 문제를 해결하기 위해 의 주형으로 가 아닌 를 사용. PCR DNA 16S rRNA ,
이에 대해 을 통해 효과적으로 을 수행하는 방법template switching multiplex PCR
을 개발하였다.

이러한 방법의 장점은 세포 내에 충분한 양으로 존재 전체 의 이상1. ( RNA 90% )
하는 를 이용함으로써 측정 감도의 향상을 기대할 수 있고ribosomal RNA , 2.

을 이용해 원하는 염기서열을 측정 대상의 앞뒤에 붙여 동일한template switching
로 동시 증폭을 수행 각 의 증폭효율을 비슷한 수준으로 조절할 수primer , template

있다는 점을 들 수 있다 그림( 18).

동일 를 사용할 경우 앞서 언급한 대로 다종의 주형에 대해 동일한 효율primer
로 증폭이 가능하다는 장점이 있다 때문에 특정 가닥들에 대한 서로간의 상. DNA
대적 양이 변화하지 않고 일정하게 유지된다는 특징이 있으며 이러한 성질을 이용,
해 알고 있는 양의 표준 유전자를 함께 증폭하여 측정을 원하는 대상 유전자의 절

대량을 확인하는 것이 가능하다 일반적으로 에 의한 유전자의 증폭은 다음 식. PCR
과 같이 정의된다.

X = I ( 1 + E ) n

식 과 증폭 효율에 따른 유전자 증폭량1. PCR cycle

식 에서 는 째의 유전자 양이며 는 초기 유전자의 양 는 유전자의1 X n cycle , I , E
증폭 효율이다 는 각 유전자에 따라 다른 값을 가지게 되며 주로 해당 유전자를. E ,
증폭하는 에 따라 크게 영향을 받는다 즉 동일한 로 증폭이 가능할primer . , primer
경우 서로 다른 유전자라도 거의 동일한 값을 갖게 된다 따라서E . I1과 I2의 서로
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다른 초기 유전자 양을 갖는 서로 다른 유전자가 동일한 값을 갖게 될 경우 이들E
의 비율은 다음 식과 같이 나타낼 수 있다.

X1 / X2 = I1 / I2

식 동일한 증폭 효율을 갖는 두 유전자의 이전의 양과 에 의해2. PCR PCR
증폭된 양의 비교

X1과 X2는 에 의해 증폭된 각기 다른 유전자의 양을 나타낸다 식 에서 알PCR . 2
수 있듯 동일한 값을 갖는 두 유전자는 증폭 후에도 초기 유전자 양의 비율과 동E
일한 양을 갖게 된다 따라서 동일한 값을 갖도록 설계한 본 연구에서는 측정을. E
통해 얻어진 X1과 X2 그리고 값을 알고 있는, I1을 이용해 I2의 값을 얻을 수 있으

므로 양을 알고 있는 표준 유전자를 통해 각각의 측정 대상 유전자를 쉽게 정량할,
수 있다.

비대칭 을 이용한 정량적 측정능력 강화(2) PCR

은 식 에서 나타나는 것처럼 지수 함수 형태로 대상 주형을 증폭시킨다 그PCR 1 .
러나 의 이 증가함에 따라 증폭 효율이 감소하게 되며 따라서 일정PCR cycle , cycle
이후에는 이 발생하여 지수함수 형태의 증폭 시기가 지나가게 된다 그saturation .
결과 초기 주형 양 가 다른 시료라 하더라도 일정 이후에는 동일한 양으로I cycle
증폭되어 반응 후의 양 가 동일하게 될 수 있으며 따라서 식 를 만족할 때 충족X , 2
되는 정량적 측정능력이 감소하게 된다.

본 연구에서는 정량적 측정능력을 강화하기 위해 한 쪽 의 양을 반대쪽primer
의 양 보다 더 많이 첨가한 비대칭 을 도입하였다 이 개발primer PCR . Wangh group

한 비대칭 은 지수함수 형태의 증폭 시기를 증가시켜 이 찾아오는PCR saturation
을 늦추고 보다 정량적으로 측정할 수 있는 변형된 형태의 이다 본 연구cycle , PCR .

에서는 형광 염료가 부가된 를 반대쪽 에 비해 많은 양을 넣어 비대칭primer primer
이 구현되도록 하였다PCR .

이러한 방식으로 비대칭 을 구현할 경우 또 다른 장점을 얻을 수 있다 비대PCR .
칭 은 더 많이 첨가된 가 된 한 쪽 가 좀 더 선택적으로PCR primer annealing strand
증폭되며 를 분석하는 본 방법에 있어 측정 민감도 측면에서 많, single strand DNA
은 도움을 줄 수 있다.
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그림 공통 를 이용한 증폭 전 의 과정 모식도18. primer template modification
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나. in vitro 을 이용한 모의실험 대상 제작transcription

및 공통 비대칭 를 이용한 의 검출 방법Template switching primer, PCR rRNA
이 실제 시료에서 효과적으로 기능하는지 시험해보기에 앞서, in vitro transcription
을 이용해 모의실험 대상을 제작하였다 모의실험은 종의 패혈증 관련 미생물의. 7

유전자와 종의rRNA 7 E. coli 유전자를 로 증폭한 후 이를 로 한PCR , template in
vitro 하여 얻어진 를 대상으로 하였다 즉 패혈증 관련 미생물과transcription RNA .
E. coli 유전자의 두 가지 모의실험 대상을 제작하였으며 이를 통해 및, rRNA

모두에서 일반적으로 사용될 수 있는 동시 정량 방법을 확립하고자mRNA RNA
하였다 그 제작 방법은 다음과 같다. .

게놈 는 미생물로부터 사의 게놈 분리용 를DNA(genomic DNA) Qiagen DNA kit
이용해 정제하였다 시료로부터 정제된 게놈 는 이미 확보된 및. DNA 16S rRNA E.
coli의 유전자 정보를 이용하여 공통 염기서열이 된primer overhang forward

와 를 이용하여 및primer reverse primer 16S rRNA E. coli 을 반응으로gene PCR
증폭하였다 반응은 주형 의 변성 단계 의 결합. PCR DNA (denaturation) , primer

단계 및 의 합성 를 통하여 수행된다(annealing) DNA (polymerization) .

로 증폭된 및PCR 16S rRNA E. coli 을 주형으로 하여 사의gene Ambion
를 사용하여Megascript T7 kit in vitro 을 실시하였다transcription . In vitro

은 제공되는 를 각각 씩 넣고 반응 버transcription ATP, GTP, CTP, UTP 2 , 10X㎕
퍼와 주형 를 잘 섞어준 후 에서 시간 반응시킨linear DNA(1 ), enzyme mix 37 2㎍ ℃
후 제공되는 를 넣고 에서 분간 반응시켜 완료되었다, Turbo DNase 1 37 15 .㎕ ℃

합성된 는 사의 를 이용해 하였다 방법은 다RNA Qiagen RNA Mini kit clean up .
음과 같다 먼저 제공되는 당 를 넣어 잘. RLT buffer 1 -mercaptoethanol 10㎖ β ㎕
섞는다 그 뒤. in vitro 에서 얻어진 시료 에transcription mixture DEPC water 80㎕
를 넣어 전체 로 만든 후 각 에 의100 , sample 350 RLT / -mercaptoethanol㎕ ㎕ β

를 넣고 잘 섞는다 여기에 의 에탄올을 넣고 파이펫으로 잘 섞어buffer . 250 100%㎕
준 뒤 에서 제공되는 에 를 넣고, kit RNeasy mini spin column sample 700 8000 x㎕
에서 초간 원심분리 한다 원심분리 후 에 포함된 에g 15 . spin column collection tube
모인 액체를 버리고 새로운 로 교체하고 에 남은2 collection tube , column sample㎖
에 이 포함된 를 넣고 회간 최고의 속도로 원심분리를 수ethanol 500 RPE buffer 2㎕
행해 한다 그 뒤 빈 칼럼을 최고 속도로 분간 더 원심 분리하여washing . 1 column
을 건조시킨 후 에서 제공되는 에 을 옮kit RNase free 1.5 collection tube column㎖
기고 또는 를 넣고 하였다DEPC Nuclease free water 50 elution .㎕
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된 는 사의 를 이용하여 농도를 측정하였다Clean up RNA Agilent bioanalyzer .
측정된 는 과 로 확인할 수 있고 전체 합성된 중에RNA electrogram gel image , RNA
서 의 를 조합하여 대상 만의 농도를 구하였다 그림16S rRNA % RNA ( 19).

다 및. Template modification PCR

설계(1) primer
우선 및 유전자의 를 역전사 및16S rRNA E. coli mRNA reverse transcription( )

비대칭 을 수행하기 위한 를 설계하였다template switching, PCR primer .

특이적 서로간의 가 높은 유전자들에reverse transcription primer : homology①
대해 동시에 을 수행하기 위한 를template switching reverse transcription primer
제작하였다 에서 제공하는 염기서열 정렬. European Bioinformatics Institute (EBI)
프로그램인 를 이용 서열들을 에 따라 정렬시키면 각 서열들Clustal W2 , homology
에 특징적 및 개별적으로 존재하는 특이적 염기서열들을 획득할 수 있다 여기서.
얻어진 특이적 염기서열을 주형으로 하는 를 얻어낸 뒤 이들을reverse complement ,

의 에서 제공하는 프로그University of Helsinki Institute of Biotechnology FastPCR
램을 이용하여 로 을 수행할 경우 어떤 결과를 얻을multiplex reverse transcription
수 있는지 알아보고 의 서열을 조정 한 서열에 하나의reverse complement , reverse

가 하게 반응할 수 있도록 하였다 표 에서transcription primer specific . 9 “Specific
에 해당하며 그림 에서 에 해당하는 이다RT primer” , 18 primer . Reverse①

들은 공통적으로 끝 쪽에 염기서열을 포함하며 이transcription primer 5‘ overhang ,
는 다음 과정에서 공통 의 표적이 되는 부분이다 표 에서는 소문자로 표시primer . 9
되었다.

수행 후Template switching primer: Reverse transcription complement②
이하 의 쪽의 에 결합하는 로 에 에 상DNA ( cDNA) 3‘ end CCC primer , 3’-end CCC

보적인 를 포함하고 있으며 나머지 부분의 염기서열은 추후 공통 의 표GGG , primer
적이 되는 영역이다 그림 에서는 에 해당한다 이 는 모든 균주에 대해. 18 . primer②
서 공통이다.

공통 주형변환 후 반응에 쓰이는 이며 한쪽PCR primer: PCR primer primer③
에 로 수식되어 있다 그림 에서는 에 결합하도록 설계되어 있다 이HEX . 18 , .③ ④

역시 모든 균주에 대해서 공통이다primer .
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그림 19. In vitro 미생물 의 와transcript ( 16S rRNA) gel image
electropherogram
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표 사용된 들의 염기서열9. primer
ID primer sequence 비고

Specific RT

primer

S. marcescens tcctggattatgcctggcaccatAACGTCAATTGATGAGCG

S. maltophilia tcctggattatgcctggcaccatGGTATTAACCAGCTGGATT

P. mirabilis tcctggattatgcctggcaccatGGTTCATCCGATAGTGCA

K. pneumoniae tcctggattatgcctggcaccatGTAACGTGCAATCGACAA

E. faecium tcctggattatgcctggcaccatCGCCTTTCAAATCAAAAC

E. faecalis tcctggattatgcctggcaccatTCAGGGGACGTTCAGTTA

S. pyogenes tcctggattatgcctggcaccatCCCCTTTTAAATTACTAA

dnaK tcctggattatgcctggcaccatACTTCAGCAGAAATCTGCGGCG

rpiB tcctggattatgcctggcaccatAGCCACGCATCCACAATCA

pykF tcctggattatgcctggcaccatGCAGGATAGCGGCGGTTTT

ptsG tcctggattatgcctggcaccatCTGCCATAACATGCGATACAAC

ppc tcctggattatgcctggcaccatGACTAAACGCACGCGCAACG

rpiA tcctggattatgcctggcaccatGGGCTGAACATACTGAAGTGCC

pckA tcctggattatgcctggcaccatAGAGGTTTGTTGTCGTTCTT

Template

Switching

Primer

AGTCGTACGACTCACGATAGGCGAGTACGCGGG

Common

PCR primer

Forward AGTCGTACGACTCACGATAGGCGAGTACGC

Reverse TCCTGGATTATGCCTGGCACCAT
HEX

수식
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및 비대칭 과정(2) Reverse transcription, template switching PCR

먼저 이 완료된 를 최대 를 와 각 시료의 한 공clean up RNA 500ng/ 7 specific㎕ ㎕
통 염기서열로 된 이후 용primer overhang reverse transcription-PCR( RT-PCR)

를 넣고 잘 섞어준다 에서 분간 한 후 시료 를 바primer 1 . 70 3 denaturation tube㎕ ℃
로 얼음에 꽂아 넣는다 얼음에 시료를 보관한 뒤. 5X first strand buffer 4 ,㎕
template switch oligomer(1 / ) 1 , RNA inhibitor 1 , 0.1M DTT 2 , 10mM㎍ ㎕ ㎕ ㎕ ㎕

를 섞어 를 제작한다 그 후 각 시료dNTP 2 , superscript 2 master mix . tube㎕ Ⅱ ㎕
에 제작한 를 씩 넣고 조심스럽게 섞어준 뒤 에서 분간 반응master mix 12 42 90㎕ ℃
시켜 을 완료한다reverse transcription .

이렇게 만들어진 는 이므로 로 만cDNA single strand cDNA double strand cDNA
들기 위해 를 수행한다 먼저second strand synthesis . DEPC water 108 , 10X㎕
advantage PCR buffer 15 , RNase H(5U/ ) 1 , 10mM dNTP 3 , advantage㎕ ㎕ ㎕ ㎕

를 섞어 를 제작한다 이렇게 얻어진polymerase 3 master mix . master mix 130㎕ ㎕
를 시료 에 넣고 잘 섞어준 뒤 에서 분 에서 분간cDNA tube 37 5 , 94 2℃ ℃

에서 분 에서 분 하여denaturation, 65 3 specific priming, 75 30 extension double℃ ℃
를 획득할 수 있다strand cDNA .

합성된 는 사의 를 이용해double strand cDNA Qiagen PCR purification kit clean
한다 먼저 반응 의 배 양의 를 넣어 잘 섞어준 뒤 파up . mixture 5 PB Qiagen buffer

이펫으로 시료 용액을 제공되는 에 넣는다 이를 원심분리기를 이용해spin column .
분간 최고속도로 돌려준 후 에 모인 액체는 버리고 과 재조1 collection tube column
립한다 여기에 제공되는 를 넣고 회. PE buffer(containing ethanol) 750 2 washing㎕
한 후 최고속도로 분간 원심분리를 회 수행하여 의 를 완전히 제거, 1 2 column buffer
한다 마지막으로 에 을 옮기고 로 하여. 1.5 collection tube column 28 elution㎖ ㎕

을 완료한다clean up .

이 완료된 시료로 공통 를 이용한 비대칭 을 실시한다Clean up primer PCR .
에는 형광 염료인 가 에 수식되어 있으며 와Reverse primer HEX 5‘ , forward primer

함께 이용하여 반응으로 증폭하였다 각 의 양은 가PCR . primer forward primer 0.25
가 로 비대칭적으로 사용되었다 반응은 주형pmol, reverse primer 5 pmol . PCR

의 단계 의 단계 및 의 을DNA denaturation , primer annealing DNA polymerization
통하여 수행된다 을 완료한 뒤 얻어진 시료는 에서. PCR 1% agarose gel loading
와 함께 를 분간 전기영동 을 수행하여 상에dye 5 loading, 15 (electrophoresis) UV㎕

서 증폭 여부를 확인한다 증폭이 확인 된 뒤 목적 유전자에 대해 모세관 전기영동.
기반의 단일쇄 형태변환 다형성 을 수행하였다(SSCP) .
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별 특이성 확인 및 개별 위치 확인 실험(3) primer peak

디자인된 들이 여러 균주가 섞인 환경에서 목표 균주에 특이적으로 반응primer
하여 특정 균주만을 검출할 수 있는지를 알아보기 위해 개별 를 이용하여 실primer
험을 진행하였다 그 결과 각각의 균주에 대해 목표 균주만을 특이적으로 검출할.
수 있는 것을 확인하였고 에 의해 하나의 주된 만을 검출할 수 있었, CE-SSCP peak
다 그림 은 패혈증 관련 미생물 그림 은. 20 , 21 E. coli의 에 관한 실험결과를mRNA
나타낸다.

종의 종의 패혈증 균주 유래 및 종의(4) 7 16S rRNA(7 ) 7 E. coli 동시 검mRNA
출 실험

종의 및 종의7 16S rRNA 7 E. coli 에 대하여 상기 디자인한 를 이mRNA primer
용하여 동시 검출이 가능한 지를 알아보았다 종의 균주의 가 섞인 타겟. 7 16S rRNA
과 종의 가 섞인 타겟을 대상으로 를 섞어7 mRNA specific RT primer reverse

및 그리고 을 수행하였고 산물을transcription template switching PCR , PCR
로 분석하였다 그 결과는 그림 과 같으며 개별 로 한 결과CE-SSCP . 22 primer assay

와 비교하여 예상되는 위치에 종 모두에 해당하는 를 관찰할 수 있었다peak 7 peak .
그림 동시 측정 실험에서는 의( 22) reverse transcription primer non specific

으로 인한 들이 관측되었으나 각 균주에 해당하는 과 독립binding noise peak peak
적인 위치에 나타나 분석에는 영향을 주지 않는 것으로 확인되었다.
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그림 패혈증 관련 미생물 에 대한 개별 및 특이성20. 16S rRNA CE-SSCP peak
확인 종(7 )
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그림 21. E. coli 종의 개별 및 특이성 확인mRNA 7 CE-SSCP peak
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그림 종의 및 종의22. 7 16S rRNA 7 E. coli 에 대한 동시검출 결과mRNA
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의 혼합액에서 개별 결과(5) RNA mRNA serial dilution

의 혼합액에서 개별 의 이 분석 결과에 잘 반RNA RNA serial dilution CE-SSCP
영되는 지를 알아보았다 분석 결과 으로 해당 의. CE-SSCP serial dilution RNA

가 변화하는 것을 관찰 할 수 있었고 해당 된 의 다른 들에peak , dilution peak peak
대한 가 초기 농도와 높은 상관성을 갖는 것을 확인할 수 있었다 그림 은ratio . 23
E. coli의 유전자의 농도에 대한 결과로 종의pykF, pps mRNA serial dilution 7

의 혼합액에서 각 대상 유전자의 양이 변화함에 따라 이 변화하mRNA peak pattern
는 것을 보여주고 있다 그림 는 이러한 의 변화가 정량적이며 특히. 24 peak pattern ,
혼합액에서 그 양이 고정되어 있는 다른 에 대한 와 선형적인 상관관계mRNA ratio
를 갖는 것을 나타내어 주는 그래프이다 이후 종의 균종에 대한 동시 검출 및 정. 7
량 실험에서 그 양이 고정된 를 포함시켜 고정된 양의internal standard RNA

에 대한 를 구하여 정량 곡선을 완성하였다standard RNA ratio .

종에 대한 혼합 군집에서의 개별 정량 결과(6) 7

종의 균주의 군집에서 개별 미생물의 양을 정량할 수 있는지 알아보기 위해서7 ,
의 혼합액에서 한 미생물의 만을 하여 의16S rRNA rRNA serial dilution peak area

변화를 확인하였다 이 정량 실험을 통하여 개별 미생물의 에 해당하는. rRNA peak
의 에 대한 비율이 일정하며 초기 양에 비례한다는 것internal standard peak , rRNA
을 알 수 있었다 종 모두에 대한 정량 그래프를 작성하였고 에서 측정. 7 , 4~6 point
이 이루어졌으며 평균, R2 값은 로 가 초기 의 양과 매0.98 relative peak area rRNA
우 선형적인 상관관계를 가짐을 알 수 있었다 그림 참고로. ( 25) , R2 값은 상관성을
나타내는 지표이며 에 가까울수록 선형적 상관관계가 강하다, 1 .
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그림 와 에 대한 에 따른 변화23. pykF pps mRNA serial dilution peak pattern
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그림 에서 각24. Mixed sample E. coli 의 양을 변화시켰을 때 상대적mRNA peak
넓이와 양의 상관관계mRNA
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그림 종 패혈증 균주의 상대적 넓이와 양과의 상관관계25. 7 peak 16S rRNA
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제 항 및 정량성 향상을 위한 연구4 CE-SSCP resolution polymer matrix

가 새로운 도입의 필요성 및 연구 대상. polymer matrix

분석의 기반이 되는 모세관 전기영동 기술은 개발 당초 염기서CE-SSCP (CE)
열 분석에 그 주된 기능을 할애해 왔으며 이에 따라 전기영동의 분리과정에서 필,
수적인 역할을 담당하는 역시 염기서열 분석에 적합한 것으로 개발polymer matrix
되어 왔다 이러한 연구에 의해 현재 상용화되어있는 모세관 전기영동용 기기들과.
마이크로칩의 대부분은 로 나polymer matrix linear polyacrylamide(LPA)

를 사용하고 있으며 이 이들은 좋은poly(N,N-dimethylacrylamide) (PDMA) ,
와 적절한 를 통해 현장에서 널리 사용하기 좋은sieving capacity viscosity polymer

로 평가받고 있다matrix .

그러나 는 이 불가능하다는 단점을 갖고 있LPA homo polymer dynamic coating
다 모세관 전기영동은 모세관 혹은 마이크로 채널 전체에 전기장이 가해지며. ,

가 민감한 로서 좋은 능력을 보이기 위해서는 이 전polymer matrix sieving material
기장에 의해 영향을 받아 를 일으켜서는 안된다 만약electroosmotic flow .

에 의해 가 흐를 경우 최종 단계에서 의 검electroosmotic flow polymer matrix DNA
출은 정량적이지 못한 형태를 띠게 되므로 는 모세관이나 마이크로, polymer matrix
채널과 강한 에 의해 고정되어야 한다 이 에 의한 고정을interaction . interaction

이라고 부르며 이것이 불가능한 를 사용 하는dynamic coating , LPA homo polymer
모세관과 마이크로 채널의 경우 대부분 그 내벽에 특수한 처리를 하고 있다.

또 의 경우에는 에 보다는 좋은 기능을 갖고 있어PDMA LPA dynamic coating
의 전처리가 불필요하나 와 간의 때capillary , DNA polymer hydrophobic interaction

문에 측면에서 에 비해 많이 뒤처진다 따라서 이러한 불편한sieving capacity LPA .
점들을 극복하고 높은 을 갖는 새로운 의 도입이 필요하resolution polymer matrix
다.

에 활용되는 가 갖춰야 할 요건들은 다음과 같이 정리CE-SSCP polymer matrix
될 수 있다 첫째 즉 한번에 구분해 낼 수 있는 의 숫자가. , sieving capacity, peak
많아야 한다 둘째 능력으로 대표되는 안정적이며 재현성 높은 측. , dynamic coating
정이 가능해야 한다 셋째 좋은 능력을 유지하면서도 현장에서 다루기 편. , sieving
한 정도의 를 가져야 한다viscosity .

이러한 요건을 만족하는 후보로서 본 연구진이 선택한 것은

Poly(ethyleneoxide)-Poly(propyleneoxide)-Poly(ethyleneoxide) Triblock Copolymer
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이하 이다 는 친수성인 부분과 소수성인( PEO-PPO-PEO) . PEO-PPO-PEO PEO
부분으로 이루어진 삼중블록공중합체이며 따라서 수용액 상태에서 소수성 부PPO ,

분인 가 서로 뭉쳐 를 형성하게 된다PPO micellar structure .

를 형성한 는 소수성의 와 친수성의Micellar structure PEO-PPO-PEO PPO core
형태로 생성된다 는 내부 벽면의 기와 수소PEO brush . PEO brush capillary silanol

결합을 하며 이는 가 에 의해 움직이는 것을 방, PEO-PPO-PEO electroosmotic flow
해하는 능력을 가지게 됨을 뜻한다 그러므로 는dynamic coating . PEO-PPO-PEO
안정적인 분석이 가능한 로 예상 이에 대해 시험을 수행하였다polymer matrix , .

나 다양한 의 시험 및 최적 가동조건 탐색. PEO-PPO-PEO

시험해본 는 종류로 표 에 정리하였다 이들은 구입 가능한PEO-PPO-PEO 3 , 10 .
다양한 중에서 수용액 상에서 투명한 형태로 존재하는 것들을 고PEO-PPO-PEO
른 것이며 의 가동조건을 방해하지 않는 점도에서 시험되었다 의 비, CE . Resolution
교대상으로는 분석을 위해 널리 사용되는 의 를CE-SSCP ABI GeneScan polymer社

사용하였으며 이는 주 성분으로 를 사용하고 있다, PDMA .

모의 실험 대상 균주로는 다음 종의 식중독 관련 균주를 선택하였으며4 , 16S
유전자의 영역을 증폭하는 를 이용하여 을 수행하였rRNA V2 universal primer PCR

다 표 의 염기서열은 가( 11). primer forward 5'-GGC GAA CGG GTG AGT
가 였으며 형광 염료는AA-3', reverse 5'-ACT GCT GCC TCC CGT AG-3' ,
에 수식하였다 각 균주에서 증폭된 염기서열의 길이는 로 모forward primer . 255nt

동일하였다.

분석 능력을 비교하기 위해 을 이용하였다 은 보통 다음과resolution . Resolution
같은 식으로 나타낼 수 있다.

Rs = 0.5887 dΔ / hw
식 의 계산식3. Resolution

식 에서3 dΔ 는 두 간의 거리이며peak , hw는 두 의 중간 높이에서의 평균peak
적인 두께를 나타낸다 그러므로 은 간의 거리가 크면 높고 의. resolution peak , peak
두께가 두꺼우면 낮아지는 경향을 갖고 있다 이 연구에서는 이러한 을. resolution
이용하여 여러 조건의 를 비교하였다polymer matrix .
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표 사용된 의 종류10. PEO-PPO-PEO
이름 형태Polymer Molecular weight (Da) PEO contents
F68 PEO80PPO30PEO80 8400 80%
F127 PEO99PPO69PEO99 12600 70%

Mw14600 PEO137PPO43PEO137 14600 82.5%

표 모의 실험 대상 균주11.
Pathogen Amplicon length (bp) Mw

Vibrio parahaemolyticus 255 79347.4

Yersinia enterocolitica 255 79317.3

Vibrio vulnificus 255 79363.4

Vibrio cholerae 255 79119.2



- 69 -

를 이용한 대상 균주의 분리(1) GeneScan polymer matrix

를 주성분으로 하는 는 보통 로 버퍼에 희PDMA GeneScan polymer 3~4% EDTA
석하여 사용된다 그림 은 에서 까지 다양한 농도로 희석된. 26 3% 6% GeneScan

에서의 대상 균주의 분리 경향을 보여주고 있다 에서는 분리polymer matrix . 3~4%
가 불가능하지만 에서는 종의 균주가 구분이 가능해진다, 6% 4 .

그러나 이렇듯 분리 능력은 증가하였지만 을 살펴보면 농도가, electropherogram
증가함에 따라 의 두께가 점점 더 증가함을 알 수 있다 따라서 측면peak . resolution
에서 볼 때 과연 이들이 향상되었는지를 확인해 보았다.

이들의 은 그림 와 같이 계산되었다 이를 확인해 보면 이resolution 27 . resolution
증가한 것도 있으나 V. parahaemolyticus와 Y. enterocolitica 사이의 은resolution
거의 변화하지 않음을 알 수 있다 그러므로 단순히 농도를 상승시키는 것만으로는.

을 상승시키기는 어렵다고 결론지을 수 있다resolution .
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그림 의 농도에 따른 분리 경향 변화26. GeneScan polymer
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그림 에서의 농도변화에 따른 경향27. GeneScan polymer matrix resolution
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를 이용한 대상 균주의 분리(2) PEO-PPO-PEO polymer matrix

사용된 중 의 경우는 이 매우 넓고 결과가 좋지 않아PEO-PPO-PEO F68 peak
을 따로 계산하지 않았으며 결국 과 에 대해resolution , F127 Mw 14600 PEO 82.5%

서만 비교할 수 있었다 그림( 28).

그림 에서 볼 수 있듯 은 의 농도에서 모두 종의 균주를 분리할29 F127 9~13% 4
수 있었다 그러나 에서 갑작스럽게 넓은 를 보이고 있다 때문에. 15% peak width .

은 그림 에서 볼 수 있듯 급격한 감소 경향을 나타낸다resolution 31 .

의 경우에도 범위에서 모두 종 균주를 쉽게 분Mw 14600, PEO 82.5% 11~15% 4
리할 수 있었으며 과 마찬가지로 일정 농도 이상에서 갑작스럽게, F127 peak width
가 증가한다 그러므로 그림 에서 볼 수 있듯 에서 이 급락한다 그. 32 16% resolution .
러나 의 조건에서 가장 높은 을 나타내고 있Mw 14600 PEO 82.5% 15% resolution
으며 특히 에서 나타나는 은 다른 조건에서는 찾아볼, Yersinia peak additional peak
수 없는 것으로 급격한 상승에서 나타나는 특이한 현상이다resolution .

와 비교해 볼 때 값은 가 훨씬 높GeneScan polymer resolution PEO-PPO-PEO
음을 알 수 있으며 따라서 의 분석능력이 일반적으로 사, PEO-PPO-PEO CE-SSCP
용되는 보다 월등함을 알 수 있다 이는 농도가 상승하면서GeneScan polymer .

의 위치가 재정렬 비로소 분리가 가능해지는 와 달리peak , GeneScan polymer
는 의 상승이 의 감소로 인해 이뤄지는 것이기PEO-PPO-PEO resolution peak width

때문이다.
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그림 의 농도에 따른28. F68 electropherogram
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그림 의 농도에 따른29. F127 electropherogram



- 75 -

그림 에서의 농도에 따른30. Mw 14600, PEO 82.5% electropherogram
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그림 의 농도 변화에 따른 변화 경향31. F127 resolution
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그림 의 농도 변화에 따른 변화 경향32. Mw 14600, PEO82.5% resolution
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제 절 병원균의 초정밀 정량분석 방법 개발3
제 항 동시 검출1

본 연구팀은 인수 공동감염성 질환의 여러 대상균을 한번의 반응과 하나의PCR
로 진단함과 동시에 정량적인 정보까지 얻을 수 있는 기술을 개발하고자capillary

하였다 우선 모델 시스템으로 인수 공동 감염성 질환의 원인이 되는. , Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus anthracis, Yersinia
enterocolitica, E. coli 을 선정하여 실험하였다 는 총 개의O157 . 16s rDNA 7

과 이 연속적으로 존재하는 구조로 이루어져있다conserved region variable region .
그중에서 은 다른 들 사이에서 염기서열이 가장 다양variable 2 region (V2) strain
하다고 알려져 있다 본 연구에서는 의 를 이용하여. 1 set universal primer variable

을 증폭하여 로 분석하였으며 총 종에 대해서 분리가 가능2 region PCR CE-SSCP , 5
하였다 이때 산물의 길이는 각 마다 다양하지 않아서 기존의 전기영동. , PCR strain
기술로는 분리가 불가능하나 의 경우 염기서열 정보에 따른 단일쇄, CE-SSCP DNA
의 삼차원적 구조에 의해 분리가 일어나므로 분리가 가능하다 즉 공통의. primer

로 증폭하여 분리가 가능하므로 앞선 연구 결과에서처럼 동(V2 universal primers)
시 정량이 가능한 것이다.

는 와Universal primer V2 Forward (FAM 5'-AGGCAGCAGTGGGGAAT-3')
를 이용하였다V2 Reverse (HEX 5'-ATTACCGCGGCTGCTGGC-3') primer . PCR

반응조건은 는 는 에서V2F primer 5 pmole, V2R primer 10 pmole, 55 , 35 cycle℃
반응하였고 는 로 동일하였다 표, PCR product size 180bp . ( 12)
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표 를 이용한 인수공통 전염병균 분석에서 의 와12. CE-SSCP PCR product size
LOD

Strain
PCR product

size (bp)

Limit of Detection (LOD)

genomic DNA (fg) Cell no.

Listeria monocytogenes 180 0.7 1.47

Staphylococcus aureus 180 14 29.50

Bacillus anthracis 180 14 29.50

E. coli O157 180 0.7 1.47

Yersinia enterocolitica 180 14 29.50

그림 분리를 위한 개별 반응 결과33. CE-SSCP
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먼저 개별적인 의 를 로 하여 분석을 진행하고strain genomic DNA template
분석이 각 타겟에 대해 특이적인 전기영동에서의 이동도로 나타나는지를CE-SSCP

알아보았다 를 이용한 분석에서는 그림 과 같은 을 얻을. CE-SSCP 33 peak pattern
수 있었다 그림 에서와 같이 각 타겟에 대한 전기영동에서의 이동도가 같은. 33 size
임에도 불구하고 다양하게 나타나는 것을 알 수 있었다.

이어서 종을 동시에 증폭하여 로 분석하였을 때에도 분리가 잘5 PCR CE-SSCP
되는 것을 확인할 수 있었다 그림 따라서 동시에 여러 균주가 존재하는 상황( 34).
에서 본 연구팀이 디자인한 실험 과정을 통하여 어느 미생물이 존재하는지를 한 번

의 실험을 통하여 검출 할 수 있다.
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그림 종의 인수공통전염병균에 대한 동시분석 결과34. 5 CE-SSCP
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그림 동시분석에서의 측정을 위한35. LOD serial dilution
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제 항 최소한 검출이 가능한 농도 구하기2 (Limit of Detection ; LOD)

각 병원균의 농도를 측정하여 각 농도가 가 되도록 종genomic DNA 1.4ng/ 5㎕
의 를 섞었다 섞어진 를 하여 증폭genomic DNA . genomic DNA serial dilution PCR
하였으며 를 취해서 분석에 필요한 로, PCR product sample 1 CE-SSCP sample㎕
만들어서 분석하였다 분석한 결과. S. aureus, B. anthracis, Y. enterocolitica 는
각각 까지 검출이 가능했고14 fg , L. monocytogenes, E. coli 는 각각O157 0.7 fg
까지 검출이 가능했다 그림 와 표( 35 12).

결론적으로 본 연구를 통해 아주 적은 의 병원균이 존재할 때에도 검population
출이 가능하며 수를 측정할 수 있게 되었다 예를 들어, cell . E. coli 의 경우O157
5.44×106 의 를 가지고 있으므로 이 약base pair genome size , molecular weight
2×109 에 달하며 이는 약 개의 만 있어도 검출이 가능한 수준이다(g/mol) 1 cell .

제 항 정량 분석3

의 양은 미생물의 양과 선형적으로 대응되는 양이므로Genomic DNA , genomic
의 양은 미생물의 양을 나타내는 간접적 지표이다 분석에서는DNA . CE-SSCP PCR

증폭이전의 의 양이 와 높은 상관성을 보이므로 결국genomic DNA peak area , peak
를 통해 미생물의 양을 측정할 수 있다 모든 실험은 번씩 진행되었으며 결과area . 3 ,

를 평균하여 반영하였다 개의 에서 측정이 이루어졌으며. 6 point , S. aureus의 양을

하여 반응하였다 그림 의 에서 보면serial dilution . 36 electropherogram genomic
의 양이 될 수록 의 이 점점 감소하는 것을 관찰할 수 있다 하지DNA dilution peak .

만 다른 양이 변하지 않는 타겟의 경우 가 일정하다기 보다 점점 증가하peak area
는 경향을 보이는 것을 관찰할 수 있었다 하지만 이들 다른 병원균의 는. peak area
Y. enterocolitica의 에 대한 상대값의 경우 일정하게 나타났다 그림peak area ( 37).
타겟 병원균(S. aureus 의 경우도) Y. enterocolitica의 에 대한 상대값이peak area
초기 농도와 선형적인 상관 관계가 있음을 관찰할 수 있었고genomic DNA R2 값
은 였다 선형성을 나타내는 지표 에 가까울수록 선형적 상관성이 있음0.9848 . ( , 1 )
결론적으로 각각에 대한 정량 커브에 대한 식을 구할 수 있고 이를 미생물의 정량,
에 활용할 수 있다 결론적으로 인수 공동 감염성 질환의 원인 균주의 동시 검출이.
가능하며 동시 정량분석이 한꺼번에 가능하게 되었다, .
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그림 동시 분석 시 개별 타겟에 대한36. serial dilution
결과
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그림 와 의 선형적37. Relative peak area genomic DNA
상관관계
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제 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도4

제 절 평가착안점에 입각한 연구 개발목표의 달성도1

구분 평가의 착안점
달성도

(%)

차년도1

� 인수공통전염병을 유발하는 병원균 종에 대한 정성 및10
정량분석

100

� 모세관 전기영동 및 을 기반으로 한 단일쇄multiplex PCR
형태변환 다형성 기술을 이용하여 단시간 내 최대한 많은 병원균

주 종 이상 를 동시적으로 분석하는 기술을 개발( 5 )

별도의 배양 또는 클로닝 과정을 생략하고 미량의 시료에서-
한번의 반응로 손쉽게 분석할 수 있는 기술PCR
목표 감도- : 101 - 103 cells/ml
최대분석 시간 시간 이내- : 6

100

100

100

100

� 인수공통전염병 중 식중독 유발균의 경우 개발된 동시분석,
방법을 실용적으로 이용하기위한 축산식품 적용 분석방법 개발

100
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제 절 관련 분야의 기술 발전에의 기여도2
기술적 측면(1)

� 바이오 기술적 측면

- 증가하는 감염성 질환에 대한 위험성에 대한 효과적인 대처방안으로 조

기진단과 신속한 처방이 필수적이며 이를 위한 정밀하고 빠른 진단 기술,
이 핵심적이다 클로닝과 유전자 염기서열분석에 기반한 기존의 진단 기.
술이 수일이 걸리는 반면 본 기술은 소량의 샘플로부터 별도의 클로닝,
과정이 필요 없이 간단한 효소반응과 모세관 전기영동장치를 이용한 분석

을 통해서 수 시간 내에 분석할 수 있다.

또한 병원균의 존재 여부만을 판단할 수 있었던 기존의 분석방법과 달리- ,
본 기술은 시료 내의 감염균에 대한 정량적인 분석이 가능하므로 치료

후 정확한 예후분석 및 적절한 대응을 가능하게 할 수 있다, .
이러한 진보된 기술의 개발과 축적은 이 분야에서 국내외적으로 많은- ․
원천특허의 확보로 이어질 것이다.
실험의 재현성과 막강한 분석지원은 이 시스템의 신뢰성을 확고하게 할-
것으로 예상된다.

� 보건산업 측면

인수공통전염병에 대한 초정밀 진단기술의 개발로 질병의 감염여부를 정-
성적 및 정량적인 복합진단에 의해 질병의 빠른 진단이 가능한 장점은 국

가적 사회적 차원에서 국민건강복지증진에 크게 기여할 것으로 사료된다.
본 연구의 개발과제로서 인수공통 감염성 질환 진단 기반의 통합 모니터-
링시스템의 개발은 하드웨어적으로 최적화된 조건을 확립하여 실험솔루션

과 분석솔루션의 최적화된 통합 시스템을 제공 할 것으로 기대된다.
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경제적 산업적 측면(2)
� 시장창출

현재 국내의 진단시장은 면역분석법 등의 첨단 생물공학기술을 이용한-
진단시약이 도입되면서 박테리아 및 바이러스성 감염 진단시장을 중심으

로 빠르게 성장하고 있다 국내 진단시장은 국민생활수준의 향상으로 안.
전한 먹거리에 대한 중요성이 부각되고 이에 따라 동식물 검역에 대한,
검사 항목이 늘어날 것으로 기대되어 앞으로도 지속적인 성장을 할 것으

로 예상된다.
� 수입대체 및 수출 기대

초정밀 인수공통전염병 진단기술 개발의 특허화로 인한 원천기술 확보에-
경쟁력 강화하게 될 것이며 전 세계시장을 대상으로 수출 및 바이오 진,
단 기기의 기술 라이센싱이 가능하게 될 것으로 기대한다.

� 비용절감

정확하고 신속한 동물병원균의 진단으로 인해 동물의 질병의 조기 치료-
가 가능하게 함으로서 전염병의 속성에 따른 질병의 집단화로 인한 집단

폐사처분을 예방하여 농가소득에 대한 피해를 줄일 수 있을 것으로 기대

한다.
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제 장 연구개발 성과 및 성과활용 계획5
○ 본 연구에서 수행한 인수공통전염병 병원균에 대한 분석방법의 경우 이 전에

연구되어지지 않았고 각 균주에 대해 특이성을 보이는 가 설, specific primer
계되어 있지 않았음 이에 본 연구에서 개발된 개별적으로 설계된 를. primer
통해 높은 정확성을 보이는 분석기술을 국내 및 국외에 특허 출원하고자 함

○ 기존 논문은 감염성 병원균 중 식중독균과 같은 분야에 치중되어 있으며 현재,
인수공통전염병 병원균의 동시분석에 대한 연구동향이 부족하며 정성적으로,
존재 여부만을 판별할 뿐 정량적인 분석에 있어서의 정확성이 결여되어 있으

므로 본 연구과제에서 수행한 인수공통전염병에 관한 신속하고 정확한 동시,
분석 및 정량분석 결과에 관한 논문 등을 국제 학술지 등에 게재할 계획임

○ 국내 및 국외시장 분석결과 진단 키트 제품 등의 생산 및 판매가 활발하게

이루어지고 있어 시장에서의 진단제품에 관한 수요가 높은 것을 확인할 수

있어 본 연구과제에서 얻어진 결과로 보다 높은 정확성을 보이는 분석 제품,
개발하여 언론홍보 및 차후 산업화 가능성을 타진할 계획임.

○ 소량의 샘플로부터 간단한 효소반응과 모세관 전기영동장치를 이용한 분석

을 통해 시간 이내에 병원균의 정성 및 정량 분석을 동시에 수행 할 수5
있는 분석 방법을 개발함으로써 정밀하고 빠른 진단기술이 핵심인 감염성

질환에 대한 효과적인 대처방안으로 활용되어 국민건강복지 증진에 기여 하,
고자함.
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제 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보6
� 년 중국 의 그룹이2005 Dalian Institute of Chemical Physics Guowang Xu

에 게재한Journal of Separation Science “Rapid identification of pathogenic
는 와bacteria by capillary electrophoretic analysis of rRNA genes” RFLP

를 이용해 박테리아의 을 수행하였다 이 연구진은CE-SSCP identification . 16S
유전자와 영역 유전자를 활용하여 이들의 종간 특rRNA 16S-23S rRNA spacer

이성에 따른 염기서열 차이를 와 의 혼합을 통한 측정방법을 개RFLP CE-SSCP
발했다.

� 이를 통해 그룹은 종의 박테리아에 대해 한 및 패턴을Xu 34 unique SSCP RFLP
획득 많은 수의 병원성 미생물을 이 방법을 통해 구분할 수 있었다 그러나 이, .
들이 사용한 방법은 정량을 위해서는 따로 정량 분석 방법이 필요하므로 분석

및 정량까지의 시간이 오래 걸린다는 단점이 있다.

� 미국 대학의 그룹이 년 에 게재한Cornell Antje J. Baeumner 2005 Lab on a Chip
은“Development of a microfluidic biosensor module for pathogen detection”

로 만든 바이오 센서에 를 부착하고 를 사용PDMS DNA probe reporter probe ,
와 혼성화 시켜 에 부착된 내의 형광RNA hybridization( ) reporter probe liposome

물질을 이용해 바이러스를 검출하는 기술에 대해 설명하고 있으며 이는Dengue ,
다른 바이러스나 박테리아에도 적용이 가능하다.

� 그러나 이 기술은 기반의 기술로서 정량성 및 민감성에 있어 약점hybridization
을 가지며 검출을 위해서는 다양한 를 설계해야 하므로, multiplex probe labor

한 방법론이다 그러나 소형화된 바이오센서 모듈을 이용하므로 휴대intensive .
및 시료 소모에 있어서의 장점을 갖고 있다.

� 스위스 소속의 그룹은Federal institute of Technology Peter H. Seeberger
년 에 게재된2004 Journal of the American Chemical Society “Detection of

라는 논문에서Bacteria with Carbohydrate-Functionalized Fluorescent Polymer"
병원균에 따라 특이적으로 나타나는 탄수화물에 하게 하는 형multivalent binding
광 를 개발했다고 밝혔다probe .

� 이 방법은 병원균의 특이적 탄수화물에 하도록 설계된binding fluorescent
를 사용하여 형광이 검출될 시 병원균의 존재 유무를 확인할 수 있는 방polymer

법이다 하지만 이 경우 여러 병원균에 대해 다양한 를 설계. fluorescent polymer
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및 제작하는 것이 어렵고 또한 가능한 조직이나 에서 가, detection serum bacteria
과량으로 존재해야만 이 용이하게 가능하므로 민감도 측면에서도 좋은detection
기술이라고 하기는 어렵다.
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