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제 목.Ⅰ

신선편이채소 중 식중독균의 다중정량검출을 위한 랩온어칩 기반 기술개발real-time PCR

연구개발의 목적 및 필요성.Ⅱ

연구개발의 목적1.

신선편이채소 등 식품 오염 식중독균 총 종 이상( 4 :￭ Listeria monocytogenes,

Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli 의 유전자를 현장O157:H7)

에서 동시에 10
2

수준 이하의 고감도로 시간 이내에 속성 탐지하는 랩온어칩cells/mL 4

기반의 검출기술 및 시스템 개발

나노자성 면역 분리 기반 시료전처리 기술 및 시스템 개발-￭

연구개발의 필요성2.

가 식중독균 검사방법의 개선 필요성.

일반적인 식중독균의 검사는 미생물학적 검사방법을 이용하고 있으며 한천평판법에 의해,

배지에 섞어 놓은 세균을 증식시켜 판단하기 때문에 일 정도의 긴 검사시간이 소요되는3~9

문제점은 있으나 생균만을 판단할 수 있다 그러나 신선편이채소류의 짧은 유통기간을 고려.

한다면 시료전처리에서 검출까지 최소 시간 이내 신속히 식중독균을 분석할 수 있는 검사장4

비 및 검사방법이 필요하다 특히 생식채소류 소비증가에 따른 분석물량의 증가로 인해 많은.

수의 전문분석인력이 요구되고 있는 실정이다 따라서 현장에서 신속하게 비전문가 수준에서.

검사할 수 있는 센서수준의 검출기 개발이 필요하다.

식중독균의 신속한 검사를 위한 면역학적 검사방법은 수동 검사법으로 또는Lateral flow

검사법이 사용되고 대량의 시료를 자동화 방법으로 검사하는Dip-stick Automated ELISA

를 사용하며 최근에는 항원항체의 선택적 반응을 이용하는 면역센서가 연구 개발되고 있다/ .

현재 항원항체를 이용하는 검사법들은 친화성과 특이성이 높은 항체를 근간으로 하고 있어

이들 미생물을 효율적으로 탐색할 수 있는 마커단백질의 탐색과 단백질의 구조 항원결정부위

에 대한 항체뱅크의 구축이 선행되어야 한다 더욱이 수천 이하를 검출하기 위(Epitope) . cell

해서는 높은 감도를 가지는 분석기가 필요하기 때문에 검출 주변 환경에 영향을 받는다 따.

라서 생산현장이나 야외 등과 같이 멸균되어 있지 않거나 감도에 영향을 줄 수 있는 장소에

서는 사용하기 어려운 실정이다 최근 검출감도의 문제를 해결하기 위해 유전자 증폭을 이용. ,

하는 방법이 정확성과 편리성 면에서 유용하게 사용되고 있다 기존에 알려진 에PCR . PCR

의한 식중독균의 검사방법은 미생물 전배양 과정이 필수적으로 요구되며 전체 식중독균의,

검사가 시간 정도 소요되기 때문에 면역학적 방법보다는 효율적이나 식품의 식중독균 오24 ,

염여부를 신속하게 판단하기 위해서는 검사시간의 단축이 더욱 필요하다 에 의한 검사. PCR
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단계는 배양 유전자의 추출 에 의한 확인의 단계로 이루어진다 따라서 어느 단계를 없, , PCR .

애거나 소요시간을 단축하여 전체 검사시간을 시간 이내로 할 수 있다면 현재 신속성 정, 4 , ,

확성 편리성 동시성 여러 식중독균의 검출 이 겸비된 식중독균의 신속검사 시스템이 없는, , ( )

상황에서 식품산업 현장 및 검사 의료기관에서의 적용성은 매우 크다고 할 수 있다, .

나 식중독균 검출을 위한 시료전처리기술 자동화 기술개발 필요성.

현재 식중독균을 검출하는데 있어 가장 많은 시간을 필요로 하며 검출 재현성에 있어 전

문성을 요구하는 부분이 시료전처리 단계이다 식중독균 시료 전처리방법은 식품공전에 등록.

된 표준절차에 의해 처리되지만 검사의 재현성과 정확성을 위해 숙련된 검사자에 의해 수행

되어야 한다 농식품 중 식중독균 검사는 시료전처리를 통한 식중독균 농축 및 추출과정과.

식중독균 정성 정량 분석과정으로 단계로 구분할 수 있으며 대부분의 검사시간은 시료전처/ 2

리 시간이다 농식품에 대한 식중독균 검출을 위해 시료전처리를 자동화할 수 있다면 현재.

일 정도 소요되는 검출시간을 시간 이내로 단축시킬 수 있으며 검출기술과 함께 연동3~9 4 ,

하여 자동화한다면 비전문가 수준에서 검사할 수 있다 특히 신선편이채소류 소비증가로 인. ,

해 분석량이 증가하고 전문가인력 부족 현상을 해결할 수 있다.

다 식중독균 검출을 위한 랩온어칩을 이용한 장치의 개발 필요성. PCR

랩온어칩은 다양한 샘플을 아주 적은 양만으로 분리 정제 혼합 반응 세척 및 검출 등, , , , ,

의 다양한 반응들이 연속적으로 일어나 시료를 신속하게 분석할 수 있는 방법을 제공한다.

이러한 특성으로 인해 진단용 의료기기의 경우도 기존 막 기반의 중심에서 보NC Rapid Kit

다 정밀하고 복합적인 분석이 가능한 랩온어칩과 바이오센서를 이용한 진단 시장으로 발전하

고 있다 또한 바이오칩 분야 중 칩이나 단백질칩 그리고 셀칩의 경우 고가의 외부 분석. DNA

기와 실험을 위한 전문 인력을 필요로 하기 때문에 생산지나 마트와 같은 현장에서 POCT

개념의 진단을 할 수 없다는 단점을 가지고 있다 그러므로 비전문가(point of care testing) .

수준에서 손쉽게 사용할 수 있는 개념의 식중독검출용 랩온어칩 기술이 개발 되어야POCT

한다.

연구개발 내용 및 범위.Ⅲ

연구개발의 내용 연구범위

식중독균 검출을 위한 PCR￭

제작primer

사전조사 모델정립/￭

그램양성균 (▪ S. aureus 등)
▪ 그램음성균 (L. monocytogenes, Salmonella spp., E.

coli O157:H7)
에 의한 식Real-time PCR￭

중독균별 분석조건 확립

모델정립￭

균 특이 선별primer▪

에 의한 분석조건 최적화Real-time PCR▪

유전자 검출용 랩온어칩의￭

설계 및 제작

시스템 구축￭

이용 칩 설계3D CAD▪

칩제작용 코어금형 제작▪

랩온어칩의 성형사출▪

▪ 증폭 검출용 칩 시제품 제작PCR /
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랩온어칩에서의 증폭 성PCR￭

능 검증

시스템 구축￭

▪ 칩 구동을 위한 시스템 구축PCR

랩온어칩에서 유전자 증폭 검증▪
다중 식중독균 검출을 위한￭

조건 최적화real-time PCR

모델정립￭

의 다중증폭 검증Primer▪

다른 균주를 이용한 균 특이도 검증▪

검출감도 조사▪

식품 효과 조사matrix▪

기존 타 검출법과의 비교▪
나노자성 면역 분리 기반-￭

시료전처리 기술 확립

사전조사 모델정립/￭

나노자성입자의 제조▪

식중독균 특이 항체 나노자성입자 중합체 제조-▪

최적 특이항체 나노자성 입자 중합체 선별 및 특성평가-▪

모델 식품검체로부터 균 특이 분리 최적 조건 조사▪
다중검출용 랩온어칩의 설계￭

및 제작

시작품 제작￭

이용 칩 설계3D CAD▪

증폭 계측부위 설계PCR /▪

칩제작용 코어금형 제작▪

랩온어칩의 성형사출▪

증폭 검출용 칩 시제품 제작PCR /▪
다중검출용 광학계 시스템￭

구축

시스템 구축￭

다중검출용 형광광학계 설계 및 제작▪

형광광학계의 성능 평가▪

검출용 의 형광특성 평가probe▪
나노자성 면역 분리기반 시-￭

료 전처리 기술을 이용한 식

중독균 농축 및 전처리

모델정립￭

신선편이채소 대상 균 특이 분리능 조사▪

기존 시료전처리법과의 비교▪

시료 전처리 기술이 적용된￭

랩온어칩 검출 시스템 특성

평가 및 검증

시작품 검증￭

신선편이채소 대상▪ L. monocytogenes, Salmonella
spp., S. aureus, E. coli 검출감도 조사O157:H7

검출 특이성 조사▪

공전법과의 비교▪

모델시료를 이용한 식중독균 검출 재현성 확인▪

시료전처리용 하드웨어 시스￭

템 구축

시스템 구축￭

시료전처리 프로토콜 개발▪

시료전처리용 하드웨어 시스템 구축▪

모델식품 대상 하드웨어 시스템 성능 검증▪

식중독균 검출용 다중검출￭

랩온어칩 시스템의 시작품

제작

시작품 제작￭

랩온어칩 구조 최적화 및 시작품 제작▪

랩온어칩 검출용 시스템의 시작품 제작▪

식중독균 다중검출 재현성 확인▪

기기 문제점 보완▪
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연구개발결과.Ⅳ

신선편이채소 중 주요 오염 식중독균 검출을 위한 제작1. PCR primer

S. aureus는 16s rRNA, coa (coagulase), can (collagen adhesion), nuc (S. aureus

의 개 유전자를 선택하였고specific gene) 4 , L. monocytogenes는 iap (invasion associated

protein), hly (hemolycin), inlA (internalin), 16s rRNA 개 유전자4 , Salmonella enterica에서

는 inv (Salmonella specific invasion), fliC (fllagella), 의 개 유전자16s rRNA 3 , E. coli

는O157:H7 16s rRNA, eae (intimin), fliC (fllagella), rfb 를(O157 specific gene) 목표 유

전자로 하여 유전자별 균 특이 프라이머 종을 선택하여 제작하였다2-3 .

에 의한 개별 식중독균별 분석조건 확립2. Real-time PCR

식중독균 추적을 위해 국제적으로 정보공유가 가능한 검출용 를 차 선정한 후primer 1

을 수행하여 최적 를 선정하였다 결정된 를 사용한 검출감도 확인을 위해PCR primer . primer

값 결정용 을 수행하였다 각 식중독균의 를 추출하여 이 를Ct real-time PCR . DNA template

배씩 에서 세포수가 되도록 단계별로 희석하여10 5.2±0.4 1.2±0.3 log cfu/mL real-time

을 수행한 다음 기본 및 정량 분석을 위한 를 도출하였다PCR log curve standard curve .

유전자 검출용 랩온어칩의 설계 및 제작3.

랩온어칩은 를 이용하여 및 과 같이 채3D CAD positive, negative real sample channel 3

널 구조로 설계하였으며 열 전달 효율을 극대화 할 수 있게 구조 설계되었다 이러한 설계를.

바탕으로 코어금형을 제작 완료하였으며 이를 이용하여 재질Cyclo Olefin Copolymer (COC)

로 랩온어칩을 성형 사출하여 실제 유전자 증폭 및 검출이 가능한 유전자 검출용 칩의 시제품

을 제작하였다.

4. 랩온어칩에서의 증폭 성능 검증PCR

유전자 증폭이 가능하도록 온도변화가 원활이 이루어지는 시스템과 실시간으로 증폭결과

를 확인 할 수 있는 광학 시스템을 구축하였고 구축된 시스템을 이용하여 유전자 증폭 및 실,

시간 검출을 검증하였다.

다중 식중독균 검출을 위한 조건 최적화5. real-time PCR

종 식중독균의 용해곡선 분석을 통해4 Tm값이 이상 차이가 나는5℃ E. coli O157:H7 (8

과7 )℃ S. aureus (80 )℃ , Salmonella 와spp. (88 )℃ L. monocytogenes( 를 동시 검출할80 )℃

수 있는 프라이머를 선정한 후 단일 용해곡선 분석을 실시하였다 선별된 프, real-time PCR .

라이머의 검출감도는 S. aureus 와(Ct;26) L. monocytogenes 는(Ct;26) 102 까지cfu/mL E.

coli 과O157 (Ct;26) Salmonella 는spp. (Ct;27) 10 까지 검출 가능하였다 종 균에cfu/mL . 4

각각 오염된 양상추에서 실험한 결과 S. aureus와 Salmonella 는spp. 103 까지cfu/mL E.

coli 과O157 L. monocytogenes는 102 까지 검출되어 식품cfu/mL 시료에 오염된 경우 검출감

도가 더 낮음을 확인하였다 추출 없이 수행 결1 log cfu/mL . DNA colony real-time PCR

과, 105 에서 이상으로 검출됨을 확인하였다 양상추에서 다중 검출을 수행한cfu/mL Ct 25 .
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결과 E. coli 과O157:H7 S. aureus 는(Ct;26) 10
4
cfu/mL, Salmonella 와spp. L.

monocytogenes 는(Ct;25) 10
3

까지 검출되었다cfu/mL . Applied Biosystems 7500 system

과 본 과제에서 개발한 랩온어칩 시스템 을 동일조건에서 종 식중독균의 샘NBS-100 4 DNA

플로 비교한 결과 L. monocytogenes 과 은 검출 감도가 유사하였으며(Ct;16 17) , E. coli

과O157:H7 S. aureus, Salmonella 는 시스템이spp. ABI 10 수준으로 감도가 더 높cfu/mL

았다.

나노자성 면역 분리 기반 시료 전처리 기술 확립6. -

크기를 갖는 자성 입자의 제작을 통해 자성체 입자 표면에 가 환원되어5 nm Au

형태의 자성 금 나노입자를 제작하였고 및 을 통해 제작된 입자core/shell / XRD, SEM TEM

의 특성을 평가하였다 제작된 입자는 평균 크기를 가졌으며. 10 nm Fe3O4와 의 결정이 만Au

들어졌음을 알 수 있었다 또한 을 이용한 항체고정화 조건을 확인하였다 모델 식품검체. SPR .

로부터 균 특이 분리 최적 조건을 조사하여 10
3

분리 및 검출을 확인하였으며cell/mL TEM

을 통해 미생물 검체 표면에 흡착된 입자를 확인하였다.

다중검출용 랩온어칩의 설계 및 제작7.

다중검출용 랩온어칩은 단일칩과 동일한 설계 툴인 를 이용하여3D CAD inlet, outlet,

증폭 및 계측부위로 구성하여 크기로 채널로 설계되었다 시PCR 25 X 60 X 0.7 mm 3 . PCR

스템 기판 내 증폭부위는 로 설계하였으며 이를 기준으로 계측부PCR 2 X 5 X 0.2 mm PCR

위 또한 설계하였다 다중검출을 위한 랩온어칩에 대한 코어금형을 제작(1 X 3 X 0.1 mm) .

성형사출을 통해 칩 시제품을 제작하였다 제작한 칩의 시제품은 재질의. Polycarbonate (PC)

채널을 가지며 각각의 채널은 부피를 가진다 제작한 칩은 이상의 고온3 5 ~ 10 L . 120μ ℃

에서도 형상의 변화가 없었으며 이상의 광투과 특성을 확인하였다90% .

다중검출용 광학계 시스템 구축8.

다중검출을 위한 형광광학계를 설계하고 제작하였으며 열원부분과 결합시켜 real-time

장비를 구축하였으며 구축된 장비의 광학부분의 성능평가를 실시한 결과PCR DNA 70pg ~

에서 형광 측정을 확인하였다 또한800 ng . L. monocyogenes 을 선택하여ATCC153131

에서 을 기준으로 사의 모델과 제작한DNA 50 ng 30 cycles Roche LightCycle 1.5 real-time

나노바이오시스 주 을 비교 평가한 결과 유사한 효율과 진행시간을 확PCR (NBS-100, ( )) PCR

인하였다.

나노자성 면역 분리기반 시료 전처리 기술을 이용한 식중독균 농축 및 전처리9. -

식중독균 특이항체와 나노자성 중합체를 이용한 시료전처리 방법으로 에 의한NBS-100

결과 전통적인 배지법으로 검출하지 못한 에서도 식중독균을 검출real-time PCR 10 cfu/mL

할 수 있었다 기존 시료전처리법과 비교한 결과 나노자성 중합체를 이용한 시료전처리 방법. ,

은 의 적은 수의 세균이 존재하는 실험군에서 기존의 전처리법보다 더 좋은 검출능10 cfu/mL

을 나타내었다 따라서 실제 식품에서 아주 적은 수로 존재하는 식중독균의 검출에 효과적일.

수 있을 것으로 사료된다.
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시료 전처리 기술이 적용된 랩온어칩 검출 시스템 특성 평가 및 검증10.

신선편이채소 중 양상추 치커리 베이비채소를 대상으로 하여, , E. coli O157:H7

NCCP11091, S. aureus ATCC6538, Salmonella spp. ATCC13076, L. monocytogenes

의ATCC15313 10-10
6

세포수에서 검출감도 조사 결과cfu/mL , E. coli 은 모든 시O157:H7

료에서 세포수까지 검출되었으며 시료에 따른 검출감도의 큰 차이는 없었다 주요10 cfu/mL , .

식중독균의 검출에 사용된 쌍의 검출 프라이머가 각 식중독균에 특이적인지 확인하기 위하여4

E. coli 종O157:H7 2 , Salmonella 종spp. 3 , L. monocytogenes 종2 , S. aureus 종2 , S.

epidermidis 종1 , B. cereus 종에 대한 특이성을 검증하였다 각 균 특이적인 프라이머 의해1 .

다른 식중독균은 검출되지 않았다 본 연구팀에서 개발한 과 공전법 과 기. NBS-100 , NBS-100

존에 사용해 왔던 와의 성능을 비교한 결과 모든 경우에 공전법으로ABI7500 , 10
2

까cfu/mL

지 검출되었으며 공전법으로 검출되지 않았던 에서 으로, 10 cfu/mL NBS-100 E. coli

등의 검출이 가능하였다 에 의한 분석법과 비교한 경우에도 큰 차이는 없O157:H7 . ABI7500

으나 조금 더 좋은 검출능을 나타내었다 그러나 기존 공전법으로 최소 시간 소모되는 검출. 24

시간이 개발된 시스템에서 시간으로 현장에서 실시간 검출이 가능할 것으로 사료된다 본2-4 .

시스템에서 종의 모델시료에서 종의 식중독균의 검출에 대한 의2 4 real-time PCR CT에 대한

값이 베이비채소에서 양배추에서 로 나타내므로 재현성 실험에서RSD 0.1-1.9%, 0.1-2.5%

요구되는 의 값에 포함되므로 시스템과 관련 프라이머들의 실험 재현성0.1-5% RSD NRS-100

을 확인하였다.

시료 전처리용 하드웨어 시스템 구축과 시스템 특성 평가 및 검증11.

주관기관에서 연구한 시료전처리 프로토콜과 상용 프로토콜을 분석하여 시료전처리 장치

외부 및 내부 공정용 공정을 개발하였으며 용액주입부 모듈부, , Lysis , membrane filter, 3

밸부 및 용액 배출부로 각 모듈별로 설계하고 그 성능을 평가하였다 이를 바탕으로way .

가로 세로 높이 의 외각 크기와 총 정도 무게를 가지는 시료전300( ) X 150( ) X 300( ) mm 5 kg

처리용 하드웨어 시스템을 설계하고 제작하였다 이를 이용하여 상추 양배추 및 치커리 등의. ,

신선편이채소로 시료전처리용 하드웨어 시스템을 이용하여 식품오염균 (E. coli O157,

Samonella spp., L. monocytogenes 이 시간이내로 분리됨을 검증하였다ATCC15313) 3 .

식중독균 검출용 다중검출 랩온어칩 시스템의 시작품 제작12.

균일성과 효율적인 온도제어 알고리즘을 통하여 펠티어 열원소자를 이용한 이내편± 1℃

차를 가지면서 기준 분 이내 수행할 수 있는 다중검출용 온도제어 모듈을 설계 제30 cycle 40 /

작하였으며 광원 렌즈 및 필터 를 이용LED (470 nm, SYBR green), (520 nm), photo diode

한 다채널 채널 광학 검출 모듈을 설계 제작하였다 이를 바탕으로 의(3 ) / . 20 X 20 X 30 cm

외각 크기 정도의 소형 고속 에 대한 시작품을 제작 완료하였다real-time PCR .
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연구성과 및 성과활용 계획.Ⅴ

연구성과1.

에 의한 식중독균 분석조건 확립에 따른 농식품 안전 검출 기술 및 기기Real-time PCR￭

분야에서 자체적 핵심 기술기반 확립

랩온어칩 기반 개발에 따라 의 주요 로 사용함으로써 신선편real-time PCR HACCP tool￭

이채소 등 농식품의 출고 전에 오염상태를 파악하여 식중독을 사전에 방지

식중독 사고 수준의 감소로 인한 사회경제적 비용 감소￭ ․

개발된 식중독균 검출용 다중검출 랩온어칩 시스템과 나노자성 면역 분리 기반 시료전처-￭

리 시스템은 연구 종료 시점에 시작품 제작이 가능하며 종료 년 이후 기술이전을 통1-2

해 참여업체에서 자체사업화 할 예정임

연구개발결과의 활용방안2.

가 식중독균 검출용 유전자 키트 상용화 가능 식중독의 원인이 되는 유해 미생물을 유전자. :

기반의 증폭을 통해 고감도로 검출할 수 있는 진단시약을 상품으로 만들어 사업화 예PCR

정

나 다중증폭 및 다중검출이 가능한 유전자 검출 시스템 상용화 가능 기존에 개별 유전자를. :

진단하는 키트들은 이미 상용화되어 있으나 여러 가지 식중독 원인균들을 한 번에 증폭,

및 동시검출하는 진단키트 및 시스템은 개발되어 있지 않음 따라서 본 과제를 통해 개발.

및 확립되는 다중증폭 및 검출시스템은 식중독균과 같이 다양한 원인균들이 작용하는 경

우에 있어 매우 효과적인 진단 제품이 될 것으로 판단됨

다 식품안전 진단용 시료전처리 시스템 산업화 현재 사후 역학조사에만 의존하고 있는 식중. :

독관리를 표준화된 전처리 시스템과 빠른 유전자 진단 시스템을 이용해 사전검사 및 예방

관리 시스템으로 변화시킬 수 있으며 이는 식품안전 분야에 있어 새로운 시장을 개척하는

효과를 창출함

기대성과3.

가 기술적 측면.

장시간 요구되었던 기존 식중독균 검출방법의 기술적 한계를 극복하여 랩온어칩을 이용,￭

한 종 이상 식중독균 동시 검사시스템 개발의 쾌거를 이룩할 수 있음4

본 과제를 통해서 개발되는 랩온어칩을 이용한 유전자 증폭 및 검출 기술은 실on-step￭

험실에서 여러 과정을 거쳐 진행되는 유전자의 다중 증폭 및 다중검출을 하나의 칩 안

에서 가능하게 하므로 식중독균의 유전자 검출 및 진단과정을 과정으로 단순one-step

화시킴으로서 식품 진단 분야에서 기술적 진보 및 산업적 파급효과가 클 것으로 기대됨

본 연구과제 수행을 통한 독자적인 기술 확보로 농식품 중 위해요소 검출분야에서의 신￭

기술 영역을 선점하고 이 분야에서의 기술 수준을 향상시킴
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확보된 신속 고감도 식품오염 식중독균의 검출 및 시료 전처리 시스템은 신선편이채소￭

뿐만 아니라 다른 영역의 요구에도 편승할 수 있는 기술적 파급효과를 이룰 수 있음

비전문가들도 현장에서 간편하게 사용할 수 있는 검사시스템을 확보하게 됨으로써 병원￭

체 확산 방지를 통해 국민 보건위생을 국가적 차원에서 관리하는 체계를 구축할 수 있음

나 경제적산업적 측면. ․

식중독 균의 현장 신속탐지를 통해 그 확산을 조기에 차단함으로서 식중독으로 인한 연￭

조 천억 원 년 보건산업진흥원 자료 의 경제손실을 최소화할 수 있음1 3 (2002 )

해외제품에 대부분 의존적이었던 검출센서 기기 분야에 독자적으로 상용화 가능한 신기술/￭

을 개발하여 국내 시장 뿐만 아니라 약 조원 규모의 세계시장에서의 바이오센서 제품10

경쟁력을 제고

신속 고감도 식품오염 식중독균의 검출 및 시료 전처리 시스템의 국산화로 검사장￭ 비나

시약 등에 대한 수입대체 효과를 통하여 외화낭비 등의 비용을 절감할 수 있음

특히 신선편이채소의 최소가공처리장에서도 현장의 신속검사를 통해 식중독 균의 조기￭

확산을 방지하며 식품위생 환경 등을 체계적 관리가 가능하게 되어 국민보건위생에 지대,

한 공헌을 하여 국가 경쟁력 발전에도 기여할 것으로 전망

최근 한미 채결 및 중국과의 대규모 수산물 거래를 통해 제기되어지는 검역상의 취FTA￭

약점을 보완할 수 있는 대안의 하나로 활용가능
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SUMMARY

. TitleⅠ

Development of multiplex real-time PCR based on lab-on-a-chip to detect

foodborne pathogens in fresh-cut vegetables

. Objective and Significance of ResearchⅡ

1. Objective of Research

￭ The purpose of this research is to develop a lab-on-a-chip based real-time

PCR technique and system that detect foodborne pathogens in fresh-cut

vegetables within 4 hr.

￭ The purpose of this research is to develop a sample preparation technique and

system using immunomagnetic particles.

2. Significance of Research

Rapid detection and identification methods for bacterial foodborne infections have

increased over the past ten years because of growing concerns among researchers

worldwide regarding this important public safety problem. Several schemes are

available for modern microbiological validation, including Association of Analytical

Communities (AOAC) International, International Dairy Federation (IDF) procedures,

European Microbiological Method Assessment Scheme (EMMAS), and Microval. The

most widely known modern detection methods include enzyme immunoassays, nucleic

acid probes, polymerase chain reaction (PCR), electrochemical techniques, and

micro/nano-sized immunoparticle tests. These methods must follow an initial cultural

enrichment step, which increases the low levels of the target microorganism over a

period of approximately 24 to 72 h. Despite continuous improvements, modern

techniques for microbiological food testing are still laborious and time-consuming.

Thus, it is highly desirable to develop automatic analytical methods that reduce the

test time between sample preparation and detection, and improve the repeatability of

microorganism detection in food.

Several methods report the combination of sample preparation and detection to

reduce the culture time required by rapid detection methods using immunomagnetic

particles. One method combined immunomagnetic beads with flow cytometry to detect

Escherichia coli O157:H7 (E. coli O157:H7) in ground beef with a sensitivity of 103

CFU mL 1– in 1 h and 10 CFU g 1– in 5 to 7 h. A combination of immunomagnetic

particles with an electrical conductance technique reduced the detection time for

Salmonella by several hours. Docherty et al. reported the detection of Campylobacter

in chicken using a combination of immunomagnetic particles and PCR with a sensitivity
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of 420 CFU g
1–
after 18 h. Thus, methods that combine immunomagnetic particles with

a detection technique can more rapidly detect microorganisms in food than alternative

modern detection methods.

. Scope and Research fieldⅢ

PCR primer fabrication for detection of food-borne pathogens in fresh-cut￭

vegetables

Establishment of food-borne pathogene analysis condition using real-time PCR￭

Design and fabrication of LOC for gene detection￭

Evaluation of PCR amplification using LOC and PCR amplification with gene￭

marker of food-borne pathogene

Real-time PCR optimization for multi-detection of food-borne pathogens￭

￭ Establishment of immunomagnetic separation based sample preparation method

Design and fabrication of LOC for mult-detection￭

Optic system setup for mult-detection￭

Application of immunomagnetic separation based sample preparation to fresh-cut￭

vegetables

Performance test for the combined immunomagnetic separation based sample￭

preparation and LOC based real-time PCR

Fabrication and evaluation of sample preparation H/W system￭

Prototype fabrication of multi-detection LOC based real-time PCR￭

IV. Results and Recommendation

1. PCR primer fabrication for detection of food-borne pathogens in fresh-cut

vegetables: Primers used in this study were targeted to genes encoding for the

16s rRNA, coa (coagulase), can (collagen adhesion), and nuc (S. aureus specific

gene) in S. aureus, iap (invasion associated protein), hly (hemolycin), inlA

(internalin), and 16s rRNA in L. monocytogenes, inv (Salmonella specific invasion),

fliC (fllagella), 16s rRNA in Salmonella spp., and 16s rRNA, eae (intimin), fliC

(fllagella), rfb (O157 specific gene) in E. coli O157:H7. These primers were

selected based on their specificity, and synthesized for use.

2. Establishment of food-borne pathogene analysis condition using real-time PCR:

In order to establish detection limits of the real-Time PCR, 10-fold serial

dilutions of the four reference strains were analyzed covering a range from

5.2±0.4 to 1.2±0.3 log cfu/mL. Reaction conditions for each pathogen using SYBR

Green were optimized to develop efficient real-time PCR, and standard curve was

generated from the real-time PCR cycle threshold values for quantitative

analysis.

3. Design and fabrication of LOC for gene detection: Disposable plastic LabChip for
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real-time PCR was designed and fabricated using 3D CAD. The LabChip based on

a Cyclo Olefin Copolymer (COC) had three channels comprising positive, negative

and sample channels, and was generated using core-mold. Consequently, a

disposable plastic three channel real-time PCR system to detect food pathogens

within 90 min was developed.

4. Evaluation of performance for LOC-based real-time PCR amplification: We

designed a prototype of fluorescence optics for real-time PCR system, and tested

the performance of optic part from measuring the fluorescence intensity at 488

nm and 520 nm. In addition, we checked the accuracy of temperature control.

5. Real-time PCR optimization for multi-detection of food-borne pathogens:

Selected oligonucleotide primers for food pathogens were tested for PCR

amplification of a DNA fragment with a melting temperature for E. coli O157:H7,

L. monocytogenes, Salmonella spp., and S. aureus. The limits of detection (LOD)

of the selected primers were 102 cfu/mL for S. aureus (Ct;26) and L.

monocytogenes (Ct;26), and were 10 cfu/mL for E. coli O157:H7 (Ct;26), and

Salmonella spp. (Ct;27). In colony real-time PCR without extracting DNA, the

LOD was decreased to 105cfu/mL. When the lettuce artificially inoculated with

four strains was analyzed using real-time PCR, the LOD was 104 cfu/mL for E.

coli O157:H7 and S. aureus (Ct;26), and was 103 cfu/mL for Salmonella spp. and

L. monocytogenes (Ct;25).

6. Establishment of immunomagnetic separation based sample preparation method:

The gold-coated iron magnetic nanoparticles were synthesized and characterized.

E. coli O157:H7, L. monocytogenes, Salmonella spp., and S. aureus were

simultaneously separated and detected using nanoparticles as magnets and for

absorbance measurement. Core-shell structured Fe3O4/Au particles were prepared

from iron core particles by reduction of Fe ions and nucleation of gold ions on

core particle surfaces. The Fe3O4/Au particles were purified and modified using

16-mercaptohexadecanoic acid as a coupling agent for anti-E. coli O157:H7

antibodies, anti-L. monocytogenes antibodies, anti-Salmonella spp. antibodies,

anti-S. aureus antibodies under optimized immobilization conditions. The Fe3O4/Au

particles produced were comprised of Fe3O4 core particles with a diameter of

less than 5 nm and coated in a gold shell approximately 5 nm thick. These

Fe3O4/Au particles were used to demonstrate the feasibility of high-sensitivie

detection, and the specificity of Fe3O4/Au particle binding with E. coli O157:H7,

L. monocytogenes, Salmonella spp., S. aureus were confirmed.

7. Design and fabrication of LOC for mult-detection: Multi-detecting LOCs was
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designed using the same tool and comprised with inlet, outlet, PCR amplification

and detection part including 3 channels as 25 X 60 X 0.7 mm size. The PCR

amplification part in the system was designed as 2 X 5 X 0.2 mm size. And from

the amplification design, the PCR detection part was also designed as 1 X 3 X

0.1 mm size. The Labchip for prototype fabricated from the molding injection and

had 3 channels and 5 ~ 10 L volume with polycarbonate (PC). The fabricatedμ

chips didn't any change the shape even high temperature at 120 and had the℃

good optical transparent property over 90%.

8. Optic system setup for mult-detection: We designed the fluorescence optics for

multi-detection and set up the real-time PCR system. And then we confirmed the

performance of optic part from measuring the fluorescence intensity at DNA 70pg

~ 800ng. When the fabricated real-time PCR (NBS-100) was compared with

LightCycle 1.5 (Roche) from resulting DNA 50 ng with 30 cycles of L.

monocyogenes ATCC153131, we knew that the PCR efficiency and consuming

time was similar.

9. Application of immunomagnetic separation based sample preparation to fresh-cut

vegetables: Two procedures for sample preparation prior to real-time PCR

(NBS-100) were compared in this study: one was based on immunomagnetic

separation of the target bacteria from the sample, using magnetic particles coated

with immunoglobulin antibodies to E. coli O157:H7, L. monocytogenes, Salmonella

spp., and S. aureus. The other was conventional plating method based on the

serial dilution of sample. As a result, immunomagnetic separation using real-time

PCR (NBS-100) assay was capable of detecting 10 cfu/g of sample. In contrast,

conventional cultural method based on the serial dilution of sample gave negative

result at 10 cfu/g of sample. Thus, the combination of immunomagnetic separation

and real-time PCR (NBS-100) makes possible the development of a automated

detection process with high sensitivity, which require a minimum of manual work.

10. Performance test for the combined immunomagnetic separation based sample

preparation and LOC based real-time PCR: The performance of the combined

LOC based real-time PCR and immunomagnetic separation based sample

preparation was evaluated in vegetables including as lettuce, chikory and baby

vegetables artificially inoculated with 10-106 cfu/mL of E. coli O157:H7, L.

monocytogenes, Salmonella spp., and S. aureus. Regardless of the sample used,

E. coli O157:H7 was detected at 10 cfu/g of sample. The optimized multiplex

PCR based on immunomagnetic separation showed that the selected primers

were specific to the detection of E. coli O157:H7, L. monocytogenes,

Salmonella spp., and S. aureus. When our NBS-100 based on immunomagnetic



- 15 -

separation was compared with ABI7500 and conventional plating method (KFDA

code), NBS-100 was capable of detecting 10 cfu/g of sample at which yielded

negative result by conventional cultural method. As compared with ABI7500,

NBS-100 gave the same or better results. In addition, RSD for CT of NBS-100

based on immunomagnetic separation was 0.1-1.9% in baby vegetable and

0.1-2.5% in lettus, indicating that reproducibility of our NBS-100 based on

immunomagnetic separation was good. These results from this study showed

that the developed real-time PCR combined with immunomagnetic separation is

promising in terms of sensitivity, specificity and reproducibility.

11. Fabrication and evaluation of sample preparation H/W system: The sample

preparation system and its internal process was developed from the research

results of competent authorities and analysis of conventional protocol. And the

system was designed according each module with solution inlet, Lysis,

membrance filter, 3-way valve and solution outlet and evaluated the

performance. From the results, we fabricated the H/W system for sample

preparation with 300 X 150 X 300 mm as size and 5 kg as weight. Using the

fabricated system, we confirmed that the pathogens ((E.coli O157, Samonella

spp., L. monocytogenes ATCC15313) was separated from fresh-cut foods

(lettuce, cabbage and chicory).

12. Prototype fabrication of multi-detection LOC based real-time PCR: We

completed a portable rapid sample preparation system to isolate food

pathogens from fresh vegetables within 3 hours and made an efficient 3

channel LabChip-based real-time PCR system to detect food pathogens within

40 min.

In conclusion, we have developed an efficient and rapid molecular diagnostic

system consisting of a sample preparation system, a 3 channel real-time PCR

LabChip. The entire detection method, including sample processing and real-time PCR

amplification, was completed within 4 h, making it a rapid single-day assay.

. Results Achievements and Their Application PlansⅤ

Establishing HACCP regulation-based molecular diagnosis core technologies to

detect agricultural and food pathogens. Preventing the spread of contaminated fresh

vegetables before sales. Reducing recovering expenses by food pathogen accidents.

Providing a convenient rapid point-of-care test system to detect food pathogens for

both experienced and inexperienced persons.
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Rapid Kit Western Blot
Viral Load

Assay
LOC

Sampling Method +++ + + +++++

Dimension +++++ + + +++++

Cost +++++ + ++ ++++

Time to Detection +++++ + + +++++

Easy of Use +++++ + + +++++

Rapid Detection + + +++++ +++++

RNA Detection + + +++++ +++++

Diagnostic Marker ++ +++ +++ +++++

Novelty of Method + + +++ +++++
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Compound R1 R2 R2/R1

Fe2O3 0.21 8.86 42.2

5Fe2O3×3Gd2O3 2.54 207.83 81.82

(5Fe2O3×3Gd2O3)-dextran 61.78 201.4 3.26

Magnetite 3.02 55.29 18.31

SPIO 30 100 3.33

Gd(OH)3 4.83 9.63 1.99

GdPO4 1.68 48.34 28.77

PyPO4 12.81 26.77 2.09
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◼ 신선편이채소 중 양

상추를 대상으로 하여식중독균 특이항체와 나노자성 중합

체를 이용한 시료전처리 방법으로 에 의한NBS-100

결과 전통적인 배지법으로 검출하지 못한real-time PCR

에서도 식중독균을 검출할 수 있었음10 cfu/mL .

기존 시료전처리법과 비교 나노자성 중합체를 이용한 시:

료전처리 방법은 의 적은 수의 세균이 존재하는10 cfu/mL

실험군에서 기존의 전처리법보다 더 좋은 검출능을 나타내
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었음.

따라서 실제 식품에서 아주 적은 수로 존재하는 식중독

균의 검출에 효과적일 수 있을 것으로 사료됨.

검출감도 조사 신선편이채소 중 양상추 치커리 베이비: , ,

채소를 대상으로 하여 E. coli O157:H7 NCCP11091, S.
aureus ATCC6538, Salmonella spp. ATCC13076, L.
monocytogenes 의ATCC15313 10-106 세포수에cfu/mL

서 검출감도 조사 결과, E. coli 은 모든 시료에서O157:H7

세포수까지 검출되었으며 시료에 따른 검출감10 cfu/mL ,

도의 큰 차이는 없었음.

주요 식중독균의 검출에 사용된 쌍4

의 검출 프라이머가 각 식중독균에 특이적인지 확인하기

위하여 E. coli 종O157:H7 2 , Salmonella 종spp. 3 , L.

monocytogenes 종2 , S. aureus 종2 , S. epidermidis 종1 ,

B. cereus 종에 대한 특이성을 검증함 그 결과 각 균1 . ,

특이적인 프라이머 의해 다른 식중독균은 검출되지 않았음.

본 연구팀에서 개발한

과 공전법 과 기존에 사용해 왔던NBS-100 , NBS-100

와의 성능을 비교한 결과 모든 경우에 공전법으ABI7500 ,

로 102 까지 검출되었으며 공전법으로 검출되지 않cfu/mL ,

았던 에서 으로10 cfu/mL NBS-100 E. coli 등O157:H7

의 검출이 가능하였음 에 의한 분석법과 비교한. ABI7500

경우에도 큰 차이는 없으나 조금 더 좋은 검출능을 나타내

었음 기존 공전법으로 최소 시간 소모되는 검출시간이. 24

개발된 시스템에서 시간으로 단축되어 현장에서 실시간2-4

검출이 가능할 것으로 사료됨.

재현성 조사 본 시스템에서 종의 모델시료에서 종의: 2 4

식중독균의 검출에 대한 의real-time PCR CT에 대한 RSD

값이 베이비채소에서 양배추에서 로0.1-1.9%, 0.1-2.5%

재현성 실험에서 요구되는 의 값을 만족시켯0.1-5% RSD

음.

◼

◼

◼

μ

μ

μ

μ μ μ



- 108 -

◼

◼

◼

μ

μ μ μ



- 109 -

◼ ◼

◼ ◼

◼

μ

◼

◼ ◼

◼ ◼

◼ ◼

μ

◼

◼ ◼

◼ ◼

◼ ◼

◼ ◼



- 110 -



- 111 -

￭ 칩제조에 필요한 원부원료의 대량구매처에 대

한 조사 및 수배를 통해 가격경쟁력을 확보하고 이를 토대로,

￭

￭

￭

홍보 및 마케팅 칩 제조가격 등 제조원가에 대한 상세분석을 통하여 가격측면에서 경쟁력:￭

을 확보함과 동시에 정부 및 일반인에 대해 이원화한 사전 홍보 계획을 수립한 다음 체계적

으로 홍보할 예정이다.
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