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§ 개발기술을 토대로 당일 타겟 스크리닝이 가능한 센서 플랫폼 제시하여 신청기
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<요약문>

연구의

목적 및 내용

§ 실제 시료에 적용이 가능한 현장형 금나노입자기반 비표지 앱타센싱 기술 개발

§ 개발된 기술을 적용한 병원성 대장균 O1 57:H7 키트 시제품 개발

1 . 금나노- 센서 최적 대장균 O1 57:H7 특이 앱타머 선별 및 융합조건 최적화

Ÿ 금나노- 센서 적용에 최적화된 앱타머 선별

Ÿ 센서 버퍼의 최적화

2. 대장균 O1 57:H7 신속증균배지 개발

Ÿ 후보 배지 성분 선정을 위한 자료 조사

Ÿ 신속증균을 위한 배지조성 최적화 및 신물질 선별 및 적용

3. 센서 플랫폼 구축

Ÿ 순수배양액에서의 검증을 통한 1 차개발: 

Ÿ 실제 시료에서의 검증: 

4. one- step k it  시제품 제작 및 AOAC 검증방법에 기반한 시제품 성능 검증

Ÿ User - f r iendly one- step k it  시제품 제작

Ÿ AOAC 검증방법을 차용한 주요 위해식품에서의 테스트 및 검증

연구개발성과

§ 개선된 SE L E X 방법을 이용한 금나노- 센서 최적 대장균 O1 57:H7 특이 앱타머 

개발 및 관련 특허 출원

§ 조성비 및 신물질 첨가에 따른 성장곡선 분석을 통한 대장균 O1 57:H7 신속증

균배지 개발 및 관련 특허 출원

§ 개발기술을 토대로 당일 타겟 스크리닝이 가능한 센서 플랫폼 제시하여 신청기

업의 제품화에 기여

연구개발성과의

활용계획

(기대효과)

§ 연구결과에 따른 기존 현장형 키트(항체면역키트) 대비 고감도의 앱타센서의 독

자적인 기술을 바탕으로 한 상품화로, 최종적으로 국내 및 세계의 식중독세균 

및 인수공통전염병 원인체를 타겟으로 하는 현장형 키트 시장에서 경쟁력 확보 

전망

국문핵심어

(5개 이내)
앱타머 금나노입자 현장 검출 실제시료

대장균 

O1 57:H7

영문핵심어

(5개 이내)
aptamer

gold 

nanopar t ic le

on- site 

detec t ion
r eal sample

E scher ch ia 

coli

O1 57:H7
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1 . 연구개발과제의 개요

 1 - 1 . 연구개발 목적

○ 실제 시료에 적용이 가능한 현장형 금나노입자기반 비표지 앱타센싱 기술 개발

 1 - 2. 연구개발의 필요성

<연구개발 대상 및 기술·제품의 개요>

 ○ 연구개발 개요 : 

- 비색 금나노입자 기반 비표지 앱타센싱 기술은 민감도가 뛰어나면서도 결과를 육안으로 확인 

가능함

- 하지만 실제 시료 내 성분들에 의해 금나노입자의 응집이 저해되어, 현장 적용에 한계가 있음

- 본 팀이 보유한 기술을 활용하여, 실제 시료에 적용이 가능한 바이오센싱 플랫폼을 개발하고

자 함

                                  

    

  <제품 개념도>
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○ 핵심기술

- 고성능 앱타머 개발 기술

ü r andom libr ar y 증폭시 발생하는 bypr oduct 억제(emulsion PCR ), Cel l에 비특이적

으로 결합하는 sequence 제거율 향상(Gr aphene 활용) 등 나노기술을 활용한 기존 앱

타머 개발시 발생하는 한계점 개선 

- 시료 전처리 기술

ü 금나노입자의 응집에 관여하는 시료 내 다양한 inhibitor들의 노출을 최소화하기 위해 

본 팀에서 보유하고 있는 자기구슬(magnet ic  bead), 필터법 등을 활용한 시료 전처리

법 적용

- 신속증균배지 개발 기술

ü 균의 성장곡선 분석을 통한 균의 lag phase를 단축시켜 보다 신속한 증균이 가능한 배

지 조성 도출

- 검출법 검증 노하우

ü 개발된 기술들의 국제공인검증방법인 AOAC validation 절차에 기반한 객관적인 검증데

이터 제시, 본 연구팀은 다양한 검출법을 해당 절차에 기반하여 검증해왔으며 시료별 

backdata 보유
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 1 - 3. 국내 기술 수준 및 시장 현황

  ○ 기술현황

w 국내 체외진단 분야는 90%이상이 의료용 바이오센서로 주로 암표지자, 면역반응, 대사물

질 측정을 통한 간기능검사, 조직검사 등에 국한되어 있고 병원성대장균 검출 관련 진단 

제품개발은 미비한 상태

w 국내 제품이 대게 의료용에 집중되어 있어 식품, 환경 내 병원성대장균을 위한 제품이 부

족해 국외 제품에 의존하는 실정

  ○ 시장현황

w 2004년 국내 신속진단 k it 시장은 매출 상위 1 0개 업체를 기준으로 품목수로는 약 200여

개, 생산액은 약 3,300억원으로 추정되며, 생산업체는 녹십자, 영동제약, 동아제약이 있음

w 최근에는 에스디가 매출액 기준 400억원(2008년 기준)으로 비약적으로 발전한 반면, 기존

업체들의 매출은 저조하여 시장구도가 변화하고 있음

w (주)씨젠이 2009년도 기준으로 1 50억원의 매출액을 예상하고 있는 등 신생 바이오업체들

에 의한 국내 진단kit 생산액은 증가할 것으로 예상됨

w 국내 시장의 규모는 전 세계 시장에 비해 작은 편이나 기술개발 수준은 시장규모에 비해 

높은 편임

w 하지만 이는 어디까지나 시장규모에 비교한 것으로 미국, 프랑스 등 바이오 진단 선진국에 

비해 제품 기술성이 부족한 실정임

w 또한 현재 기술수준의 대부분이 임상시료의 체외진단을 위한 기술로 이루어져 있고 검사

대상 또한 고병원성 인플루엔자, 간염 A바이러스, 암 지표 물질, 장기 건강 지표 생리대사

물질에 국한되어 있어 식품시료에서 병원성 대장균을 포함한 식중독균 검사에 관한 기술

과 관련 제품은 세계시장 경쟁력이 매우 부족한 상태

w 국내 기술을 통한 제품개발 및 국제 기준 및 시험법 등재, 세계시장 시장개척이 매우 필요

한 상황
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  ○ 경쟁기관현황

w (주)코젠 및 (주)바이오니어에서 병원성대장균 신속 진단 k it를 개발하였으나 (201 1 ), 

R T - PCR  기반의 검출법으로 현장 적용이 어려움

w 고려대학교 바이오센서 및 생분자공학 연구실 및 한국과학기술연구원에서 앱타머- 금나노

입자를 이용한 현장적용형 키트를 개발하였으나 그 대상이 식중독세균이 아닌 대부분이 

환경시료 또는 화학물질 (항생제, 중금속 등)을 대상으로 한 시제품으로 조사됨

  ○ 지식재산권현황

w 국내 지식재산권 검색 결과 1 00건 이상이 검색되며 대부분이 현장적용성이 어려운 PCR  

기반의 k it에 대한 특허가 대부분임

w 면역항체법 기반 검출 k it의 경우 순수배양액 단계까지만 적용된 경우가 대부분으로 실제 

식품에까지 적용된 경우는 없음

w 비표지- 앱타센서 기반의 검출법 또한 실제 식품단계까지 적용된 경우는 없어 본 연구팀이 

개발목적으로 하는 검출법의 경우 특허활용에 어려움이 없을 것으로 판단됨

  ○ 표준화현황

w 현재까지 국내 제품중 표준화단계까지 진행된 검출법은 없으나, PCR법 또는 면역항체법 

기반(latex agglut inat ion) 검출법이 국내외 공인법에 스크리닝용 또는 확인동정용으로 사

용되고 있는 만큼, 본 팀에서 개발예정인 앱타머- 금나노입자 기반의 k it 역시 표준화 될 

수 있는 가능성이 있음
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회 사 제 품 명 특 징

T hermo F isher  S c ient if ic
w Micr oS E Q�  E . coli O1 57:H7 

Detec t ion k it

w R T - PCR기반의 k it

w F DA- BAM에 등재

BIOT E CON Diagnost ics
w foodpr oof�  E . coli O1 57 

Detect ion Kit

w R T - PCR기반의 k it

w AOAC 검증 제품

ssidiagnost ica w diar r hoeagenic e. coli pc r  k it w R T - PCR기반의 k it

POS T BIO
w Pathogenic  E .coli Detec t ion 

Kits
w R T - PCR기반의 k it

Applied Biosystems
w T aqMan�  E .coli  O1 57:H7 

Detect ion Kit
w R T - PCR기반의 k it

Bioo S c ientif ic
w MaxS ignal E . coli O1 57:H7 

E L ISA T est Kit  
w E L IS A기반의 k it

Abr axis w E . coli O1 57:H7 L atex T est k it

w E L IS A기반의 k it

w USDA- F S IS의 검출법에 

적용 가능 
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○ 지식재산권현황

w 병원성 대장균 신속검출관련 지식재산권의 경우 4,000건 이상 검색되었으며 대부분이 

RT - PCR법을 기반으로 한 지식재산권이 대부분이었음

w F DA- BAM 또는 USDA- F S IS에서 주로 RT - PCR법을 등재하고 있어, 기업들이 중점적으

로 투자·개발하고 있는 것으로 판단됨

w 본 연구팀이 개발에 사용하려고 하는 앱타머- 금나노입자 센서의 경우 대부분이 화학물질

(중금속, 항생제 등) 또는 암세포 특이 항원을 대상으로 한 지식재산권이 대부분이며, 식

중독 세균에 대한 센서의 경우 국내의 경우와 마찬가지로 실제 식품단계까지 적용한 경우

는 검색되지 않았음

w 따라서 지식재산권 확보에 어려움이 없을 것으로 판단됨

  ○ 표준화현황

w 일부 PCR  k it , E L IS A k it 제품들의 경우 F DA BAM 또는 USDA- F S IS에 등재되어 식품에

서 각각 신속하게 병원성 대장균의 존재유무를 알 수 있는 스크리닝 용도 또는 단일집락

을 대상으로 한 스크리닝 검사에 활용되고 있음
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 1 - 4. 연구개발 범위

가. 1 차년도

     ① 개발 목표 

      -  금나노- 센서 최적 대장균 O1 57:H7 특이 앱타머 선별 및 융합조건 최적화

      -  대장균 O1 57:H7 신속증균배지 개발

    

     ② 개발 내용 및 범위

      -  금나노- 센서 최적 대장균 O1 57:H7 특이 앱타머 선별 및 융합조건 최적화

Ÿ 금나노- 센서 적용에 최적화된 앱타머 선별

ü 기개발된 대장균 O1 57:H7 특이 앱타머 분석 및 적용가능성 타진

ü 차별화된 SE L E X (S ystematic  E volut ion of L igands by E Xponent ial 

enr ichment; 앱타머 선별과정)방법을 통한 선별기간 단축 및 고성능 앱타머 개발

Ÿ 센서 버퍼의 최적화

ü 앱타머의 금나노입자와의 결합 및 타겟 접종시 금나노입자로부터의 분리에 영향을 

미치는 다양한 fac tor들을 고려

      -  대장균 O1 57:H7 신속증균배지 개발

Ÿ 후보 배지 성분 선정을 위한 자료 조사

ü 기존 공인법 등재 및 상업화된 배지 내용성분 분석 등을 통한 기술정보를 수집

Ÿ 신속증균을 위한 배지조성 최적화 및 신물질 선별 및 적용

ü 대장균 O1 57:H7 균주의 성장곡선 변화양상에 따라 신속증균에 효과적인 배합비 

결정

ü 쇠고기 등 주요 위해시료에서의 공인증균배지 대비 신속증균력 확인
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나. 2차년도

    ① 개발 목표 

     -  센서 플랫폼 구축 및 one- step k it 시제품 제작

     -  AOAC 검증방법에 기반한 시제품 성능 검증

     ② 개발 내용 및 범위 

     -  센서 플랫폼 구축

Ÿ 순수배양액에서의 검증을 통한 1 차개발: 

ü 다양한 유래의 대장균 O1 57:H7균주 및 기타 다른 세균 균주들을 활용한 

inc lusiv ity/ exc lusiv ity 검사 수행 

ü 대장균 O1 57:H7 균주 농도별 센서 감도를 평가하여 검출한계 도출

Ÿ 실제 시료에서의 검증: 

ü 쇠고기 등 주요 위해시료들에서의 센서의 검출한계를 확인

ü 필터 등 전처리를 통한 시료 증균액 내 inh ibitor에 의한 센서 반응 저해 개선

     -  one- step k it  시제품 제작 및 AOAC 검증방법에 기반한 시제품 성능 검증

Ÿ User - fr iendly one- step k it  시제품 제작

ü 개발 아이템들의 시제품화를 위한 상세 개발 프로토콜 제시 

ü 연구기관·기업간 상호협조를 통한 시제품 제작

Ÿ AOAC 검증방법을 차용한 주요 위해식품에서의 테스트 및 검증

ü 인위접종 부분양성/음성 시료를 이용하여 기존 검출방법 대비 우수성 입증
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2. 연구수행 내용 및 결과

[1 년차 연구개발목표 및 내용]

가. 개발목표

□ 고성능 앱타머 발굴기법 확립

□ 앱타머- 급나머입자 융합조건 최적화

나. 개발내용 및 범위

 (1 ) Gr aphene oxide와 E mulsion PCR을 활용한 앱타머발굴기법 (S E L E X , S ystematic  

E volot ion of L igand by E Xponent ial enr ichment) 개선/확립

  ① 기존 SE L E X기법의 한계점

-  기존 SE L E X 기법의 경우, 타겟 (본 연구개발의 경우 대장균 O1 57:H7)과 결합하지 않은 앱

타머를 원심분리 후 상층액 (타겟과 결합하지 않은 앱타머를 포함하고 있음)제거의 방법을 

사용함

- 그러나, 해당방법은 선택성이 높고/낮은 앱타머를 부정확하게 separ at ion 할 가능성이 높으

며, 실험자의 숙련도에 따라 실험결과가 크게 달라질 수 있음

- 또한, S E L E X후 앱타머 후보군을 증폭함에 있어 Convent ional PCR을 활용할 경우 비특이 

band들이 높은 비율로 증폭되어 타겟에 결합하는 정확한 앱타머 수급이 매우 어려움

② 본 팀 개발 SE L E X 기법

 -  Gr aphene oxide를 사용한 separ at ion을 통하여, 정확하고 선택성이 높은 타겟 결합 앱타

머를 수급함

- E mulsion PCR을 통하여 PCR  반응 시 발생하는 비특이 반응을 제어함

-

 <본 팀 개발 SE L E X 기법 모식도>
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-  Counter  tar get (음성 대조군)에 2, 5라운드의 앱타머를 반응시켰을 때, 2라운드 앱타머는 

80% 이상이 결합하였으며, 5라운드의 앱타머는 30% 정도만 결합하였음

-  T ar get (양성 대조군)에 1 , 2라운드의 앱타머를 반응시켰을 때, 1 라운드의 앱타머는 2% 정도

가 결합하였고, 5라운드의 앱타머는 1 5% 이상 결합하였음

- 결론적으로 해당기술을 적용하여 초기 라운드 (1 ,2 라운드) 의 앱타머 후보군과 5라운드 앱타

머 후보군의 선택성을 비교해본 결과, 후기 라운드의 앱타머가 높은 선택성을 나타내었음

[본 팀 개발 앱타머 발굴기술을 적용한 발굴초기 (1,2라운드) 발굴후기 (5라운드) 앱타머

후보군의 선택성 비교
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 (나) 금나노입자와의 결합 최적화

    ○ 구조예측, 염기비율 분석, pH 조절 등을 통해 최적의 금나노입자 흡착률을 위해 필요한 

조건 확립함

[염기비율 및 구조 분석 예시]

    ○ 금나노입자의 농축을 통하여, 센서 플랫폼의 color  spectr um을 대폭 상승 시킴 (기존 

0.88 > 개선 1 .47)

[염기비율 및 구조 분석 예시(좌, 기존; 우, 개선)]

 (다) 병원성 대장균 검출용 선택배지 개선 연구: Modif ied MacConKey agar

    ○ MacConkey agar는 E osin Methy lene Blue agar와 함께 미국 식품의약국의 세균학적 

분석 설명서 (F DA BAM; F ood and Dr ug Admin istr at ion Bac ter iological Analyt ical 

Manual) 기준으로 병원성 대장균 O1 57:H7을 제외한 나머지 병원성 대장균의 정성검출에 

적용되는 배지임. 해당 두 배지의 선택성은 대장균의 배지 내 lac tose의 분해능에 의한 

pH 변화에 따른 색깔변화에 기인함

    ○ 하지만, 일부 Citr obacter나 E nter obac ter도 대장균양의 전형집락을 보일 수 있다고 보

고된 바 있으며, 본 팀의 선행연구에서도 야채 같은 특정시료에서 대장균과 동일한 형태의 

집락을 형성하는 Citr obacter  br aak ii 균주 기보유함. 해당시료에서 이 C. br aak i i 균주

는 대장균 대비 오염도가 월등히 높아, 선택배지상에서 선별되지 않을 경우 높은 대장균 
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위양성률로 인해 확인동정에 많은 시간과 비용이 소모될 여지가 있어 개선이 필요

    ○ 본 연구에서는 해당 균주들이 모두 H2S가스를 생성능이 있다는 사실에 착안하여, 살모넬

라 선택배지인 Xylose- L ysine- Desoxycholate agar에서 H2S가스 생성의 지시제인 

F er r ic  ammonium c itr ate와 sodium thiosulphate를 동일한 농도로 첨가하고, 가스생

성의 확인을 어렵게하는 lac tose 농도를 최소화함으로써, 대장균과 C. br aak ii의 구분이 

가능한 modif ied- MacConkey agar를 개발하고, 그 성능을 보유하고 있는 20종의 병원성 

대장균을 포함한 대장균과 야채시료에서 분리된 1 5종의 C. br aak ii 균주들을 이용하여 그 

성능을 평가하였음
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표 1 . MacConkey agar조성 및 m- MacConkey agar  최종조성

 

S upplement MacConkey agar m- MacConkey agar

Peptone 1 7.0 g 1 0.0 g

Pr oteose Peptone 3.0 g 5.0 g

Bile S alts No.3 1 .5 g 3.6 g *

NaCl 5.0 g 1 .5 g

Agar 1 3.5 g 5.0 g

Neutr al R ed 0.03 g 1 0 g

Cr ystal V iolet 0.001  g 6.0 g

L ac tose 1 0.0 g 2.5 g

Sodium th iosu lphate - 6.8 g

F er r ic  ammonium c it r ate - 0.8 g

Dist i l led water 1 000   ml

pH to 7.1  (+- 0.2)
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표 2. 20종 대장균에 대한 MacConkey agar  및 modif ied- MacConkey agar에서의 배양시간에 

따른 대장균 전형집락을 나타내는 플레이트 수 비교

Pr esumpt iv e posit iv e plates/ tested plates (%)

배양시간(h) MacConkey agar Modif ied- MacConkey   agar

1 2 0/ 20 0/20

24 20/20 20/20

36 20/20 20/20

48 20/20 20/20

결과고찰: 1 2시간째에서는 집락의 크기가 너무 작아 전형집락 여부를 판단할 수 없었으나, 24

시간째부터는 두 선택배지 모두에서 전형적인 대장균 집락형태를 확인할 수 있었음. 따라서, 

modif ied- MacConkey agar는 기존 배지와 다른 조성에도 불구하고 대장균에 대한 충분한 

민감도를 보인다는 것을 확인함
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표 3. 1 5종 Citr obac ter  br aak i i에 대한 MacConkey agar  및 modif ied- MacConkey agar

에서의 배양시간에 따른 대장균 전형집락을 나타내는 플레이트 수 비교

Pr esumpt iv e posit iv e plates/ tested plates (%)

배양시간(h) MacConkey agar Modif ied- MacConkey   agar

1 2 0/ 20 0/20

24 20/20 3/20

36 20/20 0/20

48 20/20 0/20

  

결과고찰: 대장균 결과와 마찬가지로, 1 2시간째에서는 집락의 크기가 너무 작아 전형집락 여부를 

판단할 수 없었으나, 24시간째부터는 MacConkey agar의 경우 모든 샘플에서 대장균과 동일한 

형태의 집락을 나타내는 것을 볼 수 있었으나, modif ied- MacConkey agar의 경우 대부분의 

샘플에서 H2S가스 형성으로 인해 집락의 가운데가 회색을 띄거나 검은색 점을 형성하는 것을 

관찰할 수 있었음. 36시간부터는 모든 샘플에서 이러한 경향을 확인할 수 있었으며, 일부 

플레이트에서는 집락이 아예 검은색으로 변하는 것이 확인됨 따라서, 개발된 

modif ied- MacConkey agar는 기존의 배지에서 구분이 불가능했던 Citr obac ter  br aak i i 균주를 

효과적으로 배제할 수 있다고 판단되며, 해당 세균의 오염도가 높은 야채류 등의 시료에서 

병원성 대장균을 포함한 대장균을 효과적으로 검출하는 데 활용될 수 있을 것으로 사료됨
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[2년차 연구개발목표 및 내용]
 (가) Cefsulodin이 첨가된 개선된 Mannitol-Yolk-PolymyxinB 배지의 개발

1. 개요

l 바실러스 세레우스는 상재균으로서 쌀을 비롯한 곡류, 야채, 육류 등에 다양한 식품에 널
리 분포한다. 바실러스의 감염량은 환자의 면역상태에 따라 다르나 다른 식중독균에 비
해 매우 높기 때문에 정성보다는 정량이 우선시 되어 세계 각국은 바실러스에 대한 정량 
기준을 가지고 있다. 

l 한국에서도 바실러스의 정량기준이 있어서 분유나 유아용식품 등에서는 100 CFU/g이하, 
무순이나 샐러드 등에서는 1000 CFU/g 이하, 된장, 고춧가루 등의 조미식품에서는 
10000 CFU/g 이하의 바실러스 세레우스 기준을 가지고 있다. 이러한 바실러스 세레우
스의 정량 검출은 배지를 사용한 표준화된 방법이 널리 사용되고 있다.

 
l 바실러스 세레우스 선택배지는 MYP (Mannitol-Yolk-PolymyxinB Agar)와 PEMBA 

(polymixinB-pyruvate-egg yolk-mannitol bromothymol blue agar), KG agar 등이 
있다. 바실러스 세레우스는 lecithinase반응을 통해 egg yolk와 반응하여 불투명한 환을 
형성하며, 만니톨을 분해하지 못하는 것이 특징이다. 한편 기존의 MYP는 한가지 항생제
(polymyxinB)만 첨가되는데, 이것은 주로 그람음성균만 저해시키므로 기타 그람 양성의 
경쟁집락에 대하여 적합한 항생제를 추가해 줄 필요가 있다. 

l 본 실험에서는 기존 MYP 배지에 cefsulodin이라는 항생물질을 넣어 새로운 배지를 개발
하였다. 개발된 배지를 기존 MYPA 배지와 비교하여 실제 식품시료에서 바실러스 검출
용으로 사용하였으며 우수한 효과를 보였다.
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2. 실험방법

(1 ) 배지의 제조

l 아래와 같은 방법으로 새로운 배지를 개발하였다. 성분배합은 아래와 같다. 

표 1 . 배지의 성분배합 (1 L  당 용량)

(2) 개발된 배지를 활용한 다양한 식품 내 바실러스 세레우스 검출

l 식품공전 내 바실러스 세레우스의 검출기준이 존재하는 식품을 중심으로 배지를 평가하

였다. 3- 4 log CF U/g 수준의 바실러스 세레우스 균을 접종하고 식품공전에 나온 검출

기법을 바탕으로 두 가지 배지를 이용하여 바실러스 세레우스의 정량 검출율을 비교하였

다. 

3. 실험결과: 

1 > 검출율 비교

: 검출률 면에서 두가지 배지는 유의적인 차이를 보이지 않았다

표2. 식품 대상, 두 가지 배지에서 바실러스 세레우스 검출율 비교

*  서로 같은 알파벳은 통계적인 유의차가 없음을 의미함

실험결과 분석: 표2에 나타나 있듯이 두 가지 선택배지의 검출율에서 기존배지와 개선배지 간의 

검출율은 차이를 보이지 않아, 개선된 배지가 기존 배지를 대체하여 사용 가능함이 확인되었

다. 

기존 배지(MY PA) 개선배지(Cefsu- MY PA)

아가베이스
 Mannitol E gg Y olk  Polymyxin 

Agar  43 g (Oxoid)

Mannitol E gg Y olk  Polymyxin 

Agar  43 g (Oxoid)

난황(E gg yolk ) 1 00 ml (Oxoid) 1 00 ml (Oxoid)

항생물질 PolymyxinB (Oxoid): 1 00,000 IU
PolymyxinB (Oxoid): 1 00,000 IU

cefsulodin  (S igma): 1 - 64 mg

시료

바실러스 세레우스 균수(Mean±SD, L og CF U/g)

접종량 기존 배지(MY PA)
개선배지

(Cefsu- MY PA)

고추가루 4.32±0.07 A 3.55±0.03 B 3.74±0.1 1  B

된장 4.32±0.07 A 3.63±0.06 B 3.70±0.06 B

야채샐러드 3.32±0.07 A 2.93±0.1 4 B 3.03±0.09 B

생식 3.32±0.07 A 3.23±0.1 2 A 3.37±0.1 9 A
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2> 선택성 비교

: 개선된 배지는 기존 배지에 비해 훨씬 우수한 선택성을 보였다

그림1 . 각각의 배지에서 분리된 B. cer eus 집락: 

A-  기존배지, 고춧가루; B-  기존배지, 된장; C- 기존배지, 생식; D-  기존배지, 야채샐러드

          E -  개선배지, 고춧가루; F -  개선배지, 된장; G- 개선배지, 생식; H-  개선배지, 야채샐러드

결과분석: 그림1 을 보면 불투명한 환으로 둘러싸인 분홍색 집락이 바실러스 세레우스 집락인데, 

개발된 배지는 경쟁집락이 없이 바실러스 세레우스만 있는 반면 기존 배지는 경쟁집락에 덮여서 

바실러스 세레우스를 찾기가 훨씬 어려운 것을 확인할 수 있다. 특히 고추가루와 된장은 기존배

지의 경우 경쟁집락에 심하게 덮여있었으니 개선된 배지에서는 이 부분이 해소되었다. 특히 고추

가루와 된장의 경우 기존배지는 경쟁집락이 과도로 산화하여 분홍색집락이 전혀 없이 노란색 집

락만 보이기도 한다. 결론적으로 새로 개발된 배지는 바실러스 세레우스 검출력에서는 기존 배지

와 비슷하면서도 선택성에서는 기존 배지에 비해 우수한 것을 확인하였다.
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 (나) E . col i O1 57 선별 및 구축 플랫폼으로의 적용

    ① 앱타머 선별 및 결합조건 최적화

     ㉮ 앱타머 후보군 탐색

      ○ 본 팀에서 직접 개발한 E . coli O1 57에 대한 앱타머와 타 연구팀에 의해 기개발된 앱

타머 모두를 조사함

      ○ 구조 예측 소프트웨어를 활용하여 조사된 앱타머들을 구조별로 그룹화 함 

[구조예측 소프트웨어(c lustal omega)를 활용한 앱타머 후보군 그룹화]

     ㉯ 그룹별 대표 앱타머 선정 및 금나노입자와의 결합가능성 평가

      ○ 앱타머 그룹별로 대표 앱타머를 선정하여 앱타머별로 염기서열들을 분석/정리하여 금

나노입자와의 결합가능성을 평가함 
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[그룹별 대표 앱타머의 염기서열 분석을 통한 금나노입자와의 결합가능성 평가]

후 보 군 A, C (%) T  (%) 출 처 비 고

O1 57- 1 35% 27%

본 연구팀
T 의 비율이 높아 

결합가능성 낮음
O1 57- 2 34% 24%

O1 57- 9 32% 27%

DNS 1 7 45% 20%
Amr aee et al. 

201 7 ONS23의 경우 

결합가능성 유리DNS 1 8 62.5% 7.5% Y u et al. 201 8

DNS 1 6 40% 20%
Mar ton et  al. 

201 6

     ㉰ 앱타머 선별 및 결합조건 최적화

      ○ 금나노입자와의 결합가능성이 높은 앱타머 후보군 몇 개를 선별하여 앱타머- 금나노 입

자와의 결합시도 결과 본 연구팀에서 개발한 앱타머의 경우 A, C의 비율(높을수록 결합

에 유리함)이 낮고 T 의 비율(높을수록 결합에 불리함)이 높아 예비실험 결과 금나노입자

와의 결합이 용이하지 않았으며 (data not shown), 현재 개선 시도중에 있음

      ○ 따라서, 타 연구팀에서 개발한 앱타머를 이용하여 금나노입자와의 결합조건을 최적화 

후 플랫폼을 구축하고 해당 플랫폼의 선택성과 민감도를 평가하였음

      ○ 결합조건 최적화 과정은 아래와 같음

F 금나노입자 50 ul를 다양한 농도(0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3 M)의 MgCl2가 함유된 DPBS와 섞어 색

깔변화를 관찰하고 분광광도계(spectrophotometer)를 통해 파장변화를 동시에 측정하여 MgCl2의

농도를 결정하였음 (data not shown)

F 금나노입자 50 ul와 다양한 농도 (0, 0.07, 0.14, 0.21, 0.28, 0.35, 0.42, 0.49, 0.56, 0.63 and 0.7 μM)

의 앱타머가 포함된 DPBS(MgCl2 농도는 2M) 10 ul를 섞어주고 색깔변화와 파장변화를 측정함

F 실험결과 최적화된 MgCl2 농도는 2M, 앱타머의 농도는 0.42 uM로 결정됨
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② 선택성 평가

     ○ 소고기 분쇄육 유래 E scher ichia coli O1 57:H7 균주를 포함한 20종의 병원성 대장균과 

1 3종의 타 세균들을 이용하여 구축된 플랫폼의 선택성을 평가하고자함

대장균
20종

분류 균주 (유래)

 E HE C

E scher ich ia coli O26:H1 1  (human)

E scher ich ia coli O91  

E scher ich ia coli O1 03:H2 (human)

E scher ich ia coli O1 03:H6 (human)

E scher ich ia coli O1 03:H1 1  (human)

E scher ich ia coli O1 1 1 :H8 (human)

 E PE C

E scher ich ia coli O1 57:H7 (gr ound beef)

E scher ich ia coli O45:H2 (dog)

E scher ich ia coli O88 

E scher ich ia coli O1 77 

 E T E C
E scher ich ia coli O25 

E scher ich ia coli O1 21 :H9 (human)

E scher ich ia coli O1 30 

 E AE C

E scher ich ia coli O1 45:NM (human)

E scher ich ia coli O1 04:H2 (human)

E scher ich ia coli O1 04:H4 (human)

E scher ich ia coli O1 04:H7 (an imal car cass)

 E IE C

E scher ich ia coli O1 04:H1 2 (human)

E scher ich ia coli O1 76 

E scher ich ia coli O96 
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세 균 유 래 비 고

C. jejuni AT CC 33560 임상시료/소 분변 표준균주

C. jejuni 9 닭 도체 

본 연구팀에서 분리C. jejuni 1 0 닭 도체 

C. jejuni 1 1 닭 도체 

C. coli AT CC 33559 임상시료/돼지 분변 표준균주

C. coli 1 닭 도체 

본 연구팀에서 분리
C. coli 2 닭 도체 

C. coli 3 닭 도체 

Salmonella E nter it idis 닭 도체

B. cer eus AT CC 1 4579 임상시료 표준균주

S. aur eus AT CC 6538 임상시료 표준균주

E . c loacae 닭 도체
본 연구팀에서 분리

E SBL - E . coli 닭 도체
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○ 선택성 평가 과정은 아래와 같음 

1 . E . coli O1 57

1 ) 실험실 내 stock을 사용

2) T SA에 계대

2. Aptamer  

1 ) Bion ics에서 주문

2) 95℃ (water  bath) 1 0분, 얼음에서 1 5분, 상온에 30분 이상 두어 aptamer의 3차 구조

를 안정화시켜 준비함

3. AuNP

1 ) 4℃에서 보관하며, 실험 전 최소 30분 이상 상온에 둠

4. NaCl 농도 확인

1 ) 1 0 μl의 2M NaCl을 90 μl의 AuNP와 반응시켰을 때 AuNP가 응집하여 색깔이 변하는 

것을 확인

5. E . coli O1 57 CF U별 검출 확인

1 ) E . coli O1 57 균액을 CF U 별로 준비 (1 08 CF U/ml, 1 07 CF U/ml, 1 06 CF U/ml, 1 05 

CF U/ml, 1 04 CF U/ml, 1 03 CF U/ml, 1 02 CF U/ml, 1 01  CF U/ml, 0 CF U/ml)

2) 균액 2 μl와 aptamer  1 8 μl를 반응

3) 원심분리 후 상층액 1 0 μl와 90 μl의 AuNP를 반응

4) 1 0 μl의 2M NaCl을 첨가하였을 때 색깔 변화가 나타나지 않았음

6. Aptamer  최적 농도 결정

1 ) Aptamer를 각각 농도별로 준비 (1 .8 μM, 3.6 μM, 5.4 μM, 7.2 μM, 9.0μM, 1 0.8μM, 

1 2.6 μM)

2) 1 0 μl의 aptamer를 90 μl의 AuNP와 반응

3) 1 0 μl의 2M NaCl을 첨가하였을 때 색깔 변화가 나타나지 않았음

F 원심분리를 통해 상층액은 제거하고 pellet만 남겨둔 후, 앱타머와 반응시킴 (20분)

F 다시 원심분리를 통해 상층액(세균과 결합하지 않은 앱타머가 존재)만을 금나노입자와 반응시

켜 3분뒤, 색깔변화를 관찰하고 분광광도계(spec tr ophotometer )를 통해 파장변화를 동시에 측

정함
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<향후 계획>

 ○ 선택성 평가 결과 앱타센서가 E . col i O1 57와 반응할 경우 금나노 입자의 색이 파란색- 보라

색으로 나타났으며 (응집됨), 기타 세균들과 반응할 경우에는 빨간색으로 색이 유지되었

음(응집되지 않음)

 ○ 본팀 선행연구에서 캠필로박터 특이 금나노- 앱타센서 개발에서 구축된 기술을 적용하여 개

선된 E . col i O1 57 앱타 선세를 개발하고자함.
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3. 목표 달성도 및 관련 분야 기여도

 3- 1 . 목표

 3- 2. 목표 달성여부

성

과

지

표

특

허 

출

원

특

허 

등

록

품

종 

등

록

기

술

이

전

(

건)

기

술

료

( 백

만

원)

제

품

화

(

건)

매

출

액

( 백

만

원)

수

출

액

( 백

만

원)

고

용

창

출

(

명)

투

자

유

치

( 백

만

원)

기

술

인

증

논

문

( S

CI)

논

문

( 비

S C

I)

논

문

평

균 

IF

학

술

발

표

교

육

지

도

인

력

양

성

정

책

활

용

홍

보

전

시

기

타
계

계

획

(A)

2 1 1 4

성

과

지

표

특

허 

출

원

특

허 

등

록

품

종 

등

록

기

술

이

전

(

건)

기

술

료

( 백

만

원)

제

품

화

(

건)

매

출

액

( 백

만

원)

수

출

액

( 백

만

원)

고

용

창

출

(

명)

투

자

유

치

( 백

만

원)

기

술

인

증

논

문

( S

CI)

논

문

( 비

S C

I)

논

문

평

균 

IF

학

술

발

표

교

육

지

도

인

력

양

성

정

책

활

용

홍

보

전

시

기

타
계

계

획

(A)

2 1 1 4

실

적

(B)

2 1 2 5

유

효

성 

여

부

○ X X X X ○ X X X X X X X X ○ X X X X X 3

목

표

달

성

률

(C :

B /

A)

1 - - - - 1 - - - - - - - - 2 - - - - -

지

표
1 - - - - 1 - - - - - - - - 1 - - - - -
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3- 3. 목표 미달성 시 원인(사유) 및 차후대책(후속연구의 필요성 등)

    ○ 최종 성과목표 및 달성도

세부연구목표

(연구계획서상의 목표)

비중

(%)

달성도

(%)
자체평가

특허출원

(2건)
33.3 1 00 정량목표 달성

시제품

(1 건)
33.3 1 00 정량목표 달성

학회발표

(1 건)
33.3 1 00 정량목표 달성

합계 1 00 1 00 정량목표 달성

    ○ 목표 미달성 시 원인(사유) 및 차후대책(후속연구의 필요성 등): 해당사항 없음

달

성

률

(C′

≒

C)

가

중

치

0.3

3
- - - -

0.3

3
- - - - - - - -

0.3

3
- - - - - 1

점

수

(D)

33.

3
- - - -

33.

3
- - - - - - - -

33.

3
- - - - -

1 0

0
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4. 연구결과의 활용 계획 등

-  타 기관에서 개발한 3종의 E . col i O1 57:H7 특이 앱타머의 inc lusiv ity/ exc lusiv ity 평가 후 

특허  획득과 실제 시료에서 금나노 앱타 센서 플랫폼 개발 연구 지속

-  본 발명의 대장균 배양 및 검출용 배지 조성물을 이용 시, 종래 배지에서 검출이 불가능했던 

대장균과 C. br aak i i 균주를 육안으로도 효과적으로 구별할 수 있고, 대장균과 상이한 군락 형태

를 나타내어 C. br aak ii 균주를 효과적으로 배제할 수 있었음. 또한, 본 발명의 배지는 대장균만

을 선택적으로 생장시키고 C. br aak ii의 생장을 저해하여, 효과적으로 대장균을 배양할 수 있어, 

관련 산업에 유용하게 이용될 수 있음

-  따라서, 기존 페트리필름법을 개선한 대장균 선택배지의 현장평가 완료 후 특허 등록 획득 및 

시제품 개발과 상용화

-  본 연구와 병행하여 개발한 바실러스 세레우스 검출 배지를 기존 MY P 배지와 비교하여 실제 

식품시료에서 바실러스 검출용으로 사용하였으며 의심 집락 선별에 우수한 효과를 보임을 확인

함

-  이 결과를 활용하여 바실러스 세레우스 검출 배지의 추가 성능평가 완료 후 특허 등록 획득 

및 시제품 개발과 상용화
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5. 사업화 방안

 5- 1 . 연구에서 개발한 키트가 기존대비 가격 등에 대한 정량적인 비교

키트 원리

검출 시간
검출비용(원/

샘플)
검출 역치

증균 검출

Aptasensor

(본연구개발 

시제품)

금나노 

앱타센서의 색 

변화 육안 

현장 확인

8시간 1 0분 2,000 1 CF U/25g

Neogen 

R eveal

면역기법과 

측면 흐름 

크로마토그래

피를 합한 

later al f low 

dev ice  

8시간 20분 8,000 1 CF U/25g

SDI 

R apidChek

이중항체 

샌드위치 

면역기법을 

사용한 

측면흐름 

스트립

8시간 1 0분 8,000 1 CF U/25g

Dupont BAX
Q- PCR - S Y BR  

Gr een
8시간 3시간 1 0,000 <5CF U/65g

BioContr ol 

GDS

Pr obe- based 

Q- PCR
8시간 75분 1 0,000 1 CF U/25g

F DL B 

Pathatr ix

r ec ir culat ion

, follow- up 

plat ing이나 

PCR을 통한 

항체코팅된 

5시간

3시간 qPCR  

and/or  

24시간 배양

1 5,000 <5CF U/65g
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5- 2. 실용화하기 위한 호환성 검증 및 신뢰성 확보와 재현성 검증 방안

① 개발 목표: AOAC 검증방법에 기반한 시제품 성능 검증

② 개발 내용 및 범위 

     -  센서 플랫폼 구축

Ÿ 순수배양액에서의 검증을 통한 1차개발: 

ü 다양한 유래의 대장균 O157:H7균주 및 기타 다른 세균 균주들을 활용한 

inclusiv ity/exclusiv ity 검사 수행 

ü 대장균 O1 57:H7 균주 농도별 센서 감도를 평가하여 검출한계 도출

Ÿ 실제 시료에서의 검증: 

ü 쇠고기 등 주요 위해시료들에서의 센서의 검출한계를 확인

ü 필터 등 전처리를 통한 시료 증균액 내 inhibitor에 의한 센서 반응 저해 개선

     -  one- step kit 시제품 제작 및 AOAC 검증방법에 기반한 시제품 성능 검증

Ÿ User - fr iendly one- step kit 시제품 제작

ü 개발 아이템들의 시제품화를 위한 상세 개발 프로토콜 제시 

ü 연구기관·기업간 상호협조를 통한 시제품 제작

Ÿ AOAC 검증방법을 차용한 주요 위해식품에서의 테스트 및 검증

ü 인위접종 부분양성/음성 시료를 이용하여 기존 검출방법 대비 우수성 입증

비드를 캡쳐
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