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제 장 연구 개발 과제의 개요1
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제 장 국내외 기술 개발 현황2 ·
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제 장 연구 개발 수행 내용 및 결과3
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표< 4 > CarB gene universal primers
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표 시퀀싱 염기 서열 분석 결과< 6>
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그림 최상의 기반< 23> 16S rDNA DNA microarray
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를 이용한 병원성 미생물 검출용 마이크로어레이 키트RNA

검출 가능 병원성 미생물◈

B.cereus, C. perfringens, L.monocytogenes, S. aureus, E.coli O157:H7, S.

enterica subsp. enterica, S.boydii, S. dysenteriae, V. cholerae,

V.parahaemolyticus, V. vulnificus, Y. entercolitico

구성품◈

마이크로어레이 건조한 장소에서 보관- :

세포 파쇄 용액 보관- : 4~25 ,℃

사용 직전 을 첨가lysozyme(20mg/ml)

용액 상온 보관- 1M Phosphate :

혼성화 용액 보관 빛으로부터 보호 및 암실에서 사용- : -20~-4 ,℃

사용 전 준비 사항◈

용액 준비 사용 직전에 신선하게 제조를 권유- Blocking :

Reagent Amounts

20X SSPE 3 ml

1% BSA 1.5 ml

D.W 10.5 ml

Total 30 ml
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세척 용액 준비 준비한 세척 용액은 혹은 처리요- : filtering autoclave

1X SSPE + 0.1% Tween 20①

0.1X SSPE + 0.1% Tween 20②

0.1X SSPE + 0.1% Tween 20③

참고< > 20X SSPE(pH 7.4)

3M NaCl

0.2M NaH2PO4

0.02M EDTA

사용 방법◈

반응1. Blocking

마이크로어레이를 준비한 용액에 담그고 상온에서blocking①

과 함께 분간 반응시킨다agitation 30 .

반응이 끝나면 에 위 아래로 세척하고 건조DEPC-treated water ,②

시켜 사용할 준비를 한다.

세포 파쇄2.

반응시킬 세포를 로 세척하여 펠렛 상태로 만들고 세포 파쇄PBS①

용액 를 넣고 한다 재현탁된 세포를 분간 상온에서10 l vortexing . 5μ

반응시킨다.

반응 후 의 를 첨가한다, 190 l 1M phosphate buffer .② μ

만들어진 세포 파쇄물은 바로 혼성화 반응에 사용하도록 한다.✽

혼성화 반응 암실3. ( )

앞서 준비한 세포 파쇄물을 혼성화 용액에 를 넣는다14 l .① μ

혼성화 챔버에 준비한 마이크로어레이를 두고 세포 파쇄물을 넣은②

혼성화 용액을 그 위에 떨어뜨린다.

커버슬립으로 기포가 생기지 않게 잘 덮고 혼성화 챔버를 닫는다.③

커버슬립을 과 같은 를 미리 처리RNaseZAP RNase inhibitor✽

하면 손실을 방지할 수 있다RNA .

상온에서 하며 시간 동안 반응시킨다agitation 1 .④

세척 암실 및 스캐닝4. ( )

반응이 끝난 마이크로어레이를 마이크로어레이 캐리어에 옮겨 앞①

서 준비한 세척용액 에서 각각 초간 위 아래로 세척한다1, 2, 3 30 , .

세척이 끝나면 건조 후 형광 스캐너로 마이크로어레이를 스캐닝,②

한다.
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제 장 목표 달성도 및 관련 분야에의 기여도4
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제 장 연구 개발 성과 및 성과 활용 계획5
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제 장 연구 개발 과정에서 수집한 해외 과학기술 정보6
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