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I I . 연구개발 목적 및 중요성

무역자유화에 따라 식품의 안전성을 보장하기 위하여 HACCP가 도입되

고 있다. 또한 소비자들은 식품의 안전성에 대한 관심이 증폭되고 있으며

특히 우유는 어린이, 임신부 및 노년층의 영양에 중요한 식품이므로 우유

의 안전성은 더욱 중요하다. 이러한 사회적 여건 변화 하에서 체세포수,

잔류항균물질, 식중독 및 대장균의 오염 등이 우유와 더 이상 연관되어지

지 않아야 할 것이다.

따라서 낙농가와 유가공장은 소비자에게 안전성을 보증하고 신선한 풍

미가 있는 고품질 우유를 지속적으로 생산하여야할 것이다. 이를 위하여

첫쩨로 낙농가에서는 건강한 젖소의 위생적인 사양과 착유에 의해 신선한

원유가 공급되어야 하며 둘째로 유가공장에서는 위생적인 시유 생산 공정

과 공장 관리 방법을 확립하고 유통체계를 관리하여 안전하고 저장성이

좋은 시유를 생산하여 소비자에 공급될 수 있어야 한다.

이 연구의 목적은 고품질 우유를 생산하기 위하여 유가공장과 낙농가

의 현장에서 필요한 기술과 정보를 제공하기 위한 것이다. 주관연구과제

의 목적은 시유의 저장가능기간을 개선하기 위하여 필요한 정확하고 신속

한 시유의 2차오염 검출 방법을 개발하는 것이며 협동연구과제의 목적은

유방염균의 목장내에서 분포와 원유에로의 유입경로 및 항균물질에 대한

감수성에 대하여 연구하였다.

1. 주관연구과제

열처리된 시유는 살균 후 원유 또는 유가공 기계로부터 2차 오염이 일

어날 수 있다. 2차 오염된 우유가 냉장 저장될 때에 내냉성 세균이 증식

하여 저장가능기간( s hel f l i f e)이 단축하게 된다. 우유를 위생적으로 열

처리하고 2차 오염을 방지할 수 있는 유가공 기계의 설계와 가동 방법이

중요하다. 또한 우유의 2차 오염 여부를 판정하고 저장가능기간을 예측할

수 있는 품질관리방법이 필요하다.
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본 연구의 목적은 예비배양 방법과 분자유전학적 방법을 이용하여 시

유의 2차오염을 신속히 검출할 수 있는 방법을 개발하는 것이다. 본 연구

에서 개발된 r es azur i n 환원시간검사 방법에서 사용하는 SC- TS 배지의 그

람음성세균에 대한 선택성과 재현성을 증명하여 현장에서 실용화할 수 있

도록 방법의 구체적인 절차를 보고하였다. PCR을 이용한 분자유전학적 기

술을 개발하여 시유의 2차오염의 검출 가능성을 증명하였다.

2. 협동연구과제

원유 중에 오염된 St aphyl ococcus aur eus 및 s t r ept ococci는 원유품질

에 있어 원유 품질을 저하시키는 중요한 변패 미생물로 인정되고 있으며,

특히 St aphyl ococcus aur eus 균주는 ent er ot oxi n을 생산하여 식중독 원

인균으로 작용할 수 있어 위생 면에 있어서도 중요한 미생물이다. 이들은

우유의 생산량을 현저히 저하시키는 원인으로 임상형 또는 준임상형의 유

방염 원인으로도 작용하고 있다. 우유생산 현장인 목장에서 이 미생물에

대한 분포와 우유로 오염되는 경로의 파악과 목장 환경중에 분포 현황의

파악과 목장 내에서의 확산을 방지할 수 있도록 관리기술을 습득하는 것

이 필요하다. 또한 유방염 병원균의 항생제와 소독제에 대한 감수성을

조사하여 적절한 예방과 치료를 수행 할 수 있다.

본 연구의 목적은 낙농목장에서 St aphyl ococcus aur eus 및

s t r ept ococci 균주들의 동정 기법과 PFGE 방법과 dendr ogr am을 이용하여

균주 동정 및 genot ypi ng을 하여 유전자 t ype 별로 분류하여 목장내 유방

염균들의 분포에 대하여 조사하는 것이다. 분리된 균주들의 항생제와 소

독제에 대한 민감도를 측정하여 현장에서 항생제와 소독제의 적정 사용량

을 구명하는 것이다. 임상수의사 수준에서도 용이하게 유방염 원인균의

genot ypi ng할 수 있도록 간편하고 신뢰성이 있으며 저비용으로 가능한 실

용성 있는 RAPD 방법을 개발하는 것이다.

I I I 연구 개발 내용 및 범위

1. 주관연구과제

국내에서 시판되고 있는 시유를 구입하여 냉장 저장 중 시유의 세균수

변화를 조사하고 내냉성 그람음성세균을 분리하여 동정하였다. 시유의 냉

장저장 온도에 따른 세균수의 변화에 대하여 조사하였다. 시유의 저장가

능기간과 2차오염을 결정할 수 있는 방법으로 Mos l ey 법, 세균수 계수법,

ATP- bi ol umi nes cence, i mpedance 및 r es azur i n 환원시간검사를 연구하였

다. 이 방법들은 저온에서 예비배양한 후에 세균수 또는 세균대사산물을
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조사하는 방법이다. Res azur i n 환원시간 검사에 사용한 SC- TS 배지의 그

람음성세균에 대한 선택성을 비교조사하였다. Res azur i n 환원시간 검사방

법을 국산 시유에 응용하여 2차오염 검출을 위한 재현성을 연구하였다.

민감한 그람음성세균 검출법으로서 s emi nes t ed PCR을 개발하여 이에 필

요한 pr i mer의 염기서열을 결정하고 간단하고 신속한 세균 전치리법을 확

립하였다.

2. 협동연구과제

경기도 지역에 위치한 10 목장에서 우유를 위시하여 유우 개체의 표면

부위별 시료 및 착유환경 요인이 되는 착유자, 착유기, 축사, 사료, 용

수등에서 시료를 채취 한 후 유방염 원인균인 St aph. aur eus , St r .

agal act i ae, St r . uber i s 및 St r . dys agal act i ae를 분리 동정하였다. 균

종 수준까지 동정을 실시하고 분자유전학적인 방법으로 확인시험을 실시

하였다. St aph. aur eus의 ent er ot oxi n t ype을 PCR로 결정하여 활용가능성

을 검토하였다. PFGE에 의한 균주의 genot ype 결정와 genome 특성조사를

위하여 분석최적조건을 결정하였다. 동일 genot ype에 속하는 균주가 목장

환경 중에 분포하는 양상을 분석하여 원유로의 오염경로를 추적하였다.

균주에 대하여 19종의 항생제에 대한 감수성 시험을 실시하여 감수성

pat t er n을 분석하였다. 소독제에 대한 감수성을 시험하여 최적 감수성을

나타내는 소독제의 종류와 농도를 제시하였다. 항생제 내성유전자를 보유

하고 있는지 여부를 분리균주와 표준균주에서 PCR을 이용하여 확인하였

다. 신속한 genot ypi ng을 위하여 RAPD를 PFGE의 대체방법으로서 활용할

수 있는 조건을 찾는 실험을 실시하였다.

I V. 연구개발결과 및 활용에 대한 건의

1. 연구개발결과

가. 주관연구과제

열처리 방법과 저장 온도에 따른 저장 중의 시유의 세균수의 변화를

조사하였다. 저온장시간살균유 두 제품을 제외한 모든 시유의 세균수는

7℃에서 10일 동안의 저장 중에 유의성있게 증가하지 않았다. 5일간 저장

후의 세균수와 10일 저장한 후의 세균수간의 상관계수는 0. 68이었으며 생

산 일에서의 세균수에 대한 5일 저장후의 세균수의 비율과 10일 저장후의

세균수간의 상관계수는 0. 73이었다. 저온장시간살균유와 고온단시간살균
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유는 10℃, 13℃, 및 15℃에서 10일간 저장할 때에 세균수가 106CFU/ ㎖

이상으로 증가하였으나 7℃에서는 증가하지 않았다. 초고온순간살균유는

13℃와 15℃에서 10일간 저장할 때에 106CFU/ ㎖이상으로 증가하였으나

7℃와 10℃에서는 2, 500CFU/ ㎖ 미만에 머물었다.

시유를 7℃에서 5일 또는 10일간 저장한 후의 세균수, 21℃에서 18시간

예비배양한 후의 내냉성세균수 및 동량의 dai r y gr am negat i ve 배지와 혼

합하여 21℃에서 18시간 예비배양한 후의 그람음성 내냉성세균수와 저장

가능기간과의 상관관계를 조사하였다. 시유를 5일 또는 10일간 저장한 후

의 세균수와 저장가능기간간의 상관계수는 각각 - 0. 71과 - 0. 81이었다

( P<0. 01) . 21℃에서 18시간 예비배양된 시유의 내냉성세균수과 시유에

동량의 DGN 배지를 첨가하여 21℃에서 18시간 예비배양한 배양액의 세균

수에 대한 시유의 저장가능기간의 상관계수는 각각 - 0. 48과 - 0. 56이었다

( P<0. 05) . Dai r y gr am negat i ve agar는 cr ys t al vi ol et t et r azol i um agar

와 0. 01% benzal koni um chl or i de를 함유하는 pl at e count agar 보다 그람

음성세균에 대해 선택성이 높았다. 이러한 결과들은 우유에 오염된 내냉

성세균의 활성이 우유의 저장성에 대한 영향력이 크다는 것과 예비배양

방법을 이용한 시유의 신속 저장성 측정법들은 저장가능기간과 어느 정도

의 상관관계가 있었지만 개선할 필요가 있음을 알 수 있었다.

ATP bi ol umi nescence와 전기저항법을 이용하여 시유의 2차오염을 예측

할 수 있는 방법을 조사하였다. DGN 배지, BC- TGY 배지 및 CV- TGY 배지

에 접종한 탈지유를 첨가하고 배양한 후에 ATP bi ol umi nes cnece 방법으로

측정한 결과 BC- TGY 배지는 Ps eudomonac f l uor es cens의 성장을 억제하였

으며 DGN 배지와 CV- TGY는 그람양성세균만을 억제하였다. 배양온도가 3

0℃일 때가 25℃일 때보다도 ATP bi ol umi nescece 값이 높았으며 DGN 배지

에서 배양하여 측정한 ATP bi ol umi nescece 값이 냉장 후의 세균수와 일정

한 관계를 갖지 못하였다. 전기저항법을 사용하면 CFC 배지에서

Ps eudomonas와 E. aer ogenes 만이 성장하였으며 DGN 배지에서 그람음성

세균뿐만 아니라 E. f aecal i s와 S. aur eus가 성장하였으며 Pseudos el 배

지에서는 그람양성세균은 억제되고 그람음성세균이 성장하였다. 시유에

SC- TS 배지를 첨가하여 배양한 후에 전기저항법으로 측정하므로서 저온장

시간 살균시유의 2차오염을 검출할 수 있었으나 초고온순간 살균 시유는

검출할 수 없었다.

시유의 2차오염 검출과 저장성의 예측방법으로서 색소환원방법과 그람

음성세균의 선택배지를 개발하였다. Met hyl ene bl ue 환원방법은

Ps eudomonas를 검출하지 못하여 그람음성세균 검출 방법으로서 적절하지

못하였으며 반면에 r es azur i n 환원방법은 검출할 수 있었다. 그람음성세

균 선택배지로서 cephal or i di ne- f uci di ne- cet r i mi de( CFC) 배지, dai r y
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gr am- negat i ve( DGN) 배지 및 Pseudos el 배지를 비교하였다. CFC 배지는

그람양성세균 뿐만 아니라 Es cher chi a col i 및 Kl ebs i el l a pneumoni ae의

성장을 억제하였다, DGN 배지는 그람음성세균과 Ent ercoccus f aecal i s와

Lact ococcus s p.와 같은 그람양성구균이 성장하였다. Ps eudos el 배지에서

는 그람음성세균만이 성장하였다. DGN 배지와 Ps eudos el 배지를 첨가하

혼합한 시유를 배양하여 r es azur i n 환원법으로 검사한 결과 환원이 검출

된 시유 배양액에서 각각 그람양성구균과 포자를 형성하는 그람양성간균

이 검출되었다. Pseudos el 배지에 desoxychol at e를 첨가한 배지에 시유를

혼합하여 배양하면 포자형성 그람양성간균의 생장이 억제되어 그람음성세

균이 오염된 제품을 특이적으로 검출할 수 있었다.

SC- TS 배지를 이용한 r es azur i n 환원시간 검사방법의 국산 시유에 적

용함에 있어 타당성을 조사하고 2차오염이 일어난 국산 시유로부터 그람

음성세균을 분리하여 동정하였다. SC- TS agar는 그람양성세균의 성장을

억제하였고 SC- TS 배지를 시유와 혼합하여 21℃, 25℃ 및 30℃에서 배양

한 r es azur i n 환원시간 검사에서 분리한 세균 중에 그람양성세균이 검출

되지 않았다. 5월, 6월 및 9월에 생산된 시유는 r es azur i n 환원시간 검사

와 냉장저장 후의 세균수 측정 검사가 상호간 확율이 높게 일치하는 결과

를 보였으나 7월과 8월에 생산된 시유는 r esazur i n 환원시간 검사와 냉장

저장 후의 세균수가 측정 검사가 상당히 차이를 나타냈다. 저온장시간

살균유는 그람음성세균에 의한 오염이 높았으며 초고온순간살균유는 제품

과 계절에 따라 변화하였다. 냉장 저장한 후 106CFU/ ㎖ 이상의 세균수를

나타내는 시유에서 분리하여 동정한 세균은 Ps eudomonas가 전체 동정한

세균의 50%를 초과하였으며 다음으로 Aci net obact er와 Aer omonas이었으며

21℃에서 SC- TS 배지와 혼합하여 배양한 시유에서는 Aci net obact er ,

Ps eudomonas 및 Ent er obact er가 다수 동정되었다.

그람음성세균 특이성 pr i mer을 s emi nes t ed PCR에 사용하여 그람음성

세균을 2CFU까지 검출할 수 있는 분자유전학적 방법을 개발하였다. GNF1

과 GNR2, GNF2와 GNR2 및 UNI V와 GNR2의 pr i mer 쌍을 사용한 PCR은

Ent erococcus f aecal i s의 DNA로부터 16S r DNA를 합성하지 않았으며

Ps eudomonas f l uores cens의 DNA로부터 16S r DNA를 합성하였다. Boi l i ng

법을 사용하여 2CFU의 P. f l uor es cens의 DNA 추출물로부터 DNA가 합성되

었다. 초고온순간살균 시유와 저온장시간살균 시유로부터 PCR에 의해 16S

r DNA가 합성되었다. LTLT-살균우유에 P. f l uor es cens로 첨가한 후에 6

5℃, 80℃ 100℃에서 30분간 가열한 시료에서 16S r DNA가 합성되었다. 그

러나 121℃에서 15분간 aut ocl ave한 시료에는 합성되지 않았다. P.

f l uores cnes를 첨가한 시유를 65℃에서 30분간 살균한 후 1U DNas e로 처

리하였을 때에 16S r DNA가 합성되지 않았다. Achr omobact er l yt i cus와
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Al cal i gence f aecal i s를 제외한 그람음성세균으로부터 16s r DNA 합성되었

으며 그람양성세균에서는 합성되지 않았다. 이상의 결과로부터 PCR 방법

으로 시유에 오염된 그람음성세균을 검출할 수 있음을 보였다.

나. 협동연구과제

우리 나라 경기도 일원의 낙농목장에서 동절기와 하절기에 우유시료,

체표면 시료 및 환경시료 등으로 구분하여 총수는 572점을 채취하여 동정

하고 그 분포특성과 분자생물학적인 동정방법에 의한 동정의 가능성을 시

험하여 다음과 같이 그 결과를 얻었다. 전염성 유방염의 대표적인 원인균

이 되는 St aphyl ococcus aur eus와 St r ept ococcus agal act i ae 그리고 환

경성 유방염의 원인균이 되는 St r ept ococcus uber i s와 St r ept ococcus

dys agal act i ae의 시료 중 검출율을 분석하였던 바 각각 29. 2%, 3. 2%,

11. 4% 및 6. 8%로 분포빈도로 볼 때 가장 중요한 균주는 St aphyl ococcus

aur eus로 나타났으며, 하절기의 검출율이 동절기보다 높아져 있는 경향을

보였다.

균주별로 그 유전자 t ype을 구분하고 적절히 예방하기 위한 대책 수립

의 기초자료로 활용하기 위하여 St aphyl ococcus aureus 46 균주,

St r ept ococcus agal act i ae 7 균주, St r ept ococcus uber i s 20 균주 및

St r ept ococcus dysagal act i ae 21 균주와 그 외 표준균주를 확보하여 보존

균주로 확보하였다.

균속 및 균종 수준으로 유방염 원인균을 신속 간편한 동정방법의 적용

가능성을 검토하여 16S- 23S i nt er geni c s pacer r egi on의 r RNA pr i mer

STAA- AuI , STRU- UbI 및 STRD- DyI를 사용할 수 있었다. 또한 표준균주를

이용한 실험에서 St aphyl ococcus aur eus가 생산하는 ent er ot oxi n t ype을

PCR 방법으로 결정할 수 있었다.

유방염의 원인균인 St aphyl ococcus aureus와 St rept ococcus s pp.의 분

리균주에 대한 동정과 t ypi ng을 위하여 genomi c DNA의 PFGE 분석을 시행

하였고 t ypi ng 결과에 따라 원유중의 오염경로를 추적하였으며 genomi c

DNA의 특성을 구명하였다. PFGE 분석을 위한 genomi c DNA 절편 생성을 위

한 제한효소로는 SmaI이 가장 적합하였고, 전기영동 조건으로 최적조건은

pul s e t i me은 5- 40s ec이고 전기영동 시간은 22시간이 가장 적합하였다.

St aph. aur eus의 genomi c DNA는 2. 0Mb에서 3. 0Mb의 크기를 가지며

genome 구조는 매우 다양한 형태로 이루어 진 것으로 확인되었으며,

St r ept ococcus s pp.의 크기도 2. 0- 3. 0Mb의 크기를 나타내었다.

절편 크기 분포에 따른 t ypi ng 결과 St aphyl ococcus aur eus ,

St r ept ococcus uber i s 및 St r ept ococcus dysagal act i ae는 각각 19, 7 및

11개의 genot ype으로 분류 할 수 있었다. 목장환경 중의 분포와 우유 중
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의 분포상태 및 genot ype를 고려하여 우유 중에 오염경로 추적이 가능하

였다. 사료와 변에 존재하던 원인균이 직장, 질, 체표면 및 유방으로 이

동되고, 유두, 착유기 내부 및 원유로 이동하는 경로를 고려 할 수 있고,

사료 및 축사 바닥 등으로부터 체표면으로 이동하여 다시 유두와 착유기

내부로 이동하는 경로를 추정할 수 있었다. 축사바닥, 체표면, 비경부위

및 유두부위에 오염된 원인균은 결국 원유로 오염되는 경로를 통하게 된

다는 것은 동일 t ype의 원인균이 존재해 있는 부위를 근거로 하여 추정할

수 있었다.

St aph. aur eus 47 균주와 s t r ept ococci 49 균주에 대해 항생제와 소

독제에 대한 감수성 실험을 실시하여 다음 결과를 얻었다. St aph. aureus

는 ampi ci l l i n- s ul bact am과 vancomyci n에 대하여 가장 높은 감수성을 보

였고, t i met hopr i m- sul f amet hoxazol e과 i mi penem 순서로 높은 감수성을

보였다. St r . dys agal act i ae은 t r i met hopr i m- s ul f amet hoxazol e, i mi penem

및 ampi ci l l i n- s ul bact am 순서로 강한 감수성을 보였으며, St r .

agal act i ae 균주는 amoxi ci l l i n- cl avul ani c aci d, ampi ci l l i n- s ul bact am

및 i mi penem 등에 강한 감수성을 보였고, St r . uber i s의 경우

amoxi ci l l i n- cl avul ani c aci d, ampi ci l l i n- s ul bact am 및 i mi penem,

t r i met hopr i m- s ul f amet hoxazol e 순서로 높은 감수성을 보였다. 항생제 유

전자인 β- l act amas e gene이 표준균주와 분리균주에 존재하고 있음을 확

인하였다.

St aph. aur eus의 소독제에 대한 감수성은 4급암모늄제인 Ger mex에 대

하여 가장 높은 감수성을 보였고, St r . dys agal act i ae는 요오드제인

Bet adi n에 높은 감수성을 보였으며 또한 St r . agal act i ae의 경우에도

Bet adi n이 높은 감수성을 보였고, St r . uber i s는 Far mf l ui d S에 대하여

높은 감수성을 나타내었다. Chl or ampheni col에 대한 최소억제농도를

Bi os cr een 장치로 측정한 결과 St aph. aur eus 30㎍/ ㎖, St r . agal act i ea

와 St r . uber i s는 50㎍/㎖이며 St r . dys agal act i ae는 50㎍/ ㎖에도 억제

가 되지 않았다.

유방염의 원인균인 St aphyl ococcus aur eus와 St r ept ococcus s pp.의

genot ypi ng 방법 중에서 PFGE 방법을 대체할 수 있는 신속 정확한 대체방

법으로서 genot ype의 판별능력과 적정 pr i mer의 선택 및 재현성을 검토한

결과 RAPD 방법을 적용 할 수 있는 것으로 확인되었다. Genomi c DNA

pur i f i cat i on ki t를 이용하여 DNA 분리하고 본 연구에서 고안된 KI KI

pr i mer ( TGCACTGATG)를 사용하여 PCR을 수행하며, RAPD에 있어서의 cycl er

조건은 최초 denat ur at i on 93℃에서 3분간 수행하고 denat ur at i on 93℃에

서 1분, anneal i ng 37℃에서 1분 및 ext ens i on 72℃에서 1분의 1회를 35

회 반복하였고 마지막으로 ext ens i on은 72℃에 4분간 수행한다. 전기영동
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은 1. 5% agar os e gel을 이용하여 100V에서 2시간 수행하는 방법으로서

genot ypi ng과 균주동정에 유효하게 활용될 수 있다.

대상목장에서 나타나는 모든 유방염 원인균에 감수성을 나타내는 항생

물질은 amoxi ci l l i n- cl avul ani c aci d, ampi ci l l i n s ul bact am, chl or am-

pheni col이었다. 또한 St r ept ococcus uber i s에서 genot ypi ng을 통한 항생

제 및 소독제 감수성을 추적한 예를 제시하여 genot ypi ng을 통하여 특성

을 신속히 탐지하는 방법을 예시하였다.

2. 연구결과 활용 및 건의

주관연구과제에서의 연구 결과로부터 다음과 같은 활용방안을 제시할

수 있다.

국산 시유의 저장성을 조사하여 2차오염의 문제점을 확인하였으며 일

부 시유는 지속적으로 살균 후 오염되었으며 특히 여름철에는 많은 시유

가 2차오염 되어 문제가 심각하였다. 그러므로 유가공장은 2차오염을 방

지하기위한 공장관리와 품질관리가 필요하다.

저온장시간살균유와 고온단시간살균유는 10℃에서 저장할 때에 세균의

성장이 일어나 부패하므로 저장온도를 최소한 7℃이하로 하여야한다. 따

라서 식품공전에서의 시유의 유통 및 저장 온도를 0- 10℃에서 0- 7℃로

개정해야 할 필요가 있다.

개발된 r es azur i n 환원시간 검사법은 시유의 2차오염을 검출하고 저장

가능기간을 개선할 수 있는 신뢰성 있는 품질관리방법으로서 유가공장에

서 도입할 필요가 있다. PCR을 이용하여 시유에 첨가된 그람음성세균을

검출할 수 있는 방법이 개발되어 이의 실용화가 필요하다.

협동연구과제 연구결과를 효과적으로 활용함에 있어서 부분별로 그 활

용도를 높이기 위하여 다음사항을 건의한다.

이 연구는 우리 나라의 모델이 될 수 있는 중소형 혹은 대형 낙농목장

의 유방염 원인균의 오염현황과 그 정도에 관하여 현상을 조사한 결과이

므로 목장의 위생 관리에 필요한 주요 관리점을 발견할 수 있다 따라서

이 결과를 목장의 관리자가 읽어서 목장의 위생 관리에 반영할 수 있도록

유방염의 예방과 관리 를 이 보고서의 부록으로서 발간하였다. 목장의

위생관리를 지도 감독하는 각 도 가축위생시험소의 담당공무원도 참고할

필요가 있다.

균종 동정을 분자생물학적 방법으로 확인하는 기법은 현장에서 더 많

은 연구와 관리목적으로 활용될 수 있으므로 이 방법에 대한 활용기법에

대한 수의직 연구원 및 위생관리 공무원에 대한 보급은 경기도 축산위생

연구소 김창수 과장이 본 연구에 참여하였으므로 경기도 축산위생시험소
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를 중심으로 확산해 나가는 것이 바람직할 것으로 사료된다.

유방염 원인균의 genomi c DNA의 구조를 PFGE 기법을 사용하여 결정하

고 genot ype으로 분류한 연구 결과를 제시하였다. 이 결과를 이용하여 1)

동일 genot ype의 유방염 원인균의 분포상태를 분석하여 목장에서 소독을

철저히 해야할 장소의 구분에 활용할 수 있고, 2) 병원균의 역학적 조사

의 자료로 활용하고 환경 및 우사의 각 부위에 존재하는 병원균이 어떠한

경로를 통하여 우유와 유방으로 오염 가능할지를 파악할 수 있어 오염경

로를 추정하고 그 확산을 차단하는 자료로 활용할 수 있으며 3) 균주 동

정과 genot ypi ng의 문제는 여러 가지 병원균에서 해결해야할 주요 과제인

동시에 이에 기준하여 병원균의 병원성, 항원성, 효소생성능력 및 약제내

성 등 여러 가지 특성결정 요인이 genome에 의하여 결정되며, 유방염 효

과적으로 관리를 위한 관계 연구자에게 참고자료가 되므로 대학과 연구소

에서 활용할 필요가 있다.
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SUMMARY

Subj ect 1: Techni cal Devel opment t o Det er mi ne Pos t - pas t eur i zat i on

Cont ami nat i on and Shel f Li f e of Mar ket Mi l k

1. Pur pos e of St udy

To devel op s el ect i ve medi um t o det ect gr am- negat i ve bact er i a, t o

appl y mi cr obi ol ogi cal met hod t o det ect i on of pos t - pas t eur i zat i on

cont ami nat i on of mar ket mi l k and t o devel op PCR met hod t o det ect

gr am- negat i ve bact er i a i n mi l k.

2. Res ul t s and Concl us i on

The s t andar d pl at e count s of al l mar ket mi l k except s ome LTLT

- pas t eur i zed mi l k di d not i ncr ease s i gni f i cant l y dur i ng s t or age at

7℃ f or 10 days . The cor r el at i on coef f i ci ent bet ween t he SPCs af t er

s t or age f or 5 days and 10 days was 0. 68( P<0. 01) . The cor r el at i on

coef f i ci ent bet ween t he r at i o of t he SPC af t er s t or age f or 5 days t o

t hat at t he pr oduct i on day and t he SPC af t er s t or age f or 10 days was

0. 73. The SPCs of LTLT- and HTST- pas t eur i zed mi l k i ncr eas ed t o mor e

t han 106CFU/ ㎖ dur i ng s t or age at t he t emper at ur e hi gher t hat 10℃,

13℃ and 15℃ f or 10 days . The SPC of UHT- pas t eur i zed mi l k i ncr eas ed

t o mor e t han 106CFU/㎖ dur i ng s t or age at t he t emper at ur e hi gher t han

13℃.

The cor r el at i on coef f i ci ent s bet ween s hel f l i f e and SPC af t er

s t or age f or 5 and 10 days wer e - 0. 71 and - 0. 80( P<0. 01) ,

r es pect i vel y, whi ch i ndi cat ed t hat t he act i vi t y of psychr ot r ophi c

bact er i a i n mi l k det er mi ned t he s hel f l i f e dur i ng r ef r i ger at ed

s t or age. The cor r el at i on coef f i ci ent s bet ween s hel f l i f e and mPBC

af t er pr el i mi nar y i ncubat i on at 21℃ f or 18 hour s wi t h and wi t hout

addi t i on of DGNB wer e - 0. 56 and - 0. 48( P<0. 05) , r es pect i vel y. Dai r y

gr am negat i ve agar was bet t er s el ect i ve medi a f or gr owt h of gr am-

negat i ve bact er i a t han cr ys t al vi ol et t et r azol i um agar and pl at e

count agar cont ai ni ng 0. 01% benzal koni um chl or i de. The r esul t s

s ugges t ed t hat t he r api d met hods t o pr edi ct t he s hel f l i f e of mar ket

mi l k by us i ng mPBC af t er pr el i mi nar y i ncubat i on s houl d be i mpr oved.
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ATP bi ol umi nescence met hod s howed t hat t r ypt one gl ucos e yeas t

ext r act br ot h cont ai ni ng benzal koni um chl or i de i nhi bi t ed gr owt h of

Ps eudomonas f l uor es cens as wel l as gr am pos i t i ve bact er i a and t hat

dai r y gr am negat i ve( DGN) br ot h and TGY br ot h cont ai ni ng cr ys t al

vi ol et i nhi bi t ed gr owt h of gr am pos i t i ve bact er i a onl y. The

bact er i al count s af t er s t or age at 7℃ f or 10 days of mos t

LTLT- pas t eur i zed mar ket mi l k f r om pl ant A wer e mor e t han 106 CFU/ ㎖,

whi ch i ndi cat ed pos t - pas t eur i zat i on cont ami nat i on. The ATP

bi ol umi nes cence val ues af t er pr el i mi nar y i ncubat i on at 30℃ wer e

hi gher t han t hat at 25℃. Ther e was not cons i s t ent r el at i ons hi p

bet ween t he ATP bi ol umi nes cence val ues af t er pr el i mi nar y i ncubat i on

wi t h DGN br ot h and t he bact er i al count s af t er s t or age at 7℃ f or 10

days . I mpedance met hod s howed t hat addi t i on of CFC br ot h t o ski m

mi l k cul t ur e r es ul t ed i n gr owt h of Ps eudomonas and Ent er obact er

aer ogenes . Addi t i on of DGN br ot h t o s ki m mi l k cul t ur e al l owed gr owt h

of Ent er ococcus f aecal i s and S. aur eus as wel l as gr am negat i ve

bact er i a. . Addi t i on of Ps eudos el br ot h i nhi bi t ed gr owt h of

gr am- pos i t i ve bact er i a but not gr am- negat i ve bact er i a. I mpedance

met hod us i ng t r ypt i cas e s oy br ot h cont ai ni ng s odi um des oxychol at e

and cet r i mi de enabl ed det ect i on of pos t - pas t eur i zat i on cont ami nat i on

of LTLT- pas t eur i zaed mi l k but not UHT- pas t eur i zed mi l k.

Resazur i n r educt i on met hod and gr am- negat i ve bact er i a s el ect i ve

br ot h wer e devel oped t o det ect pos t - pas t eur i zat i on cont ami nat i on i n

mi l k pr oces s i ng. CFC br ot h i nhi bi t ed gr owt h of Es cher i chi a col i ,

Kl ebs i el l a pneumoni ae and al l gr am- pos i t i ve bact er i a. Ent erococcus

f aecal i s , and Lact ococcus s p. as wel l as mos t of gr am- negat i ve

bact er i a gr ew i n t he mi xt ur e of s ki m mi l k and DGN br ot h. Onl y

gr am- negat i ve bact er i a gr ew i n t he mi xt ur e of s ki m mi l k and

Ps eudos el br ot h. The gr owt h of gr am- pos i t i ve cocci and s por e- f or mi ng

gr am- pos i t ve baci l l i i n mar ket mi l k whi ch was mi xed wi t h DGN br ot h

and Ps eudos el br ot h, r es pect i vel y, was det ect ed. Addi t i on of s odi um

des oxychol at e t o Ps eudos el br ot h i nhi bi t ed s por e- f or mi ng

gr am- pos i t i ve baci l l i and enabl ed s el ect i ve det ect i on of

gr am- negat i ve bact er i a i n mar ket mi l k.

Res azur i n r educt i on t i me t es t i ncl udi ng pr el i mi nar y i ncubat i on of

mar ket mi l k wi t h SC- TS br ot h was s t udi ed t o appl y t o mar ket mi l k

pr oduced i n di f f er ent mont hs . Gr am- pos i t i ve bact er i a di d not gr ow on
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SC- TS agar but gr am- negat i ve bact er i a di d. Al l of t he bact er i a

i s ol at ed f r om r es azur i n r educt i on t i me t es t wer e gr am negat i ve

bact er i a, whi ch s howed t hat SC- TS medi um i s r el i abl e f or us i ng

r es azur i n r educt i on t i me t es t t o det ect pos t - pas t eur i zat i on

cont ami nat i on of mar ket mi l k. Res azur i n r educt i on t i me t es t and

bact er i a number of mar ket mi l k af t er col d s t or age i n May, J une and

Sept ember wer e hi ghl y r el at ed each ot her but not i n Jul y and Aut umn.

Ps eudomonas was t he mos t f r equent l y i dent i f ed gr am- negat i ve bact er i a

of al l i sol at ed f r om t he mar ket mi l k af t er col d s t or age.

Aci net obact er and Aer omonas f ol l owed. Aci net obact er , Ps eudomonas and

Ent erobact er wer e f r equent l y i dent i f i ed i n r es azur i n r educt i on t i me

t es t wher e pr el i mi nar y i ncubat i on of mi xt ur e of s ki m mi l k and SC- TS

medi a was done at 21℃ f or 18hr .

PCR met hod t o det ect gr am- negat i ve bact er i a up t o 2CFU was

devel oped. PCR wi t h pr i mer pai r s of GNF1 and GNR2, UNI V and GNR2,

and GNF2 and GNR2 ampl i f i ed 16S r DNA f r om pur i f i ed DNA of

Ps eudomonas f l uor es cens but not Ent er ococcus f aecal i s . 16S r DNA was

ampl i f i ed f r om LTLT- pas t eur i zed mi l k and UHT- pas t eur i zed mi l k by

us i ng semi nes t ed PCR. 16S r DNA was ampl i f i ed f r om LTLT- pas t eur i zed

mi l k whi ch was added wi t h P. f l uor es cens and heat ed at 65℃, 80℃,

100℃ f or 30 mi n but not f r om t hat aut ocl aved at 121℃ f or 15mi n.

16s r DNA was ampl i f i ed f r om gr am- negat i ve bact er i a except

Achr omobact er l yt i cus and Al cal i gens f aecal i s , but not f r om

gr am- pos i t i ve.

The r esul t s i ndi cat ed t hat t her e wer e pr obl ems of

pos t - pas t eur i zat i on cont ami nat i on of mar ket mi l k. Res azur i n

r educt i on t i me met hod coul d be us ed t o det ect pos t - pas t eur i zat i on

cont ami nat on of mi l k and t o det er mi ne s hel f l i f e. PCR met hod was

s hown t o det ect gr am- negat i ve bact er i a i n mi l k.

Subj ect 2 : St udy on Cont ami nat i on Rout e of St aphyl ococcus aur eus

and St r ept ococci i nt o Mi l k

1. Pur pose of St udy: To det er mi ne r out e of St aph. aureus and

s t r ept ococci t o cont ami nat e r aw mi l k and t o det er mi ne t hei r

s ens i t i vi t y t o ant i bi ot i cs and di s i nf ect ant s .
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2. Res ul t s and Concl us i on

Speci mens wer e t aken f r om t he mi l k, body s ur f aces of dai r y cow

and envi r onment s of t en dai r y f ar ms l ocat ed i n Kyunggi do, Kor ea.

I dent i f i cat i on of St aphyl ococcus aur eus , St r ept ococcus agal act i ae,

St r ept ococcus uber i s and St r ept ococcus dys agal act i ae by us i ng I DF

met hod and PCR met hod f r om 572 s ampl es t aken dur i ng wi nt er and

s ummer s eason was conduct ed. I s ol at i on r at es of St aph. aur eus and

St r . agal act i ae whi ch ar e cl as s i f i ed as cont agi ous mas t i t i s pat hogen

wer e 29. 2 % and 3. 2%, r es pect i vel y and t hos e of envi r onment al

mas t i t i s pat hogen St r . uber i s and St r . dys agal act i ae wer e 11. 4% and

6. 4%, r es pect i vel y.

I n or der t o i dent i f y s peci es of St aphyl ococcus s pp. and

St r ept ococcus spp. , PCR per f or med wi t h r RNA pr i mer s STAA- AuI ,

STRU- UbI , STRD- DyI f r om 16S- 23S i nt er geni c s pacer r egi on ampl i f i ed

s peci f i c DNA pr oduct s f or t hos e speci es . By us i ng speci f i c pr i mer s ,

s t r ai ns of St aph. aur eus pr oduci ng s i x t ypes of ent er ot oxi n A, B, C,

D. E, and TSST- 1 wer e ef f ect i vel y di f f er ent i at ed.

Pul s ed f i el d gel el ect r ophor es i s of SmaI - di ges t ed genomi c DNA of

St aph. aur eus and St r ept ococcus spp. was under t aken f or genome

char act er i zat i on and genot ypi ng. The cont ami nat i on r out es of t he

pat hogens i nt o r aw mi l k wer e pos t ul at ed.

SmaI was chos en f or t he PFGE anal ys i s of St aph. aur eus and

St r ept ococcus s pp. genomi c DNA and opt i mum condi t i on f or PFGE f ound

t o be pul se t i me of 5- 40 s econd and r unni ng t i me of 22 hour s . Si zes

of t he genomi c DNA of St aph. aur eus and St r ept ococcus s pp. aver aged

2. 3Mb. Genot ypi ng r es ul t s i ndi cat ed t hat 52 s t r ai ns of St aph.

aur eus , 18 s t r ai ns of St r . uber i s and 22 s t r ai ns of St r .

dys agal at i ae wer e cl as s f i ed i nt o 19 t ypes , 7 t ypes and 11 t ypes ,

r es pect i vel y.

Ant i bi ot i c- and di s i nf ect ant - s us cept i bi l i t y det er mi nat i on of

St aph. aur eus . and St r ept ococcus s pp. was under t aken t o get dat a f or

ef f ect i ve cont r ol of mas t i t i s . St aph. aur eus was s hown t o be ver y

s us cept i bl e agai ns t ampi ci l l i n- s ul bact am, t r i met hopr i m- s ul f amet ho-

xazol e, vancomyci n and i mi penem i n or der . St r . dysagal act i ae was

s us cept i bl e t o ampi ci l l i n- s ul bact am, i mi penem and
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t r i met hopr i m- s ul f amet hoxazol e. St r . agal act i ae was hi ghl y

s us cept i bl e t o amoxi ci l l i n- cl avul ani c aci d, ampi ci l l i n- s ul bact am,

t r i met hopr i m- s ul f amet hoxazol e and mi penem. St r . uber i s was hi ghl y

s us cept i bl e t o amoxi ci l l i n- cl avul ani c aci d and

ampi ci l l i n- s ul bact am. Ger mex, a quar t er nar y ammoni um compound was

t he mos t ef f ect i ve di s i nf ect ant agai ns t St aph. aur eus . Bet adi n, an

i odi ne compound was t he hi ghes t ef f ect i ve agai ns t St r . dys agal act i ae

and St r . agal act i ae. Far mf l ui dS was t he mos t ef f ect i ve di s i nf ect ant

agai ns t St r . uber i s of al l . Mi ni mal i nhi bi t or y concent r at i on of

chl or ampheni col agai ns t St aph. aur eus , St r . agal act i ae, St r . uber i s ,

and St r . dys agal act i ae r eveal ed as 30ug/ ml , 50ug/ ml , 50ug/ ml and

>50ug/ ml , r es pect i vel y.

RAPD met hod of genot ypi ng and s t r ai n i dent i f i cat i on of

St aphyl ococcus aur eus and St rept ococcus spp. coul d obt ai n r el i abl e

r es ul t s whi ch shows s i mi l l ar degr ee of s t r ai n di f f er ent i at i on

abi l i t y and r epr oduci bi l i t y as PFGE i n s hor t er t i me wi t h l es s

anal yzi ng cos t . I s ol at ed genomi c DNA was ampl i f i ed wi t h newl y

des i gned pr i mer KI K I . The PCR condi t i on was i ni t i al denat ur at i on at

93℃ f or 3 mi nut es , 35 cycl es of denat ur at i on at 93℃ f or 1 mi mut es

anneal i ng at 37℃ f or 1 mi nut es , and ext ens i on 72℃ f or 1 mi nut es ,

f i nal ext ens i on at 72℃ f or 4 mi nut es . The ampl i f i ed DNA was

el ect r ophor es ed at 100 vol t f or 2 hour s wi t h 1. 5% agar os e gel .

For t he pr act i cal appl i cat i on of t he r es ul t s , common s us cept i bl e

ant i bi ot i cs agai ns t al l t he i s ol at ed s t r ai ns t ur ned out t o be

amoxi ci l l i n- cl avul ani c aci d, ampi ci l l i n- s ul bact am and

chl or ampheni col . Bact er i al s t r ai ns s ens i t i ve t o ant i bi ot i cs and

di s i nf ect ant s coul d be r el at ed wi t h PFGE genot ypes .
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제 1 장 서 론

제 1 절 연구개발의 목적

우유는 칼슘 함량이 높고 필수아미노산이 풍부한 단백질을 많이 함유

한 영양가 높은 식품이다. 특히 어린이, 임신부 및 노년층의 영양에 중요

한 식품이다. 따라서 낙농가와 유가공장은 병원균의 위해가 없어 안전하

며 신선한 풍미가 있는 고품질 우유를 지속적으로 생산하여야할 것이다.

이를 위하여 첫째로 낙농가에서는 건강한 젖소의 위생적인 사양과 착유에

의해 신선한 원유가 공급되어야 하며 둘째로 유가공장에서는 위생적인 시

유 생산 공정과 공장 관리 방법을 확립하고 유통체계를 관리하여 안전하

고 저장성이 좋은 시유를 생산하여 소비자에 공급될 수 있어야 한다.

열처리된 시유는 살균 후 원유 또는 유가공 기계로부터 2차 오염이 일

어날 수 있다. 2차 오염된 우유가 냉장 저장될 때에 내냉성 세균이 증식

하여 저장가능기간( s hel f l i f e)이 단축하게 된다. 우유를 위생적으로 열

처리하고 2차 오염을 방지할 수 있는 유가공 기계의 설계와 가동 방법이

중요하다. 또한 우유의 2차 오염 여부를 판정하고 저장가능기간을 예측할

수 있는 품질관리방법이 필요하다. 주관연구과제의 연구 목적은 예비배양

방법과 분자유전학적 방법을 이용하여 시유의 2차오염을 신속히 검출할

수 있는 방법을 개발하는 것이다.

원유 중에 오염된 St aphyl ococcus aur eus 및 s t r ept ococci는 원유 품

질을 저하시키는 중요한 변패 미생물로 인정되고 있으며, 특히

St aphyl ococcus aur eus 균주는 ent er ot oxi n을 생산하여 식중독 원인균으

로 작용할 수 있어 위생면에 있어서도 중요한 미생물이다. 이들은 우유의

생산량을 현저히 저하시키는 원인으로 임상형 또는 준임상형의 유방염 원

인으로도 작용하고 있다. 우유생산 현장인 목장에서 이 미생물에 대한 분

포와 우유로 오염되는 경로로 파악하고 목장 내에서의 확산을 방지할 수

있도록 관리기술을 습득하는 것이 필요하다. 또한 적절한 항생제와 소독

제에 대한 감수성에 대한 이해가 중요하다.

협동연구과제의 연구의 목적은 낙농목장에서 St aphyl ococcus aureus

및 s t r ept ococci 균주들의 분포현황을 파악하였다. 분리된 균주를 균주동

정 기법으로 PFGE 방법과 dendr ogr am을 이용하여 균주동정 및 genot ypi ng

을 하여 유전자 t ype 별로 분류하여 목장내 유방염균들의 분포를 조사하

는 것이다. 분리된 균주들의 항생제와 소독제에 대한 민감도를 측정하여

현장에서 사용할 항생제와 소독제 종류를 구명하는 것이다.
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제 2 절 연구개발의 범위

주관연구과제는 국내에서 시판되고 있는 시유를 구입하여 냉장 저장

중 시유의 세균수 변화를 조사하여 시유의 2차오염의 현황을 조사하고 내

냉성 그람음성세균을 분리하여 동정하였다. 시유의 냉장저장 온도에 따른

세균수의 변화에 대하여 조사하였다. 시유의 저장가능기간과 2차오염을

결정할 수 있는 방법으로 Mos l ey 법, 세균수 계수법, ATP- bi ol umi ne-

s cence, i mpedance 및 r es azur i n 환원시간검사를 연구하였다. 이 방법들

은 저온에서 예비배양한 후에 세균수 또는 세균대사산물을 조사하는 방법

이다. r es azur i n 환원시간 검사에 사용한 SC- TS 배지의 그람음성세균에

대한 선택성을 비교조사하였다. Res azur i n 환원시간 검사방법을 국산 시

유에 응용하여 2차오염 검출을 위한 재현성을 연구하였다. 민감한 그람음

성세균 검출법으로서 s emi nes t ed PCR을 개발하여 이에 필요한 pr i mer의

염기서열을 결정하고 간단하고 신속한 세균 우유처리법을 조사하였다.

협동연구과제는 경기도 지역에 위치한 10 목장에서 우유를 위시하여

유우 개체의 표면 부위별 시료 및 착유환경 요인이 되는 착유자, 착유

기, 축사, 사료, 용수 등에서 시료를 채취 한 후 유방염 원인균인 St aph.

aur eus , St r . agal act i ae, St r . uber i s 및 St r . dys agal act i ae를 분리 동

정하였다. 균종 수준까지 동정을 실시하고 분자유전학적인 방법으로 확인

시험을 실시하였다. St aph. aureus의 ent er ot oxi n t ype을 PCR로 결정하여

활용 가능성을 검토하였다. PFGE에 의한 균주의 genot ype 결정과 genome

특성 조사를 위한 분석의 최적조건을 결정하였다. 동일 genot ype에 속하

는 균주가 목장환경 중에 분포하는 양상을 분석하여 원유로 오염경로를

추적하였다.

균주에 대하여 19종의 항생제에 대한 감수성 시험을 실시하여 감수성

pat t er n을 분석하였다. 소독제에 대한 감수성을 시험하여 최적 감수성을

나타내는 소독제의 종류와 농도를 제시하였다. 항생제 내성유전자를 보유

하고 있는지 여부를 분리균주와 표준균주에서 PCR을 이용하여 확인한다.

신속한 genot ypi ng을 위하여 RAPD- PCR를 PFGE의 대체방법으로서 활용

할 수 있는 조건을 찾는 실험을 실시한다.
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제 2 장 시유의 저장가능기간과 2차오염의 결

정 기술 개발

제 1 절 열처리 방법과 저장 온도에 의한 시유의 세

균수, 저장가능기간 및 가용성 유청단백질의 변화

SUMMARY

Changes i n bact er i al count s of mar ket mi l k dur i ng s t or age wer e

i nves t i gat ed i n r el at i on t o heat t r eat ment pr oces s es and s t or age

t emper at ur es . The sol ubl e whey pr ot ei n cont ent s of t he mar ket mi l k

wer e det er mi ned and t he pat t er ns of - l act ogl obul i n and

- l act al bumi n i n SDS- PAGE wer e compar ed i n or der t o es t i mat e t he

condi t i on of heat t r eat ment pr oces s . The s t andar d pl at e count ( SPC)

of al l t he mar ket mi l k except s ome LTLT- pas t eur i zed mi l k di d not

i ncr eas e s i gni f i cant l y dur i ng s t or age at 7℃ f or 10 days . One

LTLT- pas t eur i zed mi l k had a hi gh aver age SPC of 29, 000CFU/ ㎖ at t he

pr oduct i on day. Anot her LTLT- pas t eur i zed mi l k had an aver age SPC of

4. 7×106CFU/ ㎖ af t er s t or age f or 10 days . The cor r el at i on

coef f i ci ent bet ween t he SPCs af t er s t or age f or 5 days and 10 days

was 0. 68. The cor r el at i on coef f i ci ent bet ween t he r at i o of t he SPC

af t er s t or age f or 5 days t o t hat at t he pr oduct i on day and t he SPC

af t er s t or age f or 10 days was 0. 73. The SPCs of LTLT- and

HTST- pas t eur i zed mi l k i ncr eased t o mor e t han 106CFU/ ㎖ dur i ng

s t or age at 10℃, 13℃ and 15℃ f or 10 days but not at 7℃. The SPC

of UHT- pas t eur i zed mi l k i ncr eas ed t o mor e t han 106CFU/ ㎖ dur i ng

s t or age at 13℃ and 15℃ but l es s t han 2, 500CFU/ ㎖ at 7℃ and 10℃.

The s ol ubl e whey pr ot ei n cont ent s and t he el ect r ophor et i c pat t er ns

of - l act ogl obul i n and - l act al bumi n i n t wo pr oduct s of

HTST- pas t eur i zed mi l k wer e s i mi l ar wi t h UHT- pas t eur i zed mi l k.

( Key wor d : mi l k, pas t eur i zat i on, heat t r eat ment , bact er i al count ,

s hel f l i f e, whey pr ot ei n)
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1.서 론

시유의 미생물학적 규격은 식품공전에 규정되어 있는 바와 같이 세균

수가 1㎖당 20, 000군 이하 대장균군수은 1㎖당 10군 이하이며 권장유통기

한이 0∼10℃에서 5일이다. 시유의 열처리 방법으로는 저온장시간살균법

( LTLT pas t eur i zat i on) , 고온단시간살균법( HTST pas t eur i zat i on) , 초고온

순간처리법( UHT)으로 구분되어 있으며 살균된 제품은 살균 후 즉시 10℃

이하로 냉각되어야하며 2차 오염이 방지되도록 자동포장 공정으로 충전되

어야한다(한국식품공업협회, 1994) . 저온단시간살균법과 고온단시간살균

법에 의해 원유 내 세균의 약 95∼99%를 사멸할 수 있으므로 법적 규격에

맞도록 시유를 제조하기 위하여서는 원유의 세균수가 중요하다. 그러나

초고온순간처리법은 우유의 세균수를 109배 이상 감소시킬 수 있으므로

원유의 세균수에 의해 시유의 세균수가 영향을 거의 받지 않는다

( Kes s l er , 1981) .

살균( pas t eur i zat i on) 후 우유에 원유 또는 유가공 기계로부터 2차 오

염이 일어날 수 있다. 2차 오염된 우유가 냉장 저장될 때에 내냉성 세균

이 증식하여 저장가능기간( s hel f l i f e)이 단축하게 된다. 적정한 온도와

시간으로 열처리되고 2차 오염이 안된 우유는 45℉( 7. 2℃)에서 14일간 저

장하는 동안에 최소한 50% 이상의 제품이 1/㎖ 미만의 대장균군수와

20, 000/ ㎖ 미만의 세균수를 나타낸다고 한다( Bar nar d 등, 1995) . 우유를

위생적으로 열처리할 수 있으며 2차 오염을 방지할 수 있는 유가공 기계

의 설계와 가동 방법이 중요하다. 또한 우유의 2차 오염 여부를 판정하고

저장가능기간을 예측할 수 있는 품질관리방법이 필요하다.

우유를 냉장 저장하면서 세균수를 측정하여 일정 기준이상을 초과하는

기간이나 불쾌한 냄새가 검출되는 기간을 저장가능기간( s hel f l i f e)으로

할 수 있다. McMeeki n과 Ros s ( 1996)는 식품 1㎖ 또는 1g 당 세균수가 107

에 도달하면 부패되기 시작하며 세균수가 107 . 5가 되면 이미 부패된 것이

라고 하였다. Bi s hop 등( 1984)은 7℃ 이하에서 성장하는 세균들은 살균에

의해 파괴되므로 7℃를 우유의 저장가능기간을 결정하기 위한 저장 온도

로 사용하였다. 저장된 우유의 변질여부를 ADSA s cor e car d를 이용한 관

능검사로 판정하여 저장가능기간을 결정하였다.

우유의 저장성을 예측하는 방법으로서 7℃에서 5일간 배양한 후의 세

균수와 생산 일의 신선한 우유의 세균수를 비교하여 저장성을 예측하는

Mos l ey 저장성검사( I DF, 1993; Whi t e 등, 1993)가 있다. 18℃ 또는 21℃

에서 18시간 예비 배양한 우유를 Bact omet er를 사용하여 21℃에서 배양하

여 전기저항 검출시간을 결정하는 방법이 있다 ( Bi s hop 등, 1984) . 우유

를 21℃에서 18시간 예비 배양한 후 표준평판한천배지에 접종하여 21℃에

- 23 -



서 25- 48시간 배양하여 형성된 군락을 계수 하는 방법이 있다. 이 방법들

은 미국위생보건협회의 유제품검사 표준법으로 추천되고 있다( Byr ne 등,

1989; Whi t e 등, 1993) .

본 연구는 시유를 냉장 저장하면서 세균수를 조사하여 시유의 열처리

방법과 저장 온도의 영향을 조사하였으며 가용성 유청단백질의 함량과 전

기영동상에서 유청단백질의 변화를 조사하여 시유의 열처리 방법의 조건

을 추정하였다.

2. 재료 및 방법

가. 시유 제품

시유는 3개 협동조합, 2개 대학부속유가공장, 4개 유가공업체에서 생

산되는 제품을 구입하였으다. 시유는 열처리 방법에 따라 저온장시간살균

유, 고온단시간살균유, 초고온순간살균유를 각각 3제품을 구입하였다. 생

산일에 또는 하루 전에 생산되어 대리점 또는 소매점에 도착된 우유를 구

입하여 실험에 사용하였다.

나. 시유의 저장 실험

시유 200㎖를 250㎖ 용량의 멸균된 메디아병에 옮겨 7℃에서 저장하였

으며 제조당일, 5일과 10일에 세균수를 측정하였다. 세균수는 s t andar d

pl at e count ( SPC) 방법에 따라 s t andar d met hod agar에 1㎖의 희석된 시

료를 접종한 후 32℃에서 48시간 배양하여 계수하였다. 일부는 Pet r i f i l m

aer obi c count ( PAC) 방법을 사용하여 세균수를 측정하였다. PAC 방법은

Pet r i f i l m의 밑바닥 필름위에 1㎖의 희석된 시료를 올려놓고 유연성 필름

으로 덮고 성형틀판으로 누르면 원모양의 겔이 두 개의 필름사이에 형성

되었다. 이 Pet r i f i l m를 표준평판법과 동일한 방법으로 배양하여 계수하

였다( Mar s hal l , 1993) .

PAC 방법와 SPC 방법간의 상관관계와 5일과 10일간 냉장된 우유의 SPC

간의 상관관계를 조사하기 위하여 상관계수( r )를 Si gmapl ot ( J andel , USA)

을 사용하여 계산하였다.

다. 전기영동

Sodi um dodecyl sul f at e- pol yacr yl ami de gel el ect r ophor es i s를 사용

하여 - l act ogl obul i n과 - l act al bumi n의 변성 여부을 조사하였다(최와
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인, 1993; Laemml i , 1971) . 우유 시료를 2% s odi um dodecyl s ul f at e와

10% gl ycer i n를 첨가한 pH 6. 8의 62. 5mM Tr i s 완충용액에 용해시킨 후

100℃에서 5분간 가열처리한 후 13% pol yacr yl ami de gel에서 전기영동하

였다.

표준 단백질로서 bovi ne s er um al bumi n( 66, 000) , egg

al bumi n( 45, 000) , gl ycer al dehyde- 3- phos phat e dehydr ogenas e( 36, 000) ,

car boni c anhydr as e( 29, 000) , t r yps i nogen( 24, 000) , t r yps i n

i nhi bi t or ( 20, 100) 및 - l act al bumi n( 14, 200)을 사용하였다 (괄호 안은

분자량) .

라. 가용성 유청단백질

가용성 유청단백질은 Har l and- As hwor t h 방법( Kur amot o 등, 1959)을 수

정한 방법(최와 인, 1993)에 따라 우유에 NaCl 포화용액이 되도록 NaCl을

가하여 녹인 후 원심분리하여 가용성 단백질을 함유한 상등액을 분리하였

다. 상등액에 일정량의 염산을 가하여 응고된 미세한 가용성 유청단백질

입자의 opt i cal dens i t y를 420nm에서 측정하였고 또한 응고된 가용성 단

백질을 원심분리하여 침전시킨 후 녹여서 Lowr y 등( 1951)의 방법을 사용

하여 단백질 함량을 측정하였다(최와 이, 1994) .

3. 결과 및 고찰

가. 시유의 세균수와 저장성 연구

국내에서 판매되고 있는 시유 중 저온장시간살균유 3제품( A, B, C) ,

고온단시간살균유 3제품( D, E, F) , 초고온순간살균유 3제품( G, H, I )을

2∼6회 구입하여 7℃에서 저장하며 구입일(생산일) , 5일 후, 10일 후에

세균수를 표준평판법으로 측정하여 기하평균값을 계산하였다( Tabl e 1) .

저온장시간살균유 A는 제조당일의 세균수가 10, 000∼90, 000CFU/ ㎖이었

으며 6개의 시료 중 2개 시료가 10일 냉장 후 106CFU/㎖ 이상으로 세균수

가 증가하였다. 저온장시간살균유 B는 세균수가 500∼4, 000CFU/㎖이며 냉

장저장 후에 세균수가 약간 감소하는 경향을 보였다. 저온장시간살균유 C

는 생산일에는 세균수가 500CFU/ ㎖ 미만이었으나 10일간 냉장저장 후 6개

의 시료 중 4개의 시료가 106CFU/ ㎖ 이상으로 증가하였다.

고온단시간살균유 D와 E는 생산일에 세균이 검출되지 않았으며 냉장저

장 후에도 세균이 증가하지 않았다. 이 제품들은 가열취가 강하여 초고온

순간살균유와 비슷하였다. 고온단시간살균유 F는 제조당일 세균수가 40
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0∼1, 700CFU/ ㎖이었다. 6개의 제품 중에서 1개의 제품이 10일 냉장저장

후에 106CFU/ ㎖을 초과하였다.

초고온순간살균유는 모두 생산일에 세균이 검출되지 않았다. 7℃에서

10일간 저장한 후에 600- 700CFU/ ㎖로 약간 증가하였다. 시유를 SPC 방법

과 PAC 방법을 이용하여 세균수를 측정하여 SPC 방법을 PAC 방법으로 대

체하여 사용할 수 있는가를 조사하였다. SPC와 PAC의 상관계수는 0. 99로

서 1%의 유의 수준에서 고도의 유의성이 인정되었다 ( Fi g 1) .

Tabl e 1. Changes of s t andar d pl at e count of mar ket mi l k s t or ed at

7℃

Heat

Tr eat ment

Pr oces s i ng

pl ant

Number

of

Sampl e

Geomet r i c mean of SPC ( CFU/ ㎖)

0 day 5 day 10 day

LTLT

A 6 29, 000 62, 000 460, 000

B 6 1, 600 1, 900 1, 400

C 6 500 5, 500 4, 700, 000

HTST

D 3 <25 32 9, 500
E 2 <25 <25 35

F 6 810 1, 500 100, 000

UHT

G 3 <25 <25 600

H 3 <25 260 600

I 3 <25 <25 700

국산 시유와 가공유의 세균수는 각각 90- 5, 000CFU/ ㎖, 60- 3, 000CFU/

㎖으로 보고되었다(김과 최. 1993) . 국산 시유를 살균방법에 따라 조사한

결과 고온단시간살균유와 저온장시간살균유의 평균 세균수는 각각

6, 730CFU/ ㎖, 4, 960CFU/ ㎖이었고 초고온순간처리유에서는 세균이 검출되

지 않았다고 보고되었다(강 등, 1995) . 시유의 저장실험에서 일부 저온장

시간살균유와 고온단시간살균유는 생산 후 각각 2일과 3일만에

100, 000CFU/㎖까지 증가하여 법적 규격을 초과하였으며 초고온순간처리유

는 생산 후 9일까지도 100CFU/ ㎖에 머물렀다고 보고되었다(강 등, 1995) .
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Fi g. 1. Regr es s i on l i ne of s t andar d pl at e count ver s us Pet r i f i l m

aer obi c count of mi l k
* P<0. 01

본 연구에서 강 등 ( 1995)의 연구와 일부 유사한 연구 결과를 보였다.

저온장시간살균유 A는 제조 일에 세균수가 104CFU/ ㎖으로서 상당히 높았

으며 일부는 저장 중에 세균수가 증가하였다. 이는 원유의 세균수가 높고

우유의 살균 후 2차 오염이 복합적으로 일어나기 때문이라고 할 수 있었

다. 저온장시간살균유 A 중 일부는 냉장 중에 세균수가 증가하지 않아 2

차 오염이 일어나지 않은 것으로 보였다 이 제품들이 제조 일에 세균수가

높은 이유는 원유의 세균수가 상당히 높았기 때문이라고 추측된다.

저온장시간살균유 C는 제조 일에는 세균수가 102- 103CFU/ ㎖이나 저장

중 급격히 증가하여 10일에는 106CFU/ ㎖ 이상의 세균수에 이르렀다. 이

제품에는 내냉성 세균이 오염되어 저장 중에 증식하는 것으로 사료되었
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다. 이러한 내냉성 세균은 열처리 공정에 의해 사멸되지 않는 포자의 생

장세균일 수 있으며 또는 우유의 열처리 후 원유나 유가공 기계로부터 오

염되는 2차 오염에 기인할 수 있다. 2차 오염은 세균의 오염정도에 따라

제조당일 제품의 세균수를 증가시킬 수도 있으나 대체로 2차 오염에 의해

우유에 오염된 세균수가 낮은 경우가 일반적이다( Bi s hop과 Whi t e, 1986) .

따라서 2차 오염된 우유는 제조당일에는 세균수가 낮다하더라도 냉장 저

장 중에 내냉성 세균이 성장하여 우유의 저장성을 감소시킬 수 있다. 포

자의 생장세균이 성장하여 우유의 저장성을 감소시킬 수 있으나 2차 오염

으로 기인되는 그람음성 내냉성 세균이 냉장 온도에서 성장이 빨라서 우

유의 저장성에 더 중요한 세균이다( Var nam과 Sut her l and, 1994) .

초고온순간살균유들은 제조당일의 세균수가 낮았으며 냉장 저장 중에

도 세균수가 낮았다. 초고온순간살균유들이 저온장시간살균유와 고온단시

간살균유 보다 저장성이 좋은 이유는 초고온순간살균유는 포자를 비롯한

모든 세균이 파괴되어 세균수가 매우 낮기 때문이다. 또한 본 연구에서

조사한 초고온순간살균유들은 2차 오염에 의해 저장성이 감소되는 경우가

매우 적은 것으로 보였다.

우유의 세균수를 측정하기 위하여 SPC 방법 대신에 PAC 방법을 사용

할 수 있음을 알 수 있었다. PAC 방법에서 사용하는 Pet r i f i l m은 표준평

판한천배지의 영양 성분과 수용성인 겔 형성물질이 코팅된 바닥 필름이

있으며 겔 형성물질과 2, 3, 5- t r i phenyl t et r azol i um chl or i de 지시약으로

코팅된 유연성 필름이 바닥 필름 위를 덮고 있다. 배양에 의하여 형성된

군락은 2, 3, 5- t r i phenyl t et r azol i um chl or i de에 의해 적색을 띠게 되어

계수가 용이하였으며 한천배지와 페트리접시를 준비할 필요가 없어 편리

하며 노동력을 절약할 수 있었다.

저온장시간살균유 B와 C 및 고온단시간살균유 F를 포함한 26개의 제품

들을 7℃에서 5일간 저장한 후의 SPC와 10일간 저장한 후의 SPC의 상관계

수가 0. 68이었으며 1%의 유의 수준에서 고도의 유의성이 인정되었다( Fi g

2) . 5일간 저장한 후의 SPC가 104CFU/ ㎖ 이상으로 증가하였을 때에만 10

일 저장 후의 SPC가 105- 107CFU/ ㎖에 이르렀으며 5일간 저장한 후의 SPC

가 102- 104CFU/ ㎖이었을 때에는 10일 저장 후의 SPC를 예측하는 것이 불

가능하였다. 제조 일에서의 SPC에 대한 5일 간 저장한 후의 SPC의 비율과

10일 저장 후의 SPC간의 상관계수는 0. 73으로서 1%의 유의 수준에서 고도

의 유의성을 보였다 ( Fi g 3) . 그러나 대부분의 우유가 생산 일에서의 SPC

와 5일가 저장한 후의 SPC간의 차이가 크지 않아 저장성을 예측하기가 쉽

지 않음을 알 수 있었다. 생산일의 SPC에 대한 5일간 저장한 후의 SPC의

비율을 조사하여 우유의 저장성을 예측하는 Mos l ey 방법에 문제점이 있음

을 알 수 있었다.
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Fi g. 2. Regr es s i on l i ne of t he s t andar d pl at e count s of t he mi l k

s t or ed f or 5 days ver s us t hos e of t he mi l k s t or ed f or 10 days *

P<0. 01
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Fi g. 3. Regr es s i on l i ne of t he r at i o of t he s t andar d pl at e count of

t he mi l k s t or ed f or 5 days t o t hose of mi l k at t he pr oduct i on day

ver s us t he s t andar d pl at e count of mi l k s t or ed f or 10 days * P<0. 01

나. 시유의 저장 온도에 따른 세균수 변화

저온장시간살균유 C, 고온단시간살균유 F 및 초고온순간살균유 G를

7℃, 10℃, 13℃ 및 15℃ 저장온도에서 저장하여 세균수의 변화를 측정하

였다( Tabl e 2) .

7℃에서 저장한 모든 시유는 10일까지 세균수가 법적 규격인

20, 000CFU/ ㎖에 미달하여 2차 오염이 안된 우유로 확인하였다. 10℃에서

저장한 저온장시간살균유와 고온단시간살균유는 5일만에 18, 000CFU/ ㎖과
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79, 000CFU/ ㎖에 각각 도달하여 법적 규격에 근접하거나 초과하였다. 반면

에 초고온순간살규유는 10℃에서 세균수가 거의 증가하지 않아 저장성이

좋았다.

저온장시간살균유과 고온단시간살균유를 13℃에서 저장할 때에는 3일

후에 20, 000CFU/ ㎖을 초과하며 5일 후에는 107CFU/ ㎖를 초과하여 이미 부

패하였음을 알 수 있다. 그러나 초고온순간살균유는 13℃에서 3일 저장

후에 비교적 낮은 세균수를 보이고 있으며 5일 저장 후에는 106CFU/ ㎖을

초과하였다. 15℃에서는 저온장시간살균유와 고온단시간살균유는 3일 후

에 107CFU/ ㎖ 이상이었으며 초고온순간살균유는 5일 후에 107CFU/ ㎖을 초

과하였다.

저온장시간살균유와 고온단시간살균유에는 열처리에 의해 파괴가 되지

않는 포자 형성 세균인 내냉성 Baci l l us 및 내열성 그람양성 세균이 7℃

의 온도에서는 성장할 수 없으나 저장온도가 상승함에 따라 성장이 가능

하게 되어 저장성이 감소될 수 있으나 초고온순간살균유에는 포자가 파괴

되기 때문에 저장성이 우수한 것으로 생각된다( Var nam과 Sut her l and,

1994) .

Tabl e 2. Changes of s t andar d pl at e count of mar ket mi l k s t or ed at

t he di f f er ent t emper at ur es

Heat

t r eat ment

( Pl ant )

St or age

day

SPC

( CFU/ ㎖)

7℃ 10℃ 13℃ 15℃

LTLT

( C)

0 2, 900 2, 900 1, 300 2, 900

3 2, 400 4, 000 140, 000 18, 000, 000

5 3, 300 79, 000 32, 000, 000 21, 000, 000

10 3, 300 16, 000, 000 - -

HTST

( F)

0 1, 700 1, 700 290 1, 700

3 1, 500 1, 800 44, 000 17, 000, 000

5 1, 600 18, 000 12, 000, 000 42, 000, 000

10 9, 700 23, 000, 000 - -

UHT

( G)

0 4 4 0 0

3 3 0 2, 000 400

5 0 0 1, 700, 000 32, 000, 000

10 26 <2, 500 - -
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이 결과로부터 초고온순간살균유는 10℃ 이하에서 저장이 가능하며 저

온장시간살균유와 고온단시간살균유는 7℃ 이하에서 저장하여야 함을 알

수 있었다. 현재 식품공전에 의하면 0- 10℃에서의 저장을 규정하고 있다.

과거에는 거의 모든 시유가 초고온순간살균유로서 생산되어 10℃에서 저

장할 수 있었으나 저온장시간살균유와 고온단시간살균유가 생산되고 있는

현재에는 저장온도를 7℃이하로 규정을 개정할 필요가 있다. 소매점에서

는 여름에 온도가 15℃ 이상까지도 올라갈 수 있는 개방형 냉장 전시대

보다는 7℃ 이하에서 온도를 유지할 수 있는 냉장전시대를 사용하는 것이

바람직하다.

3. 시유의 가용성 유청단백질 함량

우유의 열처리 온도와 시간에 따라 유청단백질의 변성정도가 다르게

나타난다. 저온장시간살균법과 고온단시간살균법에 의해서는 유청단백질

의 변성이 적게 일어나나 초고온순간처리법은 대부분의 유청단백질이 변

성된다( Lewi s , 1986) . 따라서 유청단백질의 변성정도로부터 우유의 열 처

리가 각 살균방법의 규정된 온도에서 이루어졌는가 추정할 수 있다.

시유의 540nm에서의 opt i cal dens i t y와 가용성 유청단백질 함량을 측

정하여 유청단백질의 변성여부를 결정하였다( Tabl e 3) . 540nm에서 측정한

opt i cal dens i t y에서 모든 저온장시간살균유들과 고온단시간살균유 F는

0. 146- 0. 196이었으며 모든 초고온순간살균유와 고온단시간살균유 D와 E는

0. 29- 0. 49이었다. 모든 저온장시간살균유들과 고온단시간살균유 F 제품은

2. 72∼3. 60㎎/ ㎖의 높은 가용성 유청단백질 함량을 나타냈으며 고온단시

간살균유 D와 E 및 모든 초고온순간살균유들이 0. 58∼1. 48㎎/ ㎖의 낮은

가용성 유청단백질 함량을 나타냈다.

이 실험 결과 모든 저온장시간살균유들과 고온단시간살균유 F에 가용

성 유청단백질이 많이 함유하고 있음을 가리켰다. 반면에 초고온순간살균

유와 고온단시간살균유 D와 E는 열처리에 의해 다량의 유청단백질이 변성

되었음을 가리켰다.

각 시유를 SDS- PAGE( Fi g 4)로 분석하여 유청단백질의 변성 여부를 조

사하였다. 분자량이 18, 362인 - l act ogl obul i n과 분자량이 14, 174인

- l act al bumi n의 단백질 band의 강도를 비교하면 저온장시간살균유 A, B

및 C와 고온단시간살균유 F는 이 단백질들이 강하게 보이나 고온단시간살

균유 D와 E와 초고온순간살균유 G, H 및 I는 약했다.
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Tabl e 3. The s ol ubl e whey pr ot ei n cont ent of mar ket mi l k

Heat

t r eat ment

Pr ocess i ng

pl ant s

Opt i cal dens i t y

at 540 nm

Sol ubl e whey pr ot ei n

( mg/ ml )

LTLT

A 0. 147 ± 0. 004 2. 72 ± 0. 07

B 0. 196 ± 0. 014 3. 60 ± 0. 25

C 0. 185 ± 0. 006 3. 41 ± 0. 11

HTST

D 0. 029 ± 0. 003 0. 58 ± 0. 01

E 0. 044 ± 0. 016 0. 84 ± 0. 31

F 0. 146 ± 0. 005 3. 02 ± 0. 10

UHT

G 0. 042 ± 0. 002 0. 82 ± 0. 04

H 0. 079 ± 0. 003 1. 48 ± 0. 06

I 0. 049 ± 0. 006 0. 94 ± 0. 12

Fi g. 4. Sodi um dodecyl s ul f at e- pol yacr yl ami de gel el ect r ophor es i s of

mar ket mi l k.

B, C, D: LTLT- pas t eur i zed mi l k, E, F, G: HTST- pas t eur i zed mi l k, H,

I , J : UHT- pas t eur i zed mi l k, A: mar ker pr ot ei ns , LG: - l act ogl obl i n,

LA: - l act al bumi n. The number s at l ef t i ndi cat e mol ecul ar wei ght s of

mar ker pr ot ei ns as des cr i bed i n Mat er i al s and Met hods .
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열처리에 의해 변성된 유청단백질은 유청단백질들간의 di s ul f i de 결합

과 유청단백질과 - cas ei n간의 di s ul f i de 결합에 의해 분자량이 큰 단백

질중합체로 형성되어 13% pol yacr yl ami de 전기영동 겔에 들어오지 못한

다. 따라서 고온단시간살균유 D와 E와 초고온순간살균유 G, H 및 I의 유

청단백질은 대부분 변성되었다.있다.

이러한 결과들로부터 고온단시간살균유 D와 E가 고온단시간살균유 F보

다 살균온도가 높으며 초고온순간살균유과 비슷한 열처리를 받은 시유인

것을 확인할 수 있었다. 이 제품들은 또한 가열취가 심하였으며 세균수도

초고온순간살균유와 같이 매우 낮아( Tabl e 1) 열처리 공정에 문제점이 있

음을 알 수 있었다. 이 시유들은 고온단시간살균유이기 때문에 고급제품

으로서 판매되고 있으므로 72- 75℃에서 15- 20초간의 고온단시간살균법(한

국식품공업협회, 1994)에 따라 살균되는가를 확인할 필요가

4. 적 요

열처리 방법과 저장 온도에 따른 저장 중의 시유의 세균수의 변화를

조사하였다. 시유의 가열 처리 조건을 추정하기 위하여 가용성 유청단백

질의 함량과 SDS- PAGE 전기영동에서의 유청단백질들의 형태를 조사하였

다. 저온장시간살균유 두 제품을 제외한 모든 시유의 세균수는 7℃에서

10일 동안의 저장 중에 유의성있게 증가하지 않았다. 저온장시간살균유

중의 한 제품은 생산 일의 평균 세균수가 29, 000CFU/㎖이었으며 다른 저

온장시간살균유는 10일 저장 후의 평균 세균수가 4. 7×106CFU/ ㎖ 이었다.

5일간 저장 후의 세균수와 10일 저장한 후의 세균수간의 상관계수는 0. 68

이었으며 생산 일에서의 세균수에 대한 5일 저장후의 세균수의 비율과 10

일 저장후의 세균수간의 상관계수는 0. 73이었다. 저온장시간살균유와 고

온단시간살균유는 10℃, 13℃, 및 15℃에서 10일간 저장할 때에 세균수가

106CFU/ ㎖ 이상으로 증가하였으나 7℃에서는 증가하지 않았다. 초고온순

간살균유는 13℃와 15℃에서 10일간 저장할 때에 106CFU/ ㎖이상으로 증가

하였으나 7℃와 10℃에서는 2, 500CFU/ ㎖ 미만에 머물었다. 고온단시간살

균유 중 2 제품은 가용성 유청단백질 함량과 SDS- PAGE에서

- l act ogl obul i n과 - l act bumi n band의 강도가 초고온순간살균유와 유사하

였다.
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제 2 절 시유의 저장가능기간 예측을 위한 배양방법

에 관한 연구

SUMMARY

The s hel f l i f e of mar ket mi l k was cor r el at ed wi t h t he bact er i al

count s us i ng di f f er ent i ncubat i on met hods whi ch i ncl ude s t andar d

pl at e count s ( SPC) af t er s t or age at 7℃ f or 5 days and 10 days and

modi f i ed ps ychr ot r ophi c bact er i al count s ( mPBC) af t er pr el i mi nar y

i ncubat i on at 21℃ f or 18 hour s wi t h or wi t hout addi t i on of dai r y

gr am negat i ve br ot h( DNGB) . The cor r el at i on coef f i ci ent s bet ween

s hel f l i f e and SPC af t er s t or age f or 5 and 10 days wer e - 0. 71 and

- 0. 80, r espect i vel y, whi ch i ndi cat ed t hat t he act i vi t y of

ps ychr ot r ophi c bact er i a i n mi l k det er mi ned t he s hel f l i f e dur i ng

r ef r i ger at ed s t or age. The cor r el at i on coef f i ci ent s bet ween s hel f

l i f e and mPBC af t er pr el i mi nar y i ncubat i on at 21℃ f or 18 hour s wi t h

and wi t hout addi t i on of DGNB wer e - 0. 56 and - 0. 48, r es pect i vel y.

Dai r y gr am negat i ve agar was bet t er s el ect i ve medi a f or gr owt h of

gr am negat i ve bact er i a t han cr ys t al vi ol et t et r azol i um agar and

pl at e count agar cont ai ni ng 0. 01% benzal koni um chl or i de. The r es ul t s

s ugges t ed t hat t he r api d met hods t o pr edi ct t he s hel f l i f e of mar ket

mi l k by us i ng pr el i mi nar y i ncubat i on met hod and mPBC s houl d be

i mpr oved.

( Key wor d : mi l k, bact er i al count , s hel f l i f e, ps ychr ot ophi c

bact er i a)

1.서 론

시유가 살균( pas t eur i zat i on)된 후 원유 또는 유가공기계로부터 2차오

염이 일어날 수 있다. 2차오염된 시유가 냉장 저장될 때에 내냉성 세균이

증식하여 저장가능기간( shel f l i f e)이 단축하게 된다. 적정한 온도와 시

간으로 살균 처리되고 2차오염이 안된 우유는 45℉( 7. 2℃)에서 14일간 저

장하는 동안에 최소한 50% 이상의 제품이 1/㎖ 미만의 대장균군수과

20, 000/ ㎖ 미만의 세균수를 나타낸다고 한다( Bar nar d 등. 1995) . 우유의

적절한 살균과 2차오염을 방지하는 유가공기계의 설계와 공정이 중요하고
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우유의 2차오염 여부와 저장가능기간을 진단할 수 있는 신속측정법이 필

요하다.

우유를 냉장 저장하면서 세균수를 측정하여 일정 기준이상을 초과하는

기간이나 불쾌취가 검출되는 기간을 저장가능기간( s hel f l i f e)으로 할 수

있다. McMeeki n과 Ros s ( 1996)는 제품 1㎖ 또는 1g 당 107에 도달하면 부

패가 일어나기 시작하며 107 . 5에서 식품의 명백한 부패가 일어난다고 하였

다. Bi shop 등( 1984)은 7℃ 이하에서 생장하는 세균들은 살균에 의해 파

괴되므로 7℃를 우유의 저장가능기간을 결정하기 위한 온도로 사용할 수

있다고 하였으며 ADSA s cor e car d를 이용하여 냉장 저장된 우유의 관능검

사를 실시하여 불쾌취가 검출된 바로 전날까지를 저장가능기간으로 결정

하였다.

우유의 저장성을 신속히 예측하는 방법으로서 7℃에서 5일간 배양한

후의 세균수와 생산일의 신선한 우유의 세균수를 비교하여 저장성을 예측

하는 Mos l ey 저장성검사( I DF, 1993; Whi t e 등, 1993)가 있다. 18℃ 또는

21℃에서 18시간 예비배양한 시유를 21℃에서 배양하여 전기저항 검출시

간을 결정하는 방법이 있다 ( Bi s hop 등, 1984) . 우유에 dai r y gr am

negat i ve br ot h와 같은 그람음성세균 선택배지를 첨가하거나 또는 우유

자체를 21℃에서 18시간 예비 배양한 후 표준평판한천배지에 접종하여 2

1℃에서 25시간 배양하여 형성된 균락을 변형내냉성세균수( modi f i ed

ps ychr ot r ophi c bact er i al count )을 계수 하는 방법이 있다( Byr ne 등,

1989) . 우유에 그람음성세균선택배지를 첨가하여 30℃에서 24시간 배양한

후 bi ol umi nes cence를 측정하여 증식되 내냉성 그람음성세균의 ATP의 양

을 측정하는 방법이 있다( Wae와 Bos s uyt , 1982) . 이 방법들 중의 일부는

미국위생보건협회의 우유의 저장가능기간을 예측할 수 있는 신속측정법으

로서 추천되고 있다( Byr ne 등, 1989a; Whi t e 등, 1993) .

본 연구는 국산 시유에 대한 저장성 신속측정법들과 관능검사에 결정

된 저장가능기간과의 상관관계를 구하였으며 그람음성 선택배지들의 선택

성을 조사하였다,

2. 재료 및 방법

가. 시유 제품

시유는 1개 대학부속유가공장과 2개 유가공업체에서 생산되는 제품을

구입하였으며 살균처리 방법에 따라 저온장시간살균유 2제품과 고온단시

간살균유 1제품을 구입하였다. 생산일 또는 하루 전에 살균되어 대리점

또는 소매점에 도착된 우유를 당일에 구입하여 실험에 사용하였다.
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나. 세균

생명공학연구소 유전자은행에서 구입한 균주는 Ps eudomonas

f l uores cens KCTC 1767, Ps eudomonas f r agi KCTC 2345, Es cher i chi a col i

KCTC 2441, Ent er ococcus f aeci um KCTC 3077, St aphyl ococcus aur eus

KCTC 1928이며 한국종균협회에서 구입한 균주는 Ent erobact er aer ogenes

KCCM 12177, Aer omonas hydr ophi l i a KCCM 11533, Baci l l us s ubt i l i s KCCM

11314, Mi crococcus l ut eus KCCM 11326이다.

다. 시유의 저장 실험

시유 200㎖를 250㎖ 용량의 멸균된 메디아병에 옮겨 7℃에서 저장하였

으며 5일과 10일에 세균수를 측정하였다. 표준평판세균수( SPC)의 측정은

희석된 시료를 s t andar d met hod agar에 접종하여 32℃에서 48시간 배양하

여 계수 하였다 ( Mar s hal l , 1993) . 상관계수 r은 Si gmapl ot ( J andel , USA)

을 사용하여 계산하였다.

라. 시유의 예비배양에 의한 저장성 측정법

시유 50㎖를 100㎖ 용량의 멸균된 메디아병에 옮겨 21℃에서 18시간

배양하거나 또는 동량의 dai r y gr am negat i ve br ot h( DGNB)를 혼합하여 2

1℃에서 18시간 배양하였다. 배양된 시유 또는 시유와 DGNB 혼합액의 내

냉성세균수( modi f i ed ps ychr ot r ophi c bact er i a count )를 pl at e count

agar에 접종하여 21℃에서 25시간 배양하여 형성된 집락을 계수하였다.

마. 관능검사

7℃에서 냉장된 우유를 제조당일로 부터 6일째에 시작하여 2∼3일 간

격으로 22일째까지 관능검사를 실시하였으며 일정량의 우유를 실온에서

30분간 방치한 후에 3명의 훈련된 관능검사원이 ADSA s cor i ng gui de에 따

라 관능검사를 실시하였다. 각 향미의 점수들중에서 하나라도 3점이 되는

관능검사일의 전날을 저장가능기간( s hel f l i f e)으로 결정하였다( Bi s hop

등, 1984, Bodyf el t 등, 1988) .

바. 그람음성 선택성 한천배지에서의 세균의 생장

그람음성 선택성 한천배지로서 Dai r y gr am negat i ve agar , Cr ys t al
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vi ol et t et r azol i um agar ( Mar s hal l , 1993) , 0. 01% benzal koni um

chl or i de를 함유하는 pl at e count agar를 사용하였다. Tr ypt i cas e soy

br ot h에 접종하여 32℃에서 24시간 배양한 세균들을 각 agar에 s t r eaki ng

하여 21℃와 30℃에서 24시간 배양하여 집락의 형성을 조사하였다.

Fi g 1. Scat t er gr am of t he l i near r el at i ons hi ps of shel f l i f e and

s t andar d pl at e count af t er s t or age f or 10 days ** P<0. 01

3. 결과 및 고찰

가. 저장기간중의 세균수와 저장가능기간과의 상관관계

국내에서 판매되고 있는 저온장시간살균유 2제품과 고온단시간살균유

1제품 구입하여 7℃에서 저장하며 5일과 10일 후에 표준평판법으로 측정
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한 세균수들과 관능검사에 의해 결정된 저장가능기간과의 상관관계를 조

사하였다. 저장 5일과 10일 후의 세균수와 저장가능기간간의 선형회귀계

수는 각각 - 0. 71과 - 0. 80 이었다( P<0. 01) ( Fi g 1, Fi g 2) .

Fi g. 2. Scat t er gr am of t he l i near r el at i ons hi ps of s hel f l i f e and

s t andar d pl at e count af t er s t or age f or 5 days . ** P<0. 01

저장 10일 후의 세균수와 저장가능기간간의 상관관계가 매우 높음을

알 수 있었다. 일반적으로 2차오염된 우유내의 내냉성세균의 증식이 저장

초기에는 검출하기 어려우나 일반적으로 저장 10일경에 105CFU/ ㎖ 이상으

로 증식하였으며 저장가능기간이 10∼12일 이하 이었다. 반면에 10일 저

장 후에 세균수가 104CFU/ ㎖ 이하로 유지되면 저장가능기간이 15일 이상

으로서 23일에도 이취가 발생하지 않는 시유도 있었다. 반면에 저장 5일

후의 세균수와 저장가능기간과의 상관관계는 상대적으로 낮았으며 이는 2

차오염된 시유의 내냉성세균수가 적기 때문에 5일간의 저장동안에는 세균
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의 생장이 불충분하여 2차오염된 시유와 오염안된 시유간에 세균수의 차

이가 작으므로 상관관계가 낮은 것으로 사려된다.

나. 그람음성세균 선택성 한천배지에서의 세균의 생장

Dai r y gr am negat i ve agar , cr ys t al vi ol et t et r azol i um agar 및

0. 01%의 bezal koni um chl or i de를 함유하는 pl at e count agar ( BCPCA)에서

4종류의 그람양성세균과 5종류의 그람음성세균들의 생장 여부을 조사하였

다( Tabl e 1) . 각 한천배지에서의 각 세균의 생장 반응은 21℃와 30℃의

두 배양온도에서 차이가 없었다. BCPCA에서는 Ent er obact er aerogenes와

Ps eudomonas f r agi가 성장할 뿐 그람양성세균 뿐만 아니라 다른 그람음성

세균들은 생장하지 못하였으며 Cr ys t al vi ol et t et r azol i um agar에서는

Aer omonas hydr ophi l i a를 제외한 그람음성세균이 생장하였으며 그람양성

세균 중에서 Ent erococcus f aeci um이 생장하였다. Dai r y gr am- negat i ve

agar에서는 Aer omonas hydr ophi l i a를 제외한 그람음성세균이 생장하였으

며 그람양성세균은 생장하지 못하였다.

Tabl e 1. Gr owt h of bact er i a on s el ect i ve agar f or gr am negat i ve

b a c t e r i a

Bact er i a Gr am
s t ai n

Dai r y gr am
negat i ve

agar

Cr ys t al
vi ol et

t et r azol i um
agar

BCPCA

Baci l l us s ubt i l i s + - - -

St aphyl ococcus aur eus + - - -

Ent er ococcus f aeci um + - + -

Mi cr ococcus l ut eus + - - -

Es cher i chi a col i - + + -

E. aer ogenes - + + +

Ps eudomonas f l uor es cens - + + -

Ps eudomonas f r agi - + + +

Aeromonas hydr ophi l i a - - - -

본 연구에서 조사한 그람음성세균 선택성 한천배지들 중에서 Dai r y

gr am negat i ve agar가 그람음성세균에 대해 특이성이 높았던 반면에

BCPCA는 일부 그람음성세균을 억제하고 cr ys t al vi ol et t et r azoi l um agar
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는 일부 그람양성세균의 생장을 허용하였다. 한편 benzal koni um chl or i de

가 시유에 첨가되면 시유의 지방이 유리되어 버터입자가 형성되어 불균일

한 시료 용액이 되는 단점이 있었다.

억제제들을 배지 또는 시유에 첨가하여 그람음성세균들을 선택적으로

생장하게 하는 연구들이 진행되어왔다. Byr ne 등( 1989b)에 의하면 0. 1%

의 benzal koni um chl or i de를 첨가된 우유에서 그람양성세균들의 성장이

억제되고 그람음성세균들은 생장된다고 보고하였으며 benzal koni um

chl or i de가 cr ys t al vi ol et 및 al kyl s ul phonat e 보다 그람음성세균의 선

택적 배양을 위해 더 우수한 억제제라고 제안하였다. Vi s ser와 de

Gr oot e( 1984)는 0. 001∼0. 003%의 benzal koni um chl or i de를 첨가한 pl at e

count agar에 전 배양된 시유를 접종하여 30℃에서 24시간 배양하여 그람

음성세균에 의한 재오염여부를 결정할 수 있었다. 본 연구에서는 0. 01%의

benzal koni um chl or i de을 첨가된 pl at e count agar에서 일부 그람음성세

균의 생장이 억제되는 결과를 보였으며 이는 억제제의 농도가 높았기 때

문인 것으로 생각된다.

다. 에비배양 후의 내냉성세균수와 저장가능기간의 상관관계

시유를 21℃에서 18시간 배양한 후에 측정한 내냉성세균수와 저장가능

기간간의 선형회귀계수는 - 0. 48이었다. 따라서 예비배양후의 내냉성세균

수가 저장가능기간과 매우 낮은 상관관계를 가짐을 알수 있었다( Fi g. 3) .

21℃에서 18시간 예비배양할 때에 생장하는 내냉성세균과 7℃에서 저장할

때에 생장하는 세균들의 종류가 달라 일어나는 결과이라고 할 수 있다.

다시 말하면 21℃에서 배양할 때에 주로 활발히 생장하는 세균이 그람음

성 내냉성세균이외에 살균처리에 의해 활성화된 포자형성세균인 Baci l l us

가 있는 반면에 7℃에서는 그람음성 내냉성세균만이 성장이 가능하기 때

문이다( Bi s hop과 Whi t e, 1986) . 또한 21℃에서 18시간 배양 후의 세균수

는 시유가 생산될 때의 세균수의 영향을 받을 수 있으며 이 연구에서 조

사한 시유제품들이 각각 다른 공장에서 다른 살균처리법으로 가공되었기

때문일 수 있다.

이 방법들은 미국공중위생협회의 유제품분석표준방법에( Whi t e 등,

1993) 실려있으나 공동연구에 의해 검증이 되지 못하였다. 예비배양 후의

세균수가 1, 000CFU/ ㎖ 미만 일때에 14일 이상의 저장가능기간이며

200, 000CFU/㎖ 보다 클때에는 저장가능기간이 9일 이하이 된다고 한다.

그러나 본 실험에 의하면 이를 확인할 수가 없었다. 이 방법이 표준방법

으로서 사용되기에는 더 많은 공동연구가 필요하다.
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Fi g. 3. Scat t er gr am of t he l i near r el at i ons hi p of shel f l i f e and

modi f i ed psychr ot r ophi c pl at e count af t er pr el i mi nar y i ncubat i on at

21℃ f or 18 hour s . * P<0. 05

시유를 동량의 dai r y gr am negat i ve br ot h( DGNB)와 섞어 21℃에서 18

시간 배양한 후의 내냉성세균수와 저장가능기간과의 선형상관계수가

- 0. 56이었다( P<0. 05) ( Fi g. 4) . 이 방법은 그람음성 세균에 대해 선택성인

배지인 DGNB를 사용하여 2차오염된 그람음성 내냉성세균만을 검출하는 방

법으로서 시유만을 예비배양하는 앞의 방법보다 상관관계가 약간 더 높았

으나 신뢰성이 있는 품질관리방법으로 이용하기에는 불충분하였다. 우유

에 오염된 그람음성 내냉성세균수가 낮아 21℃에서 18시간의 배양 동안에

충분히 생장하여 세균수가 내냉성세균수가 높게 나타나지 않았기 때문인

것으로 사료된다.
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Fi g. 4. Scat t er gr am of t he l i near r el at i ons hi p of shel f l i f e and

modi f i ed psychr ot r ophi c pl at e count af t er pr el i mi nar y i ncubat i on

wi t h dai r y gr am negat i ve br ot h at 21℃ f or 18 hour s . *P<0. 05

시유를 비교적 낮은 온도( 18∼25℃)에서 예비배양하여 2차오염된 내냉

성세균의 성장을 촉진시킨 후 내냉성세균수를 측정하므로써 시유가 위생

적으로 세척되고 정상적으로 가동되는 기계에 의해 가공되고 있는가를 결

정할 수 있다. 또한 예비배양방법은 시유의 잠재적 저장가능기간을 예측

할 수 있게 한다. Bi s hop과 Whi t e( 1985)는 시유를 21℃에서 14시간 예비

배양한 후 측정한 내냉성세균수와 저장가능기간의 회귀계수가 - 0. 814이라

고 보고하였다.

그러나 이러한 예비배양조건에서는 포자를 형성하거난 내열성이 높아

살균조건에서 살아남는 그람양성세균도 생장할 수 있으므로 시유에 억제
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제를 첨가하여 그람양성세균의 생장을 억제하므로서 2차오염된 그람음성

세균만을 선택적으로 생장하게 하여 시유의 위생적 처리 여부와 저장가능

기간을 더 정확히 측정할 수 있다. Byr ne 등( 1989a)는 0. 1% benzal koni um

chl or i de를 첨가하여 예비배양한 시유의 그람음성 내냉성세균수와 저장가

능기간간의 이차회귀계수는 - 0. 84이고 시유에 동량의 dai r y gr am

negat i ve br ot h를 첨가하여 21℃에서 18시간 배양한 후 측정한 그람음성

내냉성세균수와 저장가능기간간의 이차회귀계수가 - 0. 88이었다. 본 연구

는 이와 같이 높은 회귀계수를 얻지 못한 이유는 사용된 시유중에서 2차

오염된 시유의 비율이 상대적으로 적고 오염도가 낮아서 저장기간이 짧은

시유가 적었다. 그러나 조사대상 3개 유가공장 중에서 1개 유가공장의 제

품들이 지속적으로 2차오염되었음을 예비배양방법을 통한 내냉성세균수를

측정하므로서 검출할 수 있었다.

4. 적 요

시유를 7℃에서 5일 또는 10일간 저장한 후의 세균수, 21℃에서 18시

간 예비배양한 후의 내냉성세균수, 및 동량의 Dai r y gr am negat i ve

br ot h( DGNB)와 혼합하여 21℃에서 18시간 예비배양한 후의 그람음성 내냉

성세균수와 저장가능기간과의 상관관계를 조사하였다. 시유를 5일 또는

10일간 저장한 후의 세균수와 저장가능기간간의 선형상관계수는 각각

- 0. 71과 - 0. 81이었다( P<0. 01) . 21℃에서 18시간 예비배양된 시유의 내냉

성세균수과 시유에 동량의 DGNB를 첨가하여 21℃에서 18시간 예비배양한

배양액의 세균수에 대한 시유의 저장가능기간의 선형상관계수는 각각

- 0. 48과 - 0. 56이었다( P<0. 05) . Dai r y gr am negat i ve agar는 cr ys t al

vi ol et t et r azol i um agar와 0. 01% benzal koni um chl or i de를 함유하는

pl at e count agar 보다 그람음성세균에 대해 선택성이 높았다. 이러한 결

과들은 우유에 오염된 내냉성세균의 활성이 우유의 저장성에 대한 영향력

이 크다는 것과 예비배양방법을 이용한 시유의 신속저장성측정법들은 저

장가능기간과 어느 정도의 상관관계가 있었지만 개선할 필요가 있음을 알

수 있었다.
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제 3 절 ATP Bi ol umi nes cence와 전기저항법을 이용

한 시유의 2차오염 검출법에 관한 연구

SUMMARY

ATP bi ol umi nescence met hod and i mpedance met hod wer e i nves t i gat ed

t o det ect pos t - pas t eur i zat i on cont ami nat i on of mar ket mi l k. ATP

bi ol umi nes cence met hod s howed t hat t r ypt one gl ucos e yeas t ext r act

br ot h cont ai ni ng benzal koni um chl or i de i nhi bi t ed gr owt h of

Ps eudomonas f l uor es cens as wel l as gr am pos i t i ve bact er i a and t hat

dai r y gr am negat i ve( DGN) br ot h and TGY br ot h cont ai ni ng cr ys t al

vi ol et i nhi bi t ed gr owt h of gr am pos i t i ve bact er i a onl y. The

bact er i al count s af t er s t or age at 7℃ f or 10 days of mos t

LTLT- pas t eur i zed mar ket mi l k f r om pl ant A wer e mor e t han 106 CFU/ ㎖,

whi ch i ndi cat ed pos t - pas t eur i zat i on cont ami nat i on. The ATP

bi ol umi nes cence val ues af t er pr el i mi nar y i ncubat i on at 30℃ wer e

hi gher t han t hat at 25℃. Ther e was not cons i s t ent r el at i ons hi p

bet ween t he ATP bi ol umi nes cence val ues af t er pr el i mi nar y i ncubat i on

wi t h DGN br ot h and t he bact er i al count s af t er s t or age at 7℃ f or 10

days . I mpedance met hod s howed t hat addi t i on of CFC br ot h t o ski m

mi l k cul t ur e r es ul t ed i n gr owt h of Ps eudomonas and Ent er obact er

aer ogenes . Addi t i on of DGN br ot h t o ski m mi l k cul t ur e al l owed

gr owt h of Ent er ococcus f aecal i s and S. aur eus as wel l as gr am

negat i ve bact er i a. . Addi t i on of Ps eudosel br ot h i nhi bi t ed gr owt h of

gr am pos i t i ve bact er i a but not gr am negat i ve bact er i a. I mpedance

met hod us i ng t r ypt cas e s oy br ot h cont ai ni ng s odi um des oxychol at e and

cet r i mi de enabl ed det ect i on of pos t - pas t eur i zat i on cont ami nat i on of

LTLT- pas t eur i zaed mi l k but not UHT- pas t eur i zed mi l k.

( Key Wor ds : Mar ket mi l k, Pos t - pas t eur i zat i on cont ami nat i on, Gr am

negat i ve bact er i a, Ps ychr ot r ophi c bact er i a, ATP bi ol umi nes cence,

I mpedance met hod)

I . 서 론

열처리에 의하여 살균된 시유가 원유 또는 충전기와 같은 유가공기계
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에 의하여 미생물의 오염되는 것을 살균후 오염( pos t - pas t eur i zat i on

cont ami nat i on)이라 하며 식품공전(한국식품공업협회, 1994)에서 2차오염

으로 규정되어 있다. 식품공전에 의하면 우유류의 제조 ·가공기준으로서

살균제품은 미생물의 2차오염이 방지되도록 자동포장 공정으로 충전되어

야 하며 - - - 라고 규정되어 있다.

2차오염에 의해 유입된 내냉성 그람음성세균은 시유의 저장성을 단축

시킬 수 있다. 또한 Sal monel l a 및 Li s t er i a와 같은 병원균에 의해 시유

또는 유제품이 2차오염이 되면 식중독을 일으켜 공중위생의 위해 요인이

될 수 있다. 실제로 오염된 시유에 의해 s al monel l os i s가 미국 I l l i noi s

주에서 일어나 16, 000명의 식중독 환자가 감염된바 있다( Phi l l i ps와

Gr i f f i t hs , 1989) . 국내에서도 대형 유가공장이 발달하여 한 유가공장에

서 공급받는 소비자의 수는 매우 많으며 계층이 다양하다. 또한 근래에는

시유의 유통환경이 복잡해지고 제품 용량도 대형화되어 소비자가 제품을

보관하는 기간이 장기화되고 있어 시유의 저장성은 더욱 중요하게 되었

다. 시유의 가공 공정이 과학적이고 위생적이어야 하며 미생물학적 품질

관리를 엄격히 유지하여야 한다. 특히 시유의 2차오염을 방지하여야 하며

2차오염을 신속히 검출할 수 있는 방법을 도입하여야할 것이다. 시유의

미생물학적 품질과 2차오염의 신속한 검출법에 대한 많은 연구들에 대하

여 토론된 바가 있다( Vasavada, 1993; Whi t e, 1993; I DF, 1993; Bi s hop과

Whi t e, 1986) .

시유의 저장성을 단축시키는 세균은 Ps eudomonas와 그외에 많은 그람

음성세균인 것으로 알려져 있다( I DF, 1993; Phi l l i ps 등, 1981;

Gyl l enber g 등, 1960) . 원유의 미생물학적 품질을 측정하는 표준평판세균

수, 내냉성세균수 및 대장균군수는 시유의 2차오염을 검출함에 있어 쓸모

가 없다. 미국공중위생협회에서는 시유를 21℃에서 18시간 예비배양하여

내냉성세균의 성장을 촉진한 후에 pl at e count agar에 섞어 21℃에서 25

시간 배양하여 modi f i ed ps ychr ot r ophi c bact er i a count ( mPBC)를 계수하

여 시유의 저장성을 측정하는 방법을 제안하였다( Whi t e 등, 1993) . 그러

나 이 방법은 예비배양중에 2차오염에 의한 내냉성 그람음성세균 뿐만 아

니라 포자를 형성하는 Baci l l us와 같은 내냉성 세균이 성장할 가능성이

있어 정상적으로 가공되고 냉장온도( 7℃)에서 저장성이 좋은 시유도 높은

mPBC를 보여 저장성이 낮은 것으로 그릇되게 판정될 가능성이 있다. 이를

방지하기 위하여 적절한 그람음성세균 선택성 배지를 우유에 첨가하여 예

비배양하므로서 2차오염 여부와 저장성을 정확하게 판정할 수 있다.

예비배양에 의해 성장한 세균을 한천배지에서 배양하여 형성된 집락을

계수하는 전통적인 세균수 측정법은 장시간의 배양시간을 요구하여 신속

성이 떨어지며 노동력과 시약의 요구량이 크므로 품질관리 방법으로서 적
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절하지 못하다. 간편하고 신속한 생균수의 측정법으로서 ATP

bi ol umi nes cnece 방법 및 전기저항법이 있다. ATP bi ol umi nes cence 방법

은 원유의 세균수 뿐만 아니라 시유의 2차오염 여부를 측정함에 응용되

었다( Gr i f f i t hs , 1993) . 시유의 2차오염 여부를 검출하기 위하여 내냉성

그람음성세균의 성장이 유리하도록 Benzal kon A, cr ys t al vi ol et , ni s i n,

및 peni ci l l i n과 같은 그람양성세균의 억제제를 첨가하여 시유를 배양한

후에 ATP를 측정하는 방법들이 개발되었다 ( I DF, 1993; Baus t i s t a 등,

1992; Phi l l i ps와 Gr i f f i t hs , 1985; Waes와 Bos s uyt , 1981; Waes와

Bos s uyt , 1982) . 이 연구들에서 억제제의 종류 및 배양온도와 시간을 조

절하여 최적의 2차오염 검출 조건을 연구하였다.

ATP bi ol umi nescence 방법은 민감도가 낮아 106CFU/ ㎖ 이상의 세균수

를 가진 우유를 검출할 수 있었다( Boss uyt , 1982) . 민감도를 높이기 위하

여 비세균성 ATP를 제거하고 세균을 선택적으로 농축하기 위하여 nyl on

f i l t er를 이용하는 방법이 개발되었다( Reybr oeck과 Schr am, 1995) . 이 방

법은 104CFU/ ㎖의 세균수까지 검출할 수 있도록 민감도가 개선되었다

( Reybr oeck과 Schr am, 1995; Baus t i s t a 등, 1992) .

배지에 우유를 첨가하고 Bact omet er에서 배양을 시작한 후 배지의 전

기 저항의 급격히 상승을 시작하는 시간을 det ect i on t i me( DT)이라 한다.

세균이 적은 우유는 DT가 크고 세균이 많은 우유는 그 반대다. 이러한 전

기저항법 ( Bi s hop 등, 1984; Bos s uyt와 Waes , 1983, Vi s ser와 de Gr oot e,

1984)을 이용하여 Byr ne 등 ( 1989a)은 benzal koni um chl or i de를 첨가한

nut r i ent br ot h 또는 dai r y gr am negat i ve( DGN) 배지를 우유에 섞어 21℃

에서 18시간 예비배양한 후에 전기저항법으로 측정한 DT가 우유의 저장성

과 높은 상관관계를 보였다.

본 연구는 그람양성세균과 그람음성세균이 접종된 탈지유 또는 시유에

그람음성 선택성 배지를 첨가하여 배양하여 ATP bi ol umi nes cence 방법과

전기저항법으로 세균의 성장여부를 결정하여 배지의 선택성을 조사하였

다.

2. 재료 및 방법

가. 시유 시료

저온장시간 살균시유 A와 B 그리고 고온단시간 살균시유 C는 각기 다른

유가공장에서 1998년 2월부터 7월중에 생산된 제품으로서 생산일 또는 생

산 1일 후에 구입하여 실험에 사용하였다. 각 시료는 다양한 용량의 용기
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에 충전된 제품들이었다.

나. 세균 균주

본 실험에 사용한 균주 중 Lact ococcus sp.는 Chr . Hansen' s사

( Denmar k)의 치즈 스타터( R- 703)로부터 분리하였으며 다른 세균은 생명공

학연구소 유전자은행으로부터 구입하였다 ( Tabl e 1) . Ps eudomonas 균주들

은 26℃에서 그외 다른 세균들은 30℃에서 24시간 동안 2회 계대 배양한

후 배양에 사용하였다.

Tabl e 1. Bact er i a us ed i n t he s t udy

균주 Sour ces

Baci l l us cer eus KCTC 1013

Baci l l us ci r cul ans KCTC 3347

St aphyl ococcus aur eus KCTC 1928

Ent er ococcus f aecal i s KCTC 3512

Lact ococcus s p. Chr . Hans en' s R- 703

Es cher i chi a col i KCTC 2441

Kl ebs i el l a pneumoni ae KCTC 2001

Ent er obact er aer ogenes KCTC 2190

Fl avobact er i um s p. KCTC 2480

Ps eudomonas f l uor es cens KCTC 2344

Ps eudomonas f l uor es cens KCTC 1767

Ps eudomonas put i da KCTC 1644

다. 배지의 조성 및 제조

LB배지의 조성은 t r ypt one( 10g/ ℓ) , yeas t ext r act ( 5g/ ℓ) , NaCl ( 10g/

ℓ)이며 TGY 배지의 조성은 t r ypt one( 5g/ ℓ) , yeas t ext r act ( 2. 5g/ ℓ) ,

gl ucos e( 1g/ ℓ)이며 Dai r y gr am negat i ve( DGN) 배지( Byr ne 등, 1989b)는

t r ypt one( 20. 0g/ ℓ) , yeas t ext r act ( 20. 0g/ ℓ) , dext r os e( 4. 0g/ ℓ) ,

s odi um des oxychol at e ( 0. 5g/ ℓ) , 및 cr ys t al vi ol et ( 0. 0001g/ ℓ)를 증류

수에 용해한후 121℃에서 15분간 aut ocl ave하였다. CFC 배지( At l as와
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Par ks , 1993; Mead, 1985)는 pept one( 16. 0g/ ℓ) , t r ypt one( 10. 0g/ ℓ) ,

K2SO4( 10. 0g/ ℓ) , MgCl 2 ·6H2O( 1. 4g/ ℓ) 및 gl ycer ol ( 10. 0㎖/ ℓ)를 증류수

에 용해하여 121℃에서 15분간 aut ocl ave한 후에 10㎖의 막여과하여 멸균

한 CFC 선택성 시약 용액( cephal or i di ne( 5g/ ℓ) , f uci di ne( 1g/ ℓ) ,

cet r i mi de( 1g/ ℓ)을 첨가하여 제조하였다. Ps eudosel 배지( At l as와

Par ks , 1993)는 pept one( 20. 0g/ ℓ) , K2SO4( 10. 0g/ ℓ) , MgCl 2( 1. 4g/ ℓ) ,

cet r i mi de( 0. 15g/ ℓ) 및 gl ycer ol ( 10. 0㎖/ ℓ)을 용해하여 118℃에서 15분

간 aut ocl ave하였다. CP배지는 Ps eudos el 배지에서 cet r i mi de를 제외한

나머지 성분으로 제조하였다.

라. ATP bi ol umi nes cence 방법

LB 배지에서 24시간 3회 계대 배양한 세균을 McFar l and nephel omet er

을 사용하여 LB 배지에서 희석하여 20㎖의 탈지우유( Di f co)에 20㎕의 세

균 희석액을 첨가하여 세균수가 103CFU/ ㎖이 되게 하였다. 동량의 그람음

성세균 선택성 배지들을 DGN 배지, 0. 1% benzal koni um chl or i de를 첨가한

TGY 배지( BC- TGY) 또는 0. 002% cr ys t al vi ol et을 함유한 TGY 배지

( CV- TGY) )를 혼합하고( Byr ne 등 1989b) 25℃와 30℃에서 18시간 배양한

후에 ATP를 측정하였다.

시유 50㎖에 동량의 DGNB를 혼합한 후 25℃ 또는 30℃에서 18시간 예

비배양한 후에 ATP를 측정하였다

ATP는 Reybr oeck와 Schr am( 1995)의 방법에 따라 실시하였다. 온도조

절이 되는 Bi of i l t r at i on s ys t em( Lumac)에 nyl on f i l t er를 장착한 후 300

㎕의 우유시료와 300㎕의 L- NRS용액(비이온성유화용액)을 가하여 4분간

반응시켰다. 진공폄프로 혼합액을 nyl on f i l t er로 통과시켜 세균을 농축

시켰다. 600㎕의 quar t er s t r engt h Ri nger sol ut i on으로 nyl on f i l t er를

세척한 후에 밑면이 평편한 cuvet t e에 옮긴 후 Bi ocount er M2500 ( Lumac)

에 장착하였다. 200㎕의 NRM용액(세균추출액)이 자동적으로 가하여지고

30초 후에 100㎕의 l uci f er i n과 l uci f er ase( Lumi t - QM)가 첨가되었다.

Lumi nes cence가 10초 동안 누적 측정되어 상대적 광도( r el at i ve l i ght

i nt ens i t y)로 기록되었다.

마. 전기저항법

TGY 배지에서 계대 배양된 세균을 멸균된 PBS 용액에 McFar l and

nephl omet er를 사용하여 희석하여 103 CFU/ ㎖가 되게 탈지유( 5㎖)에 접종

하였다. 접종된 탈지유에 동량의 DGN 배지, CFC 배지, Pseudos el 배지 및
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cet r i mi de를 뺀 Ps eudosel ( CP) 배지을 각각 동량 혼합하여 18℃, 21℃,

25℃ 및 30℃에서 각각 18시간 배양한 후 전기저항법으로 DT를 측정하였

다.

시유 50㎖에 s odi um des oxychol at e( 0. 5g/ ℓ)와 cet r i mi de( 0. 15g/ ℓ)를

함유하는 Tr ypt i cas e s oy br ot h( Di f co) ( SC- TSB)을 동량 첨가하여 예비배

양한 후에 전기저항법으로 DT를 측정하였다.

500㎕의 MPCA 한천배지( bi oMer i eux)가 있는 modul e wel l에 200㎕의

배양액을 넣어 21℃, 25℃ 및 30℃ 배양온도의 Bact omet er pr oces s i ng

uni t ( Bact omet er Model 128, bi oMer i eux Vi t ek, I nc. )에 장착하여

det ect i on t i me( DT)을 측정하였다.

바. 시유의 저장성 검사

멸균된 250㎖ 용량의 medi a병에 200㎖의 시유를 옮겨넣어 7℃에서 10

일간 저장한 후에 표준평판법으로 계수하였다.

사. 변형내냉성세균평판법 ( mPBC)

배양액의 내냉성세균수는 변형내냉성세균평판법에 따라 시료를 십진법

으로 인산염 용액에 희석한 후 1㎖의 시료를 45℃로 냉각된 pl at e count

agar에 섞어 접종하여 식힌 후 21℃에서 48시간 동안 배양한 후에 형성된

집락수를 측정하였다( Mar s hal l , 1993) .

3. 결과 및 고찰

가. ATP bi ol umi nes cence를 이용한 그람음성세균 선택배지의 비교

DGN 배지, BC- TGY 배지 및 CV- TGY 배지를 세균이 접종된 탈지유와 혼

합하여 25℃ 또는 30℃에서 18시간 배양한 후 배양액의 ATP

bi ol umi nes cence를 측정하였다( Tabl e 2) . DGN 배지와 CV- TGY 배지를 섞어

배양한 경우 P. f l uores cens , E. aer ogenes 및 E. col i 의 ATP

bi ol umi nes cence 측정치가 높았다. BC- TGY 배지에서 그람음성세균의 성장

이 억제되었으며 P. f l uor es cenes는 모든 온도에서 성장하지 못하였다.

DGN 배지와 CV- TGY 배지가 첨가된 경우에 P. f l uores cens와 E. col i 는 2

5℃ 보다 30℃에서 성장이 더 활발하였으나 E. aerogenes는 30℃ 보다 2

5℃에서 성장이 활발하였다. DGN 배지에서는 S. aur eus와 B. cer eus가 3
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0℃에서 약하게 성장하며 CV- TGY에서는 B. cer eus가 약하게 성장하였다

( Tabl e 2) . 이상의 결과에서 DGN 배지와 CV- TGY 배지는 상호간에 큰 차이

를 보이지 않았으며 BC- TGY 배지에 비해 상대적으로 우수한 그람음성세균

선택성 배지이었으나 P. f l uor es cens의 성장은 활발하지 못하였다.

Tabl e 2. ATP bi ol umi nes cence det er mi nat i on of bact er i al cul t ur e i n

t he mi xt ur e of s el ect i ve br ot h and s ki m mi l k.

( Uni t : r el at i ve l i ght uni t )

Bact er i a
DGN br ot h BC- TGY br ot h CV- TGY br ot h

25℃ 30℃ 25℃ 30℃ 25℃ 30℃

P. f l uor es cens 880 12, 000 68 40 400 12, 000

E. aer ogenes 180, 000 14, 000 450 6, 500 210, 000 76, 000

E. col i 69, 000 76, 000 1, 500 40, 000 35, 000 75, 000

B. cer eus 53 810 430 40 290 930

S. aur eus 48 940 55 41 77 170

나. 변형내냉성세균평판법과 ATP bi ol umi nes cence 방법를 이용한 시유의

검사

시유의 표준평판세균수가 106CFU/㎖이상이면 부패가 일어나기 시작하

고 있으며 107CFU/ ㎖이상이 되면 이취가 검출될 수 있는 세균수이다

( McMeeki n과 Ros s , 1996) . 7℃에서 10일간 저장한 후에 106CFU/ ㎖이상으

로 세균수가 증가한 시유는 열처리와 가공 중에 내냉성세균의 2차오염 때

문이다. 따라서 7℃에서 10일간 저장한 후의 표준평판세균수( SPC10d)가

106CFU/ ㎖ 이상인 유가공장 A의 시유 제품들은 내냉성세균에 의해 2차오

염 되었다고 판정을 내릴 수 있다( Tabl e 3) .

Tabl e 3에서 사용한 시유의 2차오염 여부를 신속히 검출하는 방법들로

서 첫 번째로 시유를 21℃에서 18시간 예비배양한 후에 mPBC를 측정하는

방법( PI - mPBC)이다. 두 번째로 시유를 동량의 DGN 배지와 혼합하여 21℃

에서 18시간 배양한 후에 mPBC를 측정하는 방법( DGN- mPBC)이다. 세 번째

로 시유를 동량의 DGN 배지와 혼합하여 25℃에서 18시간 배양한 후에 ATP

bi ol umi nes cence를 측정하는 방법( DGN25- ATP)이다. 네 번째로 시유를 동

량의 DGN 배지와 혼합하여 30℃에서 18시간 배양한 후에 ATP

bi ol umi nes cence를 측정하는 방법( DGN30- ATP)이다.
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Tabl e 3. Det ect i on of pos t - pas t eur i zat i on cont ami nat i on of mar ket

mi l k by us i ng modi f i ed psychr ot r ophi c bact er i al count ( mPBC) and

ATP- bi ol umi nes cence.

Pl an

t

PI -

mPBC1

( CFU/ ㎖)

DGN-

mPBC1

( CFU/ ㎖)

DGN25-

ATP1

( RLU)

DGN30-

ATP1

( RLU)

SPC10d

( CFU/ ㎖)

A 620 90 580 nd2 5, 200, 000

A 72, 000 22, 000 640 11, 000 63, 000, 000

A <10 <1 270 240 520

A 5, 400 190 230 3, 900 1, 100, 000

A 5, 200 9, 500 1, 500 8, 700 700, 000

A 250, 000 40 170 17, 000 37, 000, 000

A 1, 300 <10 290 320 36, 000, 000

A 1, 300, 000 120, 000 140, 000 33, 000 20, 000, 000

A <10 <10 230 250 8, 000

A 920, 000 17, 000 220 370 25, 000, 000

A 25, 000 12, 000 290 110, 000 10, 000, 000

A nd 456, 000 46, 000 81, 000 40, 000

A nd 490 490 13. 000 11, 000

A nd <10 270 310 2, 800

A nd 7, 800 59, 000 13, 000 4, 300, 000

B 80 <1 310 230 780

B 9, 900 <1 320 220 4, 100

B 230 30 240 nd 220

C 1, 400 <1 250 nd 66, 000

C 52, 000 <1 380 270 31, 000

C 43, 000 <1 320 270 17, 000

C 13, 000 <10 150 220 300, 000

C 24, 000 <10 80 180 50, 000

C 32, 000 <10 220 190 720, 000

C 39, 000 <10 190 270 450, 000

1, Ref er t o Res ul t s and di s cus s i on

2, Not det er mi ned
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유가공장 A의 제품 3과 9는 PI - mPBC법에서 세균수가 10CFU/ ㎖ 이하였

으며 SPC10d가 또한 10, 000CFU/ ㎖ 이하였다. PI - mPBC가 높은 다른 제품

들은 SPC10d가 매우 높았다. 이는 PI - mPBC 방법이 2차오염의 검출법으로

사용할 수 있음을 보였다.

유가공장 A의 시유 제품 12와 13은 DGNB- mPBC가 각각 460, 000CFU/ ㎖과

490CFU/ ㎖이고 시유 12의 DGN25- ATP과 DGN30- ATP의 ATP bi ol umi nes cence

값이 높아 2차오염이 일어난 것으로 예측되었으나 시유 12와 13의 SPC10d

가 각각 106CFU/ ㎖이하이므로 내냉성 세균의 2차오염이 일어나지 않는 것

으로 판정되었다. 시유 제품 7의 경우에는 DGN- mPBC, DGN25- ATP 및

DGN30- ATP가 낮은 세균수와 ATP bi ol umi nes cence 값을 나타내 2차오염이

없는 것으로 예측되었으나 SPC10d는 36, 000, 000CFU/ ㎖로 내냉성 그람음성

세균에 의한 2차오염이 일어났음을 알 수 있었다( Tabl e 3) .

DGN 배지를 이용한 2차오염 예측방법들이 SPC10d와 부분적으로 일치되

지 않는 이유로서 DGN 배지가 그람양성세균을 충분히 억제하지 못하거나

시유 제품에 오염된 그람음성 세균이 중온성 세균이기 때문에 7℃에서 성

장하지 못할 수도 있다. 또한 시유에 2차오염된 세균수가 매우 적어 예측

방법들에 의해 검출이 안될 수도 있다.

유가공장 B의 3개의 저온 장시간 살균시유 제품들은 PI - mPBC가

10, 000CFU/ ㎖ 이하였으며 시유 18을 제외하고 DGN- mPBC는 검출이 안되고,

DGN25- ATP 및 DGN30- ATP는 500RLU 이하여서 그람음성세균의 2차오염이 없

는 것으로 추정되었다. SPC10d도 5, 000CFU/ ㎖ 이하이었다. 그러나 시유

18은 DGN- mPBC가 30을 나타내 그람음성세균의 오염이 있음을 예측되었으

나 SPC10d가 220으로 나타나 DGN- mPBC의 세균수가 내냉성 그람음성세균이

아닐 수도 있었다( Tabl e 3) .

유가공장 C의 7개 고온 단시간 살균시유는 PI - mPBC가 비교적 높아

1, 400CFU/ ㎖부터 39, 000CFU/ ㎖으로서 비교적 고른 측정치를 보였으며

DGN- mPBC는 세균이 검출이 안되고 DGN25- ATP와 DGN30- ATP는 500RLU 미만

이었다. SPC10d가 17, 000CFU/ ㎖부터 720, 000CFU/ ㎖으로서 상당히 높은 세

균수에 도달하였으나 106CFU/ ㎖에는 도달하지 않았다. 따라서 유가공장 C

의 제품은 2차오염이 일어나지 않았다고 생각할 수 있다.

유가공장 C의 시유 제품들이 PI - mPBC와 SPC10d가 높은 이유는 예비배

양과 냉장저장중에 고온 단시간 살균공정 중에 생장세포로 전환된

Baci l l us와 같은 포자형성 내냉성세균이 성장하기 때문인 것으로 생각되

었다.

PI - mPBC 방법에서 2차오염의 기준점은 각 유가공장에 따라 달랐다. 유

가공장 A의 경우 10CFU/ ㎖이상의 경우 전부 2차오염이었으며 유가공장 B

의 경우에는 9, 900CFU/ ㎖까지도 2차오염이 아니었다. 유가공장 C의 경우
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에는 PI - mPBC가 다른 유가공장 보다도 높았는데 SPC10d가 낮아서 2차오염

이 안된 것으로 판정되었다.

DGN25- ATP는 25℃의 배양온도가 낮아 세균이 충분히 성장하지 못하여

검출할 수 없었다. 그러나 DGN30- ATP는 DGN- mPBC에서 10CFU/ ㎖이상을 나

타내는 10 제품 중에서 1 제품을 제외하고 500RLU 이상으로 측정되어 충

분한 민감도를 나타내어 2차오염된 제품을 검츨할 수 있었다. 따라서 ATP

bi ol umi nes cence 방법을 이용하여 시유의 2차오염을 검출하기위하여 바람

직한 배양온도는 30℃ 이상이어야 한다.

DGN- mPBC와 DGN30- ATP는 각각 측정에 소요되는 배양시간으로서 각각

43시간과 18시간이 소요되어 비교적 신속하게 측정할 수 있다. DGN30- ATP

는 신속한 품질검사방법으로 응용할 수 있으나 시약의 안정성이 낮고 가

격이 비싸기 때문에 실용화하기에는 어려운 점이 많다. 또한

Bi of i l t r at i on s ys t em으로 다량의 시료를 여과할 때에 노동력 요구량이

크고 시유 시료에 따라 여과가 되지 않는 경우가 있고 또한 시료가 많은

경우 장시간 소요되는 단점이 있다.

다. 전기저항법을 이용한 그람음성세균 선택배지의 비교

그람음성 내냉성세균의 선택배지로서 DGN 배지 외에 CFC 배지와

Ps eudos el 배지를 선택하였다. CFC 배지, DGN 배지, Ps eudos el 배지는 각

각 Ps eudomonas , 그람음성세균, 비발효성 그람음성세균의 선택배지로 알

려져 있다( Mead, 1985; Byr ne 등, 1989; At l as와 Par ks , 1993) . 탈지유에

세균을 접종한 후 동량의 CFC 배지, DGN 배지, Ps eudosel 배지 또는 CP

배지를 첨가하고 21℃, 25℃, 30℃에서 18시간 배양한 후에 Bact omet er에

서 각각 21℃, 25℃ 및 30℃에서 48시간 배양하면서 DT를 측정하였다

( Tabl e 4) .

CFC 배지가 첨가된 탈지유 배양액에서 그람양성세균은 성장하지 못하

였으며 그람음성균 중에서 K. pneumoni ae는 모든 온도에서 성장하지 못하

였으며 E. col i 는 21℃와 25℃에서 억제되었으나 30℃에서는 성장하였으

며 Fl avobact er i um s p.는 21℃에서만 성장하였다. Ps eudomonas 균주들과

E. aer ogenes는 모든 온도에서 성장하였다( Tabl e 4) . Ps eudomonas는 배양

온도가 상승함에 따라 DT가 감소하였다. CFC는 Ps eudomonas를 비롯한 일

부 그람음성세균을 검출할 수 있는 배지인 것으로 확인이 되었으나 다른

그람음성세균의 성장을 억제하므로 우유에서 발견할 수 있는 그람음성세

균의 오염을 검출하기에는 부적절하였다.
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Tabl e 4. Det ect i on t i me of bact er i al cul t ur e i n t he mi xt ur e of

s el ect i ve br ot h and s ki m mi l k. ( uni t : hour )

Se l ec t i ve
br ot h

Bact er i a

CFC br ot h DGN br ot h

21℃ 25℃ 30℃ 21℃ 25℃ 30℃

B. coagul ans >48. 0 >48. 0 >48. 0 >48. 0 >48. 0 >48. 0

S. aur eus >48. 0 nd1 >48. 0 >48. 0 nd 9. 3

E. f aecal i s >48. 0 >48. 0 >48. 0 17. 9 6. 9 7. 3

Lact ococcus s p. nd1 nd1 >48. 0 nd1 nd1 3. 1

E. col i >48. 0 >48. 0 4. 4 17. 5 1. 5 4. 9

E. aer ogenes 7. 1 1. 3 3. 1 2. 7 1. 0 3. 0

K. pneumoni ae >48. 0 >48. 0 >48. 0 3. 2 1. 3 4. 5

Fl avobact er i um s p. 7. 1 >48. 0 >48. 0 >48. 0 >48. 0 47. 6

P. f l uor es cens 7. 1 7. 8 4. 4 7. 1 4. 9 4. 2

P. f l uor es cens 12. 3 7. 7 2. 6 12. 3 9. 1 2. 5

P. put i da 10. 8 5. 2 3. 3 9. 0 5. 4 2. 8

Se l ec t i ve
br ot h

Bact er i a

Pseudos el br ot h CP br ot h

21℃ 25℃ 30℃ 21℃ 25℃ 30℃

B. coagul ans >48. 0 >48. 0 >48. 0 41. 7 17. 2 28. 2

S. aur eus >48. 0 nd1 >48. 0 >48. 0 nd1 2. 6

E. f aecal i s >48. 0 >48. 0 >48. 0 11. 5 3. 5 5. 6

Lact ococcus s p. nd1 nd1 >48. 0 nd1 nd1 5. 0

E. col i 20. 7 3. 6 5. 3 20. 9 3. 1 5. 9

E. aer ogenes 3. 8 1. 2 3. 6 3. 5 1. 5 3. 9

K. pneumoni ae 3. 9 1. 5 3. 9 3. 7 1. 4 3. 8

Fl avobact er i um s p. >48. 0 >48. 0 >48. 0 >48. 0 >48. 0 >48. 0

P. f l uor es cens 7. 0 4. 6 4. 5 6. 9 5. 6 4. 5

P. f l uor es cens 11. 5 7. 8 2. 6 11. 5 7. 7 2. 7

P. put i da 10. 4 5. 9 3. 2 7. 1 6. 0 3. 7

nd Not det er mi ned
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DGN 배지가 첨가된 탈지유 배양액에서 그람양성균 중에서 B.

coagul ans는 성장을 하지 못하였으며 S. aureus는 30℃에서만 성장하였으

며 E. f aecal i s는 모든 온도에서 성장을 하였다. 그람음성균 중에서는

Fl avobact er i um s p.를 제외하고는 모든 세균이 성장을 하였으며 E. col i ,

E. f aecal i s , E. aer ogenes , K. pneumoni ae 및 Ps eudomonas의 DT값이 2

1℃에 비해 25℃에서 각각 감소하였다. 30℃에서 Ps eudomonas의 DT 값은

더욱 감소하였다.

Pseudos el 배지가 첨가된 탈지유 배양액에서 모든 그람양성균은 억제

되었으나 그람음성균은 Fl avobact er i um s p.을 제외한 모든 균이 성장하였

다. E. col i 는 DT값이 21℃에 비해 25℃에서 6배 감소하였으나 E.

aer ogenes와 K. pneumoni ae는 2- 3배, Ps eudomonas는 1. 5- 2배 감소하였으

며 30℃에서 DT가 증가하였다.

Cet r i mi de를 첨가하지 않은 Ps eudos el ( CP) 배지가 첨가된 탈지유 배양

액에서 Fl avobact er i um s p. 외에 모든 세균이 성장하였다. CP 배지에서

그람음성균의 DT값은 DGN 배지와 Ps eudos el 배지의 DT 값과 차이가 없어

DGN 배지 및 Pseudos el 배지의 s odi um des oxychol at e, cr ys t al vi ol et ,

cet r i mi de와 같은 그람양성세균 억제제에 의해 각 그람음성세균의 성장이

억제되지 않은 것으로 보였다.

DGN 배지를 첨가한 우유의 배양방법은 그람음성세균 뿐만 아니라 그람

양성구균까지도 성장하므로 시유의 2차오염 검사방법으로 적절하지 않았

다. 그러나 E. f aecal i s와 S. aureus을 DGN 한천배지에 s t r eaki ng하였을

때에 성장하지 못하였다. 따라서 동량의 DGN 배지와 우유를 섞어 예비배

양하면 DGN 배지에 있는 그람양성세균 억제제인 s odi um des oxychol at e와

cr ys t al vi ol et가 희석되어 충분한 억제력을 발휘하지 못하는 것으로 사

료되었다.

마. 전기저항법을 이용한 시유의 검사

유가공장 A의 저온장시간 살균 시유와 유가공장 B∼F의 초고온순간 살

균 시유들을 구입하여 전기저항법을 사용하여 2차오염을 측정하였다. 시

유에 s odi um desoxychol at e와 cet r i mi de가 첨가된 Tr ypt i cas e soy

br ot h( SC- TSB)를 동량 혼합하여 21℃와 25℃에서 18시간 배양한 후에

Bact omet er에서 각각 21℃와 25℃에서 48시간 배양하면서 DT를 측정하였

다. 유가공장 A의 저온장시간 살균시유들 중에서 시유 제품 2가 25℃에서

DT가 24시간이었으며 시유 제품 5가 21℃에서 21시간이고 25℃에서 9시간

이어서 이 시유 제품들이 2차오염이 되었음을 예측하였다.시료 2와 5는
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7℃에서 10일간 냉장 저장한 후의 세균수( SPC10d)도 각각 470, 000CFU/㎖

와 350, 000, 000CFU/ ㎖이어 2차오염이 일어났음을 확인할 수 있었다. 초고

온순간 살균 시유 10, 12 및 14는 전기저항법에서 DT가 48시간 내에 검출

이 안되었으나 SPC10d가 106CFU/ ㎖ 이상으로서 2차오염이 되었음을 알 수

있었다.

Tabl e 5. Det ect i on of pos t - pas t eur i zat i on cont ami nat i on of mar ket

mi l k by us i ng i mpedance met hod

Sampl e

No.
Pl ant

Det ect i on t i me ( hour ) SPC10d

( CFU/ ㎖)21℃ 25℃
1 A > 48 > 48 4, 900
2 A > 48 24 470, 000
3 A > 48 > 48 4, 200
4 A > 48 > 48 3, 800
5 A 21 9 350, 000, 000
6 B > 48 > 48 8, 100
7 B > 48 > 48 < 100
8 B > 48 > 48 < 100
9 B > 48 > 48 < 100

10 C > 48 > 48 9, 800, 000
11 C > 48 > 48 < 100
12 C > 48 > 48 3, 100, 000
13 C > 48 > 48 12, 000
14 D > 48 > 48 1, 200, 000
15 E > 48 > 48 110. 000
16 E > 48 > 48 < 100
17 F > 48 > 48 < 100

유가공장 A의 저온장시간 살균시유는 2차오염으로 인해 유입된 그람음

성세균이 초고온순간 살균시유에 비하여 많아 전기저항법에 의하여 검출

이 되었던 것으로 생각되었다. 초고온순간 살균시유의 2차오염을 검출하

기 위하여 전기저항법의 민감도를 증가시킬 필요가 있으며 이를 위해서

Bact omet er modul e에 첨가하는 배양액 시료량을 증가할 필요가 있으며 배

양온도와 시간을 조절할 필요가 있다고 생각된다.

4. 적 요

ATP bi ol umi nescence와 전기저항법을 이용하여 시유의 2차오염을 예측

할 수 있는 방법을 조사하였다. DGN 배지, BC- TGY 배지 및 CV- TGY 배지
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에 접종한 탈지유를 첨가하고 배양한 후에 ATP bi ol umi nes cnece 방법으로

측정한 결과 BC- TGY 배지는 Ps eudomonac f l uor es cens의 성장을 억제하였

으며 DGN 배지와 CV- TGY는 그람양성세균만을 억제하였다. 유가공장 A에서

생산한 대부분의 저온장시간 살균 시유는 7℃에서 10일간 저장한 후의 세

균수가 106CFU/ ㎖ 이상이어서 2차오염되었음을 알 수 있었다. 배양온도가

30℃일 때가 25℃일 때보다도 ATP bi ol umi nes cece 값이 높았으며 DGN 배

지에서 배양하여 측정한 ATP bi ol umi nes cece 값이 SPC10d와 일정한 관계

를 갖지 못하였다. 전기저항법을 사용하면 CFC 배지에서 Ps eudomonas와

E. aer ogenes 만이 성장하였으며 DGN 배지에서 그람음성세균뿐만 아니라

E. f aecal i s와 S. aur eus가 성장하였으며 Pseudos el 배지에서는 그람양성

세균은 억제되고 그람음성세균이 성장하였다. 시유에 SC- TSB 배지를 첨가

하여 배양한 후에 전기저항법으로 측정하므로서 저온장시간 살균시유의 2

차오염을 검출할 수 있었으나 초고온순간 살균 시유는 검출할 수 없었다.
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제 4 절 색소환원법에 의한 시유의 2차오염 검출을

위한 그람음성세균 선택성 배지

SUMMARY

Dye r educt i on met hod and gr am- negat i ve bact er i a s el ect i ve br ot h

wer e devel oped t o det ect pos t - pas t eur i zat i on cont ami nat i on i n mi l k

pr oces s i ng. Met hyl ene bl ue r educt i on met hod di d not det ect gr owt h

of Ps eudomonas but r es azur i n r educt i on met hod det ect ed i t s gr owt h.

The gr owt h of gr am- pos i t i ve and gr am- negat i ve bact er i a i n

cephal or i di ne- f uci di ne- cet r i mi de( CFC) br ot h, dai r y gr am

negat i ve( DGN) br ot h, and Ps eudos el br ot h whi ch wer e added t o equal

vol ume of ski m mi l k was det er mi ned by us i ng r esazur i n r educt i on

met hod. CFC br ot h i nhi bi t ed gr owt h of Es cher i chi a col i , Kl ebs i el l a

pneumoni ae and al l gr am- pos i t i ve bact er i a. Ent er ococcus f aecal i s ,

and Lact ococcus s p. as wel l as mos t of gr am- negat i ve bact er i a gr ew

i n t he mi xt ur e of s ki m mi l k and DGN br ot h. Onl y gr am- negat i ve

bact er i a gr ew i n t he mi xt ur e of s ki m mi l k and Ps eudos el br ot h. The

gr owt h of gr am- pos i t i ve cocci and spor e- f or mi ng gr am- pos i t ve baci l l i

i n mar ket mi l k whi ch was mi xed wi t h DGN br ot h and Ps eudos el br ot h,

r es pect i vel y, was det ect ed. Addi t i on of s odi um des oxychol at e t o

Ps eudos el br ot h i nhi bi t ed s por e- f or mi ng gr am- pos i t i ve baci l l i and

enabl ed s el ect i ve det ect i on of gr am- negat i ve bact er i a i n mar ket

mi l k. The gr am negat i ve bact er i a i s ol at ed f r om mar ket mi l k wer e

i dent i f i ed as Ent er obact er aggl omer ans , Ent er obact er sakaz aki i ,

Ps eudomonas s pp. and Aer omonas s al moni ci da .

( Key wor d : Mar ket mi l k, Pos t - pas t eur i zat i on cont ami nat i on, gr am

negat i ve bact er i a, r es azur i n)

1.서 론

위생적으로 안전하고 저장성이 우수한 시유를 생산하기 위하여 세균수

가 적은 우유를 원료로 사용하여야하며 규정된 살균 온도와 시간에서 열

처리하고 살균 후 오염이 일어나지 않도록 생산하여야 한다. 식품공전에
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서는 살균 후 오염은 2차오염으로 명명하고 있다(한국식품공업협회,

1994) . 우유의 살균을 위한 열처리 공정에서 내열성이거나 포자형성하는

그람양성세균은 살아남으나 그람음성세균은 모두 사멸된다. 따라서 시유

에 오염된 그람음성세균의 존재 여부를 검출하므로서 우유의 2차오염 여

부를 검출할 수 있다. 살균된 우유는 저장과 유통 중에 냉장 온도에서 저

장하므로 내냉성 그람음성세균은 우유의 저장성에 중요하다.

2차오염된 그람음성세균의 검출 방법은 신속하고 신뢰성이 있어야 시

유의 제조 공정을 적시에 개선할 수 있으며 오염의 심각 정도에 따라 조

기 판매 또는 판매 정지 등의 결정을 내릴 수 있다( Bi s hop과 Whi t e,

1986; I DF, 1993) . 그러나 일반적으로 2차오염에 의해 시유에 유입된 그

람음성세균수가 적어 한천배지 배양방법으로 즉시 검출하기가 어렵다. 따

라서 시유에 오염된 그람음성 내냉성 세균을 선택적으로 배양한 후에 세

균수를 검사하는 방법이 사용되었다. 내냉성 세균의 생장을 촉진하는 1

8∼21℃의 온도에서 시유를 배양한 후에 ( Whi t e 등, 1993) 또는 그람음성

세균의 선택적 생장에 적합한 배지를 시유와 혼합하여 배양한 후에 한천

배지에서 세균수를 측정하는 방법( Byr ne 등, 1989b; Phi l l i ps 등, 1984)

과 Bact emet er를 이용한 전기저항법 ( Bi s hop 등, 1984; Bos s uyt와 Waes ,

1983, Vi s s er와 de Gr oot e, 1984) 또는 ATP- bi ol umi nes cence 방법( Waes와

Bos s uyt , 1982)이 시유의 저장성과 2차오염을 측정하는 방법으로 연구되

었다.

Langevel d 등 ( 1976)은 살균포장된 우유를 24시간 동안 25℃에서 배양

한 후 benzal koni um chl or i de가 함유된 평판에 s t r eak하여 30℃에서 24시

간 배양하여 그람음성세균을 검출하였다. Byr ne 등 ( 1989a)은 우유를 예

비배양할 때에 benzal koni um chl or i de를 첨가한 nut r i ent br ot h 또는

dai r y gr am negat i ve( DGN) 배지를 우유와 1: 1로 섞어 21℃에서 18시간 배

양한 후에 내냉성세균수를 조사하거나 또는 전기저항법으로 조사한 결과

가 우유의 저장성과 높은 상관관계를 보였다고 보고하였다. 또한 배양할

때에 그람음성 선택배지와 섞지않고 저장성을 측정한 결과도 높은 상관관

계를 보였다.

본 연구는 시유의 그람음성세균의 오염을 색소환원법을 이용하여 검출

할 수 있는 선택배지와 배양온도를 조사하는 것이 목적이다.

2. 재료 및 방법

가. 세균 균주

본 실험에 사용한 균주 중 Lact ococcus sp.는 Chr . Hans en의 치즈 스
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타터( R- 703)으로부터 분리하였으며 다른 세균은 한국생명공학연구소 유전

자은행으로부터 구입하였다 ( Tabl e 1) . Ps eudomonas 균주들은 26℃에서

배양하였으며 다른 세균들은 30℃에서 24시간 동안 2회 계대배양한 후

실험에 사용하였다. 계대배양에 사용한 배지는 t r ypt one- yeas t

ext r act - gl ucos e( TGY) br ot h 이었다.

Tabl e 1. The bact er i al s t r ai ns and t hei r opt i mum i ncubat i on

t emper at ur e us ed i n t he s t udy

Bact er i a Sour ces

Baci l l us ci r cul ans KCTC 3347

St aphyl ococcus aur eus KCTC 1928

Ent er ococcus f aecal i s KCTC 3512

Lact ococcus s p. Chr . Hans en R- 703

Es cher i chi a col i KCTC 2441

Kl ebs i el l a pneumoni ae KCTC 2001

Ent er obact er aer ogenes KCTC 2190

Fl avobact er i um s p. KCTC 2480

Ps eudomonas f l uor es cens KCTC 2344

Ps eudomonas f l uor es cens KCTC 1767

Ps eudomonas put i da KCTC 1644

나. 예비 배양

TGY br ot h에서 배양된 세균을 멸균된 PBS 용액에 McFar l and

nephl omet er를 사용하여 희석하여 103 CFU/ ㎖가 되게 탈지유( 5㎖)에 접종

하였으며 동량의 dai r y gr am negat i ve ( DGN) 배지( Byr ne 등, 1989a) ,

cephal or i di ne- f uci di ne- cet r i mi de ( CFC) 배지( At l as와 Par ks , 1993;

Mead, 1985) , Ps eudos el 배지( At l as와 Par ks , 1993) , cet r i mi de를 뺀

Ps eudos el 배지와 각각 혼합하여 18℃, 21℃, 25℃ 및 30℃에서 각각 18

시간 배양한 후 색소환원법에 사용하였다.

DGN배지는 t r ypt one( 20. 0g/ ℓ) , yeas t ext r act ( 20. 0g/ ℓ) ,

dext r os e( 4. 0g/ ℓ) , s odi um des oxychol at e ( 0. 5g/ ℓ) , 및 cr ys t al
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vi ol et ( 0. 0001㎎/ ℓ)를 증류수에 용해한후 121℃에서 aut ocl ave하였다.

CFC 배지는 pept one( 16. 0g/ ℓ) , t r ypt one( 10. 0g/ ℓ) , K2SO4( 10. 0g/ ℓ) ,

MgCl 2 ·6H2O( 1. 4g/ ℓ) 및 gl ycer ol ( 10. 0㎖/ ℓ)를 증류수에 용해하여 12

1℃에서 aut ocl ave한 후에 막여과하여 멸균한 CFC 선택성 시약 용액

( cephal or i di ne( 5㎎/ ㎖) , f uci di ne( 1㎎/ ㎖) , cet r i mi de( 1㎎/ ㎖) ) 10㎖를

첨가하여 제조하였다. Ps eudos el 배지는 pept one( 20. 0g/ ℓ) ,

K2SO4( 10. 0g/ ℓ) , MgCl 2( 1. 4g/ ℓ) , cet r i mi de( 0. 15g/ ℓ) 및 gl ycer ol ( 10. 0

㎖/ ℓ)을 용해하여 118℃에서 aut ocl ave하였다.

다. 색소환원법

0. 22㎛ membr ane( Gel man)으로 여과하여 멸균한 met hyl ene bl ue 용액

( 44㎍/ ㎖) 또는 r es azur i n 용액( 55㎍/㎖) 1㎖를 배양액 10㎖에 첨가하여

30℃에서 배양하면서 청색이 백색, 홍색 또는 보라색으로 각각 환원되는

시간을 매 1시간 간격으로 10 시간 동안 관찰하면서 측정하였다. 우유의

변색이 관찰될 때의 보라색, 홍색, 백색을 각각 P, R, W로 기록하였다.

라. 세균의 동정

그람음성 세균의 동정은 API 20E( bi oMer i eux s a)를 사용하였으며 추가

로 운동성 검사는 mot i l i t y t es t medi a를 사용하여 결정하였으며

oxi dat i on- f er ment at i on 검사는 Hugh and Lei f eon' s OF bas al medi um을

사용하였다( MacFaddi n, 1980) .

마. 세균의 염색

그람 염색은 Modi f i ed Hucker cr ys t al vi ol et 방법( Hendr i cks on과

Kr enz, 1991)를 사용하였으며 포자의 염색은 Schaf f er와 Ful t on( 1933)의

방법을 이용하였다.

3. 결과 및 고찰

우유의 저장성은 2차오염에 관련된 Ps eudomonas을 비롯한 그람음성 내

냉성세균에 의해 영향을 받는다. 그러나 2차오염 초기에는 세균들의 오염

도가 낮기 때문에 검출하기 어렵다. 따라서 그람음성 내냉성 세균의 성장

을 촉진하는 조건에서 우유시료를 예비배양을 한 후 2차오염 여부를 측정

하고 저장성을 예측할 수 있다.
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Tabl e 2. Met hyl ene bl ue r educt i on t i me( hour ) of s ki m mi l k i nocul at ed

wi t h bact er i a and i ncubat ed af t er addi t i on of s el ect i ve br ot h

br ot h

bact er i a

CFC br ot h DGN br ot h
Ps eudosel

br ot h

Ps eudos el
br ot h

wi t hout
cet r i mi de

21℃ 25℃ 21℃ 25℃ 21℃ 25℃ 21℃ 25℃

B. ci r cul ans >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10

S. aur eus >10 nd >10 nd >10 nd >10 nd
E. f aecal i s >10 >10 7 1 >10 >10 2 0. 5
E. col i >10 >10 8 1 8 >10 8 3. 1
E. aer ogenes >10 1 3 1 3 1 3 1. 5
K. pneumoni ae >10 >10 3 1 3 3 3 1. 4
Fl avobact er i um s p. >10 >10 >10 7 >10 >10 >10 >10

P. f l uor es cens >10 8 >10 8 >10 8 >10 5. 6

P. f l uor es cens . >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 7. 7
P. put i da >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 6. 0

그람음성 내냉성세균의 선택성 배지로서 DGN배지, CFC 배지 및

Ps eudos el 배지를 선택하였다. CFC 배지, DGN 배지, Ps eudos el 배지는 각

각 Ps eudomonas , 그람음성세균, 비발효성 그람음성세균에 대해 선택성이

있는 배지로 알려져 있다( Mead, 1985; Byr ne 등, 1989a; At l as와 Par ks ,

1993) . 이 배지들을 시유와 동량 혼합하여 18∼30℃에서 18시간 배양하여

그람음성세균이 선택적으로 성장하게 한 후에 met hyl ene bl ue 또는

r es azur i n을 첨가하여 30℃에서 배양하여 색소의 환원 여부와 시간에 따

라 시유의 2차오염을 검출할 수 있고 저장성을 예측할 수 있을 것이다.

우유에 오염된 내냉성 그람음성세균을 검출할 수 있는 선택배지, 배양온

도, 및 산화환원색소를 연구하였다.

세균( 103/ ㎖)을 접종한 탈지유에 동량의 배지를 혼합하여 21℃와 25℃

에서 18시간 예비 배양한 후에 met hyl ene bl ue를 첨가하고 다시 30℃에서

배양하면서 청색이 백색으로 변하는 시간을 측정하였다 ( Tabl e 2) . 동량

의 CFC 배지를 혼합한 탈지유에서 E. aer ogenes 만이 met hyl ene bl ue를

환원시켰으며 DGN 배지의 경우 E. f aecal i s , E. col i , E. aer ogenes 및

K. pneumoni ae가 Ps eudosel 배지에서는 E. aer ogenes와 K. pneumoni ae가

met hyl ene bl ue를 환원하였다. 그러나 P. f l uor es cens와 P. put i da는 대

부분 음성이었으며 양성이라 하더라도 환원시간이 길었다. 이 결과로부터

met hyl ene bl ue 환원시험을 이용하여 Ps eudomonas를 검출할 수 없음을 알
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수 있었으며 시유의 2차오염 검출 방법 및 저장성 검사로서 부적절함을

알 수 있었다.

Tabl e 3. Res azur i n r educt i on t i me( hour ) of s ki m mi l k i nocul at ed wi t h

bact er i a and i ncubat ed af t er addi t i on of s el ect i ve br ot h at 18℃ and

2 1 ℃

br ot h

bact er i a

CFC br ot h DGN br ot h
Pseudos el

br ot h

Ps eudos el
br ot h

wi t hout
cet r i mi de

18℃ 21℃ 18℃ 21℃ 18℃ 21℃ 18℃ 21℃

B. ci r cul ans >10 >10 6. 5 6. 5 >10 >10 >10 >10

S. aur eus >10 >10 6. 5 6. 5 >10 >10 7. 5 5. 5

E. f aecal i s >10 >10 3. 5 1. 5 >10 >10 1. 5 0. 5

Lact ococcus s pp. >10 >10 3. 5 1. 5 >10 >10 1. 5 0. 5

E. col i >10 5. 5 3. 5 1. 5 4. 5 1. 5 1. 5 0. 5

E. aer ogenes 5. 5 1. 5 1. 5 0. 5 1. 5 0. 5 1. 5 0. 5

K. pneumoni ae 1. 5 1. 5 1. 5 0. 5 1. 5 0. 5 1. 5 0. 5

Fl avobact er i um s p. nd nd 4. 5 6. 5 nd nd nd nd

P. f l uor es cens 2. 5 1. 5 2. 5 1. 5 2. 5 1. 5 2. 5 1. 5

P. f l uor es cens . 1. 5 1. 5 1. 5 1. 5 1. 5 1. 5 1. 5 1. 5

P. put i da 1. 5 1. 5 1. 5 1. 5 1. 5 1. 5 1. 5 1. 5

nd: Not det er mi ned

산화환원색소로서 met hyl ene bl ue 대신에 r es azur i n을 사용하였다. 1

8℃와 21℃에서 18시간 배양한 후에 r es azur i n을 첨가하여 30℃에서 배양

하면서 청색이 보라색, 홍색, 또는 백색으로 변화하는 시간을 측정하였다

( Tabl e 3) . 모든 배지의 경우에서 Ps eudomonas는 1. 5∼2. 5시간이내에 보

라색으로 환원하였다. Ps eudomonas 외에 CFC 배지에서 E. aerogenes , K.

pneumoni ae 및 E. col i 가 r es azur i n을 환원하였으며 DGN 배지는 모든 세

균이 환원하였다. Ps eudos el 배지에서 그람양성세균은 음성이며 그람음성

세균은 양성이었다. Cet r i mi de를 첨가하지 않은 Pseudos el 배지는 B.

ci r cul ans를 제외한 모든 세균이 양성이었다.

25℃와 30℃에서 18시간 배양한 후 r es azur i n을 첨가하여 배양한 경우

에는 P. f l uor es cens가 0. 5∼1. 5시간에 보라색으로 환원되었다( Tabl e 4) .
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반면에 CFC 배지에서는 E. aer ogenes가 양성이었으며 DGN 배지는 그람음

성세균 뿐만 아니라 Lact ococcus s p. , E. f aecal i s 및 S . aur eus도 양성

이었다. Pseudos el 배지에서 그람양성세균은 음성이며 그람음성세균은

양성이었다. Cet r i mi de를 첨가하지 않은 Ps eudos el 배지에서는 B.

ci r cul ans를 제외한 모든 세균이 양성이었다. Ps eudomonas는 환원되어 변

색이 확인될 때에 보라색이었으며 계속해서 배양해도 홍색과 백색으로 변

색되지 않았다. 반면에 다른 그람음성세균은 보라색, 홍색, 백색으로 계

속해서 변색하였다.

Tabl e 4. Res azur i n r educt i on t i me( hour ) of s ki m mi l k i nocul at ed wi t h

bact er i a and i ncubat ed af t er addi t i on of s el ect i ve br ot h at 25℃ and

30℃.

배지

균주

CFC br ot h DGN br ot h Ps eudos el
br ot h

Ps eudosel
br ot h

wi t hout
cet r i mi de

25℃ 30℃ 25℃ 30℃ 25℃ 30℃ 25℃ 30℃

B. ci r cul ans >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10

S. aur eus >10 >10 >10 5. 5 >10 >10 1. 5 0. 5

E. f aecal i s >10 >10 >10 0. 5 >10 >10 0. 5 0. 5

Lact ococcus s p. >10 >10 0. 5 0. 5 >10 >10 0. 5 0. 5

E. col i >10 >10 0. 5 0. 5 0. 5 0. 5 0. 5 0. 5

E. aer ogenes 0. 5 0. 5 0. 5 0. 5 0. 5 0. 5 0. 5 0. 5

K. pneumoni ae >10 >10 0. 5 0. 5 0. 5 0. 5 0. 5 0. 5

P. f l uor es cens 1. 5 0. 5 1. 5 0. 5 1. 5 0. 5 1. 5 0. 5

P. f l uor es cens . 0. 5 0. 5 0. 5 0. 5 1. 5 0. 5 1. 5 0. 5

P. put i da 0. 5 0. 5 0. 5 0. 5 1. 5 0. 5 1. 5 0. 5

이상의 실험 결과 r esazur i n 방법은 모든 그람음성세균에 의한 환원시

간이 비교적 짧아 신속하게 시유의 저장성을 예측할 수 있는 방법이었다.

3 종류의 선택배지들 중에서 Pseudos el 배지가 그람음성세균에 대해 선택

성이 가장 높았다. 반면에 DGN 배지에서는 그람양성세균이 성장하였으며

CFC 배지에서는 일부 그람음성세균이 온도에 따라 성장하지 않았다( Tabl e

3과 4) .
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Pseudos el 배지와 DGN 배지에 동량의 시유를 혼합하여 25℃에서 18시

간 배양한 후 r es azur i n을 첨가하여 30℃에서 배양하면서 환원 시간을 측

정하였다. 환원된 배양액은 pl at e count agar에 접종하여 형성된 집락을

그람염색과 포자염색하여 조사였다 ( Tabl e 5) . DGN 배지와 혼합하여서 배

양하였을 때에 유가공장 A, B, 및 D에서 생산한 시유들에 첨가한

r es azur i n이 환원되었으며 그람음성 간균과 그람양성 구균이 검출하였다.

Ps eudos el 배지와 혼합하여 배양하였을 때에 유가공장 A, B, C, D에서 생

산한 시유들에 첨가된 r es azur i n이 환원되었으며 그람음성 간균과 그람양

성 간균이 검출되었다. 그람양성 간균은 포자염색에 의해 포자가 형성되

었음을 발견되어 Baci l l us임을 알 수 있었다. 따라서 Ps eudos el과 혼합하

여 배양하였을 때에는 우유내에 존재하는 Baci l l us가 억제되지 않고 성장

하여 r es azur i n을 환원함을 알 수 있었다.

Tabl e 5. Res azur i n r educt i on t i me of mar ket mi l k

Sampl e

No.
Pl ant

DGN br ot h Ps eudosel br ot h
Ti me

( hour )

Gr am

s t ai ni ng

Ti me

( hour )

Gr am

s t ai ni ng
1 A 0. 5 - r ods >10
2 A 0. 5 - r ods 3. 5 - r ods
3 A 0. 5 - r ods 2. 5 - r ods
4 A >10 0. 5 + r ods
5 B 6. 5 nd 2. 5 + r ods
6 B 3. 5 + cocci >10
7 B 5. 5 nd 5. 5 + r ods
8 B 7. 5 nd 0. 5 + r ods
9 B 5. 5 + cocci 2. 5 + r ods

10 C >10 0. 5 + r ods
11 C >10 0. 5 nd
12 C >10 >10
13 C >10 >10
14 D 9. 5 nd >10
15 D 8. 5 - r ods 4. 5 - r ods
16 D 5. 5 - r ods 5. 5 - r ods
17 E >10 >10
18 E >10 >10
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Tabl e 6. I dent i f i cat i on of gr am negat i ve bact er i a i s ol at ed f r om

mar ket mi l k

St r ai ns A25- 1 A25- 2 A7
- Gal act os i dase + + +

Ar gi ni ne di hydr ol as e - - +
Lys i ne decar boxyl as e - - -

Or ni t hi ne decar boxyl as e - - -

Ci t r at e ut i l i zat i on - - -
H2S pr oduct i on - - -
Ur eas e - - -
Tr ypt ophane des ami nas e - - -
I ndol e pr oduct i on - - -
Acet oi n pr oduct i on + + +
Gel at i nas e - - -
Fer ment at i on

/ oxi dat i on of
Gl ucos e + + +
Manni t ol + + +
I nos i t ol + + +
Sor bi t ol - - -
Rhamnose + + +
Sucr os e + + +
Mel i bi os e + + +
Amygdal i n + + +
Ar abi nos e + + +

Cyt ochr ome oxi das e - - -

I dent i f i cat i on
Ent er obact er

aggl omer ans 4

Ent e r obac t e r

aggl omer ans 4

Ent er obact er

s akaz aki i

Pseudos el 배지와 혼합하여 25℃에서 18시간 배양된 시유( Tabl e 5)와

7℃에서 10일간 저장된 시유에서 분리한 그람음성 세균을 분리하여 API

20E ki t를 사용하여 동정하였다( Tabl e 6과 7) . 유가공장 A의 시유를 25℃

에서 배양하여( Tabl e 5) 분리한 그람음성세균 A25- 1과 A25- 2는

Ent erobact er aggl omer ans으로 동정되었으며 동일한 시유를 7℃에서 10일

간 냉장 저장한 시유에서 분리한 그람음성 세균 A7은 Ent erobact er

s akazaki i 이었다( Tabl e 6) . 한편 유가공장 D에서 생산한 시유를 25℃에서

배양하여 분리한 그람음성 세균 D25은 Ps eudomonas s p.이었으며 동일한

시유를 7℃에서 10일간 냉장 저장한 시유에서 분리한 그람음성세균 D7- 1
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과 D7- 2는 Aer omonas s al moni ci da이었으며 D7- 3은 동정할 수 없는 형태의

생화학적 반응을 보였다 ( Tabl e 7) .

Tabl e 7. I dent i f i cat i on of gr am negat i ve bact er i a i s ol at ed f r om

mar ket mi l k

St r ai ns D25 D7- 1 D7- 2 D7- 3

- Gal act os i dase - - - -
Ar gi ni ne di hydr ol as e + - - -
Lys i ne decar boxyl as e - - - -
Or ni t hi ne decar boxyl as e - - - -
Ci t r at e ut i l i zat i on - - - -
H2S pr oduct i on - - - -
Ur eas e - - - -
Tr ypt ophane des ami nas e - - - -
I ndol e pr oduct i on - - - +
Acet oi n pr oduct i on + - - -
Gel at i nas e - + + +
Fe r me nt a t i on/ oxi da t i on

of
Gl ucos e - - - -
Manni t ol - - - -
I nos i t ol - - - -
Sor bi t ol - - - -
Rhamnose - - - -
Sucr os e - - - -
Mel i bi os e - - - -
Amygdal i n - - - -
Ar abi nos e - - - -

Cyt ochr ome oxi das e - + + +
Ni t r at e pr oduct i on - - - -
Reduct i on t o N2 gas + - - +
Mot i l i t y + + + +

McConkey medi um + - - -

Fer ment at i on of gl ucos e - + + -
Oxi dat i on of gl ucos e - + + -

I dent i f i cat i on
Ps eudomonas

s p.

Ae r o mo n a s

sal moni ci da

Ae r o mo n a s

s al moni ci da

N o t

i dent i f ed
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시유에 2차오염되어 검출된 그람음성 세균의 종류는 유가공장에 따라

다를 뿐만 아니라 25℃에서 배양되어 r es azur i n을 환원시키는 세균과

7℃에서 냉장 저장할 때에 성장하는 세균이 달랐다. 그러나 이 연구에서

분리된 모든 그람음성세균들은 내냉성 세균의 일종으로서 시유의 저장성

을 감소시키는 세균이다

DGN 배지는 그람양성 구균의 생장이 가능하고 Ps eudosel 배지에서는

Baci l l us가 생장하여 이들 선택배지에 첨가되어 있는 그람음성 세균 선택

성 시약인 cet r i mi de, cr ys t al vi ol et 및 s odi um des oxychoat e을 선택하

여 혼합하여 첨가하면 그람양성 구균과 Baci l l us 모두 성장이 억제되는

그람음성세균 선택배지가 될 수 있다. 이러한 배지를 제조하기 위하여

cr ys t al vi ol et 또는 s odi um des oxychol at e를 첨가한 Ps eudos el 배지와

시유를 혼합하여 예비배양한 후에 r esazur i n 검사를 하였다 ( Tabl e 8) .

Tabl e 8. Res azur i n r educt i on t i me of mar ket mi l k i ncubat ed at 25℃

af t er addi t i on of Pseudos el br ot h added wi t h cr ys t al vi ol et and

s odi um des oxychol at e

Pl ant

No
addi t i on

cr ys t al
vi ol et Desoxychol at e

Desoxychol at e
and cr yst al

vi ol et
SPC

Ti me
(hr)

Gram
st ai n

Ti me
(hr )

Gram
st ai n

Ti me
(hr )

Gram
st ai n

Ti me
(hr)

Gram
st ai n CFU/ ㎖

A 0. 5 + r od 1. 5 + r od >10 >10 5, 000

A 0. 5 + r od 0. 5 + r od >10 >10 1, 500

A 1. 5 + r od 2. 5 + r od >10 >10 9. 700

A 1. 5 + r od >10 >10 >10 6, 600

B >10 >10 >10 >10 >25

B >10 >10 >10 >10 >25

B >10 >10 >10 >10 >25
B >10 6. 5 + r od 2. 5 - r od >10 2, 900, 000

Pseudos el 배지와 cr ys t al vi ol et이 첨가된 Ps eudos el 배지에서는

Baci l l us가 검출되었다. 유가공장 B의 250㎖ 시유 제품의 경우에서

s odi um des oxychol at e가 첨가된 Ps eudos el 배지과 혼합하여 배양 하였을

때에 그람음성 세균만이 검출되었다( Tabl e 8) . 또한 이 시유 제품만이 10

일간 7℃에서 냉장 저장하였을 때에 106CFU/ ㎖이상의 세균수를 보였다.

이 실험 결과에서 그람음성 세균에 의한 시유의 2차오염이 시유의 저장성

에 영향을 미치는 것을 알 수 있었다. Cet r i mi de와 s odi um des oxychol at e

- 69 -



를 첨가한 배지를 이용하여 Ps eudomonas를 비롯한 그람음성 세균들을 선

택적으로 배양할 수 있는 배지를 만들 수 있을 것이다. 앞으로 이 성분들

의 배지 내의 농도를 결정하고 다른 영양성분이 그람음성 세균의 성장에

미치는 효과에 대하여 연구할 예정이다.

4. 적 요

시유의 2차오염 검출과 저장성의 예측방법으로서 색소환원방법과 그람

음성세균의 선택배지를 개발하였다. Met hyl ene bl ue 환원방법은

Ps eudomonas를 검출하지 못하여 그람음성세균 검출 방법으로서 적절하지

못하였으며 반면에 r es azur i n 환원방법은 검출할 수 있었다. 그람음성세

균 선택배지로서 cephal or i di ne- f uci di ne- cet r i mi de( CFC) 배지, dai r y

gr am- negat i ve( DGN) 배지, 및 Ps eudosel 배지를 비교하였다. CFC 배지는

그람양성세균 뿐만아니라 Es cher chi a col i 및 Kl ebs i el l a pneumoni ae의

성장을 억제하였다, DGN 배지는 그람음성세균과 Ent ercoccus f aecal i s와

Lact ococcus s p.와 같은 그람양성구균이 성장하였다. Ps eudos el 배지에서

는 그람음성세균만이 성장하였다. DGN 배지와 Ps eudos el 배지를 혼합하여

시유를 배양하여 r esazur i n 환원법으로 검사한 결과 환원이 검출된 시유

배양액에서 각각 그람양성구균과 포자를 형성하는 그람양성간균이 검출되

었다. Ps eudos el 배지에 des oxychol at e를 첨가한 배지에 시유를 혼합하여

배양하면 포자형성 그람양성간균의 생장이 억제되어 그람음성세균이 오염

된 제품을 특이적으로 검출할 수 있었다. 2차오염된 시유로부터 검출된

그람음성세균은 Ent er obact er aggl omer ans , Ent er obact er s akazaki i ,

Ps eudomonas s p. Aer omonas s al moni ci da으로 동정되었다.

- 70 -



제 5 절 시유의 2차오염 결정하기 위한 Res azur i n

환원시간 검사와 그람음성세균의 동정

SUMMARY

Res azur i n r educt i on t i me t es t cons i s t i ng of pr el i mi nar y

i ncubat i on of mar ket mi l k wi t h SC- TS br ot h was s t udi ed t o appl y t o

det ect i on of pos t - pas t eur i zat i on of mar ket mi l k pr oduced i n

di f f er ent mont hs . Gr am- pos i t i ve bact er i a di d not gr ow SC- TS agar but

gr am- negat i ve bact er i a di d. Al l of t he bact er i a i s ol at ed f r om

r es azur i n r educt i on t i me t es t wer e gr am negat i ve bact er i a, whi ch

s howed t hat SC- TS medi um was r el i abl e f or us i ng i n r es azur i n

r educt i on t i me t es t t o det ect pos t - pas t eur i zat i on cont ami nat i on of

mar ket mi l k. Res azur i n r educt i on t i me t es t and bact er i a number of

mar ket mi l k af t er col d s t or age i n May, J une and Sept ember af t er

wer e hi ghl y r el at ed each ot her but not i n J ul y and Aut umn.

Ps eudomonas was t he mos t f r equent l y i dent i f ed gr am- negat i ve bact er i a

of al l i sol at ed f r om t he mar ket mi l k af t er col d s t or age.

Aci net obact er and Aer omonas f ol l owed. Aci net obact er , Ps eudomonas and

Ent erobact er wer e f r equent l y i dent i f i ed i n r es azur i n r educt i on t i me

t es t wher e pr el i mi nar y i ncubat i on of mi xt ur e of s ki m mi l k and SC- TS

medi um was done at 21℃.

( Key wor ds ; Mar ket mi l k, Gr am negat i ve bact er i a, Pos t - pas t eur i zat i on

cont ami nat i on, Res azur i n r educt i on t i me)

1. 서 론

우유의 살균 후 오염( 2차오염)된 그람음성세균의 검출 방법은 신속하

고 신뢰성이 있어야 시유의 제조 공정을 적시에 개선할 수 있으며 오염의

심각 정도에 따라 조기 판매 또는 판매 정지 등의 결정을 내릴 수 있다

( Bi s hop과 Whi t e, 1986; I DF, 1993) . 그러나 일반적으로 2차오염에 의해

시유에 유입된 그람음성세균수가 적어 한천배지 배양방법으로 즉시 검출

하기가 어렵다. 따라서 시유에 오염된 그람음성 내냉성 세균을 선택적으
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로 배양한 후에 세균수 또는 세균의 대사산물을 검사하는 방법이 사용되

었다. 내냉성 세균의 생장을 촉진하는 18∼21℃의 온도에서 시유를 배양

한 후에 ( Whi t e 등, 1993) 또는 그람음성 세균의 선택적 생장에 적합한

배지를 시유와 혼합하여 배양한 후에 한천배지에서 세균수를 측정하는 방

법( Byr ne 등, 1989b; Phi l l i ps 등, 1984)과 Bact omet er를 이용한 전기저

항법 ( Bi s hop 등, 1984; Bos s uyt와 Waes , 1983, Vi s ser와 de Gr oot e,

1984) 또는 ATP- bi ol umi nes cence 방법( Waes와 Bos suyt , 1982)이 시유의

저장성과 2차오염을 측정하는 방법으로 연구되었다.

Langevel d 등 ( 1976)은 살균포장된 우유를 24시간 동안 25℃에서 배양

한 후 benzal koni um chl or i de가 함유된 평판에 s t r eak하여 30℃에서 24시

간 배양하여 그람음성세균을 검출하였다. Byr ne 등 ( 1989a)은 우유를 예

비배양할 때에 benzal koni um chl or i de를 첨가한 nut r i ent br ot h 또는

dai r y gr am negat i ve( DGN) 배지를 우유와 1: 1로 섞어 21℃에서 18시간 배

양한 후에 내냉성세균수를 조사하거나 또는 전기저항법으로 조사한 결과

가 우유의 저장성과 높은 상관관계를 보였다고 보고하였다.

본 연구는 시유의 그람음성세균의 오염을 색소환원법을 이용하여 검출

할 수 있는 선택배지로서 s odi um des oxychol at e와 cet r i mi de를 첨가한

t r ypt i cas e s oy br ot h( SC- TS 배지)를 사용하므로서 그람음성세균을 선택

적으로 배양할 수 있는 장점을 앞 절에서 보고하였다. 이 절에서는 SC- TS

배지의 그람음성세균에 대한 선택성을 비교조사하고 국산 시유에 응용한

결과를 보고한다.

Tabl e 1. The bact er i al s t r ai ns and t hei r opt i mum i ncubat i on

t emper at ur e us ed i n t he s t udy

Bact er i a Sour ces
Baci l l us coagul ans KCTC 1015
Baci l l us ci r cul ans KCTC 3347
St aphyl ococcus aur eus KCTC 1928
Ent er ococcus f aecal i s KCTC 3512
Es cher i chi a col i KCTC 2441
Kl ebs i el l a pneumoni ae KCTC 2001
Ent er obact er aer ogenes KCTC 2190
Fl avobact er i um s p. KCTC 2480
Ps eudomonas f l uor es cens KCTC 2344
Ps eudomonas f l uor es cens KCTC 1767
Ps eudomonas put i da KCTC 1644
Achr omobact er l yt i cus KCTC 2336
Aci net obact er baumai i KCTC 2508
Al cal i gens f aecal i s KCTC 2678
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2. 재료 및 방법

가. 세균 균주

본 실험에 사용한 균주는 한국생명공학연구소 유전자은행으로부터 구

입하였다 ( Tabl e 1) . Ps eudomonas 균주들은 26℃에서 배양하였으며 다른

세균들은 30℃에서 24시간 동안 2회 계대 배양한 후 실험에 사용하였다.

계대 배양에 사용한 배지는 t r ypt one- yeas t ext r act - gl ucos e br ot h 이었

다.

나 배지의 제조

SC- TS agar는 Tr ypt i cas e soy agar ( Di f co)에 sodi um des oxychol at e

( 0. 25g/ ℓ)와 cet r i mi de( 0. 075g/ ℓ)을 첨가하였으며 NPC agar는 pl at e

count agar ( Di f co)에 10㎖의 그람음성 세균 선택성 용액( ni s i n

( 10mg/ ml ) , peni ci l l i n G ( 20, 000 uni t / ml ) , cr ys t al vi ol et ( 2mg/ ml ) )을

첨가하였으며 des oxychol at e- hydr ogen sul f i de- l act os e( DHL) agar ( Dai go,

J apan)와 MacConkey agar ( Di f co)를 사용하였다.

Res azur i n 검사에서 시유의 예비배양을 위한 SC- TS 배지는 Tr ypt i cas e

s oy br ot h에 s odi um des oxychol at e ( 0. 5g/ ℓ)와 cet r i mi de ( 0. 15g/ ℓ)을

증류수에 용해한 후 118℃에서 15분간 멸균하였다. MacConkey 배지는

pept one ( 17g/ ℓ) , Pr ot eos e pept one ( 3g/ ℓ) , l act os e ( 10g/ ℓ) , bi l e

s al t s No. 3( Di f co) ( 1. 5g/ ℓ) , sodi um chl or i de ( 5g/ ℓ) , cr ys t al

vi ol et ( 0. 001g/ ℓ)을 증류수에 용해한 후 121℃에서 15분간 멸균하였다.

DGN배지는 t r ypt one( 20. 0g/ ℓ) , yeas t ext r act ( 20. 0g/ ℓ) ,

dext r os e( 4. 0g/ ℓ) , s odi um des oxychol at e ( 1. 0g/ ℓ) , 및 cr ys t al

vi ol et ( 0. 0002㎎/ ℓ)를 증류수에 용해한후 121℃에서 aut ocl ave하였다.

CFC 배지는 pept one( 16. 0g/ ℓ) , t r ypt one( 10. 0g/ ℓ) , K2SO4( 10. 0g/ ℓ) ,

MgCl 2 ·6H2O( 1. 4g/ ℓ) 및 gl ycer ol ( 10. 0㎖/ ℓ)를 증류수에 용해하여 12

1℃에서 aut ocl ave한 후에 막여과하여 멸균한 CFC 선택성 시약 용액

( cephal or i di ne( 5㎎/ ㎖) , f uci di ne( 1㎎/ ㎖) , cet r i mi de( 1㎎/ ㎖) ) 20㎖를

첨가하여 제조하였다.

다. Res azur i n 검사

제조일 또는 제조 후 1일이 되는 시유를 구입하여 r es azur i n 검사에

사용하였다. 시유 50㎖를 무균적으로 동량의 배지가 들어 있는 medi a 병

에서 부어 혼합한 다음 21℃, 25℃ 및 30℃에서 18시간 배양하였다. 배양

액 10㎖를 채취하여 시험관에 옯기고 1㎖의 r es azur i n( 55㎍/ ㎖) 용액을

첨가하고 30℃에서 배양하고 30분 후 부터 청색이 보라색, 적색 및 흰색
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으로 변하는 시간을 매시간 조사하였다.

라. 시유의 저장성 검사

멸균된 250㎖ 용량의 medi a병에 200㎖의 시유를 옮겨넣어 7℃에서 10

일간 저장한 후에 표준평판법으로 계수하였다.

마. 세균의 동정

그람음성 세균의 동정은 API 20E와 API 20NE( bi oMer i eux s a)를 사용하

였으며 추가로 운동성 검사는 mot i l i t y t es t medi a를 사용하여 결정하였

으며 oxi dat i on- f er ment at i on 검사는 Hugh and Lei f eon' s OF bas al

medi um을 사용하였다( MacFaddi n, 1980) . 순수 분리한 그람 음성 세균은 ,

cyt ochr ome oxi das e가 음성이고 gl ucos e f er ment at i on/ oxi dat i on가 양성

인 API 20E로 동정하였으며 그 외의 균주는 API 20NE로 동정하였다.

3. 결과 및 고찰

그람음성세균에 대해 선택성이 있는 배지들에 대한 표준 세균들의 성

장 여부를 조사하였다. NPC agar , DHL agar , MacConkey agar 및 SC- TS

agar에 s t r eaki ng 하여 26℃와 30℃에서 각각 배양한 후 조사한 결과 NPC

agar와 DHL agar에서 그람양성세균 중에서 B. cer eus와 E. f aecal i s가 각

각 성장하였다. MacConkey agar와 SC- TS agar에서는 그람양성세균의 성장

이 없었으며 그람음성세균 중에서 Fl avobact er i um s p.와 Achr omobact er

l yt i cus가 성장하지 못하였다.

그람음성세균을 평판당 100CFU/ ㎖이 되게 pl at e count agar ,

MacConkey agar와 SC- TS agar에 접종하여 배양한 후 pl at e count agar에

서의 세균수에 대한 MacConkey agar와 SC- TS agar에서의 세균수의 비율을

조사하였다( Tabl e 3) . MacConkey agar에서 Ps eudomonas 3 균주의 세균수

가 낮아 성장이 상대적으로 억제되었으며 반면에 SC- TS agar에서는 성장

이 좋았다. Aci net obact er baumai i 가 SC- TS agar에서 약간 성장이 억제되

었다.
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Tabl e 2. Gr owt h r es pons e of t ype cul t ur e of bact er i a on sel ect i ve

a g a r

Bact er i a NPC agar DHL agar
MacConkey

agar

SC- TS

agar

B. coagul ans - - - -

B. cer eus + - - -

S. aur eus - - - -

L. i nvanovi i - - - -

E. f eacal i s - + - -

E. col i - + + +

E. aer ogenes + + + +

K. pneumoni ae + + + +

Fl avobact er i um s p. - + - -

P. f l uor es cens + + + +

P. f l uor es cens + + + +

P. put i da + + + +

A. l yt i cus - - - -

A. baumai i + + + +

A. f aecal i s - + + +

Tabl e 3. Rat i o of bact er i al count of gr am- nagat i ve bact er i a on

s el ect i ve agar agai ns t bact er i al count on pl at e count agar f or

cont r ol

Bact er i a MacConkey agar ( %) SC- TS agar ( %)

E. col i 107 ± 40 140 ± 34

E. aer ogenes 108 ± 14 95 ± 14

K. pneumoni ae 118 ± 44 110 ± 35

P. f l uor es cens 3 ± 2 107 ± 27

P. f l uor es cens 73 ± 27 162 ± 117

P. put i da 26 ± 45 400 ± 369

A. baumai i 83 ± 43 29 ± 45

A. f eacal i s 67 ± 20 101 ± 1
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Tabl e 4. Gr owt h r es pons e of gr am- negat i ve bact er i a i s ol at ed f r om

mar ket mi l k wi t h bact er i al count mor e t han 106 af t er s t or age at 7℃

f or 10 days

Bact er i a
No. of

cul t ur e

No. of cul t ur e wi t h gr owt h

CFC agar SC- TS agar
MacConkey

agar
Ps eudomonas f l uor es cens 7 7 7 7

Ps eudomonas put i da 3 1 2 2

Ps eudomonas chl or aphi s 2 2 1 1

Aci net obact er j uni i 2 1 1 0

Aci net obact er l wof f i 1 0 0 1

Aeromonas hydr ophi l i a 1 1 1 1

Moel l er el l a wi scos ens i s 1 0 1 1

Serat i a f i car i a 1 0 1 1

Tot al 18 12 14 14

7℃에서 10일간 냉장한 후 세균수가 106CFU/ ㎖이상으로 증가한 시유에

서 분리한 세균( Tabl e 17)들을 CFC agar , SC- TS agar 및 MacConkey agar

에 s t r eaki ng 하여 성장 여부를 조사하였다( Tabl e 4) . CFC agar에서

Ps eudomonas put i da 3 균주 중에서 2 균주가 성장 못하고 Aci net obact er

l wof f i 2 균주 중에서 1 균주가 성장 못하고 Aci net obact er l wof f i ,

Moel l er el l a wi s cons ens i s 및 Ser at i a f l car i a가 성장하지 못하였다.

SC- TS agar에서는 Ps eudomonas put i da 3 균주 중에서 1 균주가

Ps eudomonas chl or aphi s 2 균주 중에서 1 균주가 Aci net obact er

chl oraphi s 2 균주 중에서 1 균주 및 Aci net obact er l wof f i 1 균주가 성

장하지 못하였다. MacConkey agar에서는 Ps eudomonas put i da 3 균주 중에

서 1 균주가 Pseudomonas chl oraphi s 2 균주 중에서 1 균주가

Aci net obact er j uni i 2 균주가 성장하지 못하였다. CFC 배지가 다른 두배

지에 비해 선택성이 높았으며 ent er obact er i a인 Moel l er el l a

wi s cons ens i s 및 Ser at i a f i car i a를 억제하는 것이 SC- TS agar와

MacConkey agar와 다른 특징이었다.

SC- TS 배지를 첨가하여 시유를 21℃, 25℃ 및 30℃에서 배양한 후에

r es azur i n을 첨가하고 30℃에서 배양하면서 r es azur i n의 변색시간을 조사

여 그람음성세균의 2차오염을 조사하였다. 또한 동일한 시유를 7℃에서

10일간 배양한 후의 세균수를 조사하여 내냉성세균의 오염에 의한 시유의

저장성을 5월 11일 부터 9월 3일 까지 조사하였다( Tabl e 5, 6, 7, 8 and
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9) .

Tabl e 5. Res azur i n r educt i on t i me af t er pr el i mi nar y i ncubat i on wi t h

SC- TS br ot h and bact er i al count af t er s t or age at 7℃ f or 10 days of

mar ket mi l k pr oduced i n May 11, 1999

Type Mi l k
Res azur i n r educt i on t i me ( hour )

Bact er i al

count

( CFU/㎖)21℃ 25℃ 30℃

LTLT

A >10 >10 10. 5 4, 900
B >10 4. 5 9. 5 470, 000
C >10 >10 9. 5 4, 200
D >10 >10 8. 5 3, 800
E 6. 5 1. 5 2. 5 46, 000, 000

UHT

F >10 >10 >10 8, 100
G >10 >10 >10 <102

H >10 >10 >10 <102

I >10 >10 >10 <102

J >10 4. 5 >10 9, 750, 000
K >10 >10 >10 <102

L >10 6. 5 1. 5 3, 110, 000
M >10 >10 >10 12, 000
N >10 2. 5 7. 5 1, 200, 000
O >10 >10 >10 110, 000
P >10 >10 >10 <102

Q >10 >10 >10 <102

Res azur i n 검사에서 10시간 이내에 변색하는 시유를 그람음성 세균에

의해 2차오염된 것으로 분류하였다. 7℃에서 10일간 저장한 후에 세균수

가 105CFU/ ㎖ 이상인 시유는 내냉성 세균에 오염된 시유로 분류하였으며

106CFU/ ㎖ 이상인 시유는 내냉성 세균에 오염되었으며 저장성이 10일 이

하인 우유로 분류하였다 ( Tabl e 10 and 11) .

Res azur i n 검사에서 우유의 예비배양 온도가 높을수록 대체로 10시간

이전에 변색되는 시료의 수가 증가하였다( Tabl e 10) . 특히 저온장시간살

균유의 경우 30℃에서 예비배양하는 경우 10시간 이전에 변색하는 시유가

68∼100%가 되어 내냉성, 중온성 및 고온성 그람음성세균에 의해 오염이

심한 것으로 추정되었다. 초고온순간살균유의 경우 25℃와 30℃에서 그람

음성 세균에 의한 오염에 차이가 적어 고온성 그람음성 세균에 의한 오염

이 적은 것으로 사료되었다.
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7℃에서 10일 간 냉장한 시유의 세균수가 105CFU/ ㎖ 이상인 저온장시

간 살균 시유의 비율이 6월과 7월에는 10%대로 낮으나 5월, 8월 및 9월에

40∼60%로 높게 나타났다. 초고온순간 살균 시유는 5월, 6월, 7월에는 약

30%의 시유가 105CFU/ ㎖ 이상이었으나 가장 더운 8월에는 50%의 시유가

내냉성세균에 의해 오염된 것으로 나타났으며 저장성이 가장 악화되었다.

반면에 9월에는 0%로 낮아져 계절에 따라 민감하게 변화하였다. 세균수가

106CFU/ ㎖ 이상인 시유의 갯수는 105CFU/ ㎖ 이상인 시유의 갯수와 유사한

경향을 보였다( Tabl e 10) .

Res azur i n 검사에서 변색시간이 10시간 이상 또는 미만인 시유와 이에

대한 냉장한 후의 세균수가 105CFU/ ㎖ 이상 또는 미만인 시유를 분류하여

4개의 집단에 속한 시유의 개수를 조사하였다( Tabl e 11) . 5월에 조사한

17개 시유에서 r esazur i n t es t에서 10시간 이내에 변색하고 세균수가

105CFU/ ㎖ 이상인 시유가 5개 이었다. 즉 이 시유들은 그람음성세균에 오

염되었으며 또한 내냉성세균에 의해 오염된 우유들이다. 반면에 11개 시

유는 그람음성세균 및 내냉성세균에 의해서 오염되지 않았다. 따라서 17

개 시유중에서 그람음성세균의 오염 여부와 내냉성 세균의 오염 여부가

일치하는 시유가 16개 제품이며 전체 시유의 94%에 해당한다. 따라서 이

경우에 상당히 높은 확율로 r esazur i n 검사로 시유의 저장성을 예측할 수

있다.

그람음성세균의 오염을 에측하는 r es azur i n 검사와 내냉성세균의 오염

을 추정하는 저장성 검사는 5월, 6월 및 9월에는 92- 95%에서 일치하나 7

월에는 77%이고 8월에는 58%로 매우 낮았다. 이의 원인으로는 7월과 8월

중에 시유가 내냉성 및 중온성 세균에 의한 오염이 심각한 것과 시유의

살균 온도의 상승에 의한 Baci l l us 세균의 발아에 의해 저장성에 영향을

받기 때문에 r es azur i n 검사와 냉장저장 후의 세균수 검사가 일치하지 않

는것으로 사료된다( Tabl e 11) .

Res azur i n 검사에서 예비배양을 위한 배지로서 SC- TS 배지, DGN 배지

및 neut r al r ed를 첨가하지 않은 MacConkey 배지를 사용하였다( Tabl e 8) .

SC- TS 배지와 DGN 배지는 상호간에 유사한 r es azur i n r educt i on t i me의

분포를 보였으며 30℃에서 배양한 경우 21℃와 25℃ 보다 많은 시유가 10

시간 이전에 r es azur i n이 변색하였다. 반면에 MacConkey 배지는 30℃에서

10시간 이전에 변색하는 배지와 21℃와 25℃에서 변색하는 배지가 상호

유사하여 MacConkey 배지가 30℃에서 배양할 때에 SC- TS 배지와 DGN 배지

에 비해 그람음성세균 중에서 좁은 범위의 세균들이 성장할 수 있었다.
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Tabl e 6. Res azur i n r educt i on t i me and bact er i al count af t er s t or age
at 7℃ f or 10 days of mar ket mi l k pr oduced i n June 30t h

Type Mi l k
Resazur i n r educt i on t i me ( hour ) Bact er i al count

( CFU/㎖)21℃ 25℃ 30℃

LTLT

A >10 >10 9. 5 6, 900
A >10 >10 9. 5 4, 300
B >10 >10 5. 5 <102

B >10 7. 5 7. 5 <102

C >10 >10 >10 1, 600
C >10 >10 >10 65, 000
D >10 7. 5 >10 <102

D 6. 5 0. 5 0. 5 1, 700, 000
E >10 >10 >10 <102

E 7. 5 7. 5 >10 690, 000
F 4. 5 0. 5 0. 5 25, 000, 000
F 5. 5 1. 5 1. 5 <102

G >10 >10 6. 5 <102

G >10 >10 3. 5 <102

H >10 5. 5 1. 5 <102

H >10 5. 5 1. 5 <102

UHT

I >10 >10 >10 <102

I >10 >10 >10 <102

J 9. 5 3. 5 3. 5 38, 000, 000
J 9. 5 3. 5 3. 5 44, 000, 000
K >10 >10 >10 2, 700
K >10 >10 2. 5 <102

L >10 7. 5 >10 <102

L >10 7. 5 >10 <102

M 9. 5 1. 5 2. 5 26, 000
M >10 9. 5 1. 5 11, 000, 000
N 7. 5 1. 5 1. 5 71, 000, 000
N 7. 5 1. 5 1. 5 53, 000, 000
O >10 9. 5 >10 <102

O >10 >10 >10 <102

P >10 >10 >10 <102

P >10 >10 >10 <102

Q >10 >10 >10 <102

Q >10 >10 9. 5 <102

R 5. 5 1. 5 1. 5 37, 000, 000
R 6. 5 1. 5 1. 5 52, 000, 000
S >10 >10 3. 5 <102

T 7. 5 1. 5 1. 5 1, 600, 000

`
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Tabl e 7. Res azur i n r educt i on t i me and bact er i al count af t er s t or age

at 7℃ f or 10 days of mar ket mi l k pr oduced i n Jul y 29, 1999

Type Mi l k 21℃ 25℃ 30℃
Bact er i al count

( CFU/ ㎖)

LTLT

A >10 >10 0. 5 15, 000
A >10 3. 5 >10 16, 000
B >10 9. 5 5. 5 10, 000
B >10 >10 2. 5 12, 000
C >10 >10 7. 5 30, 000, 000
C >10 >10 0 20, 000
C >10 >10 10. 5 43, 000
D 7. 5 4. 5 0. 5 18, 000
D >10 >10 0 11, 000
F 7. 5 7. 5 3. 5 18, 000
F 1. 5 1. 5 0 110, 000
G >10 >10 >10 11, 000
G >10 >10 2. 5 14, 000

UHT

H 4. 5 0. 5 0 <100
H 2. 5 0. 5 0 18, 300
I >10 8. 5 >10 <100
I >10 >10 1. 5 <100
J 0. 5 0 0 22, 000, 000
K >10 >10 >10 <100
K >10 >10 7. 5 <100
L 1. 5 0 0 <100
L >10 >10 >10 8, 600
L 1. 5 05 0 6, 400, 000
M >10 >10 >10 <100
M >10 >10 >10 <100
N >10 8. 5 >10 <100
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Tabl e 8. Res azur i n r educt i on t i me and bact er i al count af t er s t or age

at 7℃ f or 10 days of mar ket mi l k pr oduced i n Augus t 11, 1999

Type Mi l k
Res azur i n r educt i on t i me ( hour ) Bact er i al

count
( CFU/ ㎖)

SC- TS br ot h DGN br ot h MacConkey br ot h
21℃ 25℃ 30℃ 21℃ 25℃ 30℃ 21℃ 25℃ 30℃

LTLT

A >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 3, 700
A 0. 5 0. 5 0. 5 0. 5 1. 5 0. 5 2. 5 2. 5 2. 5 250, 000
B >10 >10 5. 5 >10 >10 4. 5 >10 >10 >10 2, 700, 000
B >10 >10 3. 5 >10 >10 5. 5 >10 >10 >10 50, 000
C 2. 5 >10 2. 5 >10 3. 5 2. 5 3. 5 >10 >10 3, 700
C 2. 5 3. 5 0. 5 3. 5 1. 5 1. 5 3. 5 4. 5 3. 5 300, 000
D >10 >10 4. 5 >10 >10 5. 5 >10 >10 >10 4, 700

UHT

J 2. 5 1. 5 0. 5 2. 5 2. 5 0. 0 3. 5 4. 5 2. 5 22, 000, 000
E 1. 5 1. 5 1. 5 2. 5 2. 5 0. 5 3. 5 4. 5 1. 5 <100
F >10 >10 2. 5 >10 >10 2. 5 >10 >10 >10 9, 300, 000
F 5. 5 5. 5 2. 5 5. 5 5. 5 1. 5 8. 5 >10 3. 5 1, 200, 000
G >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 66, 000
G >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 1, 600
G 8. 5 >10 2. 5 6. 5 7. 5 2. 5 7. 5 6. 5 4. 5 <100
H >10 >10 5. 5 8. 5 7. 5 0. 0 >10 >10 >10 2, 800, 000
H >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 900
I >10 3. 5 >10 >10 >10 4. 5 2. 5 >10 >10 4, 300, 000
I >10 >10 >10 >10 8. 5 >10 >10 >10 >10 230, 000
J >10 >10 >10 >10 8. 5 >10 >10 >10 >10 <100

SC- TS 배지와 DGN 배지와 혼합하여 30℃에서 r es azur i n이 변색된 시유

에서 세균을 분리하여 그람 염색하여 조사한 결과 SC- TS 배지에서 예비

배양한 시유에서는 그람음성 세균만이 검출되었으며 DGN 배지에서는 그람

음성세균이 대부분이었으나 일부 시유에서 그람양성 간균과 구균이 검출

되었다. 이러한 결과는 DGN 배지의 그람음성세균의 선택성이 높지 않아

그람음성세균의 오염 여부에 있어 DGN 배지가 그릇된 결정을 유도할 수

있으므로 r es azur i n 검사에 사용하기에 부적절하다고 사료되었다.
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Tabl e 9. Res azur i n r educt i on t i me and bact er i al count af t er s t or age

at 7℃ f or 10 days of mar ket mi l k pr oduced i n Sept ember 3, 1999

Type Mi l k
Resazur i n r educt i on t i me ( hour ) Bact er i al

count
( CFU/ ㎖)

SC- TS br ot h CFC Br ot h
21℃ 25℃ 30℃ 21℃ 25℃ 30℃

LTLT

A 6. 5 >10 2. 5 >10 7. 5 >10 22, 000, 000
A 6. 5 1. 5 0. 5 >10 3. 5 10. 5 14, 000, 000
A >10 10. 5 6. 5 >10 >10 >10 4, 000
A >10 3. 5 2. 5 >10 >10 >10 4, 400
A 6. 5 1. 5 0. 5 >10 5. 5 >10 2, 000, 000

UHT

B >10 >10 >10 >10 >10 >10 <100
B >10 >10 >10 >10 >10 >10 <100
B >10 6. 5 >10 >10 >10 >10 <100
B >10 >10 5. 5 >10 >10 >10 <100
B >10 10. 5 >10 >10 >10 >10 <100
C >10 >10 >10 >10 >10 >10 <100
C >10 >10 >10 >10 >10 >10 <100
C >10 9. 5 10. 5 >10 >10 >10 <100
C 5. 5 7. 5 2. 5 >10 >10 >10 <100
C >10 >10 >10 >10 >10 >10 <100
D >10 9. 5 1. 5 >10 >10 >10 <100
D >10 7. 5 >10 >10 >10 >10 <100
D >10 >10 4. 5 >10 >10 >10 <100
D >10 >10 3. 5 >10 >10 >10 <100
D >10 >10 2. 5 >10 >10 >10 <100

Res azur i n 검사에서 예비배양하는 배지로서 SC- TS 배지와 CFC 배지를

사용하였다( Tabl e 9) . SC- TS 배지를 사용하여 21℃에서 예비 배양하는 경

우에 저온장시간 살균 시유에서 r es azur i n 검사와 냉장저장 후의 세균수

가 106CFU/ ㎖ 이하인 시유가 상호간에 일치하였으나 초고온순간 살균 시

유에서는 r es azur i n 검사에서 21℃에서 예비 배양할 때에 그람음성세균으

로 오염된 시유가 1제품이 있었으나 7℃에서 10일 간 저장한 후의 세균수

는 100CFU/ ㎖ 미만으로 나타나 내냉성세균의 오염이 없었던 것으로 나타

나 상호 방법간에 일치하지 않았다.

CFC 배지와 혼합하여 예비배양한 경우에 25℃에서 10시간에 이전에 변

색한 시유와 냉장저장 후의 세균수가 106CFU/ ㎖ 이하인 시유와 일치하였

다. 또한 초고온 순간 살균시유에서는 모든 예비배양온도에서 10시간내에

변색하지 않았으며 이는 냉장온도에서 세균수와 일치하는 결과 이었다.

CFC 배지는 Ps eudomonas에 대해 선택성이 있는 배지이나 Ent er obact er도
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성장할 수 있으며 냉장 저장한 시유에서 분리한 Aer omonas와

Aci net obact er가 성장할 수 있다. CFC는 SC- TS 배지 보다 내냉성 그람음

성세균에 대해 선택성이 있는 배지로서 여름철에 생산된 오염이 심각한

시유의 저장성을 추정할 수 있는 배지로서 사용할 수 있을 것으로 사료된

다.

Tabl e 10. The per cent age of mar ket mi l k whi ch had r es azur i n

r educt i on t i me l es s t han 10 hour af t er pr el i mi nar y i ncubat i on wi t h

SC- TS br ot h and t he per cent age of mar ket mi l k wi t h bact er i al count

mor e t han 105 and 106 CFU/ ㎖ af t er s t or age at 7℃ f or 10 days

Mf g.
dat e Type

No
of

mi l k

Res azur i n r educt i on t i me
<10 hour ( %)

Bact er i a
count

>105CFU/ ㎖
( %)

Bact er i al
count

>106CFU/ ㎖
( %)21℃ 25℃ 30℃

May 11
LTLT 5 20 40 100 40 20

UHT 12 0 25 17 33 25

J un 30
LTLT 16 25 50 69 19 13

UHT 23 35 52 52 35 35

J ul 29
LTLT 13 23 38 85 15 7

UHT 19 37 58 53 26 21

Aug 11
LTLT 7 42 29 86 43 14

UHT 12 33 33 50 50 42

Sep 3
LTLT 5 60 80 100 60 60

UHT 15 20 40 46 0 0
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Tabl e 11. Cl as s i f i cat i on of mar ket mi l k bas ed on r es azur i n r educt i on

t i me and bact er i al count

Mf g
dat e

No. of
mi l k

Temper at ur e
i n

r es azur i n
t es t

Res azur i n r educt i on t i me
/ Bact er i al count *

( No. of mi l k)
Mi l k wi t h

s ame
r es pons e

+/ + +/ - - / + - / -

May 11 17 25℃ 5 0 1 11 94%

J un 30 39 21℃ 11 2 1 25 92%

J ul 29 26 21℃ 3 5 1 17 77%

Aug 11 19 21℃ 4 3 5 7 58%

Sep 3 20 21℃ 3 1 0 16 95%

* Res azur i n r educt i on t i me l es s t han 10 hour : + , Res azur i n

r educt i on t i me mor e t han 10 hour s : - , Bact er i al count mor e t han

105CFU/ ㎖ : / + , Bact er i al count l es s t han 105CFU/ ㎖ : / -

1999년 6월부터 8월까지 구입한 우유를 7℃에서 10일간 저장한 후 세균

수가 106 CFU/ ㎖ 이상인 시유에서 세균을 분리하여 그람음성세균을 API

20E와 API 20NE를 이용하여 동정하였다( Tabl e 12, 13, 14, 15, 16) . 동정

된 세균을 분리된 시유 제품명에 따라 분류하였다 ( Tabl e 17) . 특히 시유

A, D 및 E는 6월, 7월 및 8월에 생산된 시유에서 분리한 균주를 동정한

결과이었다. 시유 B는 6월에 생산된 시유에서 분리한 세균을 동정하였다.

시유 D은 저온장시간 살균 시유이었으며 나머지 시유는 초고온순간살균

시유이었다. 시유 A와 시유 E는 동일 유가공장에서 생산되었으며 시유 A

는 여러 종류의 기능성 성분이 첨가되어 생산되는 제품이었다.

시유에서 분리한 28 균주 중에서 2 균주가 그람양성 간균과 구균이었

다. API 20E와 API 20NE로 동정한 전체 그람음성세균 26 균주 중에서 14

균주가 Ps eudomonas이고 비율이 50% 이상이었으며 다음으로

Aci net obact er와 Aeromonas 이었다. 시유 B제품의 동정안된 3균주도

Aer omonas와 유사하였다. Ent er obact er i a에 속하는 균주는 Moel l er el l a

wi s cons ens i s , Serat i a f i car i a 및 동정 안된 1 균주를 합하여 3균주이었

으며 나머지 23 균주는 호기성 그람음성세균이었다. ( Tabl e 17)

시유 A과 D제품이 다양한 그람음성세균에 의해 오염되어 있었으며 시

유 C과 E는 Ps eudomonas에 의해 오염되었다. 시유 B는 Ps eudomonas

chl oraphi s 1 균주와 동정하지 못한 3 균주에 의해 오염되었으며 이 균주

들의 생화학적 반응이 유사하여 동일한 세균으로 보였다( Tabl e 13) .
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Tabl e 12. I dent i f i cat i on by us i ng API 20NE of gr am negat i ve bact er i a

i s ol at ed f r om mar ket mi l k s t or ed at 7℃ f or 10 days

TESTS A28A7 A29A7 A40A7 A24B7 A11C7B A12C7Y A12C7W

Reduct i on of ni t r at e - - - - + - -

I ndol e pr odut i on - - - - - - -

Gl ucos e aci di f i cat i on - - - - - - -

Ar gi ni ne di hydr ol as e + + - - + - -

Ur eas e - - - - - - -

- Gl ucos i das e - - - - + + -

Pr ot eas e - + - - + + -

- Gal act os i das e - - - - - - +

As s i mi l at i on of

Gl ucos e + + - - + - +

Ar abi nose + + - - - - -

Mannos e - + - - - - -

Manni t ol - + - - - - -

N- acet yl - gl ucos ami ne - + - - + - -

Mal t os e - - - - + - +

Gl uconat e + + - - + - -

Capr at e + + + + - - -

Adi pat e - - + - - - -

Mal at e + + + + + - -

Ci t r at e + + - + + - -

Phenyl - acet at e - - + - - - -

Cyt ochr ome oxi das e - + - - + + +

I dent i f i cat i on* Pp Pf Al Aj As nd Pv

* Pp: Pseudomonas put i da , Pf : Pseudomonas f l uor es cens ,

Al : Aci net obact er l wof f i i , Aj : Aci net obact er j uni i / j ohns oni i ,

As : Aer omonas s al moni ci da s sp. s al moni ci da , nd: Not det er mi ned,

Ps : Ps eudomonas ves i cul ar i s
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Tabl e 13. I dent i f i cat i on by us i ng API 20NE of gr am negat i ve bact er i a

i s ol at ed f r om mar ket mi l k s t or ed at 7℃ f or 10 days

TESTS B36A7A B36A7B B37A7 B29B7 C28B7 C18C7

Reduct i on of ni t r at e - - - - - +

I ndol e pr odut i on - - - - - -

Gl ucos e aci di f i cat i on - - - - - -

Ar gi ni ne di hydr ol as e - - - - + -

Ur eas e - - - - - -

- Gl ucos i das e + + + - - -

Pr ot eas e + + + - + -

- Gal act os i das e + + + - - -

As s i mi l at i on of

Gl ucos e + + + + + +

Ar abi nose - - - + + +

Mannos e - - - + + +

Manni t ol + + + + + +

N- acet yl - gl ucos ami ne + + + + + +

Mal t os e + + + - - -

Gl uconat e + + + + + +

Capr at e - - - + + +

Adi pat e - - - - - -

Mal at e - - - + + +

Ci t r at e - - - + + +

Phenyl - acet at e - - - - - -

Cyt ochr ome oxi das e + + - - - +

I dent i f i cat i on* nd nd nd Pc Pa Pf

* nd: Not det er mi ned, Pc: Ps eudomonas chl or aphi s ,

Pa: Ps eudomonas aur eof aci ens , Pf : Ps eudomonas f l uor escens
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Tabl e 14. I dent i f i cat i on by us i ng API 20NE of gr am negat i ve bact er i a

i s ol at ed f r om mar ket mi l k s t or ed at 7℃ f or 10 days

TESTS D8A7 D10A7A D10A7B D5B7 D11B7

Reduct i on of ni t r at e - - - + -

I ndol e pr odut i on - - - + -

Gl ucos e aci di f i cat i on - - - + -

Ar gi ni ne di hydr ol as e + + + - -

Ur eas e - - - - -

- Gl ucos i das e - - - + -

Pr ot eas e + - - + -

- Gal act os i das e - - - + -

As s i mi l at i on of

Gl ucos e + + + + -

Ar abi nose + - - + -

Mannos e + + + + -

Manni t ol + - - + -

N- acet yl - gl ucos ami ne + - - + -

Mal t os e - - - + -

Gl uconat e + + + + -

Capr at e + + + + +

Adi pat e - - - - +

Mal at e + + + + +

Ci t r at e + + + - +

Phenyl - acet at e - - - - -

Cyt ochr ome oxi das e + - + + -

I dent i f i cat i on* Pf Pp Pf Ah Aj

* Pf : Pseudomonas f l uor es cens , Pp: Ps eudomonas put i da,

Ah: Aer omonas hydr ophi l i a/ cavi ae, Aj : Aci nebact er j uni i / j ohns oni i ,
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Tabl e 15. I dent i f i cat i on by us i ng API 20NE of gr am negat i ve bact er i a

i s ol at ed f r om mar ket mi l k s t or ed at 7℃ f or 10 days

TESTS E20A7 E21A7 E15B7 E18B7 E9C7

Reduct i on of ni t r at e - - - - -

I ndol e pr odut i on - - - - -

Gl ucos e aci di f i cat i on - - - - -

Ar gi ni ne di hydr ol as e + + + + +

Ur eas e - + - - -

- Gl ucos i das e - - - - -

Pr ot eas e + + + + +

- Gal act os i das e - - - - -

As s i mi l at i on of

Gl ucos e + + + + +

Ar abi nose + + + + +

Mannos e + + + + +

Manni t ol + + + + +

N- acet yl - gl ucos ami ne + + + + +

Mal t os e - - - - -

Gl uconat e + + + + +

Capr at e + + + + +

Adi pat e - - - - -

Mal at e + + + + +

Ci t r at e + + + + +

Phenyl - acet at e - - - - -

Cyt ochr ome oxi das e + + + + +

I dent i f i cat i on* Pf Pf Pf Pf Pf

* Pf : Ps eudomonas f l uores cens
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Tabl e 16. I dent i f i cat i on by us i ng API 20E of gr am negat i ve bact er i a

i s ol at ed f r om mar ket mi l k s t or ed at 7℃ f or 10 days

Tes t s A27A7 DA12A7 D3C7

- Gal act os i das e + + +

Ar gi ni ne di hydr ol as e - + -

Lys i ne decar boxyl as e - - -

Or ni t hi ne decar boxyl as e - - -

Ci t r at e ut i l i zat i on - - +

H2S pr oduct i on - - -

Ur eas e - - -

Tr ypt ophane desami nase - - -

I ndol e pr oduct i on - - -

Acet oi n pr oduct i on + - +

Gel at i nase - - +

Fer ment at i on/ oxi dat i on of

Gl ucos e + + +

Manni t ol - + +

I nos i t ol - - +

Sor bi t ol - - -

Rhamnos e - - +

Sucr os e + + +

Mel i bi ose + - -

Amygdal i n - + +

Ar abi nose - + +

Cyt ochr ome oxi das e - - -

Ni t r at e pr oduct i on - + +

Reduct i on t o N2 gas - - -

Mot i l i t y nd nd +

McConkey medi um - + +

Fer ment at i on of gl ucos e + + +

Oxi dat i on of gl ucos e + + +

I dent i f i cat i on Mw nd Sf

* Mw: Moel l er el l a wi s cos ens i s , Sf : Ser at i a f i car i a ,

Nd : not det er mi ned
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Tabl e 17. Bact er i a i s ol at ed f r om mar ket mi l k whi ch had bact er i al

count s mor e t han 106CFU/ ㎖ af t er s t or age at 7℃ f or 10days

Bact er i a
Mar ket mi l k

Tot al
A B C D E

Ps eudomonas f l uor es cens 1 1 2 5 9

Ps eudomonas put i da 1 1 2

Ps eudomonas aureof aci ens 1 1

Ps eudomonas chl or or aphi s 1 1

Ps eudomonas ves i cul ar i s 1 1

Aci net obact er j uni i / j ohns oni i 1 1 2

Aci net obact er l wof f i i 1 1

Aeromonas hydr ophi l i a/ cavi ae 1 1

Aeromonas s al moni ci da s s p. s al moni ci da 1 1

Moel l er el l a wi scos ens i s 1 1

Serat i a f i car i a 1 1

Not det er mi ned 1 3 1 5

SC- TS 배지와 혼합하여 21℃에서 18시간 배양한 후 r esazur i n 검사에서

10시간 이내에 변색한 시유로부터 그람음성세균을 분리하여 동정하였다.

분리된 세균이 총 25균주이고 모두 그람음성 세균이었으며 이 중 21균주

를 동정하였다 ( Tabl e 18, 19, 20, 21) . 이 중 7균주가 Aci net obact er , 5

균주가 Ps eudomonas , 4균주가 Ent er obact er , 나머지가 각각 Chrys eomonas

l ut eol a , Kl ebs i el l a oxyt os a , Sphmon. pauci omobi l i s 1균주이었으며 나

머지는 2균주는 동정이 안되었다. Ent er obact er i a에 속하는 균주가

Ent er obact er 3 균주, Kl ebs i el l a oxyt os a과 Sphmon. pauci omobi l i s 각각

1균주를 합하여 5균주 이었으며 나머지가 호기성 그람음성세균에 속하였

다 ( Tabl e 22) . 이는 7℃에서 냉장저장한 우유에서 분리한 균주들과 차이

를 보였으며 Ps eudomonas가 감소하고 Ent er obact er가 분리된 점이 달랐

다. 이는 SC- TS 배지의 영향때문이기 보다는 배양온도의 상승에 의한 중

온성 세균의 성장 촉진때문이라고 생각된다. 이러한 결과로부터 여름철

생산된 시유는 소수의 그람음성세균에 의해 2차오염되기 보다는 다양한

종류의 그람음성세균으로 오염됨을 알 수 있었다. 따라서 21℃에서 시유

를 예비배양하는 r es azur i n 검사와 7℃에서 냉장저장한 후의 세균수 측정
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결과가 일치하기 어려울 것으로 사료된다.

Tabl e 18. I dent i f i cat i on by us i ng API 20NE of gr am negat i ve bact er i a

i s ol at ed f r om mar ket mi l k whi ch was mi xed wi t h SC- TS br ot h and

i ncubat ed at 21℃ f or 18 hour s

TESTS A26A21 A28A21A A28A21B B36A21 B37A21 B32B21A

Reduct i on of ni t r at e - + + - - -

I ndol e pr odut i on - - - - - -

Gl ucos e aci di f i cat i on - + - + + -

Ar gi ni ne di hydr ol as e - - - - - +

Ur eas e - - - - - -

- Gl ucos i das e - + - - - -

Pr ot eas e - - - - - +

- Gal act os i das e - + - - - -

As s i mi l at i on of

Gl ucos e - + + + + +

Ar abi nose - - + + + +

Mannos e - - - - - +

Manni t ol - + + - - +

N- acet yl - gl ucos ami ne - + - - - +

Mal t os e - - + - - -

Gl uconat e - - + - - +

Capr at e + + + + + +

Adi pat e - - + + + -

Mal at e + + + + + +

Ci t r at e + + - + + +

Phenyl - acet at e - + - + + -

Cyt ochr ome oxi das e - - + - - -

I dent i f i cat i on Aj nd Ps Ab Ab Pa

* Aj ; Aci net obacyt er j uni i / j ohns oni i , Ps : Ps eudomonas s t ut zer i , Ab.

Aci net obact er baumai i , Pa: Pseudomonas aur eof aci ens
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Tabl e 19. I dent i f i cat i on by us i ng API 20NE of gr am negat i ve bact er i a

i s ol at ed f r om mar ket mi l k whi ch was mi xed wi t h SC- TS br ot h and

i ncubat ed at 21℃ f or 18 hour s

TESTS D10A21A D10A21B D11A21 D12A21A D21A21B D8B21 E21A21

Reduct i on of ni t r at e - - - + - - -

I ndol e pr odut i on - - - - - - -

Gl ucos e aci di f i cat i on - - - + - - -

Ar gi ni ne di hydr ol as e + + - - - + +

Ur eas e - - - - - - -

- Gl ucos i das e - - - + - - -

Pr ot eas e - - - - - - +

- Gal act os i das e - - - + - - -

As s i mi l at i on of

Gl ucos e + + + + + - +

Ar abi nose + - - + + - +

Mannos e + + - + - - +

Manni t ol + - - + - - +

N- acet yl - gl ucos ami ne - - - + - - +

Mal t os e - - - - - - -

Gl uconat e + + - + - - +

Capr at e + + + - + + +

Adi pat e - - - - + - -

Mal at e + + + + + + +

Ci t r at e + + - + + + +

Phenyl - acet at e - - - - + - -

Cyt ochr ome oxi das e + + - - - + +

I dent i f i cat i on Pf Pp Aj Cl Ab nd Pf

* Pf : Ps eudomonas f l uores cens , Pp: Ps uedomonas put i da , Aj :

Aci net obact er j uni i / j ohnsoni i , Cl : Chr ys eomonas l ut eol a, Ab:

Aci net obact er baumai i , nd: not det er mi ned
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Tabl e 20. I dent i f i cat i on by us i ng API 20E of gr am negat i ve bact er i a

i s ol at ed f r om mar ket mi l k mi xed wi t he cet r i mi de- deoxychol at e br ot h

and i ncubat ed at 21℃ f or 18 hour s

Tes t s A24B21 B32B21B B37A21 C18M21

- Gal act os i das e - + - +

Ar gi ni ne di hydr ol as e - - - -

Lys i ne decar boxyl as e - - - -

Or ni t hi ne decar boxyl as e - - - +

Ci t r at e ut i l i zat i on - - - -

H2S pr oduct i on - - - -

Ur eas e - - - -

Tr ypt ophane desami nase - - - -

I ndol e pr oduct i on - - - -

Acet oi n pr oduct i on - + - +

Gel at i nase - + - -

Fer ment at i on/ oxi dat i on of

Gl ucos e + - + +

Manni t ol - - - +

I nos i t ol - - - -

Sor bi t ol - - - +

Rhamnos e - - - +

Sucr os e - - - +

Mel i bi ose + - + +

Amygdal i n - - - +

Ar abi nose + - + +

Cyt ochr ome oxi das e - - - -

Ni t r at e pr oduct i on - - - +

Reduct i on t o N2 gas - - - -

Mot i l i t y nd nd nd nd

McConkey medi um + + + nd

Fer ment at i on of gl ucos e + + + +

Oxi dat i on of gl ucos e + + + +

I dent i f i cat i on As Sp As Ei

* As : Aci net obact er s p. , Sp: Sphmon. pauci omobi l i s ,

Ei : Ent er obact er i nt er medi us
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Tabl e 21. I dent i f i cat i on by us i ng API 20E of gr am negat i ve bact er i a

i s ol at ed f r om mar ket mi l k mi xed wi t he cet r i mi de- deoxychol at e br ot h

and i ncubat ed at 21℃ f or 18 hour s

Tes t s C28B21 D23A21A E18B21A E18B21B

- Gal act os i das e + + + +

Ar gi ni ne di hydr ol as e + - + +

Lys i ne decar boxyl as e - - + -

Or ni t hi ne decar boxyl as e + + - +

Ci t r at e ut i l i zat i on + - + +

H2S pr oduct i on - - - -

Ur eas e - - + -

Tr ypt ophane desami nase - - - -

I ndol e pr oduct i on - - + -

Acet oi n pr oduct i on + - - +

Gel at i nase - - - -

Fer ment at i on/ oxi dat i on of

Gl ucos e + + + +

Manni t ol - + + +

I nos i t ol - - + -

Sor bi t ol + + + -

Rhamnos e + + + +

Sucr os e + + + +

Mel i bi ose + + + +

Amygdal i n + + + +

Ar abi nose + + + +

Cyt ochr ome oxi das e - - - -

Ni t r at e pr oduct i on + + + +

Reduct i on t o N2 gas - - - -

Mot i l i t y nd + nd nd

McConkey medi um + + + +

Fer ment at i on of gl ucos e + + + +

Oxi dat i on of gl ucos e + + + +

I dent i f i cat i on Ec Ei Ko Es
* Ec: Ent er obact er cl oaceae , Ei : Ent erobact er i nt er medi us ,

Ko: Kl ebs i el l a oxyt os a , Es : Ent er obact er s akaz aki i
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Tabl e 22. Bact er i a i s ol at ed f r om mar ket mi l k whi ch i ncubat ed at 21℃

f or 18 hour s af t er addi ng SC- TS br ot h

Bact er i a
Mar ket mi l k

Tot al
A B C D E

Aci net obact er baumai i 2 1 3

Aci net obact er j uni i / j ohns oni i 1 1 2
Aci net obact er sp. 1 1 2
Ps eudomonas f l uor es cens 1 1 2

Ps eudomonas aureof aci ens 1 1

Ps eudomonas put i da 1 1
Ps eudomonas s t ut z er i 1 1
Ent er obact er cl oacae 1 1

Ent er obact er i nt er medi um 1 1 2
Ent er obact er s akaz aki i 1 1
Chrys eomonas l ut eol a 1 1

Kl ebs i el l a oxyt os a 1 1

Sphmon. pauci omobi l i s 1 1

Not det er mi ned 1 1 2

4. 적 요

SC- TS 배지를 이용한 r es azur i n 환원시간 검사방법의 국산 시유에 적

용함에 있어 타당성을 조사하고 2차오염이 일어난 국산 시유로부터 그람

음성세균을 동정하였다. SC- TS agar는 그람양성세균의 성장을 억제하고

SC- TS 배지를 시유와 혼합하여 21℃, 25℃ 및 30℃에서 배양한 r es azur i n

환원시간 검사에서 그람양성세균이 검출되지 않았다. 5월, 6월 및 9월에

생산된 시유는 r esazur i n 환원시간 검사와 냉장저장 후의 세균수 측정 검

사가 상호간 매우 일치하는 결과를 보였으나 7월과 8월에 생산된 시유는

r es azur i n 환원시간 검사와 냉장저장 후의 세균수가 측정 검사가 상당히

차이를 나타냈다. 저온장시간살균유는 그람음성세균에 의한 오염이 높았

으며 초고온순간살균유는 제품과 계절에 따라 변화하였다. 냉장저장한 후

106CFU/ ㎖ 이상의 세균수를 나타내는 시유에서 분리하여 동정한 세균은

Ps eudomonas가 전체 동정한 세균의 50%를 초과하였으며 다음으로

Aci net obact er와 Aer omonas이었으며 21℃에서 SC- TS 배지와 혼합하여 배

양한 시유에서는 Aci net obact er , Ps eudomonas 및 Ent er obact er가 다수 동

정되었다.
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제 6 절 16S r DNA의 PCR 합성을 이용한 그람음성세

균의 검출과 시유의 2차오염에의 응용

SUMMARY

A met hod t o det ect gr am- negat i ve bact er i a up t o 2 CFU was

devel oped by us i ng PCR- ampl i cat i on of 16S r DNA. PCR wi t h pr i mer

pai r s of GNF1 and GNR2, UNI V and GNR2, and GNF2 and GNR2 ampl i f i ed

16S r DNA f r om pur i f i ed DNA of Ps eudomonas f l uor es cnes but not

Ent erococcus f aecal i s . 16S r DNA was ampl i f i ed f r om LTLT- pas t eur i zed

mi l k and UHT- pas t eur i zed mi l k by us i ng s emi - nes t ed PCR. 16S r DNA was

ampl i f i ed f r om LTLT- pas t eur i zed mi l k whi ch was added wi t h P.

f l uores cens and heat ed at 65℃, 80℃, 100℃ f or 30 mi n but not f r om

t hat aut ocl aved at 121℃ f or 15mi n. 16s r DNA was ampl i f i ed f r om

gr am- negat i ve bact er i a except Achr omobact er l yt i cus and Al cal i gens

f aecal i s but not f r om gr am- pos i t i ve bact er i a.

( Key wor ds ; PCR, 16S r RNA, Gr am- negat i ve bact er i a, Mar ket mi l k)

1. 서 론

우유의 2차오염 검출과 저장성 측정법에서 사용하는 그람음성 내냉성

세균의 생장을 촉진하는 예비배양 대신에 PCR 방법을 이용하여 그람음성

내냉성세균의 DNA만을 증폭하여 검출함으로서 예비배양은 하지않고 신속

하게 그람음성 내냉성세균의 존재여부를 결정할 수 있다.

Pol ymer as e chai n r eact i on( PCR)에서 그람음성세균에 특이성이 있는

pr i mer를 사용하여 DNA 절편을 증폭하여 검출하므로서 신속하게 그람음성

세균의 존재 여부를 결정할 수 있다. PCR 방법의 민감도와 특이성이 개선

된 nes t ed PCR 방법( Her man, 등, 1995)과 PCR 방법과 함께 Li gas e Chai n

React i on ( LCR) ( Wi edmann, 1992, Wi edmann, 1993) 또는 Nucl ei c Aci d

Sequence- Bas ed Ampl i cat i on ( NASBA) ( Uyt t endael e, 1995)을 병행하여 분

석하는 방법이 개발되었다.

PCR 방법은 식품 미생물에 적용할 수 있는 방법으로서 개발되어 왔다.

PCR 방법에 사용되는 pr i mer들의 염기서열은 증폭하려는 DNA 영역의 염기

서열로 부터 결정된다. 미생물의 동정을 위해 사용된 pr i mer의 염기서열

은 미생물에 의한 발병에 관련된 유전인자 또는 모든 미생물에 존재하는
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유전인자 중 비보존영역을 이용하여 결정되었다. 예를 들어 Li s t er i a

monocyt ogenes의 병원성과 관련된 유전인자인 pr f A, hl yA ( l i s t er i ol ys i n

O) 및 pl cC ( phos phol i pas e C)의 DNA 절편을 PCR으로 증폭하여 검출되었

다 ( Coor ay 등, 1994) . 이외에 병원성 유전인자를 이용하여 PCR 방법으로

검출한 병원균들에는 Yers i ni a ent er ocol i t i ca ( Ras mus s en 등, 1995) 및

Sal monel l a t yphi ( Has hi mot o 등, 1995) 등이 있다.

Ri bos omal RNA와 특정 단백질의 유전자의 염기서열은 유전자의 부위에

따라 생물체 간에 동일하여 공통된 염기서열을 가지거나 반대로 종간에도

염기서열이 다르다 ( Woes , 1987) . 세균의 그람염색반응에 따라 또는 속종

에 따라 16S r RNA을 바탕으로 염기서열이 다른 ol i gonucl eot i de를 설계하

여 hybr i di zat i on 또는 PCR의 pr obe와 pr i mer로서 사용하여

ar chaebact er i a, eubact er i a, eucar yot e, 그람음성균 및 그람양성균을 비

롯하여 세균의 속과 종을 동정할 수 있다 ( Gi ovannoi 등, 1988, Gr ei s en

등, 1993) . 따라서 그람음성세균에 특이성이 있는 pr i mer의 염기서열을

16S r RNA로 부터 찾을 수 있다.

PCR을 사용하여 생균과 사균을 분별할 수 있는가에 대한 연구가 일부

되어 있다. 70℃에서의 가열 또는 염소제 살균제로서 사멸된 Legi onel l a

pneumophi l i a 세균으로 부터는 PCR을 사용하여 DNA를 증폭할 수 없었다

( Bej 등, 1991) . 이는 세균이 사멸시 DNA가 신속하게 분해됨을 뜻한다.

본 연구의 목적은 우유에 2차오염된 그람음성 내냉성균을 직접 검출하

기 위한 PCR 방법을 개발하고 우유의 가열온도와 시간에 따른 세균의 DNA

의 PCR 증폭 여부를 조사하고 생균과 사균을 분별할 수 있는 PCR 방법을

개발하는 것이다.

2. 재료 및 방법

가. 세균 균주

본 실험에 사용한 균주 중 Lact ococcus sp.는 Chr . Hansen' s사

( Denmar k)의 치즈 스타터( R- 703)로부터 분리하였으며 다른 세균은 생명공

학연구소 유전자은행으로부터 구입하였다 ( Tabl e 1) . Ps eudomonas 균주들

은 26℃에서 그외 다른 세균들은 30℃에서 24시간 동안 2회 계대 배양한

후 배양에 사용하였다.
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Tabl e 1. Bact er i a us ed i n t he s t udy

Bact er i a Sour ces

Baci l l us cer eus KCTC 1013

St aphyl ococcus aur eus KCTC 1928

Ent er ococcus f aecal i s KCTC 3512

Lact ococcus s p. Chr . Hansen' s R- 703

Es cher i chi a col i KCTC 2441

Kl ebs i el l a pneumoni ae KCTC 2001

Ent er obact er aer ogenes KCTC 2190

Ps eudomonas f l uor es cens KCTC 2344

Ps eudomonas f l uor es cens KCTC 1767

Ps eudomonas put i da KCTC 1644

Achr omobact er l yt i cus KCTC 2336

Aci net obact er baumai i KCTC 2508

Al kal i gens f aecal i s KCTC 2678

나. DNA의 분리 및 정제

세균으로부터 Ver s al ovi c 등( 1991)의 방법에 따라 genomi c DNA를 분리

하였다. Tr ypt i c soy agar에서 24시간 배양한 후 형성된 균총을 긁어내어

PBS용액에 분산하였다. 7, 000r pm에서 10분간 원심분리하여 세균체를 침전

시켰다. 1㎖의 1M NaCl용액으로 한차례 세척하고 50mM TE 용액( 50mM

Tr i s , 50mM EDTA, pH 7. 8)으로 두차례 세균을 세척한 후 0. 45㎖의 10mM

TE용액( 10mM Tr i s , 1mM EDTA, pH 7. 8)에 분산시키고 25㎕의

mut anol ys i n( 5, 000 uni t /㎖ 10mM TE 용액)와 25㎕의 RNase A( 6mg/ ml 10mM

Tr i s , 15mM NaCl , pH 7. 8)을 가하고 37℃에서 1시간 배양하였다. 30㎕의

SDS( 10%)와 30㎕의 pr ot ei nas e K( 10mg/ ml , 10mM TE 용액)을 가하고 55℃

에서 2시간 배양하였다. Phenol ( 0. 4㎖)을 가하고 섞은 후 소형원심분리기

에서 1분간 원심분리하였다. 상부의 수용액층을 다른 튜브에 옮기고

phenol으로 추출을 반복하였으며 chl or of or m( 0. 4㎖)으로 2회 추출하였다.

수용액 층에 10mM TE 용액을 가하여 0. 4㎖으로 만든 후 40㎕의 3M s odi um

acet at e( pH 5. 2)를 가하고 0. 8㎖의 냉각된 et hanol을 가하고 섞은 후 - 2

0℃에서 2시간 이상 유지하였다. 용액을 2분간 원심분리하여 상등액을 제

거하고 침전된 DNA를 냉각된 70% et hanol으로 세척하고 적당한 양의

10mM TE 용액으로 용해하였다. DNA 용액을 앞에 방법에 따라 반복하여
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RNas e A 및 pr ot ei nas e K와 SDS로 처리하고 phenol과 chl or of or m으로 추

출하였고 다시 3M s odi um acet at e( pH 5. 2)와 et hanol로 침전하여 DNA를

정제하였다.

다. DNA의 간이 추출

DNA를 간단히 분리하는 방법으로서 3종류의 방법을 시도하였다.

첫째는 Boi l i ng 법이었다. 세균분산액 1㎖를 원심분리관에 분주한 후

10, 000 × g에서 원심분리하였다. 상등액을 버리고 200㎕의 TE

buf f er ( 10mM Tr i s , pH 8. 0 1mM EDTA)에 분산하였다. 끓는 물에 15분간 가

열한 다음에 4㎕를 PCR에 사용하였다.

둘째는 l ys i s buf f er 법이었다. 세균분산액 1㎖를 원심분리관에 분주

하고 10, 000 × g에서 5분간 원심분리하였다. 침전된 세균에 200㎕의

l ys i s buf f er ( 2% t r i t on X- 100, 1% SDS, 100mM NaCl , 1mM EDT, 10mM

Tr i s , pH8. 0)에 넣은 후 vor t ex하였다. Phenol : chl or of or m: i s oamyl

al cohol ( 25: 24: 1)을 200㎕를 놓은 후 10 분간vor t ex한 후 5분간 원심분리

하였다. 상등액을 새 시험관에 옮긴 후 600㎕의 et hanol과 20㎕의 3M

s odi um acet at e를 넣고 vor t ex한 다음 원심분리하였다. 70% et hanol로 세

척한 후 상등액을 버리고 건조하고 50㎕ 증류수를 가하여 용해하였다. 4

㎕를 PCR에 사용하였다.

셋째로 bead beat er 법이다. 세균 분산액 1㎖를 원심분리관에 분주하

고 원심분리하여 침전된 균체에 200㎕의 l ys i s buf f er , 200㎕의

phenol : chl r of or m: i s oamyl al cohol ( 25: 24: 1)과 0. 3g의 산세척된 gl as s

bead( 0. 45∼0. 52 mi cr on)을 가하였다. Bead beat er를 이용하여 2분간 진

탕한 다음 5분간 원심분리하였다. 상등액을 옮긴 후 600㎕의 et hanol과

20㎕의 3M sodi um acet at e를 넣고 vor t ex한 다음 10분간 원심분리하였다.

70% et hanol로 세척한 후 상등액을 버리고 건조시킨 다음에 50㎕의 증류

수에 녹였다. 4㎕를 PCR에 사용하였다.

라. 시유의 전처리

UHT-살균 시유와 LTLT-살균 시유 1㎖를 10, 000 × g에서 10분간 원심

분리한 후에 침전된 균체 1㎖의 PBS로 세척하고 200㎕의 TE buf f er에 분

산한다. 100℃에서 5분간 열처리한 후 4㎕를 PCR에 사용하였다.

마. 시유의 P. f l uor es cens의 첨가와 열처리

LTLT-살균 시유 1㎖에 106CFU의 P. f l uor escens를 첨가하였다. 10, 000

× g에서 10분간 원심분리한 후에 첨전된 균체를 1㎖의 PBS로 세척하고

200㎕의 TE buf f er에 분산하였다. 0. 1U, 1U 및 5U의 DNas e( Boehr i nger
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Mannahei m)를 첨가하고 37℃에서 1시간 반응하였다. 반응 후에 100℃에서

15분간 열처리한 다음 4㎕를 PCR에 사용하였다.

바. PCR 및 전기영동

PCR 증폭을 위한 25㎕ PCR 반응액은 50mM Tr i s , pH 8. 3, 10mM KCl ,

1. 5mM MgCl 2 , 200μM dNTP, 1U Taq pol ymer as e, 100nM pr i mer 및 100ng

DNA 또는 4㎕ 세균추출액를 함유하게 만들었다. Per ki n- El mer t her mal

cycl er을 이용하여 94℃에서 5분간 가열한 후에 94℃에서 1분, 62℃에서

1분 그리고 72℃에서 2분을 1 cycl e로 하여 35 cycl e 증폭하고 마지막으

로 72℃에서 3분간 가열한 후에 4℃에서 저장하였다.

Semi - nes t ed PCR 증폭은 위와 같은 반응액을 가지고 수행하였으며 1차

PCR에서는 GNF1과 GNR2 pr i mer를 사용하고 2차 PCR에서는 GNF2와 GNR2

pr i mer를 사용하였다. 2차 PCR에서는 30회 cycl e 증폭하였다.

PCR로 증폭된 DNA는 2% agar os e gel , 1×TAE buf f er , 70V에서 전기영동

하였다. DNA 염색은 et hi di um br omi de로 하였다.

I I I . 결과 및 고찰

그람양성세균들과 그람음성세균들의 16S r DNA의 염기순서를 조사하여

그람음성세균에 특이적인 염기배열의 ol i gonucl eot i de를 찾았다. 그람음

성세균에 대해 특이적인 pr i mer로서 그람음성세균들 간에는 공통이고 그

람양성세균과는 염기가 다른 ol i gonucl eot i de를 설계하였다 ( Tabl e 2) .

순상 pr i mer로서 GNF1와 GNF2는 그람음성세균의 염기서열을 갖고 있으며

UNI V는 그람양성세균과 그람음성세균이 공통으로 갖고 있는 염기서열의

pr i mer이다. 역상 pr i mer로서 GNR2는 그람음성세균 특이성이 있다. 그람

음성세균간에 염기가 다른 부분은 동일 염기배치에 두 개의 염기를 도입

하거나 i nos i ne을 도입하였다.

GNF1, GNF2 및 UNI V를 f or war d pr i mer로서 GNR2를 r ever s e pr i mer로서

사용하여 Pseudomonas f l uor es cens와 Ent er ococcus f aecal i s에서 각각 순

수분리한 DNA를 t empl at e DNA로 하여 PCR방법에 의해 증폭하였다( Fi g.

1) . P. f l uor es cens에서는 모든 PCR에서 증폭된 DNA가 검출 되었다. GNF1

과 GNR2를 사용한 PCR에서는 1, 150bp의 DNA가 증폭되었으며 GNF2와 GNR2

를 사용한 PCR에서는 180bp의 DNA가 증폭되었으며 UNI V와 GNR2를 사용한

PCR에서는 170bp의 DNA가 증폭되었다. 반면에 E. f aecal i s에서는 증폭되

지않았다. 따라서 이 pr i mer들을 사용한 PCR 방법이 그람음성세균을 특이

적으로 검출함을 알 수 있었다.
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Tabl e 2. Gr am- negat i ve bact er i a- s peci f i c nucl eot i de sequences of

pr i mer ol i gonucl eot i des bas ed on 16S r DNA

Pr i mer Nucl eot i de s equence of 16S r DNA

GNF1
( f owar d)

41 GGCAGI CC/ TTAACACATGCAA 60

GNF2
( f or war d)

1024 AGGTGCTGCATGGCTGTCG 1032

UNI V
( f or war d)

1029 GTCGTCAGCTCGTGTCGTG 1047

GNR2
( r ever s e)

1203 GTAAGGGCCA/ GTGATGACTAG 1194

* Gr am- negat i ve bact er i a : Escher i chi a col i , Ent er obact er aer ogenes ,

Kl ebs i el l a pneumoni ae, Aci net obact er s p. , Aci net obact er j ohns oni i ,

Aer omonas s p. Fl avobact er i um br eve, Ps eudomonas f l uor es cens ,

Ps eudomonas aer ugi nos a, Ps eudomonas s p.

* Gr am- pos i t i ve bact er i a : St aphyl ococcus aur eus , Baci l l us s ubt i l i s ,

St r ept ococcus s p. , Li s t er i a monocyt ogenes

Fi g. 1. Agar os e gel el ect r ophor es i s of 16S r DNA PCR- ampl i f i ed f r om

pur i f i ed DNA. A, B and C, E. f aecal i s ; D, E and F, P. f l uores cens ; A

and D, UNI V and GNR2; B and E, GNF2 and GNR2; C와 F, GNF1 and GNR2;

M. pGEM DNA l adder .
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P. f l uores cens의 배양액을 PBS용액으로 희석한 후에 boi l i ng 방법,

l ys i s 방법 및 bead beat er 방법을 이용하여 DNA 추출물을 제조하여 PCR

에 사용하였다. 각 PCR 반응액에 2×106CFU, 2×104CFU, 2×102CFU 및

2CFU의 세균에 해당하는 DNA 추출액을 첨가하였으며 pr i mer로서 GNF1과

GNR2를 사용하였다. 106의 세균수에서 boi l i ng 방법에서 가장 강하게 DNA

절편이 검출되었으며 bead beat er 방법에서도 약하게 DNA가 증폭되었다

( Fi g. 2) .

Fi g. 2. Agar os e gel el ect r ophor es i s of PCR- ampl i f i ed 16S r DNA wi t h

Ps eudomonas f l uores cens ext r act as t empl at e DNA. M, pGEM DNA l adder ;

A, B, C and D, boi l i ng met hod; E, F, G and H, l ys i s buf f er met hod;

I , J , K and L, bead beat er met hod; A, E and I , 2×106CFU; B, F and

J , 2×104CFU; C, G and K, 2×102CFU; D, H and L, 2CFU.

민감도를 향상시키기 위하여 앞의 PCR 반응에서 합성된 1, 150bp의 DNA

를 t empl at e로 하고 GNF2와 GNR2 pr i mer를 사용하여 s emi - nes t ed PCR 반

응을 수행하였다( Fi g. 3) . 이 반응에서 boi l i ng 방법에서 2×106CFU부터

2CFU의 세균까지 DNA가 모두 합성되었으며 bead beat er 방법에서 2×

106CFU와 2×104CFU에서 DNA가 합성되었다. 2×106CFU의 세균이 첨가된 경

우에는 1200bp와 600bp의 DNA가 또한 합성되었다.

초고온순산살균유 2제품과 저온장시간살유 2제품을 원심분리하여 세척

하고 s emi - nes t ed PCR로 증폭한 결과 4 제품 모두 16S r DNA가 합성되었다

( Fi g. 4) . 저온장시간살균유에 P. f l uor es cens를 첨가하고 65℃, 80℃ 및

100℃에서 30분간 열처리한 시유에서 DNA가 합성되었다. 121℃에서 15분

간 aut ocl ave한 시유에서는 DNA가 합성되지 않았다.
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Fi g. 3. Agar os e gel el ect r ophor es i s of s emi - nes t ed PCR- ampl i f i ed 16S

r DNA of P. f l uor es cens t r eat ed wi t h boi l i ng met hod, bead beat er

met hod and l ys i s buf f er met hod. A, 100bp l adder ; B, C, D and E,

boi l i ng met hod; F, G, H and I , bead beat er met hod; J , K, L and M,

l ys i s buf f er met hod; N, pur i f i ed DNA; O, wat er ( cont r ol ) . B, F and J ,

2×106CFU; C, G and K, 2×104CFU; D, H and L, 2×102CFU; E, I and M,

2 CFU.

Fi g. 4. Agar os e gel el ect r ophor es i s of s emi - nes t ed PCR- ampl i f i ed 16S

r DNA of mi l k. A, 100bp l adder ; B. UHT- pas t eur i zed mi l k; C.

UHT- pas t eur i zed mi l k; D, LTLT- pas t eur i zed mi l k; E, LTLT- pas t eur i zed

mi l k; F, G, H, I and J , LTLT- pas t eur i zed mi l k added wi t h P.

f l uor es cence; F, heat ed at 65℃ f or 30 mi n; G, heat ed at 80℃ f or 30

mi n; H, heat ed at 100℃ f or 30 mi n; I , aut ocl aved at 121℃ f or

15mi n; J , not heat ed; K, wat er ( cont r ol ) i n semi nes t ed PCR; L,

wat er ( cont r ol ) i n 2nd PCR.
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우유 1㎖에 P. f l uor es cens를 가하고 65℃에서 30분간 살균한 다음에

원심분리하여 PBS로 세척하고 TE buf f er에 분산된 세균체를 0. 1U, 1U 와

5U의 DNase를 첨가하고 37℃에서 30분간 반응한 다음에 95℃에서 15분간

가열한 다음에 s emi - nes t ed PCR로 16S r DNA를 증폭하였다( Fi g. 5) . 우유,

106CFU의 P. f l uor es cens가 첨가된 우유 및 65℃에서 가열처리된 우유 모

두 DNA가 증폭하여 우유 시료에 그람음성세균 DNA가 존재하며 또한 65℃

30분의 열처리에 의하여 DNA가 파괴되지 않음을 알 수 있었다. 가열처리

후 DNas e를 첨가하여 반응시킬때에 0. 1U의 DNas e에서는 DNA가 증폭되나

1U와 5U의 DNas e에서는 DNA가 증폭하지 않았다. 가열처리되지 않은 경우

0. 1U와 1U에서는 DNA가 합성되었으나 5U에서는 합성되지 않았다.

이상의 결과에서 65℃에서 30분간 살균된 우유에 있는 P. f l uores cens

의 DNA는 살균되지 않은 우유의 P. f l uor es cens에 비해 DNas e에 의해 민

감하게 분해하였다. 또한 열처리에 의해 P. f l uor es cens의 DNA가 파괴가

되지 않았다.

Fi g. 5. Agar os e gel el ect r ophor es i s of s emi nes t ed PCR- ampl i f i ed 16S

r DNA of P. f l uor es cens heat ed at 60℃ f or 30mi n and t r eat ed wi t h

DNAs e. A, 100bp l adder ; B, mi l k; C∼J , mi l k added wi t h P.

f l uores cnes ; C, D, H, I and J , heat ed at 65℃ f or 30mi n; D, t r eat ed

wi t hout DNase at 37℃ f or 1hr ; E and H, t r eat ed wi t h 0. 1U DNas e; F

and I , t r eat ed wi t h 1U DNAse; G and J , t r eat ed wi t h 5U DNase; K,

pur i f i ed DNA, L, wat er ( cont r ol ) .
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GNF 1- GNR2

GNF 2- GNR2

Fi g. 6. Agar os e gel el ect r ophor es i s of 16S r DNA PCR- ampl i f i ed wi t h

f r om DNA ext r act of gr am- pos i t i ve bact er i a and gr am- negat i ve

bact er i a. A, 100bp l adder ; B, Lact ococcus s p. ; C, B. cereus ; D, S.

aur eus ; E, L. i vanovi i ; F. E. f aecal i s ; G, E. col i ; H, E. aer ogenes ;

I , K. pneumoni ae ; J , P. f l uor es cens KCTC 1767; K, P. f l uor es cens

KCTC 2344; L, P. put i da; M, A. l yt i cus ; N, A. baumai i ; O, A.

f aecal i s
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GNF1 pr i mer와 GNR2 pr i mer 그리고 GNF2 pr i mer와 GNR2 pr i mer을 사용

한 PCR( Fi g. 6)에 의해 100℃에서 열처리한 그람양성세균과 그람음성세균

들의 추출물로부터 16S r DNA의 증폭 여부를 조사하였다. 그람양성세균들

은 DNA가 증폭이 되지 않았다. 그람음성세균들중에서 Achr omobact er

l yt i cus와 Al cal i gnes f aecal i s에서부터 DNA가 합성되지 않았으며

Ps eudomonas와 Aci net obact er baumai i , Ent erobact er aer ognes ,

Kl ebs i el l a pneumoni ae , Es cher i chi col i 에서부터 DNA가 합성되었다.

I V. 적 요

그람음성세균 특이성 pr i mer을 s emi nes t ed PCR에 사용하여 그람음성세

균을 2CFU 까지 검출할 수 있는 분자유전학적 방법을 개발하였다. GNF1과

GNR2, GNF2와 GNR2 및 UNI V와 GNR2의 pr i mer 쌍을 사용한 PCR은

Ent erococcus f aecal i s의 DNA로부터 16S r DNA를 합성하지 않았으며

Ps eudomonas f l uores cens의 DNA로부터 16S r DNA를 합성하였다. Boi l i ng

법을 사용하여 2CFU의 P. f l uor es cens의 DNA 추출물로부터 DNA가 합성되

었다. 초고온순간살균유와 저온장시간살균유로부터 PCR에 의해 16S r DNA

가 합성되었다. 저온장시간살균유에 P. f l uor es cens로 첨가한 후에 65℃,

80℃ 100℃에서 30분간 가열한 시료에서 16S r RNA가 합성되었다. 그러나

121℃에서 15분간 aut ocl ave한 시료에는 합성되지 않았다. P.

f l uores cens를 첨가한 시유를 65℃에서 30분간 살균한 후 DNas e 처리하였

을 때에 16S r DNA가 합성되지 않았다. Achr omobact er l yt i cus와

Al cal i gens f aecal i s를 제외한 그람음성세균에서는 16s r DNA는 합성되었

고 그람양성세균에서는 합성되지 않았다.
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제 3 장 St aphyl ococcus aureus와

St r ept ococci의 원유오염경로에 관한 연구

제 1 절 St aphyl ococcus aur eus와 St r ept ococci의

우유생산 환경 중에서 분리동정 및 분포상태 조사

SUMMARY

Speci mens wer e t aken f r om mi l k, body sur f aces of dai r y cow and

envi r onment s of t en s el ect ed dai r y f ar ms l ocat ed i n Kyunggi do,

Kor ea. I dent i f i cat i on of St aphyl ococcus aur eus , St r ept ococcus

agal act i ae, St r ept ococcus uber i s and St r ept ococcus dys agal act i ae by

us i ng I DF and mol ecul al r bi ol ogi cal met hods f r om 572 s ampl es t aken

dur i ng wi nt er and s ummer s eas on was conduct ed. I s ol at i on r at es of

St aphyl ococcus aur eus , St r ept ococcus agal act i ae wer e 29. 2 % and

3. 2%, r es pect i vel y and t hos e of envi r onment al mas t i t i s pat hogen

St r ept ococcus uber i s and St r ept ococcus dys agal act i ae wer e 11. 4% and

6. 4%, r es pect i vel y.

I n or der t o i dent i f y at t he s peci es l evel , PCR per f or med wi t h

r RNA pr i mer s STAA- AuI , STRU- UbI and STRD- DyI f r om 16S- 23S i nt er geni c

s pacer r egi on ampl i f i ed s peci f i c DNA pr oduct s f or t hos e s peci es .

Us i ng s peci f i c pr i mer s , St aphyl ococcus aur eus s t r ai ns pr oduci ng s i x

t ypes of ent er ot oxi n A, B, C, D. E, and TSST- 1 coul d be ef f ect i vel y

di f f er ent i at ed.

1. 서론

유방염은 유우에서 유선에 병원성 미생물 감염에 결과 기인되는 질병

으로서 우유의 생산효율을 감소시킴은 물론 낙농산업에 심대한 영향을 주

는 주요 질병으로 인식되어 있어 이 질병의 조기 진단, 병원성, 역학적인

경로조사, 병원균의 동정방법, 병원균에 대한 면역학적 대처방법 및 치료

방법 등에 관하여 광범위한 연구가 전 세계적으로 활발하게 진행되고 있

다.

- 112 -



유방염 원인세균은 2개의 부류로 구분되는데 전염성( cont agi ous

pat hogen)인 병원성 균과 환경에서 유래되는 환경형 병원균

( envi r onment al pat hogen)이 있다. 전염성 병원균은 유우의 유선에서 생

장과 증식이 가능한 것으로서 착유 과정에서 유우간에 확산 가능한 세균

을 지칭한다. 그러나 환경형 병원균은 유우 축사의 환경 중에 살아있는

병원균을 지칭한다( Ol i ver와 Mi t chel l , 1983) .

전염성 유방염 병원균으로 분류되는 것은 St aphyl ococcus aureus ,

St r ept ococcus agal act i ae, Mycopl as ma s pp. 및 Cor ynebact er i um bovi s

등이 포함되나 환경형 유방염 병원균에 속하는 것은 매우 광범한 다양성

을 보이며 St r ept ococcus agal act i ae를 제외한 모든 s t r ept ococci 균종을

집합적으로 환경형의 s t r ept ococci로 지칭하며 대장균군이 포함된다( Kang

등 1990: Kang 등 1991: J ef f r ey, 1988: Davi s 등, 1996) .

환경형 유방염 병원균 중 St r ept ococcus s pp.에 포함되는 종은 S.

uber i s , S. dys gal act i ae, S. equi nus ( bovi s ) , S. equi , S. par auber i s

및 S. cani s 등이 포함된다. 이들 중에서도 검출빈도 면으로 보아 중요한

균종은 S. uber i s와 S. dys agal act i ae인 것으로 확인된 바 있다( Bat i sh와

Chander 1987) .

St aphyl ococcus aur eus 중에서 coagul as e pos i t i ve인 것이 주로 유방

염 발생에 관여되고 있다. 20세기 초반에는 유방염의 원인균은

St r ept ococcus agal act i ae인 것으로 추정했었으나 기계착유 방법이 보편

화되면서 St aphyl ococcus aur eus에 의한 유방염이 빈발하였다. 그러나 이

세균이외에도 수종의 s t r ept ococci가 분리되었는데 이는 병원성과는 관계

되지 않는 단순한 오염세균으로 인정하고 있다.

본 연구에서는 우리 나라의 낙농목장의 중심지역으로 알려진 경기도

지역에 위치한 10개의 선정된 목장에서 우유 생산 환경 전체를 망라한 대

상으로부터 시료를 채취하여 유방염 원인균이 되는 St aphyl ococcus

aur eus와 St r ept ococcus s pp.를 분리하여 동정하고 신속 간편한 동정을

위하여 분자생물학적 방법적용의 가능성을 검토하고 이들의 분포상황을

분석하고 감염원과 감염경로를 추적하기 위한 자료를 얻기 위하여 실시하

였다.

2. 재료 및 방법
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가. 시료 채취방법

1) 우유 : 착유시에 멸균된 cap t ube안에 적당량을 취한다.

2) 개체 시료 : 멸균된 면봉을 이용하여 2×4㎝를 s wab한 후 s wab된 면봉

을 Br ai n hear t i nf us i on br ot h ( BHI br ot h)가 3㎖ 담겨진 t ube에 넣는

다.

3) 직장, 질, 유두공은 면봉을 전 ·후 3- 4회 회전하여 s ampl e을 채취하였

고 muzzl e 시료는 콧잔등 주위의 타액이 묻도록 s wab 한다.

4) 환경 시료의 채취

가) Beddi ng ; 소의 운동장 바닥에 있는 깔짚 또는 톱밥을 10ｇ정도 취한

다. 1ｇ을 10㎖ BHI br ot h에 넣는다.

나) Feed s t uf f ; Beddi ng 시료와 같다.

다) Equi pment ; 주로 착유기 내 ·외를 멸균된 면봉을 이용하여 s wab 한

다.

라) Hous i ng ; 소의 운동장, 담, 울타리 등을 s wab 한다.

마) Non bovi ne ani mal ; 주로 목장의 dog 위주로 muzzl e 주위를 s wab 한

다.

바) Handl er ; 착유시 착유자의 손등 및 콧잔등을 s wab 한다.

사) Ai r ; 착유실 대기의 오염정도를 측정하려 한다.

Bai r d- Par ker pl at e와 Bl ood pl at e를 약 1시간 정도 open 시켜 둔다.

나. 분리된 균주의 St aphyl ococcus aur eus의 동정방법

1) Sampl e은 mi l k s ampl e을 제외하고는 BHI br ot h에 배양한다( 37℃ 4시

간) . Ai r s ampl e은 37℃. 24시간정도 배양한다.

2) Bai r d Par ker pl at e에서 흑색 col ony를 나타내고, coagul as e t es t에

양성인 것을 s t aphyl ococci로 간주하고 bl ood pl at e에서는 hemol ys i s

t ype를 판정한다.

3) Coagul ase t es t

Di f co r abbi t pl as ma를 이용하여 응고 현상을 판정한다. Pos i t i ve 등

급을 4단계로 구분한다.

다. St r ept ococcus s pp.의 동정방법

1) Rapi d hi ppur at e hydr ol ys i s t es t에 의하여 동정한다.

2) Heavy s us pens i on col ony( cul t ur e)를 준비한 후 0. 5㎖ s ol ut i on

hi ppur at e에 접종하고 2시간 후에 0. 2㎖의 ni nhydr i n을 첨가하고 잘 섞는
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다. 0. 2㎖의 ni nhydr i n을 첨가하여 10분 이내에 탈색이 일어나면 양성으

로 판정한다.

3) Car bohydr at e ut i l i t y t es t

Phenol r ed br ot h, pH 7. 4에 맞춘다. 당용액( s t ock)을 최종농도 1- 2％

되게 첨가한다. 각 s ampl e중 당이 첨가되지 않은 phenol r ed pl at e를

cont r ol로 한다. Pos i t i ve r eact i on은 노란 색이나 오렌지색으로 탈색이

이루어지는 것을 기준으로 하며, cul t ur e 접종 후 4- 6시간 37℃에서 배양

한 후에 판정한다.

라. API St r ep 동정 ki t에 의한 확인

Ki t 사용 지시사항에 따라 St r ept ococcus의 종으로 분리 동정된 결과

를 이 방법에 따라서 재확인한다.

마. 16S- 23S s pacer r i bos omal DNA pr i mer를 활용한 St aphyl ococcus

aur eus 및 St r ept ococcus s pp.의 동정방법

배양된 cul t ur e를 원심분리( 16, 000 r pm)한 후 1ml washi ng buf f er에

현탁하고, 원심분리하여 상층액은 제거한 후 300㎕ was hi ng buf f er에 현

탁한다. 20㎕ l ys os t aphi n과 10㎕ RNas e를 첨가하여 37℃에서 30분간 반

응시킨다. 다시 20㎕ pr ot ei nase K와 50㎕ SDS( 10%)를 첨가하고 50℃에서

1시간 반응시킨다. 600㎕ phenol - chl or of or m- i soamyl al cohol ( 25: 24: 1)가

하여 잘 혼합하고, 원심 분리한 후 상층액을 새로운 t ube에 옮기고 550㎕

chl or of or m- i s oamyl al cohol ( 24: 1)을 가한 후 원심분리 한다. 상층액을

새로운 t ube에 옮긴 후 16㎕ 5M NaCl , 100% Et hanol 800㎕를 가한 후 현

탁시킨다. - 20℃에서 1시간 방치한 후 원심분리하고, 상층액을 제거한 뒤

에 70% et hanol로 세척한다. et hanol을 제거( ai r dr y)하고, 200㎕ TE

buf f er에 DNA를 녹인다. 10㎕의 DNA를 PCR용 ki t ( Bi oneer , Kor ea)에 넣고

증류수 10㎕를 가한다. 1차 pr oduct s를 2차 ki t에 넣고 PCR을 수행한다.

최종 DNA pr oduct s를 2% agar ose gel을 만들어 전기영동을 한다.

3. 결과

가. 시료채취 결과

본 실험을 효율적으로 추진하기 위하여 목장의 선정은 대형의 모범적

인 위생관리가 이루어지는 성원목장과 매우 영세한 규모의 소규모목장 1

개 목장을 선정하였으며, 우리 나라 낙농목장의 평균 크기에 해당하는 중
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간형목장 7개를 시료채취 대상 목장으로 선정하여 시료를 채취하였다.

시료는 대별하여 우유 시료, 체표면 시료 및 환경 시료 3군으로 구분

하여 채취되었고, 각 목장별 시료채취 내역은 Tabl e 1에서는 동절기 시료

채취 결과, Tabl e 2 에서는 하절기 시료채취 결과를 각각 제시하였다.

Tabl e 1. 대상 목장별 St aphyl ococcus aur eus 및 s t r ept ococci분리용 시

료 채취내역(동절기)

목 장 명

(기호)

Mi l k

sampl e

체 표 면
환 경

Muzzl e Si de Rect um Vagi na Or i f i ce

중대( CA) 15 7 3 7 3 3 8
펠렉스( PLX) 6 4 2 4 3 2 9
웅 수( ws ) 6 6 5 6 5 5 9
주 림( JL) 3 5 4 5 4 4 9
영오( YO) 6 4 2 5 3 2 9
성원( SW) 5 7 2 6 2 2 9
건천( GC) 5 4 2 4 3 2 9
오현경( OHK) 5 2 1 2 1 1 9
초야( CY) 6 3 2 3 2 2 9

계 57
42 23 42 26 23

80
156

Tabl e 2. 대상 목장별 St aphyl ococcus aur eus 및 s t r ept ococci분리용 시

료채취 내역(하절기)

목장명(기호)
Mi l k

s ampl e

체 표 면
환 경

Muzzl e Si de Rect um Vagi na Or i f i ce
중 대( CA) 16 2 4 8
펠렉스( PLX) 10 2 1 2 2 1 9
웅 수( WS) 8 2 1 2 2 1 9
세공주( SGJ ) 16 3 2 3 3 2 9
영 오( YO) 12 3 1 3 1 2 9
성 원( SW) 16 2 1 2 2 1 8
건 천( GC) 10 2 1 2 3 1 9
오현경( OHK) 17 3 2 2 2 2 9
초 야( CY) 9 3 2 3 3 2 9

계 114
22 11 19 22 12

79
86

1차 시료채취는 1996년 12월 실시되었고, 우유 시료 57점, 체표면 시
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료 156점, 환경 시료 80점, 총 293점이 채취되었고, 2차 시료채취는 1997

년 6월 실시 되었으며, Tabl e 2에 제시된 바와 같이 우유 시료 114점, 체

표면 시료 86점, 환경 시료 79점이 각각 채취되어 총 279점이 채취되었으

며, 채취된 총 시료 수는 572점 이였다. 이를 냉동상태에서 보존하면서

미생물 분리 동정 및 기타의 실험에 사용하였다.

나. 분리균주의 동정 결과

1) St aphyl ococcus aur eus , St r . uber i s , St r . agal act i ae 및 St r .

dys agal act i ae의 동정

I DF가 제시한 표준 방법에 따라 우유 중에 포함된 St aphyl ococcus

aur eus를 동정하기 위한 절차를 이용하여 동정하였다. Bai r d- Par ker

pl at e에서 특징적인 균락을 형성한 것을 분리한 후 hemol ys i s를 일으키

며, cat al ase 양성인 것이 확인되면 St aphyl ococcus aur eus로 동정하였

다.

St r . uber i s , St r . agal act i ae 및 St r . dys agal act i ae의 동정실험을

위하여 Br ai n hear t i nf us i on br ot h에 배양한 후 Tabl e 3에 제시된 생화

학시험 기준에 따라 동정하고, 이 중에서 알파용혈을 일으키는 균주를 선

별한 후, 다시 API 당발효 ki t를 사용하여 균종수준까지 동정확인실험을

실시하였고, 분리균주별 번호와 각 균종별 분리균주번호( i s ol at es )별 분

리원은 Tabl e 4에 제시되었다.

Tabl e 3. St r ept ococcus s pp.의 동정시 주요 생화학적 시험결과 기준

Bact er i a

Bi ochemi cal r eact i on

Hi ppur at e
hydr ol ys i s

sor bi t ol r i bos e t r ehal ose

S. agal act i ae + - + +

S. dys agal act i ae - + + +

S. uber i s + + + +

S. i ni ae - - + +

S. adj acens - - - -
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Tabl e 4에 제시된 바와 같이 St aphyl ococcus aur eus 분리균주 46 균주,

St aphyl ococcus aureus 표준균주 11 균주, St r . agal act i ae 분리균주 7

균주, St r . uber i s 분리균주 20 균주, St r . dys agal act i ae 분리균주 21

균주 및 표준균주 3 균주를 확보하여 보존균주로 확보하였다.

Tabl e 4. 목장별 분리균주의 균종동정 결과 및 균종별 분리균주 번호와

분리원

I sol at e Des i gnat i on Sour ces Far m*

St aphyl ococcus aureus
CU 1101, 1104, 1176 Fl oor of bar n CA, SW, YO

1106, 1120, 1157 Feedst uf f CA, US, CY
1105, 1158, 1133 Wal l of Bar n CA, CY, SGJ
1149 Ai r of Bar n SW
1159, 1134 Mi l ki ng machi ne CY, SGJ
1104, 1135, 1189, Dog of f ar m CA, SGJ, GC
1182,
1110 OHK, PLX
1103, 1108, 1115, Vagi na of cow CA1 , CA2 WS1 ,
1117, 1166, 1183 WS2 , CY, GC
1147, 1165, 1142, 1192 Rect um of cow SW, CY, SGJ, GC
1154, 1171, 1172, Teat of cow SW, YO1 , YO2 ,
1173, 1143 YO3 , SGJ
1107, 1164 Muzzl e of cow CA, WS
1122, 1146, 1162 , 1163 Raw Mi l k WS SW, CY1 , CY2 ,
1124, 1174, 1136 1137, JL, YO, SGJ 1 , SGJ 2 ,
1138, 1139, 1113, 1114 SGJ 3 SGJ 4 PLX1 PLX2

ATCC13515, FRI 913, Ref er ence s t r ai n Seoul Nat i onal Uni v.
MNHCOH, MNDON, PMI N403,
FRI 472, FRI 326 805T, 807C,
877A- S, FRI MN8, RN4220

St rept ococcus agal act i ae
CU 2132 Ai r of Bar n YO

2129 Wat er CY
2102 Mi l k ( mas t i t i s ) CA
2119, 2114, 2117, 2104 Raw Mi l k YO, CY, CY, JL

ATCC 13813 Ref er ence Seoul Nat i onal Uni v.

St rept ococcus uber i s
CU 2123, Feeds t uf f CA

2124, 2131, 2135, Mi l ki ng machi ne CA, YO, OHK,
2133 Hand of handl er YO
2137, 2146, 2145 Vagi na of cow CA, YO, CY,
2140, 2149, 2143 Rect um CA, YO, CY
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2136, 2148, Teat CA, YO
2142, 2144 Muzzl e CY1 , CY2

2111, 2116, 2122 Raw mi l k SW, CY, GC
2121 2110 OHK, WS

ATCC 27957 Ref er ence st r ai n Seoul Nat i onal Uni v.

St rept ococcus dysagal act i ae
CU 2127, 2130 Fl oor of bar n PLX, YO

2128 Hand of handl er GC
2134 Wat er of bar n OHK
2138, 2147, 2150 Muzzl e of cow CA, YO, GC
2139, Ski n CA
2101, 2105, 2106 Raw mi l k CA1 , CA2 , CA3

2107, 2103 2108, CA4 , PLX1 , PLX2

2109 2112, 2113, PLX3 , SW1 , SW2

2118, 2120, 2141, 2115 YO1 , YO2 , JL, CY
ATCC 27957 Ref er ence st r ai n Seoul Nat i onal Uni v.

* CA; Chungang, WS; Woongsoo, SW; Sungwon, CY; Choya, JL; Jool i m, YO;
Yungoh, SGJ; Segongj u, GC; Gunchun, OHG; Ohyungyung, PLX; Pel i x.

2) 유방염 원인균의 분자생물학적 동정 결과

Fi g. 1은 St aphyl ococcus aur eus 표준균주를 16S- 23S i nt er geni c

s pacer r i bos omal DNA ol i gonucl eot i de pr i mer를 사용하여 PCR에 의해 증

폭한 후 전기영동하여 표준 균주로부터 얻은 band와 s i ze mar ker가 제시

되었다. 분리 균주가 증폭된 특정 band를 나타내고 있어 이 균주는

St aphyl ococcus aur eus 균주로 판명되며, 비교적 그 결과를 빠른 시간 내

에 얻을 수 있어 진단과 적절한 치료를 위하여 유용하게 활용 가능한 것

으로 보인다.

Fi g. 2에는 St r ept ococcus s pp.의 균종분리를 위하여 16S- 23S

i nt er geni c s pacer pr i mer를 이용하여 PCR에 의하여 균종을 확인한 결과

이다. St r . agal act i ae, St r . uber i s 및 St r . dys agal act i ae의 DNA

pr oduct s i ze는 270bp, 320bp 및 960bp( 880bp)로 나타났다.
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제 2 절 St aphyl ococcus aureus와 St r ept ococci

Genomi c DNA의 Pul sed Fi el d Gel El ect r ophor es i s

분석과 오염경로

SUMMARY

Pul s ed f i el d gel el ect r ophor es i s of SmaI di ges t ed genomi c DNA of

St aphyl ococcus aur eus and St r ept ococcus s pp. was under t aken f or

genome char act er i zat i on and genot ypi ng. Cont ami nat i on r out e of t he

pat hogens i nt o r aw mi l k was pos t ul at ed.

SmaI was chos en f or t he PFGE anal ys i s of genomi c DNA of

St aphyl ococcus aur eus and St rept ococcus spp. The opt i mum condi t i on

f or PFGE was f ound t o be pul se t i me of 5- 40 s econd and r unni ng t i me

of 22 hour s .

Si zes of t he genomi c DNA of St aph. aureus and St r ept ococcus s pp.

aver aged 2. 3Mb. The genot ypi ng r es ul t s i ndi cat ed t hat 52 s t r ai ns of

St aphyl ococcus aureus , 18 s t r ai ns of St r . uber i s and 22 s t r ai ns of

St r . dysagal at i ae wer e t yped i nt o 19, 7 and 11 genot ypes ,

r es pect i vel y.

1. 서론

PFGE방법은 genomi c DNA의 특성을 분석하여 균주의 동정과 genot ype

결정을 위한 역학적 연구 도구로서 광범하게 활용도가 높으며 그 이유는

균주 분별력이 매우 높고 재현성이 높아 질병을 야기하는 균주의 분류와

동정에 있어 탁월한 결과를 제시해주는 방법으로 인정되고 있다

( Bour geoi s 등, 1993: Char l es 등, 1988: Cas s andr a와 Condemi ne, 1990) .

시험하는 균주를 agar os e에 embeddi ng 시킨 후 그 상태로 세포벽을 용

해하여 용균시키고 매우 드물게 절단하는 제한효소로 절단한 후 염색체

DNA를 함유하는 agar os e s l i ce 상태로 전기영동용 buf f er에 잠긴 상태에

서 절편을 분리한다. Agar os e 시료 투입 함몰 부위에 s l i ce를 정치시킨

후 제한 효소에 의해 절단된 절편이 일정한 간격으로 그 전류의 방향이

변경되는 CHEF( Cout our Cl amped Homogenous El ect r ophor es i s ) 전기영동

장치에 의해서 절편이 확연하게 분별되어 band pat t er n이 형성된다.
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각 균주가 생성한 band pat t er n을 분석함에 있어서 표준화된 분석 기

준이 설정되어 있지 않다. 많은 수의 시료에 대한 분석결과를 비교 처리

함에 있어서는 s of t war e를 사용하여 각 절편의 분포와 크기를 분석하여

절편분포성향의 차이를 dendr ogr am으로 작성하여 t ypi ng 하는 방법이 가

장 효과적인 결과처리방법으로 인정되고 있다( Baut s ch 등, 1988:

Di ngwal l 등, 1990) .

본 연구에서는 분리하여 동정된 유방염 원인균에 대하여 genome 구조

상의 특성을 구명하기 위하여 pul s ed f i el d 전기영동을 이용하여 균주의

동정과 균주t ypi ng을 시도하고 동일 t ype의 존재부위를 확인함으로서 목

장환경 중에서 우유에로 유방염 원인균의 오염경로를 확인하기 위하여 수

행되었다.

2. 재료 및 방법

가. Genomi c DNA의 agar os e bl ock 제조

시험균주를 over ni ght 배양한 후 chl or ampheni col 100ug/ ml 농도로 첨

가한 후 2시간 더 배양한다. 1. 5ml 배양액을 취한 후 원심 분리

( 15000r pm, 4℃, 15분)하여 cel l을 회수하고, 1M NaCl과 10mM Tr i s ( pH

7. 6)로 세척한다. 다시 1M NaCl과 10mM Tr i s ( pH 7. 6) 300㎕에 현탁시킨

후 저융점 agar os e를 1M NaCl과 10mM Tr i s에 2%가 되도록 가한 후

boi l i ng wat er bat h에서 용해시키고 50℃ i ncubat or에서 보관하면서 동

량의 균액과 혼합한다. 이 혼합액을 s ampl e mol d에 분주하여 bl ock을 형

성시킨다. 형성된 bl ock을 l ys ozyme ( 1mg/ ml )과 mut anol ys i n 100U가 함유

된 EC l ys i s buf f er ( 6mM Tr i s pH 7. 6, 1M NaCl , 0. 1M EDTA pH 7. 5, 1%

Sar kos yl )에 넣어 16시간 정치한 후 ES buf f er ( 0. 5M EDTA pH 9. 2, 1%

Sar kos yl )에 pr ot ei nas e K( 1mg/ ml )를 함유한 용액으로 옮기고 37℃에서

48- 72시간 작용시킨다. 다시 TE( 10mM Tr i s pH 8. 0, 0. 1mM EDTA pH 7. 5)에

1mM phenyl met hyl sul f onyl ( PMSF)를 함유한 용액에서 7시간 동안 실온에서

정치시키고 새로운 PMSF 용액으로 over ni ght시킨다. TE를 이용하여 2시간

간격으로 실온에서 3회 세척한 후 0. 5M EDTA( pH 8. 0)과 1% Sar kos yl 용액

에서 보관한다( 4℃) .
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나. Genomi c DNA의 제한효소 처리 및 PFGE

조제된 bl ock을 1- 2mm으로 절단한 후 TE로 2회, 각 제한효소 1X

buf f er로 1회 세척한다. 제시된 제한 효소 20U를 적당한 buf f er와 온도에

서 5- 6시간 작용시킨다. 제한효소 처리된 bl ock은 TE로 1회, 0. 5X TBE용

액에 1회 세척한 후 전기영동을 실시한다. 각 균주의 genomi c DNA의

band pat t er n을 분석하기 위하여 CHEF DR I I I s ys t em( Bi o- Rad, USA)을 활

용하여 1. 1% agar os e gel에서 0. 5X TBE 용액을 이용하여 14℃의 온도를

유지하는 상태에서 23시간 전기영동을 실시한다.

다. Genomi c DNA의 s i ze 측정 및 분석

PFGE 조건을 6V, 5- 40s ec, 22h로 맞춘 뒤 Lambda l adder을 s i ze

mar ker로 하여 PFGE를 실시하고 단편의 band를 확인한다. Si ze 측정은

agar os e gel 상에서 나타나는 band의 개별 s i ze를 측정한 후 그 수치를

총합하여 계산한다. 분석된 dat a의 t ypi ng과 dendr ogr am작성은 Bi ogene

s of t war e( Vi l ber l our mat , Fr ance)를 사용하였고, conf i dence 5%에서 80%

이상의 유사성을 갖는 균주는 동일 균주의 gr oup으로 판정하는 기준에 따

라 수행했다( Lef evr e등, 1993) .

3. 결과

가. St aphyl ococcus aur eus 및 s t r ept ococci의 genomi c DNA 성상

1) 제한효소에 따른 PFGE의 Band pat t er n과 효소선정

Fi g. 1에서 Not I이 사용되었을 때 18 균주의 St aphyl ococcus aur eus의

genomi c DNA 중에 6 균주에서는 절편 생성이 전혀 일어나지 않았고, 절편

생성이 일어난 경우에서도 그 수를 보면 3개로부터 12개 정도의 절편을

생성하였다. 따라서 Not I의 경우 바람직한 제한 효소로 선택될 수 없는

것으로 판단되었다.

Fi g. 2에서는 Sf i I을 사용하여 그 절편 생성 pat t er n을 나타내었으며,

Sf i I의 경우에도 절편 생성이 전혀 되지 않은 s t r ai n이 18 균주 중에서 6

균주로 나타났고, 절편 생성된 2 균주의 경우 7 절편이 생성되어 그 분해

빈도가 과다하게 적게 나타나는 성향을 나타내어 적합치 못한 제한 효소

로 밝혀졌다.
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Fi g. 3에서는 제한효소 SmaI으로 St aphyl ococcus aur eus의 genomi c

DNA 분해 성향을 실험한 결과는 제시된 바와 같다. 18 균주에 대하여 모

든 균주가 적절한 분해 작용을 나타내어 PFGE pat t er n을 형성하였고, 그

절편의 수를 보면 11개로부터 17개 범위로 적절한 범위의 PFGE pat t er n을

생성하였다. 따라서 SmaI이 적절한 제한 효소인 것으로 확인되었다.

St aphyl ococcus aur eus의 PFGE 분석에 있어서 사용된 제한 효소와

band 생성 수 및 각 band 의 분자량 크기 범위를 보면, SmaI이 가장 많이

사용되는 것으로 보고되었으며, Cs pI도 사용 가능한 것으로 보고되었다

( Manuel 등 1993) . 이 결과는 본 시험 결과와 일치한다.

SmaI에 의하여 St aphyl ococcus aureus genome을 처리하였을 때 나타나

는 band 수의 범위는 15- 20개이고 그 절편 크기의 범위는 10- 500Kb 인 것

으로 보고되었다( Fr ed 등, 1995)

Fi g. 1. Pul s ed f i el d gel el ect r ophor et ogr am of St aph. aur eus genomi c

DNA di ges t ed by r es t r i ct i on endonucl eas e Not I .

Lane 1 ; S. aureus CU 1108, Lane 2 ; CU 1106, Lane 3 ; CU 1105, Lane 4 ; CU
1104, Lane 5 ; CU 1183, Lane 6 ; CU 1127, Lane 7 ; CU 1126, Lane 8 ; CU
1147, Lane 9 ; CU 1110, Lane 10 ; CU 1117, Lane 11 ; CU 1122, Lane 12 ; CU
1113, Lane 13 ; CU 1162, Lane 14 ; CU 1161, Lane 15 ; CU 1138, Lane 16 ;
CU 1137, Lane 17 ; CU 1177, Lane 18 ; CU 1131, Lane 19 ; Si ze mar ker
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Fi g. 2. Pul s ed f i el d gel el ect r ophor et ogr am of St aph. aur eus genomi c

DNA di ges t ed by r es t r i ct i on endonucl eas e Sf i I

Lane 1 ; S. aureus CU 1108, Lane 2 ; CU 1106, Lane 3 ; CU 1105, Lane 4 ; CU
1104, Lane 5 ; CU 1183, Lane 6 ; CU 1127, Lane 7 ; CU 1126, Lane 8 ; CU
1147, Lane 9 ; CU 1110, Lane 10 ; CU 1117, Lane 11 ; CU 1122, Lane 12 ; CU
1113, Lane 13 ; CU 1162, Lane 14 ; CU 1161, Lane 15 ; CU 1138, Lane 16 ;
CU 1137, Lane 17 ; CU 1177, Lane 18 ; CU 1131, Lane 19 ; Si ze mar ker

Fi g. 3. Pul s ed f i el d gel el ect r ophor et ogr am of St aph. aur eus genomi c

DNA di ges t ed by r es t r i ct i on endonucl eas e Sma I .

Lane 1 ; S. aureus CU 1108, Lane 2 ; CU 1106, Lane 3 ; CU 1105, Lane 4 ; CU
1104, Lane 5 ; CU 1183, Lane 6 ; CU 1127, Lane 7 ; CU 1126, Lane 8 ; CU
1147, Lane 9 ; CU 1110, Lane 10 ; CU 1117, Lane 11 ; CU 1122, Lane 12 ; CU
1113, Lane 13 ; CU 1162, Lane 14 ; CU 1161, Lane 15 ; CU 1138, Lane 16 ;
CU 1137, Lane 17 ; CU 1177, Lane 18 ; CU 1131, Lane 19 ; Si ze mar ker
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2) 최적 pul s e t i me과 전기영동시간 조건 설정

PFGE 분석에 있어서 DNA 분자는 변화하는 전하장에 노출하게 되는데,

전하장에 노출되는 시간을 pul se t i me이라 하며, 이 요인은 실험 결과에

크게 영향을 미치는 것으로 알려졌다. 적절한 pul se t i me 수치를 얻기 위

하여 3가지 다른 조건의 pul se t i me에서 동일한 시료를 분석하고, 가장

정확한 수치 표준에 접근한 조건을 선정하였고, 그 결과를 비교하였다.

Fi g. 4에서는 17개 표준 균주의 genomi c DNA를 SmaI 처리한 후, pul s e

t i me을 각각 1- 20 s ec, 5- 40s ec, 및 10- 120 s ec로 다르게 하여, 전기영동

을 실시한 후 생성된 band pat t er n의 변화 성향이 나타난 결과이다. Fi g.

4에서 나타난 3개의 Genomi c DNA band pat t er n을 보면, 같은 균주를 사용

하여 전기영동을 한 결과이며 pul s e t i me 조건을 다르게 조절한 결과 영

향이 크게 나타나는 것을 알 수 있다.

Fi g. 4에 A에는 pul s e t i me을 1- 20s ec, 16 시간동안 영동한 결과로서,

분자량이 큰 DNA가 agar os e gel을 통과하지 못하여 몰려 있는 형태를 띄

고 있는데, 이유는 pul s e가 바뀌는 시간이 너무 빨라서 분자량이 큰 DNA

가 agar os e gel을 통과하지 못하는 것으로 판단된다. 반대로 분자량이 작

은 DNA는 agar os e gel을 쉽게 통과하여 band pat t er n이 매우 명확하게 형

성되어 있음을 알 수 있는데, 이러한 영동 조건은 분자량이 작은 DNA의

s i ze를 정확하게 측정하고자 할 때 적합한 조건이라고 할 수 있다.

Fi g. 4에 있는 B사진은 pul se t i me을 5- 40s ec, 22 시간동안 영동한 결

과로서, 분자량이 큰 DNA f r agment s와 분자량이 작은 DNA f r agment s가 적

당한 간격을 유지하고 있는 band pat t er n을 볼 수 있다.

Fi g. 4에 있는 C사진은 pul s e t i me을 10- 120s ec, 22 시간동안 영동한

결과로서, 분자량이 큰 DNA f r agment s가 전장 주기가 바뀌는 pul s e t i me

이 길어서 agar os e gel을 쉽게 통과하여, band pat t er n이 매우 명확하게

형성되고 있음을 알 수 있는데, 이러한 영동 조건은 분자량이 큰 DNA의

s i ze를 정확하게 측정하고자 할 때 적합한 조건이라고 할 수 있다.

유방염 표준균주 17종에 대한 전기영동을 검토한 결과 이상적인 전기

영동 조건은 pul s e t i me은 5- 40s ec이고 시간은 22시간이 었다.
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A B

C

Fi g. 4. PFGE el ect r ophor es i s band pat t er n of St aph. aur eus s t r ai ns
and St r ept ococci s pp. at var i ed pul s e condi t i ons ; A at 1- 20sec
pul s e t i me 16 h, B at 5- 40s ec pul s e t i me 22h, C at 10- 120s ec
pul s e t i me 22h
Lane 1; FRI 913, l ane 2; ATCC 13515, l ane3; MNHOCH, l ane 4; MNDON, l ane 5;
pMI N 403, l ane 6; FRI 472, l ane 7; FRI 326, l ane 8; 805( T) l ane 9; 807( C) ,
l ane 10; 877AS, l ane 11; FRI MN 8, l ane 12; RN 4220, l ane 13; NVRI , l ane
14; ATCC 12228, l ane 15; ATCC 13813, l ane 16; ATCC 27957 , l ane 17; ATCC
27958, l ane 18; l amda l adder .
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3) St aphyl ococcus aur eus의 genomi c DNA 분자량 측정

St aphyl ococcus aur eus 분리균주 CU 1101 외 17균주에 대한 genomi c

DNA band pat t er n과 genomi c DNA s i ze를 측정한 값은 Tabl e 1에 제시되었

다. St r ept ococci s pp. CU 2101 외 17 균주에 대한 genomi c DNA band

pat t er n은 Fi g. 5에 제시되었고, genomi c DNA s i ze를 측정한 값은 Tabl e

2에 제시되었다. St aph. aureus CU 1101 외 17 균주에 대한 genomi c DNA

band pat t er n을 보면, 1. 0Mb에서 3. 1Mb까지 광범위한 변화 폭을 보였으

며, 1. 0Mb에서 2. 0Mb 6균주, 2. 0Mb에서 3. 0Mb 7균주, 3. 3Mb 1균주의 band

pat t er n을 형성하였다. Fi g. 5에서 나타난 바와 같이 St aph. aur eus의

genome 구조는 매우 다양한 형태로 이루어 진 것으로 확인되었으며, 독특

한 t ype으로서 균주를 분리, 동정 할 때 기초 자료로서 이용 가치가 높다

고 판단된다. St rept ococci s pp. CU 2101외 17균주에 대한 genomi c DNA

band pat t er n을 보면, 1. 0Mb에서 3. 3Mb까지 광범위한 변화 폭을 보였으

며, 1. 0Mb에서 2. 0Mb 9균주, 2. 0Mb에서 3. 0Mb 6균주, 3. 3Mb 2균주의

pat t er n을 형성하였다. Fi g. 6에서 보면 Lane 9의 CU 2108과 Lane 10의

CU 2109의 DNA band pat t er n은 육안으로도 확인되듯이 동일하고, Tabl e 2

에서 보듯이 i mage anal yzer를 이용하여 분석한 자료도 거의 동일함을 보

여서 같은 균주라고 판단할 수 있다. St r . pneumoni ae 23 i sol at e 에 대

하여 PFGE 분석한 결과 22개의 다른 t ype으로 구분 가능한 것으로 발표된

바 있다( Lef evr e 등, 1993) . 이 시험에서 적절한 제한효소로 선택된 것은

ApaI 과 SmaI으로 확인되었으며 동일한 균주를 시차를 두고 여러 번 반복

시험한 후 그 pat t er n을 관찰하였던 바 그 재현성은 확실한 것으로 보고

되었다. St aph. aur eus를 이용한 재현성 시험에서 그 재현성이 확인되었

다.
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Fi g. 5. Pul sed f i el d gel el ect r ophor et ogr am of St aph. aureus genomi c DNA

di gest ed by r est r i ct i on endonucl ease SmaI .

Lane 1 ; S. aureus CU 1101, Lane 2 ; CU 1107, Lane 3 ; CU 1109, Lane 4 ; CU

1104, Lane 5 ; CU 1114, Lane 6 ; CU 1115, Lane 7 ; CU 1116, Lane 8 ; CU

1118, Lane 9 ; CU 1119, Lane 10 ; CU 1120, Lane 11 ; CU 1121, Lane 12 ; CU

1123, Lane 13 ; CU 1130, Lane 14 ; CU 1128, Lane 15 ; CU 1129, Lane 16 ;

S. aureus NCTC 9393, Lane 17 ; S. epi dermi di s , Lane 18 ; CU 1133, Lane 19

; Si ze mar ker

Tabl e 1. Si ze( kb) of r es t r i ct i on f r agment s obt ai ned af t er di ges t i on

wi t h SmaI of t he chr omos ome of St aph. aureus s t r ai ns .

St r ai n Band s i ze( kb)
Tot al

s i ze

CU 1107 410 384 321 308 276 244 220 195 181 152 116 97 93 79
59 3, 135

CU 1109 472 430 367 186 157 136 126 108 95 61 33 23 3 2, 197
CU 1104 329 270 249 201 182 142 128 117 108 86 67 54 47 1, 980
CU 1114 520 271 158 135 121 102 92 76 45 28 18 1, 566
CU 1115 408 346 252 195 180 149 128 88 70 51 23 5 1, 895
CU 1116 478 348 335 260 223 140 131 114 87 67 56 36 4 2, 279
CU 1118 421 317 258 218 156 151 89 68 55 36 6 1, 775
CU 1119 395 308 288 187 160 134 118 100 88 80 65 44 30 15 2, 012
CU 1120 358 271 244 192 158 149 118 109 78 70 62 44 6 1, 859
CU 1121 375 275 260 224 208 187 152 134 123 105 84 68 53 38 21 2, 307
CU 1128 494 450 348 323 297 178 140 124 70 57 49 25 16 2, 571
CU 1129 371 312 236 217 159 142 118 99 93 72 44 20 1, 883
NCTC 9393 514 463 308 247 188 147 121 104 86 59 47 3 2, 287
CU 1133 344 295 189 165 140 126 114 97 69 36 27 24 3 1, 629
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Fi g. 6. Pul s ed f i el d gel el ect r ophor et ogr am of St rept ococci s pp.

genomi c DNA di ges t ed by r es t r i ct i on endonucl ease SmaI .
Lane 2 ; St r ept ococci spp. CU 2101, Lane 3 ; CU 2102, Lane 4 ; CU 2103,
Lane 5 ; CU 2104, Lane 6 ; CU 2105, Lane 7 ; CU 2106, Lane 8 ; CU 2107,
Lane 9 ; CU 2108, Lane 10 ; CU 2109, Lane 11 ; CU 2110, Lane 12 ; CU 2111,
Lane 13 ; CU 2112, Lane 14 ; CU 2113, Lane 15 ; CU 2114, Lane 16 ; CU 2115,
Lane 17 ; CU 2116, Lane 18 ; CU 2117, Lane 19 ; CU 2118, Lane 20 ; Si ze
mar ker

Tabl e 2. Si ze( kb) of r es t r i ct i on f r agment s obt ai ned af t er di ges t i on

wi t h SmaI of t he chr omos ome of St r ept ococci s s p. s t r ai ns .

St r ai n Band s i ze( kb) Tot al s i ze
CU 2102 257 206 192 162 143 114 97 70 65 53 37 34 24 1, 454
CU 2103 257 211 163 131 115 85 76 63 30 19 1, 150
CU 2104 554 437 356 307 235 180 141 120 109 85 70 51 39 2, 684
CU 2105 265 253 190 160 115 84 60 51 40 25 17 1, 260
CU 2106 239 141 114 100 89 77 72 51 45 35 25 988
CU 2107 554 345 159 150 135 109 95 63 26 7 1, 643
CU 2108 490 421 269 142 133 93 71 59 41 23 13 1, 755

CU 2109 564 500 313 282 272 245 177 173 153 129 116 109 97
80 50 3, 260

CU 2110 562 498 310 280 271 245 177 171 152 129 117 109 98
81 49 3, 249

CU 2112 318 277 257 236 222 183 175 154 129 95 73 41 23 2, 183
CU 2113 493 275 253 240 214 160 149 130 106 93 67 49 45 9 2, 283

CU 2114 331 283 262 241 204 177 144 122 108 93 78 70 53 35
24 9 2, 234

CU 2115 257 198 168 125 107 96 76 63 53 39 23 1, 205
CU 2116 309 260 215 163 148 131 118 111 88 78 67 46 32 9 1, 775

CU 2117 325 309 259 195 182 173 143 128 119 109 100 71 56
43 25 2, 237

CU 2118 259 196 168 122 105 95 74 63 52 38 21 1, 193
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나. St aph. aur eus와 St rept ococcus spp. 의 PFGE에 의한 genot ypi ng

1) St aph. aur eus의 절편분포에 의한 genot ypi ng

Tabl e 3에는 총 52 균주에 대한 SmaI에 의하여 절단된 genome 단편의

분포 pat t er n에 따라 dendr ogr am 작성 결과 19개의 genot ype으로 구분되

었다. Dendr ogr am 작성시의 conf i dence는 5%로 하고 약 80%의 상동성을

갖는 균주는 동일 t ype으로 간주하여 t ypi ng하였다.

a Genot ype으로 분류된 균주는 CU 1110 등 15 균주이며 b Type 에는

CU 1107 등 7 균주가 소속되며 c Type에는 CU 1121 등 4 균주가 포함되

었으며 d Type에는 CU1119 등 4 균주를 포함하였다.

e Type에는 CU 1176 등 3 균주가 포함되며 f t ype에는 CU 1191 등 3개

균주가 포함되며, g, h, I 및 j Type은 각각 2개 균주만을 포함하며, k,

l , m, n, p, q, r 및 s Type은 각각 단일균주로 이루어지는 독특한 구조

를 가진다.

Tammy 등 ( 1995)는 St ahyl ococcus aur eus를 bact er i ophage t ypi ng 하

는 방법과 PFGE에 의한 genot ypi ng 방법을 대비하여 검토한 결과 PFGE 방

법의 우수성을 입증하였으며 phage t ypi ng의 경우에는 t ypi ng이 불가능한

균주가 있으나 PFGE의 경우는 t ypi ng 불능의 경우가 거의 존재하지 않는

다는 장점을 제시하였다.

Tynkkynen 등 ( 1999)은 Lact obaci l l us cas ei 의 분류에 있어 PFGE와

r i bot ypi ng 및 RAPD방법을 비교 균주의 분별 능력면에서 PFGE가 가장 민

감한 방법으로 지적한 바 있다.

균주 분리 t ypi ng 연구의 목적은 역학적으로 연관성이 있는 수집된 분

리 균이 유전적으로 연관되고 있다는 실험 결과 얻은 증거를 제시함으로

서 동일 균주라는 사실을 증명하는 것으로서, 이상적인 band pat t er n은

동일 균종일 경우 PFGE band pat t er n은 상호간 분별되지 않을 정도로 동

일해야 하고, 역학적으로 동일균종이 아닌 경우 PFGE band pat t er n은 확

연하게 다르게 나타나야 한다( Fr ed 등, 1995) .

Genomi c DNA를 분석할 때 분별 불가 , 밀접히 연관됨 , 연관가능

성 및 연관성 없음 등 4가지 유형에 기준을 두고 분석을 하게 된다

( Fr ed 등, 1994) . 분별 불가 는 분리 균의 band s i ze와 절편 pat t er n도

동일하게 나타나는 경우로서 발병 균주와 동일한 균주로 보는 것으로서,

이때 생성되는 genomi c DNA 절편 수에 전혀 차이가 없다. 밀접히 연관

됨 은 분리균주와 발병균주간의 차이가 유전적인 변화 1개가 일어난 경우
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에는 밀접하게 연관된 균주로 판정한다. 이때 생성되는 genomi c DNA 절편

은 2- 3개의 다른 band pat t er n이 형성된다. 연관 가능성 으로 구분된 경

우는 발병균주와 분리균주간에 2가지의 유전적인 변화를 나타내는 경우이

며, 이때 생성되는 genomi c DNA 절편수는 4- 6개 정도의 차이를 보인다.

관계없음 으로 판정되는 경우는 발병균주와 분리균주 사이에서 3가지 이

상의 유전적 변화가 생성된 경우이며 별개의 균주로 판정한다. 이때 생성

되는 genomi c DNA 절편수는 7개 이상의 차이를 보인다( Fr ed 등, 1994) .

St aph. aur eus와 같은 병원성 균주에 대해서 PFGE에 의한 연구는 많이

되었지만, 광범위하게 시료를 분리하거나 기술적으로 비교 분석한 연구는

거의 없었다. 그럼에도 불구하고 PFGE가 동일 유전자를 갖은 bi ot ype이나

항균성과 같은 표현형질 표지인자( phenot ype mar ker )가 되었다( Rober t

등, 1995) .

PFGE의 원리를 활용한 변형된 전기영동 기법이 다양하게 발전되어 활

용되고 있으며, 그 명칭은 다음과 같다. FI GE( Fi el d I nver s i on Gel

El ect r ophor es i s ) , TAFE( Tr ans ver se Fi el d El ect r ophor es i s ) ,

CHEF( Cout our Cl amped Homogenous El ect r ophor es i s ) , 및 RGE( Rot at i ng

Gel El ect r ophor es i s )등의 전장변환 전기 영동장치가 고안되어 있으며,

CHEF 형이 가장 보편적으로 활용되고 있다.

Fi g. 7에서는 SmaI의 PFGE pat t er n을 근거로 하여 작성된 St aph.

aur eus의 dendr ogr am이며 이 결과에 의하여 genot ypi ng 되었다.

2) St r ept ococcus uber i s의 genot ypi ng과 사육환경 중의 분포

Tenover ( 1994) 등이 제시한 기준에 따라 19 St r . uber i s 균주의 SmaI

처리된 genomi c DNA 절편의 크기분포에 따라 a, b, c, d, e, f 및 g 7개

의 t ype으로 분리가 가능하였고 결과는 Tabl e 4에 제시되었다.

a Type에 속하는 균주는 CU 2148, CU 2140, CU 2137, CU 2123 및 CU

2131 등 5개 균주이며 절편의 수는 11개 부터 13개까지 생성되었고 그 크

기는 29kb로부터 557kb의 DNA 절편이 생성되었다. Genomi c DNA의 근연성

은 Fi g. 8에 제시된 dendr ogr am에 의하여 측정 가능하였다.
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T y pe S train s

i CU 1101
j CU 1118
k CU 1139
l CU 1155
b CU 1107
b CU 1140
b CU 1129
b CU 1141
b CU 1192
b CU 1180
b CU 1144
c CU 1121
c CU 1174
c CU 1170
c CU 1172
h CU 1182
h CU 1154
e CU 1176
e CU 1152
e CU 1173
m CU 1134
n CU 1109
a CU 1110
a CU 1158
a CU 1159
a CU 1115
a CU 1190
a CU 1157
a CU 1136
a CU 1189
a CU 1150
a CU 1133
a CU 1116
a CU 1138
a CU 1137
a CU 1120
a CU 1188
o CU 1128
p CU 1114
d CU 1119
d CU 1165
d CU 1167
d CU 1166
f CU 1191
f CU 1164
f CU 1175
g CU 1160
g CU 1143
g CU 1142
q CU 1123
r CU 1124

s CU 1135

Fi g. 7. Dendr ogr am of St aphyl ococcus aur eus based on t he

SmaI - di ges t ed genome DNA f r agment pat t er n by PFGE
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Tabl e 3. Det er mi nat i on of genot ype of St aph. aur eus .

b Type에 속하는 균주는 CU2116, 2143 및 2145 등 3 균주로서 11- 13개

의 절편이 생성되었고 그 크기는 37kb로부터 650kb의 크기를 나타내었다.

c Type에 속하는 균주는 CU 2142과 CU 2144 2 균주이며 그 절편의 수

와 크기는 10- 12개이며 44kb로부터 584kb로 나타났다.

d Type에 속하는 균주는 CU 2135, CU 2136, CU 2146 및 CU 2149이며

절편수는 11- 13이고 크기는 42kb에서 546kb이었다.

e Type에는 CU 2124와 CU 2133이 소속되며 9- 11개의 절편이 생성되고

크기는 54kb에서 328kb였으며 f Type과 g Type은 각 1 균주가 소속되었

Type
I sol at e

No.
Sour ce Far m Type

I sol at e
No.

Sour ce Far m

a

CU 1110 Dog PLX

d

CU 1119 Dog WS
CU 1158 Hous i ng CY CU 1165 Rect um CY
CU 1159 Mi l ki ng machi ne CY CU 1167 Muzzl e CY
CU 1115 Vagi na WS CU 1166 Vagi na CY
CU 1190 Hous i ng GC

e
CU 1176 Beddi ng YO

CU 1157 Feeds t uf f CY CU 1152 Muzzl e SW
CU 1136 Raw mi l k SGJ CU 1173 Or i f i ce YO
CU 1189 Dog GC

f
CU 1191 Muzzl e GC

CU 1150 Beddi ng SW CU 1164 Muzzl e CY
CU 1133 Hous i ng SGJ CU 1175 Mi l ki ng machi ne YO
CU 1116 Muzzl e WS

g
CU 1160 Dog CY

CU 1138 Raw mi l k SGJ CU 1143 Or i f i ce SGJ
CU 1137 Raw mi l k SGJ CU 1142 Rect um SGJ
CU 1120 Feeds t uf f WS

h
CU 1182 Dog OHK

CU 1188 Feeds t uf f GC CU 1154 Or i f i ce SW

b

CU 1107 Muzzl e CA i CU 1101 Beddi ng CA
CU 1140 Muzzl e SGJ j CU 1118 Mi l ki ng machi ne WS
CU 1129 Hous i ng J L k CU 1139 Raw mi l k SGJ
CU 1141 Muzzl e SGJ l CU 1155 Rect um SW
CU 1192 Rect um GC m CU 1134 Mi l ki ng machi ne SGJ
CU 1180 Raw mi l k OHK n CU 1109 Rect um CA
CU 1144 Beddi ng SW o CU 1128 Raw mi l k J L

c

CU 1121 Muzzl e WS p CU 1114 Raw mi l k PLX
CU 1174 Raw mi l k YO q CU 1123 Raw mi l k WS
CU 1170 Handl er YO r CU 1124 Raw mi l k J L
CU 1172 Or i f i ce YO s CU 1135 Dog SGJ
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다.

Tabl e 4. Typi ng and Di s t r i but i on of St r . uber i s

* CA; Chungang, WS; Woongsoo, SW; Sungwon, CY; Choya, JL; Jool i m, YO;

Yungoh, SGJ; Segongj u, GC; Gunchun, OHG; Ohyungyung, PLX; Pel i x,

** Chl or ampheni col sens i t i vi t y; R- r es i t ant S- suscept i bl e

PFGE t ypes
Ant i Chl ＊ ＊

pr of i l e
I sol at e

des i gnat i on
Or i gi n Far m＊

a

S CU 2123 Feeds t uf f CA
S CU 2131 Mi l ki ng machi ne YO
S CU 2137 Vagi na CA
S CU 2140 Rect um CA
S CU 2148 Or i f i ce YO

b
S CU 2116 Raw mi l k CY
S CU 2143 Rect um CY
S CU 2145 Vagi na CY

c
S CU 2142 Muzzl e CY
R CU 2144 Muzzl e CY

d

S CU 2135 Mi l ki ng machi ne OHK
R CU 2136 Or i f i ce CA
R CU 2146 Vagi na YO
S CU 2149 Rect um YO

e
S CU 2124 Mi l ki ng machi ne CA
S CU 2133 Handl er YO

f S CU 2117 Raw mi l k CY

g S CU 2121 Raw mi l k OHK
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Fi g. 8. Dendr ogr am anal ys i s of 19 i s ol at es of St r . uber i s compar i ng

r el at ednes s by DNA pr of i l i ng, ant i bi ot ype and

ant i chl or ampheni col - t ype. R; r es i s t ant S; s us cept i bl e, Name of f ar m;

gi ven i n bot t om of Tabl e 4.
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모든 St r . uber i s 균주는 pul s ed f i el d gel el ect r ophor es i s에 의하여

t ypi ng이 가능하였다. 그 결과는 Tabl e 4에서 제시된 바와 같고, a Type

은 동일한 목장의 사료, 직장 및 질에서 분리되고 있어 소의 체표면과 사

료에서 분포되어있어 유두와 착유기 내부에서도 동일한 t ype이 발견되어

오염경로의 추정이 가능하다( Tanskanen 등, 1990: Cas s andr a와

Condemi ne, 1990) .

b Type의 분포를 보면 그 오염경로의 추적이 더욱 분명하게 되며 질과

직장에서 분리된 시료에서 분리된 동일부류의 균주가 동일 목장의 원유

중에서 분리되어 소의 신체 중 일부에 존재하던 병원균이 우유에까지 오

염될 수 있음을 보여 주었다. d Type의 경우 직장과 질에서 채취된 시료

에 존재하는 균주가 유두와 착유기 내에서 채취된 시료 중에 존재한다는

시험결과는 병원균의 오염경로에 대한 적절한 관리의 중요성을 제시해주

고 있다.

20개의 분리균주는 그 절편의 수와 크기분포양상에서 고도의 이질성을

나타내었으며 그 유전적인 연관성이 80%를 기준으로 할 때 9개의

genot ype으로 분류 가능하였다. a Type은 2개의 s ubt ype으로 구분할 수

있으며 b Type은 2개의 s ubt ype이 있으며 d Type은 3개의 s ubt ype으로

구분이 가능하였다. 특히 d Type에 속하는 CU 2146과 CU 2149는 100%동

일하고 e Type의 CU 2124와 CU 2133은 95%수준으로 동일한 pr of i l e을 가

지며 CU 2136과 CU 2149간에도 95%수준의 상동성을 갖는 것으로 확인되

었다.

동일한 pr of i l e을 갖는 영오목장 유우의 질에서 유래된 CU 2146과 동

일목장에서 사육되는 유우의 질에서 분리된 CU 2149 간의

chl or ampheni col 감수성의 차이를 보이는 것에 주목해야 할 것으로 보이

며 전자는 저항성이 있으나 후자에는 감수성을 나타내고 있다.

3) St r . dysagal act i ae의 genot ypi ng과 사육 환경 중의 분포

목장에서 채취한 우유 및 유생산 환경에서 채취된 시료는 동절기에 채

취된 시료 293점과 하절기에 채취된 시료 279점 총 572점의 시료가 채취

되었으며 이 중 St r . dys agal act i ae가 존재하는 시료는 동절기 시료 중

15점( 5. 1%)와 하절기 시료 중에서 24점( 8. 6%)에서 분리 가능하였다.

Tenover ( 1994) 등이 제시한 기준에 따라 a, b, c, d, e, f , g, h, i ,

j 및 k 11개의 t ype으로 분리가 가능하였고 결과는 다음과 같다. a Type

에 속하는 균주는 CU 2115, CU 2147, CU 2112, CU 2113, CU 2108, CU

- 148 -



2109 및 CU 2125등 7개 균주이며, 절편의 수는 10개부터 14개까지 생성되

었고 그 크기는 30kb로부터 597kb의 DNA절편이 생성되었다. Genomi c DNA

의 근연성은 Fi g. 9에 제시된 dendr ogr am에 의하여 측정 가능하였다. b

Type에 속하는 균주는 CU 2120, CU 2127, CU 2150 및 CU 2134등 4개 균주

이며, 11- 13개의 절편이 생성되었고 그 크기는 37kb로부터 650kb의 크기

를 나타내었다.

Tabl e 5. Typi ng and Di s t r i but i on of St r . dys agal act i ae

PFGE t ypes
Ant i Chl ＊ ＊

pr of i l e
I sol at e

des i gnat i on
Or i gi n Far m＊

a

S CU 2115 Raw mi l k CY
M CU 2147 Muzzl e YO
S CU 2112 Raw mi l k SW
S CU 2113 Raw mi l k SW
R CU 2108 Raw mi l k PLX
S CU 2109 Raw mi l k PLX
S CU 2125 Dog PLX

b

S CU 2120 Raw mi l k YO
S CU 2127 Beddi ng PLX
S CU 2150 Muzzl e GC
S CU 2134 Wat er OHK

c
S CU 2141 Raw mi l k J L
S CU 2103 Raw mi l k PLX
S CU 2101 Raw mi l k CA

d S CU 2139 Si de CA
e S CU 2105 Raw mi l k CA
f S CU 2138 Muzzl e CA
g S CU 2128 Handl er GC
h S CU 2106 Raw mi l k CA
i S CU 2130 Beddi ng YO
j S CU 2107 Raw mi l k CA
k S CU 2118 Raw mi l k YO

* CA; Chungang, WS; Woongsoo, SW; Sungwon, CY; Choya, JL; Jool i m, YO; Yungoh,

SGJ; Segongj u, GC; Gunchun, OHK; Ohyungyung, PLX; Pel i x,
ant i chl or amphni col t ype R; r es i s t ant S; s us cept i bl e, Name of f ar m; gi ven i n bot t om of

Tabl e 2.

c Type에 속하는 균주는 CU 2141, CU 2103 및 CU 2101등 3 균주이며,

d Type부터 k Type까지는 각 1 균주로 나타났다. e Type은 CU 2105 1 균

주이며, f Type에는 CU 2138 1 균주가 소속되었다.
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모든 St r . dys agal act i ae 균주는 pul s ed f i el d gel el ect r ophor es i s에

의하여 t ypi ng이 가능하였다. a Type은 3 목장의 원유, muzzl e 및 개

( dog)에서 분리되고 있어 환경으로부터 오염된 근거가 되고 있다.

22개의 분리균주는 그 절편의 수와 크기, 분포양상에서 고도의 이질성

을 나타내었으며 그 유전적인 연관성이 80%를 기준으로 할 때 11개의

genot ype으로 분류 가능하였다.

Type St r ai ns

a CU 2115
a CU 2147
a CU 2112
a CU 2113
a CU 2108
a CU 2109
a CU 2125
c CU 2141
c CU 2103
c CU 2101
b CU 2120
b CU 2127
b CU 2150
b CU 2134
d CU 2139
e CU 2105
f CU 2138
g CU 2128
h CU 2106
i CU 2130
j CU 2107
k CU 2118

Fi g. 9. Dendr ogr am and genot ypi ng of St r . dys agal ct i ae

d Type에 속하는 균주는 CU 2115와 CU 2147의 2 균주이며 절편 수는

16이며 크기는 38kb에서 586kb였다. e Type에는 CU 2106와 CU 2118이 소

속되며 7- 9개의 절편이 생성되고 크기는 59kb에서 584kb 였으며, f Type

에는 CU 2101과 CU 2128이 소속되며 15개의 절편이 생성되며 그 크기는

7kb로부터 542kb였으며 g, h 및 i Type은 각 1 균주가 소속되었다.

모든 St r . dys agal act i ae 균주는 pul s ed f i el d gel el ect r ophor es i s에

의하여 t ypi ng이 가능하였다. 그 결과는 Tabl e 5에서 제시된 바와 같고,

a Type은 동일한 목장의 축사의 바닥과 원유에서 분리되고 있어 환경으로

부터 오염된 오염원 확인의 근거가 되고 있다.

b Type의 분포를 보면 그 오염경로의 추적이 더욱 분명하게 되며 취
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급자의 손에서 분리된 동일부류의 균주가 원유 중에서 분리되었고 c Type

의 경우 비경에서 채취된 시료에 존재하는 균주가 원유 시료 중에 존재한

다는 시험결과는 병원균의 오염경로에 대한 적절한 관리의 중요성을 제시

해주고 있다. St r . dys agal at i ae의 분포와 genot ypi ng 결과는 Tabl e 5에

제시되었다. 19개의 분리균주는 그 절편의 수와 크기분포양상에서 고도의

이질성을 나타내었으며 그 유전적인 연관성이 80%를 기준으로 할 때 9개

의 genot ype으로 분류 가능하였다. a Type은 2개의 s ubt ype으로 구분할

수 있으며 b Type은 1개의 s ubt ype으로 구분이 가능하였다. 특히 b Type

의 CU 2128와 CU 2109은 d Type의 CU 2115와 CU 2147은 95% 상동성의

pr of i l e을 갖는 것으로 확인되었다.

다. 목장에서 우유 중으로 오염경로 추적

Tabl e 1에서 제시한 바와 같이 St aphyl ococcus aur eus의 t ype 별 분포

상태 및 그 s our ce를 참작하여 우유 생산환경에서 우유로 오염경로의 추

정이 가능하다.

a Type의 경우 유우의 축사바닥과 체표면인 비경부위와 유두부위에 동

일 t ype이 존재해 있을 뿐 아니라 착유기 내에서도 분리되고 원유 중에

서도 분리되는 것을 근거로 하여 환경에서의 오염가능성을 보여주고 있

다.

b Type의 분포상황을 보면 사료 목장에서 사육되는 개와 축사바닥에서

동일 균주가 발견되며 질 부위, 사료 및 원유에서 동일 t ype의 균주가 나

타나고 있다.

c Type은 체표면 즉 직장, 질 및 비경 등과 원유에서 나타나고 있으며

d Type은 사육되는 개( dog)와 유우의 체표면, 비경, 유두 및 사료 등에서

존재하는 동일 t ype이 원유에도 존재하고 있음을 제시하고 있다.

St r . uber i s의 경우 a Type은 동일한 목장의 사료, 직장 및 질에서 분

리되고 있어 소의 체표면과 사료에서 분포되어있어 유두와 착유기 내부에

서도 동일한 t ype이 발견되어 오염경로의 추정이 가능하다( Romeo

등, 1999: Cas s andr a와 Condemi ne, 1990: Loui e 등, 1999) .

b Type의 분포를 보면 그 오염경로의 추적이 더욱 분명하게 되며 질

과 직장에서 분리된 시료에서 분리된 동일부류의 균주가 동일 목장의 원

유 중에서 분리되어 소의 신체 중 일부에 존재하던 병원균이 우유에까지

오염될 수 있음을 보여 주었다. d Type의 경우 직장과 질에서 채취된 시

료에 존재하는 균주가 유두와 착유기 내에서 채취된 시료 중에 존재한다
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는 시험결과는 병원균의 오염경로에 대한 적절한 관리의 중요성을 제시해

주고 있다. 모든 St r . dys agal act i ae 균주를 pul s ed f i el d gel

el ect r ophor es i s에 의하여 t ypi ng이 가능한 결과 다음과 같이 오염가능성

을 추정할 수 있다.

a Type은 동일한 목장의 축사의 바닥과 원유에서 분리되고 있어 환경

으로부터 오염된 오염원확인의 근거가 되고있다( Cas sandr a 와

Condemi ne. 1990) .

b Type의 분포를 보면 그 오염경로의 추적이 더욱 분명하게 되며 취급

자의 손에서 분리된 동일부류의 균주가 원유 중에서 분리되었고 c Type의

경우 비경에서 채취된 시료에 존재하는 균주가 원유 시료 중에 존재한다

는 시험결과는 병원균의 오염경로에 대한 적절한 관리의 중요성을 제시해

주고 있다. St r . dys agal act i ae의 분포와 genot ypi ng 결과는 Tabl e 5에

제시되었다.

4. 결론

유방염의 원인균인 St aphyl ococcus aur eus와 St r ept ococcus s pp.의 분

리균주에 대한 동정과 t ypi ng을 위하여 genomi c DNA의 PFGE 분석을 시행

하였고 t ypi ng 결과에 따라 원유 중의 오염경로를 추적하였으며 genomi c

DNA의 특성을 구명하였다. PFGE 분석을 위한 genomi c DNA 절편 생성을 위

한 제한효소 로는 SmaI이 가장 적합한 것으로 분석되었고, 전기영동의 최

적 pul s e t i me은 5- 40s ec이고 전기영동 시간은 22시간이었다.

St aph. aur eus의 genomi c DNA는 2. 0Mb에서 3. 0Mb의 크기를 가지며

genome 구조는 매우 다양한 형태로 이루어 진 것으로 확인되었으며

St r ept ococcus s pp.의 크기도 2. 0- 3. 0 Mb의 크기를 나타내었다.

절편크기 분포에 따른 t ypi ng 결과 St aphyl ococcus aur eus , St r .

uber i s 및 St r . dys agal act i ae는 각각 19, 7 및 11개의 genot ype으로 분

류 가능하였다. Genot ype의 목장환경과 우유 중의 분포상 고려하여 우유

로의 오염경로 추적이 가능하였다.
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제 3 절 St aphyl ococcus aur eus와 St r ept ococci의

항생제 및 소독제에 대한 감수성

SUMMARY

Ant i bi ot i c and di s i nf ect ant sus cept i bi l i t y det er mi nat i on f or

mas t i t i s caus i ng s t r ai ns of St aph. aureus and St r ept ococcus s pp.

was under t aken t o get dat a f or ef f ect i ve cont r ol of mas t i t i s .

St aph. aur eus was s hown t o be ver y sus cept i bl e agai ns t

ampi ci l l i n- s ul bact am, t r i met hopr i m- sul f amet hoxazol e, vancomyci n and

i mi penem, i n or der . St r ep. dys agal act i ae was s us cept i bl e t o

ampi ci l l i n- s ul bact am, i mi penem and t r i met hopr i m- s ul f amet hoxazol e.

St r . agal act i ae was hi ghl y s us cept i bl e t o amoxi ci l l i n- cl avul ani c

aci d, ampi ci l l i n- s ul bact am, t r i met hopr i m- s ul f amet hoxazol e and

mi penem. St r ep. uber i s was hi ghl y s us cept i bl e t o

amoxi ci l l i n- cl avul ani c aci d and ampi ci l l i n- sul bact am. Ger mex, a

quar t er nar y ammoni um compound was t he mos t ef f ect i ve di s i nf ect ant

agai ns t St aph. aur eus . Bet adi n, an i odi ne compound was t he hi ghes t

ef f ect i ve agai ns t St r . dys agal act i ae and St r . agal act i ae. Far mf l ui dS

was mos t ef f ect i ve di s i nf ect ant agai ns t St r . uber i s . Mi ni mal

i nhi bi t or y concent r at i on of chl or ampheni col agai ns t St aph. aur eus ,

St r . agal act i ae, St r . uber i s and St r . dysagal act i ae r eveal ed as

30ug/ ml , 50ug/ ml , 50ug/ ml and >50ug/ ml , r es pect i vel y.

1. 서론

항생물질은 현재 유방염의 효과적인 치료에서 매우 중요한 위치를 차

지하고 있으나 유방염균의 내성 생성 때문에 사용 이전에 확인하여 그 감

수성을 입증한 후 항생제를 투여 해야하는 필요성에 당면하였다. Owen과

Wat t s ( 1987)는 소의 유방에서 분리한 St aph. aur eus에 대하여 di s c

di f f us i on 방법에 의한 항생물질 감수성 시험을 실시한 결과 가장 효과적

인 항생물질은 novobi oci n, s t r ept omyci n, gent amyci n, t et r acycl i ne 및

vancomyci n으로 보고한바 있다. St aph. aur eus에 의한 준임상형 유방염
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치료에 있어서 78개의 유구에 대한 임상 치료를 2구로 나누어 62. 5mg의

amoxi ci l l i n을 함유한 제재로 유두에 6회 동안 착유 이후에 주입하는 방

법으로 치료하고 다른 gr oup은 위의 유두내 주입 치료를 동일하게 실시하

는 것과 더불어 9, 000, 000 U의 peni ci l l i n G를 3일간 근육 내 주사 방법

을 실시한 결과 세균학적인 치유 율은 전자는 30. 4%를 나타내었으나 유

방 내 주입과 근육 내 항생제 주사 방법을 같이 사용한 시험구에서는 48%

의 치유율을 나타낸 것으로 보고되었다( Owens 등, 1988, Fr ed 와 Nancy

1996) .

Peni ci l l i n 등의 항균제가 임상에 응용되기 시작하던 초기에는 St aph.

aur eus 감염증이 용이하게 치유되었으나 peni ci l l i n 등을 비롯한 상용 항

균제에 노출이 빈번해 짐에 따라 약제 내성균의 출현 빈도는 점차 증가하

는 추세인데, 이는 peni ci l l i n G 내성은 β- l act amas e 생성 때문이며, 이

들에 의해서 분해되지 않은 반합성 peni ci l l i n인 met hi ci l l i n 내성균의

분리 빈도는 1970년대 후반부터 급격히 증가하였으며, 병원 외 감염에서

도 분리가 되었다고 보고된바 있다( Kang, 1993: Duns mor e 와 Nuzum,

1977: Ever har t 등, 1983) .

Met hi ci l l i n 저항성 실험으로서 St aph. epi der mi di s와 St aph. aur eus

가 일반적으로 가장 많이 사용되고 있으며 St aph. aur eus의 경우 균주 종

류, 접종시 균주의 양, 온도, 배양 시간 및 배지 성분에 들어 있는 s al t

의 함량이 결과에 많은 영향을 미친다( Gör an 등, 1991: Lar r y, 1981) .

본 연구에서는 목장에서 분리된 유방염 원인균 St aphyl ococcus aureus

와 St r ept ococcus s pp.의 1) 항생제와 소독제에 대한 내성을 조사하여 목

장에서 당면하고 있는 균주의 항생제 감수성 에 대한 현황 파악과 이에

대한 정확한 치료에 이용할 수 있는 감수성 dat a를 확보하여 치료에 이용

하며 2) 목장에서 선발된 균주에 대한 살균효과가 가장 우수하고 그 경제

성이 있는 소독제 선정의 기초자료를 확보함은 물론 3) 선별된 균주에 대

한 최소억제농도에 관한 정보와 항생제 내성인자의 분포상황을 분자생물

학적 방법에 의하여 측정하기 위하여 수행하였다.

2. 재료 및 방법

가. 유방염 균주에 대한 항생제 감수성 측정

1) 시료 채취

안성시 근교에 있는 9개의 목장에서 유방염에 감염된 유우에서 착유한
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우유시료 및 주변 환경에서 시료를 채취하여 분리 동정하였으며, 서울대

학교 수의대 미생물 연구실에서 17종의 유방염 표준균주를 분양 받았다.

2) 사용 배지

항생제와 소독제 t es t에 사용된 Br ai n hear t i nf us i on( BHI , 121℃, 15

분간 멸균)과, Muel l er - Hi nt on agar ( MHA, 121℃, 15분간 멸균)를 각각 액

체 배지와 고체 배지로 사용하였다.

3) 배지 제조

각각의 유방염 균주를 pl at e에 접종하기 위해서 McFar l and 0. 5

t ur bi di t y s t andar d에 맞춘다. 이때 균주를 완전히 살포하기 위해서

pl at e를 약 60°정도로 회전시키면서 멸균된 면봉으로 agar pl at e 표면에

문지른다. 이때 pl at e에 열이 발생되는 것과 연한 물이 생성되는 것을 조

심해야 하며, pl at e에 균주를 분주한 뒤 약 3- 15분 뒤에 di s k를 pl at e에

올려놓는다.

4) 항생제 감수성 검사

멸균된 핀셋으로 agar 표면에 di s k를 올려 넣은 뒤, 핀셋으로 agar 표

면에 접착되도록 누른다. 이때 각각의 di s k는 중심부로부터 거리가 24mm

이상 떨어지게 해야 하며, di s k가 agar 표면에 붙으면 이동 시켜서는 안

된다. 150㎜ pl at e 경우는 12개 이상의 di s k를 놓아야 하고, di s k가

pl at e에 놓여지면 15분 내에 배양기( 37℃, 16h)에 넣는다. 균주가 pl at e

상에서 고루 자란 뒤 그림자가 비취지 않도록 검은 종이를 대고 45°각도

에서 빛을 비추인 뒤 억제환의 직경을 측정한다.

5) 항생제 종류

항생제 종류는 Tabl e 1에 표시했다.

나 최소 억제 농도 ( MI C) 측정

Chl or ampheni col의 St aph. aur eus와 St r ept ococcus s pp. 12 균주에 대

한 MI C 측정은 Bi os ceen C를 사용하여 측정하였다. Chl or ampheni col을

각각 50㎍/ ㎖, 30㎍/ ㎖ 및 15㎍/ ㎖의 농도로 희석한 후 37℃에서 16h동안

배양하며 생장곡선 작성을 위한 흡광도의 기록시간 간격은 20분으로 하

였고, 균접종 10㎕, 항생제 30㎕ 및 br ot h 310㎕을 첨가하여 전체량은

- 155 -



350㎕으로 맞추었으며 기록된 흡광도 치를 기준으로 하여 생장곡선을 작

성하였다.

다. 유방염 균주에 대한 소독제 실험

1) 배지 제조

항생제 실험과 동일하게 Br ai n hear t i nf us i on( BHI , 121℃, 15분간 멸

균)과, Muel l er - Hi nt on agar ( MHA, 121℃, 15분간 멸균)를 각각 액체 배지

와 고체 배지로 사용하였고, 균주의 혼탁도를 McFar l and 0. 5 t ur bi di t y

s t andar d에 맞춘 뒤, pl at e에 균주를 항생제 실험과 동일하게 도말했다.

2) 소독제 감수성 검사

여러 소독제를 구입하여 본 실험에 들어가기 전 사용 목적에 맞게 희

석을 한다. 희석 비율은 다음과 같다. 콜타르 유도체합재인

Longl i f e250S(바이엘 코리아)는 1: 250, Far mf l ui dS(바이엘코리아)는

1: 500로 희석하고, 4급 암모늄제인 Ger mex(바이엘코리아)는 1: 1000배 희

석, 요오드제인 Bet adi n은 1: 10배로 희석한다. 페놀류 계통인 Danzol (현

대약품공업)은 1: 100배로 희석한다. 희석이 된 소독제를 30㎕씩 di s k에

넣는다( Shel dr ake 와 Hoar e 1982) .

3) 사용 균주 및 소독제 종류

소독제 실험에 사용된 균주는 제1절 Tabl e 4에 제시되었고, 소독제의

종류는 Tabl e 2에 표시하였다.
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Tabl e 1. Zone di amet er i nt er pr et at i on s t andar ds f or s t aphyl ococci

and s t r ept ococci

Ant i mi cr obi al
agent

Di sk
cont ent

Zone di am( mm)

Res i s t ant i nt er medi at e Moder at el y
suscept i bl e Suscept i bl e

Ami kaci n 30㎍ ≤ 14 15- 16 ≥ 17

Amoxi ci l l i n -
cl avul ani c aci d 20/ 10㎍ ≤ 19 ≥ 20

Ampi ci l l i n 10㎍ ≤ 28 ≥ 29

Ampi ci l l i n -
sul bact am

10/ 10㎍ ≤ 11 12- 14 ≥ 15

Cef azol i n 30㎍ ≤ 14 15- 17 ≥ 18

Cef ot axi me 30㎍ ≤ 14 15- 22 ≥ 23

Cef t r i axone 30㎍ ≤ 13 14- 20 ≥ 21

Cephal ot hi n 30㎍ ≤ 14 15- 17 ≥ 18

Chl or ampheni col 30㎍ ≤ 12 13- 17 ≥ 18

Ci pr of l oxaci n 5㎍ ≤ 15 16- 20 ≥ 21

Cl i ndamyci n 2㎍ ≤ 14 15- 20 ≥ 21

Er yt hr omyci n 15㎍ ≤ 13 14- 22 ≥ 23

Gent ami ci n 10㎍ ≤ 12 13- 14 ≥ 15

I mi penem 10㎍ ≤ 13 14- 15 ≥ 16

Oxaci l l i n 1㎍ ≤ 10 11- 12 ≥ 13

Peni ci l l i n 10∪ ≤ 28 ≥ 29

Tet r acycl i ne 30㎍ ≤ 14 15- 18 ≥ 19

Tr i met hopr i m -
sul f amet hoxazol e

1. 25/

23. 75㎍
≤ 10 11- 15 ≥ 16

Vancomyci n 30㎍ ≤ 9 10- 11 ≥ 12
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Tabl e 2. Li s t of di s i nf ect ant s

약제 상품명 용도 (희석비율) 작용

콜타르유도체합제
Longl i f e250S

(바이엘 코리아)
축사외부 소독( 1: 250)

축사주변의

기생충란 ,

바이러스에 효과.

콜타르유도체합제
Far mf l ui dS

(바이엘코리아)
축사외부 소독( 1: 500)

축사주변의

기생충란 ,

바이러스에 효과.

4급 암모늄제
Ger mex

(바이엘코리아)

낙농기구 및

유방소독( 1: 1000)

세균,곰팡이류에

효과적

요오드제
Bet adi n

(바이엘코리아)
유방소독 ( 1: 10) 살충,살균작용우수

페놀류
Danzol

(현대약품공업)
축사소독 ( 1: 100) 살충,살균작용우수

3 결과 및 고찰

가. 항생제에 대한 감수성

1) St r . uber i s의 항생제 감수성

Tabl e 3에서는 18 균주의 St r . uber i s가 항생제 19종에 대한 감수성

시험 결과를 제시하였다. 표기된 약어 중 R은 저항성을 나타낸 경우이고

S는 감수성을 보인 균주를 지시하며 M은 중간 정도의 감수성 혹은 저항성

을 보인 경우이다.

Chl or ampheni col에 대한 감수성을 중심으로 하여 저항성 pat t er n을 요

약한 결과가 Tabl e 4에 제시되었다. 18 균주 중 3 균주( 18%)는 고도의

chl or ampheni col 감수성이 저하된 상태를 나타내었고 genot ype은 c와 d

형에 속한 균주이다. CRSU 균주의 66. 6%는 ami cas i n과 ampi ci l l i n에 대하

여 감수성이 저하된 상태로 나타났다. CRSU 균주의 33. 3%는 cef ot axi m과

cef t r i axone, er yt hr omyci n, t r i met hopr i m- s ul f amet hoxazol 및

vancomyci n에 대하여 감수성이 저하된 상태로 나타났다. 모든 CRSU 균주

( 100%)는 cl i ndamyci n, oxaci l l i n, peni ci l l i n 및 t et r acycl i ne에 대하

여 감수성이 저하된 상태를 나타내었다.
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Tabl e 3. Sus cept i bi l i t y of St r ept ococcus uber i s agai ns t

ant i mi cr obi al agent s

R; r es i s t ant M; moder at el y s us cept i bl e S; s us cept i bl e

t

y

p

e

i s ol

at e

No.

Ant i mi cr obi al agent

AN

30

AmC3

0

AM

10

SAM2

0
CZ30

CTX3

0

CRO3

0
CF30 C30 CI P5 CC2 E15

GM

10

I PM1

0
OX1 P10 Te30 SXT Va30

a

2123 M S R S R S M R S S R S S S R R S S S

2131 S S R M R S S R S S R M S S R R R S R

2137 R S R S R R R R S S M M M S R R S S S

2140 S S R S S S S S S S R M S S R R R S R

2148 S R R S S S S R S S R R S S R R R S S

b

2116 S S R S S S S M S S R M S S R R S S R

2143 M S R S M M M R S M R M S S R R S S S

2145 R S R S R R R R S M R M R S R R S S S

c
2142 S S R S M S S R S S R R S S R R R S R

2144 R S R S M R R M R M R R M S R R R S S

d

2135 R S S S R R R R S S R S R S R R S S S

2136 S S R S S S S S R S R M S S R R R R R

2146 R S M S M M M M R M R M M S R R R S S

2149 M S S S M M M S S S M M S S R R M S S

e
2124 R S S S M R R M S S R R R S R R R S S

2133 R S S S S M M S S S R S S S R R S S S

f 2101 R S R S R R R R S R R M S S R R R S S

g 2121 R S R S R R R R S S M M M S R R S S S
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Tabl e 4. Ant i mi cr obi al s us cept i bi l i t i es of chl or ampheni col r es i s t ant

and sus cept i bl e St r . uber i s

Ant i mi cr obi al agent Res i s t ant i sol at es ( %)

CSSU* CRSU*

Chl or ampheni col 0 100

Ami cas i n 46. 6 66. 6

Amoxi l l i n 6. 7 0

Ampi ci l l i n 73. 3 66. 6

Ampi ci l l i n- s ubl act am 0 0

Cef azol i n 46. 6 0

Cef ot axi me 40. 0 33. 3

Cef t r i axone 40. 0 33. 3

Cef al ot hi n 66. 6 0

Ci pr of l oxaci n 6. 6 0

Cl i ndamyci n 80. 0 100

Er yt hr omyci n 20. 0 33. 3

Gent amyci n 20. 0 0

I mi penem 0 0

Oxaci l l i n 100 100

Peni ci l l i n 100 100

Tet r acycl i ne 53. 3 100

Tr i met hopr i m- s ul f amet hoxazol 0 33. 3

Vancomyci n 33. 3 33. 3

* CSSU; chl or ampheni col s uscept i bl e St r. uberi s

CRSU; chl or ampheni col r esi s t ant St r . uber i s

CSSU 균주들은 ampi ci l l i n- s ubl act am, i mi penem 및 t r i met hopr i m

- s ul f amet hoxazol에도 고도의 민감도를 나타내었다. Oxaci l l i n,

peni ci l l i n 및 cl i ndamyci n에 대한 저항성은 CSSU 균주 및 CRSU 균주에

공통적으로 강한 저항성을 나타내었다 CSSU 균주의 6. 6%는 ci pr of l oxaci n

과 amoxi l l i n에 대하여 저하된 민감도를 나타내었고, 20%는 gent amyci n

과 er yt hr omyci n에 대한 저항성을 나타내었으며, CSSU 균주의 30- 40%는

cef t r i axone, cef ot axi me, cef azol i n, ami cas i n 및 vancomyci n에 대하여
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저항성을 나타내었다.

동일한 pr of i l e을 갖는 영오목장 유우의 질에서 유래된 CU 2146과 동

일목장에서 사육되는 유우의 질에서 분리된 CU2149간의 chl or ampheni col

감수성의 차이를 보일 뿐 아니라 chl or ampheni col , ami cas i n,

cyl i ndamyci n, oxaci l l i n peni ci l l i n 및 t et r acycl i ne 등 6개 항생제에

대한 저항성을 가지나 CU2149 은 oxaci l l i n과 peni ci l l i n 2개의 항생제

에 대하여만 저항성을 나타내는 차이를 보이고 있다.

중요한 항생제인 met hi ci l l i n과 vancomyci n에 대한 저항성은 저항성

유전자에 의한 것으로 알려져 있다. S. aur eus에서 met hi ci l l i n 저항성은

mecA 유전자의 명령에 의하여 생산된 peni ci l l i n 결합단백질이 생산됨으

로 기인하여 나타나게 된다. 따라서 met hi ci l l i n 저항성을 확인하기 위하

여는 mecA 유전자를 검색해 내는 것을 그 중요한 기준으로 삼고있다

( Wal l et 등, 1996) .

S. aur eus에서 mecA 검색에서 양성으로 나타난 경우에는 vancomyci n을

효과적으로 이용할 수 있다. 따라서 mecA 유전자를 신속히 검색하여

vancomyci n의 과용을 억제할 수 있다. Tabl e 4에 제시된바와 같이

vancomyci n 저항성을 획득한 균주는 27. 8 %로 나타났으며 저항성은

vancomyci n 저항성 유전자에 기인되며 장내구균에 널리 분포되어 있으며

s t r ept ococci에도 존재하는 것으로 확인된바 있다( Poyar t 등, 1997) . 3가

지 유전자 vanA, vanB 및 vanC가 vancomyci n 저항성을 결정하며 van 유전

자의 검색방법도 고안되었다( Gol d 와 Moel l er i ng 1996)

2) St r . dysagal act i ae의 항생제 감수성

St r . dys agal act i ae의 균주 별 항생제 감수성 결과는 Tabl e 5에서 제

시되었다. 22 균주 중 2 균주( 9. 1%)는 고도의 chl or ampheni col 감수성이

저하된 상태를 나타내었고 genot ype a와 b 형에 속한 균주이다. Tabl e 6

에는 22 균주가 나타내는 19 종에 대한 항생제에 대한 감수성시험 결과를

요약하였다. CRSD 균주의 100%는 oxaci l l i n과 peni ci l l i n에 대하여 감수

성이 저하된 상태이고 91. 0%는 ampi ci l l i n과 cl i ndamyci n에 대하여 감수

성이 저하되었으며 100%는 i mi penem과 t r i met hopr i m- s ul f amet hoxazol에

대하여는 저항성을 전혀 나타내지 아니하였다.

CSSD 균주들은 amoxi l l i n, ampi ci l l i n- s ubl act am 및 ci pr of l oxaci n에

고도의 민감도를 나타내었다( Tabl e 6) . oxaci l l i n, peni ci l l i n 및

cl i ndamyci n에 대한 저항성은 CSSD 균주 및 CRSD 균주에 공통적으로 강
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한 저항성을 나타내었다. CSSD의 23%는 vancomyci n에 대한 저항성을 나타

내었다.

Tabl e 5. Sus cept i bi l i t y of St r ept ococcus dys agal act i ae agai ns t

ant i mi cr obi al agent s

T

y

p

e

I so

l at e

No.

Ant i mi cr obi al agent

AN
30

AmC

30

AM
10

SAM2
0

CZ30
CTX

30

CRO

30
CF30 C30 CI P5 CC2 E15

GM
10

I PM1

0
OX1 P10 Te30 SXT Va30

a

2115 R S S S M M R M S S R M R S R R R S S
2147 S R R S R S S R M S R R S S R R S S R
2112 R S R S R R R M S S R M R S R R S S S
2113 R S R S R R R R S S M S R S R R S S S

2108 S S R S S S S S R S R R S S R R R S S
2109 S S R S S S S S R S R R S S R R R S S
2125 R S R S R R R M S S R M R S R R R S S

b

2120 S S R S S S S R M S R R S S R R R S R
2127 M S R S R R R M S S R M R S R R R S S
2150 S M R S S S S M S S R R S S R R R S R

2134 S S R S R S S R S S R R S S R R S S R

c
2141 R S R S R R R R S M R S R S R R R S S
2103 R S R S M R R M S S R M R S R R R S S

2101 R S R S R R R R S R R M S S R R R S S

d 2139 S S R S S S S S S S R M S S R R S S R

e 2105 S M R S S S S R S S R M S S R R S S S

f 2138 R S S S M R R S S S S S M S R R S S S

g 2128 R S R S R R R R S S R M R S R R R S S

h 2106 R S R S R R R R S M R M R S R R R S S

i 2130 S S R S S R S S S S R R R S R R R S S

j 2107 S S R R R R S R S S R M S S R R S S R

k 2118 S S R M R R S S S S R S S S R R R S S
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Tabl e 6. Ant i mi cr obi al s us cept i bi l i t i es of chl or ampheni col r es i s t ant

and sus cept i bl e St r . dys agal ct i ae

* CSSD; chl or ampheni col s uscept i bl e St r. dys agal ct i ae

CRSD; chl or ampheni col r esi s t ant St r . dysagal ct i ae

Ant i mi cr obi al agent
Res i s t ant i s ol at es ( %)

CSSD＊ CRSD＊

Chl or ampheni col 0 100
Ami cas i n 50. 0 0
Amoxi l l i n 5. 0 0
Ampi ci l l i n 90. 0 100
Ampi ci l l i n- s ubl act am 5. 0 0
Cef azol i n 60. 0 0
Cef ot axi me 65. 0 0
Cef t r i axone 55. 0 0
Cef al ot hi n 50. 0 0
Ci pr of l oxaci n 5. 0 0
Cl i ndamyci n 90. 0 100
Er yt hr omyci n 25. 0 100
Gent amyci n 50. 0 0
I mi penem 0 0
Oxaci l l i n 100 100
Peni ci l l i n 100 100
Tet r acycl i ne 60. 0 100
Tr i met hopr i m- s ul f amet hoxazol 0 0
Vancomyci n 30. 0 0
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3) St aphyl ococcus aur eus 및 St r ept ococcus s pp.의 peni ci l l i n계 항생물

질에 대한 감수성

St aph. aur ues의 항생제에 대한 감수성은 Tabl e 7에서 제시되어 있다.

Tabl e 8에서는 St aph. aur eus에 대한 peni ci l l i n계통의 항생제 감수성 정

도를 나타냈는데, amoxi ci l l i n- cl avul ani c의 경우, St aph. aur eus 19

t ype 중 19 t ype 모두 100%감수성을 나타냈으며, ampi ci l l i n- s ul bact am

과 vancomyci n에서도 19 t ype 전부 100%의 감수성을 보였다. Oxaci l l i n과

peni ci l l i n은 모든 genot ype에서 감수성을 전혀 보이지 않았다.

Tabl e 7. Sus cept i bi l i t y of St aphyl ococcus aur eus agai ns t

ant i mi cr obi al agent s

T

y

p

e

I s ol

at e

No.

Ant i mi cr obi al agent

AN
30

AmC

30
AM
10

SAM
20 CZ30

CTX

30

CRO

30
CF30 C30 CI P5 CC2 E15 GM

10
I PM

10
OX1 P10 Te30 SXT Va30

a

1110 R S R S R R R R S M R R R M R R R S S
1158 R S R S R R R R S M R M S S R R R S S
1159 R S R S M R R R S M R M S S R R R S S
1115 R S R S M R R R S M R R R S R R R S S
1190 R S R S M R R M S M R M M S R R R S S
1157 R S R S M R R M S S R M M S R R R S S
1136 R S R S M R R M S S R S M S R R S S S
1189 R S S S M R R M S M R S M S R R R S S
1150 R S R S M R R R S M R M M S R R S S S
1133 R S R S M R R M S S R M M S R R R S S
1116 R S R S R R R R S M R M M S R R R S S
1138 R S R S M R R M S M R M M S R R R S S
1137 R S R S M R R R S M R M M S R R S S S
1120 R S R S R R R R S M R M M S R R S S S
1188 R S R S S R R M S M R M M S R R R S S

b

1107 R S M S R R R R S S R R S S R R R S S
1140 R S S S M R R R S M R M M S R R S S S
1192 R S R S R R R R R M R R S S R R R S S
1144 R S R S R R R R S S R S M S R R S S S

c

1121 R S M S M R R R S S R S M S R R R S S
1174 R S R S R R R M S S S S M S R R R S S
1170 R S M S S R R M R S R R S S R R R S S
1172 R S R S S R R R R M R R S S R R R S S
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T
y
p
e

i sol

at e

No.

Ant i mi cr obi al agent

AN

30

AmC3

0

AM

10

SAM2

0
CZ30

CTX3

0

CRO3

0
CF30 C30 CI P5 CC2 E15

GM

10

I PM1

0
OX1 P10 Te30 SXT Va30

d

1119 S S M S M R R S S S R S S S R R S S S
1165 R S M S M R R R R S R R S S R R R S S
1167 R S M S M R R M R S R R S S R R R S S
1166 R S M S M R R M R S R R S S R R R S S

e
1176 R S R S R R R R S M S M S S R R R S S
1152 S S R S S R S S R M R M M S R R S S S
1173 R S S S S M M S S S R M S S R R S S S

f
1191 S S R S R S S R S S R R S S R R M S S
1164 R S S S M R R R R S R R S S R R R S S
1175 R S S S S R R S R M R R R S R R R S S

g
1160 R S R S R R R R M M S M R S R R R S S
1143 R S M S S R R S S S R M S S R R R S S
1142 R S R S R R R R M M R M R S R R R R S

h
1182 R S S S M R R M S M R S S S R R R S S
1154 R S S S M R R R R M R R R S R R R S S

i 1101 R S R S R R R R S M R M R S R R S S S
j 1118 R S R S R R R R S M R R M M R R R S S
k 1139 R S R S R R R R S R R R R S R R S S S
l 1155 R S R S R R R R S M R R S M R R R S S
m 1134 R S R S M R R M S M R M M S R R R S S
n 1109 R S R S M R R R S M R S R S R R R S S
p 1114 R S S S M S S S S M S R S R R R R R S
r 1124 S M R S S S S M S S R M S S R R S S M
s 1135 R S R S R R R R M M R R M S R R R S S
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Tabl e 8. Sus cept i bi l i t y of St aph. aur eus agai ns t peni ci l l i ns

Peni ci l l i ns
Types of St aphyl ococcus aureus Sus cept i bl e

s t r ai ns f r om
t ot al

%
a b c d e Ot her s

Amoxi ci l l i n-
cl avul ani c aci d 15/ 15 4/ 4 4/ 4 4/ 4 3/ 3 17/ 17 47/ 47 100

Ampi ci l l i n 1/ 15 2/ 4 2/ 4 4/ 4 1/ 3 6/ 17 16/ 47 34

Ampi ci l l i n-
sul bact am 15/ 15 4/ 4 4/ 4 4/ 4 3/ 3 17/ 17 47/ 47 100

Oxaci l l i n 0/ 15 0/ 4 0/ 4 0/ 4 0/ 3 0/ 17 0/ 47 0

Peni ci l l i n 0/ 15 0/ 4 0/ 4 0/ 4 0/ 3 0/ 17 0/ 47 0

Gr oup %a 80 80 80 100 80 80

Gr oup % a : gr oup % of al l s us cept i bl e and al l r esi s t ant

Tabl e 9. Sus cept i bi l i t y of St r ept ococcus s pp. agai ns t peni ci l l i ns

Peni ci l l i ns

22 St r ai ns of

St r. dysagal act i ae

7 St r ai ns of

St r . agal act i ae

20 St r ai ns of

St r . uber i s

Suscept i bl e % Suscept i bl e % Suscept i bl e %

Amoxi ci l l i n-
cl avul ani c aci d

19/ 22 86 7/ 7 100 19/ 20 95

Ampi ci l l i n 2/ 22 9 1/ 7 14 4/ 20 20

Ampi ci l l i n-
sul bact am 20/ 22 90 6/ 7 86 19/ 20 95

Oxaci l l i n 0/ 22 0 0/ 7 0 0/ 20 0

Peni ci l l i n 1/ 22 5 1/ 7 14 0/ 20 0
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Fi g. 1에서는 St aph. aur eus와 St r ept ococcus s pp.의 peni ci l l i n계열

항생물질에 대한 감수성 시험결과를 종합한 것이다.

Fi g. 1. Sus cept i bi l i t y of St aph. aur eus and St r ept ococcus s pp.

agai ns t peni ci l l i ns

4) Cephal ospor i ns 및 ami nogl ycos i des 계통에 대한 감수성

Tabl e 10에서는 St aph. aur eus에 대한 cephal ospor i ns 계통의 항생제

감수성 정도를 나타냈는데, cef azol i n의 경우 St aph. aureus 19 t ype에

대하여 66%정도의 감수성을 보였고, Cef ot axi me은 e, f , p 및 r Type를

제외한 나머지 5 t ype에 대해서는 전혀 감수성을 보이지 않았다.

cephal ot hi n의 경우도 b Type에는 전혀 감수성을 보이지 않았지만, 전체

적으로 볼 때 42. 5%의 감수성만 보였다. 따라서 St aph. aur eus는 전반적

인 저항성을 나타내는 것으로 판단된다.

Tabl e 11에서는 St r ept ococcus s pp.의 cephal ospor i ns 계통의 항생제

에 대한 감수성 정도를 표시했다. Cephal os por i ns 계통의 항생제인

cef azol i n, cef ot axi me 및 cephal ot hi n은 St r . agal act i ae에서 각각 57%

정도의 감수성을 나타냈고, Cef ot axi me은 St r . uber i s에서 50%정도의 감

수성을 보였을 뿐, 전반적으로 40%이하의 낮은 감수성을 보였으며, 공시

된 2개의 genus 차이에 따른 항생제 감수성의 차이가 확인되었다.

Fi g. 2에서는 St aph. aureus와 St rept ococcus s pp.의 cephal os por i ns

계통의 항생제에 대한 감수성 정도를 나타냈다. St aph. aur eus의 경우,

cephal os por i ns 계통의 항생제가 각각의 균주 t ype에 대하여 감수성이

20% 미만임으로 적합하지 않은 항생제 gr oup이라고 판단할 수 있다.
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St r ept ococcus s pp.의 경우도 Fi g. 2에서 나타나듯이 cephal os por i ns 계

통의 항생제가 St r . agal act i ae에만 57%감수성을 보였을 뿐 전반적으로

40%이하의 감수성을 보여 적합하지 않은 항생제 gr oup이라고 판단할 수

있다.

Genome t ype과 cephal os por i ns 계 항생제에 대한 감수성과 연관성은 b

형과 d형은 66%수준으로 나타냈고 a와 c형은 33%수준으로 genome t ype

에 따른 항생제 감수성이 동일하게 나타났다. 이는 종에 따라 항생제 저

항 유전자의 존재 부위가 pl as mi d t r ans pos on 혹은 염색체 DNA에 존재 가

능성이 있다라는 원리와 부합되는 결과로 보인다( Jung, 1993) .

Tabl e 10. Sus cept i bi l i t y of St aph. aur eus agai ns t cephal os por i ns

and r el at ed ant i bi ot i cs

Cephal ospor i ns and
r e l a t e d
ant i bi ot i cs

Types of St aphyl ococcus aur eus Sus cept i bl e
s t r ai ns

%
a b c d e Ot her s

Cef azol i n 11/ 15 1/ 4 3/ 4 4/ 4 2/ 3 9/ 17 30/ 47 63. 8

Cef ot axi me 0/ 15 0/ 4 0/ 4 0/ 4 1/ 3 3/ 17 4/ 47 8. 5

Cephal ot hi n 7/ 15 0/ 4 2/ 4 3/ 4 2/ 3 6/ 17 20/ 47 42. 5

Gr oup % a 33 66 33 66 0 0

Gr oup % a : gr oup % of al l s us cept i bl e and al l r esi s t ant

Tabl e 11. Suscept i bi l i t y of St r ept ococcus spp. agai ns t

Cephal os por i ns and r el at ed ant i bi ot i cs

Cephal ospor i ns and
r e l a t e d
ant i bi ot i cs

22 St r ai ns of
St r . dysagal act i ae

7 St r ai ns of
St r . agal act i ae

20 St r ai ns of
St r . uberi s

Suscept i bl e % Suscept i bl e % Suscept i bl e %

Cef azol i n 7/ 22 32 4/ 7 57 8/ 20 40

Cef ot axi me 8/ 22 36 4/ 7 57 10/ 20 50

Cephal ot hi n 6/ 22 27 4/ 7 57 6/ 20 30
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Fi g. 2. Sus cept i bi l i t y of St aph. aur eus and St r ept ococcus s pp.

agai ns t cephal os por i ns and r el at ed ant i bi ot i cs

Tabl e 12에서는 St aph. aur eus에 대한 ami nogl ycos i des 계통의 항생

제 감수성 정도를 나타냈는데, ami kaci n의 경우 a, b 및 c Type에서 감수

성이 전혀 나타나지 않았고 전체적으로 8. 5% 감수성을 보인 반면,

gent ami ci n의 경우에 있어서는 각 t ype에서 고르게 80. 8%의 높은 감수성

을 나타냈다.

Tabl e 13에서는 St r ept ococcus s pp.에 대한 ami nogl ycos i des 계통의

항생제에 대한 감수성 정도를 표시했다. Ami nogl ycos i des 계통의 항생제

인 ami kaci n의 경우 St r . dys agal act i ae에는 50%의 감수성을 나타냈으며,

St r . agal act i ae은 43%의 감수성을 보였고, St r . uber i s는 ami kaci n이

45%를 나타냈다. Gent ami ci n은 St r . dys agal at i ae에는 50%의 감수성을 나

타냈으며, St r . agal act i ae은 43%의 감수성을 보였고, St r . uber i s는

65%의 감수성을 보여 ami nogl ycos i des 계통의 항생제 중에서는

gent ami ci n이 높은편이다.

Fi g. 3에서는 St aph. aur eus와 St rept ococcus spp.의 ami nogl ycos i des

계통의 항생제에 대한 감수성 정도를 표시했다. St aph. aur eus의 경우

ami nogl ycos i des 계통의 항생제인 ami kaci n은 감수성이 8%로서 항생제로

는 부적합하다고 판단할 수 있으며 gent ami ci n도 40%로서 감수성이 낮은

편이지만 c와 d Type의 경우에는 감수성이 높은 편이다.
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Tabl e 12. Sus cept i bi l i t y of St aph. aur eus agai ns t ami nogl ycos i des

Ami nogl ycos i des
Types of St aphyl ococcus aureus Suscept i bl e

s t r ai ns f r om

t ot al

%
a b c d e Ot her s

Ami kaci n 0/ 15 0/ 4 0/ 4 1/ 4 1/ 3 2/ 17 4/ 47 8. 5

Gent ami ci n 13/ 15 4/ 4 4/ 4 4/ 4 0/ 3 10/ 17 38/ 47 80. 8

Gr oup %
a 50 100 50 100 50 0

Gr oup % a : gr oup % of al l s us cept i bl e and al l r esi s t ant

Tabl e 13. Sus cept i bi l i t y of St r ept ococcus s pp. agai ns t

ami nogl ycos i des

Ami nogl ycos i des

22 St r ai ns of

St r . dysagal at i ae

7 St r ai ns of

St r . agal at i ae

20 St r ai ns of

St r . uber i s

Suscept i bl e % Suscept i bl e % Suscept i bl e %

Ami kaci n 11/ 22 50 3/ 7 43 9/ 20 45

Gent ami ci n 11/ 22 50 3/ 7 43 13/ 20 65

Fi g. 3. Sus cept i bi l i t y of St aph. aur eus and St r ept ococcus s pp.

agai ns t ami nogl ycos i des
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6) Tet r acycl i ne 계 항생제 감수성

Tabl e 14에서는 St aph. aur eus에 대한 t et r acycl i nes의 감수성 정도를

나타냈는데, cef t r i axone는 a, b, c 및 d Type에 전혀 감수성이 나타나지

않았고, Chl or ampheni col은 a Type에는 100%의 감수성을 보였고,

chl or ampheni col의 경우 s t r ai n에 따라서 감수성의 차이가 심하다는 것을

알 수 있다. ci pr of l oxaci n은 k Type의 경우를 빼고, 100%로서 감수성이

높게 나타났다. I mi penem의 경우 a, b, c, d 및 e Type에 100%의 감수성

을 보였다. t et r acycl i ne은 c t ype에 전혀 감수성이 나타나지 않았고,

t r i met hopr i m- s ul f amet hoxazol은 a, b, c, d 및 e Type에 100%의 감수성

을 보였다. Cl i ndamyci n의 경우 a, b 및 d Type에서 감수성이 전혀 나타

나지 않았고, er yt hr omyci n은 d Type에서 감수성이 전혀 나타나지 않았

다. 하지만, vancomyci n의 경우는 St aph. aur eus 19 t ype에 대하여 100%

감수성을 보여 심한 대조를 보이고 있다.

Tabl e 15에서는 St r ept ococcus s pp.에 대하여 t et r acycl i nes에 대한

감수성 정도를 표시했다. Cef t r i axone이 St r . dys agal act i ae와 St r .

agal act i ae 및 St r . uber i s에 각각 50%, 57%및 45%의 감수성을 보였고,

chl or ampheni col은 각각 82%, 71%및 85%의 아주 높은 감수성을 보였다.

Ci pr of l oxaci n은 St r . dys agal act i ae, St r . agal act i ae 및 St r . uber i s에

각각 86%, 57%및 80%의 감수성을 보여 각 균주별로 감수성의 차이가 큰

것을 알 수 있으며, i mi penem의 경우는 각각 95%, 86%및 100%의 감수성

을 보여, St r ept ococcus s pp. 계열의 균주에 대해서 적합한 항생제라고

판단할 수 있다. 반면, t et r acycl i ne은 St r . dys agal act i ae, St r .

agal act i ae 및 St r . uber i s에 각각 36%, 43%및 50%의 낮은 감수성을 보

여, t et r acycl i ne이 St r ept ococcus s pp.계열의 균주에 대해서는 항생작용

능력이 매우 떨어짐을 알 수 있으며, Tr i met hopr i m- s ul f amet hoxazol은 각

각 100%, 86% 및 95%의 감수성을 보여 i mi penem과 함께 St r ept ococcus

s pp.계열의 균주에 대해서 가장 적합한 항생제라고 판단할 수 있으며,

cl i ndamyci n과 er yt hr omyci n은 각각의 균주에 대하여 20%이하의 감수성

을 보였고, vancomyci n은 각각의 St r ept ococcus s pp. 계열의 균주에 대해

서 70%정도의 감수성을 나타내었다.

Fi g. 4에서는 St aph. aur eus와 St rept ococcus spp.의 t et r acycl i nes에

대한 감수성 정도를 나타냈다. St aph. aur eus의 경우 i mi penem에 대해 a,

b, c, d 및 h Type에 100%의 감수성을 보여 전체적으로 95%의 높은 감수

성을 보였고, t r i met hopr i m- s ul f amet hoxazol도 a, b, c, d 및 h Type에

100%의 감수성을 보여 전체적으로 97%의 높은 감수성을 보여 St aph.

aur eus에 대하여 적합한 항생제라고 할 수 있으며, 특히 vancomyci n이
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St aph. aur eus 6 t ype에 대해서 모두 100%의 감수성을 보여 가장 높은 감

수성을 보인 반면, cl i ndamyci n 과 er yt hr omyci n은 각각 5%와 14%의 감수

성을 보여 적합하지 않은 항생제라 판단된다. St r ept ococcus s pp.의 경

우, i mi penem과 t r i met hopr i m- s ul f amet hoxazol이 각각의 균주에 대하여

85% 이상의 높은 감수성을 보여 적합한 항생제라고 판단되며, 그 외

vancomyci n이 각각의 St rept ococcus spp. 균주에 대하여 65%정도의 감수

성을 보였고 cl i ndamyci n과 er yt hr omyci n은 20%미만의 감수성을 나타내

었다.

Tabl e 14. Sus cept i bi l i t y of St aph. aur eus agai ns t t et r acycl i ne

ant i bi ot i cs

Ot her Ant i bi ot i cs
Types of St aphyl ococcus aur eus Sus cept i bl e

s t r ai ns
f r om t ot al

%
a b c d e Ot her s

Cef t r i axone 0/ 15 0/ 4 0/ 4 0/ 4 2/ 3 3/ 17 5/ 47 10. 6

Chl or ampheni col 15/ 15 3/ 4 2/ 4 1/ 4 2/ 3 14/ 17 37/ 47 78. 7

Ci pr of l oxaci n 15/ 15 4/ 4 4/ 4 4/ 4 3/ 3 16/ 17 46/ 47 97. 8

I mi penem 15/ 15 4/ 4 4/ 4 4/ 4 3/ 3 16/ 17 46/ 47 97. 8

Tet r acycl i ne 4/ 15 2/ 4 0/ 4 1/ 4 2/ 3 4/ 17 13/ 47 27. 6

Tr i met hopr i m -
sul f amet hoxazol e

15/ 15 4/ 4 4/ 4 4/ 4 3/ 3 15/ 17 45/ 47 95. 7

Cl i ndamyci n 0/ 15 0/ 4 1/ 4 0/ 4 1/ 3 2/ 17 4/ 47 5

Er yt hr omyci n 13/ 15 2/ 4 2/ 4 1/ 4 3/ 3 8/ 17 29/ 47 61. 7

Vancomyci n 15/ 15 4/ 4 4/ 4 4/ 4 3/ 3 17/ 17 47/ 47 100

Gr oup % a
67 67 67 67 56 11

Gr oup % a : gr oup % of al l s uscept i bl e and al l r es i s t ant

나. Chl or ampheni col에 대한 최소 억제 농도

1) St aph. aur eus의 최소 억제 농도( MI C)

Chl or ampheni col에 대한 St aph. aur eus의 내성균은 아직 분리되지 않

았고, chl or ampheni col에 대한 MI C는 12. 5㎍/ ㎖ 농도에서 peak를 이루는

높은 감수성을 보였다고 보고된바 있다(강, 1990) .

Fi g. 5에서 St aph. aur eus CU 1164, CU 1165 및 CU 1166은

chl or ampheni col을 각각 50㎍/ ㎖, 30㎍/ ㎖ 및 15㎍/ ㎖의 농도로 희석하여

37℃에서 16h동안 배양한 후 abs or bance를 측정한 결과로서,
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chl or ampheni col의 농도가 A) 50㎍/ ㎖, B) 30㎍/ ㎖일 때 유방염 균주가

전혀 생장을 하지 못하였고, C) 15㎍/ ㎖의 농도로 희석한 경우에는 유방

염 균주의 생장이 되고 있음을 알 수 있어서, 최소 억제 농도 ( MI C)는 30

㎍/ ㎖로 나타났다. 사용된 균주는 genome t ype d형으로서 균주간의 차이

는 나타내지 않았다.

Fi g. 4. Sus cept i bi l i t y of St aph. aur eus and St r ept ococcus s pp.

agai ns t t et r acycl i ne ant i bi ot i cs

Tabl e 15. Sus cept i bi l i t y of St r ept ococcus s pp. agai ns t t et r acycl i ne

ant i bi ot i cs

Ot her Ant i bi ot i cs
22 St r ai ns of

St r . dysagal at i ae
7 St r ai ns of

St r . agal at i ae
20 St r ai ns of
St r. uber i s

Suscept i bl e % Suscept i bl e % Suscept i bl e %

Cef t r i axone 11/ 22 50 4/ 7 57 9/ 20 45

Chl or ampheni col 18/ 22 82 5/ 7 71 17/ 20 85

Ci pr of l oxaci n 19/ 22 86 4/ 7 57 16/ 20 80

I mi penem 21/ 22 95 6/ 7 86 20/ 20 100

Tet r acycl i ne 8/ 22 36 3/ 7 43 10/ 20 50

Tr i met hopr i m -
sul f amet hoxazol e 22/ 22 100 6/ 7 86 19/ 20 95

Cl i ndamyci n 1/ 22 5 0/ 7 0 0/ 20 0

Er yt hr omyci n 4/ 22 18 1/ 7 14 4/ 20 20

Vancomyci n 16/ 22 73 5/ 7 71 13/ 20 65
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A)

B)

C)

Fi g. 5. Absor bance of St aph. aur eus cul t ur e i ncubat ed i n t he medi um

cont ai ni ng A) 50㎍/ ㎖, B) 30㎍/㎖ and C) 15㎍/ ㎖ of chl or ampheni col

at 37℃ f or 16h
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2) St r . dysagal act i ae의 최소 억제 농도

Fi g. 6에서는 St r . dys agal act i eae에 속한 균주 CU 2109, CU 2127 및

CU 2128에 대해 최소 억제 농도에 대한 시험 결과를 나타내고 있다. CU

2109와 CU 2128은 50㎍/ ㎖ 농도에서 균주의 생장이 일어나지 않았으나,

30㎍/㎖ 농도에서는 2개 균주에서 생장이 되었으므로 MI C는 50㎍/ ㎖이며,

CU 2127은 50㎍/ ㎖과 30㎍/ ㎖ 농도에서 균주의 생장이 일어나지 않았으

며, 15㎍/ ㎖ 농도에서 생장이 일어났음을 알 수 있어서 MI C는 30㎍/ ㎖인

것으로 확인되었다.

St r . dys agal act i ea는 균주에 따라 chl or ampheni col에 대한 감수성에

차이가 나타났으며 CU 2109와 CU 2128은 저항성 균주로 판단된다.

A)

B)
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C)

Fi g. 6. Absor bance of St r . dys agal act i ae cul t ur e i ncubat ed i n t he

medi um cont ai ni ng A) 50㎍/㎖, B) 30㎍/ ㎖ and C) 15㎍/ ㎖ of

chl or ampheni col at 37℃ f or 16h

3) St r . agal act i ae 의 최소 억제 농도

Fi g. 7에서는 St r . agal act i ae에 속한 균주 CU 2119, CU 2129 및 CU

2132에 대한 최소 억제 농도에 대한 시험 결과를 나타내고 있다. CU 2119

와 CU 2129는 chl or ampheni col을 본 시험의 최고 농도인 50㎍/ ㎖ 투여했

는데도 균주가 생장하는 것으로 보아 강한 내성균주로 판단 할 수 있고,

이와는 반대로 같은 gr oup인 CU2132은 각각의 50㎍/ ㎖와 30㎍/ ㎖의 농도

에서 균주의 성장이 일어나지 않고, 15㎍/ ㎖의 농도에서 균주가 성장을

한 것으로 보아 MI C는 30㎍/ ㎖이라고 판단되었다. 동일한 종의 균주 중에

서 감수성에 큰 차이를 나타낸 내성 균주라고 판단된다.
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A)

B)

C)

Fi g. 7. Abs or bance of St r . agal act i ae cul t ur e i ncubat ed i n t he

medi um cont ai ni ng A) 50㎍/㎖, B) 30㎍/ ㎖ and C) 15㎍/ ㎖ of

chl or ampheni col at 37℃ f or 16h
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4) St r . uber i s의 최소 억제 농도

Fi g. 8에서는 St r . uber i s에 속한 균주 CU 2116, CU 2122 및 CU 2136

에 대한 최소 억제 농도에 관한 시험 결과를 나타내고 있다. CU 2116와

CU 2122는 50㎍/ ㎖ 농도에서 균주가 생장하지 않았고, 30㎍/ ㎖ 농도에서

균주가 생장하는 것으로 보아 MI C는 50㎍/ ㎖라고 판단되며, CU2136 균주

는 30㎍/ ㎖ 농도에서도 균주가 생장하지 못하였으나, 15㎍/ ㎖ 농도에서

생장한 것으로 보아 MI C는 30㎍/ ㎖ 라고 판단된다.

St r . uber i s에 있어서도 chl or ampheni col에 대한 저항성 균주로 CU

2116과 CU 2122는 genome pat t er n에 있어서도 유사한 상태를 나타내었다.

A)

B)
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C)

Fi g. 8. Abs or bance of St r . uber i s cul t ur e i ncubat ed i n t he medi um

cont ai ni ng A) 50㎍/ ㎖, B) 30㎍/ ㎖ and C) 15㎍/㎖ of chl or ampheni col

at 37℃ f or 16h

다. 항생제 저항성 gene 확인

β- Lact amas e gene을 이용한 분리균주의 저항성을 판별 할 수 있었다.

페니실린 계통의 저항성 gene의 PCR 방법을 이용한 판별 결과를 표준 균

주에 있어서 β- l act amase gene의 s peci f i c pr i mer Bl aZ I과 I I를 이용한

PCR pr oduct s를 Fi g. 9에 제시하였다. 22개의 표준균주 가운데 2개를 제

외한 모든 균주에서 저항성을 갖고 있는 것으로 나타났다. Fi g. 10은

St aphyl ococcus aur eus의 β- l act amase gene PCR 결과이며, Fi g. 11은

St r ept ococcus s pp.이다. 분리 균주 144개 가운데에서 140개가 β

- l act amas e gene을 갖는 것으로 나타났다.
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Fi g. 9. β- l act amas e gene PCR pr oduct s of s t andar d s t r ai ns

Lane 1; s i ze mar ker , Lane 2; St r ept ococcus agal act i ae CU, l ane 3;

St r ept ococcus agal act i ae ATCC 13813, l ane 4; St r ept ococcus uber i s

CU, l ane 5; St r ept ococcus uber i s ATCC 27958, l ane 6; St r ept ococcus

dys agal act i ae 27957, l ane 7; St r ept ococcus pyogenes CU, l ane 8;

St aphyl ococcus epi der mi di s CU, l ane 9; St aphyl ococcus epi der mi di s

ATCC 12228, l ane 10; St aphyl ococcus hyi cus NVRI , l ane 11;

St aphyl ococcus aur eus NCTC 9393, l ane 12; St aphyl ococcus aur eus FRI

913, l ane 13; St aphyl ococcus aur eus ATCC 13515, l ane 14;

St aphyl ococcus aur eus MNHOCH, l ane 15; St aphyl ococcus aur eus MNDON,

l ane 16; St aphyl ococcus aur eus FRI 472, l ane 17; St aphyl ococcus

aur eus FRI 326, l ane 18; St aphyl ococcus aur eus RN4220 pMI N403, l ane

19; St aphyl ococcus aur eus FRI MN8, l ane 20; St aphyl ococcus aur eus

RN4220, l ane 21; St aphyl ococcus aur eus 805( T) , l ane 22;

St aphyl ococcus aur eus 807( C) , l ane 23; St aphyl ococcus aur eus

877( A- S)
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Fi g. 10. β- l act amas e gene of St aphyl ococcus aur eus

Lane 1; s i ze mar ker , l ane 2; CU 1101, l ane 3; CU 1102, l ane 4; CU 11
04, l ane 5; CU 1105, l ane6; CU 1106, l ane 7; CU 1107, l ane 8; CU 110
8, l ane 9; CU 1109, l ane 10; CU 1110, l ane 11; CU 1111, l ane 12; CU
1112, l ane 13; CU 1113, l ane 14; CU 1114, l ane 15; CU 1115, l ane 16;
CU 1116, l ane 17; CU 1117, l ane 18; CU 1118, l ane 19; CU 1119, l ane
20; CU 1121, l ane 21; CU 1122, l ane 22; CU 1123, l ane 23; CU 1125, l
ane 24; CU 1126, l ane 25; CU 1129

Fi g. 11. β- l act amas e gene of St r ept ococcus s pp.
Lane 1; CU 2101, l ane 2; CU 2102, l ane 3; CU 2103, l ane 4; CU 2104,
l ane 5; CU 2105, l ane 6; CU 2106, l ane 7; CU 2107, l ane 8; CU 2108,
l ane 9; CU 2109, l ane 10; CU 2110, l ane 11; CU 2110, l ane 12; CU 211
2, l ane 13; CU 1113, l ane 14; CU 2114, l ane 15; CU 2115, l ane 16; CU
2116, l ane 17; CU 2117, l ane 17; CU 2117, l ane 18; CU 2118, l ane 19;
CU 2119, l ane 20; CU 2120, l ane 21; CU 2121, l ane 22; CU 2122, l ane
23; CU 2123, l ane 24; CU 2124, l ane 25; s i ze mar ker
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라. 소독제에 대한 감수성

Tabl e 16과 Fi g. 12에서는 여러 소독제제에 대한 St aph. aur eus의 감

수성정도를 나타냈는데, 콜타르 유도체합제인 Longl i f e 250S의 경우 100%

의 감수성을 나타냈으며, 전체적으로는 92%의 높은 감수성을 보였고, 콜

타르 유도체합제인 Far mf l ui dS의 경우 100%의 감수성을 나타냈으나, 전체

적으로는 89%의 감수성을 보였다. 4급 암모늄제제인 Ger mex의 경우는

100%의 감수성을 보였고, 전체적으로도 St aph. aureus 36 균주 중에서 35

균주가 감수성을 보여 소독제제로서 매우 높은 감수성을 보였다. 요오드

제제인 Bet adi n의 경우 a, b, 및 h Type에서 100%정도의 감수성을 보였

고, 전체적으로는 89%정도의 감수성을 보였다.

페놀류인 Danzol의 경우 a와 h Type에서 각각 100% 정도의 감수성을

보였고, 전체적으로는 83%의 감수성을 보였다. St aph. aur eus 경우 4급암

모늄제제인 Ger mex가 소독제로서 가장 높은 억제율을 보이는 것으로 나타

났다. St aph. aur eus의 t ype에 따른 소독제에 대한 감수성 변화 성향은

고도의 연관성이 있는 것으로 나타났다.

Tabl e 17과 Fi g. 13에서는 여러 소독제제에 대한 St r ept ococcus s pp.

의 감수성 정도를 나타냈는데, 콜타르 유도체합제인 Longl i f e 250S의 경

우 St r . dysagal act i ae, St r . agal act i ae 및 St r . uber i s에서 약 71∼90%

정도의 감수성을 보였고, 콜타르 유도체합제인 Far mf l ui dS의 경우 St r .

dys agal act i ae와 St r . agal at i ae 및 St r . uber i s에서 약 86∼100%정도의

감수성을 보였다. 4급 암모늄제제인 Ger mex의 경우는 St r . dys agal act i ae

와 St r . agal act i ae 및 St r . uber i s에서 약 71∼86%정도의 감수성을 보

였고, 요오드제제인 Bet adi n의 경우 St r . dys agal act i ae와 St r .

agal act i ae 및 St r . uber i s에서 약 95∼100%정도의 감수성을 보였고, 페

놀류인 Danzol의 경우 St r . dysagal act i ae, St r . agal act i ae 및 St r .

uber i s에서 약 57∼70%정도의 감수성을 보였다. 연쇄상구균의 경우 요오

드제로 쓰인 Bet adi n이 소독제로서 가장 높은 억제율을 보이는 것으로 나

타났다.
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Tabl e 16. Sus cept i bi l i t y of St aph. aur eus agai ns t di s i nf ect ant s

Di s i nf ect ant
Types of St aph. aureus Number of

suscept i bi l i t y
%

a b c d h Ot her s

콜타르
유도합체
합제

Longl i f e
250S 3/ 3 3/ 3 4/ 4 5/ 5 3/ 3 18/ 21 33/ 36 92

Far mf l ui dS 3/ 3 3/ 3 2/ 4 5/ 5 3/ 3 19/ 21 32/ 36 89

4급
암모늄제

Ger mex 3/ 3 3/ 3 4/ 4 5/ 5 3/ 3 20/ 21 35/ 36 97

요오드제 Bet adi n 3/ 3 3/ 3 3/ 4 4/ 5 3/ 3 18/ 21 32/ 36 89

페놀류 Danzol 3/ 3 2/ 3 3/ 4 4/ 5 3/ 3 18/ 21 30/ 36 83

Gr oup %
a 100 80 40 60 100 0

Gr oup % a : gr oup % of al l s us cept i bl e and al l r es i s t ant

Tabl e 17. Sus cept i bi l i t y of St r ept ococcus s pp. agai ns t di s i nf ect ant s

Di s i nf ect ant

22 St r ai ns of

St r . dysagal act i ae

7 St r ai ns of

St r . agal act i ae

20 St r ai ns of

St r. uber i s

Suscept i bl e % Suscept i bl e % Suscept i bl e %

콜타르
유도체
합제

Longl i f e
250S 19 86 5 71 18 90

Far mf l ui dS 20 91 6 86 20 100

4급
암모늄제

Ger mex 19 86 5 71 16 80

요오드제 Bet adi n 22 100 7 100 19 95

페놀류 Danzol 14 64 4 57 14 70
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Fi g. 12. Sus cept i bi l i t y of St aph. aur eus agai ns t di s i nf ect ant s

Fi g. 13. Sus cept i bi l i t y of St r ept ococcus s pp. agai ns t di s i nf ect ant s
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4 결론

유방염의 원인균인 St aph. aur eus 47 균주와 St r ept ococcus 49 균주에

대해 항생제와 소독제에 대한 감수성 실험을 실시하여 다음 결과를 얻었

다.

St aph. aur eus는 ampi ci l l i n- sul bact am과 vancomyci n에 대하여 가장 높

은 감수성을 보였고, t r i met hopr i m- s ul f amet hoxazol e과 i mi penem 순서로

높은 감수성을 보였다. St r . dys agal act i ae은 t r i met hopr i m- s ul f amet ho-

xazol e, i mi penem, ampi ci l l i n- s ul bact am 순서로 강한 감수성을 보였으

며, St r . agal act i ae 균주는 amoxi ci l l i n- cl avul ani c,

ampi ci l l i n- s ul bact am 및 i mi penem 등에 강한 감수성을 보였고 St r .

uber i s의 경우 amoxi ci l l i n- cl avul ani c aci d, ampi ci l l i n- s ul bact am,

i mi penem 및 t r i met hopr i m- s ul f amet hoxazol e 순서로 높은 감수성을 보였

다.

St aph. aur eus의 소독제에 대한 감수성은 4급 암모늄제인 Ger mex에 대

하여 가장 높은 감수성을 보였고, St r . dys agal act i ae는 요오드제인

Bet adi n에 높은 감수성을 보였으며 또한 St r . agal act i ae의 경우에도

Bet adi n이 높은 감수성을 보였고, St r . uber i s는 Far mf l ui d S에 대하여

높은 감수성을 나타내었다.

Chl or ampheni col에 대한 최소억제농도를 Bi os cr een 장치로 측정한 결

과 St aph. aur eus 30㎍/㎖, St r . agal act i ae와 St r . uber i s는 50㎍/㎖

이며, St r . dys agal act i ae는 50㎍/ ㎖에도 억제가 되지 않았다.
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제 4 절 St aphyl ococcus aureus와 St rept ococcus

spp.의 genot ypi ng 방법의 신속 간편화를 위한 RAPD

방법의 적용가능성 검토 및 현장 적응 방안

SUMMARY

RAPD met hod of genot ypi ng and s t r ai n i dent i f i cat i on of

St aphyl ococcus aur eus and St rept ococcus spp. coul d obt ai n r el i abl e

r es ul t s whi ch showed s i mi l l ar degr ee of s t r ai n di f f er ent i at i on

abi l i t y and r epr oduci bi l i t y as PFGE i n s hor t er t i me wi t h l es s

anal yzi ng cos t . I s ol at ed genomi c DNA was ampl i f i ed wi t h newl y

des i gned pr i mer KI K I . The PCR condi t i on was i ni t i al denat ur at i on at

93℃ f or 3 mi nut es , 35 cycl es of denat ur at i on at 93℃ f or 1 mi mut es

anneal i ng at 37℃ f or 1 mi nut es and ext ens i on 72℃ f or 1 mi nut es ,

and f i nal ext ens i on at 72℃ f or 4 mi nut es . The ampl i f i ed DNA pr oduct

was el ect r ophor esed at 100 vol t f or 2 hour s wi t h 1. 5% agar os e gel .

For t he pr act i cal appl i cat i on of t he r es ul t s , common s us cept i bl e

ant i bi ot i cs agai ns t al l t he i s ol at ed s t r ai ns t ur ned out t o be

amoxi ci l l i n- cl avul ani c aci d, ampi ci l l i n- s ul bact am and

chl or ampheni col . Bact er i al s t r ai ns s ens i t i ve t o ant i bi ot i cs and

di s i nf ect ant s coul d be r el at ed wi t h PFGE genot ypes .

1. 서론

목장의 우유생산 환경에서 유방염 원인균의 확산을 적절히 관리하고

치료대책을 수립함에 있어서 원인균의 특성과 균종 및 균주의 동정과

genot ypi ng이 필요하며 저렴한 경비로 간편하게 이용 할 수 있는 방법을

고안하는 것은 매우 중요한 과제이다( Romeo, 1999: St ephen 등, 1994) .

일반적으로 병원성균을 분류 혹은 t ypi ng 함에 있어서 가장 그 분별능

력이 민감하고 재현성이 높은 방법은 PFGE 방법인 것으로 알려지고 있다

( Tynkkynen 등, 1999: Young 등, 1994: Manuel등, 1993) .

그러나 PFGE 방법은 경비가 많이 소요되는 방법으로서 그 시험방법도

복잡한 절차를 걸치며 오랜 시간이 소요되는 몇 가지 해결해야할 문제를

갖고 있다.
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국내외 낙농가의 가장 중요한 관심사항의 하나는 젖소의 유방염을 치료

하는 것일 것이다. 경제적인 손실은 실로 엄청날 뿐만 아니라, 근래에 와

서는 유방염의 치료에 쓰이는 항생물질들이 원유의 잔류물질로서 국민보

건위생에 중요 지표로 되고 있다. 실례로 국내 가공업계 가운데에서도 잔

류물질 파동으로 급격한 매출감소를 감수 할 수밖에 없었다.

국민보건에 있어서 중요한 결과를 초래하게 하는 원인의 올바른 진단이

무엇보다도 중요한 선결과제이다. 유방염의 원인 균주의 동정과 조기진단

에 대한 연구결과로부터 PFGE에 의한 방법이 유용한 것으로 확인되었으

며, 이와 유사한 목적으로 사용가능한 방법으로서 RAPD 기법을 검토하기

위하여 본 연구가 수행되었고, 균주동정과 genot ypi ng에 있어서 PFGE 방

법과 RAPD 방법을 비교 분석하고 원유 중에 있는 체세포와 미생물을 진단

하는 방법을 검토하기 위하여 수행되었다.

2. 재료 및 방법

가. 공시균주

본 연구에 이용된 균주는 서울대학교 수의과대학에서 분양 받은 표준

균주와 경기도 안성시 일원의 낙농농가에서 직접 분리 동정한 균주를 이

용하였다. 그 내용은 다음의 Tabl e 1, Tabl e 2 및 Tabl e 3에 제시하였다.

표준균주 및 분리된 균주는 BHI ( Br ai n hear t i nf us i on) br ot h( Di f co.

U. S. A)에 배양하여 연구에 이용되었다.

나. Genomi c DNA의 분리

하룻밤 배양액을 1. 5 ㎖ mi cr ocent r i f uge t ube에 원심분리하고, 50

mM EDTA에 세척한 뒤에 Wi zar dTM Genomi c DNA pur i f i cat i on ki t

( Pr omega, U. S. A)를 이용하여 분리하였다.

다. PCR 조건과 pr i mer의 결정

PCR 수행에 있어서 pol ymer as e와 dNTP는 Pr eMi xTM- Top ( Bi oneer ,

Kor ea)를 이용하였고, MgCl 2의 농도는 1. 5mM을 기준으로 하였다. Ther mal

cycl er는 Per ki n el mer 2400으로 수행하였다. RAPD에 있어서의 cycl er 조

건은 최초 denat ur at i on을 93℃에서 3분에서 수행하고 denat ur at i on 93℃

에서 1분, anneal i ng 37℃에서 1분 및 ext ens i on 72℃에서 1분을 35회 반
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복하였고, 마지막 ext ens i on은 72℃에 4분간 수행하였다. 전기영동은

1. 5% agar ose gel을 이용하여 100V에서 2시간 수행하였다.

RAPD에 적정한 pr i mer를 선정하기 위하여 7개의 pr i mer를 이용하였으

며, 각각의 pr i mer들은 염기의 비율( G+C cont ent )에 따라 선별되었고,

KI K I과 KI K I I pr i mer는 본 연구실에서 설계하였다.

Tabl e 1. Ref er ences s t r ai ns of St r ept ococcus s pp. and St aphyl ococcus

s pp.

St r ept ococcus s pp. .
1. St r ept ococcus agal act i ae CU
2. St r ept ococcus agal act i ae ATCC 13813
3. St r ept ococcus uber i s CU
4. St r ept ococcus uber i s ATCC 27985
5. St r ept ococcus dysagal act i ae ATCC 27957
6. St r ept ococcus pyogenes CU
St aphyl ococcus s pp.

7. St aphyl ococcus epi der mi di s CU
8. St aphyl ococcus epi der mi di s ATCC 12228
9. St aphyl ococcus hyi cus NVRI

10. St aphyl ococcus aur eus NCTC 9393
11. St aphyl ococcus aur eus FRI 913 ( Ent er t oxi n A- C)
12. St aphyl ococcus aur eus ATCC 13515 ( Ent er t oxi n A)
13. St aphyl ococcus aur eus MNHOC ( Ent er t oxi n B)
14. St aphyl ococcus aur eus MNDON ( Ent er t oxi n C)
15. St aphyl ococcus aur eus FRI 472 ( Ent er t oxi n D)
16. St aphyl ococcus aur eus FRI 326 ( Ent er t oxi n E)
17. St aphyl ococcus aur eus RN4220 ( Ent er t oxi n C- bovi ne)
18. St aphyl ococcus aur eus FRI MN8 TSST- 1
19. St aphyl ococcus aur eus RN4220 No t oxi n
20. St aphyl ococcus aur eus 805( T)
21. St aphyl ococcus aur eus 807( C)
22. St aphyl ococcus aur eus 877( A- S)
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Tabl e 2. St r ai ns of St aphyl ococcus s pp.

Far m St r ai n Or i gi n Far m St r ai n Or i gi n

중앙
( 9 )

CU 1101 깔짚

주림
( 9 )

CU 1126 경산우 유두공

CU 1102 초산우 유두공 CU 1127 유방염 유두공

CU 1103 경산우 질 CU 1128 유방염 우유

CU 1104 개 CU 1129 축사

CU 1105 축사 CU 1130 초산우 우유

CU 1106 사료 CU 1131 경산우 우유

CU 1107 비경 CU 1132 착유기 내부

CU 1108 질

세공주
( 11 )

CU 1133 축사

CU 1109 직장 CU 1134 착유기 내부

펠렉스
( 5 )

CU 1110 개 CU 1135 개

CU 1111 공기 CU 1136 우유

CU 1112 개 CU 1137 초산우 우유

CU 1113 우유 CU 1138 우유

CU 1114 우유 CU 1139 우유

웅수
( 9 )

CU 1115 경산우4 질② CU 1140 건유기 비경

CU 1116 이유후 비경 CU 1141 경산우 비경

CU 1117 산우4 질① CU 1142 경산우 직장

CU 1118 착유기 內 CU 1143 경산우 유두공

CU 1119 개

성원
( 12 )

CU 1144 Bed

CU 1120 사료 CU 1145 Dog

CU 1121 송아지 비경 CU 1146 경산우 Mi l k 9

CU 1122 우유 CU 1147 이유후 직장

CU 1123 우유 CU 1148 경산우 비경

주림
CU 1124 초산우 Mi l k CU 1149 Ai r

CU 1125 초산우 유두공 CU 1150 Bed
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Far m St r ai n Or i gi n Far m St r ai n Or i gi n

성원
( 12 )

CU1151 관리자

영오
( 9 )

CU1172 경산우 유두공

CU1173 초산우 유두공CU1152 비경

CU1174 우유 3693
CU1153 직장

CU1175 착유기 內

CU1154 유두공 CU1176 깔짚

CU1155 송아지 직장

오현경
( 6 )

CU1177 우유 8

CU1178 우유 2

CU1179 유방염 우유 4

CU1180 우유 2

초야
( 12 )

CU1156 경산우 우유 4

CU1181 우유 20CU1157 사료

CU1158 축사 CU1182 개

CU1159 착유기 내부

건천
( 10 )

CU1183 미경산우 질

CU1184 경산우 체면
CU1160 개

CU1185 유방염 우유 1
CU1161 우유 4

CU1186 유방염 우유 2

CU1162 우유 8 CU1187 축사

CU1163 우유 7 CU1188 사료

CU1164 송아지 비경 CU1189 개

CU1165 송아지 직장 CU1190 축사

CU1166 송아지 질 CU1191 송아지 비경

CU1167 경산우 비경 CU1192 송아지 직장

영오
( 9 )

CU1168 개

CU1169 경산우 체면

CU1170 관리자

CU1171 초산우 유두공
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Tabl e 3. St r ai ns of St rept ococcus spp.

우 유 시 료

Far m St r ai n Or i gi n Far m St r ai n Or i gi n

중앙 CU2101 초산우 Mi l k 12 성원 CU2112 Mi l k 2

중앙 CU2102 유방염 Mi l k 21 성원 CU2113 Mi l k 1

펠렉스 CU2103 경산우 Mi l k 7 초야 CU2114 Mi l k 3

주림 CU2104 경산우 Mi l k 1 초야 CU2115 Mi l k 4

중앙 CU2105 Mi l k 15 초야 CU2116 Mi l k 9

중앙 CU2106 Mi l k 6 초야 CU2117 Mi l k 8
중앙 CU2107 Mi l k 10 영오 CU2118 Mi l k 3643

펠렉스 CU2108 Mi l k 6 영오 CU2119 Mi l k 8040

펠렉스 CU2109 Mi l k 2 영오 CU2120 Mi l k 3

웅수 CU2110 Mi l k 1 오현경 CU2121 Mi l k 5

성원 CU2111 Mi l k 4 건천 CU2122 Mi l k 8

목 장 환 경 우 체 표 면

Far m St r ai n Or i gi n Far m St r ai n Or i gi n

중앙 CU2123 Feed s t uf f 중앙 CU2136 경산우 유두공

중앙 CU2124 Equi p 내부 중앙 CU2137 경산우 질

펠렉스 CU2125 Dog 중앙 CU2138 경산우 비경

펠렉스 CU2126 Ai r 중앙 CU2139 경산우 Si de

펠렉스 CU2127 Beddi ng 중앙 CU2140 이유후 직장
건천 CU2128 Handl er 주림 CU2141 유방염 Si de

초야 CU2129 Wat er 초야 CU2142 송아지 비경

영오 CU2130 Beddi ng 초야 CU2143 직장

영오 CU2131 Equi p 내부 초야 CU2144 경산우 비경

영오 CU2132 Ai r 초야 CU2145 질

영오 CU2133 Handl er 영오 CU2146 질
오현경 CU2134 Wat er 영오 CU2147 송아지 비경

오현경 CU2135 Equi p 내부 영오 CU2148 경산우 유두공

영오 CU2149 직장

건천 CU2150 경산우 비경
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3. 결과

가. 균주동정 및 genot ypi ng에서 PFGE 방법의 대체 목적으로 RAPD 적용가

능성

1) RAPD에 의한 균주의 genot ypi ng 분별 능력 비교

Tabl e 4. PFGE와 RAPD에 의한 genot ypi ng 분별능력

St r ai ns Tot al Number of genot ype( s ) by

Number RAPD PFGE

St aphyl ococcus aur eus 57 8 19

St r ept ococcus uber i s 19 7 7

St r ept ococcus dysagal act i ae 22 7 11

Tabl e 4에서 제시된 바와 같이 전염성 유방염 원인균주 St aph. aureus

57 균주를 dendr ogr am을 이용한 genot ypi ng한 결과 RAPD 방법을 적용한

경우에는 8개의 genot ype으로 분별되는 반면 PFGE 방법으로 시행한 경우

에는 각각 19개의 genot ype을 얻게되었다. 또한 St r . uber i s 19 분리균주

를 t ypi ng한 결과 RAPD의 경우 7 t ype으로 그리고 PFGE의 경우 7 t ype

으로 분류할 수 있었으며, St r . dys agal act i ae 22 균주에 대한

genot ypi ng 결과 RAPD 방법을 이용한 경우 7 t ype, PFGE 의 경우 6 t ype

으로 분류 가능하였다. 위의 genot ypi ng 분별 능력을 유방염 원인균의 경

우에서 비교 분석할 경우 St aphyl ococcus aur eus와 St r . dys agal act i ae

PFGE 방법이 더 우수한 것으로 나타났으나 St r . uber i s는 동일한 수준인

것으로 나타났다.

RAPD방법이 약간의 분별력의 부족한 면이 있으나 임상적인 적용에 있어

서는 적용이 가능할 것으로 판단되며, 이 기법은 인간의 병원균 분류에도

활용되고 있다.

Fi g. 1과 2에서는 St r . dys agal act i ae의 pr i mer Re EI을 이용한 RAPD 전

기영동과 dendr ogr am 분석 결과를 제시하였다. Fi g. 3에서는 St r .

dys agal act i ae의 분리균주의 PFGE dendr ogr am을 나타냈다.
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Fi g. 1. St r ept ococcus dys agal act i ae의 RAPD

Lane 1; si ze mar ker , l ane 2; CU 2101, l ane 3; CU 2103, l ane 4; CU 2105,
l ane 5; CU 2106, l ane 6; CU 2107, l ane 7; CU 2108, l ane 8; CU 2109, l ane 9;
CU 2112, l ane 10; CU 2113, l ane 11; CU 2115, l ane 12; CU 2118, l ane 13; CU
2120, l ane 14; CU 2125, l ane 15; CU 2127, l ane 16; CU 2128, l ane 17; CU
2130, l ane 18; CU 2134, l ane 19; CU 2138, l ane 20; CU 2139, l ane 21; CU
2141, l ane 22; CU 2147, l ane 23; CU 2150.

S train s

CU 2101
CU 2103
CU 2112
CU 2138
CU 2113
CU 2107
CU 2130
CU 2150
CU 2108
CU 2118
CU 2139
CU 2141
CU 2109
CU 2128
CU 2105
CU 2115
CU 2134
CU 2147
CU 2127
CU 2106
CU 2120
CU 2125

Fi g. 2. Dendr ogr am of St r ept ococcus dys agal act i ae RAPD pat t er n
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Type St r a i ns

a CU 2115
a CU 2147
a CU 2112
a CU 2113
a CU 2108
a CU 2109
a CU 2125
c CU 2141
c CU 2103
c CU 2101
b CU 2120
b CU 2127
b CU 2150
b CU 2134
d CU 2139
e CU 2105
f CU 2138
g CU 2128
h CU 2106
i CU 2130
j CU 2107
k CU 2118

Fi g. 3. Dendr ogr am of St rept ococcus dys agal act i ae의 PFGE pat t en

dendr ogr am

2) 적정 pr i mer의 선정

RAPD에 의한 genot ype에 있어서 균주 분별력이 높은 pr i mer를 선정하

기 위하여 표준균주 22 균주에 대하여 LAB ar bI , ReAI , ReDI , ReEI ,

Guel I , KI KI 및 KI KI I 등 7개의 pr i mer를 선택하였고, 염기서열는 Tabl e

5에 제시하였다. 그리고 각각 pr i mer를 이용한 RAPD 전기영동을 실시하였

으며, 그 결과를 근거로 하여 dendr ogr am분석을 실시하고 분별력이 가장

우수한 것으로 판명된 KI KI , KI KI I 및 LAB ar bI 3개의 pr i mer를 선정하였

다.

선정된 3개의 pr i mer가 가진 공통점은 그 염기수는 10개이며 서열은

각각 TGCACTGATG, ATGTATCGCG 및 ATGTAACGCC이다. 이들은 G+C mol e%가

50%라는 공통점도 있다. 3개 pr i mer의 표준균주 22 균주에 대한 분별 능

력은 공히 9개의 genot ype으로 구분하는 능력이 있는 것으로 나타났다.

Fi g. 4에서는 표준균주에 대한 Ki KI pr i mer를 이용하여 RAPD 분석할

때 나타나는 band pat t er n과 Fi g. 5와 Fi g. 6에서는 KI KI I pr i mer를 이용

하여 RAPD 분석의 band pat t er n과 dendr ogr am이 제시되었다.
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Tabl e 5. Pr i mer sequences and compos i t i on

Pr i mer Sequence G+C cont ent ( %)
LAB ar b I ATGTAACGCC 50

Re AI TGCACTGGAG 60

Re DI TCCACGGACG 70

Re EI ATGTTCCAGG 50

Guel I AGCAGCGTGG 70

KI K I TGCACTGATG 50

KI K I I ATGTATCGCG 50

Fi g. 4. RAPD genot ypi ng of s t andar d s t r ai ns of s t aphyl ococcus aureus

s t r ept ococcus s pp. ( us e f or KI K I )

Lane 1; s i ze mar ker , Lane 2; St rept ococcus agal act i ae CU, l ane 3;
St rept ococcus agal act i ae ATCC 13813, l ane 4; St rept ococcus uber i s CU, l ane
5; St rept ococcus uber i s ATCC 27958, l ane 6; St rept ococcus dysagal act i ae
27957, l ane 7; St rept ococcus pyogenes CU, l ane 8; St aphyl ococcus
epi dermi di s CU, l ane 9; St aphyl ococcus epi dermi di s ATCC 12228, l ane 10;
St aphyl ococcus hyi cus NVRI , l ane 11; St aphyl ococcus aureus NCTC 9393, l ane
12; St aphyl ococcus baaureus FRI 913, l ane 13; St aphyl ococcus aureus ATCC
13515, l ane 14; St aphyl ococcus aureus MNHOCH, l ane 15; St aphyl ococcus
aureus MNDON, l ane 16; St aphyl ococcus aureus FRI 472, l ane 17;
St aphyl ococcus aureus FRI 326, l ane 18; St aphyl ococcus aureus RN4220
pMI N403, l ane 19; St aphyl ococcus aureus FRI MN8, l ane 20; St aphyl ococcus
aureus RN4220, l ane 21; St aphyl ococcus aureus 805( T) , l ane 22;
St aphyl ococcus aureus 807( C) , l ane 23; St aphyl ococcus aureus 877( A- S)
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Fi g. 5. RAPD genot ypi ng of s t andar d s t r ai ns of s t aphyl ococcus aureus

s t r ept ococcus s pp. ( us e f or KI K I I )

Lane 1; s i ze mar ker , Lane 2; St r . agal act i ae CU, l ane 3; St r . agal act i ae
ATCC 13813, l ane 4; St r . uber i s CU, l ane 5; St r. uber i s ATCC 27958, l ane 6;
St r . dysagal act i ae 27957, l ane 7; St r . pyogenes CU, l ane 8; St aphyl ococcus
epi dermi di s CU, l ane 9; St aphyl ococcus epi dermi di s ATCC 12228, l ane 10;
St aph. hyi cus NVRI , l ane 11; St aph. aureus NCTC 9393, l ane 12; St aph.
baaureus FRI 913, l ane 13; St aph. aureus ATCC 13515, l ane 14; St aph. aureus
MNHOCH, l ane 15; St aph. aureus MNDON, l ane 16; St aph. aureus FRI 472, l ane
17; St aph. aureus FRI 326, l ane 18; St aph. aureus RN4220 pMI N403, l ane 19;
St aph. aureus FRI MN8, l ane 20; St aph. aureus RN4220, l ane 21; St aph.
aureus 805( T) , l ane 22; St aph. aureus 807( C) , l ane 23; St aph. aureus

877( A- S)
S train s

S. agal act i ae CU
S. agal act i ae ATCC 13813
S. hyi cus NVRI
S. aureus RN4220
S. uber i s CU
S. epi der mi di s ATCC 12228
S. pyogenes CU
S. epi der mi di s CU
S. aureus 807( C)
S. aureus 877( A- S)
S. dysagal act i ae 27957
S. aureus ATCC 13515
S. aureus FRI 326
S. aureus RN4220 pMI N403
S. aureus FRI MN8
S. aureus FRI 913
S. aureus MNHOCH,
S. aureus MNDON
S. aureus FRI 472
S. aureus 805( T)
S. uber i s ATCC 27958
S. aureus NCTC 9393

Fi g. 6. Dendr ogr am of RAPD pat t er n of s t andar d s t r ai ns of St aph.
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aur eus and s t r ept ococcus s pp. ( us e f or KI KI I )

3) 계대 배양된 균주의 RAPD 재현성

A)

B)

Fi g. 7. RAPD pat t er n of s t aphyl ococcus aureus and s t r ept ococcus

s pp. i s ol at es A) ; 1s t s ubcul t ur e B) 3r d s ubcul t ur e

Lane 1; s i ze mar ker , l ane 2; S. aureus CU 1103, l ane 3; S. aureus CU 1106,
l ane 4; S. aureus CU 1108, l ane 5; S. aureus CU 1123, l ane 6; S. aureus CU
1126, l ane 7; S. aureus CU 1129, l ane 8; S. aureus CU 1135, l ane 9; S.
aureus CU 1147, l ane 10; S. aureus CU 1155, l ane 12; S. uber i s CU 2101,
l ane 12; S. uber i s CU 2111, l ane 13; S. uberi s CU 2113, l ane 14; S. uber i s
CU 2149, l ane 15; S. agal act i ae CU 2114, l ane 16; S. agal act i ae CU 2119,
l ane 17; S. agal act i ae CU 2132, l ane 18; S. dysagal act i ae CU 2112, l ane
19; S. dysagal act i ae CU 2115, l ane 20; S. dysagal act i ae CU 2151

Fi g. 7의 상부( A)에서는 s ubcul t ur e를 1회 시행한 후 RAPD pat t er n을

제시한 것이고 하부( B)의 pat t er n은 3회 s ubcul t ur e 한 이후 나타난 RAPD

pat t er n 이다. 각 균주에 대한 계대배양과 더불어 나타나는 band pat t er n

의 변화는 거의 보이지 않고 동일한 상태를 나타내어 RAPD 방법의 재현성
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을 나타내고 있다.

4) 동일균주에 대한 PFGE 및 RAPD 결과 비교

( A) ( B)

Fi g. 8. St aphyl ococci spp.에 있어서 동일한 시료의 PFGE와 RAPD 결과

비교

( A) PFGE

Lane 15 : St aphyl ococcus aur eus CU1167

l ane 16 : St aphyl ococcus aur eus CU1166

l ane 17 : St aphyl ococcus aur eus CU1165

l ane 18 : St aphyl ococcus aur eus CU1164

( B) RAPD

Lane 8 : St aphyl ococcus aur eus CU1167

l ane 7 : St aphyl ococcus aur eus CU1166

l ane 6 : St aphyl ococcus aur eus CU1165

l ane 5 : St aphyl ococcus aur eus CU1164
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( A) ( B)

Fi g. 9. St rept ococcus spp.에 있어서 동일한 s ampl e에 대한 PFGE와 RAPD

결과의 비교

( A) PFGE l ane 4 : St r ept ococcus CU2122

l ane 5 : St r ept ococcus CU2145

l ane 6 : St r ept ococcus CU2143

( B) RAPD l ane 18 : St r ept ococcus CU2122

l ane 21 : St r ept ococcus CU2145

l ane 19 : St r ept ococcus CU2143

Fi g. 8 및 Fi g. 9에서 제시된 결과와 같이 동일한 St aphyl ococcus

aur eus 균주와 St r ept ococcus s pp. 균주는 동일한 pat t er n을 보이는 것

이 확인되었다. 따라서 RAPD 방법도 genot ypi ng에 있어 유용한 도구로 활

용이 가능하다는 것을 보여주었다.
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나. 현장활용도 증진 방향

1) 목장별 항생제 감수성 성향

항생제에 대한 감수성의 성향 분석결과를 종합하여 유방염 원인균주로

서 각 목장에서 분리된 종과 genot ype과 감수성이 높은 항생제를 Tabl e 6

에 제시하였다. 각 목장에서 분리 동정된 유방염 원인균주가 나타내는 감

수성 표를 근거로 하여 항생제의 명칭을 표에 제시하였다.

연구 대상이었던 9 목장에서 분리된 병원균주에게 강력하게 감수성을

나타내는 항생제는 목장에 따라 4∼8개로 나타났다. 중앙목장의 경우

amoxi ci l l i n- cl avul ani c aci d, ampi ci l l i n- s ul bact am, chl or ampheni col ,

i mi penem, t r i met hopr i m- s ul f amet hoxazol e 및 vancomyci n 등이 강력한 생

장 억제 및 살균 효과를 나타내며 따라서 이 범위의 항생제 중에서 가격

면이나 현실적으로 구입가능 한 약제를 이용할 수 있을 것이다. 성원목장

의 경우는 amoxi ci l l i n- cl avul ani c aci d, ampi ci l l i n- s ul bact am,

chl or ampheni col , i mi penem, t r i met hopr i m- s ul f amet hoxazol e,

vancomyci n, t et r acycl i ne 및 ci pr of l oxaci n가 유효한 것으로 확인된바

있다. 9개 목장에서 분리된 모든 균주에게 감수성을 가지는 항생제는 3종

으로서 amoxi ci l l i n- cl avul ani c aci d, ampi ci l l i n- s ul bact am, 및

chl or ampheni col이었다.

2) St r ept ococcus uber i s에서 genot ypi ng을 통한 항생제 및 소독제 감수

성 추적 예

현장에서 활용할 수 있는 주요 기술정보로서 목장별 분리되는 주요 유

방염 원인균에 대하여 genot ype 별 항생제와 소독제에 대한 감수성 dat a

bas e를 보관하고 있는 경우 genot ypi ng 결과로서 적절한 항생제 및 소독

제선택을 할수 있는 예로 Tabl e 7의 자료를 활용할수 있다.

Tabl e 7에서 제시된 내용은 PFGE 시험 dat a를 St r . uber i s에 국한된

자료를 이용하는 sampl e로 제시되었으나 가축보건위생연구소 분소가 각

도에 3- 4개 설치되어 있는 현실이고 또 상당 수준의 시험장비가 구비되어

있는 현실을 감안한다면 권역 내의 유방염 원인균 t ypi ng을 본절에서 제

시한 결과를 간략화된 기법 RAPD 방법에 근거하여 genot ypi ng을 하여 기

초자료를 확보해두면 농가에서 유방염에 대한 치료 또는 예방을 위한 소

독제 선택에 대하여 과학적인 지도활동을 할 수 있을 것으로 사료된다.
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Tabl e 6. Genot ypes and r ecommended ef f ect i ve ant i bi ot i cs f or

s t ai ns i s ol at ed f r om f ar ms .

Far ms
Genot ypes ( PFGE) Ant i bi ot i cs ＊

( Recommended)St aph. aur eus St r . uber i s
St r .

dys agal act i ae

중앙 a, d
Am, SAM, C, I PM,
S, Va

초야 c, d, f , h b, c
Am, SAM, C, I PM,
S

영오 a, h a, d, c a, d
Am, SAM, C, I PM,
S

패랙스 s a, b Am, SAM, C, Va

세공주
a, d, f , i ,

p
c, f Am, SAM, C, S, Va

건천 g, Am, SAM, C, S

웅수 b, f , n
Am, SAM, C, I PM,
S, Va

오현경 d, g
Am, SAM, C, I PM,
S, Va

성원 a
Am, SAM, C, I PM,
S, Va, Te, CI P

* amoxi ci l l i n- cl avul ani c aci d( Am) , ampi ci l l i n sul bact am( SAM) ,
chl or ampheni col ( C) , i mi penem( I PM) , t r i met hopr i m- s ul f amet hoxazol e( S) ,
vancomyci n( Va) , t et r acycl i ne( Te) , ci pr of l oxaci n( CI P)
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Tabl e 7. Genot ypes and ant i bi ot i c sus cept i bi l i t y i n St r . uber i s

Dr ug s us cept i bi l i t y*

Genot ype( PFGE) Sus cept i bl e ant i bi ot i cs Di s i nf ect ant

a C, CI P, I PM, S L, F

c AmC, SAM, I PM, S L, F, B

d AmC, SAM, I PM, F, G, B

e AmC, AM, C, CI P, I PM, S, Va L, F, G, B

f AmC, SAM, C, CM, I PM, S, Va L, F, G, B

g AmC, SAM, C, CI P, I PM, Te, S, Va L, F, G, B

* amoxi ci l l i n- cl avul ani c aci d ( Am) , ampi ci l l i n s ul bact am( SAM) ,

chl or ampheni col ( C) , i mi penem ( I PM) ,

t r i met hopr i m- s ul f amet hoxazol e( S) , vancomyci n ( Va) , t et r acycl i ne

( Te) , ci pr of l oxaci n ( CI P)

L: l ong l i f e( 1: 250) F: Far mf l ui d( 1: 500) G: Ger mex( 1: 1000)

B: Bet adi n( 1: 10)

4. 고 찰

St aphyl ococcus aur eus와 St r ept ococcus s pp.의 균주 수준에까지 동정

하고 이들의 유전자형을 결정하는 것은 유방염 관리 및 치료와 소독에 의

하여 유 생산환경에서 제거 및 퇴치에 있어서 중요한 의의를 갖는다. 적

절한 t ype을 결정하고 이에 대한 항생제 저항성과 소독제 저항성에 관한

기초 dat a를 확보한 상태에서는 투약에 의한 치료를 하는 경우에는 물론

목장에서 소독작업도 적정하게 하는 기초가 될 것이다.

본 연구에서는 가장 이상적인 genot ypi ng 방법으로 알려진바 있는

PFGE 방법에 의하여 주요 균주에 대한 t ypi ng을 시행하고 이들의 항생제

저항성 pat t er n과 소독제에 대한 저항성 dat a bas e를 확보하였으며 이를

보다 저렴하고 빠른 시일 내에 결과를 얻을 수 있는 대용방법을 고안한다

는 면에서 RAPD에 의한 genot ypi ng 방법과 비교 분석을 시도하였다.

병원균주와 주요 산업균주의 균주별 동정은 오랜 동안 지속되어온 주

요과제로서 균주의 genot ypi ng 분별능력이 우수한지 여부를 비교 검토하

였고, 적정 pr i mer를 고안하여 선정하는 과정에서 7개의 pr i mer에 대한
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RAPD 반응 시험에서 그 결과를 비교 검토하여 재현성이 우수한 것을 확인

하였으며, 동일 균주에 대한 PFGE 및 RAPD pat t er n 형성도 동일한 성향의

pat t er n을 보이는 것이 확인되어, RAPD 방법을 이용한 genot ypi ng 방법으

로 사용 가능하다는 것으로 판단하게 되었다.

5. 결 론

유방염의 원인균인 St aphyl ococcus aur eus와 St r ept ococcus s pp.의

genot ypi ng 방법 중에서 PFGE 방법을 대체할 수 있는 신속 정확한 대체방

법으로서 genot ype의 판별능력과 적정 pr i mer의 선택 및 재현성을 검토한

결과 RAPD 방법을 적용 할 수 있는 것으로 확인되었다. Genomi c DNA

pur i f i cat i on ki t를 이용하여 분리하고, 본 연구에서 고안된 KI KI

pr i mer ( TGCACTGATG)를 사용하여 PCR을 수행하며, RAPD에 있어서의 cycl er

조건은 최초 denat ur at i on 93℃에서 3분 동안 수행하고 denat ur at i on 9

3℃에서 1분, anneal i ng 37℃에서 1분 및 ext ens i on 72℃에서 1분을 35회

반복하였고, 마지막 ext ens i on은 72℃에 4분간 수행한다. 전기영동은

1. 5% agar os e gel을 이용하여 100 vol t age에서 2시간 수행하는 방법으로

서 genot ypi ng과 균주동정에 유효하게 활용될 수 있다.

현장활용도를 증진 방향으로서 대상 목장에서 나타나는 모든 유방염

원인균에 감수성을 나타내는 항생물질로서 제시된 것은

amoxi ci l l i n- cl avul ani c aci d, ampi ci l l i n s ul bact am, chl or ampheni col

이었다. 또한 St r ept ococcus uber i s에서 genot ypi ng을 통한 항생제 및 소

독제 감수성 추적 예를 제시하여 genot ypi ng을 통하여 특성을 신속히 탐

지하는 방법을 예시하였다.
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