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국내·외 신기술 신소재 PCR을 이용한 우유 및 유제품 내 식중독균 검출

서 론

우유 및 유제품의 소비가 최근 5년간 꾸준히 증가하여, 2015년 연유, 버터, 치즈 및 발효유의 연간 소비량이 2010년 대

비 평균 1.22배에 다다르고 있다(국가통계포털). 우유 및 유제품은 그 자체로 섭취되기도 하나, 다른 식품의 주요 성분으

로 적용되기 때문에 유제품의 안전성은 식품업계 전반의 위생에 영향을 미친다. 따라서 식품의약품안전처는 우유 및 유제

품의 안전성을 위해 화학적, 물리적, 생물학적 위해 요소에 대한 엄격한 기준을 제시하고 있다(한국 식품의약품 안전처, 

2015). 특히 식중독 발생 시의 파급효과에 따라 식중독균에 대한 정부, 산업계, 학계의 관심이 높은 실정이다.

축산물의 가공기준 및 성분규격과 식품공전 내 식품일반의 기준 및 규격에 의하면 우유 및 유제품 내 살모넬라, 황색포

도상구균, 장염비브리오균, 리스테리아 모노사이토제네스, 장출혈성 대장균, 캠필로박터 제주니/콜리, 여시니아 엔테로콜

리티카 등의 식중독균 불검출 기준으로 규정되어 있으며, 영·유아 섭취를 목적으로 하는 조제유의 경우 위의 기준과 함께 

엔테로박터 사카자기의 불검출 기준이 추가적으로 포함되어 있다(한국 식품의약품 안전처, 2015). 우유 및 유제품을 포함

한 식품 내 식중독균 존재여부는 전통적으로 배지배양법에 의해 수행되어 왔다. 배지배양법을 기초로 한 식중독균 검출법

은 체계적으로 정리되어 있으며, 현재 식품공전 및 축산물의 가공기준 내 미생물 시험법의 기준방법으로 사용되고 있다. 

배지배양법을 이용한 식중독균 검출법은 고도로 훈련된 인력이 필요함은 물론 2~3일 이상의 분석시간을 요구한다. 따라

서 배지배양분석법 및 원료저장에 관련된 비용은 식품가공업체의 경제적 부담으로 인식된다(Forsythe, 2010). 더욱이 식중

독균이 식품에 극소량 존재할 경우 식중독균이 배양과정 중 원활히 증균되지 않을 수 있고, 식중독균의 존재에도 불구하

고 위음성(false-negative)결과를 나타낼 수 있다(Yeni, Acar, Polat, Soyer, & Alpas, 2014). 따라서 경제적이고 신속하게 식

중독균을 검출할 수 있는 기법 개발에 대한 연구가 활발하게 진행되고 있다. 최근까지 면역학적 기법 또는 분자생물학적 

기법을 기반으로 하는 식중독균 검출기법에서 괄목할 만한 발전이 있었으며(Law, Ab Mutalib, Chan, & Lee, 2015), 그 중 

분석에 대한 신속도, 정확도, 재현성, 자동화 가능성 등을 고려할 때 분자생물학적 기법을 기반으로 하는 식중독균 검출기

법의 발전 가능성이 높은 것으로 판단된다.

다양한 분자생물학적 기법 중 중합효소 연쇄 반응(polymerase chain reaction; PCR)은 생명과학분야를 비롯하여 식품안전분

야의 발전에 크게 이바지 한 바 있다. PCR은 목표하는 DNA의 특정 서열을 증폭하는 기법으로 현재 질병, 돌연변이, 식중독

균 등의 진단에 널리 적용되고 있다. 더욱이 배지배양법에 의한 식중독균 검출이 2~3일 이상의 배양 시간을 요구하는 반면, 
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PCR 기법을 식중독균 검출에 적용할 경우 최소 2~3시간 이

내에 분석이 완료될 수 있음은 물론 최근 식품 내 식중독균 

DNA 추출과 PCR 분석에 대한 자동화 기기 개발에 따라 경

제적이고 효율적인 식품안전관리 체계를 구축할 수 있다

(Mortari & Lorenzelli, 2014). 본 기고문에서는 PCR 기법에 

대한 과정 및 PCR에 포함되는 요소들의 특성에 대하여 기술

하고 설명하고자 하며, 이를 통해 우유 및 유제품 생산현장

에서 PCR을 이용한 품질관리 기법에 대한 관심 유발과 함께 

PCR 기반의 식중독균 검출기법의 효율적 적용을 도모하고

자 한다.

본론

PCR의 구성 요소 및 DNA 증폭

중합효소연쇄반응(PCR)은 DNA 중합효소(polymerase)의 

연쇄반응을 이용하여 DNA 증폭하고 복제하는 분자생물학

적 기법으로써, PCR 반응을 유기하는 DNA 중합효소(Taq 

polymerase), 증폭하고자 하는 주형 DNA (template DNA), 

DNA 증폭 개시 지점을 제공하는 시발체(primers), DNA 증

폭·복제에 사용되는 deoxynucleotides (dNTP), Taq polymerase

의 조효소로 작용하는 MgCl2 간의 상호작용에 의해 목표하

는 DNA를 증폭한다(그림 1).

PCR은 template DNA에서 증폭을 목표하는 부분 중 증폭

시작 지점의 DNA 서열과 상보적 서열을 나타내는 primer간 

부착과 Taq polymerase의 primer 부착부분 인식에 의해 개

시된다. Template DNA는 두 개의 DNA 단일가닥이 수소결

합에 의해 안정화된 이중가닥으로 존재한다. 따라서 상온

조건에서 primer가 template DNA 상의 증폭개시지점에 부

착할 수 없으나 일정 수준 이상으로 온도를 상승시킬 경우 

이중가닥의 DNA 안정화에 기여하는 수소결합이 깨지고 

두 개의 DNA 단일가닥으로 분리된다. DNA 이중가닥은 

약 80°C 이상에서 분리되기 시작하며, 약 90~96°C에서 완

전히 분리되는 것으로 알려져 있다(Innis & Gelfand, 1999). 

특히 열에 의한 DNA 분리반응은 가역반응으로써 온도를 

낮출 경우 두 개의 DNA 단일가닥이 수소결합에 의해 이중

가닥으로 결합한다. 따라서 template DNA와 primers를 혼

합한 후 온도를 90~96°C로 상승시킨 후 온도를 하강 시킬 

경우 primers를 DNA 단일가닥의 증폭개시지점 부착을 유

기할 수 있다. 다만 온도를 90°C 또는 그 이상으로 상승 시

키기 때문에 열에 안정한 polymerase 사용이 필수적이다. 

온천에서 동정한 Thermus aquaticus로부터 열에 안정한 

polymerase의 발견과(Chien, Edgar, & Trela, 1976) gene engi-

neering을 이용한 Taq polymerase 연속생산(Lawyer et al., 

1989)은 PCR에 의한 실험실 내 DNA 증폭을 가능하게 한 

사건으로 인식된다. Taq polymerase는 primer가 부착된 증

폭개시지점을 인식한 후 DNA 서열에 상보적인 서열의 

DNA를 합성함으로 증폭·복제한다. PCR에 의한 template 

DNA 증폭·복제 과정은 1) DNA 이중가닥을 단일가닥으로 

분리하는 DNA denaturation step (90-96°C for 15 sec-9 

min), 2) primers의 template DNA에 부착을 유도하는 

annealing step (50-65°C for 15-60 sec), 3) Taq polymerase

에 의해 template DNA 상 특정 서열을 증폭하는 extension 

step (70-80°C for 30-60 sec), 4) 잔여 DNA 단일가닥 상 

PCR 반응을 마지막으로 유도하는 final elongation step 

(70-74°C for 5-15 min)으로 구성되며, 1)~3) steps를 

20~40번 반복하여 DNA 증폭을 유도한다(그림 1). PCR에 

의한 DNA 증폭·복제는 Taq polymerase의 종류, primers와 

증폭개시지점간 결합 특이성, MgCl2 농도, PCR step의 온

도·시간 조건 및 분석 시료 내 PCR inhibitors 존재 여부에 

의해 큰 영향을 받는다. 다음은 효율적이며 특이적 PCR 반

응을 유기하기 위한 각 요소의 조건을 설명하고자 한다.

그림 1. PCR 구성 요소 및 PCR에 의한 DNA 증폭과정
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Taq polymerase의 선정

다양한 종류의 Taq polymerase가 현재 생산되어 판매되

고 있다. 각 Taq polymerase는 열안정성, 증폭속도, 증폭신

뢰성, 최장증폭길이에 다른 특성을 나타내며, PCR 목적에 

따라 다른 Taq polymerase 선택·사용이 요구된다. 그러나 

우유 및 유제품 내 식중독균 검출에 적용되는 PCR 기법의 

경우 일반적으로 1 kbp 이하의 짧은 DNA 서열의 신속한 

증폭을 목적으로 하는 바 증폭신뢰성 및 최장증폭길이 보

다 열안정성 및 증폭속도 등을 고려하여 Taq polymerase를 

선택하는 것이 바람직하다. 우유 및 유제품을 포함하는 식

품 내 식중독균 검출에 주로 적용되는 Taq polymerase는 일

반적인 Taq polymerase와 DNA denaturation 과정 중 활성화

되는 hot-start Taq polymerase로 구분될 수 있다. Taq 

polymerase는 일반적으로 72-74°C에서 높은 활력을 나타

내지만 상온에서 효소활성을 나타내며, 상온의 조건에서 

PCR 시료를 장시간 처리할 경우 Taq polymerase의 비특이

적 효소반응에 따른 비특이적 DNA 증폭산물이 생산된다. 

PCR 반응 이전 비특이적 DNA 증폭산물 생산은 목표하는 

template DNA 증폭을 방해함에 따라 지양되어야 한다. 

Hot-start Taq polymerase은 화학물질 또는 항체를 Taq 

polymerase에 부착하여 상온에서 효소활성을 억제한 Taq 

polymerase로써, 약 94~95°C의 DNA denaturation 과정 중 부

착된 화학물질 및 항체가 변성되며, 이후 Taq polymerase이 

활성화된다. Hot-start Taq polymerase는 상온에서 다량의 시

료를 상온에서 처리하여 PCR 분석에 적용할 경우 적합하다. 

다만 일반적인 Taq polymerase에 비해 경제성이 떨어지는 단

점을 가지고 있다.

식중독균 DNA의 PCR 증폭에 사용되는 Taq polymerase

는 25 µL PCR 용액에 1.25 U 수준으로 첨가되어 PCR 증

폭에 적용되는 것이 일반적이나, Taq polymerase 농도를 

1.25 U/25 µL 수준 이상으로 증가시켰을 경우 증폭 효율이 

향상될 수 있다. 그러나 Taq polymerase 농도 증가는 분석

비용 상승을 초래하기 때문에 목표 DNA를 원활하게 증폭

할 수 있는 농도인 1.25 U/25 µL 수준의 첨가가 일반적이

다. 극 소량의 DNA 증폭을 목적으로 할 경우 Taq poly-

merase 농도 증가를 통해 PCR 증폭 효율 향상을 꾀할 수도 

있다.

Primers 설계 및 PCR 적용

PCR을 이용한 식중독균 검출을 위한 PCR primers는 1) 종 

특이적 gene을 선택하고 2) 증폭·복제를 목적으로 하는 gene 

서열의 5’ 시작 부분과 상보적인 forward primer 서열 및 3’ 끝 

부분과 동일서열의 reverse primer 서열을 결정에 의해 설계

된다. 특히 primers과 증폭개시지점간의 특이적 부착성이 

PCR 민감도를 결정함에 따라 주의 깊은 설계가 요구된다. 

15~30 bp의 primers 설계가 적당하며, 일반적으로 식중독균 

검출에 사용되는 Taq polymerase을 이용할 경우 증폭을 목표

하는 서열의 최장길이를 1 kbp 이하로 제한하는 것이 바람직

하다. 또한 primers와 증폭개시지점간의 특이적 부착성을 고

려할 때 primers 내 GC 함량을 50% 수준으로 조정하는 것이 

좋다. 특히 두 primers의 melting temperatures (Tm; primers의 

증폭개시지점 부착과 1 cycle의 PCR 증폭 후 다음 cycle의 

PCR 부착을 위해 각 primer가 증폭개시지점에서 떨어지는 

온도)를 근접하도록 설계하여야 한다. 식중독균 검출을 위한 

PCR에 적용되는 primers는 각 forward primer와 reverse primer 

당 0.2-1.0 µM 수준으로 첨가되어 PCR 증폭반응을 유도할 

수 있다. 비록 PCR 조건에 따라 primers 최적농도 조정이 바

람직하나 일반적으로 각 primer 당 0.4-0.5 µM 수준을 첨가

하여 PCR을 수행하였을 때 식중독균 DNA가 원활히 증폭되

는 것으로 알려져 있다.

식중독균 검출을 위한 PCR primers 설계에 사용되는 주요 

식품 식중독균 genes는 표 1에 기술된 바와 같다(Azlin Mus-

tapha 2006). Primers 설계를 위하여 목표하는 gene의 서열정

보가 필요하며, 각 gene의 서열정보는 NCBI, GenBank 등 공개

되어 있는 박테리아 염기서열 database에서 검색할 수 있다. 

목표하는 gene의 PCR 증폭을 위한 primers 서열은 primer 설

계를 위해 제작되어 대중에 공개된 Primer3 및 Primer-

BLAST 등의 프로그램에 gene 서열 정보를 입력하여 획득할 

수 있다(Koressaar & Remm, 2007; Untergasser et al., 2012; 

Ye et al., 2012). 특히 primer 소프트웨어를 이용하여 primer
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의 길이, 증폭을 목표하는 서열의 길이, GC 함량 및 Tm 등 목

표하는 특성에 따라 primers를 설계하고 선정할 수 있다. 참

고적으로 각 식중독균의 PCR 검출에 사용될 수 있는 primers 

서열정보를 표 2에 정리하여 기술하였다.

MgCl
2
 및 dNTP 농도 결정

Taq polymerase는 2가 양이온과 결합할 경우 원활한 DNA 

합성능력을 나타낸다. 또한 PCR 반응 중 DNA 합성은 

template DNA에 상보적 dNTP의 결합에 의해 이루어지며, 

과정 중 dNTP는 분자구조에 존재하는 phosphate 이온을 상

실한 dNDP 형태를 나타내며 polymer chain를 구성한다. 따

라서 PCR에 의해 DNA 합성의 정도가 증가 할수록 phosphate 

이온의 양이 증가하기 때문에 PCR 용액 내 물리화학적 환경

이 변화한다. 따라서 MgCl2는 1) Taq polymerase 분자에 

Mg2+를 제공함에 따른 Taq polymerase 활성화와 함께 2) 

DNA 합성과정 중 생산된 phosphate 이온을 중화시키는 두 

역할을 도모하고자 PCR 용액에 첨가된다. MgCl2은 PCR 용

액에 1.0-2.0 mM 수준으로 첨가될 수 있으며, 상용화되어 

시판되는 PCR mix 용액의 경우 약 1.5 mM 수준의 MgCl2가 

포함되어 있는 것으로 알려져 있다.

dNTP의 경우 PCR의 목적에 따라 농도 조정이 요구된다. 

식중독균 검출을 위한 PCR 반응 수행은 일반적으로 1 kbp 

이하의 DNA 증폭을 목적으로 하기 때문에 50-200 µM 수

준으로 PCR 용액에 첨가되며, PCR 용액 내 200 µM의 

dNTP 첨가가 일반적이다. 그러나 1 kbp을 초과하는 DNA 

증폭을 목적으로 할 경우 200 µM 이상의 dNTP 첨가가 요

구될 수 있다.

Thermal cycle 조건 설정

앞서 기술한 바와 같이 PCR 반응은 1) DNA denaturation 

step, 2) annealing step, 3) extension step, 4) final elongation 

step으로 구성되며, 1)~3) steps를 20~40번 반복하여 DNA 

증폭을 유도한다. 1)~3) steps의 반복은 최대 40 cycle을 넘

표 1.  식중독균 검출을 위한 PCR 검출기법의 primers 설계 중 사용될 

수 있는유전자

식중독균 Primer 설계에 사용되는 gene

Salmonella spp oriC, ompC, invA, 16S rRNA, rfbS, sefA, orf6e

Staphylococcus aureus
sea, seb, sec, sed, tst, eta, etb,  

23S rRNA, entC

Vibrio spp tdh, vvhA, toxR, hlyA, tdh, trh, tlh

Listeria monocytogenes iap, hlyA, iap, hlyA, inlAB, actA, hlyA

Eschericiha coli 
O157:H7

stx1, stx2, uidA, eaeA, stx1,  

stx2, fliCh7, hlyAO15

Campylobacter spp fla, ask, mapA, ceuE, ccoN, omp50

Yersinia enterocolitica yadA, ail, yst

표 2. PCR을 이용한 식중독균 검출에 이용되는 primers 서열

식중독균 Target gene Primer 서열 참고문헌

Salmonella spp invA
F: CGGTGGTTTTAAGCGTACTCTT
R: CGAATATGCTCCACAAGGTTA

(Fratamico, Bagi, & Pepe, 2000)

Staphylococcus aureus sea
F: CCTTTGGAAACGGTTAAAACG
R: TCTGAACCTTCCCATCAAAAAC

(Becker, Roth, & Peters, 1998)

Vibrio spp tdh
F: TTTCATGATTATTCAGTTT
R: TTTGTTGGATATACACAT

(Karunasagar, Sugumar, Karunasagar, & 

Reilly, 1996)

Listeria monocytogenes hlyA
F: TTGCCAGGAATGACTAATCAAG
R: ATTCACTGTAAGCCATTTCGTC

(Amagliani et al., 2004)

Eschericiha coli O157:H7 stx1
F: CAGTTAATGTGGTGGCGAAGG
R: CACCAGACAATGTAACCGCTG

(Cebula, Payne, & Feng, 1995)

Campylobacter spp flaA/B
F: CCAAATCGGTTCAAGTTCAAATCAAAC
R: CCACTACCTACTGAAAATCCCGAACC

(Rasmussen, Olsen, Jørgensen, & Ras-
mussen, 1996)

Yersinia enterocolitica yst
F: AATGCTGTCTTCATTTGGAGC
R: ATCCCAATCACTACTGACTTC

(Vishnubhatla et al., 2001)
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지 않는 것이 일반적인데 그 이유는 thermal cycle을 38 이

상 반복할 경우 비특이적 PCR 반응에 의한 원치 않는 

DNA 증폭의 생산량이 증가하기 때문이다. 식중독균 검출

을 위한 PCR 기법의 경우 일반적으로 35 또는 38 thermal 

cycle을 적용하고 있다. 1)~4) step 이전 PCR 용액 내 

template DNA의 denaturation을 확실하게 수행하기 위해 

initial denaturation step이 포함될 수 있으며, 특히 hot-start 

Taq polymerase을 이용할 경우 효소 활성화를 위한 initial 

denaturation step을 필수적으로 포함하여야 한다. Initial 

denaturation은 15 sec-3 min 동안 94-98°C 열처리에 의해 

이루어 질 수 있으나, Taq polymerase의 종류에 따라 상이

하다. Initial denaturation 처리 조건은 Taq polymerase 제조

사에서 제공하는 권장조건을 따르는 것이 바람직하다. 

DNA denaturation step의 경우 90-98°C에서 15 sec-2 min 

동안 수행될 수 있으나, 최소 20 cycle 이상 반복되기 때문

에 반복적 열처리에 따른 Taq polymerase 효소활력 손실을 

고려하여 수행하여야 한다. 일반적으로 15-60 sec 동안의 

94 또는 95°C 열처리가 DNA denaturation step에 적용된다. 

특히 PCR 증폭 후반부의 효소활성이 요구될 경우 온도는 

낮게 시간을 짧게 적용하는 것이 바람직하며, PCR 증폭 초

반의 효소활성이 중요할 경우 그 반대로 적용하는 것이 좋

다. 또한 Taq polymerase의 경우 제조사별로 상이한 열안정

성을 나타냄에 따라 제조사의 권장조건을 따르거나, 최적

조건에 대한 사전분석이 요구된다. Annealing step은 

primers이 template DNA의 증폭개시지점 부착을 유도하는 

step으로써 PCR 반응의 특이성과 효율성에 큰 영향을 미친

다. Annealing 온도 결정은 primers의 Tm에 의해 결정되어야 

한다. Tm은 첫번째 PCR cycle 이후 template DNA에 부착된 

primers 중 50%가 떨어지는 온도로써, annealing 온도를 Tm 

보다 낮게 설정할 경우 primers가 증폭개시지점이 아닌 다

른 서열에 부착될 가능성이 높아지는 반면 annealing 온도

를 Tm 보다 높게 설정할 경우 template DNA에 부착된 

primers 수가 50% 이하 수준으로 존재하게 됨에 따라 PCR 

반응 효율이 저하 될 수 있다. Tm 보다 5°C 이상 낮은 

annealing 온도 설정은 비특이적 DNA 증폭산물 생성에 따

라 바람직하지 않다. 일반적으로 annealing 온도는 Tm 보다 

2°C 높게 설정하는 것이 일반적이다. 그러나 annealing 온

도를 Tm 보다 2°C 높게 설정하였음에도 불구하고 비특이적 

DNA 증폭산물이 생성될 경우 Tm 보다 3-4°C 높게 

annealing 온도를 설정하여 PCR에 의한 DNA 증폭을 유도

할 수 있다. 다만 Tm 보다 3-4°C 높게 annealing 온도를 설

정할 경우 template DNA 증폭 효율 또한 감소하게 됨을 반

드시 고려하여야 한다. Annealing step의 시간 역시 온도와 

마찬가지로 PCR 반응의 효율 및 속도에 큰 영향을 미친다. 

15 sec에서 1 min까지 다양한 시간조건이 annealing step에 

적용될 수 있으나 필자의 경험에 의하면 소량 존재하는 

template DNA 증폭을 목적으로 할 경우 15 sec 수준의 

annealing step 적용은 좋지 않은 DNA 증폭효율을 관찰 한 

바 있다. 또한 필요이상으로 긴 시간의 annealing 처리는 총 

PCR 반응 시간을 증가시키는 바 바람직하지 않은 것으로 

판단된다. 식중독균 검출을 위한 PCR 반응에 적용을 위한 

annealing step 시간을 20-40 sec 수준으로 설정하는 것이 

바람직하다. PCR에 의한 template DNA 증폭은 extension 

과정 중 Taq polymerase의 효소작용에 의해 이루어진다. 

Taq polymerase는 일반적으로 74°C에서 가장 좋은 활력을 

나타내는 것으로 알려져 있다. 다만 DNA 복제 서열의 신

뢰도 향상을 꾀할 경우 Taq polymerase의 최적 활성 온도인 

74°C 보다 2°C 낮은 72°C를 extension step에 적용하기도 한

다. Extension step 처리 시간은 15 sec에서 60 sec까지 다양하

게 적용할 수 있으나, 30-40 sec 동안 처리하는 것이 보편적

이다. Final elongation step은 PCR에 의한 DNA 증폭 효율 및 

정확성에 적은 영향을 미치는 것으로 판단된다. Final elonga-

tion step은 extension 온도 조건에서 약 2-5 min 동안 처리하

는 것이 일반적이다.

우유 및 유제품 내 식중독균 회수와 식중독균 

DNA 추출

앞서 기술된 PCR의 과정, PCR 요소 및 반응 조건은 우유 

및 유제품 내 식중독균 검출을 위한 PCR 분석기법을 포함하

는 모든 PCR 분석기법에 유사하게 적용된다. 그러나 우유 

및 유제품 내 식중독균을 회수하고 그 DNA를 추출하는 과
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채창훈

정은 생체 시료 또는 채소와 같은 농산물 내 미생물 DNA를 

추출화는 과정과 상당한 차이를 나타낼 수 있다. 왜냐하면 

유제품은 복잡한 구조의 식품 매트릭스구조를 이루고 있으

며, 유제품에 오염되어 존재하는 식중독균은 지방 또는 단백

질 콜로이드에 감싼 형태로 존재할 가능성이 높고 이 경우 

식중독균 회수가 어렵기 때문이다. 또한 식중독균 DNA를 

유제품에서 회수한 식중독균으로부터 추출한 시료에 유단

백질 및 유지방이 포함되어 PCR 용액에 첨가될 경우 유단백

질 및 유지방에 의해 PCR 반응이 저하될 수 있음에 따라 우

유 및 유제품에서 식중독균을 분리하고 DNA를 추출하는 과

정 중 유단백질 및 유지방을 제거하는 것이 바람직하다. 

유단백질을 pronase와 같은 단백질 분해효소를 이용하여 

분해 시킨 후 원심분리하여 침전물을 회수하면 유단백질을 

배제하고 식중독균을 회수할 수 있다(Flórez & Mayo, 2006; 

Furet, Quénée, & Tailliez, 2004; Ogier et al., 2004). 또한 치즈

와 같은 유제품을 sodium citrate에서 교반할 경우 유단백질

의 용액 내 용해도가 증가한다. 따라서 sodium citrate에 분산

된 유제품을 원심분리하면 유단백질을 배제한 조건에서 식

중독균을 회수 할 수 있다(Hebert, De Giori, & Raya, 2001). 

버터 및 치즈는 그 어떤 식품보다 많은 양의 지방을 함유하

고 있으며, 앞서 언급한 바와 같이 유지방은 식중독균 회수 

및 식중독균 DNA 추출을 방해함은 물론 PCR 반응을 저해

하는 주요 요소로 알려져 있다(Mortari & Lorenzelli, 2014). 

유지방은 유기용매에 의해 제거될 수 있다. 식중독균 회수 

및 DNA 추출효율 향상을 위해 유기용매가 사용될 수 있으

나(Khare et al., 2004), 유기용매는 사용이 용이하지 않음에 

따라 보편적으로 이용되지 않는 실정이다. 대신 유지방을 식

중독균으로부터 분획할 수 있는 유화기법이 우유 및 유제품 

내 식중독균 회수 및 그 DNA 추출에 빈번하게 사용되고 있

다. 보고에 의하면, Tween 20과 같은 유화제가 포함된 Tris-

HCl에 치즈를 분산시킬 경우 치즈로부터 유래되는 지방이 유

화됨에 따라 식중독균을 유지방에서 효과적으로 분리하여 회

수할 수 있으며(Serpe, Gallo, Fidanza, Scaramuzzo, & Fenizia, 

1999), Triton X-100과 복합하여 사용할 경우 회수율을 더욱 

향상할 수 있는 것으로 알려져 있다(Baruzzi, Matarante, Caputo, 

& Morea, 2005).

식중독균 DNA는 세포막 내부에 존재하고 DNA은 세포막

을 파괴한 후 침전 또는 정제과정을 통해 추출될 수 있다. 전

통적으로 미생물 DNA는 boiling 방법에 의해 추출되어 왔다. 

미생물의 세포막은 95°C 이상의 열 공급에 의해 느슨해지고 

절편화되어 붕괴된다. 따라서 용액에 미생물을 첨가하고 

95°C에서 약 15분간 열처리하면 미생물 DNA를 세포로부터 

분리할 수 있다. 이후 원심분리하여 침전된 이물질을 제거하

면 DNA를 획득할 수 있다. 그러나 유제품 내 식중독균 DNA 

추출을 위해 boiling 방법을 이용할 경우 다량의 유단백질이 

함입될 수 있기 때문에 boiling 방법은 유제품 내 식중독균 

DNA 추출에 적합한 방법이라 할 수 없다.

DNA는 실리카 표면에 흡착하는 물리화학적 특성을 가지

고 있다. 이 특성을 이용하면 추출용액에서 단백질을 배제하

고 DNA를 효율적으로 정제할 수 있으며, 현재 실리카를 이

용한 DNA 추출·정제 방법이 보편적으로 사용되고 있다. 

DNA 정제를 위한 실리카는 컬럼의 형태 또는 마그네틱 비

드의 형태로 DNA 추출·정제에 적용되고 있으며, 실리카 컬

럼 및 실리카-마그네틱 비드를 이용하면 우유 및 유제품 내 

식중독균 DNA 추출과정 중 유단백질을 효율적으로 분리하

여 DNA의 정제도 향상을 꾀할 수 있다(Quigley et al., 2012). 

실리카가 적용된 미생물 DNA 추출방법은 키트화 되어 시판

되고 있다. 국내 및 해외의 대부분의 유명 바이오텍 업체에서 

우유 및 유제품 내 식중독균 DNA 추출을 위한 키트를 개발하

여 시장에 판매중이며, DNA 시료 내 지방 및 단백질 함입을 

방지하기 위해 알코올 및 다양한 유화제가 함유된 시약과 함

께 실리카 컬럼 또는 실리카-마그네틱 비드가 키트에 포함되

어 있다(Quigley et al., 2012). 각 실험자의 목적 및 실험실의 설

비에 따라 적합한 키트를 선정하여 우유 및 유제품 내 식중독

균 검출에 적용하는 것이 바람직한 것으로 판단된다.

결론

PCR을 이용한 식중독균 검출기법은 전통적인 배지배양법 

보다 빠르고 정확함에 따라 식품안전관리 분야에서 더욱 보

편적으로 사용될 것으로 전망된다. 본 기고문은 우유 및 유

제품 내 식중독균 검출을 위한 PCR 검출기법의 보편화에 도
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움을 주고자 PCR에 대한 기초적 내용과 PCR 구성요소의 특

성 및 요소 선정에 대해 중점적으로 서술하고 있다. 비록 본 

기고문은 conventional PCR을 기초로 그 내용이 서술되었으

나, PCR 요소의 특성 및 선정은 real-time PCR, emulsion 

PCR 및 digital PCR 등에 공통적으로 적용될 수 있음에 따라 

향후 PCR 기반의 식중독균 검출 기법의 발전 및 보편화에 

기여할 수 있기를 기대한다.
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