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육류 및 새싹채소에 오염된 Escherichia coli O157:H7의 신속검출을 위한

면역크로마토그래피법의 개발
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Abstract Escherichia coli O157:H7 has been considered as a significant food-borne pathogen since its role in causing
hemorrhagic colitis and hemolytic uremic syndrome in humans was recognized. In this study, we developed an
immunochromatography (ICG) assay for the detection of E. coli O157:H7. E. coli O157:H7 monoclonal antibody (EC
MAb) and colloidal gold were conjugated and its specificity was determined by the ICG treated with EC MAb and anti-
mouse IgG at test and control lines, respectively. The detection limit of the ICG was 1×105 CFU/mL, and no cross-
reactivity was observed to other E. coli strains and major food-borne pathogens. To determine the minimum enrichment
time for the ICG, meats and sprouts were inoculated with 1×10 CFU/100 µL of E. coli O157:H7. After enrichment time
of 10 and 2 h for meats and sprouts, respectively, up to 1×10 CFU/100 µL of E. coli O157:H7 could be detected by ICG.
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서 론

Escherichia coli O157:H7은 1982년 미국의 Oregon주와 Michi-

gan주에서 햄버거를 매개로 발생한 집단 식중독으로 인해 처음

인간에 대한 감염원으로 인식되었고(1,2), 이 균에 오염된 식품

섭취에 따른 식중독 발생이 전 세계적으로 증가하여 우리나라에

서도 제1군 전염병으로 지정된 주요한 병원체 중 하나이다(3). E.

coli O157:H7의 주된 감염원은 소고기, 돼지고기 등의 육류와 요

구르트, 마요네즈 및 사과주스 등 다양한 식품 및 물을 통해 사

람에게 감염되며 사람에서 사람으로의 전이가 가능한 것으로 보

고되고 있다(4,5). 이와 같은 E. coli O157:H7은 10-100 CFU/mL

의 균량만으로 감염될 수 있고, 감염되면 Shigella dysenteriae type

1이 생산하는 shiga 독소와 동일하거나 유사한 독소를 만들어 내

어 혈관 내피세포를 손상시켜 용혈성 요독증증후군(hemolytic

uremic syndrome, HUS), 혈전성 혈소판감소성자반병(thrombotic

thrombocytopenic purpura, TTP), 출혈성 대장염, 설사 및 발작 등

을 유발하며 계속 진행되어 사망에 이르기도 한다(6,7).

국내에서는 E. coli O157:H7으로 인한 대규모의 발병 사례는

없으나 최근에 지속적으로 발병 사례가 보고되고 있어(8), 식중

독 발생을 미연에 방지하거나 이들을 신속하고 정확하게 검출할

수 있는 분석법이 필요하다. 현재 사용되고 있는 E. coli O157:H7

표준분석법은 시료를 증균배양하여 sorbitol-MacConkey agar(SMA)

에 도말한 다음 무색의 집락을 확인하고 생화학적 시험으로 동

정하는 방법이다(9). 식품 및 임상 시료와 같은 정의되지 않은 혼

합시료에서 병원체를 검출하는 이러한 기본 분석법은 높은 특이

성 및 선택성 때문에 신뢰성 있는 검출법으로 사용되어 왔으나,

전문적인 기술을 가진 사람과 결과를 도출하기 위해 많은 시간

이 소요되는 단점을 지니고 있다(10). 이러한 단점을 보완하기 위

해 최근 E. coli O157:H7 균주가 생산하는 shiga 독소 또는 기타

표지자의 유전자를 polymerase chain reaction(PCR)이나 real-time

PCR을 이용하여 확인하는 방법(11-13), E. coli O157:H7 항원에

특이적으로 결합하는 항체를 이용한 효소면역분석법(enzyme linked

immunosorbent assay, ELISA) 등이 연구되어 왔으나, PCR과 real-

time PCR은 DNA 추출, 전기영동 등의 절차와 효소면역분석법은

코팅, 세척, blocking, 항체 및 기질 분주 등 여러 복잡한 단계를

거쳐야만 결과를 도출할 수 있어 식품 등에 오염된 E. coli

O157:H7을 현장에서 신속·정확하게 검출하기 위한 분석법으로

부적합하다고 알려지고 있다(14).

최근 면역크로마토그래피법은 사용법이 특별한 절차를 거치지

않고, 증균 후 또는 바로 시료에 적용이 가능하며 단시간 내에

결과를 도출할 수 있어 의약 및 식품 등의 다양한 분야에서 활

발히 연구가 진행되고 있다. 특히 식중독균의 신속·정확한 검
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출을 위해 여러 병원체에 대한 면역크로마토그래피 킷트로 개발

되어 시판되고 있고, Jung 등(15)의 연구에서는 E. coli O157:H7

을 검출하기 위한 면역크로마토그래피법을 개발하여 돼지고기 및

소고기 등에 적용한 연구가 보고되었다. 하지만 대부분 E. coli

O157:H7은 식품에 적은 농도로 오염되어 있기 때문에 현재까지

보고된 연구들은 이들의 검출을 위해 하룻밤 정도의 증균이 요

구되며, 육류를 제외한 다른 시료의 적용이 이루어지지 않은 실

정이다.

따라서 본 연구에서는 E. coli O157:H7의 검출을 위한 면역크

로마토그래피법을 개발하고 돼지고기, 소고기 및 닭고기 등의 육

류와 최근 많이 섭취되고 있는 새싹채소를 대상으로 최소 증균

시간을 확인하여 E. coli O157:H7을 보다 신속하게 검출하고자

하였다.

재료 및 방법

균주 및 시약

본 연구에 사용된 균주는 본 연구실에서 육류로부터 분리한

Escherichia coli O157:H7(16)을 사용하였고, 교차반응성 확인을

위해 E. coli T-3(ATCC 15490), E. coli K-12(ATCC 15490), E.

coli O1:K1:H7(ATCC 11775) 및 E. coli O78:K80:H12(ATCC

43896)와 Salmonella Typhimurium(ATCC 29629), Staphylococ-

cus aureus(ATCC 27664), Bacillus cereus(ATCC 21366) 및 List-

eria monocytogenes(ATCC 19115) 등을 사용하였다. 이상의 균주

들을 계대 배양하기 위해 trypic soy agar(TSA, BD, Franklin

Lakes, NJ, Difco, USA)와 tryptic soy broth(TSB, BD)를 사용하

였고, 시료의 증균에 modified EC broth(BD)를 사용하였다.

면역크로마토그래피법의 확립을 위한 antibody-colloidal gold

conjugate의 합성에 사용된 항체는 본 연구실에서 생산된 E. coli

O157:H7 monoclonal antibody(EC MAb)(16)를 사용하였다.

Protein G agarose를 이용한 항체 정제

면역크로마토그래피법에 사용되는 antibody-colloidal gold con-

jugate를 제작하기에 앞서 EC Mab를 protein G agarose로 정제하

여 순수항체인 anti-mouse IgG 분획만을 획득하여 sodium dodecyl

sulfate-polyacryl amide gel electrophoresis(SDS-PACE)로 확인하였

고, 정제된 항체는 0.05 M phosphate buffer saline(PBS; pH 7.4)

용액으로 투석 후 동결 건조시켜 −20oC에 보관하면서 합성에 사

용하였다.

Colloidal gold의 제작

면역크마토그래피법의 개발에 앞서 colloidal gold의 제작은

sodium citrate 환원법(17)에 따라 실시하였다. 먼저 tetrachloroauric

acid(HAuCl4)를 0.22 µm filter로 여과된 3차 증류수에 0.01% 농도

가 되도록 용해시켜 100 mL을 취하여 깨끗하게 세척 및 건조된

유리용기에 넣고 교반하면서 가열하였다. 용액이 끊기 시작하면

1% sodium citrate 1 mL를 신속히 첨가하여 무색의 용액이 보라

색에서 적포도주색으로의 단계적인 변화를 관찰한 후 추가로 5

분간 가열하였고, 반응이 끝난 용액은 냉각시켜 냉장 보관하여

항체와의 합성에 사용하였다.

Antibody-colloidal gold conjugate의 준비

Antibody-colloidal gold conjugate를 준비하기 위해 앞서 정제된

EC MAb와 제작된 colloidal gold를 Roth(18)의 방법에 따라 합성

하였다. 일반적으로 colloidal gold는 제조할 때마다 직경과 형태

에서 차이가 나타날 수 있고, 그 자체는 불안정한 상태이나 항체

등의 단백질과 결합하면 안정한 상태를 유지하므로(19), 먼저

colloidal gold를 안정화할 수 있는 항체의 양을 결정하였다. EC

MAb는 2 mM borax buffer로 농도가 0.1 mg/mL이 되도록 용해시

켜 준비하였고, colloidal gold용액은 0.1 M K2CO3를 이용하여 pH

9.0으로 조정한 후 E-tube에 1 mL씩 분주하였다. Colloidal gold

(pH 9.0)가 분주된 용액에 EC MAb를 0, 10, 20 및 30-150 µL씩

넣고, 2 mM borax buffer로 각 반응액의 양을 1.15 mL로 동일하

게 맞춘 후 실온에서 5분간 방치하였다. 반응이 끝난 반응액에

10%(w/v) NaCl 용액을 50 µL씩 첨가하고 강하게 교반하여 1분

후 540 nm에서 흡광도를 관찰함으로써 colloidal gold를 안정화시

키는 EC MAb의 양을 결정하였다.

안정화시키는 항체의 양이 결정되면 pH 9.0으로 조정된 col-

loidal gold 용액 20 mL에 EC MAb 용액을 천천히 점적하여 실

온에서 30분간 교반 후 10% bovine serum albumin(BSA)용액을

최종농도가 1%가 되도록 첨가하여 다시 실온에서 1시간 동안

교반하면서 반응시켰다. 반응이 끝나면 10,000 rpm에서 15분간

원심분리 후 상등액을 제거하여 침전물을 2 mM borate buffer(pH

7.2)로 다시 부유시키는 세척과정을 3 회 반복하고 최종 원심분

리 후 1% BSA가 포함된 2 mM borate buffer(pH 7.2)를 초기

colloidal gold 용액의 1/10만큼 첨가한 다음 재혼탁시켜 4oC에 보

관하였다.

면역크로마토그래피법의 개발

면역크로마토그래피법은 3 종의 pad(sample, 1.5 cm×0.5 cm;

absorption, 1.5 cm×0.5 cm; conjugate pad, 1.5 cm×0.5 cm)와 nitro-

cellulose membrane(2.5 cm×0.5 cm)이 polyethylene판에 부착되며,

각 pad의 처리 방법은 다음과 같다. Conjugate pad는 EC MAb-

colloidal gold conjugate용액을 1% BSA 및 1% sucrose가 포함된

20 mM borate buffer(pH 7.4)와 1:1(v/v)의 비율로 혼합한 후 5 µL

씩 처리하여 37oC에서 30분간 건조하였고, sample pad는 1%

BSA, 0.5% tween 20, 5% sucrose 및 5% dextrose가 포함된

50 mM borate buffer(pH 7.4)에 30분간 침지시킨 후 dry

oven(60oC)에서 1시간 동안 건조시켜 사용하였다. Nitrocellulose

membrane상에 처리되는 control line은 absorbent pad로부터

0.5 cm 아래에 anti-mouse IgG, 양성여부를 판정하는 test line은

absorbent pad에서 1.0 cm 아래에 EC MAb(1 mg/mL)를 PBS용액

으로 두 배 희석하여 각각 1 µL씩 처리하고 37oC에서 30분간 건

조시켜 사용하였으며, absorbent pad는 다른 처리없이 바로 사용

하여 개발하였다.

E. coli O157:H7에 대한 최적화된 면역크로마토그래피법의 민

감도를 확인하기 위해, E. coli O157:H7을 선택증균배지인 mEC

broth에 18시간동안 진탕배양 후 원심분리하여 멸균된 PBS로 3

회 세척하고 10진 단계희석법으로 108-101 CFU/mL로 희석하여

각각 200 µL씩 취해 검출한계를 확인하였다. 또한 특이성 조사를

위해 E. coli O157:H7을 비롯한 E. coli K-12, E. coli T-3 및 E.

coli O78:K80:H12 등의 대장균과 주요 식중독균인 S. aureus, L.

monocytogenes, Sal. Typhimurium 및 B. cereus와의 교차반응을

확인하였다.

면역크로마토그래피법에 의한 시료분석

개발된 면역크로마토그래피법을 이용하여 실제 시료에서의 분

석가능여부를 확인하기 위해 육류와 새싹채소를 대상으로 E. coli

O157:H7을 임의로 오염시킨 후 식품공전상의 증균법으로 증균하

여 분석하였으며, 동시에 검출 가능한 최소 증균시간을 확인하였
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다. 먼저, 육류(돼지고기, 소고기, 닭고기)와 새싹채소를 각각 25

g씩 칭량하여 UV하에 1시간동안 처리하여 준비하였고(16,20,21),

mEC broth에서 18시간 배양시킨 E. coli O157:H7 배양액의 배지

성분을 제거하여 배지로 인한 균의 생육을 최소화 하기 위해 멸

균 PBS로 13,000 rpm에서 5분간 원심수세 후, 약 1×10 CFU/100

µL 농도로 멸균 PBS로 희석하여 희석액을 100 µL취해 UV처리

하여 살균한 시료에 전체적으로 오염시킨 후 1시간동안 고착시

켜 시료를 준비하였다. 준비된 시료를 멸균된 균질화 팩에 넣고

선택증균배지인 mEC broth 225 mL을 첨가하여 stomacher로 균질

화한 다음, 37oC에서 24시간 동안 배양하면서 2시간 간격으로 증

균액을 1 mL씩 취하여 앞서 언급한 방법과 동일하게 PBS로 3

회 원심수세한 후 최종 볼륨을 200 µL로 조정하여 면역크로마토

그래피법에 적용하였다.

결과 및 고찰

EC MAb의 정제도 비교

Ammonium sulfate 침전법으로 정제된 EC MAb는 순수항체 이

외에도 다양한 수용성단백질을 다량 함유하고 있기 때문에 면역

크로마토그래피법의 marker로 사용되는 colloidal gold에 항체를

합성하기 위해서는 정제도가 높은 항체가 필요하였다. 따라서

protein G agrose를 이용하여 EC MAb를 정제하고 SDS-PAGE를

이용하여 정제도를 확인한 결과, Fig. 1에서 보는 바와 같이

ammonium sulfate 침전법으로 정제된 항체에는 항체 이외의 여

러 종류의 단백질이 존재함을 확인할 수 있었고(lane B), protein

G agarose를 이용하여 정제된 항체의 경우(lane D)는 heavy chain

과 light chain만이 존재하는 면역글로불린 G(IgG)임을 확인할 수

있었다. 정제된 항체의 총 양은 10 mg의 ammonium sulfate 침전

법에 의해 정제된 항체를 protein G agarose로 정제했을 때 약

1 mg의 순수 면역글로불린이 회수되었다.

Antibody-colloidal gold conjugate의 반응성 확인

EC MAb와 합성될 colloidal gold를 제작하여 전자현미경(trans-

mission microscope, TEM)을 이용하여 gold particle의 직경을 조

사한 결과, 직경이 35-40 nm 크기의 colloidal gold가 제작된 것이

확인되었다(Fig. 2). Chaudhuri와 Raychauduri(22)는 가시성 및 입

체장애 때문에 면역크로마토그래피법의 개발을 위한 colloidal gold

의 최적 직경이 약 40 nm로 보고하고 있어 본 연구에서 제작된

colloidal gold은 약 40 nm로 면역크로마토그래피법의 개발에 적

합한 것으로 판단된다.

제작된 colloidal gold와 EC MAb의 합성에 앞서 colloidal gold

를 안정화시키는 EC MAb의 양을 확인한 결과, colloidal gold

1mL당 EC MAb를 7 µL 이상 첨가하였을 때 고유의 색인 적 포

도주색을 유지하였으며(Fig. 3), 실제 합성에서는 충분한 안정화

를 위하여 10% 많은 7.7 µL를 첨가하여 합성을 실시하였다. 합

성된 EC MAb-gold conjugate를 control line과 test line에 각각

처리된 anti-mouse IgG 및 EC MAb와의 반응여부를 확인한 결

과, Fig. 4에서 보는 바와 같이 EC MAb-gold conjugate는 E.

coli O157:H7 양성(A)의 경우에 control line과 test line 모두 적색

선을 형성하였고, E. coli O157:H7 음성(B)에서는 control line에서

만 적색선이 나타났으며, 대조군으로 사용한 bovine serum albumin

(BSA)-gold conjugate(C)는 control line과 test line에서 적색선을

형성하지 않는 것으로 나타났다. 합성된 EC MAb-gold conjugate

는 E. coli O157:H7과의 결합에 의한 상호작용이 일어나는 것을

육안으로 관찰할 수 있었다.

면역크로마토그래피의 민감도 및 특이성 확인

앞서 합성된 EC MAb-colloidal gold conjugate를 이용하여 Table

1과 같이 면역크로마토그래피법을 최적화하였고, 검출한계를 확인

한 결과 1.0×105 CFU/mL로 나타났다(Fig. 5). 이러한 검출한계는

Jung 등(15)의 연구에서 개발된 면역크로마토그래피법의 검출한계

인 1.8×105 CFU/mL와 유사한 수준으로 확인되었다. 또한 특이성

조사를 위해 다른 대장균속인 E. coli T-3, E. coli K-12, E. coli

O1:K1:H7 및 E. coli O78:K80:H12와 주요 식중독 원인균인 Sal.

Typhimurium, S. aureus, B. cereus 및 L. monocytogenes와의 교차

반응성을 확인한 결과, Table 2에서 보는 바와 같이 E. coli

O157:H7에 대해서는 nitrocellulose membrane상의 control line과

test line에서 선명한 적색선을 확인할 수 있었고, 다른 대장균속에

서는 test line에 적색선이 나타나지 않아 교차반응이 없는 것으로

확인되었다.

주요 식중독균에 대해서는 B. cereus와 L. monocytogenes에서

control line만 적색선이 형성되어 교차반응이 없는 것으로 확인

되었고, Sal. Typhimurium과 S. aureus는 균수가 1×107 CFU/mL

이상일 경우 test line에 약간의 적색선이 확인되었으나, 균수가

1×106 CFU/mL이하일 경우에는 E. coli O157:H7을 제외한 모든

균에서 교차반응성을 나타내지 않아 본 연구에서 개발된 면역크

로마토그래피법은 E. coli O157:H7을 특이적으로 검출할 수 있는

것으로 판단된다.

Fig. 1. SDS-PAGE patterns of EC MAb purified by protein G
agarose. lane A: protein marker, lane B: EC MAb precipitated with
ammonium sulfate, lane C: unbound fraction, lane D: bound fraction

Fig. 2. Photograph of colloidal gold produced by transmission

electron microscopy (TEM)
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E. coli O157:H7 양성시료의 분석

돼지고기, 소고기 및 닭고기 등의 육류와 새싹채소를 대상으로

각 시료에 약 1×10 CFU/100 µL의 E. coli O157:H7을 임의로 오

염시켜 24시간 동안 배양하면서 2시간 간격으로 배양액을 취해

분석한 결과는 Table 3과 같다. 돼지고기와 닭고기는 최소 6시간

이상, 소고기는 최소 10시간 이상 배양 시 E. coli O157:H7의 검

출이 가능한 것으로 나타났다. 그러나 임의로 오염시킨 새싹시료

의 경우 2시간 이상 증균시 면역크로마토그래피법을 이용하여 E.

coli O157:H7을 검출할 수 있었다. 이는 단백질과 지방으로 구성

되어 있는 육조직과 다량의 섬유질로 구성되어 있는 채소 조직

내 균 고착 정도의 차이 때문인 것으로 생각된다. 특히 육류 중

소고기의 경우 균 고착 정도가 가장 심하여 검출 가능한 범위의

균수를 확보하기 위해서는 돼지고기와 닭고기에 비해 배양시간

이 더 요구되는 것으로 확인되어 Jung 등(15)의 연구에서 확인된

증균시간과 유사하였으나, 현재까지 면역크로마토그래피법의 적

용이 보고되지 않은 새싹채소의 경우 단 2시간 이상의 증균만으

로 E. coli O157:H7의 검출이 가능한 것으로 나타났다. 이는 분

석시간을 고려하면 최대 3시간 이내 분석이 가능하여 상업화 된

다면, 새싹채소에 오염된 E. coli O157:H7으로 인한 식중독의 확

산을 예방하는데 유용한 분석법이 될 것이라 생각된다. 또한 육

류 및 새싹채소 분석의 경우 식품공전에 등재된 분석법은 증균

및 분리배양 등 최소 96시간 이상의 시간을 필요로 하지만, 개

발된 면역크로마토그래피법은 최대 10배 및 32배의 시간단축 효

과를 기대할 수 있을 것이라 생각된다. 그 외 Kerr 등(23)이 개

발한 E. coli O157의 분석을 위한 효소 면역분석법은 증균시간을

제외하고 4시간 이상의 분석시간과 분석자의 숙련도가 필히 요

구되며, real-time PCR의 경우는 DNA추출 등의 복잡한 절차 및

값 비싼 장비를 갖추어야 하는 번거로움이 있는 반면, 개발된 면

역크로마토그래피법은 신속성, 정확성 및 간편성을 갖추고 있어

많은 시료의 분석에도 용이한 것으로 확인되었다.

따라서 본 연구에서 개발된 면역크로마토그래피법은 시료에 따

라 검출이 가능한 증균 배양시간에는 차이가 있으나, 최소한의

증균만을 거쳐 누구나 쉽게 최대 10시간 이내에 분석이 가능한

것으로 나타나 실제로 분석에 이용된다면, 많은 시료의 분석 등

에서 분석시간 단축 및 노동력 절감의 이점을 가질 것으로 판단

된다.

요 약

E. coli O157:H7은 요독증후군, 출혈성 대장염 및 설사 등을 유

발하는 원인균으로, 전세계적으로 이들의 오염에 따른 식중독 발

생이 증가하고 있어, 본 연구에서는 E. coli O157:H7을 신속ㆍ정

확하게 분석할 수 있는 면역크로마토그래피법을 개발하였고, 보

다 신속한 검출을 위하여 육류와 새싹시료를 대상으로 최소 증

균시간을 확인하였다.

먼저, 면역크로마토그래피법의 개발을 위해 colloidal gold와 EC

MAb를 합성하여 EC MAb-gold conjugate를 제작한 다음, 접합여

부를 확인한 결과, test line과 control line에 각각 처리되는 EC

MAb와 anti-mouse IgG에 특이적으로 반응하였다. 제작된 EC

MAb-gold conjugate를 이용하여 개발된 면역크로마토그래피법의

Fig. 3. Determination of EC MAb amount for stabilizing the

colloidal gold particle.

Fig. 4. Confirmation of EC MAb-gold conjugate. A: EC MAb-
gold conjugate in conjugate pad (E. coli O157:H7 positive), B: EC
MAb-gold conjugate in conjugate pad (E. coli O157:H7 negative),
C: BSA-gold conjugate in conjugate pad

Fig. 5. Sensitivity of the ICG for the detection of E. coli O157:H7.

NC: negative control, numbers on figure mean amount of E. coli
O157:H7

Table 1. Conditions of the ICG for detection of E. coli O157:H7

Parameters Treatments

Sample pad
50 mM borate buffer containing 1% BSA, 0.5% 
Tween 20, 5% sucrose, 5% dextran and 0.05% 
sodium azide (pH 7.4)

Conjugate pad 5 µL of EC MAb-gold conjugate diluted 1/2 in buffer

Test line 0.5 mg/mL EC MAb

Control line 0.01 mg/mL goat anti-mouse IgG

Absorbent pad Without treatment

Working solution PBS
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검출한계는 1×105 CFU/mL 수준까지 검출이 가능한 것으로 확

인되었고, 다른 대장균속 및 주요 식중독균과의 교차반응성은 나

타나지 않았다. 개발된 면역크로마토그래피법을 이용하여 임의로

E. coli O157:H7을 오염시킨 돼지고기, 소고기, 닭고기 및 새싹채

소를 증균하는 동안 분석한 결과, 돼지고기와 닭고기는 6시간,

소고기는 10시간, 특히 새싹채소는 2시간 후부터 1×10 CFU/100

µL 수준까지 검출이 가능한 것으로 나타났다. 따라서 본 연구에

서 개발된 면역크로마토그래피법을 이용하여 육류와 채소 등에

오염된 E. coli O157:H7을 최대 10시간 이내로 신속히 분석할 수

있을 것으로 판단된다.
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