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Salmonella 신속 검출용 간이진단키트의 성능 개선 연구
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Abstract

In this study, a rapid immuno-chromatographic assay was developed to detect Salmonella Typhimurium. This assay
was based on the lateral flow immunoassay. Two different anti-Salmonella polyclonal antibody (Pab) are used in this
strip assay for the double antibody sandwich immunoassay method. The strip sensor was composed of sample pad,
conjugation pad, membrane, and absorbent pad. For the optimal conjugation between nano-gold and anti-Salmonella
Pab, the pH value of colloidal gold solution was determined to 8.4. To prevent non-specific binding between nano
gold and anti-Salmonella Pab, sample pad and membrane was treated with PBS buffer, included 2% BSA and 10%
sucrose. The control and detection zones were visually detected according to antigen-antibody binding. The detection
limit of the developed strip assay was 105 CFU/mL within 10 min, and improved until 104 CFU/mL after 12 hr. 
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서 론

살모넬라균은 식품의 안전성을 저해하는 대표적인 병원성

세균으로 인간과 동물의 장에 서식한다(Campioni et al.,

2012). 주요 감염 식품으로는 육류, 가금류의 알 또는 채소

및 과일 등과 같은 비가열 식품을 들 수 있다(Duggan et

al., 2012). 그 외에도 살모넬라 식중독균 감염의 매개체로

알려진 식품은 초콜릿, 토마토, 계란, 원유, 마요네즈, 아이

스크림, 시리얼 등 그 종류가 매우 다양하다. 살모넬라균은

자연 환경에도 광범위하게 분포되어 있어 손, 발 등의 피

부 접촉을 통해 일상에서도 쉽게 감염 될 수 있는 균이다

(Beuchat, 1996; Korea Food & Drug Administration,

Accessed on 4 October 2012a).

살모넬라균에 의한 식중독 발병은 매년 발생하고 있으며,

한국 식품의약품안정청(Korea Food & Drug Administration)

에 보고된 식중독 발생 현황에 따르면 한국에서 2007-

2011년까지 살모넬라균이 원인으로 보고된 식중독은 전체

의 10%로 장염 비브리오(7%), 황색포도상구균(7%)보다 큰

비율을 차지하고 있다(Korea Food & Drug Administration,

Accessed on 4 October 2012b). 2010년 미국에서는 살모넬

라균에 감염된 계란으로 인해 5억 만개 이상의 계란이 회

수 조치 되었으며 미질병통제예방센터(Centers for Disease

Control and Prevention)와 식품의약청(Food and Drug

Administration)에서는 살모넬라균 감염이 26개 주로 확산

되었으며 1900여명의 감염자가 발생했다고 보고하였다

(Centers for Disease Control and Prevention, Accessed on

4 October 2012). 살모넬라균에 의한 식중독 사고와 같이

대규모 집단 발병의 위험도가 높은 전염병은 감염을 확인

하고 원인균을 판정할 때까지의 시간이 피해를 줄이는데

매우 중요하다. 하지만 기존의 살모넬라균 분석법은 5-7일

의 시간이 소요되어 질병 발생 시 신속한 조기 진단 및

예방에 어려움이 있다(Kim et al., 2010). 

최근에는 분석 시간을 줄이면서 살모넬라균만을 특이적

으로 분석할 목적으로 polymerase chain reaction(PCR),

enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA) 등의 분석법

을 활용한 검출 방법의 연구가 진행 중이다(Park et al.,

2010; Jeyasekaran et al., 2011). Kim et al.(2005)는 기존의

혈청학적 검사방법과 PCR 진단방법을 병행하여 일주일이

소요되던 검사시간을 3-5일로 단축하였으며, 국내에서 발

견되는 살모넬라균 혈청형을 보다 신속하게 확인할 수 있
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다고 보고하였다. Joo et al.(2009)는 PCR 진단법을 이용하

여 단시간 내에 오염된 식품으로부터 살모넬라균만을 선택

적으로 검출할 수 있는 프라이머를 개발하였으며, 최소 하나

의 세포에서도 PCR 분석이 가능하여 검출감도가 매우 우수

한 것으로 보고하였다. 이들은 기존의 분석방법보다 분석 시

간을 줄이면서 미량의 시료로도 분석이 가능하고 분석물질

(analyte)에 대한 높은 감도와 특이성을 가진다는 장점이 있

지만 고가 장비와 전문인력이 필요하고 현장에서 사용이 어

렵다는 단점이 있다(Posthuma-Trumpie et al., 2009).

측방유동형 면역분석법을 이용한 간이진단키트는 효소면

역측정법과 측방유동 분석법을 결합한 기술로 항원-항체의

특이적 반응에 기반을 두어 높은 선택도와 민감도를 갖는

다(Park et al., 2011). 이러한 장점으로 인해 B형 간염, 임

신 진단, 혈당 측정, HIV, 식품이나 사료 중 포함된 독성물

질, 병원성균, 잔류 농약 등 다양한 분야에서 자가 진단이

나 현장 진단용으로 상용화되어 사용되고 있다(Brooks et

al., 1999; Stephenson, 2005; Von Lode, 2005; Ricci et al.,

2007). 또한 1 회용으로 사용이 편리하고 휴대가 용이하며,

고가의 장비나 전문 인력 없이 취급할 수 있는 특징을 가

지고 있다(Kim, 2000). 이러한 특징으로 식중독균의 신속

검출을 가능하게 할 목적으로 Zhao et al.(2010)는 금나노입

자를 사용하여 대장균 검출용 간이진단키트의 개발에 관한

연구를 보고한 바 있으며 Park et al.(2010)은 대장균, 포도

상구균, 리스테리아균, 살모넬라균을 다중 검출할 수 있는

간이진단키트의 개발에 관한 연구를 보고 한 바 있다.

본 연구에서는 식중독균의 원인균 중 하나인 살모넬라균

을 정성적·정량적으로 검출하기 위한 측방유동형 간이진

단키트의 성능 향상 방법을 조사하였다. 이를 위해 이중항

체겹면역분석법(double antibody sandwich immunoassay)

원리를 이용하는 간이진단키트의 핵심 구성품인 결합패드

와 니트로셀룰로오스 막의 전처리 조건을 구명하고 살모넬

라균과 특이적으로 결합하는 항체와 금나노입자를 이용하

여 현장 진단용 측방유동형 간이진단키트를 개발하고 살모

넬라균 검출 성능을 평가하였다.

재료 및 방법

측방유동형 간이진단키트의 구조

측방유동형 간이진단키트는 샘플패드, 결합패드, 니트로

셀룰로오스 막, 흡수패드로 구성된다. 시료가 주입되는 샘

플패드와 반응이 종료된 시료를 흡수하는 흡수패드는 동일

한 셀룰로오스 섬유 재질(Cellulose Fiber sample pad,

Millipore, Billerica, USA)을 사용하였으며 시료 중에 포함

되어 있는 살모넬라균과 금나노입자가 반응하여 결합되는

결합패드는 유리섬유재질(Glass Fiber conjugate pads,

Millipore, Billerica, USA)을 사용하였다. 그리고 검출점

(test zone)과 표준점(control zone)이 나타나는 검출부분은

니트로셀룰로오스 막(Hi-flow Plus 240 membrane cards,

Millipore, Billerica, USA)을 사용하였다. 전처리된 각 구성

품은 니트로셀룰로오스 막을 기준으로 한 쪽 끝은 샘플패

드와 결합패드를, 다른 쪽 끝은 흡수패드를 부착하여 조립

하였다. 제작된 측방유동형 간이진단키트는 폭 4 mm 간격

으로 절단하여 실험에 사용하였다. 

결합패드와 니트로셀룰로오스 막의 전처리 조건

결합패드와 니트로셀룰로오스 막의 전처리에 사용된 용

액은 Table 1과 같은 조건으로 제작되었다. 결합패드 전처

리에는 자당(sucrose)과 Bovine Serum Albumin(BSA)

(Thermo scientific, Rockford, IL, USA)을 사용하였으며 농

도는 선행의 연구결과를 참고하여 결정하였다(Kim et al.,

2011). 니트로셀룰로오스 막의 전처리에는 Phosphate

Buffered Saline(PBS)(10 mM PBS, 0.138 M NaCl, 0.0027 M

KCl, pH 7.4, Sigma, MD, USA)와 Tris 버퍼(25 mM Tris-

HCl, pH 7.4), Tris-HCl 버퍼(25 mM Tris, 0.15 M NaCl, pH

7.2), Borate 버퍼(50 mM Borate, pH 8.4) (Thermo Scientific,

Rockford, IL, USA)를 이용하였다. 결합패드와 니트로셀룰

로오스 막은 전처리 용액에 담근 후 37oC에서 각각 4시

간과 1시간씩 건조시켜 사용하였다.

살모넬라균 검출점과 표준점 제작

측방유동형 간이진단키트에서 살모넬라균을 검출하는 부

분은 니트로셀룰로오스 막 위의 검출점과 표준점이다. 검출

점과 표준점은 각각 살모넬라균 항체(Salmonella antibody

20-SR11, Fitzgerald, MA, USA)와 면역글로불린 항체(anti-

goat IgG(H+L) antibody, KPL, MD, USA)를 사용하여 제

작하였다. 니트로셀룰로오스 막 위에 5 mm 간격으로 1 µL

씩 살모넬라균 항체와 면역글로불린 항체를 점적하고 37oC

에서 1시간 동안 건조한 후 사용하였다. 

Table 1. Conditions of pretreatment for conjugate pad and Nitrocellulose membrane.

Conjugate pad Nitrocellulose membrane

A PBS (pH 7.4, 2% BSA, 10% sucrose) PBS (pH 7.4)

B PBS (pH 7.4, 2% BSA, 10% sucrose) Tris-HCl buffer (pH 7.2)

C Borate buffer (pH 8.4, 2% BSA, 10% sucrose) PBS (pH 7.4)

D Borate buffer (pH 8.4, 2% BSA, 10% sucrose) Borate buffer (pH 8.4)

E Tris buffer (pH 7.4, 2% BSA, 10% sucrose) Tris buffer (pH 7.4)

F Tris buffer (pH 7.4, 2% BSA, 10% sucrose) PBS (pH 7.4)
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측방유동형 간이진단키트의 검출 원리

제작된 측방유동형 간이진단키트의 검출 원리는 다음과

같다. 샘플패드에 흡수된 시료는 모세관 현상에 의해 결합

패드와 니트로셀룰로오스 막을 거쳐서 흡수패드까지 이동

하게 된다. 샘플패드에 흡수된 시료에 포함되어 있는 살모

넬라균은 결합패드로 이동하면서 금나노입자-살모넬라균

항체 결합물에 선택적으로 결합되고 금나노입자-항체-살모

넬라균 복합체를 형성한다. 이 복합체와 결합물은 모세관

현상에 의해 멤브레인을 지나게 되고, 이 때 금나노입자-

항체-살모넬라균 복합체는 검출점의 살모넬라균 항체에 포

획되어 2차 항원-항체 반응을 일으키며 이중항체겹면역분

석법(double antibody sandwich immunoassay) 원리에 의해

결합하게 된다. 살모넬라균과 결합하지 못한 금나노입자-살

모넬라균 항체 결합물은 흡수패드 방향으로 계속해서 흐르

게 되고 표준점의 면역글로불린 항체와 결합하게 된다.

금나노입자-살모넬라균 항체 결합을 위한 최적 pH값 검색

본 연구에서는 금나노입자를 살모넬라균 검출용 표지자

로 사용하였으며, 살모넬라균만을 포획하기 위해 금나노입

자와 살모넬라균 항체를 결합하여 사용하였다. 선행의 연

구결과(Kim et al., 2011)를 참고하여 금나노입자와 살모넬

라균 항체의 결합을 위한 최적 pH 조건을 찾기 위해 Fig. 1

과 같은 방법을 사용하였다. pH 5.4-pH 10.1까지 10단계로

조정된 40 nm 금나노입자(Bioassay works, Ijamsville, USA)

에 살모넬라균 항체(anti-salmonella CSA-1 antibody, KPL,

MD, USA)를 첨가한 후 실온에서 30분간 교반하면서 반응

시켰다. 

금나노입자와 살모넬라균 항체 결합물의 안정성을 평가

하기 위해 1 M NaCl을 첨가하여 금나노입자-살모넬라균

항체와의 반응을 관찰하였다. 그 다음 금나노입자의 변색

이나 교차결합이 일어나지 않은 결합물을 대상으로

Spectra Max 190(Molecular Devices, Sunnyvale, CA,

USA)을 이용하여 520 nm에서 흡광도를 측정하였고, 흡광

도가 가장 높게 측정된 pH 조건을 금나노입자와 살모넬라

균 항체의 최적 결합조건으로 선정하였다. 반응이 끝난 결

합물은 BSA Blocking Stabilizer 용액(Bioassay works,

MD, USA)에 넣어 4oC에서 3시간 동안 Blocking 한 후

사용하였다. 

살모넬라균

본 실험에 사용된 Salmonella Typhimurium은 생명공학연

구원 유전자은행(Korean Collection for Type Culture,

KCTC 12041)에서 분양받은 것을 Brain Heart Infusion

broth(BHI)(BD, MD, USA)에 37oC에서 15시간 배양 후

사용하였다. 생균수는 표준평판법에 따라 XLT4 선택배지

(BD, NJ, USA)를 이용하여 37oC에서 24시간 배양 후 형

성된 검은색 군락을 계수하여 측정하였으며, 분양받은 균

주는 배양 후 10% 글리세롤과 함께 -30oC 냉동고에서 보

관하였다.

개발된 측방유동형 간이진단키트의 검출 성능을 시험하

기 위해 PBS(pH 7.4)를 이용해 103-108 CFU/mL로 순차

희석한 살모넬라균 시료를 100 µL씩 간이진단키트에 주입

하였다.

결과 및 고찰

측방유동형 간이진단키트 결과 해석

개발된 측방유동형 간이진단키트의 결과 해석은 Fig. 2

와 같다. 니트로셀룰로오스 막 위의 검출 부분은 살모넬라

균 항체가 고정되어 있는 검출점과 면역글로불린이 고정되

어 있는 표준점이다. 금나노입자-살모넬라 항체-살모넬라균

복합체는 검출점에서 또 다른 살모넬라균 항체에 포획되어

금나노입자-살모넬라균 항체-살모넬라균-살모넬라균 항체

형태의 샌드위치 결합을 한다. 금나노입자-살모넬라균 항체

결합물에 포획되는 살모넬라균이 증가할수록 검출점의 살

모넬라균 항체에 포획되는 살모넬라균도 증가한다. 검출점

은 금나노입자의 증가로 발색이 진하게 되고 이를 이용하

여 살모넬라균의 정량적 분석이 가능하게 된다. 살모넬라

균과 결합하지 못한 금나노입자-살모넬라균 항체는 표준점

Fig. 1. Colloidal gold and antibody conjugate procedure.



336 박샛별·김기영·문지혜

의 면역글로불린과 결합하여 발색된다. 양성 반응은 검출

점과 표준점 2개의 붉은점의 존재로 판단하게 되며, 음성

반응은 표준점만의 존재로 판단된다. 만약 표준점이 존재

하지 않거나 검출점만 존재한다면 그 실험은 잘못된 것으

로 효력이 없다. 

금나노입자-살모넬라균 항체 결합의 최적 pH값 검색

선행의 연구(Kim et al., 2011)에서 수행한 금나노입자-

살모넬라균 항체 결합에 사용된 항체(Biotin conjugate

Salmonella antibody, Virostat, Portland, Maine, USA)는 토

끼의 혈청에서 얻은 것으로 바이오틴(Biotin)이 결합되어

있는 것을 사용하였다. 표준점에 뉴트라아비딘(Neutravidin)

을 고정하여 아비딘-바이오틴 결합력을 이용하여 표준점의

검출을 유도하여 음성반응을 사료된다. 

본 실험에서 금나노입자-살모넬라균 항체 결합에 사용된

항체는 염소의 혈청에서 얻은 항체(1차 항체)로 아비딘-바

이오틴에 의한 비특이적 결합력을 최소화하기 위해 바이오

틴이 결합되지 않은 항체를 사용하였다. 또한 표준점에는

염소 유래 면역글로불린을 특이적으로 인식할 수 있는 토

끼 유래 항염소 면역글로불린(2차 항체)을 사용하였고

1차 항체를 특이적으로 인식하는 2차 항체의 특징을 이

용하여 살모넬라균 항체의 비특이적 결합을 줄여 살모넬라

균 검출의 감도를 높이고자 하였다. 

금나노입자-살모넬라균 결합 시 최적 pH는 토끼 유래 살

모넬라균 항체가 6.6, 염소 유래 살모넬라균 항체가 8.4로 본

실험에서 최적이라 판단된 pH 값이 Kim et al.(2011)이 수행

한 연구 결과보다 높은 pH값이 관찰되었으며, 금나노입자-살

모넬라균 항체 결합 시 다른 종류의 항체를 사용하면 최적

pH 값은 달라질 수 있다고 생각된다.

금나노입자는 콜로이드 형태로 존재하며 각 입자간의 정

전기적 반발력과 인력(London-van der Waals)이 작용하여

균형을 이루고 있다. 그러나 이온 물질(예: NaCl)을 첨가하

면 붉은색에서 보라색으로 색변화를 동반하는 응집

(aggregation) 반응을 일으킨다. 이러한 불안정한 상태는 항

체나 면역글로불린 등의 단백질 분자로 금나노입자 표면을

코팅하여 막을 수 있다. 단백질 또는 항체로 완전히 코팅

된 금나노입자는 코팅된 단백질의 특성과 비슷해지면서 고

농도의 이온용액에서도 매우 안전한 상태를 유지하게 된다

(Paek et al., 2000; Jung & Jung, 2005). 금나노입자-살모

넬라균 항체 결합체의 안정성을 확인하기 위해 NaCl 용액

을 이용하였다.

살모넬라균 항체는 금나노입자 표면에 인력과 소수성 상

호작용에 의해 흡착하게 된다(Paek et al., 2000; Jung &

Jung, 2005). 금나노입자와 살모넬라균 항체가 결합하는 과

정에서 불안정하게 코팅된 금나노입자-살모넬라균 항체 결

합물은 버퍼 내에 비활성화된 상태로 존재하게 되면 분산

되어 있는 금나노입자는 응집되어 침전되거나 검정색으로

바뀌고, 살모넬라균 항체로 완전히 코팅된 금나노입자들은

빨간색으로 안정된 상태를 유지하게 된다(Wong & Tes,

2009). 짙어진 보라색 또는 검정색의 침전은 항체 또는 단

백질의 자체 등전점보다 버퍼의 pH가 낮다는 것을 의미하

고, 이 때 금나노입자 사이에 교차결합이 발생하여 면역분

석에 사용할 수 없게 된다(Kim et al., 2011). 

1 M NaCl과 금나노입자-살모넬라균 항체 결합물의 반응

을 관찰한 결과 Fig. 3과 같이 pH 8.4, pH 8.8에서만 색변

화 없이 선명한 붉은색을 보였고 이를 제외한 pH용액에서

는 보라색 또는 검정색으로의 변색 또는 침전이 관찰되었

다. NaCl과의 반응 후 용액의 변색이 관찰된 실험군은 면

역분석에 적합하지 않다고 판단되어 배제하였다. 선정된

pH 8.4와 pH 8.8용액 중에서 금나노입자-살모넬라균 항체

결합에 더 안정적인 pH조건을 결정하기 위해 흡광도를 비

교하였다. 측정결과 pH 8.4에서 흡광도는 0.0016이고 pH

8.8에서는 0.0012로 pH 8.4에서 더 높은 흡광도를 나타내

었다. 

결합패드, 니트로셀룰로오스 막 전처리 방법에 따른 간이

진단키트 성능 향상

결합패드에서의 금나노입자-살모넬라균 항체와 살모넬라

Fig. 2. The illustrations of lateral flow immunoassay (LFIA)

strip sensor test results.

Fig. 3. Influence of pH solution in degree of conjugation between colloidal gold and Salmonella antibody. The pH optimum is noted
from color change of the solution. The red color shows optimum, but pink or purple color does not.
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균 사이의 결합을 용이하게 하고 시료가 니트로셀룰로오스

막으로 원활하게 전개되어 검출점과 표준점의 선명한 발색

이 나타나도록 하기 위해 Table 1과 같은 방법으로 결합패

드와 니트로셀룰로오스 막의 전처리를 수행하였으며 그 결

과는 Fig. 4와 같다.

결합패드 전처리에 사용된 버퍼에는 자당과 BSA를 처리

하였다. Chiao et al.(2004)는 전처리 용액에 사용되는 자당

은 건조과정에서 금나노입자 주변에 층을 형성하여 금나노

입자를 안정화시키고 금나노입자의 색을 붉은색으로 안정

화시키는 역할을 할 뿐만 아니라 BSA와 함께 시료에 의

해 재용해 될 때 흐름이 원활하게 전개되도록 하여 샘플

패드에 주입된 시료가 원활하게 니트로셀룰로오스 막으로

이동하도록 도와준다고 보고한 바 있다. 결합패드의 전처

리에 사용된 버퍼용액이 PBS로 같았던 Fig. 4(A)와 4(B)

는 검출한계가 107 CFU/mL로 같게 관찰되었다. 그러나 멤

브레인이 PBS로 전처리 된 Fig. 4(A)보다 Tri-HCl로 전처

리된 Fig. 4(B)에서 검출점이 더 선명하게 나타났다. 결합

패드가 Borate 버퍼로 전처리된 Fig. 4(C)와 4(D)의 경우

PBS로 니트로셀룰로오스 막을 전처리 한 Fig. 4(C)의 검출

한계는 106 CFU/mL이고, Borate 버퍼로 전처리한 Fig.

4(D)의 경우 105 CFU/mL로 Fig. 4(D)의 검출 한계가 더

낮게 관찰되었다. 결합패드가 Tris 버퍼로 전처리된 Fig.

4(E)와 4(F)의 경우 니트로셀룰로오스 막이 Tris 버퍼로 전

처리된 Fig. 4(F)와 PBS로 전처리된 Fig. 4(E)에서 모두

105 CFU/mL의 검출한계가 관찰되었으며, Fig. 4(E)에서 가

장 진한 검출점의 발색이 관찰되었다. 또한 Fig. 4(E)의 경

우 살모넬라균 시료를 전개한 후 반응 12 시간 경과 후의

검출 한계는 104 CFU/mL로 관찰되었다. Kim et al.(2011)

이 보고한 결합패드, 니트로셀룰로오스 막의 전처리 조건

은 Fig. 4(A)와 같았으며 검출한계는106 CFU/mL이었고,

본 연구의 Fig. 4(A)보다 우수한 검출한계가 관찰되었다.

이는 항체의 종류와 금나노입자-살모넬라균 결합 pH 값이

측방유동형 간이진단키트의 검출 한계에 영향을 미치는 요

인으로 판단되었다. 또한 결합패드와 니트로셀룰로오스 막

에 사용된 버퍼의 염농도가 높을수록 높은 검출 한계가 관

찰되었는데, 0.138 M NaCl, 0.0027 M KCl이 포함되어 있

었던 PBS를 전처리 용액으로 사용했던 Fig. 4(A)가 가장

높은 검출 한계를 보였다. 수질, 환경 등의 분야에서 사용

할 수 있는 간이진단키트를 개발하여 시판중인 Millipore

사는 간이진단키트 제작 시 주의사항으로 버퍼의 염 함유

량을 예로 들었고, 높은 염 함유량은 항체와 분석물질간의

정전기적 인력을 저하시켜 결합을 방해하여 검출 한계에

영향을 줄 수 있으므로 낮은 염농도의 버퍼를 사용해야 한

다고 보고한 것과 유사한 결과를 나타내었다. 또한 금나노

입자-살모넬라균 항체 결합에 사용된 pH값과 유사한 pH

의 Borate 버퍼를 사용하여 결합패드를 전처리한 Fig.

Fig. 4. Detection of Salmonella Typhimurium using lateral flow immunoassay (LFIA) strip sensor (unit: 1.0°ø CFU/mL). Pretreatment

conditions of conjugate pad (CP) and nitrocellulose membrane (M): (A) CP: PBS(pH 7.4, 2% BSA, 10% sucrose), M: PBS(pH 7.4)

(B) CP: PBS(pH 7.4, 2% BSA, 10% sucrose), M: Tris-HCl buffer(pH 7.2) (C) CP: Borate buffer(pH 8.4, 2% BSA, 10% sucrose),
M: PBS(pH 7.4) (D) CP: Borate buffer(pH 8.4, 2% BSA, 10% sucrose), M: Borate buffer(pH 8.4) (E) CP: Tris buffer(pH 7.4, 2%

BSA, 10% sucrose), M: PBS(pH 7.4) (F) CP: Tris buffer(pH 7.4, 2% BSA, 10% sucrose), M: Tris buffer(pH 7.4).
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4(C), 4(D)의 경우 염농도가 상대적으로 높았던 Fig. 4(A),

4(B)보다 낮은 검출 한계가 관찰되었다.

본 실험에서 개발된 측방유동 간이진단키트의 살모넬라

균에 대한 선택성을 조사하기 위하여 순수배양된 대장균

시료를 순차희석하여 간이진단키트에 전개하였다. 교차실

험을 진행한 결과 데이터는 음성을 나타내었으며 교차반응

은 없는 것으로 관찰되었다.

측방유동 간이진단키트 검출 결과

본 연구는 결합패드와 니트로셀룰로오스 막의 전처리 용

액에 따른 살모넬라균 검출용 간이진단키트의 성능 향상을

위해 실행하였으며, 103-108 CFU/mL로 순차희석된 살모넬

라균을 시료로 사용하여 검출 결과를 비교하였다. 결합패

드, 니트로셀룰로오스 막 전처리 방법에 따른 살모넬라균

검출 결과 결합패드는 Tris 버퍼(pH 7.4, 2% BSA, 10%

sucrose) 용액을 사용하고 니트로셀룰로오스 막은 PBS(pH

7.4)를 사용하여 전처리 하였을 때 검출 감도가 가장 높은

것으로 관찰되었고 이 때의 검출 한계는 105 CFU/mL으로

Kim et al.(2011)이 수행한 아비딘-바이오틴 결합을 이용한

살모넬라균 검출 한계 106 CFU/mL보다 더욱 향상된 감도

의 검출한계가 관찰되었다. 

또한 본 실험의 검출한계는 Kim et al.(2010)이 수행한 나

노 양자점 결합을 이용한 살모넬라균 검출 연구의 106 CFU/

mL과 Jung & Jung(2005)이 수행한 금나노입자를 이용하여

개발한 간이진단키트의 살모넬라균 검출 결과 돈육에 살모

넬라균 시료를 접종한 경우의 검출 한계 106 CFU/mL보다

낮은 검출 한계를 나타내었다. 그리고 Preechakasedkit et

al.(2012)이 수행한 항원-항체 면역반응을 이용한 살모넬라균

검출 연구의 105 CFU/mL과 유사한 검출 한계를 나타내었다.

결 론

본 연구는 대표적인 식중독균인 살모넬라균을 신속하게

검출할 수 있는 측방유동형 간이진단키트를 개발하기 위하

여 수행되었다. 살모넬라균 검출 표지자로는 금나노입자를

선정하였고, 간이진단키트 구성부의 전처리 용액에 따른

살모넬라균 검출의 최적 조건을 구명하였다. 그 결과를 요

약하면 다음과 같다. 

금나노입자와 살모넬라 항체의 최적 결합을 위한 반응

버퍼의 적절한 pH 값은 8.4인 것으로 조사되었다.

결합패드와 니트로셀룰로오스 막에 실시한 2% BSA 및

10% 자당을 이용한 전처리는 금나노입자-살모넬라 항체의

비특이적 결합을 방지하며, 니트로셀룰로오스 막을 통한

시료의 이동 특성을 향상시키는 것으로 나타났다.

PBS에 희석된 살모넬라균을 시료로 사용하여 개발된 간

이진단키트를 이용하여 살모넬라균을 검출할 수 있었으며,

검출한계는 105 CFU/mL이었고, 12시간 경과 후에는 104

CFU/mL까지 검출되었다.

본 연구에서 관찰된 신속진단키트를 이용한 살모넬라균의

검출 한계는 105 CFU/mL 이었으나 시간 경과 시에는 검출

한계가 향상되는 현상이 관찰되었다. 이러한 검출 한계 향

상은 기존에 개발된 긴단키트 구성물에 대한 전처리를 통하

여 가능하였다. 이후 연구에서는 본 연구를 토대로 검출 성

능과 검출 시간을 동시에 향상시켜 식품에서 살모넬라를 정

량적으로 검출하기 위한 연구를 수행하고자 한다.
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