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식중독 세균 5속을 검출하기 위한 4개 주요 REP-PCR 반응성분의 최적화
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Abstract
This experiment was conducted to optimize REP (repetitive extragenic palindromic sequence)-PCR reac-
tion conditions in order to simultaneously differentiate the five different foodborne pathogenic bacterial
genera of Escherichia, Salmonella, Shigella, Vibrio and Listeria. The four major PCR cocktail compo-
nents of MgCl2, dNTPs, primers and template DNA were considered and their optimum concentrations
were determined using six reference strains. The optimized concentration of MgCl2 was determined to
be 2.5 mM in order to obtain a consistent fingerprinting pattern. The similar fingerprinting pattern was
obtained when REP primers and dNTPs were added up to the concentrations of 2 µM and 200 µM, respec-
tively. As for template DNA, the numbers of PCR fragments were not mostly affected, but their intensities
were slightly increased as the concentrations of the DNA were increased from 2 times to 5 times.
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서 론

미생물에 의한 식중독은 다른 여러가지 화학적,
물리적 원인들로 인해 발생할 수 있는 식중독들에

비해 전염 유발이나 식중독발생의 징후는 나타나지

않으면서 다른 지역으로의 확산등을 초래할 수 있
기 때문에 많은 관심과 관리가 필요한 질병이라 할
수 있다. 과거와 비교할 때, 급속한 국내 식생활의

서구화와 단체급식의 확산은 점차 외래 식중독 원
인균의 유입이나 확산으로 인한 피해를 증가시키고

있다. 이에 따라 국내의 식품위생에 대한 관심과 주
의가 점차 높아지고 있으며 식중독 원인균에 대한

관리와 오염원 추적등의 방법에 대한 확립이 시급

한 현실이다. 여러 식중독 유발세균들 중에서

Salmonella, Escherichia, Vibrio, Shigella, Listeria,
Staphylococcus의 6속의 병원성 세균들은 식중독 유
발에 있어 가장 흔한 원인미생물들이다. 이러한 식
중독 유발세균들을 분리·동정하기 위한 분자생물

학적인 방법으로 반복적 염기서열을 이용한 PCR
(polymerase chain reaction)법을 응용한 연구가 최근

대두되고 있다(Clark et al., 1998; Dalla-Costa et al.,
1998; Dombek et al., 2000; Jersek et al., 1999;
Johnson et al. 2000).
원시핵 세포의 genome상에는 반복되는 DNA

sequence들이 간헐적으로 분산되어 있다. 산재된 반
복성 sequence들은 전형적으로 15~수백 개의 염기쌍

으로 구성되며 세균 염색체 상에 널리 분포되어 있
다(Lupski et al., 1998). 이러한 산재된 반복성

sequence를 함유하는 probe을 이용한 genome finger-
printing 방법은 각 세균 균주들에 있어서 반복성

sequence들 사이의 위치가 다르다는 점을 이용하여

상호연관성이 있는 균주들끼리 구분하여 구별할 수
있다. 결과적으로 PCR 반응 후 얻어지는 DNA 단
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편들의 크기와 숫자의 차이점을 이용하여 각기 다
른 세균 균주들에 대하여 각기 다른 DNA finger-
printing pattern들이 얻어질 수 있는 것이다(Rivera
et al., 1992). 이러한 보존된 반복성 DNA sequence
들의 예로서는 REP(repetitive extragenic palindromic)
sequence(Higgins et al., 1982), ERIC(enterobacterial
repetitive intergenic consensus) sequence(Hulton et
al., 1992), 그리고 BOX sequence(Martin et al.,
1992) 등이 있다. 이들 반복성 DNA sequence들 중
에서 5 bp의 유동적인 loop구조를 포함한 38 bp
palindromic unit들로 이루어져 있는 REP(repetitive
extragenic palindromic) sequence들은(Higgins et al.,
1982) 염색체 상에서 non-coding 부위에 위치하며

그들의 염색체상의 위치는 종(species)마다 각기 다
르고, 전사 방향과 비교하여 방향성(orientation)에 있
어서 같은 방향 혹은 반대방향에 관계없이 염색체

상에 위치할 수 있다. 반복성 DNA sequence의 초
기연구단계에서는 E. coli와 S. typhimurium과 같이

서로 연관성이 있는 그람음성 장내세균들에서 이러

한 sequence들이 발견되었으나, 그후 연구결과에 의
하면 이들 반복성 DNA sequence들은 모든 연관된

그람음성 장내세균들 뿐만 아니라 많은 계통분류체

계상 서로 연관이 없는 다양한 문(phyla)들에 속하

는 많은 세균들에서도 보존되어 발견되었다(de
Bruijn, 1992). 그러므로 이러한 반복성 염기서열들

은 여러 속(genus)들에 대한 적용뿐만 아니라 각 속
(genus)내에서나 균주수준에서의 유전적인 연관성을

구별하는데 이용될 수 있을 것이다.
본 연구에서는 이러한 REP DNA sequence를 이

용한 REP-PCR을 이용하여 주요 식중독 유발세균인

Salmonella, Escherichia, Vibrio, Shigella, Staphylococcus,
Listeria의 6속의 병원성세균의 fingerprinting pattern
을 결정하는 과정에서 REP-PCR 반응을 일으키기

위한 반응성분들 중 주요 4가지 성분들인 MgCl2,
dNTPs, primer, 주형 DNA의 농도에 따른 finger-
printing pattern을 비교·분석하여 DNA 증폭반응에

영향을 미칠 수 있는 각 PCR 구성성분들의 최적

농도를 결정하고자 하였다.

재료 및 방법

재료 및 기기

연구에 사용된 균주(Table 1)의 배양은 LB media
(Luria-Bertani: bacto tryptone 10 g/l, bacto yeast

extract 5 g/l, NaCl 10 g/l)를 사용하였고, 실험에 사
용된 lysozyme, SDS, sarkosyl, proteinase K,
chloroform, ethidium bromide는 Sigma-Aldrich,
Inc.에서 구입하였으며, RNase A는 QIAGEN Inc.,
phenol과 agarose는 QUANTUM Biotechnologies에
서, ammonium acetate는 KANTO Chemical Co.에
서, ethanol은 MERCK Co.에서 구입하였다. PCR에
사용된 Taq. DNA polymerase와 primer는 Bioneer
에서 합성 및 구입하였고, PCR 기계는 MJ research,
Inc.의 PTC-100을 사용하였다. 전기영동 kit는 비전

과학, 1kb DNA ladder는 GIBCO-BRL Laboratories
제품을 구입하였다. 실험에 사용된 모든 시약은 분
자생물학용, ACS grade, extra pure grade 또는 특
급시약을 사용하였다.

Total DNA 추출

5 ml의 LB 배지에 7종의 균주를 접균하여 37oC
항온기에서 24시간정도 배양 후, 15,000rpm으로 5
분간 원심분리하여 수확, 1 ml의 1M NaCl을 넣어

서 2회 세척하고 같은 조건으로 원심분리하여 균체

를 수확 후 500 µl의 1 ×TE(10 mM Tris-HCl, 1 mM
EDTA)를 넣어서 현탁시켰다. 현탁된 세포에 100 µl
의 lysozyme(2mg/ml)과 20 µl의 RNase A(10mg/
ml)를 넣어서 37oC에서 30분간 방치한 후, lysozyme
으로 분해가 안됐을 경우 50 µl의 SDS(10%)를 가한

다(Gram 양성균의 경우, Staphylococcus는 10 µl의
lysostaphin(1 mg/ml), Listeria는 10 µl의 mutanolysin
(1 mg/ml)을 가한다). 이 현탁액에 50 µl의 proteinase
K(10 mg/ml)를 가한 후 37oC에서 1시간동안 반응시

켰다(Gram 음성균은 100 µl의 sarkosyl (10%)을 더
첨가한다). 분해된 세포현탁액에 동량의 phenol을 가
하여 혼합하고 15,000rpm으로 5분간 원심분리하여

수용액층을 분리한 후 동일과정을 2회 반복하고, 최
종적으로 얻은 수용액층에 동량의 chloroform을 넣

 
Table 1. Strains used in this study

strain

name Gram staining type

Salmonella typhi Ty2 ATCC 19430 -
E. coli H10407 -
E. coli O157:H7 ATCC 35150 -
Vibrio cholerae NIH 35A3 -
Shigella flexneri ATCC 29903 -
Listeria monocytogenes HPB#3 +
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어서 혼합 후 같은 조건으로 원심분리 하여 상등액

을 얻었다. 상등액에 0.5배 부피의 1M ammonium
acetate와 2.5배 부피의 99% 에탄올을 넣어서 -70oC
에 60분간 방치한 다음 15,000rpm으로 5분간 원심

분리하였다. 침전물을 건조시키고 여기에 50 µl의
1 × TE(10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA)를 넣어서

DNA를 용해하였다(Versalovic et al., 1991).

PCR 반응 조건

PCR 반응액의 조성은 5 µl 10 × Tris함유 반응

buffer(pH 9.0), 표적 DNA, primer, MgCl2, dNTPs
와 1unit의 Taq DNA polymerase를 혼합한 후 멸균

된 증류수로 전체부피를 50 µl로 맞추었다. Primer로
는 REP1R-I(5'-IIIICGICGICATCIGGC-3')과 REP2-I (5'
-ICGICTTATCIGGCCTAC-3')를 사용하였다[Versalovic
et al., 1994]. 각각의 실험을 위하여 PCR 구성성분

중 MgCl2, dNTPs, primer, 주형 DNA를 변수로 하
여 다음과 같이 각각의 농도를 설정하였다(Table 2).
MgCl2변수는 각 PCR tube 당 농도를 0 mM, 0.5
mM, 1.0 mM, 1.5 mM, 2.0 mM, 2.5 mM로 설정하

였고 dNTPs는 200 µM, primer는 2.0 µM, DNA는
1 µl로 고정하였다. dNTPs변수의 경우는 0 µM, 50
µM, 100 µM, 150 µM, 200 µM, 250 µM로 각 농도

를 설정하고 MgCl2는 2.0mM, primer는 2.0 µM,
DNA는 1 µl로 고정하였다. Primer변수는 0 µM,
0.5 µM, 1.0 µM, 1.5 µM, 2.0 µM, 2.5 µM로 설정하

였고 MgCl2는 2.0 mM, dNTPs는 200 µM, DNA는
1 µl로 고정하였다. 주형 DNA변수는 0 µl, 0.25 µl,
0.5 µl, 0.75 µl, 1.0 µl, 1.25 µl로 설정하고 MgCl2는

2.0 mM, dNTPs는 200 µM, primer는 2.0 µM로 고
정하였다. 

PCR의 반응조건은 예비 변성(pre-denaturation) 단
계 94oC에서 7분, 변성(denaturation) 단계 94oC에서

1분, 냉각(annealing) 단계 40oC에서 1분, 연장

(extension) 단계 72oC에서 3분이며 변성, 냉각, 연
장의 단계를 30회 반복 실시하였고, 후 연장(post-

extension) 단계로 72oC에서 5분간 유지 시켰다.

Agarose 전기영동

증폭된 DNA 산물 10 µl를 취하여 2.5 µl의
agarose 전기영동용 5 × loading buffer(60% glycerol,
0.025% bromophenol blue, 0.025% xylene cyanol,
in 1 × TAE)와 섞은 후 1 ml 50 × TAE buffer(242 g
tris base, 57.1 ml glacial acetic acid, 100 ml 0.5M
EDTA)와 0.5 g agarose에 증류수를 가하여 제조한

50 ml 1% agarose gel에 주입하여 100V 전압으로

1 × TAE running buffer하에서 전기영동을 실시하였

고, 실시 후 ethidium bromide 용액(0.5 µg/ml)에 30
분간 담근 후 자외선등으로 DNA를 관찰하고 즉석

사진을 찍었다.

결과 및 고찰

MgCl2 농도 결정

MgCl2의 역할은 double strand인 주형 DNA와 증
폭된 산물 DNA의 denaturation과 primer의 annealing
을 도우며, Taq DNA polymerase의 보조인자로서도

작용을 한다(Sambrook et al., 1989). MgCl2의 농도

를 다르게 설정하여 6species의 식중독 유발균주를

적용해본 결과, 반응이 일어날 수 있는 한계농도의

범위가 매우 다양하게 나타났다. Listeria균주가

0.5 mM의 MgCl2농도에서 반응이 일어난 것에 비해

Salmonella와 Vibrio는 1.5 mM의 농도에서 최초로

단편이 생성되었다. 이러한 현상은 primer나 주형

DNA에 EDTA나 chelating agent가 존재할 경우

MgCl2의 역할을 방해할 수 있기 때문에(Innis et al.,
1992) 균주마다 DNA 추출과정 중 잔류된 EDTA의
양이 다르므로 MgCl2의 적용농도에 따른 증폭반응

유발 정도에 있어 차이를 보이고 있다고 할 수 있
다. Salmonella는 1.5 mM부터 거의 fingerprinting
pattern 전체에 해당하는 단편수를 보였고 2.0 mM에

서 더 이상의 단편수 증가는 관찰되지 않았다. E.

Table 2. Concentrations of each ingredient varied for PCR reactions

tube numbers

ingredients 1 2 3 4 5 6
MgCl2 (mM) 0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
dNTP (µM) 0 50 100 150 200 250
primer (µM) 0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
DNA (µl) 0 0.25 0.5 0.75 1.0 1.25 
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coli는 0.6kb, 0.7kb를 중심으로 적용농도에 따라 단
편의 수와 강도가 증가하였고, E. coli O157:H7은
1.0mM에서 0.7kb가 증폭되었고 2.0mM부터 증폭된

단편의 수는 증가하지 않았다. Vibrio는 0.5kb의 단
편을 중심으로 0.2kb에서 최대 4.0kb의 범위까지 단

편이 생성되었고, Shigella는 1.0 mM에서 0.6kb,
0.7kb를 중심으로 단편수와 강도가 점차 증가하였

다. Listeria는 0.5 mM을 적용하였을 때도 아주 강
도가 높은 단편을 0.7kb부근에서 얻을 수 있었다

(Fig. 1). MgCl2는 음성을 띠는 dNTPs의 첨가로 인

Fig. 1. Fingerprinting patterns shown as the concentrations of MgCl2 increase: Panels A to Panel F represent
fingerprinting pattern of seven species. Panel A: E. coli H10407, Panel B: E .coli O157:H7 ATCC 35150, Panel C: Sal.
typhi Ty2 ATCC 19430, Panel D: Shi. flexneri ATCC 29903. Panel E: V. cholerae NIH 35A3, Panel F: L. monocytogenes
HPB#3. Lane 1 showed 1kb DNA ladders. The concentrations of MgCl2 for each PCR reaction increased with an
increment of 0.5 mM from 0mM (lane 2) to 2.5 mM (lane 7). The other ingredients consisted of primers (2.0 µM), dNTPs
(200 µM) and template DNA (1.0 µl) for PCR reaction.
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해 반응액의 pH가 상승하는 것을 막아주는 역할을

한다. 그렇기 때문에 MgCl2의 농도를 최적화하기

위해서는 dNTPs의 양을 고려하여 적용하여야 한다

(Innis et al., 1992). Lin 등(Lin et al., 1996)은
Salmonella를 이용한 그들의 연구에서 dNTPs의 농
도가 200 µM일 때 MgCl2의 농도를 3.5 mM로 최적

화 하여 제안한바 있다. 그러나 본 연구에서는 단
일 속의 균주가 아닌 5속, 6종의 균주를 이용하여

실험한 결과, MgCl2의 농도가 2.0 mM과 2.5 mM일

때, 균주들의 fingerprinting pattern의 변화가 없거나

적은 것으로 관찰되었으며, REP-PCR을 사용하여

모든 속의 균주를 한가지 조건으로 분리·동정하기

위한 방법으로 적용하기 위해 dNTPs의 농도가

200 µM일 때 MgCl2의 농도는 2.5 mM이 최적인 것
으로 결론을 내렸다.

dNTPs 농도 결정

dNTPs는 dATP, dCTP, dGTP, dTTP를 각각 동일

한 농도로 합쳐 놓은 것을 말한다. 주형 DNA의 상
보적인 서열을 만들기 위해 DNA 단일 가닥과 결
합한 primer의 3' end에 Taq DNA polymerase가
dNTPs중 주형 DNA 단일 가닥에 상보적인 염기를

하나씩 결합시킴으로서 DNA가닥이 연장 되게 된
다. 일반적으로 dNTPs의 농도는 50 µM에서 200 µM
까지의 범위에서 실험을 수행하는데, 적용하는 dNTPs
의 농도가 너무 높을 경우, 연장단계에서 Taq DNA
polymerase에 의해서 불균형적으로 사용될 수 있다

(Erlich, 1992).
dNTPs 농도 결정실험 결과, 6 species의 균주 모

두 초기 적용 농도인 50 µM부터 증폭반응이 일어

나기 시작했다. Salmonella는 1.4kb의 희미한 단편

을 중심으로 농도의 증가에 따라 단편의 수와 강도

가 최소 0.6kb에서 4.0kb의 범위에서 증가하는 양
상을 보였다. E. coli는 0.6kb와 0.7kb의 단편이 50
µM을 적용할 때부터 250 µM을 적용할 때까지 동
일한 강도를 보였으며 그 이상의 분자량을 갖는 단
편들이 점차 생성되었다. E. coli O157:H7은 0.7kb
의 단편이 50 µM을 적용하였을 때 나타났으나

dNTPs의 농도가 증가할수록 그 강도가 약해졌고,
반면 다른 단편들은 적용농도의 증가와 함께 수와

강도도 증가했다. Vibrio는 초기 적용한 dNTPs의 농
도부터 전체적인 fingerprinting pattern을 나타냈으며

단편의 강도만 점증하였다. Shigella는 0.6kb, 0.7kb
를 기준으로 최대 4.0kb까지 단편들이 생성되었고,
Listeria는 50 µM에서 0.7kb의 희미한 단편을 중심

으로 농도에 따라 강도가 증가하며 150 µM에서

1.7kb의 단편과의 사이에 여러 개의 작은 단편들이

생성되었다(Fig. 2). 
dNTPs의 농도를 50 µM씩 증가시키면서 6가지 구

간의 농도를 적용해본 결과, 적용한 농도가 증가함

에 따라 단편의 수와 강도가 증가하였다. 초기에 50
µM의 농도를 적용하였을 때부터 거의 완전한

fingerprinting pattern을 나타내는 균주들도 있었으나

총 단편의 수가 완벽하게 나타나지는 않았고, 200
µM의 적용시점에서 6종의 균주 모두 더 이상의 단
편의 수나 강도의 변화는 관찰되지 않았기 때문에

fingerprinting pattern의 파악을 위한 목적에는 200
µM의 dNTPs 농도만으로도 충분하였다.

Primer 농도 결정

주형 DNA의 양과 PCR반응의 반복회수를 고려

한 primer양의 최적화는 각 균주들의 정확한 finger-
printing pattern을 이끌어내기 위해 우선되어야 한다.
본 연구에서 primer의 농도를 달리 적용하였을 때
Vibrio를 제외한 5종의 균주들이 0.5 µM 시점에서부

터 증폭반응이 일어났다. Salmonella는 0.5 µM에서

1.4kb에서 4.0kb의 단편범위를 보였으나 1.5 µM에서

는 0.6kb의 단편이 나타남으로써 단편생성의 범위

가 확대되었고, E. coli는 0.6kb와 0.7kb의 단편이

주 단편으로서 primer 적용농도에 따라 점증하는 양
상을 보였다. E. coli O157:H7은 0.5 µM의 농도에

서 희미한 0.5kb와 3.8kb의 단편이 나타났으나 1.0
µM의 농도에서 단편들의 강도가 상대적으로 급하

게 증가하였으며 2.0 µM에서 더 이상의 단편수 증
가는 나타나지 않았다. Vibrio는 1.5 µM을 적용할

때 최초의 단편이 발견되었으나 2.5 µM을 적용할

때까지 기본적인 fingerprinting pattern의 파악은 어
려웠다. 그렇기 때문에 다른 PCR성분변수를 응용

한 실험에서 표현된 Vibrio의 pattern으로 살펴보아

2.5 µM을 적용하였을 때 pattern이 동일하게 관찰되

었다. 그러므로, Vibrio의 fingerprinting pattern을 파
악할 수 있는 primer의 기준농도는 2.5 µM로 결정

하였다. Shigella는 0.5 µM부터 0.6kb에서 4.0kb까지

의 단편범위를 나타내었고, 점차 단편의 강도와 수
가 증가하였으나, 1.5 µM부터의 증가정도는 크지 않
았다. Listeria는 0.7kb의 단편이 0.5 µM 적용할 때
생성되었고 0.9kb의 단편은 1.5 µM을 적용하였을 때
부터 생성되어 적용농도를 증가시킴에 따라 단편의

강도가 증가하였다(Fig. 3). 
적용한 primer의 양이 주형 DNA의 양에 비해 과
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량이며 PCR의 반복회수가 많을 때 primer들이 서
로 결합된 형태인 primer dimer가 생성될 수 있다

(Innis et al., 1992). Lin 등(Lin et al., 1996)은 그

들의 연구에서, 적정 primer의 농도를 2.5 µM로 보
고하였다. 그러나 본 연구에서는 Vibrio를 제외한 6
종의 균주 모두 2.0 µM의 primer를 적용했을 때 고

Fig. 2. Fingerprinting patterns shown as the concentrations of dNTPs increase: Panels A to Panel F represent finger-
printing pattern of seven species. Panel A: E. coli H10407, Panel B: E .coli O157:H7 ATCC 35150, Panel C: Sal. typhi
Ty2 ATCC 19430, Panel D: Shi. flexneri ATCC 29903. Panel E: V. cholerae NIH 35A3, Panel F: L. monocytogenes
HPB#3. Lane 1 showed 1kb DNA ladders. The concentrations of dNTPs for each PCR reaction increased with an
increment of 50 µM from 0 µM (lane 2) to 250 µM (lane 7). The other ingredients consisted of MgCl2 (2 mM), primers
(2.0 µM), and template DNA (1.0 µl) for PCR reaction.
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유한 fingerprinting pattern을 나타낼 수 있었다. 

주형 DNA 양 결정

Chiu 등의 연구(Chiu et al., 1996)에 의하면 최소

약 20여 개체의 세균을 이용한 PCR에서도 증폭반

응이 일어남으로서, 아주 적은 양의 주형 DNA를
이용해서도 PCR 반응이 일어날 수 있으며 그 민감

도는 상당히 높은 것을 알 수 있다. 이와 같은 결

Fig. 3. Fingerprinting patterns shown as the concentrations of primers increase: Panels A to Panel F represent
fingerprinting pattern of seven species. Panel A: E. coli H10407, Panel B: E. coli O157:H7 ATCC 35150, Panel C: Sal.
typhi Ty2 ATCC 19430, Panel D: Shi. flexneri ATCC 29903. Panel E: V. cholerae NIH 35A3, Panel F: L. monocytogenes
HPB#3. Lane 1 showed 1kb DNA ladders. The concentrations of Primers for each PCR reaction increased with an
increment of 0.5 µM from 0 µM (lane 2) to 2.5 µM (lane 7). The other ingredients consisted of MgCl2 (2 mM), dNTPs
(200 µM) and template DNA (1.0 µl) for PCR reaction.



식중독세균 검출위한 REP-PCR 반응성분의 최적화 225
과와 마찬가지로 주형 DNA의 양을 아주 소량인

0.25 µl를 적용하였을 때부터 대부분의 적용 균주들

에 대하여 단편들의 강도가 강하게 나타났다.
Salmonella의 경우, 강도높은 주 단편들이 0.25 µl를

적용했을 때부터 생성되었고 적용농도를 증가시킴

에 따라 단편의 수가 증가하여 1.0 µl에서는 더 이
상의 단편수의 증가는 없었다. E. coli는 0.25 µl의
DNA를 적용할 때부터 주 단편인 0.6kb, 0.7kb의 단

Fig. 4. Fingerprinting patterns shown as the concentrations of template DNA increase: Panels A to Panel F represent
fingerprinting pattern of seven species. Panel A: E. coli H10407, Panel B: E. coli O157:H7 ATCC 35150, Panel C: Sal.
typhi Ty2 ATCC 19430, Panel D: Shi. flexneri ATCC 29903. Panel E: V. cholerae NIH 35A3, Panel F: L. monocytogenes
HPB#3. Lane 1 showed 1kb DNA ladders. The concentrations of template DNA for each PCR reaction increased with
an increment of 0.25 µl from 0 µl (lane 2) to 1.25 µl (lane 7). The other ingredients consisted of MgCl2 (2 mM), primers
(2.0 µM) and dNTPs (200 µM) for PCR reaction.



226 산업식품공학 제 7 권 제 4 호 (2003년 11월)
편이 강하게 나타났고 다른 작은 단편들의 강도도

매우 강하게 나타났다. 주형의 양이 증가함에 따라

단편의 강도보다는 수가 증가했지만 1.0 µl의 DNA
를 적용하였을 때부터 더 이상의 수의 증가는 관찰

되지 않았다. E. coli O157:H7은 0.25 µl를 적용할

때 4.0kb의 큰 분자량의 단편이 먼저 생성되었고 적
용하는 DNA의 양이 증가함에 따라 분자량이 적은

단편들이 생성되어 fingerprinting의 범위가 확대되

었다. 1.0㎕를 기준으로 더 이상의 단편의 변화는

없었다. Vibrio와 Shigella도 0.25 µl를 적용했을 때
부터 최소단편과 최대단편이 모두 나타났고, 적용

양의 증가에 따라 최대와 최소단편사이의 범위에서

작은 단편들이 생성되어 강도가 점차 증가되었다.
그러나 1.0 µl에서부터는 더 이상의 단편수의 증가

는 없었다. Listeria는 0.25 µl에서 0.7kb의 단편이 최
초로 생성되었고 0.5 µl에서 1.7kb의 단편이 생성되

며 DNA의 양과 비례하여 강도가 증가하였다(Fig.
4).
주형 DNA의 양을 변화시켜 적용하였을 때 각각

의 DNA양들간의 fingerprinting pattern은 많은 차이

를 보이지는 않았다. 그러나 적용되는 DNA양에 따
라 단편들의 강도와 수가 점증하는 양상을 보였다.

요 약

반복성 염기서열을 응용한 PCR법인 REP-PCR을
사용하여 식중독 미생물의 분리와 동정을 위한 연
구에 적용하기 위하여 주요 식중독 유발세균 5속
(genus), 6종의 균주를 사용하여 실험을 실시하였다.
PCR 구성성분인 MgCl2, dNTPs, REP sequence
primer, 주형 DNA의 농도를 최적화하기 위한 연구

결과, MgCl2의 농도가 2.0 mM과 2.5 mM일 때, 균
주들의 fingerprinting pattern의 변화가 없거나 적은

것으로 관찰되어, 모든 속의 균주를 단일조건으로

분리?동정하기 위해서 MgCl2의 농도는 2.5 mM이

최적인 것으로 결론을 내렸다. dNTPs는 50 µM의

농도를 적용하였을 때부터 전체 fingerprinting
pattern범위의 주 단편들을 나타내는 균주들도 있었

으나 총 단편의 수가 완벽하게 나타나지는 않았고,
200 µM의 적용시점에서 6종의 균주 모두 단편의 수
나 강도의 변화가 관찰되지 않았기 때문에

fingerprinting pattern의 파악을 위한 목적에는 200
µM의 dNTPs 농도만으로도 충분하였다. REP primer
는 적용한 농도가 증가함에 따라 단편의 수와 강도

가 증가하였으며 Vibrio를 제외한 5종의 균주가 2.0
µM의 primer를 적용했을 때 고유한 fingerprinting
pattern을 나타냈다. 주형 DNA의 양을 변화시켜 적
용하였을 때 DNA 양의 비율이 2배에서 5배까지 증
가하여도 초기 미량 적용 시 생성되었던 fingerprinting
pattern은 많은 차이를 보이지는 않았다. 그러나 적
용되는 DNA 양에 따라 단편들의 강도와 수가 약
간씩 점증하는 양상을 보였다.
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