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식품 & 음료 및 제약 산업을 위한 
DNA 마이크로어레이 기반 
신속 미생물 검사 시스템의 개발

식품, 음료 및 의약품에 대한 미생물학적 검사는 일반적으로 배양법을 사용하여 수행합니다. 

그러나 배양법은 검사 시간, 기술 및 방법론 측면에서 문제가 있어 기술적인 혁신이 필요합니다. 우

리는 신속하고 간단한 미생물학적 검사 시스템을 구현하기 위한 원천 기술로써 신호 프로브 방법

(탐침법)을 기초로 한 DNA 마이크로어레이를 개발하였습니다. 이 논문에서는 검사 시스템 성능 개

선을 위한 새로운 DNA 추출 및 증폭 공정 기술을 소개하고, 오염된 세균을 분류하기 위해 DNA 마

이크로어레이를 사용하는 방법을 제시합니다. 신속한 미생물학적 검사는 검사 결과를 신속하게 피

드백 할 수 있는 기회를 제공할 수 있고, 이는 임상 실습의 다른 측면에 긍정적인 영향을 미칠 것으

로 기대됩니다. 또한 검사 과정과 작업을 단순화시킬 수 있다면, 특수한 전문 기술이나 다른 기술이 

필요 하지 않으면서 미생물을 신속하게 및 광범위하게 검사하는 방법을 사용할 있는 기회를 제공할 

수 있을 것으로 기대되는 바입니다.

개요

식품, 음료 및 의약품은 우리 일상생활에서 핵심적인 역할을 하

고 있고, 따라서 소비자의 안전과 건강을 보호하기 위해 이러한 

제품은 제조된 직후부터 소비자에게 제공될 때까지 품질을 유지하는 

것이 중요합니다. 다양한 관점에서 볼 때, 일본 제조 현장의 품질 관

리는 전문 지식을 기반으로 하고 있으며, 많은 기업은 이러한 역량을 

기업의 강점 중 하나로 언급하고 있습니다. 이러한 배경 가운데 미생

물 오염이 발생할 경우 제품이 손상될 뿐 아니라, 미생물로부터 발생

하는 독소가 체내로 흡수될 경우 건강에 위협이 될 수 있기 때문에 이

는 품질 관리에 있어 핵심적인 문제로 부상하고 있습니다. 산업에 특

화된 미생물 오염 관리 표준이 수립돼 있고, 여기에는 보건복지부의 

의약품에 대한 GMP(Good Manufacturing Practice – 우수 의약품 

제조·관리 기준) 조례 및 식품에 대한 HACCP(Hazard Analysis and 

Critical Control Point – 위해요소 중점 관리 기준) 시스템이 포함됩

니다. 이러한 표준은 필요에 따라 검토한 후 안전성을 향상시키는 데 

사용됩니다. 특히 2021년 6월 HACCP의 의무적 시행이 시작되면서, 

음식 및 음료 산업의 미생물 관리 관행은 점점 더 중요한 검토 대상이 

되었습니다(1).

현재 제조 시설에서 미생물 오염을 검사하는 가장 일반적인 접

근 방식은 배양입니다. 배양법은 미생물을 시각적으로 확인할 수 있

을 정도로 번식시킨 후 오염 여부를 확인하고 오염된 종을 식별합니

다(2). 그러나 이 방법에는 몇 가지 문제가 있습니다. 예를 들어, 검사 

결과를 얻는 데 며칠에서 몇 주가 걸립니다. 또한, 오염된 세균을 특

정하기 위해서는 화학 및 생물학에 대한 특수한 지식이 필요하고, 무

균 절차와 생장 조건을 고려해야 합니다. 배양법의 약점을 보완할 수 

있는 빠르고 간단한 검사 방법을 실현할 수만 있다면 미생물 오염의 

확산으로 인한 손실을 줄일 수 있을 뿐 아니라, 제품 출하 결정에 필

요한 시간을 단축해 재고 비용을 절약할 수 있는데, 이러한 기술은 많

은 기업이 속히 개발될 것을 매우 기대하고 있는 바입니다.
*1 ‌�Life Research & Development Department, Innovation Center,  

Marketing Headquarters

Yuko Hirakawa *1          Chika Maemura *1          Tomoyuki Taguchi *1
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DNA 마이크로어레이 법은 빠른 미생물 검사법 중 하나입니다. 

이 방법을 사용하여 다양한 샘플을 신속하게 분석할 수 있지만, 특정 

DNA를 표지시키는 복잡한 작업 및 세척 과정 등이 포함됩니다(3). 따

라서 DNA 마이크로어레이를 사용한 미생물 검사법을 단순화시키기 

위해 우리는 신호 DNA 프로브를 사용하고 복잡한 DNA 표지 또는 

세척 작업이 필요하지 않은 감지 시스템을 개발하고 있습니다(그림 

1)(4)(5). 이 논문에서는 전체 검사 시스템을 단순화하기 위해 개발한 게

놈 DNA 추출 기술과 PCR(polymerase chain reaction - 중합효소 연

쇄반응) 기술 및 그 결과물, 그리고 테스트 결과의 유용성을 향상시키

는 분류 설계에 대하여 보고합니다. 마지막으로 이 새로운 미생물 검

사 방법의 잠재적인 산업 응용에 대하여 설명할 것입니다.

고온 가압 DNA 추출법

미생물로부터의 DNA 추출

우리가 개발 중인 미생물 검출 시스템은 PCR을 사용하여 오염

된 샘플에 포함된 미생물의 타깃 DNA 서열을 증폭시켜 이를 감지할 

수 있게 만들어 줍니다.

미생물의 게놈 DNA를 추출하기 위해서는 세포막 구조를 파괴

해야 합니다. 미생물은 일반적으로 그램 음성 박테리아, 그램 양성 박

테리아, 그리고 곰팡이와 같은 다양한 종류로 분류됩니다. 이들은 각

각의 종류마다 다른 막 구조로 되어 있습니다. 세균 세포의 표면은 세

포막과 세포벽으로 구성됩니다. 대장균과 같은 그램 음성 박테리아

의 세포벽은 얇은(7-8 nm) peptidoglycan 층이 지질 이중 층에 인접

한 구조인 반면 Bacillus subtilis 및 Staphylococcus aureus와 같은 그

램 양성 박테리아는 높은 밀도의 두꺼운(20-80 nm) peptidoglycan 

층을 가지고 있습니다. 곰팡이의 세포벽은 주로 β 글루칸 및 키틴으

로 이루어져 있어 이와 같은 박테리아와는 매우 다른 특성을 가지고 

있습니다. 따라서 효소나 다른 시약을 사용하여 세포 용해 작업을 진

행할 때 대상 박테리아에 대한 복잡한 추출 프로토콜이 사용되며, 일

관된 추출 조건에서 미생물 DNA를 추출하기는 어려운 작업입니다. 

미생물 세포의 막 구조와 상관없이, 일관된 조건 하에서 수행할 수 

있는 간단한 추출 방법이 필요합니다. 따라서 우리는 세포를 파괴하

고 내용물을 추출하기 위해 물리적 기술인 고온과 고압을 사용하는 

HTP(high-temperature pressurized-고온 가압) 추출법을 개발하였

습니다(특허 등록 번호: 5624487).

HTP 법을 사용한 DNA 추출

이 방법의 경우, 샘플을 관에 넣고 용해제를 첨가한 후 관을 

140℃로 수십 초 동안 가열하고 나서 내용물을 추출합니다. 예전에 

이와 같은 방법은 유리관의 뚜껑을 수동으로 하나씩 닫는 복잡하고 

조심스러운 공정과, 고온 가열 블록에 관을 하나씩 넣는 공정이 필요

했습니다. 그러나 우리는 이 공정을 자동화하기 위해 자동 HTP 기기

와 내열 플라스틱 관을 개발하였습니다(그림 2).

 

DNA 추출을 위한 대상 미생물로 S. aureus를 배양하였으며, 이

를 기존의 유리 시험관과 신규 개발된 수지 시험관에 넣었습니다. 열 

블록과 자동 HTP 기기를 사용하여 유리 시험관과 수지 시험관을 각

각 140℃에서 45-65초 동안 처리하였습니다. 추출된 DNA를 정량

적으로 측정하기 위해, 세균 잔여물의 정제된 샘플을 실시간으로 종

합효소연쇄반응(PCR)을 일으키게 한 후에, 원심분리기(20,000 × g, 

10분)를 사용하여 세균 잔여물을 제거하였습니다.

양쪽 모두 밀도 높은 막 구조를 가진 그램 양성 세균인 S. aureus

로부터 DNA를 추출할 수 있었습니다(그림 3). 더 얇은 막을 가진 그

램 음성 박테리아로부터도 추출할 수 있다는 사실이 확인되어 우리

의 방법이 다양한 미생물에 대하여 유용하게 사용될 수 있다는 사실

을 확인할 수 있었습니다. 처리 시간이 연장됨에 따라 검출된 복사본 

수가 감소하게 되었는데, 이는 시료가 고온에 장기간 노출됨으로 인

한 DNA의 조각화에 기인한 것으로 추정되었으며, PCR 증폭에 영향

을 줄 수 있는 것으로 판단되었습니다. 따라서 약 45초의 처리 시간이 

고온 압력 처리에 적합하며, 개발된 방법을 통해 1분 이내에 배양된 

박테리아로부터 DNA를 추출할 수 있다는 사실을 확인할 수 있었습

니다.

 

Development of a DNA Microarray-based Rapid Microbiological Testing System for the Food & Beverage, and Pharmaceutical Industries

Yokogawa Technical Report English Edition Vol.65 No.2 (2022)66 20

The DNA microa r ray method is  one such rapid 
microbiological testing method. While this method enables 
rapid analyses of multiple samples, it involves complicated 
operations such as labeling the targeted DNA and washing 
operations(3). Therefore, to simplify microbiological testing 
using DNA microarrays, we have been developing a detection 
system that uses signaling DNA probes and does not require 
complicated DNA labeling or washing operations (Figure 
1)(4)(5). In this paper, we report a genomic DNA extraction 
technology and a polymerase chain reaction (PCR) technology 
we developed to simplify the entire testing system and their 
results, as well as a categorization design that improves the 
usefulness of test results. Finally, we describe some potential 
industrial applications of this new microbiological testing 
method.

HIGH-TEMPERATURE PRESSURIZED DNA 
EXTRACTION METHOD

Extraction of DNA from Microorganisms
The microbial detection system we are developing uses 

PCR to amplify the target DNA sequences of microorganisms 
contained in a contaminated sample, thereby enabling their 
detection.

Extracting the genomic DNA of a microorganism requires 
disrupting its cellular membrane structure. Microorganisms 
are broadly classified as Gram-negative bacteria, Gram-
positive bacteria, or fungi, and each has a different membrane 
structure. A bacterial cell surface consists of a cell membrane 
and a cell wall. The cell wall of Gram-negative bacteria such 
as Escherichia coli is a thin (7–8 nm) peptidoglycan layer 
adjacent to a lipid bilayer, whereas Gram-positive bacteria 
such as Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus have a 
thick (20–80 nm) peptidoglycan layer with high density. The 
cell walls of fungi consist mainly of β-glucans and chitin, 
making them very different from those of the above-mentioned 
bacteria. For this reason, when cell lysis is performed 
using an enzyme or other reagent, a complicated extraction 
protocol is used for the target bacteria, and it is difficult to 
extract microbial DNA under a uniform extraction condition. 
Regardless of the membrane structure of the microbial cells, 
a simple extraction method that can be performed under 
uniform conditions is required. Therefore, we developed the 
high-temperature pressurized (HTP) extraction method, in 
which cells are disrupted and their contents are extracted using 
physical techniques (i.e., high temperature and high pressure). 
(Patent Registration No. 5624487).

DNA Extraction by the HTP Method
In this method, a sample is placed in a tube, a lysing 

agent is added, and the tube is heated at 140°C for several tens 
of seconds to extract the cellular contents. Conventionally, 
such methods have involved complicated and careful steps for 
manually closing the lids of the glass tubes one by one and 
placing them in a high-temperature heating block. To automate 
this process, we developed an automatic HTP machine and a 
heat-resistant plastic tube (Figure 2).

Figure 2 Automated HTP machine and heat-resistant 
plastic tubes

Automated HTP machine

Heat-resistant plastic tubes

S. aureus was cultured as the target microorganism for 
DNA extraction and dispensed into conventional glass tubes as 
well as the newly developed resin tubes. The glass tubes and 
resin tubes were treated with a heat block and an automatic 
HTP machine, respectively, at 140°C for 45–65 sec. Bacterial 
residues were removed by centrifugation (20,000 × g, 10 min), 
after which column-purified samples were subjected to real-
time PCR in order to quantify the amount of extracted DNA.

Both treatments allowed DNA extraction from S. aureus, 
a gram-positive bacterium with a dense membrane structure 
(Figure 3). The fact that extraction was also confirmed for 
Gram-negative bacteria with thinner membranes indicated the 
usefulness of our method for a variety of microbial species. 
The number of detected copies decreased as the treatment 
time was extended, possibly due to the fragmentation of DNA 
caused by prolonged exposure to high temperatures, which 
may have affected the PCR amplification. This suggests that 
about 45 sec is appropriate for high-temperature pressurization 
treatments, and that the developed method can extract DNA 
from cultured bacteria within 1 min.

Figure 1 Detection process in a microbial contamination testing system
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그림1 미생물 오염 검사 시스템의 탐지 과정

그림2 자동화된 HTP 기기 및 내열 플라스틱 튜브

자동화된 HTP 기기

내열 플라스틱 튜브
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비대칭 PCR 시스템의 구축

비대칭 PCR의 원리

DNA 마이크로어레이를 사용한 미생물 검출법은 오염된 미생

물로부터 추출된 DNA를 템플릿으로 사용하고 대상 영역의 DNA 조

각을 PCR로 증폭한 후 이를 DNA 마이크로어레이와 반응시켜 검출

하는 과정입니다(3).

이중 가닥 DNA로 처리하지 않는 경우, PCR 앰플리콘은 검출 

효율이 낮습니다. 따라서 DNA 마이크로어레이의 대상으로 사용하

기 위해 앰플리콘을 처리할 필요가 있습니다. 그러나 이 과정은 소량

의 수용액을 처리해야 하므로 복잡하고, 값비싼 시약으로 인하여 시

험 비용의 상승 요인이 됩니다. 우리는 비대칭 PCR(6)을 사용하여 이 

문제를 해결하려 하였습니다. 비대칭 PCR은 프라이머 세트 중 하나

의 프라이머의 양을 증가시켜 대상이 되는 단일 가닥 DNA를 먼저 

증폭시키는 방법입니다(그림 4).

우리의 검출 시스템에 이 방법을 적용하는 경우, 단일 가닥 처리 

과정을 생략할 수 있기 때문에 시약 비용을 절감할 수 있고 필요한 기

술을 단순화할 수 있습니다.

비대칭 PCR 검출 시스템의 적용

우리의 검출 시스템에 비대칭 PCR법을 적용하기 위해 PCR의 

프라이머 비율 조건을 조사했습니다. 우리는 1:1부터 1:20까지의 프

라이머 비율로 PCR 작업을 수행하였습니다. 단일 가닥 처리 과정이 

필요한 기존 프로토콜과 비교하기 위해 두 개의 반응 시험관을 준비

하였고, 그중 하나에는 생물학적으로 표지된 F 프라이머를 사용하였

습니다.

PCR 증폭 후 F 프라이머를 가지고 있는 샘플에 avidin–biotin 

반응을 적용하여 단일 가닥 처리 작업을 수행하였습니다. 각 샘플은 

혼합 용액(최종 농도 5 × SSC, 1% Triton X)을 사용하여 희석하였

고, 60℃에서 5rpm으로 30분 동안 신호 전달 DNA 마이크로어레이

와 반응시켰습니다. 각 스팟의 형광 강도는 형광 판독기(Yokogawa 

Electric Corp.)를 사용하여 측정하였습니다.

그 결과, 프라이머의 비율을 1:5 또는 1:10으로 설정하였을 때, 

단일 가닥 샘플과 하이브리다이제이션의 형광 강도가 동등하였습니

다(그림 5).
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CONSTRUCTION OF AN ASYMMETRIC PCR 
SYSTEM

The Principle of Asymmetric PCR
Microorganism detection using DNA microarrays is 

performed by PCR amplification of DNA fragments in a 
target region, using DNA extracted from contaminating 
microorganisms as a template and then reacting them with a 
DNA microarray(3) to detect them.

The PCR amplicon is double-stranded DNA, which has 
a low detection efficiency without processing. Therefore, it 
is necessary to treat the amplicon to obtain single-stranded 
DNA for use as the target of the DNA microarray. However, 
this process is complicated because it requires handling small 
volumes of solutions, and expensive reagents make the costs 
of the tests high. We attempted to solve this problem by using 
asymmetric PCR(6), a method for preferentially amplifying 
the target single-strand DNA by increasing the amount of 
one primer in a set of primer pairs. (Figure 4). Applying this 
method to our detection system allows the omission of the 
single-stranding process, which should reduce the reagent 

costs and simplify the required skills.

Application of Asymmetric PCR to Detection Systems
To apply this asymmetric PCR method to our detection 

system, primer ratio conditions in PCR were examined. We 
performed asymmetric PCR using primer ratios of 1:1 to 1:20. 
For comparison with the conventional protocol requiring a 
single-stranding process, we prepared two reaction tubes and 
used biotin-labeled F-primers for one of the reactions.

After PCR amplification, single-stranded treatment was 
performed by applying the avidin–biotin reaction in samples 
with F primers. In addition, asymmetric PCR was performed 
without single-stranding treatment. Each sample was diluted 
in hybridization buffer (final concentration 5 × SSC, 1% Triton 
X) and reacted with the signaling DNA microarray at 60°C for 
30 min at 5 r.p.m. The fluorescence of the spots was measured 
using a fluorescence reader (Yokogawa Electric Corp.).

As a result, when the primer ratio was set to 1:5 or 1:10, 
the hybridization fluorescence intensities were equivalent to 
those of the single-stranded samples (Figure 5).

Figure 3 Comparison of high-temperature pressurized 
extraction using heat-resistant plastic and glass tubes
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그림3 내열 플라스틱과 유리 시험관을 사용한 

고온 압력 추출의 비교

그림4 비대칭 다중 PCR의 원리

그림5 프라이머 비에 따라 검출된 형광 강도의 차이
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신호 마이크로어레이 프로브

신호 전달 DNA 마이크로어레이를 사용한 검출

DNA 마이크로어레이는 대상 DNA와 서로 상호 보완적인 서열

을 가진 DNA 프로브들이 고체 기판 위에 배열된 형태로 고정된 분

석 툴입니다. 일반적으로 DNA 마이크로어레이를 사용한 분석의 경

우 형광성 분자를 사용하여 대상 핵산 분자에 표지를 달아야 하고, 마

이크로어레이를 세척해야 하는 등의 복잡한 작업 때문에 전문적인 

기술을 필요로 합니다. 우리는 이러한 요구를 충족시키기 위해 완전

히 새로운 원리를 기반으로 한 DNA 마이크로어레이를 개발하였습

니다(4)(5).

신호 마이크로어레이 프로브

이 DNA 마이크로어레이의 신호 프로브의 경우, 우리는 5’ 끝

에 Cy3 형광 염료라고 표지된 프로브 쌍과 3’ 끝에 블랙 퀜처 2가 있

는 소거 프로브를 사용했습니다. 이는 고체상 표면에 고정되었습니

다. 이 프로브의 서열은 매우 균질한 대상 핵산 분자와 하이브리다이

제이션 작업 시 형광 되도록 설계하였습니다. 이러한 신호 프로브법

은 대상 핵산의 형광 표지 및 마이크로어레이 세척과 같은 복잡한 과

정이 필요하지 않기 때문에 DNA 마이크로어레이에서 요구되는 복

잡한 절차를 생략할 수 있고, 따라서 실험 과정을 더 빠르고 간단하게 

진행할 수 있습니다.

카테고리별 검출

미생물 오염의 원인

식품, 음료 및 의약품 제조 과정에서의 미생물 오염원은 다양한 

유형으로 분류될 수 있습니다. 이는 작업자의 피부와 두피모와 같은 

인체에 기인한 원인, 벽, 바닥 및 천장과 같은 환경에 기인한 원인, 물

과 원자재 구성 요소와 같은 원자재에 기인한 원인, 그리고 장비의 내

부, 작동 부품 및 기타 장비로부터의 오염 등이 포함됩니다.

또한 오염을 일으킬 수 있는 다양한 종류의 미생물도 존재합니

다. Japanese Pharmacopoeia(7)은 원료 및 조제물이 규정된 미생물학

적 품질을 충족하는지 여부를 결정하기 위해 S. aureus, B. subtilis, E. 

coli, Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus brasiliensis, 및 Candida 

albicans를 테스트해야 할 종으로 명시하고 있습니다.

미생물 오염에 대한 대책

미생물 오염이 발생하는 경우, 생산 라인과 시설을 멸균해야 하

는데, 이는 주로 물리적 또는 화학적 멸균으로 크게 분류할 수 있습니

다.

물리적 멸균 방법으로는 뜨거운 물, 증기 및 자외선 조사가 포함

됩니다. 화학적 멸균 방법은 크게 할로겐, 계면활성제 및 과산화물 기

반 시스템으로 분류할 수 있습니다. 그러나 음식 및 음료 공장에서는 

화학 물질 잔류의 위험을 최소화하기 위해 일반적으로 염소산나트륨 

용액, 에탄올 또는 전기 분해수를 사용합니다(8). 멸균 방식과 상관없

이 일부 미생물은 다른 미생물보다 저항성이 높을 수 있기 때문에, 대

상 미생물의 특성과 멸균제의 멸균 효과를 신중하게 고려한 후 적합

한 방법을 선택하는 것이 필요합니다.

미생물 오염에 대한 가장 중요한 초기 대응은 오염의 원인을 파

악하고 오염된 미생물에 대해 적절한 조치를 취하는 것입니다. 미생

물의 특성을 조기에 확인하면 할수록 더 용이하게 대응할 수 있고, 오

염을 최대한 신속하게 통제할 수 있습니다. 그러나 제조 현장에서 미

생물 오염 검사에 일반적으로 사용되는 배양법은 오랜 시간이 필요

합니다. 배양 시 미생물을 아가에 배양하여 균사를 형성시킵니다. 분

리된 균주를 배양한 후에는 DNA 서열 분석을 통해 정체성을 확인할 

수 있습니다. 이런 방법은 미생물종을 신뢰성 있게 식별할 수 있지만, 

테스트 결과를 얻는 데에만 1주일에서 10일이 소요될 수 있어, 대응

이 지연될 수 있고, 다양한 리스크가 증가할 수 있습니다.

BC 분류법에 따른 미생물 검출

우리는 미생물 특성에 대한 대략적인 식별만으로도 오염에 대한 

초기 대응에 충분한 정보를 획득할 수 있을 것이라 판단하였습니다. 

따라서, 우리는 빠른 대응을 고려하는 한편 Japanese 

Pharmacopoeia에 리스트 된 박테리아의 특성과 미생물 오염의 원

인으로 제시된 박테리아의 특성을 제조 현장의 환경 및 오염 제거의 

난이도 관점에서 분류하였습니다. 이를 통해 우리는 BC(Biological 

Contamination - 미생물학적 오염) 카테고리를 개발했습니다(특허 

등록 번호 6919715)(표 1).

구체적으로 Staphylococcus spp.가 인체 피부 원주 박테리아로 

정의되었으며, Bacillus spp.는 많은 종의 포자를 형성하고 열 및 화

학 물질에 저항성이 있는 종으로 정의되어 포자 형성 박테리아로 분

류되었습니다. 이 두 속은 그램 양성 박테리아 카테고리를 형성합니

다. 한편 그램 음성 박테리아 카테고리에는 Japanese Pharmacopoeia

에 리스트 된 E. coli 및 P. aeruginosa가 포함돼 있고, 저 영양

성 박테리아 카테고리에는 낮은 영양 환경에서도 성장할 수 있는 

Methylobacterium 속이 포함돼 있으며, 이는 물과 기타 물질을 오염

시킬 수 있습니다. 우리는 위에서 언급한 카테고리를 모두 박테리아 

카테고리로 정의하였고, 여기에 곰팡이 카테고리를 추가하여 총 일

곱 개의 카테고리를 구성했습니다. 이 BC 분류법을 우리가 개발한 

DNA 마이크로어레이 기반 신속 검출 시스템과 결합함으로, 오염 초

기 단계에서 오염 원인을 대략 판단하고, 빠르게 대응책을 마련하여 

오염 미생물에 대한 대책을 즉각적으로 제공할 수 있게 되었습니다.
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일반적인 미생물의 검출

비대칭 다중 PCR법에 의한 다중 검출

앞 섹션에서 설명한 BC 카테고리의 미생물 종을 검출하기 위해 

우리는 여러 유전자를 동시에 증폭시키는 프라이머 세트를 설계하였

습니다. 각각의 프라이머 세트는 F 프라이머 대 R 프라이머 비율이 

1:10이 되도록 준비하였으며 이들을 혼합하여 비대칭 다중 PCR 작

업을 수행하였습니다. 이 과정을 통해 다중 카테고리 검출을 위한 대

상 DNA 조각의 동시 증폭이 가능해집니다.

이 연구에서 우리는 다섯 가지의 미생물을 검출하려는 시도를 

하였습니다. 즉, S. aureus는 인체 피부 원주 박테리아로, B. subtilis는 

포자 형성 박테리아로, E. coli는 일반적인 그램 음성 박테리아로, M. 

aquaticum은 저영양성 박테리아로 및 A. niger는 곰팡이로 검출하려

고 시도하였습니다.

우리는 위 미생물들의 유전체 DNA를 템플릿으로 사용하여 비

대칭 다중 PCR 작업을 수행하였습니다. PCR 증폭제는 하이브리다

이제이션 버퍼 (최종 농도 5 × SSC, 1% Triton X)로 희석한 후 60°

C에서 5rpm으로 30분 동안 신호 마이크로어레이와 반응시켰습니다. 

각 스팟의 형광 강도는 형광 판독기 (Yokogawa Electric Corp.)를 사

용하여 측정하였습니다.

결과적으로, 우리는 표 1의 각 미생물 종에 대한 대상 카테고

리의 스팟 형광을 검출하였습니다. 그림 6에서는 이 연구에서 고려

한 대표적인 미생물의 하이브리다이제이션 결과를 확인할 수 있습니

다. S. aureus(인체 피부 원주 박테리아로 그램 양성 박테리아)의 유

전체 DNA를 템플릿으로 사용한 시료에서는 그램 양성 박테리아 및 
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DETECTION OF TYPICAL MICROORGANISMS

Multiple Detection by Asymmetric Multiplex PCR
To detect microbial species in the BC categor ies 

described in the previous section, we designed primer sets that 
simultaneously amplify multiple genes. Each primer set was 
prepared to have an F primer to R primer ratio of 1:10, and 
they were mixed to perform asymmetric multiplex PCR. This 
process enables simultaneous amplification of the target DNA 
fragments for simultaneous multiple categorized detection.

In this study, we attempted to detect f ive microbial 
species: S. aureus as an indigenous human skin bacterium, B. 
subtilis as a spore-forming bacterium, E. coli as a common 
gram-negative bacterium, M. aquaticum as an oligotrophic 

bacterium, and A. niger as a fungus.
We performed asymmetric multiplex PCR using the 

genomic DNA of the above microbes as a template. The 
PCR amplicons were diluted with a hybridization buffer 
(final concentration 5 × SSC, 1% Triton X) and reacted with 
the signaling microarray at 60°C, 5 rpm for 30 min. The 
f luorescence intensity of each spot was measured using a 
fluorescence reader (Yokogawa Electric Corp.).

As a result, we detected the spot f luorescence of the 
target category for each microbial species shown in Table 1. 
Figure 6 shows the hybridization results for the representative 
microbes considered in this study. In samples using the 
genomic DNA of S. aureus (a Gram-positive bacterium 
indigenous to human skin) as a template, we detected 

Figure 6 Results of simultaneous multiple-category detection applying the asymmetric multiplex PCR method
NC: negative control
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Table 1  Classification of microbial species by BC category
Category Abbreviation Name

Bacterium

Gram-positive 
bacterium

Indigenous human 
skin bacterium

Sa Staphylococcus aureus

Sc Staphylococcus cohnii

Se Staphylococcus epidermidis

Spore-forming 
bacterium

Ba Bacillus atrophaeus

Bc Bacillus coagulans

Bl Bacillus licheniformis

Bp Bacillus pumilus

Bs Bacillus subtilis

Pc Paenibacillus chibensis

Gram-negative 
bacterium

Ec Escherichia coli

Pa Pseudomonas aeruginosa

Rp Ralstonia picketti

Oligotrophic 
bacterium

Ma Methylobacterium aquaticum 

Me Methylobacterium extorquens

Fungus An Aspergillus niger

표 1 BC 분류법에 따른 미생물 종의 분류

카테고리 약어 이름

박테리아

그램 양성 
박테리아

인체 피부 원주 
박테리아

Sa Staphylococcus aureus

Sc Staphylococcus cohnii

Se Staphylococcus epidermidis

포자 형성 
박테리아

Ba Bacillus atrophaeus

Bc Bacillus coagulans

Bl Bacillus licheniformis

Bp Bacillus pumilus

Bs Bacillus subtilis

Pc Paenibacillus chibensis

그램 음성 
박테리아

Ec Escherichia coli

Pa Pseudomonas aeruginosa

Rp Ralstonia picketti

저영양성
Ma Methylobacterium aquaticum

Me Methylobacterium extorquens

곰팡이 An Aspergillus niger

그림6 비대칭 다중 PCR법을 사용한 동시 다중 카테고리 검출 결과

NC: Negative Control – 음성 통제
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인체 피부 원주 박테리아 카테고리에서 형광을 검출하였습니다. B. 

subtilis(포자를 형성하는 그램 양성 박테리아)의 유전체 DNA를 템플

릿으로 사용한 시료에서는 그램 양성 및 포자 형성 박테리아 카테고

리에서 형광을 검출하였습니다. 마찬가지로, E. coli 및 M. aquaticum 

템플릿의 유전체 DNA 시료에서는 해당 카테고리에서 검출되어야 

할 스팟에서 형광이 검출되었습니다. A. niger의 유전체 DNA를 템플

릿으로 사용한 시료에서는 곰팡이 카테고리의 스팟에서만 형광이 관

찰되었습니다. 이 결과는 양성 또는 음성 오류 없이 각 미생물의 동시 

다중 검출이 가능하다는 사실을 의미하는 것입니다.

결론

우리는 형광을 수정하지 않은 상태로 DNA 샘플과의 하이브리

다이제이션을 통해 형광을 발생시키는 신호 마이크로어레이 기술을 

개발하였고, 또한 이를 통해 단순한 조작만으로도 미생물을 감지할 

수 있는 DNA 마이크로어레이를 구현하였습니다. 이 성과는 높은 온

도 및 압력 아래에서 추출하거나 비대칭 다중 PCR 증폭과 같은 복잡

한 과정이 필요하지 않고, 숙련된 기술 없이도 간편하게 미생물을 검

사할 수 있는 가능성이 있다는 사실을 보여주고 있습니다.

미생물 검사를 신속하게 수행할 수 있는 경우, 빠른 피드백을 통

해 검사 결과를 빠르게 제공할 수 있게 됩니다. 이러한 발전된 기술을 

활용하면 제조 효율의 개선뿐 아니라 제품 저장, 운송 및 회수 작업을 

최적화할 수 있고, 생산 라인 작업 중 오염을 감지할 수 있어 제품 폐

기 비용을 절감할 수 있는 등 다양한 파급 효과를 가져올 것으로 기

대할 수 있습니다. 또한 검사 과정과 작업을 단순화하여, 전문 지식이

나 특별한 기술이 필요하지 않으면서 누구나 신속하게 검사 작업을 

수행할 수 있게 됩니다. 이로써 핵산 검출을 통한 미생물 신속 검사의 

산업적 사용을 가시화할 수 있게 됩니다. 앞으로 우리는 이러한 기술

을 활용하여 고객들의 제조 공정 개선의 가치를 검증할 계획입니다.
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