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Abstract

Atotalof124mineralspringwatersamplesinSeoulcollectedfrom MaytoSep.

2007wereanalyzedforthepresenceofYersiniaspecies,accordingtoculturecondition.

TheresistanceofYersiniaenterocoliticatothreedifferentconcentrations(0.1%,0.25%,

and0.5%)ofKOH solutionwastested.Amongthe124totalsamples,12(9.7%)were

determinedtobecontaminatedwithYersiniaspecies.Amongthe12strainsofYersinia

isolates,11isolateswereidentifiedasYersiniaenterocoliticaand1isolatewasYersinia

pseudotuberculosis.WhenKOHtreatmentwithdirectculturemethodandKOHtreatment

withacoldenrichment(4℃ and10℃)methodwerecomparedtodeterminewhich

evidencedthebetterisolationratio,theKOH treatment-coldenrichmentmethodwas

showntohaveanisolationratiotwicethatoftheKOHtreatment-directculturemethod.

InthecaseoftheKOH treatment-coldenrichmentmethod,theisolationratiowasa

maximum of8.1% for0.1% KOH(20min.),9.7% for0.25% KOH(15sec.)and4.8%

for0.5% KOH(10sec.).Twoenrichmenttemperatures(4℃,10℃)fortheisolationof

Yersiniaspecieswerecompared,andtheresultsunderbothconditionsweresimilar.

Keywords:mineralspringwater,Yersiniaspecies,KOHtreatment

서 론

장내세균과에 속하는 Yersinia속균은 냉장온도

5℃에서도 성장이 가능한 저온세균으로서 대표적인

병원균으로는 Yersiniapestis,Yersiniapseudo-

tuberculosis및 Yersinia enterocolitica가 있
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다.Y.pestis는 감염된 벼룩이나 공기감염에 의

한 혈액과 폐에 급성,세균성 질환을 유발하지만

Y.pseudotuberculosis와 Y.enterocolitica는

오염된 식품 섭취에 의한 세균성 장염을 유발한

다.특히 Y.enterocolitica는 세계 여러나라

에서 세균성 장염의 원인으로 Salmonella와

Campylobacter만큼 발생되고 있다고 보고되

고 있다(3).Y.enterocolitica는 가축과 야생동

물에서도 검출되며 이들 동물과의 직･간접 접촉 또

는 보균동물의 배설물에 오염된 물,우유 및 음식

물의 섭취를 통해 인체감염이 일어나는 것으로 추

정된다(4).또한 Y.pseudotuberculosis와 함께 등

산로와 체육공원 등에 위치한 먹는물공동시설 및 우

물에서 분리율이 점점 증가하고 있어 집단 식중독과

같은 국민 보건위생상 중요한 문제로 대두되고 있

다.따라서 환경부에서는 먹는물관리법에서 먹는물

공동시설의 안전성을 확보하기 위하여 Yersinia균

에 대한 규격기준(음성/2L)을 마련하였다.하지

만 먹는물수질공정시험법에 명시되어 있는 직접배

양법은 소요시간이 짧은 반면 분리율이 낮은 단점

을 가지고 있어 정확한 검출을 위해서는 저온증균

과정이 필요한 실정이다.

따라서 본 연구에서는 먹는물수질공정시험법에

명시되어 있는 Yersinia균에 대한 검출방법을 바

탕으로 배양조건에 따른 Yersinia균의 검출 특성

을 비교 검토하여 Yersinia균의 검출방법에 있어

서 분리율을 향상시키기 위한 기초자료로 활용하

고자 하였다.

재료 및 방법

1.실험 재료

본 실험은 2007년 5월 서울시 먹는물공동시설

에서 분리된 Y.enterocolitica1개 분리주를 사

용하여 KOH농도와 처리시간에 따른 내성시험을

실시하였고 2007년 5월부터 9월까지 서울시내 먹

는 물 공동시설로부터 채수된 124건에 대하여 직

접배양법과 KOH 처리후 저온증균법에 따라

Yersinia균의 분리를 실시하였다.

2.Alkali용액 및 증균배지

KOH정(JUNSEI,JAPAN)을 0.1%,0.25%,

0.5% 용액이 되도록 0.85% NaCl에 녹여 멸균하

여 사용하였으며 증균 및 균 분리를 위해 CIN

(CefsulodinIrgasanNovobiocin:Difco,USA)

배지를 사용하였다.

3.KOH농도와 처리시간별 내성 시험

서울시 먹는물공동시설에서 분리한 Y.entero-

colitica를 BrainHeartInfusionBroth(Difco,

USA)에 접종하여 25℃에서 24시간 배양한 것을

생리 식염수로 mL당 6×104이 되도록 만들어 희

석한 균부유액 10mL를 멸균 처리된 증류수 2L

에 혼합하고 그림 1에 표시한 방법에 따라 멸균된

0.22㎛(Millipore,USA)의 여과지로 200mL씩

음압여과한 후 이 여지를 0.1%,0.25%,0.5%

KOH용액으로 0～80분 처리하여 CIN배지에서 2

5℃에서 48시간 배양 후 생균수를 측정함으로써

KOH 접촉시간별 Yersinia균의 KOH내성을 검사

하였다.

Distilledwatercontaminatedwith

Y.enterocolitica(2L)

Filtration(0.22㎛ filter)

KOH treatment(0.1%,0.25%,0.5%)

Treatmenttime(0～80min)

CIN agarplate(25℃,48hours)

Colonycounting

Fig.1.MethtodforKOH resistancetestof

Yersiniaenterocolitica.

4.배양조건에 따른 Yersinia균의 분리

무균적으로 채수된 먹는물공동시설물 2L를 그림

2와 같이 KOH내성 시험과 같은 방법으로 여과 후

0.1% KOH에서 20분,0.25% KOH에서 15초,
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Table1.NumberofisolatedYersiniaspeciesfromspringwater

No.ofsamples Y.enterocolitica Y.pseudotuberculosis Sum(%)

124 11 1 12(9.7)1)

1)Thenumberinparenthesismeansdetectionrate.

0.5% KOH에서 10초 처리한 후 직접배양법에서는

이 여지를 CIN평판배지에서 25℃,48시간 배양

후 의심되는 붉은 색 집락을 선택하여 TSI배지,

요소배지 및 운동성 배지에 접종하여 예비실험을

실시하고 API20E kit로 분리동정하였다.KOH

처리 후 저온증균법에서는 이 여지를 Peptone

SorbitolBileBroth(PSBB)배지 20mL에 가하

여 각각 4℃,10℃의 배양온도에서 증균 배양한 후

5～10일 간격으로 CIN평판배지에 도말하여 25℃

에서 48시간 배양후 같은 방법으로 분리동정하였다.

Fig.2.MethodofIsolationandIdentification

forYersiniaspecies.

결과 및 고찰

1.Yersinia속균의 균종별 분리 현황

2007년 5월부터 9월까지 서울시내 먹는물공동

시설로부터 채수된 124건에 대하여 배양조건별로

분리한 결과 Yersinia속균의 분리 현황은 표 1과

같다.실험한 124건 중 12건에서 Yersinia균이

검출되어 9.7%의 검출율을 나타내었다.분리된

Yersinia속균의 균종별 분포는 12건 중 Y.

enterocolitica가 11주,Y.pseudotuberculosis

가 1주로 대부분 Y.enterocolitica가 검출되었다.

이 등(5)의 강원도내 먹는물공동시설에서 분리된

Yersinia균 40주 중 Yersiniaenterocolitica가

33주(82.5%)분리되었고,함 등(6)의 서울지역

먹는물공동시설에서 분리한 Yersinia균 86주 중

Y.enterocolitica가 62주(72.9%)로 가장 많이

분리되어 먹는물공동시설에서의 주요 오염 원인균

은 Y.enterocolitica로 나타났다.

2.KOH농도별 처리시간에 따른 Yersinia균의

내성

증균 배양한 Y.enterocolitica를 생리 식염수

로 mL당 6×104이 되도록 만들어 멸균 처리된

증류수 2L에 주입한 다음 이를 여과하여 0.1%,

0.25%,0.5% KOH용액으로 처리한 후 CIN

agar상에서 Yersinia균의 손실이 최소화되는

KOH 처리시간대를 파악하고자 Yersinia생균수

를 측정한 결과는 그림 3과 같다.

실험결과 0.1% KOH농도에서는 20분대까지는

큰 차이가 없었으나 40분에는 50%이상이 감소하

였다.0.25% KOH농도에서는 15초 처리시 50%

정도 사멸되고 1분간 처리시 급속히 감소하여 20

분에 완전히 사멸하였다.0.5% KOH 농도에서도
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15초 처리시 85%정도 사멸하고 2분간 처리했을

경우 완전히 사멸하였다.탁(7)이 0.15% KOH에

서 30분간 처리할 경우 Yersinia는 거의 사멸하지

않고 E.coli와 E.aerogenes등이 완전히 사멸한

다고 보고한 결과와 유사한 결과를 얻을 수 있었다.

탁(7)은 Yersinia가 mL당 102이하로 오염되었을

경우에도 KOH전처리후 증균법이 우수하다고 하였

으나 Fukushima(8)는 증균하지 않고 KOH 처리

할 경우 가검물 g당 102이상으로 Yersinia가 오염

된 가검물이라야 균분리가 가능하다고 하였다.따

라서 적은양의 Yersinia가 오염되어있는 물시료에

서는 먼저 증균하지 않고 KOH 전처리를 할 경우

처리시간 15초에서 급격히 감소하는 0.5% KOH로

전처리하기 보다는 0.1% KOH농도로 40분 이내로

처리하거나 0.25% KOH농도로 15초 이내로 처리

하는 것이 더 효과적이라고 사료된다.
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Fig.3.KOH resistanceofY.enterocolitica

afterfiltration.

3.배양조건에 따른 Yersinia균의 분리 효과

KOH 처리시간에 따른 Yersinia균의 내성시험

을 바탕으로 먹는물공동시설에서 채수한 시료를

0.22㎛여지로 여과한 후 0.1% KOH에서 20분,

0.25% KOH에서 15초,0.5% KOH에서 10초 처

리하여 배양조건에 따른 Yersinia균을 분리한 실

험결과는 표 2와 같다.

Yersinia균의 분리는 KOH로 전처리 후 저온증

균법으로 배양하였을 때 배양조건에 따라 1.6%

(2/124건)～9.7%(12/124건)가 분리된 반면에 직

접배양법에서는 0%～2.4%(3/124건)가 분리되어

저온증균법이 직접배양법보다 2배 이상 높은 검출

율을 나타내었다.이 등(9)이 Y.enterocolitica의

배양방법에 따른 분리율 비교평가에서 저온증균법

이 직접배양법보다 3.5배의 높은 검출율을 나타내

었다는 보고와 유사한 결과를 얻었다.

KOH 처리농도별 저온증균법에서는 4℃,10℃

에서 모두 10일 배양하였을 때 Yersinia균을 분리

할 수 있었는데 0.5% KOH로 10초 처리하였을

경우 직접배양법에서뿐만 아니라 저온증균법에서

도 분리율이 0.25% KOH,0.1% KOH로 처리하

였을때 보다 50%이상 감소하였다.이는 KOH내

성 시험에서 알 수 있듯이 높은 농도의 KOH로 처

리할 경우 KOH에 감수성이 있는 경쟁세균을 쉽

게 사멸 시킬 수 있지만 Yersinia균도 사멸할 가

능성이 있어 KOH농도가 Yersinia균이 적게 오염

되어 있는 시료에 영향을 미친 것으로 사료된다.

배양온도별 Yersinia균의 분리율은 4℃와 10℃

에서 저온증균할 경우 약간의 차이를 나타내었는

데 4℃에서 10일 이상 배양할 경우 10℃에서 배

양할 때 보다 분리율이 3%정도 증가하는 것으로

나타났다.Yersinia균은 냉장온도에서도 성장 가

능한 저온세균으로서 Paterson등(10)에 따르면

Y.enterocolitica가 3～4℃의 저온에서 3～4주

후 현저한 증균이 이루어졌다고 보고하였다.

따라서 본 실험의 결과로부터 먹는물수질공정시

험법에 의한 직접배양법과 0.25% KOH로 전처리

후 4℃에서 10～15일간 저온증균하는 방법을 병

용한다면 물을 통한 식중독 원인균의 분리율을 보

다 증대시킬 수 있을 것으로 판단된다.

결 론

2007년 5월부터 9월까지 서울시내 먹는물공동

시설로부터 채수된 총 124건에 대하여 배양조건에

따른 Yersinia속균의 검출 특성을 조사하여 다음

과 같은 결과를 얻었다.
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Table2.ComparisonofdetectionmethodforisolationofYersiniaspeciesfrom springwater

Detectionmethod
Enrichmentperiod

2days 5days 10days 20days Total

0.1% KOH

treatment

Directisolation 3(2.4)1) - - - 3(2.4)

Enrichmentat4℃ - 0 8(6.5) 2(1.6) 10(8.1)

Enrichmentat10℃ - 0 6(4.8) 0 6(4.8)

0.25% KOH

treatment

Directisolation 3(2.4) - - - 3(2.4)

Enrichmentat4℃ - 0 8(6.5) 4(3.2) 12(9.7)

Enrichmentat10℃ - 0 8(6.5) 0 8(6.5)

0.5% KOH

treatment

Directisolation 0 - - - 0

Enrichmentat4℃ - 0 4(3.2) 2(1.6) 6(4.8)

Enrichmentat10℃ - 0 2(1.6) 0 2(1.6)

1)Detectionnumber.Thenumberinparenthesismeansdetectionrate.

1.먹는물공동시설에서채수된총124건중에12건

에서 Yersinia균이 검출되어 9.7%의 검출율을

나타내었으며 균종별 분포는 12건중 Y.

enterocolitica가 11주,Y.pseudotubercul

-osis가 1주로 대부분 Y.enterocolitica가 검

출되었다.

2.KOH 처리시간에 따른 Yersinia균의 내성

시험 결과 0.1% KOH농도에서는 40분 처리

후 50%이상 생균수가 감소하였다.0.25%

KOH농도에서는 15초 처리시 50% 정도 사

멸되고 20분에 완전히 사멸하였다.0.5%

KOH 농도에서도 15초 처리시 85%정도 사

멸하고 2분간 처리했을 경우 완전히 사멸하

였다.

3.배양방법에 따른 Yersinia균의 분리결과는

KOH 전처리 후 4℃와 10℃에서 저온증균

법으로 배양하였을 때 직접배양법보다 2배

이상 높은 검출율을 나타내었다.

4.KOH 처리농도별 저온증균법에서는 0.1%

KOH로 20분 처리했을 경우 최고 8.1%

(10/124건),0.25% KOH로 15초 처리했을

경우 최고 9.7%(12/124건),0.5% KOH로

10초 처리하였을 경우 최고 4.8%(6/124건)

의 분리율을 나타내었다.

5.배양온도별 Yersinia균의 분리율은 4℃와

10℃에서 저온증균할 경우 약간의 차이를

나타내었는데 4℃에서 10일 이상 배양할 경

우 분리율이 3% 증가하는 것으로 나타났다.
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