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            초록
          
        

        
          This study evaluated the effects of modified atmosphere packaging (MAP) and bacteriophage treatment on the control of pathogenic Escherichia coli strains (EHEC, EPEC, ETEC) and Listeria monocytogenes in cheese stored at 4℃, 7℃, 10℃, and 15℃. Cheese inoculated with the pathogens were packaged under various MAP conditions (MAP1: 100% N2, MAP2: 75% N2 + 25% CO2, MAP3: 50% N2 + 50% CO2, MAP4: 25% N2 + 75% CO2, and MAP5: 100% CO2). Bacteriophages were applied at concentrations of 1%, 1.5%, and 2% to the surfaces (7.5 cm2) of the cheese. At 7℃, pathogenic E. coli did not grow in cheese packaged at any MAP conditions. Cheese packaged at MAP4 conditions exhibited a trend of pathogenic E. coli die-off beginning on the 12th day of storage. Increasing CO2 levels in the packaging significantly inhibited the growth of pathogenic E. coli and L. monocytogenes at 10℃ and 15℃. Specifically, E. coli O157:H7 growth was reduced by 70%∼87%, while L. monocytogenes growth was reduced by 52%∼64%. At 4℃, the growth of L. monocytogenes was not effectively controlled by either bacteriophage or MAP4 condition alone, although the population of pathogenic E. coli decreased. However, the combination of bacteriophage treatment and MAP4 condition completely eliminated L. monocytogenes growth at 4℃. This study underscores the potential synergistic effects of combining bacteriophage application with MAP to enhance the food safety of cheese, particularly at lower storage temperatures.
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      서 론
      유가공품은 원유를 주원료로 하여 가공한 우유류, 가공유류, 산양유, 발효유류, 버터유, 농축유류, 유크림유, 버터류, 치즈류, 분유류, 유청류, 유당, 유단백 가수분해 식품을 말한다(Ministry of Food and Drug Safety [MFDS] 2021). 유가공품은 단백질, 생리활성 펩타이드, 아미노산, 지방, 지방산, 비타민, 미네랄 등 인체에 필요한 대부분의 영양소가 풍부하다(Van mierlo LAJ 등 2006). 유가공품 중 치즈와 버터는 식생활의 서구화로 인해 최근 소비량이 증가하고 있는 추세를 보이고 있는데, 2020년도 기준 치즈의 소비량은 188,231톤, 버터는 17,832톤으로 각각 2016년 대비 1.34%, 1.54% 증가하였다(Ministry of Agriculture Food and Rural Affairs 2024). 치즈와 버터의 소비량이 증가함에 따라 유통환경에서 안전관리가 중요해지고 있고, 유제품의 안전성을 위협하는 주요 식중독균으로 Listeria monocytogenes, pathogenic E. coli, Salmonella spp. 등이 보고되고 있다(Donnelly C 2004; Lee JY & Yoon YH 2017). 미국에서는 2007년부터 2012년까지 비 살균 원유 및 비 살균 원유로 만든 유가공품(아이스크림, 치즈, 발효유, 버터 등)과 관련된 발병 사례 중 약 17%의 원인균이 Shiga-toxin producing E. coli(STEC)로 보고되어 병원성 대장균에 대한 안전관리가 중요시되고 있다(Centers for Disease Control and Prevention 2017).

      병원성 대장균은 발병 양식에 따라 5가지로 분류하며, 장출혈성 대장균(Enterohemorrhagic E. coli, EHEC)은 용혈성 빈혈, 혈소판감소증, 급성신부전 등을 특징으로 하는 용혈성 요독증후군(hemolytic uremic syndrome, HUS)을 일으킨다(Momtaz H 등 2013; Dhaka P 등 2016). Shiga toxins(Stx) 생산은 EHEC O157:H7 발병기전의 특성 중 하나이며 용혈성 요독증후군과 관련된 주요 독성인자이다. EHEC은 선모를 이용하여 장 점막에 밀접하게 부착하여 독성인자를 주입하며 독성인자는 부착소멸적 손상(attaching-effacing, A/E)을 나타내는 eae 유전자를 보유해 조직학적 변화를 일으킨다(Croxen MA 등 2013). L. monocytogenes는 listeriosis를 발병 시키는 원인 균이며, 오염된 음식을 섭취하였을 때, 장 장벽을 가로질러 림프절을 통해 혈류로 퍼져 간과 비장과 같은 표적조직으로 퍼질 수 있다. 일반적으로 건강한 사람은 L. monocytogenes가 높게 오염이 된 음식을 먹어도 경증에서 중증의 위장염만을 나타낸다(Radoshevich L & Cossart P 2018), 그러나 인체 내에서 생존능력이 있어 장 장벽, 혈액-뇌 장벽, 태아-태반 장벽을 넘어 뇌나 자궁 등의 장기를 감염시켜 뇌수막염, 유산 등을 일으키며 면역체계가 약한 사람들에게 심각한 영향을 끼칠 수 있다(Buchanan RL 2017).

      식품의 안전한 섭취를 위해 품질유지에 효과적인 MAP(modified atmosphere packaging)은 식품의 유통기한을 연장할 수 있는 방법 중 하나이다(Hotchkiss JH 등 2006). MAP포장에 사용되는 N2는 비활성가스로 낮은 용해도로 인해 MAP 포장에서 충전제로 많이 사용된다. 질소는 식품에 잘 흡수되지 않으며 물과 지방에 잘 용해되지 않기 때문에 CO2의 용해에 따른 포장 변패를 예방하기 위해 사용되며, 산소에 의한 변패가 잘 일어나는 식품에서 호기성 세균의 성장을 억제하기 위해 진공포장대신 사용한다(Kang DH 2012). 또한, CO2의 경우 세균과 곰팡이 발육에 저해효과가 크며 보관 온도가 낮아질수록 용해도는 증가하고 물과 지방에 녹기 쉽다. 세균의 성장억제는 CO2가 세포막을 투과하여 세포내 pH를 낮추고 세포막의 기능을 변화시켜 영양분의 흡수에 영향을 주며, 효소의 작용을 억제한다(Kang DH 2012). Bacteriophage는 박테리아 표면의 수용체에 부착하여 유전체를 박테리아에 전달하고, 박테리아내에서 새로운 phage가 형성되면 박테리아의 용해를 통해 세포질을 탈출한다(Kortright KE 등 2019), 식품에서의 Bacteriophage의 효과는 다양한 식품에서 박테리아 병원체를 특이적으로 표적화하기 때문에 효과적인 천연 및 녹색 항균기술로 활용도가 높아지고 있다(Moye ZD 등 2018).

      따라서 본 연구에서는 L. monocytogenes와 병원성 장출혈성 대장균에 취약한 치즈의 냉장 유통기한을 연장시키기 위해 MAP와 Bacteriophage를 활용하여 치즈에서 병원성 장출혈성 대장균 및 L. monocytogenes의 성장 제어 효과 및 두 방법의 시너지 효과를 분석 연구하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 병원성 장 출혈성 대장균 및 L. monocytogenes의 시험균액 준비 
        온도변화와 기체조성에 따라 행동변화를 관찰하기 위해 E. coli O157:H7(NCTC 12079), EPEC(살균 전 원유 분리 균주), ETEC(소 유두 표면 분리 균주)는 20% glycerol(Ducksan Pure Chemical Co., Ansan, Korea)이 포함된 tryptic soy broth(TSB, KisanBio, Seoul, Korea)에 배양하여 —80℃에서 보관하였다. L. monocytogenes(ATCC 15313, 19111)는 20% glycerol와 0.6% yeast extract(KisanBio, Korea)가 포함된 TSB(KisanBio, Korea)에 배양하여 —80℃에서 보관하였다. 실험을 위해 보관된 균주를 TSB 10 mL와 0.6% yeast extract이 포함된 TSB 10 mL에 각각 10 μL씩 균을 접종하여 140 rpm, 36℃에서 전배양(VS-8480, Vision Scientific Co., Daejeon, Korea)하였다. 각각의 전배양한 균을 원심분리(VS-550, Vision Scientific Co.)하여 cell pellet을 취하고 이를 멸균된 0.1% 펩톤 희석액(DifcoTM Peptone Water, Difco, Detroit, MI, USA) 10 mL와 함께 재원심분리 하였다. 재원심분리 후 상등액을 제거하고 각각의 pellet에 0.1% 펩톤 희석액(Difco) 10 mL를 넣어 균 액을 준비하였다. 이와 같이 준비된 Pathogenic Escherichia coli 3가지 균주와 L. monocytogenes 2가지 균주를 각각 혼합하고 멸균된 0.1% 펩톤 희석액으로 실험 목적에 따라 10진 희석하여 실험에 사용하였다.

      

      
        2. 치즈시료 준비 및 MAP 포장 처리
        본 연구에 사용한 치즈(Seoul Dairy Co., Seoul, Korea)는 본 연구의 목적을 달성하기 위해 오염도가 낮고 대중성(대형마트 판매량 순위), 이화학적 특성 분석을 비교하여 구워먹는 치즈로 시료를 선정하였다. 치즈는 대형마트(서울 동대문구)에서 구매해 무균적으로 10 g씩 채취하여 Enterohemorrhagic E. coli와 L. monocytogenes 혼합균주를 각각 초기 균수가 약 1.8∼2 log CFU/g이 되도록 접종하였다. MAP 포장의 기체 조성에 따라 치즈에서 Enterohemorrhagic E. coli 와 L. monocytogenes 행동에 미치는 영향을 분석하기 위해 MAP1(N2 100%), MAP2(N2 75%, CO2 25%), MAP3(N2 50%, CO2 50%), MAP4(N2 25%, CO2 75%), MAP5(CO2 100%) 각각의 기체 조성 조건하에 MAP 포장기(MAP Mix 9001, AMETEK MOCON, MN, USA)로 포장 후 4℃, 7℃, 10℃, 15℃에 저장하였다. 치즈의 유통환경을 고려하여 대조군은 진공포장(FR-B100WB, CSE Corp., Siheung, Korea)하여 저장하였다. 저장 기간 중 일정 시간마다 각각의 시료 10 g과 멸균된 0.1% 펩톤 희석액 90 mL를 멸균백(BagFilter P, Interscience Co., Saint Nom, France)에 넣어 Stomacher (Bagmixer 400, Interscience Co., Saint Nom, France)를 이용하여 2분 동안 균질화 후 0.1% 펩톤 희석액으로 10진 희석하여 Eosin Methylene blue(EMB, Oxoid Limited, Hampshire, England)와 Polymyxin Acriflavin LiCl Ceftazidime Esculin Mannitol(PALCAM, Oxoid Limited, England) agar에 200 μL을 분주하여 36℃에서 24∼48시간 배양 후 colony counter(Scan 1200, Interscience Co.)로 집락을 계수하였다.

        각 온도에서 시간별 장출혈성 대장균 및 L. monocytogenes의 변화를 보여주는 1차 생장모델은 GraphPad Prism(GraphPad Software V7.03, San Diego, CA, USA) 프로그램을 사용하여 Modified Gompertz model(Gibson AM 등 1987)공식을 이용하여 유도기(lag time, LT), 최대증식속도(specific growth rate, SGR), 최대개체군밀도(maximum population density, MPD)를 산출하였다.

        
          	Modified Gompertz model


          	Y=N0+C*exp(-exp((2.718*SGR/C)*(LT-X)+1))


          	Y: 균수(log CFU/mL)


          	N0: 초기 균 로그수


          	C: 마지막과 초기 균수의 차이


          	LT: 유도기(day), SGR: 최대증식속도(log CFU/day), X: 시 간(day)


        

      

      
        3. Bacteriophage 처리가 병원성 식중독균에 미치는 영향 연구 
        Bacteriophage는 E. coli bacteriophage(Phageguard E, Phageguard, Wageningen, PA, Netherlands), Listeria bacteriophage(Phageguard Listex, Phageguard)를 사용하였으며, Phage의 양은 제조사의 가이드라인에 따라 10 μL/cm2의 기준으로 7.5 cm2의 면적에 75 μL를 분주하였으며 적용된 phage의 양은 2 × 107∼4 × 107 PFU/cm2이었다(Phageguard 2024). 치즈는 무균적으로 각각 10 g씩 채취하여 E. coli O157:H7(NCTC 12079) 균주와 L. monocytogenes(ATCC 15313, 19111) 2가지 균주를 각각 초기 균수가 약 3∼4 log CFU/g이 되도록 접종한 후, 0%(control), 1%, 1.5%, 2% 농도의 Bacteriophage를 75 μL 처리 후 진공포장 하여 이후 치즈가 유통되는 냉장온도를 고려하여 7℃와 온도남용온도를 고려해 15℃에 각각 저장하였다. 저장과정에서 Phage 처리 유무와 농도에 따라 시료를 채취하여 E. coli O157:H7와 L. monocytogenes 증식에 미치는 영향을 분석하였다. 저장 기간 중 일정 시간마다 각각의 시료 10 g과 멸균된 0.1% 펩톤 희석액 90 mL를 멸균백에 넣어 Stomacher를 이용하여 2분동안 균질화 후 0.1% 펩톤 희석액으로 10진 희석하여 EMB와 PALCAM agar에 200 µL을 각각 분주하여 36℃에서 24∼48시간 배양 후 colony counter로 집락을 계수하였다.

      

      
        4. Modified Atmosphere Packaging(MAP)과 Bacteriophage의 병합 처리 효과
        치즈를 무균적으로 각각 10 g씩 채취하여 E. coli O157:H7와 L. monocytogenes의 균주를 초기 균수가 약 3∼4 log CFU/g이 되도록 접종한 후, ① Control(Vacuum), ② Phage 1.5%(Vacuum), ③ MAP4(N2 25%, CO2 75%), ④ Phage 1.5%+MAP4(N2 25%, CO2 75%)로 구분하여 처리하였다. MAP포장과 Bacteriophage의 처리 유무와 병합처리에 따라 E. coli O157:H7와 L. monocytogenes에 미치는 영향을 분석하기 위해 MFDS(2009) 설문조사 결과 가정 냉장고 온도(최빈 2.1℃)와 선행연구결과(MFDS 2022)를 참고해 마켓 냉장온도 최빈 4.1℃, 치즈가 유통되는 최저 냉장온도를 고려하여 4℃에 저장하였다. 저장 기간 중 일정 시간마다 각각의 시료 10 g과 멸균된 0.1% 펩톤 희석액 90 mL을 멸균백에 넣어 Stomacher를 이용하여 2분 동안 균질화 후 멸균된 0.1% 펩톤 희석액으로 10진 희석하여 EMB와 PALCAM agar에 200 µL을 분주하여 36℃에서 24∼48시간 배양 후 colony counter로 집락을 계수하였다.

      

      
        5. 통계처리
        본 연구는 SAS software(Ver. 9.4, SAS Institute, NC, USA)를 이용하여 치즈에서 MAP 포장 기체조성변화에 따른 LT, SGR, MPD값의 유의적인 차이 검증에 대해 일원배치 분산분석(one-way ANOVA)을 이용하였고 사후검증은 Duncan’s multiple range test를 사용하여 신뢰 수준 p<0.05 수준으로 유의성을 비교 분석하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 병원성 식중독균 성장 저해를 위한 MAP 효과
        치즈의 다양한 가스조성 포장방법 및 보관온도(7℃, 10℃, 15℃)가 병원성 대장균 혼합 균주(EHEC, EPEC, ETEC) 및 L. monocytogenes의 행동에 어떻게 영향을 주는지에 대한 연구결과는 다음 Fig. 1과 같다. 포장방법은 MAP1(N2 100%), MAP2(N2 75%, CO2 25%), MAP3(N2 50%, CO2 50%), MAP4(N2 25%, CO2 75%), MAP5(CO2 100%)를 비교 분석하였다. 병원성 대장균은 냉장보관 온도인 7℃에서는 진공포장 및 MAP2, MAP3로 포장된 치즈에서는 증식하지 않는 것으로 확인되었다(Fig. 1A). 그러나 75% CO2가 포함된 MAP4(N2 25%, CO2 75%)로 포장된 치즈에서는 병원성 대장균은 저장 12일째부터 사멸하는 경향을 보였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effects of temperature and gas composition on the behavior of pathogenic E. coli in cheese. 
            MAP1: 100% N2, MAP2: 75% N2+25% CO2, MAP3: 50% N2+50% CO2, MAP4: 25% N2+75% CO2, MAP5: 100% CO2. (A) 7℃, (B) 10℃, (C) 15℃.

          
          

          

        

        10℃ 온도에서는 포장방법에 따라 성장패턴에 유의적인 차이를 볼 수 있었다(p<0.05). 10℃에서 병원성대장균의 유도기는 각각 1.14, 0.96, 2.17, 3.45, 5.72, 10.28일로, 진공포장과 MAP1, MAP2 포장방법과의 유도기에는 유의적 차이가 없었다. 그러나 최대증식속도는 포장방법에 따라 모두 유의적 차이를 보였다. 특히 CO2 100%의 기체조성 포장인 MAP5에서 병원성 대장균의 증식이 저해되는 것으로 나타났다(Fig. 1B).

        15℃에서는 MAP2, MAP3, MAP4, MAP5 포장방법 간에는 병원성 대장균의 유도기에 유의적인 영향을 미치지 않았으나 MAP4(N2 25%, CO2 75%) 포장에서 최대증식속도가 유의적으로 감소하였다(Fig. 1C). 최대개체군밀도의 경우 10℃, 15℃의 온도에서 기체조성 간의 유의적인 차이를 볼 수 있었으며 결론적으로 보관온도가 낮을수록 기체조성의 변화에 따라 병원성 대장균의 행동특성에 영향을 유의적으로 주는 것을 확인하였다. 특히 CO2의 함량에 따라 병원성 식중독균의 유도기와 최대증식속도에 영향을 주었으나, N2 함량은 병원성 식중독균의 성장지연 효과에는 유의적으로 영향을 주지 않는 것으로 나타났다. MAP1 기체조성의 경우, 대조군인 진공포장의 경우와 유도기나 최대증식속도에서 크게 다르지 않았고, MAP5의 경우 다른 실험군에 비해 병원성 식중독균 성장 저해에 가장 큰 영향을 끼쳤으나, 포장용기가 무너져 활용할 수 있는 포장방법으로는 적절치 않은 것으로 확인되었다. Brown SRB 등(2018)의 연구에서도 MAP 포장의 부패 미생물을 억제하는 효과는 CO2가 증가함에 따라 같이 증가하는 반면 100%의 N2상태나 진공포장의 경우 다른 MAP 조건들에 비해 효과적으로 미생물을 제어하지 못한다는 연구 결과와 일치하였다.

        포장방법이 보관온도에 따라 L. monocytogenes 행동에 미치는 영향은 다음 Fig. 2와 같다. 7℃에서 대조군으로 진공포장을 포함해 MAP2, MAP3, MAP4 4가지 포장방법의 효과를 분석하였다. L. monocytogenes의 유도기는 1.29일(진공포장), 1.22일(MAP2), 1.68일(MAP 3), 1.96일(MAP 4)로 MAP4(N2 25%, CO2 75%)만 유의적인 차이가 있었다(p<0.05). 그러나 최대증식속도는 기체조성별로 모두 유의적인 차이를 보였으며 MAP4(N2 25%, CO2 75%)의 기체조성에서 가장 느리게 성장하는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 2A). 10℃의 경우 유도기는 0일(진공), 0.73일(MAP1), 0.83일(MAP2), 0.84일(MAP3), 0.80일(MAP4), 0.99일(MAP5)로 진공포장 이외에 MAP 포장의 기체조성의 변화는 L. monocytogenes의 유도기에 유의적 영향을 주지 않았다. 최대증식속도는 10℃에서 1.05(진공), 1.27(MAP1), 0.91(MAP2), 0.75(MAP3), 0.60(MAP4), 0.45(MAP5) Log CFU/d로 대조군과 실험군들 사이에서의 유의적인 차이(p<0.001)가 나타났다. 10℃, 15℃에서 병원성대장균의 유도기와 비교하였을 때 L. monocytogenes의 유도기는 두 온도에서 매우 짧아 치즈에서는 병원성 대장균보다 L. monocytogenes의 성장이 더 잘 이루어지는 것을 확인할 수 있었다. 그러나 10℃의 병원성대장균과 L. monocytogenes를 비교하였을 때 CO2 100%의 공기조성인 MAP5의 경우 최대 약 9.29일 정도 병원성대장균의 유도기가 연장되어 병원성 대장균에게 MAP포장이 성장을 저지하는 데 더 효과가 있는 것을 확인할 수 있었다. 선행연구에 따르면 신선한 치즈, 가금류, 생 연어, 가공치즈에서 L. monocytogenes의 성장은 CO2에 의해 저해하지는 못하였으나(Brown SR 등 2018), Pseudomonas fluorescens와 같은 그람음성 세균은 40% 이상의 높은 CO2 공기조성에 의해 제어된 것으로 보고되었다(Guillard V 등 2016). 또한 그람양성인 L. monocytogenes은 그람 음성인 대장균에 비해 두꺼운 세포벽과 펩티도글리칸의 함량이 높기 때문에, CO2에 의한 세포벽이 영향을 덜 받아 성장억제효과가 비교적 덜 나타난 것으로 보고되었다(Abou-Zeid KA 등 2007). 남용온도인 15℃에서 L. monocytogenes는 CO2가 증가할수록 성장이 지연되었으나 포장방법에 따른 행동패턴의 차이는 감소하는 것으로 확인되었다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effect of temperature and gas composition on the behavior of L. monocytogenes in cheese. 
            MAP1: 100% N2, MAP2: 75% N2+25% CO2, MAP3: 50% N2+50% CO2, MAP4: 25% N2+75% CO2, MAP5: 100% CO2. (A) 7℃, (B) 10℃, (C) 15℃.

          
          

          

        

        치즈에서 병원성 대장균과 L. monocytogenes를 접종 후 7℃에서 보관하여 20일 후에 기체조성 변화를 관찰한 결과는 다음 Table 1과 같다. 시간이 지남에 따라 모든 군에서 O2의 양이 증가하였으며, CO2는 감소하는 경향을 보였다. CO2는 MAP2, MAP3, MAP4에서 각각 약 40%, 38%, 28% 감소하였으며, CO2의 함량이 높을수록 감소하는 양이 적어지는 것을 관찰할 수 있었다. Barukčić I 등(2020)의 연구에서도 신선치즈에서 N2 60%, CO2 40% 포장한 치즈에서 CO2가 약 25% 감소하고 O2의 양이 증가하는 비슷한 경향을 보고하였다. Cabral GJ 등(2019)의 연구에서도 Minas Frescal 치즈에서 시간이 지남에 따라 20% 이하의 CO2 농도를 제외한 나머지에서 O2는 증가하였으며 CO2 역시 감소하는 경향을 보여 본 연구결과와 일치하는 것으로 나타났다. 전반적으로 CO2의 감소율이나 O2의 증가 정도는 약간의 차이를 보였으나 치즈의 종류 및 보관온도와 같은 저장환경에 따라 그 차이는 더욱 증가하는 것으로 나타났다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Gas composition (%) of cheese packed with modified atmosphere conditions at 7℃ during 20 days
          
          

        

        
          
            
              	Gas (%)1)
              	MAP2
              	MAP3
              	MAP4
            

            
              	
              	0 day
              	20 day
              	0 day
              	20 day
              	0 day
              	20 day
            

          
          
            	O2 (%)
            	 0.00±0.00
            	 4.17±0.50
            	 0.00±0.00
            	 4.22±0.53
            	 0.00±0.00
            	 4.33±0.06
          

          
            	CO2 (%)
            	25.00±0.00
            	14.93±0.10
            	50.00±0.00
            	31.10±1.24
            	75.00±0.00
            	54.40±0.10
          

        

        
          
            1) MAP2: N2 75%+CO2 25%, MAP3: N2 50%+CO2 50%, MAP4: N2 25%+CO2 75%.
          

        

        

      

      
        2. 병원성 식중독균 저감화를 위한 Bacteriophage 처리 효과
        치즈에서 병원성 식중독균의 저감화를 위한 허들기술 중 하나로 Bacteriophage에 특이성을 갖는 E. coli O157:H7와 L. monocytogenes 균주를 사용하여 병원성 대장균의 최저 증식온도인 7℃와 남용온도로 15℃에서 보관하며 1%, 1.5%, 2%의 Bacteriophage 처리가 치즈에서 고 위험 식중독균 행동에 미치는 영향을 분석한 결과는 다음 Fig. 3과 같다. 본 실험에서 사용한 Bacteriophage는 USDA와 FDA에서 승인하여 실제 치즈공장에서도 사용하고 있기 때문에 농도에 제한을 받지 않고 안전하게 사용할 수 있다(Phageguard 2024).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effect of bacteriophage concentration on the behavior of pathogenic E. coli (A, B) and L. monocytogenes (C, D) in cheese at 7℃ and 15℃.
          
          

          

        

        7℃에서 E. coli O157:H7은 Bacteriophage를 처리한 모든 실험군에서 3 log CFU/g(99.9%) 이상의 저감화가 일어났고 시간에 따라 사멸하는 경향을 보였다(Fig. 3A). 15℃에서는 Bacteriophage를 처리한 모든 실험군에서 초기에는 사멸하는 경향을 보였다가 저장 2일 후부터는 다시 증식하였다(Fig. 3B). 병원성 대장균은 7℃에서 증식하지 않으므로 Bacteriophage를 처리한 후에 더욱 감소하는 경향을 보였으나 남용온도인 15℃에서는 병원성 대장균의 증식을 저해하지 못해 다른 추가 허들기술이 필요한 것으로 사료된다. L. monocytogenes의 경우 E. coli O157:H7와 달리 7℃와 15℃에서 모두 Bacteriophage 처리 후 초기에 2.5∼2.8 log CFU/g 정도의 L. monocytogenes 균의 감소를 확인하였으나 7℃와 15℃에서 증식이 완전히 저해되지 못했다(Fig. 3C, 3D). Silva ENG 등(2014)의 연구에 따르면 부드러운 치즈사이에 8.3 × 107 PFU/g Bacteriophage 처리 후 L. monocytogenes의 저감화를 보였지만 냉장온도에서 다시 증가하는 경향을 보고하였다. 또한 조리햄(Devlieghere F & Vermeiren L 2019)과 잎채소(Truchado P 등 2020)에서 L. monocytogenes phage 처리시 저감화 효과연구에서도 약 2.5 log CFU/g로 본 연구에서 비슷한 저감화 효과와 일정시간이 지나면 다시 증식하는 경향이 일치하는 것으로 나타났다. 7℃에서는 E. coli O157:H7, L. monocytogenes 모두 bacteriophage의 농도에 따른 큰 차이를 보이지 않았다. 그러나 15℃에서는 다른 실험군보다 1% 농도 처리군에서 증식 억제 효과가 낮았으나 1.5%∼2% 농도 처리군에서는 증식억제 효과에 유의적 차이를 보이지 않았다.

      

      
        3. Modified Atmosphere Packaging(MAP)과 Bacteriophage의 병합처리 효과
        치즈에서 MAP와 Bacteriophage의 병합처리 효과를 보기위한 방법으로 병원성 식중독균의 증식을 저해하는 가장 좋은 조건인 1.5% phage와 N2 25%, CO2 75%의 기체조성을 갖는 MAP4의 병합처리 후 4℃의 냉장온도에서 보관하며 행동 변화를 분석한 결과는 다음 Fig. 4와 같다. 4℃에서 E. coli O157:H7은 시간이 지남에 따라 모든 처리군에서 서서히 사멸하였다. MAP4 조성으로 포장한 치즈에서는 초기에 저감화가 일어나지는 않았지만 대조군인 진공포장보다 더 빨리 사멸하였으며 이 결과는 7℃에서 가스조성에 상관없이 MAP로 단독 포장한 결과와 일치하였다(Fig. 1). Bacteriophage 단독 처리군과 Bacteriophage와 MAP4를 병합처리한 군은 비슷한 경향을 보였는데, 초기에 저감화가 약 2 log CFU/g 일어나고, 그 이후에 서서히 사멸하였으며 이 또한 낮은 냉장온도의 영향을 받아 나타난 것으로 사료된다(Fig. 4A). 반면 4℃ 냉장온도에서 증식하는 L. monocytogenes 경우는 병합처리 이외의 모든 군에서 성장이 확인되었다(Fig. 4B). MAP4(N2 25% CO2 75%)로 포장한 처리군은 대조군인 진공포장보다는 성장을 지연시켰지만 성장을 억제하지는 못하였다. 이와 같은 결과는 L. monocytogenes가 성장하는 4℃에서는 MAP4 단독 처리로는 성장을 저해하지 못하는 것으로 재확인되었다. 반면 1.5% Bacteriophage만 단독처리한 실험군은 초기에는 약 2 log CFU/g 정도 저감화가 일어났지만 저장 3일째부터 다시 증식하는 경향을 보여 역시 Bacteriophage 단독처리로도 4℃에 보관한 치즈에서 L. monocytogenes의 증식을 저해하지 못하였다. 그에 비해 Bacteriophage와 MAP4의 병합처리군에서는 초기 저감화가 일어난 후 그 수가 유지되는 경향을 보였는데, 이는 Bacteriophage로 인한 초기 저감화가 일어나고 그 후 MAP4 포장을 함으로써 성장을 지연시켜 4℃의 온도에서 L. monocytogenes 성장을 억제할 수 있음을 확인하였다. 이러한 결과는 닭 가슴살 필레에서 Salmonella(Sukumaran AT 등 2016), 시금치에서 E. coli O157:H7(Boyacioglu O 2011) 관련 선행연구 결과와 같이 대조군, MAP 단독처리, Bacteriophage 단독처리, 병합처리군 중에서 병합처리군이 성장을 억제하고 지연시키는 데 큰 효과가 있다는 결과와 일치하였다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Combined effect of bacteriophage and MAP on the behavior of pathogenic E. coli (A) and L. monocytogenes (B) in cheese at 4℃.
            Control: Vacuum packaged, Phage: 1.5% Bacteriophage, MAP: 25% N2+75% CO2.

          
          

          

        

      

    

    

  
    
      요 약
      본 연구에서는 식생활의 서구화로 인하여 소비량이 늘어난 치즈를 MAP와 bacteriophage를 각각 또는 병합처리시 냉장유통환경(4℃, 7℃, 10℃) 및 남용온도(15℃)에서 주요 식중독균으로 L. monocytogenes와 장출혈성 대장균의 성장 억제 가능성을 분석하였다. 그 결과 7℃ 이하에서 장 출혈성 E. coli는 성장하지 않았으며, 10℃, 15℃에서 Pathogenic E. coli(EHEC, EPEC, ETEC)와 L. monocytogenes 모두 MAP 가스조성에서 CO2의 함량이 올라갈수록 성장이 지연되는 것을 확인하였다. Bacteriophage는 0%∼2%의 농도로 처리하였을 때, E. coli O157:H7의 경우 최대 99%의 높은 저감화를 보였으며 1.5%∼2%의 농도에서는 큰 차이가 없었으나 1%의 농도에서는 저감화 효과가 적었다. 그러나 4℃ 낮은 냉장온도에서도 성장하는 L. monocytogenes의 경우 MAP와 bacteriophage의 단독처리만으로는 성장을 완전히 억제할 수 없었다. 그러나 MAP4(N2 25%, CO2 75%)와 1.5% bacteriophage의 병합처리 효과를 실험한 결과 E. coli O157:H7에서는 모든 처리군에서 사멸을 하는 경향을 보였으며 MAP4 포장이 진공포장을 한 대조군보다 더 빠른 사멸을 보였다. 또한, bacteriophage 단독처리군과 MAP4 병합처리군은 비슷한 행동을 보였으며 초기 저감화 후 시간이 지남에 따라 천천히 사멸하였다. 4℃에서 L. monocytogenes의 경우 병합처리 이외의 모든 군에서 성장을 하였고, MAP4 또는 1.5% bacteriophage 단독처리로는 L. monocytogenes 성장을 저해할 수 없었으나 병합처리군에서는 초기 저감화 후 낮은 농도로 계속 유지할 수 있었다. 결론적으로 pathogenic E. coli의 경우 MAP와 bacteriophage의 단독처리만으로도 4℃ 냉장온도에서 성장을 저해할 수 있으나 L. monocytogenes는 낮은 온도에서도 성장하기 때문에 두 가지를 병합처리 하였을 때 L. monocytogenes의 성장을 저해할 수 있었다. 따라서 MAP4와 bacteriophage 병합처리는 냉장에서 유통기한이 긴 치즈에서 L. monocytogenes에 의한 식중독을 예방하는 방법으로 효과적인 것으로 사료된다.
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