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박테리오파지의 살균소독제 응용을 위한 안전성 평가
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Abstract To evaluate the safety of bacteriophages for application of sanitizer, endotoxin content and cell cytotoxicity of
two Escherichia coli and four Staphylococcus aureus phages were determined. Endotoxin ratio was determined by the
Limulus amebocyte lysate (LAL) assay as a test for representative biological endotoxin content. The average endotoxin
average content of the 9 log PFU/mL lysate was 18.6 EU/mL and that of the 10 log PFU/mL lysate was 5.9 EU/mL,
suggesting that the phage lysate was not suitable for clinical applications, but suitable for food pathogen control
applications. To confirm the cell cytotoxicity of the phage lysates, MTT assay was performed using Raw 264.7 cells
treated with 9 log PFU/mL phages. Results of the assay indicated that the phage lysates did not significantly decrease the
cell viability (p>0.05). These results indicated that bacteriophages would be suitable as a food safety sanitizer.
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서 론

국내에서 개인건강관리에 대한 관심이 높아짐에 따라 가공 식

품보다 영양학적으로 우수하다고 알려진 신선식품의 소비가 증

가하고 있다(Bang 등, 2011). 신선농식품은 조리 시 영양소의 손

실이 일어나기 때문에 일반적으로 열처리를 하지 않고 섭취하며,

이에 따라 식중독 발생 위험이 높은 식품군으로 분류되고 있다

(Ssemanda 등, 2018). 신선농식품에서의 식중독 발생을 막기 위

해 화학적 살균소독제가 주로 사용되었으나 효과가 크지 않기 때

문에 유기산, 천연항균제, 박테리오파지 등의 생물학적 소재들을

이용한 살균소독제들이 주목 받고 있다. 특히 박테리오파지는 특

정 세균만을 숙주로 하여 용균을 일으키고 항생제 내성균에도 효

과적이기 때문에 식품분야 뿐만 아니라 임상분야에서도 항생제

대체제로서 주목받고 있다(Endersen 등, 2017; Kim 등, 2015). 실

제로 해외에서는 Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Shi-

gella spp와 Salmonella enterica 등의 식중독 세균을 제어하기 위

한 박테리오파지를 제품화하여 활용하고 있으며(Moye 등, 2018),

국내에서도 박테리오파지를 이용한 사료첨가제를 통해 축산 및

수산업에서 항생제 대체제로 사용하려는 연구나 박테리오파지 유

래 용균효소인 엔도라이신에 대한 연구가 활발하게 이루어지고

있다(Chang 등, 2017; Lim 등, 2012).

그러나 박테리오파지는 포유류에게 파지에 대한 항체 생성을

유도할 수 있으며(Majewska 등, 2015) 박테리오파지 용액은 대개

숙주로부터 유래한 LPS (Lipopolysaccharide)나 teichoic acid등의

내독소를 포함할 수 있다. 따라서 박테리오파지 용액의 안전성을

검증하는 단계는 중요한 과정 중 하나이며 미국 FDA에서는 박

테리오파지 제품의 내독소 농도를 일정 수준을 넘지 않도록 관

리하고 있으며(Cooper 등, 2016), 해외 파지 제품인 ListexTM이나

SalmoFreshTM 등의 파지 제품들은 여러가지 가이드라인 및 검증

법을 구축하여 FDA로부터 GRAS (Generalized Recognized as

Safe)로 인증을 받고 판매하고 있다(Soni 등, 2012). 국내에서는

파지의 기초 연구 및 식품적용 연구는 활발히 이루어지고 있으

나 파지 자체의 세포독성 또는 파지 용액내에 존재할 수 있는 내

독소에 의한 세포독성에 대한 연구가 부족한 상황이고, 세포독성

에 대한 기준점 또한 명확하지 않다.

따라서 본 연구에서는 대표적인 식중독 세균인 E. coli와 S.

aureus 유래 박테리오파지 용액의 내독소 함량 측정 및 세포독성

평가 실험을 통해 박테리오파지 용액의 안전성을 확인하여 파지

의 살균소독제 개발의 기초자료로 활용하고자 하였다.

재료 및 방법

박테리오파지 및 숙주 미생물 증식조건

실험에 사용할 박테리오파지 증식을 위해 E. coli KCCM

12410P와 S. aureus RN4220을 EMB agar (Difco Laboratory,

Detroit, MI, USA)와 Baired-Parker agar (Difco Laboratory)에 획

선 도말하여 37oC에서 24시간 배양한 뒤 단일 집락을 취해 10 mM

의 CaCl
2
이 첨가된 Luria Bertani broth (LBC, Difco Laboratory)

5 mL에 접종하여 37oC에서 24시간 배양하였다. 배양된 균주

100 µL와 본 실험실에서 보유중인 E. coli 파지 2종과 S. aureus
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파지 4종을 1× SM buffer (10 mM MgSO
4
, 100 mM NaCl,

0.01% gelatin, 50 mM Tris-HCl, pH 7.5)에 10진 희석하여

100 µL를 LBC soft agar (0.15% agar)에 각각 plaque assay를 수

행한 뒤 24시간동안 배양하였다(Lee와 Park, 2015). 배양 후 파지

의 증식과 농축은 LBC broth (10 mM CaCl
2 
첨가) 및 2M NaCl

이 첨가된 20% 폴리에틸렌글리콜(polyethylene glycol, PEG 8000,

Georgia Chem., Georgia, GA, USA)을 이용해 Sambrook 등에 의

한 방법에 준하여 수행하였다(Sambrook와 Russell, 2001).

박테리오파지 용액의 내독소 함량 정량 분석

박테리오파지 용액에 존재하는 내독소 함량을 정량분석하기 위

해서 LAL chromogenic endotoxin quantitation kit (Pierce Bio-

technology, Waltham, MA, USA)를 사용하였다. E. coli O111:B4

를 제조사에서 지시한 용량의 멸균 증류수에 녹여 1 EU/mL 농

도의 용액을 만든 뒤, 용액을 희석하여 0.5, 0.25, 0.125 EU/mL의

표준농도를 만들어 표준곡선을 만들었다. 9-10 log PFU/mL 수준

의 파지 용액 100 µL와 LAL 시약 50 µL를 37oC에서 10분간 배

양한 뒤 37oC에서 가온해 둔 발색 기질시약 100 µL를 첨가하여

37oC에서 6분 동안 배양하고 25% 아세트산 50 µL을 첨가하여 반

응을 정지시키고 자외선 분광광도계를 이용하여 405 nm에서 흡

광도를 측정하였다(Cooper 등, 2014).

세포 배양 및 박테리오파지 용액의 세포독성 평가

박테리오파지 용액의 세포독성을 확인하기 위해 쥐의 큰포식

세포인 Raw 264.7 세포를 사용하였으며, 세포배양에 필요한 배

지 및 시약으로 inactivated fetal bovine serum (FBS, Gibco, NY,

USA), 1% penicillin-streptomycin, trypsin-EDTA (Gibco), Dul-

beco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco)을 사용하였다.

세포 배양은 5% 이산화탄소(CO
2
) 가스가 존재하는 37oC 배양기

에서 진행하였으며, 실험과정의 모든 세포는 80-90% 정도의 밀

도로 자랐을 때 계대 배양하였다. Raw 264.7 세포 1×104 cells/

well를 96 well plate에 접종하고 37oC, 5% CO
2
 배양기에서 20시

간 배양 후 1× SM buffer에 희석된 9 log PFU/mL의 박테리오파

지 용액을 처리하여 24시간 반응시켰다.

배양 후 2 mg/mL의 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxy-

methoxyphenyl)-2(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTT; Sigma-Ald-

rich, St. Louis, MO, USA) 용액을 처리한 후 37oC에서 2시간 동

안 재배양하였다. 용액을 제거하고 각 well에 dimethyl sulfoxide

(DMSO; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 처리하고 분광광

도계를 이용하여 560 nm에서 흡광도를 측정하여 생존율을 백분

율로 계산하였다(Lehti 등, 2017).

통계처리

실험 결과는 3회 반복실험 실시를 통한 평균과 표준편차로 나

타내었으며, 실험결과에 대한 통계분석은 SPSS 25.0 (Statical

Package for Social, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) 소프트웨어를

이용하여 일원배치 분산분석(one-way ANOVA)으로 유의성 검정

을 시행하였다(p<0.05).

결과 및 고찰

박테리오파지 용액의 내독소 함량 조사

박테리오파지의 숙주가 되는 대부분의 병원균들은 파지에 의

해서 용균되면서 인간에게 항원으로 작용할 수 있는 내독소를 남

기기 때문에 박테리오파지의 식품적용뿐만 아니라 임상에서 응

용할때 문제점으로 작용할 수 있다(Cooper 등, 2014; Lu와 Koe-

eris, 2011). 따라서 박테리오파지를 배지용액에서 증식 및 농축시

켰을 때 용액내에 존재할 수 있는 내독소 함량을 조사하였다. 본

연구실에서 보유하고 있는 E. coli phage 2종과 S. aureus phage

4종을 9-10 log PFU/mL 수준까지 증식, 농축시킨 뒤, 생물학적

내독소시험(LAL assay)를 진행하여 흡광도를 내독소 함량(EU/mL)

로 변환시킨 결과를 Table 1에 나타내었다. 9 log PFU/mL 농도

의 박테리오파지 시료들은 평균 18.6 EU/mL의 내독소가 검출되

었고, 이보다 농도가 10배 높은 10 log PFU/mL 농도의 박테리

오파지 시료들에서는 평균 5.9 EU/mL의 내독소가 검출되었으며,

9 log PFU/mL 용액과 10 log PFU/mL의 용액간의 내독소 함량

이 유의한 수준의 차이를 나타내었다(p<0.05). 폴리에틸렌글리콜

에 의한 파지 침전은, 다가 양이온 침전법(multivalent cation pre-

cipitation)으로써 분자의 크기에 따라서 침전되는 효율이 결정되

는 방법이다(Branston 등, 2012). 본 실험에서 사용된 파지들은

Caudovirales 목에 속하는 파지들로, 대부분이 내독소인 LPS나

teichoic acid보다 비교적 큰 단백질 크기를 가지고 있는 것으로

알려져 있다(Aksyuk와 Rossmann, 2011; Mangoni 등, 2008; Nau-

mova 등, 2001). 따라서 원심분리로 파지 용액이 농축됨에 따라

내독소 함량이 감소된 것은 폴리에틸렌글리콜에 의해 크기가 큰

파지들은 농축되고 크기가 작은 대부분의 내독소들은 상등액에

남게되기 때문인 것으로 예상된다.

생물학적 내독소시험법은 검출 한계점이 약 0.25 EU/mL로 매

우 낮기 때문에 정확도가 높아 파지 내독소 검출법으로 많이 이

용되는 방법 중 하나이며, Branston 등(2015)은 위 실험과 동일한

방식으로 파지 침전을 실시하여 생물학적 내독소시험법을 통해

내독소 함량을 조사한 결과, 88%의 내독소 함량 감소효과를 확

인했으며, 현탁된 파지에 대해 2회 연속 침전을 실시한 결과, 침

Table 1. Results of quantitatvie endotoxin tests by LAL (limulus amebocyte lysate) assay

Sample name
Endotoxin Level (EU/mL)

Host Strains
9 log PFU/mL 10 log PFU/mL

vB_EcoM-ECP26 19.22±1.17 8.44±2.33a Escherichia coli

vB_EcoM-ECP32 17.41±1.58 7.28±7.55a Escherichia coli

vB_SauS-SAP17 14.84±2.21 4.16±0.24a Staphylococcus aureus

vB_SauS-SAP33 21.27±1.89 5.26±1.22a Staphylococcus aureus

vB_SauS-SAP87 23.36±0.98 6.47±1.14a Staphylococcus aureus

vB_SauS-SAP89 15.54±3.31 3.81±0.19a Staphylococcus aureus

1x SM buffer 1.326±0.12b

The values shown are means±SD of triplication experiment. a; Means in 9 log PFU/mL sample and 10 log PFU/mL sample followed by are
significantly different at p<0.05 by one-way ANOVA test. b; Means in 1x SM buffer and six phage samples followed by are significantly different
at p<0.05 by one-way ANOVA test.
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전 횟수에 비례하여 내독소가 추가적으로 감소되는 것을 확인한

바 있다. Hietala 등(2019) 또한 생물학적 내독소시험법을 이용하

여 폴리에틸렌글리콜 침전이 파지 대비 내독소 함량 비율을 20

배 까지 감소시킬 수 있다고 보고한 바 있다. 따라서 이보다 낮

은 농도의 6-7 log PFU/mL의 파지 또한 폴리에틸렌글리콜을 사

용하여 농축한다면 기존농도에 비해 내독소 수치가 감소할 것으

로 사료된다.

내독소는 인간이 살아가는 거의 모든 환경에서 발견되며 특히

장내에 서식하는 그람음성 세균들은 매일 많은 양의 내독소를 방

출하지만 건강한 사람에게는 유해성이 크지 않다(Wassenaar 와

Zimmermann, 2018). S. aureus 와 같은 그람양성 세균들의 세포

벽에도 LPS와 마찬가지로, 내독소로 작용할 수 있는 teichoic acid

가 존재하며 인간에게 면역반응을 일으킬 수 있다. Zidek 등(2010)

은 S. aureus 유래 lipoteichoic acid (LTA)를 생물학적 내독소시험

을 통해 검출하고, LTA가 면역반응을 충분히 일으킬 수 있다는

것을 세포에 LTA를 세포에 처리하여 NO 생성량을 측정하여 보

고한바 있다. 실제 식품에는 높은 수준의 내독소가 포함되어 있

으며 시중에서 판매하고 있는 소고기의 내독소가 50,000-75,000

EU/g, 영아용 조제유내에는 약 40,000-55,000 EU/g 정도가 검출

되었다고 보고하였다(Jay 등, 1979; Townsend 등, 2007). 따라서

박테리오파지 용액에 존재하는 내독소는 식품내에 존재하는 수

준의 내독소보다 현저히 낮은 농도로 존재하므로 식품내에 존재

하는 병원균을 제어하기 위한 살균소독제로의 응용에는 문제가

없을 것으로 사료된다. 하지만 내독소는 아주 소량이더라도 혈관

속에서 이동하였을 때 패혈증을 일으키는 등 심각하게 작용할 수

있기 때문에 임상에서의 치료목적의 파지는 내독소 함량이 5 EU/

kg 이하로 엄격히 조절되어야 하며, 본 연구에서 사용한 박테리

오파지도 임상에서의 사용을 목적으로 한다면 유기용매, 투석 또

는 크로마토그래피를 이용한 추가 정제 과정이 이루어져야 할 것

으로 사료된다.

박테리오파지 용액의 세포독성평가

인간을 비롯한 포유동물들은 태어나면서부터 다양한 박테리오

파지에 노출되며, 파지는 그 자체가 캡시드라는 구조체 단백질로

존재하기 때문에 선천면역반응 뿐만 아니라 후천면역에도 관여

할 수 있다(Barr, 2017). 이는 파지용액 내에 존재하는 숙주유래

내독소 뿐만 아니라 파지자체가 항원으로 작용하여 세포에 영향

을 줄 수도 있다는 것을 의미한다. 따라서 대표적인 세포생존율

측정방법인 MTT 분석을 통해 E. coli 및 S. aureus 유래 파지용

액 처리에 따른 세포 독성평가를 진행하였다(Fig. 1). 10% DMSO

를 처리한 경우 대조군(100%) 대비 13%까지 감소하였으나(p<0.05),

E. coli phage인 vB_EcoM-ECP26과 vB_EcoM-ECP32 용액을 각

각 9 log PFU/mL 농도로 처리시에는 118%와 98%의 생존율을

보였다(p>0.05; Fig. 1A). S. aureus phage인 vB_SauS-SAP17,

vB_SauS-SAP33, vB_Saus-SAP87, vB_Saus-SAP89 용액을 9 log

PFU/mL 농도로 처리시에는 126, 132, 104%와 106%의 생존율을

보였다(p>0.05; Fig. 1B). 이는 파지 용액이 소량의 내독소 뿐만

아니라 고농도의 파지를 함유하고 있음에도 불구하고 유의할 만

한 수준의 세포독성을 일으키지 않는다는 것을 나타낸다. Henein

등(2016)은 Acinetobacter baumanni 유래 파지용액 9 log PFU/

mL 농도로 쥐유래 섬유아세포에 처리하여 생존율을 측정하였고,

Lehti 등(2017)은 E. coli 유래 파지용액 9 log PFU/mL 농도로 인

간유래 신경세포에서 생존율을 측정하였으나 본 실험과 마찬가

지로 유의할 만한 수준의 세포독성이 관찰되지 않았다고 보고하였다.

박테리오파지 용액의 생물학적 내독소 시험법과 세포독성평가

실험결과를 종합해 볼 때 파지를 신선식품에 존재하는 병원균을

억제하기 위해 사용하더라도 인체에 유해하지 않을 것으로 사료

된다. 지금까지 박테리오파지에 의한 세포독성 및 치명적인 면역

반응에 대해서 특별하게 보고된 바는 없다(Abedon 등, 2017). 그

러나 최근 연구결과에 따르면 미약하지만, 파지의 경구 투여가

파지에 특이적인 IgG, IgM, IgA와 같은 면역글로불린의 생성을

유도한다는 것이 보고되었고(Majewska 등, 2019), 용원성 박테리

오파지와 같이 독소 유전자 또는 항생제 내성 유전자를 비병원

성 세균에 전이시킬 수 있는 파지들의 존재가 꾸준히 보고되고

있다(Lu 와 Koeeris, 2011; Tozzoli 등, 2014). 반면 국내에서 이루

어진 파지 특성분석 및 식품적용 연구에 비해서 파지의 안전성

에 대한 연구는 매우 부족하다. 그러므로 본 연구를 기초로 하여

동물모델 실험과 분자생물학적 연구가 추가적으로 이루어져야 된

다고 생각된다.

요 약

본 연구에서는 6종의 E. coli 및 S. aureus 유래 박테리오파지

용액에 존재하는 내독소 함량 조사와 파지의 세포독성 여부에 대

해 평가하였다. 대표적인 생물학적 내독소 시험법인 LAL assay

을 시행하여 9-10 log PFU/mL 농도의 내독소 함량을 확인한 결

과, 파지의 임상적용에는 부적합한 수치이나 식품에 존재하는 병

원균의 살균 목적의 사용에는 매우 유해하지 않은 수치임을 확

Fig. 1 Effect of bacteriophage lysate on viability of Raw 264.7 cells. (A): After pre-treatment of cells with 9 log PFU/mL Escherichia coli
phages. (B): After pre-treatmnet of cells with 9 log PFU/mL Staphylococcus aureus phages. Each bar is the mean±SD for triplication
experiment. *p>0.05 versus the phage pre-treatment groups. **p<0.05 versus the control and phage pre-treatment groups.
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인할 수 있었다. 박테리오파지 용액의 세포독성평가를 확인하기

위해 MTT 분석을 시행하여 세포 생존율을 확인하였다. E. coli

파지 용액과 S. aureus 파지 용액 처리군 모두에서 98% 이상의

생존율이 관찰되어 파지용액에 존재하는 내독소 및 파지가 세포

독성을 유발하지 않는다는 것을 확인하였다. 그러므로 일반적인

방법으로 증폭, 농축한 파지 용액은 인체에 대한 유해성이 적으

며 식품에 살균소독제로 적용하더라도 문제가 없을 것으로 사료된다.
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