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Swabs are useful and common sampling tools in various research fields, such as medicine, ecology, 
biotechnology, forensic medicine, and pollutant monitoring systems. Collection reagents are one of 
the essential components in sampling. It is important to develop a sample collection kit and 
designate an appropriate storage temperature because samples need to be stored for a long time. 
The purpose of this study was to identify the effects of three collection reagents and three storage 
temperatures on the recovery of living bacteria without media. We selected Escherichia coli and 
Staphylococcus aureus as representative environmental bacteria. Distilled water (DW), phosphate 
buffered saline (PBS), and Tris-EDTA (TE) buffer were used as collection reagents and stored at 
22°C, 4°C, and −70°C after sampling. The results of using each collection reagent and storage 
temperature on the bacteria were compared using relative light units (RLU) and the number of colony 
forming units (CFU). When using −70°C storage temperature and the TE buffer, the number of living 
bacteria and the RLU values remained constant. It is therefore recommended that the sample be 
stored at −70°C immediately after collection and a TE buffer solution be used as the collection 
reagent.

Copyright Ⓒ 2021 The Korean Society for Clinical Laboratory Science.
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서  론 

미생물의 샘플링은 미생물 계수 및 동정을 통해 진행하는 자

연환경, 위생 검사, 진단 검사 등 평가에 핵심적이다[1]. 효과적

인 미생물 채취를 위해서 채취 방법, 보관 방법이 중요하며

[2-4], 일반적으로 미생물의 검출을 위해 집락형성단위(CFU,  

colony forming units)와 ATP 법이 적용된다[4, 5]. 면봉은 미

생물 샘플링에 권장되어 왔으며, 연구마다 선택할 수 있는 여러 

종류의 면봉이 존재한다[1]. Flocked wide swab은 실험 결과

에 영향을 미치며, nylon flocked swab과 foam swab이 

cotton swab과 비교했을 때 고체 표면의 미생물, 바이러스, 

DNA 수집에 우수한 것으로 알려져 있다[1]. 특히 여러 연구에

서 nylon 재질의 면봉은 세균, 바이러스 등 미생물 채취를 위해 

개발된 면봉으로 샘플링에 적합한 면봉으로 사용된다[3]. 

많은 연구에서 그람음성균과 그람양성균의 대표적인 환경 미
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생물로 Escherichia coli와 Staphylococcus aureus가 이용

된다[4]. 그람음성균 외막의 성분인 내독소 때문에 소독된 장비

와 기구 등에 포함되지 않도록 권장하는 오염균으로 분류되고 

있으며[6], 의료 환경에서 획득되는 임상 감염의 흔한 원인균으

로 분류되고 있다[2]. E. coli는 오염의 척도를 나타내는 균주이

며, 대표적으로 식품위생과 수질의 위생 상태를 나타내는 지표 

미생물로 이용되고 있다. 

면봉 샘플링과 함께 사용되는 채취 시약에 따라서도 샘플링 

결과가 달라질 수 있다[3]. TE buffer와 PBS는 DNA와 단백질 

추출 및 분석까지 시료를 보존하는 데 유용하게 사용되는 시약

이다[7, 8]. 분자생물학 연구에서 사용되는 TE buffer는 핵산 

보존에 중요한 역할을 한다. TE buffer에 포함된 Tris는 완충작

용의 역할을 하며, EDTA는 DNase로부터 DNA를 보호하는 기

능을 한다. 이러한 특성 때문에, TE buffer는 주로 시료를 보존

하는 시약으로 사용된다. 이 연구에서 사용한 TE buffer의 조성 

및 비율은 이전 연구에서 실험되어 입증된 TE buffer 조성으로 

사용하였다[9]. PBS는 특정 pH 조건을 유지하는 데 도움이 되

기 때문에 생물학적 연구에서 많이 이용되고 있다. 

일정 기간 시료의 보존을 위해서 일반적으로 냉장 보관, 냉동

보관, 초저온 냉동보관 등의 방법이 사용된다[10]. 4°C와 −20°C 

이하의 보관 온도는 게놈 및 플라스미드 DNA를 단기 또는 장기

로 저장할 수 있으며, 면봉을 사용하여 채취한 시료를 −70°C에

서 보관할 때 시간의 흐름에 따라 큰 감소가 없다는 결과는 이전 

연구로 입증된 사실이다[2]. 이전 연구에 따르면 낮은 온도에서 

보관하는 것이 높은 온도에서 보관하는 것보다 시료의 안정성이 

잘 유지되는 이유는 DNA를 실온 및 높은 온도에 노출시키면 분

해가 유도되기 때문이다[8]. 미생물의 생존을 측정한 이전 연구

에서 E. coli는 최대 3개월, S. aureus는 최대 3주 동안 실험이 

진행되었다[12, 13]. 

살아있는 유기체는 ATP를 에너지원으로 사용하며, ATP 측

정을 위해 Luciferin과 Luciferase를 이용한다. 측정된 ATP 양

은 상대적인 빛의 양으로 환산되며, 그 단위를 상대적 발광 단위 

(RLU, relative light units)로 표현한다. CFUs 측정은 생존하

는 미생물의 집락 수를 측정하는 것이다. 일반적으로 우무 평판

배지에 도말하고 배양하여 증식된 미생물의 집락 수를 계수한

다. ATP 측정은 의료 시설, 의약품, 의료기기 제조시설, 동물실

험연구소, 식품 제조시설 등 무균환경이 필수적인 곳에서 위생 

상태를 모니터링을 하기 위한 방법으로 이용된다[6, 14, 15]. 간

접 측정법인 ATP 검출 결과와 살아있는 세균의 집락 수가 일관

되지 않은 상관관계를 보인다는 이전 연구들이 있으며[6, 14, 

15], 이 연구에서 CFUs 결과와 함께 ATP 검출을 통해 상관성을 

확인하였다. 

장기간 보관되는 균에 대한 수송 배지의 효과는 많이 연구되

어 왔다. 그러나 수송 배지의 사용은 연구에 상당한 비용을 차지

하고, 샘플링한 균이 증식할 수 있는 환경을 제공하기 때문에 정

량분석에는 적절하지 않다. 따라서 본 연구에서는 원래 시료에 

존재하는 상태를 그대로 유지할 수 있는 조건을 확인하기 위해 

nylon 재질의 면봉으로 시료를 채취하고 3가지 채취 용액과 

22°C, 4°C, −70°C 보관 온도에서 시간 경과에 따라 ATP와 

CFUs의 결과를 비교해 보고자 한다.

재료 및 방법

1. 사용 균주 및 배양

Brain heart infusion agar (BHIA) (Difco, Bitek; Becton, 

Dickinson and Company, Sparks, MD, USA)에 E. coli 

(KACC 11598)와 S. aureus (KACC 10768)를 접종하여 CO2 배

양기(Heraeus Instruments, Hanau, Germany)에서 36.5°C의 

조건으로 24시간 동안 배양하였다. E. coli는 2개 집락, S. 

aureus는 1개 집락을 채취하여 각각 100 mL의 멸균된 Luria- 

Bertani broth (Difco, Bitek; Becton, Dickinson and 

Company)에 접종하여 36.5°C, 140 rpm/min의 진탕 배양

기(JEIO TECH, ISF-7100, Daejeon, Korea)에서 15시간 동

안 배양하였다. 이후 UV/Vis spectrophotometer (Optizen 

POP, KLAB, Daejeon, Korea)의 single wavelength mode 

600 nm 조건으로 E. coli, S. aureus의 Optical density (OD) 

값을 각각 1.092, 1.138로 맞추어 실험을 진행하였다[16, 17]. 

실험의 진행 과정은 Figure 1에 그림으로 나타내었다.

2. 시료의 채취

각각 배양된 세균의 용액을 멸균된 FalconⓇ tube (Corning 

Inc., NY, USA)에서 1:1 비율로 혼합하였으며, 멸균된 솜에 10 

mL을 흡수시켜 책상에 도포하였다. 건조시키고 도포하는 과정

을 총 3회 반복하였다. Swabing의 반복 횟수를 3, 7, 20회 비교

한 사전 실험을 토대로 총 20회로 진행하였다(Table S1). 사용

된 책상 표면은 실험 전, 3일 동안 3회 알코올 소독과 DW로 세

척하여 오염을 최소화하였다. 시료 채취에서 사용된 면봉은 

flocked wide swab (Noble Biosciences Inc., Hwaseong, 

Korea)을 사용하였으며, 한 개의 면봉으로 세균이 도포된 책상 

5×5 cm의 면적에서 채취를 진행하였다. 세균의 채취 용액으로 

DW, PBS, Tris-EDTA 각각 150 μL씩 면봉에 흡수시켜 채취하

였다. 채취 시약을 면봉에 흡수시키는 과정은 멸균된 유리 시험
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Figure 1. Each bacteria were cultured on BHIA and incubated at 37°C
for 24 h. After that, two colonies of E. coli and one colony of S. 
aureus from BHIA were incubated in LB broth for 24 h at 37°C. 5 
mL of E. coli in LB broth and 5 mL of S. aureus in LB broth were 
mixed. With sterilized cotton, we smeared the bacterial solution on 
a desk. The samples were swabbed from the 5x5 cm area of the 
substrates for each condition. 

관에서 진행하였다. 채취한 면봉은 멸균된 튜브에 넣어 4°C, 

22°C, −70°C에서 4주, 8주간 보관하였다. 0주는 모든 보관 온

도와 시점에서 baseline이 되는 값으로 시료 채취를 진행한 수 

1시간 이내로 실험하였다. 채취 시약으로 사용한 PBS는 

sodium chloride (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)를 

이용하여 제조하였으며, Tris-EDTA의 조성은 Tris 100 mM, 

EDTA 10 mM, KCL 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 2 

mM, NaCl 1000 mM, pH 8.0이다[6].

3. 세균 수 계수(CFUs)

2.5 mL의 PBS에 채취한 면봉을 넣고 혼합하여 면봉에 존재

하는 균을 최대한 분리하였다. 상층액을 1:6 연속 희석하여 

MacConkey agar (Difco, Bitek; Becton, Dickinson and 

Company)와 Mannitol Salt agar (Difco, Bitek; Becton, 

Dickinson and Company) 각각 3개의 평판배지에 100 μL씩 

분주하고 도말하였다. CO2 배양기에서 36.5°C로 24시간, 48

시간 동안 배양하였다[2, 18]. E. coli와 S. aureus 집락 수를 계

수하였으며(Figure S1), 계수한 결과는 희석 배율과 CFUs/mL로 

환산하여 결과를 산출하였다. 얻어진 값은 로그값으로 변환하

였으며, 소수점 둘째자리까지 표기하였다.

4. ATP 생물 발광 분석

ATP는 BacTiter-GloTM Microbial Cell Viability Assay 

(Promega, Madison, WI, USA) 시약을 사용하여 측정하였으

며, 제조업체의 지침대로 진행하였다[19]. 각 주차에서 ATP 측

정은 면봉을 넣고 혼합이 이루어진 PBS를 사용하여 진행하였다

[19]. VICTOR×3 (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) 기기

를 사용하여 RLU를 3회 반복 측정하였고 모든 RLU 값은 빈 

well 값의 평균값을 뺀 값으로 나타내었다. 얻어진 값은 로그값

으로 변환하였으며, 소수점 둘째자리까지 표기하였다.

5. 통계분석

Statistical Package for Social Sciences (SPSS version 

20.0, Chicago, IL, USA)를 사용하여 분석하였다. 3회 반복 실

험한 CFUs와 RLU 결과 데이터는 Pearson 상관계수를 활용하

여 CFUs와 RLU 간의 상관관계를 분석하였다. 실험 결과는 

GraphPad Prism (GraphPad Software version 6, San 

Diego, CA, USA)을 사용하여 그래프로 나타내었다. 표준편차

를 쉽게 보기 위해 막대그래프를 활용하였고, 상관관계를 보기 

위해 추세선을 추가한 분산도 그래프를 활용하였다.

결  과

1. 보관 온도와 채취 시약에 따른 ATP와 세균 수

보존시간 경과에 따른 채취 시약들의 RLU 값과 CFUs 값을 

온도별로 비교 관찰하였다(Figure 2). 0주에서 채취 시약에 따

른 RLU와 CFUs의 값은 0.06 Log RLU/mL, 0.36 Log 

CFUs/mL 이하의 차이를 나타냈다. 22°C에서 보관하였을 때

(Figure 2A, B), PBS를 제외한 TE, DW (Figure 2B)에서 감소

하는 경향이 관찰되었다. 8주에서 DW는 2.27 (±0.02) Log 

RLU/mL, 2.89 (±0.085) Log CFUs/mL, PBS는 2.41 

(±0.01) Log RLU/mL, 3.63 (±0.046) Log CFUs/mL, TE 

buffer는 2.41 (±0.009) Log RLU/mL, 3.86 (±0.057) Log 

CFUs/mL이며, TE buffer, PBS, DW 순으로 높게 관찰되었다. 

4°C에서 보관하였을 때(Figure 2C, D), 8주에서는 DW, PBS, 
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Figure 2. Bar graphs of RLU and CFU 
values of samples devided by storage 
temperatures. All resulting values were 
converted to logarithms. Figure A, C, 
E are signals detections of E. coli and 
S. aureus (Log RLU/mL±SD), Figure B, 
D, F are the number of colonies of E. 
coli and S. aureus (Log CFU/mL±SD).
Each pattern represents the reagents.

TE buffer 순으로 3.12 (±0.008), 3.12 (±0.002), 3.16 

(±0.004) Log RLU/mL (Figure 2C)로 관찰되었으며, 3.34 

(±0.059), 3.22 (±0.194), 3.81 (±0.016) Log CFUs/mL 

(Figure 2D)의 생균 수가 측정되었다. 따라서 TE buffer, DW, 

PBS 순으로 높게 유지되었다. −70°C에서 보관하였을 때, 

RLU와 CFUs값을 나타낸 그래프이다(Figure 2E, F). 8주에서 

DW, PBS, TE buffer 순으로 3.22 (±0.006), 3.80 (±0.006), 

3.86 (±0.005) Log RLU/mL (Figure 2E), 4.73 (±0.11), 

6.03 (±0.013), 6.27 (±0.008) Log CFUs/mL (Figure 2F)로 

관찰되었으며, TE buffer, PBS, DW 순으로 높게 관찰되었다.

2. 채취 시약과 보관 온도에 따른 ATP와 세균 수의 상관관계 

분석

ATP와 CFU 실험 결과를 기반으로 RLU와 CFU의 상관관계 

비교를 위해 분산도를 분석하였다(Figure 3). DW를 사용하여 

채취한 후, 22°C에서 보관하였을 때, Log RLU와 Log CFU값

의 상관계수는 0.955이며, 4°C에서 보관하였을 때, 0.999, 

−70°C에서 0.945로 계산되었다. PBS로 채취한 후, 22°C에

서 보관 시, 0.896, 4°C에서 보관 시, 0.827, −70°C에서 보관 

시, 0.991로 계산되었다. TE buffer로 채취한 후 상관계수는 

22°C에서 0.879, 4°C에서 0.971, −70°C에서 0.964로 측정

되었다.

고  찰

시료의 효율적인 면봉 채취에 사용될 수 있는 시약 개발과 표

준운영절차와 관련된 연구가 다양하게 진행되고 있다[1, 4, 9, 

20, 21]. 이 연구에서는 면봉을 이용하여 시료를 채취함에 따라 

적합한 시약과 8주까지 보관을 위한 적절한 온도를 비교하여 확

인하였다. 시약의 종류와 보관 온도, 기간 비교를 통해 시료를 채

취한 당시(0주) 결과와 시간 경과에 따라 얻는 결과와 유의한 차

이가 없는 조건이 적절한 채취 시약과 보관 온도라고 할 수 있다. 

채취 직후 결과인 0주에서는 PBS를 사용하여 채취하였을 때의 

4.54 Log RLU/mL, 7.04 Log CFUs/mL로 세 가지 시약 중 가

장 효율이 높았다. 채취 후 시료를 보관한 경우, 대부분 시약과 

기간에서 −70°C에서 보관하였을 때 시료의 보존 및 유지가 잘 

되었다. Baseline (0주)과 이 연구에서 가장 긴 시점인 8주를 비

교했을 때, TE buffer는 −70°C 보관에서 6.27 Log CFUs/mL
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Figure 3. Scatterplot of ATP assay 
values (Log RLU/mL) and colony count 
(Log CFU/mL) of samples. Graph about 
correlation between RLU values and 
CFU values. All resulting values were 
converted to logarithms. 

로 나타나 모든 채취 시약과 보관 온도 중에서 생균 수가 가장 적

게 감소한 것을 관찰하였다(Figure 2). 또한 TE buffer를 사용

하여 시료를 채취하고 −70°C에서 보관한 결과가 DW와 PBS

를 사용하여 −70°C에서 보관한 결과보다 분산도의 plot 거리

가 좁은 것을 확인할 수 있었다(Figure 3). 따라서 시료를 장기

간 보관할 시엔 TE buffer를 사용하여 채취하는 방법이 생균 수 

유지에 유리함을 확인할 수 있다. 또한 이 결과는 −70°C에 보

관하는 경우 별도의 운반 배지가 필요하지 않다는 이전 연구와 

같은 결과를 도출할 수 있다[2].

CFUs와 DNA의 상관성 연구의 결과로부터[22], TE buffer

의 결과는 DNase로부터 DNA를 보호하는 작용을 하여 핵산을 

보존해주는 기능과 생균을 보존하는 완충작용이 있었음을 예상

할 수 있다[9]. PBS는 이전 연구에서 높은 수준의 시료 보존력을 

보인 것과 같이 이 연구에서도 일치한 결과가 확인되었다[9]. 그

러나 22°C과 4°C에서 보관한 시료는 다른 실험에 사용된 채취 

시약보다 큰 표준편차를 확인할 수 있었으며 유의한 변동을 확

인할 수 있었다(Figure 2). PBS 용액은 시료의 pH를 유지하는 

기능이 있으나, 본 연구에서는 시료의 pH를 연구 시점마다 측정

하지 않아 pH가 일정하게 유지되었는지 알 수 없다. 시료의 pH 

유지는 시료의 보존에 있어 중요한 부분이기 때문에, PBS 결과

의 원인이 pH 변동일 것이라 추정된다. 또한 ATP 측정 시 pH 

변화에 따라 luciferase와 luciferin 반응이 감소한다는 이전 

연구 결과[23]와 같이 CFUs와 RLU의 상관성이 떨어졌을 것으

로 추정된다. DW를 이용하여 채취하고 4°C에서 4주차까지 보

관한 결과에서 생균 수는 4.56 Log CFU/mL로 관찰되었으며, 

같은 채취 시약으로 −70°C에 4주까지 보관한 결과에서 생균 

수는 6.49 Log CFUs/mL로 관찰되었다. 같은 조건에서 보관된 

다른 시약의 경우보다 0.02∼2.4 Log CFUs/mL 정도 높게 확

인되었다. 본 연구에서 사용한 3차 증류수는 시약급 초순수 증

류수로 양이온, 염기성 이온교환수지를 통과하면서 유기물과 

이온이 최대한 제거되었기 때문에 시료에 미치는 영향이 적었던 

것으로 예상된다[24].

ATP와 세균 수 결과를 바탕으로 생균 수 유지에 대한 두 결과

의 상관관계도 확인하였다(Figure 3). ATP와 CFU의 상관관계 
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분석방법으로 Pearson 상관계수 분석이 다양하게 사용되며

[25, 26], ATP 검출 결과에서 CFU가 적을수록 두 값의 상관성

이 부족하다는 연구 결과들이 많다[5, 6, 14, 27]. 따라서 ATP와 

세균 수의 정확하지 않은 상관성 때문에 ATP의 한계와 검출 효

과를 비교하는 연구는 현재까지 이어지고 있다[6, 28]. 본 연구

에서도 세포 내 평균 ATP 함량 측정과 함께 CFUs 측정의 상관

관계를 확인하였다. 본 실험에서 ATP와 세균 수의 상관계수는 

PBS를 사용하여 22°C, 4°C에서 보관했을 때와 TE buffer를 

사용하여 22°C에서 보관했을 때를 제외하면 다른 모든 결과에

서는 0.9 이상의 상관계수를 나타냈다(Figure 3). 각각의 조건

별로 상관분석을 하였을 때 높은 상관계수를 확인할 수 있었지

만, 모든 ATP와 세균 수 결과에서의 상관분석은 0.73이라는 다

른 결과에 비해 비교적 낮은 상관계수를 보였다. 

대부분의 실험에서 시료를 보관할 때 초저온 냉동보관(−70°C) 

을 진행한다[2, 29]. 본 연구에서 실험한 22°C와 4°C는 초저온 

냉동보관법과 비교 확인을 위해 실시하였다. 그 결과 22°C와 

4°C를 비교했을 때 시간이 지남에 따라 CFU 값의 변동이 4°C

에서 큰 것을 확인할 수 있다. 이러한 결과는 냉장 보관 시, 시료

를 보관하는 냉장고의 개폐로 인하여 안정적인 습도와 온도 유

지가 이루어지지 않아 시료 상태가 불안정하여 이러한 결과가 

나타났다고 볼 수 있다. 하지만 22°C에서 8주 이상 보관 시, 

PBS, TE buffer를 이용한 시료에서 곰팡이의 생장을 육안으로 

확인하였기 때문에 장기적인 측면에서의 보관 온도는 22°C가 

4°C보다 적합한 보관 온도라고 할 수 없다.

이 연구를 진행한 결과, 0, 4, 8주라는 시행 기간에 따라 CFU 

실험을 위해 실시되는 균의 희석 배율을 조절하는 것이 중요했

으며, 4주의 CFUs에서 첫 번째 희석단계인 시료를 사용하지 않

았다는 점을 고려했을 때, MSA 배지에 0 세균 수가 나온 값은 실

제로 시료의 값이 아닐 수 있다. 본 연구에서는 시료 채취 및 보관

을 위한 효율적인 시약의 선택과 보관 온도 선택에 따른 샘플의 

회수율을 평가하는 것이 주된 목표였다. 연구 결과, 초저온 냉동

보관을 통한 시료 보존은 TE buffer를 사용하여 채취 및 보관하

는 것이 가장 효율적이었다. TE buffer는 RNA, DNA 보존에 

있어 가장 일반적으로 이용되는 시약으로 분자생물학 관련 연구

가 시행되는 실험실이라면 쉽게 구매 및 사용할 수 있어 연구 진

행에서 간편한 방법으로 이용될 것으로 생각된다.

요  약

면봉을 사용한 샘플링 방법은 의학, 생태학, 생명공학, 법의

학 및 오염 정도 모니터링 시스템과 같은 다양한 연구 분야에서 

유용하다. 샘플링에서 채취 시약은 중요한 요소 중 하나이다. 시

료를 장기간 보관해야 하는 경우에는 시료 채취 키트와 시료 보

관 온도가 매우 중요하다. 이 연구의 목적은 별도의 배지 없이, 

세 가지 채취 시약과 세 가지 보관 온도가 살아있는 세균의 생균

수에 미치는 영향을 확인하는 것이다. 대표적인 환경 세균으로 

E. coli와 S. aureus를 선정하였다. 증류수(DW), 멸균된 인산

염 완충액(PBS), Tris-EDTA (TE) 버퍼를 채취 시약으로 사용하

여 샘플링한 후, 22, 4, −70°C에서 보관을 진행했다. 각 채취 

시약 및 보관 온도가 시료에 미치는 영향은 RLU와 CFU로 결과

로 비교하였다. −70°C 보관 온도와 TE 버퍼를 사용할 때 CFU

와 RLU 값은 다른 조건에서보다 일정하게 유지되는 경향이 보

였다. 따라서 이 연구는 시료가 채취 직후 −70°C에서 보관되어

야 하며, 채취 시약으로 TE 버퍼와 함께 사용하는 것이 좋다는 

것을 시사한다.
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