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ABSTRACT - Rapid and accurate detection of pathogenic bacteria is crucial for various applications, including

public health and food safety. However, existing bacteria detection techniques have several drawbacks as they are

inconvenient and require time-consuming procedures and complex machinery. Recently, the precision and versatility

of CRISPR/Cas system has been leveraged to design biosensors that offer a more efficient and accurate approach to

bacterial detection compared to the existing techniques. Significant research has been focused on developing biosen-

sors based on the CRISPR/Cas system which has shown promise in efficiently detecting pathogenic bacteria or virus.

In this review, we present a biosensor based on the CRISPR/Cas system that has been specifically developed to over-

come these limitations and detect different pathogenic bacteria effectively including Vibrio parahaemolyticus, Salmo-

nella, E. coli O157:H7, and Listeria monocytogenes. This biosensor takes advantage of the CRISPR/Cas system's

precision and versatility for more efficiently accurately detecting bacteria compared to the previous techniques. The

biosensor has potential to enhance public health and ensure food safety as the biosensor’s design can revolutionize

method of detecting pathogenic bacteria. It provides a rapid and reliable method for identifying harmful bacteria and

it can aid in early intervention and preventive measures, mitigating the risk of bacterial outbreaks and their associated

consequences. Further research and development in this area will lead to development of even more advanced biosen-

sors capable of detecting an even broader range of bacterial pathogens, thereby significantly benefiting various indus-

tries and helping in safeguard human health
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Clustered regularly interspaced short palindromic repeats

(CRISPR)는 1987년 Escherichia coli (E. coli) 에서 처음

발견된 유전자 서열을 일컫는다1). 고세균과 박테리아에는

존재하지만 진핵생물과 바이러스에는 없는 반복적인 서열

로 알려져 있다2). CRISPR 과 CRISPR-associated (Cas) 단

백질은 박테리아가 가진 면역 시스템이며 guide RNA

(gRNA) 와 CRISPR RNA (crRNA)에 의해 외부로부터 들

어온 DNA 를 분해한다3-6). RNAs는 표적을 인식하고 Cas

단백질이 외래 DNA 서열을 찾고 절단하는 활성을 가지

고 있다6). 몇몇 연구에서는 이러한 CRISPR가 유전자 프

로그래밍 도구로서 사용되어 유전자 진단 능력을 향상시

킬 수 있고, 동시에 바이러스 RNA를 사멸할 수 있다는

것을 발견하여 보고한 바 있다7). 이는 인간 유전병 치료,

신약 개발 및 질병의 신속한 진단에 CRISPR가 적용 가

능함을 제시하였다8).

2019년 코로나 판데믹(COVID-19)이 발생하여 전세계적

으로 확산됨으로써 신속, 정확하게 질병의 유무를 확인하

고 진단할 수 있는 바이오센서 개발에 대한 관심이 크게
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증가하고 있다. 바이오센서를 이용하여 코로나(COVID-19)

바이러스의 진단 뿐만 아니라 음식을 통해 감염되는 다른

질병과 그 원인균을 기존의 검출 방법에 비해 보다 신속

하고 정확하게 검출할 수 있는 기술이 개발되고 있다. 병

원성 박테리아 및 세균의 신속하고 민감하게 현장에서 검

출하는 것은 임상적 진단, 치료, 식품을 통한 질병의 감염

및 진단법 개발에 매우 중요한 부분이다9-11).

식품을 통해 감염될 수 있는 원인균을 검출하기 위해서

PCR, qPCR, RT-PCR, 등온 증폭(isothermal nucleic acid

amplification), next-generation sequencing 등, 유전자 분석

법을 기반으로 한 많은 검출 방법이 보고되고 있다12-14).

이외에도 민감도, 경제성, 신속성, 정확성 등을 향상시키

기 위해 다양한 기술을 활용하는 연구가 진행되고 있다.

그 중에서도 CRISPR/Cas 은 많은 관심을 받고 있는 기술

중의 하나이며, 이 시스템의 민감도 향상을 위해서 PCR

과 등온 증폭과 같은 핵산 증폭 기술을 활용되고 있다15).

CRISPR/Cas 시스템의 작동 원리는 세 단계로 구분된다.

첫번째는 적응 또는 spacer 획득(adaptation or spacer-

acquisition), 두번째는 crRNA 조립(crRNA processing or

biogenesis), 세번째는 간섭(Interference) 단계로 구분될 수

있다16,17). 첫번째 단계인 적응 또는 spacer획득 단계에서는

외부 DNA/RNA가 박테리아 안으로 들어왔을 경우에 이

루어진다. 외부 DNA/RNA를 protospacer라고 하며 protospacer

는 Cas1/Cas2의 복합체에 의해 절단되고, 절단된 spacer를

자신의 DNA에 삽입하여 spacer를 획득하게 된다18). 이렇

게 획득된 spacer는 보통 20-58 bp의 크기를 가지며, 이로

인하여 CRISPR 서열이 분리되게 된다19).

두번째 단계인 crRNA 조립 단계에서는 CRISPR영역에

있는 spacer 영역을 RNA polymerase (RNAP)에 의해 pre-

CRISPR RNA (pre-crRNA)로 전사된 다음 특정한 endo-

ribonucleases에 의해 완전한 crRNA로 절단되는 것을 말

한다. 각 crRNA는 하나의 spacer에 대한 상보적인 서열을

포함한다20-22).

마지막 단계인 간섭은 crRNA의 spacer 서열과 상보적

인 protospacer를 가진 외부 DNA/RNA의 서열 특이적인

표적화 및 절단을 동반한다. 그러나, crRNA-DNA 결합을

위해서는 protospacer adjacent motif (PAM) 서열이 protospacer

서열 근처에 위치하고 있어야 한다17,23). crRNA는 외래

DNA/RNA의 고유한 상보적인 서열을 인식하여 crRNA-

DNA 결합을 하게 되고 이로 인해 절단 과정을 활성화시

킨다8,24,25).

CRISPR/Cas 시스템은 Cas 단백질의 특성과 간섭

(interference)의 방법에 따라 분류된다. 현재 2개의 Classes

(Class 1, Class 2)에 각각 3개의 types (Class 1: type I,

III, IV ; Class 2: type II, V, VI) 로 구분된다24,26). 각 type

은 다양한 특성의 단백질을 포함한 개별 effector 모듈 구

성으로 구분되어진다27). Class 1 시스템은 약 90%를 차지

하며, 이는 DNA와 RNA를 표적으로 삼아 역할을 수행하

는 것으로 알려져 있으며, type I, III, IV으로 구성된 Class

1 중 I과 III 은 고세균에서 더 흔하게 발견되고 표적화와

DNA 절단을 촉진할 수 있는 것으로 알려져 있다9,28).

핵산 검출을 위해서 가장 많이 사용되는 도구로는 Cas9,

Cas12, Cas13, Cas14가 포함되어 있는 Class 2 이다. Cas9

과 Cas12는 DNA를, Cas14는 ssDNA를 표적으로 삼는 반

면, Cas13은 RNA를 표적으로 삼는다17,29). 이러한 연구 결

과를 토대로 Class 2는 DNA 또는 RNA를 검출하는 연구

에 많이 사용되기 시작하였다. 특히, Cas12와 Cas13이 가

지고 있는 특수한 절단 기능을 “collateral cleavage”라고

부르며, 이 기능은 표적 또는 reporter DNA또는 RNA가

있을 때 활성화되고 주변에 있는 모든single-strand DNA

또는 RNA를 비특이적으로 절단할 수 있다30,31). 이러한 특

수한 절단 기능을 이용하여 핵산 검출이 가능하게 하는

새로운 바이오센서 기술이 연구되고 있는 실정이다32). Cas12

와 Cas13 단백질이 비특이적 절단 기능을 가지고 있어 이

를 통한 DNA endonuclease-targeted CRISPR trans report

(DETECTR) 와 specific high-sensitivity enzymatic reporter

unlocking (SHERLOCK) 두 가지의 신개념 진단법이 개발

되었다31,33,34). 이러한 기술을 이용하여 병원성 박테리아 및

바이러스를 검출하기 위한 바이오센서에 대한 연구가 활

발히 이루어지고 있으나, 몇몇 병원성 박테리아 및 바이

러스를 검출하는 바이오센서만 활용되어져 오고 있다. 이

논문에서는 CRISPR/Cas 시스템 기반으로 대표적 위해인

자로 알려진 병원성 박테리아 검출이 가능한 바이오센서

개발에 대해 소개하려고 한다.

CRISPR/Cas 시스템을 활용한 Vibrio parahaemolyticus

검출이 가능한 바이오센서 개발

1854년 이탈리아 의사인 Filippo Pacini는 Florence에서

질병을 일으키는 병원균을 연구하던 중 최초로 콜레라의

원인균인 V. cholerae를 발견하였고, 현재 총 582개의 종

의 많은 유전자형이 보고되었다35-37). Vibrios (Vibrionaceae

strains) 는 보통 운동성 간균이며, 중온성 및 화학유기영양

생물인 Gammaproteobacteria에 속하는 그람 음성균이다35).

주로 담수, 하구 및 해양 환경에서 많이 발견된고 몇 가지

의 생물학적, 유전적 특징을 공유하고 있다38). 비브리오 균

중에서 V. cholerae, V. vulnificus, V. parahaemolyticus는 음식

을 통해 감염되어 질병을 일으키는 병원균이다36,38). 감염은

주로 계절에 영향을 받으며, 온도가 따뜻해지는 시기에 해

산물을 통해 많이 감염된다38). 특히, V. parahaemolyticus는

해산물 관련 질병의 주요한 원인균으로서 장염, 구토, 열,

설사 등을 일으키는 것으로 알려져 있고, 무엇보다도 안전

한 음식 섭취와 추가적인 합병증을 막기위해서는 빠른 검

출이 매우 중요하다. V. parahaemolyticus 을 검출하기 위한

바이오센서에 CRISPR/Cas 시스템을 이용하고 있다(Fig. 1).
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신속하고 편리하게 검출하기위해 여러 샘플을 사용할 수

있는 양면 사용이 가능한 밸브칩과 CRISPR/Cas12a를 이

용하여 시각적 검출이 가능한 기술을 개발한 바 있다.

CRISPR/Cas12a를 사용하기 위하여 parahaemolyticus 특이

적 유전자인 thermolabile haemolysin (tlh)를 Loop mediated

isothermal amplification (LAMP) 기법으로 증폭시켰다. 동

결 건조된 LAMP 시약을 마이크로 칩과 연결된 반응 튜

브에 미리 첨가해두고 추출한 핵산을 반응 튜브에 넣어

시약을 반응시켰다. 이후 반응 튜브가 들어있는 마이크로

칩을 일반 열 블록으로 옮겨 LAPM 반응을 수행하여 핵

산을 증폭시켰다. 증폭 이후 CRISPR/Cas12a 검출 시약을

추가하고 원심분리를 진행한 후, 활성화된 Cas12a 단백질

은 형광 프로브를 절단하고 시각적으로 결과를 확인할 수

있도록 휴대용 카트리지를 사용하여 감지 결과를 분석하

였다. 양성 증폭은 녹색을 띄고 음성 증폭은 형광신호가

없도록 설계되어 있어 50분 안에 결과를 확인할 수 있으

며, 30 copies/reaction (600 µL samples) 의 검출 한계(limit

of detection)를 보여주었다. 또한, 동결 건조된 핵산 증폭

시약을 교체할 수 있다는 장점이 있어 다른 핵산 증폭 기

법을 도입될 수 있는 가능성을 제시하였다39) (Table 1).

V. parahaemolyticus를 검출하는 또 다른 방법은 CRISPR/

Cas12a 를 활성화시켜 G-quardruplex 구조를 절단하도록

설계하고 절단된 조각들이 색을 나타내도록 하여 시각적

으로 검출 여부를 확인할 수 있도록 제작한 방법이 있다.

해당 기술 또한 LAMP기술을 통하여 특이적 유전자인 tlh

를 증폭하여 병원성 박테리아를 검출한 바 있다. 이 기술

Fig. 1. Schematic illustration of CRISPR/Cas system for development of biosensor.

Table 1. List of CRISPR/Cas systems used for detection of pathogenic bacteria

Bacteria Target gene Amplification Sensitivity Detection method Ref.

V. parahaemolyticus Thermolabile haemolysin (tlh) LAMP 30 copies/600 µL reaction Colorimetric 40)

V. parahaemolyticus Thermolabile haemolysin (tlh) LAMP 9.8 CFU/reaction Fluorescence 41)

V. parahaemolyticus Thermolabile haemolysin (tlh) PCR 1.02×102 copies/µL Fluorescence 42)

Salmonella invA RAA 2 CFU/mL Fluorescence 45)

Salmonella - - 8 CFU/mL Fluorescence 46)

E. coli O157:H7 rfbE RAA
1×102 CFU/mL

- 1 CFU/mL

Lateral flow assay

Fluorescence
52)

E. coli O157:H7 Shiga-like toxin (stx2) LAMP 1.22×100 CFU/mL Fluorescence 56)

L. monocytogenes LMOSLCC2755_0900 RAA 26 CFU/mL Electrochemical 59)

L. monocytogenes hly, prfA, hypothetical protein gene RPA 4.4 CFU/mL Fluorescence 60)

LAMP: loop mediated isothermal amplification; PCR: polymerase chain reaction; RAA: recombinase-aided amplification; RPA: recom-

binase polymerase amplification
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은 앞서 소개했던 기술과 비슷한 방법을 통하여 핵산 증

폭을 진행하였으나 다른 검출 방법을 활용하였다. G-

quardruplex 구조는 염기서열 4개 중 G (guanine)을 가장

많이 포함하는 구조로 되어 있고, CRISPR/Cas12a 가 활

성화가 됨으로써 절단하게 된다. 절단된 조각들은 ABTS2-

와 반응하여 색깔을 나타내도록 설계한 후, 현장에서 바

로 사용이 가능할 수 있다는 장점을 가지고 있다. 또한,

순수한 균을 배양하여 검출하였을 때는 9.8 CFU/reaction

그리고 새우에서 검출하였을 때는 6.1×102CFU/g 의 검출

한계 를 보여주었다40).

마지막으로, 현장에서도 사용이 가능할 수 있는 바이오

센서의 예도 보고된 적이 있다. 다른 연구들과 마찬가지

로 대상 균을 검출하기 위해서 tlh 유전자를 PCR 기술을

통하여 증폭하였다. 증폭된 서열과 Cas12a이 만나 절단 기

능을 활성화하고 이로 인하여 형광 프로브가 부착된 ssDNA

를 최종적으로 절단하게 된다. 서열의 양쪽 끝에는 형광

을 띄는 물질과 형광을 띄지 못하게 하는 물질이 결합되

어 있고 절단 활성화로 인하여 절단되게 되면 형광을 띄

게 되고 UV 빛을 조사했을 때 반응의 유무를 확인할 수

있다. 양성 결과는 녹색 형광을 띄고 음성 결과는 무색으

로 나타나게 된다. 이 기술은 1.02×102 copies/µL의 검출

한계를 나타내었다41).

CRISPR/Cas 시스템을 활용한 Salmonella 검출이 가능한

바이오센서 개발

Salmonella는 위장염과 장티푸스를 일으키는 그람 음성

균으로 1839년 Soholerin에 의해 처음 발견되었다42,43). 식

품을 통해서 감염되는 병원성 세균 중에서 가장 자주 분

리되는 유해한 미생물 중 하나이다. Enterica 아종은

Salmonella 감염의 대부분을 차지하고 있고, 대부분의

Salmonella 혈청형은 잠재적으로 병원성을 가지고 있어 산

발적 감염과 사망자의 발생을 유발하게 된다. 일부의 경

우에는 병원성이 낮고 인간과 대부분의 동물 종 모두에서

경미한 감염을 유발한다42). 그럼에도 불구하고 대부분의

Salmonella가 병원성을 가지고 있기 때문에 공중보건 측

면에서 위협적인 인자로 인식되고 있다43). 따라서, 쉽고 빠

르고 정확하게 검출하기 위한 연구가 이루어지고 있다. 이

에 대한 해결책의 일환으로 CRISPR/Cas 시스템을 이용한

검출 방법을 소개하고자 한다(Fig. 1).

회전이 가능한 Halbach 실린더 마그넷과 마그네틱 실리

카 비드가 있는 망을 사용하여 DNA의 추출하고 정제한

후 recombinase-aided amplification (RAA) 방법을 이용하

여 증폭시킨 산물을 CRISPR/Cas12a 단백질과 결합하도록

하였고, 최종적으로 형광 신호로 검출 여부를 확인할 수

있도록 설계하였다. RAA-CRISPR/Cas12a 시스템은 crRNA

에 따라 특이성이 달라지게 되어 표적 서열에 상보적인

crRNA와 비 상보적인 crRNA를 설계하여 형광 강도 비교

를 통해서 적합한 서열을 사용하였다. 또한, 100 nM의 농

도와 45oC의 반응 온도가 가장 좋은 반응 효율을 나타냄

을 확인하였다. 그 결과 순수 배양된 샘플의 경우, 2 CFU/

mL, 스파이킹된 우유 샘플에서는 6 CFU/mL의 검출 한계

를 보여주었다44).

흥미로운 연구로서 Salmonella를 사면체 DNA 나노 구조

매개 하이퍼브랜치(hyperbranched)된 교잡(hybridization) 연

쇄 반응에 기초하여 검출하는 방법이 있다. 이 연구에서 사

용된 기술은 두 세트의 헤어핀 분자 사이의 인식 및 혼성

화를 통해서 연쇄 반응을 일으키는 기술이며 효소 없이 증

폭되며 이는 DNA 서열의 신속한 검출을 위한 방법이다45).

사면체의 DNA 나노구조 매개의 하이퍼브랜치의 HCR

(tetrahedral DNA nanostructure-mediated hyperbranched

HCR, TDN-hHCR)을 사용할 경우 기존의 HCR 방법보다

약 70배 더 빠른 속도로 반응이 이루어질 수 있다46). 따

라서, 이 연구에서는 TDN-hHCR과 CRISPR/Cas12a 시스

템을 이용하여 Salmonella를 검출할 수 있다. 표적인

Salmonella의 신호를 DNA 신호로 전달하고 증폭하기 위

해서 바이오바코드 DNA로 표지된 AuNP를 이용하여 특

이적으로 검출할 수 있도록 제작하였다. 바이오바코드는

CRISPR/Cas12a 단백질의 절단 활성화를 유도하여 형광

신호를 읽을 수 있도록 만들었다. 검출 플랫폼의 감도와

안정성을 향상시키기 위해서 TDN-hHCR 기반 비율 측정

형광 분석을 도입하여, Salmonella가 없는 경우에는

CRISPR/Cas12a는 활성화 될 수 없고 개시 서열이 손상되

지 않아 TDN-hHCR 프로세스를 촉매하여 포스터 에너지

전이 (förster resonance energy transfer, FRET)를 촉진한다.

따라서, TDN-hHCR 기반의 형광 신호에 따라 Salmonella

의 유무를 판별할 수 있다. 이 기술은 높은 면역 자가 분

리 효율, CRISPR/Cas12a과 TDN-hHCR의 효과적인 신호

증폭을 통해 8 CFU/mL의 Salmonella를 검출할 수 있음이

보고된 바 있다. 또한, 이를 이용하여 Salmonella균이 인

위접종된 우유 샘플과 계란 흰자 샘플에서도 각각 17-25

CFU/mL의 검출 능력을 보여주어 실제 샘플에서도 활용

될 가능성을 보여주었다47) (Table 1).

CRISPR/Cas 시스템을 활용한 E. coli 검출이 가능한 바이

오센서 개발

대장균(Esherichia coli)은 다수의 생리적 및 대사적 다

양성을 나타내며 인간과 온혈동물의 정상적인 장내 세균총

에 속하는 다양한 비병원성 공생 변이체를 포함한다48). 공생

대장균 균주의 경우에는 면역력이 약화되거나 위장벽 파괴

된 경우를 제외하고는 질병을 거의 일으키지 않는다. 그러나

몇몇의 대장균들은 특이적 독성 특징을 가지고 있어 다양한

질병을 유발할 수 있는 위해 미생물로 분류되고 있다. 질병

을 유발하는 장내 병원균은 장관병원성 대장균(enteropathogenic

E. coli, EPEC), 장관출혈성 대장균(enterohaemorrhagic E. coli,
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EHEC), 장관독소원성 대장균(enterotoxigenic E. coli, ETEC),

장응집성 대장균(enteroaggregative E. coli, EAEC), 장관침습

성 대장균(enteroinvasive E. coli, EIEC), 장관확산부착성 대장

균(diffusely adherent E. coli, DAEC)의 총 6가지 범주로 나

눌 수 있다. 모든 병원형은 다른 연령대의 사람들에게 발

생하는 다양한 종류의 설사병과 관련 있고 장관출혈성 대

장균(EHEC)의 하위 유형인 Shiga toxin E. coli (STEC)는

모든 연령대에서 발생할 수 있는 급성 설사의 가장 흔한

원인 인자로 알려져 있다. O157:H7은 STEC의 주요 병원

성 대장균 중 하나이며 전 세계 식중독의 20%를 차지한

다. 초기 발병은 덜 익힌 햄버거의 섭취와 관련이 있었으

며 이후 소시지, 살균하지 않은 우유 등 다양한 식품에서

도 감염될 수 있음이 밝혀졌다49,50). 따라서 식품 및 음용

수에서 E. coli O157:H7을 식별할 수 있는 특이적 검출

방법이 필요한 실정이다51).

E. coli O157:H7을 육안으로 검출 결과를 확인할 수 있

도록 하는 방법으로서 RAA와 CRISPR/Cas12a를 도입하

여 해당 혈청형을 검출할 수 있는 결과가 보고된 바 있다.

RAA는 핵산을 증폭하기 위하여 사용되며, 등온에서 증폭

이 가능하다는 장점이 있어 현장에서 많이 쓰이고 있다.

E. coli O157:H7을 검출하기 위하여 균 특이적 유전자인

rfbE를 사용하여 등온 증폭(RAA)을 시행하였다. rfbE 는

O157 항원의 생합성을 담당하는 유전자로 RAA 로 증폭

된 뒤 CRISPR/Cas12a 단백질과 혼합되어 Cas12a를 활성

화시킨다52). 활성화된 Cas12a 단백질은 형광 프로브와 결

합하고 있는 ssDNA를 비특이적으로 절단하여 형광을 띌

수 있게 제작되고, ssDNA가 절단됨에 따라 형광을 띄게

되어 표적 균의 유무를 확인할 수 있도록 하였다. 또한, 시

각적으로 확인할 수 있는 방법인 간이검사키트(lateral flow

assay, LFA)를 사용하여 결과를 확인하였다52). 간이검사키

트는 1960년대 말 혈청단백질을 모니터링하기 위하여 처

음 사용되었는데, 이후 처음으로 만들어진 간이검사키트는

소변을 이용하여 사람 융모 생식샘자극호르몬(human

chorionic gonadotropin, hCG)을 검출하여 임신여부를 확인

할 수 있도록 하였다. 이 기술은 항원-항체 특이적 상호작

용이 기본 원리이며 종양표지자, 미생물 등과 같은 다양한

분자들을 검출하는데 널리 사용되고 있다53). 일반적인 LFA

의 결과와 마찬가지로 T 라인(test line)과 C라인(control line)

에 띠가 나타나면 양성, C 라인에만 띠가 나타나면 음성의

결과를 나타낸다. 최종적으로 E. coli O157:H7을 1 CFU/

mL (fluorescence method), 1×102 CFU/mL (lateral flow

assay)까지 검출할 수 있는 바이오센서를 개발하였다52).

또한, E. coli O157:H7을 배양하는데 소요되는 시간을

줄이기 위하여 여과법을 사용한 시도가 보고된 바 있는데,

필터 기반 배양 및 시료 농축을 위한 방법으로서 다른 연

구결과에 비해 시간을 단축시키고 감도를 증가시킬 수 있

는 장점을 보고한 바 있다. 농축된 시료에서 DNA를 분

리하고 추출한 후, 균 특이적 유전자를 LAMP 방법으로

증폭하였다. 증폭된 산물은 CRISPR/Cas12a의 절단을 활

성화 시키기 위하여 사용된다. LAMP 방법으로 증폭시킨

유전자는 E. coli O157:H7 의 Shiga-like toxin 2 (stx2)이

다. Stx2는 Shiga Toxin (stx)의 한 종류로서 stx는 생물

학적 독소로 알려져 있다54). 따라서 대장균을 검출하기

위한 유전자로 선택하고 이를 LAMP 방법을 통하여 증

폭시킨 후, 증폭된 DNA와 CRISPR/Cas12a를 혼합하여

반응시킨 뒤 비특이적 절단 기능을 활성화시켜 추가적으

로 형광을 띄게 하는 ssDNA를 절단하도록 하였다. 균이

존재할 경우 절단된 ssDNA의 말단에 부착된 형광 발현

물질이 형광을 띄게 하여 양성의 결과를 나타낸다. 이 검

사법은 일반 순수 배양에서 1.22×100 CFU/mL을 나타내

고 로메인 상추에서는 4.8×100 CFU/g 의 검출 한계를 나

타내었다55).

CRISPR/Cas 시스템을 활용한 Listeria monocytogenes

검출이 가능한 바이오센서 개발

Listeria는 짧은 사슬에서 발생하는 작은 막대 모양의 간

균이며, 운동성이 있고 포자를 형성하지 않는 조건성 혐

기성 균이다. 대식세포와 호중구 내에 상주할 수 있는 병

원균으로 알려져있다. 1891년 초에 환자의 조직 절편에서

처음 발견되었으며 1911년 스웨덴의 토끼 간에서 처음 분

리되었다. 북미와 유럽에서 식중독 리스테리아 증의 여러

발생 원인 물질로 생각되어져 병원성 매커니즘에 대한 이

해도가 급속히 증가하였다56). Listeria의 여러 종류 중 L.

monocytogenes는 수막염, 뇌수막염, 산모-태아 그리고 출

산 전후 감염을 특징으로 하는 심각한 식품 매개 질병의

원인이다. 특히, 오염된 식품을 섭취하게 되면 위장염을

일으키고 면역이 약화된 경우에 쉽게 질병을 일으킨다57).

따라서 식품의 L. monocytogenes 오염의 유무를 확인하기

위한 여러 방법들이 개발되고 있으며, CRISPR/Cas시스템

을 이용하여 검출하는 방법을 소개하고자 한다(Fig. 1).

L. monocytogenes을 전기화학 바이오센서를 이용하여 검

출하는 연구가 보고된 바 있다. 균을 검출하기 위하여 L.

monocytogenes의 특이적 유전자인 LMOSLCC2755_0900

을 RAA를 사용하여 증폭시켰고, 증폭을 위한 primer는 각

각 35, 34개의 뉴클레오타이드로 설계하여 260 bp의

amplicon을 수득하였다. 이후, 증폭된 핵산을 이용하여

CRISPR/Cas12a와 반응시켜 비특이적 절단 기능을 활성화

하였다. 검출방법으로는 전기화학 바이오센서를 사용하였

다. 금 전극판 위에 ssDNA-MB (methylene blue) 복합체

를 결합하고 전극을 흘려주었을 때 전극의 변화를 확인하

여 검출 여부를 확인할 수 있다. 음성일 경우 Cas12a의 비

특이적 절단이 활성화 되지 못하여 전류를 흐르게 되고, 반

대로 양성일 경우 Cas12a의 비특이적 절단이 활성화되어

ssDNA를 절단하게 되고 methylene blue (MB)가 떨어져
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나가고 전류가 흐르지 못하게 된다. 이러한 RAA를 기반

으로한 E-CRISPR 기술은 0.68 aM의 DNA와 순수 배양

에서는 26 CFU/mL, 인위접종된 시료에서는 940 CFU/g

의 검출 한계를 가지는 것으로 보고되었다58).

CRISPR/Cas12a를 이용하여 L. monocytogenes을 검출하는

또 다른 기술로써, micro-amplification 방법을 사용한 연구

가 보고된 바 있다. 이 연구에서는 핵산 증폭에 3가지 유전

자를 사용하였는데, 사용된 유전자는 L. monocytogenes의 특

이적 유전자로 알려진 hly, prfA와 가설 단백질 유전자가 사

용되었다. 증폭된 유전자와 CRISPR/Cas12a는 하나의 반응

튜브에서 반응이 이루어지도록 설계하였다. 최종적으로 균

의 유무를 판단하기 위해서 형광 물질의 발현을 통하여 눈

으로 확인할 수 있도록 제작하였다. RT-PCR과 비교했을 때

검출 성능의 차이는 없었으며, 최종적으로 인위접종된 시료

에서 4.4 CFU/g까지의 검출 한계를 보였다59).

Conclusion

CRISPR/Cas 시스템 발견과 Cas 효소의 특성 연구를 통

해 유전자 편집 기술 및 분자 진단 기술개발에 많은 기여

를 하였다. 특히, Cas12a, Cas13a는 핵산에 대한 높은 선택

성과 특이성을 가지고 있어 바이오센서 분야에서 많이 활

용되고 있다. Cas12a와 Cas13a는 비특이적 절단 활성을 가

지고 있다는 점에서 새로운 핵산 검출 기술인 SHERLOCK,

DETECTR이 개발되었고60), 2019년 코로나 팬데믹을 겪으

면서 CRISPR/Cas 시스템이 분자 진단 기술에 사용될 수

있다는 가능성이 확인되었다. 코로나 바이러스 뿐만 아니

라 다른 병원성 미생물들을 검출하기 위한 연구들이 지속

적으로 증가하고 있을 뿐만 아니라, 현장에서 쉽고 빠르게

검출할 수 있도록 새로운 핵산 증폭 기술을 CRISPR/Cas

시스템에 응용하는 연구들이 진행되고 있다. 향후에는 값

싸고 짧은 시간 내에 병원균을 검출할 수 있는 바이오센서

가 개발될 것으로 사료된다. 이러한 바이오센서가 상용화

되기 위해서는 다양한 종류의 병원균을 검출할 수 있도록

병원균에 대한 연구가 추가적으로 필요하고 상대적으로 긴

시간이 소요되는 핵산 증폭 기술 과정을 대체할 수 있는

방법을 개발하여 검출 시간을 단축시킬 수 있도록 하는 등

의 체계적인 연구가 진행되어야 할 것으로 보인다.
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