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Salmonella Gallinarum 박테리오파지의 특성
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Characterization of Bacteriophages against Salmonella Gallinarum
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ABSTRACT Bacteriophages are viruses that exclusively infect bacterial cells, and lytic bacteriophages can be used as a safe 
alternative to antibiotics for the prevention and treatment of animal diseases. In this study, we attempted to isolate and 
characterize bacteriophages for Salmonella enterica serovar Gallinarum (Salmonella Gallinarum), the causative agent of fowl 
typhoid in chickens. Ten bacteriophages were isolated from samples of sewage from seven poultry slaughterhouses. One of 
these isolate, designated as SGΦ-YS SP and classified in the family Myoviridae, produced plaques with seven Salmonella 
Gallinarum strains. However, no plaques were produced with any of the Salmonella enterica serovar Enteritidis strains tested, 
suggesting that this bacteriophage is Salmonella Gallinarum specific. To assess the lytic ability of SGΦ-YS SP against Salmonella 
Gallinarum, bacterial growth rates following inoculation of the bacteriophage were compared with the control. The SGΦ-YS 
SP treatment, with a multiplicity of infection of 10, reduced the growth of Salmonella Gallinarum by 2.21 log cfu/mL at 6 
h, and 2.13 log cfu/mL at 9 h, suggesting that this bacteriophage isolate could be used for the prevention or treatment of 
Salmonella Gallinarum infection in chickens.
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서 론

Salmonella enterica serovar Gallinarum(Salmonella Gallina- 
rum)은닭에서급성혹은만성감염의가금티푸스(fowl typho- 
id)를 유발한다(Shivaprasad and Barrow, 2013; Wigley 2017). 
Salmonella Gallinarum은살모넬라균중운동성이없는균으로 
가금류 숙주에만 한정하여 감염하는 특징이 있다(Barrow et 
al., 1994; Foley et al., 2013). 가금티푸스 감염 닭에서의 폐
사율은 감염 닭의 일령, 품종 및 계군 관리 상태 등에 따라
0%에서 100%까지 다양하게 나타난다(Shivaprasad and Ba- 
rrow, 2013). 가금티푸스 감염 닭을 항생제로 치료할 경우, 
폐사정도가줄어들수있으나, 완전하게치료되지않는경우
가많으며, 일부는항생제내성균이출현하기도한다(Kang et 
al., 2010; Kwon et al., 2002; Lee et al., 2003; Lee et al., 2013). 
박테리오파지(bacteriophage)는세균에특이적으로감염할수 
있는 바이러스로서 물, 폐수, 토양 등으로부터 광범위하게
분리된다(Criscuolo et al., 2017; Doss et al., 2017; Haq et al., 

2012; Henry and Debarbieux, 2012). 세균에감염한파지(pha- 
ge)는두가지다른 life cycle 즉, lytic cycle과 lysogenic cycle 
과정을거칠수 있다. Lytic cycle에서는감염숙주세균내에
서 후대파지들이 형성되면서 숙주 세균을용해하여 죽이게

되지만, lysogenic cycle에서는감염세균을곧바로죽이지않
고, 파지 게놈(genome)이 숙주 세균 염색체(chromosome) 특
정 부위에 삽입되어 prophge DNA 형태로 존재하면서 숙주
세균 게놈과 함께 증식한다(Doss et al., 2017; Erez et al., 
2017). 용해능력이있는(lytic) 파지는감염세균에서후대파
지가 형성되어 인근 세균에도 감염하여 파괴할 수 있기 때

문에파지를이용한세균치료법개발에활용될수있다(Ch- 
hibber et al., 2013; Golkar et al., 2014; Kudva et al., 1999; 
Schuch et al., 2002; Wittebole et al., 2014). 가금티푸스등닭
의세균성질병에대하여도파지를이용한치료연구들이일

부 진행되고 있다(Berchieri et al., 1991; Hong et al., 2013; 
Kwon et al., 2008; Lim et al., 2011). 특히, 유통닭고기등에
서 식중독 관련 세균을 감소시키기 위한 파지 연구가 활발
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히 진행되고 있다(Bao et al., 2015; Grant et al., 2016; Suku- 
maran et al., 2015; Sukumaran et al., 2016; Yeh et al., 2017). 
본 연구는 도축장 폐수에서 Salmonella Gallinarum을 용해할
수있는파지를분리하고, 그특성을알아보고자수행하였다.

재료 및 방법

1. 살모넬라균 배양

박테리오파지분리및기타성상조사를위하여 Salmonella 
Gallinarum 7주와 Salmonella enterica serovar Enteritidis(Sal- 
monella Enteritidis) 5주를 사용하였다. Salmonella Gallinarum
은 American type culture collection(ATCC, VA, USA)으로부
터분양받은표준주 1주(ATCC9184)와국내분리주 6주(KN- 
U09047, KNU09051, KNU09066, KNU09067, KNU10004, 
KNU10025)를 사용하였으며 Salmonella Enteritidis는 ATCC
로부터분양받은 표준주 1주(ATCC4931)와국내분리주 4주
(SE271, SE306, SE324, SE376)를사용하였다. 살모넬라균은
BBLTM Salmonella Shigella agar(Becton, Dickinson and Com- 
pany, MD, USA) 혹은 DifcoTM Tryptic soy broth(Becton, 
Dickinson and Company, MD, USA)를이용하여 37℃ 배양기
에서 배양하였다.

2. 박테리오파지 분리 및 증식

닭도축장의하수처리장물을채취하여박테리오파지분

리를시도하였다. 50 mL 코니칼튜브로채취한하수시료를
저속 원심분리기(1580MGR, Gyrogen, Korea)를 이용하여

3,000 rpm으로 20분간원심분리한후, 상층액을 0.45 μm 필터
(Millex syringe-driven filter, Millipore, USA)로 여과하였다. 
여과액 4.4 mL를 24시간동안 배양한 Salmonella Gallinarum
균 KNU10004주(107 cfu/mL) 0.1 mL와섞은후 10X TSB 0.5 
mL를첨가하여 37℃ 배양기에서밤샘(overnight) 배양하였다. 
배양액에서의박테리오파지존재유무는 double agar layer법
을 이용한 플라크(plaque) 생성 여부로 확인하였다. 즉, 배양
액을 3,000 rpm으로 20분간 원심분리한 후상층액을 10—1에

서 10—8까지 10진희석하여각각 100 μL를미리배양한 SG- 
KNU10004(107 cfu/mL) 100 μL와혼합하여 5분간흡착한후 
50℃로유지한 top agar(0.7% agarose) 5 mL와잘혼합하였다. 
혼합액을 미리 준비하여 굳힌 bottom agar(tryptic soy agar)
위에 붓고 굳힌 다음, 37℃에서 24시간 배양한 후 플라크 생
성 여부를 확인하였다(Kropinski et al., 2010; Pallavali et al., 
2017).

3. 분리된 박테리오파지의 감염숙주 실험

분리된 박테리오파지의 감염숙주 범위를 알아보기 위하

여 7주의 Salmonella Gallinarum과 5주의 Salmonella Enteritidis
를대상으로 double agar layer법을이용한플라크(plaque) 생
성 여부 실험을 통하여 감염숙주 여부를 확인하였다.

4. 전자현미경 관찰

분리된 박테리오파지중 Salmonella Gallinarum에 숙주 특
이성이 있는 한 주(SGΦ-YS)를 선발하여 전자현미경으로 형
태를관찰하였다. 전자현미경으로관찰하기위하여파지배양
액 4 mL와 미리 배양한 Salmonella Gallinarum KNU10004 
배양액(107 cfu/mL) 1 mL를 혼합하여 35 mL TSB에 접종하
여 균이 완전히 용해되도록 고 농도로 증식(약 1010 plaque 
forming unit(pfu)/mL)하였다. 증식액을 8,000 rpm(Micro 17TR, 
Hanil Science, Korea)에서 20분간 원심분리한 후 상층액을
carbon-coated copper grid에올려 2% uranyl acetate로 negative 
stain후 투과전자현미경 Hitachi 7100(Hitachi, Japan)으로 관
찰하였다.

5. Salmonella Gallinarum 증식 억제 효과

Salmonella Gallinarum(KNU10004)에 대한 SGΦ-YS LP와
SGΦ-YS SP의증식억제정도를조사하였다. 즉, 각각의파지
를 Salmonella Gallinarum에 10 multiplicity of infection(MOI)
로접종하고, 6시간, 9시간, 12시간때각각의 600 nm에서의
흡광도(optical density)와세균수(bacterial colony forming unit)
를 측정하여 대조군 대비 감소 정도를 파악하였다.

결 과

1. 박테리오파지 분리 및 숙주 범위

7개 닭 도축장 하수 시료로부터 총 10주의 박테리오파지
를 분리하였다. 분리한 박테리오파지의 숙주 범위를 확인하
기위하여 Salmonella Gallinarum 7주와 Salmonella Enteritidis 
5주에 대한 용해 유발능력을 시험한 결과, Salmonella Galli- 
narum만 용해하는 종류(SGΦ-YS), Salmonella Gallinarum과
Salmonella Enteritidis 모두용해는종류(SGΦ-JW1, SGΦ-JW2, 
SGΦ-DW1), 그리고 serotype별로 공통점을 보이지 않는 종
류 등 세 종류로 구분되었다(Table 1).

2. 전자현미경 관찰 결과

Salmonella Gallinarum균에만 용해 유발능력이 있는 SGΦ-
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Table 1. Host ranges of phage isolates

Strain
Bacteriophage isolates

SGΦYS SGΦJW1 SGΦJW2 SGΦHR1 SGΦHR2 SGΦDW1 SGΦDW2 SGΦCS SGΦDM SGΦMM

Salmonella 
Gallinarum

KNU09047 + + + + + + + + + +

KNU09051 + + + + + + + + + +

KNU09066 + + + + + + + + + +

KNU09067 + + + + + + + + + +

KNU10004 + + + + + + + + + +

KNU10025 + + + - - + + + + -

ATCC9184 + + + + + + + + + +

Salmonella 
Enteritidis

SE271 - + + - - + + + + -

SE306 - + + - - + - - + +

SE324 - + + + - + + - - -

SE376 - + + + - + + - + +

ATCC4931 - + + + - + - - - -

+: Plaques, -: No plaques.

Fig. 1. Two different-sized plaques were observed by soft agar overlay assay with SGΦ-YS (A). A small plaque of SGΦ-YS SP was 
selected by plaque picking (B). A large plaque of SGΦ-YS LP was selected by plaque picking (C). 

YS를 대상으로 전자현미경 관찰을 시도하였다. SGΦ-YS를
Salmonella Gallinarum KNU10004에 감염시켜 double agar 
layer법을 이용한 플라크(plaque)를 확인한 결과, 크기가 작
은 종류와 큰 종류로 구분되어(Fig. 1) 각각의 단일 플라크
를채취하고, 5회에걸쳐단일클론을선발하여플라크크기
가작은것(SGΦ-YS SP)과큰것(SGΦ-YS LP)으로구분하여
각각을전자현미경으로관찰하였다. SGΦ-YS SP를전자현미
경으로관찰한결과, 꼬리(tail)를가지고있는파지형태로직
경이 약 100 nm 정도의 머리(head)를 갖고 있고, 꼬리는 수
축외피(contractile sheath)를 가지고 있는 형태로 Myoviridae 
family에 속하는 파지로 분류되었다(Fig. 2). SGΦ-YS LP는
꼬리를가지고있는파지로머리직경이약 65 nm 정도이었

으며, 꼬리는길이가긴나선형이었고수축외피를가지고있
지 않는것으로 나타나 Siphoviridae family에 속하는 파지로
분류되었다(Fig. 2).

3. Salmonella Gallinarum 증식 억제 효과

Salmonella Gallinarum에 대한 분리 파지의 증식 억제 정
도를 시험하였다. Salmonella Gallinarum KNU1004에 SGΦ- 
YS SP를첨가하여배양하였을경우, 6시간, 9시간, 12시간때 
OD가 각각 0.06, 0.08, 0.36으로 대조군 OD 1.03, 1.56, 1.71
보다 크게 낮았다. 세균수도 6시간때 2.3×106/mL로 대조군
3.8×108/mL보다 2.21 log cfu/mL 감소하였으며, 9시간 때는
3.8×106/mL로 대조군 5.2×108 cfu/mL보다 2.13 log cfu/mL,
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(A)

(B)

Fig. 2. Transmission electron microscopy images of SGΦ-YS SP 
and SGΦ-YS LP.
Negatively stained electron micrographs of SGΦ-YS SP virions 
shows the typical morphology of phages in the family Myoviridae 
(A), and SGΦ-YS LP shows the morphology of the family Sipho- 
viridae (B).

12시간 때는 8.0×107/mL로 대조군 9.1×108/mL보다 1.05 log 
cfu/mL가감소하였다(Table 2). SGΦ-YS LP를첨가하여배양
하였을 경우에도 6시간, 9시간, 12시간 때 OD가 0.73, 1.27, 
1.40으로대조군보다낮았으며, 세균수도각각대조군보다각
각 0.42, 0.36, 0.22 log cfu/mL가 감소하였다.

고 찰

닭 도축장 하수 처리장 물을 채취하여 Salmonella Galli- 
narum에 대한 박테리오파지 분리를 시도한 결과 총 10주의
파지가 분리되었다. 분리된 파지의 숙주 범위를 Salmonella

Table 2. Inhibition of the growth of Salmonella Gallinarum by 
phage SGΦ-YS 

Phage Incubation 
time (h)

Control
(Salmonella only)

Phage treated
(Salmonella + SGΦ)

OD cfu OD cfu

SGΦ-
YS SP

0 0.17 6.1×107 0.17 6.1×107

6 1.03 3.8×108 0.06 2.3×106

9 1.56 5.2×108 0.08 3.8×106

12 1.71 9.1×108 0.36 8.0×107

SGΦ-
YS LP

0 0.16 7.4×107 0.16 7.4×107

6 1.08 4.3×108 0.73 1.6×108

9 1.47 6.3×108 1.27 2.7×108

12 1.56 7.2×108 1.40 4.3×108

OD: Optical density values at a wave length of 600 nm.
cfu: Colony forming unit per ml of culture.

Gallinarum과 Salmonella Enteritidis균을 대상으로 조사한 결
과, 일부는 Salmonella Gallinarum에특이적인숙주범위를보
이는 것도 있었으며, 일부는 Salmonella Gallinarum과 Salmo- 
nella Enteritidis균 모두에 감염하는 파지도 있었다. 파지의
감염 숙주 범위는 매우 다양하다. 즉, 같은 종(species)의 세
균에서도 감염 숙주 범위 차이가 있는 좁은 숙주 범위를 가

지는경우도있으며, 종이다른세균까지도광범위하게감염
할수있는 숙주범위가넓은경우도있다(Jensen et al 1998; 
Koskella and Meaden, 2013). 파지를 이용한 치료법 개발에
서숙주범위가좁은문제점은여러파지를함께사용하는파

지칵테일(cocktails)로보완할수있으나(Pereira et al., 2016a; 
Pereira et al., 2016b), 숙주 범위가 광범위한 파지일수록 그
활용도가높다(Wang et al., 2017). 본실험에서분리된 SGΦ- 
JW1, SGΦ-JW2 및 SGΦ-DW1은 실험에 사용한 Salmonella 
Gallinarum 7주와 Salmonella Enteritidis 5주 모두에 감염할
수 있는 파지로 분류되었다. 물론 본 실험에 사용한 살모넬
라균수가 적어이들 파지가 살모넬라균에 광범위한 숙주 범

위를 가지는 것인지는 현재로서는 알 수 없었으나, 추가 연
구를 통하여 광범위한 숙주범위를 가지는 것으로확인될 경

우, 살모넬라균 감소 방안 연구에 이들 파지의 활용 가능성
도 있을 것으로 생각되었다.

Salmonella Gallinarum균에만 용해 유발능력이 SGΦ-YS
를대상으로전자현미경관찰을시도한 결과, SGΦ-YS SP는
Myoviridae family, SGΦ-YS LP는 Siphoviridae family로 분
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류되었다. 바이러스명명국제위원회(International Committee 
on Taxonomy of Viruses; ICTV)에서는 파지를 13 family로
구분하고 있으며, 이중 Myoviridae, Siphoviridae 및 Podovi- 
ridae 3개 family 파지만이 꼬리를 가지고 있는 것으로 분류
한다(Ackermann, 2006). Myoviridae는 꼬리에 수축외피(con- 
tractile sheath)를 가지고 있다는 점이 다른 두 family와구분
되며, Siphoviridae는 꼬리가 길고 수축외피를 가지고 있지
않는 특징으로 다른 family와 구분된다. SGΦ-YS SP를 전자
현미경으로관찰한결과꼬리가있고, 또꼬리에는수축외피
를 가지고 있어 Myoviridae family에 속하는 파지로 분류할
수 있었으며, SGΦ-YS LP는 꼬리가 긴 파지로 수축외피를
가지고있지않는것으로나타나, Siphoviridae family로분류
할 수 있었다.

Pereira et al.(2016a)은 Salmonella Typhimurium에 대한
파지 3주를 분리하여 세균 증식 억제 정도를 조사한 결과, 
파지를 100 MOI로접종한후 4시간뒤세균감소정도가 1.7
∼1.9 log cfu/mL 정도이었으며, 12시간 뒤에는 2.4∼2.5 log 
cfu/mL 정도로증가하다가이후는감소폭 변화가 크지 않음
을 관찰한 바 있다. 본 실험에서 분리된 파지 SGΦ-YS SP의
Salmonella Gallinarum 증식 억제 정도를 시험한 결과, 10 
MOI로 접종한 후 6시간, 9시간, 12시간 뒤에 균 증식 억제
정도는 대조군 대비 2.21 log cfu/mL, 2.13 log cfu/mL, 1.05 
log cfu/mL가감소하는것으로나타나, Pereira et al.(2016a)의 
보고와유사한정도이었다. 파지의균증식억제정도는파지 
접종량에 따라 차이가 있다. Wang et al.(2017)은 Salmonella 
Typhimurium에 대한 파지를 분리하여 처리 농도를 달리하
여세균감소정도를조사한결과, 약 106 MOI로처리시에는 
25℃에서 12시간 후 3.78 log cfu/mL의 감소가 나타났으나, 
1 MOI로처리시에는 0.41 log cfu/mL의감소가나타나, 파지 
처리량에 따라세균 감소 정도의차이가 있음을 보고하였다. 
Guenther et al.(2012)은 핫도그 등 간편 식육에 103 cfu/g 정
도 오염된 살모넬라균을 3×108 pfu/g(약 3×105 MOI) 정도의
높은파지농도로처리하였을경우, 1일후에는식육에서살모
넬라균이 완전히 제거됨을 보고한 바 있다. 본 실험에서 분
리된 SGΦ-YS SP를 10 MOI로 Salmonella Gallinarum에 처
리하였을 때 1.05∼2.21 log cfu/mL 감소가 있는 점을 고려
하면 접종 파지량을 105 MOI 이상으로증가시킬 경우, 세균
증식억제효과를더욱증가시킬수있을것으로생각되었다.
파지를이용한치료법은항생제를이용한치료법보다여러 

면에서 장점이 있다. 새로운 항생제를 개발하는 것보다는
파지분리는 간단하고 쉬우며, 비용도 적게 든다(Parasion et 
al., 2014). 파지에 대한 저항 균주 출현 빈도는 항생제 저항

균주 출현율보다 약 10배가 낮게 나타난다(Parasion et al., 
2014). 또한 파지는 악조건 환경에서도 생존하여 감염능력
이 유지되며, 숙주 세균 농도가 감소할 때까지 계속 증식할
수도있기때문에(Schmelcher and Loessner, 2014), 오염대상
이나 환경에 적용하였을 경우 세균 사멸 효능이 계속된다. 
국내에서 분리되는 Salmonella Gallinarum의 내성율은 매우
높은 편이다. Kang et al.(2010)의 보고에 의하면 국내 분리
Salmonella Gallinarum주 대부분인 98.1%(105주중 103주)는
nalidixic acid에대한내성을갖고있으며, 94.3%는 fluoroqui- 
nolone 제제인 enrofloxacine에 내성을 가지고 있고, 또한 분
리주의 63.8%는 적어도 3종 이상의 항생제에 대하여 내성
이 나타나는 등 Salmonella Gallinarum균의 항생제 내성수준
은매우심각한 상황에있다. 따라서항생제 대체치료 방법
개발이 더욱 절실하다고 할 수 있다. 국내에서도 분리된 파
지를 닭에 적용하였을 경우, Salmonella Gallinarum에 대한
일부 예방효능이 있는 것이 여러 연구자에 의해 확인된 바

있다(Hong et al., 2013; Kwon et al., 2008; Lim et al., 2011). 
본 연구에서 분리된 Salmonella Gallinarum 혹은 Salmonella 
Enteritidis에대한파지의 성상및균증식억제정도에 대한
추가적인연구가이루어질경우, Salmonella Gallinarum 혹은 
Salmonella Enteritidis 증식억제효능이있는파지제제개발 
가능성도 있을 것으로 기대된다.

적 요

박테리오파지는 세균에 특이적으로 감염하는 바이러스로

용해 능력이 있는 박테리오파지는 동물질병을 치료하는 항

생제 대체제로 사용할 수 있다. 본 연구는 닭에서 가금티푸
스를 유발하는 Salmonella enterica serovar Gallinarum(Sal- 
monella Gallinarum)에대한박테리오파지를분리하고, 그특
성을구명하고자하였다. 7개의닭도축장하수처리장물로
부터 10주의 박테리오파지를 분리하였다. 이중 SGΦ-YS SP
로 명명된 파지는 전자현미경 관찰 결과, Myoviridae family
로 분류되었다. 분리한 박테리오파지의 숙주 범위를 확인하
기 위하여 Salmonella Gallinarum 7주와 Salmonella Enteriti- 
dis 5주에대한용해유발능력을조사한결과, SGΦ-YS SP는 
Salmonella Gallinarum만 용해하는 특징을 보였다. SGΦ-YS 
SP는 Salmonella Gallinarum에접종하였을경우 6시간과 9시
간 뒤 각각 2.21 log cfu/mL 및 2.13 log cfu/mL를 감소시키
는것으로확인되어닭에서 Salmonella Gallinarum 감염을예
방하거나 치료하는 파지 제제 개발에 이용될 수 있을 것으
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로 판단되었다.
(색인어: 박테리오파지, 살모넬라 갈리나륨, 용해, 닭)
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