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ABSTRACT - The purpose of this study was to compare the conventional culture method, enzyme immune

method and the PCR method using species-specific primer in the analysis on the Salmonella spp. found in domesti-

cally distributed pet foods. For the study, Salmonella spp. were detected from 175 samples. From the conventional

culture method and the PCR method, two samples (jerky and corn gluten) were determined as positive. Also, from the

enzyme immune method, one sample (corn gluten) was test-positive. The study revealed that application of the PCR method

with species-specific primer allows better distinguishment between the species of the strain collected from the samples than the

conventional culture method and/or the enzyme immune method.
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Salmonella spp.는 통성혐기성 그람음성 간균으로 장내세

균과에 속하며, 동물과 사람에 장염, 위장염 및 패혈증 등

을 일으키는 인수공통전염병의 원인균으로 알려져 있다1-3).

Salmonella spp.는 Salmonellosis의 원인체로 동물의 장관

내에 상재하고 있으며 주로 오염된 날고기, 가공육류(가공

육, 돈육 ,우육), 과일 및 야채 등을 통해 식중독을 일으

킨다4). 현재까지 Salmonella spp.는 약 2,500 종류의 다양

한 혈청형이 발견되었으며, S. enterica serotype Enteritidis

(S. Enteritidis)와 S. enterica serotype Typhimurium (S.

Typhimurium)이 식중독 사고를 일으키는 주요 혈청형이다5).

또한 동물에 따른 숙주 특이성이 있는 Salmonella spp.

와 숙주 특이성이 없는 Salmonella spp.로 구분되고 있다.

S. typhi와 S. paratyphi A는 주로 사람에 대해 숙주 특이

성을 나타내며, S. dublin은 소, S. choleraesuis는 돼지, S.

abortus equi는 말, S. abortus ovis는 양에 주로 감염되어

병원성을 나타낸다. S. typhimurium, S. enteritidis, S.

anatum 등은 숙주 특이성이 없이 다양한 동물에 감염되어

병원성을 나타내며, S. typhimurium은 각종 동물에서 가장

많이 분리되는 혈청형으로 알려져있다1,6).

 현재 사료에서 유해미생물로 관리되고 있는 Salmonella

D group  (S. Typhi, Salmonella Enteritidis, S. Dublin, S.

Pullorum, S. Gallinarum, S. Ontario)을 검출하는 방법은 배

지를 이용하는 방법으로 시료에 증균배지를 첨가하여 전

증균배양, 선택 증균배양, 선택 배양, 확인 시험, 혈청시험

단계로 이루어져 최종적으로 Salmonella D group을 확인

하는데 6-7일 정도 소요된다7-9). 이러한 방법은 사료 중 유

해미생물 검출을 위해 많은 시간이 소요되어 미생물의 신
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속검출법으로 사용하기에 한계가 있으며 과도한 노동력이

필요로 하여 효율성이 떨어지는 문제점이 있다10). 

사료의 유해미생물을 신속한 검출을 위해 Polymerase

chain reaction (PCR)방법은 식중독균의 특정 유전자를 증

폭시켜 전기영동 겔을 통해 확인어렵다. 따라서 본 연구

에서는 사료에서 유해미생물로 관리되고 있는 Salmonella

spp.를 검출하기 위해 증균배양법, 면역학적 검출법 및 종

특이 프라이머를 이용한 PCR 방법을 적용하여 Salmonella

spp.의 검출 결과를 비교하고자 한다. 또한 신속한 검출을

위해 특이 유전자 마커를 개발하고 보다 신속하게 분석하

기 위한 방법을 개발하고자 하였다.

Materials and Methods

실험재료 및 표준균주

본 연구에 사용된 반려동물(개, 고양이) 사료는 유통단

계 사료(원료 93점, 제품 82점) 175점을 분석하였다. 전체

시료 중 반려동물 개 52점(29.7%), 고양이 30점(17.1%) 및

원료 93점(53.1%)으로 이루어져 있다.

표준균주는 Escherichia coli NCTC 12923 (Bioball,
BioMerieux, Marcy-I’Étoile, France), Listeria monocytogenes

NCTC 11994 (Bioball, BioMerieux, France), Staphylococcus

aureus NCTC 10788 (BioMerieux, France), S.

typhimurium ATCC 14028 (MBL, University Boulevard

Manassas, VA, 20110, USA) 및 -80oC 냉동고에서 cryo
bead (Microbank, Prolab Diagnostic, Richmond Hill,

Canada)에 보관되어 있는 E. coli ATCC 8739, E. coli

O157:H7 ATCC 43844, S. abaetetuba NCTC 8244, S.

enterica subsp. enterica serova Typhimurium ATCC

13311, S. enterica subsp. enterica serova Enteritidis ATCC

13076, S. senftenberg KVCC 0590 균주를 해동시키고,

nutrient agar (NA; Merck, Darmstadt, Germany)에 획선도

말하여 37oC에서 24시간 배양하여 분석에 사용하였다.

증균배양법에 의한 분석

살모넬라 분석은 사료표준분석방법 유해미생물 분석절

차에 따라 실시하였다. 시료 25 g을 취하여 225 mL의 펩

톤수(buffered peptone water, Difco, Franklin Lakes, NJ,

USA)에 가한 후 35-37oC 에서 24±2시간 증균배양을 실시

하였다. 1차 증균배양액 0.1 mL를 취하여 10 mL의

Rappaport-Vassiliadis broth (Biomeriux, France)에 접종하

고 42±1oC에서 24±2시간 배양하였다. 또한 1차 증균 배

양액 1 mL를 취하여 10 mL의 Tetrathionate broth

(Biomeriux, France)에 접종하고 36±1oC에서 24±2시간 배

양하였다. 각각의 2차 증균 배양액 1-2 백금이를 XLD agar

(Difco, USA), Brilliant Green Sulfa agar (Difco, USA)에

도말하여 35-37oC에서 24±2시간 배양한 후 의심 집락은

확인시험을 실시하였다. 의심집락은 tryptic soy agar (TSA,

Difco, USA)배지에 옮겨 37oC에서 24시간 배양하여 단독

콜로니를 VITEK2 (BioMeriux, France)의 gram negative

card (BioMerieux, France)를 이용하여 생화학적 동정을 실

시하였다. 생화학 검사결과 살모넬라로 판단되는 균은 O

항원 다가(polyvalent) 항혈청(Difco, USA)으로 슬라이드

응집반응을 실시하여 polygroup을 결정한 후 단일(single)

항혈청(Difco, USA) 슬라이드 응집반응을 통해 혈청군

(serogroup)을 결정하여 D group 여부를 확인하였다.

효소면역기법(Enzyme Immunoassay;EIA) KIT에 의한 분석

시료 25 g을 칭량하여 225 mL 펩톤수에 가한 후 1 mL

salmonella supplement (green)를 첨가하여 41.5±1oC에서

18-24시간 증균 배양 후 EIA 키트에 증균한 배양액 0.5 mL

를 넣고 100oC에서 5분간 가열한 후 키트을 빼서 10분간

방냉했다. 전자동 효소 형광 면역 분석기기(Mini Vidas,

BioMerieux, France)를 이용하여 측정 한 값이 <0.25은 경

우 음성(불검출), ≥0.25인 경우 양성(검출)로 판정하였다.

양성인 경우 증균배양액을 MacConkey 한천배지,

Desoxycholate Citrate 한천배지, XLD 한천배지 또는

Bismuth Sulfite 한천배지에 접종하여 35-37oC에서 24±2시

간 배양한 후 전형적인 집락이 보이면 보통한천배지에 옮

겨 35-37oC에서 18-24시간 배양한 후 확인시험을 실시하

였다. 생화학 검사 결과 살모넬라로 판단되는 균들의 혈

청학적 검사를 실시하는데 먼저 O항원 다가 항혈청으로

슬라이드 응집반응을 실시하여 polygroup을 결정한 후 단

일 항혈청 슬라이드 응집반응을 통해 혈청군(serogroup)을

결정하여 D group 여부를 확인하였다.

DNA 추출

시료의 DNA 추출은 DNeasy Blood & Tissue Kit

(Qiagen, Germany)를 사용하여 분석을 실시하였다. 시료의

증균 배양액 1-2 mL을 취한 후 제조사의 권장 방법에 따

라 추출하였다. 추출한 genomic DNA는 실험에 사용하기

전까지 -20oC에 보관하였다.

Primer 설계 제작

PCR법에 사용된 프라이머는 Kim 등11-14)의 연구결과를

참고하여 Salmonella sp. 및 serogroup A, B, C1, C2 특이

프라이머를 각각 설계하였다(Table 1). 이때 Salmonella sp.

특이 유전자로는 invA, S. Dublin 특이 유전자로는 vagC,

S. Enteritidis 특이 유전자로는 spvA를 사용하였다.

Samonella sp. A, D group 특이 유전자로는 rfbS,

Samonella spp. B group 특이 유전자로는 rfbJ (B1) 및 rfbJ

(B2), Samonella spp. C1 group 특이 유전자로는 rfbM를

사용하였다. 각각의 프라이머는 (주)제노텍(Daejeon, Korea)

에 주문 제작하여 사용하였다.
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PCR 분석

증균배양법 및 효소면역기법에 의해 Samonella spp.로

확인된 균주에 대해 PCR 분석을 실시하여 D group 여부

를 확인하였다. PCR 혼합용액은 PCR 튜브에 각 균종 특

이 프라이머를 각각 제조하여 사용하였다(Table 1). 준비

된 DNA, 5X Taq-PCR Mix (GenoTech, Daejeon, Korea),

프라이머 및 DW를 총 20 μL 가 되도록 반응물을 혼합하

여 사용하였다. MiniAmp Thermal Cycler (ThermoFisher,

Waltham, MA, USA)를 사용하여 94oC에서 5분을 반응시킨

후 94oC에서 40초, 55oC에서 40초, 72oC 분을 1회로 총 35

cycles을 반응시켰다.

전기영동을 통한 결과 확인

PCR 반응이 끝난 증폭산물 3 μL를 1.5% 아가로스 겔의

well에 주입하여 200 V 전압으로 전기영동하여 증폭산물

의 유무 및 크기를 확인하였다.

PCR 증폭산물 염기서열 분석

PCR 증폭산물은 GenoAid PCR/Gel Combo Kit

(GenoTech)을 이용하여 정제한 후 (주)제노텍에 의뢰하여

염기서열을 분석하였다.

균주 계통분석

분석된 PCR 증폭산물의 염기서열을 National Center for

Biotechnology Information의 Basic Local Alignment Search Tool

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/)을 사용하여 검색하였다.

MALDI-TOF 이용한 분리동정

의심집락은 TSA 배지에 옮겨 37oC에서 24시간 배양하

여 단독 콜로니를 분석에 사용하였다. 슬라이드에 분리된

콜로니를 도말하고 1 μL α-cyano-4-hydroxycinn amic acid

solution (CHCA matrix, BioMerieux)을 첨가하고 실온에서

건조하였다. 건조 시킨 슬라이드를 질량분석기인 VITEK®MS

(BioMeriux, France)를 이용하여 동정을 실시하였다. 스펙

트럼 분석을 위해 VITEK®MS IVD system v2.0을 사용하

였고 분석 결과는 제조자가 제공한 라이브러리 v2.0과 비

교하였다. 스펙트럼은 대장균(E. coli, ATCC 8739)을 사용

하여 정도 관리를 시행하였다. VITEK®MS 분석 결과 값

이 90% 이상의 신뢰 수준을 보였을 경우 유효한 결과로

사용하였다.

Results and Discussion

증균배양법에 의한 분석

증균배양에 의한 Salmonella spp. 검출 결과를 Table 2

에 나타내었다. 반려동물 사료 중 살모넬라 분석 결과 제

품 81점 모두 음성으로 Salmonella spp.가 검출되지 않았

다. 원료 94점 중 6점의 시료(육포 1점, 혼합성 단미 1점, 옥

수수 글루텐 1점, 인삼박 1점, 대두박 3점)에서 선택배지

에서 양성으로 나타났으나, 의심콜로니의 순수분리 및 생

화학 분석결과 육포, 혼합성단미, 옥수수글루텐 시료 2점

에서만 Salmonella spp.가 검출되었으며 4점의 시료에서

위양성을 나타내었다. 인삼박 및 대두박 시료에서 분리된

균주는 Citrobacter, Klebsiella로 최종 확인되었으며 이들

균주는 선택배지에서 위양성을 나타내었다. Bang 등15)의

연구에서 양배추(n=50)에서 real-time PCR과 증균배양법

에 의한 Salmonella Typhimurium 검출 결과에서 real-time

PCR 결과 32점, 증균배양법에 의한 분석 결과 28점의 시

Table 1. Species-specific primers designed for detection of Salmonella spp. 

Strain Target gene Sequence ('5 to '3) Amplicon size (bp)

Salmonella genus invA
F: GCGCGAACGACGAAGCGT

R: CGGGTCATCCCCACCGAA
151

Salmonella enteritidis spvA
F: GCAGACATTATCAGTCTTCAGG

R: TCAGGTTCGTGCCATTGTCAA
351

Salmonella dublin vagC
F: ATTTTGAGGGGGTGAGCGAG

R: GGTCAGCTTTTTCGAGCTGC
108

Salmonella group A, D rfbS
F: TCACGACTTACATCCTAC

R: CTGCTATATCAGCACAAC 
721

Salmonella group B

rfbJ (B1)
F: GCGATGACCTTTTTGAAAG

R: TAACCGTTTCAGTAGTTC
903

rfbJ (B2)
F: AGAATATGTAATTGTCAG

R: TAACCGTTTCAGTAGTTC
882

Salmonella group C1 rfbM
F: CAGGAAAATGATTACACCAAT

R: TAATTACGACCATACTTATCTG
1,422

Salmonella group C2 rfbJ (C2)
F: ATGCTTGATGTGAATAAG

R: CTAATCGAGTCAAGAAAG
820
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료에서 양성으로 측정되었다. 증균배양법에서 양성으로 측

정된 시료는 모두 real-time PCR방법에서도 양성으로 측정

되었다. 일반적인 증균과정은 비선택적 증균배양과 선택적

증균배양으로 구분된다. 선택적인 증균배양은 목적하지 않

는 균의 성장을 억제하는 물질 등이 있어 목적균 자체의 성

장에도 영향을 미칠 수 있다. 비선택적 증균배양은 균의 성

장을 억제하지 않는 배지 조성을 가지며 선택성이 떨어 질

수 있다. 본 실험에서는 증균배지로 BPW를 사용한 비선택

적 배양방법으로 인해 4점의 위양성 시료가 확인된 것으로

판단된다.

효소면역기법 KIT에 의한 분석

분석에 사용된 시료 중 옥수수글루텐, 대두박 시료 2점

에서 양성으로 나타났다(Table 3). 효소면역학적 분석 결

과 양성으로 확인된 시료는 분리배양 후 생화학적 확인시

험을 통해 최종적으로 살모넬라로 판정하였다. 생화학적

분석 결과 옥수수글루텐 시료만 Salmonella spp.로 나타났

다. 대두박 시료에서 분리된 균주는 Citrobacter freundii

로 최종 확인되었다. 

효소면역기법 분석 장비는 면역 형광 분석 방법을 이용

한 전자동 스크리닝 장비로 Salmonella spp. 검출 한도가

2.2×104-7.7×105 CFU/mL이다. 본 실험에서 시료의 증균

후 Salmonella spp. 농도가 2.2×104-7.7×105 CFU/mL 미만

으로 검출한계 이하의 수준으로 분석장비를 통한 확인이

불가능한 것으로 판단된다. Hyeon 등16)의 연구에서 배지

법과 신속 검사키트를 이용하여 편육과 브로콜리싹에서

Salmonella spp.의 검출결과를 비교한 결과 시료내 상재균

이 Salmonella spp.의 성장을 억제하여 검출력에 영향을

미치는 것으로 보고한 바 있다. 또한 De Medici 등17)의 연

구에서는 가금육에 Salmonella spp.를 10 CFU/25 g의 수

준으로 접종한 후 배지법과 신속 검사키트의 결과를 비교

한 결과 시료내 상재균에는 영향을 받지 않으나 C. freundii

가 높은 농도로 존재하는 시료에서 모두 음성으로 나타났

다. 육류(가금육, 돈육, 우육)에서 배지법과 신속 검사키트

를 이용하여 Salmonella spp.를 검출한 연구18)에서도 상재

균이 적은 가공축산물에서 분석방법에 따른 유의적인 차

이가 없이 동일한 검출률을 나타내었다. 일반적으로 배지

법은 널리 사용되는 방법으로 증균과정, 선택배양 등을 시

료 내 세균총과의 경쟁에 의해 증균과정을 거치면서 검출

력에 영향을 미친다. 효소면역기법은 항원 항체 반응을 이

용한 검출법으로 다른 세균의 영향을 덜 받으며 분석기간

이 배지법(6-7일)에 비해 3일로 단축되는 특징이 있다. 본

연구에서는 유통 사료 중 Salmonella spp. 검출시 배양법

적용시 175점 중 2점, 효소면역기법에서 1점이 검출되었

다. 단미사료인 옥수수글루텐에서만 두 가지 검출방법에

서 동일하게 검출되었고, 육포에서는 배지법에서만

Salmonella spp.가 검출되었다.

증균배양을 통한 배지법은 시료내 존재하는 살아있는 유

해미생물을 최종 확인할 수 있는 방법이며, 효소면역법 등

의 신속검출방법은 유통되는 사료의 유해미생물 검출 과정

시 음성 시료를 신속하게 선별할 수 있는 presumptive screening

과정에 효과적으로 적용할 수 있을 것으로 판단된다. 

PCR 분석 및 동정

증균배양법 및 효소면역기법에 의해 Salmonella spp. 로

확인된 균주 및 Salmonella spp. 표준균주로 S. Enteritidis

Table 2. Comparision of culture method, enzyme immuno assay, and PCR for the detection of Salmonella spp.

Postive sample/tested sample

Culture method Enzyme immuno assay PCR

Result Identification Result Identification Result Identification

Sample 2/175 Salmonella spp. 1/175 Salmonella spp. 2/175
Salmonella Enteritidis

Salmonella Schwarzengrund

Table 3. Species identification based on PCR using target gene

Sample Source

Target gene

Serogroup
invA vagC spvA rfbS

rfbJ

(B1)

rfbJ

(B2)
rfbM

rfbJ

(C2)

S. Enteritidis ATCC 13076 O X O O X X X X D

S. Typhimurium ATCC 14028 O X X X O X X X B

S. Typhimurium ATCC 13311 O X X X O X X X B

A Beef jerky O X O O X X X X D

B Corn gluten O X X X O X X X B
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ATCC 13076, S. Typhimurium ATCC 14028, S.

Typhimurium ATCC 13311을 사용하여 특이 유전자를 이

용한 PCR 방법을 적용해 분리균주의 동정을 실시하였다.

설계된 primer는 Salmonella spp.의 종 구분을 확인하기 위

하여 Salmonella A, B, C, D 그룹의 특이 primer를 사용

하였다(Table 3). 표준균주 S. Enteritidis는 D group으로 분

류되는 균주이며 PCR 분석 결과 invA target gene이외

Salmonella A, D group의 target gene인 rfbS 및 S.

Enteritidis의 target gene인 spvA gene의 발현이 확인되었

으나, S. dublin의 target gene인 vagC, Salmonella B group

의 target gene인 rfbJ (B1, B2), Salmonella C group의

target gene인 rfbM (C1), rfbJ (C2)은 발현이 나타나지 않

았다. S. Typhimurium은 invA target gene 이외 rfbJ (B1)

gene만 발현이 확인되어 Salmonella B group임을 확인하

였다. 분석시료 중 육포에서 invA, spvA, rfbS gene이 발

현되었으며 염기서열 분석 결과 S. Enteritidis로 나타났으

며 Salmonella D group으로 확인되었다. 이러한 결과는 의

심균주의 혈청군 시험에서 Salmonella D group으로 확인

된 바와 동일한 결과를 나타내었다. 옥수수 글루텐 시료

에서 invA, rfbJ (B1) gene이 발현되었으며 염기서열 분석

결과 S. Schwarzengrund 으로 나타나 Salmonella B group

으로 확인되었다. 본 연구에서는 Salmonella D group 검

출을 위한 사료표준분석방법에서 사용되는 증균과정을 통

한 배지법, 효소면역기법에 의한 검출법 이외에 target gene

을 이용한 PCR방법을 적용하였다. 배지법 및 PCR 분석

결과 육포 및 옥수수글루텐 시료에서 동일하게 Salmonella

가 검출되었고, PCR방법 적용시 Salmonella D group 판

별이 가능하였다. 기존 5일 이상 소요되는 배지법에 비해

PCR 방법은 증균과정 후 DNA 추출 및 분석을 실시하여

분석기간이 2-3일로 단축되며, 양성 확인시 사균(死菌) 및

오염에 의한 위양성 확인을 위해 배양을 통해 최종 확인

을 해야한다. 긴급사고시 국내외 유통사료의 Salmonella D

group 오염 여부 확인을 위해 기존 검출 방법 이외 target

gene을 이용한 PCR방법은 보완적인 방법으로 음성 시료

를 신속히 배제할 수 있으며 선제적인 사료안전 관리 수

단으로 활용 가능 할 것으로 판단된다.
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국문요약

국내 유통되는 반려동물 사료의 살모넬라 분석시 증균

배양법, 효소면역기법에 의한 분석, 종 특이 primer를 활

용한 PCR 방법을 활용하여 비교 평가하였다. 시료 175점

Salmonella spp. 검출 결과 증균배양법 및 종 특이 primer를

활용한 PCR 방법에 의한 검출 방법에서 2점의 시료(육포,

옥수수 글루텐)가 양성으로 확인되었고, 효소면역기법에

의한 검출방법에서는 1점의 시료(옥수수 글루텐)가 양성

으로 확인되었다. 증균배양법 및 효소면역기법에 의한 검

출방법에 비해 종 특이 primer를 활용한 PCR 방법을 적

용 할 경우 시료에서 분리된 균주의 종(species) 판별이 가

능하였다.
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