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Ⅰ. 서    론

  최근 빈번하게 식중독 및 장염을 일으키는 
병원체는 Escherichia coli O157:H7, Salmonella 

속 균 및 Campylobacter 속 균으로 알려져 있
다(Karmali: 1989, Butzler: 1984). 이들 중에서 
Salmonella 속 균은 가축의 장관에 생존하며 축
산물 등 오염 식품을 통하여 감염하여 급성위
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장염, 식중독 및 패혈증 등을 일으킴으로 공중
위생상 중요한 지표세균으로 알려져 있다(Aser- 

koff 등: 1970, Bowmer: 1964). 

  Lactobacillus spp.와 Bifidobacterium의 여러 
균주는 발효유 제조에 광범위하게 활용되고 있
으며  starter culture의 기능은 기질 중에 존재
하는 유당이나 기타 당류를 분해하여 유산과 
몇 종류의 유기산을 생성하여 제품에 적합한 
기호성을 부여함은 물론 pH를 저하하여 장점
막에서 병원성 세균이 정착하는 것을 경쟁적으
로 저지시키거나(Khem 등: 1980, Gilliland와 
Speck: 1977) 세균의 발육을 억제시킬 뿐 아니
라(Stamer: 1979) 생성한 독소를 중화하고 병원
성 세균에 유해한 항균성 물질을 생성하는 것
으로 알려져 있다. 유산균의 의학적인 이용효
과에 대하여 Metchnikoff(1907)는 장염환자에서 
L. bulgaricus의 발효유를 투여한 결과 병원성 
세균의 감소로 정상적인 변이 배설되었다고 하
였으며, L. acidophilus와 L. casei는 장 질환의 
치료에 효과가 있는 것으로 널리 알려져 있다
(Speck: 1976). 

  가축에서 유산균의 투여효과를 보면, L. 

acidophilus를 돼지에 급여하였을 때 장염의 감
소와 증체 효율의 개선효과가 있음이 보고되었
고(Hill 등, 1970), Streptococcus faecium도 사료
효율을 높여 줌으로써 가축의 성장을 촉진하여 
병원성 장내세균의 증식을 억제시키는 것으로 
알려져 있다(한 등, 1982). 

  세균 균주 동정에 있어서 그 절차가 간단하
고 신뢰도가 높은 방법으로 16S-23S rRNA 

intergenic spacer region의 sequence 비교 방법과 
pulsed field gel electrophoresis(PFGE)는 매우 
유용한 방법으로 인정되고 있으며(윤, 1994), 

genotyping(Bautsch 등, 1988), genomoe size 측
정(Canard 등, 1989), 분류학과 역학에 이용된
다. 본 연구는 병원성 세균에 대한 억제효과가 
탁월한 것으로 선발된 Lactobacillus casei YIT 

9018과 산업적인 활용도가 높은 Lactobacillus 

spp.의 Salmonella enteritidis KU101에 의한 하
리증상과 치사율 저하에 미치는 효과 및 산업
적인 이용성을 비교 검토하고 분자생물학적 특
성을 확인하여 균주 동정에 기초자료를 확보하
기 위하여 수행되었다. 

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 사용균주 및 보관  

  본 연구에 사용한 Lactobacillus spp. 및 
Salmonella enteritidis는 Table 1에 제시된 바와 
같다. Lactobacillus spp.의 배양은 37℃ MRS 

(DeMan-Rogosa-Sharpe, Difco, USA) broth에서 
하였고, 보존은  0.75M adonitol을 함유한 11% 

skim milk의 동해방지제와 원심분리 한 cell을 
1:1로 혼합 후 -70℃에서 냉동보존 하였다. 대
수증식기의 세포를 접종용 균주로 사용하였다. 

Salmonella enteritidis는 Brain Heart Infusion 

(BHI, Difco, USA)에서 배양을 하였고, cell의 
보존은 배양액과 80% glycerol을 7:3의 비율로 
혼합하여, -70℃에서 보관하였다.

2. Lactobacillus spp.의 Salmonella enteri- 

tidis에 대한 보호 및 면역증강효과

  실험동물로는 6주령 Specific Pathogen Free 

(SPF) ICR mice male을 구입(대한바이오링크, 

Korea) 하여 4일간의 건강상태를 확인하고 사
용하였다. 사료, 깔집 및 기타 시설은 모두 멸
균된 것을 사용하였다. 사육조건은 12hrs/day로 
조명을 하였으며, 온도는 22±2℃, 상대습도는 
50±5%로 하였다. Lactobacillus spp.의 mouse에
서 Salmonella enteritidis에 대한 증균 억제효과
를 알아보기 위한 실험구는 6개의 군에 
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Control, Lactibacillus helveticus CU631, L. 

johnsonii C-4, L. rhamnosus GG ATCC 53103, 

L. acidophilus ATCC 4356, L, casei YIT 9018

로 하였다. 각 처리구별 4마리로 하였으며, 체
중은 31g으로 조정하였다.

Lactobacillus spp.는 실험기간 28일 동안 
MRS broth에서 18시간 배양하여 2∼5×109 

CFU/㎖의 균을 생리식염수에 혼합하여 음수를 
통하여 자유급여를 하였다. Salmonella enteri- 

tidis의 투여는 BHI broth에서 LD50 수준인 3∼

4×107CFU/㎖까지 배양 후, PBS(pH 7.4)로 세척 
후 경구투여기를 사용하여, Lactobacillus spp. 

급여 7일 후에 mouse에 감염을 실시하였다.  

3. Enzyme linked immunosorbent assay 
(ELISA)를 이용한 장액 내 total IgA 측정 

  96 well micro plate(Falcon, USA)에 0.1% 

bovine serum albumin(Sigma, USA)를 50㎕씩 
분주하고. 장액 시료 50㎕를 최초의 well에 혼
합한 뒤 미리 분주 되어있는 0.1% bovine 

serum albumin에 50㎕씩 희석하였다. 희석된 
plate를 37℃에서 2시간 정치한 후 4℃에서 
overnight 하였다. Plate의 용액을 제거한 후 

tween 20(Merck, Germany)이 0.05% 함유된 
PBS(pH 7.4)로 3회 세척을 하였고 3% Bovine 

serum albumin을 전체 well에 200㎕씩 넣고 37

℃에서 1시간 배양 후 tween 20(Merck, 

Germany)이 0.05% 함유된 PBS(pH 7.4)로 3회 
세척을 하였다. Horse sera peroxcidase로 
conjugate된 goat anti-mouse IgA(Sigma, USA)를 
1:1000으로 희석한 후 각 well에 50㎕식 분주
한 뒤 37℃에서 1시간 정치 하였다. 다시 
tween 20(Merck, Germany)이 0.05% 함유된 
PBS(pH 7.4)로 3회 세척하였으며, ρ-nitrophenyl 

phosphate disodium(Sigma, USA)이 1mg/1㎖ 되
도록 함유된 alkaline phosphatase substrate solu- 

tion을 100㎕를 각 well에 분주 후 37℃에서 2

시간 정치시킨 후, ELISA reader(Bio-rad Micro- 

plate reader Model 3550, USA)를 이용하여 
405nm에서 total IgA를 측정하였다(한 등,  

1998).

4. Radial diffusion assay에 의한 Lacto- 

bacillus spp.의 Salmonella enteritidis 억
제효과 측정

  Lehrer(1991)등의 방법 중 Radial diffusion 

Table 1. Sources of strains of Lactobacillus spp., Salmonella enteritidis used in this investi- 
gation

Species Strains Source

L. helveticus CU 631 중앙대학교 축산물가공학실험실
L. johnsonii C-4 Canada 식품개발연구소
L. rhamnosus GG ATCC 53103           〃

L. acidophilus ATCC 4356           〃

L. casei YIT 9018 중앙대학교 축산물가공학실험실
Sal. enteritidis KU101 건국대학교 수의 미생물학 연구실
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assay method에 따라 실시하였다.

  Salmonella enteritidis의 배양은 50㎖ tryp- 

ticase soy broth (full-strength 3% w/v) 37℃, 18

시간 이상 overnight 후 midlogarithmic phase일 
때, 배지에서 50㎕을 fresh한 trypticase soy 

broth(TSB)에 접종 후 37℃ 2.5∼3시간 배양하
였다. 배양된 Salmonella enteritidis를 4℃, 

900×g에서 10분간 원심분리 하였다. 차가운 
pH 7.4 10mM sodium phosphate buffer(NAPB, 

Sigma, USA)로 세척 후 10㎖ NAPB로 재부유
하였다. 

  Optical density(OD) 값을 620nm에서 측정하
여(일반적으로 OD620 0.20 = 5×107CFU/㎖) 1∼

4×106 CFU/㎖이 되도록 한 것을 10㎖의 42℃

의 3mg TSB powder, 1% w/v low-electro- 

endosmosis type agarose(Sigma, USA), 최종 
volume 0.02% v/v의 Tween 20이 함유된 10mM 

NAPB(pH 7.4)가 들어있는 멸균된 tube에 첨가
하였다. Vortex mixer로 균체를 완전히 흩어놓
은 후 agar에 pouring을 할 때 완전한 수평을 
이루고, 약 1mm의 두께로 agar를 고정시켰다. 

지름이 3mm인 gel punch를 이용하여 well을 만
든 후 Lactobacillus spp. 5㎕를 각각의 well에 
첨가한 후 37℃ 3시간 배양하였다. 10㎖의 멸
균된 agar(double-strength(6% w/v) 1% w/v 

agarose)로 overlay 한 후 37℃ 18~24시간 배양
한 후 well 주변의 inhibition area의 지금을 측
정하였다. 0.1mm를 1 U로 표현하고, 계산은 
well의 지름인 3mm(=30U)는 측정치에서 제외
하였다.

5. Lactobacillus spp.의 16S-23S rRNA inter- 
genic spacer region의 sequence

 
  Lactobacillus spp.의 16S-23S rRNA intergenic 

spacer region primer를 사용하여 균주 수준의 
동정을 신속하고 정확하게 수행가능한지를 판

단하기 위하여, Table 1에 제시된 균주의 PCR 

증폭된 산물을 전기영동 후 16S-23S rRNA 

intergenic spacer region의 DNA sequence를 측
정하고, Gene bank에 등록된 균주의 sequence와 
비교한 homology를 통하여 strain 수준의 동정 
가능성을 검토하였다.

Genomic DNA의 preparation은 MRS broth에
서 37℃에서 대수성장기까지 배양한 균주를 
1.5㎖ microcentrifuge tube에 옮긴 후, 16,000×

g에서 원심분리하고, pH 7.4 Phosphate Buffered 

Saline(PBS, Sigma, USA)으로 washing 한 뒤에 
WizardTM Genomic DNA purification kit (Pro- 

mega, USA)를 이용하여 genomic DNA를 
preparation 하였다. 16S-23S rRNA intergenic 

spacer region의 DNA를 증폭하기 위한 primer

는 L. casei에 종 특이성 primer로 Pr I 16'-end 

of spacer로 CAGACTGAAAAGTCTGACGG와 
CasII 23' end of spacer인 GCGATGCGAA- 

TTTCTTTTTC를 사용하였고, primer의 주문․
합성은 Bioneer(Korea)에 의뢰하여 합성하였다. 

PCR 수행에 있어서 Taq polymerase와 dNTP는 
Bioneer(Korea)의 제품을 사용하여 분리하였다.  

PCR 수행에 사용되는 Thermal cycler는 Perkin- 

Elmer 2400으로 수행하였으며, cycler의 조건은 
first denaturation 92℃, 2min이었으며, denatura- 

tion 95℃ 30sec, annealing은 55℃ 30sec로 하
였으며 denaturation, annealing, extention은 30 

cycle을 반복 수행하였고, extention 72℃, 30 

sec, final Extention 72℃, 2min 동안 수행하였
다. PCR product는 2.0% agarose gel, 50 voltage

에서 3시간 전기영동 한 후, 형성된 DNA band

를 절단하여 AccuPrepTM Gel purification kit 

(Bionner, Korea)를 사용하여 정제한 후, 

sequencing 시료로 사용하였다. PCR 증폭된
16S-23S rRNA intergenic spacer region의 DNA

의 sequencing은 Bioneer(Korea)에 의뢰하여 분
석하였다. 
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6. 통계분석

  처리구간 유의성에 관한 통계분석은 SAS 

(windows V 6.12)를 이용하여 Duncan’s multiple 

range test에 의하여 검정하였다.

Ⅲ. 결과 및 고찰

1. Lactobacillus spp.의 Salmonella enteri- 

tidis에 의한 치사율 저하효과

  Lactobacillus spp.를 각각 2×109 CFU를 매일 
7일간 음용수와 함께 섭취하게 한 후 Sal- 

monella enteritidis를 경구투여하고 투여 후 21

일간 Lactobacillus spp.가 투여되지 않은 대조
구와 대비한 생존 mouse 수를 %로 표시한 결
과는 Fig. 1에 제시되었다. 

Fig. 1. Survival rate of control mice and 
mice fed with Lactobacillus spp., 
following challenge with Salmonella
enteritidis.
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  Salmonella enteritidis가 투여된 이후에도 21

일 간 Lactobacillus spp.는 매일 동일한 수준으
로 급여되었으며 Lactobacillus spp.의 균주에 
따라 mouse의 생존률과 치사율의 차이가 나타
났다. L. helveticus CU 631 급여구는 21일 시험

기간 중 생존율이 100%로 유지되었으나 대조
군에는 11일 경과 후 생존율이 62% 수준으로 
저하되어 치사율 저하에 L. helveticus CU 631 

급여는 유의적인 영향을 미치는 것으로 나타났
다(p<0.001). L. casei는 3일 후 생존율이 88%를 
유지하여 유의성 있는 치사율 저하효과를 나타
내었다. L. johnsonii 급여구는 11일 이후 그 생
존률이 75% 수준을 유지하여 대조구보다 높은 
생존률을 나타내었다. Lactobacillus spp.의 균종
에 따라 유의성이 인정되는 수준의 치사율 저
하효과를 나타내었으며 그 균주별 효과강도는 
L. helveticus > L. casei > L. johnsonii의 순서로 
높게 나타났다. Table 2에는 Lactobacillus spp. 

급여 7일 경과 후 Salmonella enteritidis로 
challenge 한 후 Lactobacillus spp.를 21일간 급
여한 후 평균 생존시간 수를 대조군을 100% 

할 때 평균 생존시간 수의 대비 %를 나타내었
다. L. helveticus CU 631이 그 생존율이 가장 
높아 157%로 나타났고 L. casei YIT 9018이 
145%, L acidophilus ATCC 4356은 137%, L. 

johnsonii C-4는 132%, L. rhamnosus GG ATCC 

53103은 110%로 가장 낮은 생존률을 보였다. 

  L. helveticus CU 631은 치사율에서 다른  
Lactobacillus spp. 및 대조구에 비하여 
Salmonella enteritidis의 억제 효과가 높은 것으
로 확인되었다. 

  Salmonella enteritidis를 mouse에 challange했
을때  Lactobacillus spp. 급여에 의하여 나타나
는 대조군에 대비한 생존율 향상 효과는 경구
적으로 감염시킨 Salmonella typhimurium을 L. 

acidophilus LA1에 의하여 억제 효과가 뚜렷이 
나타난 결과가 보고되어 본 실험의 결과와 유
사한 성향을 보였으며, 사람의 설사증상의 완
화효과가  L. casei GG 에 의하여 나타난 보고
가 있다(Isorauri 등, 1994).
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Table 2. Survival rate of mice fed with 
Lactobacillus spp. following chal- 
lenge with Salmonella enteritidis 
after 21 day

Strain Survival 
rate(%)

Control 100d

L. helveticus CU 631 157a

L. johnsonii C-4 132c

L. rhamnosus GG ATCC 53103 119b

L. acidophilus ATCC 4356 137c

L. casei YIT 9018 145b

SEM 1.30

* Survival rate(%) =

Mean survival times
(hours) of treated mice

× 100
Mean survival times
(hours) of control mice

* a-d Means in a row with no common superscript 
differ significantly(P<0.001).

* SEM : Standard error of mean.

2. Lactobacillus spp.의 Salmonella enteri- 

tidis의 시험관 내 억제 활성
      
  Lehrer 등(1991)이 제안한 ultrasensitive assay

법에 의한 Lactobacillus spp.의 Salmonella 

enteritidis 억제효과는 Table 3에 제시되어 있
다. L. helveticus CU 631, L. rhamnosus GG 

ATCC 53103, L. johnsonii C-4, L. acidophilus 

ATCC 4356, L. casei YIT 9018의 순서로 
Salmonella enteritidis에 억제효과가 유의적으로 
나타나는 것으로 나타났다(P<0.001). L. helve- 

ticus CU 631은 Salmonella enteritidis를 억제하
는 억제환의 크기에서 통계적 유의성을 갖는 
수준의 높은 억제성향을 나타내었다. 이 결과
는 치사율 억제효과와 일치하는 성향을 보였으
며 L. rhamnosus의 시험관 내 억제 성향과 치
사율 저하 효과는 L. helveticus의 경우는 유사

한 성향을 나타내었으나 다른 균주가 투여된 
경우는 일치하는 성향이 나타나지 않았다. L. 

helveticus CU 631이 가장 좋은 억제효과를 가
지고 있어, probiotic 균주로 사용이 가능하다고 
사료되나 더 많은 연구가 필요하다고 생각되며 
Lactobacilli에 의하여 시험관내에서 나타나는 
억제현상은 경쟁적인 배재성향의 결과로 나타
난 결과로 이해되고 있다(Yoon과 Won, 2002).

Table 3. Inhibition of Salmonella enteritidis 
by Lactobacillus spp. (ultrasensitive 
assay method)

Species Clear zone 
diam(U)

Lb. helveticus CU 631 9.50a

Lb. johnsonii C-4 8.00b

Lb. rhamnosus GG ATCC 53103 8.50b

Lb. acidophilus ATCC 4356 6.00c

Lb. casei YIT 9018 5.00d

SEM 0.18
* 1 unit = 1mm
* a-d Means in a row with no common superscript 

differ significantly(P<0.001),
* SEM : Standard error of mean.

3. Enzyme linked immunosorbent assay 
(ELISA)를 이용한 장액 내 total IgA 측정  

  IgA는 호흡기 및 소화기에서의 방어기전과 
같은 국소 감염에 대한 일차 면역방어로서 중
요하다. Salmonella enteritidis를 감염시킨 후 동
물의 장액 내에 존재하는 항체성분들 중 total 

IgA 농도를 direct ELISA법으로 측정한 결과 
control 160.3ng/㎖, L. helveticus 161.4ng/㎖, L. 

johnsonii 156.7ng/㎖, L. rhamnosus GG 165.4ng/

㎖, L. acidophilus 167.30ng/㎖, L. casei 161.4 

ng/㎖의 함량을 나타내었으며, L. johnsonii를 
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제외한 모든 균주에서 control에 비해 높은 
total IgA 함량을 나타나는 경향을 보였으나, 

각 처리구간의 유의차는 없었다. 

  Perdigon 등(1990)은 젖산균을 일정기간 공급 
후 Salmonella enteritidis을 감염시키고, 감염 후 
anti-Salmonella IgA를 측정해 본 결과, L. casei 

투여군이 다른 L. acidophilus, L. bulgaricus, 

Streptococcus thermophilus 투여 군 중에서 가장 
높게 측정되었으며, L. acidophilus를 급여한 경
우 대조군의 anti-Salmonella IgA 농도와 차이를 
나타내지 않았다고 한 보고는 본 실험의 결과
와 유사하였다. 이는 L. acidophilus에 의해 유
도된 IgA가 장내 Salmonella enteritidis를 완벽
하게 방어하지 못하였으며 병원성균이 장 표면
을 통하여 간 및 비장에 Salmonella enteritidis 

집락을 형성하였으며 이 경우에는 항체들은 그
들의 생리학적 기능을 수행할 수 없는 것으로 
보인다.

Fig. 2. Effect of Lactobacillus spp. feeding 
on total IgA production in small 
intestinal fluid, 21 days after the 
challenge with Salmonella enteritidis.
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  발효유를 섭취함으로 체내에 섭취된 L. 

acidophilus는 혈액중의 탐식작용 활성은 증진
시킴은 물론 혈장중의 총 IgA 농도를 증가시키
는 것으로 보고된 바 있으나(Link-Amster 등, 

1994) 본 실험결과 총 IgA 농도는 종에 따른 

차이를 나타내었다.

4. Lactobacillus casei YIT 9018의 16S-23S 
rRNA intergenic spacer region의 sequence 

  산업적으로 이용도가 높은 L. casei YIT 

9018의 16S-23S rRNA intergenic spacer region

의 크기는  214bp로 나타났으며, gene bank에 
등록된 동일균종의 균주간 염기배열의 homo- 

logy는 Fig. 3에 제시된 바와 같다.

  YIT 9018과 ATCC334,  JCM 1134, LC7422, 

LC7127, ATCC393 LC7128J 간의 homology는 
92.2%, 98.0%, 93.6% 95.1%, 98.3% 96.6%인 것
으로 나타났다. Nucleotide 배열의 특징은 7개 
균주가 공통적으로 갖는 공통배열부분은 1번에
서 15번까지 CTAAGGAAACAGACT로 위치해 
있고, 균주간 차이를 보이는 변화배열이 위치
된 부분은 16-17, 31-92, 125-126, 131-132, 

176-180 위치에서 nucleotide의 변환이 주로 나
타나는 것이 확인되었다. 그 이외의 부분은 공
통배열이 위치하는 특성을 나타내었다. 위에 
제시된 homology 차이에 근거하여 균주동정의 
근거로 활용할 수 있을 것으로 판단된다. 

  균주동정 및 sub-typing의 목적으로 DNA 

sequencing 방법을 이용하는 경우 고려되어야 
할 점은 임상실험실에서 실질적인 목표에 접근
하기 위하여 미생물 DNA sequencing은 매우 
작은 부위에 국한되어 실시될 수 밖에 없다. 

즉 미생물 염색체 중 큰 부분이나 여러 개의 
작은 부분을 sequencing하는 것의 실용적인 의
의는 적은 것이다. 전체 염색체에 연관되어 시
행되는 PFGE, RAPD, Rep PCR과는 대조적으
로 DNA sequencing 방법에 있어서는 세균이나 
곰팡이의 경우 균종간 차이를 크게 보일 수 있는 
극히 작은 부분을 선택하여 sequence를 측정해
야 한다는데 제한성이 있는 것이다. 작은 부분
의 DNA sequence가 균주간의 선별이 용이할 
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Fig. 3. 16S-23S r RNA intergenic spacer region sequences of seven strains of L. casei.
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정도로 염기서열의 변화가 심하고 양 측면에는 
공통배열부위가 위치하고 있어야 하는데 L. 

casei의 경우 1-15, 185-214번 공통배열부위가 
존재하고 있어 이조건에 적합하며, 이러한 요
구에 충족되는 부분으로 16S-23S rRNA inter- 

genic spacer region이 적합한 것으로 알려져 있
다.

  Sequence에 변화가 나타나는 원인으로 geno- 

mic DNA상에서 여러 가지 환경요인의 변화와 
origin의 차이에 따른 genomic DNA sequence의 
변화로 생각되어진다.

Ⅳ. 요    약

  Lactobacillus spp. 급여에 의하여 Salmonella 

enteritidis 감염에 의한 치사율의 저하 성향,  

시험관내 억제활성, 장액 내의 총 IgA 농도변
화와 Lactobacillus casei.의 16S-23S rRNA 

intergenic spacer region의 sequence를 측정 비교
한 결과는 다음과 같다.

  Lactobacillus spp. 5균주는 시험관내 Salmo- 

nella enteritidis 억제활성 측정 결과 모든 시험
균주가 억제활성을 나타내었고 그 억제활성의 
차이가 통계적인 유의성을 보였으며, 억제활성
의 차이는 L. helveticus CU 631 > L. 

rhamnosus GG ATCC 53103 > L. johnsonii C-4 

> L. acidophilus ATCC 4356 > L. casei YIT 

9018 인 것으로 나타났다.

  Lactobacillus spp. 급여에 의하여 Salmonella 

enteritidis challenge에 의한 치사율 저하효과는 
Lb. helveticus CU 631은 대조구의 생존률 62%

에 대하여 100%로서 가장 높은 치사율 저하효
과를 나타내었고, L casei YIT 9018, L 

johnsonii C-4의 생존률이 70%와 50%를 나타내
었다.

  Lactobacillus spp.의 16S-23S rRNA intergenic 

spacer region의 sequence를 측정하고 gene bank

에 등록된 균주의 sequence와 비교한 결과 
homology의 차이를 나타내었다.
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