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PCR을 이용한 육류 내 Salmonella sp. 및 Salmonella Typhimurium 분리 검출
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Abstract

The specificity and sensitivity of oligonucleotide primers were examined for the rapid detection of Salmonella in meat 
samples. The oligonucleotide primers used in this study were designed with the modification of mdh and invA sequence 
in the chromosome of Salmonella Typhimurium. Through the subsequent analysis of the specificity and sensitivity of the 
primers, two types of oligonucleotide primers, SLM1 and SLT4 were selected for the detection of Salmonella genus specific 
and S. Typhimurium species specific, respectively. The lowest detection limit of each primer was represented as 1 cell 
per reaction when reacted with a prepared DNA solution. The detection efficiency of the two primers was analysed with 
beef and pork samples intentionally contaminated with a mixture of Salmonella culture, and three preparation methods 
-, namely direct reaction after extraction, enrichment after extraction, and DNA extraction after enrichment for PCR 
reaction, - were also compared. No differences were found in the results according to meat sources and preparation 
methods. 
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서  론

세계적으로 세균에 의한 식중독은 발생 빈도가 높은 질병 

중 하나이며, 발병 빈도나 피해 규모가 크게 줄어들지 않고 

있다(Han et al 1999). 세균성 식중독의 원인으로 분류되는 

대표적인 병원균으로 Salmonella sp., Escherichia coli, Campy-
loacter sp., Yersinia enterocolitica 그리고 Listeria monocy-
togenes 등을 들 수 있다(Stem et al 1980, Swaminathan et al 
1982, Toyofuku 2008, McGann et al 2008, Silva et al 2008, 
Wesley et al 2008, Kilonzo-Nthenge et al 2008). Salmonella
속에 속하는 다수의 Salmonella 들은 식중독에서부터 장열, 
패혈증, 위장염 등을 일으키는 병원성 균이다. 이 중 어린 소

에 감염하여 1개월 이내에 치사율 50～100%를 유발하는 S. 
dublin과 국내 발병 빈도는 낮지만 돼지에서 급성 패혈증을 

일으키는 S. choleraesuis 및 S. typhisuis가 있으며, 만성장염

을 일으키는 S. derby가 있다. 하지만 가장 심각한 Salmonella 

속은 S. Typhimurium과 S. enteritidis이며 이들 균주는 감염 

및 발병 대상에 대한 특이성이 없이 사람과 동물 모두에서 

식중독이나 만성 장염을 일으키는 것으로 알려져 있고, 국내

에서의 발병 빈도도 가장 높다(Cover & Aber, 1989, Tassinar 
et al 1994, Lim et al 1999). 

식품에 오염된 세균은 일반적으로 식품 시료 현탁액을 평

판배지에서 배양한 후에 검출되며, 병원성 세균과 같은 특정

한 종의 검출을 위해서는 대상 세균의 생리학적 특성을 이용

한 추가적인 배양이 요구되며, 검출에 소요되는 시간도 최소 

2일에서 2주 이상으로 상당하다. 따라서 세계 각국의 공중보

건당국과 식품업체들은 병원성 세균에 의한 식품의 오염 여

부를 신속하게 검사할 수 있는 방법의 개발이 시급하게 되었

다. 보다 신속하고 정확한 병원균 진단을 위하여 최근 식품

에서 핵산이나 항원 등을 추출하여 오염 여부를 판단하는 기

술들이 개발되고 있다. 대표적인 것으로는 PCR 진단법과 면

역학적 방법이 있으며, 면역학적 방법은 병원균에 대한 항체

를 제조하여 발색 반응을 유도하는 것으로서 구성이 간단하

고 빠르게 검출할 수 있는 장점이 있다. 그러나 검출에 대한 
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민감도가 임상적 질병 유발 균농도(107～108 CFU/mL) 수준

보다 낮은 106～1010 CFU/mL로 떨어지는 단점이 있다(Oh et 
al 1996, Lee  et al 2000). 

PCR 진단법은 PCR을 수행하여 확인할 수 있는 별도의 장

치가 필요한 단점이 있으나, 면역학적 방법과는 달리 시료 

내에 병원균에 관한 특정 염기 서열을 프라이머를 이용하여 

증폭하여 진단하는 방법으로 반응 용액 당 한 개의 증폭 가

능한 염기 서열이 존재하여도 검출이 가능하며 빠른 시간 안

에 분석이 가능하다(Jung HK 2001). 또한, PCR 진단법의 정

확성을 향상시키기 위하여서는 다양한 살모넬라 속의 균주

들에 대하여 보다 특이적인 프라이머 구성이 필요로 된다

(Sunil et al 2008). 
따라서 본 연구는 PCR 진단법을 이용하여 식품에 오염된 

살모넬라를 보다 특이적으로 다른 세균과 구별하여 검출할 

수 있는 프라이머를 개발하기 위하여 수행되어졌다. 

재료 및 방법

1. Microorganisms 및 배양 조건

실험에 사용된 살모넬라속 균주들은 CCARM(Culture Co-
llection of Antimicrobial Resistance Microbes, 한국)으로부터 

분양받았으며, 각각 Salmonella Typhimurium(CCARM8153, 
8107, 8100) S. ardwick(CCARM8110, 8109, 8106), S. enteriti 
(CCARM8050, 8047, 8042), S. risen(CCARM8036, 8034), 그
리고 S. derby(CCARM8026, 8025) 균주를 사용하였다. 프라

이머의 특이성 검정에 사용된 균주들로는 Campylobacter je-
juni CCARM13157과 C. coli CCARM 13078 균주를 사용하

였고, Escherichia coli K12는 생명공학연구원(대전)에서 제

공받았다. 각 균주들의 배양은 nutrient media(Oxoid, 영국)를 

이용하여 36℃에서 24시간 동안 배양한 후에 사용하였다. 살
모넬라에 오염된 시료는 균주들의 배양액을 멸균된 NaCl 용
액(0.8%)으로 희석하여 소고기와 돼지고기에 102 cfu/g 수준

이 되도록 혼합하였다.

2. Genomic DNA의 추출

20시간 동안 배양된 각각의 균주 배양액을 원심분리(13,000 
rpm - 10 min)하여 세균을 회수한 후에 멸균 증류수로 2～3회 

세척한 후 사용하였다. 준비된 세균 균체를 1 mL의 용액 A 
(2% CTAB, 2% PVP4000, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA(pH 8.0), 
100 mM Tris-HCl(pH 8.0), 2% 2-mercaptoethanol)에 현탁한 

후, 다시 1 mL의 6 M guanidine HCl을 첨가하여 1분간 강하

게 교반한 후 2 mL의 chloroform을 첨가하여 강하게 교반하

였다. 혼합액의 상층액을 수거하고, isopropanol 2 mL를 첨가

한 후에 강하게 교반하였고, 13,000 rpm에서 5분간 원심분리

하였다. 침전된 pellet은 차가운 70% ethanol을 이용하여 세

척한 후에 상온에서 건조하여 용매를 휘발시켰고, 다시 1 mL
의 TE-buffer(pH 8.0) 용액에 녹여 실험에 사용하였다.

3. Oligonucleotide Primer의 제작

살모넬라의 검출을 위하여 사용된 프라이머는 Salmonella 
Typhimurium의 invA 유전자와 mdh 유전자를 참조하여 Ge-
notech 사(Korea)에 의뢰하여 합성하였으며, 사용된 각각의 

프라이머들의 염기서열은 Table 1과 같다. 

4. PCR 조건

20 μL 반응을 기준으로 0.4 μM의 프라이머와 200 μM의 
dNTP 혼합액(Larova사, 독일), PCR buffer(20 mM Tris-HCl 
(pH 8.4), 50 mM KCl), 1.5 mM MgCl2, 0.5 U Taq DNA po-
lymerase, 5 μL의 sample DNA 혹은 2 μL의 세균 현탁액을 

template로 첨가하였다. PCR 조건은 94℃에서 5분간 pre-in-
cubation 과정을 거친 후에, 40 cycle로 94℃에서 30초, 50℃
에서 30초, 72℃에서 30초간 반응시킨 후, 72℃에서 10분간 

final extension시키고 반응을 종결하였으며, 일련의 과정은 

T1 Thermal Cycler(Biometra, USA)를 이용하여 수행하였다.

Table 1. Nucleotide sequences of Salmonella sp. and Sal-
monella Typhimurium specific primers based on invA and 
mdh genes

Primer Sequence (5’ to 3’) Amplicon
size(bp)

Salmonella genus specific 

SLM1-For CTG CGC GCG AAC GGC GAA GCG TAC
386

SLM1-Rev GAA TCC CGG CAG AGT TCC CAT TGA AAT GG

SLM2-For CTC ACC AGG GAG TTA CAA CAT GG
284

SLM2-Rev AGC TCA GAC CAA AAG TGA CCA TC

SLM3-For CGC TCT TTC GTC TGG CAT TAT C
408

SLM3-Rev CCG CAA ATA AAG TTC ACA AAG

S. Typhimurium specific  

SLT1-For GTC AGC AGT GTA TGG AGC GA
143

SLT1-Rev AGT AGC GCC AGG ACT CGT TA

SLT2-For ACA GTG CTC GTT TAC GAC CTG AAT
224

SLT2-Rev AGA CGA CTG GTA CTG ATC GAT AAT

SLT3-For GGT CCA GCT CTG TCG CC
444

SLT3-Rev CCG GGC AGA TGA TAC CC

SLT4-For AGC TGC CAA CGA AAG TTG AAG TGC CGG TG
267 

SLT4-Rev AGG CGC ATT CCA CCA CGC CCT TCT CGC
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5. Agarose Gel Electrophoresis
10 μL의 PCR product를 ethidium bromide(5 μg/mL)가 포

함된 1.5% agarose gell에 loading한 후 전기영동을 실시하여 

이것을 다시 UV transilluminator에서 band pattern을 분석하

였다.  살모넬라 종에 대하여 특이적이고 S. Typhimurium 속
에 대하여 특이적인 프라이머를 선별하기 위하여 PCR 과정

을 통하여 각각의 세균들에 대한 amplification efficiency를 

측정하였다. 균주는 DNA를 정제하지 않고 bacterial suspen-
sion을 직접 사용하였으며, 1 μL 당 100 cell 이상 포함될 수 

있도록 하여 반응을 진행시켰다.

6. 프라이머의 민감도 평가

S. Typhimurium(CCARM 8153)를 각각 2 μL 당 100, 101, 
102, 103 CFU가 되도록 희석한 후에 각각의 프라이머에 대한 

민감도 실험에 사용하였다. 

7. 음식 샘플로부터 Bacteria 농축 및 DNA 제조

각각 100 CFU/mL의 살모넬라 현탁액이 혼합된 쇠고기와 

돼지고기 시료 1 g을 50 mL 증류수에 넣고 교반(200 rpm, 
30분) 후 침전을 통하여 시료내 쇠고기와 돼지고기를 제거

한 후 수거된 50 mL의 세척한 용액을 이후의 실험을 위한 

시료로서 준비하였다. 준비된 전체 시료 50 mL 중 25 mL 는 

증균 과정을 통하지 않고 직접 PCR 기법으로 살모넬라를 

검출하는 데에 적용하였으며(before enrichment), 나머지 25 
mL는 통상적인 증균 과정을 거친 후에 PCR 기법으로 검출

하는 데에 적용하였으며(after enrichment), 이 중 일부는 직

접 PCR을 적용하였으며(bacterial suspension), 나머지는 geno-
mic DNA를 추출한 후에 PCR 기법을 적용하였다(DNA so-
lution). 각각 시료의 상세한 준비 과정은 다음과 같다. 준비

된 전체 시료 50 mL 중 25 mL를 원심분리한 후 상등액은 버

리고, 펠렛(pellet)을 STE(100 mM 염화나트륨, 50 mM Tris- 
HCl(pH 7.0), 1 mM EDTA(pH 8.0))에 현탁하고, 다시 원심

분리한 후 이것을 2 mL 증류수에 녹인 후 직접 PCR 분석

(direct PCR analysis)에 이용하였다. 수거된 샘플 중 나머지 

25 mL는 BPW(buffered peptone water, 1% peptone, 0.5% 
NaCl, 0.35% disodium phosphate, 0.15% mono-potassium 
phosphate, pH 7.2) 225 mL에 첨가하고 36℃에서 4시간 동

안 진탕 배양하였다. 배양이 완료된 후에 각각 1/2씩 분리하

여 원심분리 후 한 부분은 1 mL의 증류수에 녹여 직접 PCR 
분석을 실시하였고, 나머지 1/2 부분은 위와 동일한 genomic 
DNA 추출 과정을 거쳐서 사용하였다. 최종적으로 agarose 
gel에서 얻어진 PCR product band들의 강도를 판단하여 검

출 감도를 각각 poor(+), medium(++) 그리고 good(+++)으로 

나타내었다. 

결과 및 고찰

1. 살모넬라 검출을 위한 Broad Spectrum Primer SLM
과 Salmonella Typhimurium Specific Primer SLT의 선발

효율적인 살모넬라 검출 primer를 선발하기 위하여 각각

의 oligonucleotide primer에 대한 amplification efficiency를 

분석하였다. 살모넬라와 대장균 그리고 Campylobacter에 대

한 SLM1 primer의 효율 분석 결과는 Fig. 1에서 보는 것과 

같다. 대장균을 포함한 다양한 병원성 세균에 대하여 PCR을 

수행한 결과, 살모넬라에 특이적인 반응을 나타내는 것으로 

나타났다. Primer SLM3의 경우 SLM1보다는 특이성이 낮게 

나타났다. Campylobacter의 경우에서는 반응성이 없는 반면 

대장균에서 반응이 나타났으며, 또한, Salmonella Typhimurium
과는 반응이 나타나지 않았다(Fig. 2). 이 외 primer SLM2의 

경우 반응성이 매우 낮고, 특이성이 나타나지 않았다(data not 
shown). Primer SLT1의 경우, 대장균과 Campylobacter에서는 

반응이 나타나지 않았으며, Salmonella Typhimurium뿐만 아

니라 다양한 살모넬라 균주들과 반응이 나타났다(Fig. 3). 그
러나 SLT4 primer의 경우 다른 병원균뿐만 아니라 다른 종

류의 살모넬라 균주들과도 반응하지 않고 S. Typhimurium에

만 특이적으로 나타났다(Fig. 4). 이외 primer SLT2와 SLT3

Ladder 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Fig. 1. Primer specificity of SLM1 in each bacterial species 
mixtures. 
Lane 1, Escherichia coli; Lane 2, Salmonella spp.; Lane 3, S. 
ardwick CCARM 8110; Lane 4, S. derby CCARM 8026; Lane 5, 
S. enteritiis CCARM 8050; Lane 6, S. rissen CCARM8036; Lane 
7, S. Typhimurium CCARM 8100; Lane 8, Campylobacter coli
CCARM 13157; Lane 9, C. jejuni CCARM 13078. 

Ladder 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Fig. 2. Primer specificity of SLM3 in each bacterial species 
mixtures. 
Lane 1, Escherichia coli; Lane 2, Salmonella spp. ; Lane 3, S. 
ardwick CCARM 8110, Lane 4, S. derby CCARM 8026; Lane 5, 
S. enteritiis CCARM 8050; Lane 6, S. rissen CCARM 8036; Lane 
7, S. Typhimurium CCARM 8100; Lane 8, Campylobacter coli 
CCARM 13157; Lane 9, C. jejuni CCARM 13078. 
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  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Fig. 3. Primer specificity of SLT1 in each bacterial species 
mixtures. 
Lane 1, Escherichia coli; Lane 2, S. Typhimurium CCARM 8153; 
Lane 3, S. Typhimurium CCARM 8107; Lane 4, S. Typhimurium 
CCARM 8100; Lane 5, Salmonella spp.; Lane 6, S. ardwick 
CCARM 8110; Lane 7, S. derby CCARM 8026; Lane 8, S. en-
teritiis CCARM 8050; Lane 9, S. rissen CCARM8036; Lane 10, 
Campylobacter coli CCARM 13157; Lane 11, C. jejuni CCARM 
13078.

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Fig. 4. Primer specificity of SLT4 in each bacterial species 
mixtures. 
Lane 1, Escherichia coli; Lane 2, S. Typhimurium CCARM 8153; 
Lane 3, S. Typhimurium CCARM 8107; Lane 4, S. Typhimurium
CCARM 8100; Lane 5, Salmonella spp.; Lane 6, S. ardwick
CCARM 8110; Lane 7, S. derby CCARM 8026; Lane 8, S. 
enteritiis CCARM 8050; Lane 9, S. rissen CCARM8036; Lane 
10, Campylobacter coli CCARM 13157, Lane 11, C. jejuni 
CCARM 13078.

의 경우 반응성이 매우 낮고, 특이성이 나타나지 않았다(data 
not shown). 일련의 효율성 분석 결과를 통하여 다양한 살모

넬라 균주에 대하여 broad spectrum을 나타내는 primer로는 

SLM1그리고 Salmonella Typhimurium에 대한 specific primer
로는 SLT4를 선발할 수 있었다. 

본 실험과 같이 PCR 방법은 검출하고자 하는 병원균의 고

유 유전자를 특이적으로 증폭시키는 방법으로 대상 병원균

을 분리, 배양할 필요가 없이 존재 여부를 단시간 내에 검출

할 수 있어 식품에 오염된 미생물의 검출 방법으로 개발되어 

왔다. PCR 방법을 이용하여 병원성 세균을 식품으로부터 검

출하기 위하여서는 특정 병원균에 특이적인 DNA 염기서열

로부터 검출을 위한 primer들의 염기서열들이 결정되는데 주

로 질병에 관련된 유전자를 포함하여 다양한 유전자들이 사

용된다. 우유, 치즈, 요구르트에서 Campylobacter jejuni, C. 
coli 균의 분리에 관하여서는 flaA, flaB 유전자를 활용하는 

방법이 연구된 바 있고(Wegmuller et al 1993), 굴에서 Salmo-
nella 균의 검출을 위하여 himA 유전자가 활용된 바 있으며

(Bej et al 1994), 닭의 피부에서 Campylobacter의 16S riboso-
mal RNA sequence를 이용하여 Campylobacter jejuni, C. coli, 

C. lari 균을 분리하는 연구가 수행된 바 있다(Giesendorf et 
al 1992). 이러한 분자생물학적 기술을 통한 병원균의 선발

에서는 제작된 primer의 정확성과 특이성이 매우 중요하여 

현재까지도 다양한 유전자들을 활용하여 primer 제작에 관한 

연구가 진행 중에 있다. 

2. SLM3와 SLT4의 검출 민감도 측정

Broad spectrum primer와 S. Typhimurium specific primer 
로 선발된 각각의 SLM3과 SLT4의 최소 검출 농도를 측정하

기 위하여 S. Typhimurium의 농도를 100 cell/tube에서 103 

cell/tube까지 다양화한 후에 검출 감도를 측정한 결과, SLM3
와 SLT4 primer 모두 100 cell/mL에서부터 검출되기 시작하

여 선발된 primer의 검출 감도는 최소 1 cell인 것으로 나타

내어 그 검출 민감도가 매우 우수한 것으로 나타났다(Fig. 5). 
식품으로부터 병원균의 검출은 특이성뿐만 아니라 민감성 

또한 매우 중요한 요인으로 작용한다. 이에 PCR 방법의 민

감도와 특이성의 개선을 위해 nested PCR 방법과 PCR 방법

과 함께 Ligase Chain Reaction(LCR) 또는 Nucleic Acid Se-
quence-based Amplification(NASBA)(Hashimoto et al 1995, Uy-
ttendaele et al 1995)을 병행하여 분석하는 방법에 대한 연구

도 수행된 바 있다.

3. 살모넬라에 오염된 식품으로부터 Salmonella sp.와 

S. Typhimurium의 검출

쇠고기와 돼지고기에 살모넬라를 접종한 후에 선발된 pri-
mers를 이용하여 PCR 분석을 수행한 결과, Table 2와 같이 

양호한 검출 성능이 나타낸다. 음식물 샘플에서는 민감도는 

세균을 증균하지 않았을 경우나 증균한 경우, 그리고 DNA
만을 추출한 경우 모두에서 유사한 검출 감도를 나타내었다. 
쇠고기나 돼지고기 시료 내에는 PCR 민감도를 떨어뜨리는 

다양한 요인들이 포함되어 있는 것으로 알려져 있으나(Wolffs

Ladder 1 2 3 4 5 Ladder 1 2 3 4  5

             (a)                          (b)

Fig. 5. Sensitivity of primer SLM1 and SLT2 to various 
concentration of S. Typhimurium CCARM 8153. 
(a) Primer SLM1, Lane 1, negative control; Lane 2, 100 cell/tube; 
Lane 3, 101 cell/tube; Lane 4, 102 cell/tube; Lane 5, 103 cell/tube. 
(b) Primer SLT4, Lane 1, negative control; Lane 2, 100 cell/tube; 
Lane 3, 101 cell/tube; Lane 4, 102 cell/tube; Lane 5, 103 cell/tube.
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Table 2. Results of PCR performed with food samples 
with and without enrichment

Primers/
samples

Before 
enrichment

After enrichment

Bacterial 
suspension DNA solution

SLM1
Beef +++ ++ ++

Pork + ++ ++

SLT2
Beef + ++ ++

Pork +++ ++ ++

+, poor detection efficiency; ++, medium detection efficiency; 
+++, good detection efficiency.

et al 2004), 본 실험에서는 식품 시료 자체에서도 높은 검출 

감도를 나타내었다. 

요  약

본 연구에서는 육류 식품 시료에서 단시간 내에 살모넬라

를 검출하기 위하여 PCR을 이용한 검출용 프라이머들의 특

이성과 민감성을 평가하였다. 실험에 사용된 프라이머들은 

Salmonella Typhimurium의 mdh와 invA 유전자의 염기서열

에 기초하여 제작되었다. 각각의 primer들의 검출 감도를 평

가하여 최종적으로 broad spectrum primer SLM1과 S. Typhi-
murium specific primer SLT4를 선발하였다. 또한, 시료에 오

염된 병원균의 최소 검출량이 어느 정도인지를 확인하기 위

하여 살모넬라 균수를 reaction tube당 100～103 cell까지 다양

하게 하여 검출 감도를 측정한 결과, 최소 1 cell에서도 PCR 
산물을 나타내어 검출 감도가 매우 우수한 것으로 나타났다. 
살모넬라 균주를 혼합한 소고기와 돼지고기 시료에서 각각 

프라이머들의 검출 감도를 평가한 결과, 증균하지 않은 시료 

자체와 세균학적 방법으로 증균 배양한 시료 그리고 증균 배

양된 시료로부터 세균의 DNA를 추출한 시료 간에 큰 차이

를 나타내지 않았다. 이에 육류 식품에서 살모넬라 혹은 S. 
Typhimurium의 검출을 위한 프라이머로서 효율적으로 사용

이 가능할 것으로 판단된다.
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