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Abstract

In order for monitoring of pathogenic bacterial contamination in the freshly slaughtered poultry meats pro-
duced in Gyeong-Nam province, we first isolated 4 strains of Salmonella spp. and 32 strains of 
Enterococcus faecalis from the total 164 samples, then we analyzed potential virulence gene profiles of 
the bacterial isolates by PCR using species-specific primer. The potential virulence genes we selected in 
this study were stn, invA, fimA, spvR, and spvC for the isolates of Salmonella spp. and those of esp, cylM, 
cylA, cylB, gelE, fsrA, fsrB, and fsrC were for the isolates of E. faecalis. The PCR results showed that 
all 5 virulence genes were detected simultaneously in the all isolates of Salmonella spp. However, there 
was a diverse occurrence pattern of the virulence genes in the case of E. faecalis. The gene for enterococcal 
surface protein (esp) was not detected among the isolates (0/32), and the haemolysin gene prevalence rate 
of cylA, cylB, and cylM were 3.1% (1/32), 9.3% (3/32), and 9.3% (3/32), respectively. Moreover, the genes 
of gelE, fsrA, fsrB, and fsrC that associated with gelatinase activity were detected in the rate of 53.1% 
(17/32), 53.1% (17/32), 53.1% (17/32), and 53.1% (17/32), respectively. In conclusion, in the isolates of 
Salmonella spp., all possessed 5 virulence genes tested, suggesting that they are all related with each other 
clonally. However, in the case of E. faecalis isolates, the occurrence of the haemolysin genes (cylM, cylA, 
cylB) and the gelatinase genes (gelE, fsrABC) was highly variable among the isolates.

Key words : Salmonella spp., Enterococcus faecalis, Virulence gene profiles, PCR, Poultry meats

서    론

  Salmonella spp. 및 Enterococcus spp. 등은 다양한 

가축 동물의 위장관에 서식하고 있으며(Meng과 

Doyle, 1998), 가축 사육(Rasheed 등, 2014), 식육의 처

리, 유통 및 잘못된 조리 방법에 의해서 인체에 식중

독 등의 질병을 유발한다(Zhao 등, 2001).

  Salmonella spp.는 사람에게 식중독을 유발하며
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(Hernandeza 등, 2013), salmonella에 오염된 돼지고기 

및 돼지고기 가공식품은 인체에 salmonellosis을 전파

시키는 주요 원인균으로 알려져 있다(Smith 등, 2010). 

대표적인 Salmonella spp.의 독성 인자들은 설사를 유

발하는 Salmonella enterotoxin (stn) (Chopra 등, 1999)

과 상피세포의 침투에 필요한 inv (Darwin과 Miller, 

1999) Salmonella pathogenicity island-2 (PAI-2)의 type 

3 secretion system (T3SS)를 통해 숙주 세포내로 이동

하여 세포독성을 유발하는 spv (Donald과 Joshua, 

2011) 그리고 Salmonella spp.의 감염 초기에 장 점막

의 표면에 부착하는데 중요한 역할을 하는 fim 

(Adrianus 등, 1998)인자 등이 존재한다.

  Enterococcus spp.는 사람 및 가축의 위장관에 서식

할 뿐만 아니라 흙, 물, 식물 및 야생동물, 새 등에서

도 발견되어진다(Hammerum, 2012). Enterococcus spp.

는 인체의 혈중 및 요로 등에 감염을 일으키고 식중

독을 유발하는 박테리아 중 가장 중요한 요인으로 알

려져 있으며, 특히 항생제 내성 유전자를 다른 박테

리아에 전달 할 수 있는 능력이 있는 것으로 밝혀졌

다(Richards 등, 2000). E. faecalis의 독성인자의 종류

로는 용혈소 및 세포 용해소와 같은 독소를 나타내는 

cylA, cylB 및 cylM 인자 (Gilmore 등, 1994), 젤라틴을 

분해하는 젤라틴 분해효소를 코딩하는 gelE 인자 및 

이와 동반하여 카제인, 헤모글로빈 등을 분해하는데 

필요한 fsrA, fsrB 및 fsrC 인자(Roberts 등, 2004), 그리

고 enterococcal surface protein (esp) 인자(Shankar 등, 

1999) 등이 밝혀졌다. 이에 본 연구에서는 안전한 축

산물의 제공을 위하여 경남 동물위생시험소에서 가

축 도체 및 분변에서 분리한 식중독 유발 균, Salmonella 

spp. 및 E. faecalis의 오염도를 조사하고, 질병을 유발

할 수 있는 이들의 독성 인자의 특성을 조사하고자 

하였다.

재료 및 방법

균주

  2017년 3월에서 9월까지 경남 동물위생시험소에서 

가축 도체 및 분변으로부터 분리한 164개의 시료로

부터 분리한 대표적인 병원성 미생물 Salmonella spp. 

및 E. faecalis을 대상으로 하였다.

Salmonella spp. 분리 및 동정

  Nasco swab액 1 mL을 Buffer Peptone Water (BPW) 

9 mL에 넣어 36°C에서 18∼24시간 배양 후, 0.1 mL

을 덜어 Rappaport Vassiliadis Broth (RV) 9 mL에 넣

어 42°C에서 20∼24시간 배양하였다. 배양 후 RAMBACH 

평판 배지에 도말 후 37°C에서 48시간 배양한 후, 붉

은색 및 분홍색 집락을 MacConkey 평판 배지에 도말

하고 37°C에서 48시간 배양하였다. 배양 후 투명한 

집락을 대상으로 VITEK MSTM (BioMérieux, Inc, 

France)으로 동정하였다.

E. faecalis 분리 및 동정

  Nasco swab액 1 mL을 Azide Dextrose Broth 9mL에 

넣어 37°C에서 16-20시간 배양 후, m Emterococcus 

Agar (mEA) 평판 배지에 도말하여 37°C에서 48시간 

배양하였다. 분홍색 집락을 대상으로 다시 mEA 배지

에 도말하고 같은 조건에서 배양 후, Trypticase Soy 

Agar (TSA) 평판 배지에 접종하여 같은 조건에서 배

양 후 하얀색 집락을 대상으로 VITEK MSTM (BioMérieux, 

Inc, France)으로 동정하였다.

PCR을 이용한 독성 인자 검출

  Genomic 및 plasmid DNA 추출: 분리된 Salmonella 

spp. 및 E. faecalis의 게놈 DNA를 추출하기 위해서 

ExgeneTM Cell SV kit를 이용하여 제조사의 지침대로 

실시하였다. 또한 Salmonella spp.로부터 플라즈미드 

DNA 추출을 위해서 Hybrid-QTM kit를 이용하여 제조

사의 지침대로 실시하였다.

  PCR을 이용한 Salmonella spp. 및 E. faecalis 독성 인

자 검출: PCR을 이용하여 Salmonella spp. 및 E. faeca-
lis를 대상으로 독성 인자를 조사하기 위하여, 분리된 

게놈 및 플라즈미드 DNA를 대상으로 PCR을 수행하

였다. PCR에 이용한 primer 서열 및 anneling 조건은 

Salmonella spp.는 Table 1에, 그리고 E. faecalis는 

Table 2에 제시하였으며, PCR 조건은 initial denatura-

tion을 94°C에서 10분간 실시하였고, denaturation 94°C

에서 1분, extension 72°C에서 1분 조건으로 총 35회 

실시하였으며, last extension 72°C에서 5분간 실시하

였다. PCR 증폭 산물은 2% 아가로스겔에 DNA 전기

영동 버퍼를 이용하여 전기영동을 실시하였으며, GelDoc 

(Bio-Rad, U.S.A)을 이용하여 결과를 확인하였다.
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Table 1. PCR primers and conditions for detection of virulence factor from Salmonella spp. isolates

Gene Primer sequence (5′-3′) Annealing (°C) PCR size (bp) Ref.

fimA F CCTTTCTCCATCGTCCTGAA 56 85 Cohen et al, 1996
R TGGTGTTATCTGCCTGACCA

spvC F ACTCCTTGCACAACCAAATGCGGA 60 571 Pasmans et al, 2003.
R TGTCTTCTGCATTTCGCCACCATCA

spvR F CAGGTTCCTTCAGTATCGCA 57 310 Pasmans et al, 2003.
R TTTGGCCGGAAATGGTCAGT

inv F GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA 63 284 Betancor et al, 2010.
R TCATCGCACCGTCAAAGGAACC

stn F CTTTGGTCGTAAAATAAGGCG 55 260 Makino et al, 1999.
R TGCCCAAAGCAGAGAGATTC

Table 2. PCR primers and conditions for detection of virulence factor from E. faecalis isolates

Gene Primer sequence (5′-3′) Annealing (°C) PCR size (bp) Ref.

gelE F ACCCCGTATCAGTGGTTT 55 419 Eaton et al, 2001
R ACGCATTGCTTTTCCATC

esp F TTGCTAATGCTAGTCCACGACC 58 933 Eaton et al, 2001
R GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA

fsrA F ATGAGTGAACAAATGGCTATTTA 55 740 Ogier et al, 2008
R CTAAGTAAGAAATAGTGCCTTGA

fsrB F GGGAGCTCTGGACAAAGTATTATCTAACCG 60 566 Ogier et al, 2008
R TTGGTACCCACACCATCACTGACTTTTGC

fsrC F ATGATTTTGTCGTTATTAGCTACT 55 1,343 Ogier et al, 2008
R CATCGTTAACAACTTTTTTACTG

cylA F TGGATGATAGTGATAGGAAGT 52 517 Eaton et al, 2001
R TCTACAGTAAATCTTTCGTCAG

cylB F ATTCCTACCTATGTTCTGTTA 52 843 Eaton et al, 2001
R AATAAACTCTTCTTTTCCAAC

cylM F CTGATCGAAAGAAGATAGTAT 52 742 Eaton et al, 2001
R TGAGTTGGTCTGATTACATTT

결    과

병원성 미생물 분리 

 경남 동물위생시험소에서 가축 도체 및 분변 164개

의 시료를 대상으로 병원성 미생물을 분리하여 VITEK 

MSTM으로 동정한 결과 4균주의 Salmonella spp. 

(2.43%)와 32균주의 E. faecalis (19.5% 균주)가 분리 

및 동정되었다.

PCR을 이용한 독성 인자 검출

  Salmonella spp. 독성 인자: PCR을 이용하여 분리된 

Salmonella spp.의 독성 인자 fimA, spvC, spvR, inv 그

리고 stn의 검출 결과, 분리된 4균주의 게놈 및 플라

즈미드 DNA로부터 모든 독성 인자가 검출되었다

(Fig. 1).

  E. faecalis 독성 인자: 분리된 32균주의 E. faecalis를 

대상으로 독성 인자 esp, cylA, cylB, cylM, gelE, fsrA, 
fsrB, 그리고 fsrC를 PCR로 확인한 결과, cylA는 1균주

(3.1%), cylB와 cylM는 3균주(9.3%)로 검출되었고, esp 

인자는 검출이 되지 않았다(Fig. 2). gelE, fsrA, fsrB 그

리고 fsrC는 17균주(53.1%)로 나타났으며, 17균주 모

두 gelE, fsrA, fsrB 그리고 fsrC 인자를 가지고 있었다

(Fig. 3).

고    찰

  일반적으로 Salmonella의 장 점막의 부착은 감염에 

있어서 필수적이다. 많은 미생물에서 숙주 상피세포

의 특이 수용체와 결합하는 fimbriae 및 pili 같은 부



160 하도윤ㆍ차휘근ㆍ한권식ㆍ장은희ㆍ박하영ㆍ배민진ㆍ조아름송이ㆍ이후근ㆍ고병효ㆍ김도경ㆍ황보원ㆍ김상현

Korean J Vet Serv, 2018, Vol. 41, No. 3

Fig. 1. 2% agarose gel electrophoresis of virulence factor PCR prod-
ucts from Salmonella spp. isolates. M : 100 bp DNA size marker, 1∼
4: genomic DNA of 1∼4 Salmonella spp. isolates, 5∼8: plasmid 
DNA of 1 - 4 Salmonells spp. isolates.

Fig. 2. 2% agarose gel electrophoresis of virulence factor PCR prod-
ucts from E. feacalis isolates. M : 100 bp DNA size marker, 1∼322: 
isolated E. faecalis 1∼32, respectively.

Fig. 3. 2% agarose gel electrophoresis of virulence factor PCR prod-
ucts from E. feacalis isolates. M : 100 bp DNA size marker, 1∼32: 
isolated E. faecalis 1∼32, respectively.

착에 관련된 부속 기관이 보고 되었으며(Clegg 등, 

1985; Clegg과 Gerlach, 1987) 특히 Type 1 fimbriae가 

독성 인자와 관련이 있는 것으로 보고되었다(Kurkkonen 

등, 1993). Salmonella에서는 fimbriae를 구성하는 유전

자가 cluster 형태로 구성 되어 있는데, 그중 fimA는 

fimbriae의 구성에 있어 가장 중요한 유전자이다

(Purcell 등, 1987). 이에 본 연구에서 분리된 4균주의 

Salmonella spp.를 대상으로 fimA를 검출한 결과 100%

로, 다른 그룹의 연구 결과와 비슷하게 나타났다

(Alphons과 Jaap, 2005; Naravaneni과 Jamil, 2005;  

Chaudhary 등, 2015). invA는 Salmonella에서 아주 잘 

보존되어 있는 유전자로 본 연구에서도 다른 연구 결

과(Swamy 등, 1996; Oliveira 등, 2003)와 유사하게 분

리된 모든 균주에서 100%를 보였다. Salmonella enter-

otoxin (stn)은 콜레라 독소, 이열성 장독소 및 ADP- 

ribosyltransferases의 활성부위와 유사한 부위를 가지

고 있으며, 장독소과 세포독소 활성을 가지고 있다고 

보고되었으며(Chopra 등, 1999), 다른 연구 결과

(Dinjus 등, 1997; Soto 등, 2006)와 유사하게 본 연구

에서도 100% 검출되었다. Salmonella plasmid virulence 

(spv) 유전자는 positive regulator인 spvR과 spvABCD로 

순차적으로 배열되어 있다(Fang 등, 1991). 특히 spvC
는 최근 pohsphothreonine lyase 활성이 있어 항-세포

사멸 인자를 활성 시키는 p38 MAP kinase 억제시켜 

세포사멸을 유도하는 것으로 보고되었다(Li 등, 2007). 

이에 spvR 및 spvC를 조사해 본 결과, spvC는 게놈 및 

플라즈미드 DNA에 관계없이 4균주 중 1균주(25%)만 

검출이 되었다. 그러나, spvR의 경우 게놈에서는 1균

주(25%) 그리고 플라즈미드에서는 4균주(100%) 모두

에서 검출이 되었다. Araque는 2009년에 S. enteritidis 

및 S. typhimurium 32균주를 대상으로 spvR 및 spvC를 

검출한 결과 모든 분리 균주에서 spvR은 검출되었지

만, spvC는 검출 되지 않음을 보고 하였고, Chaudhary 

등 (2015)의 결과에도 같은 결과로 나타났다. 하지만, 

Soto 등(2006)은 분리된 60균주의 S. enteritidis에서 

spvC가 모두 검출됨을 보였다. 본 연구에서는 그 이

유를 설명할 수 없으나 spvC의 경우 25%의 검출율을 

보였고, spvR의 경우 플라즈미드 DNA에 100%의 검

출율을 보였다. 본 연구에서는 분리된 Salmonella 균

주의 표본이 너무 적고, 표현형에 대한 조사가 이루

어지지 않아 정확히 판단할 수 없으나, fimA, invA, stn 

그리고 spvR 독성인자가 100%로 나타나는 것으로 보

아 분리 균주 모두 숙주 장 점막의 침투력 및 독소원
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성이 매우 높을 것으로 판단된다.

  Enterococcus의 독성은 위장관계에 집락화, 트롬보

스폰된, 락토페린 및 비트로넥틴과 같은 세포외기질 

단백질과의 부착, 그리고 상피세포와의 부착에 의해 

결정된다(Fisher과 Phillips, 2009). Extracellular surface 

protein (Esp)는 부착, 집락화에 관여하며, 항생제 내

성에 관여하는(Foulquié Moreno 등, 2006) 독성 인자

로서 잘 알려져 있다. 본 연구에서 esp는 검출이 되지 

않아 다른 연구의 결과와(Eaton과 Gasson, 2001; Dupre 

등, 2003) 다르게 나타났다. E. faecalis의 용혈능에 관

여하는 용혈소는 세포내부의 CylM에 의해 성숙되어 

세포벽에 존재하는 CylB ATP-binding transporter에 의

해 세포외부로 나온 뒤, CylA에 의해 활성이 이루어

진다(Gilmore 등, 1994). 따라서, cylA, cylB 그리고 

cylM은 E. faecalis의 또 다른 중요 독성 인자이다. 본 

연구에서는 cylA는 1균주(3.1%), cylB와 cylM는 3균주

(9.3%)로 cylA의 검출이 조금 낮게 나왔지만 다른 연

구(Poeta 등, 2006)와 비슷한 결과를 보이고 있다. E. 
faecalis의 젤라틴 분해효소 gelE는 fsr locus (fsrA, fsrB 

그리고 fsrC) downstream에 존재하며, 모든 유전자가 

젤라틴 분해효소 활성에 필수적이다(Qin 등, 2001). 

따라서 gelE와 fsr locus 모두 발현이 되어야 젤라틴 

분해효소 활성을 가지게 되며, 젤라틴 분해효소 활성

이 없는 E. faecalis는 마우스 모델에서 마우스의 생존

율을 증가되는 독성 인자로 알려져 있다(Qin 등, 

2001). 본 연구에서는 gelE+/fsrABC+는 32균주 중에서 

17균주(53.1%)로, gelE−/fsrABC−는 15균주(46.8%)로 

다른 연구 결과와 거의 비슷하게 나타났다(Poeta 등, 

2006). 본 연구에서 분리된 E. faecalis의 독성 인자는 

부착 및 집락화에 관여하는 독성 인자가 낮게 나왔지

만, 다수의 용혈소 및 젤라틴 분해효소 독성 인자가 

나타난 것으로 보아, 많은 분리균주가 독성이 높을 

것으로 판단된다.

  결론적으로, 보다 더 안전한 축산물 제공을 위해 

축산물 도체로부터 병원성 미생물 분리 및 독성 인자

를 조사해 본 결과, 분리된 Salmonella spp.및 E. fae-
calis에서 독성이 높을 것으로 판단되며, 축산물의 도

축 및 축산물 생산에 있어 보다 위생에 주의를 더 기

울여야 된다고 생각된다.

결    론
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개의 시료를 대상으로 병원성 미생물을 분리한 결과 

4균주의 Salmonella spp. (2%), 32균주의 E. faecalis 

(19.5%)가 동정되었다. 분리된 균주로부터 독성 인자

를 PCR을 이용하여 분석한 결과, Salmonella spp.의 

경우 모든 분리균주에서 fimA, spvC, spvR, inv 그리고 

stn이 검출되었다. E. faecalis인 경우 cylA는 3.1%, 

cylB와 cylM는 9.3%로 검출되었고 esp 인자는 검출되

지 않았다. gelE, fsrA, fsrB 그리고 fsrC는 53.1%로 나

타났으며, 17균주 모두 gelE, fsrA, fsrB 그리고 fsrC 인

자를 가지고 있었다. 본 연구에서는 분리된 Salmonella 

균주는 그 표본이 너무 적고, 표현형에 대한 조사가 

이루어지지 않아 정확히 판단할 수 없으나, fimA, 

invA 그리고 stn 독성인자가 100%로 나타나는 것으로 

보아 분리 균주 모두 침투 및 독소원성이 매우 높을 

것으로 판단되며, E. faecalis의 독성 인자는 부착 및 

집락화에 관여하는 독성 인자가 낮게 나왔지만, 다수

의 용혈소 및 젤라틴 분해효소 인자가 나타난 것으로 

보아, 많은 분리균주가 독성이 높을 것으로 판단된다. 

결론적으로, 보다 더 안전한 축산물 제공을 위해 축

산물의 도축 및 축산물 생산에 있어 위생관리를 더 

철저히 해야 한다. 
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