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Abstract

To suggest an improved diagnostic method for Salmonella spp., analyses were conducted with immunoliposomes and
compared with the results from a commercial test kit. One sample out of 36 samples of eggshell was Salmonella-positive
via immunoliposomes. In the case of the use of the commercial test kit, six samples out of 36 samples were Salmonella-
positive. These Salmonella-positive samples were subjected to biochemical identification tests that confirmed that they
were Salmonella-negative. As for the egg content samples, they were Salmonella-negative in both analyses with immuno-
liposomes and the commercial test kit. The Salmonella analysis with immunoliposomes reduced detection time, by 24 h
compared to the commercial test kit. Bacteria, including Acinetobacter baumanni, Chryseomonas luteola, Enterobacter clo-
acae, Escherichia coli, Escherichia hermannii, Klebsiella pneumonia, Pantoea spp., and Pasteurella pneumotropica, were
isolated from the eggshells. Other than Acinetobacter baumanni and Pasteurella pneumotropica most of the isolates were
known to frequently appear during egg production processing.
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서 론

리포좀은 인지질 2중층으로 이루어진 직경이 수십 nm

에서 수백 µm에 이르는 구형체로서 수용액 상과 지질층

에 각각 친수성 물질과 친유성 물질들을 포집할 수 있다

(Bangham et al., 1965). 또한, 리포좀 구형체의 외부 표면

을 화학적으로 변형시킴으로써 특정 목표 물질에 특이적

으로 결합하는 성질을 갖도록 할 수 있다(New, 1990). 이

렇게 물리적, 화학적으로 유연하게 변형될 수 있는 특성

때문에 리포좀은 분석, 의약, 식품 등의 분야에서 응용성

이 커지고 있다. 특히, 리포좀의 외부표면에 항체를 결합

시켜 만든 면역리포좀은 항체에 대한 특정 항원에만 작용

하므로 항원-항체 반응을 이용한 다양한 면역분석에 이용

될 수 있다. 면역리포좀을 이용한 면역분석법의 개발에 관

한 연구는 농약, 약물, 자연독소 등 광범위한 물질을 대상

으로 보고되고 있다(Rongen et al., 1997). 면역분석은 수

행하기가 편리하고 신속하게 결과를 얻을 수 있다는 장점

과 더불어 간편한 키트의 형태로 제품화가 가능하므로 각

종 정성, 정량 분석에 범용적으로 쓰이고 있다.

병원성 미생물인 살모넬라는 Enterobacteriaceae에 속하

는 그람음성의 통성혐기성 간균으로 살모넬라 속에는

Salmonella enterica 와 Salmonella bongori 2 종이 존재하

며 2,500개 이상의 혈청형이 알려져 있다(Popoff et al.,
2003). Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis

(S. Enteritidis)와 Salmonella enterica subsp. enterica serovar

Typhimurium(S. Typhimurium)을 포함하는 S. enterica

subsp. enterica에 속하는 일부 혈청형들이 주요 식중독 원

인균으로 알려져 있다(Anonymous, 2003). 살모넬라 식중
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독의 원인 식품으로 가금류, 난류, 육류, 유제품, 생선, 새

우, 소스 및 샐러드 드레싱, 케익믹스, 땅콩버터, 코코아,

쵸콜렛, 신선 과채류, 오렌지 주스 등의 다양한 식품이 알

려져 있다(Beucaht, 1996; van Benden et al., 1999). 2005

년도에 오스트리아에서 보고된 식중독 사고의 76%는

Salmonella spp. 때문인 것으로 나타났고 원인식품으로는

난류가 57%, 육류 특히 가금육이 30%, 우유 및 낙농제품

이 4%를 차지하는 것으로 나타났다(Much et al., 2007).

2006년도 여름, 영국에서 3명이 입원하고 1명의 사망자가

발생한 살모넬라 식중독 사고는 날계란으로 만든 티라미

슈에 오염된 S. Enteritidis에 의한 것으로 추정되었다(Calvert

et al., 2007). 위와 같이 난류는 살모넬라에 의한 식중독

사고에 빈번하게 연루되어 있는데, 양계장의 사육두수, 닭

을 닭장에서 키우는지 또는 풀어서 키우는지에 따른 사육

방식, 산란 닭의 연령 등에 의하여 산란 닭 자체의 S.

Enteritidis 감염 정도가 영향을 받는 것으로 보고된다
(Mollenhorst et al., 2005; Namata et al., 2008).

이렇듯, 살모넬라에 의한 식품오염은 인간의 건강과 농·

축산경제에 큰 위협이 되고 있는데, 배지배양법을 이용하

여 살모넬라를 분석하기 위해서는 3-5일이 소요되므로

(Andrews and Hammack, 1998) 산업체와 정부기관의 신

속한 대응이 어려운 실정이다. 따라서, 본 연구에서는 분

석시간을 단축하고 향상된 진단법을 제시하기 위하여 면

역리포좀으로 구성된 진단시약을 응용하여 살모넬라 진단

법을 확립하고 이 진단법을 이용하여 계란에서 살모넬라

를 분석함으로써 면역리포좀의 식품 적용성을 알아보고자

하였다.

재료 및 방법

재 료
Sulforhodamine B(SRB)는 Molecular Probes(Eugene,

OR, USA)에서 구입하였다. 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine(DPPE), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine(DPPC), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-[phos-

pho-rac-(l-glycerol)](DPPG), 미니 익스트루더, 여과막(기공

크기 0.4 µm)은 Avanti Polar Lipids(Alabaster, AL, USA)

에서 구입하였다. N-succinimidyl-s-acetylthioacetate(SATA)

는 Pierce(Rockford, IL, USA)에서 구입하였다. 항 살모넬

라 다클론 항체는 Kirkegaard & Perry Laboratories Inc.

(Gaithersburg, MD, USA)에서 구입하였다. 트리메틸아민,

클로로포름, 콜레스테롤, 메탄올, 이소프로필에테르,
Sephadex G50-150, Sepharose CL-4B, sucrose, sodium

chloride, potassium phosphate monobasic, potassium phos-

phate dibasic, bovine serum albumin(BSA), octyl β-D-

glucopyranoside(OG), trizma base, Tween 20은 Sigma(St.

Louis, MO, USA)로부터 구입하였다. Nutrient agar(NA)는

Difco Laboratories(Detroit, MI, USA) 제품을, brain heart

infusion(BHI)과 xylose lysine desoxycholate(XLD)는 BD-

Diagnostic Systems(Franklin Lakes, NJ, USA) 제품을 사

용하였다. 항 살모넬라 IgG 자성비드, magnetic particle

concentrator(MPC)는 Dynal Inc.(Lake Success, NY, USA)

에서 API 20E 스트립은 bioMérieux(Marcy-I’Etoile, France)

에서 구입하였다. 형광도의 측정은 Jasco FP 550(Tokyo,

Japan)을 이용하였다. 실험에 사용한 계란은 서울 및 수도

권 지역의 대형할인마트, 백화점, 소규모 슈퍼마켓에서 14

개의 각기 다른 상표의 제품을 구입하여 사용하였다.

리포좀과 면역리포좀의 합성
리포좀은 앞서 보고한 방법을 변형하여 합성하였다(Kim

et al., 2003a; Kim et al., 2003b). 간략히 설명하면, 먼저

5 mg의 DPPE와 3.5 mg의 SATA를 반응시켜 DPPE-aceyl-

thioacetate(DPPE-ATA)를 합성한 후 여기에 29.6 mg의 DPPC,

3 mg의 DPPG, 15.8 mg의 콜레스테롤을 가해 클로로포름,

메탄올, 이소프로필에테르(6:1:6)의 혼합용매로 녹여 감압

증발과 초음파 처리를 병행하여 검출마커인 형광물질 SRB

를 포집하는 리포좀을 합성하고 miniextruder를 통과시켜

입자의 크기를 균일화하고 Sephadex G50-150 컬럼을 통

과시켜서 SRB가 포집된 리포좀을 분리하였다. 이렇게

얻어진 리포좀과 항체의 공유결합은 리포좀의 겉표면을

–SH기로 activation시키고 여기에 maleimide기로 유도된

항체와 반응시킴으로써 면역리포좀을 합성하였다. 합성 후

남은 자유 리포좀과 자유 항체는 Sepharose CL-4B 컬럼

통과와 0.02 M tris-buffered saline(TBS)으로 18시간 동안

투석하는 과정을 통하여 제거하였다.

살모넬라의 분석
계란으로부터 살모넬라를 분석하는 전체적인 흐름도는 다

음과 같다. 시판 간이키트는 Singlepath® Salmonella(Merck,

Darmstadt, Germany)를 사용하여 살모넬라를 분석하고 이

결과를 면역리포좀에 의한 살모넬라 분석결과와 비교하였

다. 즉, 시료로서 계란을 난각과 난황을 포함하는 난백 내

용물의 두 부분으로 분리하고 BHI 225 mL에 시료를 넣

어 37oC에서 18시간 동안 1차 증균배양한 후 배양액 0.1 mL

을 10 mL의 Rappaport-Vassiliadis(RV, Merck) 배지에 옮겨

41.5oC에서 24시간 동안 2차 선택증균배양하였다. 증균배

양액 160 µL를 취해서 간이키트에 떨어뜨리고 20분 후에

결과를 읽었다. 키트의 control line과 test line 모두에서 발

색선이 나타나면 살모넬라 양성이므로 이 경우에는 RV 증

균배양액 일부를 XLD 평판배지에 도말하여 단일집락을

분리하였다.

면역리포좀을 이용한 살모넬라의 분석은 이전에 보고한

방법(Kim et al., 2003(a))을 변형하여 실시하였다. 즉,

75×12 mm(높이×외경) 크기의 borosilicate 시험관에 항 살
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모넬라 IgG 자성비드 20 µL을 넣고 여기에 BHI broth로

증균배양한 시료 1 mL을 가하였다. 교반기 위에서 60분

동안 70 rpm의 회전수로 반응시킨 후 MPC를 이용해서 자

성복합체를 분리하고 상등액은 제거하였다. 자성복합체를

1 mL의 0.01 M phosphate-buffered saline(PBS)-0.05% Tween

20 용액으로 2번 세척하였다. 이후, 1 mL의 0.02 M TBS-

0.13 M sucrose-0.5% BSA용액으로 다시 세척하고 여기에

희석조정한 면역리포좀 용액 70 µL을 첨가하였다. 교반기

위에서 15분 동안 반응시킨 후 다시 1 mL의 0.02 M TBS-

0.13 M sucrose-0.5% BSA 용액으로 3번 세척하였다. 마지

막으로, 0.02 M TBS로 녹인 30 mM의 OG 용액 200 µL을

첨가하고 강하게 vortexing하였다. MPC 안에 시험관을 넣

어 정치시킨 후에 형성된 상등액 150 µL를 0.02 M TBS로

희석한 후 이를 10×10×48 mm cuvette에 옮겨서 여기파장

543 nm와 발광파장 596 nm에서 형광도를 측정하였다. 간

이키트 분석과 마찬가지로, 면역리포좀에 의한 분석결과

가 양성일 때는 RV 증균배양액 일부를 취해 XLD 평판배

지에 도말하여 단일집락을 분리하였다.

분리균의 동정
XLD 배지 상에서 분리된 균은 NA 평판배지에 옮겨 배

양한 후, API 20E 스트립을 이용하여 생화학적 실험을 거

쳤다. 스트립 상에 나타난 각 반응의 결과를 기록하고 동

정은 API Lab Plus software(bioMérieux)에 의해 실시하

였다.

결과 및 고찰

면역리포좀을 이용한 살모넬라의 분석 곡선
면역리포좀을 이용하여 살모넬라를 분석했을 때 얻은 전

형적인 정량곡선은 Fig. 1과 같다. 배지에 살모넬라가 존

재하지 않는 경우, 최저의 형광도를 보이다가 살모넬라의

양이 증가하면 형광도도 증가하는 양상을 보였다. S.

Enteritidis와 S. Typhimurium에서 모두 면역리포좀과의 항

원-항체 반응 시그널이 나타났으므로 두 균종을 검지하기

에 적합한 분석법임을 알 수 있었다. 결과에 나타난 바와

같이, 살모넬라 생균수가 104 CFU/mL 미만인 경우는 균

이 존재함에도 불구하고 공시료인 0 CFU/mL과 비교해볼

때 반응 시그널의 차이를 보이지 않으므로 식품에 오염된

살모넬라 균의 수준이 104 CFU/mL 미만인 경우에는 먼저

증균배양을 실시하여 생균수의 수준을 검출범위에 이르도

록 증폭시켜야 함을 알 수 있었다. 간이키트에서는 살모

넬라 균이 106 CFU/mL 이상일 때 발색선이 나타나므로

면역리포좀에 의한 진단법이 더 민감한 것으로 나타났다.

계란에서의 살모넬라 분석
난각과 내용물을 분리하여 각각 BHI 배지로 증균배양

한 후 면역리포좀을 이용하여 살모넬라를 분석한 예는 Fig.

2와 같다. 분석결과의 해석은 살모넬라를 포함하지 아니

한 배지인 공시료에서 나타나는 반응 시그널+3표준편차

이상의 반응 시그널을 보이는 시료는 살모넬라 양성(AOAC,

2005)으로 규정하였다. 그 결과, 살모넬라를 포함하지 아

니한 배지인 공시료 SC와 CC의 반응 시그널+3표준편차

를 상회하는 반응 시그널이 난각과 내용물의 어느 시료에

도 나타나지 않았으므로 난각과 내용물 모두에서 살모넬

라 음성이라는 결과가 도출되었다. 계란 내용물 C1, C2,

C3에서의 반응 시그널은 난각시료 S1, S2, S3에서의 반응

시그널에 비해 낮았는데, 그 이유는 난백과 난황이 살모

넬라의 분석 과정 중에 자성비드의 소실을 유발시켜 전반

적으로 반응 시그널이 낮게 나왔기 때문인 것으로 추측된

다. 이러한 현상은 Cudjoe 등(1994)이 난황 및 난백은 점

성이 매우 강한 물질이므로 자성비드의 소실을 일으킨다

는 보고와 일치하였다.

면역리포좀을 이용하여 난각과 내용물 시료에서 살모넬

라를 분석한 결과는 음성으로 나타났으며 이 결과는 API

20E에 의한 생화학적 검사결과와도 일치하였다. 특히, 난

Fig. 1. Dose-response curves for Salmonella spp. using immu-
noliposomes.

Fig. 2. Examples of immunoliposomes analyses for eggshell
and egg content. SC, control; S1, S2, and S3 are samples
for eggshell analyses. CC, control; C1, C2, and C3 are
samples for egg content analyses.
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각시료는 BHI 증균배양 후에 총 호기성 세균수가 108-109

CFU/mL에 달했는데, 이러한 background microflora가 면

역리포좀 분석에 영향을 끼치지 않았다는 것은 면역리포

좀 분석의 선택성(selectivity)이 우수한 것으로 평가된다.

간이키트와 면역리포좀을 이용한 살모넬라 분석 비교
시판 간이키트와 면역리포좀을 이용하여 계란의 난각과

내용물에서 살모넬라를 분석하였다. 시판키트는 control

line과 test line에 동시에 발색선이 보일 때, 면역리포좀 분

석은 공시료에서의 평균 반응 시그널+3표준편차를 상회하

는 반응 시그널을 보이는 경우에 양성 판정을 하였다. 그

결과, 증균배양한 계란 내용물에서는 두 분석법 모두에서

살모넬라가 검출되지 않았다. 그러나, 난각에서는 시판 간

이키트를 사용한 결과 36개의 시료 중에 6개의 시료에서

그리고 면역리포좀 분석의 경우는 36개의 시료 중에 1개

의 시료에서 살모넬라 양성 반응이 나타났다(Table 1). 살

모넬라 양성반응을 보인 이들 시료에 대한 생화학적 동정

실험을 한 결과, 그 균들은 살모넬라 속이 아닌 것으로 확

인되었다(Table 1). 이것은 면역리포좀 분석의 위양성 확

률이 1/36이며 상업용 키트의 위양성 확률은 1/6로 면역

리포좀 분석의 정확도가 보다 높음을 시사한다. 위음성 확

률의 경우, 면역리포좀 분석은 S. Enteritidis와 S. Typhimurium

에 대해 위음성 결과를 보이지 않았다. 이것은 본 연구에

사용한 항 살모넬라 다클론 항체가 Salmonella serotype A,

B, C, D, E를 포함한 광범위한 Salmonella 그룹에 반응한

다는 제조사의 메뉴얼에 상응하는 결과라고 판단된다. 또

한, 면역리포좀 분석은 2차 선택증균배양을 거치지 않으

므로 시판 간이키트 분석에 비해 분석소요시간이 24시간

단축되어 보다 신속한 분석법으로 나타났다.

Cho와 Shin(1985)은 양계장에서 직접 구입한 계란을 실

온에서 2주 동안 저장했을 때, 0.38%의 계란에서 난각, 난

백, 난황으로부터 살모넬라가 분리되었다고 보고하였다.

반면, 본 연구와 유사하게 Lee 등(2002)은 백화점 유통 중

인 57품목 계란의 난각과 난황에서 살모넬라 균이 검출되

지 않았다고 보고하였다. 위생처리가 미흡하고 실온유통

을 하던 과거에는 살모넬라 오염의 가능성이 높았고 계란

의 위생처리를 거친 후 백화점에 납품되는 현재의 유통시

스템에서는 살모넬라 오염빈도가 낮아진 것으로 추측된다. 

오염된 난 및 난제품의 섭취는 S. Enteritidis에 의한

감염의 중요한 원인이다(Kim et al., 1989). 계란이 S.

Enteritidis에 의해 오염되는 것은 산란 닭의 난소와 난관

에서부터 시작하는 것으로 추측되며 난각에서는 다양한

살모넬라 혈청형이 분리되고 있고 이 가운데 S. Enteritidis

는 침투력이 있어서 종종 깨끗하고 상처가 없는 계란의

내용물에서도 분리된다고 보고된다(Humphrey, 1990;

Murchie et al., 2008). 산란 시점에는 큐티클 층이 미성숙

하고 닭의 체온(42oC)보다 낮은 실내온도 때문에 계란의

내부에 음의 압력이 생기므로 산란직후에 살모넬라는 난

각을 쉽게 통과하는 것으로 알려져 있다(Miyamoto et al.,

1998; Murchie et al., 2008; Pardon, 1990). 따라서, 유통

시스템 못지 않게 양계장 시설의 위생적인 환경구축도 중

요하다고 할 수 있다.

난각에 존재하는 세균
난각 시료를 증균, 선택배양한 후 선택평판배지에 옮겨

배양했을 때 나타난 집락을 형태, 색깔 별로 선정하여 생

화학적 동정을 실시한 결과, 난각에서 분리된 장내세균과

Table 1. Comparison of test results for Salmonella spp. in
eggshells with a commercial test kit and immunoli-
posomes followed by the identification of the positive
sample

Eggshell 
(No.)

Commercial
test kit

Immunoliposomes
analysis

Identification of
the Salmonella
positive sample

 1 - -
 2 + - Escherichia hermannii
 3 - -
 4 - -
 5 - -
 6 - -
 7 - -
 8 - -
 9 - -
10 - -
11 - -
12 - -
13 - -
14 - -
15 - -
16 - -
17 - -
18 - -
19 - -
20 - -
21 - -
22 - -
23 - + Identification not valid
24 + - Klebsiella pneumoniae
25 - -
26 - -
27 + - Identification not valid
28 + - Identification not valid
29 - -
30 + - Identification not valid
31 - -
32 - -
33 + - Identification not valid
34 - -
35 - -
36 - -
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이와 관련된 세균은 Table 2와 같다. 분리된 세균 가운데,
Chryseomonas luteola, Enterobacter cloacae, Escherichia

coli, Klebsiella pneumoniae는 Musgrove 등(2008)이 보고

한 분리세균들과 일치하였는데, 저자들은 계란의 전처리

과정 중 12 곳에서 계란을 채취해서 세균을 분리하였을

때, E. coli가 55.8%를 차지한다고 보고하였다. Acineto-

bacter baumanni는 최근 병원 환경에서 많이 분리되는 것

으로 보고되며 피부나 호흡기에 집락을 형성하는 것으로

알려져 있으며(Cetin et al., 2009) Pasteurella pneumo-

tropica는 설치류에 피부병을 일으키는 병원성 균으로 알

려져 있다(Harvey, 1995). A. baumanni와 P. pneumotropica

는 임상학적으로 중요한 균이지만 이 균들에 의해 식품위

생상의 문제가 제기된 보고는 아직 발견되고 있지 않다.

요 약

보다 우수한 살모넬라 진단법을 개발하고자, 면역리포좀

을 이용하여 계란에서의 살모넬라를 분석하는 새로운 진

단법과 시판 간이키트를 사용한 살모넬라 분석과의 결과

를 비교하였다. 면역리포좀을 이용하여 난각을 분석한 결

과, 36개의 계란 시료 중 1건에서 살모넬라 양성 결과가

나타났으며 시판 간이키트를 이용하여 분석한 결과, 36개

의 계란 시료 중 6건에서 살모넬라 양성 결과가 나타났다.

총 7건의 양성 결과는 생화학적 동정에 의해서 살모넬라

균이 아닌 것으로 확인되었다. 난황과 난백으로 이루어진

내용물의 경우, 두 분석법에 의하여 살모넬라 균이 전혀

검출되지 않았으며 이는 배지 배양법과 일치하는 결과였

다. 면역리포좀을 이용한 진단법은 시판 간이키트에 비해

민감도가 높고 분석에 소요되는 총 시간이 24시간 단축되

는 우수성을 보였다. 난각에서는 Acinetobacter baumanni,
Chryseomonas luteola, Enterobacter cloacae, Escherichia

coli, Escherichia hermannii, Klebsiella pneumonia, Pantoea

spp., Pasteurella pneumotropica와 같은 세균이 분리되었는

데, A. baumanni와 P. pneumotropica를 제외한 대부분의

세균들은 계란의 전처리 공정 중에 빈번하게 분리되는 균

들로 확인되었다.
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