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Genomic Characteristics and Identification of Salmonella enterica 
serovars Typhi and Paratyphi A Using Multiplex PCR
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Background: Salmonella enterica serovars often have 
a broad host range and cause some gastrointestinal 
and systemic diseases. The diagnosis of typhoid fe-
ver or paratyphoid fever is made by ordinary culture 
methods and biochemical tests. However, a more 
rapid and alternative method of diagnosing these dis-
eases is in need since the classical diagnostic meth-
od requires several days for a result. Some resear-
chers have already reported serovar Typhi detection 
methods with PCR using the fliC-d gene and the Vi 
capsular antigen gene.
Methods: Thirty-six Salmonella strains isolated at Pusan 
National University Hospital from 1997 to 2004 were 
used for a rapid identification of S. enterica serovars 
Typhi and Paratyphi A with multiplex PCR that uses 
the O (rfbE, rfbS), H (fliC-d, fliC-a), and Vi (viaB) anti-
gen genes. To further characterize these Salmonella 
strains, we used PCR to detect genes (invA and en-

terotoxin) for proposed virulence factors and per-
formed antimicrobial susceptibility testing, serotyping 
and pulsed-field gel electrophoresis for epidemio-
logical characteristics.
Results: Most strains were resistant to ampicillin. By 
PCR, tyv, prt, fliC-d and viaB genes were detected in 
serovar Typhi, whereas only fliC-a and prt genes 
were found in serovar Paratyphi A. In addition, invA 
and enterotoxin genes were detected in both strains. 
Conclusion: This method enabled us to identify and 
differentiate serovars Typhi and Paratyphi A by only 
a single PCR assay. That is, clinically important hu-
man pathogens were more rapidly and specifically 
detected and identified with multiplex PCR. (Korean J 
Clin Microbiol 2007;10:6-13)
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서      론

  장관계 감염 세균성 병원균 가운데 장티푸스 및 살모넬라증 

원인균은 우리나라에서 토착화되어 있고 국가 감시질환 대상

병원체로 중요시되고 있으며 경제, 사회적 여건이 향상됨에도 

불구하고 대규모 공급의 현대 식품 산업의 출현과 자유로운 해

외여행 및 국제무역의 자유화 등으로 살모넬라균에 의한 감염

이 증가 추세를 보이고 있다. 2001년부터 2005년까지 서울시내 

식중독 환자에서 분리된 살모넬라균의 분포는 Enteritidis가 

41.2%, Typhi 24.2%, Typhimurium 8.5%였으며 연도별로는 

2002년에 가장 많은 살모넬라균이 분리 동정되었으며, 점차 감

소하다가 2005년에 다시 증가하고 있다고 보고되었으며[1], 
2004년부터 2년간의 국내에서 유행하는 살모넬라의 혈청형은 

Enteritidis가 49%, Typhimurium과 장티푸스의 원인병원체인 

Typhi가 각각 15.8%와 7.9%를 차지하였으며, 이들 3가지 혈청

형이 차지하는 빈도는 모두 72.7%로 보고하였다[2]. 특히 Typhi
는 세계적으로 중부아시아와 동남아시아에서 유행하며 우리나

라에서도 높은 빈도로 나타나는 혈청형이었지만 최근 들어 우

리나라에서 장티푸스 환자의 발생이 줄어드는 추세에 있어 분

리건수도 함께 줄어들고 있다[3]. 그러나 Park 등[1]의 보고에 

따르면 국내에서는 다른 국가에서보다 Typhi 및 Paratyphi의 

분리율이 높았으며 Paratyphi는 2002년에 30주로 다른 해의 10
배 이상이 검출되어 매우 특별한 유행을 나타내었고, 특히 

Typhi의 경우 2001년을 제외하고는 매년 일정한 균수가 검출

되는 것으로 보아 풍토성인 것으로 생각된다. 또한 과거 10년 

전에는 분리빈도가 미미했던 Paratyphi A는 9번째로 분리빈도

가 높아졌고 최근에는 Paratyphi A의 quinolone계 항생제 내성

률도 높아지고 있는 것으로 보고되었다[4].
  최근 집단급식소에서의 대규모 집단발생으로 환자발생이 급

격히 증가하고 있지만 살모넬라균을 검출하기 위한 전통적인 

방법은 일반적으로 증식배양, 선택배양 및 생화학적 성상 실험

이나 혈청학적 검사를 이용하여 분리하고 동정되므로 최소한 

2～5일이 소요되어 조기에 검출하여 식중독을 차단하는 데 많
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Table 1. Primers for multiplex PCR amplification of Salmonella enterica serovars Typhi and Paratyphi A

Amplified fragment
Target gene Primer pair Length (bp) Source

size (bp)

tyv (rfbE)
  tyv-s 5’-GAG GAA GGG AAA TGA AGC TTT T-3’ 22 M29682

615
  tyv-as 5’-TAG CAA ACT GTC TCC CAC CAT AC-3’ 23 M29682
prt (rfbS)
  parat-s 5’-CTT GCT ATG GAA GAC ATA ACG AAC C-3’ 25 M29682

258
  parat-as 5’-CGT CTC CAT CAA AAG CTC CAT AGA-3’ 24 M29682
viaB
  vi-s 5’-GTT ATT TCA GCA TAA GGA G-3’ 19 D14156

439
  vi-as 5’-CTT CCA TAC CAC TTT CCG-3’ 18 D14156
fliC
  fliCcom-s 5’-AAT CAA CAA CAA CCT GCA GCG-3’ 21 L21912
  fliCd-as 5’-GCA TAG CCA CCA TCA ATA ACC-3’ 21 L21912
  fliCa-as 5’-TAG TGC TTA ATG TAG CCG AAG G-3’ 22 X03393
  fliCcom-fliCd-as 750 (489)*
  fliCcom-fliCa-as 329

*Number in parentheses represents size of PCR product of H：j gene.

은 어려움이 있으며[5,6], 현재 우리나라에서는 열성질환의 원

인적 규명도 없이 항균제가 남용되어 장티푸스의 임상상 및 경

과가 변형되는 수가 많고, 장티푸스를 진단하는 방법들도 특징

적인 임상소견 외에 혈청검사, 세균배양검사 등이 이용되고 있

다. 혈청형을 결정하는 실험의 경우 혈청 실험에 소요되는 배

지들과 O 항혈청, H 항혈청의 종류가 많고 편모의 종류에 따라 

6～8일 정도의 시일이 소요되기도 하며 Widal 반응검사를 대

체할 혈청검사 방법들도 연구되었으나 예민도, 특이도 또는 실

제 활용도의 측면에서 실용화되기 어렵다[7,8]. 이러한 문제점

을 고려할 때 기존의 진단법을 보완하여 신속하게 검출할 수 

있는 새로운 진단기법의 도입이 필요하다. 최근 분자 생물학의 

기술발전에 따라 선진국에서는 중요 살모넬라 병원체에 대한 

항생제 내성, phage형 뿐만 아니라 혈청형 진단에 있어서도 중

합효소연쇄반응(polymerase chain reaction, PCR)[9,10]을 이용

하여 표적 유전자를 검출함으로써 신속하게 균을 분리 동정하

거나 ribotyping 및 pulse-field gel electrophoresis (PFGE)[4,11, 
12]법을 이용한 분자생물학적 역학지표의 개발이 활발히 추진

되고 있으며, 특히 산발적 혹은 집단적으로 발생한 장티푸스의 

역학적 조사에서 phage typing 외에 ribotyping나 PFGE, random 
amplified polymorphic DNA (RAPD) 등이 감염원의 규명과 전

파경로의 추적에 유용하다고 보고하였다[3,13-17]. 따라서 장티

푸스를 조기에 빠르고 정확하게 진단할 수 있는 새로운 진단기

법의 필요성이 제기되면서 유전자 기법을 이용한 살모넬라균

의 혈청형 동정은 물론 병원성 인자 및 분자 생물학적 역학 연

구가 현 실정에 절실하다고 할 수 있다. 
  본 연구에서는 임상가검물에서 분리한 Salmonella enterica 

serovar Typhi와 Paratyphi A의 신속한 혈청형 동정을 위하여 

살모넬라균의 특이적인 항원의 구조를 이용한 multiplex PCR
법을 실시하고, 병원인자의 검출, antibiogram 양상, RAPD 및 

PFGE법을 이용한 genomic DNA 형별을 실시하여 분자생물학

적 역학지표를 작성함으로써 감염원 추적 및 예방관리에 적극 

활용될 수 있고 감염환자에 대한 감시체계를 구축하여 합리적

인 질병 관리 방안을 마련하고자 한다. 

재료 및 방법

1. 균주

  1997년부터 2004년까지 8년에 걸쳐서 부산대학교병원 진단

검사의학과에서 혈액, 소변 및 대변 등의 임상검체에서 분리한 

serovar Typhi 23균주와 serovar Paratyphi A 13균주를 시험균주

로 사용하였다.

2. PCR법에 의한 균 분리 동정 및 병원인자의 검출

  Serovar Typhi와 Paratyphi A의 신속한 혈청형 동정 확인을 

위하여 O (rfbE, rfbS), H (fliC-d, fliC-a) 그리고 Vi (viaB) 항원 

유전자를 이용하여 multiplex PCR법을 실시하였으며, 각각의 

항원 유전자의 검출용 primer는 Table 1과 같이 oligonucleotides
를 합성하여 사용하였다[18]. 또한 살모넬라균의 병원인자 

invA 유전자의 검출을 위한 primer로는 Primer set SIN-1, 
SIN-2 (TaKaRa Biomedicals, Otsu, Japan) 그리고 살모넬라균

의 enterotoxin 유전자의 검출을 위한 primer로는 STN-1, 
STN-2 (TaKaRa Biochemical)를 사용하여 PCR은 아래의 방법
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Fig. 1. Identification of Salmonella serovar Typhi (A) and Paratyphi 
A (B) by multiplex PCR. The PCR products were separated by 2%
agarose gel electerophoresis. Lane M: phage ΦX174 DNA digested 
with HaeIII (molecular size marker).

Fig. 2. Agarose gel electrophoresis of PCR products targeting invA
(A) and enterotoxin (B) genes. Sizes of invA gene and enterotoxin 
gene PCR products were 378 bp and 264 bp, respectively. Lane M:
phage ΦX174 DNA digested with HaeIII (molecular size marker).

에 준하여 실시하였다. 실험균주는 DNA 추출은 실시하지 않

고 가열법으로 LB broth 5 mL에 접종하여 37oC, 18시간 진탕 

배양한 균액을 95oC에서 10분간 가열하고, 상청액을 -20oC 냉
동고에 보존해 두었다가 실험에 사용하였다. O (rfbE, rfbS), H
(fliC-d, fliC-a) 그리고 Vi (viaB) 항원 유전자의 검출을 위한 증

폭과정은 다음과 같다. 즉, 열변성 95oC, 30초간 실시하고, 60
초간 55oC에서 annealing과정, 90초간 72oC 신장과정을 25 cy-
cles로 하여 thermal cycler (PTC-100, MJ Research Inc., 
Waltham, MA, USA)에서 실시하였고, 살모넬라균의 병원인자 

invA와 enterotoxin 유전자의 검출을 위한 증폭과정은 TaKaRa 
manual에 따라 94oC, 5분간 예비가열한 후, 열변성 94oC, 30초
간 실시하고, 30초간 55oC에서 annealing과정, 30초간 72oC 신
장과정을 20 cycles을 실시하였다. 각각의 PCR 증폭산물 10μ
L와 분자량 표지자(φX174 HaeIII digested: TaKaRa Biomedi-
cals)를 2% agarose gel에 전기영동하고, DNA 단편은 UV하에

서 ethidium bromide (EtBr) 염색하여 위치를 확인하였다.

3. 항생제 감수성 시험

  항생제 감수성 시험은 ampicillin (Am), carbenicillin (Cb), ce-
foxitin (Cfx), chloramphenicol (C), nalidixic acid (Na), tetracy-
cline (Te), trimethoprim/sulfameth oxazole (TMP/SMX) 등 7종
류에 대하여 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
의 방법에 따라 디스크 확산법을 실시하였다[19].

4. Genomic DNA의 유전자형별

  (1) AP-PCR을 이용한 random amplified polymorphic DNA
(RAPD)법: 염색체 DNA의 분리는 실험균주를 LB 한천평판배

지에서 37oC 24시간 배양한 후 1개의 집락만을 선택하여 

Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, 
USA)를 사용하고, primers는 RAPD Analysis Primer Set (Ame-
rsham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA)의 6종류 pri-

mers 즉, primer 1 (5’-GGTGCGGGAA-3’), primer 2 (5’-GTT-
TCGCTCC-3’), primer 3 (5’-GTAGACCCGT -3’), primer 4 (5’- 
AAGAGCCCGT-3’), primer 5 (5’-AACGCGCAAC-3’), primer 
6 (5’-CCCGTCAGCA-3’)들을 사용하였다. 증폭과정은 95oC 4
분간 예비가열한 후, 열변성 95oC 1분간 실시하고 36oC에서 1
분간 annealing과정 72oC 2분간 신장과정을 45 cycles 실시하였

다. 분자량 표지자로 phage ΦX174 HaeIII digested (TaKaRa 
Biomedicals)와 phage λ DNA HindIII digested를 사용하였으

며, 1.5% agarose gel에서 전기영동하고, DNA 단편은 UV하에

서 EtBr 염색하여 확인하였다[20].
  (2) Pulsed-field gel electrophoresis법: 염색체 DNA의 분리는 

GenePath Universal Module (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
CA, USA)와 GenePath Kit (Bio-Rad)를 이용하여 Bio-Rad man-
ual에 따라 plug mold를 제조하고 제한효소 XbaI을 처리하였

다. PFGE는 CHEF-DR III system (Bio-Rad)을 사용하였고 

1.0% pulsed-field certified agarose gel에 initial pulse 5초, final 
pulse 45초, 6 V/cm의 조건으로 14oC에서 22시간 전기 영동하

여 확인하였다.

결      과

1. PCR법에 의한 균 분리 동정 및 병원인자의 검출

  Serovars Typhi와 Paratyphi A의 신속한 혈청형 동정 확인을 

위하여 모든 실험균주를 대상으로 동시에 multiplex PCR법을 

실시한 결과는 Table 2와 같았다. Serovar Typhi의 경우 tyv, 
prt, fliC-d와 viaB 유전자가 모두 검출되는 반면 serovar Paraty-
phi A의 경우 fliC-a와 prt 유전자만이 관찰되었고(Fig. 1), 중요

한 병원인자인 invA와 enterotoxin 유전자는 모든 균주들이 각

각 378 bp와 264 bp에서 양성으로 확인되었다(Fig. 2).
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Table 2. Distribution of Salmonella serovar Typhi and Paratyphi A isolates by antibiogram, multiplex PCR, virulence factors. RAPD, and PFGE

Multiplex PCR Virulence factors
Strain No.   Antibiogram            RAPD PFGE

tyv fliC-d viaB fliC-a prt invA ENT

 1 S. Typhi AmCfxCNaTe I + + + − + + + A I
 2  〃 AmCfxNa II + + + − + + + B II
 3  〃 Am VI + + + − + + + B III-a
 4  〃 Am VI + + + − + + + B IV-a
 5  〃 Am VI + + + − + + + B V-a
 6  〃 Am VI + + + − + + + B V-b
 7  〃 AmCfx IV + + + − + + + B IV
 8  〃 AmCfxCNaTe III + + + − + + + A V-c
 9  〃 AmCfx IV + + + − + + + B VI
10  〃 AmCfx IV + + + − + + + B V-c
11  〃 AmCfx IV + + + − + + + B III-b
12  〃 AmCfx IV + + + − + + + B III-c
13  〃 AmCfx IV + + + − + + + B VII
14  〃 AmCfx IV + + + − + + + B V-a
15  〃 Am VI + + + − + + + B VIII
16  〃 Am VI + + + − + + + B IX
17  〃 Am VI + + + − + + + B V-a
18  〃 Am VI + + + − + + + B V-b
19  〃 AmCfx IV + + + − + + + B v-a
20  〃 AmNa V + + + − + + + B X
21  〃 Am VI + + + − + + + B XI
22  〃 Am VI + + + − + + + B III-b
23  〃 Am VI + + + − + + + B III-b
24 S. Paratyphi A Am VI − − − + + + + a I-a
25  〃 AmNa V − − − + + + + a I-b
26  〃 AmNa V − − − + + + + a I-b
27  〃 AmNa V − − − + + + + a I-b
28  〃 AmNa V − − − + + + + a I-b
29  〃 AmNa V − − − + + + + a I-b
30  〃 Am VI − − − + + + + a I-a
31  〃 AmNa V − − − + + + + a I-b
32  〃 AmNa V − − − + + + + a I-b
33  〃 AmNa V − − − + + + + a I-b
34  〃 AmNa V − − − + + + + a I-b
35  〃 AmNa V − − − + + + + a I-b
36  〃 Am VI − − − + + + + a I-a

2. 항생제 감수성 시험 

  총 7종류의 약제감수성 실험 결과 I～VI형의 6종류로 분류

할 수 있었다(Table 2). 그 중 VI형(Am)이 14 균주(38.9%)로 가

장 많았으며 V형(AmNa)이 11균주(30.6%), IV형(AmCfx)이 8균
주(22.2%) 그리고 나머지 I형(AmCfxCNaTe), II형(AmCfxCNa-
Te), III형(AmCfxNa)은 각각 1균주(2.8%)씩 나타났다. 따라서 

사용균주 모두가 Am에 내성을 나타내었으며, 4가지 이상의 약

제에서 내성을 나타낸 균주는 2균주에 불과하였고 대부분의 균

주들이 1～2개의 약제에만 내성을 나타내었다. 

3. Genomic DNA의 유전자 형별

  Salmonella 36균주의 RAPD 및 PFGE 형별의 결과는 Table 
2와 같다. 6종류의 primers로서 RAPD법을 실시한 결과 대부분 

동일한 유전자형별로 serovar Typhi 23균주는 2종류의 유전자

형별로 분류할 수 있었고, serovar Paratyphi A 13균주는 모두 

동일한 형별을 나타내었다. PFGE법의 실험 결과는 serovar 
Typhi와 Paratyphi A를 제한효소 XbaI에 의한 DNA절편 양식

으로 유사성을 비교하여 I형, II형 및 III형으로 임의로 형별하

였다. DNA절편은 약 13～16개로 크기는 40 kb에서 500 kb에 



Korean J Clin Microbiol  2007;10(1):6-1310

분포하였으며 절편의 수와 크기에 따라서 serovar Typhi는 11
가지(I～XI)의 유전자형별로 분류하였고 그 중 III, IV, V형의 

경우 각각 3가지 아형(subtype)으로 세분화하였으며 serovar 
Paratyphi A는 하나의 동일한 형별로 나타났고 이 중 3균주만

이 아형, 즉 I～a로 분류하였다.

고      찰

  살모넬라균은 식중독을 일으키는 대표적인 병원성 미생물로

서 1군 법정 전염병에 해당하는 장티푸스와 파라티푸스의 원인

균으로 기타 살모넬라증을 유발하고, 1885년 Salmon 등에 의

해 처음으로 보고된 이래 지속적으로 수많은 혈청형의 균이 분

리되고 있는 세균으로 현재까지 2,000종 이상이 알려져 있으

며, 이 중에서 100여 종이 사람과 동물 그리고 식품에서 빈번히 

분리되고 있다[21,22]. 살모넬라균은 균체 표면항원 성분 중 se-
rogroup의 특성을 부여하는 성분인 lipopolysaccharide에 해당

하는 균체(O)항원과 flagella protein에 해당하는 편모(H)항원의 

다형성에 근거하여 혈청형을 결정할 수 있음이 보고되었다

[23,24]. 특히 대부분의 임상 식중독 분리균주의 90% 이상이 S. 
enterica subspecies enterica의 혈청형에 속하며 이들 중에서 

capsule (Vi)항원을 가지고 있는 균은 S. Typhi, S. Dublin 그리

고 S. Paratyphi C뿐이며 분리과정이나 계대배양 중에 Vi 항원

이 손실되는 V-W 변이를 일으킬 수 있다[25]. 따라서 살모넬라

균의 분리 동정은 일반적으로 임상 검사실에서 실시하는 생화

학적 성상 실험이나 혈청학적 검사의 경우 혈청형을 결정하는 

실험과정이 많기 때문에 시간이 오래 걸리며, 혈청 실험에 소

요되는 배지들과 혈청형의 종류가 많고, 가격이 비싸기 때문에 

경제적이지 않다. 또한 잦은 배양을 통하여 다른 미생물이나 

곰팡이의 오염에 노출될 수 있다는 실험상의 단점이 있으므로 

이러한 기존의 혈청형 진단방법의 문제점을 보완한 신속한 살

모넬라균의 혈청형 동정이 필요하다. 특히 살모넬라균에 의한 

식품매개질환은 감염이 발생할 경우 빠른 혈청형 결정이 필수

적이며, 집단감염이 발생하였을 경우 원인균을 몇 시간만이라

도 신속하게 확인 동정하는 것이 매우 중요하며, 최근 선진국

에서는 PCR법을 이용한 표적 유전자를 검출함으로써 보다 신

속하고 정확한 살모넬라균의 분리 동정이 시도되고 있다[26]. 
특히 S. Typhi의 O 항원은 주세포벽 항원으로 다른 salmonella
와는 물론 계통발생학적으로 근접한 Citrobacter, Escherichia, 
Shigella 등의 균체항원에 대하여 특이성이 떨어지나, Vi 항원

은 병독성이 있는 모든 S. Typhi의 균주에 존재하므로 비교적 

S. Typhi에 특이한 구조라 볼 수 있다. 또한 H 항원의 경우 편

모 사상체의 구조 단백인 flagellin에 H1 (fliC)과 H2 (fljB)의 두 

가지 유전자좌가 존재하고 이에 의한 상변이(phase variation)가 

일어나는데[27], 대부분의 살모넬라균이 H1과 H2 편모항원을 

보유하므로 편모 자체가 S. Typhi의 특이한 구조는 아니지만 S. 

Typhi는 phase 1 (H1) 항원만을 가지며 이를 d항원으로 명명되

고 있으며, S. Typhi와 가장 유사한 구조를 갖는 것으로 알려진 

S. muenchen을 대상으로 하여 d항원의 핵산 배열을 규명하여 

이후 S. Typhi 편모항원의 특이한 구조가 밝혀졌다[26,28]. 최
초로 S. Typhi에 대하여 알려진 구조 및 유전자 배열을 이용하

여 분자생물학적 방법으로 검출하려고 시도한 것은 Vi 항원의 

유전자 배열을 찾는 DNA probing으로 이를 페루와 인도네시

아에서 분리된 S. Typhi 균주의 확인에 이용한 결과, 이 DNA 
probe가 S. Typhi의 동정에 매우 높은 예민도와 특이도가 있음

을 보고하였으며, 그 후 같은 DNA probe를 이용하여 장티푸스 

환자의 혈액에서 S. Typhi를 검출하는 데 성공하였다[29-31]. 
이러한 연구 결과 Vi DNA probe를 이용하면 세균배양의 과정

을 거치지 않고 비교적 빠른 시간 내에 S. Typhi의 존재 여부를 

증명할 수 있음을 알 수 있으나 DNA probing의 일반적인 단점, 
즉 기술적인 과정이 쉽지 않고 DNA의 증폭이 이루어지는 것

이 아니므로 균혈증의 정도가 낮은 장티푸스의 경우 검사의 예

민도를 높이기 위해 검체 내 균농축의 조작이 필요하다는 점들

이 지적되면서 이러한 단점을 개선하기 위해 PCR을 이용하고 

있으며 최근 균혈증의 정도가 낮은 장티푸스의 새로운 진단기

법으로 많이 응용되고 있다. 본 연구에서는 S. Typhi의 O 항원

의 합성에 관여하는 tyvelose epimerase (tyv)와 paratose synthase 
(prt) 유전자, H 항원(fliC-d, fliC-a)과 Vi 항원(viaB)의 유전자의 

primers를 디자인하여 multiplex PCR법으로 분리 동정을 실시

하였다. 특히 prt와 tyv 유전자는 serovar Typhi와 Paratyphi A에 

모두 존재하지만 serovar Paratyphi A의 tyv 유전자는 CDP- Ty-
velose epimerase를 코드화하여 CDP-paratose를 CDP-tyvelose에 

변환시키는 데 있어 frameshift 돌연변이를 일으겨 1 bp가 삭제

되어 CDP-tyvelose epimerase를 활발히 생산하지 않고, tyv 유
전자의 codon 4를 stop codon으로 전환시킨다[32]. 따라서 tyv 
유전자는 serovar Paratyphi A에서는 검출되지 않고 serovar 
Typhi에 특이적인 primer를 디자인하기 위하여 위의 삭제된 부

분을 사용하였다. 그 결과 S. Typhi의 경우 prt, tyv, viaB, fliC-d 
유전자의 4개 band를 보이는 반면, S. Paratyphi A의 경우 prt와 

fliC-a 유전자의 2개 band만을 나타내어 특이적 구별이 가능하

였고, 주요 병원인자인 invA와 enterotoxin에서는 모두 양성으

로 나타났다.
  장티푸스의 감염원과 감염경로의 조사에서 분리균주들의 항

생제 내성 양상, 생화학적 성상, phage typing, plasmid 분석 등

의 고전적 지표들이 오래 전부터 사용되어 왔으나, 최근 분자

생물학적 기법의 발달로 ribotyping, restriction endonuclease 
analysis, RAPD 및 PFGE 방법들이 개발되어 사용되고 있으며

[33-37], 이 중에서도 PFGE 방법은 고도의 감별능력과 재현성

을 바탕으로 다양한 역학적 자료와 높은 상관성을 보여주며 개

개의 균주에 대한 변별력이 가장 우수한 것으로 평가되고 있으

며, RAPD는 특정 항체와 높은 순도의 DNA를 요구하지 않으
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며 많은 시료를 빠른 시간내에 처리할 수 있으면서도 PFGE와 

비슷한 변별력을 가지고 있어 이미 여러 가지 병원균의 역학 

조사와 계통 조사에 활용되고 있다[38,39]. 본 실험에서 XbaI을 

이용한 PFGE와 6종류의 primer을 사용한 RAPD법과 비교해 

볼 때에 대부분 동일한 형별을 나타내는 RAPD에 비해 PFGE
가 좀더 높은 변별력을 보였다. 또한 serovar Paratyphi A의 경

우 항균제내성과 PFGE 형별이 유전학적 상관관계가 있음을 

보여주는 반면 serovar Typhi의 경우 항균제내성의 형별과 

PFGE 및 RAPD 형별은 서로 다른 양상을 나타내어 완벽한 감

별력을 보여주지 못하였다. 최근에 장염비브리오 및 병원성 장

내세균에서 균주 감별을 목적으로 다양한 분자유전적인 방법

들을 비교 검토하였으나, 본 실험에서와 마찬가지로 일괄성이 

있는 결과를 얻지 못하였다[40-42]. PFGE 형별은 역학적인 지

표로서 분자역학적 해석이 널리 실시되고 집단발생 사례에서 

이용되고 있으며 가족간의 감염상황을 추적할 수 있고, 전국 

규모의 식중독 발생에서 PFGE 형별에 의한 역학 해석과 공통

의 식품을 매개로 하는 전국적 규모의 산발적인 발생의 추적 

등그 유용성이 확인되고 있다[43]. 그러나 PFGE 형별은 감염

원, 감염경로를 규명하기 위해 유효한 수단이지만 많은 비용과 

5～7일간의 장시간이 소요되고 일반 임상미생물 실험실에서 

실시하기는 어렵다는 단점이 있으며 RAPD는 재현성의 문제에 

대한 primer의 선택, 적합한 PCR 조건의 설정, 균주의 DNA 순
도 등을 검토하여야 하지만, 2～3일 내의 단시간에 많은 균주

의 유사성을 간편하게 조사할 수 있었고 특히 집단 감염 사례

에서 유효한 방법으로 평가되고 있다. 따라서 계속적으로 새로

운 방법이 개발 연구되어야 할 것으로 사료되며, 살모넬라균의 

분포상황, 역학적인 연구 및 분자유전학적인 검출법에 대한 연

구가 필요한 우리나라의 경우 본 연구의 multiplex PCR법을 이

용하여 장티푸스와 파라티푸스를 조기에 빠르고 정확하게 진

단함으로써, 앞으로 PCR법이 신속한 살모넬라균의 혈청형 동

정에 새로운 진단기법으로 응용될 수 있음을 시사하였고, 향후 

혈액 및 대변 검체를 통한 보균자의 검색 등에도 폭넓게 응용

할 수 있을 것으로 생각된다. 
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=국문초록=

Salmonella enterica serovars Typhi와 Paratyphi A의
Multiplex PCR을 이용한 동정 및 유전자 특성

1부산대학교 의과대학 미생물학 및 면역학교실, 2진단검사의학교실

문지영1, 김영부1, 장철훈2

배경: Salmonella enterica serovars는 다양한 숙주에서 위장관 및 전신질환을 일으킨다. 장티푸스나 파라티푸스의 진단법

으로 일반적인 배양법과 생화학적 검사들이 이용되고 있지만 전통적인 진단법은 많은 시일이 소요되어 장티푸스를 조기

에 빠르고 정확하게 진단할 수 있는 새로운 진단기법의 필요하다. 최근 일부 연구에서 이미 serovar Typhi의 검출에 fliC-d 
유전자, Vi 항원 유전자에 의한 PCR법이 사용되고 있다. 
방법: 1997년부터 2004년까지 8년에 걸쳐서 부산대학교병원 진단검사의학과에서 분리한 S. Typhi 23균주와 S. Paratyphi
A 13균주를 대상으로 신속한 혈청형 동정 확인을 위하여 O (rfbE, rfbS), H (fliC-d, fliC-a) 그리고 Vi (viaB) 항원 유전자를 

이용한 multiplex PCR법을 실시하고, 병원인자의 검출, antibiogram 양상과 RAPD 및 PFGE법을 이용한 genomic DNA 형별

을 통하여 분자생물학적 역학분석을 실시하였다. 
결과: 대부분의 Salmonella 균주가 ampicillin에서 내성을 나타내었으며, PCR 결과 serovar Typhi의 경우 tyv, prt, fliC-d와 

viaB 유전자가 모두 검출되는 반면 serovar Paratyphi A의 경우 fliC-a와 prt 유전자만이 관찰되었고 중요한 병원인자인 

invA와 enterotoxin 유전자는 모든 균주에서 양성으로 확인되었다. 
결론: 이상의 결과로 multiplex PCR법을 이용하면 임상적으로 중요한 S. Typhi 및 S. Paratyphi A 혈청형을 보다 신속하고 

정확하게 동정하는 데 적극 활용할 수 있을 것이다. [대한임상미생물학회지 2007;10:6-13]
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