
서 론

처음 항균제가 발견되었을 때 모든 질병이 정복될 거

라는 예상과는 달리 년 페니실린에 내성을 나타내는1947

Staphylococcus aureus가 출현한 이후로 페니실린뿐만 아

니라 거의 모든 항균제에 대한 내성균이 출현하고 있는

상황이다 그런데 항균제는 사람의 질병을 치료 하는데.

만 사용하는 것이 아니고 축산동물의 질병예방 치료 성, , ,

장촉진 사료의 효율 향상을 위해 사용하고 있기 때문,

에,1,2) 내성균의 출현은 사람에게 사용되는 항균제에 의

해서만 출현되는 것이 아니라 축산동물과의 직접적인 접

촉 항균제에 오염된 고기 등에 의해서도 발생할 수 있,

고,3-11) 축산 농가 주변의 토양이나 지하수의 내성균 오염

이 사람이나 동물에게 직접 또는 간접적인 영향을 줄 수

도 있다.
12,13)

국내에서 허가된 사료 첨가용 항균제 종류

는 년 종에서 년 종으로 축소되었으며 그2004 53 2005 25 ,

중 네오마이신 린코마이신 바시트라신 콜리스틴 테트, , , ,

라사이클린 페니실린 등은 인수공통 항균제이다, . 2007
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――― Abstract ――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――

Background : The high frequency of antibiotic-resistant bacteria against tetracyclines which are most widely used as
animal feed additives contribute to the treatment of animals. And these bacteria are able to spread into human and
are getting more difficult to treat for bacterial infections. The aim of this work was to investigate susceptibility of
antibiotics and to detect tetracycline resistant genes from swine.
Methods : Bacteria were collected by rectal swab of swine from livestock farmhouse. The MICs (minimal inhibitory
concentration) of penicillin (Pc), ampicillin (Am), tetracycline (Te) and erythromycin (Em) were determined according
to the broth microdilution methodology of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). PCR screening was
carried out to identify possible tet genes that contributed to tetracycline resistance.
Results : All of the 61 isolates were Escherichia coli (E. coli) and were examined for MICs. MIC of antibiotics for
the isolates ranged from 32 to 256 g/ml for Pc, 4 to 256 g/ml for Am, 32 to 256 g/ml for Te, and 8 to≥ ≥ ≥µ µ µ

256 g/ml for Em. Of the 61 strains analysed by PCR for the presence of the tetracycline resistance genes [tetA,≥ µ
tetB, tetC, tetD, tetE, tetG, tetGG, tetK, tetL, tetM, tetO, tetS, tetA(P), tetQ, and tetX], the most common determinants
were tet(A) (61/61, 100%) and tet(B) (13/61, 21.3%). Tet(M) (6/61, 9.8%) were also found. Thirteen strains contained
tet(A) and tet(B) genes (21.3%), 4 strains contained tet(A) and tet(M) genes (6.6%), and 2 strains contained tet(A),
tet(B), and tet(M) genes (3.3%).
Conclusion : All the isolates were highly resistant to Te (MIC, 32 - 256 g/ml) and contained at least 1 of 15≥ µ
tetracycline resistance genes. However, the presence of more than one resistance determinants did not lead to noticeably
higher MICs.

―――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――
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년 한 해 동안 축산동물에 사용된 총 항균제 양은 톤1527

이었으며 그 중 톤 이 돼지에 사용되었고 그, 874 (57.2%) ,

다음으로 많이 사용된 동물은 닭으로서 톤 이280 (18.3%)

었다 이 처럼 축산동물에 사용되는 항균제의 대부분은.

돼지에 사용되며 그 중 테트라사이클린계 항균제는 인,

수공통 항균제로서 치료보다는 축산동물의 사료나 물,

에어로졸에 주로 사용되며 년에 톤이 소비되었, 2002 774

고 년에는 톤이 소비되어 그 사용량이 현저히 줄2007 624

어들었지만 여전히 가장 많이 사용되는 항균제이다 암.

피실린을 돼지에게 일 동안 처리하였더니 내성율이7 6%

에서 이상으로 높아졌다는 보고처럼90% 14) 많이 사용되

는 항균제는 그에 대한 내성균의 출현도 많으며 축산농,

가에서의 테트라사이클린계 항균제 사용이 많으므로 자

연히 내성균의 출현율도 높았고 그에 대한 연구도 활발,

하게 이루어지고 있다 테트라사이클린 내성에 관여하는.

유전자로는 여러 가지가 알려져 있는데 tet(A)-(E),

tet 등은 세포막 연관 단백질을 만들어 균(G)-(L), tet(Z)

체 내로 들어온 테트라사이클린을 외부로 잘 배출되게

하고, tet(M), tet(O), tet(Q), tet(S), tet 등은 테트라사(W)

이클린의 표적물인 리보솜을 보호하는 단백질을 만들어

내성을 갖게 하며, tet 는 테트라사이클린을 효소적으(X)

로 불활성화 시켜서 내성을 갖게 하는 유전자이다.
15)

따라서 본 연구에서는 축산동물 중 가장 항균제를 많이

사용하고 있는 돼지에서 분리되는 균들의 약제에 대한

감수성을 알아보고 그 균들이 보유하고 있는 테트라사,

이클린 내성 유전자의 종류를 알아보고자 하였다.

재료 및 방법

균 분리와 동정1)

년 월 국내의 축산농가 곳에서 돼지의 항문을 멸2007 8 3

균된 면봉으로 잘 닦은 후 한천MacConkey (Becton,

평판배지와 혈액Dickinson and Company, Sparks, USA)

한천 평판배지에 접종하여 배양한 후 증식된 집락을 실

험 균주로 사용하였다 이 균들을 생리식염수에 희석하.

여 로 조정하여 한천 배지McFarland 0.5 Mueller-Hinton

에 접종한 후 배양된 균은 Vitek GNI (bioMerieux Vitek

와 전통적인 방법으로 동정하Inc., Hazelwood, MO, USA)

였다.

항균제 감수성 검사2)

의 기준Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)

에 의거하여 페니실린 암피실린 테트라사이클(Pc), (Am),

린 과 에리스로마이신 이 들어 있는(Te) (Em) 1-256 /㎍㎖

한천평판배지를 만들어 항균제 감수성 검Mueller-Hinton

사를 하였다.

3) Polymerase chain reaction (PCR)

실험균주를 한천 배지에서 배양하여 증식된MacConkey

집락을 증류수 에 현탁하고 에서 분간 끓인3ml , 100 10℃

후 에서 분간 원심하였다 그 상층액을14,000 rpm 10 . PCR

반응의 시료로 사용하였으며 시료 에DNA , DNA 2㎕

EF-Taq DNA polymerase 2.5 unit (SolGent, Daejeon), 10X

각reaction buffer 3 , 10mM dNTP-Mix 1 , primer 1㎕ ㎕ ㎕

씩 넣은 후 총 되게 하였다 은30 . PCR TaKaRa PCR㎕

를 사용하여 에서Thermal Cycler (TaKaRa, Japan) 95 5℃

분간 전처리하고 분 분 분으로 회, 95 1 , 55 1 , 72 1 35℃ ℃ ℃

Table 1. PCR primers used in the study

Primers Sequence (5 - 3 )′ ′
Size

(bp)

Genbank

accession No.

tetA
GCTACATCCTGCTTGCCTTC

210 X61367
CATAGATCGCCGTGAAGAGG

tetB
TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG

659 J01830
GTAATGGGCCAATAACACCG

tetC
CTTGAGAGCCTTCAACCCAG

418 J01749
ATGGTCGTCATCTACCTGCC

tetD
AAACCATTACGGCATTCTGC

787 L06798
GACCGGATACACCATCCATC

tetE
AAACCACATCCTCCATACGC

278 L06940
AAATAGGCCACAACCGTCAG

tetG
GCTCGGTGGTATCTCTGCTC

468 S52437
AGCAACAGAATCGGGAACAC

tetGG
CAGCTTTCGGATTCTTACGG

844 S52437
GATTGGTGAGGCTCGTTAGC

tetK
TCGATAGGAACAGCAGTA

169 S67449
CAGCAGATCCTACTCCTT

tetL
TCGTTAGCGTGCTGTCATTC

267 U17153
GTATCCCACCAATGTAGCCG

tetM
GTGGACAAAGGTACAACGAG

406 X90939
CGGTAAAGTTCGTCACACAC

tetO
AACTTAGGCATTCTGGCTCA

515 Y07780
TCCCACTGTTCCATATCGTC

tetAP
CTTGGATTGCGGAAGAAGAG

676 L20800
ATATGCCCATTTAACCACGC

tetQ
TTATACTTCCTCCGGCATCG

904 X58717
ATCGGTTCGAGAATGTCCAC

tetS
CATAGACAAGCCGTTGACC

667 X92946
ATGTTTTTGGAACGCCAGAG

tetX
CAATAATTGGTGGTGGACCC

468 M37699
TTCTTACCTTGGACATCCCG
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반응 시킨 후 에서 분간 마무리 반응을 하였다 각72 5 .℃

산물은 에서 전기영동하여2% agarose gel ethidium

로 염색한 후 를 확인하였다 본 실험에 사용bromide band .

한 들은 에 정리하였다primer Table 1 .

결 과

균 분리와 항균제 감수성 검사1)

돼지의 분변에서 분리한 내성균은 모두 주였으며Te 61 ,

이들 균은 모두 Escherichia coli (E. coli 였다 이 균들의) .

항균제 감수성은 에 대한 최소발육저지 농도Pc (minimal

는 이었으며inhibitory concentration, MIC) 32->256 / ,㎍㎖

은 은 은Am 4->256 / , Te 32->256 / , Em 8->256㎍㎖ ㎍㎖

이었다 그리고 각 항균제에 대한/ (Table 2). MIC㎍㎖ 50과

MIC90은 는 모두 였으며 은Pc, Am, Te >256 / , Em 128,㎍㎖

이었다256 / .㎍㎖

내성 유전자 분포2) Tetracycline

각 균에 대한 내성 유전자를 분석하기 위해 을 수Te PCR

행한 결과 모든 균들이 tet 유전자를 갖고 있었으며(A) ,

균주 은9, 10, 21, 22, 23, 25, 38, 41-43, 55-57 tet 를(B) ,

균주 은14, 22, 23, 49, 59, 60 tet 유전자를 추가로 갖(M)

고 있었고 균주 는(Fig.1), 22 tet(A), tet(B), tet 모두를(M)

갖고 있었다 그 이외의 내성 유전자는(Table 2, 3, 4). Te

관찰되지 않았다.

Table 4. MICs for and distribution of tet(A) and tet(M) genes

and tet(A), tet(B), and tet(M) genes of isolated E. coli
tet genes tet(A)+tet(M) tet(A)+tet(B)+tet(M)

Strain No 14 49 59 60 22 23

A
ntibiotics

Pc >256 >256 >256 >256 >256 >256

Am >256 >256 >256 >256 >256 >256

Te >256 >256 >256 >256 >256 >256

Em 64 128 32 32 128 128

Pc: Penicillin, Am: Ampicillin, Te: Tetracycline, Em: Erythromycin

Fig. 1. PCR of tetracycline resistant tet(M) gene in E. coli.
M: 100 bp DNA ladder

Table 2. MICs for and distribution of tetracycline resistant genes of isolated E. coli
Strain No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

M
ICs

Pc 64 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 128 >256 128 >256 >256 >256 >256 >256 32 >256 >256 >256 >256 >256 >256 32 >256 >256 >256 128 128 32

Am 8 >256 >256 >256 >256 >256 256 >256 128 >256 128 >256 >256 >256 >256 >256 4 >256 >256 >256 >256 >256 >256 8 >256 8 64 >256 8 64

Te >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 32 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256

Em 64 8 16 16 8 16 32 128 128 >256 128 256 256 64 16 16 64 >256 256 >256 128 128 128 128 16 64 256 256 64 256

tet genes

tet(A) + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

tet(B) - - - - - - - - + + - - - - - - - - - - + + + - + - - - - -

tet(M) - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - + + - - - - - - -

Others - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Strain No 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61

M
ICs

Pc 32 128 256 >256 256 32 32 32 32 32 32 >256 >256 >256 128 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 32 64 >256 >256 >256 >256 >256 64

Am 4 8 256 >256 >256 4 4 4 4 4 4 >256 >256 >256 16 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 4 8 >256 >256 >256 >256 >256 4

Te >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256

Em 64 64 16 16 8 128 128 64 128 128 64 128 128 128 128 32 >256 128 128 128 128 128 >256 128 128 256 32 16 32 32 >256

tet genes

tet(A) + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

tet(B) - - - - - - - + - - + + + - - - - - - - - - - - + + + - - - -

tet(M) - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - + + -

Others - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Pc: Penicillin, Am: Ampicillin, Te: Tetracycline, Em: Erythromycin

Table 3. MICs for and distribution of tet(A) and tet(B)
genes of isolated E. coli
tet genes tet(A)+tet(B)

Strain No 9 10 21 25 38 41 42 43 55 56 57

A
ntibiotics

Pc 128 >256 >256 >256 32 32 >256 >256 64 >256 >256

Am 128 >256 >256 >256 4 4 >256 >256 8 >256 >256

Te 32 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256

Em 128 >256 128 16 64 64 128 128 128 256 32

Pc: Penicillin, Am: Ampicillin, Te: Tetracycline, Em: Erythromycin
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고 찰

본 실험에서 축산 농가의 돼지로부터 분리한 균주 주61

는 모두 E. coli였으며 이 균들의 에 대한, Pc, Am, Te, Em

를 측정하였더니 에 대한 는MIC Pc MIC 32 - >256 /㎍㎖

이었으며 은 은 이, Am 4 - >256 / , Em 8 - >256 /㎍㎖ ㎍㎖

었고 는 한 균주 를 제외하고는 모두, Te (32 / ) >256㎍㎖

이었는데 는 이면 내성으로 판정하기/ Te 16 /㎍㎖ ≥ ㎍㎖

때문에 모든 균이 내성균으로써 가장 높은 내성률을 나

타내었는데 이것은 제제가 사료첨가용으로 가장 많이Te

사용되었기 때문으로 생각된다 이러한 결과는 돼지의.

분변에서 분리한 E. coli로 에 대한 항균제 감수성을 시Te

험한 결과 최성화 등16)은 모든 균이 내성을 나타(100%)

내었다고 보고와는 일치하였으며 등, Rosengren 17)은

등66.8%, Kozak
18)
은 라고 하여 다소 차이가 있었83.2%

고 그 외 등, Ashish 19)은 젖소에서 등42%, Velusamy 20)은

축산농가 흙에서 등64.3%, Andrew 21)은 닭에서 의47%

내성균이 출현하였다고 하였다 이러한 차이는 지역Te .

별 항균제 사용량 그리고 시료 채취 대상에 따라 출현율,

의 차이가 나는 것으로 생각된다 그리고 각 항균제에 대.

한 MIC50과 MIC90은 는 모두 였으Pc, Am, Te >256 /㎍㎖

며 은 로써 다른 항균제보다 이 좀, Em 128, 256 / Em㎍㎖

더 효과적인 항균제임을 알 수 있었다.

내성과 관련이 있는Te tet 유전자의 보유 현황은 분리된

모든 균들이 tet 유전자 를 갖고 있었으며(A) (100%) ,

tet 유전자는 총 주중 균주(B) 61 13 (21.3%), tet 은 균(M) 6

주 가 갖고 있었고 다른 종류의 유전자는 관찰되지(9.8%) ,

않았다. tet 와(A) tet 를 같이 갖고 있는 균은 균주(B) 13

(21.3%), tet 와(A) tet 을 같이 갖고 있는 균은 균주(M) 4

였으며(6.6%) , tet(A), tet(B), tet 모두 갖고 있는 균도(M)

균주 가 있었다 내성유전자를 개 이상 갖고 있2 (3.3%) . 2

는 균이라도 나 다른 항균제의 에는 별 다른 영향Te MIC

을 주지 않는 것으로 관찰되며 는 이상의, Te 256 /㎍㎖

더 높은 농도에서 내성유전자와 와의 관계를 비교할MIC

필요가 있다고 생각한다 내성유전자의 결과(Table 3, 4).

를 보면 본 연구에서 분리된 내성Te E. coli들은 기본적

으로 세포막 연관 단백질을 만들어 균체 내로 들어온 Te

를 외부로 잘 배출되게 하는 유전자인 tet 와(A) tet 에(B)

의해 내성을 갖는 것으로 생각되며 일부의 균은 의 표, Te

적물인 리보솜을 보호하는 단백질을 만들어 내성을 갖게

하는 tet 유전자를 갖고 있었다 이러한 결과는(M) .

등Andrew
21)
이 사람을 비롯한 여러 동물에서 분리한 Te

내성 E. coli가 주로 tet 와(B) (63%) tet(A 유전자) (35%)

를 보유하고 있었고 그 외, tet(C), tet(D), tet 유전자(M)

도 갖고 있었으며 종류 이상의 내성 유전자를 갖고 있, 2

더라도 와는 관계가 없음을 보고한 것이나MIC , E. coli에

서 아주 드물게 tet 유전자가 발견된다는 보고와는(M)

유의한 결과였다 등. Maynard 22)은 돼지에서 분리한

Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) serotype

주 중 가 내성이었으며 이 균들은O149:K91 112 93% Te ,

tet(A), tet(B), tet 유전자를 보유하고 있었고(C) , tet(B)

유전자의 보유율이 로 가장 높았다고 보고 하였고80% ,

등M nicaó 23)은 돼지에서 분리한 Actinobacillus

pleuropneumoniae는 주로 tet 유전자를 갖고 있었고(B)

그 외 등도 갖고 있었다고(70%), tet(O), tet(H), tet(L)

보고하였다 이러한 결과는 본 연구에서. tet 유전자가(A)

100%, tet 가 인 것과는 차이를 보였으며 이러(B) 21.3% ,

한 차이가 지역적인 차이인지는 좀 더 연구해 볼 필요가

있다고 생각된다 등. Moussa 24)은 닭으로부터 분리한 Te

내성균 균주 중104 tet 유전자는 균주(A) 76 (73.1%),

tet 유전자는 균주 가 갖고 있었고(B) 59 (56.7%) , tet 와(A)

tet 유전자를 같이 갖고 있는 균주는 균주(B) 31 (29.8%)

였다고 보고하였다 그리고 등. Ashish 19)은 젖소에서 분리

한 내성Te E. coli는 가7% tet 를 갖고 있으며 가(A) , 93%

tet 유전자를 갖고 있었으며 등(B) , Margareta 25)은 사람에

서 분리한 E. coli에서 tet 는(A) 25.6%, tet 는(B) 32.2%,

tet 와(A) tet 를 같이 갖고 있는 균은 였다고 보고(B) 3.5%

하였다 등. Chopra 15), Roberts26)가 균의 종류에 따라 갖고

있는 내성 유전자가 다르다고 보고한 것과 같이 돼지Te

에서도 분리균의 종류에 따라 또 닭 소 사람 등과 같이, , ,

분리 대상에 따라 같은 종류의 균이라 하더라도 보유하

고 있는 내성 유전자가 다를 수 있다 본 연구는 돼지에.

서 분리한 E. coli의 내성 유전자 보유현황을 관찰하였Te

는데 앞으로는 사람을 비롯한 다른 동물에서의 내성Te

균에 관한 연구나, E. coli에서 아주 드물게 검출되는

tet 유전자에 관한 연구를 좀 더 깊이 있게 진행할 필(M)

요가 있다고 생각하며 다른 항균제제에 대한 내성균의,

출현 양상과 내성기전에 관한 연구가 지속적으로 이루어

져야 할 것으로 생각한다.

결 론

돼지에서 분리한 E. coli 주 모든 균이 에 내성을 갖61 Te



돼지에서 분리한 대장균의 항균제 감수성과 테트라사이클린 내성 유전자의 분포

는 것으로 확인되었다 이 균들은 모두 종류의 내. 15 Te

성유전자 중 개 이상의 유전자를 갖고 있었고 다른 종1 ,

류의 유전자는 관찰되지 않았다 그러나 개 이상의 내성. 1

유전자를 갖고 있더라도 내성도를 더 높여주지는 않Te

았다.
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