
Copyright © 2013, The Korean Society of Veterinary Service. All Rights Reserved. 73

한국가축위생학회지 제36권 제2호 (2013)
Korean J Vet Serv, 2013, 36(2), 73-78
ISSN 1225-6552, eISSN 2287-7630
http://dx.doi.org/10.7853/kjvs.2013.36.2.73
 
< Original Article >

Korean Journal of
Veterinary Service
Available online at http://kjves.org

*Corresponding author: Seong-Guk Kim, Tel. +82-54-850-3318, 
Fax. +82-54-850-3248, E-mail. ksk8719007@korea.kr

경북지역 환돈 유래 Salmonella Typhimurium의 
약제내성 유전자 분석

김주형1ㆍ김성국2*ㆍ김선수2ㆍ김정화2ㆍ박세희2ㆍ남기후2ㆍ김형배2

1경상북도가축위생시험소, 2경상북도가축위생시험소 북부지소

Analysis of the antibiotic resistance gene in Salmonella 
Typhimurium isolates from diseased pigs in Gyeongbuk province

Joo-Hyung Kim1, Seong-Guk Kim2*, Seon-Soo Kim2, Jeong-Hwa Kim2, 
Sye-Hee-Park2, Ki-Hu Nam2, Hyoung-Bae Kim2

1Gyeongbuk Veterinary Service Laboratory, Daegu 702-911, Korea
2Gyeongbuk Veterinary Service Laboratory Northern Branch, Andong 760-797, Korea

(Received 14 February 2013; revised 27 March 2013; accepted 11 April 2013)

Abstract

This study was conducted to investigate antibiotic resistance among Salmonella Typhimurium isolates 
from diseased pigs in Gyeongbuk province during the period 1998∼2011. One hundred forty one isolates 
were tested for antibiotic resistance using the standard disk diffusion method and were examined for 
presence of resistance gene by PCR method. S. Typhimurium showed high drug resistance rates to tetra-
cycline (95.7%), streptomycin (93.6%), ampicillin (86.5%), cephalothin (80.1%), gentamicin (79.4%), and 
trimethoprim/sulfamethoxazole (72.3%). Resistance gene, blaTEM, blaPSE1, tetA, tetB, tetG, sul1, sul2, 
aadA, strA, grm, and temA were detected among the antibiotic resistance isolates and temB, tetC, aadB 
gene  were not detected. One hundred twenty one (89.6%) tetA, two (1.5%) tetB and one (0.7%) tetG 
gene were detected in the 135 tetracycline resistant isolates. Two (1.6%) temA gene were detected in 
one hundred twenty two ampicillin resistance isolates and temB was not detected.
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서    론

  Salmonella속균은 장내세균과에 속하는 운동성을 

가진 그람 음성의 세포내 기생세균으로 공중보건학

적으로 중요한 식품매개성 인수공통전염병의 원인체

이다(Cho 등, 2011; Wasyl 등, 2006). Salmonella속균의 

혈청형은 현재까지 약 2,500여 종이 보고되었으며

(Popoff 등, 2004) 혈청형 중 Salmonella enterica sero-
var(S.) Typhimurium은 세계적으로 가장 널리 분포하

며, 넓은 숙주범위 때문에 사람을 비롯한 수많은 동

물에 감염되어 장염과 패혈증을 일으키고, 특히 돼지

에서는 높은 폐사율의 급성 패혈증과 황색의 수양성 

설사를 일으키는 비숙주적응성의 대표적 혈청형이다

(Carlson 등, 2012; Kim 등, 2010; Wasyl 등, 2006).
  S. Typhimurium이 감염된 양돈장에서는 재발방지 

및 치료용으로 주사 및 사료첨가용 항생제를 사용하

고 있으나 약제내성균의 출현으로 근절이 어려운 실

정이다(Kim 등, 2010; Wilcock 등, 1976). 따라서 S. 
Typhimurium에 대한 상세한 역학조사를 바탕으로 전

파경로를 파악하고 감수성 항생제를 사용하여 조기

에 근절하는 것이 매우 중요한 과정이라 할 수 있다

(Baggensen 등, 2000; Kim 등, 2003).
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  PCR 기법을 이용한 S. Typhimurium이 보유하고 있

는 약제내성 유전자 검출에 적용되어 많은 연구가 이

루어지고 있으며, 최근 들어 extended-spectrum β-lacta-
mase (ESBL) 생산으로 인한 cephalosporins계(blaTEM, 
blaPSE1)계열의 내성유전자 이외에도 tetracycline계(tetA, 
tetB, tetC, tetG), sulfonamide계(sul1, sul2), streptomy-
cin-spectinomycin (aadA, strA, strB), gentamicin (aadB, 
grm), ampicillin (temA, temB) 등의 항생제에 대한 내

성 유전자가 존재하는 것으로 보고되어 있다(Benacer 
등, 2010; Gebreyes와 Altier, 2002; Lee 등, 2009; Seol 
등, 2005; Tassios 등, 1999; Wasyl 등, 2006).
  이번 연구에서는 1998년부터 2011년 사이에 경북

지역 양돈장에서 가축위생시험소로 병성감정 의뢰된 

돼지 가검물에서 분리한 S. Typhimurium을 대상으로 

항생제 감수성검사와 약제내성 유전자를 조사하여 

분리균주들의 특성 및 결과를 보고자 한다.

재료 및 방법

균 분리 및 동정

  1998년부터 2011년 사이 경북지역 양돈장에서 가

축위생시험소로 병성감정 의뢰된 환돈에서 살모넬라

감염증으로 의심되는 개체의 분변, 장간막림프절  및 

실질 장기 등을 채취하여 먼저 Salmonella 예비증균

배지인 buffered peptone water (BPW, Difco, USA) 45 
ml에 접종하고 37oC 18시간 증균한 다음 증균액 0.1 
ml을 선택배지인 Salmonella-Shigella agar (SSA, BD, 
USA)와 MacConkey agar (MCA, BD, USA)에 접종하

여 40oC, 18시간 배양하였고 의심 집락을 채취하여 

tryptic soy agar (TSA, BD, USA)에 계대한 후 자동화

미생물동정장비인 VITEK 2 compact (BioMerieux, 
France)를 이용하여 동정하였으며 추가로 혈청형을 

위해 Salmonella 항혈청(BD, USA)을 구입하여 poly형 

및 group형을 실시하였고, somatic(O) 항원에 대하여 

O1, 4, 5, 12 등 단일항혈청인자를 이용하여 검사한 

결과 118농가에서 분리한 S. Typhimurium 141주를 공

시균주로 정하여 실험에 사용하였으며 균이 분리된 

장기는 장간막 림프절이 35주(24.8%), 비장이 30주
(21.3%), 간장이 40주(28.4%)이고 분변에서 30주
(21.3%)가 분리되었고 2008년 이전의 분리주는 Kim 
등(2010)이 분리한 균주를 대상으로 실험을 실시하였

다.

항생제 감수성 시험

  항생제 감수성 시험은 Clinical Laboratory Standards 
Institute (CLSI, 2009)의 기준에 따라 디스크 확산법

(disc diffusion method)을 이용하였으며, 먼저 공시균

주를 TSA에서 37oC, 18시간 동안 배양한 후 표준탁

도(McFarland No. 0.5)로 희석하고 멸균면봉을 사용하

여 미리 준비한 Mueller-Hinton medium (MHA, BD, 
USA)에 균등하게 획선 도말한 다음 항생제 disc를 배

지당 8개를 접종하고 37oC, 18시간 배양한 후 disc 주
위에 나타난 발육저지대를 caliper를 이용하여 측정하

였고, 항생제에 대한 감수성 또는 내성 판정은 disc 
제조사에서 제시한 기준에 따랐으며 본 실험에 적용

한 항생제는 BBL sensi-disc (BDⓇ, USA)제품인 ampi-
cillin (AM, 10 μg), cephalothin (CF, 30 μg), gentamicin 
(GM, 10 μg), streptomycin (SM, 10 μg), tetracycline 
(Te, 30 μg) 및 trimethoprim/sulfamethoxazole (SXT, 
1.25/23.75 μg) 등 6종을 대상으로 실험을 하였다. 

PCR에 의한 약제내성관련 유전자의 탐색 

  약제내성관련 유전자의 탐색을 위해 Aarestrup 등
(2003), Carlson 등(1999), Frana 등(2001), Oliver 등

(2002), 및 Wain 등(2003)이 사용한 유전자 중에서 사

용한 항생제와 관련된 유전자를 선발한 후 전문업체

(BioneerⓇ, Korea)에 의뢰하여 multiplex-PCR (mPCR)
로 primer를 제작하였다(Table 1). PCR을 위한 tem-
plate DNA는 공시균주를 TSA에 37oC, 24시간 배양한 

다음 멸균 백금이로 한 집락을 채취하여 phosphate- 
buffered saline (PBS) 1.0 ml로 옮겨 부유시킨 후 원심

분리를 실시하고 cell pellet을 100 μl의 TE buffer (10 
mM Tris, 1 mM EDTA buffer, pH 8.0)에 다시 부유시

킨 후 100oC, 10분간 가열한 다음 원심분리 후 상층

액을 template DNA로 사용하였다. PCR 수행은 T- 
Gradient (Biometra, Germany)를 이용하여 각 그룹별 

PCR 반응조건에 따라 다음과 같이 실시하였다. 먼저 

I 그룹은 blaTEM, strA, sul1, sul2 유전자로 구성하였으

며 반응조건은 먼저 94oC에서 3분간 denaturation시킨 

후, 94oC에서 30초, 53oC에서 30초, 72oC 1분으로 총 

30 cycle을 수행한 후 72oC에서 5분간 extension시켰

고, II 그룹은 tetA, tetB, temB, aadA 유전자, III 그룹

은 temA, tetC, tetG 유전자, IV 그룹은 blaPSE1, grm, 
aadB 유전자로 구성하여 II 및 III 그룹은 annealing 
temperature를 53oC에서 62oC로 수정하여 수행하였고, 
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Table 1. Primers for multiplex PCR used to detect antibiotic resistance genes

Gene Oligonucleotide sequences* (5’-3’) Target  size (bp) References

blaTEM F: ATG AGT ATT CAA CAT TTC CG 859 Aarestrup et al (2003)
R: ACC AAT GCT TAA TCA GTG AG

strA F: CCA ATC GCA GAT AGA AGG C 548 Aarestrup et al (2003)
R: CTT GGT GAT AAC GGC AAT TC

sul1 F: CTT CGA TGA GAG CCG GCG GC 435 Aarestrup et al (2003)
R: GCA AGG CGG AAA CCC GCG CC

sul2 F: GCG CTC AAG GCA GAT GGC ATT 293 Aarestrup et al (2003)
R: GCG TTT GAT ACC GGC ACC CGT

temA F: ATG AGT ATT CAA CAT TTC CG 867 Oliver et al (2002)
R; CTG ACA GTT ACC AAT GCT TA

temB F: TTT TCG TGT CGC CCT TAT TCC 798 Wain et al (2003)
R: CGT TCA TCC ATA GTT GCC TGA CTC

tetA F: GTA ATT CTG AGC ACT GTC GC 956 Aarestrup et al (2003)
R: CTG CCT GGA CAA CAT TGC TT

tetB F: CTC AGT ATT CCA AGC CTT TG 414 Aarestrup et al (2003)
R; ACT CCC CTG AGC TTG AGG GG

tetC F: GGT TGA AGG CTC TCA AGG GC 505 Aarestrup et al (2003)
R: CCT CTT GCG GGA ATC GTC C

tetG F: GCA GCG AAA GCG TAT TTG CG 662 Aarestrup et al (2003)
R: TCC GAA AGC TGT CCA AGC AT

aadA F: ATC CTT CGG  CGC GAT TTT G 282 Aarestrup et al (2003)
R: GCA GCG CAA TGA CAT TCT TG

blaPSE1 F: TTT GGT TCC GCG CTA TCT G  150 Carlson et al (1999)
R: TAC TCC GAG CAC CAA ATC CG

grm F: AAG CGC ACG AAG CGC GGG CTG 414 Frana et al (2001)
R: AAG GCG GGC CTC AAG GAG GTC

aadB F: GAG CGA AAT CTG CCG CTC TTG 310 Frana et al (2001)
R: CTG TTA CAA CGG ACT GGC CGC

*F: forward, R: reverse.

IV 그룹은 95oC에서 5분간 denaturation시킨 후 95oC
에서 1분, 53oC에서 30초, 72oC에서 30초 조건으로 총 

40 cycle을 수행한 후 72oC에서 5분간 extension시켰

다. PCR 후 증폭산물의 확인을 위해 100 bp DNA 
size marker (Bioneer, Korea)를 사용하여 1.5% agarose 
(Sigma, USA) gel을 만든 후 1×TAE buffer (Bioneer, 
Korea) 하에서 110 V에서 30분 동안 전기영동을 실시

한 후 0.5 μg/ml의 Ethidium bromide (Bioneer, Korea) 
용액에 침지 및 세척작업을 거쳐 이미지촬영장치

(Bio-Rad, USA)를 이용하여 탐색 유전자별 증폭산물

의 유무를 확인하였다.

결    과

  1998년부터 2011년까지 경북지방 양돈장에서 병성

감정 의뢰된 가검물에서 분리된 S. Typhimurium 141
주의 항생제내성 결과는 Table 2와 같다. Tetracycline

과 streptomycin, 그리고 ampicillin에 대해 각각 135주
(95.7%), 132주(93.6%), 122주(86.5%)가 내성을 나타

내었다. 
  약제내성 유전자 14종에 대하여 mPCR을 실시하고 

증폭산물을 확인한 결과는 Fig. 1과 같다. 141주의 S. 
Typhimurium 각각의 약제내성관련 유전자의 검출율

은 Table 3과 같다. blaTEM, sul2, strA, tetA 및 blaPSE1은 

각각 134주(95.0%), 133주(94.3%), 123주(87.2%), 121
주(85.5%), 114주(80.9%)에서 확인되었고, aadA, grm, 
sul1, 및 temA는 각각 56주(39.7%), 18주(12.8%), 10주
(7.1%), 3주(2.1%), tetB는 2주(1.4%), tetG는 1주(0.7%)
에서 확인되었으며 temB, tetC 및 aadB는 검출되지 

않았다.
  항생제별 내성균주와 해당되는 내성관련 유전자의 

검출율을 비교한 결과는 Table 2와 같다. Ampicillin 
내성인 S. Typhimurium 122주 중 내성관련 유전자인 

temA는 2주(1.6%)에서만 확인되었고, temB는 검출되

지 않았다. Cephalosporins에 내성인 S. Typhimurium 
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Table 2. Prevalence of antibiotic resistance and correlation between 
antimicrobial drug and resistance gene in S. Typhimurium 
isolates from pigs (n=141)

Antibiotics
Number of 

resistant isolates 
(%)

Resistance

Gene No. of detection 
(%)

Ampicillin 122 (86.5) temA 2 (1.6)

temB 0 (0.0)
Cephalothin 113 (80.1) blaTEM 106 (93.8)

blaPSE1 90 (79.6)
Streptomycin 132 (93.6) strA 123 (93.1)

aadA 54 (40.9)
Gentamicin 112 (79.4) grm 15 (13.4)

addB 0 (0.0)
Trimethoprim/sul

famethoxazole
102 (72.3) sul2 96 (94.1)

sul1 7 (6.9)
Tetracycline 135 (95.7) tetA 121 (89.6)

tetB 2 (1.5)
tetC 0 (0.0)
tetG 1 (0.7)

Fig. 1. Representative gel of multiplex-PCR for detection of resistance genes. DNA bands are indicated by blaTEM (859 bp), strA (548 bp), sul1
(435 bp), and sul2 (293 bp). DNA size marker: 100 bp ladder.

Table 3. Detection of antibiotic resistance gene by PCR method in 
S. Typhimurium isolates (n=141)

Resistance gene No. of isolates detected (%)

I blaTEM 134 (95.0)
strA 123 (87.2)
sul1 10 (7.1)
sul2 133 (94.3)

II tetA 121 (85.8)
tetB 2 (1.4)
temB 0 (0.0)
aadA 56 (39.7)

III temA 3 (2.1)
tetC 0 (0.0)
tetG 1 (0.7)

IV blaPSE1 114 (80.9)
grm 18 (12.8)
aadB 0 (0.0)

113주 중에서 내성관련 유전자인 blaPSE1과 blaTEM은 

각각 90주(79.6%)와 106주(93.8%)에서 확인되었고 stre-
ptomycin 내성인 S. Typhimurium 132주 중에서 strA는 

123주(93.2%), aadA는 54주(40.9%)가 확인되었다. Gen-
tamicin 내성인 112주 중에서는 15주(13.4%)에서 grm
이 확인되었고, addB를 지닌 균주는 검출되지 않았

다. Trimethoprim/sulfamethoxazole에 내성인 102주 중 

96주(94.1%)는 sul2가 확인되었으나 sul1은 7주(6.9%)
에서만 검출되었다. Tetracycline에 내성인 135주 중 

121주(89.6%)에서 tetA가 확인되었으며 tetB는 2주
(1.5%), tetG는 1주(0.7%)에서 확인되었으나 tetC는 검

출되지 않았다.

고    찰

  약제내성균주의 출현은 공중보건학적 및 가축위생

학적 측면에서 매우 중요한 위해 요소 중의 하나이

며, 특히 S. Typhimurium 다제내성균주의 출현은 많

은 주목을 받고 있다(Baggensen 등, 2000; Gebreyes 
등, 2002). 본 실험에서 가장 높은 내성을 나타낸 tet-
racycline (95.7%)은 Yang 등(2002)이 가축 유래 Sal-
monella속 균에서의 tetracycline 내성률(90.0%)보다 높

게 나타났으며, streptomycin (93.6%)과 ampicillin 
(86.5%)의 내성률 또한 Benacer 등(2010)이 보고한 말

레이시아 분리주에서의 53%와 29.7%의 내성률 및 

Lauderdale 등(2006)이 타이완에서 분리된 242주에서

의 내성률인 82%와 76%를 비교해 볼 때 내성률이 높

은 것으로 나타났으며 이러한 내성균주의 높은 검출

은 성장 촉진제로서의 동물용 사료 첨가제의 과다한 

사용(Cardoso 등, 2006), 항생제 과·남용 등의 원인에 

의한 결과물로 생각된다.
  mPCR법으로 내성관련 유전자를 조사한 결과에서 

ampicillin 내성관련 temA는 2주(1.6%), temB는 검출되

지 않아 ampicillin 내성 표현형이 122주인 것과 비교

하면 유전형이 상이하여 S. Typhimurium의 ampicillin 
내성에 두 유전자가 큰 역할을 못하는 것으로 생각된

다. 또한 trimethoprim/sulfamethoxazole 내성인 102주 

중 96주(94.1%)는 sul2를 지니고 있는 반면, sul1 (4.7%)
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의 검출이 매우 낮은 비율을 차지하는 것으로 나타나 

내성 발현에서 sul2 유전자가 중요한 역할을 하는 것

으로 생각된다. 
  이번 실험에서 tetracycline 내성인 135주는 tetA 
(89.6%)의 검출률이 높은 것으로 나타났고, tetB 
(1.5%)와 tetG (0.7%)는 소수의 균주만이 지니고 

있으며, tetC는 검출되지 않은 것으로 나타났으

며 이러한 결과는 Ng 등(1999)이 캐나다에서 분

리한 31주의 S. Typhimurium에서 tetG가 가장 높은 검

출을 보인다는 보고와는 상이하였으며, Benacer 등

(2010)의 높은 tetA 검출과는 유사한 결과를 보였으

나, tetG가 검출되지 않은 점은 본 실험의 결과와 상

이하였다. 이러한 결과는 돼지 유래 S. Typhimurium
에 국한된 이번 조사와는 달리 사람, 소, 닭 및 돼지 

등 다양한 종에서 유래된 균주를 대상으로 한 결론에 

따른 상이함 때문일 것으로 생각된다. 
  Streptomycin 내성인 132주 중에서 123주(93.2%)가 

strA를 지니고 있었으며, aadA는 54주(40.9%)에서만 

검출되어 내성 발현에 크게 기여하지 못하는 것으로 

나타났다. 이러한 결과는 strA가 streptomycin 내성균

주에서 우월한 검출을 보인다는 Randall 등(2004)의 

보고와 동일한 결과를 나타내었으나, 본 실험에서 모

든 streptomycin 내성 균주가 strA 혹은 aadA를 지니는 

것은 아닌 것으로 나타났다. 이는 아마도 streptomy-
cin-6-phosphotransferase에 대한 저항성을 결정짓는 al-
lele에 두 가지 다른 유전자인 strA와 strB가 존재한다

는 Gebreyes와 Altier (2002)의 보고와 같이 strB가 내

성 균주에 존재했을 가능성이 있으며, 플라스미드와 

관련된 streptomycin 내성의 가능성도 있는 것으로 생

각된다.
  한편, gentamicin 내성관련 유전자인 grm은 13.4%
의 낮은 검출을 나타내었으며, addB는 gentamicin 내
성주에서 검출되지 않아 Fluit와 Schmitz (2004)이 다

수의 항생제 내성관련 유전자를 함유하고 있는 것으

로 보고한 클래스 1 인테그론(Class 1 integron)의 존

재와 Kim 등(2000)이 항생제 내성을 발현시키는데 관

여하는 유전인자로서 장내세균뿐만 아니라 각종 세

균에서 이용되는 것으로 보고한 플라스미드의 존재

에 의한 내성 발현일 가능성이 있어 추가적인 연구가 

필요할 것으로 생각된다.
  이번 실험은 PCR 분석법에 기초한 약제내성관련 

유전자의 존재 확인으로 내성 균주의 신속한 판독이 

가능함을 보여주었으며 이는 신속함과 비용 절감의 

장점뿐만 아니라 민감도와 특이도를 가진 하나의 선

별도구로서 이용되어질 수 있을 것으로 생각되며 본 

연구에서 조사하지 못한 클래스 1 인테그론 및 플라

스미드 분석을 적절히 연계하여 응용한다면 경제적

이면서 효율적으로 살모넬라 균주들의 역학적 연관

성 및 내성 균주 판독이 가능할 것으로 생각된다.

결    론

  1998년부터 2011년까지 경북지역 양돈장의 가검물

에서 분리된 141주의 S. Typhimurium에 대하여 항생

제 감수성 시험 및 항생제 내성 유전자의 검출을 실

시하여 특성을 비교한 결과 다음과 같은 결론을 얻었

다. 항생제 감수성 시험 결과 tetracycline, streptomycin 
및 ampicillin에 높은 내성을 나타내었다. 내성관련 유

전자 확인결과 blaTEM은  134주(95.0%), sul2는 133주
(94.3%), strA는 123주(87.2%), tetA는 121주(85.8%)에
서 검출되었으며 temB, tetC 및 aadB는 검출되지 않

았으며 temA는 3주(2.1%)에서만 확인되었다. Tetracy-
cline 내성관련 유전자는 tetA, tetB 및 tetG의 순으로 

높은 검출율을 보였으며, tetC는 검출되지 않았다.
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