
Abstract

BACKGROUND: Antibiotics used in animal husbandry 

for disease prevention and treatment have resulted in the 

rapid progression of antibiotic resistant bacteria which can 

be introduced into the environment through livestock fe-

ces/manure, disseminating antibiotic resistant genes 

(ARGs). In this study, fecal samples were collected from 

the livestock farms located in Jeju Island to investigate the 

relationship between microbial communities and ARGs.

METHODS AND RESULTS: Illumina MiSeq sequenc-

ing was applied to characterize microbial communities 

within each fecal sample. Using quantitative PCR (qPCR), 

ten ARGs encoding tetracycline resistance (tetB, tetM), 

sulfonamide resistance (sul1, sul2), fluoroquinolone re-

sistance (qnrD, qnrS), fluoroquinolone and aminoglyco-

side resistance (aac(6')-Ib), beta-lactam resistance (blaTEM, 

blaCTX-M), macrolide resistance (ermC), a class 1 integrons- 

integrase gene (intI1), and a class 2 integrons-integrase 

gene (intI2) were quantified. The results showed that 

Firmicutes and Bacteroidetes were dominant in human, 

cow, horse, and pig groups, while Firmicutes and Actino- 

bacteria were dominant in chicken group. Among ARGs, 

tetM was detected with the highest number of copies, fol-

lowed by sul1 and sul2. Most of the genera belonging to 

Firmicutes showed positive correlations with ARGs and 

integron genes. There were 97, 34, 31, 25, and 22 genera 

in chicken, cow, pig, human, and horse respectively which 

showed positive correlations with ARGs and integron 

genes. In network analysis, we identified diversity of mi-

crobial communities which correlated with ARGs and in-

tegron genes.

CONCLUSION(S): In this study, antibiotic resistance pat- 

terns in human and livestock fecal samples were identified. 

The abundance of ARGs and integron genes detected in 

the samples were associated with the amount of anti-

biotics commonly used for human and livestocks. We 

found diverse microbial communities associated with an-

tibiotics resistance genes in different hosts, suggesting 

that antibiotics resistance can disseminate across environ-

ments through various routes. Identifying the routes of 

ARG dissemination in the environment would be the first 

step to overcome the challenge of antibiotic resistance in 

the future.
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(ARGs), High-throughput sequencing (MiSeq), Network 

analysis, Quantitative PCR (qPCR)

서 론

지난 수십 년간 사람의 질병 치료[1], 가축의 전염병 예방 

및 성장 촉진을 목적으로 항생제가 널리 사용되어 왔다[2]. 그

러나 이러한 여러 가지 이점에도 불구하고, 항생제 내성균의 

출현으로 인해 항생제 사용에 대한 문제가 공중 보건의 문제

로 제기되고 있으며, 세계보건기구(WHO)에서는 2050년 항생

제 내성균에 의한 사망자 수가 연간 1,000만 명에 도달할 것으

로 예측했다[3]. 이러한 우려 때문에 많은 국가들에서는 매년 

항생제 사용량에 대한 모니터링을 실시하고 있다[4, 5]. 2021

년 보건복지부에서는 국내 인체 항생제 사용량이 경제협력개

발기구(OECD) 국가 가운데 3번째로 높다고 발표하였다. 또

한 식약처와 농림축산식품부에서 발표한 �2020년 국가 항생

제 사용 및 내성 모니터링(동물, 축산물)�에 따르면 축산업계

로 판매된 항생제의 총 양이 2013년에는 820톤이었으나, 점차 

증가하여 2020년에는 895톤에 이르렀다고 보고했다. 축종별로

는 돼지, 닭, 소 순으로 항생제가 많이 판매되었으며 각각 전

체 판매량 중 55%(507톤), 17%(155톤), 11%(99톤)를 차지하

였다. 항생제 사용량이 점차 증가함에 따라 다제내성균을 포함

한 항생제 내성균의 출현 빈도가 높아지기 시작했으며, 가축 

분변 유래 항생제 내성균이 환경으로 유입되어 항생제 내성 

전파가 가속화되고 있다[6]. 여러 계열의 항생제에 대한 내성 

유전자를 가지고 있는 항생제 내성균이 가축 분변에서 검출되

었고 이는 항생제 사용량과 밀접한 관련이 있는 것으로 나타

났다[7]. 가축에서 유래된 항생제 내성균은 비료로 만들어진 

가축 분변을 통해 환경으로 유입되고 있다[8]. 가축 분변을 처

리하는 과정에서 사라지지 않고 남아있던 잔류 항생제는 항생

제 내성균에 의해 우리 주변의 환경으로 전파되어 항생제 내

성의 발달을 촉진한다[9]. 항생제 내성에 관한 선행 연구들에

서는 환경에서 분리된 항생제 내성균과 임상에서 분리된 항생

제 내성균이 가지고 있는 ARG의 염기서열이 높은 비율로 일

치하는 결과를 발표했으며[10], 이는 환경 내 ARG가 가축 분

변에서 기원했다는 하나의 근거 자료로 이용되고 있다[11, 12].

ARG는 플라스미드, 인테그론(integron), 트랜스포존(trans- 

poson) 등의 이동성유전 인자(MGE; mobile genetic ele- 

ments)에 의해 동종 혹은 이종간 전달될 수 있다[13]. 특히 

인테그론의 경우, 유전자 카세트(cassette)를 쉽게 포착하고 

통합할 수 있으며, 이는 항생제 내성 전파에 큰 영향을 미친다

[14]. 이러한 기작을 통해 일부 박테리아는 다제 내성을 확보

할 수 있으며, 환자들에게 전파되었을 때 병원내 감염의 주요 

원인으로 작용할 수 있다[15, 16]. 가축 농장과 같이 박테리아

가 항생제에 지속적으로 노출되는 환경에서는 ARG가 빠르게 

전파될 수 있기 때문에 이동성 유전 인자를 포함하여 연구를 

진행할 필요가 있다.

정량적 PCR (quantitative PCR, qPCR)은 환경 샘플에 

존재하는 ARG의 양을 파악하는데 이용될 수 있다[17-19]. 따

라서 본 연구에서는 MiSeq과 qPCR 방법을 사용하여 가축과 

사람의 분변에서 나타나는 항생제 내성 패턴을 파악하고 ARG

를 가진 숙주를 예측하고자 했다. 본 연구는 다환경 항생제 내

성균 모니터링 시스템 구축에 활용될 수 있을 것이다.

재료 및 방법

Site descriptions and sample preparation

본 연구에서 사용한 분변 시료는 제주도 소재 돼지 농장 4

곳, 소 농장 4곳, 닭 농장 5곳, 승마장 5곳에서 채취하였으며, 

ice box에 담아 운반하였다. 사람 분변의 경우 기저질환을 갖

고 있지 않은 건강한 성인 남녀 5명으로부터 기증받았다. 모든 

분변 시료들은 채취 당일 homogenization한 뒤 동결건조하

였으며, 그 후 3개로 나누어 DNA 추출 전까지 -80℃에서 보

관하였다.

genomic DNA 추출

분변 내 미생물의 genomic DNA를 추출하기 위해 QIA- 

amp PowerFecal Pro DNA Kit (QIAGEN, Germany)를 

사용하였으며 제조사의 방법에 따라 DNA를 추출하였다. 닭 

분변의 경우 DNA 추출과정에서 inhibitor로 작용하는 요산

을 포함하고 있을 수 있기 때문에 다음과 같은 lysis 과정을 

추가적으로 진행하였다: 800 μl의 lysis 용액을 닭의 분변이 

들어있는 micro tube에 넣고 65℃에서 20분 간 incubate하

였다. 이후의 과정은 다른 시료들과 같이 제조사의 방법에 따

라 진행하였다.

사람 및 축종 별 분변 미생물 군집 분석

MiSeq library는 Illumina의 16S metagenomic library 

prep guide sequencing을 참고하여 2-step PCR protocol로 

제작하였다. 추출된 genomic DNA를 주형으로 16S rRNA

의 V3-V4 영역을 증폭시키는 primer 쌍(Forward:  TCGT 

CGGC AGCG TCAG ATGT GTAT AAGA GACA 

GCCT ACGG GNGG CWGC AG, Reverse: GTCT 

CGTG GGCT CGGA GATG TGTA TAAG AGAC 

AGGA CTAC HVGG GTAT CTAA TCC)과 KAPA 

HiFi HotStart ReadyMix polymerase chain reaction 

(PCR) kit (Roche, CA, USA)를 사용하여 PCR을 진행하였

다. PCR 산물은 HiAccuBead를 사용하여 정제과정을 한 번 

더 정제하였고, Illumina에서 제공한 barcode 서열을 2차 PCR

을 통해 부착하였다. HiAccuBead를 사용하여 정제과정을 한 

번 더 거친 뒤 library pooling 과정을 진행했으며, pooling

된 library를 마크로젠(Macrogen, Seoul, South Korea)에 

의뢰하여 MiSeq 시퀀싱을 진행하였다.

미생물 군집 분석을 위해 Mothur 소프트웨어를 사용했다. 

16S rRNA 유전자의 모든 원시 시퀀싱 데이터는 Mothur 

SOP (https://mothur.org/wiki/miseq_sop/)에 따라 다

음과 같이 처리되었다: 1) low quality read를 trimming, 

2) SILVA[20] DB 기반 aligning, 3) VSEARCH[21]를 이용
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하여 chimera 서열 제거, 4) Opti-clust 알고리즘[22] 기반 

97% 유사성 기준 operational taxonomic units (OTUs) 

clustering. Diversity를 계산하기에 앞서 샘플 당 11,348개

의 read를 랜덤으로 추출하였으며, Mothur의 merge.groups 

command를 이용하여 triplicate 샘플을 하나로 병합했다. 

Alpha-diversity (i.e., Chao, Shannon, Invsimpson)는 

Mothur를 이용하여 계산하였고 beta-diversity는 R의 vegan 

package를 이용하여 Bray-Curtis 거리를 계산한 뒤 non- 

multidimensional scaling (NMDS)으로 시각화하였다. 항

생제 내성 유전자의 abundance와 미생물 군집 간의 관계를 

파악하기 위해 R vegan package의 envfit을 이용했으며, 

envfit결과는 NMDS 상 화살표로 표시하였다. Taxonomic 

composition은 R의 pheatmap를 이용해서 heatmap으로 

시각화하였다.

Fig. 1. Abundance of antibiotic resistance genes in humans (A), chickens (B), cows (C), horses (D), and pigs (E).
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Quantitative PCR (qPCR) 의한 ARG 정량분석

환경에서 주로 발견되는 10개의 ARG[23] 및 2개의 인테

그론 유전자(intI1, intI2)를 대상으로 qPCR을 진행하였다

(Table S1). qPCR에는 TB Green® Premix Ex Taq™ (Tli 

RNaseH Plus, TaKaRa, Japan) kit를 사용했으며, target 

gene이 포함된 플라스미드 DNA를 standard로, nuclease 

free water를 음성 대조군으로 사용하였다. Target gene의 

abundance는 16S rRNA gene copy 당 target gene의 

copy로 계산했으며, R의 pheatmap package를 이용하여 시

각화하였다. 모든 qPCR standard curve에 대한 상관계수

(R2)는 > 0.995였다.

ARG와 인테그론, 미생물 군집 간의 상관관계를 조사하기 

위해 genus table과 qPCR abundance 결과를 기반으로 

Spearman 상관계수(spearman coefficient>0.7, p<0.005)를 

계산하였고, unclassified 한 속은 제거한 다음 Cytoscape 

(v 3.9.1) 를 사용하여 시각화하였다.

결과 및 고찰

사람 및 축종 별 ARG 정량분석

69개 중 47개의 샘플에서 tetracyclines계 내성 tetM 유

전자가 검출되었으며, 평균 abundance는 1.740 copies/16S 

rRNA gene copies로 실험 대상 항생제 중 가장 높았다(Fig. 

1). 그 다음으로 sulfonamides계 내성 sul1과 sul2 유전자가 

각각 평균 0.422, 0.285 copies/16S rRNA gene copies로 

많이 검출되었다. blaCTX-M, aac(6')-Ib, ermC, qnrD, qnrS, 

tetB 유전자는 모든 시료에서 평균 0.188 copies/16S rRNA 

gene copies 미만으로 검출되었다. 닭과 돼지 그룹에서는 10

개의 ARG와 2개의 인테그론 유전자가 모두 검출되었으며, 소

에서는 beta-lactams계 내성 blaCTX-M 유전자를 제외한 모든 

Fig. 2. Averaged taxonomic composition of in each source at the phylum level (A) and genus level (B).
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target gene이, 말과 사람에서는 fluoroquinolones계 및 

aminoglycosides계 내성 aac(6')-Ib 유전자를 제외한 모든 

target gene이 검출되었다. 사람을 제외한 모든 그룹에서 

tetM, sul1, sul2 유전자가 ARG abundance의 89% 이상

을, 사람 그룹에서는 tetM, blaTEM, sul2 유전자가 ARG 

abundance의 98% 이상을 차지하였다. 인테그론 유전자 중 

intI1은 모든 그룹에서 검출되었으며, intI2는 사람 그룹을 제

외한 모든 그룹에서 검출되었다. 평균 abundance는 각각 

0.188, 0.034 copies/16S rRNA gene copies였다.

사람 및 축종 별 분변 미생물 군집 비교 분석

Illumina MiSeq 결과, 총 3,813,962개의 read를 얻었으

며, filtering 후 1,299,847개의 read를 미생물 군집 비교에 

사용하였다. 문(phylum) 수준에서 분석한 결과, 닭을 제외한 

모든 샘플에서 Firmicutes와 Bacteroidetes가 우점하였다

(Fig. 2). 사람 그룹에서는 Actinobacteria가 Firmicutes와 

Bacteroidetes 다음으로 가장 많았으며, 소, 말, 돼지 그룹에

서는 각각 Proteobacteria, Verrucomicrobia, Spirochaetes

가 Firmicutes와 Bacteroidetes의 다음으로 가장 많았다. 닭 

그룹의 경우 Firmicutes와 Actinobacteria가 우점했으며 

Bacteroidetes가 그 다음으로 많았다. 같은 가축일 경우 속 수

준 조성이 비슷했으며, 사람의 경우 A, C, E와 B, D 두 그룹으

로 나눠지는 것을 확인하였다(Fig. 2b).

ARG와 미생물 군집 상관 분석

Fig. 3은 미생물 군집과 target gene의 상관관계를 보여준

다. 대부분의 ARG와 인테그론 유전자는 닭과 소의 분변 샘플

에 많이 존재했으며, tetB, sul1, sul2, qnrD, ermC 유전자와 

intI1, intI2 유전자는 미생물 군집과 유의미한 상관관계를 가

지고 있었다. Fig. 4는 ARG 및 인테그론 유전자의 양과 속의 

상대 빈도 간 상관관계를 network analysis을 통해 분석한 

그림이다. Node의 크기는 ARG 또는 인테그론과 연결된 

edge의 수에 따라 나타내었다. 닭 그룹에서는 97개의 속이 

ARG 및 인테그론 유전자와 양의 상관관계를 가지고 있었고, 

소, 돼지, 사람, 말의 경우 각각 34, 31, 25, 22개의 속이 ARG 

및 인테그론 유전자와 양의 상관관계를 가지고 있었다. 모든 

그룹에서 양의 상관관계를 보인 박테리아는 Firmicutes 문에 

속해있었지만 각각의 그룹마다 ARG 또는 인테그론 유전자와 

양의 상관관계를 가진 속은 모두 다른 것으로 확인되었다. 사

람 그룹에서는 Coprobacter, Coprobacillus, 닭 그룹에서는 

Cloacibacillus, Myroides, Glutamicibacter, Prevotella, 

소 그룹에서는 Gemmabacter, Paenalcaligenes, 돼지 그룹

에서는 Mediterranea가 강한 양의 상관관계를 보였다. 말 그

룹에서는 모든 속에 연결된 edge의 수가 동일했다.

Discussion

본 연구를 통해 사람과 가축의 분변에 다양한 계열의 ARG 

및 인테그론 유전자가 포함되어 있음을 확인할 수 있었고, 이

는 tetracyclines, sulfonamides, fluoroquinolones, mac- 

rolides계 항생제가 병원 및 축산업계에서 널리 사용되고 있

기 때문으로 보인다[24]. 특히 국내 축산용 항생제 중 판매량

이 가장 많은 tetracyclines, sulfonamides계 내성 유전자 

tetM, sul1, sul2가 본 연구에서 가장 많이 검출되었다.

Tetracyclines계 항생제는 그람 양성 및 그람 음성 박테리

아, 그람 염색으로 정의할 수 없는 atypical organisms의 성

장을 억제할 수 있다는 장점이 있고, 주요 부작용이 없어 사람

과 가축에게 널리 사용되는 항생제이다. Song et al.은 닭 농

장 대기에 존재하는 ARG의 양과 항생제 소비량 사이 관계에 

대해 연구했으며, 대기 내 tetM 유전자의 양이 닭 분변에 존

재하는 Jeotgalibaca, Corynebacterium의 상대 빈도와 양의 

상관관계를 가지고 있다고 밝혔다[25]. 본 연구에서도 소의 분

변에 존재하는 Jeotgalibaca, Corynebacterium의 상대 빈도

가 tetM과 양의 상관관계를 강하게 가지는 것으로 확인했다.

sul1 유전자는 MGE의 일종인 인테그론 유전자(intI1)와 

인접한 경우가 많다[26]. MGE와 인접한 ARG는 그렇지 않은 

ARG에 비해 더 빠른 속도로 전파될 수 있으며, 이로 인해 항

생제 내성을 가지고 있지 않던 균도 쉽게 다제내성을 확보할 

수 있다. 본 연구의 결과, 소의 분변에서 sul1 유전자와 양의 

상관관계를 가지고 있는 속 11개 중 9개가 intI1 유전자와 양

의 상관관계를 가지고 있었으며, 닭의 분변에서는 sul1 유전자

와 양의 상관관계를 가지고 있는 속 11개 중 7개가 intI1 유

전자와도 양의 상관관계를 가지고 있었다. 본 연구의 결과는 

소와 돼지의 분변에서 Corynebacterium과 sul1 유전자 사이 

양의 상관관계가 있음을 나타냈으며, 이는 Corynebacterium

이 sul1 유전자의 주요 carrier로 작용할 수 있음을 밝힌 Lin 

et al.의 연구 결과와 흡사하다. 본 연구에서 sul1 유전자는 

Corynebacterium 외에 Caryophanon, Jeotgalibaca 또한 

sul1 유전자의 car- rier로 작용할 수 있음을 암시한다. 이는 

또한 ARG또는 인테그론 유전자가 가축의 종류와는 상관없이 

Fig. 3. Correlation analysis between the abundance of 
antibiotic resistance genes and microbial community.  

Arrows indicate spearman correlations.

Red arrows: p<0.05.
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분변에 존재하는 미생물에 따라 전파 양상이 달라질 수 있다

는 점을 시사한다.

가축 농장은 자연환경에 노출되어 있는 경우가 많아 직⋅

간접적 항생제 전파 매개 장소로 작용할 수 있다. 특히 가축의 

경우 horizontal gene transfer (HGT)에 의한 ARG 전파의 

주요 매개체로 작용할 수 있기 때문에 분변 처리에 대한 꾸준

한 모니터링이 필요하다. 이 연구를 시작으로 다양한 환경에서 

검출되는 ARG와 상관관계를 가진 미생물 군집 분석이 항생

제 내성 패턴 분석 연구에 도움이 되길 바란다.

Fig. 4. Abundance of antibiotic resistance genes in humans (A), chickens (B), cows (C), horses (D), and pigs (E).

(spearman coefficient>0.7, p<0.05).
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Antibiotic class
Gene 
target

Primers Sequence (5’-3’)
Annealing
Temp. (°C)

Amplicon
size (bp)

References

Tetracyclines

tetM
Forward ACAGAAAGCTTATTATATAAC

55 171
(Mao, Yu et al., 

2015)Reverse TGGCGTGTCTATGATGTTCAC

tetB
Forward GGTTGAGACGCAATCGAATT

60 206
(Mao, Yu et al., 

2015)Reverse AGGCTTGGAATACTGAGTGTAA

β-lactams

blaTEM
Forward AAAGATGCTGAAGATCA

55 425
(Speldooren, Heym 

et al., 1998)Reverse TTTGGTATGGCTTCATTC

blaCTX-M
Forward CGCTTTGCGATGTGCAG

60 550
(Henriques, 

Fonseca et al., 2006)Reverse ACCGCGATATCGTTGGT

Sulfonamides

sul1
Forward CGCACCGGAAACATCGCTGCAC

65 163
(Pei, Kim et al., 

2006)Reverse TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG

sul2
Forward TCCGGTGGAGGCCGGTATCTGG

65 191
(Pei, Kim et al., 

2006)Reverse CGGGAATGCCATCTGCCTTGAG

Fluoroquinolones

qnrD
Forward AGTGAGTGTTTAGCTCAAGGAG

60 175
(Mao, Yu et al., 

2015)Reverse CAGTGCCATTCCAGCGATT

qnrS
Forward GTATAGAGTTCCGTGCGTGTGA

63 189
(Mao, Yu et al., 

2015)Reverse GGTTCGTTCCTATCCAGCGATT

Fluoroquinolones,
Aminoglycosides

aac(6’)-Ib
Forward TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA

60 428
(Park, Robicsek 
et al., 2006)Reverse CTCGAATGCCTGGCGTGTTT

Macrolides ermC
Forward GAAATCGGCTCAGGAAAAGG

60 190
(Knapp, Dolfing 
et al., 2010)Reverse TAGCAAACCCGTATTCCACG

Integron

intI1
Forward GGCTTCGTGATGCCTGCTT

60 146
(Luo, Mao et al., 

2010)Reverse CATTCCTGGCCGTGGTTCT

intI2
Forward TTATTGCTGGGATTAGGC

60 233
(Goldstein, Lee 
et al., 2001)Reverse ACGGCTACCCTCTGTTATC

Table S1. Primers used for qPCR


