
Abstract

Antibiotics either kill or inhibit the growth of bacteria. 

However, antibiotic-resistant bacteria are difficult to 

treat with antibiotics. Infections caused by such bacteria 

often lead to severe diseases. Antibiotic resistance genes 

(ARG) can be horizontally transmitted across different 

bacterial species, necessitating a comprehensive under-

standing of how ARGs spread across various environ- 

ments. In this study, we analyzed the plasmid sequences 

of 33 extended-spectrum beta-lactamases (ESBL) pro-

ducing Escherichia coli isolated from pigs, farms, and 

their owners. We conducted an antibiotic susceptibility 

test (AST) with aztreonam and seven other antibiotics, 

as well as whole genome sequencing (WGS) of the 

strains using MinION. Our results demonstrated that the 

plasmids that did not harbor ARGs were mostly non- 

conjugative, whereas the plasmids that harbored ARGs 

were conjugative. The arrangement of these ARGs ex-

hibited a pattern of organization featuring a series of 

ARG cassettes, some of which were identical across the 

isolates collected from different sources. Therefore, this 

study suggests that the sets of ARG cassettes on plas-

mids were mostly shared between pigs and their owners. 

Hence, enhanced surveillance of ARG should be im-
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plemented in farm environments to proactively mitigate 

the risk of antibiotic-resistant bacterial infections.

Key words: Antibiotic resistant bacteria, Antibiotic resist-

ance gene, One health, Plasmid, Transmission

서 론

항생제는 주로 박테리아에 의한 질병의 치료와 예방을 목

적으로 인간과 동물에게 처방된다. 항생제를 사용할 경우, 항

생제에 감수성을 가진 박테리아는 사멸하지만 selective pres- 

sure에 의해 항생제 내성균과 항생제 내성 유전자(antibiotic 

resistance gene; ARG)의 출현은 증가하게 된다[1]. 항생제 

내성은 전세계적인 문제이며, 항생제 내성의 위험성은 꾸준히 

주목받고 있다[2-5]. 과거에는 동물의 성장 촉진을 목적으로 

항생제가 널리 사용됐으나[6], 국내에서는 2011년부터 사료와 

배합하여 사용하는 항생제의 사용이 금지되고 있다[7].

동물의 분변은 항생제 내성균과 ARG가 빈번히 발견되는 

hotspot 중 하나이다[8,9]. 동물이 섭취한 항생제 중 일부는 

체내에서 분해되지 않고 분변을 통해 배출되며[10], 항생제 내

성균과 ARG 또한 동물의 분변에서 발견되곤 한다[11]. 동물

의 분변은 농경에서 비료로 사용되며, 토양에 분변 비료를 처

리했을 때 토양에서 ARG의 검출량이 증가했다는 보고가 있

다[12]. 또한 분변에 잔류하는 항생제는 토양으로 전달될 뿐만 

아니라, 지하수 혹은 식물에도 도달할 수 있다[13]. 앞선 과정

을 통해 동물로부터 유래한 항생제와 ARG가 식품에 남아있

게 되면 먹이 사슬을 통해 인간이 비의도적으로 이를 섭취할 

수 있다[14,15].

ARG는 horizontal gene transfer (HGT)를 통해 여러 

박테리아 사이에서 전파된다. 대표적인 HGT 메커니즘으로 물

리적인 접촉 상황에서 plasmid 전체가 전달되는 conjugation, 

bacteriophage에 의해 유전자가 전달되는 transduction, 외

부 유전자가 도입되는 transformation, 소포 상태로 DNA가 

운반되는 vesiduction이 있다[16]. 이 중 conjugation은 ARG

의 전파에 가장 크게 관여하는 것으로 여겨진다[17]. Conju- 

gation은 일반적으로 동일한 genus 사이에서 빈번하게 발생

하지만, 서로 다른 kingdom 간에서도 conjugation이 일어난

다고 알려져 있다[18,19]. 항생제의 사용은 박테리아 사이에서 

일어나는 conjugation을 가속화하고, conjugation은 ARG를 

전파시키기 때문에 plasmid에 의한 ARG 전파에 관심을 기

울여야 한다[20].

세계보건기구는 Critically Important Antimicrobials 

(CIA)를 지정해 항생제 오용을 경고했다. 그러나, 일부 연구에

서 여전히 CIAs가 돼지에게 일반적으로 사용되고 있음을 말

했다[21]. 본 연구에서는 인간, 돼지, 농장에서 분리된 Esche- 

richia coli를 대상으로 antibiotic susceptibility test (AST)

를 통해 항생제 내성 표현형을 확인하고, whole genome 

sequencing (WGS)을 통해 ARG를 운반하는 plasmid의 분

포를 조사했다. 항생제 사용량이 타 가축 대비 많은 돼지 농장

을 대상으로 항생제 내성 패턴과 ARG 분포 조사를 함으로써 

항생제 내성 전파를 밝히고자 했다.

재료 및 방법

Escherichia coli 균주 정보

본 연구는 국립보건연구원 다제내성균 병원체자원전문은행

에서 병원체자원을 분양 받아 수행되었다(Table S1). 전라도

에 위치해 있는 4곳의 돼지 농장으로부터 분리된 33개의 ex- 

tended-spectrum beta-lactamases 생성 E. coli 균주를 분

양받았다. 이 중 인간 분변 유래 균주가 5개, 돼지의 항문 및 

분변 유래 균주가 24개, 축사 환경 유래 균주가 4개였다.

Antimicrobial Susceptibility Test

AST는 Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI) M100-S27에 따라 disk diffusion 방식으로 수행됐

다[22]. 분양 받은 E. coli 균주를 ampicillin (32 μg/ml) 

(Sigma-Aldrich, St Louis, USA)이 함유된 MacConkey 

agar (DifcoTM, NJ, USA)에 접종하여 37°C에서 18-24 h 

overnight 배양했다. 이후 single colony를 Mueller Hinton 

broth (DifcoTM, NJ, USA)에 접종하여 37°C에서 18-24 h 

동안 overnight 배양했다. 배양액을 Mueller Hinton agar 

(DifcoTM, NJ, USA) plate에 spreading 후 Antimicrobial 

Susceptibility discs (aztreonam: 30 μg/ml, cefoxitin: 30 

μg/ml, gentamicin: 10 μg/ml, nalidixic acid: 30 μg/ml, 

trimethoprim/sulfamethoxazole (TMP-SMX): 1.25/23.75 

μg/ml, tetracycline: 30 μg/ml, chloramphenicol: 30 μg/ 

ml, nitrofurantoin: 300 μg/ml) (OxoidTM, Hampshire, 

USA)를 배지 위에 배치하여 37°C에서 배양했다. 이후 버니어 

캘리퍼스를 이용하여 inhibition zones의 지름을 측정했다. 

AST 패턴 비교를 위해 susceptible, intermediate, resistant

를 0, 1, 2로 환산하여 Euclidean 거리를 기반으로 hierar- 

chical clustering을 수행했다[23].

Whole Genome Sequencing 준비

분양 받은 E. coli 균주를 ampicillin (32 μg/ml) (Sigma- 

Aldrich, St Louis, USA)이 함유된 MacConkey agar 

(DifcoTM, NJ, USA)에 접종하여 37°C에서 18-24 h over- 

night 배양했다. 이후 single colony를 Mueller Hinton 

agar (DifcoTM, NJ, USA)에 접종하여 37°C에서 18-24 h 

overnight 배양했다. 각 배양액으로부터 Genomic DNA 

extraction kit (BIONEER, Daejeon, K-3032, Korea)를 이

용해서 genomic DNA를 추출했다. DNA의 농도와 quality

는 Qubit fluorometer (Invitrogen, CA, USA)를 이용하여 

측정했다. MinION 라이브러리는 Oxford nanopore tech- 

nology (ONT)에서 제공하는 Nanopore protocol (ONT, 

Oxford, NBE_9065_v109_revS_14Aug2019, Oxford, UK)

에 따라 Nanopore Native Barcoding Kit (ONT, Oxford, 

SQK-NBD112.24, UK), NEBNext FFPE DNA Repair Mix 
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(New England Biolabs, M6630L, MA, USA), NEBNext® 

UltraTM II End Repair/dA-Tailing Module (New Eng- 

land Biolabs, E7546L, MA, USA), Blunt/TA Ligase Mas- 

ter Mix (New England Biolabs, M0367L, MA, USA), 

NEBNext® Quick Ligation Module (New England Bio- 

labs, E6056L, MA, USA), NEBNext® Quick Ligation 

Module (New England Biolabs, E6056L, MA, USA)을 

사용하여 제작했다. 제작한 라이브러리를 flow cell R9.4.1 

(ONT, FLO-MIN106D, Oxford, UK)에 loading 하였으며, 

MinION Mk1B (ONT, Oxford, UK)를 이용하여 sequen- 

cing을 진행했다.

WGS 데이터 분석

Fast5 파일의 base-calling과 demultiplexing은 guppy 

(ONT, Oxford, UK)를 이용해 진행했다. 생성된 fastq 파일 

내 adapter는 Porechop (https://github.com/rrwick/ 

Porechop)을 통해 제거했으며, Filtlong (https://github. 

com/rrwick/Filtlong)을 통해 1000 bp 미만의 read를 제거

했다. Seqtk [24]를 이용해 data를 fasta 형태로 변환하였으

며, Flye [25]를 이용해 de-novo assembly를 진행했다. Pla- 

smidcontig를 예측하기 위해 Plasclass [26]를 사용하였으며, 

plasmid 예측 값이 0.9 이상인 contig를 plasmid로 선발했

다. Plasmid의 replicon type 및 이동성(mobility)을 조사하

기 위해 MOB-suite [27]의 mob_typer 기능을 이용했다. 

Plasmid 위에 위치한 ARG를 확인하기 위해 우선 Prodigal 

[28]을 사용해 유전자 부위를 예측했으며, 해당 부위를 대상으

로 DIAMOND [29]를 이용해 ARG annotation을 진행했다. 

ARG annotation에는 comprehensive antibiotic resistance 

database (CARD) 데이터베이스를 [30] 활용했으며, identity 

cut-off를 95, subject-cover cut-off를 90으로 하여 blastp를 

진행했다. 이후 ARG를 보유한 plasmid contig들의 synteny 

비교를 위해 Prokka [31]를 이용하여 genome annotation을 

진행한 후 Easyfig [32]를 통해 시각화했다.

결과 및 고찰

균주 간 항생제 내성 패턴 비교

AST 결과를 기반으로 hierarchical clustering을 수행한 

결과, 항생제 내성 패턴이 4개의 cluster로 구분됐다(Fig. 1). 

Cluster 1과 Cluster 2는 SB3을 제외하고 모두 C 농장 유래

균으로 구성되었으며, Cluster 3은 D 농장 유래 균으로 구성

됐다. Cluster 4는 농장 A, B, C 유래 균주로 구성됐다.

돼지 유래 균주와 다른 source (인간 혹은 환경) 유래 균

주 간 동일한 항생제 내성 패턴을 보여주는 균주들이 있는지 

조사한 결과, 농장 A의 인간 유래 균주(HA1)와 돼지 유래 균

주(SA1) 사이에서 동일한 항생제 내성 패턴이 발견됐다. 이는 

항생제 내성균 혹은 ARG가 이종 간에 전파되었을 수 있음을 

보여준다. 분리된 곳이 다른 균들 사이에서 동일한 항생제 내

성 패턴이 나타난 것은 동일한 균이거나 항생제 내성 유전자

를 공유하였다고 유추할 수 있지만, AST 결과만으로 확정 지

을 수는 없다. 하나의 항생제에 대해서 다양한 항생제 내성 유

전자가 존재하기 때문에, 다른 곳에서 분리된 내성균들이 동일

ID Sources Farms NCCP ID Sources Farms NCCP

HA1 Human A NMS1179 SC6 Swine C NMS1280

HA2 Human A NMS1180 SC7 Swine C NMS1281

HA3 Human A NMS1181 SC8 Swine C NMS1282

HA4 Human A NMS1182 SC9 Swine C NMS1283

HA5 Human A NMS1184 SC10 Swine C NMS1285

SA1 Swine A NMS1187 SC11 Swine C NMS1286

EB1 Environment B NMS1191 SC12 Swine C NMS1287

SB1 Swine B NMS1186 SC13 Swine C NMS1288

SB2 Swine B NMS1189 SC14 Swine C NMS1289

SB3 Swine B NMS1190 SC15 Swine C NMS1290

EC1 Environment C NMS1294 SC16 Swine C NMS1291

EC2 Environment C NMS1295 SC17 Swine C NMS1292

SC1 Swine C NMS1275 ED1 Environment D NMS1324

SC2 Swine C NMS1276 SD1 Swine D NMS1321

SC3 Swine C NMS1277 SD2 Swine D NMS1322

SC4 Swine C NMS1278 SD3 Swine D NMS1323

SC5 Swine C NMS1279

NCCP is IDs used in the “Specialized Bank for multidrug resistant pathogens” operated by Korea disease control and 
prevention agency (KDCA).

Table S1. Information of antibiotic resistant E. coli used in this study
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한 항생제에 내성을 보여주더라도 균들은 서로 다른 항생제 

내성 유전자를 보유했을 수 있다. 농장 B 내에서는 source 간 

동일한 항생제 내성 패턴이 발견되지 않았지만, “HA1, SA1, 

EB1” 및 “HA5, SB1, SB2”와 같이 농장 A 유래 균주와 농장 

B 유래 균주 사이에서 항생제 내성 패턴이 동일한 경우가 여

러 번 발견됐다. 이는 지역 내 다른 농장 사이에서 항생제 내

성균 혹은 ARG가 공유되었을 수 있음을 보여준다. 하지만, 

지역 내의 돼지 농장들이 유사한 항생제를 사용하여 선택적 

압력(selective pressure)을 가했다면 유사한 항생제 내성 패

턴이 유발될 수 있으므로 이 역시 동일 균이나 ARG가 공유되

고 있다고 단정지을 수는 없다. 농장 C와 D 유래 균주는 돼지 

유래 균주와 환경 유래 균주 사이에서 동일한 항생제 내성 패

턴이 발견됐다. 농장 C 유래 균주의 경우 환경 유래 샘플(EC2)

과 돼지 유래 샘플(SC16, SC17) 사이에서 동일한 항생제 내

성 패턴이 나타났으며, 농장 D 유래 균주는 환경 유래 균주인 

ED1과 돼지 유래 균주인 SD3 사이에서 동일한 항생제 패턴

이 나타났다.

WGS를 통한 plasmid와 ARG 조사

WGS 결과, assembly를 통해 조립된 contig는 모두 208

개였으며, 이 중 plasmid contig로 확인된 것은 142개였다

(Table S2). Plasmid contig를 대상으로 ARG annotation

을 진행한 결과, ARG를 보유한 plasmid는 71개였다. Pla- 

smid의 이동성을 조사했을 때, ARG를 지니지 않은 plasmid

의 경우 non-mobilizable, mobilizable, conjugative plas- 

mid가 각각 29, 28, 14개로 확인됐다. ARG가 검출되지 않은 

plasmid의 경우 conjugative plasmid의 수가 다른 유형의 

plasmid에 비해 절반 이하로 적었지만, ARG를 지닌 

plasmid의 경우 non-mobilizable, mobilizable, conjuga- 

tive plasmid가 각각 10, 15, 46개로 conjugative plasmid

의 수가 다른 유형의 plasmid에 비해 세 배 이상 많았다. 

ARG는 plasmid의 mobility와 관련성이 있는 것으로 나타났

다(Chisq test, p=0.011). ARG를 지닌 plasmid에서 conju- 

gative plasmid의 비율이 더 높게 나타나는 것은 항생제의 

selective pressure에 의해 촉진되는 conjugation의 결과로 

균들 사이에서 conjugative plasmid 가 빈번히 공유되기 때

문일 수 있다.

Plasmid contig에서 발견된 ARG는 37종이었으며, 총 

348회 검출됐다. Drug class 중 aminoglycoside가 가장 많

이 검출되었으며(94 회), 그 다음으로 beta-lactam (66회)과 

phenicol (54회)이 많이 검출됐다(Fig. 2). 가장 빈번하게 검

출된 ARG는 sul2였으며, 그 다음으로 APH(6)-Id, floR 이 

많이 검출됐다. ARG가 plasmid에 위치할 경우 chromo- 

some에 위치하고 있는 경우에 비해 ARG가 다른 균으로 전

파될 가능성이 더 높기 때문에 항생제 내성 전파에서 plasmid

에 위치한 ARG를 조사하는 것은 중요하다. 또한 ARG가 

plasmid에 위치할 경우 chromosome에 위치한 경우에 비해 

ARG의 발현량이 높으며 이에 따라 항생제 내성균이 더 높은 

내성을 나타내게 된다고 알려져 있다[33].

ARG 검출 결과, HA4의 plasmid contig에서는 ARG가 

발견되지 않아 이후 분석에서 제외했다. ARG cluster에서 농

장 A와 B 유래 균주들은 cluster 1과 3에 나누어 분포하며, 

지리적으로 다른 곳에 위치한 농장 임에도 유사한 ARG 패턴

을 보였다. 이 두 농장 유래 균주들은 앞선 AST 분석 결과에

서도 비슷한 패턴을 보였다(Fig. 1). 이러한 결과를 토대로 지

역 내 항생제 내성균이 전파되었거나 conjugation에 의해 

plasmid가 전파되었을 수 있음을 알 수 있다. 농장 C 유래 

균주의 경우 AST 결과에서 3개의 cluster에 나누어 분포했던 

것과 달리, ARG 결과의 경우 모든 균주가 cluster 4로 배정

되며 ARG 패턴들이 유사하게 나타났다. 농장 C 유래 균주들

Fig. 1. Heatmap analysis with antibiotic susceptibility test results.
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은 샘플 당 평균 11.7개의 ARG를 지녔으며, 그룹 내에서 공

통적으로 발견되는 ARG는 sul2, folR, APH(6)-Id, CTX- 

M-14, FosA3 등이었다. 농장 D 유래 균주들의 경우 항생제 

내성 표현형은 유사하게 나타났지만 유전형은 다르게 나타났

다. AST에서 모든 샘플이 AST cluster 3에 위치하며 비슷한 

항생제 내성 패턴을 보였던 것과 달리, ARG 패턴에서는 SD1 

샘플이 다른 샘플들과 구분됐다. SD1 샘플의 경우 ARG 

cluster 3에 위치했으며 13개의 ARG를 가지고 있었다. SD1

을 제외한 D 농장 샘플들은 ARG cluster 2에 위치했으며 검

출된 ARG가 1-3개로 타 그룹 대비 적었다.

본 연구에서는 돼지와 다른 source사이에서 ARG가 공유

되는 것을 확인했다. Van et al.은 돼지와 인간 사이 ARG 전

파에 대해 연구했으며, 돼지, 돼지 농가 관계자, 돼지 도축업자

의 대변에서 돼지와 직접적인 접촉이 없는 대조군 대비 항생

제 내성균이 더 많이 분리되고 ARG 또한 더 많이 검출되었다

고 보고했다[34]. 일부 연구들은 돼지와 직접 접촉하지 않더라

도 환경을 매개로 ARG가 전파될 수 있음을 보여준다. 예를 

들어, Yang et al.은 돼지 분뇨 및 농장 폐수를 통해 돼지에서 

환경으로 ARG가 전달될 수 있음을 밝혔다[9]. 돼지로부터 유

래한 ARG는 분뇨를 통해 양식 어류 혹은 식물로 전파될 수 

ID
# Total 
contig

# Plasmid 
contig

# ARG 
contig

# Conjugative 
plasmid

# Mobilizable 
plasmid

# Non-mobilizable
plasmid

EB1 4 3 2 2 0 0

EC1 4 3 2 1 1 0

EC2 3 2 1 1 0 0

ED1 2 1 1 0 0 1

HA1 2 1 1 0 1 0

HA2 18 7 2 0 0 2

HA3 2 1 1 0 1 0

HA4 2 1 0 0 0 0

HA5 14 8 2 0 1 1

SA1 11 8 2 1 1 0

SB1 16 12 4 0 1 3

SB2 10 6 2 1 1 0

SB3 10 5 2 1 1 0

SC1 5 5 3 2 1 0

SC2 6 5 3 3 0 0

SC3 6 5 3 3 0 0

SC4 6 5 3 2 1 0

SC5 7 6 3 3 0 0

SC6 7 6 3 3 0 0

SC7 3 2 2 2 0 0

SC8 4 3 2 2 0 0

SC9 3 2 2 2 0 0

SC10 7 6 3 3 0 0

SC11 4 3 2 2 0 0

SC12 6 5 3 3 0 0

SC13 3 2 2 2 0 0

SC14 6 5 3 2 1 0

SC15 7 6 3 3 0 0

SC16 9 7 3 2 1 0

SC17 10 8 3 0 3 0

SD1 5 1 1 0 0 1

SD2 3 1 1 0 0 1

SD3 3 1 1 0 0 1

Table S2. Numbers of contigs of ESBL-producing E. coli
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있을 뿐만 아니라[35], 돼지고기로 확산될 수 있고, 궁극적으

로는 이를 섭취하는 인간에게 전파될 수 있기 때문에 항생제

의 무분별한 사용을 주의해야 한다[36,37].

Plasmid에서 발견된 ARG cassette 분석

71개의 plasmid가 보유한 ARG의 배열을 정리했을 때 반

복적으로 나타나는 ARG의 배열이 있었으며, 이를 9개의 ARG 

cassette로 정리했다(Table 1). Plasmid 71개 중 3개의 plas- 

mid에서 발견된 ARG 배열들은 다른 균주에서 발견되지 않

아(unique) ARG cassette에서 제외됐다. 농장 A와 B 유래

의 10개 샘플 중에서 6개 샘플이 “floR, tet(A), APH(6)-Id, 

APH(3'')-Ib”로 구성된 ARG cassette 1 또는 “CTX-M-15, 

TEM-34, mphA, Mrx”로 구성된 ARG cassette 2를 지니고 

있었다. 농장 C 그룹 유래 모든 균주는 ARG cassette 5가 포

함된 plasmid를 가지고 있었으며, EC2를 제외한 균주들은 

cassette 6이 포함된 plasmid도 지니고 있었다. ARG cas- 

sette 3과 4는 ANT(3'')-IIa 와 aadA22를 제외한 ARG의 배

열이 동일한데, C농장 유래 균주 중 12개는 이 두 cassette 중 

하나를 지닌 plasmid를 추가로 보유했다. 또한 한 개의 plas- 

mid에 두 개의 ARG cassette가 존재하는 경우도 있었다. 농

장 D의 경우, SD1을 제외한 균주들의 plasmid는 “floR, TEM- 

206”로 구성된 ARG cassette 7을 지녔다. Replicon type이 

같고 plasmid 크기가 유사한 plasmid들 사이에서 ARG cas- 

sette가 빈번히 공유된 것으로 보이나, ARG cassette 8과 같

이 plasmid의 크기와 replicon type이 다른 별개의 plasmid

들 사이에서도 ARG cassette가 공유되기도 했다. 서로 다른 

plasmid 사이에서도 ARG cassette가 공유되는 것으로 보아 

ARG가 특정 배열을 유지하며 HGT에 의해 다른 균으로 전

ARG_cluster Replicon type Mobility Plasmid size Contig ID

Cluster_1, 2 IncFII, IncFIIA Conjugative
70882, 76200 SC4, 15

56447-60417 SC1-3, 5, 6, 12, 14, 16

Cluster_3 IncFII, IncFIIA

Non-mobilizable 74879 HA5

Conjugative 74967 SB3

Conjugative 49448, 49373 SA1, SB2

Cluster_4 IncR Mobilizable 40016-40025 SA1, SB1-3

Cluster_5 IncFII, IncFIIA, IncFIB Conjugative

156162-156164 SC8, 11, 13

150625-150673 EC1, SC7, 9

136674-144518 SC1-6, 10, 12, 14-16

Cluster_6 IncI1
Conjugative 104793-105710 SC2, 3, 5-13, 15

Mobilizable 105040-105620 EC1, SC1, 4, 14, 16, 17

Cluster_7 IncX1 Non-mobilizable 31809-31817 ED1, SD2, 3

Cluster 1-7 correspond to the ARG cluster “QnrS1, aadA22, AAC(3)-Via”, “QnrS1, ANT(3'')-IIa, AAC(3)-Via”,  “CTX-M- 
15, TEM-34, mphA, Mrx”, “floR, tet(A), APH(6)-Id, APH(3'')-Ib”, “Ecol_catII, dfrA14, sul2, APH(3'')-Ib, APH(6)-Id”, 
“sul2, floR, CTX-M-14, FosA3”, and “floR, TEM-206” respectively.

Table 1. Distribution of plasmid mobility by source of ARG carrying plasmid

Fig. 2. Heatmap of ARG located in plasmid contig on drug class level. The legend indicates the number of ARGs detected
corresponding to each drug class.
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파되는 것으로 보인다.

71개의 plasmid 중 ARG cassette와 replicon type이 동

일하며 plasmid size가 1 kb 미만으로 차이나 샘플들 간 공

유되는 것으로 의심되는 plasmid는 56개였다. 동일 농장의 

돼지 유래 균주 사이에서 공유가 의심되는 plasmid가 가장 

많았으며, 서로 다른 source 혹은 농장 간 plasmid가 공유되

는 경우도 관찰됐다. 서로 다른 source 사이에서 ARG cas- 

sette가 유사하게 나타난 샘플들을 대상으로 plasmid의 ge- 

nome context를 비교하기 위해 synteny 분석을 진행한 결

과, 다른 source 사이에서도 plasmid의 유전자 배치가 유사

한 것을 확인했다(Fig. 3). A농장의 돼지와 B농장의 돼지, A

농장의 사람에서 분리된 E. coli 균주 사이에서 plasmid가 공

유된 것으로 추정된다. 농장 C와 D의 경우 각 농장의 돼지와 

환경 사이에서 plasmid가 공유된 것으로 나타났다. 농장 D에

서 분리된 E. coli들은 공통적으로 ARG cassette 7을 지닌 

non-mobilizable plasmid를 지녔기 때문에 공통 조상으로부

터 유래된 clonal isolates일 가능성이 있다. 농장 A-D에서 

인간, 돼지, 환경 간 ARG를 지닌 plasmid가 공유된 것을 확

인했는데, 이들이 conjugation을 통해 plasmid를 공유하는 

것인지, clonal spread인지 판단하기 위해서는 core genome 

Multi Locus Sequence Typing 등의 추가 분석이 필요할 

것으로 보인다[38].

본 연구의 결과로 서로 다른 농장 및 source 유래 E. coli 

균주의 plasmid 사이에서 ARG cassette가 공유된 것은 확인

하였지만, 균주가 수집된 농장에 대한 정확한 지리 정보가 없

기 때문에 실제로 전파가 일어났다고 확신할 수는 없다. 또한, 

어떤 HGT 기작에 의해 전파된 것인지 명확하게 구분하기는 

쉽지 않다. Clonal spread가 아니라면 대다수의 경우 conju- 

gative plasmid에 의해 ARG가 공유되었을 것으로 예상되며, 

일부 non-mobilizable plasmid에서도 ARG가 공유된 것을 

확인했다. “Non-mobilizable”임에도 conjugation 외의 과정

을 통해 다른 박테리아로 전달했을 것으로 예상된다. Non- 

mobilizable plasmid는 일반적으로 작은 size를 지녔기 때문

에 transduction과 자연적으로 일어나는 transformation에 

유리하다고 알려져 있다[39]. Mobilizable plasmid의 경우 

host가 conjugative plasmid를 함께 보유할 경우 conjuga- 

tion이 일어날 수 있기 때문에 mobilizable plasmid에서 발

견되는 ARG 역시 전파 가능하다.

동일한 그룹의 균주들 사이에서 ARG 패턴이 동일해도 

AST 결과가 불일치하는 경우가 확인됐다. 예를 들어 C 농장

의 균주들은 동일한 plasmid를 보유했음에도 다른 항생제 내

성 표현형을 보였다. SC1-5는 각각 ARG cassette 3, 5, 6이 

위치한 plasmid 3개를 지녔지만, SC1-3에서는 AST 결과에

서 6개의 항생제에 내성을, SC4, 5는 AST 결과에서 2-3개의 

항생제에 내성을 보였다. 기존 연구에서도 유전형과 표현형이 

불일치하는 경우가 보고된 바 있다[40,41]. ARG가 존재하지

만 발현에 문제가 있는 경우 항생제 내성이 발현되지 않을 수 

있다[42]. ARG가 발견되지 않았음에도 불구하고 항생제 내성

이 발현된 것은 본 연구에서 제외되었던 chromosome에 위

치한 ARG 때문일 수 있으며, 아직까지 밝혀지지 않은 ARG

가 존재하기 때문일 수도 있다. WGS를 통해 유전형으로 표현

형을 예측하려는 연구가 지속되고 있지만, 이와 같이 항생제 

내성은 복합적으로 작용하기 때문에 ARG를 통한 항생제 내성 

표현형 예측의 정확성을 높이기 위해 추가 연구가 필요하다.

본 연구에서는 돼지 농장에서 분리된 E. coli를 대상으로 

AST와 WGS 분석을 진행해 ARG가 동물, 인간, 환경 간에 

공유된 것을 확인했으며, 서로 다른 농장 사이에서도 ARG가 

공유되고 있는 것을 확인했다. 항생제 내성균으로 인한 피해는 

치명적이기 때문에 지속적으로 항생제 내성을 모니터링하며 

항생제 내성 전파를 제어할 수단을 연구할 필요성이 있다.

Fig. 3. Synteny analysis of ARG Cassette carrying plasmid shared between different sources. Each synteny result repre- 
sents the plasmid genome with ARG cassette 2, 5-7. The arrow represents each gene, and the black arrow represents the
transposase-related gene. The legend located on the right indicates the similarity between sequences.
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