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Abstract

BACKGROUND: Large amount of veterinary antibiotics 
have been used in the livestock industry to prevent diseases 
and promote growth. These antibiotics are excreted through 
feces and urine in unchanged form and reach to agricultural 
fields via application of the livestock manure based 
composts. The purpose of this study was to evaluate the 
occurrence of tetracyclines-resistant bacteria in the soil 
received livestock manure compost for a long term. 
METHODS AND RESULTS: Tetracyclines (tetracycline 
TC, chlortetracycline CTC, and oxytetracycline OTC) 
resistance bacteria in the soil of rice-onion field applied pig 
manure compost (PM), in the soil of grass-rye field received 
cow manure compost (CM), and in the soil of rice field 
applied inorganic fertilizer (NPK) were determined. The 
soil received livestock manure composts clearly showed 
higher number of TC, CTC, and OTC resistance bacteria 
compared with the soil treated with inorganic fertilizer. The 
antibiotic resistant bacteria recovered appeared at 80 mg/L 
of tetracyclines was identified 1 specie, 6 genera 7 species, 

and 6 genera 7species in the soils received CM, PM, and 
NPK, respectively. The dominant resistant bacteria with the 
CM and PM application were Ochrobactrum and 
Rhodococcus. 
CONCLUSION: The application of livestock manure 
compost in the agricultural field is likely to contribute the 
occurrence of antibiotic resistance bacteria in the 
agricultural environment. 
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서  론

항생제는 인간과 동물의 병 치료 목적으로 개발되어 이용

되고 있다. 특히 축산 분야에서 항생물질은 가축의 질병 치료 

목적 이외에도 생육촉진을 위해 다량 사용되어 왔다(Seo et 
al., 2007; Lee et al., 2009). 국내의 항생물질 계열별 사용량

은 Tetracycline계열이 연간 700여 톤으로 전체 사용량인 

1368톤의 약 50%를 차지하고 있어, 가장 많이 사용되는 것으

로 나타났고, 이외에 Sulfonamide 및 Penicillin계열이 많이 

사용되고 있다. Tetracycline 계열 중에서는 Oxytetracycline
과 Chlortetracycline이 가장 많이 사용되는 것으로 보고되

고 있다(식품의약품안전청, 2005).
동물에 투여 되는 항생제는 모두 이용되지 못하고 상당량
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Identification Soil collection location Crop Agricultural Practice
NPK Paddy soil Rice Only chemical fertilizer application during last 45 years 

CM Upland soil Grass-Rye 30 Mg/ha/year of cow manure compost application 
during last 5 years 

PM Paddy soil Rice - Onion 20-30 Mg/ha/year of pig manure compost application 
during last 10 years

Table 1. Brief description of soils used in this study

Site pH
(1:5)

T-C
(g/kg)

T-N
(g/kg)

Av.P2O5

(mg/kg)
Ex.-cations (cmol+/kg) Soil

TextureK Ca Mg
NPK 5.6 17.8 3.5 31.7 0.1 5.5 1.2 SiCL
CM 5.7 14.8 2.8 77.2 0.4 3.9 1.4 SCL
PM 6.7 39.8 8.7 199.9 1.2 9.9 2.7 SL

Table 2. Chemical and physical properties of the soil selected for study

이 분뇨의 형태로 배출된다. Seo 등(2007)에 의하면 동물에 

투여된 Penicillins 및 Tetracyclines 항생제의 30-60% 및 

70-80%가 체외로 배출되는 것으로 보고하였다. 현재 국내에

서 생성되는 가축분뇨(우분, 돈분, 계분)는 약 3천 6백만톤으

로 이중 약 85%가 자원화 과정을 거쳐서 농경지에 투입되고 

있다(RDA, 2007). 가축분뇨에 포함된 항생제는 자원화 과정에

서 상당량 제거되는 것으로 알려져 있지만 가축분뇨의 종류와 

자원화 조건에 따라서 상이한 결과를 보이고 있다. 예를 들면 계

분의 경우 42일간 호기적 퇴비화 조건에서 Chlortetracycline 
(CTC)은 92.6%가 제거되고, 동일 조건에서 돈분의 경우 

27.3%가 제거 된다고 보고하였다 (Bao et al., 2009). 2010
년 국내 가축분 퇴비를 포함한 유기성 농자재 생산량은 3,908
천톤으로 우리나라에서 약 2.2 Mg/ha 가 사용된 것으로 추

정할 수 있다 (농협, 2012). 따라서 우리나라 농경지에 가축

분 퇴비를 통한 항생물질의 이입 가능성은 대단히 높을 것으

로 예측된다. 
최근 항생물질의 농경지 이입에 의한 내성균의 출현에 대

한 우려의 관심이 고조되고 있다. 농경지 항생물질 내성균 출

현율과 토양중 항생물질의 양은 고도의 정의 상관관계를 보

이고 (Luo et al., 2010; Gao et al., 2012), 항생물질 내성균 

유전자는 인간 병원균으로 전이 될 가능성이 높기 때문에 항

생제를 새로운 오염물질로 구분하였다 (Pruden et al., 2006; 
Shah et al., 2012). 농경지내 항생물질에 관한 연구는 항생

물질의 농도 그리고 식물전이 등에 관한 연구가 일부 수행되

었다(Xuede et al., 2013). 그러나 농경지내 항생물질의 내성

균에 관한 연구는 이루지지 못하고 있다. 이에 본 연구는 국

내에서 가장 많이 사용되어지고 있는 Tetracycline (TC), 
Chlortetracycline (CTC), Oxytetracycline (OTC)을 대상

으로 가축분퇴비 장기연용 농경지와 자연계 토양의 항생물질 

내성균 분포 특성을 비교 분석 하였다. 

재료 및 방법

시료 채취

항생물질 내성균 분포 특성 조사를 위한 토양은 가축분 퇴

비의 종류와 영농방법에 따라서 3군데에서 채취하여 사용하

였다(Table 1). 가축분 퇴비를 전혀 시용하지 않은 대조 토양

은 지난 45년간 무기질 비료만을 시비한 논토양 (NPK)을 채

취하였다. 그리고 우분퇴비를 약 5년간 시용하면서 grass-rye
를 재배한 토양(CM) 논에서 돈분 퇴비를 약 10년간 시용하

여 양파와 벼를 윤작한 토양(PM)을 선발하였다. 본 시험을 

위해서 선발된 토양의 이화학적 특성은 Table 2와 같으며 토

양의 이화학적 특성은 농촌진흥청 표준 분석법에 준하여 실

시하였다(NIAST, 2000). 

항생물질 내성균 배양 및 동정

항생물질 내성균의 밀도 조사는 도말 희석법을 이용하였

다. 토양 1 g을 9 mL 멸균수에 현탁하여 TC, CTC, OTC 
항생제가 각각 0, 20, 40, 80 mg/L 이 포함된 Lysogeny 
Broth(LB) 배지에 102-106 까지 희석 도말하였다. 도말 후 배

지는 건조를 방지하기 위하여 밀봉하여 28℃에서 24시간 배

양 후 개체수를 조사하였으며, 모든 시험은 3반복으로 수행하

였다. 항생물질 내성균의 저항성율은 무항생제 배지에서 자란 

총 CFU/g에 대한 세가지 항생제 각각의 농도에서 자란 

CFU/g의 백분율로 계산하였다 (Gao et al., 2012).  
세 가지 항생물질에 대한 내성균의 동정은 세 가지 항생제

가 각각 40 mg/L 포함된 LB 배지에 형성된 콜로니를 50개

씩을 무작위 선택하여 MALDI-TOF (Bio Typer, Bruker, 
Germany)를 이용하였다. MALDI-TOF를 이용한 항생제 내

성균 동정의 방법을 요약하면 다음과 같다. 먼저 동정하고자 

하는 내성균의 콜로니를 멸균수 300 μL와 함께 E-tube에 넣

고 1분 이상 vortexing한 다음 순수 에탄올 900μL를 더 첨

가하여 3-5분 vortexing한다. 그다음 E-tube를 13000rpm으

로 5분간 원심 분리하여 상층 액을 제거한 후 가라앉은 침전

물을 실온에 3분정도 말렸다가 사용하는데, 앞의 과정을 실험 

효율을 높이기 위해 3번 반복한다. 이렇게 얻어진 샘플에 20μ
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Fig. 1. Resistance rates of bacteria at different concentration of tetracycline, oxytetracycline, and chlortetracycline in soil 
sample. Antibiotics resistance rates calculated as the CFU/g of bacteria that grew on antibiotic plates divided by the 
CFU/g of bacteria that grew on plate containing no antibiotics.

L의 70% formic acid를 첨가하여 vortexing 한 후 다시 20 
μL acetonitrile을 첨가하여 vortexing한다. 만들어진 샘플

을 13,000rpm에서 2분 동안 원심분리 한 후 샘플 플레이트

에 1 μL를 정해진 부분에 정확히 떨어뜨려 준다. 마지막으로 

건조시킨 샘플 플레이트 위에 matrix solution을 1 μL 떨어

뜨린 후 건조시켜 사용한다. MALDI-TOF를 이용한 미생물 

동정은 score 값을 이용하여 동정하며 score 값이 2.0 이상

은 신뢰성 있는 종(species) 동정이 가능하며, score 값이 

1.70-1.90은 신뢰성 있는 속 (genus) 동정이 가능하다(van 
Veen et al., 2010)

결과 및 고찰

가축분 퇴비 시용에 의한 항생물질 내성균 분포 특성토양 

채취 지점별 총 균수는 NPK, CM, PM에서 각각 2.20 × 105 
CFU/g, 8.20 × 105 CFU/g, 2.21 × 106 CFU/g 순으로 나

타났다. 본 연구에서 농경지 토양의 항생물질 내성균 출현율

은 가축분의 종류와 항생물질의 종류에 따라서 상당한 차이

를 보였다 (Fig 1.). 장기간(45년 이상) 무기질 비료만 시용한 

NPK에서 TC, OTC, CTC의 20 mg/L 농도에서 내성균 출

현율은 각각 0.19, 1.03, 0.08%로 나타났으며, 40, 80 mg/L 
농도에서는 내성균 출현이 확인되지 않았다. 이는 중국 농경

지 토양의 TC 20 mg/L 에서 내성균 출현율 1.0-10% 보다 

낮은 수준이며 (Chen et al., 2014), 양식장 퇴적토의 TC 동
일농도의 0.1% 이하보다는 높은 수준이다 (Gao et al., 
2012). 가축분 퇴비 종류에 따른 항생물질 내성균 출현율은 

돈분퇴비에서 우분퇴비보다 높게 나타났다. 특히, 우분퇴비의 

경우 세 가지 항생물질 80 mg/L 농도에서는 항생물질 내성

균 출현이 거의 관찰되지 않았지만 돈분퇴비의 경우 80 
mg/L 에서도 내성균 출현이 확인되었다. 그리고 세 가지 항

생물질 중에서 OTC의 내성균 출현율이 TC 와 CTC에 비해 

대단히 높은 것으로 확인되었다. 예를 들면, 돈분퇴비 시용지

의 TC, CTC, 및 OTC 20 mg/L 농도에서 내성균 출현율은 

각각 4.4, 3.2 및 59.5%, 그리고 우분퇴비의 경우 1.6, 1.4 및 

12.2% 이었다. Chen 등(2014)은 폐수처리장의 폐수 유입 농

경지의 OTC 와 TC 내성균 최대 출현율이 21, 35% 으로 나
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Site
Tetracycline Chlortetracycline Oxytetracycline

Closest species Score† Closest species Score Closest species Score
NPK Arthrobacter Oxydans 1.98

CM

Solibacillus silvestris
Streptomyces 
violaceoruber

2.11 
1.85 

Ochrobactrum  tritici
Ochrobactrum  tritici
Ochrobactrum  tritici
Ochrobactrum  sp.
Ochrobactrum  sp.
Ochrobactrum  sp.
Ochrobactrum  sp.
Serratia marcescens

2.124
2.356
2.295
2.349
2.208
2.078
2.180
2.511

Acidovorax  temperans
Lysinibacillus fusiformis
Ochrobactrum sp.
Ochrobactrum tritici

2.341
1.788
2.184
2.063

PM

Lysinibacillus 
fusiformis
Ochrobactrum tritici
Rhodococcus 
rhodochrous
Rhodococcus 
rhodochrous
Rhodococcus 
rhodochrous

2.14 
2.35 
2.36 
2.30 
2.37 

Ochrobactrum 
intermedium
Nocardia nova

2.135
2.258

Bacillius cereus
Acidovorax temperans

1.844
1.754

†Score of ≥ 2.0 indicated species identification; 1.7-1.9 indicated genus identification; <1.7 indicated no reliable 
identification (van Veen et al., 2010).

Table 3. Species composition of tetracyclines resistance bacteria (recovered from 80 mg/L plates) in soil samples

타났으며, Negreanu 등(2012)은 폐수 유입농경지 TC 내성

균 출현율은 5%로 보고 하였다. Gao 등(2012)은 양식장 퇴

적토에서 TC 20 mg/L 농도에서 내성균 출현율은 0.1% 미
만인 반면 Sulfamethoxazole 50 mg/L에서 내성균 출현율

은 약 60%로 보고 하였으며, 이와 같은 차이는 양식장에서 

사용되는 항생제 양이 TC (7.5 g/1000kg feed) 보다는 

Sulfamethoxazole (60-100g/1000kg feed) 이 훨씬 많아 

세균에 대한 항생물질의 노출빈도가 높기때문인 것으로 설명

하였다. 따라서 본 연구에서 가축분 퇴비의 종류에 관계없이 

OTC에 대한 내성균 출현율이 TC, CTC에 보다 높은 것은 

2011년 OTC 판매량(한국동물약품협회, 2012)이 201톤인 반

면 CTC는 약 95톤으로 항생물질 사용량에 따른 노출 빈도 

차이에서 기인된 것으로 추정된다. 

가축분 퇴비시용에 의한 항생물질 내성균 동정

가축분퇴비 시용에 의한 농경지 내 tetracycline 계열 항

생물질의 내성균 동정 결과는 Table 2에서 보는 바와 같다. 
45년간 가축분 퇴비를 전혀 사용하지 않은 NPK 에서는 

OTC 내성균 Arthrobacter Oxydans 만이 동정되었으며, 
이는 우분 및 돈분퇴비 시용 농경지에서는 관찰되지 않았다. 
그리고 우분퇴비 시용 농경지(CM)에서 세 가지 tetracycline 
에 대한 내성균은 6 속 7 종이 동정되었고, 돈분퇴비 시용 농

경지(PM)에서는 6속 7 종이 동정되었다. 우분퇴비 시용 농경

지의 우점 내성균은 Ochrobactrum tritici 이었으며, 돈분 

퇴비 시용농경지의 우점 내성균은 Rhodococcus 
rhodochrous 로 동정되었으며, 이 속은 우분퇴비 시용 농경지

에서는 관찰되지 않았다. Ochrobactrum tritici 는 밀의 근권 

부생균으로 처음 보고 되어 농경지에 많이 분포하고 있으며, 

Ochrobactrum 속은 pyrethroids 와 같은 많은 유기성 오염

물질의 생분해 미생물로 보고되어 항생물질의 생분해와 연관성

이 있는 것으로 예측된다. (Zhang et al., 2006; Yuan et al., 
2007; Wang et al., 2011). 본 연구에서 동정된 Lnibacillus, 
Bacillius 속은 양식장 퇴적토의 TC 내성균으로 보고되었다 

(Gao et al., 2012). 중국의 양식장 퇴적토의 TC 내성균의 군

집구조는 양식대상 물고기와 양식장의 위치, 그리고 항생물질 

사용 내역에 따라 큰 차이를 보인다고 보고하고 있다 (Dang 
et al., 2007). 결과적으로 본 연구에서 가축분 퇴비 시용 유무

와 가축분의 종류에 따라서 다르게 나타난 내성균의 종류는 영

농방법과 가축분퇴비 투입에 의한 항생물질 투입량과 종류의 

차이에서 기인된 것으로 생각된다.
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