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The antibiotic resistant genes (ARG) and mobile genetic 

elements (MGE) were investigated with the effluent of waste-

water treatment plant (WWTP), and river waters of upstream 

and downstream in order to elucidate the effect of effluent on 

antibiotic resistance in a natural river. Total numbers of 

134~183 of ARG and MGE were detected and the abundance 

of ARG and MGE was 0.063~0.422 copies per one of 16S 

rRNA gene in three water samples. Effluent sample contained 

the highest amount of the total number and abundance of ARG 

and MGE whereas total viable cells were observed in the lowest 

amount among the three samples. This indicated that the genes 

were originated from cells died during the wastewater 

treatment process. In addition, the co-relationship of abundance 

between ARG and MGE suggested that acquired resistance 

was a prevalent mechanism among the antibiotic-resistant 

bacteria existing in WWTP.

Keywords: antibiotic resistance, effluent, wastewater treatment 

plant

환경에 서식하는 미생물들은 항생제내성인자의 전파 경로 

중 하나로서 인식되고 있으며 환경 중 잔류항생제에 의해 항

생제 내성유전자를 가지고 있는 환경미생물들이 증가될 수 있

다(Knapp et al., 2010). 의료시설이나 축산 농가 등에서 사용

된 항생제는 병원 폐수, 생활하수, 가축분뇨 등의 형태로 배출

된다. 배출된 항생제가 완전하게 처리되지 못하여 환경 중으

로 유입된 잔류항생제는 항생제 내성균의 발생 및 증가를 유

발할 수 있다(Ohlsen et al., 2003; Reinthaler et al., 2003; 

Ikehata et al., 2006).

또한 Su 등(2014)은 잔류항생제와 더불어 총질소(TN), 총

황(TS), 총유기탄소(TOC), 구리, 아연, 니켈과 같은 환경오염

지표와 항생제 내성유전자의 분포 사이에 상관관계가 있다고 

보고하였다. 이것은 환경 중의 항생제 내성유전자 오염문제는 

잔류항생제 원인 뿐만이 아니라 농업활동, 산업활동, 하수방

류와 같은 인위적인 활동(anthropogenic activity)들과 밀접한 

상관관계가 있다는 것을 의미한다.

환경에서 분리된 항생제내성균과 임상에서 분리된 항생제

내성균들의 항생제 내성유전자 사이에는 높은 염기서열 상동

성을 보일 뿐만 아니라 유전자 전이에 관여하는 유전자들도 

높은 상동성을 보인다고 Forsberg 등(2012)은 보고하였다. 또

한 환경에 존재하는 미생물 중 99% 이상이 배양이 어려운 비

배양성 미생물들이다. 따라서 환경 중의 항생제 내성인자 파

악과 전파 양상 등을 이해하기 위해서는 배양법에 의한 연구 

뿐만 아니라 메타게놈을 이용하여 항생제 내성유전자를 분석
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Table 1. Abundance of bacteria in water samples collected in this study

Site
Total colonies

(CFU/ml)

Total coliform

(MPN/100 ml)

E. coli

(MPN/100 ml)

J1 1.5 × 10
4

1.5 × 10
5

2.6 × 10
4

J2 6.6 × 10
1

7.2 × 10
1

1.0 × 10
0

J3 7.8 × 10
3

9.2 × 10
4

1.2 × 10
4

하는 비배양법에 기반한 연구도 요구된다.

이와 같이 최근 주요 쟁점으로 떠오르는 항생제 내성균의 

역학조사 및 특성규명을 위하여, 균주를 분리하지 않고 하천 

및 토양 등 환경시료로부터 항생제 내성유전자를 직접 분리

하고 내성유전자의 분포와 특징을 이해하기 위한 다양한 분

자생물학적 연구방법이 수행되고 있다. Quantitative PCR이

나 microarray와 같은 분자생물학적 검출기법을 통해 특정 내

성유전자의 존재를 확인하는 것이 가능해졌고 메타게놈의 염

기서열을 결정하여 분석하는 연구가 적용되고 있다(Schmieder 

and Edwards, 2012; Chen et al., 2013; de Castro et al., 2014). 

하수처리장에서 방류되는 처리수의 영향을 알아보기 위해 

만경강 유역에 위치한 하수처리장을 중심으로 3지점을 선정하

였으며 방류구 상류지점 하천수(J1; 35°52′31′′, 127°06′06′′), 

방류수(J2; 35°52′38′′, 127°06′02′′), 방류구 하류지점 하천수

(J3; 35°52′46′′, 127°05′45′′)로부터 물 시료를 2015년 7월에 

채취하였다.

일반세균은 먹는 물 공정시험기준에 따라 시료를 10단계 

희석법으로 희석하고 시료 1 ml를 영양배지(nutrient agar)에 

혼합평판배양법으로 접종하고, 35°C에서 48시간 배양 후 형

성된 집락을 계수하여 CFU/ml로 표기하였다. 총대장균군과 

대장균은 수질오염공정시험기준의 효소기질이용법을 준용

하여 분석하였다. 시료 100 ml에 Colilert (IDEXX)를 혼합하

여 녹인 후 Qunti-tray에 주입하고 35°C에서 24시간을 배양하

였으며, 노란색이 발색한 경우에는 총대장균군으로, 자외선 

조사에서 형광이 발생한 경우에는 대장균으로 계수하고, 제작

사에서 제공한 MPN표에 대입하여 MPN/100 ml로 표기하였다. 

상류지점(J1)에서 일반세균은 1.5 × 10
4
 CFU/ml, 대장균은 

2.6 × 10
4
 MPN/100 ml로 가장 높은 반면 하수처리장 방류수

(J2)에서는 일반세균이 6.6 × 10
1
 CFU/ml, 대장균은 1.0 × 10

0
 

MPN/100 ml로 가장 낮았으며, 방류수의 영향을 받는 것으로 

생각되는 하류지점(J3)에서는 일반세균이 7.8 × 10
3
 CFU/ml, 

대장균은 1.2 × 10
4
 MPN/100 ml로 상류지점에 비해 낮아지는 

경향을 보였다(Table 1). 이러한 결과는 하수처리에 의해 세균

이 제거된 방류수가 다량 유입됨에 따라 방류수 합류 이후 희

석되는 효과로 판단된다.

채취한 5 L의 물 시료에 부유하는 세균으로부터 DNA를 추

출하기 위하여 다음과 같은 여과방법을 사용하였다. 10 μm 

cellulose acetate filter (Advantec)로 전처리 여과를 수행하여 

큰 크기의 부유물 및 조류 등과 같은 진핵미생물을 제거하였으

며 전처리 된 시료에서 세균을 회수하기 위해 0.2 μm cellulose 

acetate filter (Advantec)로 여과하여 균체를 모았고 그 여과막

을 게놈 DNA 추출을 위해 사용하였다.

여과막은 액체질소에서 동결 후, 막대사발을 이용하여 균

질화 하였으며 FastDNA Spin Kit (for Soil, MP Biomedicals)

를 사용하여 균질화 된 시료로부터 메타게놈 DNA를 추출하

였다. DNA는 SmartChip real-time PCR (Wafergen Biosystems)

의 주형으로 사용되었다. 총 342개의 항생제 내성 유전자

(antibiotic resistance gene, ARG)와 37개의 전파 관련 유전자

(mobile genetic elements, MGE) 검출을 위해 각 유전자들을 

증폭할 수 있도록 제작된 primer들을 사용하였으며 이들은 항

생제 내성 유전자를 정량하는 연구에 이미 사용되어 항생제 

내성유전자 모니터링에 적합하다는 것이 이미 검증된 primer

들이다(Looft et al., 2012; Zhu et al., 2013). 

Wafergen Biosystems의 SmartChip real-time PCR system

을 사용하여 고속 대용량 정량 PCR을 제조사의 방법에 따라 

수행하였다. PCR 혼합액은 1X light cycler 480 SYBR green I 

master (Roche Life Sciences), 1 mg/ml bovine serum albumin 

(New England Biolabs), 500 nM의 forward primer와 reverse 

primer, 5 ng/μl의 DNA 주형으로 구성되었으며, PCR 혼합액

은 5184-well chip에 SmartChip multisample nanodispenser 

(Wafergen Biosystems)를 사용하여 분주되었다. SmartChip 

cycler를 사용하여 다음과 같은 조건으로 real-time qPCR을 수

행하였다: 95°C 10분, 40 cycles (95°C 30초/60°C 30초).

정량 PCR 결과는 SmartChip qPCR software (v2.7.0.1, 

Wafergen Biosystems)를 사용하여 분석하였으며, 다양한 이종

의 melting peak가 있는 경우와 증폭 효율 1.8~2.2 외의 결과는 

삭제하였다. 정량 PCR은 3 반복으로 수행되었으며, threshold 

cycle (Ct) 30을 검출한계로 사용하여 유전자의 copy 수를 아

래의 식과 같이 계산하였다.

Gene copy number = 10
(30-Ct)/(10/3)

 

DNA를 추출한 각 하천시료에 존재하는 미생물 개체수가 

다르므로 동일한 미생물 개체수로 보정하기 위해 모든 미생물

에 존재하는 16S rRNA 유전자를 표준유전자로 사용하였다. 

그리고 산출된 항생제 관련 유전자의 copy 수를 표준화하기 

위해 각 시료의 16S rRNA 유전자 copy 수로 나누어 상대적 값
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Fig. 1. Total number (A) and total abundance (B) of antibiotic resistant 

genes (ARG) and mobile genetic elements (MGE) in water samples. Fig. 2. Diversity and abundance profiles of antibiotic resistant genes 

(ARG) and mobile genetic elements (MGE) in water samples. (A) 

abundance of ARG and MGE classified depending on resistant mechanisms; 

(B) abundance of ARG classified depending on antibiotics families.
을 도출한 후 분석에 적용하였다.

각 시료에 대한 항생제 내성 관련 유전자(ARG와 MGE)의 

종류와 존재량을 분석한 결과는 Fig. 1과 같으며 항생제 내성

기작 및 대상 항생제 계열에 따른 분석은 Fig. 2와 같다. 

항생제 내성기작에 따른 분류는 항생제 불활성화 관련 유

전자(deactivate), 항생제의 세포 내 농도를 감소시켜 내성을 

갖는 efflux pump 관련 유전자, 항생제 표적 부위의 변형 및 보

호와 관련된 유전자(protection), 내성유전자의 발현을 조절하

는 유전자(regulator) 그리고 MGE로 구분되었다. 대상 항생제 

계열은 aminolgycoside, beta-lactam, sulfonamide, tetracycline, 

amphenicol, macrolide-lincosamide-streptogramin B (MLSB), 

vancomycin, fluoroquinolone, multi-drug resistance (MDR) 

및 기타(other)로 분류하였다.

조사된 3개 시료에서 134~183개의 ARG 및 MGE 유전자가 

검출되었으며(Fig. 1A), 1개의 16S rRNA 유전자에 대한 ARG 

및 MGE 유전자의 상대적 양은 0.063~0.422 copy로 분석되었

다(Fig. 1B). 총 ARG 및 MGE의 양은 방류수가 합류하기 전 지

점인 상류의 하천수(J1, 0.063 copy)에 비해 하수처리장 방류

수(J2, 0.422 copy)에서 급격히 증가한 후, 방류수 합류 후 지점

인 하류의 하천수(J3)에서 다시 감소하는 양상을 보였다(Fig. 

1B). 그리고 항생제 관련 유전자의 수도 유사한 경향을 나타냈

다(Fig. 1A).

J2 시료의 내성관련 유전자의 수와 양이 상대적으로 높게 

분석된 결과는 상대적으로 낮게 분석된 총 세균 수와 상반된

다. 이것은 하수처리과정에서 사용되는 소독제의 영향으로 항

생제내성균들이 사멸된 결과라고 판단된다. 즉 생균의 수는 

감소하였으나 사균에 포함되어있는 유전자가 함께 검출됨으

로서 도출된 분석결과이며 방류수에 포함된 항생제 내성유전

자들이 하천수에 영향을 주었다고 해석된다. 그러나 총 세균 

수와 환경에 노출된 DNA의 자연분해를 고려하였을 때, 하수

처리된 방류수에 포함되어 있는 항생제 내성인자들이 하천에 

미치는 영향은 매우 적을 것으로 사료된다.

항생제 내성 기작에 따른 분류에서 MGE 관련 유전자 계열의 

존재량이 가장 높았으며, deactivate, efflux, 그리고 protection 

순으로 높게 조사되었다(Fig. 2A). 그리고 항생제 계열에 따른 

분류에서는 aminoglycoside와 MDR 계열 항생제의 내성유전

자 존재량이 높은 것으로 조사되었다(Fig. 2B). 기작 또는 항생

제 계열에 따른 모든 분류에서 유전자의 상대적 양이 J1 시료

에서 제일 적고, J2 시료에서 가장 높은 후, J3 시료에서 다시 감

소하는 공통된 양상이 관찰되었다(Fig. 2). 특히 항생제 내성

유전자와 마찬가지로 전파 관련 유전자(MGE)의 존재량이 J2 

시료에서도 높으며 상류지점보다 하류지점에서 다소 높은 유

사한 경향이 관찰되었다(Fig. 2A). 이것은 내성유전자가 플라

스미드에 존재하거나 트랜스포존과 같은 전파 관련 유전자들
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과 함께 유전자군을 이루고 있음으로서 획득내성과 연관되어 

있을 가능성을 제시한다. 따라서 이러한 현상에 대한 원인 규

명이 후속적으로 이루어져야 한다고 사료된다.

적  요

하수처리장 방류수와 하천 중의 항생제 내성인자 분포에 

대한 상관성을 분석하기 위해 방류수와 상류 하천수, 하류 하

천수를 대상으로 항생제 내성유전자와 전파 관련 유전자를 조

사하였다. 3개 지점에서 134~183개의 항생제 내성유전자

(ARG) 및 전파 관련 유전자(MGE)가 검출되었으며, 1개의 

16S rRNA 유전자에 대한 ARG 및 MGE 유전자의 상대적인 

총 합이 0.063~0.422 copy로 분석되었다. ARG와 MGE의 수

와 존재량은 방류수에서 가장 높게 검출된 반면, 총 세균 수는 

가장 적게 검출됨으로서 하수처리 과정에서 사멸된 세균에 포

함된 유전자들이 검출된 것으로 판단된다. 또한 MGE의 존재

량 양상이 ARG의 존재량과 상관관계를 보임으로서 항생제 

내성균들의 내성기작이 자연내성보다는 획득내성일 가능성

을 제시하였다.
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