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Abstract

This study was investigated the synergistic effects from the combination of cefalexin and gentamicin 
(CCG) against Staphylococcus spp. isolated from bovine milk. Minimum inhibitory concentrations 
(MICs) and fractional inhibitory concentration (FIC) index were determined for 16 bacteria from 13 bo-
vine farms in Gyeongsangnam province by the National Committee for Clinical Laboratory Standards 
broth microdilution procedure. Antimicrobial agents tested included cefalexin, gentamicin and CCG. 
Against Staphylococcus spp. tested, the MIC ranges of cefalexin, gentamicin and CCG were 0.25∼1.0, 
0.5∼0.125 and 0.06∼0.125 g/mL, respectively. In addition, the FIC index ranges of CCG against 
most of the isolates was 0.28∼0.43 and the FIC index of CCG against 2 strains of Staphylococcus hae-
molyticus (S. haemolyticus) was 0.59. In conclusion, CCG has a high antibacterial activity against 
Staphylococcus isolates, then the combination may be applied for the treatment of bovine mastitis 
caused by Staphylococcus spp.
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서    론

  유방염은 젖소에서 가장 흔하게 발생하는 세균성 

질병으로, 우유의 체세포수 증가로 인한 유질 저하, 

우유 생산량의 감소, 치료비용 증가, 도태 등으로 인

해 낙농산업에 막대한 경제적 손실을 초래하는 질병

으로 알려져 있다(Bradley, 2002). 젖소 유방염 원인균

은 일반적으로 전염성 균과 환경성 균으로 분류된다. 

전염성 유방염 원인균들에는 Staphylococcus aureus 
(S. aureus), Streptococcus agalactiae, Streptococcus dys-
galactiae 등이 있으며, 이들은 유방의 유선에 감염되

어 착유과정을 통해 젖소들에게 전파되어 지속적으

로 준임상형 및 만성 유방염을 일으키는 것으로 알려

져 있다(Bradley, 2002; Lee 등, 2007). 한편, 환경성 유
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방염 원인균들에는 Streptococcus uberis, Enterococcus 

spp., 대장균군, Arcanobacterium pyogenes, coagulase-nega-

tive staphylococci (CNS) 등이 있으며, 이들은 토양, 분

변 및 생식기 분비물, 깔짚, 유방 및 유두, 그리고 착

유기 세척에 사용되는 오염된 물 등의 주변 환경을 

통해 유선조직에 침입하여 기회감염을 일으켜 일시

적으로 임상형 유방염을 일으키는 것으로 보고되고 

있다(Rysanek 등, 2009; Kibebew, 2017). 

  최근, 연쇄상구균에 의한 젖소 유방염의 발생은 항

생물질의 사용과 우군의 위생향상으로 급격히 감소

하고 있으나, 포도상구균에 의한 젖소 유방염의 발생

은 지속적으로 증가하고 있는 것으로 보고되고 있다

(Idriss 등, 2014). 유럽과 미국에서의 연구에 따르면, 

젖소 유방염의 주된 원인균들로는 포도상구균, 연쇄

상구균, 대장균 등인 것으로 보고되었다(Bradley 등, 

2007; Ericssoon 등, 2009). 국내에서도 최근 몇 년 동

안 전국의 젖소목장에서 체세포수 20만개 이상의 원

유를 채취하여 유방염 원인균에 대한 조사를 실시한 

결과, 포도상구균과 대장균 등이 지속적으로 가장 높

은 분포율을 나타낸 것으로 보고되었다(Nam, 2010; 

Nam 등, 2010). 

  지난 수십 년 동안, 항생물질은 일반적으로 젖소 

유방염의 예방과 치료를 위해 사용되어 왔다. 최근 

들어, 항생제 내성균들의 출현으로 인해 항생물질의 

사용에도 불구하고, 젖소유방염의 치료율이 저하됨에 

따라 과량의 항생물질이 사용되고 있다(Barkema 등, 

2006). 젖소 유방염으로부터 분리된 몇몇 포도상구균

들은 penicillin-G, gentamicin, streptomycin, ampicillin, 

ciprofloxacin, oxytetracycline 등과 같은 항생제들에 대

해 다제내성을 갖는 것으로 보고되고 있다(Kumar 등, 

2011). 일반적으로, 항생제 내성균의 출현과 항생제 

내성 유전결정인자들이 먹이사슬을 통해 사람으로 

전파되는 것에 대한 공중보건학적인 관심이 증대되

고 있다(Piddock, 1996).

  포도상구균은 젖소 유방염의 주요한 원인체로서, 

45종과 21아종이 존재하는 것으로 보고되고 있다

(Bergeron 등, 2011). CNS는 대부분의 나라에서 젖소

의 유방 내 감염의 주요 원인균으로 인식되고 있다

(Unal 등, 2012). CNS는 젖소 유방염 유발과 관련된 

중요한 독성인자들을 갖고 있으며, 높은 항생제 내성

율을 보이며, 만성적 젖소유방염을 야기하는 것으로 

알려져 있다(Rajala-Schultz 등, 2009). 앞서 수행된 젖

소 유즙으로부터 분리한 균들에 대한 항생제 내성 검

사에서(Nam 등, 2013), S. aureus는 gentamicin에 대해 

감수성을 나타낸 반면에, CNS는 6.9%가 gentamicin에 

대해 내성을 나타내었다고 보고하였다. 또한, 유방염 

젖소로부터 분리한 methicillin-resistant CNS의 70%가 

gentamicin에 대해 내성을 나타내었다고 보고하였다

(Bochniarz과 Wawron, 2011). 다른 연구에서, 유방염 

젖소의 우유로부터 분리한 CNS 120 균주들에 대해 

항생물질들에 대한 감수성을 조사한 결과, ampicillin

과 penicillin에 대해 39%가 내성을 보였으며, amox-

icillin/clavulanic acid, ceftiofur, 그리고 cephalothin 등

에 대해 6%가 내성을 갖고 있는 것으로 나타났다. 또

한, gentamicin과 kanamycin은 상대적으로 낮은 2%의 

내성을 보였다고 보고하였다(Moser 등, 2013). 한편, 

준임상형 유방염을 보이는 젖소의 유즙 시료들로부

터 포도상구균 196균주를 분리하여, 항생제 감수성 

검사를 실시한 결과, cefalexin과 gentamicin에 대해 각

각 약 55.6%와 5.6%가 내성을 나타내었다고 보고하

였다(Islam 등, 2014). 

  본 연구에서는 경남지역의 젖소농장에서 임상적으

로 유방염을 보이는 젖소의 유즙으로부터 분리한 포

도상구균 4종(S. aureus, S. auricularis, S. simulans, S. 

haemolyticus)에 대해 cefalexin, gentamicin 그리고 두 

항생제 합제의 감수성과 두 항생제 합제의 상승효과

를 조사하였다.

재료 및 방법

공시재료

  2016년 7월부터 2016년 12월까지 경남지역의 17개 

젖소농장에서 채취한 유즙으로부터 분리한 S. aureus 

5주, S. auricularis 4주, S. simulans 3주 그리고 S. hae-
molyticus 4주를 시험에 사용하였다. 또한, 각각의 표

준균주인 S. aureus ATCC 29740, S. auricularis ATCC 

13813, S. simulans ATCC 11631, S. haemolyticus ATCC 

29970와 S. aureus ATCC 29213을 American Type 

Culture Collection (ATCC, Manassas, VA)으로부터 구

입하여 사용하였다. Cefalexin과 gentamicin의 표준품

은 Sigma-Aldrich Korea (용인)로부터 구입하여, 멸균

증류수를 이용하여 1 mg/mL의 용액을 각각 조제하여 

냉장고에 보관하면서 시험에 사용하였다.
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균 배양 및 항생물질의 준비

  항균물질 최소억제농도 시험은 Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI, 20012)의 방법에 준하여 액

체배지 희석법으로 실시하였다. 유방염에 걸린 젖소로

부터 분리한 균주들을 Mueller-Hinton agar (Oxoid, UK)

에 각각 접종하여 37°C에서 24시간 동안 배양하였다. 

배양 후, 4∼6개의 단일 콜로니를 취하여 Mueller-Hinton 

broth에 접종한 후, 다시 37°C에서 24시간 배양하였

다. 배양된 세균의 탁도를 MacFarland No. 0.5 (약 

1.5×108 CFU/mL)로 조정한 후, 희석액으로 희석하여 

약 1.5×106 CFU/mL의 균액을 준비하였다. 앞서 조제

한 cefalexin과 gentamicin의 표준용액(1 mg/mL)을 각

각 멸균증류수로 희석하여 0.0128∼4.0 g/mL의 농도

로 준비하였다. Lim 등(2003)의 연구를 참고로 하여, 

cefalexin과 gentamicin의 합제(10:7, w/w) (CCG)를 조

성한 다음, 멸균증류수로 희석하여 0.0128∼4.0 g/mL

의 농도로 준비하였다.

최소억제농도 산출

  최소억제농도(minimum inhibitory concentration, MIC) 

산출 시험은 Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI) Document, M31-A3 (CLSI, 2008)에 준하여 실

시하였다. 96-well microplate (flat-bottom, Corning, USA)

를 미리 준비하여, 각 항생물질의 각각의 농도에 대

해 8개의 반복 well을 사용하였다. 최고 농도군의 

well에 항생물질 0.05 mL를 분주하여 혼합한 다음, 

0.05 mL를 다시 취하여 다음 농도군의 well에 분주되

어 있는 broth와 공비 2로 단계 희석하여 총 9 단계의 

항생물질 농도군으로 구성하였다. 각 well에 앞서 준

비한 균액 0.05 mL씩을 분주한 다음, 37°C에서 24시

간 동안 배양하였다. 배양 후, 해당 농도에서 균의 성

장저해 유무를 육안으로 관찰하여, 시험물질을 투여

하지 않은 대조군과 비교하여, 최초로 균의 성장이 

저해된 농도를 MIC로 결정하였다.

Fractional inhibitory concentration (FIC) index 산출

  각각의 대상균주들을 대상으로 cefalexin, gentami-

cin 그리고 CCG의 MIC를 구한 다음, 앞선 연구방법

을 참고하여(Buyck 등, 2015), 아래 식에 따라 FIC in-

dex를 구하였다. FIC≤0.5인 경우, 상승작용, 0.5＜FIC

＜2인 경우, 부분적 상승작용, FIC≥2 이상인 경우, 

길항 작용으로 판정하였다.

FIC 
index

=
합제 중 A의 MIC 농도

 +
합제 중 B의 MIC 농도

A의 MIC 농도 B의 MIC 농도  

                       (A: cefalexin, B: gentamicin)

결과 및 고찰

MIC 산출

  유방염 젖소로부터 분리한 포도상구균 균주들에 

대한 cefalexin, gentamicin 그리고 CCG의 MIC는 Table 1

과 같았다. S. aureus 야외분리균주들에 대한 cefalex-

in, gentamicin, CCG의 MIC 범위는 각각 0.25∼1.0, 

0.5∼1.0, 0.06∼0.25 g/mL이었으며, S. auricularis 분
리균주들에 대한 cefalexin, gentamicin, CCG의 MIC 

범위는 각각 0.25∼1.0, 0.25∼0.5, 0.06∼0.125 g/mL

로 나타났다. 또한, S. simulans 분리균주들에 대한 ce-

falexin, gentamicin, CCG의 MIC 범위는 각각 0.25∼

0.5, 0.5∼1.0, 0.06∼0.125 g/mL로 나타났으며, S. 

haemolyticus의 야외분리균주들에 대한 cefalexin, gen-

tamicin, CCG의 MIC 범위는 각각 0.25∼0.5, 0.5∼1.0, 

0.06∼0.125 g/mL로 나타났다. 포도상구균 분리균주

들에 대한 cefalexin, gentamicin, CCG의 MIC 범위는 

각각 0.25∼1.0, 0.5∼0.125, 0.06∼0.125 g/mL로 나타

나, cefalexin, gentamicin 그리고 CCG는 유방염 젖소

로부터 분리한 포도상구균들에 대해 높은 항균활성

을 나타내었다. 앞선 연구에서(Klimiene 등, 2016), 유

방염 젖소로부터 분리한 CNS에 대해 항생제 감수성

을 조사한 결과, CNS 42 균주들에 대해 gentamincin

의 MIC 범위가 2.0∼8.0 g/mL이었다고 보고하였다. 

또한, 유럽전역에 걸쳐 급성 유방염 젖소로부터 분리

한 유방염 원인균들에 대한 항생제 감수성을 조사한 

연구에서(Thomas 등, 2015), S. aureus에 대한 cefalex-

in의 MIC 범위가 0.06∼1.0 g/mL이었다고 보고하였

다. Taponen 등(2016)은 유방염 젖소로부터 착유한 유

즙에서 CNS를 분리하여 항생제 감수성을 조사한 결

과, S. haemolyticus와 S. simulans에 대한, gentamicin의 

MIC 범위는 각각 0.25와 0.25∼1.0 g/mL이었으며, 

cefalexin과 같은 계열의 cephalothin의 MIC 범위는 모

두 0.12∼0.5 g/mL이었다고 보고하였다. 본 연구에

서, 포도상구균에 대한 gentamicin의 감수성은 Klimiene 
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Table 1. Minimum inhibitory concentration of Staphylococcus spp. isolated from bovine mastitis

Species Strains 
Minimun inhibitory concentration (g/mL)

Cefalexin Gentamicin CCG1)

S. aureus SA-1 0.5 1.0 0.125
SA-2 1.0 1.0 0.25
SA-3 0.5 0.5 0.06
SA-4 0.5 1.0 0.125
SA-5 0.25 1.0 0.06
ATCC 29740 0.25 0.5 0.06

S. auricularis Sauri-1 0.5 0.5 0.125
Sauri-2 0.5 0.25 0.06
Sauri-3 0.5 0.25 0.06
Sauri-4 1.0 0.5 0.125
ATCC 13813 0.25 0.5 0.06

S. simulans Ssim-1 0.5 0.5 0.125
Ssim-2 0.5 1.0 0.125
Ssim-3 0.25 0.5 0.06
ATCC 11631 0.5 0.5 0.125

S. haemolyticus Shaem-1 0.25 0.5 0.06
Shaem-2 0.5 1.0 0.125
Shaem-3 0.25 0.5 0.06
Shaem-4 0.25 0.5 0.06
ATCC 29970 0.25 0.5 0.06

1)Combination of cefalexin with gentamicin (10:7, w/w).

등(2016)의 연구결과와 비교하여 보다 높게 나타났으

나, S. haemolyticus와 S. simulans에 대한 gentamicin의 

감수성은 Taponen 등(2016)의 연구결과와 비교하여 

다소 낮은 것으로 나타났다. 또한, S. aureus에 대한 

cefalexin의 감수성은 Thomas 등(2015)의 연구결과보

다 다소 낮았으며, S. haemolyticus와 S. simulans에 대

한 cefalexin의 감수성도 Taponen 등(2016)의 연구에서 

사용한 cephalothin 보다 낮은 것으로 확인되었다. 이

러한 항생물질에 대한 젖소 유방염 원인균들의 감수

성 차이는 국가와 지역에 따른 항생물질 사용량과 빈

도의 차이에 의해 발생한 것으로 사료된다. 

FIC index

  유방염 젖소로부터 분리한 포도상구균 균주들에 

대한 cefalexin과 gentamicin의 합제인 CCG의 FIC in-

dex를 Table 2에 나타내었다. 각 포도상구균 균주들에 

대한 cefalexin, gentamicin, CCG의 MIC를 기초로 FIC 

index를 산출한 결과, 대부분의 균주들의 FIC index는 

0.28∼0.43 범위 내에 있어서 cefalexin과 gentamicin이 

포도상구균들에 대해 서로 상승효과를 보이는 것으

로 나타났다. 그러나 S. haemolyticus의 야외분리균주 

2주의 경우, FIC index가 0.59로 cefalexin과 gentamicin

이 부분적인 상승효과를 보이는 것으로 나타났다. 

Yang 등(2009)은 젖소 유방염 유래 S. aureus에 대한 

amoxicillin과 levofloxacin 합제의 FIC index가 0.375로 

나타나 상승효과를 나타내었다고 보고하였다. 또한, 

Choi 등(2011)은 젖소유방염 유래 S. aureus에 대한 

florfenicol과 amoxicillin 합제의 FIC index가 0.05로 두 

항생제 합제의 상승효과가 매우 뛰어난 것으로 나타

났다고 보고하였다. 한편, 젖소 유방염 유래 S. aureus
에 대해, Fillar 등(2009)은 cefalexin과 kanamycin 합제

의 FIC index가 1.1로 나타났으며, Choi 등(2011)은 

florfenicol과 cefuroxime 합제의 FIC index가 1.03으로 

나타나 모두 두 항생제의 부분적 상승효과를 나타내

었다고 보고하였다. 앞선 연구들과 비교하여, 본 연

구에서 사용한 CCG의 S. aureus에 대한 항균효과는 

Fillar 등(2009)이 사용한 cefalexin과 kanamycin 합제

와 Choi 등(2011)이 사용한 florfenicol과 cefuroxime 합

제보다는 높게 나타났으며, Yang 등(2009)이 사용한 

amoxicillin과 levofloxacin 합제와는 유사한 효과를 나

타내었다. 그러나 Choi 등(2011)이 사용한 florfenicol

과 amoxicillin 합제 보다는 낮은 효과를 보였다. 이와 

같이, 항생제 합제의 젖소 유방염 유래 원인균들에 

대한 항균활성 차이는 나라와 지역에 따라 분리된 균

주들의 각 항생제들에 대한 내성 형성 여부에 따라 
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Table 2. Fractional inhibitory concentration (FIC) index of Staphylococcus spp. isolated from bovine mastitis

Species Strains

Minimun inhibitory concentration (g/mL)

FIC index2)

Cefalexin Gentamicin
CCG1)

Cefalexin Gentamicin

S. aureus SA-1 0.5 1.0 0.125 0.088 0.34
SA-2 1.0 1.0 0.25 0.175 0.43
SA-3 0.5 0.5 0.125 0.088 0.43
SA-4 0.5 1.0 0.125 0.088 0.34
SA-5 0.25 1.0 0.06 0.042 0.28
ATCC 29740 0.25 0.5 0.06 0.042 0.32

S. auricularis Sauri-1 0.5 0.5 0.125 0.088 0.34
Sauri-2 0.5 0.25 0.06 0.042 0.29
Sauri-3 0.5 0.25 0.06 0.042 0.29
Sauri-4 1.0 0.5 0.125 0.088 0.34
ATCC 13813 0.25 0.5 0.06 0.042 0.32

S. simulans Ssim-1 0.5 0.5 0.125 0.088 0.43
Ssim-2 0.5 1.0 0.125 0.088 0.34
Ssim-3 0.25 0.5 0.06 0.042 0.32
ATCC 11631 0.5 0.5 0.125 0.088 0.34

S. haemolyticus Shaem-1 0.25 0.5 0.125 0.088 0.59
Shaem-2 0.5 1.0 0.125 0.088 0.34
Shaem-3 0.25 0.5 0.06 0.042 0.32
Shaem-4 0.25 0.5 0.125 0.088 0.59
ATCC 29970 0.25 0.5 0.06 0.042 0.32

1)A combination of cefalexin with gentamicin (10:7, w/w).

2)FIC index =
 MIC of A in the combination

+
MIC of B in the CCG

MIC of A MIC of B

(A: cefalexin, B: gentamicin; CCG: mixture of cefalexin and gentamicin (10:7, w/w))

발생하는 것으로 생각된다.

  본 연구는 유방염 젖소로부터 분리된 포도상구균

들에 대한 ceflalexin, gentamicin 그리고 이들 합제인 

CCG의 MIC와 CCG의 FIC index를 조사하여 향후 포

도상구균에 의한 젖소 유방염 치료에 활용할 수 있는 

기초자료를 제공할 목적으로 수행되었다. 본 연구를 

통해, 경남 지역 유방염 젖소로부터 분리된 포도상구

균들에 대해 cefalexin과 gentamicin의 합제인 CCG가 

높은 상승작용을 나타내는 것으로 확인되어, 향후, 

유방염 젖소에 대한 야외적용실험을 통해 효능을 검

증할 필요성이 있는 것으로 사료된다. 

결    론

  본 연구는 경남지역의 12개 젖소농장에서 채취한 

우유시료로부터 분리한 Staphylococcus aureus 5주, 

Staphylococcus auricularis 4주, Staphylococcus simulans 
3주 그리고 Staphylococcus haemolyticus (S. haemolyti-

cus) 4주를 대상으로 cefalexin, gentamicin 그리고 ce-

falexin과 gentamicin 합제(CCG)의 최소억제농도를 구

하고, CCG의 분할농도지수를 구하였다. 분리한 포도

상구균 16주에 대한 cefalexin, gentamicin, CCG의 

MIC 범위는 각각 0.25∼1.0, 0.5∼0.125, 0.06∼0.125 

g/mL로 낮게 나타났다. CCG의 분할농도지수는 대

부분의 포도상구균 분리균주들에 대해 0.28∼0.43 범

위로 나타나, 두 항생제 합제의 상승효과가 확인되었

다. 그러나 S. haemolyticus 2균주의 경우, CCG의 분

할농도지수가 0.59로 나타나, 두 항생제 합제의 부분

적 상승효과가 확인되었다. 이상의 연구결과로부터, 

cefalexin과 gentamicin의 합제는 포도상구균에 의한 

젖소 유방염 치료에 적용될 수 있을 것으로 생각된다.
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