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From January 2001 to December 2007,the serotype of
isolatedfrom diarrheapatientsintheGwangjuareaconsistedof

30types,Therewere99strainsofEnteritidis(42.9%)andshowedthe
highestisolationfrequencyfollowedby61strains(26.4%)ofTyphimurium.
ThepatternofantibioticsresistanceisatrendWhichisincreasing,the
frequency ofbacteria resistantto TE was 47.4% which was highest,
followedbytheorderof45.7% ofAM aswellasTIC,SAM was27.6%,
NA was22.8%,andCM was21.6%.TheserotypeTyphimurium toTE
was82.2% andmostbacteriashowedtheresistance,toAM andTICwere
approximately50%,andthefrequencyofresistancetoCM,SAM,andGM
washigh.TheserotypeEnteritidiswas59.6% thepenicillinsantibioticAM
andTIC was59.6%,SAM was40.4% andthefrequency ofantibiotics
resistancewashigherthan otherserotypes,and resistancetoCIT and



SXT wasnotdetected.Concerningotherserotypes,toTEwas41.7% and
thefrequencyofantibioticresistancewashighestfollowedbytheorderof
27.6% SAM,23.6% AM,andthefrequencyofantibioticresistancetoall
antibiotics was relatively low.In addition,in the multidrug resistance
pattern,higherthan 68% ofTyphimurium,and approximately 65% of
Enteritidis showed resistance to more than two types of antibiotics.
Particularly,thefrequencyofmultidrugresistanceofTyphimurium to3-8
antibioticswasapproximately52% anditwashigherthanotherserotypes.
In addition,regarding other serotypes,Blockley,Brandenburg,Haardt,
Panama,ParatyphiB,Rissen,andSaintpaulshowedmultidrugresistance.
Overall,antibioticsthatshowedresistancesimultaneouslywereAM,SAM,
TIEandTEofwhichresistancewasrelativelyhighineachserotype.
TheplasmidDNA of37strainsoftheserotypeTyphimurium withhigh
antibiotics resistance and multidrug resistance were analyzed and the
resultsshowedthatallstrainscontainedmorethanoneplasmid2kb-22.9
kbinsizeandgenerally4-6plasmids,nonetheless,thecorrelationofthe
patternofantibioticresistancetothePlasmidDNA patterncouldnotbe
detected.In multidrug resistantstrains analyzed by polymerase chain
reaction,72 strainscontaining theClass1 Integron wereisolated,and
among them,60 strains contained an integron showing one 1,200 bp
amplificationproduct,Therewere3bacterialstrainscontaining 1,000bp
and1,200bp,Therewere3bacterialstrains,containing1,200bpand1,600
bp,4strainsofbacteriaetc.showing1,200bpand2,000bpcontainedan
ingegronwithmorethan2amplificationproducts.Amongbacteriaresistant
tomorethan4typesofantibiotics,bacteriawithmorethantwotypesof



integronwereobservedonlyintheserotypeParatyphiB.Particularly,1,200
and1,600bpintegronshowedresistancetoAM,GM,KM,TIC,andTE,
andthecharacteristicwasthatbacteriawith1,200aswellas2,000bp
integronshowedresistancetoNA andSXT.
Amongtheresistantgenecassettewithinintegron,β-lactamasegeneand
blaP1(pse1)genewerenotdetected atallexceptin 2strainsofthe
serotype ParatyphiB,and 2 strains of the blaP1 positive serotype
ParatyphiB wereresistanttoSAM.AmongbacteriaresistanttoAM or
TIC, .,on bacteria negative for PCR using the Primer in-F and
blaP1-B,PCRusingblaP!-Fand blaP1-Bprimerwasperformedand420
bpamplification productswereobserved.PCR wasperformedusing the
primerqacE 1-F andsul1-B,and1,130bpamplificationproductswere
shown,andinsomebacteria,800bpamplificationproductswereobserved.
Itisnecessarythatinfuture,morestudiesontheexaminationofdifferent
severalresistantgeneswithintheintegronandtheirstructurearerequired.
AscytotoxicitytoHeLacells,treatedcellswithbacteria,morethan20%
ofcellsdied,andparticularly,When treated with theserotypePanama,
approximately more than 80 % died.When treated with cellculture
supernatant,cytotoxicitywasnotbeobservedinmostcases,nonetheless,
WhentreatedwiththeculturesupernatantoftheserotypeBrandenburg,
Indiana,Panama and Schwarzengrund,more than 30% cells died.The
cytotoxicitytoHeLacellswasthoughttobeduetoCly A production.
SuchresultsuggestsforthefirsttimethatNTSinducingdiseaseswithin
theintestinaltractcouldproducetoxinwithcytotoxicity.Itisthoughtthat
in future, studies investigating the characteristics of bacteria with



cytotoxicityshouldbeinvestigatedmorecomprehensively.



제제제111장장장...서서서 론론론

급성 설사와 여행자 설사에 포함되는 감염성 설사질환을 동반한 위장관염
은 공중보건학적인 측면에서 중요한 질환이며,전 세계적으로 호흡기질환에
이어 두 번째로 영․유아기의 주요한 질환이 되고 있다(24,37).
이러한 감염성 설사질환의 원인체로는 spp., spp.,

spp.( nonO1,O139, ),
(ETEC/ EPEC/ EHEC/ EIEC 등), spp.,

, spp.등 세균성질환과 rotaviruses,noroviruses,astroviruses,
adenoviruses등 바이러스성질환이 원인이 되고 있다 (2,10).병원성 미생물
에 의해서 일어나는 설사는 위생수준과 음용수,음식물 또는 위생시설의 질적
수준,생활양식의 형태에 관계없이 전 세계의 모든 사람들,특히 어린이들의
건강에 영향을 많이 미치며,개선된 위생환경과 치료를 통해 설사로 인한 사
망자 수는 점차 감소되고 있으나,개발도상국가에서는 여전히 높은 사망률을
유지하고 있다 (3).이와 같이 설사를 동반한 위장관질환은 그 질병으로 인한
사망률뿐만 아니라 경제적인 비용에 있어서도 중요한 문제를 야기하고 있다.
더욱이 세균에 의한 위장관질환은 그 전염성 때문에 공중보건 측면에서 중요
한 관리대상이 되고 있음에도 불구하고 아직까지도 세균성 병원체에 의한 위
장관질환이 많이 발생하고 있는 실정이다.
이 중 spp은 세균성 설사질환의 가장 빈번한 원인균으로써 자

연계에 널리 분포되어 거의 모든 척추동물에서 분리되며,사람을 비롯한 많은
종류의 동물에서 각종 질병의 원인이 된다.뿐만 아니라
에 의해 발생되는 비장티프스성 salmonellosis는 전 세계적으로 발생하는 매우
중요한 식품매개성 감염성질환으로써 오염된 음식이나 물,기구 등 다양한 전
염원에 의해 사람이나 동물에 질병을 일으키며,우리나라에서도 계절에 관계



없이 해마다 많은 환자가 발생되고 있다 (9,74,77).
spp.의 임상증상은 12～ 36시간의 잠복기를 거쳐 발열,두통,

복통,설사,구토 등 위장관 증상으로 인한 탈수가 일어나고 유아나 고령자는
중증이 될 수 있으며,급성증상은 1～ 2일 만에 사라지나 식욕부진과 설사는
7일간 지속되기도 한다.때로는 급성장염으로 시작되어 패혈증이나 농양,관절
염,담낭염,심낭염,폐렴,농피증,신우신염 등을 초래하며,유아나 고령자,면
역억제 환자가 사망하는 일은 있지만 대단히 드물다.그리고 만성 보균상태
등 다양한 증상을 보이고 있으며,이들은 사람과 동물에서 교차 감염되어 질
병을 일으키거나 전파되고 특히 subspTyphi(이하
Typhi) subspParatyphiA,B,C (이하 Paratyphi)
등은 법정 제 1군 전염병으로 지정되어 관리되고 있다.이와 같은 살모넬라균
속 중,환자에서 가장 빈번히 검출되는 혈청형인 subsp
Typhimurium (이하 Typhimurium)과 subsp
Enteritidis(이하 Enteritidis)는 전 세계적으로 식중독 원인균으로써 그 중
요성이 새로이 인식되고 있으며,국내에서도 식중독 원인균으로써 많은 비중
을 차지하고 있다.(53)
살모넬라균속은 와 두개의 종으로

분류되며, 는 subsp.
subsp. subsp. subsp.

subsp. 그리고 subsp. 의 6개의 아종으
로 나뉘어진다. 는 이전에는 subsp. 로 명명되었
으나 현재는 독립적으로 분류되고 있다 (73).

속 균의 생화학적 성상 및 배양상의 특성을 살펴보면 대부분의
살모넬라속 균은 유당을 발효시키지 않으며, 운동성이 있고 무기황과
thiosulfate로 유화수소를 생성하고 .Typhi를 제외하고 모든 균주들은 포도



당으로부터 gas를 생성한다.또한 다른 장내세균에 비해 비교적 고농도의 담
즙에 잘 견디는 능력을 가지고 있다.(8)

spp.는 그람음성의 통성 무산소성 세포내 기생세균으로서 1886
년 Salmon과 Smith에 의해 처음으로 분리 보고된 이래,현재까지 2,300개 이
상의 혈청형이 보고되고 있다.이러한 혈청형은 항원구조에 의해 결정되는데,
살모넬라의 세포벽에는 lipopolysaccharide로 되어 있는 균체항원 (O)이 있고
운동성과 관련이 있는 편모항원 (H)이 있으며,이들 항원의 조합에 의해 이루
어진다.균체항원 (O)은 다른 장내세균의 균체항원 (O)과 비슷하나 편모항원
(H)은 이상성 (diphasic)이라는 점에서 있어서 다른 장내세균과는 다르다.특
이적인 제 1상 항원은 단지 몇몇의 균종들 만이 가지고 있으며 동형의 항혈청
에게만 반응한다.그러나 비특이적인 제 2상 항원은 보다 많은 균종들을 가지
고 있으며,이형의 항혈청과도 반응한다 (8).

속 균의 역학적인 상황을 살펴보면,위장관계 감염 세균성 병원
체 가운데 장티프스 및 살모넬라 병원체는 우리나라에서 토착화되어 있고 국
가 감시질환 대상 병원체로 중요시되고 있다.장티프스균의 병원소는 오직 사
람으로 만성 보균자가 될 수 있으며,장티프스 보균자의 색출과 환자의 관리
를 철저히 하면 장티프스 감염을 효율적으로 예방할 수 있는 질환이다.이외
의 살모넬라균은 가금류,돼지,거북,개,고양이 등의 애완동물과 설치류 등
가축 및 야생동물 모두를 병원소로 가지고 있다.인간의 경우 만성보균의 사
례가 드물지만 동물과 조류에서는 보균율이 높다 (75).
따라서 감염된 동물에서 유래한 음식 또는 감염된 동물이나 인간의 분변에

오염된 음식물에 있는 병원체를 섭취함으로써 흔히 감염사례가 발생한다.즉
불충분하게 조리되었거나 조리되지 않은 계란,계란 함유식품 등에 의한 사례
가 흔히 보고되고 있으며,설사증상이 있는 사람과 사람사이의 분변-경구 전
파 역시 중요하다 (74).



혈청형에 따른 감염양상을 살펴보면 1980년 이전에는 장티프스의 분리율이
높았으나,식생활 및 생활환경의 개선으로 인해 장티프스의 발생은 감소하였
다.그 이후 1996년까지는 .Typhimurium의 분리율이 가장 높았고 .
Enteritidis가 그 다음 순위였으나,2003년에는 그 구성비가 역전되어 .
Enteritidis가 가장 분리율이 높은 것으로 나타났다.최근 살모넬라 병원체는
종래의 발생양상과는 달리 다양한 추세를 보이며 새로운 혈청형이 높은 빈도
를 보이고 있다.국립보건연구원 살모넬라센터의 통계에 의하면,2000～ 2003
년 기간동안 모두 104가지 혈청형의 살모넬라가 분리된 것으로 나타났다.또
한 혈청형별,연령별로 살펴보면 .Typhi나 ParatyphiA와 같은 제 1군
법정전염병의 경우 40 ～ 49세 연령층에서 분리빈도가 높았으며, .
Enteritidis와 .Typhimurium의 경우 4세 이하의 연령군에서 분리빈도가 높
았다 (9,33).

속 균은 일반적으로 숙주에 대한 적응성에 따라 숙주 특이성 그
룹과 숙주 비특이성 그룹으로 나뉘고 있다. .Typhi와 .Paratyphi는 사람
에, . Dubulin은 소에, . Cholerasuis는 돼지에, . Pullorum과
Gallinarium은 닭에 각각 친화성이 있는 혈청형이며, .Typhimurium과 .
Derby등은 거의 대부분의 동물에 나타내고 있어 비특이성 균종으로 분류된
다 (47,57).
비록 salmonellosis의 치사율은 낮은 편이나,높은 발생률에 의해 경제적으

로나 역학적 및 보건학적 측면에서 매우 중요한 감염질환이다 (4,56).
spp.감염원을 추적하기 위한 역학적인 분석에서 혈청형 및 분자생

물학적 방법이 많이 사용되고 있으며,특히 혈청형은 동일 기간 및 동일 지역
에서 발생한 감염의 역학적 분석에서 주로 사용되고 있다 (43,
58).
세균성 설사질환의 원인균 분리 및 동정은 그 원인체가 자랄 수 있는 특성



에 맞게 증균배지와 선택배지를 이용하여 분리하였고,분리된 균의 생화학적,
생물학적 및 혈청학적 특성에 따라 동정해 왔다. 그러나 최근 식품에서 야기
되는 세균성 설사질환이 증가함에 따라 그 원인식품 또는 매개체 및 감염경로
가 명확하지 않아 방역조치 및 예방에 많은 어려움이 있어 왔다.이러한 어려
움을 해결하고 이 병원체에 의한 감염의 동정과 혈청형보다 더 자세히 분류하
기 위하여 분자생물학적인 방법이 많이 사용되고 있다.따라서 최근에는
plasmid분석,ribotyping,pulse-fieldgelelectrophoresis,random amplified
polymorphicDNA 분석법과 같은 방법이 유용하게 이용되고 있다.
최근 환자에서 분리되는 에서 항균제에 대한 내성은 전 세계적

으로 심각한 문제를 초래하고 있다.미국에서는 1980년대에는 한 가지 이상의
항균제에 대한 내성을 가진 균주의 분리율이 16%이었으나 1990년대에는 31%
로 증가하였으며 (35),영국에서도 비슷한 분리율을 보고하고 있다 (64).최근
국내에서도 항생제에 대한 높은 내성률을 보이며 특히 혈청형 Typhimurium
과 Enteritidis에서 tetracycline,streptomycin및 sulfisozazole에 대한 내성률
이 매우 높다고 보고되고 있다 (70).
plasmid와 transposon과 같은 이동성 유전자에 의해 세균간의 항생제 내성

유전자가 전달되어 내성균이 증가한다.최근 항균제에 대한 내성전달에서
integron이란 유전자군 (genecassettes)의 역할에 대해 잘 알려져 있다 (12,
13,54).현재에는 9종류 이상의 integron이 알려져 있으며 그 특성이 밝혀지
고 있다 (14,25).ClassIintegron은 5'-CS 및 3'-CS의 2개의 conserved
segments와 항균제 내성 유전자군으로 구성된 internalvariableregion으로
구성되어 있다 (26,61).5'-CS에는 genecassette의 특정 부위를 절단하고 삽
입하는데 필요한 type1integrase에 대한 유전자가 존재한다 (12).또
한 5'-CS에는 유전자 재조합에 필요한 유전자가 있다.3'-CS에는
ammonium compounds와 sulfonamide에 대한 내성 유전자인 및



가 있다.그러나 항상 3'-CS가 존재하지는 않는다 (51).Class1integron이
그람음성 세균간의 항균제 내성 전달물질로서 가장 중요한 것으로 알려졌으
며,특히 장내세균에서 다제내성과 밀접한 관계가 있는 것으로 알려져 있으며
(28,30),특히 Typhimurium에서도 매우 중요한 역할을 한다 (57,65).
병원성 세균은 감염증이 진행되는데 있어 중요한 역할을 하는 숙주세포에

직․간접적으로 손상을 초래하는 독성물질을 생성한다 (20).특히 장염관련 질
환을 일으키는 (non-typhoidalsalmonella,이하 NTS)는 장관내
점막상피세포에 부착하여 침입하고 독소를 생성한다 (19,33,34).그러나
NTS는 배양된 세포에 대해 세포독성을 나타내지 않는다 (29,55,67).대부분
의 대장균은 배양 대식세포에 세포독성을 나타내는 용혈독소 (CytolysinA,
이하 ClyA)를 생성하는데,ClyA는 34kDa의 단백으로서 숙주세포의 세포막
에 구멍을 형성하여 용혈작용을 갖는다 (17,38,42,45,46,66).최근

에서도 기능과 단백 크기,염기서열 등이 거의 동일한 용혈독소가
검출되었는데 특히 사람에게 전신감염을 일으키는 혈청형 Typhi와 Paratyphi
A에서만 있다고 보고되었으나 (47),인체에 전신성 질환을 일으키지 않고 장
관관련 질환만을 일으키는 NTS의 세포독성에 관련된 연구는 거의 없는 실정
이다.단지 NTS감염증의 병인기전에 있어 내독소와 외독소의 역할만 알려져
있다.

혈청형과 항균제 내성양상 및 내성유전자의 특성은 새로운 감
염증 환자 특히 집단 식중독이 발생할 경우 감염원의 추적과 감염경로를 파악
하는데 있어 분자역학적으로 매우 중요하다.뿐만 아니라 환자의 치료에 기초
자료로 활용되고 항균제에 대한 다제내성균의 출현을 감소시키기 위한 기초자
료로 활용될 수 있다.그러나 현재까지 광주지역에서 발생하는 설사환자의 원
인균 특히 속 균에 의한 발생빈도 및 혈청형과 항균제 내성양상에
대한 보고가 전무한 실정이다.따라서 이 연구의 목적은 광주지역에서 분리되



는 의 유행양상과 항균제 내성특성 그리고 각 혈청형의 생물학적
특성을 조사하고자 하였다.본 연구를 수행하기 위하여 2001년부터 2007년까
지 매주 1회 이상 광주지역 종합병원의 진단검사의학과와 소아과를 순회하여
수행한 설사질환실험실 감시사업에서 의뢰된 환자의 분변에서 분리된

의 각 혈청형별 분리빈도와 항균제에 대한 내성양상을 조
사하였다.또한 항균제에 대해 다제내성을 나타낸 의 각
혈청형별 균주에서 class 1 integron을 중합효소연쇄반응으로 검출하여
integron과 다제내성과의 상관관계를 조사하였다.그리고 광주지역에서 발생하
는 속 균의 혈청형과 항균제 내성유전자의 특성을 파악하여 질병의
감염원인 추적과 감염경로를 조사하는데 기초자료로 활용하고자 하였다.또한
복통,설사 및 구토 등 집단 식중독의 원인이 되고 있는 살모넬라속 균의 인
체 감염에 대한 병원성을 파악하기 위해 Hela세포주를 이용한 세포독성 유무
조사하였고 독성과 밀접한 관계가 있는 것으로 알려진 ClyA의 유전자 존재
유무와 관계가 있는지를 조사하였다.



제제제222장장장...재재재료료료 및및및 방방방법법법

제제제111절절절 실실실험험험대대대상상상
2001년 1월부터 2007년 12월까지 7년 동안 광주지역 종합병원의 진단검사의학
과 및 소아과에 설사를 주 증상으로 내원 및 입원한 환자의 대변을 4℃에 보
관하도록 하여,채취된 대변을 환자의 인적사항에 대한 기록지와 함께 매주
수집하여 냉장을 유지한 채,실험실로 운반 즉시 실험을 수행하였다.또한 이
기간 중 발생한 식중독 및 전염병으로 의심되어 보건소에 신고된 환자의 경
우,신고된 즉시 역학조사서와 함께 직장채변 또는 대변을 채취하여 냉장을
유지한 후,실험실에 운반 즉시 실험에 이용하였다.

제제제222절절절 균균균주주주의의의 분분분리리리 및및및 혈혈혈청청청학학학적적적 동동동정정정

111...가가가검검검물물물 전전전처처처리리리
수집된 대변을 bead를 넣은 시험관에 0.01M phosphatebufferedsaline

(PBS:pH 7.2)으로 10％가 되게 균질화를 시킨 후,감염병 실험실 진단지침
(73)에 준하여 직접 도말배양법과 증균배양을 병행하여 실시하였다.

222... 균균균주주주의의의 분분분리리리
균질화된 대변은 MacConkeyagar와 SS( agar)평판배

지에 직접 도말하였고 한편으로 증균배양은 살모넬라만을 선택적으로 분리하
는데 이용되는 tetrathionatebroth(Difco,USA)5mL에 균질화된 대변 0.5
mL을 접종하여 37℃에서 18시간 배양하였다.배양된 평판배지에서 lactose를
분해하지 않은 무색집락을 선택하여 감별배지인 KIA (KliglerIron Agar,



Difco,USA)사면배지에 접종한 후,37℃에서 18시간 배양하였다.장티푸스의
경우는 감별배지의 성상이 alkalineslant/acidbutt,H2S 양성,파라티푸스는
감별배지의 성상이 alkalineslant/acidbutt,H2S양성,gas양성 또는 alkaline
slant/acidbutt,gas양성 그리고 기타 살모넬라의 경우는 감별배지의 성상이
alkaline slant/acid butt,H2S 양성,gas 양성을 나타내는 균주에 대해

균으로 추정하였다.분리 균주의 생화학적 동정은 균
으로 추정된 균주에 대하여,Bergey'smanual에 따라 IMViC시험,당분해능
시험, 아미노산 탈탄산시험 등을 실시하고 최종적으로 API 20E kit
(BioMerieux,France)를 사용하여 spp.로 확인하였다.

333...혈혈혈청청청학학학적적적 동동동정정정
생화학적으로 spp.로 확인된 균주에 대하여 균체항원 (Ogroup)

은 국립보건연구원에서 분양받은 진단혈청과 편모항원 (H group)시험은 Difco
사 제품을 이용하여 실시하였다.즉 분리된 균주를 Brain HeartInfusion
medium (BHIagar,Difco,USA)에서 37℃에서 18～24시간동안 순수배양한
후, O Antisera(poly,Vi,A,B,C,D,E)와 슬라이드 응집시험을
실시하였다.
균체항원 (O group)이 확인된 균주에 대해서 편모항원 (H group)검사를

수행하였다.즉 살모넬라균의 운동성을 높이기 위해 Motility GImedium
(Difco,USA)에 분리된 균주를 접종하여 37℃에서 18시간 배양하였다.2차적
으로 시험관 하부의 운동성이 강한 균을 취하여 vealinfusionbroth(Difco,
USA)에 다시 37℃에서 18시간 배양한 후,동량의 0.6% formalin-saline을 가
하여 실온에 1시간 정치시켜 균을 고정하였다. H항원 typing은 먼
저 phaseⅠ실험을 수행하기 위해 spicer-edwardsantiserum 중 1,2,3,4와
L-complex,EN-complex,1-complex를 멸균된 0.85% NaClsaline을 이용하여



각각 1:250의 비율로 희석하여 준비하였다.고정된 균액 500uL와 4부 시험관
에 희석된 각각의 항혈청을 동량 가하여 혼합한 후,50℃ 항온수조에서 1시간
이상 반응시켜 응집여부를 확인하였다.PhaseⅠ시험을 수행 후,phaseⅡ가
확인이 되지 않은 경우,phaseⅠ에서 확인된 항혈청과 멸균된 0.85% NaCl
salinethioglycollatesolution을 동량을 혼합한 다음 0.85% NaClsaline으로
10배 희석하였다.멸균된 MotilityGImedium (Difco,USA)을 중탕시킨 후 10
배 희석된 항혈청 400uL를 잘 섞어서 굳힌다.굳혀진 MotilityGImedium
(Difco,USA)에 phaseⅠ이 확인된 동일한 균을 접종하여 이후 phaseⅠ의 실
험과 동일한 순서로 수행하였다.

제제제333절절절 항항항균균균제제제 감감감수수수성성성 검검검사사사
분리균주에 대한 항균제 감수성 시험은 디스크 확산법에 의하여 실시하였

다.대조균주로는 ATCC25922를 사용하였으며,사용된 항균
제 디스크는 ampicillin(Am,10ug),amikacin(An,30ug),ciprofloxacin
(Cip 5 ug),ampicillin/sulbactam (Sam, Am10 ug/sulbactam 10 ug),
cephalothin (Cf 30 ug), chloramphenicol (CM, 30 ug),
trimethoprim/sulfamethoxazole (Sxt 25 ug), gentamicin (Gm 10 ug),
nalidixicacid(Na30ug),tetracycline(Te30ug),ticarcillin(Tic,75ug)등
총 11종을 사용하였다.brainheartinfusionmedium에서 배양된 균을 müller
hintonbroth(Difco,USA)에 접종하여 37℃에서 6시간 배양하였다.배양된 균
액의 농도를 MacFarlandscaleNo.0.5가 되도록 0.85% NaClsaline으로 희석
하여 mullerhintonmedium (Difco,USA)에 고루 도말한 다음,항균제 디스
크를 30㎜간격으로 위치시키고 37℃에서 18시간 배양하여,zonereader로 발
육 억제대를 측정하였으며, 감수성은 National Committee for Clinical
LaboratoryStandard(NCCLS)기준에 의해 판정하였다.



제제제444절절절 TTTyyyppphhhiiimmmuuurrriiiuuummm PPPlllaaasssmmmiiiddd분분분리리리 및및및 분분분석석석
Plasmid분리는 Kado와 Liu(1981)의 방법에 준하여 실시하였는데 그 방법

은 다음과 같다.균을 5mL tripticasesoybroth(Difco,USA)에 접종하여
37oC에서 18시간 진탕 배양한 후 12,000xg에서 1분간 원심하여 상청액을 버
리고 세균침사를 모았다.세균을 200uL의 TEbuffer(10mM Trisbase,1
mM EDTA,pH 8.0)로 현탁시키고 400uL의 lysismixture(3% SDS,50
mM Tris base, pH 12.0)를 가하여 4oC에서 5분간 용해시킨 후,
phenol/chloroform/isoamylalcohol혼합액 (25:24:1)을 600uL첨가하였다.15
회 정도 부드럽게 흔들어 혼합하고 4oC에서 12,000xg으로 10분간 원심한 후,
plasmid가 함유된 상청액을 회수하여 전기영동을 실시하였다.plasmid분석을
위하여 1% agarosegel에 전기영동한 후,ethidium bromide로 염색하여 분석
하였다.DNA 분자량를 측정하기 위하여 Supercoiled DNA ladder(Gibco
BRL)를 표준으로 하였으며,분자량의 계산은 BioGeneversion99.04프로그램
(VilberLourmatCo.,MarneLaVallee,France)을 이용하였다.

제제제555절절절 다다다제제제내내내성성성 유유유전전전자자자 분분분석석석을을을 위위위한한한 PPPCCCRRR반반반응응응
Fig.1은 class1integron의 일반적인 구조이다.다제내성을 갖는 유전자를

분석하기 위해서 PCR template로 사용한 spp.의 DNA는
Luria-Bertani(LB)broth에서 배양한 균액을 10mM Tris-HCl(pH 8.0)
buffer에 1/10로 희석하여 10분간 boiling한 후 12,000xg3분간으로 원심하여
얻은 상청액을 보관하였다가 사용하였다.PCR 반응은 eppendorfthermal
cycler로 증폭하였다.반응액은 20mL가 되도록 하며 20mM Tris-HCl(pH
8.4),50mM KCl,4mM MgCl2,0.2mM dNTPs,100pM의 primers,1U의
polymerase에 3-5ml의 DNA template를 첨가하였다.각각의 integron유전자형 분
석에 사용된 primer는 Lévesque등 (1995)과 Dalsgaard등 (2000)의 방법에 따



라 동일하게 하였다 (Table1).Class1integron을 분석하기 위한 primerin-F과
in-B를 사용한 PCR과 qacE 1-F와 sul1-B 그리고 in-F와 addA-B를 이용한
PCR 반응은 94oC에서 먼저 5분간 denaturation을 시킨 후 94oC에서 30초,
annealing은 58oC에서 30초,extension은 72oC에서 1분간 30회 반응시키고 마지막으
로 72oC에서 10분간 extension을 실시하고 1.5% agarosegel에서 전기영동을 실시하
여 증폭여부를 확인하였다.Integron내의 β-lactamase유전자를 검출하기 위한 in-F
와 blaP1-B를 이용한 PCR 반응은 52oC에서 annealing을 실시하였으며,blaP1-F와
blaP1-B을 이용한 PCR은 55oC에서 annealing을 실시하였다.



Fig.1. Association between integron structureandPCR products.The
linesbelow theintegronstructurerepresentamplicons,andtheboldline
representsthesequencedamplicons.TheprimersabovethePCR products
aredescribedinTable1.attI1istheattenuationsite,and and
encode resistance to disinfectants and sulfonamides,respectively.The
individualgenecassettesaredrawntoscale.Therecombinationsite(59-bp
element)isshownasadarkcircle.



Table1.PCRprimersusedforidentificationandcharacterizationofintegronsand
genecassettesin serovars

Primer Sequence PositionofPrimer Reference

in-F
in-B
attI1-F
qacE 1-F
sul1-B
blaP1-F
blaP1-B
aadA-B

GGCATCCAAGCAGCAAGC
AAGCAGACTTGACCTGAT
CGGGCATCCAAGCAGCAAGCGC
ATCGCAATAGTTGGCGAAGT
GCAAGGCGGAAACCCGCGCC
CGCTTCCCGTTAACAAGTAC
CTGGTTCATTTCAGATAGCG
ATTGCCCAGTCGGCAGCG

1416 1433
4831 4814
1414 1435
211 230
1360 1341
348 367
767 748
1933 1916

15
15
15
56
62
72
72
32
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111...분분분리리리된된된 혈혈혈청청청형형형의의의 세세세포포포독독독성성성시시시험험험
CytoTox nonradioactive cytotoxicity assay kit가 cytotoxicity

indicator로 cytosoliclactatedehydrogenase(LDH)측정하는데 사용되었
다.먼저 24-welltray에 1×105cells/mL의 HeLa세포주를 5% CO2에서
37℃에서 2시간 배양하였다.배양된 세포를 serum-freeMEM (minimum
essentialmedium)1mL로 세척하였다.LB배지에서 5시간 계대 배양된
각 혈청형의 균주를 3,000xg로 5분간 원심 분리하여 모은 후,PBS로 세
척하여 600 nm에서 흡광도가 1.0 (약 1X109 cell/ml)이 되도록
serum-freeMEM로 희석하였다.세균과 세포의 비율이 10:1이 되도록 조
정된 세균을 배양된 HeLa세포에 접종하여,5% CO2의 조건에서 4시간
동안 배양한 후 원심 분리하여 상청액을 얻었다.50 uL의 상청액을
96-well로 옮겨 동량의 LDH substrate혼합물을 섞는다.어두운 상온에
서 30분간 방치한 후,반응 정지용액으로 반응을 중지시키고 파장 490
nm에서 흡광도를 측정하였다.양성대조군으로 세포를 완전히 용해시키는
10% tritonX-100을 사용하였다.세균이 생성한 독성물질을 함유한 상청
액으로 세포독성에 미치는 영향을 조사하기 위해서,MEM 배지에서 24
시간 배양한 후,원심 분리하여 상징액을 얻은 다음 0.2 μm의 filter에 여
과하여 사용하였다.여과된 상청액을 MEM 배지와 동량으로 혼합한 후
HeLa세포를 4시간 동안 배양하였다.사진 촬영을 위해 4시간 처리한
HeLa세포주를 PBS로 세척한 이후,ethidium bromide를 첨가하여 형광
현미경으로 관찰하고 사진을 촬영하였다.



222...중중중합합합효효효소소소연연연쇄쇄쇄반반반응응응 (((PPPCCCRRR)))에에에 의의의한한한 용용용혈혈혈독독독소소소 (((CCCyyytttooolllyyysssiiinnnAAA)))유유유
전전전자자자의의의 검검검출출출
인체감염 시 세포독성과 관련이 깊은 용혈독소 ClyA 유전자를 검출

하기 위한 primer는 Oscarsson등 (2002)이 Typhi의 ClyA 유전자
검출에 사용하였던 Sal1 (CTCGTCAGCCCGGTAACGAC)과 Sal6
(CGGTACCG ATATCACCGATG)을 사용하였다.배양된 시험균을 원심
분리한 후,0.2mL의 증류수에 다시 부유시키고 100oC에서 10분간 가열
하였다.균액을 원심 분리하여 상징액 3uL를 중합효소연쇄반응 (PCR)을
위한 DNA template로 사용하였다.PCR 반응은 Eppendorfthermal
cycler로 증폭하였다.반응액은 20ul가 되도록 하며 20mM Tris-HCl
(pH 8.4),50mM KCl,4mM MgCl2,0.2mM dNTPs,1 μM의 primers,
1U의 polymerase에 2uL의 DNA template를 첨가하였다.PCR 반응은
94oC에서 먼저 5분간 denaturation시킨 후 94oC,45oC,72oC에서 각각 45
초간 30회 반응시키고 마지막으로 72oC에서 5분간 extension을 실시하여
2% agarosegel에서 전기영동을 실시하여 증폭여부를 확인하였다

333...용용용혈혈혈소소소 (((CCClllyyyAAA)))생생생성성성능능능 시시시험험험
분리균주의 용혈소 생성능을 검사하기 위해서 배양된 세균을 5% sheep

blood가 함유된 한천배지에 도말한 후,37oC에서 24시간 배양하고 4oC냉장고
에 1-2일간 보관한 다음,세균집락 주변에 용혈작용에 의한 투명대가 형성되면
양성으로 판정하였다.



제제제333장장장 결결결과과과 및및및 고고고찰찰찰

제제제111절절절 광광광주주주지지지역역역에에에서서서 발발발생생생한한한 설설설사사사환환환자자자에에에서서서의의의
분분분리리리 빈빈빈도도도

2001년 1월부터 2007년 12월까지 7년간 광주광역시 보건환경연구원 미
생물과에 의뢰된 22,422명의 설사질환 환자의 분변검체로부터
의 분리율를 조사한 결과,232주의 균주가 분리되어 설사질환 환자의
1.0%가 에 의한 감염증임을 알 수 있었다 (Table2).연도별

의 분리율을 살펴보면,2001년도에 2.1%로 가장 높았으며 2002
년도에는 0.8%,2003년에는 1.1%,2004년에는 0.6%,2005년에는 0.5%로
감소하는 추세를 보였다.그러나 2006년에는 0.9%,2007년에는 1.3%로 증
가하는 경향을 보였다.검체수가 2001년도에 1,919개에서 해마다 증가하
여 2007년도에는 4,623개로 증가하였는데 이는 설사환자의 증가에도 원
인이 있었지만 적극적인 검체의 수집에 의한 결과이기도 한다.
병원성 미생물에 의해서 일어나는 설사는 위생수준과 음용수,음식물

또는 위생시설의 질적 수준,생활양식의 형태에 관계없이 전 세계의 모든
사람들,특히 어린이들의 건강에 많은 영향을 미치며,개선된 위생환경과
치료를 통해 설사로 인한 사망자 수는 점차 감소되고 있으나,개발도상국
가에서는 여전히 높은 사망률을 유지하고 있다 (3).이러한 감염성 설사질
환의 원인체로는 , , ,대장균 (ETEC/EPEC/
EHEC/EIEC 등), , , 등
세균성질환과 rotaviruses,noroviruses,astroviruses,adenoviruses등 바
이러스성질환이 원인이 되고 있다 (2,10). 설사를 동반한 위장관질환은



그 질병으로 인한 사망률뿐만 아니라 경제적인 비용에 있어서도 중요한
문제를 야기하고 있다.더욱이 세균에 의한 위장관질환은 그 전염성 때문
에 공중보건 측면에서 중요한 관리대상이 되고 있음에도 불구하고 아직까
지도 세균성 병원체에 의한 위 장관질환이 많이 발생하고 있는 실정이다.
국내의 경우,2005년 식약청에서 발표한 자료에 의하면 8,143명의 설사환
자에서 채취한 검체에서 균종이 9.3%로 가장 높은 분리율를
보였으며,다음으로는 대장균 5.5%,포도상구균 4.8%, 3.0%,

는 1.4%의 분리율를 보였다.본 연구에서 7년간 22,422명의 설
사질환 환자의 분변검체로부터 의 분리율를 조사한 결과 232주
(1.0%)의 균주가 분리되어 식약청의 자료와 유사하였다.이상의 결과는
국내에서 발생하는 설사를 동반한 위장관염의 원인은 약 1%가

감염증에 의한 것임을 알 수 있었다.특히 는 집단
식중독을 발생시킬 가능성이 높으므로 환자의 발생 예방과 감시체계를 갖
추어야 할 것이다.



Table2.Prevalenceofdiarrhealpatientsby in
Gwangjufor7years

Year No of  Sample
Salmonella  Isolates

n %

2001 1,919 41 2.1

2002 2,879 24 0.8

2003 2,905 33 1.1

2004 2,680 17 0.6

2005 3,415 18 0.5

2006 4,001 37 0.9

2007 4,623 62 1.3

Total 22,422 232 1.0
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에 의한 집단 식중독의 증가와 함께 다수 항균제에 대한 내
성이 증가하고 있어 분리 균주들에 대한 특성 조사와 함께 역학관계의 규
명이 중요해 지고 있다. 는 주로 장염을 수반하는 감염을 일으
키는 장병원성 세균으로서 2,300가지 이상의 혈청형이 알려져 있으며,환
자에서 가장 빈번히 검출되는 혈청형은 주로 Typhimurium 및
Enteritidis가 자주 보고되고 있다 (53).비장티프스성 salmonellosis는 식
품 매개성 감염질환으로서 전 세계적으로 해마다 많은 환자가 발생되고
있다 (9,74,77).그러나 국내에서는 환자에서 분리되는 의 혈
청형의 빈도에 대한 보고가 전혀 없는 실정이다.따라서 본 연구에서는
2001년 1월부터 2007년 12월까지 7년간 분리된 는 총 232주이
었는데 연도별 의 분리는 2001년 41주,2002년 24주,
2003년 33주,2004년 17주,2005년 18주,2006년 37주,2007년도에 62주였
으며,2007년도에 가장 많이 분리되었다.이들 분리균주의 혈청형을 조사
한 결과 총 30종류이었으며,분리빈도를 보면 Enteritidis가 99주 (42.9%)
로 가장 높았고,Typhimurium 61주 (26.4%),London 10주 (4.3%),
Braenderup와 Rissen이 각각 6주 (2.6%),ParatyphiB5주 (2.2%),Bardo,
Hadar,Infantis,Potsdam,Virchow는 각각 4주 (1.7%)이었으며,그 외 혈
청형은 1-3주 분리되었다 (Table 3). 2001년 분리균주 41주 중
Typhimurium 17주 (41.5%),Enteritidis14주 (34.1%),Lodon3주 (7.3%)
및 기타 7주 (17.1%)이었다.2002년 분리균주 24주 중 Enteritidis9주
(37.5%),Typhimurium 6주 (25.0%)London4주 (16.7%)ParatyphiB 2
주 (8.3%), 기타 3주 (12.5%)순이었다. 2003년 분리균주 33주 중
Enteritidis10주 (30.3%),Typhimurium 9주 (27.3%),Bardo Braenderup



이 각 2주 (6.1%),기타 10주 (30.3%)순이었다.2004년 분리균주 17주 중
Typhimurium 5주 (29.4%),Hadar3주 (17.6%),Bardo Postdam이 각 2
주 (11.8%),기타 5주 (29.4%)순이었다.2005년 분리균주 18주 중
Enteritidis 11주 (61.1%), Typhimurium 3주 (16.7%), London 2주
(11.1%),기타 2주 (11.1%)순이었다.2006년 분리균주 37주 중 Enteritidis
23주 (62.2%)로 가장 많았으며,Typhimurium 5주 (13.5%),Typhi
Rissen이 각 2주 (5.4%),기타 5주 (13.5%)순이었다.2007년 62주 중
Enteritidis 31주 (50.0%),Typhimurium 16주 (25.8%),Virchow 4주
(6.5%),Infantis3주 (4.8%),Braenderup2주 (3.2%),기타 6주 (9.7%)순
이었다 (Table3).국내에서는 환자에서 분리되는 빈도에 관한 결과는 없
으며,Chung등 (2003)이 1993년부터 2001년까지 식품에서 를
분리하여 혈청형을 조사했던 결과, Enteritidis가 29.3%로 가장 많이 분
리되었고 다음으로는 Virginia(14.6%), Haart(12.2%)가 분리되었
다고 보고하였다.또한 이우원 등 (2001)은 돼지와 소에서 분리된

혈청형의 분리빈도를 조사한 결과 소에서 분리된 36주 중
Ruiru가 11주로 가장 빈도가 높았고 Typhimurium과 London이 각각 6주,
Brandenburg3주,Newport2주,Schwarzengrund,Agona,Jos,Rissen,
Ohlstedt가 각각 1주이었다.또한 돼지에서는 289균주의 34종 혈청형이
분리되었으며,Typhimurium이 89주 (31%)로 가장 빈도가 높았고 다음으
로는 Derby(17%),Schwarzengrund(15%),Enteritidis(6%),Mbandaka
(5.5%)순이었다.이와 같은 보고와 본 연구에서의 결과를 비교 분석하면
광주지역의 설사환자에서 분리된 균주는 동물이나 식품에서 유래된 것임
을 알 수 있었다.각 혈청형의 연도별 분리빈도에서의 특징은 혈청형
Enteritidis은 2001년도부터 2003년까지는 30～ 40%의 분리율를 보이다
가 2004년에는 5% 이내로 감소하였으나 2005년도부터는 다시 50～ 60%



로 증가하는 경향을 보였다.혈청형 Typhimurium은 2001년도에 약 40%
이상 분리되었다가 점차적으로 감소하는 경향을 보였으나 2007년도에 다
시 증가하였으며,Arizonae,Montevideo,Saintpaul,Victoria등 매년 새
로운 혈청형이 분리되었다.(Fig2)이와 같은 결과는 최근 동남아를 비롯
한 해외여행자들에 의해 국내에 유입된 혈청형일 가능성이 높다 (18).이
상의 결과에서 새로운 혈청형이 어디에서 유래하여 위장관염을 일으켰는
지 역학조사가 이루어져야 할 것이다.



Table3.Serovarsof isolatesinsevenyearperiod

Serotype 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 Total

Agona 1 1

Albert 1 1

Arizonae 1 1

Bardo 2 2 4

Blockley 1 1 2

Braenderup 1 2 1 2 6

Brandenburg 1 1

Derby 1 1

Enteritidis 14 9 10 1 11 23 31 99

Essen 1 1 2

Hadar 1 3 4

Haardt 1 1

Indiana 1 1

Infantis 1 3 4

Kedougou 1 1

London 3 4 1 2 10

Mbandaka 1 1

Montevideo 1 1

Panama 1 1 2

ParatyphiB 1 2 1 1 5

Postdam 1 1 2 4

Rissen 1 1 1 2 1 6

Saintpaul 1 1

Schleissheim 1 1

Schwarzengrund 1 1 2

Stanley 1 1

Typhi 2 1 3

Typhimurium 17 6 9 5 3 5 16 61

Victoria 1 1

Virchow 4 4

Total 41 24 33 17 18 37 62 232



Fig.2.Prevalenceof serovarsin Gwangju city
during2001-2007year.
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111...항항항균균균제제제 내내내성성성양양양상상상
분리된 각 혈청형의 각 항균제에 대한 내성빈도는 Table4와 같다.7

년 동안 분리된 232주의 항균제에 대한 내성도는 11종의 항균제 중
tetracycline (TE)에 대한 내성균 빈도가 47.4%로 가장 높았으며,
ampicillin (AM),ticarcillin (TIC)45.7%,ampicilin/sulbactam (SAM)
27.6%, nalidixic acid (NA) 22.8%, chloramphenicol (CM) 21.6%,
gentamicin (GM) 9.1%, trimethoprim/sulfamethoxazol (SXT) 5.6%,
cephalotin(CF)4.3%,amikacin(AK)2.2%,ciprofloxacin(CIP)0.4% 순
이었다.
환자에서 분리되는 에 있어 항균제 내성의 증가는 전 세계

적인 추세이다.특히 Typhimurium은 다른 혈청형에 비해 항균제에 대
한 내성도가 매우 높은 편이다.본 연구에서도 혈청형 Typhimurium은 다
른 혈청형에 비해 각종 항균제에 대해 비교적 많은 내성률을 보였다.특
히 TE에 대해 82.2%로 대부분의 균주가 내성을 보였으며,다음으로는
AM과 TIC에 대해 약 50%,CM 31.1%,SAM 24.6%,GM 23%,NA
16.4%,SXT 14.8%,CF6.6%의 순이었다.AN과 CIP에 대해서는 내성균
이 없었다. 오 등 (2005)의 보고에서도 서울지역에서 분리한
Typhimurium의 경우 TE,streptomycin(SM)및 SXT 등의 항균제에 높
은 내성률을 보여 본 연구 결과와 유사하였다.혈청형 Enteritidis은 AM
과 TIC에 대해 59.6%가 내성을 보였고,SAM 40.4%,TE과 NA 30.3%,
CM 24.2%,CF 5.1%이었으며,CIP과 SXT에 대한 내성은 없었다.기타
혈청형은 TE에 대해 41.7%로 내성빈도가 가장 높았으며,다음으로 SAM
27.6%,AM 23.6%,TIC 22%,NA 18.1% 순으로 내성빈도를 보였다.



Randall등 (2004)의 보고를 살펴보면,영국에서 분리된 의 경
우 혈청형 Typhimurium은 AM,CM,SM,TE,sulfadiazine등 각종 항균
제에 높은 내성률을 보였으나,Enteritidis및 기타 혈청형은 대부분의 항
균제에 감수성을 보여 국내에서 분리된 균주가 보다 더 높은 항균제 내성
도를 보였다.본 연구에서 특징은 혈청형 Enteritidis는 penicillin계 항균제
인 AM,TIC와 SAM에 대해 내성빈도가 다른 혈청형 보다 더 높았으며,
혈청형 Typhimurium은 단백합성을 억제하는 CM,GM 및 TE에 대한 내
성빈도가 높았다.기타 혈청형은 모든 항균제에 대한 내성빈도가 낮았다.
본 연구에서 분리된 232주의 항균제에 대한 내성도는 TE에 대한 내성균
빈도가 47.4%로 가장 높았으며,다음으로는 AM 및 TIC에 대해 45.7%,
SAM에 대해서는 27.6%,NA 22.8%,CM 21.6%의 순으로 높았다.이 등
(2001)이 소와 돼지에서 분리된 325주의 의 항균제에 대한 내
성균의 빈도에서는 TE에 대해서는 67.1%의 균주가 내성을 보여 본 연구
에서 보다 높은 편이었으나,AM에 대한 빈도는 16.9%으로 낮았다.
Meakins등 (2008)의 보고에서 2000년부터 2004년까지 유럽에서 분리된
NTS의 항균제에 대한 내성균의 빈도에서 SXT 25-30%,TE 16-26%,
AM 19-22%,CM 8-14%,NA 12-20%로 본 연구 결과보다 낮았다.이와
같은 결과는 항균제에 높은 내성을 보이는 동물유래 식품에 오염된 식품
매개에 의한 것으로 추정된다.



Table4.Percentantimicrobialresistancevaluesof
serovars

Antibiotics
No(%)ofAntimicrobialResistance

Enteritidis
(n=99)

Typhimurium
(n=61)

Other
Serotype
(n=72)

Total
(n=232)

Ampicillin 57(59.6) 32(49.2) 17(23.6) 106(45.7)

Amikacin 3(3.0) 0(0.0) 2(2.8) 5(2.2)

Ampicillin/
Sulbactam 40(40.4) 15(24.6) 9(27.6) 64(27.6)

Cephalotin 5(5.1) 4(6.6) 1(1.4) 10(4.3)

Ciprofloxacin 0(0.0) 0(0.0) 1(1.4) 1(0.4)

Chloramphenicol 24(24.2) 19(31.1) 7(9.7) 50(21.6)

Gentamicin 3(3.0) 14(23.0) 4(5.6) 21(9.1)

Nalidixicacid 30(30.3) 10(16.4) 13(18.1) 53(22.8)

Tetracycline 30(30.3) 50(82.2) 30(41.7) 110(47.4)

Ticarcillin 59(59.6) 31(50.8) 16(22.2) 106(45.7)

Trimethoprim/
Sulfamethoxazol 0(0.0) 9(14.8) 4(5.6) 13(5.6)
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분리된 각 혈청형의 항균제 내성빈도를 연도별로 조사하기 위해 2년
단위로 그룹을 지어 조사한 결과 Table5～7과 같은 결과를 얻었다.혈청
형 Enteritidis의 경우 (Table5),AM와 TIC에 대한 내성균의 빈도가
2001-2002년에는 34.8%이었으나 2003년 이후에 분리된 균주에서는 63.6%
～ 70.6%로 증가하는 경향을 보였으며,SAM에 내성빈도는 2001-2004에
는 4.3% 이하였으나 2005년 이후에는 58.1% ～ 61.8%로 크게 증가하였
다.그러나 TE에 내성빈도는 2001～ 2002년에 47.8%에서 점차로 감소하
는 경향을 보였다.
혈청형 Typhimurium의 경우 (Table6)AM에 대한 내성균의 빈도가

2001～ 2002에는 34.8%이었으나 점차 증가하는 경향을 보여 2005～
2006년에는 75.0%,2007년에는 62.5%이었으며,TIC에 대한 내성균의 빈
도가 2001～ 2002년에는 39.1%에서 2005～ 2006년에는 75%로 증가하
였다.또한 2001～ 2004년에 분리된 균주는 SAM에 대해 모두 감수성을
보였으나,2005년 이후에 분리된 균주에서는 56.3% ～ 75%의 내성빈도를
보였다.GM에 대한 내성빈도에서도 2001～ 2002년에 분리된 균주에서는
17.4%이었으나 2005～ 2006년에 분리된 균주에서는 50%,2007년에 분리
된 균주에서는 31.3%로 증가하였다.기타 혈청형의 년도 별 내성균의 빈
도에서는 특징적인 경향을 관찰할 수 없었으며,항균제에 내성이 높은 혈
청형의 분리에 따라 내성 빈도가 달랐다 (Table7).
항균제 내성빈도를 년도 별로 조사하기 위해 2년 단위로 그룹을 지어

조사한 결과 혈청형 Enteritidis와 Typhimurium의 경우 AM,SAM,GM
과 TIC에 대한 내성균의 빈도가 2004년도 이전에 분리된 균주에 비해
2006년도 이후에 분리된 균주에서 높았다.또한 2001년도에서 2004년도까



지 분리된 균주에서는 4가지 이상의 약제에 대해 내성을 갖는 균주는
28% 미만이었지만 2005년도 이후에 분리된 균주에서는 약 50%정도가 다
제내성을 가지고 있었다.세균의 약제내성을 조절하는 유전정보는 세균
염색체와 염색체외 PlasmidDNA의 두 곳에 위치한다.내성은 이들 부위
로부터 유전물질의 전달에 의해 내성세포에서 감수성 세포로 형질전환,
접합 또는 형질도입을 통해 전달될 수 있다.R인자는 항 미생물제와 중금
속에 대한 내성에 관여하는 유전자를 가지는 플라스미드이다.항 미생물
내성을 담당하는 플라스미드 유전자는 많은 경우,항 미생물 약제를 파괴
할 수 있는 효소의 형성을 조절한다 (59).항균제 내성의 중요한 원인은
항균제의 과다사용을 포함한 부적절한 사용이다 (23).혈청형 Enteritidis
와 Typhimurium은 해마다 주된 식중독 원인균으로써 항균제 치료에 노
출되어 약제내성균만이 생존하여 꾸준히 감염을 일으키기 때문에 점차적
으로 항균제에 대한 내성도가 높아지는 것으로 생각된다.WHO는 적절한
항균제 사용을 위한 전략은 치료효과를 극대화 할 수 있으면서 항균제로
인한 독성과 내성발현을 최소화하는 비용과 효과적 사용이라고 정의하고,
적절한 항균제 사용을 위해 내성 감시체계가 필요하다고 제안하고 있다.
항균제의 과다사용을 줄이고 합리적 사용을 촉진하기 위해서는 정확한 실
태파악이 우선적으로 요구되고 있다. 따라서 본 연구의 결과는 항균제
내성에 대한 정보를 제공하고,그 심각성을 인식시켜 환자 및 동물 치료
약제의 선정 기준을 제시할 수 있을 것이다.



Table5.Proportion(%)ofisolatesof serovar
Enteritidis showing resistance to a panel of antimicrobial
agents

Antibiotics 2001-2002 
(n=23)

2003-2004 
(n=11)

2005-2006 
(n=34)

2007 
(n=31)

Ampicillin 34.8 63.6 70.6 64.5 

Amikacin 0.0 0.0 2.9 0.0 

Sulbactam 4.3 0.0 61.8 58.1 

Cephalotin 0.0 9.1 2.9 0.0 

Chloramphenicol 21.7 9.1 20.6 32.3 

Ciprofloxacin 0.0 0.0 0.0 0.0 

Gentamycin 0.0 9.1 5.9 0.0 

Nalidixic  acid 8.7 45.5 41.2 19.4 

Trimethoprim/
Sulfamethoxazol 0.0 0.0 0.0 0.0 

Ticarcillin 34.8 63.6 70.6 64.5 

Tetracycline 47.8 45.5 23.5 22.6 



Table6.Proportion(%)ofisolatesof serovar
Typhimurium showingresistancetoapanelofantimicrobialagents

Antibiotics 2001-2002 
(n=23)

2003-2004 
(n=14)

2005-2006 
(n=8)

2007 
(n=16)

Ampicillin 34.8 42.9 75.0 62.5 

Amikacin 0.0 0.0 0.0 0.0 

Sulbactam 0.0 0.0 75.0 56.3 

Cephalotin 4.3 0.0 25.0 12.5 

Chloramphenicol 30.4 7.1 50.0 50.0 

Ciprofloxacin 0.0 0.0 0.0 0.0 

Gentamycin 17.4 14.3 50.0 31.3 

Nalidixic  acid 21.7 21.4 37.5 37.5 

Trimethoprim/
Sulfamethoxazol 21.7 14.3 25.0 25.0 

Ticarcillin 39.1 35.7 75.0 56.3 

Tetracycline 91.3 64.3 100.0 75.0 



Table7.Proportion(%)ofisolatesof serovars
showingresistancetoapanelofantimicrobialagents

Antibiotics 2001-2002 
(n=19)

2003-2004 
(n=25)

2005-2006 
(n=13)

2007 
(n=15)

Ampicillin 42.1 8.0 30.8 20.0 

Amikacin 0.0 0.0 15.4 0.0 

Sulbactam 10.5 0.0 30.8 20.0 

Cephalotin 0.0 0.0 7.7 0.0 

Chloramphenicol 21.1 0.0 7.7 13.3 

Ciprofloxacin 0.0 4.0 0.0 0.0 

Gentamycin 5.3 0.0 23.1 0.0 

Nalidixic  acid 5.3 20.0 38.5 13.3 

Trimethoprim/
Sulfamethoxazol 10.5 0.0 7.7 6.7 

Ticarcillin 42.1 4.0 30.8 20.0 

Tetracycline 52.6 36.0 46.2 26.7 



333...다다다제제제내내내성성성 양양양상상상
한 가지 이상의 항생제에 대해 내성을 가진 균주의 다제내

성 양상을 분석한 결과는(Table8및 Fig.3)과 같다.혈청형 Enteritidis
의 경우 80%이상이 한 가지 이상의 약제에 내성을 보였으며,약 65%에
서 두 가지 이상의 항균제에 다제내성을 보였다.Typhimurium은 85% 이
상이 한 가지 이상에 내성이 있었으며,특히 두 가지 이상의 약제에 68%
이상의 균주가 약제에 내성을 보여 오 등 (2005)의 보고에서 서울지역에
서 분리된 균주에서 57%의 경우 보다 그 빈도가 높았다.또한 3-8가지
항균제에 대한 다제내성 빈도도 약 52% 이상으로 다른 혈청형에 비해 다
제내성도가 매우 높았다.그러나 혈청형 Enteritidis와 Typhimurium을 제
외한 기타 혈청형은 55% 정도만이 한 가지 이상의 약제에 내성을 보였으
며 세 가지 이상의 약제에 내성을 보인 균주는 20% 정도로 혈청형
Enteritidis와 Typhimurium에 비해 낮았다.5가지 이상의 항균제에 내성
을 갖는 균주는 혈청형 Typhimurium에서 20주 (34%)로 가장 많았으나
혈청형 Enteritidis에서는 11주 (11%)로 낮았으며,기타 혈청형에서는 10
주 (13%)이었다.
혈청형 Enteritidis에서 가장 높은 빈도를 보인 다제내성형은

AM-SAM-TIC에 대한 내성과 AM-SAM-CM-TIC에 대한 내성으로서
10주 (10.1%)에서 관찰되었으며,다음으로는 AM-TIC에 대한 내성이 6주
(6.1%),AM-CM-TIC-TE,AM-SAM-NA-TIC 및 AM-SAM-TIC-TE
에 대한 내성을 갖는 균주가 각각 5주 (5.1%)에서 관찰되었다.혈청형
Typhimurium에서는 CM-TE에 대한 내성균이 6주 (9.8%)로 가장 많았으
며 다음으로는 NA-TE,AM-TIC-TE와 AM-SAM-CM-GM-TIC-TE에
대해 내성을 갖는 균주가 각각 3주 (4.9%)이었다.기타 혈청형에서는
AM-SAM-CM-TIC-TE에 대한 내성균이 4주 (5.6%)이었는데 이 중 3주



는 혈청형이 ParatyphiB이었다.
혈청형 Enteritidis와 Typhimurium의 다제내성도를 분리된 연도별로

정리한 결과 Fig.4와 같은 결과를 보였다.2001년도에서 2004년도까지 분
리된 균주에서는 4가지 이상의 약제에 대해 내성을 갖는 균주는 28% 미
만이었지만 2005년도 이후에 분리된 균주에서는 약 50% 정도가 다제내성
을 가지고 있었다.두 혈청형 모두 비슷한 경향을 보였다.
본 연구의 결과는 Threlfall등 (2003)이 유럽지역에서 분리된 각 혈청

형의 내성도를 비교한 보고에 비해 다제내성도가 높았다.전체적으로 동
시에 내성을 보이는 항균제는 각 혈청형에서 비교적 내성률이 높았던
AM,SAM,TIC 및 TE이었다.특히 동일 penicillin계 항균제인 AM과
TIC 두 가지 항균제에 내성을 보인 균주가 가장 많았다.혈청형
Enteritidis와 Typhimurium을 제외한 28가지의 혈청형은 전반적으로 낮은
다제내성도를 보였으나 Blockley, Brandenburg, Haardt, Panama,
ParatyphiB,Rissen,Saintpaul및 Victoria에서 높은 다제내성을 가지고
있었다 (Table9).특히 혈청형 saintpaul은 AM-SAM-GM-NA-TIC-TE-SXT
의 7가지 약제에 내성을 보였다.



Fig.3.Frequenceofmultipledrugresistanceofeachserovarof
isolates.



Table 8.Multiple resistance pattern of each
serovarisolates

　No. of 

Antibiotics

Resistance Patterns Enteritidis Typhimuri

-um

Other 

Serotype

0 17 (17.2) 9 (14.8) 32 (44.4)

1 Am 1 (1.6)

An 1 (1.4)

Cip 1 (1.4)

Na 14 (14.1) 4 (5.6)

Te 5 (5.1) 10 (16.4) 13 (18.1)

2 AmTic 6 (6.1) 2 (2.8)

AmTe 1 (1.4)

AnNa 1 (1.0)

SamNa 1 (1.0)

SamTe 1 (1.0)

CmTe 6 (9.8)

NaTe 3 (4.9) 2 (2.8)

GmNa 1 (1.4)

3 AmCmTic 1 (1.0)

AmNaTic 1 (1.0) 1 (1.6)

AmSamTic 10 (10.1)

AmTicTe 2 (2.0) 3 (4.9) 1 (1.4)

AnGmNa 1 (1.4)

CmTicTe 1 (1.6)

GmNaTe 1 (1.6)

NaTeSxt 1 (1.6)

4 AmCmTicTe 5 (5.1)

AmGmTicTe 2 (3.3)

AmNaTicTe 3 (3.0) 1 (1.4)

AmSamCmTic 10 (10.1)

AmSamNaTic 5 (5.1)

AmSamTicTe 5 (5.1) 1 (1.6) 1 (1.4)

AnCfGmNa 1 (1.0)



AmSxtTicTe 2 (3.3) 1 (1.4)

5 AmCmNaTicTe 1 (1.6)

AmCfCmTicTe 2 (2.0)

AmCmTicTeSxt 1 (1.6)

AmCmGmTicTe 1 (1.0) 1 (1.4)

AmNaSxtTicTe 1 (1.6)

AmSamCmTicTe 2 (2.0) 1 (1.6) 4 (5.6)

AmSamCipCmTic 1 (1.0)

AmSamNaTicTe 3 (3.0) 1 (1.4)

6 AmSamCmTicTeSxt 1 (1.4)

AmSamCfNaTicTe 1 (1.4)

AmGmNaSxtTicTe 1 (1.6)

AmSamCmNaTicTe 1 (1.0) 1 (1.6)

AmSamGmNaTicTe 1 (1.6)

AmSamCfGmTicTe 1 (1.6)

AmCmNaSxtTicTe 1 (1.4)

AmSamCmTicTeSxt 2 (3.3)

AmSamCmGmTicTe 3 (4.9)

AmCfGmNaSxtTicTe 1 (1.6)

AmCmGmNaSxtTicTe 1 (1.6)

AmSamGmNaSxtTicTe 1 (1.6) 1 (1.4)

AmSamCmGmNaTicTe 1 (1.6)

AmSamCfCmGmTicTe 1 (1.6)

AmSamCfCmNaTicTe 1 (1.6)

8 AmAnSamCfCmGmTicTe 1 (1.0)

AmSamCmGmNaTicTeSxt 1 (1.6)

　 Total 99 61 72



Table9.Multipleresistancepatternofotherserotypes
of



Fig.4.Prevalence ofresistant serovarEnteritidis and
Typhimurium isolatedatyearstomorethanthreeantimicrobialagents.
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자자자 분분분석석석

111... TTTyyyppphhhiiimmmuuurrriiiuuummm의의의 PPPlllaaasssmmmiiidddDDDNNNAAA 분분분석석석
2001년부터 2004년까지 분리된 항균제에 높은 내성과 다제내성을 가지

고 있는 혈청형 Typhimurium 37주의 PlasmidDNA를 분석하여 항균제
내성양상과 비교한 결과 Fig.5과 Table10의 결과를 얻었다.모든 균주
에서 22.9kb에서 2kb크기의 plasmid를 한개 이상 대개 4～6개를 보유
하고 있었다.대부분의 균주에서 관찰되는 plasmid는 22.9,15.6,11.7,5.6,
4.6kb이었다.22.9,15.6,5.6,4.6kb의 plasmid를 동시에 보유하고 있는
유형이 11주 (29.7%)로 가장 많았다.항균제의 내성양상과 PlasmidDNA
pattern과의 상관관계는 볼 수 없었다.
혈청형 Typhimurium은 대부분 90-kb의 plasmid를 보유하고 있으나

(49)본 연구에서는 plasmid분리 방법에서 대형 plasmid를 분리할 수 없
었다.그러나 모든 균주에서 22.9kb에서 2kb크기의 plasmid를 한개 이
상 보유하고 있었으며,대부분은 4-6개의 plasmid를 보유하고 있었다.항
균제의 내성양상과 plasmid와는 상관관계를 관찰할 수 없어 Majtan등
(2004)의 보고와 유사하였다.



Fig.5.Plasmidprofilesofselected Typhimurium isolates(1-37).
LaneM,supercoiledDNA ladder.



Table10.Plasmidprofileandantibioticresistancepatternof
Typhimurium isolates

PlasmidSize(kb) ResistancePatterns No.ofStrains
22.9 - 2

AmGmTicTe 1
AmTicTe 1

22.9,7.8,6.6,3.8 - 1
22.9,6.6,5.6,4.6 AmGmTicTe 1
22.9,5.6,4.6 CmTicTe 1
22.9,3.8 AmTicTe 1

AmNaTic 1
22.9,15.6,6.6,5.6,4.6 AmGmTicTe 1
22.9,15.6,5.6,4.6 - 1

Te 1
AmCmNaTicTe 1
AmSxtTicTe 1
AmCfGmNaSxtTicTe 1
AmCmGmNaSxtTicTe 1
AmGmNaSxtTicTe 1

22.9,15.6,11.7,7.8,5.6,4.6 AmSxtTicTe 1
22.9,15.6 Te 1
22.9,11.7,7.8,5.6,4.6 AmTicTe 1
22.9,11.7,4.6,2 NaTe 1
15.6,5.6,4.6 - 1

CmTe 1
GmNaTe 1
AmNaSxtTicTe 1

15.6,11.7,7.8,6.6,5.6,4.6 - 1
Te 1

15.6,11.7,7.8,5.6,4.6 Te 5
15.6,11.7,6.6,5.6,4.6 CmTe 3

Am 1
AmCfCmTicTe 1

Total 37



222...중중중합합합효효효소소소 연연연쇄쇄쇄반반반응응응 (((PPPCCCRRR)))에에에 의의의한한한 다다다제제제내내내성성성 균균균주주주에에에서서서
CCClllaaassssss111iiinnnttteeegggrrrooonnn의의의 검검검출출출과과과 항항항균균균제제제 내내내성성성

2001년부터 2004년까지 분리된 115주의 분리균주 중 항균제에 내성을
가지고 있는 균주에서 class1integron의 유무를 파악하기 위해 중합효소
연쇄반응을 실시한 결과 72주 (62.6%)에서 integron이 검출되었다 (Fig.
6).60주 (52.2%)에서 1,200bp의 한 개의 증폭산물을 보이는 integron을
가지고 있었으며,1,000또는 1,600bp의 한개의 증폭산물을 가진 균주는
각각 1주이었다.10주 (8.7%)에서는 1,000과 1,200bp(3주),1,200와 1,600
bp(3주),1,200와 2,000bp(4주)의 2개의 증폭산물을 갖는 integron을 보
유하고 있었다 (Table11).본 연구에서 integron을 가진 72주의 균주 중
60주 (83.3%)에서 1,200bp의 증폭산물를 보이는 integron을 가장 많이 가
지고 있어 Majtán등 (2004)의 보고와 유사하였다.Nogrady등 (2005)의
보고에서 Typhimurium을 제외한 다른 혈청형에서는 대부분 1,000bp의
크기의 증폭산물을 보였으나 본 연구에서는 대부분 1,200 bp크기의
integron을 보유하고 있었다.

를 비롯한 그람음성 세균의 항균제 내성은 integron이나
extra-integron에 존재하는 여러 내성유전자에 의해 코딩되며 integron은
transposon이나 conjugativeplasmid와 연관되어 다른 균주로 이동될 수
있다 (21,27).가장 많이 알려진 class1integron은 다양한 세균에 존재
하며 β-lactam계,aminoglycoside계,erythromycin등 여러 항균제에 대한
내성 유전자를 gene-cassette의 형태로 보유하고 있다 (48).즉,플라스미
드가 β-lactamases유전자를 가짐으로 Penicillin류,Cephalosporin류에 대
한 내성을 나타낸다.플라스미드가 chloramphenicol을 파괴하는 효소
(acetyltransferase),여러 가지 aminoglycoside류를 acetylate,adenylylate,
phosphorylate하는 효소,tetracycline류의 세포막을 통한 능동수송을 결정



하는 효소 등을 지정한다.이런 내성유전자를 포함한 integron의 균주간
이동은 내성균주의 확산을 유발할 우려가 있으며 유럽과 미주 지역에 발
생한 Typhimurium DT104가 대표적인 예이다 (57,71).

( ) 및 유전자가 있는 1,000과 1200 bp 크기의
integron은 43kb의 genomicisland1(SGI1)에 동시에 존재
하며,1,000또는 1,200bp의 integron을 하나를 가진 균주에서는 부분적
으로 SGI1이 결손되어 있다고 한다 (7). Majtán등 (2004)과 Nogrady
등 (2005)의 보고에서 대부분의 Typhimurium은 1,000및 1200bp의 증폭
산물를 보이는 2개의 integron을 동시에 보유한 균주가 대부분이었으나
본 연구에서는 8주에서만 2종류의 integron을 가지고 있었다.특히 1,200
및 1,600bp의 integron은 AM,GM,KM,TIC,TE의 내성양상을 보였으
며,1,200및 2,000bp의 integron을 가진 균주는 NA 및 SXT에 대한 내
성을 가진 것이 특징적이었다.
네 가지 이상의 항균제에 내성을 갖는 균주에서 두 가지 이상의

integron을 갖는 균주는 혈청형 ParatyphiB의 2주를 제외하고 혈청형
Typhimurium에서만 관찰되었다 (Table12).특히 1,200및 1,600bp의
integron은 AM,GM,KM,TE에 내성을 보였으며,1,200및 2,000bp의
integron을 가진 균주는 NA 및 SXT에 대한 내성을 가진 것이 특징적이
었다.Integron내의 내성유전자 cassette중 β-lactamase유전자인
( ),aminoglycoside내성유전자인 및 sulfonamide내성유전자
을 중합효소 연쇄반응 방법에 의해 분석한 결과 Fig.7과 Table12과

같은 결과를 보였다.Primerin-F와 blaP1-B를 이용하여 PCR를 실시한
결과 762bp의 증폭산물을 보였는데 혈청형 ParatyphiB2주에서만 양성
이었으며 (Fig.7-A),그 외 모든 균주에서 증폭되지 않았다. 양성
인 혈청형 ParatyphiB 2주는 SAM에 내성을 가지고 있었다.AM이나



TIC등에 내성을 갖는 균주를 Primerin-F와 blaP1-B를 이용한 PCR에서
음성인 균주를 blaP1-F와 blaP1-B primer를 이용하여 PCR를 실시한 결
과 420bp의 증폭산물이 관찰되었다 (Fig.7-B). Aminoglycoside내성유
전자를 증폭하기 위하여 primerin-F와 aadA-B 를 이용하여 PCR를 실
시한 결과 760bp크기의 증폭산물을 모든 균주에서 관찰할 수 있었다
(Fig.7-C).위 결과를 확인하기 위하여 attI1-F및 aadA-B를 이용하여
PCR를 재실시한 결과 약 700bp의 증폭산물을 확인하였다 (datanot
shown).PrimerqacE 1-F 및 sul1-B를 이용하여 PCR를 실시한 결과
1,130bp의 증폭산물을 보였으며 일부 균주에서 800bp의 증폭산물이 관
찰되었다 (Fig.7-D).Nogrady 등 (2005)은 1,000 또는 1,200 bp의
integron을 가진 Typhimurium의 대부분의 균주에서 ( )및

유전자가 검출되었으나 본 실험에서는 ( )유전자가 일
체 검출되지 않았다.그러나 primerblaP1-F과 blaP1-B를 이용하여 PCR
를 실시한 결과 430bp의 증폭산물이 관찰되었는데 이 유전자는 plasmid
상에 존재하는 것으로 생각된다.PrimerqacE 1-F및 sul1-B를 이용하
여 PCR를 실시한 결과 1,130bp의 증폭산물을 보였으며 일부 균주에서
800bp의 증폭산물이 관찰되어 오 등 (2005)의 보고와 유사하였다.1.6kb
integron은 와 trimethoprim에 대한 내성에 관련된 dihydrofolate
reductase의 유전자 ( )가 검출되며 (44),2.0 kb의 integron에서는
aadA 및과 β-lactamase유전자인 이 검출된다고 보고되고 있다
(22).그러나 본 연구에서는 및 에 대한 검사를 실시하지 못하
였다.따라서 차후의 연구에서 integron에 있는 다른 내성 유전자에 대한
조사 및 구조에 대해 자세히 실시할 예정이다.이와 같은 연구 결과는 내
성기전과 분자 역학적 조사체계를 구축하는데 기초자료로 활용될 수 있을
것이며,전파경로와 감염요인 등을 조사하고 전파를 효과적으로 제어하는



목적으로도 활용될 수 있을 것이다.또한 우리나라의 가축 분리주와 외국
에서 분리된 균주간의 항균제 내성 유전자의 상호 유전적 관련성을 조사
할 수 있는 기반을 확립하는데 사용할 수 있을 뿐만 아니라,기타 설사질
환을 유발하는 균종에서의 항균제 내성 유전자와의 상호 연관성을 조사하
는데 기초 자료로 활용할 수 있을 것이다.



Fig.6.ExamplesofPCRproductsof isolatesby
usingtheprimersin-Fandin-R(lanes1-18).LaneM,100bpladder.



Table11.Integronpatternsof isolates

2000



Table 12. Serovars, antibiogram and integron genotypes of
multidrug-resistant isolates

Serovars Antibiogram Integron 

size(bp) 

qacE-sul1  Inserted 

cassette(s) 

Blockley AmKmNaTicTe 1200  + aadA 

BrandenburgBrandenburgBrandenburgBrandenburg AmSxtTicTeAmSxtTicTeAmSxtTicTeAmSxtTicTe 1600160016001600 800800800800 aadA aadA aadA aadA 

Enteritidis AmCmTicTe 1200  + aadA 

Enteritidis AmCmTicTe 1200  + aadA 

EnteritidisEnteritidisEnteritidisEnteritidis AmCrCmTicTeAmCrCmTicTeAmCrCmTicTeAmCrCmTicTe 1200120012001200     + + + + aadA aadA aadA aadA 

EnteritidisEnteritidisEnteritidisEnteritidis AmKmNaTicTeAmKmNaTicTeAmKmNaTicTeAmKmNaTicTe 1200120012001200     + + + + aadA aadA aadA aadA 

London AmTicTe 1200  + aadA 

Panama AmCmNaSxtTicTe 1200 800 aadA 

Paratyphi Paratyphi Paratyphi Paratyphi BBBB AmSamCmTicTeAmSamCmTicTeAmSamCmTicTeAmSamCmTicTe 1000,1200 1000,1200 1000,1200 1000,1200 800800800800 aadA, aadA, aadA, aadA, blaP1 blaP1 blaP1 blaP1 

Paratyphi Paratyphi Paratyphi Paratyphi BBBB AmSamCmTicTeAmSamCmTicTeAmSamCmTicTeAmSamCmTicTe 1000,1200 1000,1200 1000,1200 1000,1200 800800800800 aadA, aadA, aadA, aadA, blaP1 blaP1 blaP1 blaP1 

Rissen AmCmGmKmTicTe 1200 + aadA 

TyphimuriumTyphimuriumTyphimuriumTyphimurium AmCmNaTicTeAmCmNaTicTeAmCmNaTicTeAmCmNaTicTe 1200120012001200 + + + + aadA aadA aadA aadA 

Typhimurium AmCrCmTicTe 1200 + aadA 

Typhimurium AmGmKmTicTe 1200 + aadA 

Typhimurium AmGmTicTe 1200 + aadA 

Typhimurium AmGmTicTe 1200 + aadA 

Typhimurium AmKmTicTe 1200 + aadA 

Typhimurium AmSxtTicTe 1200 + aadA 

Typhimurium AmSxtTicTe 1200 + aadA 

TyphimuriumTyphimuriumTyphimuriumTyphimurium GmNaTeGmNaTeGmNaTeGmNaTe 1000,1200 1000,1200 1000,1200 1000,1200 + + + + aadA aadA aadA aadA 

Typhimurium AmGmKmTicTe 1200,1600 800 aadA 

Typhimurium AmGmKmTicTe 1200,1600 + aadA 

Typhimurium AmGmKmTicTe 1200,1600 800 aadA 

TyphimuriumTyphimuriumTyphimuriumTyphimurium AmCmGmNaSxtTicTeAmCmGmNaSxtTicTeAmCmGmNaSxtTicTeAmCmGmNaSxtTicTe 1200,2000 1200,2000 1200,2000 1200,2000 + + + + aadA aadA aadA aadA 

Typhimurium AmCrGmNaSxtTicTe 1200,2000 + aadA 

Typhimurium AmGmNaSxtTicTe 1200,2000 + aadA 

Typhimurium AmNaSxtTicTe 1200,2000 + aadA 



Fig.7.ExamplesofPCR productsof isloatesby
usingprimersin-FandblaP1-B(A), blaP1-FandblaP1-B(B),in-F
and aadA-B (C),and qacE 1-F and sul1-B (D).Lanes:M,l-kb
ladder standard; 1, Paratyphi B; 2, Paratyphi B; 3,
Brandenburg;4, .Enteritidis; 5, .Enteritidis;6-8, .Typhimurium.



제제제555절절절 분분분리리리된된된 혈혈혈청청청형형형의의의 병병병원원원성성성

111...HHHeeeLLLaaa세세세포포포주주주에에에 대대대한한한 독독독성성성
분리된 의 각 혈청형의 생물학적 특성 중 세균감염

시 세포에 미치는 영향을 조사하기 위해 HeLa세포주에 대한 세포 독성
능을 조사하여 Fig.8과 같은 결과를 얻었다.자궁 내 상피세포에서 유래
된 HeLa세포주에 대한 각종 혈청형의 균주와 균배양액을 처
리한 결과,세포에 세균을 처치 시 20%이상의 세포가 사멸되었으며,특히
혈청형 Panama처치 시에는 약 80%의 세포사멸이 있었으며 다음으로는
Indiana균주를 처치 시에는 55%이상의 세포가 사멸되었다.세균배양액을
처리 시에 대부분 세포독성을 관찰할 수 없었으나 혈청형 Brandenburg,
Indiana,Panama,Schwarzengrund배양액을 처리 시 30% 이상의 세포가
사멸되었으며 혈청형 Essen과 Hadar의 균배양액을 처리 시에는 약 20%
의 세포가 사멸되었다.Fig.9은 세균배양액을 4시간 처리한 후 ethidium
bromide로 염색하여 형광현미경으로 관찰한 결과이다. 혈청형
Typhimurium으로 처리 시에 사멸된 세포가 관찰되지 않았으나 혈청형
Brandenburg,Indiana,Panama,Schwarzengrund배양액으로 처리 시에
는 사멸된 세포가 관찰되었다.
병원성 세균은 감염증이 진행되는데 있어 중요한 역할를 하는 숙주세

포에 직간접적으로 손상을 초래하는 독성물질을 생성한다 (20).특히 장염
관련 질환을 일으키는 NTS는 장관 내 점막상피세포에 부착하여 침입하
고 독소를 생성한다 (19,33,34).그러나 NTS는 배양된 세포에 대해 세
포독성을 나타내지 않는다고 보고되고 있다 (29,55,67).Malik등(1995)
은 식품이나 동물에서 분리된 혈청형 Typhimurium,Nchanga,Newport,
Virchow,Bovismorbificans,Seftenberg,Weltevreden과 Indiana균주를



MDBK 또는 Vero세포주에 감염 시 세포독성을 보인다고 보고하였으나
세균배양액 단독처리에 대한보고는 없었다.



Fig.8.Cytotoxicity



Fig.9.Cytotoxicity by bacterialculturesupernatantsof
serovarBrandenbur,Indiana,Panama,Schwarzengrundand

Typhimurium.Sterilesupernatantsfrom MEM brothculturesofthe
strainswereaddedtocells,asindicated.Ascontrol,non-inoculated
MEM broth wasused.After4 h oftreatment,cellviability was
determinedusingthestainingwithethidium bromide.Thenucleiof
deadcellwerestainedethidium bromide.



222...CCCyyytttooolllyyysssiiinnnAAA 유유유전전전자자자 검검검출출출
2001년부터 2004년까지 분리된 21종의 각 혈청형

115균주내의 용혈독소 유전자 ClyA의 존재 유무를 검사하기 위해 PCR
를 실시한 결과 Fig.10과 Table13의 결과를 얻었다.Fig.10에서 1.4kb
의 ClyA 증폭산물이 혈청형 Typhi와 Brandenburg,Indiana,Panama,
Schwarzengrund에서 관찰이 되었다.그러나 기타 다른 혈청에서는 증폭
산물이 관찰되지 않았다.대부분의 그람양성 및 그람음성 병원성세균은
숙주세포를 용해시키며 세균의 독력인자로서 중요한 역할을 하는 독소 또
는 용혈소를 생성한다.그람음성 세균에서 생성되는 외독소 중 연구가 가
장 많이 된 것은 RTX계 독소이다 (68). 특히 요병원성 대장균
(uropathogenic )에서 생성되는 HlyA 용혈소가 대표적이다.Hly
A는 동물실험모델에서 대장균의 독성을 증가시킨다 (69).이 독소의 정확
한 작용기전은 밝혀져 있지 않으나 숙주의 탐식세포의 기능을 약화시킬
것으로 생각되고 있다 (5,6,69).또한 대부분의 대장균은 배양 대식세포
에 세포독성을 나타내는 용혈독소 ClyA을 생성하는데,ClyA는 34kDa
의 단백으로서 숙주세포의 세포막에 구멍을 형성하여 용혈작용을 갖는다
(17,38,42,45,46,66).최근 에서도 기능과 단백 크기,염기서
열 등이 거의 동일한 용혈독소가 검출되었는데 특히 사람에게 전신감염을
일으키는 혈청형 Typhi와 ParatyphiA에서만 있다고 보고되었으나,인체
에 전신성 질환을 일으키지 못하지만 장관관련 질환 특히 설사를 유발하
는 NTS는 세포독성과 관련된 독소를 생성하지 못하는 것으로 알려져 있
다 (47).그러나 최근 Agrawal등 (2005)은 혈청형 Gallinarum을 혈액배
지에 배양한 결과 용혈대가 관찰되어 용혈소를 생성한다고 보고하였다.
또한 Singh과 Sharma(1998)은 혈청형 Weltevreden의 균배양액이 세포
독성을 보여 여기에서 세포독성을 갖는 독소를 분리 보고한 바 있다.본



연구에서 혈청형 Brandenburg,Indiana,Panama및 Schwarzengrund균
배양액으로 처리시에는 HeLa 세포의 사멸이 유도된 이유가 혈청형
Typhi와 ParatyphyA와 같이 ClyA 생성에 의한 것인지 확인하기 위하
여 PCR방법으로 21가지의 혈청형 115주에서 ClyA의 유전자를 증폭한
결과 Typhi와 동일한 증폭산물이 관찰되었다.그러나 다른 17종류의 혈청
형에서는 증폭산물이 관찰되지 않았다.

333...혈혈혈액액액배배배지지지에에에서서서의의의 용용용혈혈혈대대대 관관관찰찰찰
각 혈청형의 용혈소 (ClyA)의 생성능을 관찰하기 위하여 혈액배지에

도말하여 24시간 배양하고 뚜렷한 용혈대를 관찰하기 위하여 냉장고에
1-2일간 보관한 후 용혈대를 관찰한 결과 양성 대조균인 혈청형 Typhi와
PCR에 의해 ClyA 유전자를 가진 것으로 알려진 혈청형 Brandenburg,
Indiana,Panama,Schwarzengrund에서 용혈대가 관찰이 되었다 (Fig.11).
그러나 혈청형 Typhimurium을 비롯한 다른 혈청형에서는 용혈대가 관찰
되지 않았다. 따라서 혈청형 Brandenburg, Indiana, Panama 및
Schwarzengrund균배양액에 의한 HeLa세포에 대한 세포독성은 ClyA
의 생성에 의한 것으로 생각된다.이와 같은 결과는 장관 내에서만 질환
을 일으키는 NTS에서도 세포독성을 갖는 독소를 생성할 수 있다는 것을
처음으로 보고하는 것이다. 앞으로 이들 세포독성을 나타내는 균주의 특
성과 ClyA의 병인과정에서의 역할,ClyA 유전자의 발현조절 등에 대해
보다 더 깊이 연구가 이루어지면 이들 균주에 의한 질병형성 과정을 이해
하는데 중요한 자료가 될 것으로 생각된다.



FFFiiiggg...111000...PCR analysisof1.4kb DNA regionsof
ofvariousserovarsfrom clinicalspecimens.Lanes1to21

strainslistedinTable1;lane22, Typhilane23, Typhimurium
ATCC 14028s. Positive results obtained from PCR were
Brandenburg (lane6), .Indiana(lane11), .Panama(lane15), .
Schwarzengrund(lane20),and Typhi(lane22).



Table13.DetectionofClyA genebyPCR for
strainsof21differentserovars

Serotype No. of tested No. of positives 

 Agona 1 0

 Albert 1 0

 Bardo 4 0

 Blockley 1 0

 Braenderup 4 0

 Brandenburg 1 1

 Derby 1 0

 Enteritidis 34 0

 Essen 1 0

 Hadar 4 0

 Indiana 1 1

 Kedougou 1 0

 London 8 0

 Mbandaka 1 0

 Panama 2 2

 Paratyphi B 4 0

 Potsdam 4 0

 Rissen 3 0

 Schleissheim 1 0

 Schwarzengrund 1 1

 Typhimurium 37 0

Total 115 5



Fig.11.



제제제444장장장 요요요 약약약

2001년 1월부터 2007년 12월까지 7년간 광주지역 설사환자에서 분리한
총 232주의 의 혈청형은 30종류 이었다 이 중
Enteritidis가 99주 (42.9%)로 가장 높은 분리빈도를 보였고,Typhimurium
이 61주 (26.4%)로 그 다음이었다.
항균제 내성양상은 점차적으로 증가하는 추세이며 TE에 대한 내성균

빈도가 47.4%로 가장 높았으며,다음으로 AM 및 TIC가 45.7%,SAM이
27.6%,NA 22.8%,CM 21.6%순으로 높았다.혈청형 Typhimurium은 특
히 TE에 대해 82.2%로 대부분의 균주가 내성을 보였고,AM과 TIC에 대
해 약 50%,CM,SAM,및 GM에 대한 내성빈도가 높았다.혈청형
Enteritidis는 penicillin계 항균제인 AM과 TIC에 대해 59.6%,SAM
40.4%로 내성 빈도가 다른 혈청보다 높았으며 CIT,SXT에 대한 내성은
없었다.기타 혈청형은 TE에 대해 41.7%로 내성빈도 가장 높았으며
SAM 27.6%,AM 23.6% 순이었으며 모든 항균제에 대한 내성빈도가 비
교적 낮았다 또한 다제내성 양상에서는 Typhimurium은 68% 이상,
Enteritidis는 약 65%에서 두 가지 이상의 항균제에 내성을 보였다.특히
Typhimurium은 3～8가지 항균제에 대한 다재내성 빈도도 약 52%로 다
른 혈청형에 비해 높았다.그리고 기타 혈청형은 Blockley,Brandenburg,
Haardt,Panama,ParatyphiB,Rissen,Saintpaul에서 높은 다제내성을 가
지고 있었다.전체적으로 동시에 내성을 보이는 항균제는 각 혈청형에서
비교적 내성이 높았던 AM,SAM,TIE및 TE였다.
항균제에 높은 내성과 다제내성을 가지고 있는 혈청형 Typhimurium

37주에 대한 PlasmidDNA를 분석한 결과 모든 균주에서 22.9kb에서 2
kb크기의 plasmid를 한개 이상 대개 4～6개를 보유하고 있었으나 항균



제 내성양상과 PlasmidDNA patten과의 상관관계를 볼 수 없었다.중합
효소 연쇄반응에 의한 다제내성 균주에서 Class1Integron을 가진 72주
의 균주를 검출하였는데 그 중 60주에서 1,200bp의 한 개의 증폭산물을
보이는 integron을 보유하고 있었으며,1,000bp와 1,200bp를 가진 균주
는 3주,1,200bp와 1,600bp를 가진 균주는 3주 1,200bp와 2,000bp를
가진 균주는 4주 등 2개의 증폭산물을 갖는 integron을 보유하고 있었다.
네 가지 이상의 항균제에 내성을 갖는 균주에서 두 가지 이상의 integron
을 갖는 균주는 혈청형 Paratyphi B의 2주를 제외하고 혈청형
Typhimurium에서만 관찰되었다 특히 1,200및 1,600bp의 integron은
AM,GM,KM,TIC,TE에 내성을 보였으며,1,200 및 2,000 bp의
integron을 가진 균주는 NA 및 SXT에 대한 내성을 가진 것이 특징적이
었다.Integron내의 내성유전자 cassette중 β-lactamase유전자인 blaP1
(pse1)유전자가 혈청형 ParatyphiB2주를 제외하고 일체 검출되지 않았
고,blaP1양성인 혈청형 ParatyphiB2주는 SAM에 내성을 가지고 있었
다.AM이나 TIC등에 내성을 갖는 균주를 Primerin-F와 blaP1-B를 이
용한 PCR에서 음성인 균주를 blaP1-F와 blaP1-B primer를 이용하여
PCR를 실시한 결과 420bp의 증폭산물이 관찰되었다.PrimerqacE 1-F
및 sul1-B를 이용하여 PCR을 실시한 결과 1,130bp의 증폭산물을 보였으
며 일부 균주에서 800bp의 증폭산물이 관찰되었다.향후 integron에 있
는 다른 여러 내성 유전자에 대한 조사 및 구조에 대한 더 많은 연구가
필요하리라 사료된다.
HeLa세포에 대한 세포 독성능은 세포에 세균처치 시 20% 이상의 세

포가 사멸되었으며,특히 혈청형 Panama처치 시에는 약 80% 이상이 사
멸되었다.세포배양액을 처리 시에는 대부분에서 세포독성을 관찰할 수
없었으나 혈청형 Brandenburg,Indiana,Panama및 Schwarzengrund균



배양액 처리 시 30% 이상의 세포가 사멸되었다.HeLa세포에 대한 세포
독성은 ClyA의 생성에 의한 것으로 생각된다.이와 같은 결과는 장관
내에서만 질환을 일으키는 NTS에서도 세포독성을 갖는 독소를 생성할
수 있다는 것을 처음으로 보고하는 것이다.앞으로 이들 세포독성을 나타
내는 균주의 특성을 보다 더 깊이 연구해야 할 것으로 생각된다.
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   경우에는 1개월 이내에 대학에 이를 통보함.

6. 조선대학교는 저작물의 이용허락 이후 해당 저작물로 인하여 발생하는 타인에 

   의한 권리 침해에 대하여 일체의 법적 책임을 지지 않음

7. 소속대학의 협정기관에 저작물의 제공 및 인터넷 등 정보통신망을 이용한 

   저작물의 전송ㆍ출력을 허락함.

동의여부 동의여부 동의여부 동의여부 : : : : 동의동의동의동의( ( ( ( 0 0 0 0 )    )    )    )    반대반대반대반대(     (     (     (     ) ) ) ) 

2008 년  8 월   일

  

                      저작자:    하  동  룡     (서명 또는 인)

조선대학교 조선대학교 조선대학교 조선대학교 총장 총장 총장 총장 귀하귀하귀하귀하
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