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 서론

 가축의 성장을 촉진시키고 사료효율을 높여주는 사료첨가제로서 항생제는 1950년대부터 축

산분야에서 가축의 사료에 사용하여 많은 생산성 향상을 도모하고 있다. 하지만 최근 가축

에게 사용한 항생물질이 우유, 고기, 계란 등의 축산물에 잔유 가능성과 축산물을 통하여 섭

취된 항생물질이 인체내 내성증가로 항생물질에 대한 저항성 출현 등의 문제점 때문에 전 

세계적으로 항생제 사용이 규제되고 있는 실정이다. 따라서 최근에는 항생제 사용을 줄이고, 

생균제와 같이 축산물생산에 이용할 수 있는 비항생적 생물학적 방법으로의 연구개발이 활

발히 이루어지고 있는 실정이다. 생균제를 가축의 사료에 혼합 사용할 경우 생육촉진제로서 

효과를 가지기 위해선 적당량의 생균이 존재해야 하고 위산이나 답즙에 내성을 있어야 하며 

장내에 서식하여 생산성 능력을 가져야 한다. 

 본 연구에서는 가축의 사료섭취 효율을 높임과 동시에 항생제를 대체할 수 있는 사료첨가

제용 생균제 개발을 목적으로, 내산성과 내담즙성이 있으며 질병치료시 장내에 존재할 수 

있는 항생물질에 대하여 내성을 가지는 생균활성 미생물 균주를 분리하고, 우수 균주를 선

별하였다.

 재료 및 방법

 1. 균주의 분리

 시료를 멸균된 증류수와 shaking하여 24시간 정도 방치 후 원심분리하여 상등액을 취해 

적당히 희석하고 Yeast-maltose, Nutrient agar, Bennet's agar 배지에 도말하여 35℃와 5

5℃에서 48시간 배양하여 단일 colony를 분리하였다. 

 2. 내산성

 배지를 멸균 후 pH를 2.0, 2.5, 3.0으로 조절한 배지 5ml에 분리균주 배양액을  0.1ml 접종

하고 1시간 처리 후 생균수를 조사하였다.

 3. 내담즙산성 

 분리균주 배양액을 0.1%, 0.3%, 0.5% oxgall이 첨가된 0.05M 인산나트륨      완충용액에 

접종하여 24시간 배양 후 0.5% peptone용액으로 희석한 후 배양하여생균수 조사하였다.

 4. 항생제 내성

 고체배지에 분리균주 배양액을 0.1ml 도말하고, kanamycin(30㎍/㎖), nisin(500㎍/㎖), 

ampicillin(500㎍/㎖), streptomycin(50㎍/㎖) 및 tetracycline(20㎍/㎖)에 대하여 paper disk 

assay법으로 항생제 내성을 검토하였다. 항생제는 Sigma사의 제품을 사용하였다. 
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결과 및 고찰

1. 균주의 분리

 세 종류의 배지에 도말하여 35℃,  55℃에서 배양한 결과, 총 61개의 단일 콜로니를 얻을 

수 있었다(Table 1). 균주의 명명은 배지이름의 약자에 숫자를 표기하여 나타내었다. 

 

 Table 1. Isolation of Microorganisms from soil 

 

 

 Nutrient agar

(NA)

 Yeast-maltose

 (YM)

Bennet's agar

(BA)

35℃

 

NA29 - NA32

(4 colony)

YM1 - YM20

(20 colony)

 BA1, BA4

 (2 colony)

55℃

 

 NA1 - NA28 

  (28 colony)  

-

 

BA2, BA3, BA5 - BA9

(7 colony)

    Total                          61 colony

 

2. 분리균주의 내산성 측정결과 

 분리균주 61종 중에서 산생성이 있는 YM균주의 내산성을 검토하였다. 결과는 Table 2와 

같다. 내산성은 YM 12, 19가 가장 좋게 나타났으며, YM 2, 3, 8, 17, 18, 20도 어느 정도 내

산성을 나타냈다. Table 3에서 보는 바와 같이 pH2.5에서 1시간 처리 후 YM 12, 19의 생존

율은 각각 24%, 30%로 나타났다. 이는 종래에 보고된 결과에 비교하여 비교적 높은 pH내

성을 나타냈다. 

 

 Table 2. pH tolerrance of the isolated strains            

 pH
Strains(YM)

1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11  12  13  14  15  16  17  18  19  20

 3.0

 2.5

 2.0 

- ++ ++ -  -  + - ++  +  -  ++  ++  -  +   +  +   +   +  ++  +  

- ++ ++ +  -  + - ++  +  -   +  ++  -  +   +  +   +   +  ++  +

-  +  + -  -  - -  +  -  -   +  ++  -  -   +  -   +   +  ++  +

 ++ ; good growth, + ; normal growth, - ; no growth 

 Table 3. Viability of the strains YM12 and YM19 at acidic pH

 pH
        Viability(CFU/ml)              Survival(%)          

YM12        YM19           YM12        YM19

 6.2  

 3.0

 2.5

 2.0 

    6.6×108    2.7×109          100         100

    6.3×108    2.0×109           95          87

    1.6×108    7.0×108           24          30

    4.8×107    2.4×108           7.3        10.4
 

3. 분리균주의 내담즙산성 측정결과

 분리균주 중 YM의 모든 균주가 담즙산 0.1%, 0.3%, 0.5%에서 내성을 나타냈다. 그 중에서 

YM2, 3, 4, 8, 11, 12, 13, 14, 16, 19 균주가 높은 담즙내성을 나타냈다(Table 3).     
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Table 3. Bovine resistance of the isolated strains

bovine

(㎍/㎖)

Strains(YM)

1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11  12  13  14  15  16  17  18  19  20

 100

 300

 500

++++ ++ ++++ ++ ++ ++ ++ ++ ++  ++  ++  ++ ++  ++ ++  ++  ++ ++

+ ++ ++ ++ + ++  + ++  +  +  ++  ++  ++  ++ +   ++  +   +  ++  +

+ ++ ++ ++ +  +  + ++  +  +  ++  ++  ++  ++ +   ++  +   +  ++  +

++ ; good growth, + ; normal growth, - ; no growth

4. 분리균주의 항생제 내성 측정결과

 분리균주의 항생물질 내성을 검토한 결과, 거의 대부분의 YM균이 항생제 내성을 나타냈

고, 특히 YM 2, 3, 8, 12, 17, 18, 20균이 높은 내성을 나타냈다(Table 4). 이는 이전에 보고

된 경우와 비교하여 모든 항생제 내성이 매우 우수하다는 것을 알 수 있었다. 

Table 4. Antibiotic resistance of isolated strains

Antibiotic

(㎍/㎖) 

Strains

YM2    YM3    YM8    YM12    YM17   YM18   YM20

kanamycin(30)      

nisin(500) 

ampicillin(500)  

streptomycin(50)

tetracycline(20)

  ++      +      +      ++       +       +       ++

 +++     +++    +++    +++     +++     +++     +++

 +++     +++    +++    +++     +++     +++     +++

 +++     +++    +++    +++     +++     +++     +++  

 +++     +++    +++    +++     +++     +++     +++

 + ; growth, - ; no growth 

요약

 생균제용 미생물 균주를 선별하기 위해 시료에서 61종의 균주를 분리하고, 분리균주 61종

의 내산성, 내담즙산성, 항생제 내성을 살펴보았다. 실험결과 YM12 균주가 pH2.5에서 1시간 

처리 후 생존율이 각각 24%로 높은 내산성을 보였고, Bovine(500㎍/㎖)의 높은 담즙에서도 

생육이 가능하였다. 그리고 5가지의 항생제 kanamycin(30㎍/㎖), ampicillin(500㎍/㎖), 

streptomycin(50㎍/㎖), nisin(500㎍/㎖) 및 tetracycline(20㎍/㎖)에 대해서도 내성을 보였다. 
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