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Quantificationofprevalenttetgenes,reflectingthelevelof

Tcresistanceinfishmicroflora

YoungJinKim

DepartmentofAquaticLifeMedicine,TheGraduateschool,

PukyongNationalUniversity

Abstract

Thisstudyinvestigatedtheproportionofantibiotic-resistantbacteriausing

quantitative analysis oftetracycline-resistantgenes (tetgenes)in fish

intestines.TheproportionofTc‑resistantbacteriainmarinefishesinKorea

(20-50%)appeared to be much lowerthan thatofimported freshwater

ornamentalfishes (70-95%).Additionally,the proportion ofTc‑resistant

bacteria from domestic freshwaterornamentalfishes (40-60%)was also

muchlowerthanthatofornamentalfishesfrom otherAsiancountries.An

analysisofthetypeoftetgenespresentinfishmicroflorafoundthattet(A)

and tet(B)weredominantin Tc-resistantbacteria from ornamentaland

marinefishes,respectively.

 To determine whether the tet genes were located on plasmids or

chromosomes,weperformedtransformationandconjugationexperimentsto

testthe mobility ofthe tetgenes.Transformants and transconjugants

containingtet(A)showedtetracyclineresistance.Theimportanceofindicator
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tetgenemobilitytootherbacterialiesinthepossibilitythattheindicator

tetgenemayalsobelocatedinmobileplasmidsandcanbetransferredto

otherbacteria.Thecopynumberoftetgenesinplasmidswashigherthan

thatinchromosomes.

 Wereportherethedevelopment,validation,and useofreal-timePCR

(qPCR)forboththedetectionandquantificationofvariouseffluxtetgenes:

tet(A),tet(B),tet(C),tet(D),tet(E),andtet(G),whicharecommoninthe

microfloraoftheaquaticenvironmentduetothehighuseoftetracycline.

ThecopynumberofeachindicatortetgenewasdeterminedusingqPCR,

withtet(A)usedforfreshwaterornamentalfishesandtet(B)fordomestic

marinefishes.Wealsoexaminedtherelationshipbetweenthefrequencyof

Tc-resistantcoloniesoncoedntionalagarplatesandabundances,analyzed

usingqPCR.ThesetwoassaysfortetgeneloadinTc-resistantbacteria

were significantly correlated and evidenceshwaterotential of qPCR for

determiningtheloadofTc-resistant andabundavolvingtetgenesinaquatic

microflora.ThisstudydemonstratedthatqPCRisnotonlyarapiddiagnosis

methodfordetectingthediversetetgenesintheecosystem,butalsoan

accurateandsensitivemethodforcomparingtheproportionofTc-resistant

bacteriainnormalmicroflora.
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Ⅰ.서 론

양식 현장에서 생산성 향상을 위한 밀식,과다한 사료 투여 등으로 수

질악화 및 스트레스 요인의 증가와 함께 세균성 질병의 발생률도 증가함

으로써 이러한 질병의 치료를 위하여 우리 나라에서는 많은 양의 항생제

가 사용되어지고 있다.더구나 새로운 병원체에 의한 어류 질병 발생이

증가함에 따라 항생제의 사용 빈도도 점차 증가 추세에 있다.그 결과

항생제에 대한 내성균의 증가와 다제 내성의 발생과 같은 문제들이 제기

되고 있다.기존에 발표된 보고에 따르면 Belletal.(1988)과 Smithet

al.(1994)은 양식장에서 사용하는 항생제에 대한 다제 내성균의 출현,

Stamm etal.(1989)은 항생제에 노출되는 시간이 길수로 각종 질병 원

인 균의 Minimum InhibitionConcentration(MIC)값이 증가한다고 하

였다.더구나 사람에게 병원성이 있는 Vibrioparahaemolyticus등에서

도 새로운 내성 유전자의 출현이 보고되고 있으며 (Twiddy etal.,

1994),이는 수산물을 섭취하는 사람에게까지 위협이 되고 있다.항균성

약제에 의한 질병 예방 및 치료는 일시적인 효과는 있으나 근본적이고

종합적인 질병 방지책으로는 매우 미흡하여,무분별한 약제의 오용 및

남용은 추후 더욱 강력한 항생제를 필요로 하게 되고 결과적으로는 내성

균의 만연으로 인하여 질병의 확산이 발생할 수도 있다.

Tetracycline(Tc)은 정균 작용을 나타내는 광역성 항생물질로서 많은

그람 양성 및 음성 세균,Rickettsia,Mycoplasma및 Chlamydia등에

효과적으로 작용하는 항생물질이기 때문에,어류의 질병 치료를 위한 수

산용 항생제로서 매우 중요한 위치를 차지하고 있다.구조적으로 acetate

와 malonate가 환을 형성하여,4개의 연결된 환을 그 모핵으로 가지고
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있으며,세균의 ribosome의 30ssubunit에 결합하여,aminoacyltRNA가

50ssubunit의 acceptorsite와 결합하는 것을 봉쇄하는 방법으로 단백질

합성을 억제시키는 작용에 의한 정균 능력을 나타낸다 (Roberts,1996).

현재 tetracycline,oxytetracycline,chlorotetracycline,doxytetracycline,

minocycline등 다양한 tetracycline계 항생제가 수산용 치료제로서 널리

이용되고 있으며,Atlantic salmon의 냉수성 비브리오병과 구적병,

chinooksalmon의 rosette병,Flavobacteria병,furunculosis,무지개송어

의 콜룸나리스병 및 연쇄 구균병 등 많은 어류 질병 치료를 위해 사용되

고 있다.

이러한 tetracycline계 약물의 과도한 사용으로 Tc에 대해 내성을 가지

는 많은 종류의 내성균이 발생하게 되었다.이러한 내성균이 가지는 내

성 기작의 특성을 보면,첫째,내재성 막 단백에 의해 일어나는 Tc의

energy-dependent efflux, 둘째 용해성 단백에 의한 ribosomal

protection,마지막으로 효소에 의한 Tc의 불활성화에 의해 일어나는 세

가지로 분류 된다 (Levy,1992;Taylor＆Chau,1996;Chopra＆Roberts,

2001).내성 기작의 특성에 따라 Tc내성 유전자도 그 종류를 달리하는

데 efflux내성 기작을 가지는 tetgene으로 tet(A),(B),(C),(D),(E),

(G),(H),(I),(J),(K),(L),(Y),(V),(Z),(30)그리고 (31)등이 있으며,

현재 tet(33),(35),(38),(39)등 총 23개의 내성 유전자가 같은 기작을

가진 것으로 밝혀졌다.Ribosomalprotection의 경우는 tet(M),(O),(S),

(W),(Q),(T),(32)그리고 (36)등 11종류가 있고 enzymatic은 tet(X)

가 있는 것으로 알려져 Unknowntetgene인 tet(U)까지 포함하면 총

38가지의 Tc내성 유전자가 존재하는 것으로 밝혀졌다 (Roberts,2005).

각종 Tc저항성 세균의 tetgene종류는 세균에 따라 다소 차이가 있지
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만 (Roberts,1989;Robertsetal.,1990),대부분의 gram 음성 세균에는

tet(A),tet(B),tet(C),tet(D),tet(E)및 tet(G)의 6종이 majortype의 내

성유전자로 분포한다는 것이 보고된 바 있다 (Chopra& Roberts,2001).

tet gene 검출에 관한 여러 연구에서는 tet probes를 제작하여

hybridization으로 내성 유전자의 종류를 확인하는 방법이 보고되었지만

(Depaolaetal.,1988;Marshalletal.,1983;Leeetal.,1993),이러한

방법은 실험 과정이 복잡하며 시간이 많이 소비된다는 단점이 있다.현

재는 polymerasechainreaction(PCR)기법이 일반적으로 널리 사용되

어 유전자 검출이 보다 간편하며 신속하게 되었을 뿐만 아니라 정량적

분석까지 가능한 quantitativereal-timePCR (qPCR)기법이 도입되어

일반화되고 있는 실정이다.qPCR은 실시간으로 PCR증폭산물의 생성과

정을 모니터링하여 targetDNA의 양을 분석하는 장비로써 PCR 증폭

산물의 확인을 위한 전기영동이 필요 없으며,증폭이 지수 함수적으로

일어나는 영역에서 증폭 산물량을 비교하여 보다 정확한 정량이 가능한

신속성과 정량성이 뛰어난 방법이며 (Heidetal.,1996;Kim etal.,

2001),현재 환경 속에 내재하는 여러 가지 미생물을 검출하고 정량하는

분자 생물학적 진단 방법으로 사용되고 있다 (Bach etal.,2002;

Stubneretal.,2002).qPCR은 bio-sample간에서 나타날 수 있는 항생

제 내성균의 부하(load)차이를 비교 분석 할 수 있고 그 결과 또한 보

다 정밀하고 객관적이며 직접 내성 유전자까지 검출 할 수 있다.특히

총 미생물 군 혼합물에서의 양적 분석은 non-culturablebacteria까지 정

량 할 수 있어 singlebacterialcolony를 사용 한 classicalmethod에 비

해 빠르고 정확하다.동물,축산물 및 환경유래 항생제 내성 원인균과 인

체임상 내성 균주에 관한 qPCR법을 이용한 연구는 많이 보고되어 왔다
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(Peaketal.,2007;Smithetal.,2004).이러한 연구는 내성균에 대한 종

류,빈도,분포뿐만 아니라 내성 결정 유전자의 유전적인 변화도 함께 분

석하여 향후 어떠한 내성균 발생이 나타날 것인지,새로운 내성균의 유

입은 없는지,그리고 내성균의 진화는 어떻게 이루어지고 있는지에 대한

유전적인 정확한 분석이 이루어지고 있다.하지만 수산생물에 대한 이러

한 연구는 큰 관심을 끌지 못하고,다만 내성균의 비율 조사에서 그 수

치가 높게 나타나므로 수산생물에서 나타나는 내성 유전자의 포괄적이고

가상적인 내재적 위험에 대한 경고만 이루어지고 있다.특히 무분별한

항생제의 사용에서 예외적인 부분으로 인식되고 있는 관상어에서 어떠한

종류의 내성 유전자가 변화해 가고 어느 정도의 위험성을 가지고 있는지

에 대한 분석이 우리나라에서는 미비한 상태이다.또한 우리나라로 수입

되는 관상어에는 어류의 폐사 및 여러 병원성 미생물에 의한 질병을 줄

이기 위해 여러 항생제 및 화학요법제를 사용하는데 그로 인해 항생제에

대한 내성균이 발생 할 수 있으며,나라간 교역으로 항생제 내성균이 다

른 환경으로의 이동과 다재 내성균의 출현 및 어류에서 사람에게로의 내

성 유전자 전이 등이 나타날 수 있다.하지만 현재 수산생물질병관리법

에서는 수산동물전염병의 병원체에 관하여서만 규정하고 있어 외국으로

부터의 수입된 관상어로부터의 항생제 내성균과 그에 따른 내성 유전자

전이와 같은 위험이 야기 될 수 있으며 또한 그 위험성은 곧바로 양식

현장의 실질적인 문제점으로 이어질 수 있다.

따라서 본 연구에 있어서는 수입된 담수 관상어와 국내산 담수 관상어

및 해산어 장내 세균에서 존재하는 Tc항생제에 대한 내성 세균의 비율

및 내성 유전자 분포를 알아보고 각 그룹에서 나타나는 주요 tetgene에

대하여 조사하고자 하였다.또한 내성 비율에 따른 indicatortetgene부
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하 량과의 관계에 대해서도 함께 분석하였다.본 연구에서는 gram 음성

균에서 majortype으로 나타나는 tet(A),tet(B),tet(C),tet(D),tet(E)

및 tet(G)을 대상으로 하여 어류 장내 Tc내성균이 가지는 내성 유전자

의 총량을 qPCR을 이용하여 정량 하고 어종별,국가별에 따른 tetgene

종류의 분포비율과 indicaotertetgene의 종류를 파악하였으며 또한 장

내 Tc내성균의 특성을 알아보고자 하였다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.어류 장내 세균 조사

1-1.어류 채집

수입산 관상어를 샘플링 하기 위해 2008년 1월에서 2009년 8월에 이르

기까지 공항을 통하여 수입된 관상어를 펄 구라미 (Trichogasterleeri),

드워프 구라미 (Colisalalia),골든 구라미 (Trichogastertrichoptelus

var)종에 대해 총 11차례에 걸쳐 채집하였고,국내산 관상어는 우리나

라 경기도에서 양식하는 블루 구라미 (Trichogaster trichopterus

sumatranus)종을 3차례 샘플링 하였다.해산어의 경우는 국내에서 양식

된 해수 양식 어류 Rock bream (Oplegnathus fasciatus),Red sea

bream (Pagrusmajor),Flounder(Paralichthysolivaceus)그리고 Sea

bream (Acanthopagrusschlegelii)을 2008년 1월에서 2009년 8월까지

총 22차례 채집하였다.그리고 자연산의 경우 부산 근해에서 잡힌 Rock

bream (Oplegnathus fasciatus)과 일본 근해에서 잡혀 수입된 Rock

bream (Oplegnathusfasciatus)을 각각 6차례,4차례씩 채집합여 실험을

실시하였다 (Table1).
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Table1.Culturedmarinefishes,wildmarinefishes,andfreshwaterornamentalfishesusedinthisexperiment.
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1-2.장내 세균 분석

샘플링한 어류의 어체를 해부하여 중장을 분리한 후 무균적으로 장내

stool을 모으고,그 중 0.1g을 1X PBS에 현탁하여 10
-1
-fold로 만든

후 10배씩 단계 희석 하여 희석 액을 0.45㎛ (poresize)membrane

filter(ADVANTEC,Japan)에 통과시켜 고정하였다.Filter에 걸린 세균

을 1% NaCl첨가 TSA (Trypticsoyagar,Difco,USA)배지와 다양한

장내 세균의 조사를 위해 각각의 선택배지에 따른 특징적인 집락의 색을

정의하여 균을 분리·동정하였다.Lactoseml유무에 따라 붉은 색과 상아

색의 집락을 나타내는 Enterobacteriaceae선별 배지인 CC(Chromocult

agarMERCK,Germany),각각 노란색과 자주색의 집락을 나타내는

Aeromonas spp.와 Pseudomonas spp.선별 배지인 GSP (MERCK,

Germany)그리고 노락색과 초록색 colony를 나타내는 Vibriospp.선별

배지인 TCBS (Difco,USA)agar배지에도 부착하였다.이러한 agar

plate를 25℃에서 18~24시간 배양한 후 각각의 plate에서 자란 colony수

를 확인하여 strain분포 비율을 백분율로 계산하였다.또한 어류 장내

정상 세균총의 동정을 위하여 위의 3가지 선택 배지 외에도 필요에 따라

API20Etest(Biomerieux,France)를 통하여 일부 균을 동정하였다.

1-3.Replicaplatingmethod

1% NaCl첨가 TSA (Trypticsoyagar,Difco,USA)배지에서 배양된

colony들을 무작위로 선택하여 1% NaCl첨가 TSA 배지에 80개를

dotting하였다.25℃에서 18~24시간 배양한 후,멸균된 벨벳 천을 이용하
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여 1% NaCl첨가 TSA (Tryptic soy agar,Difco,USA)배지와

tetracycline(Tc16㎍/㎖),ampiciilin(Amp30㎍/㎖),Erythromycin

(Em 8㎍/㎖),Oxolinicacid(OA 2㎍/㎖)와 chloramphenicol(Chp10

㎍/㎖)이 각각 첨가된 TSA 배지에 ReplicaMethod를 실시하였다.이러

한 agarplate를 25℃에서 18~24시간 배양한 후 각각의 plate에서 자란

colony수를 확인하여 내성비율을 백분율로 계산하였다.또한 다양한 장

내 세균에서의 Tc내성균 조사를 위해서 Enterobacteriaceae선별 배지

인 CC (Chromocult agar MERCK,Germany),Aeromonas spp.와

Pseudomonas spp.선별 배지인 GSP (MERCK,Germany)그리고

Vibriospp.선별 배지인 TCBS(Difco,USA)agar와 각각의 Tc첨가

배지에도 Replicamethod를 실시하였다.이러한 agarplate를 25℃에서

18~24시간 배양한 후 각각의 plate에서 자란 colony수를 확인하여 내성

비율을 백분율로 계산하였다.

1-4.Tc내성균의 분리

1-3에서 실시한 TSA 배지 중 Tc16㎍/㎖ 이 첨가된 배지에서 자란

colony를 무작위로 선택하여 TSB (Trypticsoybroth,Difco,USA)에

접종한 후 25℃에서 18~24시간 배양하였다.

2.약제 감수성 실험

1-4에서 실시한 배양액을 이용하여 Tc에 대한 내성 정도를 MIC값으

로 나타냈으며,broth dilution method를 사용하여 측정하였다 (Kim,
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1997).먼저 96wellsplate에 멸균된 TSB를 160㎕,각 농도로 희석된 항

생제를 20㎕,TSB에 10
7
cell/㎖로 현탁시킨 균액을 20㎕ 넣었고,

positivecontrol은 TSB 180㎕와 희석시킨 균액 20㎕를 넣고,negative

control은 TSB만 200㎕ 넣었다. 25℃에서 18시간 배양 후 세균의 증식

에 따른 액체 배지의 혼탁도를 관할하여 세균이 자라지 않는 항생제의

최저 농도를 MIC값으로 결정하였다.

3.ConventionalmultiplexPCRamplification

3-1.Primer

tet(A),tet(B),tet(C),tet(D),tet(E),tet(G)는 전 (2003)의 논문에서

제작된,multiplexPCR(multiPCR)법에 사용 하였던 primer를 사용하

였으며 Fig.1,Table2에 나타냈다.Senseprimer인 TETFprimer는

6개의 tetgenesequence를 비교한 후,가장 많이 conserve되어 있는

148bp~168bp부위로부터 제작하였다 (degeneratedprimer).
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Table 2. Expected sizes of various tet genes by multi PCR

803 bpATGCCAACACCCCCGGCGTGRtet(G)

246 bpATGTGTCCTGGATTCCTTERtet(E)

489 bpCCAGAGGTTTAAGCAGTGTTDRtet(D)

631 bpCGTGCAAGATTCCGAATATCRtet(C)

171 bpTGAAAGCAAACGGCCTAATBRtet(B)

387 bpACAGCCCGTCAGGAAATTTARtet(A)

GCGCTNTATGCGTTGATGCATETF

Expected sizePrimer sequence (5’ to 3’)Oligomers nametet genes

803 bpATGCCAACACCCCCGGCGTGRtet(G)

246 bpATGTGTCCTGGATTCCTTERtet(E)

489 bpCCAGAGGTTTAAGCAGTGTTDRtet(D)

631 bpCGTGCAAGATTCCGAATATCRtet(C)

171 bpTGAAAGCAAACGGCCTAATBRtet(B)

387 bpACAGCCCGTCAGGAAATTTARtet(A)

GCGCTNTATGCGTTGATGCATETF

Expected sizePrimer sequence (5’ to 3’)Oligomers nametet genes

Table2.Expectedsizesofvarioustetgenesassayedusingmulti-

PCR
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3-2.Totalnucleicacid분리

Theboilingmethod(Robertsetal.,1993)을 이용하여 totalnucleic

acid를 분리하였다.1-4에서 배양한 배양액 1㎖을 12000rpm에서 10분

동안 원심 분리 한 후 상징액을 버리고 pellet을 다시 1X PBS1㎖에

현탁,12000rpm에 다시 10분 원심 분리한 다음 상징액을 완전히 제거하

였다.Pellet을 TE 600㎕에 현탁하여 95~97℃의 물에서 10분간 heating

시킨 후 상징액을 multiPCR을 위한 template로 이용하였다.

3-3.MultiplexPCR

Heating하여 분리한 DNA를 template로 하여 multiPCR을 실시하였

다.10X PCRbuffer2㎕,200μM의 각각의 dNTP,2μM의 senseprimer

와 1μM의 각각의 antisenseprimer,TaqDNA polymerase(TaqDNA

polymerase,Cosmo,Korea)및 template 1㎕를 첨가한 후 distilled

water로 최종액의 volume이 20㎕가 되도록 했다.PCR 혼합물은

Perkin-Elmer2400thermalcycler(Perkin-Elmer,Norwalk,CT,USA)

를 사용하여,94℃에서 3분간 pre-denaturation시킨 후,94℃에서 30초

denaturation,55℃에서 30초 annealing,72℃에서 30초 extension의 반응

을 30cycle수행 한 후 72℃에서 7분간 post-extension시켰다.PCR후

증폭 산물은 0.5×TAE buffer(40mM Tris-acetate,1mM EDTA)를

전기영동을 위한 완충액으로 하여,0.5㎍/㎕ EtBr(Ethinium Bromide)이

첨가된 2% agarose gel(SeaKem
Ⓡ
LE Agarose,CAMBREX Bio

Science Rockland,Inc,USA)상에서 전기 영동한 후,UV 검출기

(SeoulinScientificCo.,Ltd.,Korea)를 이용하여,ultraviolet상에서 검출
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되는 band의 길이를 관찰하여 tetgene의 종류를 확인하였다.

4.Real-timePCR

4-1.Primer

qPCR에 사용된 tet(A),tet(B),tet(C),tet(D),tet(E),tet(G)는 윤

(2008)의 논문에서 제작된,Real-timePCR 법에 사용 하였던 primer를

사용하였으며 Fig.2,Table3에 나타냈다.
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Table3.OligonucleotideprimersusedforqPCRassays.
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4-2.StoolDNA 분리

qPCR을 위한 template로 사용하기 위해 Table1.에 나타낸 관상어와

해산어의 장내에서 분리한 stool중 0.1g을 stoolDNA kit(AccuPrep
®

StoolDNA extractionkit,Bioneer,Daejeon,Korea)를 이용하여 DNA

를 추출하였다.20㎎/㎖의 proteinaseK 20㎕와 lysisbuffer400㎕를 첨

가하여 60℃에서 10분간 반응 한 후 12000rpm에서 5분 원심 분리 후 상

징액을 새 microtube에 옮겼다.400㎕의 bindingbuffer첨가 후 다시 6

0℃에서 10분 반응 하고 난 뒤 isopropanol100㎕을 넣고 구비 된

columntube에 옮겼다.Ethanol을 이용하여 2번 washing한 후 50㎕의

EBbuffer에 최종적으로 현탁 하였다.

4-3.Real-timePCR을 위한 standardDNA 제조

4-3-1.Plasmidstandard의 제조

qPCR을 위한 standard제조는 윤 (2007)의 논문에서 제작된 primer의

위치가 포함 된 6개 PCR 생성물은 PCR Purificationkit(Labopass
TM
)

를 통하여 정제 한 후 새 microtube에 옮긴 후,saltsolution 1㎕,

distilledwater4㎕ 그리고 TOPO-TAOPoning
®
vector(InvitrogenCo.,

Carlsbad,CA,USA)1㎕를 첨가하여 상온에서 30분간 반응시켰다.다음

에 competentcell(E.coliDH5α-T1R OR)50㎕를 첨가하여 ice내에서

20분간 반응시키고,42℃에서 30초간 heat-shock시켰다.Heat-shock이

끝난 후 바로 ice에 2~3분간 두었다가,SOC 배지를 250㎕ 첨가하여,er
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7℃에서 90분간 진탕 배양 시켰다.배양액은 X-Gal40㎍/㎖,eAmpicillin

50㎍/㎖이 첨가된 LBagarplate에 도말하여 24시간 배양하였다.White

colony를 취하여 Ampicillin50㎍/㎖이 첨가된 LBbroth에 접종한 후 24

시간 배양 한 후.Gene-all
TM
plasmidSV minikit(Generalbiosystem,

Korea)를 이용하여 plasmid를 분리하였다.

4-3-2.Ampliconstandard의 제조

3-2에서 분리한 stoolDNA를 주형으로 하여 16s rDNA에 대한

specificprimer를 이용하여 conventionalPCR을 실시 한 후 PCR 증폭

산물을 PCRpurificationkit(Labopass
TM
)를 통하여 정제 하였다.

4-3-3.StandardDNA의 정량

위에서 준비된 standardDNA를 Picogreen(Quant-iT
TM
Picogreen

®

dsDNA Assaykit,Invitrogen,USA)으로 정량하여 copy값을 결정 한

후 1×10
7
-1×10copies/㎕ 값을 가지도록 10-fold씩 단계 희석하여

qPCR정량에 필요한 표준 검량 곡선을 작성하는데 사용하였다 (Yuet

al.,2005).

4-4.Real-timePCR

윤 (2007)논문에서 최적화된 조건을 이용하여 qPCR을 실시하였다.위에서

제작한 Plasmidstandard에 3-1에서 준비한 specificprimer를 각각의
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tetgene에 적용하여 qPCR을 실시하였다.qPCR을 하기 위해 10X

buffer2㎕,200μM의 각각의 dNTP,1μM의 각각의 primer,Hotstart

Taq(HSprimeTaqDNA polymerase,GenetBio,Korea)및 template

로써 10-fold씩 희석된 PlasmidDNA를 넣은 후 최종적으로 EvaGreen

(Biotium,Korea)1㎕를 첨가 한 후 qPCR (Rotor-Gene6000series,

Corbett Research, AUS)을 실시하였다. qPCR은 95℃에서 10분간

pre-denaturation시킨 후,95℃에서 10초 denaturation,55℃에서 15초

annealing,72℃에서 20초 extension의 반응을 40cycle수행하였다.40

cycle이 끝난 후 72~95℃에서 1℃/sec의 속도로 Tm (meltingpoint)값

을 측정하였다.

5.채집 어류의 stoolDNA에 대한 real-timePCR의

적용

4-2에서 분리한 stoolDNA를 이용하여 qPCR을 실시하였다.Plasmid

standard와 specificprimer를 사용하였으며 4-4의 PCR조건으로 qPCR

을 수행 한 후 어종별,국가별 그리고 어류 장내의 Tc내성 비율에 따른

Tc내성균의 내성 유전자를 정량 ․ 비교 분석하였다.

6.Pearson상관관계 분석

결과의 통계적 처리는 SPSS통계 프로그램 (SPSSInc.)을 이용하여

Pearson상관관계 분석을 실시하였다.상관계수 값의 범위는 -1부터 +1

까지이며 계수의 부호는 관계의 방향을 가리키고 절대값이 1에 가까울수
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록 상관관계가 높다.

7.어류 장내 microfloranumber와 16srDNA gene

copy값과의 관계

어류 장내 속 총 microflora의 abundance가 culturablebacteria의 수와

어류 장내 세균의 Tc내성 비율과 각각 어떠한 상관관계를 알아보고자

하였다.

먼저 EscherichiacoliHB101(E.coliHB101)단일 균주를 이용하여

10-fold로 단계 희석하여 TSA 배지에 smear하여 24시간 배양 후

counting 하였다.같은 양의 세균을 Genomic DNA prep kit for

Bacteria(SloGent,Korea)를 이용하여 DNA를 분리 한 후 16srDNA

primer를 사용하여 qPCR을 실시하였다.이때에 사용된 stadard는 역시

amplicon standard를 제작하여 사용하였다.각각의 희석 배수에 따른

countingnumber와 16srDNA gene의 copy값을 연관 지어 나타내었

다.

또한 채집한 어류의 StoolDNA로부터 16srDNA의 primer(Zucolet

al.,2006)를 이용하여 ampliconstandard를 만든 후 picogreen으로 copy

값을 결정,3-5의 방법으로 qPCR을 실시하였다.그 다음 어류 장내 세

균 filtration실험을 통해 plate에서 계수된 세균의 수와 qPCR을 통해

정량된 16srDNA 부분의 copy값의 상관관계를 분석하였다.이러한 분

석은 qPCR을 통해 결정된 관상어,해산어류 장내 Tc내성균의 tetgene

copy값을 정량 된 16srDNA의 copy값에 비례하여 나타내는데 활용하

였다.
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8.tetgene의 위치와 copy값과의 관계

tetgene의 위치에 따른 EscherichiacoliC600R222,E.coliC600

pJA8122,AeromonashydrophilaHA 그리고 qPCR에서 이용하기 위하

여 제작하였던 tet(B)standard 균주를 이용하여 실험을 실시하였다

(Table.4).

균의 분리 및 증균용으로는 Tryptic Soy Broth (TSB,Difco)나

TrypticSoyAgar(TSA,Difco)를 사용하였으며,E.coli균주는 37℃에

서 16시간 배양하고 A.hydrophila는 25℃에서 16시간 배양한 후 균수를

측정하고,spectrophotometer(UVIKON,KONTRON INSTRUMENTS)

를 이용하여 OD600값을 구한 후 실험에 사용하였다.

같은 양의 세균을 Genomic DNA prep kitforBacteria (SloGent,

Korea)를 이용하여 DNA를 분리 한 후 16srDNA primer를 사용하여

qPCR을 실시하였다.이때에 사용된 stadard는 역시 ampliconstandard

를 제작하여 사용하였다.또한 각각의 균주가 갖고 있는 tetgene에 맞

혀 specificprimer를 사용하여 qPCR을 실시한 후 culturablcell수,16s

rDNAcopy값과 tetgene의 copy값을 비교하였다.
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Strains Characteristics tet  genes 
Accession No. 

(GenBank)

Escherichia coli  C600 R222 plasmid tet(B) J01830

Aeromonas hydrophila HA chromosome tet(E) L06940

Escherichia coli  C600 pJA8122 R plasmid tet(G) S52437

Escherichia coli  DH5α plasmid tet(B) J01830

Table4.Bacteriaused.



- 23 -

9.Transformation

Calcium chloride법을 이용하여 실시하였다 (Kim,1993).E.coliDH5α

를 5㎖ LB배지에 접종하여 24시간 배양한 것을 접종 양이 1% 되도록 5

㎖ LB에 다시 접종하여 OD550에서 0.4가 될 때까지 2~3시간 배양한 다

음 얼음에 10분간 냉각시켰다.1.5 ㎖ 을 위하여 미리 냉각시킨

microtube에 옮긴 후 5,000rpm,5분간 원심 분리하여 상징액을 제거하

고,침전물에 50mM +CaCl2+10mM Tris-Cl(pH 8.0)용액 750㎕ 을

가한 다음 얼음에서 15분간 냉각시켰다.5,000rpm,5분 동안 원심 분리

하여 침전물을 얻고,여기에 다시 50mM CaCl2+10mM Tris-Cl(pH

8.0)용액 100㎕ 을 넣은 후 4℃에서 12~24시간 방치하여 competent

cell을 제조하였다.Tc 내성 유전자를 가진 채집 내성 균주로부터

plasmid를 분리하여 transformation실험에 이용하였다.Competentcell

에 목적하는 plasmidDNA를 넣고 잘 섞어준 다음 얼음에 30분간 방치

한 후 42℃의 waterbath로 옮겨 2분 동안 처리하였다.그 다음 1㎖ 의

SOC배지를 첨가하여 37℃에서 1시간 동안 배양시킨 후 Tc2㎍/㎖이

들어 있는 LB agar에 200 ㎕ 도말하여, 12~24시간 배양하여

transformant를 선별하였다.

10.Conjugation

Conjugation은 Auroraetal.(1992)의 방법을 수정하여 실시하였다.Tc

에 저항성을 가지지 않는 E.coliHB101을 recipient균주로 사용하였으

며,채집균주들을 donor균주로 사용하였다.E.coliHB101은 Tc에 대해



- 24 -

서 저항성을 나타내지 않으며 Streptomycin에 MIC 1024㎍/㎖ 이상의

값을 가지며 CC (ChromocultagarMERCK,Germany)에서 파란색의

집락을 형성한다.본 실험에서는 SM (Streptomycin256㎍/㎖ )과 OA

(Oxalinicacid2㎍/㎖)를 첨가한 배지를 이용하여 donor균주의 배양을

억제하여 Tc에 대한 내성은 없고 SM에 내성을 가지며 CC배지에서 파

란색 집락을 형성하는 것을 trans-conjugant로서 구별하였으며,filter

mating법을 이용하였다.간략히 설명하면 다음과 같다.Donorcell과

recipientcell을 1.0×10
9
cell/㎖이 되도록 혼합하여,0.22㎛ (poresize)

membranefilter(MilliporeCorp.,Bedford,Mass)에 통과시켜 고정하였

으며,filter에 걸린 세균을 TSA plate의 표면과 부착되도록 하였다.이

agarplate를 배양한 후,filter를 때내어 TSB1㎖에 혼합시켰으며,혼합

배양된 균주를 적당히 단계 희석하여 Tc와 SM 항생제가 포함된 CC선

택배지에 도말한 후 25℃에서 18시간 배양시킨 후 PCR법을 통해 내성

유전자의 전이 유무를 분석하였다.
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Ⅲ.결 과

1.어류 장내 세균의 분포

장내 세균의 Tc내성 비율을 알아보기에 앞서 어류의 장내 세균을 다

양한 선택배지를 통해 그 비율을 알아보고자 하였다.먼저 표준균주를

이용하여 각각의 선택배지에서의 집락 색깔을 확인하였다 (Table5).그

결과 균주 종류에 따라서 각각의 선택배지에서 특정 색깔의 집락을 확인

하였고 집락의 색깔을 통하여 균주를 분류할 수 있었다.이러한 결과를

바탕으로 본 연구에서 채집한 어류의 장내 세균의 비율을 확인하였다

(Fig.4).그 결과 해산어 중 돌돔에서는 1.84×10
7
~2.70×10

8
colony

formingunits(cfu)100mg
-1
stool정도의 장내 정상 세균 총을 가지고

있었으며 참돔,감성돔,넙치 그리고 자연산 한국 돌돔과 일본 돌돔에서

는 5.4×10
5
~3.82×10

7
cfu100mg

-1
stool정도였다.그 중에서도

TCBS배지에서 노란색,초록색 집락을 형성하는 Vibriospp.의 비중이

50%가 넘고 상대적으로 GSP배지에서 노란색,자주색 집락을 형성하는

Aeromonasspp.,Pseudomonasspp.와 CC 배지에서 붉은색과 상아색

집락을 형성하는 Enterobacteriaceae등이 낮은 비율로 나타났다.관상

어의 경우 국내산 (2.3×10
7
cfu100mg

-1
stool)을 제외한 수입산에서

는 1.04~4.56×10
8
cfu100mg

-1
stool정도로 해산어보다 약 10배 정

도 높은 세균 수를 가지고 있었다.또한 균주별 비율로 보았을 때도

Aeromonasspp.,Pseudomonasspp.그리고 Enterobacteriaceae등이

전체 세균 수에서 높은 비중을 차지하고 있었으며 Vibriospp.는 전체의

10% 이하로 낮은 비율을 보였다.선택배지에서 추출한 몇몇 세균들을
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대상으로 API20Etest를 실시한 결과,선택 배지에서 나타나는 집락의

특징적 색을 이용하여 동정한 결과와 일치하였으며 신뢰성은 대부분

95% 이상 이었다 (Table6).



- 27 -

Fig.3.Numbersoftotalbacteria in100-mgstoolonTSA medium.

Rockbream(Ⅰ),Redseabream(Ⅱ),Blackseabream(Ⅲ),Flounder

(Ⅳ)cultured in Korea.Rock bream captured in Korea(Ⅴ),Rock

bream,Japan(Ⅵ),PearlGouramiimportedfrom Singapore(Ⅶ),Pearl

Gourami,Thailand(Ⅷ),Pearl Gourami,China(Ⅸ),Blue Gourami,

Korea(Ⅹ),DwarfGourami,Singapore(Ⅺ),GoldenGourami,Singapore

(Ⅻ)wereused.
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Strains TCBS GSP CC

Aeromonashydrophila N.G
*

yellow lightpurple

Aeromonassobria N.G yellow lightpurple

Pseudomonasaeruginosa N.G pink white

Edwardshiellatarda N.G transparent white

EscherichiacoliHB101 N.G transparent purple

EscherichiacoliDH5α N.G transparent blue

Vibrioparahaemolyticus green N.G N.G

Vibrioanguillarum yellow N.G N.G

Table5.Colonyofreferencebacteriaanalysedbydifferentselective

media.

*
N.G;Notgrowed
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(A)

(B)

Fig.4.Proportion ofnormalmicroflora in theintestinaltractsof

imported and domestic fishes.(A) Marine fish,(B) Freshwater

ornamentalfish.
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Species Numbersofbacteria

Vibriospp. 13/21a(62)

Enterobacterspp. 4/21(19)

Serraiaodoriferal 2/21(10)

Klebsiellapneumoniae 1/21(5)

unknown 1/21(5)

total 21/21(100)

Species Numbersofbacteria

Aeromonasspp. 8/18(44)

Citrobacterfreundii 6/18(33)

Escherichiacoli 3/18(16)

Vibriocholerae 1/18(5)

total 18/18(100)

Table6.Idendificationofintestinalbacteriaspecies,usingAPI20E

kit(bioMerieux,Inc.,Hazelwood,MO).(A)capturedRockbream in

Korea,(B)freshwaterornamentalfishimportedSingapore.

(A)

(B)

a
Intestinalbacteriaisolatesweretested.
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2.어류 장내 세균의 항생제 내성 비율

국내 양식 및 자연산 해산어 그리고 일본에서 수입된 해산어와 싱가포

르,중국 그리고 태국에서 수입된 관상어 및 국내산 관상어의 장내 세균

에서 나타나는 항생제 내성 비율 (Tc,Amp,Em,OA,Chp)은 Fig.5에

나타냈다.국내 양식 해산어의 경우 Tc와 EM 내성 비율이 넙치(각각

80~90%,70~75%)를 제외하고 각각 20~50%,30~50%를 나타냈다.또한

OA와 Chp내성 비율은 0~10%로 낮았고 다른 항생제에 비해 Amp내성

비율은 60~90%로 높은 수치를 나타냈다.

담수 관상어의 경우 싱가포르,중국,태국에서 수입되어진 관상어의 Tc,

Amp,Em,OA,Chp 내성 비율이 각각 70~95%,80~100%,50~80%,

70~90% 그리고 50~70%로 모든 항생제에서 해산어보다 더 높은 내성 비

율을 나타냈다.국내산 관상어는 다른 아시아 국가의 관상어 장내 세균

의 내성 비율에 비해 약 30%씩 낮은 비율를 나타냈지만 해산어보다는

높은 수치를 나타냈다.

균주별 Tc내성 비율 결과 해산어의 경우 TCBS 배지에서 자라는

Vibriospp.의 Tc내성 비율이 자연산 돌돔을 제외하고 모두 60%가 넘

었다. 그리고 관상어에서도 Tc가 첨가된 GSP배지와 CC배지에서

Aeromonasspp.,Pseudomonasspp.그리고 Enterobacteriaceae의 내성

비율이 모두 60% 이상의 수치를 나타냈다.

TSA에서 무작위로 추출한 isolates을 대상으로 다제 내성 세균의 비율

을 알아보았다 (Table7.).그 결과 해산어의 경우 하나의 항생제에 대해

서 내성을 가지는 내성균의 비중이 36%로 가장 높았고 2가지,3가지,4

가지 그리고 5가지의 항생제에 대하여 동시에 내성을 가지는 내성균의
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비율은 각각 29%,13%,3% 그리고 1%로 나타났다.관상어의 경우에는

해산어와는 달리 5가지의 항생제에 대하여 내성을 가지는 내성균의 비율

이 53%로 가장 높았고 1가지,2가지,3가지,4가지의 항생제에 대하여

내성을 가지는 내성균의 비율이 각각 4%,6%,9%,23%로 나타났다

(Fig.7.).이러한 결과는 해산어와 담수 관상어의 장내 미생물 총에 따

른 차이에 의한 것으로 추정되며 각각의 균주가 가지는 항생제 내성에

대한 추가 실험이 필요하다고 여겨진다.
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(A)

Fig.5.Continued
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(B)

Fig.5.Proportionofantibiotic-resistantbacteriainintestinalfloraon

TSA medium (TSA withantibiotics/TSA).(A)Marinefish,(B)

Freshwaterornamentalfish.
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(A)

(B)

Fig.6.ProportionofTc-resistantbacteriaintheintestinalfloraof

fishesonvariousselectivemedia.(A)Marinefish,(B)Freshwater

ornamentalfish.
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Antimicrobial agent

Rock 

bream

(320)a

Pearl 

gourami

(320)

TcR
10 0

AmpR 22 1

EmR 3 1

OAR 1 1

ChpR
0 1

TcR
Amp

R
18 0

TcR EmR 1 1

TcR OAR 2 0

TcR ChpR 0 0

AmpR
Em

R
7 2

AmpR OAR 0 1

AmpR ChpR 1 1

EmR OAR 0 0

EmR ChpR 0 0

OAR ChpR 0 1

Table 7.Percentage of multiple-antibiotic-resistant bacteria from

totalculturablemicrofloraintheintestinaltractsofRockbream and

Pearlgourmi.TSA agarplateswithdifferentantibiotics(Tc16㎍/㎖,

Amp30㎍/㎖,Em 8㎍/㎖,OA 2㎍/㎖,Chp10㎍/㎖)wereusedforthe

isolation ofantibiotic resistant bacteria from the totalintestinal

bacteriain100mgstool.

a
Numberoftestedisolates.
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Antimicrobial agent

Rock 

bream

(320)

Pearl 

gourami

(320)

TcR AmpR EmR 5 1
TcR

Amp
R

OA
R

3 3

TcR AmpR ChpR 1 0

TcR EmR OAR 1 0

TcR
Em

R
Chp

R
0 0

TcR OAR ChpR 0 0

AmpR EmR OAR 1 2

AmpR EmR ChpR 2 1

AmpR
OA

R
Chp

R
0 1

EmR OAR ChpR 0 1

TcR AmpR EmR OAR 2 7

TcR AmpR EmR ChpR 1 0

TcR AmpR OAR ChpR 0 2

TcR
Em

R
OA

R
Chp

R
0 0

AmpR EmR OAR ChpR 0 14

TcR AmpR EmR OAR ChpR 1 53

Table7.Continued.

a
Numberoftestedisolates.
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Fig.7.Prevalence of multi-drug-resistant bacteria in intestinal

microflora.R1～5showstheproportionofbacteriaresistantto1～5

numbersof differentantibioticsrespectively.

( ;Rockbream, ;Pearlgourami)
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3.Tetracycline내성의 수준 비교

broth법을 통하여 Tc에 내성을 나타내는 일부 균을 취하여 Tc에 대한

내성 정도를 MIC값으로 나타냈다.그 결과 해산어에서 취한 장내 세균

보다 관상어에서 취한 장내 세균의 MIC값이 높은 수준의 저항성을 가

지는 것으로 나타났다 (Table8).우리나라에서 양식되어진 해산어에서

취한 Tc
R
isolates의 MIC 값은 넙치 32㎍/㎖,참돔 512㎍/㎖ 그리고

돌돔과 감성돔 256㎍/㎖가 가장 높은 MIC값으로 확인되었고 관상어의

경우 국내산은 512㎍/㎖,싱가포르 1024㎍/㎖ 그리고 태국과 중국은

1024㎍/㎖ 이상의 MIC로 해산어보다 높은 수치의 MIC값을 보였다.

이러한 Tc에 대한 MIC값의 차이는 균주에 따라 다소 영향을 받을 것

이라 추정하고 위에서 분리한 Tc
R
isolates중 Vibrio와 Aeromonas의

MIC 값을 다시 확인 하였다 (Table9).그 결과 Vibriospp.의 경우

32~128㎍/㎖의 MIC값을 나타내었고 Aeromonasspp.에서는 32~256㎍

/㎖의 MIC값을 나타내었다.이는 Kim etal.(2004)의 연구에서 1999년

일본 방어 (Seriolaquinqueradiata)의 장에서 분리된 34개의 Vibrio/

Aeromonas균주가 OTC에 대한 MIC값이 62.5㎍/ml이상인 것으로 나

타나는 결과와 유사하였다.또한 Lactobacillussakei에서 서로 다른 내

성 기작을 지닌 tet(L),tet(M)을 동시에 가지고 있을 경우 두 내성 유전

자의 상호작용을 통해 MIC값이 하나의 내성 유전자를 가지고 있을 때

보다 높게 나타나는 것을 확인하였다(MohammedSalim Ammoretal.,

2007).이는 본 연구에서도 Aeromonasspp.가 2개 이상의 multi-tet

gene을 가지는 비율이 Vibriospp.보다 높기 때문에 MIC값에서도 차이

를 가져오는 것이리라 추정된다.
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Samples 
MIC (㎍/㎖) 

　 
≤ 16 32 64 128 256 512 1024 ≤ 

Rock bream 39a 30 40 8 23

Red sea bream 29 66 3 7 24

Black sea bream 7 　   29 71 　  

Flounder 74 　 72 　28 　 　 　 　 　  

Table8.MIClevelsoftetracyclineinTc
R
isolatesonTSA medium from theintestinalfloraoffishes.(A

Marinefish,(B)Freshwaterornamentalfish.

(A)
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Samples 
　 MIC (㎍/㎖) 

　 
≤ 16 32 64 128 256 512 1024 ≤ 

Singapore 79 18 23 34 23 3 2

Thailand 26 19 8 46 35 4

China 58 12 14 28 9 28 9

Korea 85 　 　 32 19 15 18 16 　 　

Table8.Continued.

(B)

a
Numberoftestedisolates;Tcresistantisolateswereisolatedfrom theimportedfreshwaterornamen

fishes,domesticmarineandfreshwaterornamentalfishesonTSAmediawithTc16㎍/㎖.
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Samples 
MIC (㎍/㎖) 

　 
≤ 16 32 64 128 256 512 1024 ≤ 

Vibriospp.
a 20c 75 15 10

Aeromonasspp.
b 30 20 43 27 10

Table9.MIClevelsoftetracyclineinTc
R
isolatesonTSAmedium from theintestinalfloraoffishes.

             a
Rockbream,Korea.

             b 
Pearlgourami,Singapore.
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4.Tetracycline내성 유전자 분포 조사

Table1.에 설명되어진 채집 어종 대상으로 Tc내성 유전자 분석을

실시하였다.Gram 음성 세균에서 많이 나타난다는 tet(A),tet(B),

tet(C),tet(D),tet(E)그리고 tet(G)에 대해서 multiPCR법을 통해 검출

하고자 하였고 다양한 크기의 PCR 산물을 전기영동을 통해 확인할 수

있었다 (Fig.8).국내산 해산어의 경우 모든 어종에서 tet(B)가 50%이상

의 비율을 보였고 tet(A),tet(C)그리고 tet(G)는 단독으로 확인되지 않

았다.tet(E)는 감성돔(5%)을 제외한 모든 어종에서 확인되지 않았고

tet(D)와 tet(E)는 감성돔과 넙치에서만 각각 5%와 1%가 나타났다.관상

어의 경우 싱가포르 산 펄 구라미에서는 tet(A)가 38%,tet(D)가 4%,

tet(B)와 tet(E)는 1% 였고 tet(G)는 단독으로 확인되지 않았다.태국에

서는 tet(A)가 60%,tet(D)7%,tet(B),tet(C),tet(E),tet(G)는 단독으로

확인되지 않았다.중국 산 펄 구라미에서는 tet(A)가 35%,tet(B)와

tet(D)4%와 6%,tet(E)9% 그리고 tet(C)와 tet(G)는 단독으로 확인되

지 않았다.싱가포르 산 드워프 구라미와 골든 구라미에서는 tet(A)가

각각 58%,70% tet(B)가 각각 2%,5% tet(D)가 각각 7%,10%가 나왔

고 tet(C),tet(E),tet(G)는 단독으로 확인되지 않았다.국내산 블루 구라

미 역시 tet(A)가 65%,tet(B)가 3%,tet(D)10%,tet(E)9%,tet(C),

tet(G)는 단독으로 확인되지 않았으면 이러한 경향은 다른 수입산 관상

어와 비슷한 결과를 보였다 (Table10).두 가지 이상 내성 유전자를 포

함하는 비율은 해산어와 담수 관상어를 포함한 모든 어종 중 싱가포르

산 펄 구라미가 가장 높았고,그 종류도 다양하게 관찰되었으며 3개 이

상의 내성 유전자를 동시에 가지고 있는 multi-tetgene의 비율이 11%
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로 확인되었다.

중국 산 관상어에서는 2개의 내성 유전자를 가지고 있는 균주의 비율이

37%로 가장 높게 확인되었으나 3개 이상의 내성 유전자를 지닌 균주는

확인되지 않았다.국내산 관상어의 경우 tet(A)와 tet(B)를 동시에 가지

는 균주는 4%로 모든 어종에서 가장 낮은 비율을 나타냈다. 국내산 해

산어의 경우 감성돔과 넙치에서는 3개 이상의 내성 유전자를 지닌 균주

는 관찰되지 않았으며 참돔에서 tet(A), tet(B), tet(D), tet(G)를 동시에 

지니는 균주가 3% 확인되었다 (Table 11~13). 

해산어와 관상어에 있어서 내성 유전자의 분포와 multi-tetgene비율

차이는 세균의 종류에 따라 영향을 받는 것 같다.그리하여 위에서 분리

한 Tc
R
isolates중 Vibrio와 Aeromonas의 내성 유전자를 다시 확인하

였다.그 결과 Vibriospp.에서는 tet(B)가 63% Aeromonasspp.에서는

tet(A)가 48%로 높게 확인되었다.multi-tetgene을 가지는 비율은 각각

20%와 27%로 나타났으며 Aeromonasspp.에서 3개의 내성 유전자를 가

지는 균주(3%)를 확인하였다 (Table14~15).
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(A)

(B)

Fig.8.Agarosegelelectroporesisofampliconsofeffluxtetgenes

generated by multiplex PCR.Lane 1~23 :Tc resistantbacteria

isolated TSA containing Tc(16㎍/㎖)randomly,M :100bp DNA

ladder,N :Negative control.(A)Marine fish,(B)Fresh water

ornamentalfish.
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Rock bream

Red sea 

bream

Black sea 

bream
Flounder

(83)a (30) (19) (93)

tet(A) 0 0 0 0

tet(B) 83 50 68 75

tet(C) 0 0 0 0

tet(D) 0 0 5 1

tet(E) 0 0 5 0

tet(G) 0 0 0 0

Table10.ProportionofTc-resistantbacterialisolatesidentifiedwith

asingletetgene.(A)Marinefish,(B)Freshwaterornamentalfish.

(A)
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Pearl 

Gourami,

Pearl 

Gourami,

Pearl 

Gourami,

Blue 

Gourami,

Dwarf 

Gourami,

Golden 

Gourami,

Singapore Thailand China Korea Singapore Singapore

(80) (27) (47) (68) (55) (82)

tet(A) 38 68 35 65 58 70

tet(B) 1 0 4 3 2 5

tet(C) 15 0 0 0 0 0

tet(D) 4 15 6 10 7 10

tet(E) 1 0 9 9 0 0

tet(G) 0 0 0 0 0 0

Table10.Continued.

(B)

a
Numberoftestedisolates;Tcresistantisolateswereisolatedfrom thefreshwaterornamentalfishe

domesticfreshwaterandmarinefishesonTSAmediawithTc16㎍/㎖.
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Rock bream

Red sea 

bream

Black sea 

bream
Flounder

(83)a (30) (19) (93)

tet(A), tet(B) 4 16 6 8

tet(A), tet(G) 1 0 5 5

tet(B), tet(D) 1 0 0 0

Pearl Gourami,
Blue 

Gourami,

Dwarf 

Gourami,

Golden 

Gourami,

Singapore Thailand China Korea Singapore

(80) (27) (47) (68) (55) (82)

tet(A), tet(B) 1 7 2 4 4 2

tet(A), tet(C) 4 4 6 0 5 3

tet(A), tet(D) 9 0 4 0 0 0

tet(A), tet(E) 6 0 0 0 11 5

tet(B), tet(D) 0 0 4 0 7 0

tet(B), tet(E) 0 0 2 0 0 0

tet(C), tet(D) 9 0 0 0 0 0

tet(D), tet(E) 1 0 19 0 4 0

Table11.ProportionofTc-resistantbacterialisolatesidentifiedwith

dualtetgenes.(A)Marinefish,(B)Freshwaterornamentalfish.

(A)

(B)

a
Numberoftestedisolates;Tcresistantisolateswereisolatedfrom

thefreshwaterornamentalfishes,domesticfreshwaterandmarine

fishesonTSAmediawithTc16㎍/㎖.
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Rock 

bream

Red sea 

bream

Black sea 

bream
Flounder

(83)a
(30) (19) (93)

tet(A), tet(B), tet(G) 5 0 0 0

tet(A), tet(B), tet(D), tet(G) 0 3 0 0

Pearl 

Gourami,

Pearl 

Gourami,

Pearl 

Gourami,

Blue 

Gourami,

Dwarf 

Gourami,

Golden 

Gourami,

Singapore Thailand China Korea Singapore Singapore

(80) (27) (47) (68) (55) (82)

tet(A), tet(B), tet(D) 3 0 0 0 0 0

tet(A), tet(C), tet(D) 3 0 0 0 0 0

tet(A), tet(D), tet(E) 3 0 0 0 0 0

tet(B), tet(C), tet(D) 1 0 0 0 0 0

tet(B), tet(C), tet(E) 0 0 0 0 2 0

tet(C), tet(D), tet(E) 0 2 0 0 0 0

tet(A), tet(B), tet(C), tet(D) 1 0 0 0 0 0

Table12.ProportionofTc-resistantbacterialisolatedwithmorethanthreetetgenes.(A)Marinefis

(B)Freshwaterornamentalfish.

(A)

(B)
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Country Fish

Numberof genes2,3,4

Single Multi N.DTwo Three Four
genes

　

genes

　
genes genes genes

Korea

Rock bream
6 5 0 83 11 6

(83)
a

Red sea

16 0 3 50 19 31bream

(30)

Black sea

11 0 0 78 11 11Bream

(19)

Flounder
13 0 0 76 13 11

(93)

Average 11 1 0 71 13 　

Singapore

Pearl

30 10 1 59 41 0Gourami

(80)

Thailand

Pearl

11 2 0 83 13 4Gourami

(27)

China

Pearl

37 0 0 54 37 9Gourami

(47)

Korea

Blue

4 0 0 87 4 9Gourami

(80)

Singapore

Dwarf

10 0 0 85 10 5Gourami

(62)

Singapore

Golden

31 2 0 67 33 0Gourami

(55)

Average 20 2 0 72 23 　

Table13.Comparison ofmulti-tetgenes in Tc-resistantbacteria

from differentfishes(%).

a
Numberofisolatesanalyzed.

N.DNotdetected.
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Vibrio spp.

(30)a

Aeromonas spp.

(33)

tet(A) 0 48

tet(B) 63 0

tet(C) 0 0

tet(D) 13 3

tet(E) 3 15

tet(G) 0 0

tet(A), tet(B) 3 0

tet(A), tet(E) 0 24

tet(A), tet(G) 0 3

tet(B), tet(D) 17 0

tet(E), tet(G) 0 3

tet(A), tet(D), tet(E) 0 3

Table14.Proportion ofTc-resistantbactrialisolates identified as

singleormorethantwotetgenes.(Vibriospp.from domesticmarine

fish,Aeromonasspp.from freshwaterornamentalfish.)

a
Numberofisolatesanalyzed.
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 Fish

Number of genes 2, 3
Single

 
genes

Multi 

genes

Not

detectedTwo
 

genes

Three
 

genes

Vibrio spp.

(30)a 20 0 80 20 0

Aeromonas

spp.

(30)

30 3 67 27 0

Table15.Comparison ofmulti-tetgenes in Tc-resistantbacteria

from differentstrains(%).

a
Numberofisolatesanalyzed.
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5.어류 장내 Tc내성 유전자의 정량

2008년 1월부터 2009년 8월에 걸쳐 샘플링한 수입산 관상어,국내산

관상어와 해산어를 대상으로 real-timePCR을 실시하였다.먼저 절대적

인 tetgenecopynumber의 정량에서 돌돔,참돔,감성돔과 넙치의 경우

tet(B)가 각각 3.41 × 10
2 copies․100mg stool

-1, 8.70 × 10
3 copies․

100mg stool
-1, 1.36 × 10

2 copies․100mg stool
-1, 8.44 × 10

2 copie

s․100mg stool
-1로 각각 결정되었고 이는 다른 종류의 tetgene보다 높

은 것으로 확인되었다.그 중 돌돔에서 tet(A)가 1.60× 10
2 copies․

100mg stool
-1
로 결정되는 것을 제외하고 해산어의 모든 어종에서

tet(A),tet(C),tet(G)가 8.86× 102 copies․100mg stool-1
이하로 결정

되었다.관상어의 경우 tet(A)가 모든 어종에서 1.00× 103 copies․

100mg stool-1 
이상으로 확인되었고 싱가포르 산 펄 구라미의 경우

tet(B)~(E)그리고 tet(G)역시 1.00× 102 copies․100mg stool-1 
이상

으로 확인되었다 (Table16).

본 연구에서는 세균의 16srDNA gene을 이용하여 Tc내성 유전자의

양과 상관관계를 알아보고자 하였다.이전의 보고되어진 Nadkarnietal

(2002)는 16srDNA gene을 사용한 총 세균의 abundance가 agarplate

를 통해 계수된 세균의 수보다 40배 가량 많다고 하였다.또한

Escherichiacoli는 7개,Pseudomonasspp.는 4개,Staplylococce는 9개

정도의 16srRNA operon을 한 singlechormosome에 가지고 있다고 하

였다.이러한 이전 연구를 참고하여 9에서 단일 균주를 대상으로

culturableintestinalmicroflora와 16srDNA gene의 copy수를 비교한

결과 16srDNA gene의 copy수가 culturableintestinalmicroflora의 수

에 비해 10배씩 낮게 나타났다 (Fig.9.).또한 해산어와 관상어에서 역
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시 모두 16srDNA gene의 copy수가 culturableintestinalmicroflora의

수에 비해 각각 1/10
2
~1/10

3
배씩 적게 나타나는 것을 확인하였는데

(Fig.10.)이는 stoolDNA 분리와 stool내의 inhibitor존재로 인하여

qPCR의 결과에 영향을 끼친 것으로 보인다.계수된 세균의 수보다 16s

rDNA gene의 copy수가 적게 나타났지만 각각의 DNA를 이용한 16s

rDNA gene과 tetgene을 정량하는데 있어서 똑같이 영향을 미치리라

추정하고 qPCR을 통해 정량된 tet(A)~(E)그리고 tet(G)를 16srDNA와

상대적인 비율로 나타내었다.그 결과 역시 6가지의 tetgene중 해산어

의 경우 tet(B)관상어에서는 tet(A)가 높았다 (Fig.11).

Table17은 각 그룹에서의 Tc내성 균주가 가지는 내성 유전자의 분포

비율과 stoolDNA에 존재하는 총 tetgenecopy값에서의 각각의 tet

gene이 차지하고 있는 비율을 나타낸 것이다.두 결과 모두 해산어에서

는 tet(B)가 담수 관상어에서는 tet(A)가 우세하게 나타나는 것을 확인하

였다.
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Country Fish

tet gene(copies/100mg stool)

tet(A) tet(B) tet(C) tet(D) tet(E) tet(G) Sum

Korea

Rock bream (2)a
 1.60E +02

b
3.41E +02 3.16E +00 1.96E +02 2.44E -01 5.47E +00 7.06E +02

Red sea bream (2) 6.96E +00 8.70E +03 3.55E +00 1.49E +01 4.18E +01 1.35E +00 8.77E +03

Black sea bream (1) 8.86E +00 1.36E +02 3.39E -01 1.35E +02 1.71E +01 1.12E +00 2.98E +02

Flounder (3) 2.83E -01 8.44E +02 3.01E +00 2.54E +01 6.51E -02 1.44E +00 8.74E +02

Singapore

Pearl gourami (4) 2.07E +03 1.13E +02 2.32E +02 1.78E +02 6.80E +02 2.95E +02 3.57E +03

Dwarf gourami (2) 1.01E +03 1.34E +01 2.68E +01 1.09E +02 8.08E +02 3.39E +01 2.00E +03

Golden gourami (2) 3.00E +03 2.48E +02 5.94E +00 1.45E +01 1.36E +03 3.97E +00 4.63E +03

Korea Blue gourami (3) 3.89E +03 1.49E +02 1.00E +01 5.64E +01 1.79E +02 1.49E +00 7.84E +02

Thailand Pearl gourami (1) 1.52E +03 4.92E +01 1.50E +01 3.66E +00 2.44E +01 5.10E +01 1.66E +03

China Pearl gourami (3) 4.44E +03 8.03E +02 1.67E +02 2.13E +02 1.57E +03 4.35E +01 7.23E +03

Table16.Absolutecopynumbersoftetgenesinintestinalmicrofloraoffishes.

a
Numberoftestedsamplingtimes.

b
Meanoftetgenecopynumbersdeterminedusingreal-timePCR.
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Fig.9.Correlationbetween16srDNA genecopynumberandculturablebacteria

number.16s rDNA gene copy number (x axis)were plotted againstthe

quanificationvalues(yaxis)forculturablebacterianumber.
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Fig.10.Correlation between 16s rDNA gene copy numberand culturable

bacterianumber.Copy numberof16srDNA genesand culturableintestinal

microflora(yaxis)wereplottedagainstdifferentsamples(xaxis),Rockbream

(Ⅰ),Redseabream(Ⅱ),Blackseabream(Ⅲ),Flounder(Ⅳ)culturedinKorea.

PearlGouramiimportedfrom Singapore(Ⅶ),PearlGourami,Thailand(Ⅷ),Pearl

Gourami,China(Ⅸ),BlueGourami,Korea(Ⅹ),DwarfGourami,Singapore(Ⅺ),

GoldenGourami,Singapore(Ⅻ)wereused.
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(A)

(B)

Fig.11.tetgenecopynumberrelativeto16srDNA usingreal-timePCR.(A)

Marinefish,(B)freshwaterornamentalfish.
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Country Fish tet(A) tet(B) tet(C) tet(D) tet(E) tet(G)

Korea

Rock 

bream

10a 93 0 1 0 6

21b 66 0 12 0 0

Red  sea 

bream

18 68 0 3 0 3

0 99 0 0 0 0

Black  sea 

bream

11 74 0 6 5 5

3 46 0 45 6 0

Flounder 13 83 0 1 0 5

0 96 0 3 0 0

Singapore

Pearl 

gourami

68 7 34 34 11 0

58 3 7 5 19 8

Dwarf  

gourami

78 15 7 18 17 0

50 1 1 5 40 2

Golden  

gourami

80 7 3 10 5 0

65 5 0 0 29 0

Korea Blue 

gourami

69 7 0 10 9 0

50 19 1 7 23 0

Thailand Pearl 

gourami

78 7 6 17 2 0

91 3 1 0 1 3

China Pearl 

gourami

46 12 6 33 30 0

61 11 2 3 22 1

Table17.ComparisonbetweentheproportionofTc-resistantgenesandcopy

numbersoftetgenesinfishmicroflora.

a
ProportionoftheTcresistantbacteriacarryingaspecifictetgene(%).

b
Proportionofcopynumberofanonespecifictetgenetosum ofthecopy

numbersofsixdifferenttetgenesdeterminedbyreal-timePCR.
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6.Tc내성 비율과 indicatortetgene과의 상관관계

2008년 1월부터 2009년 8월에 걸쳐 샘플링한 수입산 관상어,국내산 관상어와 해

산어를 통해 조사한 결과 관상어와 해산어 그룹에서의 indicatortetgene을 각각

tet(A)와 tet(B)로 결정하였다.그리하여 해산어 5그룹 (Fig,12.bar1~5),관상어

9그룹 (Fig.12.bar6~14)에서의 Tc내성 비율과 각 그룹에서의 indicatortet

gene의 copy를 비교하였다.SPSS통계 프로그램 (SPSSInc.)을 통하여 Pearson

상관관계분석을 실시한 후 그 결과를 상관계수 (r)로 나타내었다.해산어 5그룹의

상관계수 r값은 0.881담수 관상어 9그룹에서는 0.752를 보였다.그 결과 내성 비

율에 따라 indicatortetgene의 copy수에 상관관계가 있는 것을 확인하였다.
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Fig.12.Correlation between copy numbers ofa specifictetgeneand the

proportion ofaspecificisolatescarrying thattetgene.Bar1~5:individual

marinefish,bar6~14:individualfreshwaterornamentalfish.
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7.tetgeen의 위치와 copy값의 차이

Table4.에 설명되어진 균주를 이용하여 내성 유전자가 존재하는 위치에 따라

copy값에 영향을 끼치는지에 대하여 알아보았다.먼저 4개의 균주가 각각 가지고

있는 세균의 수를 측정한 결과 2.30~6.90×10
8
colonyformingunits(cfu)1ml

-1

정도였다.서로 비슷한 양의 세균을 이용하여 DNA분리를 한 후 16srDNA primer

를 이용하여 qPCR 실시한 결과 16srDNA gene의 copy값이 2.60~3.89×10
8

copies·㎕
-1
로 결정되었으며.이는 앞서 실험한 단일 균주와의 결과와 동일하게 16s

rDNAgene이 culturablecellsnumber보다 약 1/10정도씩 낮게 나타나는 것을 확

인할 수 있었다 (Fig.13).

다음 tetgene의 위치에 따른 copy값의 차이를 알아보기 위하여 각각의 균주가

가지고 있는 tetgenetype에 맞는 specificprimer를 사용하여 그 값을 정량한 후

각 균주의 16srDNA gene을 이용하여 상대적인 정량으로 나타내었다 (Fig.14).그

결과 tet(E)가 세균의 chromosome에 위치해 있는 A.hydrophilaHA에서 4.00×

10
5
copies·㎕

-1
로 가장 적었고 tet(G)가 R-plasmid에 위치해 있는 E.coliC600

pJA8122에서 2.71×10
6
copies·㎕

-1
로 확인되었다.plasmid에 tet(B)가 위치해 있

는 E.coliC600R222와 E.coliDH5α tet(B)는 각각 1.63×10
6
copies·㎕

-1
,9.46×

10
6
copies·㎕

-1
로 확인되어 A.hydrophilaHA보다 100배,E.coliC600pJA8122보

다 10배씩 높게 확인되었다.이는 plasmid내에 내성 유전자를 가지고 있는 균주에

서 copy수가 더 높게 나타나는 것을 보여준다.
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Fig.13.Correlation between 16s rDNA gene copy numberand culturable

bacterianumber.Copy numberof16srDNA genesand culturableintestinal

microflora(yaxis)wereplottedagainstdifferentsamples(xaxis).
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Fig.14.tetgenecopynumberrelativeto16srDNAusingreal-timePCR.
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8.Tc내성 유전자의 transformation과 conjugation

해산어와 담수 관상어에서 분리된 Tc내성균 중 indicatortetgene에 대한 전이

정도를 확인하기 위해서 각각 Vibriospp.20균주와 Aeromonasspp.20균주를 분리

해 내어 transformoation및 conjugation실험을 실시하였다.실험에 대한 결과는

Fig.13과 Table18(A)에 나타냈다.

국내산 양식 돌돔 장내 세균 중 Vibriospp.균주로부터 확인된 tet(B)와 싱가포르

산 담수 관상어 장내 세균 중 Aeromonasspp.균주로부터 확인된 tet(A)유전자가

transformants와 transconjugants상에서 PCR법을 통한 작업에서 확인되었다.Fig.

13에서 알 수 있듯이 이 두 가지 내성 유전자는 각각의 균주에서 다른 세균으로 전

이가 되었다.

실험에 사용된 tet(B)를 가진 Vibriospp.20균주 중 5균주가 tetracycline2㎍/㎖이

들어 있는 CCagar에서 transformant를 보였고 Aeromonasspp.20균주 중 tet(A)

를 가진 13균주 중 7균주,tet(A)와 tet(E)를 가진 7균주 중 2균주가 transformant를

나타냈다.Transformant로부터 plasmid를 분리한 후 multiPCR방법을 통해 동일

한 tetgene을 확인할 수 있었다 (Fig.13).

Conjugation실험을 통한 transconjugant의 검출은 recipient균주 (E.coliHB101)

가 donor균주로부터 그 내성을 전달 받았을 경우,항생제가 첨가된 CCagar에서

진한 보랏빛 집락을 형성하게 된다.그 결과 Vibriospp.의 경우 20균주 모두에서

transconjugant를 검출할 수 없었고 Aeromonasspp.20균주에서는 tet(A)를 가진

13균주 중 10균주,tet(A)와 tet(E)를 가진 7균주 중 6균주에서 transconjugant를 검

출하였다.tet(A),(E)를 가진 6균주에서 5균주는 tet(A)와 tet(E)둘 다 넘어갔지만

하나의 균주에서는 tet(A)만 전이된 것을 확인하였다.

또한 내성 유전자의 전이에 의하여 copy값에 어떠한 영향을 끼치는지를 알아보기

위해 내성비율의 차이에 따른 내성 전이 비율을 확인해 보았다.먼저 담수 관상어
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에서 내성비율 평균이 90% 정도 되는 그룹을 high70% 정도 되는 그룹을 low 그

룹으로 정한 뒤 각 그룹에서 분리된 Tc내성균을 분리하여 transformation 및

conjugation실험을 실시하였다.그 결과는 table18(B)에 나타냈다.high그룹에서

의 transformation과 conjugation의 비율이 각각 75%,100%였고 low 그룹에서는 각

각 73%와 80%로 두 그룹간의 뚜렷한 결과 차이는 보이지 않았다.
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(A)

(B)

Fig.13.AgarosegelelectorphoresisofPCRampliconsinwhicha transformant

andtransconjugantwereusedasspecificprimers.(A)Vibriospp.from domestic

Rockbream,(B)Aeromonasspp.from freshwaterornamentalfishinSingapore.
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Donor strain tet genes
No. of 

isolates (%)

Transferred 
gene

Result (%)

transformation conjugation

Vibrio spp.a tet(B) 20 (100) tet(B) 5/20 (25) 0/20 (0)

Aeromonas 
spp.b

tet(A) 13 (65) tet(A) 7/13 (53) 10/13 (76)

tet(A), tet(E) 7 (35)
tet(A), tet(E) 2/5 (40) 5/5 (100)

tet(A) 0/2 (0) 1/2 (50)

Frequencyof
Tcresistantbacteria

(%)
No.ofisolates

Results

transformation conjugati

Freshwater

ornamentalfish

90 12 9(75) 12(100

70 15 11(73) 12(80)

Table18.Resultoftransformationandconjugationexperiments.

(A)

a
Vibriospp.from domesticmarinefish,

b
Aeromonasspp.from freshwaterornamentalfish.

(B)
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Ⅳ.고 찰

본 연구에서는 아시아에서 수입된 담수 관상어와 국내산 담수 관상어

및 해산어 장내 세균의 여러 항생제 별 내성 비율을 알아보고,Tc내성

유전자를 정량함으로써 그에 따른 Tc내성 비율과의 관계에 대해서도

분석하였다.

항생제 내성 비율을 보기에 앞서 선택 배지를 이용하여 장내 정상 세균

총의 동정에서 Aeromonasspp.,Enterobacteriacea,Pseudomonasspp.

그리고 Vibriospp.등의 gram 음성균이 주요한 것으로 밝혀졌다.특히

해산어에서는 Vibriospp.관상어에서는 Aeromonasspp.의 비중이 높은

것으로 확인되었다.이는 수입산 담수 관상어와 국내산 해산어에서 각각

18개,21개의 장내 세균을 무작위로 추출하여 API20E를 실시한 결과와

도 일치하였는데 해산어의 경우 Vibriospp,.Enterobacteriacae그리고

Serraiaodoriferal등의 순으로 비중을 차지하였고 담수 관상어에서는

Aeromnasspp.,Citrobacterfreundii,Escherichiacoli그리고 Vibrio

cholerae등의 순으로 나타났다.담수산 어류인 틸라피아의 경우 역시

A.hydrophila,Corynebacterium urealyticum,Ecsherichia coli 등의

gram 음성균이 장내 정상 세균 총에 빈번하게 존재한다고 밝혀져 있으

며 (Al-Harbietal.,2004),미국산 channelcatfish의 장내 세균에서도

Vibrionaceae,A.hydrophyla,C.freundii가 주요 균주로 조사되었다

(DePaola etal.,1995).그러나 남극산 Antarctic fish인 Notothenia

neglecta에는 Vibrio spp.가 주요 장내 세균으로 알려져 있다 (Mac

Cormack et al., 1990). 또한 기수 지역과 해안 지역의 농어

(Micropterussp.)를 대상으로 장내 세균을 조사한 결과 기수 지역에서

는 Aeromonas spp.,Pseudomonas spp.,Enterobacteriacea 그리고
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Vibriospp.순으로 나타났지만 해안지역에서는 Vibriospp.,Aeromonas

spp.,Flavobacteria그리고 Enterobacteriacea순으로 장내 세균 비중이

높은 것으로 나타나 어류의 수중 환경에 따른 장내 세균 비율의 차이를

보여주었다 (MacFarlaneetal.,1986).

장내 세균의 항생제 내성 비율을 알아본 결과 해산어가 담수 관상어에

비해 전체적으로 낮은 내성 비율을 보였고 담수 관상어 내에서도 수입된

어종에 비해 국내산이 30%씩 낮은 내성 분포를 보였다.Tc의 경우 싱가

포르,태국 그리고 중국산 담수 관상어에 비해 국내산 담수 관상어가 상

대적으로 낮은 내성 비율을 보였는데 이는 박 (2006)의 연구에서 보여진

중국,싱가포르,태국뿐만 아니라 인도네시아에서 수입된 관상어에서도

장내 세균이 높은 Tc내성 비율 (48~88%)을 가지고 있고 윤 (2008)의

연구에서 역시 싱가포르,중국,태국에서 수입된 관상어 (58~65%)에 비

해 국내산 (20~30%)이 낮게 나타난다는 결과와 일치하였다.이러한 내성

비율의 차이는 항생제 저항성 유전자의 존재 유무와 장내 세균의 종류에

따라서 일정한 영향을 받는다고 하였다 (박,2006).프랑스에서 조사된

논문에서는 2005년 3월에 무지개 송어 (Oncorhynchusmykiss)양식장에

서 분리된 Aeromonasspp.의 OTC내성이 100%에 이른다고 보고하였

다 (Gordonetal.,2006).본 연구에서도 담수산 관상어종을 대상으로 한

Tc내성 비율 연구에서 Aeromonasspp.,Pseudomonasspp.그리고

Enterobacteriacae의 Tc내성 비율이 50% 이상씩 나타났다.또한 해산

어의 경우 TCBSplate에서 자라는 Vibrio균주가 다른 gram 음성 균

보다 주요한 장내 세균으로 나타났으며 Tc내성 비율 또한 다른 선택

배지에 비해 높게 나타났다.2005년 스페인에서 발표된 논문에 의하면

뱀장어 (Anguillajaponica)장에서 분리된 Vibriofurnissii의 OTC내

성 비율은 33% 였고,TSA plate에서 조사된 전체 Tc내성 균주의 내성

비율은 18% 정도로 나타났는데 (Alcaideetal.,2005)이에 비해 본 연
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구에서는 내성 비율이 더 높게 나타났다.특히,넙치의 경우 Tc내성 균

주의 비율이 80% 이상으로 아주 높게 나타났다.이는 오스트레일리아의

양식 현장에서 채취한 64개의 Vibriospp.의 OTC내성 비율이 6.5%로

나타나는 결과(Akinbowaleetal.,2005)와도 큰 차이를 보였다.

Bacterialisolates를 이용한 Tc의 MIC를 확인한 결과 해산어에서 추출

한 Vibrio spp.MIC 값은 32~128㎍/ml이었고 관상어에서 추출한

Aeromonasspp.의 경우 64~128㎍/ml이었다.이는 Kim etal.(2004)의

연구에서 1999년 일본 방어 (Seriolaquinqueradiata)의 장에서 분리된

34개의 Vibrio/Aeromonas균주가 OTC에 대한 MIC 값이 62.5㎍/ml

이상인 것으로 나타나는 (Kim etal.,2004)결과와도 유사하였다.

multiPCR을 이용하여 어류의 장내에 존재하는 세균들을 대상으로

tet(A)-(G)까지 내성 유전자의 분포 비율을 알아보았다.담수 관상어에

서 추출한 장내 세균을 대상으로 한 결과 6가지 내성 유전자가 모두 빈

번하게 검출되었으며 그 중에서도 tet(A),tet(D),tet(E)가 주요하게 나

타났고 해산어에서 추출한 장내 세균의 경우 관상어와는 달리 tet(B)와

tet(D)가 우세하게 확인되었는데 이는 윤 (2008)과의 연구와도 일치하였

다.해산어와 담수 관상어 그룹에서 각각 우세하게 나타나는 Vibriospp.

와 Aeromonasspp.를 대상으로 multiPCR을 실시한 결과,Vibriospp.

에서는 30개의 내성 균주 중 80%가 tet(B)를 가지는 것으로 확인 되었

고 Aeromonasspp.의 경우 tet(A)를 가지는 내성 균주가 33개 중 78%

를 차지하는 것으로 확인되어 각각의 균주에서 주요 내성 유전자인 것으

로 추정된다.무작위로 추출된 Bacterialisolate중 싱가포르 산과 중국

산 담수 관상어에서 하나의 균주가 2개 이상의 내성 유전자를 가지는

multi-tetgene의 비율이 30% 이상으로 나타났다.대부분의 내성 균주들

은 2개의 내성 유전자를 가지는 multi-tetgene의 비율이 높았으나 싱가

포르 산 펄 구라미의 경우 3개의 이상의 내성 유전자를 가지는 비율이
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11%로 가장 높게 확인되었다.다른 연구에서는 같은 담수어인 메기

(Silurusasotus)의 장내 세균에서 분리된 A.hydrophila에는 tet(A)와

tet(E)가 빈번하게 나타났는데 (Depolaetal.,1988)이는 본 연구에서

실시한 Aeromonasspp.를 대상으로 한 multiPCR의 결과와 일치하였

다.그리고 해산어 장내 세균 중 Vibriospp.의 경우 tet(B)가 가장 빈번

하게 검출되었고 multi-tetgene의 경우 tet(B)와 tet(D)를 가진 균주가

17%로 나타났다.다른 연구에 의하면 tet(B)는 gram 음성균에 많이 존

재하는 것으로 알려져 있다 (Robertsetal.,2005).해수 환경 저질 내

A.hydrophyla,P.fluorescens 등의 균주에서는 tet(E)가,lactose

fermenting 균주에서는 tet(B)가 주요 내성 유전자로 보고되었다

(AndersenandSandaa,1994).특히 노르웨이에서는 tet(E)유전자가 어

병 세균인 Vibrio salmonicida,Vibrio anguillaruim, Aermononas

salmonicida등에서 주로 검출된다고 하였다 (Serum etal.1992).tet(G)

또한 Vibriospp.,Pseudomonasspp.와 Salmonellaspp.(31)등의 병

원성 세균에 존재하는 주요 내성 유전자로 알려져 있다 (Furushitaet

al.,2003;Mirandaetal.,2003).

어류 장내 세균의 Tc내성 비율과 내성 유전자를 조사하기 위해 중장

에서 stool을 무균적으로 분리하여 조직 분쇄 과정 없이 qPCR을 위한

template로써 stoolDNA를 추출하여 사용하였다.StoolDNA의 사용은

이전 연구 (윤,2008)에서 제작된 primer를 이용하여 qPCR을 실행하였

다.기존의 conventionalPCR법과 EvaGreen시약을 이용하여 qPCR법으

로 어류 장내 세균의 Tc내성 유전자를 정량하였다.qPCR은 형광 염색

시약을 통하여 형광 분광 광도계를 이용하여 실시간으로 PCR증폭산물

의 생성과정을 모니터링하여 target유전자를 정량하는 방법으로써,사용

되는 형광 염색 시약에는 DNA에 Primer와 같이 상보적인 염기서열을

이용한 TaqMan,Molecularbeacon등이 있고 DNA의 이중 나선에 비특



- 73 -

이적으로 결합하는 EvaGreen,SYBR Green 등이 있다.Maeda et

al.(2003)의 연구에서는 동일한 유전자에 대해 이 두 가지 서로 다른 원

리의 형광 염색 시약을 모두 사용한 결과 정량된 copy값에서는 차이가

없음을 밝혔다.이에 본 연구에서는 경제력 있고 probe제작의 수고를

덜 수 있는 Evagreen형광 염색 시약을 사용하였다.이러한 qPCR기법

을 사용하여 새롭고 신속하게 어류 생체 내 microflora에 존재하고 있는

모든 내성균이 갖고 있는 전체 유전자의 분자 생물학적인 특성과 정량적

인 분석까지도 동시에 할 수 있었다.또한 실험 균주에만 국한 되지 않

고 어류 장내 세균 속 잠재적인 Tc내성 유전자도 정량 할 수 있다.즉

어류 장내의 모든 microflora에 적용이 가능하다.더불어 배지를 이용하

여 배양 되지 않는 non-culturablebacteria가 가지는 Tc내성 유전자에

대한 정량이 가능하고 이러한 균주가 가지는 내성 유전자가 전체 내성균

의 부하에 어느 정도의 영향을 미치는지 알 수 있다.

16srDNA gene의 정량을 위한 qPCR시 필요한 표준 검량 곡선의 결

정은 윤 (2008)의 연구 방법을 따라 sample derived standard 인

ampliconstandard를 사용하였고 (Yuetal.,2005)6개의 Tc내성 유전

자의 정량을 위한 표준 검량 곡선의 결정은 plasmidstandard를 제작하

여 사용하였다.본 연구에서는 16srDNA gene과 Tc내성 유전자 사이

의 상관관계를 알아보기 위하여 16srDNA 부분의 universalprimer를

이용하여 stoolDNA 로부터 ampliconstandard를 만들고 이것으로 어류

장내 정상 세균 총을 정량하여 tetgenecopy수와의 상대적인 비율을

나타내는 데 사용하였다. 16s rDNA와의 상대적 분석의 장점은

microflora의 분석에서 여러 생사료등이 어류 장내에 있거나 어류 장내

조직으로 인해 totalDNA의 양을 기준으로 하는 것이 의미가 없을 때에

적용할 수 있다는 것이다.Nadkarnietal(2002)는 16srDNA gene을

사용한 총 세균의 abundance가 agarplate를 통해 계수된 세균의 수보다
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40배 가량 많다고 하였고.또한 이 논문에 따르면 Escherichiacoli는 7

개,Pseudomonasspp.는 4개,Staplylococce는 9개 정도의 16srRNA

operon을 한 singlechormosome에 가지고 있다고 하였다.그리고 Joel

A.Klappenbachetal(2001)에서도 역시 Escherichiacoli가 가지는 가

장 많은 16srRNA operon이 최대 36개라고 보고하였다.본 연구는 단

일 균주로 E.coli를 대상으로 16srDNA gene의 copy 수와 viable

counting의 관계를 확인해 보았는데 이전의 연구 결과와는 달리 2배 정

도씩 16srDNA gene의 copy수가 낮게 나타나는 것을 확인하였다.이

는 Table1.에서 설명되어진 해산어와 담수 관상어에서의 16srDNA

gene의 copy수와 viablecounting과의 관계에서 해산어는 1/1000배 관

상어는 1/100배 정도 낮게 나타나는 수치이다.이러한 실험의 결과는

stool에서 DNA를 분리해 나가는 과정에서 stool내의 inhibitor제거 과

정 미흡으로 인하여 qPCR의 결과에도 영향을 미친 것으로 추정된다.이

는 돼지 faecalsample내의 단백질,polysaccharidecomplexes,먹이의

종류,장내 세균과 숙주의 건강 상태에 따른 다양한 inhibitor가 존재

(Goncalvesetal.,2008)하기 때문에 DNA extraction과정에서 이러한

inhibitor제거를 위한 step이 필요하다고 Roose-Amsalegetal,.(2001)

에서 언급한 바 있다.본 연구에서는 16srDNA gene의 copy수가 이전

의 연구에 비해 낮게 나타났지만 각각의 stoolsample에서 추출한 DNA

를 이용하여 16srDNA gene과 Tc내성 유전자를 정량하기 때문에

copy 값에는 똑같이 영향을 미치리라 추정하고 실험을 실시하였다.

Peaketal.(2007)은 Tc내성 유전자를 정량하는데 16srDNAgene이나

항생제의 양,생물 유래 유기물등이 내성 유전자의 양과 비례하는 상관

관계를 가진다고 하였다.이러한 결과는 본 실험에서도 역시 증명되었다.

담수 관상어의 경우 여전히 높은 Tc내성 유전자 수를 보였고,특징적으

로 6개의 tetgene중 tet(A)가 다른 5개의 tetgene에 비해 높았다.해
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산어에서는 tet(B)의 abudance가 가장 높았으며 두 그룹 모두 Tc내성

유전자의 절대적인 정량 값과 Tcresistantbacterialisolates을 이용한

multiPCR의 결과와 모두 일치하였다 (Table17).S.Koikeetal.

(2007)에서는 lagoon에 존재하고 있는 tet(M),tet(O),tet(Q),tet(W),

tet(C),tet(H)그리고 tet(Z)7개를 대상으로 실험을 실시한 후 target

gene/16srDNA gene의 방법으로 16srDNA genecopy에 대한 tet

gene의 상대적인 정량을 알아본 결과 tet(C)가 우세하게 나타나는 것을

확인하였다.

본 연구에서는 해산어와 담수 관상어 그룹에서의 indicatortetgene으

로 각각 tet(B)와 tet(A)로 결정한 후 Tc내성 비율과 indicatortet

genecopy값과의 상관관계를 살펴보았다.그 결과,Tc내성 비율이 높

을수록 indicatortetgenecopy값도 따라 증가하는 경향을 보였지만

70%의 Tc내성 비율을 나타내는 담수 관상어의 tet(A)copy값이 Tc

내성 비율 85%를 나타내는 담수 관상어의 tet(A)copy값이 10배 정도

더 높게 나타나기도 했다.이는 담수 관상어의 장내 세균에서 주로 나타

나는 Aeromonasspp.는 50% 이상이 tetracycline과 ampicillin관련 내성

유전자가 주로 plasmid상에 존재한다고 밝혀져 있고 이러한 plasmid는

self-transmissible하며 다른 균주로의 전이 가능성이 높다고 알려져 있

다 (JacobsandCheina,2007).또한 본 연구에서 역시 싱가포르 산 담수

관상어에서 추출한 tet(A)를 가진 Aeromonasspp.를 이용하여 내성 유

전자의 전이에 대한 실험을 한 결과 이전의 보고와 마찬가지로

transformant45%,transconjugant는 70% 검출되면서 (Table18(A))

동일한 결과를 보여주었다.이전의 다른 보고들에 의하면 mobilegenetic

elements의 증가로 인하여 항생제 내성의 범위가 넓어진다고 언급한 바

있다 (Rhodesetal.,2000;schmidtetal.,2001a,b).이는 본 실험에서

실시한 trnasfer실험의 결과에서 보이는 것처럼 plasmid내에 존재하는
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tet(A)의 전이를 통해 다른 균주에게 Tc에 관한 내성을 전달하는 것과

같은 현상으로 여겨진다.또한 Enterobacteriaceae에서 tet(A),tet(B)가

다른 세균 간 수평이동이 나타난다고 보고되었고 (Roberts,1996)이와

관련지어 사람이나 포유류의 장내 세균 Escherichiacoli에는 tet(A),

tet(B),tet(C)그리고 tet(D)등이 빈번하게 검출된다는 연구로 보아 해

산어를 섭취하는 최종 소비자에게로의 내성 유전자 전이의 가능성이 의

심 된다 (Bryan etal.,2004).Aokietal(1988)과 Furushitaetal

(2003)은 Tc내성 유전자의 연구에서 R-plasmid의 전이 위험성에 대하

여 언급한 바 있다. Aeromonasspp.에 이어 국내산 양식 돌돔에서

추출한 tet(B)를 가진 Vibrio spp.를 이용한 transfer 결과는

Aeromonsasspp.와는 달리 transformant25%이고 transconjugant는 검

출되지 않아 내성 유전자의 전이 비율이 낮았다.이는 tet(B)를 가진

Vibriospp.에서 transformation과 conjugation이 잘 이루어지지 않아 내

성 유전자가 chromosome에 위치하고 있을 수 있다고 추정되긴 하지만,

origin등의 차이로 E.coliHB101에서 replication이 일어나지 않을 수도

있으며,Frech etal.(2000)은 tetgene의 위치를 확인하기 위해 tet

probes를 제작하여 hybridization을 시킨 후,plasmid의 유무를 조사하는

것이 선행되어져야 한다고 보고하였는데,본 실험에서는 이 방법을 이용

하지 않았기 때문에 더욱 많은 연구가 이루어져야 할 것으로 사료되어진

다.

본 연구에서는 내성 유전자가 chromosome,plasmid와 R-plasmid중

서로 다른 위치에 내성 유전자가 위치함에 따라 내성 유전자의 copy값

에 영향을 끼치는 지에 대하여 실험을 실시하였다.그 결과 세균 내의

tetgene이 plasmid,R-plasmid,chromosome에 위치해 있는 순으로 tet

genecopy값이 높은 것으로 확인되었다.이는 plasmid나 R-plasmid가

하나의 세균 내에서 4~7개 많게는 10~100개까지 가진다는 보고와 관련
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하여 하나의 내성균이 많은 양의 내성 유전자를 가질 수 있음을 보여준

다.그리고 Robertsetal.(2005)에서 tetgene이 plasmid와 transposon

과 관련하고 있다는 보고는 이러한 mobileelements에 의한 내성 유전자

의 전이와 함께 copy값의 영향을 끼치는 중요한 요인 중 하나로 추정

된다.그리고 본 연구에서 실시한 Tc내성 level에 따른 내성 전이 비율

에 있어서도 high와 low 그룹 사이에서 차이가 없음을 확인할 수 있었

다.이러한 결과는 본 연구에서 목적으로 하는 indicatortetgene과 내성

level의 상관관계를 분석하는 데 있어서 걸림돌이 되지 않는 것을 확인

할 수 있다.하지만 plasmid와 R-plasmid상에 존재하는 내성 유전자에

대한 정확한 copy값에 대한 세부적인 연구는 계속해서 지속되어야 할

것이다.

예전의 연구에서 가축 양식장 주변의 lagoon 2㎖에 tet(O),tet(W),

tet(Q)가 약 4.5~4.8× 10
4
copies가 존재한다는 연구 (Smith etal.,

2004)가 있었다.이 연구에서는 세 개의 내성 유전자를 singleqPCR한

후 copy값을 각각 더하였고 이것을 microflora에서 잔류하는 항생제량

과 비교 하였다.그 결과 항생제의 잔류량이 높을수록 tetgenecopy

number가 증가하는 것으로 나타났다.본 연구에서는 6개 내성 유전자의

총 copy값을 Tc내성 비율과 비교하는 대신 각 그룹에서 주로 나타나

는 내성 유전자를 indicatortetgene으로 결정하여 Tc내성 비율과 비

교하였다.각 그룹의 indicatortetgene이 다른 내성 유전자 copy값보

다 유의적으로 높게 나타나고 이는 6개의 내성 유전자 총 copy값에 가

장 큰 영향 (Table13)을 미치므로 여러 내성 유전자의 copy값을 구할

필요 없이 indicatortetgene의 copy값만으로도 각 그룹의 Tc내성 비

율의 차이를 비교할 수 있을 것으로 추정된다.

현재 어류 양식 산업에서는 해산 양식어에 비해 관상어에서 많은 양의

항생제를 사용하고 있다.이것은 특히 관상어의 국가 간 이동시 질병예
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방,치료의 목적으로 항생제를 과다 사용하는 것과 연관이 있다.특히 우

리나라에는 중국과 일본으로부터의 양식어,그리고 싱가포르와 인도네시

아로부터는 관상어가 대량으로 수입되고 있으므로 이들 나라로부터 수입

된 어류의 장내세균에서 나타나는 내성 유전자 종류 및 특성에 대한 분

석은 향후의 무역 분쟁 또는 수입 금지책 마련을 위하여서라도 필히 이

루어지고 계속적인 monitoring이 있어야 할 것이다.

본 연구에서는 qPCR을 이용한 정량적 분석이 수생 환경뿐만 아니라

생태계에서 존재하는 다양한 Tc내성 유전자를 검출하여 Tc내성 비율

의 높고 낮음을 추정할 수 있는 신속하고 감도 높은 분자 생물학적 방법

이 된다는 것을 증명하였다.이러한 Tc내성 유전자의 부하 분석은

chromosome,plasmid그리고 R-plasmid에 의하여 어느 정도의 차이는

가져올 것이나 일반적으로 서로 다른 다양한 어종의 microflora에 있는

내성균 함유 구성의 평균은 동일할 것이므로 Tc내성균의 내성 유전자

의 부하와 전체 microflora에서의 내성균 비율의 상관관계를 조사하면

수계 환경에서의 resistanceindicator를 선정하고 이를 활용 할 수 있는

지에 대한 접근이 가능할 것이다.앞으로 여러 항생제의 광범위한 사용

으로 인해 생긴 항생제 내성 유전자들에 대한 다른 세균으로의 수평 전

이나 다재 내성 유발 등에 대한 보다 깊은 관심과 연구가 필요할 것이며

effluxpump의 내성 기작 외에 ribosomalprotection이나 enzymatic기

능을 가지는 다른 tetgene에 대한 위와 같은 연구도 진행 되어야 할 것

으로 사료된다.
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Ⅴ.요 약

본 연구에서 조사된 바에 의하면 국내산 양식 해산어의 장내 Tc내성

비율은 20~50% 정도로 담수 관상어에 비해 낮았으며,담수 관상어 내에

서도 싱가포르,중국,태국 (70~95%)에서 수입된 관상어종에 비해 국내

산 담수 관상어(40~60%)로 상대적으로 낮았다.이는 관상어종의 국가간

지역간 이동시 많은 양의 Tc 항생제가 쓰이기 때문으로 해석된다.

qPCR정량에 앞서 살펴본 Tc내성 균주를 이용한 multiPCR에서는 수

입산,국내산 관상어 및 해산어에서 tet(A)-(G)까지 다양한 내성 유전

자가 검출 되었으며 multi-tetgene을 가지는 Tc내성 균주도 발견되었

는데 특히,싱가포르 산과 중국 산 담수 관상어에서 30% 이상의 비율로

높게 확인 되었다.대부분의 어종에서는 2개의 multi-tetgene을 가지는

내성 균주의 비율이 높았는데 싱가포르에서 수입된 담수 관상어에서는

약 11% 이상이 3개 이상의 내성 유전자를 모두 가지는 것으로 조사 되

었다.Tcresistantbacterialisolates의 multiPCR 결과 해산어에서는

tet(B)가 담수 관상어에서는 tet(A)가 majortetgene으로 확인되었다.

tetgene정량을 위한 qPCR의 사용에서는 plasmidstandard를 이용하

였고 16srDNAgene의 정량에서는 ampliconstandard를 사용하였다.관

상어와 해산어의 장내 stoolDNA 를 분리하여 singleqPCR방법을 적

용하여 tetgeneabundance를 결정 하였다.또한 이를 16srDNA gene

과의 상대적인 비율로 나타내었을 때 절대적인 Tc내성 유전자의 정량

값과 동일한 결과를 보여 장내 세균 내의 정상 세균총의 수와 Tc내성

유전자의 수가 비례하는 상관관계를 가지는 것을 확인하였고 또한 이는

Tcresistantbacterialisolates의 multiPCR결과와도 일치하는 것을 확

인하였다.
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해산어와 담수 관상어 그룹에서의 indicatortetgene으로 각각 tet(B)와

tet(A)로 결정한 후 Tc내성 비율과 indicatortetgenecopy값과의 상

관관계를 살펴본 결과 Tc내성 비율이 증가함에 따라 indicatiortet

gene의 copy값도 증가하는 경향을 확인하였다.내성 유전자의 전이 정

도와 위치에 따른 copy값의 차이는 있으나 서로 다른 다양한 어종의

microflora에 있는 내성균 함유 구성의 평균은 동일할 것으로 보고

indicatortetgene의 copy값으로 Tc내성 비율의 정도를 추정하는데

있어서 신속하고 감도 높은 분자 생물학적 방법이 된다는 것을 확인하였

다.
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