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Establishment of epidemiological cut-off values for bacterial fish pathogens, 

and effects of antibiotics and probiotics on fish gut microbiome

Won-kyong Chun

Department of Aquatic Life Medicine, The Graduate School,

Pukyong National University

Abstract

Use of antimicrobial agents is one of the most commonly used methods 

to treat bacterial diseases in fish farms. However, abuse of antibiotics 

could lead to the accumulation of residues as well as the emergence of 

antibiotic resistant bacteria. Aims of this study were to analyze non-wild 

type distribution of several bacterial fish pathogens based on 

epidemiological cut-off (ECOFF) values established in this study. Also, 

effects of antibiotics and probiotics administration on change in gut 

microbiota of olive flounder were determined using next generation 

sequencing. Antibiotic susceptibility testing based on an international 

protocol was conducted using some tens of strains of Streptococcus 

parauberis, Edwardsiella piscicida, Vibrio harveyi, Aeromonas 

salmonicida, and Phtobacterium damselae. Olive flounder were fed with 

feed supplemented with or without amoxicillin for 21days. Also, fish 

orally challenged with a non-wild type of E. piscicida were fed with or 

without a probiotic strain. Changes in gut microbiota were investigated 

in different timing points. In this study, ECOFF values were established 

for each fish pathogen against different antibiotics, which can be used 

as interpretive criteria for antibiotic disc diffusion test. Recent strains of 
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S. parauberis and E. piscicida tend to be non-wild type (NWT) for 

more kinds of antibiotics. In case of V. harveyi, strains originated from 

farmed fish tend to be NWT for multiple antibiotics compared to 

wild-fish derived strains. In this study, amoxicillin seem to cause 

imbalance of fish gut microbiota (dysbiosis). Administration of probiotics 

could increase microbial diversity, indicating improve microbial balance 

in fish. 
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ChapterⅠ. 어병세균종에 대한 Wild-type cut-off 

values 설정과 Non-wild type 분포 분석
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1. 서론

세계 양식산업은 인류의 식량 공급원으로서 중요한 역할을 하고 있으며

경제적·사회적 발전에 기여하고 있다(FAO, 2019). 고밀도 양식은

수산생물의 대량생산을 위해 사용되지만 세균성 질병을 포함한 다양한

질병 발생의 증가 문제를 초래한다(Cabello et al., 2016; Heo et al., 2002 

Pokhrel et al., 2018; Santos and Ramos, 2018). 세균성 질병을 예방하기

위한 방법으로 vaccination이 있지만, 항생제 사용은 일반적이며 흔히

사용하는 방법 중 하나이다(Defoirdt et al., 2007; Romero et al., 2012). 

그러나 항생제의 무분별한 사용은 잔류물의 축적뿐만 아니라 항생제 내성

세균의 출현을 가속화 시킬 수 있다(Tendencia and de la Peña, 2001; Liu et 

al., 2017; Jang et al., 2018; Suzuki et al., 2019). 디스크 확산법은 항생제

감수성 검사에서 가장 널리 사용되는 방법 중 하나로 병원성 세균을

시험하는데 적합하며 재현성이 높은 방법으로(Matuschek et al., 2014) 가장

효과적인 항생제를 결정하는데 충분히 활용될 수 있다. 많은 관련

실험실은 Clinical and Laboratory Standards Institue (CLSI) 혹은 European 

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)에서 제공하는

국제 프로토콜에 따라 항생제 감수성 시험을 수행한다. 그러나 CLSI 

가이드라인에 따르면 균주의 감수성과 내성을 구분할 수 있는

해석기준(Interpretive criteria)은 Aeromonas salmonicida 한 종에 대해서만

마련되어 있다(CLSI, 2014). Kwon et al. (2016) 은 치료 효과의 의미를

내포하는 “Clinical breakpoint”는 많은 비용과 시간이 소요되므로 Kronvall 

(2003)이 개발한 Normalized resistance interpretation (NRI) 방법을 이용하여

epidemiological cut-off values(Wild type cut-off values; COWT)을 구함으로써

야생형(Wild type; WT)을 비야생형(Non-wild type; NWT) 집단으로부터

구분할 수 있다고 보고했다. NRI 방법은 항생제에 대한 WT 균주의 억제대
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크기를 정규분포화 한 후, 그 크기 분포에 따른 평균과 표준편차를 통해

COWT를 결정짓는 회귀분석 방법이다(Kronvall, 2003). COWT으로부터 구분된

WT와 NWT의 비율을 토대로 유효한 항생제를 결정하여 처방할 수

있다(Kwon et al., 2016; Smith, 2012). 최근 NRI 방법을 사용하여

어병세균에 대한 COWT 설정 연구가 활발하게 이뤄지고 있다; A. 

salmonicida (Smith et al., 2007), Vibrio anguillarum(Smith and 

Christofilogiannis, 2007), Streptococcus phocae (Avendaño-Herreraa et al., 

2011), Vibrio ichthyoenteri (Lee et al., 2012), Weissella sp. (Figueiredo et al, 

2012), Flavobacterium psychrophilum (Henríquez-Núñez et al., 2012; Miranda 

et al., 2016; Smith et al., 2016; Van Vliet et al., 2017; Ngo et al., 2018), 

Vibrio ordalii (Poblete-Morales et al., 2013), Edwardsiella tarda 및 Vibrio 

harveyi (Lim et al., 2016), Piscirickettsia salmonis (Henríquez et al., 2016), 

Photobacterium damselae (Kwon et al., 2016), Edwardsiella piscicida(Kim et 

al., 2018), Streptococcus agalactiae, S. iniae, and S. dysgalactiae(Tavares et al., 

2018). 최근 개발된 개선된 NRI 방법은 어병세균의 배양온도와 시간을

고려하여 COWT를 추정하는 방식을 도입하여 더욱 정확하고 객관적인

분석이 가능해진 것으로 여겨진다(Smith and Kronvall, 2015a; Kronvall and 

Smith, 2016). 

우리나라 수산양식에서 발생하는 주요 세균성 질병으로

연쇄구균병(Choi et al., 2009; Kwon et al., 2014), 에드워드병(Kwon et al., 

2014), 비브리오병(Kim et al., 2005; Kim et al., 2010; Kwon et al., 2005), 

절창병(Kim et al., 2011; Han et al., 2011) 등 여러 세균감염에 의해

경제적으로 많은 피해를 입고 있는 실정이다(Kim et al., 2012; Jee et al., 

2014). 
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연쇄구균병은 1958년 일본의 무지개 송어 (Oncorhynchus mykiss)에서

처음 보고되어 지금까지 많은 어종의 양식 산업에 큰 피해를 주고

있다(Hoshina et al., 1958, Kim et al., 2014). 연쇄상구균병에 의한

증상으로는 체색이상, 안구백탁, 안구돌출, 출혈, 복부팽만, 신장비대 등이

있다(Cho et al.,2008, Kim et al., 2014) 연쇄구균병은 국내 양식 넙치에

가장 큰 피해를 일으키는 세균성 질병으로서 Lactococcus garviae, 

Streptococcus iniae, Streptococcus parauberis 등에 의하는 것으로 보고되어

왔으나, 2000년대 중반 이후로는 S. parauberis가 우점적인 원인으로

보고되고 있다(Baeck et al., 2006; Park et al., 2016). 

에드워드병은 어류에서 중요한 세균성 질병 중 하나로 이전에

Edwardsiella tarda에 의해 발생한다고 보고되었다(Mohanty, B. R., & Sahoo, 

P. K., 2007). 2012 년까지 Edwardsiella 속은 E. tarda, E. hoshinae 및 E. 

ictaluri의 3 종으로 구성되어있었으나, 최근의 표현형 및 유전학적 연구

결과에 따라 E. tarda는 다른 유전 그룹으로 분류되어 E. tarda 내에 여러

독특한 분류군의 존재가 밝혀졌다(Abayneh et al., 2012; Yang et al., 2012). 

이전에 E. tarda로 확인된 어류 병원성 균주는 Edwardsiella piscicida로

재분류되었으며(Abayneh et al., 2013), 최근에는 병든 뱀장어에서 분리된

새로운 종 Edwardsiella anguillarum이 보고되었다(Shao et al., 2015). 

Aeromonas salmonicida는 부스럼병(furunculosis)을 일으키는 병원체로

건강 상태, 어종, 환경, 온도에 따라 다른 형태를 취하는 복잡한

질병이다(Bernoth, 1997). A. salmonicida는 일반적으로 tetracycline의 내성의

결정인자인 tet gene이 일반적으로 플라스미드에 인코딩되어있다(Adams et 

al., 1998; Schmidt et al., 2001). 그람음성세균의 퀴놀론 내성은

quinolone-resistance determining regions (QRDRs)의 돌연변이에 주로
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기인한다. 그러므로 A. salmonicida가 수생환경에서 tetracycline 및

quinolone에 대한 내성 확산에 대한 위험이 있다고 하였다(Kim et al., 

2011). Vibrio harveyi는 어류, 무척추동물 및 새우에서 심각한 병원체로

알려져 있다(Austin and Zhang, 2006). 숙주의 면역이 손상된 숙주에서

증상이 더 심각하게 나타난다(Grimes et al., 1985). Extracellular Products 

(ECP), quorum sensing, 숙주세포에 부착된 후 biofilm을 형성하는 능력 등

병원성의 중요한 결정인자로 간주되는데, V. harveyi의 병원성 기작은

아직까지 완전히 밝혀지지 않았다(Austin and Zhang, 2006). Photobacterium 

dameselae는 어류, 갑각류, 연체동물 및 고래류와 같은 다양한

수산동물에서 보고된 병원성 세균이다(Labella et al., 2011; Rivas et al., 

2013). 고수온기에 빈번하게 감염되며 체표에 괴사소를 형성하고 복강

내벽의 근육부에 점상 출혈 등이 나타나며 에드워드병과 유사한 탈장

증상이 특징적으로 나타난다(kwon et al., 2005). 

수생 환경은 항생제 잔류 문제 및 항생제 내성 유전자의 보급 또는

전달이라는 측면에서 매우 위협적이다(Jang et al., 2018; Santos et al., 

2018). Sørum (2006)은 어병세균과 다른 수생 박테리아가 항생제에 장기간

노출되면 한 가지 이상의 항생제에 대한 내성을 가지는 것으로

보고하였다. 최근 어병세균의 내성이 증가하여 그 위험성이 대두되고 있다. 

본 연구에서는 우리나라에서 발생하는 주요 세균성 어류 병원균을

대상으로 NRI방법을 이용하여 항생제에 대한 COWT를 결정하고, 3 class 

이상의 항생제 클래스에 저항성을 보이는 균주에 대한 비율을 계산하여

연도에 따른 NWT 분포의 변화 추이를 파악하고 분리된 어종 또는 지역

간의 비교를 통하여 어병 세균에 대한 항생제별 NWT 분포를 다각적으로

분석하여 보고자 하였다.



6

2. 재료 및 방법

2.1. 사용된 균종 및 배양조건

본 연구에 사용된 어병세균은 Streptococcus parauberis 75 균주, Edwardsiella 

piscicida 54 균주, Vibrio harveyi 57 균주, Photobacterium damselae 44 균주, 

Aeromanas salmonicida 43 균주를 사용하였다. E. piscicida 39균주에 대한

sulfonamides의 데이터(Kim et al., 2018)에서 최근에 분리된 균주들과 여러

항생제를 추가하여 진행되었다. E. tarda and V. harveyi(Lim et al., 2016)와

P. damselae(Gwon et al., 2016)은 이미 구해진 COWT를 이용하여 균주별

NWT분포를 분석하기 위해 사용되었다. 각 균종의 균주에 대한 정보는

Table (S1-S5) 에 나타내었다. 항생제 감수성 시험 수행 전에 1% NaCl을

첨가한 tryptic soy agar(TSA)에 접종하여 28°C에서 18-24시간 배양하여

실험에 사용하였다. 
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2.2 항생제 감수성 시험

항생제 감수성시험은 수산용 항생제 감수성 시험 표준 프로토콜 CLSI 

M42-A (2006)에 따라 디스크 확산법(Disk diffusion test)을 실시하였다. 

간략히 실험 방법을 서술하면, 균주를 먼저 22°C 또는 28°C에 18-24시간

배양을 한 후 2ⅹ108 CFU/ml의 농도로 희석시킨 후에 멸균 면봉을

사용하여 Mueller-Hinton agar (MHA) 배지 전체에 도말하고 항생제

디스크를 눌러 붙인 후 28°C에 배양하였다. 가이드라인에 따라 필요시

MHA배지에 1% NaCl(V. harveyi, P. damselae) 또는 5% sheep blood(S. 

parauberis)를 첨가하여 수행되었다. 이후 CLSI M42-A (2006)에 제시된

배양조건에 따라 항생제 디스크 주변에 세균의 성장이 억제된 투명한

영역의 지름을 측정하여 결과로 사용하였다. Quality control(QC)용 균주는

CLSI M42-A (2006)의 제시된 방법에 따라 Escherichia coli ATCC 25922와

Aeromonas salmonicida ATCC 33658을 사용하였다. 이번 연구에 사용한

항생제는 Oxoid™에서 구입하였으며 시험에 사용한 항생제는 다음과 같다; 

AMP, ampicillin(10㎍); AMX, amoxicillin(10, 25㎍,); AMC, amoxicillin-clavulanic(20 + 

10㎍,); TET, Tetracycline(30㎍,); DOX, doxycycline(30㎍,); OTC, oxytetracycline(30㎍); 

CEF, cephalothin(30㎍); LEX, cephalexin(30㎍); CXM, cefuroxime(30㎍); CFP, 

cefoperazone(75㎍); EFT, ceftiofur(30㎍); NAL, nalidixic acid(30㎍); OA, oxolinic 

acid(2㎍); CIP, ciprofloxacin(5㎍); ENR, enrofloxacin(5㎍); UB, flumequine(30㎍); 

GEN, gentamicin(10㎍); NEO, neomycin(30㎍); ERY, erythromycin(15㎍); SMX, 

Sulfamethoxazole(25㎍); SD, Sulfadiazine(25㎍); TMP, trimethoprim(5㎍); SXT, 

trimethoprim/sulfamethoxazole(5 + 25㎍); CLI, clindamycin(10㎍); VAN, 

vancomycin(30㎍); FFC, Florfenicol(30㎍); CHL, chloramphenicol(30㎍). 
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2.3 어병세균의 Wild-type cut-off values (COWT) 설정

Kronvall and Smith (2016)의 NRI 방법을 이용하여 epidemiological cut-off 

value(ECOFF) 또는 wild-type cut-off values (COWT)를 설정하였다. NRI 

분석방법은 특허 소유자인 Bioscand AB, TA¨ BY, Sweden (European Patent 

No. 1383913, US Patent No. 7,465,559)로부터 허가를 얻어 사용하였다. 

Wild type의 정규화된(normalized) zone 크기의 평균값과 표준편차는

정규화된 축적 빈도수의 probit을 이용하여 계산되었다. COWT은 Kronvall 

and Smith (2016)의 방법에 따라 평균값에서 표준편차의 2.5 배를 뺀

값으로 설정하였다. V. harveyi(Lim et al., 2016)와 P. damselae(Kwon et al., 

2016)의 경우 이전 연구에서 이미 구해져있는 COWT를 이용하여

분석되었으며 균주별 NWT 분포 패턴을 이해하기 위해 사용되었다.

2.4 어병세균의 Non-wild type 분포 분석

어병세균 5균종에 대한 항생제별로 구해진 COWT를 이용하여 wild type과

non-wild type을 구분한 결과를 통해 R을 이용하여 Heatmap으로

시각화하였으며, 그 non-wild type 분포 데이터를 이용하여 각 균종에 대한

도출된 결과를 이용하여 연도별, 지역별 및 어종별 등 다각적으로 분석을

진행하였다. 
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3. 결과

3.1 어병세균의 역학적내성기준값(COWT) 결정

Quility control은 E. coli ATCC 25922 와 A. salmonicida ATCC 33658을

사용하였으며 CLSI M42-A (2006) 가이드라인에 제시된 억제대의 범위

안에 결과값이 있는 것을 확인하였다. 각 균종별 COWT 와 NWT 비율(%)은

Table 1에 나타내었다. 각 균종별 NWT의 비율(%)이 50%이상되는

항생제는 S. parauberis의 경우 OTC와 ERY에서 NWT 비율이 51%이상

나타났다. 또한 E. piscicida는 DOX, OTC, ENR, SMX, SD, SXT, TMP, CLI 

및 CHL에서 NWT 비율이 50%이상 나타났고 A. salmonicida는 OA, CIP, 

ENR, UB, SD 및 SXT에서 NWT 비율이 60%이상 나타났다. V. harveyi는

sulfadiazine에서 NWT 비율이 95%이상 나타났다. P. damselae는 tetracycline 

계열인 TET, DOX 및 OTC에서 NWT 비율이 50%이상 나타났다. 
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Table 1. Epidemiological cut-off values calculated from NRI analysis of bacterial fish pathogens

Antibioti
-c class

Antib
-iotics

Streptococcus 
parauberis(n=75)

Edwardsiella 
piscicida(n=54)

Aeromonas 
salmonicida(n=43)

Vibrio 
harveyi(n=57)

Photobacterium 
damselae(n=44)

COWT

(mm) WT* NWT 
(%)

COWT

(mm) WT* NWT 
(%)

COWT

(mm) WT* NWT 
(%)

COWT

(mm) WT* NWT 
(%)

COWT

(mm) WT* NWT 
(%)

Penicilli-
n AMP ≥35 40 47 ≥12 30 44 ND ND ND - - - ND ND ND

AMX ≥35 38 49 ≥19 30 44 ND ND ND - - - ND ND ND
AMC ≥36 39 48 ≥18 47 13 - - - - - - - - -

Tetracycl
-ines TET - - - - - - - - - - - - ≥23 21 52

DOX ≥25 38 49 ≥18 17 69 - - - ≥23 55 4 ≥21 21 52

OTC ≥28 37 51 ≥25 14 74 ≥15 18 58 ≥23 54 5 ≥27 20 55
Cephalos
-porins

CEF - - - ≥30 37 31 - - - - - - - - -

LEX ≥29 41 45 - - - ND ND ND - - - ≥13 41 7
CXM ≥36 41 45 ≥20 50 7 ND ND ND ND ND ND ≥11 44 0

CFP - - - ≥27 46 15 - - - ND ND ND - - -
EFT ≥30 63 16 - - - ≥28 38 12 - - - ≥15 41 7

Quinolo-
nes

NAL - - - - - - - - - ≥18 53 7 - - -

OA - - - ≥11 30 44 ≥27 13 70 ≥13 51 11 ≥20 32 27
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Antibioti-
c class

Antib-
iotics

Streptococcus 
parauberis(n=75)

Edwardsiella 
piscicida(n=54)

Aeromonas 
salmonicida(n=43)

Vibrio harveyi(n=57) Photobacterium 
damselae(n=44)

COWT

(mm) WT* NWT 
(%)

COWT

(mm) WT* NWT 
(%)

COWT

(mm) WT* NWT 
(%)

COWT

(mm) WT* NWT 
(%)

COWT

(mm) WT* NWT 
(%)

Fluoroqui-
nolones CIP - - - ≥25 35 35 ≥46 6 86 ≥22 30 47 ≥30 24 45

ENR ≥24 65 13 ≥19 27 50 ≥37 6 86 ≥14 56 2 ≥22 34 23

UB - - - ≥20 30 44 ≥24 38 12 - - - ≥26 33 25
Aminogly
c-osides GEN ≥15 68 9 ≥17 53 2 - - - ND ND ND ≥13 44 0

NEO - - - - - - - - - ND ND ND - - -
Macrolide-
s ERY ≥31 37 51 - - - ≥17 40 7 ≥8 52 9 ≥9 36 18

Sulfonami
-des SMX - - - ≥14 25 54 ND ND ND ND ND ND - - -

SD - - - ≥13 27 50 ≥16 16 63 ≥21 3 95 - - -
SXT ≥22 62 17 ≥26 26 52 ≥18 17 60 ≥15 51 11 ≥23 34 23

Antifolate TMP - - - ≥36 13 76 - - - ≥13 51 11 ≥27 25 43
Lincosami
-des

CLI ≥30 47 37 ≥9 7 87 - - - - - - - - -

Glycopep-
tide VAN ≥21 68 9 - - - - - - - - - - - -

Ampheni-
cols

FFC ≥27 67 11 - - - ≥29 42 2 ≥26 51 11 ≥25 37 16
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Antibioti-
c class

Antib-
iotics

Streptococcus 
parauberis(n=75)

Edwardsiella 
piscicida(n=54)

Aeromonas 
salmonicida(n=43)

Vibrio harveyi(n=57) Photobacterium 
damselae(n=44)

COWT

(mm) WT* NWT 
(%)

COWT

(mm) WT* NWT 
(%)

COWT

(mm) WT* NWT 
(%)

COWT

(mm) WT* NWT 
(%)

COWT

(mm) WT* NWT 
(%)

　
Ampheni-
cols

CHL ≥24 75 0 ≥31 26 52 ≥34 40 7 ≥25 49 14 ≥25 37 16

Abbreviations for antibiotic agent are as in the materials and methods. *Number of isolates categorized by the application of the 
relevant COWT value. AMP, ampicillin; AMX, amoxicillin; AMC, amoxicillin-clavulanic; TET, Tetracycline; DOX, doxycycline; 
OTC, oxytetracycline; CEF, cephalothin; LEX, cephalexin; CXM, cefuroxime; CFP, cefoperazone; EFT, ceftiofur; NAL, nalidixic 
acid; OA, oxolinic acid; CIP, ciprofloxacin; ENR, enrofloxacin; UB, flumequine; GEN, gentamicin; NEO, neomycin; ERY, 
erythromycin; SMX, Sulfamethoxazole; SD, Sulfadiazine; TMP, trimethoprim; SXT, trimethoprim/sulfamethoxazole; CLI, 
clindamycin; VAN, vancomycin; FFC, Florfenicol; CHL, chloramphenicol. ND, not determined 
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3.2 어병세균의 항생제 Non-wild type 분포 분석

3.2.1 Streptococcus parauberis 균주의 Non-wild type 분포 분석

S. parauberis 균주의 항생제별 Non-wild type 분포 결과는 Fig. 1에

나타내었다. 3, 5 및 6개의 항생제 class에 대한 S. parauberis의 NWT 균주

비율(%)은 1999~2007년에 각각 24, 16 및 4% 였으나 2013-2018년의 경우

각각 100, 81 및 65%로 나타났다(Table 2). NWT 지역별 분포 분석에서는

3, 5 및 6개의 항생제 class에 대한 NWT의 비율(%)은 제주도 유래 균주가

각각 57, 31 및 14%로 나타나 완도(모두 0%)나 해남(모두 0%) 유래

균주에 비해 월등히 높은 것으로 나타났다(Table 3).
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Fig. 1. Heat map shows classification of wild type and non-wild type of 75 

strains of Streptococcus parauberis strains. Light yellow and red blocks 

indicate wild type and non-wild type, respectively. *Note that strains recently 

isolated tend to be NWT for more kinds of antibiotics. Rows and columns 

represent antibiotics and bacterial strains, respectively; where red blocks 

indicate non-wild type and lightyellow blocks indicate wild type. 
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Table 3. NWT for multiple drugs of S. parauberis 75 strains by isolation 
location

Isolation location Number of 
strains

Ratio (%) of non-wild type against 
multiple antibiotic classes

3≤ 5≤ 6≤

Jejudo 35 57% 31% 14%

Gyeongsangbukdo 1 100% 100% 0%

Haenam 2 0% 0% 0%

Wando 20 0% 0% 0%

Pohang 8 100% 100% 75%

Geojedo 3 100% 100% 67%

Yeongduk 3 100% 100% 100%

Uljin 3 100% 100% 100%

Table 2. NWT for multiple drugs of S. parauberis 75 strains by isolation 
year

Isolation 
year

Number 
of strains

Ratio (%) of non-wild type against multiple antibiotic 
classes

3≤ Avg. 5≤ Avg. 6≤ Avg.

1999 4 75%

24%

75%

16%

0%

4%

2003 4 75% 25% 0%

2004 6 67% 33% 0%

2005 33 0% 0% 0%

2007 2 100% 100% 100%

2013 3 100%

100%

100%

81%

67%

65%
2014 6 100% 100% 83%

2015 5 100% 100% 80%

2018 12 100% 58% 50%
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3.2.2. Edwardsiella piscicida 균주의 Non-wild type 분포 분석

E. piscicida 균주의 항생제별 Non-wild type 분포 결과는 Fig. 2 에

나타내었다. E. piscicida는 3개의 클러스터로 나누어졌으며 최근 연도에

분리된 균주가 더 많은 항생제에 대한 NWT분포가 나타났다. 또한

Sulfonamide계 항생제에서 넙치 유래 균주의 경우 대부분 NWT로

나타났으나 뱀장어 유래 균주의 경우 대부분 WT로 나타났다. 3, 5 및

6개의 항생제 class에 대한 E. piscicida의 NWT 균주 비율은

1999~2004년에는 각각 63, 25 및 13% 였으나, 2011~2018년의 경우 97, 83 

및 83%로 나타났다(Table 4). NWT 지역별 분포 분석에서는 3, 5 및 6개의

항생제 class에 대한 NWT의 비율(%)은 제주도 유래 균주가 모두 81%로

나타나 완도(83, 17 및 17%)나 포항(50, 0 및 0%) 유래 균주에 비해 월등히

높은 것으로 나타났다(Table 5). 
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Fig. 2. Heat map shows classification of wild type and non-wild type of 54 

strains of Edwardsiella piscicida strains. Light yellow and red blocks indicate 

wild type and non-wild type, respectively. *Note that strains recently isolated 

tend to be NWT for more kinds of antibiotics. Rows and columns represent 

antibiotics and bacterial strains, respectively; where red blocks indicate 

non-wild type and lightyellow blocks indicate wild type.
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Table 4. NWT for multiple drugs of E. piscicida 54 strains by isolation year 
analysis

Isolation 
year

Number of 
strains

Ratio (%) of non-wild type against multiple 
antibiotic classes

3≤ Avg. 5≤ Avg. 6≤ Avg.

1999 3 33%

63%

0%

25%

0%

13%

2000 2 0% 0% 0%

2002 2 50% 0% 0%

2003 12 75% 50% 25%

2004 5 80% 0% 0%

2011 15 93%

97%

73%

83%

73%

83%
2012 1 100% 0% 0%

2017 6 100% 100% 100%

2018 8 100% 100% 100%

Table 5. NWT for multiple drugs of E. piscicida 54 strains by isolation 
location

Isolation year Number of 
strains

Ratio (%) of non-wild type against multiple 
antibiotic classes

3≤ 5≤ 6≤

Busan 2 50 50 50

Chungju 1 100 100 100

Geojedo 1 0 0 0

Haenam 1 100 0 0

Haman 9 100 100 100

Jejudo 16 81 81 81

Naju 1 100 100 100

Pohang 4 50 0 0

Wando 6 83 17 17

unknown 13 85 38 15
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3.2.3. Aeromonas salmonicida 균주의 Non-wild type 분포분석

A. salmonicida 균주의 항생제별 Non-wild type 분포 결과는 Fig. 3에

나타내었다. 3, 5 및 6 개의 항생제 class에 대한 A. salmonicida의 NWT 

균주 비율(%)은 2008~2018년에 70, 12 및 2%를 나타내었다(Table 6). NWT 

지역별 분포 분석에서는 3, 5및 6개의 항생제 class에 대한 NWT의

비율(%)은 강원도 유래 균주가 100, 67 및 33%로 나타나 거문도(80, 10 및

0%)나 남해(67, 0 및 0%) 유래 균주에 비해 월등히 높은 것으로

나타났다(Table 7). 
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Fig. 3. Heat map shows classification of wild type and non-wild type of 43 

strains of Aeromonas salmonicida strains. Light yellow and red blocks indicate 

wild type and non-wild type, respectively. where red blocks indicate non-wild 

type and lightyellow blocks indicate wild type.
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Table 6. NWT for multiple drugs of A. salmonicida 43 strains by isolation 
year

Isolation 
year

Number 
of 
strains

Ratio (%) of non-wild type against multiple antibiotic 
classes

3≤ Avg. 5≤ Avg. 6≤ Avg.

2008 1 0%

70%

0%

12%

0%

2%

2009 1 0% 0% 0%

2010 12 33% 8% 0%

2011 4 50% 0% 0%

2012 21 95% 10% 0%

2013 1 100% 0% 0%

2017 1 100% 0% 0%

2018 2 100% 100% 50%

Table 7. NWT for multiple drugs of A. salmonicida 43 strains by isolation 
location

Isolation 
location

Number 
of strains

Ratio (%) of non-wild type against multiple 
antibiotic classes

3≤ 5≤ 6≤

Gwangwondo 3 100% 67% 33%

Geomundo 10 80% 10% 0%

Mokpo 4 50% 25% 0%

Namhae 12 67% 0% 0%

Heuksando 4 50% 0% 0%

unknown 10 70% 10% 0%
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3.2.4. Vibrio harveyi 균주의 Non-wild type 분포분석

V. harveyi 균주의 항생제별 Non-wild type 분포 결과는 Fig. 4에

나타내었다. 자연산에 비해 양식산에서 더 많은 NWT 분포가 나타나는

경향을 보였다. 3, 5 및 6개의 항생제 class에 대한 V. harveyi의 NWT 균주

비율(%)은 양식산과 자연산으로 나누어 분석 결과 양식 유래 균주의 경우

41, 11 및 4%로 나타나 야생 유래 균주(7, 3 및 3%)에 비해 월등히 높은

결과가 나타났다(Table 8). NWT 지역별 분석 분석에서는 3, 5 및 6개의

항생제 class에 대한 NWT의 비율(%)은 남해 유래 균주가 36, 27 및 9%로

나타나 여수(8, 0 및 0%)유래 균주에 비해 비교적 높은 분포가

확인되었다(Table 9).
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Fig. 4. Heat map shows classification of wild type and non-wild type of 57 

strains of Vibrio harveyi strains. Light yellow and red blocks indicate wild 

type and non-wild type, respectively. where red blocks indicate non-wild type 

and lightyellow blocks indicate wild type.
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Table. 8 NWT for multiple drugs of V. harveyi 57 strains by isolation year

Isolation 
year

Number 
of strains

Ratio (%) of non-wild type against multiple antibiotic 
classes

3≤ 5≤ 6≤

Farmed 27 41% 11% 4%

1999 5 60% 20% 20%

2000 2 100% 0% 0%

2004 5 0% 0% 0%

2005 7 14% 0% 0%

2009 2 50% 0% 0%

2011 1 100% 0% 0%

2012 5 60% 40% 0%

Wild 30 7% 3% 3%

2001 1 0% 0% 0%

2004 2 0% 0% 0%

2010 10 10% 0% 0%

2011 4 0% 0% 0%

2012 6 17% 17% 17%

2013 4 0% 0% 0%

2018 3 0% 0% 0%
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Table 9. NWT for multiple drugs of V. harveyi 57 strains by isolation 
location

Isolation 
location

Number of 
strains

Ratio (%) of non-wild type against multiple 
antibiotic classes

3≤ 5≤ 6≤

Yeosu 13 8% 0% 0%

Namhae 11 36% 27% 9%

Gyeongsangd-
o

4 50% 0% 0%

Busan 4 25% 25% 25%

Jejudo 3 0% 0% 0%

Wando 3 0% 0% 0%

Southern sea 2 0% 0% 0%

Tongyeong 2 0% 0% 0%

Seocheon 1 100% 0% 0%

Pohang 1 0% 0% 0%

Unknown 13 31% 0% 0%
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3.2.5. Photobacterium damselae 균주의 Non-wild type 분포분석

P. damselae 균주의 항생제별 Non-wild type 분포 결과는 Fig. 5에

나타내었다. 3, 5 및 6개의 항생제 class에 대한 P. damselae의 NWT 균주

비율(%)은 2004~2009년에서 class이상의 NWT(%) 결과에서 42, 42 및

27%로 나타났고 2010~2014년에서는 33, 22 및 11%로 나타났다(Table 10). 

NWT 지역별 분포 분석에서는 3, 5 및 6 개의 항생제 class에 대한

NWT의 비율(%)은 울산 유래 균주가 각각 71, 43 및 29%로 나타나

여수(20, 20 및 0%), 완도(33, 17 및 0%), 통영(0, 0 및 0%) 및 포항(18, 0 

및 0%)유래 균주에 비해 월등히 높은 것으로 나타났다(Table 11). 
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Fig. 5. Heat map shows classification of wild type and non-wild type of 44 

strains of Photobacterium damselae strains. Light yellow and red blocks 

indicate wild type and non-wild type, respectively. where red blocks indicate 

non-wild type and lightyellow blocks indicate wild type.
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Table 10. NWT for multiple drugs of P. damselae44 strains by isolation 
year

Isolati
on 
year

Numbe
r of 
strains

Ratio (%) of non-wild type against multiple antibiotic 
classes

(n=44) 3≤ Avg. 5≤ Avg. 6≤ Avg.

2004 8 63%

42%

25%

42%

13%

27%

2005 6 50% 50% 33%

2007 2 0% 0% 0%

2008 5 20% 20% 20%

2009 5 40% 20% 20%

2010 4 25%

33%

25%

22%

0%

11%

2011 5 40% 40% 40%

2012 4 25% 25% 0%

2013 3 0% 0% 0%

2014 2 50% 0% 0%
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Table 11. NWT for multiple drugs of P. damselae 44 strains by isolation 
location

Isolation location

Number of 
strains

Ratio (%) of non-wild type against multiple 
antibiotic classes

(n=44) 3≤ 5≤ 6≤

Yeosu 5 20% 20% 0%

Wando 6 33% 17% 0%

Ulsan 7 71% 43% 29%

Tongyeong 2 0% 0% 0%

Namhae 2 50% 50% 50%

Pohang 11 18% 0% 0%

Jejudo 7 43% 43% 29%

Geomundo 2 100% 100% 100%

Open sea 2 50% 0% 0%
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4. 고찰

세균감염의 치료제로서 항생제는 매우 효과적이지만 부적절한 항생제의

선택과 사용은 내성 세균의 발생을 증가시킬 수 있다(Aoki et al., 1990). 

그러므로, 분리된 원인체의 항생제 감수성 시험을 통해 치료효과 가능성이

높은 유효한 항생제를 선택하는 것이 매우 중요하다고 할 수 있다. OIE 

aquatic code에는 항생제 사용 모니터링 및 감시 프로그램을 통해 생성된

감수성 데이터를 해석하기 위해 Epidemiological cut-off (Wild-type cut-off) 

values를 사용해야 한다고 권고하고 있다. 현재 S. parauberis에 대한 감수성

또는 내성을 구분할 수 있는 해석기준이 설정되어 있지 않기 때문에 설령

항생제 감수성 시험 결과가 있다 하더라도 그 구분이 어렵다. 이번

연구에서 제시하고 있는 균종별 항생제별 ECOFF 값은 향후 균주의 WT와

NWT를 구분하는데 매우 유용할 것으로 판단되며, WT로 구분된 항생제

중 하나를 치료제로 사용함으로써 그 유효성을 높이고 항생제의 오용을

줄일 수 있을 것이다. 이번 연구에서 사용된 NRI 방법(Kronvall and Smith, 

2016)은 배양 온도에 따라 구분하여 분석할 수 있어 그 정확도가 기존

방법에 비해 좀 더 높아졌다고 판단된다. 수산동물에서 분리된 세균의

epidemiological cut-off value (ECOFF)를 설정할 때 더 많은 균주를

확보할수록 더 정밀한 COWT를 얻을 수 있으며, 적어도 30개의 WT 관측을

포함하는 것을 목표로 해야 한다고 말하고 있다(Smith et al., 2009; CLSI, 

2011; Smith and Kronvall, 2015b). 그런 측면에서 이번 연구에서 사용된

모든 균종의 균주수는 충분하였다고 판단되며, 향후 새로 분리되는 균주의

데이터를 추가하여 지속적인 정보의 업데이트가 필요하다고 판단된다. 

이번 연구 결과 S. parauberis의 NWT 비율(%)은 ampicillin, 

oxytetracycline과 erythromycin 항생제에 대해 각각 47, 51, 51%이었는데
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이것은 이전 연구결과(Kim et al., 2010)와 유사한 것으로 나타났다. 본

연구와 이전 연구 결과 특히 페니실린계와 테트라사이클린 계열 항생제는

S. parauberis에 의한 연쇄구균병의 치료제로는 부적절한 것으로 보인다. S. 

parauberis의 연도별 분석 결과 최근(2013-2018년)에 분리된 균주가 보다

많은 종류의 항생제에 대해 NWT로 분류되는 경향이 뚜렷한 것을

확인하였다. 이번 연구에서 사용된 모든 최근(2013-2018년) 균주는 3개

이상의 항생제 class에 대해 NWT로 구분되었으며 5와 6개의 항생제

class에 대해 각각 81과 65%의 높은 비율로 NWT로 분류되는 것을

확인하였다. S. parauberis 균주는 tetracycline과 erythromycin 에 대해

NWT로 구분되었는데 이는 이전 연구(Park et al., 2009)에서 S. parauberis가

tet(s)과 erm(B) gene을 함께 가지고 있다는 결과와 일치하는 것을 알 수

있다. 우리 결과를 보면 3개 항생제 class 이상의 내성을 보이는 대부분의

균주들에서 페니실린계, 테트라사이클린계 및 마크로라이드계의

항생제로부터 공통적으로 내성이 있는 것을 확인하였다. 현재 국내

양식장에서는 연쇄구균병을 치료하는데 Amoxicillin과 florfenicol을 많이

사용한다고 보고하고 있으나(Jee et al., 2014), 최근 2007년 이후 분리된 S. 

parauberus 28균주에서 amoxicillin 및 florfenicol에 대해 NWT으로 분류된

균주의 비율은 각각 100%, 31%로 항생제 내성 획득이 있는 것으로

생각된다. 이렇게 세균의 항생제 저항성이 증가하게 되면 치료 효율 또한

저하될뿐만 아니라 공중위생학적으로도 상당히 우려가 된다(Park et al., 

2009; WHO, 2007). 우리의 결과에서 GEN, FFC, ENR, SXT, EFT, VAN, 

CHL는 wild type의 비율이 76% 이상으로 나타나 연쇄구균병에 대한

치료가 효과적일 것이라고 판단된다. 

E. piscicida에서는 연도별 분석결과 이전(1999~2004년)에 분리된 균주의

NWT비율(%)은 oxytetracycline, doxycycline, Oxolinic acid의 결과가 63, 50, 
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및 0%로 테트라사이클린계에서 높은 NWT 분포 비율을 나타내었는데,  

Kim et al.(2010)의 결과에 따르면 2004~2005년에 분리된 E. tarda에서

tetracycline(84.4%), Oxolinic acid(71.9%)로 oxolinic acid에서도 높은 내성을

보여 우리와는 결과가 다소 다르게 나타났으나 2종류 이상의 내성 비율이

약 84%로 매우 높게 나타나 우리의 결과와 매우 유사한 패턴을

나타내었다. 최근(2011~2018년) 분리된 E. psicicida 균주의 경우 GEN을

제외한 모든 항생제에 대해 이전균주에 비해서 NWT 비율이 매우

증가하여 높은 비율을 나타내고 있다. 이 중에서도 2017년~2018년에

분리된 균주에서 모두 6개 항생제 class 이상에 대해 NWT분포가

확인되었다. 경남지역의 해산어류에서 분리된 에드워드균은 penicillin, 

doxycycline, tetracycline, sulfamethoxazole/trimethoprim, oxolinic acid에서

90~100%의 내성을 나타낸반면, 우리의 결과에서는 페니실린계열인 AMP, 

AMX에서 NWT(%)는 각각 44%이며, DOX, OTC, SXT 및 OA의 NWT는

69, 74, 52 및 44%로 나타났다. NWT 유래별 분석 시 넙치(37균주)와

뱀장어(15균주)에서 OA의 NWT(%)은 24, 100%로 나타났고, SMX의

NWT(%)은 76, 7%로 나타났다. 이는 넙치와 뱀장어의 유래 균주에 따라서

치료 효과가 있을 것으로 생각되는 항생제가 달라질 수 있음을 나타낸다. 

공통적으로 치료효과가 높은 항생제는 AMC, CXM, CFP, GEN이며 WT가

85% 이상으로 에드워드병에 대한 치료가 효과적일 것으로 생각된다. 

A. salmonicida 에서 OTC, OA, CIP 및 ENR의 NWT비율이 각각 58, 70, 

86 및 86%를 나타냈는데, 이는 항생제 내성 유전자인 tetA, tetE를

가지거나 퀴놀론계에 대한 내성 유전자인 gyrA의 변이에 의한 내성을

가진 것으로 생각된다(Kim et al., 2011). A. salmonicida는 NWT연도별

분석시 2008~2018년에 분리된 43균주에서 3, 5 및 6 개 항생제 class이상의

NWT 분포비율(%)은 각각 70%, 12% 및 2%로 나타내었다. 전체 균주 중
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70%가 3개 항생제 class 이상의 NWT 분포를 나타내고 있으며 5개 항생제

class 이상 내성을 보이는 곳은 강원도(67%), 목포(25%) 및

거문도(10%)이며 6 class이상의 non-wild type 분포를 나타낸 균주는

강원도에서만 분리되었다. 

V. haveyi의 1999~2018년에 분리된 균주들을 이용하여 연도별

분석결과를 수행하였지만 유의미한 결과는 볼 수 없었다. V. harveyi의 경우

야생 유래 균주와 양식 유래 균주의 NWT분포 비율이 다르게 나타났는데, 

야생 유래 균주에서는 30균주 중 3, 5 및 6 개의 항생제 class 이상의

NWT비율이 7, 3 및 3%로 나타났으나 양식 유래 균주에서는 27균주에서

41, 11 및 4%로 야생 유래 균주보다 높은 NWT분포를 나타내었다. 이전

보고(Kang et al., 2014)에 의하면 한국에서 분리된 V. harveyi에서

cephalothin, vancomycin, ampicillin, cefepime, cefotetan 및 streptomycin대한

항생제 내성이 나타나는 다제내성세균이 출현하였다는 보고가 있으며

결과를 종합해볼 때 야생환경에 비해 양식환경에서 항생제의 노출이 많이

되기 때문인 것으로 생각되며 항생제 사용에 주의가 필요할 것으로

생각된다. 

P. damselae는 2004~2014년에 분리된 44균주 중 17균주(39%)가 3 class 

이상의 내성을 가지고 있었다.  P. damselae는 플라스미드 pAQU1를 가지고

있으며 플라스미드의 접합 전달 시스템이 MOBH 플라스미드 계열의 하위

그룹인 MOBH12에 속하며 Enterobacteriaceae와 Vibrionaceae 에 분포하는

IncA / C 유형의 플라스미드 및 SXT/R391과 밀접한 관련을 가지고

양식환경에 수평 유전자 전달과 보급에 관여하고 있다(Nonaka et al., 2009). 

덴마크 무지개송어 수산양식업에서 P. damselae subsp. damselae의 치료제로

가장 많이 사용되는 항생제는 sulfonamide계이지만 Pedersen et al. (2009)이
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시험에 사용한 균주는 대부분 내성을 가지는 경향을 보였다. 우리 균주의

경우 P. damselae 44균주의 SXT, TMP의 NWT는 23, 43%로 낮은 비율을

나타내었으며 이전 연구결과를 미루어 볼 때 항생제의 내성을 획득할 수

있음을 시사한다. 

본 연구는 어병세균종에 대한 역학적 기준값을 설정하였으며 항생제

선택 시 참고자료로 이용할 수 있을 것으로 생각되며 NWT 분포분석을

통해 다제 내성 패턴 변화에 대한 추이를 파악함으로써 항생제의 적절한

사용을 촉진하고 내성 문제를 극복하기 위해 나아가야 할 방향을

제시한다. 
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5. 결론

본 연구에서 결정된 COWT 값은 어류 세균성 질병 치료에 가장 효과적인

항생제를 선택하는 데 도움이 될 수 있다. 지금까지 세균성 어류 병원균에

대한 항균제 감수성 검사 결과와 분리 유래 및 연도별에 따른 경향을

이해하는 것은 매우 어려웠다. 그러나 NRI 방법을 이용하여 세균성 어류

병원균에 대한 WT와 NWT 분포를 분석하면 데이터를 비교하여 균주

정보에 따른 경향성을 파악할 수 있고 항생제 내성 관련 문제에 대한

이해를 높일 수 있다. 이 연구에서 얻은 결과는 수산양식 분야의 항생제

내성 균주의 출현을 크게 감소시키는 데 기여할 수 있다. 이러한 데이터는

새로운 균주가 추가되고 새로운 항생제가 승인되고 치료에 사용될 때

정기적으로 검토되고 업데이트되어야 한다. 이 연구는 항생제 내성

박테리아에 대한 이해를 높이고 향후 연구의 기초 데이터로 사용될

것이다.
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ChapterⅡ. 넙치 장관 마이크로바이옴에 대한

항생제와 프로바이오틱스의 영향
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1. 서론

일반적으로 동물의 장관에는 매우 다양한 미생물총(microbiota)이 존재하며, 

이들은 숙주의 영양소 섭취 및 성장과 장관 면역계 발달의 촉진에 도움을

주는 것으로 알려져 있다(Cany et al., 2013; Hoseinifar et al., 2019). 

따라서 장내 미생물 균형은 동물의 전반적인 건강을 유지하는데

중요하다(Gómez and Balcázar, 2008). 어류의 장내 미생물은 일반적으로 107 

- 1011CFU.g-1이 존재하며(Nayak, 2010; Wang et al., 2018), 장내의

정상균총은 병원체의 집락 형성과 침입을 막을 수 있는 효과적인 장벽으로

알려져 있다(Farzanfar, 2006).  Peterson and Round (2014)는 유익한

미생물의 감소손실, 병원균 또는 잠재적으로 유해한 미생물의 증가, 미생물

다양성의 상실 등에 의한 장내 미생물의 불균형을 dysbiosis라고 정의하고

있다. 이런 상태는 숙주에게 직간접적으로 부정적인 영향을 일으킬 수

있다고 하였다(Pérez et al., 2010). dysbiosis는 여러 요인에 의해 발생할 수

있는데 여기에는 섭취하는 음식의 종류, 생활 습관, 개인 위생상태, 감염

유무, 항생제 섭취 등이 포함된다.(Nedoluha, P. C., & Westhoff, D., 1997; 

Peterson and Round, 2014). 특히 항생제는 정상적인 미생물 군집에 상당한

영향을 미칠 수 있으며 경우에 따라 dysbiosis를 일으킬 수 있으며, 

중복감염(superinfection)과 같은 의도치 않은 결과를 초래할 수도

있다(Carlson et al., 2017; Walker and Lawely, 2013). 

최근 친환경적인 수산양식산업의 중요성이 부각되면서

프로바이오틱스의 사용이 증가하고 그 효과도 주목받고 있다(Balcázar et 

al., 2006; Kesarcodi-Watson, 2008). 유엔 식량 기구(FAO)와

세계보건기구(WHO)에서는 probiotics를 “적절한 양이 투여될 때 숙주에게

건강상 이익을 주는 살아있는 미생물”로 정의하고 있다(FAO/WHO, 2001). 
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지금까지 많은 종이 프로바이오틱스로 연구되었으며 특히 유산균(lactic 

acid bacteria; LAB)이 널리 사용되고 있다. 이 그룹에 속한 많은 세균은

박테리오신을 생산하여 병원균의 증식을 억제하는 능력이 있다(Askarian et 

al., 2011; Stoffels et al., 1992). 수산양식에서도 프로바이오틱스는

수산동물에 질병 저항성, 건강 상태, 생장 능력, 사료 이용률, 스트레스

등을 개선되었다는 여러 보고가 있다(e.g., Gatesoupe, 2010; Llewellyn et al., 

2014; Nguyen et al., 2017; Nguyen et al., 2018; Partridge, 2016; Tellez et al., 

2006; Zhou et al., 2010). 또한 장내 미생물은 내장 상피의 성장을 돕고, 

필수 영양소를 공급하며 선천적인 면역계를 자극하는 등 어류의 건강에

유익한 영향을 미친다(Nayak, 2010).

Microbiome을 동정하기 위한 기존 방법은 시간과 정확성 면에서 매우

비효율적이고 특수화된 조건을 필요로 하는 절대 혐기성 세균은 배양이

까다로워 종종 장내 미생물 군집의 일부만 검출되는 불확실한 결과를

초래할 수 있다(Kim et al, 2007; Nayak, 2010). 최근 next-generation 

sequencing (NGS) 기술이 발달함에 따라 샘플에 존재하는 많은 양의

미생물 DNA를 시퀀싱 할 수 있어 복잡한 미생물의 구성을 심층적으로

분석할 수 있게 되었다(Simon and Daniel, 2009; Star et al., 2013). 이

연구에서는 낮은 농도의 미생물 분류군에 대한 의미 있는 분석을 위해

심층적인 시퀀싱이 필요하기 때문에 16S 차세대 시퀀싱 분석을 이용하여

진행되었다. 항생제 사용과 같은 양식업의 관행은 어류의 건강을 저하시킬

뿐만 아니라 항생제 내성을 증가시켜 문제가 되고 있다(Cabello, 2006; 

Faruk et al., 2008). 또한 양식업에서 어류의 항생제 치료에 의한 장내

미생물의 변화는 심각한 건강 문제 및 질병을 야기할 수 있다. 

수산양식업에 항생제의 사용은 보편화 되어 있으며 특정 항생제에 내성을

지닌 균주의 출현은 문제가 되고 있다(Cabello, 2006; Faruk et al., 2008).  
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최근 연구에 따르면 어류에 항생제 투여시 dysbiosis가 일어날 수 있다고

하였다(Jin et al., 2018; Zhou et al., 2018). 장내 미생물의 구성과 다양성을

회복시키는 방법으로 프로바이오틱스의 사용이 포함될 수 있으나(Gao, X. 

W. et al., 2010; Kale‐Pradhan, P. B. et al., 2010; Shi Y. et al., 2018) 

현재까지 프로바이오틱스가 장내 미생물에 미치는 영향은 잘 규명되어

있지 않다. 그러므로 본 연구의 목적은 항생제 투여 후 프로바이오틱스의

투여가 장내 미생물 군집에 미치는 영향을 분석하고자 하였다. 이를

통하여 지금까지 불명확하였던 프로바이오틱스의 장내 미생물 군집의

균형과 다양성에 미치는 영향을 이해하고자 하였다.
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2. 재료 및 방법

2.1. 실험어 및 수조 탱크

실험에 사용한 어류는 전남 고흥의 한 양식장에서 사전에 질병 및

항생제에 대한 노출이 없는 넙치(15±2cm, 40±10g)를 구입하여 기장 일광에

위치한 부경대학교 수산과학연구소의 1.5 ton 수조에 4주간 순치하였다. 

이후 4개의 0.25 ton 유수식 수조탱크 각각에 40마리씩 옮긴 후 실험을

실시하였다. 수온은 실험 기간 내내 23-24˚C으로 유지되었다. 

2.2. 항생제/프로바이오틱 경구투여

첫 번째 실험(Exp. 1)은 어류 장내 항생제를 경구투여하여 미치는 영향을

알아보고자 진행되었으며 실험에 사용한 항생제는 시중에 판매하고 있는

수산용 아목시실린(대성 아쿠아목스 20산)을 40mg/kg/bw의 농도를 사료에

섞어 투여하였다. 두 번째 실험(Exp. 2)에서는 프로바이오틱스가 어류 장내

미생물의 불균형을 개선시킬 수 있는지 알아보고자 진행되었다. 실험에

사용된 프로바이오틱스는 효과가 검증된 Lactococcus lactis lactis

WFLU12(Nguyen et al., 2017; Nguyen et al., 2018)를 108CFU.g-1의 농도로

사료에 섞어서 사용하였다. 대조구를 제외한 실험구에서는 아목시실린에

대한 내성이 있는 Edwardsiella piscicida EET52를 107CFU.fish-1로 zonde를

이용하여 하루에 한번씩 이틀간 위에 직접 투여한 후 그 다음날부터 사료

급이를 시작하였다. 일반사료의 경우 생리식염수(0.85% NaCl)를 사료에

섞어 공급하였다. 모든 사료는 autofeeder를 이용하여 매일 어체중 2%로

급이하였고 실험기간동안 이틀간격으로 보충하였다(Fig. 6). 
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Fig. 6. Schematic plan for oral administration. For Exp. 1, olive flounder were 

fed with feed supplemented with amoxicillin or sterile saline for 3 weeks. For 

Exp. 2, olive flounder were orally challenged with E. piscicida before they 

were orally treated with amoxicillin for 2 weeks. Then, fish in AMX-CON 

and AMX-PRO group were fed with normal feed and feed supplemented with 

probitoics, respectively, for 7 days. 
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2.3. 샘플 수집 및 DNA 추출

3주간 급이한 후 다음 날 각 구간마다 무작위로 10마리를 선택하여

장관에서 장점액을 조심스럽게 긁어내어 잘 혼합한 후 한 샘플 당 두 개의

E-tube에 옮긴 후 4˚C에 두었다. 그 이후 하나는 장점액의 일부를 덜어내어

장점액 내 미생물 수 측정에 이용하였으며 나머지는 DNA 추출을 위해

-80˚C에 보관하였다. 그 이후 DNA분리는 PowerSoil® DNA Isolation 

Kit(MoBio Laboratories Inc., Carlsbad, USA)를 사용하였으며 제조사의

instruction에 따라서 진행하였다.

2.4. 넙치 장관 내 미생물 배양

각 구간 당 10개의 장 점액 샘플을 20mg.ml-1의 농도로 희석한 후 Marine 

agar(MA)에 spreading하여 28°C에 24-72 h 배양한 후 plating을 하여

미생물의 수를 측정하였다. 이후 각 그룹 내에 존재하는 미생물 동정을

위해 colony의 형태를 확인 후 선택하여 계대 배양하였다. 
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2.5. 넙치 장관 내 미생물 동정

각 구간마다 선택된 colony를 MA배지에서 28°C 24-72h 배양 후 DNA 추출

및 시퀀싱을 진행하였다. 세균의 genomic DNA는 Genomic DNA Extraction 

Kit (Bioneer)를 사용하여 제조자의 지시에 따라 분리하였다. 그리고 각 분

리 균주의 16S rRNA gene을 27F(5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 

-3’)와 1492R(5’- GGT TAC CTT GTT ACG ACT T -3’) 세트를 사용하여

증폭하였다. Premix kit(Bioneer-10 mM Tris-HCl, pH 9.0, 40 mM KCl, 1.5 

mM MgCl2, 250 μM dNTPs mix, 1 U Taq polymerase)를 PCR 증폭에 사용

하였다. 각 primer 2uL 와 template DNA 1 μL를 premix vials에 넣고 증류수

17 μL를 첨가하여 최종 부피를 20 μL로 만들었다. PCR조건은 94°C에서 5

분간 pre-denaturation 처리 후, 94°C 30초간 denaturation, 55°C 30초간

annealing, 72°C 1분 30초간 extension의 조건으로 30 cycle을 진행하고 마지

막으로 72°C 7분간 final extension을 진행하였다. 이후 증폭된 DNA는

-20°C에 보관하였다. Dyne staining star(DYNE BIO, Korea)가 포함된 1% 

Agarose gel에 전기영동을 통해 결과를 확인하였다. 그리고 PCR 정제 후

시퀀싱 분석은 Han et al. (2011)의 방법에 따라 진행하였다. 3'과 5' 말단

부위에 신뢰할 수 없는 서열을 제거한 후, Ribosomal Data Project (RDP) 

SeqMatch(http://rdp.cme.msu.edu/seqmatch/seqmatch_intro.jsp)를 이용하여 동정

하였다. 
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2.6. 16S rRNA amplicon library 준비 및 sequencing

16S rDNA V3-V4 가변 영역을 target으로 하는 PCR primer 341F/805R와 2x 

KAPA HiFi HotStart Ready Mix(KAPA Biosystems, Wilmington, MA, USA)와

Agencourt AMPure XP system (Beckman Coulter Genomics, Brea, CA, 

USA)를 사용하여 다음과 같은 조건으로 PCR을 진행하였다; 95°C에서

3분간, 30cycle에서 95°C 30초, 55°C °C 30초, 72°C 30초 그리고 72°C 에서

5분간 수행하였다. 초기 PCR은 Illumina index 및 sequencing adapters 

(forward primer: 

5'-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGC

AG-3'; reverse primer : 

5'-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTTTTAGAGACAGGACTACHVGGGT

ATCTAATCC-3')와 호환성을 갖는 영역의 특이적 프라이머를 사용하여

20ng의 주형 DNA로 수행하였다. PCR 산물의 magnetic bead -basesd 정제

후, 제한된 cycle을 갖는 Nextera XT Index Kit (Illumina)의 프라이머를

사용하여 두 번째 PCR을 수행하였다. 이어서, 정제된 PCR 산물을 겔

전기영동을 사용하여 가시화하고, Qubit 3.0 형광 측정기 상에서 Qubit 

dsDNA HS 검정 키트 (Thermo Scientific)로 정량화하였다. 수집된 샘플은

시퀀싱에 앞서 품질 분석을 위해 Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent)에서

실행되었다. 라이브러리는 CFX96 실시간 시스템 (Biorad)을 사용하여

qPCR에 의해 정량화되었다. 표준화 후, 준비된 라이브러리의 시퀀싱은 300 

bp 쌍 단부 판독을 갖는 Miseq system (Illumina)에서 수행되었다. 
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2.7. Metagenomics

각 샘플에서 사전 처리된 판독값을 사용하여 Operational taxonomic unit 

(OTU) (a similarity threshold of 97%)의 수를 계산하였다. OTU의 수는

QIIME 소프트웨어 (v.1.8.0)를 사용하여 결정하였으며 각 표본에 대해 사전

처리된 reads에서 파생된 0.8의 신뢰도 임계값을 사용하여 RDP Classifier 

v1.1로 taxonomic abundance를 계산하였다. 미생물 조성물에서 taxonomic 

abundance는 각 샘플에 대한 전처리 된 수로 나눈 값을 사용하여

표준화하였다. R의 R 패키지의 Phyloseq v1.8.2는 박테리아의 분류학적

조성의 풍부함을 시각화하는 데 사용되었다.

2.8. 통계 분석

각 샘플의 알파 다양성을 측정하기 위해 OTU는 Shannon indaex 

(alpha-diversity)를 사용하여 분석되었다. 베타 다양성을 측정하기 위해

Bray-Curtis distance에 따라 유기체 조성의 차이를 측정하고 분류 수준

사이의 거리를 결정하기 위해 principal component analysis (PCA) biplot을

수행하였다. Beta-diversity 및 rarefaction curve는 R을 이용하여 분석되었다. 
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3. 결과

3.1. 넙치 장관 내 미생물 수 측정

각 구간의 넙치의 장내 미생물 수는 MA에서 28°C에 24-72시간 배양한 후

측정하였다. CON과 AMX 그룹에서 log CFU.g-1의 결과 각각 평균 7.16 및

3.01로 나타났다. 세균 계수 결과 CON에 배해 아목시실린을 처리한 AMX 

그룹에서 유의적으로 적은 결과가 나타났다(Fig. 7). AMX-CON과

AMX-PRO 그룹에서 log CFU.g-1의 결과 각각 평균 0.62 및 3.56으로

나타났다. 세균 계수 결과 AMX-CON 그룹에 비해 프로바이오틱스를

처리한 AMX-PRO 그룹에서 유의적으로 많은 결과가 나타났다(Fig. 8).
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Fig. 7. The number of bacterial counts from the gut mucus of 10 olive 

flounder in CON and AMX groups.
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Fig. 8. The number of bacterial counts from the gut mucus of 10 olive 

flounder in AMX-CON and AMX-PRO. 
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3.2. 넙치 장점액에서 분리된 미생물의 동정

이번 연구에서 Exp. 1(CON 및 AMX)과 Exp. 2(AMX-CON 및

AMX-PRO)에서 넙치 장점액을 MA에 배양시킨 후 자란 bacteria를

육안으로 colony 성상을 확인 후 분별된 미생물(n=16)에 대하여 16S rRNA 

sequence를 진행하였다. RDP SEQMATCH 프로그램에 따라 가장 가까운

유형의 균주를 결정하여 Table 12-13에 나타내었다. 
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Group Phylum Bacteria strain identity (%)
CON Proteobacteria Photobacterium damselae 99.89

Catenococcus thiocycli 96.35
Palleronia abyssalis 98.71
Vibrio alfacsensis 99.87
Vibrio owensii 99.15

AMX Proteobacteria Vibrio natriegens 99.16
Vibrio owensii 99.15
Vibrio alfacsensis 99.88
Catenococcus thiocycli 98.69
Vibrio natriegens 98.92

　 Firmicutes Bacillus safensis 100

Group Phylum Bacteria strain identity (%)
AMX-CON Firmicutes Staphylococcus caprae 100
AMX-PRO Proteobacteria Vibrio scophthalmi 98.89
　 Firmicutes Lactococcus lactis 99.88

Table 12. Identification of gut bacteria isolated from fish in CON and AMX groups 

Table 13. Identification of gut bacteria isolated from fish in AMX-CON and AMX-PRO groups
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3.3. 메타지놈 분석

3.3.1. 넙치 장관 내 16S 시퀀스 richness and diversity

이번 연구에서 메타지놈 분석을 위해 CON(n=3), AMX(n=3), 

AMX-CON(n=3)과 AMX-PRO(n=3)의 넙치 장관 내 장점액을 사용하였다. 

총 881,478개의 quality-filtered sequence reads를 얻었으며 Exp.1에서 CON은

281,434개, AMX는 183,147개이며 Exp.2에서는 AMX-CON은 155,724개, 

AMX-PRO는 261,173개로 나타났다. QIIME을 사용하여 97% 이상의 서열

유사성을 기준으로 각 그룹 샘플의 OTU를 얻었다(Table 14-15). 

종 다양성에 대한 항생제와 프로바이오틱스의 영향을 평가하기 위해

QIIME을 사용하여 알파와 베타 다양성을 계산하였다. rarefaction curve와

같은 alpha-diversity 측정은 시퀀싱이 샘플의 진정한 종 풍부성을

포착하기에 충분한 지 여부를 결정하는 가장 좋은 방법으로

간주된다(Ghanbari et al., 2015). Rarefaction curve는 다양한 분류학적

수준에서 서열의 depth의 함수로서 종 풍부도를 산정하는 정상적인

방법으로 사용되었다(Fig. 9). 박테리아 군집 다양성은 QIIME에서 구현된

shannon index의 결과에서 Exp. 1의 CON과 AMX에서 그룹간 유의적인

차이는 볼 수 없었으며, Exp. 2의 AMX-CON과 AMX-PRO에서 그룹 간

유의적인 차이는 확인할 수 없었다. Exp.1과 Exp.2의 beta-diversity 결과

구성하고 있는 미생물 군집의 유사성에 따라 각 그룹별로 구분되는 것을

확인할 수 있으며, Exp. 1의 총 구성요소는 variation의 92.2%(first 

component, 67.3%; two component, 24.9%)이며 Exp. 2의 총 구성요소는

variation의 98.4%(first component, 86.5%; two component, 11.9%)로

나타났다(Fig. 10-11). Exp. 1에서 AMX의 경우 항생제의 영향으로 장내
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미생물 군집에 영향을 미치고 Enterobacteriaceae의 Citrobacter가 증가한

것을 확인하였다. Exp. 2에서는 프로바이오틱스를 처리한 AMX-PRO에서

Enterobacteriaceae의 비율이 감소하는 경향을 나타내었다. 
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Table 14. Summary of OTU counts and richness estimate for bacteria in 
samples of gut mucus from olive flounder in CON and AMX groups.

Sample ID No. of Reads OTUs
Alpha diversity 
(Shannon index)

CON1 81,204 3,105 1.442
CON2 96,147 4,612 1.396

CON3 104,083 6,182 1.526
AMX1 66,930 2,601 1.739

AMX2 77,802 3,232 2.963

AMX3 38,415 1,986 3.830

Table 15. Summary of OTU counts and richness estimate for bacteria in 
samples of gut mucus from olive flounder in AMX-CON and AMX-PRO 
groups.

Sample ID No. of Reads OTUs Alpha diversity 
(Shannon index)

AMX-CON1 41,081 1,757 2.582
AMX-CON2 63,704 2,803 3.377

AMX-CON3 50,939 1,868 3.173

AMX-PRO1 66,512 2,615 3.242
AMX-PRO2 84,974 3,131 2.397

AMX-PRO3 109,687 4,195 4.302
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Fig. 9. Genus-level rarefaction curves of gut microbiota. Gut microbiota from 

each of the groups were sampled according to their 16S rRNA gene 

sequences.
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Fig. 10. CON(C1-C3, black dashed circles) and AMX(A1-A3, red dashed 

circles) comparisions were made the difference in organism composition was 

measured according to bray-curtis distance and principal component analysis 

(PCA) was performed using the beta diversities.
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Fig. 11. AMX-CON(AC1-AC3, green dashed circles) and AMX-PRO(AP1-AP3, 

blue dashed circles) comparisions were made the difference in organism 

composition was measured according to bray-curtis distance and principal 

component analysis (PCA) was performed using the beta diversities. 
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3.3.2. 넙치 장내 미생물의 군집 분석

본 연구에서는 대부분의 OTU가 Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes 및

Actinobacteria에 속하는 것이 확인되었다. 어류 장내 미생물에 대한

항생제의 영향을 조사하기위해 진행된 Exp. 1에서는 CON그룹에 비해

AMX그룹에서 전체적인 abundance가 낮은 값을 나타내었다. 또한 CON 

그룹에서 Proteobacteria가 매우 풍부하였으나 항생제를 처리한

AMX그룹에서는 Proteobacteria의 비율이 줄어들고 다른 phyla(Fimicutes, 

Bacteroidetes와 Actinobacteria)의 비율이 증가하는 경향을 보였다(Fig. 12). 

프로바이오틱스가 어류 장내 미생물의 불균형을 개선시킬 수 있는지

알아보기 위해 진행된 Exp. 2에서는 AMX-CON 그룹에 비해 AMX-PRO 

그룹에서 전체적으로 abundance가 높은 값을 나타내었다. 또한 AMX-CON 

그룹과 비교하여 프로바이오틱스를 투여한 AMX-PRO그룹에서 Firmicutes와

Bacteroidetes의 비율이 증가하는 경향을 나타내었다(Fig. 13).

각각의 phylum-level에서 주요 10개 과(family)에 대한 abundance 

평균값을 나타낸 결과에서 눈에 띄게 나타난 변화는 Proteobacteria에서

나타났다. CON에서는 Proteobacteria가 약 97.5%로 주로 과(family) 

Hafniaceae, Enterobacteriaceae, Vibrionaceae, Moraxellaceae 및

Pseudomonadaceae가 87, 4.2, 3.2, 1.2 및 0.7%로 구성하고 있는 반면

AMX그룹에서는 Proteobacteria가 약 67.1%로 감소하였고 주로 과(family) 

Enterobacteriaceae, Hafniaceae, Alcaligenaceae, Rhodobacteraceae, Vibrionaceae 

및 Comamonadaceae로 구성되었으며 각각 29, 25.9, 2.4, 1.6, 1.2 및 1.1%로

나타났다. 항생제를 처리하였을 때 대체적으로 문(phyla) Fimicutes, 

Bacteroidetes와 Actinobacteria가 증가하는 경향을 보였지만 큰 차이는

확인할 수 없었다(Fig. 14). 
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AMX-CON그룹에서는 Proteobacteria가 약 77.4%로 Hafniaceae와

Enterobacteriaceae는 각각 30.5, 34%이며 AMX-PRO 그룹에서는

Proteobacteria가 약 68.7%로 각각 37.7, 20.2%로 대조구에 비해

Enterobacteriaceae가 낮은 비율을 나타내었다. Firmicutes는 주로 과(family) 

Ruminococcaceae, Lachnospiraceae, Peptostreptococcaceae, Streptococcaceae, 

Oscillospiraceae, Eubacteriaceae, Enterococcaceae, Veillonellaceae, 

Clostridiaceae 및 Staphylococcaceae으로 구성되었으며 AMX-CON그룹은 약

10.1%,  AMX-PRO그룹에서는 약 15.7%로 프로바이오틱스를 투여해주었을

때 전체적으로 높은 abundance를 나타냈다. Bacteroidetes는 주로 과(family) 

Bacteroidaceae, Porphyromonadaceae, Prevotellaceae, Rikenellaceae, 

Flavobacteriaceae, Odoribacteraceae 및 Saprospiraceae로 구성되어있으며

AMX-CON그룹은 약 8.2%, AMX-PRO그룹에서는 약 11.2%로

프로바이오틱스를 처리한 AMX-PRO그룹에서 Bacteroidaceae가 6.4%로

대조구(3.4%)에 비해 높은 abundance를 나타내었다. Actinobacteria가 주로

과(family) Propionibacteraceae, Mircrococcaceae, Corynebacteraceae, 

Bifidobacteriaceae, Coriobacteriaceae, Nocardiaceae 및 Dietziaceae로

구성되어있으며 AMX-CON그룹에서 약 3.62%, AMX-PRO그룹에서는 약

3.3%이며, 이 중 제일 풍부한 Propionibacteraceae에서 각각 2.1, 1.2%로

나타났다(Fig. 15).
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Fig. 12. Bacterial abundance at the phylum level retrieved from the mucus of 

fish in CON and AMX groups.
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Fig. 13. Bacterial abundance at the phylum level retrieved from the mucus of 

fish in AMX-PRO and AMX-CON groups.
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Fig. 14. Taxonomic compositions of bacterial communities. Relative abundance of up to 10 top most family-level of each phyla in 

the CON and AMX groups was plotted.
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Fig. 15. Taxonomic compositions of bacterial communities. Relative abundance of up to 10 top most family-level of each phyla in 

the AMX-CON and AMX-PRO groups was plotted.
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4. 고찰

이 연구의 목적은 항생제의 투여로 인한 어류 장내 미생물 군집의 변화를

이해하고 프로바이오틱스의 투여가 항생제에 의해 일어난 미생물 군집의

변화에 어떤 영향을 일으키는지를 조사하는 것이었다. Edwardsiella 

piscicida로 재분류된 E. tarda (Abayneh et al., 2013)는 어류의 주요 세균성

질병으로 안구 돌출, 지느러미 및 피부의 점상 출혈 등이 나타나며 직장

탈장과 같은 심각한 장 질환을 유발하는 것으로 알려져 있다(Park et al., 

2012; Beck et al., 2016). E. piscicida는 소화관에 심각한 염증을

유발하며(Beck et al., 2016), 장관이 이 병원체의 입구(portal of entry) 중

하나이기 때문에 경구투여시 장내 미생물 군집에 영향을 줄 수 있으며

dysbiosis 또한 일으킬 수 있다고 판단하여 본 연구에 사용되었다. 

Exp. 1에서 아목시실린을 경구 투여하였을 때 넙치의 장내 미생물의

수는 다소 감소하는 경향을 보였다. Exp. 2에서는 항생체 투여 후

프로바이오틱스를 먹인 구간에서 장내 미생물의 수가 대조구에 비해 빨리

회복되는 경향을 나타냈다. 이러한 결과는 프로바이오틱스가 장내

미생물의 환경과 구성에 보다 많은 영향을 일으킬 수 있다는 것을

시사하고 있다. 일반적으로 어류의 장관에 우점적인 미생물은

Proteobacteria, Fimicutes, Bacteroidetes 및 Actinobacteria 문(phylum)에

속하는 것으로 알려져 있다(Sullam et al., 2012; Volkoff and Butt, 2019). 

Proteobacteria는 모든 해양 어류에 존재한다. 잡식성 어종의 장내 미생물

군집은 육식성 어종의 장내 미생물 군집 보다 계통발생학적으로 좀 더

다양하다고 알려져 있다(Ghanbari et al., 2015). 이전 연구(Desai et al., 

2012)에 의하면 어류의 주요 단백질 공급원인 어분을 무지개송어에

급이하였을 때 Proteobacteria가 우점적인 그룹으로 나타났으며 이는 본
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연구 결과와 일치하였다. Sugita et al.(2002)는 일본 넙치의 장내에서

Acinetobacter, Aeromonas, Bacillus, coryneforms, Enterobacteriaceae, 

Flavobacterium, Micrococcus, Moraxella, Pseudomonas, Staphylococcus, 

Vibrio-swarmer 및 Vibrio-others를 포함한 12 종의 family 그룹이 나타났다고

보고하였으며 이러한 결과는 본 연구 결과와 유사하였다. 

일반적으로 항생제를 섭취한 어류의 장내 미생물총의 구성은 특정

세균 그룹의 증가 또는 감소 등에 의해 변화가 나타난다고 알려져 있다. 

예를 들어, pacu (Piaractus mesopotamicus)에 florfenicol을 처리하였을 때

Klebsiella, Plseiomonas 및 Citrobacter와 같은 Enterobacteriaceae가 크게

증가하였다(Sáenz et al., 2019). 이번 연구에서는 항생제 투여후

프로바이오틱스를 처리한 구간에서는 대조구에 비해 Enterobacteriaceae가

감소되는 경향을 보였다(Fig. 15). 그 외에 아목시실린을 투여한 구간에서

Proteobacteria 문(phylum)의 Hafniaceae 과(family)의 Edwardsiella 속(genus) 

세균의 수가 크게 감소하는 반면 Enterobacteriaceae의 Citrobacter 속의

세균이 크게 증가하는 경향을 보였다. 일반적으로 Citrobacter는

베타-락탐계와 테트라사이클린 계열 항생제에 대해 내성을 가진다고

보고되었다(Nawaz et al., 2008; Poirel et al., 2011). 이 속(genus)에 속하는

일부 종, 특히 무지개송어(Duman et al., 2017)와 Garra rufa obtuse(Baeck et 

al., 2009)에 질병을 일으킨다고 보고된 바 있다. 또한, 이 속(genus)에 속한

C. gillenii과 Citrobacter sp.는 amphenicols 계열 및 테트라사이클린의

항생제를 포함한 다양한 약제에 내성이 있다고 보고되었는데(Askarian et 

al., 2006), 이는 이들 세균종이 지니는 efflux pump와 sulI, tetA 및 tetB 

등에 의한 것으로 알려져 있다(Duman et al., 2017). 

Firmicutes 문에 속하는 세균 그룹이 넙치 장내 미생물 중 두 번째로
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많이 차지하였으며 항생제 사용 후 프로바이오틱스를 투여하였을 때 더욱

증가하는 경향을 보였다. 프로바이오틱스를 투여한 그룹에서 주요

과(family)인 Ruminococcaceae에서 Faecalibacterium속과 Oscillibacter속이

주요 속(genus)으로 나타났다. Bacteroidetes는 아목시실린을 처리하였을 때

과(family) Flavobacteriaceae, Bacteroidaceae, Sphingobacteriaceae, 

Porphyromonadaceae, Prevotellaceae 및 Rikenellaceae가 증가하였으며 그

중에서도 Flavobacteriaceae가 제일 큰 비중을 차지하는 과(family)로

나타났으며 그 중 Flavobacterium sp., Flavobacterium psychrophilum이

증가하는 경향을 보였다. Flavobacterium은 그람음성균으로 다양한

환경에서 발견되며 특히 면역력이 약화되었을 때 기회성 병원체로 작용할

수 있다고 보고된다(Bernardet et al., 1996). KUM, Cavit, et al. (2008)에

의하면 무지개송어에서 분리된 Flavobacterium psychrophilum에 대한

amoxicillin–clavulanic acid의 resistant는 90%로 매우 높은 저항성을

나타내었다. Ngo et al. (2018)의 연구에서도 Flavobacterium psychrophilum에

대한 amoxicillin의 non-wild type 비율(%)은 32%로 나타났으며 무지개송어

치료제로 사용 시 효과가 미미하다고 보고하였다 이러한 결과들로 미루어

볼 때 본 실험에서 아목시실린을 투여하였을 때 어류의 장관 내에서

아목시실린에 대한 내성을 가진 Flavobacterium 속(genus) 세균의 유의미한

증가에 의해 해당 그룹의 비중이 높아진 것으로 생각된다.

본 연구에서 프로바이오틱스를 투여한 그룹에서 Bacteroidetes

문(phyla)에 속하는 세균 종이 크게 증가하는 경향을 나타내었다. 특히, 

Porphyromonadaceae, Prevotellaceae 및 Rikenellaceae 등의 과(family)에

속하는 세균이 증가하였다. Bacteroidetes는 동물의 정상 미생물군에서

발견되며 공생균으로 다량류와 단백질의 형태와 같은 복잡한 유기물질을

분해하는 유익한 역할을 하는 것으로 알려져 있다(Church, 2008). 장내
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존재하는 Bacteroidetes는 일반적으로 항미생물성의 특성이 있는 것으로

여겨지는 butyrate를 생산하며 이는 건강한 장을 유지하는 데 좋은 영향을

주는 것으로 알려져 있다(Thomas et al., 2011). 어류에 대한 butyrate의

영향에 관한 연구는 미비하나 넙치의 장 건강에도 긍정적인 영향을 줄 수

있을 것으로 보인다. 

CON 그룹에 비해 AMX 그룹에서 Actinobacteria에 속하는 과(family) 

Micrococcaceae, Propionibacteriaceae, Microbacteriaceae, Corynebacteriaceae, 

Beutenbergiaceae, Dermabacteraceae, Dermatophilaceae, Brevibacteriaceae, 

Dietziaceae 및 Bifidobacteriaceae 과(family)에 속한 세균이 증가하는 경향을

나타내었다. AMX-CON 그룹과 비교하여 AMX-PRO 그룹에서

Actinobacteria에 속하는 과(family) Mircrococcaceae, Corynebacteraceae, 

Bifidobacteriaceae 및 Coriobacteriaceae가 크게 증가하였다. 이는 항생제

투여 후 프로바이오틱스를 첨가하였을 때 장내 미생물의 풍부도 및

다양성이 대조구에 비해 더 빨리 증가하였다. AMX-PRO 그룹에서 주요

미생물군인 Hafniaceae가 다소 증가하고 Enterobacteriaceae가 감소하는 것은

대조군의 미생물군집과 유사한 구성으로서 프로바이오틱스의 투여가

대조군과 유사한 군집 구성으로 복원되는 경향성을 보이는 것으로

생각된다. 그러나 여기에 대한 보다 면밀한 추가 연구가 진행되어야 할

것으로 보인다.

서론에 이미 언급하였듯이 동물의 장내 미생물은 소화기 항상성과

건강에 중요한 역할을 할 것으로 판단된다. 어류의 위장 내 미생물의

집락화, 구성 및 다양성의 형성은 복잡한 과정으로 식이 및 환경 등에

따라 미생물 조성에 반영되며 매우 밀접한 관계가 있다(Sullam et al., 

2012). 어류의 장내 점막에 부착하고 있는 미생물은 경쟁적
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배재(competitive exclusion)를 통해 질병 발생을 예방하는데 중요한 역할을

한다(Williams and Vickers, 1986; Tinh et al., 2007; Desriac et al., 2010). 

그러나 항생제와 같은 물질이 수생동물의 소화관에 들어가면 우점하고

있는 장내 미생물에 영향을 미치고 잠재적인 병원성 미생물에 대한

감수성을 증가시킬 수 있다(He et al., 2017). 건강한 미생물군에서

프로바이오틱스의 첨가는 상주 미생물 개체군에 쉽게 영향을 주지 않지만

dysbiosis를 나타내는 상황에서 프로바이오틱스의 투여는 장내 microbiome 

재형성에 상당한 영향을 미칠 수 있다고 하였다(Grazul et al., 2016). 본

연구는 항생제 투여로 인해 손상될 수 있는 미생물 군집의 구성을 재빨리

회복하는데있어 프로바이오틱스의 영향을 조사하는것이었으며, 결론적으로

미생물의 수와 군집의 다양성을 빨리 증가시키는데 도움을 주는 것으로

나타났다. 항생제 치료 후 장내 미생물군은 사용된 항생제 종류에 따라

신속하게 회복되거나 장기간동안 회복되지 않고 지속될 수 있으며(Grazul 

et al., 2016), 숙주의 장내 미생물군의 불균형(dysbiosis)을 일으켜 장건강에

부정적인 결과를 초래할 수 있다. 본 연구에서 아목시실린 항생제를

투여하였을 때 Enterobacteriaceae가 가장 크게 증가하여 미생물 군집의

불균형을 나타내는 경향을 보였으며, 프로바이오틱스의 투여시

Enterobacteriaceae의 비율이 다소 감소하고 미생물 군집의 다양성과

세균수가 확연히 증가되는 것을 확인하였다. 기존의 프로바이오틱스 관련

연구가 특정 질병에 대한 저항성과 면역반응의 향상에 초점이 맞추어져

있었다면, 본 연구는 프로바이오틱스가 어류의 장건강에 미치는 영향을

이해하므로서 보다 다양한 시각에서 이를 적용할 수 있다는 것을 나타내고

있다. 향후 연구에서는 프로바이오틱스에 의한 보다 면밀한 미생물 군집의

변화를 이해하고 보다 뚜렷한 dysbiosis가 일어나 개체에 나타나는 영향을

조사해야 할 것으로 판단된다.
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5. 결론

결론적으로 항생제를 사용하면 dysbiosis를 유도하고 기회감염을 일으킬

확률이 높아져서 어류 건강에 악영향을 미칠 수 있다. 그럼에도 불구하고

항생제의 사용이 불가피한 경우 항균제 투여 후 프로바이오틱스의 사용은

소화관 미생물의 풍부 성과 다양성을 증가시킴으로써 어류의 장 건강을

향상시킬 수 있으므로 좋은 선택이 될 수 있다. 프로바이오틱스는 항생제

치료 후 어류의 장내 미생물 군집에 유익한 영향을 줄 수 있는 중요한

능력을 가지며 어류 장내 미생물의 면역 강화의 방안으로 이용될 수 있을

것으로 생각된다. 
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Table S1. Streptoccocus parauberis strains used in this study.

Isolate code Isolation source Isolation location Isolation year

KSP44(J14) olive flounder Jejudo 1999

KSP45 olive flounder Jejudo 1999

KSP46 olive flounder Jejudo 1999

KSP47 olive flounder Gyeongsangbukdo 1999

KSP1 olive flounder Jejudo 2003

KSP2 olive flounder Jejudo 2003

KSP3 olive flounder Jejudo 2003

KSP4 olive flounder Jejudo 2003

KSP5 olive flounder Jejudo 2004

KSP6 olive flounder Jejudo 2004

KSP7 olive flounder Jejudo 2004

KSP8 olive flounder Jejudo 2004

KSP9 olive flounder Jejudo 2004

KSP10 olive flounder Jejudo 2004

KSP11 olive flounder Jejudo 2005

KSP12 olive flounder Jejudo 2005

KSP13 olive flounder Jejudo 2005

KSP14 olive flounder Jejudo 2005

KSP15 olive flounder Jejudo 2005

KSP16(12046) olive flounder Jejudo 2005

KSP17 olive flounder Jejudo 2005

KSP18(12049) olive flounder Jejudo 2005

KSP19 olive flounder Jejudo 2005

KSP20(12051) olive flounder Jejudo 2005

KSP21 olive flounder Jejudo 2005

KSP22 olive flounder Haenam 2005

KSP23 olive flounder Haenam 2005

KSP24 olive flounder Wando 2005

KSP25 olive flounder Wando 2005

KSP26 olive flounder Wando 2005

KSP27 olive flounder Wando 2005

KSP28 olive flounder Wando 2005

KSP29 olive flounder Wando 2005

보충정보
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KSP30 olive flounder Wando 2005

KSP31 olive flounder Wando 2005

KSP32 olive flounder Wando 2005

KSP33 olive flounder Wando 2005

KSP34 olive flounder Wando 2005

KSP35 olive flounder Wando 2005

KSP36 olive flounder Wando 2005

KSP37 olive flounder Wando 2005

KSP38 olive flounder Wando 2005

KSP39 olive flounder Wando 2005

KSP40 olive flounder Wando 2005

KSP41 olive flounder Wando 2005

KSP42 olive flounder Wando 2005

KSP43 olive flounder Wando 2005

PH0710 Starry flounder Pohang 2007

PH0711 Starry flounder Pohang 2007

SpOF 3k olive flounder Geojedo 2013

04151K Olive flounder Geojedo 2013

04162K Olive flounder Geojedo 2013

HFTC0023 Olive flounder Pohang 2014

HFTC0059 Olive flounder Pohang 2014

HFTC0060 Olive flounder Pohang 2014

HFTC0063 Olive flounder Pohang 2014

HFTC0064 Olive flounder Pohang 2014

HFTC0076 Starry flounder yeongdeok 2014

HFTC0083 Starry flounder Yeongdeok 2015

HFTC0086 Starry flounder uljin 2015

HFTC0091 Starry flounder uljin 2015

HFTC0157 Starry flounder Pohang 2015

HFTC0237 Starry flounder yeongdeok 2015

SPOF18J1 Olive flounder Jejudo 2018

SPOF18J2 Olive flounder Jejudo 2018

SPOF18J3 Olive flounder Jejudo 2018

SPOF18J4 Olive flounder Jejudo 2018

SPOF18J5 Olive flounder Jejudo 2018

SPOF18J6 Olive flounder Jejudo 2018

SPOF18J7 Olive flounder Jejudo 2018
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SPOF18J8 Olive flounder Jejudo 2018

SPOF18J9 Olive flounder Jejudo 2018

SPOF18J10 Olive flounder Jejudo 2018

SPOF18J11 Olive flounder Jejudo 2018

SPOF18G1 Starry flounder uljin 2018
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Table S2. Edwardsiella piscicida strains used in this study.
Isolate code Isolation source Isolation location Isolation year
KE2 olive flounder Pohang 1999
KE5 olive flounder Geojedo 1999
KE6 olive flounder Pohang 1999
KE1 olive flounder Pohang 2000
KE4 olive flounder Jejudo 2000
KE3 turbot Pohang 2002
ET1FL olive flounder Busan 2002
ET2FL olive flounder Unknown 2003
ET3FL olive flounder Unknown 2003
ET4FL olive flounder Unknown 2003
ET5FL olive flounder Jejudo 2003
ET6FL olive flounder Jejudo 2003
ET7FL olive flounder Unknown 2003
ET9FL olive flounder Unknown 2003
ET11FL olive flounder Unknown 2003
ET12FL olive flounder Wando 2003
ET18FL olive flounder Unknown 2003
ET19FL olive flounder Unknown 2003
ET20FL olive flounder Unknown 2003
ET10FL olive flounder Unknown 2004
ET13FL olive flounder Wando 2004
ET15FL olive flounder Haenam 2004
ET16FL olive flounder Unknown 2004
ET17FL olive flounder Unknown 2004
ETW11 Eel pond water Wando 2011
EET31 Japanese eel Haman 2011
EET32 Japanese eel Haman 2011
EET33 Japanese eel Haman 2011
EET34 Japanese eel Haman 2011
EET35 Japanese eel Haman 2011
ETW41 Eel pond water Naju 2011
ETW43 Eel pond water Wando 2011
ETW46 Eel pond water Wando 2011
EET51 Japanese eel Haman 2011
EET52 Japanese eel Haman 2011
EET53 Japanese eel Haman 2011
EET54 Japanese eel Haman 2011
EET63 Japanese eel Wando 2011
EET64 Japanese eel Choongju 2011
Y-catfish K catfish Unknown 2012
KEPF olive flounder Jejudo 2017
KEPH olive flounder Jejudo 2017
KEPHH olive flounder Jejudo 2017
KEPSet olive flounder Jejudo 2017
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KEPHet olive flounder Jejudo 2017
KEPD olive flounder Jejudo 2017
KEPep olive flounder Jejudo 2018
KEPICet olive flounder Jejudo 2018
KEPSD olive flounder Jejudo 2018
KEPHM olive flounder Jejudo 2018
KEPA olive flounder Jejudo 2018
KEPHL olive flounder Jejudo 2018
KEPJ olive flounder Jejudo 2018
KEPW olive flounder Jejudo 2018
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Table S3. Aeromonas salmonicida strains used in this study.
Isolate code Isolation source Isolation location Isolation year
RFAS1 Black rockfish Geomundo 2008
RFAS2 Black rockfish Geomundo 2009
RFJv 1S Black rockfish southern sea 2010
RFJv 3K Black rockfish southern sea 2010
AsRF-Nam1 Black rockfish southern sea 2010
AsRF-Nam2 Black rockfish southern sea 2010
AsRF-MP1 Black rockfish Mokpo 2010
AsRF-MP2 Black rockfish Mokpo 2010
AsRF K u Black rockfish Unknown 2010
AsRF S u Black rockfish Unknown 2010
AsRF-Nam3 Black rockfish southern sea 2010
AsRF-Nam4 Black rockfish southern sea 2010
AsRF-MP3 Black rockfish Mokpo 2010
ASRF-MP4 Black rockfish Mokpo 2010
AsRF-HS1 Black rockfish Heuksando 2011
AsSB-HS Sea bass Heuksando 2011
AsRF-HS2 Black rockfish Heuksando 2011
AsRF-HS3 Black rockfish Heuksando 2011
AsRF-GM1 Black rockfish Geomundo 2012
AsRF-GM2 Black rockfish Geomundo 2012
AsLF 1 gizzard shad Unknown 2012

AsLF 2 small yellow 
croaker

Unknown 2012

AsLF 3
small yellow 
croaker Unknown 2012

AsRF-Nam5 Black rockfish southern sea 2012
AsRF-Nam6 Black rockfish southern sea 2012
AsLF 4 anchovy Unknown 2012

AsLF 5 small yellow 
croaker Unknown 2012

AsRF-GM3 Black rockfish Geomundo 2012
AsRF-GM4 Black rockfish Geomundo 2012
AsRF-GM5 Black rockfish Geomundo 2012
AsRF-GM6 Black rockfish Geomundo 2012
AsLF 6 unknown Unknown 2012
AsLF 7 unknown Unknown 2012
AsLF 8 unknown Unknown 2012
AsRF-Nam7 Black rockfish southern sea 2012
AsRF-Nam8 Black rockfish southern sea 2012
AsRF-GM7 Black rockfish Geomundo 2012
AsRF-GM8 Black rockfish Geomundo 2012
AsRF-Nam9 Black rockfish southern sea 2012
AsRF-Nam10 Black rockfish southern sea 2013
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18RT01 Rainbow trout Gangwondo 2018
18RT02 Rainbow trout Gangwondo 2018
18RT03 Rainbow trout Gangwondo 2018
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Table S4. Vibrio harveyi strains used in this study.

Isolate code Isolation source Isolation location Isolation year

FR1 Black rockfish Gyeongsangdo 1999

FR2 Olive flounder Busan 1999

FT1 Turbot Gyeongsangdo 1999

FF8 Olive flounder Gyeongsangdo 1999

FF10 Olive flounder Gyeongsangdo 1999

Vh8FL Olive flounder Seocheon 2000

Vh4mu Mullet Unknown 2000

Vh 28 Unknown Unknown 2001

Vh 1 Unknown Unknown 2004

Vh 3 Mullet Unknown 2004

Vh 4 Olive flounder Jejudo 2004

Vh 8 Unknown Unknown 2004

Vh 19 Rock bream Namhae 2004

Vh 20 Black rockfish Namhae 2004

Vh 21 Mullet Namhae 2004

Vh 13 Black rockfish Unknown 2005

Vh 14 Black sea bream Unknown 2005

Vh 16 Olive flounder Unknown 2005

Vh 18 Red seabream Unknown 2005

Vh17RB Rock bream Southern sea 2005

Vh21FL Olive flounder Pohang 2005

Vh19mu Mullet Southern sea 2005

Vh Dae1-1M Olive flounder Unknown 2009

Vh21M1 Mullet Unknown 2009

SG 16-a Searobin Gurnard Yeosu 2010

Ce 15-b Conger eel Yeosu 2010

St 11-1-a-an Stripey Yeosu 2010

St 11-1-a Stripey Yeosu 2010

SW 9-2-a Saddled weever Yeosu 2010

RF 18-a black rockfish Yeosu 2010

RaB 3-1-b M u l t i c o l o r f i n Yeosu 2010
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rainbowfish

Dam 2-1-a Damselfish Yeosu 2010

Ts 4-2-a Thread-sail filefish Yeosu 2010

N8BM-7 Olive flounder Unknown 2010

St K1-2S Stripey Jejudo 2011

RSB I2-4bK Red seabream Jejudo 2011

Gam H1-1b K G r e a t e r 
amberjack

Tongyeong 2011

YT J2-1bS Yellowtail Tongyeong 2011

Cl 6-S-a Clownfish Unknown 2011

RF Q1-1K Damselfish Wando 2012

RSB Q3-3K Red seabream Wando 2012

RF Q2-2K Black rockfish Wando 2012

RFHW 1ka Black rockfish Namhae 2012

RFHW 1kb Black rockfish Namhae 2012

RFHW 2k Black rockfish Namhae 2012

RFHW 3ka Black rockfish Namhae 2012

RFHW 3kb Black rockfish Namhae 2012

AP 1Lb northern sand 
lance

Namhae 2012

AP 6L
northern sand 
lance Namhae 2012

AP 9L northern sand 
lance Namhae 2012

VhER1 Eagle ray Yeosu 2013

VhSR1 Shark ray Yeosu 2013

VhGT1 Golden travelly Yeosu 2013

VhZS1 Zebra shark Yeosu 2013

CFVh1 Clownfish Busan 2018

CFVh2 Clownfish Busan 2018

CFVh3 Clownfish Busan 2018
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Table S5. Photobacterium damselae strains used in this study

Isolate code Isolation source Isolation location Isolation year

FP2235 olive flounder Pohang 2004

FP2237 olive flounder Pohang 2004

FP4137 olive flounder Jejudo 2004

FP2137 olive flounder Ulsan 2004

FP2244 olive flounder Pohang 2004

FP4101 olive flounder Jejudo 2004

FP3047 olive flounder Ulsan 2004

FP3040 olive flounder Ulsan 2004

FP2261 olive flounder Jejudo 2005

FP2260 olive flounder Jejudo 2005

FP3092 olive flounder Ulsan 2005

FP3095 olive flounder Ulsan 2005

FP3099 olive flounder Ulsan 2005

P.d4 mu gray mullet Tongyeong 2005

FP3348_1 olive flounder Pohang 2007

FP3392 olive flounder Pohang 2007

FP8044 olive flounder Jejudo 2008

FP3348_2 olive flounder Pohang 2008

FP3525 olive flounder Pohang 2008

N8ATC-1 olive flounder southern sea 2008

EP8-17 olive flounder southern sea 2008

FP3737 olive flounder Pohang 2009

FP3738 olive flounder Pohang 2009

FP3739 olive flounder Pohang 2009

FP3741 olive flounder Pohang 2009

FP3755 olive flounder Ulsan 2009

FP8482 olive flounder Wando 2010

FP8485 olive flounder Wando 2010

Dam 2-3-a damselfish Yeosu 2010

Gi 23-a gizzard fish Yeosu 2010

OF G2-1aS olive flounder Jejudo 2011
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YT I4-1aS Yellow tail Jejudo 2011

YT J1-3aS Yellow tail Tongyeong 2011

PdRF-2nd Black rockfish Geomundo 2011

PdRF-3rd Black rockfish Geomundo 2011

RSB Q3-2S Red sea bream Wando 2012

RSB R1-8cS Red sea bream Wando 2012

RB R2-2K Rock bream Wando 2012

SBe S3-3K
S p o t t y b e l l y 
greenling

Wando 2012

PdSR I b shark ray Yeosu 2013

PdER I a eagle ray Yeosu 2013

PdZe sh zebra shark Yeosu 2013

PdRF-02S Black rockfish open sea 2014

PdRF-04K Black rockfish open sea 2014
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국문요약

어병세균종에 대한 Epidemiological cut-off value의 설정과 어류 장관

마이크로바이옴에 대한 항생제와 프로바이오틱스의 영향

천 원 경

부 경 대 학 교 대 학 원 수 산 생 명 의 학 과

항생제의 사용은 양식장에서 세균성 질병을 치료하는 가장 보편적인 방법 중 하

나이다. 그러나 항생제의 남용은 항생제 내성 박테리아의 출현뿐만 아니라 잔류

물의 축적으로 이어질 수 있다. 이 연구의 목표는 이 연구에서 확립된 역학 컷오

프(ECOFF) 값에 기초하여 여러 가지 세균성 어류 병원체의 비야생형 분포를 분석

하는 것이다. 또한, 넙치의 장내 미생물의 변화에 ​​대한 항생제 및 프로바이오틱스

투여의 효과는 차세대 시퀀싱을 사용하여 결정되었다. Streptococcus parauberis, 

Edwardsiella piscicida, Vibrio harveyi, Aeromonas salmonicida 및 Phtobacterium 

damselae의 수십개 균주들을 사용하여 국제 프로토콜을 기반으로 한 항생제 감수

성 테스트를 수행하였다. 이 연구에서 항생제 디스크 확산 검사의 해석기준으로

사용할 수 있는 다양한 항생제에 대해 각 어류 병원체에 대해 ECOFF 값을 설정

하였다. S. parauberis와 E. piscicida의 최근 균주는 많은 항생제에 대해서 비야생형

(NWT)이 되는 경향이 있다. V. harveyi의 경우, 양식 어류에서 유래한 균주는 야생

에서 파생된 균주에 비해 여러 항생제에 대한 NWT으로 나타나는 경향이 있다. 

또한 넙치에 21일 동안 아목시실린을 투여하거나 투여하지 않은 사료를 급이하였

다. 또한 비야생형(NWT)의 E. piscicida로 경구투여한 어류에는 프로바이오틱스 균

주를 사용하거나 사용하지 않은 사료를 이용하였다. 장내 microbiota의 변화는 다

른 시점에서 조사되었다. 이 연구에서 아목시실린은 어류 장내 미생물의 불균형

(dysbiosis)을 유발하는 것으로 보인다. 프로바이오틱스의 투여는 미생물 다양성을

증가시킬 수 있으며, 이는 어류의 미생물 균형을 개선함을 나타낸다.
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