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우리 나라 천해양식장 주변의 테트라사이클린 내성균에서 나타나는

tet genes의 분포
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Expanded potential of multiplex PCR to discriminate six different tet genes in a single reaction was con-
firmed using the cloned plasmids as targets genes, even applicable for the nucleic acid contained six differ-
ent tet genes as a pool. Clearly, six different lengths of amplicons after multiplex PCR using the mixture of
cloned-plasmids of six different tet genes as templates allowed us to discriminate the specific types of tet
genes. With this method, we determined the distribution of tet genes utilized in the microorganisms present
in the environments of the marine-aquatic farms of Korea. The frequency of tetracycline (Tc) resistant bac-
teria present in the seawater, sediment and net was 6.7%, 24.4% and 30.7%, respectively. Interestingly, it
was found that these isolates resistant to tetracycline were utilizing relatively restricted tet genes, tet (B) and
(C), rather than various tet genes. It is the first report described the proportion of Tc resistant bacteria with
analysis of the specific tet genes in the bacteria isolated from the aquatic farms. 
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최근 해산어 및 담수어의 양식산업 현장에서

생산성 향상을 위한 식, 과다한 사료 투여 등

으로 수질악화 및 스트레스 요인의 증가와 함께

세균성 질병의 발생률도 증가하고 있기 때문에

항생제의 사용은 어류 양식에서 필수적이라고

할 수 있다. 그러나 항생제 사용으로 인한 세균

의 내성증가, 어류에서 사람으로 세균의 내성이

전이되는 문제, 다제 내성의 발생문제, 그리고

약물의 유실로 인한 환경오염 등의 문제가 제기

되고 있어 세균성 질병의 치료에 많은 어려움을

겪고 있는 실정이다 (Aoki, 1989; Kim and Aoki,

1993; 최와 김, 1994). 

양어장에서 Tetracycline (Tc)계 약물의무분별

한 이용으로Tc에 해 내성을 가지는 많은 종
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류의 내성균이 발생하게 되었다. 특히 Hekton 등

(1995)은 oxytetracycline (OTC), oxolinic acid

(OA)등의 약품이 180~230일이 지난 후에도 해

양 저질에 잔류함을 확인하여 저질내 높은 내성

균의 분포 가능성을 제시 하 지만 우리나라의

경우 아직 체계적인 연구가 미흡한 실정이다. 더

구나 세계적으로 해양 환경과 해산어에서의 분

리되는 세균의 OTC 내성 빈도에 관한 연구보다

는 (Ervik et al., 1994; Kerry et al., 1994; Schmit et

al., 2000), 오히려 담수어에 한 것이 비교적 자

세하게 이루어지고 있는 실정이다 (McPhearson

et al., 1991; Spanggard et al., 1993; Vaughan et al.,

1996). 

Chopra 등 (2001)은 다양한 종류의 tet gene 중

담수어 및 해산어에 발생되어 큰 피해를 주고

있는 그람 음성균에는 energy-dependent efflux

내성 기작에 관련된 tet (A), (B), (C), (D), (E) 그

리고 (G)등이 많이 분포한다고 보고하 다. 그러

나 이전의 tet gene 검출에 관한 여러 연구에서는

tet probes를 제작하여 hybridization으로 내성 유

전자의 종류를 확인하는 방법이 보고되었지만

(Depaola et al., 1988; Marshall et al., 1983; Lee et

al., 1993), 이러한 방법은 실험 과정이 복잡하며

시간이 많이 소비된다는 단점이 있었다. 최근 본

연구실에서는 우리 나라에서 분리된 Edward-

siella tarda (E. tarda) 에서 나타나는 tet gene 이용

과 분포에 해 연구 결과를 보고하 다 (Jun et

al., 2004). 그러나 많은 약제 투여의 가능성이 있

는 우리나라 양식장 주변에서 발견되는 다양한

종의 Tc 내성 미생물총에서는 어떠한 tet gene이

분포하고 있는지에 한 분석은 아직 이루어 지

지 않았다. 

본 연구에서는 다양한 tet gene 에 한 하나의

공통된 sense primer와 각각의 tet gene에 specific

primers를 제작한 후 single PCR과 multiplex

PCR을 이용하여 그 감도 분석과 실질적인 현장

의 내성균 특성을 분석 하고자 하 다. 그 한 단

계로서 다양한 tet (A), (B), (C), (D), (E) 그리고

(G) 총 6종의 tet gene으로부터 각각 유사한 길이

만큼의 부분 DNA를 plasmid에 cloning한 후 이

를 templates로 사용하여, multiplex PCR의 정확

성과 보다 넓은 응용성을 확인하 다. 또한 우리

나라 양식장의 주변 환경 속에 있는 미생물총에

서 Tc에 내성을 나타내는 내성균의 비율과 함

께, 이미 보고한 primers를 이용하여 이들 내성

균이 가지고 있는 내성 유전자 type을 구체적으

로 조사하 다. 

재료및방법

실험균주

전남 학교 수산생명의학과 병원 미생물학

연구실과 부경 학교 미생물학과 미생물 유전

학 연구실의 협조로 Escherichia coli (E. coli)

C600 R222, E. coli HB101 pPT3, E. coli C600

pJA8122, 그리고 E. coli HB101 pBR322를 분양

받아 실험의 표준 균주로 이용하 으며, E. tarda

RE1과 Aeromonas hydrophila (A. hydrophila) HA

균주는 아래에 기술된 방법으로 tet gene을

cloning하여 부경 해양 식량자원 개발 공동

실습관에 유전자의 염기서열에 한 분석을 의

뢰하여, 이전에 보고된 tet (A)와 (E) type과 동일

한지를 확인한 후 표준균주로 이용하 다. 

시료의채취

해양 환경에서의 내성분포 조사를 위해 2003

년 5월 남해안 일 의 해상가두리 양식장 4곳으

로부터 양어장 주변의 표층해수, net의 부착물,

바닥 표면으로부터 10 ㎝ 밑의 저질을 각각 취

한 후 각 samples를 pool로 하여 시료로 사용하

다. 이때 양식장 4곳 중 2곳은 약 10일전 OTC

를 질병 예방을 위하여 투여한 바 있고 또 다른

2곳은 최근 2달간 항생제를 사용한 기록이 없었

다. 각 2곳의 양식장에서 체중 50 ± 12 g의 조피

볼락 (Sebastes schlegeli) 4마리의 장내 물질을

각각 취한 후 각 samples를 pool로 하여 시료로

사용하 다. 
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내성균분리

해수, 저질, net의 부착물은 0.15 M phosphate

buffered saline (PBS, pH 7.2) 완충용액으로 10배

씩 단계 희석한 후 희석액 10 ㎖을 0.45 ㎛ (pore

size) membrane filter에 통과시켜, filter에 고정된

세균을 1% NaCl 첨가 TSA배지 (STSA)와 OTC

(10 ㎍/㎖)이 첨가된 STSA배지의 표면과 부착되

도록 하 다. 이 agar plate를 25℃에서 24시간

배양한 후 각각의 plate에서 자란 colony수를 확

인하여 내성 빈도를 백분율로 계산하 다. 조피

볼락은 해부하여 장을 분리한 후 중장 0.5 g을 5

㎖의 0.15 M PBS 완충용액에 현탁시켜 분쇄하

다. 내성 빈도에 관한 조사는 위와 동일한 방법

으로 이행되었다. 

세균의동정

OTC 10 ㎍/㎖이 첨가된 배지에서 각기 다른

시료로부터 나타난 colony를 무작위로 취하여

다시 순수 분리한 후 colony의 형태적 특성과

Gram 염색, 그리고 TCBS, CC, GSP 3종의 선택

배지에서의 증식여부를 확인 한 후 API 20E kit

와 API 20NE kit (BioMerieux sa, France)로 최종

동정하 다. 

Primer 제작과 cloning 

각기 다른 tet gene을 target으로 하여 PCR 을

실시 하 을 때 Tc 내성 표준균주로부터 모두

유사한 크기의 amplicon이 생성될 수 있도록 각

tet gene에 특이적인 primers를 MACAW program

(Version 2.0.5, National Center for Biotechnology
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Table 1. Primers used in this study 

Origin of the prototype Oligo 
Primer Product

Gene
tet gene name

Primer sequence (5℃ to 3℃) Position size

(bp) (bp)

tet(A)

tet(B)

tet(C)

tet(D)

tet(E)

tet(G)

RE1 from E. tarda

R222 from E. coli

pBR322 from E. coli

pPT3 from E. coli

HA from A. hydrophila

pJA8122 from E. coli

TAF

TAR1

TAR2

TBF

TBR1

TBR2

TCF

TCR1

TCR2

TDF

TDR1

TDR2

TER

TER1

TER2

TGF

TGR1

TGR2

AATTCTGAGCACTGTCGCG

ACAGCCCGTCAGGAAATT

AATGCAGAATGCCAAATG

GACAAAGATCGCATTGGTA

TGAAAGCAAACGGCCTAA

CCATCATGCTATTCCATCC

TATCGTCCATTCCGACAGC

CGTGCAAGATTCCGAATA

AACGTTTGGTGGCGGGA

ATATCTCCCGGAAGCGGAT

CCAGAGGTTTAAGCAGTGT

GACAGTGGCCGGGATCTG

CGCACTGTGATGATGGCA

ATGTGTCCTGGATTCCT

AGCAAGTCCTTGAAACAG

GCTTGTGCCAGCAGAGCAG

ATGCCAACACCCCCGGCG

CTTGTTACTGCTGACATT

27~45

534~517

778~760

12~30

318~301

736~718

102~120

778~761

820~804

96~114

631~613

685~667

7~24

393~377

795~778

96~114

950~933

990~973

387

752

171

725

631

719

484

590

246

789

803

895
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Information, National Institues of Health, Bethesda,

MD, USA)에서의 tet gene alignment 로부터 제작

하 다. 생성되는 amplicons의 예상 크기와

primers (TAR2, TBR2, TCR2, TDR2, TER2,

TGR2) 의 각 tet gene에서의 위치는 Table 1에

기술하 다. 각 tet gene template로부터 생성된

amplicon은 Prep-A-Gene DNA purification kit

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)를 사

용하여 정제하 으며, 정제한 DNA는 TOPO-TA

Cloning Kit (Invitrogen Co., Carlsbad, CA, USA)

를 이용하여 pUC18에 cloning 시켰다. Alkaline

lysis (Kado and Liu, 1981) 법을 사용하여 plasmid

분리한 후 TOPO-TA cloning시 생성되어지는

EcoR Ⅰ site를 이용하여 절단하여 보았을 때

cloning된 amplicon은 기 한 크기의 DNA frag-

ment 임을 확인하 고 (Fig. 1), 본 연구에 사용된

tet gene은 특이 primers로써 (Table 1) tet gene의

type도 확인하 다. 

PCR과 Multiplex PCR 

6종의 tet genes을 cloning한 각 plasmid는 E.

coli HB101에 transformation을 시킨 후 (김,

1993), alkaline lysis법을 사용하여 분리하 고,

Tc 내성 isolates의 total nucleic acid 분리는 Chen

과 Kuo (1993) 방법에 따랐다. 분리된 각각의

plasmids는 하나의 pool로 혼합하여 각 tet gene

을 함유한 plasmid의 농도가 0.5㎍/㎖ 이 되게

하 다. 준비된 plasmids pool과 total nucleic acid

는 일반 PCR 또는 multiplex PCR의 template로

사용하 다. tet gene의 확인을 위한 일반 PCR과

정은 Yoo 등 (2003)의 방법에 따라 시행하 다.

Multiplex PCR에서는 6종의 tet gene 각각에 spe-

cific한 6개의 antisense primers (TAR1, TBR1,

TCR1, TDR1, TER1, TGR1) 와 6종의 tet gene에

서 나타나는 하나의 conserved 부위인 TETF (5’-

GCGCTNTATGCGTTGATGCA-3’, tet (A)의 위

치상으로 148~168)을 sense primer를 혼합하여

사용하 으며, amplification cycle은 PCR과 동일

하게 하 다. PCR 생성물은 0.5㎍/㎖ EtBr (ethid-

ium bromide)이 첨가된 1% agarose gel 상에서

0.5×TAE buffer (40 mM Tris-acetate, 1 mM ED-

TA)를 이용하여 전기 동을 실시한 후, UV (ul-

traviolet)하에서 나타나는 bands를 관찰하여 증

폭 여부를 확인하 다. 

tet gene type의분포조사

OTC가 첨가된 배지에서 자란 colony를

50~100개정도 취하여 TSB에 접종하고 25℃에

서 18~24시간 배양한 후 total nucleic acid를 분

리하여 여러 특이적인 primer를 이용해 일반

PCR과 multiplex PCR을 위한 template로 이용하

다. PCR 산물은 0.5㎍/㎖ EtBr이 첨가된 1%

agarose gel로 TAE buffer에서 전기 동을 실시

한 후 tet gene의 종류를 확인하 다. 

결 과

Multiplex PCR의활용

Host cell 내에서 cloning 된 tet gene 를 함유한

각각의 plasmid가 동일한 copy수를 갖게 해주기

위하여 각 tet gene template로부터 모두 유사한

크기의 amplicon이 생성 될 수 있는 primer

(TAR2-TGR2) (Table 1)를 이용하여 PCR을 실시

하 고 각각의 생성된 amplicon을 pUC18에

전려진∙정준범∙김재훈∙이창훈∙김은희∙정현도

Fig. 1. Agarose gel electrophoresis the cloned tet genes in
pUC18 plasmid cut with EcoR Ⅰ. Lane 1, E. tarda RE1 tet
(A); lane 2, E. coli C600 tet (B); lane 3, E. coli HB101
pBR322 tet (C); lane 4, E. coli HB101 pPT3 tet (D); lane 5,
A. hydrophila HA tet (E); lane 6, E. coli C600 pJA8122 tet
(G); M, 100 bp DNA ladder. 
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cloning 하 다 (Fig. 1).

제작한 각기 다른 tet gene 을 함유한 6종의

plasmid는 transformants로부터 분리 한 후 pool

로 하여 사용 하 다. 그리고 6종의 tet gene들이

갖는 conserved region으로부터 제작된 TETF와

각각의 tet gene에 특이적인 primers (TAR1,

TBR1, TCR1, TDR1, TER1, TGR1)중 하나를 취

하여 한 set의 primer를 이용하여 각 tet gene에

특이적인 일반 PCR을 실시한 결과, amplicon의

크기가 tet gene의 type에 따라 명확히 구별되는,

tet (A) (387 bp), tet (B) (171 bp), tet (C) (631 bp),

tet (D) (484 bp), tet (E) (246 bp) 그리고 tet (G)

(803 bp)인 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 2). 분리

된 plasmid를 template로 하여 multi-template에

한 multi-primer의 실험, 즉 6종의 template와 6

종의 primer를 사용하여 최 의 분별력, 즉 6개

의 각기 다른 길이를 가지는 amplicon을 얻고자

하 다. 그 결과 가장 유사한 DNA homology를

갖는 3개의 template를 혼합한 경우부터 6개 전

부의 template를 혼합한 경우까지 모든 경우에

서 뚜렷한 특이적 band를 확인할 수 있어 본

multiplex PCR의 정확성과 분별력 그리고 활용

성의 가치를 plasmid를 template로 사용하여 보

다 명확하게 확인할 수 있었다 (Fig. 3). 

양식장 주변 해양 미생물에서의Tc내성균 비율 분석

과분리균의동정

우리 나라 천해양식장 주변의 테트라사이클린 내성균에서 나타나는 tet genes의 분포

Table 2. Proportion of OTC resistant bacteria in marine aquatic environment of Korea

Samples
% of OTC resistant Numbers of % of each tet gene

isolates isolates tet (B)   tet (C)

Seawater of farm

Sediment

Net

Intestine of rockfish (a)

Intestine of rockfish (b)

6.7

24.4

30.7

2.83

0.25

50

25

25

25

50

80     20

96      4

100      0

100      0

92      8 

* Rockfish (a) : OTC treatment before 1 week of sampling
* Rockfish (b) : no antibiotics treatment before 3 months of sampling

Fig. 2. Agarose gel electrophoresis of the PCR products
from cloned tet genes in pUC18 plasmid with a single set of
tet gene primer. Lane 1, tet (A); lane 2, tet (B); lane 3, tet
(C); lane 4, tet (D); lane 5, tet (E); lane 6, tet (G); M, 100 bp
DNA ladder.

1000  bp
500  bp

100  bp

Fig. 3. Agarose gel electrophoresis of amplicons generated
by multiplex PCR with mixed primer sets to mixture of
each different pUC18 plasmids carrying different tet gene.
Lane 1, tet (B), tet (E) and tet (A); lane 2, tet (B), tet (E) and
tet (D); lane 3, tet (A), tet (D) and tet (C); lane 4, tet (A), tet
(C) and tet (G); lane 5, tet (B), tet (E), tet (A) and tet (D);
lane 6, tet (E), tet (A), tet (D) and tet (C); line 7, tet (A), tet
(D), tet (C) and tet (G); line 8, tet (B), tet (E), tet (A), tet (D)
and tet (C); line 9, tet (B), tet (E), tet (A), tet (D), tet (C) and
tet (G); M, 100 bp DNA ladder. 
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양어장 환경에서 채집된 시료를 분석한 결과,

양식장 주변 해수에서는 6.7%, 저질에서는

24.4% 그리고 net의 부착물질에서는 30.7%의

내성균 빈도를 보 다. 그리고 수산생물의 분석

에서, 먼저 항생제를 투여하지 않은 양식장의

조피볼락에서 나타나는 장내 세균에서의 내성

균 빈도는 0.25% 으나 항생제를 투여한양식

장의 조피볼락에서 나타나는 장내 세균에서의

내성균 빈도는 2.83%로 나타나 항생제의 사용

과 어류의 장내 세균에서 나타나는 내성균의 빈

도는 접한 상관 관계가 있음을 보여주었다

(Table 2).

Tc 내성균이함유한 tet gene type의분포조사

각기 다른 시료로부터 분리된 내성균으로부터

total nucleic acid를 분리한 후 이를 template로

이용해 multiplex PCR을 실시함으로써 각 시료

로부터 나타난 Tc내성균은 어떠한 type의 tet

gene을 이용하고 있는지를 분석하 다. 흥미롭

게도 모든 시료에서 나타난 Tc내성균 부분은

tetracycline resistant determinant로 tet (B)를 이용

하고 있는 것을 확인할 수 있었다. 이러한 제한

된 tet gene 이용은 다양한 species의 Tc 내성 해

양세균 모두에서 공통적인 것으로 나타났다. 그

러므로 양식장 주변의 Tc내성 해양 미생물은 tet

(B)와 (C), 두 종류의 내성 유전자를 편중되게

이용하고 있음을 알 수 있었다 (Fig. 4). 

고 찰

양식 산업에서 E. tarda, Vibrio sp., Aeromonas

hydrophila, Pasteurella piscicida, Streptococcus sp.

등 세균성 질병으로 인한 경제적 손실은 심각하

며, 처 방법은 주로 항생제에 의존하는 것이

현 실정이다. 하지만 항생제의 남용 및 오용으로

인한 약제의 잔류문제, 세균의 내성증가, 다른

세균으로의 내성전이, 다제 내성의 획득으로 질

병 치료에 어려움을 겪고 있다. 

우리 나라에서는 E. tarda의 어류 병원성 세균

에서의 약제감수성에 관하여서는 몇몇 보고가

되어 있지만 (최와 김, 1994; 최 등., 1996), 우리

나라 양식장의 주변 환경 속에 있는 다양한 종

의 미생물에서 나타나는 Tc 내성균의 분포는 어

느 정도인지, 그리고 나아가서는 내성균이 갖는

내성 유전자 type은 여러 종류의 tet gene type중

에서 어떠한 것인지는 분석되어져 있지 않다. 

본 연구에서는 각각의 tet gene으로부터 유사

한 크기의 PCR product를 생성할 수 있는 특이

적인 primers를 제작한 후 각 tet gene의 표준 균

주로부터 분리한 total nucleic acid를 template로

하여 PCR을 실시하고, 생성된 amplicon을

TOPO TA vector에 cloning시켜 E. coli HB101

host cell 에 transformation을 실시하여 plasmid를

분리하 다. 이렇게 분리된 plasmid들은 각 tet

gene에 하여 동일한 tet gene의 copy 수와 동일

한 host cell 물질의 향에 있는 template로서의

역할을 할 수 있게 하 다. 그 결과 tet (A), (B),

(C), (D), (E), 그리고 (G) 6종의 다른 tet gene을

함유하고 있는 plasmids를 혼합한 multi tem-

plates를 이용한 multiplex PCR에서는 tet gene 6

개 모두에 한 PCR 생성물을 얻어, 전기 동

후 6개의 뚜렷한 band가 하나의 lane에서 나타

나는 것을 확인하 다 (Fig. 3). 그러므로 본 mul-

tiplex PCR은 또 다른 연구 분야에서 보다 광범

위한 응용력을 나타낼 수 있을 것이므로 보다

다양한 측면에서 그 잠재력을 분석하는 것도 매

전려진∙정준범∙김재훈∙이창훈∙김은희∙정현도

Fig. 4. Agarose gel electrophoresis of amplicons generated
by multiplex PCR from the nucleic acids of oxytetracycline
resistance bacterias in marine aquatic environment. Lane 1,
2, tet (B); lane 3, tet (C); lane 4, 5, tet (B); lane 6, tet (C);
lane 7~12, tet (B); M, 100 bp DNA ladder.
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우 중요한 일일 것이다. 

그러나 tet (A), (B), (C), (D), (E), 그리고 (G)를

가진 각각의 표준 균주로부터 분리한 total nu-

cleic acid를 혼합하여 하나의 pool로 한 후 mul-

tiplex PCR의 template로 이용하 을 때, tet gene

의 type 또는 chromosome/plasmid 등의 location

에 따른 내성 유전자의 copy수 차이 때문인지는

명확하지 않지만 동일한 양의 total nucleic acid

를 사용한 각각의 tet gene에 해, 증폭된 PCR

생성물이 양적 차이를 보여 3개의 templates를

혼합한 경우까지는 정확한 3종류의 PCR생성물

을 얻을 수 있었으나 4개의 templates를 혼합한

경우부터는 혼합된 tet gene 의 종류에 따라 차이

를 보 다 (data not shown). 물론 Depaola 등

(1993)과 Lee 등 (1993)은 하나의 내성균에서 3

개 이상의 tet gene이 나타난 경우가 없었다고

보고하 으므로, total nucleic acid를 이용하여 한

종의 세균이 가지는 tet gene type 을 결정하는데

본 연구에서 개발한 multiplex PCR방법을 실시

하여도 충분한 여력이 있을 것이다. 그리고 이러

한 multiplex PCR방법은 여러 번 PCR을 수행하

지 않아도 되고 hybridization과 같은 복잡한 과

정을 거치지 않아도 되므로 시간적, 경제적 손실

을 줄일 수 있는 장점이 있다.

양식장 주변의 해양환경에서 채집된 다양한

시료를 분석한 결과, net의 부착물질 (30.7%)과

저질 (24.4%)에서 가장 높은 TC 내성균의 분포

를 보여 주었으며, 해수에서는 그 빈도가 비교적

낮게 나타났다. 그리고 예측할 수 있었지만 항생

제를 투여한 조피볼락의 장내 세균에서의 내성

균 빈도는 2.83%, 항생제를 투여하지 않은 조피

볼락은 0.25%의 내성균 빈도를 보여 항생제를

투여한 어류가 항생제를 투여하지 않은 어류에

비하여 높게 나타났다. Kerry 등 (1995)의 조사에

서도 저질에서의 OTC에 한 내성 비율이 26

± 8.7%로 나타나 본 실험 결과와 유사함을 확

인할 수 있었으며, 해양 환경의 경우 해수에 존

재하는 이가 양이온이 항생제와 불활성 복합체

를 형성하여 저질 등에 축척된다는 보고와도 일

치함을 확인할 수 있었다 (Pusell et al. 1996). 그

리고, 저질과 net의 부착물질에서 조사된 내성균

의 빈도가 24.4%, 30.7%로 각각 높게 나타났다

는 것은 이러한 양식장 주변의 환경이 내성균의

reservoir 역할을 충분히 할 수 있을 것이라 추정

되어졌다. 물론 이러한 결과는 환경 속에 있는

세균의 종류에 따라서 차이가 날 수 있으므로

서로 직접적으로 그 비율을 비교하기는 어려울

수도 있다. 

이런 측면에서 본 연구에서 분석한 세균의

species를 API20E와 20NE를 사용하여 조사한

결과 그 종류가 Vibrio sp. 가 60-70% 이상을 차

지 하 고 Enterobacter sp.와 Shewanella sp.가

20-30% 그리고 A. hydrophila 가 약 4-20%인 것

으로 나타났으나 그 동정의 정확도는 매우 제한

적이라고 밖에 할 수 없을 것으로 추정된다 (da-

ta not shown). 또한 시료간의 뚜렷한 세균총의

경향의 차이는 나타나지 않았다. 그러나 이 Tc

내성 균들이 이용되고 있는 tet gene의 type은 tet

(B)와 tet (C) 두개의 유전자만으로 나타나 상당

한 의미를 부여할 수는 있으리라고 추정하고 있

다. 그것은 아마 Vibrio sp. 가 tet (B) 유전자를

dominant한 type으로 사용되는 것과 연관이 있

으리라고 추정 된다 (Kim et al., 2007). 그리고 흥

미 있는 것은 해수와 장내세균에서 낮은 비율로

발견 되었지만 A. hydrophila균은 모두 tet (C)를

이용하고 있는 것을 알 수 있었다. 비록 Ander-

sen 등 (1994)은 해양 저질에서 분리된 내성균

중 그람 음성균에 존재하는 tet gene을 조사해본

결과, tet (A), (B), (C), (D) 그리고 (E) 등의 다양한

분포를 보 다고 보고하 지만 본 실험에서는

tet (B), (C)만을 확인할 수 있어 차이를 보 는데

그것은 오염지역의 부두 저질만을 분석한 결과

와 양식장 주변의 시료를 상으로 한 본 연구

와의 차이에서 나타난 것이거나 분리된 균의

species가 제한적이었다는 것에서 유래 하 을

수도 있다. 

비록 본 연구에서는 Gram 음성균에서 주로

나타나는 6종의 tet gene type에 한 분석만을

우리 나라 천해양식장 주변의 테트라사이클린 내성균에서 나타나는 tet genes의 분포
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실시하 지만 향후에는 보다 다양한 시기에 다

양한 양식장 주위 환경으로부터 분리된 해양 세

균에 한 비교분석까지 이루어져야 할 것이며,

나아가서는 32종 이상으로 알려져 있는 다양한

tet gene type 모두에 한 분석이 이루어져 한 종

의 해양 세균에 나타날 수 있는 여러 type의 tet

gene까지도 분석되어져야 할 것이다. 

요 약

각각의 6종 tet gene을 유사한 크기의 DNA로

cloning한 후 plasmids를 이용하여 multipex PCR

을 실시하여 6개의 template를 혼합한 경우까지

모든 경우에서 뚜렷한 특이적 band를 확인할 수

있어 본 방법의 정확성과 분별력 그리고 활용성

의 가치를 보다 명확하게 확인할 수 있었다. 확

립된 본 기법을 이용하여 양어장 환경에서 채집

된 세균총을 분석한 결과, 양식장 주변 해수에서

는 6.7%, 저질에서는 24.4% 그리고 net의 부착물

질에서는 30.7%의 내성균 빈도를 보 으며, 항

생제를 투여한 조피볼락의 장내 세균에서의 내

성균 빈도는 2.83%, 항생제를 투여하지 않은 조

피볼락은 0.25%의 내성균 빈도를 보여 항생제

를 투여한 어류가 항생제를 투여하지 않은 어류

에 비하여 높게 나타났다. 분리된 내성균에는 tet

(B), tet (C)만을확인할 수 있어 부분이 두 종

류의 내성 유전자에 편중되게 나타남을 알 수

있었다. 
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