
Abstract

BACKGROUND: Although antibiotics have contributed 

to treatment of bacterial infection, the antibiotic abuse can 

lead to antibiotic resistant bacteria. Impact of human ac-

tivities on distribution of antibiotic resistance has been in-

tensively issued and occurrence of antibiotic resistant 

bacteria in contaminated environments would not be a 

surprise. Nonetheless, anthropogenic contamination with 

the dissemination of antibiotic resistance along uncon-

taminated environments has been less considered. The 

aim of this study is to investigate antibiotic resistant bac-

teria across Ulleungdo, known as antibiotic resistance free 

and anthropogenic pollution free environment in Rep. of 

Korea.

METHODS AND RESULTS: Antibiotic resistant bac-

teria in coastal seawater of Ulleungdo were investigated in 

July 2021. Antibiotic susceptibility test using the disk dif-

fusion method was applied with six drugs according to the 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guide- 

line. Total 43 bacterial isolates were tested and 20 isolates 

among of them showed multidrug resistance. Particularly, 

the number and ratio of resistant bacteria were relatively 

high in a densely populated area of Ulleungdo. The bacte-

rial communities were investigated using 16S rRNA gene 

metabarcoding approach in the coastal seawater and soils 

of Ulleungdo. In the bacterial communities, Firmicutes 

were selectively distributed only in seawater, suggesting 

the possibility of anthropogenic contamination in coastal 

seawater of Ulleungdo. 

CONCLUSION(S): We found antibiotic resistant bac-

teria in a populated area of Ulleungdo. The occurrence of 

antibiotic resistant bacteria in Ulleungdo seems to result 

from the recent anthropogenic impact. Consistent mon-

itoring of antibiotic resistant bacteria in the uncontami- 

nated environment needs to considered for future risk as-

sessment of antibiotics.

Key words: Antibiotic resistant bacteria, East Sea, eDNA, 

Metabarcoding, Microbial communities

서 론

지난 세기 Penicillin의 등장 이후, 인류는 감염성 미생물

로 인한 질병의 위협에서 벗어났지만, 과도한 항생제의 사용으

로 항생제 내성(Antibiotic Resistance, AR)의 위협에 직면하

게 되었다[1]. 항생제는 의학, 농업, 수산업 등 다양한 산업분

야에서 사용되고 있으며, 사용된 항생제의 대부분이 오폐수 관

로를 따라 도시하수처리장으로 유입되어 정수과정을 거치게 

된다. 하지만 정수처리 과정에서 분해되지 않은 항생제들이 여

전히 존재하며[2-4], 이러한 잔류 항생제들은 하천으로 배출되
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어 최종적으로 도시 하천과 연안의 생태계에 항생제 내성을 

유발하게 된다[5]. 항생제 내성 유전자(Antibiotics Resistance 

Gene, ARG)는 다른 미생물들 사이에서 수평적으로 전이가 

되며[6, 7], 이 과정에서 병원성 미생물들이 항생제 내성을 획

득하게 되는 결과를 초래하게 된다. 지속적으로 증가하는 항생

제 내성 문제로 인하여, 인류는 2050년경 즈음에는 전 세계적

으로 연간 1,000만 명 이상이 항생제 내성으로 사망할 것이라 

예상된다[8]. 국내의 경우, 2019년 기준 항생제 사용량이 26.1 

DDD(Defined Daily Dose)로 보고된 바 있으며, 이는 경제

협력개발기구(OECD) 국가들 중 3번 째로 높은 것으로 평가

된다.

늘어나는 인구와 함께 육류와 수산물의 소비량 역시 지속

적으로 증가하고 있으며[9], 증가한 소비를 지탱하기 위해 축

산업과 수산업의 규모도 커지고 있다. 축사와 수산 양식장에서 

병원성 미생물의 감염을 예방하고 통제하기 위하여 항생제의 

사용이 불가피하기에 항생제의 사용량은 앞으로도 증가할 것

으로 판단된다[10, 11]. 최근 항생제 남용으로 인한 내성 전파

의 양상이 해저 심해와 극지와 같은 청정지역으로 확대되고 

있다는 우려가 있으며[12, 13], 이는 바야흐로 항생제와 내성 

발생이 인류 활동의 지표로 간주할 수 있음을 시사한다. 항생

제 남용으로 인한 내성균들의 출현과 환경으로의 확산에 대한 

우려 속에서 국내에서는 제2차 국가 항생제 내성관리대책을 

수립하였으며, 이에 따르면 항생제의 사용량 조절과 내성균 확

산 방지 및 내성 출현의 감시체계 강화를 위해 주기적으로 항

생제 내성을 모니터링 할 필요가 있다.

울릉도는 동해에 위치한 화산섬으로, 독특한 자연경관과 독

도에 대한 사회적 관심으로 사람들에게 주목받고 있다. 이에 

따라 연간 울릉도의 방문객 수는 지속적으로 증가하고 있으며, 

울릉군 관광문화체육과의 조사에 의하면 2022년 한 해에만 

40만명 이상이 울릉도를 방문하였다. 최근 울릉도는 늘어난 

방문객들을 수용하기 위하여 숙박시설을 확충하고, 항만과 공

항을 신설하는 등 관광개발사업들을 진행하고 있다. 울릉도내 

인간 활동 증가는 울릉도 청정 환경에 대한 오폐수 유출량을 

증가시키고, 이로 인한 수질오염과 항생제 내성 출현의 주요 

원인으로 작용할 수 있다[14]. 따라서, 울릉도의 유동인구 증

가로 인한 연안 수질오염과 항생제 내성 관리 및 감시가 필요

한 상황이다.

본 연구에서는 국내 청정지역으로 알려진 울릉도를 대상으

로 인간활동으로 인한 항생제 내성균의 출현 가능성을 조사

하고자 한다. 이를 위해 울릉도의 연안에서 해수를 채집한 뒤, 

미생물을 배양 및 동정하여 항생제 감수성 실험을 수행하였으

며, 울릉도의 해수 및 토양에서 환경유전체(eDNA)를 추출하

여 메타바코딩 기반의 미생물 군집 특성을 조사하였다.

재료 및 방법

시료 채집 및 전처리

2021년 7월 울릉도 연안 8개 지역에서 해수(U1-U8)를 각

각 4 L씩 채집하였으며, 동시에 수질 측정기(YSI5908, YSI 

Inc., USA)를 이용하여 수온(Temp.), 염분도(Salinity), 그리

고 용존산소(DO)를 측정하였다. 해수는 냉장(4℃) 상태에서 

실험실로 운반하였다. 토양시료(U9-U13)는 해수를 채집한 인

근의 2곳과 울릉도 중심부 3곳에서 표층 5-10 cm 아래의 토

양을 채집한 후 냉동(-20℃) 보관하였다. 본 연구에서 채집한 

시료 및 울릉도 지역의 정보는 Fig. 1과 Table 1에 제시하였

다. 해수는 현장에서 50 mL를 덜어낸 뒤, 한국해양과학기술원 

동해연구소의 영양염 자동분석기(QuAAtro, Seal Analytical, 

Germany)를 사용하여 규산염(SiO2), 인산염(PO4), (아)질산염

(NO2+NO3) 및 암모니아(NH4)를 분석하였다. 이 외, eDNA 

추출을 목적으로 0.2 μm의 pore size를 가진 여과지(GSW 

P04700, Merck Millipore Ltd.)를 사용하여 해수 2 L를 필

터한 뒤, 여과지를 냉동(-20℃) 보관하였다.

Source Site GPS
Area

(population*)

Seawater

U1 37°29'35"N 130°54'44"E

A(6,418)U2 37°28'55"N 130°54'31"E

U3 37°27'38"N 130°52'37"E

U4 37°27'49"N 130°52'41"E

B(1,361)U5 37°28'41"N 130°48'32"E

U6 37°31'37"N 130°49'37"E

U7 37°31'35"N 130°49'31"E
C(1,303)

U8 37°32'25"N 130°52'21"E

Soil

U9 37°28'53"N 130°54'32"E A

U10 37°30'38"N 130°47'58"E B

U11 37°31'14"N 130°52'14"E

CU12 37°31'12"N 130°52'17"E

U13 37°31'14"N 130°52'30"E

*Population: peoples lived in certain area.

Table 1. Information of sampling sites in Ulleungdo

Fig. 1. Map of sampling sites in Ulleungdo. Details are 
described in Table 1.
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미생물 분리 및 동정

해수 시료는 채집한 즉시 미생물 배양을 수행하였다. 8개의 

해수 시료와 PBS 용액을 각각 1:9의 비율로 섞은 뒤, 연속 희

석을 통해 까지 희석하여 희석액 100 μl를 Marine Broth 

(Kisan Bio Co., Ltd., Korea)의 고체배지에 접종한 뒤 25℃

에서 24시간 배양하였다. 이후 각 시료의 배지에서 미생물 단

일집락(single colony)의 색상과 크기를 육안으로 선별하여 

시료당 12개씩 분리한 뒤, Marine Broth 고체배지에 다시 2

차례 계대배양을 시도하여 단일집락을 확보하였다.  8개 해수 

시료에서 Marine Broth의 고체배지로 배양한 96개의 단일집

락 미생물들은 Mueller-Hinton(Kisan Bio Co., Ltd., Korea)

의 고체배지에 다시 배양을 하여 집락을 형성한 43개의 균주

들로 항생제 내성 실험을 수행하였다.

최초 Marine Broth의 고체배지에서 배양한 96개의 단일

집락 미생물들은 Genomic DNA extraction kit(Bioneer 

Co., Korea)를 사용하여 gDNA를 추출하였고, 추출한 gDNA

를 주형으로 하여 bacterial 16s rRNA gene의 universal 

primer set(27F: AGAGTTTGATCMTGGCTCAG; 1492R: 

TACGGYTACCTTGTTACGACTT)을 사용하여 PCR을 진

행하였다. PCR 반응은 Solg™ 2X Taq PCR Pre-Mix 

(SolGent Co., Ltd. Korea)를 사용하여 denaturation 95℃

에서 20초, annealing 55℃에서 40초, extension 72℃에서 

1분의 조건에서 30 cycle을 수행하였다. Bacterial 16s rRNA 

gene의 PCR 산물은 Genomic Gel purification kit 

(Bioneer Co. Korea)를 사용하여 정제 한 뒤, 1% agarose 

gel 전기영동으로 1.4kb를 확인하였다. 정제한 bacterial 16s 

rRNA gene들은 마크로젠(Korea)에 의뢰하여 염기서열 분석

을 수행하였다. 염기서열 정보는 NCBI의 BLASTN(blast. 

ncbi.nlm.nih.gov) 분석을 통해, 97% 이상의 염기서열 유사

성으로 미생물을 동정하였다.

항생제 감수성 평가

Mueller-Hinton 고체배지에 분리한 43개의 균주들은 Clin- 

ical and Laboratory Standards Institute(CLSI, M100)의 

프로토콜에 근거하여 디스크 확산법을 이용한 항생제 감수성 

평가를 수행하였다. 먼저, 멸균된 면봉을 이용하여 균주를 

Mueller-Hinton 고체 배지에 도말 한 뒤, 배양액이 흡수되도

록 5분간 대기하였다. 이후 수산양식에서 빈번하게 사용하는 

6종의 항생제 디스크(Chloramphenicol(CHL): 30 μg; Tri- 

methoprim-sulfamethoxazole(TRI/SUL): 25 μg; Amoxi- 

cillin(AMX): 10 μg; Streptomycin(STR):25 μg; Tetracy- 

cline(TET): 30 μg; Erythromycin(ERY): 15 μg)를 사전에 

균주를 도말한 배지 위에 부착하여 35℃에서 18시간 동안 배

양시킨 뒤, 항생제 디스크 주변 환의 크기를 AntibiogramJ 

(v1.0)([15]) 프로그램을 이용하여 측정하였다. 항생제 감수성 

시험의 유효성을 확인하기 위해 표준 균주로 Enterococcus 

faecalis(KCTC3206)와 Escherichia coli(KCTC2441)를 이

용하여 각각 그람양성균과 그람음성균에 대한 항생제 내성평

가를 수행하였고, 6개 항생제 중 3개 이상의 항생제에 동시에 

내성을 나타낸 경우 다제내성을 가지는 균주로 분류하였다.

eDNA의 메타바코딩 분석

해수를 필터한 여과지(U1-U8)와 토양 시료(U9-U13)에서 

eDNA를 추출하기 위해 DNeasy PowerWater Kit(QIAGEN)

와 DNeasy PowerSoil Pro Kit(QIAGEN)를 각각 사용하였

다. 추출한 eDNA는 메타바코딩 기반의 미생물 군집분석을 목

적으로, Illumina 16S Metagenomic Sequencing Library 

Preparation protocol에 따라 Library를 제작하였다. 먼저, 

Bakt 341F/Bakt 805R primer set[16]을 사용하여 eDNA

내 16S rRNA gene의 V3-V4 영역을 증폭하는 Amplicon 

PCR을 수행하였다. Amplicon PCR의 구성은 2X KAPA 

HiFi Hotstart ready mix(Roche, Switzerland)를 12.5 μL, 

Bakt 341F와 Bakt 805R primer를 각 2.5 μL, D.W를 5 μL, 

그리고 eDNA를 2.5 μL를 첨가하여 진행하였다. Amplicon 

PCR의 반응 조건은 denaturation(95℃에서 30초), anneal- 

ing(55℃에서 30초), extension(72℃에서 30초) 과정을 25 

cycle로 수행하였다. 이후 Amplicon PCR의 산물을 주형

(template)으로 하여, Illumina Nextera XT Index Kit를 

사용해 Index PCR을 실시하였다. Index PCR은 Illumina 

Nextera XT Index Kit를 사용하여 진행하였다. 구성은 2X 

KAPA HiFi Hotstart read mixIndex 25 μl, Nextera XT 

Index primer set을 각 5 μL, Amplicon PCR 산물 10 μL

를 첨가하여 진행하였다. Index PCR의 산물은HIACCUBEAD 

(AccuGene, Korea)를 이용하여 정제한 뒤, 1% agarose gel 

전기영동으로 확인하였다. 이후 총 13개의 시료에 대한 Index 

PCR의 농도를 Qubit(Invitrogen Qubit 4, Thermo Fisher 

Scientifric, USA)으로 측정하여, 각각의 Index PCR 산물이 

서로 동일한 농도가 되도록 분배하여 Miseq platform 

(Illumina, USA) library를 준비한 뒤 마크로젠에 NGS(Next 

Generation Sequencing) 분석을 의뢰하였다.

NGS 자료분석 및 통계분석

NGS data는 Mothur software(version 1.44.3, https:// 

mothur.org/)의 MiSeq SOP[17]를 참고하여 분석하였다. 

NGS 데이터 분석은 1) Sequencing error/Chimera/Low 

quality sequence 제거, 2) Singleton 제거, 3) ASVs(Am- 

plicon Sequence Variants) Clustering, 4) Alpha/Beta 

diversity 계산, 그리고 5) Silva.seed_v132 데이터 베이스를 

이용한 taxonomic classification의 순서로 진행하였다. 미생

물 군집의 alpha diversity는 ASV를 기준으로 Chao1과 

ACE 수치를 계산하였으며, Beta diversity는 NMDS(Non- 

metric Multidimensional Scaling)를 이용하여 Bray-Curtis 

distance를 계산하였다. 통계 분석은 R software(v.3.5.3; 

https://www.R-project.org)를 사용하였고, R stats pack- 

age에서 ‘prcomp’ 함수를 이용하여, Principal Component 

Analysis(PCA)를 수행하였다.

결과 및 고찰

울릉도 해수의 환경 특성

울릉도 해수의 환경 특성을 분석하기 위하여, 수온(Temp.), 
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염분도(Salinity), 용존산소(DO), eDNA, 규산염(SiO2), 인산

염(PO4), (아)질산염(NO2+NO3) 및 암모니아(NH4)의 수치를 

분석한 결과(Table 2), 온도(26.5±1.0℃), 염분도(33.5±0.5 

psu), 용존산소(8.0±1.6)의 값에서는 서로 뚜렷한 차이가 관찰

되지 않았다. 하지만 영양염의 분포에서는 규산염, (아)질산염, 

인산염, 암모니아의 수치가 U2(DD)과 U8(CB)의 샘플링 지

점에서의 값이 다른 곳에 비해 두드러지게 높게 나타났다. 이

들 해수의 환경 특성 자료들을 PCA를 사용하여 분석한 결과

(Fig. 2), 상기의 U2와 U8 시료들이 다른 해수들과 특이적으

로 구분되는 양상을 확인하였다.

미생물 동정 및 항생제 감수성 평가

연안 해수에서 Marine Broth 고체배지를 사용하여 96개

의 균주를 분리하였으며, 분리된 96개 균주의 16s rRNA gene 

sequence 정보의 GenBank accession number는 Table 7

에 명시하였다. 이들은 Proteobacteria(N=87), Firmicutes 

(N=6), Bacteroidota(N=2), 그리고 Actctinobacteriota 

(N=1)로 분류되었다(Fig. 3A). 상기의 배양균주들은 Vibrio 

속이 모든 시료들에서 일정하게 분포하는 양상을 나타내었으

며(Fig. 3B), 이중 Mueller-Hinton 고체배지에서 배양이 가

Site
Temp.

(℃)
Salinity

(psu)
eDNA
(ng/μl)

DOa

(ppm)
SiO2

(ppm)
NH4

(ppm)
NO2+NO3

(ppm)
PO4

(ppm)

U1 26 33.2 11.9 8.5 13.1 3.9 0.7 3.2

U2 25.6 33.8 27.2 9.7 30.6 48.1 4.3 9.5

U3 25.7 33.9 3.07 10.9 4.7 2 0.5 1.2

U4 26 32.7 1.32 6.1 6.2 2.5 0.6 1.8

U5 25.9 33.8 2.67 7.4 3.8 1.5 0.3 0.8

U6 27.4 33 4.03 7.4 13.6 2.2 0.4 1.1

U7 28.6 33.3 4.85 6.5 2 1.3 0.3 0.3

U8 26.4 33.9 6.8 7.4 37.7 29.9 2.6 16.5
a DO: Dissolved Oxygen

Table 2. Measurement of environmental factors in seawater

Fig. 2. Statistical separation with environmental factors 
supported by principal component analysis (PCA).

Fig. 3. The number of bacterial isolated in seawater at Phylum level (A) and at Genus level (B).



Lee et al.348

능하였던 43개의 균주들은 대부분이 Vibrio(N=13)로 동정되

었다(Table 3). 상기의 43개 균주들은 41개의 그람음성균과 

2개의 그람양성균으로 분류되었으며, 그람양성균과 그람음성

균들을 대상으로 항생제 감수성 실험을 수행한 결과 7개 균주

를 제외한 36개의 균주에서 하나 이상의 항생제에 내성을 보

였다. 지역적으로 항생제 내성균의 수는 A(울릉읍; N=17) 지

역이 가장 많았으며, B(서면; N=12)와 C(북면; N=7)의 지역 

순서로 관찰되었으며, 지역적으로 배양된 균주의 항생제 내성

균의 비율도 동일한 것을 나타났다(Table 4). 내성이 관찰된 

36개 균주는 항생제 별로 STR(N=32)에서 가장 많은 내성을 

보였으며, AMX(N=11)에서 가장 적은 내성을 나타내었다

(Table 5). 3개 이상의 항생제들에 동시에 내성을 나타낸 다제

내성균의 수는 총 20개로 나타났으며, 지역적으로 A(울릉읍; 

N=9)와 B(서면; N=8)에서 C(북면; N=3)에 비해 높게 나타

났다(Table 6).

해수 및 토양 미생물 군집 분석

울릉도의 해수(U1-U8)와 토양(U9-U13)에서 채집한 13개 

시료에서 총 563,153개의 sequence를 확보하였으며, 전체 

sequence에서 Proteobacteria(38.6%)의 분포가 가장 높게 

나타났다. Proteobacteria의 분포는 해수(40.5±9.1%)와 토양

(26.0±4.8%)에서 각각 다르게 나타났으며, 이는 Bacteroidetes

Control Antibiotics
Conc.
(µg)

Zone of 
inhibition

(mm)

U1
(N=5)

U2
(N=7)

U3
(N=7)

U4
(N=2)

U5
(N=7)

U6
(N=4)

U7
(N=4)

U8
(N=7)

Total

Gram
positive

(E. faecalis)

Chloramphenicol(CHL) 30 ≤12 - - - - - - - - -

Trimethoprim-
sulfamethoxazole(TRI/SUL)

1.25/
23.75

- - - - - - - - - -

Amoxicillin(AMX) 10 ≤16 - - - - - - - - -

Streptomycin(STR) 10 - - - - - - - - - -

Tetracycline(TET) 30 ≤14 - 1 - - - - - - 1

Erythromycin(ERY) 15 ≤13 - - - - - - - - -

Gram
negative
(E. coli)

Chloramphenicol(CHL) 30 ≤12 0 1 4 1 6 0 1 1 14

Trimethoprim-
sulfamethoxazole(TRI/SUL)

1.25/
23.75

≤10 0 3 4 2 6 4 0 3 22

Amoxicillin(AMX) 10 ≤20 1 1 4 0 2 1 2 0 11

Streptomycin(STR) 10 ≤11 5 4 7 1 6 3 3 3 32

Tetracycline(TET) 30 ≤11 0 1 3 1 6 0 1 0 12

Erythromycin(ERY) 15 - 1 4 5 1 6 1 2 0 20

Table 5. Number of antibiotic resistant bacteria in seawater

Bacteria isolated(N=43) Gram staining type

Vibrio(N=13)

Gram positive(N=41)

Pseudoalteromonas(N=6)

Achromobacter(N=4)

Rheinheimera(N=4)

Alteromonas(N=3)

Halomonas(N=3)

Cobetia(N=2)

Epibacterium(N=1)

Tenacibaculum(N=1)

Enterobacter(N=1)

Pseudoalterom(N=1)

Paracoccus(N=1)

Nautella(N=1)

Bacillus(N=1)
Gram negative(N=2)

Microbacterium(N=1)

Table 3. Number of bacteria isolated on Mueller-Hinton 
agar

Area Site
Number of bacterial 
isolated on MHAa

Number 
of ARBb

ARB 
ratio(%)

A

U1 5 5

89.5U2 7 5

U3 7 7

B
U4 2 2

88.9
U5 7 6

C

U6 4 4

73.3U7 4 3

U8 7 4

Total 43 36 -
a MHA: Mueller Hinton Agar.
b ARB: Antibiotic Resistant Bacteria.

Table 4. The number of antibiotic resistant bacteria 
isolated from the seawater
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Area(N=20) Taxa(Class/Genus) CHL TRI/SUL AMX STR TET ERY

A(N=9)

Gammaproteobacteria/Rheinheimera Ra R R R Sb R

Gammaproteobacteria/Pseudoalterom R R S R R R

Gammaproteobacteria/Rheinheimera R R S R R R

Gammaproteobacteria/Achromobacter R R S R R R

Gammaproteobacteria/Achromobacter R S S R R R

Gammaproteobacteria/Achromobacter S R R R S R

Gammaproteobacteria/Enterobacter S R R R S R

Gammaproteobacteria/Pseudoalteromonas S S R R S R

Bacteroidia/Tenacibaculum S R S R S R

B(N=8)

Gammaproteobacteria/Vibrio S R R R S S

Gammaproteobacteria/Vibrio R R R R R R

Gammaproteobacteria/Vibrio R R R R R R

Gammaproteobacteria/Vibrio R R S R R R

Gammaproteobacteria/Vibrio R R S R R R

Gammaproteobacteria/Vibrio R R S R R R

Gammaproteobacteria/Vibrio R R S R R R

Gammaproteobacteria/Achromobacter R R S R R R

C(N=3)

Gammaproteobacteria/Cobetia R S S R R R

Gammaproteobacteria/Vibrio R R S R S S

Alphaproteobacteria/Epibacterium S S R R S R

a R: Resistant to antibiotic; b S: Susceptible to antibiotic.

Table 6. Profiling of antibiotic resistant bacteria in seawater

Fig. 4. The relative abundance of bacteria communities at Phylum level in environmental samples (U1-U8: Seawater; U9-U13: Soil).
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No. GenBank no.Accession Sample ID No. GenBank no.Accession Sample ID

1 OQ101820 U1-1 49 OQ101737 U5-1

2 OQ101760 U1-2 50 OQ101738 U5-2

3 OQ101761 U1-3 51 OQ101739 U5-3

4 OQ101762 U1-4 52 OQ101740 U5-4

5 OQ101763 U1-5 53 OQ101741 U5-5

6 OQ101809 U1-6 54 OQ101825 U5-6

7 OQ101810 U1-7 55 OQ101742 U5-7

8 OQ101811 U1-8 56 OQ101788 U5-8

9 OQ101821 U1-9 57 OQ101789 U5-9

10 OQ101812 U1-10 58 OQ101790 U5-10

11 OQ101819 U1-11 59 OQ101791 U5-11

12 OQ101813 U1-12 60 OQ101787 U5-12

13 OQ101749 U2-1 61 OQ101732 U6-1

14 OQ101750 U2-2 62 OQ101733 U6-2

15 OQ101822 U2-3 63 OQ101755 U6-3

16 OQ101751 U2-4 64 OQ101754 U6-4

17 OQ101769 U2-5 65 OQ101772 U6-5

18 OQ101759 U2-6 66 OQ101773 U6-6

19 OQ101770 U2-7 67 OQ101774 U6-7

20 OQ101804 U2-8 68 OQ101775 U6-8

21 OQ101805 U2-9 69 OQ101776 U6-9

22 OQ101806 U2-10 70 OQ101777 U6-10

23 OQ101807 U2-11 71 OQ101827 U6-11

24 OQ101808 U2-12 72 OQ101778 U6-12

25 OQ101744 U3-1 73 OQ101734 U7-1

26 OQ101745 U3-2 74 OQ101735 U7-2

27 OQ101746 U3-3 75 OQ101736 U7-3

28 OQ101747 U3-4 76 OQ101758 U7-4

29 OQ101748 U3-5 77 OQ101779 U7-5

30 OQ101767 U3-6 78 OQ101780 U7-6

31 OQ101768 U3-7 79 OQ101781 U7-7

32 OQ101800 U3-8 80 OQ101782 U7-8

33 OQ101801 U3-9 81 OQ101783 U7-9

34 OQ101802 U3-10 82 OQ101784 U7-10

35 OQ101823 U3-11 83 OQ101785 U7-11

36 OQ101803 U3-12 84 OQ101786 U7-12

37 OQ101743 U4-1 85 OQ101752 U8-1

38 OQ101766 U4-2 86 OQ101753 U8-2

39 OQ101792 U4-3 87 OQ101771 U8-3

40 OQ101793 U4-4 88 OQ101764 U8-4

41 OQ101824 U4-5 89 OQ101765 U8-5

42 OQ101794 U4-6 90 OQ101756 U8-6

43 OQ101795 U4-7 91 OQ101757 U8-7

44 OQ101796 U4-8 92 OQ101814 U8-8

45 OQ101826 U4-9 93 OQ101815 U8-9

46 OQ101797 U4-10 94 OQ101816 U8-10

47 OQ101798 U4-11 95 OQ101817 U8-11

48 OQ101799 U4-12 96 OQ101818 U8-12

Table 7. Gene bank accession number of 16s rRNA gene sequence
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에서도 유사하게 나타났다. 아울러, 해수에서 특이적으로 

Cyanobacteria와 Firmicutes의 분포가 관찰되었는데, 이는 

토양에는 없는 해양 시료만의 특이성으로 사료되며, 반대로 토

양시료에서만 존재하는 Acidobacteria의 분포가 이와 유사한 

현상을 나타낸다(Fig. 4). Sequence(N=563,153)를 clustering

하여 총 113,186개의 ASV를 분류하였고, 이를 이용해 미생물 

다양성(Alpha/Beta diversity)을 분석하였다. 울릉도 해수

와 토양의 alpha diversity는 Chao1과 ACE로 측정하였다. 

Chao1과 ACE 수치 모두 토양에서 해수보다 높게 나타났으

며, 이는 토양에 해수보다 더 많은 분류군이 존재함을 의미한

다(Fig. 5). 울릉도 해수와 토양 간의 beta diversity 패턴을 

확인하기 위해 NMDS 분석을 수행하였다. 울릉도 해수와 토

양 시료의 미생물 군집은 서로 뚜렷하게 구분되는 양상을 나

타내며, 해수 시료 내에서 U2와 U8은 다른 해수들과 구분되

는 것을 확인하였다(Fig. 6)

고  찰

울릉도 해수에서 96개의 배양 가능한 균주들을 확보하였고, 

이들은 대부분이 Vibrio(N=31), Pseudoalteromonas(N= 

16), 그리고 Alteromonas(N=9)와 같은 Gammaproteo- 

bacteria로 분류되었다. Gammaproteobacteria는 일반적인 

해양환경에서 쉽게 배양 가능하며[18], 실제 울릉도의 해수에

서 배양된 사례가 있다[19]. 울릉도에서 확인된 Vibrio, Pseu- 

doalteromonas, 그리고 Alteromonas와 같은 균주들은 화학 

비료나 오수의 유입과 관련된 부영양화를 지시하는 미생물로

도 알려져 있다[20]. 특히, 울릉도 해수에서 가장 많이 배양된 

Vibrio는 호염성의 그람음성균이며 분변성 오수에 존재하여 

하천을 통해 해양으로 배출되기 쉬운 병원성 미생물들의 하나

Fig. 5. Alpha diversity index (Chao1 and ACE) of environment samples (U1-U8: Seawater; U9-U13: Soil).

Fig. 6. NMDS of bacteria communities in the environmental
samples.
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로 알려져 있다[2-4]. 일반적으로 생활하수 및 산업 폐수는 가

정과 산업 및 농업활동에서 배출되어 하수처리장의 정수과정

을 거쳐 하천으로 방출된다. 만약 정수과정에서의 미비함 혹은 

무단으로 방출된 경로에 의하여 Vibrio와 같은 병원성 미생물

들이 하천 혹은 연안으로 유입되면 이는 향후 2차 감염의 위

험을 발생시킬 수 있다[21]. 울릉도 토양의 환경유전체 메타바

코딩 분석결과, Firmicutes의 sequence가 0.4±0.2% 정도의 

낮은 분포를 나타냈지만 U2(16.1%)를 비롯한 일부 해수(U1: 

4.17%; U8: 6.4%)에서만 높은 분포를 가지는 것을 확인하였

다. Firmicutes는 인간과 동물의 장내 환경 혹은 토양에서 관

찰되는 혐기성균으로, 분뇨성 폐기물을 통해 하천이나 연안으

로 유입될 경우 수 생태계에 영향을 미치는 요인으로 알려져 

있다[22]. 울릉도의 해수에서는 가장 많은 인구가 거주하는 울

릉읍(6,418명 거주)의 항만(U1과 U2)에서 Firmicutes의 분포

가 가장 높았으며, 울릉읍에 비해 상대적으로 인구는 적지만 

하수처리장이 위치하고 있는 북면의 천부리 해수(U8)에서도 

Firmicutes의 분포가 다소 높았다.

본 연구에서는 울릉도내 인간 활동으로 인한 해양오염의 

가능성이 존재할 것으로 판단한다. 먼저 잠재적 오염지역에서 

나타난 Firmicutes의 분포를 고려하고, Firmicutes가 ARG

을 운반하는 주요 미생물 분류군이라는 점을 고려할 때[23, 

24] 인간활동에 의한 울릉도 항생제 내성균 출현이 예상된다. 

실제 본 연구에서는 울릉도의 항생제 내성균 현황을 확인하였

으며, 항생제 내성 분석이 가능하였던 43개의 균주들 중 20개

에서 다제내성을 확인하였다. 특히 다제내성을 가진 Vibrio 종 

8균주의 경우, 울릉도 연안에 존재하는 해산물의 섭취로 인한 

감염 가능성[25]이 우려된다. 이외 다제내성을 가진 Achro- 

mobacter 종 4균주의 경우 과거 의료기관에서 환경으로 유출

되는 사례[26]가 있어 울릉도에서 의료기관이 가장 많이 소재

한 울릉읍에서도 유사한 사례가 발생하지 않을까 염려된다. 본 

연구에서는 배양 가능한 미생물의 다제내성을 조사하기 위해 

CLSI 기준의 디스크 확산법을 이용하였다. CLSI에서는 미생

물 배양의 표준배지로 Mueller-Hinton 배지를 권장하고 있

으며[27], 울릉도 해수에서 Marine Broth 배지를 사용하여 

분리한 96개 균주 중 43개 만이 Mueller-Hinton 배지에서 

성장이 가능하였다. 이는 Mueller-Hinton 배지 조성에 NaCl

이 포함되지 않아 해양미생물의 배양에는 적합하지 않기 때문

이며, 일부의 연구에서는 해양미생물의 연구에 Mueller- 

Hinton 배지를 사용할 경우 NaCl을 일정량 혼합하여 사용하

는 사례가 있다[28-30]. 하지만 NaCl의 혼합 비율은 연구자 

마다 다르며, 해양미생물의 항생제 내성 연구에 있어 적절한 

NaCl 혼합비율이 어느정도 인지 그리고 NaCl 첨가로 인한 

항생제 내성에 대한 영향은 어느정도 인지에 대한 논의가 반

드시 필요할 것으로 판단된다.

본 연구에서는 청정지역인 울릉도의 해수에서 분리한 미생

물들을 대상으로 항생제 내성을 확인하였으며, 이는 울릉도의 

유동인구 증가로 인한 연안 수질오염의 영향으로 판단된다. 항

생제의 남용으로 내성균이 출현하게 되면 지역사회에 심각한 

공중보건의 위기를 초래할 가능성이 높다. 항생제 내성균들 간

의 상호작용으로 인한 돌연변이 진화는 단일 항생제에 뿐만 

아니라, 다수의 항생제에 내성을 갖는 다제내성균의 출현을 야

기한다[31]. 울릉도를 방문하는 관광객의 수는 앞으로도 증가

할 것으로 예상되며, 이로 인한 항생제 내성균의 증가를 방지

하기 위해 지속적인 감시와 관리 대책이 필요할 것이라 생각

된다.
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