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우리나라는 일본, 중국과 더불어 세계적으로 1
인당 수산물 소비량이 많은 국가 중의 하나이다. 
한국농촌경제연구원의 식품수급 조사결과에 따르

면, 국민 1인 1일당 수산물공급량은 2000년 84.06 
g에서 2016년 105.9 g으로 2000년 대비 약 26% 증

가한 것으로 나타났다 (KREI, 2017). 수산물의 소

비량이 증가하고 영양원으로서 중요성이 커짐에 

따라 수산 식품의 위생문제 또한 점점 중요해지고 

있다. Vibrio parahaemolyticus는 오염된 수산물의 

섭취로 인해 사람에게 식중독을 일으킬 수 있고, 
Morganella morganii는 히스타민을 생성함으로써 

인체에 알레르기 반응을 유발하는 세균으로 알려

져 있다. 특히 고등어 과 어류에 많이 함유되어 있
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는 histidine은 histidine decarboxylase (HDC)에 의해 

히스타민으로 전환되며 히스타민이 다량 함유되

어 있는 어패류를 섭취할 경우 histamine poisoning
으로 두드러기, 두통 등의 증상이 나타나는 경우가 

많으며, 요로감염 및 폐렴, 패혈증, 세균성 복막염

과 같은 심각한 질병 또한 일으킬 수 있다 (Taylor, 
1986; Isobe et al., 1994).

의학 기술의 발전과 인구증가로 인하여 사람의 

약물 의존도가 높아짐에 따라 항균제 내성균의 출

현 및 확산이 빨라지고 있다. 이로 인해 세계 각국

은 세계보건기구 (WHO)의 내성균대책을 위한 글

로벌 행동계획에 적극적으로 협조하고 있다 (Lee 
and Kim, 2019). 우리나라 또한 임상분야 뿐만 아니

라 비 임상분야에서 항균제 내성균 발생상황을 지

속적으로 모니터링하면서 적극적 대응에 나서고 

있다 (KCDC, 2016). 병원균의 항균제 내성은 유전

자 돌연변이나 이동성 인자인 R-plasmid, trans-
poson, integron 등을 매개로 하여 다른 세균으로부

터 내성 유전자를 획득하여 발생할 수 있다. 그러

므로 비 임상 세균일지라도 다양한 경로를 통해 

인체 병원세균으로 내성을 전이시킴으로써 치료

에 어려움을 가져올 수도 있다 (Barcelos et al., 
2018). 또한 양식 어류의 중요 치료제에 대해 내성

을 나타내는 세균들이 수서환경에 출현하여 어류 

병원 세균과의 접촉을 통해 내성 전이가 이루어진

다면 어류 양식 산업에도 큰 손실을 가져올 수 있

다. Liu et al. (2013)은 V. parahaemolyticus를 공여 

균으로 하여 전이 실험을 한 결과 quinolone계 내성 

유전자와 class Ⅰ integron이 transconjugant의 plas-
mid 상에서 발견되었다고 보고한 바 있다. 

따라서 본 연구에서는 시판 수산물에서 분리한 

V. parahaemolyticus와 M. morganii가 장내세균인 

Escherichia coli와 어류병원세균인 Edwardsiella. 
tarda간의 항균제 내성의 상호 전이 가능성을 알아

봄으로써 항균제 저항성 및 그 전달의 위험성을 

알아보고자 하였다.

재료 및 방법

사용균주

본 연구에서 사용된 세균은 2017년 4월부터 12

월 사이에 여수의 수산시장에서 구입한 수산물로

부터 분리된 V. parahaemolyticus 4균주 (Lee and 
Kim, 2019)와 M. morganii 4균주이며 (Table 2), 내
성전이 실험을 위해 E. coli HB101 (ATCC 33694)
와 2002년 완도의 넙치 병어에서 분리하여 본 연구

실에서 보관 중인 E. tarda 107 균주를 사용하였다. 
Thiosulfate citrate bile salts sucrose agar (TCBS, BD)
배지를 이용하여 수산물 검체로 부터 분리한 청록

색 집락들은 생화학적 특성을 분석하여 (Fig. 1) 
Vibrio spp. 와 Morganella sp.로 간이 동정하였다 

(Shotts, 1991). V. parahaemolyticus는 이전 연구에

서 동정된 결과 (Lee and Kim, 2019)를 따랐으며, 

Fig. 1. Flow chart for identification of bacteria isolated 
from commercial fisheries 
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M. morganii는 HDC 검출용 프라이머 (hdc)로 PCR
을 실시하여 (MyGenie96, Bioneer) 709 bp의 band를 

확인하여 추가 동정하였다 (Table 1). 결과 비교를 

위해 한국미생물보존센터에서 분양받은 M. mor-
ganii subsp. morganii (KCCM 11497)를 표준균주로 

사용하였다. 
모든 PCR 산물은 1.5~2% agarose gel에서 전기 

영동하여, 자외선 조사기(UVIvue, UVLtec, UK)로 

관찰하였다. 또한 분리균의 16S rRNA gene se-
quences를 확인하기 위한 universal primer로 PCR을 

실시하였으며 (Table 1), 약 1400 bp의 PCR 산물을 

정제하여 (AccuPrep, Bioneer) sequencing을 의뢰하

였다 (SolGent Co.). 얻어진 염기서열은 NCBI (Na-
tional center for biotechnology information)의 BLAST 
search를 통해 상동성을 비교하여 세균을 확정하였다.

항균제 감수성 시험

항균제 감수성 시험은 디스크 확산 법으로 실시

하였다 (NIFS, 2017). 액체배지에서 배양된 세균을 

원심분리하여 상층 액을 제거하고 0.85% NaCl 용
액으로 McFarland 0.5 (1.5×108 CFU/ml)로 조정한 

후 MHA (Muller Hinton agar, BD)에 도말하였다. 
15분 이내에 항균제 디스크를 도말평판 위에 고착

시켜 35℃에서 24시간 배양한 후 형성된 생장저지

대의 직경을 측정하였다. 항균제 감수성은 CLSI 
(Clinical and laboratory standards institute)의 Enter-
obacteriaceae와 Vibrio cholerae 기준 (CLSI docu-
ment, 2013)과 비교하여 결정하였다. 항균제는 총 

13종으로 의료 관련 감염병 관리에 주요하게 사용

되는, ceftazidime (CAZ, Oxoid), cefotaxime (CTX, 
Oxoid), imipenem (IPM, Oxoid), amoxicillin (AML, 
Oxoid), ampicillin (AMP, BD), amikacin (AK, Oxoid), 
gentamycin (CN, Oxoid), colistin (CT, Oxoid), cipro-
floxacin (CIP, BD), nalidixic acid (NA, BD)과 어류 

양식에서 중요하게 쓰이는 약제, erythromycin (E, 
BD), oxytetracycline (OT, Oxoid), tetracycline (TE, 

Table 1. Primers and PCR conditions for the detection of histidine decarboxylase(HDC) and the identification 
of various bacteria 

Primer1) Sequence (5'-3') Product
(about bp) Reaction Cycle

hdc-F

hdc-R

TCH ATY ARY AAC TGY GGT GAC TGG RG2)

CCC ACA KCA TBA RWG GDG TRT GRC C
709

94℃, 3 min 1
94℃, 1 min
58℃, 1 min
72℃, 1 min

35

72℃, 10 min 1

EDtT-F

EDtT-R

TTC CGC AAC CAT GAT CAA AG3)

AGG CAT ATA TCC ACT CAC TG
278

95℃, 5 min 1

95℃, 30 sec
55℃, 30 sec
72℃, 30 sec

35

72℃, 5 min 1

fD1

rP2

AGA GTT TGA TCC TGG CTA G4)

ACG GCT ACC TTG TTA CGA CTT
1400

95℃, 10 min 1
95℃, 30 sec
45℃, 30 sec
72℃, 30 sec

30

72℃, 10 min 1
1)Detection primers for M. morganii (hdc), E. tarda (EDtT), and universal 16S rRNA gene (fD1 and rP2)  
2)Takahashi et al., 2003
3)Sakai et al., 2009               
4)Weisburg et al., 1991
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BD)을 사용하였다. 

내성 전이

1) Conjugation 

V. parahaemolyticus, M. morganii 분리균주와 E. 
coli HB101 (SMR, streptomycin resistance)과 E. tar-
da 107 (OTR, oxytetracycline resistance)균주를 5 ml
의 TSB에 각각 접종하여 35℃에서 24시간 전배양

한 후 1대 1의 비율로 혼합하여 24시간 동안 정치

배양 하였다. 이후 약제가 함유된 배지에 100 ㎕씩 

도말하여 배양한 후 자라난 집락을 transconjugant
로 분리하였다. E. coli와의 conjugation으로부터 

transconjugants를 분리하기 위해 AMP 50 μg/ml와 

streptomycin (SM) 150 μg/ml이 첨가된 TSA배지를 

사용하였고, E. tarda 와의 conjugation에서 생겨난 

transconjugants를 분리하기 위해 AMP 50 μg/ml와 

OT 30 μg/ml이 첨가된 TSA배지를 사용하였다. 

2) 전이 내성 확인

순수 분리된 transconjugants는 TCBS와 SS (Sal-
monella-Shigella)배지에서 나타나는 배양 특성과 

PCR 결과로 균을 확인하였다 (Table 1). Transcon-
jugants의 항균제 내성 전이 여부도 디스크 확산법

으로 확인하였으며, AMP 내성 정도는 plate dilu-
tion 법을 통해 알아보았다. AMP를 농도 200 μg/ml
부터 1/2씩 희석한 TSA 배지를 제작하여, 전배양

한 시험균액 (McFarland 0.5 농도)을 5 μl씩 접종한 

후 35℃에서 24시간 동안 배양하여 균의 성장을 

확인하였다.

결과 및 고찰

분리균주의 특성

여수 소재 수산시장에서 구입한 수산물에서 분

리된 M. morganii (Table 2)의 생화학적 성상과 특

이 프라이머를 이용한 PCR 결과는 모두 표준 균주

와 일치하였다 (Table 3, Fig. 2). M. morganii는 

TCBS 배지에서 청색 집락을 형성할 뿐 아니라 생

화학적 성상에서 V. parahaemolyticus와 많은 공통

점을 가지고 있으므로 분리 동정에는 특이 프라이

머를 이용한 균주 확인이 반드시 필요해 보였다. 
M. morganii는 균 자체가 인체에 직접 allergy성 식

중독을 일으키는 것은 아니나, pH 2의 산성 조건에

서 살아남을 수 있으며 (Young et al., 1996), 42℃ 
환경에서도 성장이 가능하므로 체내로 유입되었

을 때 다량의 히스타민 생성 가능성도 있다. 그러

Table 2. Origin of bacterial isolates used in this study and their identification by analysis of 16S rRNA gene sequence 

Identification Isolate Origin Identity (%)

Vibrio parahaemolyticus
(Lee and Kim, 2019)

SS 15-5
SC 19-5
MC 23-1
SC 28-5

Shrimp
Sea squirt

Manila clam
Sea squirt

99 
99
98
98

Morganella morganii

FSF 7-3
SS 15-31
SS 20-3
SS 24-4

Fine spotted flounder
Shrimp
Shrimp
Shrimp

98
98
98
97

Table 3. Biochemical characters of Morganella morga-
nii isolated from commercial fisheries products in Yeosu

Isolate Morganella morganii
3% KOH
Oxidase
O-F test

Novobiocin
Phenylalanine deaminase 

Sticky
-

O/F
+
+

TSI
H2S
K/A
Gas

-
K/A

+

LIM
Lysine decarboxylase

Indole
Motility

-
+
+

Ornithin decarboxylase +
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므로 HDC의 활성 제어를 위한 한약재 및 해조류 

추출물의 효과에 관한 연구도 보고된 바 있다 

(Jung et al., 2013). 

항균제 감수성 패턴

V. parahaemolyticus는 균주에 따라 AML, AMP, 
CT에 낮은 감수성을 보였으나 (Lee and Kim, 
2019), M. morganii는 균주에 따라 AML, AMP, CT, 
E, OT, TE에 낮은 감수성을 보였다 (Table 4). 그러

나 의료 관련 주요 약품들에 대해서는 높은 감수성

을 나타냄으로써 이들 균은 인체 감염 시 약물에 

의한 치료 가능성이 높을 것으로 생각된다. V. par-
ahaemolyticus의 AMP 내성은 고도내성으로 빈번

히 발생하고 있지만 명확한 발생기전은 알려져 있

지 않다. Tetracycline계 약물은 양식 현장에서 널리 

사용되고 있는 항균제이나 V. parahaemolyticus 분
리균주는 모두 OT와 TE에 높은 감수성을 보인 반

면, M. morganii는 균주에 따라 높은 저항성을 보였

다. 이러한 M. morganii의 OT 및 TE 저항성은 양식

과정에서 수산약품의 사용 여부와 관련이 있을 것

으로 생각되며, 양식어류 병원체의 OT 및 TE저항

성과의 연관성에 대한 연구가 필요할 것으로 사료

된다. 또한 시판 수산물에서 V. parahaemolyticus
보다 빈번하게 출현하면서 동시에 다양한 약제에 

내성을 보인 M. morganii의 인체 감염 상황과 인체 

유해 세균들로의 항균제 내성 유전자 전이에 대한 

검토가 필요하다.

내성 전이 특성

V. parahaemolyticus와 M. morganii 분리균과 E. 
coli와의 conjugation과정을 통해 형성된 transconju-
gants의 특성을 알아본 결과, 이들은 모두 TCBS에
서 청색집락을 형성했으며 검출 kit와 특이 프라이

               M    1   2   3  4   5  6

Fig. 2. PCR assay for the detection of histidine de-
carboxylase (HDC) gene for the identification of 
Morganella morganii. Lanes: M, 100 bp size marker; 
1, KCCM 11497 M. morganii; 2, FSF 7-3; 3, SS 15-31; 
4, SS 20-3; 5, SS 24-4 isolates; 6, V. parahaemolyticus.  

Table 4. Antimicrobial sensitivities of bacteria isolated from commercial fisheries products

Isolate
Drug (μg)　 

Vibrio parahaemolyticus2) Morganella morganii

SS15-5 SC19-5 MC23-1 SC28-5 SS15-31 SS20-3 SS24-4 FSF7-3

Ceftazidime (30)
Cefotaxime (30)
Imipenem (10)
Amoxicillin (10)
Ampicillin (10)
Amikacin (30)
Gentamycin (10)
Colistin (10)
Ciprofloxacin (5)
Nalidixic acid (30)
Erythromycin (15)
Oxytetracycline (30)
Tetracycline (30)
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1)Clear zone : -, ≦8mm ; +, 9∼≦15 ; ++,  16∼≦20 ;  +++, 21∼ ≦25 ;  ++++,  >25 
2)Reorganization of the contents in Lee and Kim (2019).



102 이예지 ･ 김은희

머를 이용한 PCR 및 16S rRNA gene sequence분석

에서 각각 SM 내성을 획득한 V. parahaemolyticus 
(EcVp)와 M. morganii (EcMn)로 확인되었다 (Table 
5). 이와 같이 V. parahaemolyticus가 SM내성을 획

득하게 된 메커니즘에 대해서는 추가 조사가 필요

한 부분이다. 한편 V. parahaemolyticus와 M. morga-
nii 분리균을 E. tarda와 conjugation한 결과, V. par-
ahaemolyticus와의 conjugation에서는 transconjugant 

집락이 (VpEd) 형성되었으나, M. morganii에서는 

어떤 집락도 형성되지 않았다 (Table 6). E. tarda와
의 conjugation에서 얻어진 집락은 SS배지에서 검

은색으로 성장하였고 특이 primer인 EDtT (Table 
1)를 이용한 PCR에서 278bp의 산물을 생성하였으

며 16S rRNA gene sequence분석 결과 AMP와 AML 
내성을 획득한 E. tarda로 확인되었다 (Table 6). 그
러나 이들 transconjugant E. tarda에서는 V. para-

Table 5. Antimicrobial resistance of the bacteria used in broth mating and their transconjugants

　 Escherichia coli 
HB101

Vibrio parahaemolyticus
SC28-5

Morganella morganii
SS20-3

Transconjugant1) 

EcVp EcMn

Ceftazidime 
Cefotaxime 
Imipenem
Amoxicillin 
Ampicillin 
Amikacin
Gentamycin
Colistin
Ciprofloxacin
Nalidic acid
Erythromycin
Oxytetracycline
Tetracycline
Streptomycin (150 μg)

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
R

R
R

R

S

R
R

R

R
R
R
S

　
　
　
R
R
R
R
R
　
　
　
　
R

　
　
　
R
R
R
R
R
　
　
R
R
R
R

1)EcVp, V. parahaemolyticus; EcMn, M. morganii

Table 6. Antimicrobial resistance of the bacteria used in broth mating and their transconjugants 

　 Edwardsiella
tarda 107

Vibrio parahaemolyticus
SC19-5

Morganella morganii
FSF7-3

Transconjugant1)

VpEd MnEd/EdMn
Ceftazidime
Cefotaxime
Imipenem
Amoxicillin
Ampicillin
Amikacin
Gentamycin
Colistin
Ciprofloxacin
Nalidic acid
Erythromycin
Oxytetracycline
Tetracycline

　
　
　
S　
S
　
　
R
　
R
R
R
R

　
　
　
R
R
　
　
　
　
　
　
　

　
　
　
R
R
　
　
R
　
R

　
　
　
R
R
　
　
R
　
R
R
R
R

none

1)VpEd and MnEd, E. tarda ; EdMn, M. morganii



103시판 수산물에서 분리한 Vibrio parahaemolyticus와 Morganella morganii의 항균제 내성과 내성 전이

haemolyticus 분리균주에서 확인된 class A β-lacta-
mase 유전자인 VPA0477 (Park, 2014)은 검출되지 

않았다. 따라서 AMP에 대해 고도 내성을 나타내

는 E. tarda의 AMP 내성이 (Table 7) V. parahaemo-
lyticus로부터 전이된 것인지, 교차 내성 또는 변이

에 의한 내성 유도인 지는 추가 확인이 필요하다. 
한편 어류병원세균인 E. tarda로부터 인체 유해균

인 V. parahaemolyticus와 M. morganii로의 내성 전

이는 확인되지 않았다. 
이와 같은 결과는 내성균의 빠른 출현과 생물위

해성 세균들 간의 내성 전달은 양방향성임을 시사

한다. 그러므로 다양한 경로를 통해 항균제 내성균

이 양식 수산생물 또는 인체에 감염되거나 그 내성

을 전달시킬 수 있으므로 항균제 사용 및 내성균 

출현에 대한 지속적인 모니터링이 필요하다.

요   약

본 연구에서는 2017년 4월부터 12월 사이에 여수 
수산시장에서 구입한 수산물로부터 분리된 Vibrio 
parahaemolyticus와 Morganella morganii의 내성특

성을 알아보고 장내세균인 Escherichia coli와 어류 

병원균인 Edwardsiella tarda와의 내성전이 가능성

을 알아보았다. Broth mating 법으로 실시한 conju-
gation에서 형성된 transconjugants를 분리하기 위하

여 ampicillin(AMP) 50 μg/ml와 streptomycin (SM) 
150 μg/ml 또는 oxytetracycline(OT) 30 μg/ml이 첨

가된 TSA배지를 사용하였다. AMP, amoxicillin 
(AML), colistin(CT)에 낮은 감수성을 보였던 V. 
parahaemolyticus와 달리 M. morganii는 AMP, AML, 
CT, erythromycin, OT, tetracyclin등에 감수성이 낮

았다. V. parahaemolyticus와 M. morganii를 E. coli
와 conjugation을 실시한 결과 transconjugants인 E. 
coli는 분리되지 않은 반면 SM내성을 획득한 V. 
parahaemolyticus와 M. morganii가 분리되었다. 한
편 V. parahaemolyticus와 E. tarda의 broth mating에
서는 AMP와 AML 내성을 획득한 E. tarda trans-
conjugant가 분리되었다. 그러나 V. parahaemolyti-
cus의 β-lactamase 유전자인 VPA 0477의 전이는 확

인되지 않았으며, E. tarda의 내성이 전달된 V. par-
ahaemolyticus나 M. morganii는 검출되지 않았다. 
이와 같은 결과는 생물 위해성 세균들 간의 내성전

이가 양방향성이며 매우 다양한 패턴으로 진행되

고 있음을 시사한다.

본 연구는 유전자재조합실험승인 하에 진행되

었다 (전남대학교 제 2018-001호).
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