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서   론

양식업에서 항생제의 사용은 세균성 질병의 감염을 예방하고 
치료하기 위한 필수불가결한 요소이다. 2019년 세계보건기구
(World Health Organization, WHO)에서는 항생제 내성을 세
계 보건에 대한 10가지 위협으로 발표하여 지속적인 항생제 내
성균 모니터링의 필요성을 강조하고 있다(WHO, 2019). 따라
서 국가별로 표준화된 항생제 내성에 관한 데이터를 수집하고 
공유하기 위하여 2015년에 WHO는 GLASS (Global Antimi-
crobial Resistance Surveillance System)를 개발하였다. 2016
년도에 41개 국가들이 GLASS에 가입한 이후, 2021년도에는 
109개 국가와 지역이 가입하였으며, 우리나라도 2016년 7월에 

GLASS에 참여하였다(WHO, 2016). 이와 같이 항생제 내성
의 출현과 확산은 전 세계적인 이슈로서 주목을 받고 있다. 항
생제는 국내 양식업에서도 연쇄구균병 치료를 위해 ampicillin, 
amoxicillin, florfenicol 등이 사용되고 있으며, 비브리오병 치
료를 위해 주로 사용되는 항생제는 neomycin이 있다(Jee et al., 
2014). 그 이외에도 tetracycline (Tc), oxytetracycline (OTC), 
doxycycline (DXT), erythromycin, flumequine 등의 항생제
가 양식 산업에서 어류의 질병을 치료하기 위하여 사용되고 있
다. 그 중 tetracycline 계열의 항생제는 그람양성균과 그람음성
균 모두에 작용하는 광범위 항생제로 미국과 European Union 
(25개국)의 수의용 항생제 판매량 중 40%가 tetracycline 계열
의 항생제로 조사되었다(Done et al., 2015). 또한 Sapkota et 
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al. (2008)이 조사한 양식 수산물 생산국가 15개국 중, 12개국
(92.3%)에서 OTC를 사용하는 것으로 나타나, 양식업에서 가
장 일반적으로 사용되는 항생제로 확인되었다. 국내 수산생
물 질병의 연구는 국내 양식어류 생산량의 46.61%를 차지하
고 있는 넙치에서 주로 발병하는 병원체인 Streptococcus spp., 
Vibrio spp. 그리고 Edwardsiella piscicida를 중점적으로 이루
어지고 있다(KOSIS, 2022). 그러나 이외에도 수산생물에 질병
을 일으키는 세균은 Tenacibaculum maritimum, Flavobacte-
rium sp., Renibacterium sp., Aeromonas spp. 및 Pseudomonas 
spp. 등 다양하게 있는 것으로 보고되고 있다. 특히, Aeromonas 
spp. 및 Pseudomonas spp.는 그람음성균으로 해양환경, 강 그
리고 호수 등의 수중환경에 널리 분포하는 기회성 병원체로 숙
주의 범위가 넓다고 알려져 있다(He et al., 2004; Figueira et al., 
2011; Kim et al., 2019). 최근 연구에 따르면 2015–2018년 동
안 경기도 내 약 300개의 양식장을 대상으로 분리한 101균주 중 
Aeromonas spp.가 43.5%로 가장 많이 분리된 것으로 보고되
었고, Aeromonas spp.와 Pseudomonas spp.가 주요 병원체로 
확인되었다(Cho et al., 2021). 양식장에서 배출되는 사육수는 
항생제 내성균 및 항생제 내성유전자를 환경으로 확산시키는 
역할을 하는 것으로 알려져 있다. 숙주의 범위가 넓은 Aeromo-
nas spp.와 Pseudomonas spp.는 수중환경에 널리 분포하고 있
어, 항생제 내성 확산의 잠정적 원천이 될 수 있다(Guo et al., 
2017; Kim et al., 2017; Jang et al., 2018; Raza et al., 2022). 
국내 수산생물에 발병하는 주요 어병세균들에 대한 수산용 항
생제 내성에 관한 특성 분석과 내성유전자에 관한 연구는 지속
적으로 보고되고 있다(Kim et al., 2010, 2012, 2022a, 2022b; 
Kwon et al., 2016; Lee et al., 2017; Woo and Chung, 2018; 
Seo et al., 2019). 그러나, 다양한 Aeromonas spp.와 Pseudo-
monas spp.에 대한 항생제 내성 패턴과 내성유전자 분석에 관

한 연구는 부족한 실정이다. 또한 기존의 액체배지희석법은 항
생제를 농도별로 단계희석하는 과정으로 인하여 검사 시간이 
많이 소요된다. 이러한 단점을 보완하기 위하여 시판되고 있는 
MIC panel은 plate의 well에 항생제가 농도별로 코팅되어 있
어 간편하고 신속한 검사가 가능하다. 그러나 이러한 panel은 
인체나 축산분야에서 많이 사용되어져 왔으며, 수산동물에서 
분리되는 세균에는 아직까지 널리 활용되지 못하고 있다(Kim 
et al., 2020). 
본 연구에서는 Aeromonas spp.와 Pseudomonas spp. 균주의 
수산용 항생제 18종에 대한 내성 경향을 분석하고, tetracycline 
내성유전자 검출률을 조사하여, 해당 병원체의 항생제 내성 모
니터링에 필요한 기초자료로 제공하고자 하였다.

재료 및 방법

사용 균주 및 배양

항생제 감수성 검사에는 국립수산과학원이 보유한 Aeromo-
nas spp. 38균주와 Pseudomonas spp. 20균주를 사용하였다
(Fig. 1, Table 1, Table 2).  Aeromonas spp.는 뱀장어, 메기, 
무지개 송어 등에서 분리되었고, A. hydrophila, A. veronii, A. 
caviae 등을 비롯한 총 11종류의 Aeromonas spp. 세균을 실험
에 사용하였다. Pseudomonas spp.는 넙치, 뱀장어, 조피볼락 등
에서 분리되었으며, P. plecoglossicida, P. mandelii, P. koreen-
sis 등을 비롯한 총 16종류의 Pseudomonas spp. 세균을 항생
제 감수성 검사에 사용하였다.  순수분리가 확인된 균의 증식은 
2% NaCl이 첨가된 tryptic soy broth (TSB; Difco, Detroit, MI, 
USA)에 28°C에서 18–24시간 배양하였다. 배양된 세균은 20% 
glycerol (Sigma, St. Louis, MO, USA)을 첨가한 후 사용하기 
전까지 -80°C에서 보관하였다.

Fig. 1. List of strains used in this study.
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Table 1. List of Aeromonas spp. strains used in this study

Bacteria Year Location Host fish Source
A. hydrophila-1

Gyeongnam
Anguilla japonica 19FBAHy0003

A. hydrophila-2 Siniperca scherzeri 17FBAHy0008
A. hydrophila-3 Cyprinus carpio 17FBAHy0007
A. hydrophila-4 Kyungpook Silurus asotus 18FBAHy0001
A. hydrophila-5

2017 Jeonbuk
Misgurnus mizolepis 17FBAHy0006

A. hydrophila-6 C. carpio 17FBAHy0005
A. hydrophila-7

Jeonnam
A. japonica

17FBAHy0009
A. hydrophila-8 17FBAHy0003
A. hydrophila-9 17FBAHy0012
A. hydrophila-10 17FBAHy0011
A. hydrophila-11 Pelteobagrus fulvidraco 17FBAHy0010
A. hydrophila-12

2018 Jeonnam
A. japonica 18FBAhy0003

A. hydrophila-13 P. fulvidraco 18FBAHy0002
A. hydrophila-14

2019
Chungnam S. asotus

19FBAHy0002
A. hydrophila-15 19FBAHy0001
A. hydrophila-16 Gangwon A. japonica 19FBAHy0004
A. veronii-1

2017 Jeonnam A. japonica
17FBAVe0008

A. veronii-2 17FBAVe0013
A. veronii-3 17FBAVe0011
A. veronii-4 Jeonbuk C. carpio 17FBAVe0002
A. veronii-5

2018
Gyeongnam

A. japonica

18FBAVe0001
A. veronii-6 18FBAVe0002
A. veronii-7 Gyeonggi 18FBAVe0003
A. veronii-8

2019
Gyeonggi 19FBAVe0001

A. veronii-9 Gangwon 19FBAVe0002
Aeromonas caviae-1 2017 Jeonnam

A. japonica

17FBACa0003
A. caviae-2 2018 Jeonnam 18FBACa0003
A. caviae-3 2018 Jeonbuk 18FBACa0001
A. caviae-4 2019 Gangwon 19FBACa0001
A. salmonicida-1 2018

Gyeonggi
Oncorhynchus masou masou 18FBASa0001

A. salmonicida-2 Gadus chalcogrammus 19FBASa0003
A. salmonicida-3 2019

Gangwon
A. japonica 19FBASa0004

A. salmonicida-4 G. chalcogrammus 19FBASa0002
A. sobria-1 2017

Gangwon Oncorhynchus mykiss
17FBASo0002

A. sobria-2
2019

19FBASo0001
A. sobria-3 19FBASo0002
A. rivipollensis-1 2017 Gangwon Oncorhynchus kisutch 17FBARi0001
A. rivipollensis-2 2018 Kyungpook A. japonica 18FBARi0001
A. dhakensis-1 2018 Gyeongnam

A. japonica
18FBADh0001

A. dhakensis-2 2019 Gyeonggi 19FBADh0001
A. enteropelogenes 2019 Gangwon A. japonica 19FBAEn0001
A. jandaei 2017 Jeonnam A. japonica 17FBAJa0001
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액체배지희석법

항생제 감수성 검사는 액체배지희석법과 디스크 확산법으로 
수행하였으며, 배양 조건은 Kim et al. (2020)의 연구에서 확
립된 조건을 참고하여 실험을 진행하였다. 액체배지희석법은 
국립수산과학원 병리연구과에서 어병세균을 대상으로 항생제 
감수성 시험을 위해 제작한, Sensititre MIC panel인 KRAQ1 
panel과 CAMPY2 panel을 사용하였다(NIFS, 2020) (Table 
3). Panel을 사용하기 위하여 순수분리가 확인된 균주를 tryptic 
soy agar (TSA; Difco)배지에 28°C에 18–24시간 배양하였다. 
평판배지에 배양된 세균의 colony를 일회용 백금이를 사용하
여 1% NaCl이 첨가된 distilled water에 현탁한 뒤, 0.5 McFar-
land를 이용하여 균액의 탁도를 조정하였다. 탁도를 맞춘 균액
은 cation-adjusted Mueller-Hinton broth (CAMHBT) 배지에 
100 μL 첨가하여 강하게 vortex한 뒤 panel의 well에 100 μL씩 
분주하였다. 균액을 접종한 panel은 28°C에서 24시간 배양하였
다. 배양된 panel을 육안으로 관찰하였을 때, 세균이 자라지 않
은 최저농도를 minimum inhibitory concentration (MIC) 값으
로 판독하였다.

디스크 확산법

세균은 TSB로 증균시켰으며, 디스크 확산법을 위해 균액은 
phosphate-buffered saline (PBS)를 이용해 1.0–2.0×108 CFU/

Table 2. List of Pseudomonas spp. strains used in this study

Bacteria Year Location Host fish Source
Pseudomonas plecoglossicida-1

2015 Gyeongnam
Sebastes schlegelii FPa4754

P. plecoglossicida-2 S. schlegelii FPa4759
P. plecoglossicida-3 2018 Gangwon Caribbean reef squid 18FBPPl0001
P. mandelii-1

2015 Gyeongnam
S. schlegelii FPa4755

P. mandelii-2 S. schlegelii FPa4758
P. koreensis-1 2014

Jeju
Paralichthys olivaceus FPa4730

P. koreensis-2 2017 Anguilla japonica 17FBPKo0001
P. monteilii 2015 Jeju P. olivaceus FPa4827
P. fluorescens - Jeju P. olivaceus FP6086
P. protegens 2016 Kyungpook fresh water fish 20160024
P. putida 2019 Jeonnam S. schlegelii 19FBPPU0001
P. helmanticensis 2010 Jeju P. olivaceus FP3941
P. baetica 2011 Jeju A. japonica FPa4222
P. synxantha 2015 Jeju P. olivaceus FPa4828
P. taiwanensis 2015 Jeju P. olivaceus FPa4826
P. rhodesiae 2010 Jeonnam Caridea FP8413
P. poae 2009 Gyeongnam marine fish FP8149
P. fragi - Gangwon - -
P. entomophila 2019 Gyeonggi A. japonica 19FBPEn0001
P. mosselii 2019 Gyeonggi A. japonica 19FBPMo0001

Table 3. Panel antibiotic list used in this study

Antibiotics subclass Antibiotic agents Test range (μg/mL)

Tetracyclines
Tetracycline 0.06–64
Oxytetracycline 0.25–256
Doxycycline 0.25–64

Quinolones

Flumequine 0.12–128
Ciprofloxacin 0.015–64
Enrofloxacin 0.03–32
Nalidixic acid 4–64

β-lactam 

Ceftiofur 0.03–64
Ampicillin 1–256
Amoxicillin/
Clavulanic acid 1/0.5–256/128

Aminoglycosides
Neomycin 0.5–64
Gentamicin 0.12–32

Sulfonamides
Trimethoprim/
sulfamethoxazole 0.12/2.38–16/304

Sulfisoxazole 16–1,024

Macrolides
Azithromyicin 0.015–64
Erythromycin 0.03–64

Lincosamides Clindamycin 0.03–16
Phenicols Florfenicol 0.03–64
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mL로 균수를 맞췄다. 균액은 멸균된 면봉을 이용하여 mueller-
hinton agar (MHA; Difco)에 도말한 후 항생제 디스크를 일
정한 간격으로 표면에 부착하였다. 사용된 항생제 디스크는 
Liofilchem 제품의 Tc (30 μg), OTC (30 μg), DXT (30 μg)로 
tetracycline 계열의 항생제 3종을 사용하였다. 디스크를 고착시
킨 MHA는 28°C에서 18–24시간 배양한 뒤, 균의 주위에 형성
된 발육저지대(inhibition zone)의 직경을 측정하였다.

Tc 내성유전자 검출

Tc 내성유전자의 검출은 polymerase chain reaction (PCR)법
을 이용하여 확인하였으며, 사용한 primers는 Table 4에 나타내
었다. 본 연구에서는 efflux pump 내성 기전에 관련된 tet(A), 
tet(B), tet(C), tet(D), tet(E), tet(G), tet(L), tet(39) 등의 8종과 
ribosomal protection에 관련된 tet(M), tet(O), tet(Q), tet(S), 
tet(32) 등의 5종을 대상으로 총 13종의 Tc 내성유전자를 조사
하였다. PCR 조건의 pre-denaturation은 94°C에서 3분, dena-
turation은 94°C에서 30초, annealing은 55°C로 30초, exten-
sion은 72°C에서 30초로 30 cycles 실행한 후에 72°C에서 7분

간 final extension하였다. PCR을 통해 증폭된 산물은 1X TAE 
buffer를 전기영동 완충액으로 사용하였고, SYBR safe DNA 
gel stain (Invitrogen, Waltham, MA, USA)이 첨가된 1% aga-
rose gel 상에서 전기영동 후, UV 검출기(Invitrogen, Waltham, 
MA, USA)에서 band의 크기를 확인하여 세균을 동정하였다.

결   과

액체배지희석법

Aeromonas spp.와 Pseudomonas spp. 균주의 항생제 내
성 패턴을 분석하기 위하여 2종의 MIC panel을 이용하여 항
생제 감수성 검사를 실시하였다(Table 5, Table 6). Aromonas 
spp. 38균주는 6종의 항생제(nalidixic acid, ampicillin, trim-
ethoprim/sulfamethoxazole, sulfisoxazole, erythromycin 및 
clindamycin)에 대하여 모두 높은 MIC 값을 나타내는 것을 확
인하였다. 특히, ampicillin 항생제에 대해서는 38균주 중 36균
주(94.7%)가 256 μg/mL 이상의 MIC 값을 가지는 것으로 나
타났으며, trimethoprim/sulfamethoxazole 항생제에 대해서는 

Table 4. Primer sets used for detection of tetracycline resistance genes in this study

Mechanism Target gene Oligonucleotide sequences (5' to 3') Product size (bp) Reference

Efflux pump

tet(A) to tet(G) F-GCGCTNTATGCGTTGATGCA -

Jun (2003)

tet(A) R-ACAGCCCGTCAGGAAATT 387
tet(B) R-TGAAAGCAAACGGCCTAA 171
tet(C) R-CGTGCAAGATTCCGAATA 631
tet(D) R-CCAGAGGTTTAAGCAGTGT 489
tet(E) R-ATGTGTCCTGGATTCCT 246
tet(G) R-ATGCCAACACCCCCGGCG 803

tet(L)
F-GATCGATAGTAGCCATGG

480 Kim et al. (2004)
R-CTTCTATCAACAAGTATC

tet(39)
F-CTCCTTCTCTATTGTGGCTA

701 Agersø et al. (2007a)
R-CACTAATACCTCTGGACATCA

Ribosomal 
protecition

tet(K)
F-GTAATGGTACCTGGTAAATC

329
Kim et al. (2004)

R-CTATTACCTATTGTCGCTAC

tet(M)
F-GAATCTGAACAATGGGAT

1,099
R-CTAACAATTCTGTTCCAGC

tet(O)
F-AGACGGAGCAGTATTAG

200

Jun (2010)

R-CTGCCCAACCTTTTGCTTCAC

tet(Q)
F-GACTCTATGGATATAGAG

835
R-CCATATCCTCTACAATCG

tet(S)
F-CATAGACAAGCCGTTGACC

667
R-ATGTTTTTGGAACGCCAGAG

tet(32)
F-GAACCAGATGCTGCTCTT

620 Melville et al. (2001)
R-GAACCAGATGCTGCTCTT

*F, Forward; **R, Reverse.
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Table 5. Minimum inhibitory concentration (MIC) for 15 antibiotics against Aeromonas spp.

Bacteria XNL FLUQ ENRO NEO AMP AUG2 SXT FIS AZI CIP CLI ERY FFN GEN NAL
A. hydrophila-1 32 16 > 32 > 64 > 256 256/128 > 16/304 > 1024 8 0.25 > 16 32 1 1 > 64
A. hydrophila-2 0.5 128 > 32 2 > 256 16/8 > 16/304 > 1024 32 32 > 16 > 64 > 64 1 > 64
A. hydrophila-3 < 0.03 64 0.5 8 256 2/1 > 16/304 > 1024 2 0.5 > 16 16 0.5 16 > 64
A. hydrophila-4 1 128 > 32 64 > 256 32/16 > 16/304 > 1024 64 64 > 16 > 64 > 64 > 32 > 64
A. hydrophila-5 8 16 2 32 > 256 16/8 > 16/304 > 1024 > 64 32 > 16 > 64 > 64 8 > 64
A. hydrophila-6 1 0.5 0.12 2 > 256 16/8 < 0.12/2.38 32 1 0.06 > 16 8 0.25 1 > 64
A. hydrophila-7 2 < 0.12 < 0.03 > 64 > 256 32/16 2/38 > 1024 8 > 64 > 16 32 8 2 < 4
A. hydrophila-8 0.5 32 1 2 > 256 32/16 > 16/304 > 1024 64 0.5 > 16 > 64 64 1 > 64
A. hydrophila-9 1 2 0.25 4 > 256 16/8 > 16/304 > 1024 64 0.25 > 16 > 64 64 > 32 > 64
A. hydrophila-10 0.5 1 0.12 4 > 256 16/8 < 0.12/2.38 > 1024 8 0.12 > 16 16 1 1 64
A. hydrophila-11 0.25 0.5 0.12 2 256 16/8 < 0.12/2.38 1024 2 0.12 > 16 16 0.5 1 64
A. hydrophila-12 16 > 128 32 16 > 256 32/16 > 16/304 > 1024 > 64 32 > 16 > 64 > 64 1 > 64
A. hydrophila-13 1 64 16 > 64 > 256 16/8 > 16/304 > 1024 32 32 > 16 > 64 64 1 > 64
A. hydrophila-14 32 > 128 > 32 16 > 256 16/8 > 16/304 > 1024 32 > 64 > 16 > 64 > 64 0.5 > 64
A. hydrophila-15 2 128 32 32 > 256 16/8 > 16/304 > 1024 > 64 64 > 16 > 64 64 1 > 64
A. hydrophila-16 0.5 64 1 32 > 256 8/4 > 16/304 > 1024 32 2 > 16 > 64 32 2 > 64
A. veronii-1 0.5 1 0.5 4 > 256 16/8 > 16/304 > 1024 16 0.12 > 16 > 64 32 4 > 64
A. veronii-2 1 64 1 > 64 128 8/4 > 16/304 > 1024 16 0.5 > 16 > 64 16 2 > 64
A. veronii-3 0.25 64 1 4 > 256 16/8 0.5/9.5 > 1024 2 1 > 16 8 0.25 8 > 64
A. veronii-4 1 0.25 0.25 4 > 256 16/8 < 0.12/2.38 > 1024 2 0.12 > 16 8 0.5 1 > 64
A. veronii-5 1 1 0.5 4 > 256 16/8 0.12/2.38 > 1024 2 0.12 > 16 8 0.5 2 > 64
A. veronii-6 0.25 32 16 > 64 > 256 16/8 > 16/304 > 1024 32 16 > 16 > 64 16 2 64
A. veronii-7 0.25 < 0.12 < 0.03 8 > 256 16/8 0.5/9.5 > 1024 2 < 0.015 > 16 16 0.5 2 < 4
A. veronii-8 1 32 1 4 > 256 16/8 > 16/304 > 1024 32 0.25 > 16 > 64 32 1 > 64
A. veronii-9 1 0.5 0.12 2 > 256 16/8 < 0.12/2.38 256 1 0.06 > 16 2 0.25 1 > 64
A. caviae-1 32 128 2 > 64 > 256 64/32 0.5/9.5 > 1024 > 32 4 > 16 > 64 > 64 2 > 64
A. caviae-2 16 > 128 > 32 16 > 256 32/16 > 16/304 > 1024 16 > 64 > 16 64 > 64 1 > 64
A. caviae-3 2 128 2 > 64 > 256 16/8 > 16/304 > 1024 64 1 > 16 > 64 16 32 > 64
A. caviae-4 4 4 0.25 > 64 > 256 16/8 > 16/304 > 1024 > 64 0.25 > 16 > 64 0.5 4 > 64
A. salmonicida-1 4 < 0.12 < 0.03 4 > 256 16/8 < 0.12/2.38 < 16 4 < 0.015 > 16 16 0.5 2 < 4
A. salmonicida-2 0.25 > 128 8 2 4 2/1 < 0.12/2.38 512 16 1 > 16 16 0.5 1 > 64
A. salmonicida-3 1 64 16 > 64 > 256 16/8 > 16/304 > 1024 16 32 > 16 > 64 64 1 > 64
A. rivipollensis-1 1 32 0.5 > 64 32 16/8 > 16/304 > 1024 16 0.5 > 16 > 64 32 2 > 64
A. rivipollensis-2 8 4 0.5 4 > 256 32/16 > 16/304 > 1024 4 0.25 > 16 32 2 2 > 64
A. dhakensis-1 64 64 4 8 > 256 16/8 0.25/4.75 32 4 1 > 16 8 0.5 4 64
A. dhakensis-2 4 < 0.12 < 0.03 4 > 256 16/8 < 0.12/2.38 32 4 < 0.015 > 16 8 0.5 2 < 4
A. enteropelogenes 16 128 8 > 64 > 256 16/8 16/304 > 1024 4 2 > 16 8 > 64 2 > 64
A. jandaei 1 32 1 2 > 256 16/8 > 16/304 > 1024 > 32 0.5 > 16 > 64 32 1 > 64
*XNL, Ceftiofur; FLUQ, Flumequine; ENRO, Enrofloxacin; NEO, Neomycin; AMP, Ampicillin; AUG2, Amoxicillin/clavulanic acid; SXT, 
Trimethoprim/sulfamethoxazole; FIS, Sulfisoxazole; AZI, Azithromycin; CIP, Ciprofloxacin; CLI, Clindamycin; ERY, Erythromycin; FFN, 
Florfenicol; GEN, Gentamicin; NAL, Nalidixic acid.
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24균주(63.2%)가 16/304 μg/mL 이상의 MIC 값을 가지는 것
으로 확인되었다. Ceftiofur 항생제에 대해서는 28균주(73.7%)
가 0.25–4 μg/mL의 MIC 값을 가지는 것을 확인하였다. 또한, 
Aeromonas spp. 26균주(68.4%)는 amoxicillin/clavulanic acid
에 16/8 μg/mL의 MIC 값을 나타내었다. 모든 균주는 azithro-
mycin에 1 μg/mL 이상의 MIC 값을 가졌으며, 같은 계열의 항
생제인 erythromycin에는 2 μg/mL 이상의 MIC 값을 나타내었
다. 특히, Aeromonas caviae 4균주는 모두 erythromycin에 대
하여 64 μg/mL 이상의 MIC 값을 가지는 것을 확인하였다. Na-
lidixic acid의 경우, 4 μg/mL 이하의 MIC 값을 보인 Aeromo-
nas salmonicida 1균주와 Aeromonas dhakensis 1균주를 제외
하고 모두 64 μg/mL 이상의 MIC 값을 나타내었다. Tetracy-
cline 계열의 항생제 3종(Tc, OTC 및 DXT)에 0.25 μg/mL 이하
의 MIC 값을 가지는 균주는 4균주(10.5%)였으며, Aeromonas 
hydrophila 16균주는 모두 OTC에 32 μg/mL 이상의 MIC 값을 
가지는 것으로 나타났다(Table 7, Table 8). 

Pseudomonas spp. 20균주는 ampicillin, azithromycin, eryth-
romycin, clindamycin 및 florfenicol에 대해 높은 MIC 값을 보
였다. Quinolone 계열인 flumequine에는 4–16 μg/mL, cipro-
floxacin에는 0.03–0.25 μg/mL, enrofloxacin에는 0.12–2 μg/

mL, nalidixic acid에는 8–32 μg/mL의 MIC 값의 분포를 확인
하였다. Aminoglycoside 계열의 neomycin에는 낮은 MIC 값
을 보였고, gentamicin에는 높은 MIC 값을 보여 다른 내성 패
턴을 가지는 것을 확인하였다. Sulfonamide, macrolide, lincos-
amide, phenicol 계열의 항생제 6종에 대해서는 모두 높은 MIC 
값을 나타내었다. Tetracycline 계열 3종의 항생제에 대해서는 
Pseudomonas helmanticensis와 Pseudomonas fragi를 제외한 
대부분의 분리주는 0.5–4 μg/mL의 농도에서 균이 억제되는 것
을 확인하였다(Table 5, Table 6)

디스크 확산법

Tetracycline 계열의 항생제에 대하여 내성 수준을 파악하기 
위해 총 58균주를 대상으로 tetracycline 계열의 항생제 3종
에 대해서 디스크 확산법을 진행하였다. Aeromonas spp. 38
균주 중 Tc, OTC, DXT에 저지대를 형성하지 않은 균주는 각
각 6균주(15.8%), 14균주(36.8%), 4균주(10.5%)로 확인되었
다. Pseudomonas spp. 20균주 중 Tc, OTC, DXT에 저지대를 
형성하지 않은 균주는 모두 2균주(10%)인 것으로 확인되어, 
Aeromonas spp.에 비해 상대적으로 내성이 적은 것으로 나타
났다(Table 7, Table 8).

Table 6. Minimum inhibitory concentration (MIC) for 15 antibiotics against Pseudomonas spp.

Bacteria XNL FLUQ ENRO NEO AMP AUG2 SXT FIS AZI CIP CLI ERY FFN GEN NAL
P. plecoglossicida-1 32 16 0.5 1 > 256 64/32 16/304 > 1024 > 64 0.12 > 16 > 64 > 64 0.5 32
P. plecoglossicida-2 16 8 0.5 1 256 64/32 16/304 > 1024 > 64 0.12 > 16 > 64 > 64 0.5 32
P. plecoglossicida-3 8 4 0.25 1 64 16/8 1/19 256 32 0.06 > 16 64 16 0.25 8
P. mandelii-1 16 4 0.12 < 0.5 > 256 128/64 4/76 256 64 0.03 > 16 > 64 32 < 0.12 8
P. mandelii-2 16 4 0.5 < 0.5 > 256 128/64 4/76 512 64 0.03 > 16 > 64 32 < 0.12 8
P. koreensis-1 16 4 0.25 1 > 256 256/128 4/76 256 > 64 0.06 > 16 > 64 64 0.5 8
P. koreensis-2 32 16 1 2 256 64/32 16/304 512 > 64 0.12 > 16 > 64 > 64 2 32
P. monteilii 32 8 1 1 256 64/32 16/304 > 1024 > 64 0.25 > 16 > 64 > 64 1 32
P. fluorescens 64 8 0.5 1 > 256 > 256/128 8/152 1024 > 64 0.12 16 > 64 64 0.25 16
P. protegens 64 8 1 2 > 256 256/128 8/152 1024 > 64 0.12 > 16 > 64 > 64 0.5 32
P. putida 32 8 2 2 256 64/32 16/304 > 1024 > 64 0.12 > 16 > 64 > 64 1 16
P. helmanticensis 16 8 0.5 < 0.5 > 256 > 256/128 4/76 512 > 64 0.06 > 16 > 64 64 0.25 16
P. baetica 16 8 1 < 0.5 > 256 128/64 16/304 1024 > 64 0.12 > 16 > 64 > 64 0.25 32
P. synxantha 32 8 0.5 2 > 256 > 256/128 2/38 128 > 64 0.06 > 16 > 64 64 0.25 32
P. taiwanensis 16 8 1 1 256 64/32 16/304 > 1024 > 64 0.25 > 16 > 64 > 64 0.5 32
P. rhodesiae > 64 8 0.5 1 > 256 > 256/128 4/76 256 > 64 0.06 > 16 > 64 > 64 0.25 16
P. poae 64 8 0.5 1 > 256 > 256/128 > 16/304 > 1024 64 0.12 > 16 > 64 16 < 0.12 32
P. fragi 16 16 2 64 > 256 64/32 > 16/304 > 1024 > 64 0.12 > 16 > 64 > 64 2 32
P. entomophila 32 8 0.5 1 256 256/128 8/152 1024 > 64 0.25 > 16 > 64 64 0.25 16
P. mosselii 32 16 1 1 256 64/32 8/152 > 1024 > 64 0.12 > 16 > 64 > 64 0.25 32
*XNL, Ceftiofur; FLUQ, Flumequine; ENRO, Enrofloxacin; NEO, Neomycin; AMP, Ampicillin; AUG2, Amoxicillin/clavulanic acid; SXT, 
Trimethoprim/sulfamethoxazole; FIS, Sulfisoxazole; AZI, Azithromycin; CIP, Ciprofloxacin; CLI, Clindamycin; ERY, Erythromycin; FFN, 
Florfenicol; GEN, Gentamicin; NAL, Nalidixic acid.
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항생제 내성유전자 분석

본 연구에서는 58균주를 대상으로 PCR을 통해 Tc 내성유전
자 14종의 검출 빈도를 확인하였다. 먼저 Aeromonas spp. 38
균주 중 tet(A)가 검출된 균주는 12균주(31.6%), tet(E)가 10균
주(26.3%)로 높은 비율로 검출되었다. 그 다음으로는 tet(A)
와 tet(M)을 동시에 가지고 있는 균주가 5균주(13.2%), tet(A)
와 tet(E)를 모두 가지고 있는 균주는 3균주(7.9%)로 나타났
다. 각각 1균주(2.6%)만 검출된 내성유전자는 tet(M), tet(A)
와 tet(C), tet(D)와 tet(E), tet(E)와 tet(M)이었으며, 본 연구에
서 조사한 14종의 tet gene이 모두 검출되지 않은 균주는 4균
주(10.53%)로 나타났다. Aeromonas spp.에 비해 tetracycline 
계열의 항생제에 내성을 가지는 균주가 적었던 Pseudomonas 
spp.는 1균주만이 tet(D)를 가지고 있었고, 나머지 19균주에서
는 내성유전자가 검출되지 않았다(Table 7, Table 8). 

고   찰

본 연구에서는 기회성 병원체인 Aeromonas spp. 38균주와 
Pseudomonas spp. 20균주를 대상으로 항생제 내성 패턴과 Tc 
내성 유전자의 분포에 대해 조사하였다. Tc는 세균의 단백질 합
성을 억제하며 정균작용을 갖는 광범위한 항생제로, 1940년대 
후반에 처음 발견된 이후로 인체 및 수의 분야에서 치료 및 예방
에 일반적으로 사용되는 항생제 중 하나이다. Tetracycline 계열
의 항생제로는 Tc, OTC, DXT, minocycline, tigecycline 등이 
있으며, 많은 임상 현장에서 사용되어진 이후로 내성균 증가가 
심각한 문제로 대두되었다. 
다양한 수산생물에 질병을 일으키는 병원체 중 본 연구에서 
사용한 Aeromonas spp.는 어류에 병원성을 나타내는 것으로 
알려져 있으며, 그 중 A. hydrophila는 병원성이 높은 균주로 
빈번하게 발생하는 것으로 보고되고 있다. 또한 Pseudomonas 
spp.도 같은 그람음성균으로 수계환경에 널리 분포하며 숙주
범위가 넓은 기회성 병원체이다. 그중 P. plecoglosicida는 P. 
putida와 유사한 세균으로 내부 장기에 육아종을 형성하여 은
어(Plecoglossus altivelis)에 높은 폐사를 발생시켜 양식 산업에 
큰 피해를 일으킨다는 보고가 있다(Park et al., 2000; Zhang et 
al., 2014). 또한, 어류의 피부를 붉게 만드는 P. fluorescens와 P. 
putida는 무지개송어(Oncorhynchus mykiss) 양식에 심각한 피
해를 발생시킨다고 알려져 있다(Zhang et al., 2009; Oh et al., 
2019). 따라서 본 연구에서는 Aeromonas spp.와 Pseudomonas 
spp.의 항생제 내성 수준을 분석하기 위하여 18종 항생제가 포
함된 2종류의 MIC panel을 사용하여 검사를 실시하였다. 그 
결과, Aeromonas spp.와 Pseudomonas spp.는 대부분의 항생
제에 대해 다른 내성 패턴을 나타내는 것을 확인할 수 있었다. 
Aeromonas spp.는 ampicillin에 상대적으로 높은 내성을 나타
낸다고 보고되었으며, 본 연구에서도 Aeromonas spp. 38균주 
중 36균주(94.7%)가 128 μg/mL 이상의 MIC 값을 보여 이전의 

연구와 유사한 결과를 확인하였다(Son et al., 1997). Ampicil-
lin과 같은 계열의 항생제인 amoxcillin과 clavulanic acid를 함
께 사용하면 항균력이 향상된다고 알려져 있으며(Igbinosa et 
al., 2012), 본 연구에서 amoxcillin/clavulanic acid의 MIC 값
은 8/4–32/16 μg/mL 범위로 확인되었다. 반면에 Aeromonas 
spp.는 fluoroquinolone 계열의 항생제와 gentamicin에 감수
성을 나타낸다고 알려져 있으며, 본 연구에서도 해당 항생제
에 낮은 MIC 값을 나타내어 유사한 결과를 보였다(Palú et al., 
2006). 또한, Aeromonas spp.의 38균주 중 24균주(63.2%)는 
trimethoprim/sulfamethoxazole에 16/304 μg/mL 이상의 MIC 
값을 가지는 것을 확인하였는데, 베트남, 터키 등 여러 나라에서 
분리된 Aeromonas spp.에서도 비슷한 결과를 확인할 수 있었
다(Vila et al., 2003; Matyar et al., 2010; Nguyen et al., 2014).

Pseudomonas spp.는 대부분의 항생제에 대하여 Aeromonas 
spp.와 다른 내성 패턴을 보이는 것으로 확인되었으나, 그람
양성균에 효과가 있는 것으로 알려진 3종의 항생제(ampicil-
lin, erythromycin 및 clindamycin)에 대해서는 동일하게 높은 
MIC 값을 가지는 것으로 나타났다. 따라서, 양식어류에 발생
한 Aeromonas spp. 및 Pseudomonas spp.의 치료에 ampicil-
lin, erythromycin 및 clindamycin의 효과는 상대적으로 미흡
할 것으로 여겨진다. Foysal et al. (2011)이 어류에서 분리한 P. 
fluorescens는 gentamicin에 모두 감수성을 가지는 것으로 나타
났으나, 본 연구에서는 0.5–32 μg/mL 이상의 MIC 값을 가지
는 것을 확인하였다. 호주의 무지개송어(O. mykiss)와 저질에
서 분리한 Aeromonas spp. 및 Pseudomonas spp.에 대한 항생
제 감수성 검사 결과에서는 ciprofloxacin에 모두 감수성을 나
타내었다고 보고하였다(Akinbowale et al., 2007). 반면에, 본 
연구에서는 Pseudomonas spp.는 동일한 항생제에 0.03–0.25 
μg/mL의 MIC 값을 가지는 것으로 나타났으나, Aeromonas 
spp.의 약 29%가 16–>64 μg/mL의 MIC 값을 가지는 것으로 
나타나 이전 연구와 차이가 있는 것으로 확인되었다. 

Aeromonas spp.와 Pseudomonas spp.의 Tc 내성유전자의 분
포를 알아보기 위하여, 총 14종의 tet gene에 대해서 조사하였
다. Aeromonas spp.는 tetracycline 계열의 항생제에 32 μg/mL 
이상의 높은 MIC 값을 가지는 것으로 나타나, 이전의 연구들과 
비슷한 결과를 확인하였다(Kǟmpfer et al., 1999; Vivekanand-
han et al., 2002; Castro-Escarpulli et al., 2003). 본 연구에서 조
사한 Aeromonas spp. 38균주의 Tc 내성유전자는 tet(A)가 12
균주(31.6%), tet(E)가 10균주(26.3%), 두 개의 유전자를 동시
에 갖는 균주가 3균주(7.9%)로 높은 비율로 검출되는 것을 확
인하였다. 이는 Aeromonas spp.가 일반적으로 tet(A) 및 tet(E)
를 가진다는 이전 연구결과와 유사한 것으로 나타났다(Agersø 
et al., 2007b; Balassiano et al., 2007). Akinbowale et al. (2007)
의 연구에서는 Aeromonas spp.에서 tet(A), tet(D), tet(E) 및 
tet(M)이 검출되었다고 보고하였다. 본 연구에서도 tet(M)
이 검출된 균주, tet(E)와 tet(M)을 모두 가지는 균주, tet(D)와 
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tet(E)가 동시에 검출된 균주가 1균주(2.6%)로 확인되었다. 또
한, tet(A)와 tet(M)이 동시에 검출된 균주는 5균주(13.2%)로 

나타났다. Piotrowska and Popowska (2014)는 Aeromonas 
spp.에서 총 8종의 tet gene [tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E), 

Table 7. The result of antibiotic susceptibility test and detection of tetracycline resistance genes against Aeromonas spp.

Bacteria
MIC (μg/mL) Inhibition zone diameter (mm)

tet gene
Tc OT DXT Tc OT DXT

A. hydrophila-1 16 > 256 > 64 < 6 < 6 < 6 tet(E)
A. hydrophila-2 64 128 16 11 < 6 12 tet(A), tet(E)
A. hydrophila-3 64 64 16 12 < 6 12 ND
A. hydrophila-4 > 64 > 256 32 < 6 < 6 < 6 tet(A)
A. hydrophila-5 64 64 2 18 13 19 tet(A)
A. hydrophila-6 16 64 2 20 18 23 tet(E)
A. hydrophila-7 64 64 32 15 10 15 tet(A)
A. hydrophila-8 16 32 2 15 12 16 tet(A)
A. hydrophila-9 16 64 4 16 12 18 tet(A), tet(E)
A. hydrophila-10 8 32 2 19 15 20 tet(E)
A. hydrophila-11 16 64 2 14 10 18 tet(E), tet(M)
A. hydrophila-12 > 64 256 > 64 12 < 6 12 tet(E)
A. hydrophila-13 16 64 8 10 < 6 12 tet(A)
A. hydrophila-14 > 64 > 256 64 < 6 < 6 < 6 tet(E)
A. hydrophila-15 > 64 256 16 14 < 6 16 tet(E)
A. hydrophila-16 16 32 2 18 14 24 tet(E)
A. veronii-1 16 64 4 14 11 17 tet(A)
A. veronii-2 8 16 1 18 15 22 tet(A), tet(M)
A. veronii-3 16 64 2 16 12 20 tet(E)
A. veronii-4 0.25 < 0.25 < 0.25 26 26 26 tet(M)
A. veronii-5 16 64 8 12 < 6 13 tet(A), tet(M)
A. veronii-6 32 64 8 14 < 6 14 tet(A), tet(M)
A. veronii-7 8 32 2 14 12 20 tet(A), tet(M)
A. veronii-8 0.25 < 0.25 < 0.25 32 30 30 ND
A. veronii-9 16 32 2 20 18 21 tet(A)
A. caviae-1 32 128 16 12 < 6 12 tet(A), tet(E)
A. caviae-2 > 64 256 32 < 6 < 6 10 tet(A), tet(C)
A. caviae-3 8 32 2 20 12 22 tet(A)
A. caviae-4 16 128 8 14 10 14 tet(A)
A. salmonicida-1 0.25 < 0.25 < 0.25 30 34 30 ND
A. salmonicida-2 > 64 256 > 64 < 6 < 6 < 6 tet(A)
A. salmonicida-3 32 128 8 14 11 12 tet(A)
A. rivipollensis-1 16 64 8 17 15 22 tet(E)
A. rivipollensis-2 8 32 1 16 12 16 tet(A), tet(M)
A. dhakensis-1 16 64 2 18 12 24 tet(E)
A. dhakensis-2 0.25 < 0.25 < 0.25 26 30 26 ND
A. enteropelogenes 64 128 32 < 6 < 6 10 tet(D), tet(E)
A. jandaei 16 32 1 16 12 20 tet(A)
*ND, Not detection; <6, No inhibition. Tc, Tetracycline; OT, Oxytetracycline; DXT, Doxycycline.
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tet(H), tet(G) 및 tet(M)]이 검출된다고 보고하였으나, 본 연구
에서는 tet(B), tet(C), tet(H) 및 tet(G)를 제외한 4종의 유전자가 
검출되었고 2종의 tet genes가 함께 존재하는 다양한 형태가 확
인되었다. Aeromonas spp.에서 검출된 tet(M)의 경우, Park et 
al. (2012)의 연구처럼 분자생물학적 분석을 실시하여 다른 세
균에서 확인된 tet(M)과 transposon간의 연관성과의 차이점을 
비교할 필요가 있을 것으로 여겨진다. Pseudomonas spp.는 20
균주 중에서 2균주만 Tc에 대해서 높은 MIC 값과 저지대를 형
성하지 않는 것으로 나타나, Aeromonas spp.에 비해 tetracy-
cline 계열의 항생제에 감수성을 가지는 것으로 나타났다. Tet 
gene 분석 결과로는, tet(D)를 가지는 1균주(5%)만 검출되었으
며, tetracycline 계열의 항생제에 대해 내성이 있었으나 내성 유
전자를 확인할 수 없었던 P. fragi 균주는 본 연구에서 조사한 14
종 이외의 tet gene에 대한 추가적인 조사가 필요할 것으로 판단
된다. 또한, 이전 연구에 따르면 중국의 다양한 물에서 분리된 
Pseudomonas spp. 는 Tc에 대해 높은 내성을 보이며 tet gene을 
보유하고 있는 것으로 나타났으나(Li et al., 2010), 본 연구에서 
분리한 대부분의 Pseudomonas spp.에서는 Tc에 대해 내성을 
보이는 균주의 수가 적어 tet gene도 검출되지 않는 것으로 나타
나, 국내의 어병세균에서 분리된 Pseudomonas spp.의 특징인 
것인지에 대해서는 조사가 더 이루어져야 할 것으로 사료된다.

Aeromonas spp.와 Pseudomonas spp.는 기회성 병원체로 수
생환경에 항상 존재하지만, 이들 균주가 가지는 다양한 항생제
에 대한 내성 수준 및 내성유전자에 관한 연구가 부족한 실정
이기 때문에 본 연구 결과는 수산생물에서 분리된 Aeromonas 
spp.와 Pseudomonas spp.의 항생제 내성 패턴 및 내성유전자 
분포에 대한 기초자료로 활용될 수 있을 것으로 기대된다.
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