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서   론

우리나라에서는 오랜 기간 동안 다양한 품종과 

시설을 이용한 수산양식이 이루어지고 있다. 경기

도의 경우 내수면 품종 위주의 양식이 이루어지고 

있으며, 서해안 연안의 패류 양식 등 해면 품종도 

일부 양식되어지고 있다. 경기도의 주요 양식품종

은 뱀장어, 메기, 동자개, 대농갱이 등이 있으며, 
2018년 경기도의 내수면 양식 생산량은 1,489 ton
이 생산되어 전국 내수면 양식 분야의 한 축을 담

당하고 있다(해양수산부 수산정보포털, 2019). 
  내수면 어종을 비롯한 양식어류에서는 다양

한 질병에 의한 피해가 발생하고 있으며, 특히 세
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균성 질병은 양식어류에서 자주 발생하고 있는 질

병 중 하나이다. 내수면 양식어류에 주로 발생하는 

세균성 질병은 Aeromonas hydrophila, Aeromonas 
salmonicida, Edwardsiella tarda 등이며, 국내외에

서 지속적으로 발생된다는 보고가 되어지고 있다

(Akinbowale et al., 2006; Dung et al., 2009; Jun et 
al., 2004). 세균성 질병은 다양한 항생제로 치료가 

가능하며, 내수면 양식장에서는 Oxytetracycline 
(OTC), Florfenicol 등과 같은 항생제가 많이 사용

되고 있다. 전 세계적으로 항생제는 인체 세균성 

질병의 치료 외에도 축산업, 수산 양식 분야에서 

많이 사용되고 있으며, 오남용 등으로 인해 항생제

에 내성을 가지는 세균 또는 여러 항생제에 대해 

내성을 나타내는 다재 내성균의 비율이 증가하고 

있다(Labella et al., 2013). 이러한 항생제의 내성 

문제를 막기 위해 범국가적으로 항생제의 적절한 

사용에 대해 관심을 기울이고 있으며, 세계보건기

구(WHO)에서는 항생제 내성의 발생과 확산이 21
세기의 공중 보건을 위협하는 주요 요인 중 하나라

고 규정하고 있다(Rodriguez-Mozaz et al., 2015).
Tetracycline (TC)은 여러 그람 양성 및 음성 세균

에 효과적인 광범위성 항생제로 알려져 있다. 양식

산업에서는 현재도 Oxytetracycline (OTC)와 같은 

TC 계열 항생제가 많이 쓰이고 있어, 어류의 질병 

치료를 위한 수산용 항생제로서 TC는 여전히 중요

한 위치를 차지하고 있다. TC는 구조적으로 acetate
와 malonate가 환을 형성하여, 4개의 연결된 환을 

그 모핵으로 가지고 있으며, 세균의 ribosome의 

30S subunit에 결합하여, aminoacyl tRNA가 50S 
subunit의 acceptor site와 결합하는 것을 봉쇄하는 

방법으로 단백질 합성을 억제시키는 작용에 의한 

정균 능력을 나타낸다(Roberts, 1996). 하지만 이러

한 효과 이면에는, 여러 분야에서의 무분별한 사용

으로 인하여 TC에 대한 내성균이 증가하는 문제가 

생기고 있다(Schmitz et al., 2001; Schwarz et al., 
1998; Trzcinski et al., 2000). TC 계열의 내성 기전

은 크게 efflux 기작과 ribosomal protection 기작을 

들 수 있는데, 이런 기작들은 TC 내성 유전자인 tet 
유전자에 의해 일어나게 된다(Levy, 1992; Chopra 
and Roberts, 2001). tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet 
(E), tet(G), tet(K) 등은 efflux 기작에 관여하며, tet 

(M), tet(S), tet(W) 등은 ribosomal protection에 관여

하는 것으로 알려져 있다(Roberts, 2005). 또한, tet 
(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E), tet(G)는 그람 음성

균에서 주로 나타나며, tet(K), tet(S), tet(W) 등은 

그람 양성균에서 주로 존재한다. 특히 그들 중 tet 
(M)은 그람 양성균과 음성균 모두에서 보고되고 

있다(Chopra and Roberts, 2001).
경기도 해양수산자원연구소에서는 경기도에 소

재한 양식장의 바이러스성, 세균성 등 질병 모니터

링을 주기적으로 실시하고 있으며, 분리된 세균성 

병원체의 항생제 감수성 시험을 통해 감수성 있는 

항생제 사용을 권고하는 등의 질병관리를 추진하

고 있다. 이런 노력에도 불구하고, 여전히 도내 양

식장 일부에서 항생제가 오·남용되고 있어 항생제 

내성이 발생할 가능성이 높은 상황이다. 따라서 본 

연구에서는 도내 양식장의 항생제 내성에 따른 영

향을 파악하기 위하여, 2015~2018년 동안 도내 양

식어류에서 분리된 균주를 대상으로 다양한 항생

제에 대한 감수성 시험을 실시하였고, TC에 대한 

내성을 나타내는 균주를 선별하여 tet 유전자 분포 

양상을 확인하였다.

재료 및 방법

시료채취 및 균주 분리 

본 연구에서는 2015~2018년 동안 경기도 내 양

식장 약 300개소를 대상으로 질병 모니터링을 실

시하였다. 검사 대상 양식장은 임상증상이 나타났

거나 폐사가 발생한 곳을 선정하여 빈사 또는 정상

어류를 검사하였다. 양식어류는 임상검사를 통해 

체표 및 내부장기의 이상을 확인하고, 간, 신장, 비
장을 무균적으로 절개하여 Tryptic Soy Agar (TSA)
에 도말하였다. 배지는 25℃에서 24시간 배양하였

고, 단일 콜로니를 분리하여 Tryptic Soy Broth 
(TSB)에서 증균하여 실험에 사용하였다. 균주는 

배양액과 배양액의 20%인 glycerol을 혼합하여 실

험에 사용하기 전까지 -80℃에 보관하였다.

항생제 감수성 시험 및 동정

양식어류에서 분리한 균주의 항생제 내성 유무

를 확인하기 위하여, TC를 비롯한 다양한 항생제
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에 대한 항생제 감수성 시험을 실시하였다. 해당 

시험은 다양한 항생제에 대한 MIC(Minimum Inhi-
bitory Concentration) 값을 동시에 분석 가능한 

Sensititre Bovine/Porcine plate (Thermo Fisher, USA)
를 사용하였다(Ruzauskas et al., 2018). Ampicillin 
(AMP), Oxytetracycline (OTC), Gentamycin (GEN), 
Clindamycin (CLI), Enrofloxacin (ENRO)에 대한 

MIC 값을 확인하였고, CLSI 등의 기준을 참고하여 

내성 유무를 판단하였다. 모든 균주들은 Biolog 
(USA)에서 시판된 간이 생화학적 동정용 키트를 

사용하였고, Microstation (Biolog, USA) 장비로 동

정 결과를 확인하였다.

TC 내성(tet) 유전자 확인

TC 내성균주에서 내성을 유발하는 tet 유전자를 

확인하기 위하여 Conventional PCR을 실시하였다. 
Total DNA는 분리균주의 배양액에서 DNeasy Blood 
&Tissue kit (QIAGEN, Germany)을 이용해 분리하

였고, 실험법은 제품 매뉴얼에 따라 진행하였다. 
10X PCR buffer 2 μl, 200 μM의 각각의 dNTP, 1 
μM의 sense primer와 antisense primer, Taq DNA 
polymerase (TaKaRa, Japan) 및 template 1 μl를 첨가

한 후 distilled water로 최종액의 volume이 20 μl가 

되도록 했다. Primer는 대표적인 tet 유전자들에 대

해 특이적으로 제작된 것을 사용하였고, tet(A)~tet 
(G)는 동시에 검출이 가능한 조합을 사용하였다

(Table 1) (Jun et al., 2004; Jun, 2010; Aminov et 
al., 2001). PCR 혼합물은 Biometra TAdvanced 
Thermal Cycler (Analytik-Jena, Germany)를 사용하

여, 94℃에서 3분간 pre-denaturation 시킨 후, 94℃

Table 1. Primers used in this study

Genes Primer Oligonucleotide sequence (5′→3′) Expected size Reference

tet(A)
to (G)

TETFa

TAR
TBR
TCR
TDR
TER
TGR

GCGCTNTATGCGTTGATGCA
ACAGCCCGTCAGGAAATT
TGAAAGCAAACGGCCTAA
CGTGCAAGATTCCGAATA
CCAGAGGTTTAAGCAGTGT
ATGTGTCCTGGATTCCT
ATGCCAACACCCCCGGCG

387
171
631
489
246
803 Jun et al., 2004; 

Jun, 2010
tet(K) TKR-F

TKR-R
GTAATGGTACCTGGTAAATC
CTATTACCTATTGTCGCTAC 399

tet(L) TLR-F
TLR-R

GATCGATAGTAGCCATGG
CTTCTATCAACAAGTATC 480

tet(M) TMR-F
TMR-R

GAATCTGAACAATGGGAT
CTAACAATTCTGTTCCAGC 1,099

tet(O) TOF-F
TOF-R

ACGGARAGTTTATTGTATACC
TGGCGTATCTATAATGTTGAC 171

Aminov et al., 
2001

tet(S) TSR-F
TSR-R

GAAAGCTTACTATACAGTAGC
AGGAGTATCTACAATATTTAC 169

tet(W) TWR-F
TWR-R

GAGAGCCTGCTATATGCCAGC
GGGCGTATCCACAATGTTAAC 168

tet(Q) TQR-F
TQR-R

AGAATCTGCTGTTTGCCAGTG
CGGAGTGTCAATGATATTGCA 169

tet(T) TTR-F
TTR-R

AAGGTTTATTATATAAAAGTG
AGGTGTATCTATGATATTTAC 169

aTETF designed from the conserved region of six different tet genes and used as the common sense primer for 
PCR amplification.
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에서 30초 denaturation, 55℃에서 30초 annealing, 
72℃에서 30초 extension의 반응을 30 cycle 수행한 

후 72℃에서 7분간 post-extension 시켰다. 증폭산물

은 QIAxcel Advanced Instrument (QIAGEN, 
Germany)를 이용하여 전기영동 하였고, 증폭산물

의 길이를 확인하여 tet 유전자의 유무를 확인하였

다.

결과 및 고찰

도내 양식생물 분리균주 모니터링

2015~2018년까지 경기도에 소재한 양식장을 대

상으로 질병 모니터링을 실시하였고, 임상증상이 

있거나 폐사가 발생한 이력이 있는 양식어류를 대

상으로 간, 신장, 비장에서 세균을 분리 배양하였

다. 모니터링 결과, 메기, 뱀장어 등의 다양한 내수

면 양식어종에서 총 101개의 균주를 분리하였다

(Table 2). 분리된 균주 중, Aeromonas spp.가 43.5%
로 가장 우점하였으며, A. veronii, A. hydrophila, A. 
allosaccharophila, A. eucrenophila 등이 분리되었다

(Table 3). 분리균주 중에는 어병세균으로 잘 알려

져 있는 A. hydrophila 8개를 비롯하여, P. fluo-
rescens, P. anguilliseptica, E. tarda, L. garvieae, Y. 
ruckeri가 각각 1개, 1개, 2개, 1개로 확인되었다. 
일반적으로 내수면 어류에서는 A. hydrophila, A. 
salmonicida와 같은 Aeromonas spp., E. tarda, P. flu-

orescens 등에 의한 세균성 질병이 잘 알려져 있다

(Jun et al., 2010). 이번 연구에서는 넙치를 비롯한 

해면 어류에 주로 발생하는 L. garvieae가 양식 메

기에서 분리되었는데, 이는 중국에서 양식된 yel-
low catfish의 장내 세균 등에서 분리되었다는 보고

에서 내수면 양식품종에서도 분리가 가능하다는 

것을 알 수 있다(Wu et al., 2010).

분리균주의 항생제 내성 특성 비교

본 연구에서 분리한 균주의 항생제 내성 유무를 

조사하기 위하여, 분리균주를 대상으로 TC, GEN, 
AMP, CLI, ENRO에 대한 내성 유무를 MIC법으로 

확인하였다. 총 101개의 균주 중 총 92개의 균주에

서 다양한 항생제에 대한 내성이 확인되었으며, 나
머지 9개 균주에서는 확인되지 않았다(Table 4). 그 

중 TC에 내성을 나타내는 균주는 47개가 확인되었

고, 전체 균주의 46.5%로 확인되었다(Table 3). 또
한, Aeromonas spp.는 전체 TC 내성균 대비 51.1%
로 가장 많았으며, A. hydrophila를 비롯한 어병세

균에서도 TC에 대한 내성이 확인되었다(Table 3).
또한, 다양한 항생제에 대해 내성을 나타내는 다

재내성균의 비율을 분석하였는데, 단일 항생제에 

대해 내성을 나타내는 균주(22.8%)보다 다재내성

균의 비율(77.2%)이 더 높다는 것을 확인하였다

(Table 4). 단일 내성으로서는 CLI가 가장 높았으며

(13.0%), 다재내성에서도 CLI가 포함되어 있는 

Table 2. Various species of diseased fish used for monitoring in this study

Common name Species Isolates The number of 
individuals*

Altum angelfish**

Far eastern catfish
Japanese eel
Koi**

Korean bullhead
Korean weatherfish
Rainbow trout
Mandarin fish
Chinese Sturgeon
Ussurian bullhead

Pterophyllum altum
Silurus asotus
Anguilla japonica
Cyprinus carpio
Pseudobagrus fulvidraco
Misgurnus anguillicaudatus
Onchorhynchus mykiss
Siniperca scherzeri
Acipenser sinensis
Leiocassis ussuriensis

3
49
11
8
14
6
1
4
4
1

1
37
7
8

11
4
1
4
4
1

* Some individuals have two or three different isolates.
** They were cultured for ornamental use.
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AMPR/CLIR(19.6%), TCR/AMPR/CLIR(12.0%) 그룹

이 높은 비율을 차지하였다(Table 4).

TC 내성균의 tet 유전자 분포

도내 양식장에서 TC 내성을 주로 일으키는 tet 
유전자를 파악하기 위하여, TC에 내성을 나타내는 

균주를 대상으로 tet 유전자의 분포 양상을 확인하

였다. 그람 음성 세균에서는 주로 efflux 기작에 관

여하는 tet(A) ~ tet(G) 등에 의해 내성이 유발된다

고 알려져 있으며, 종종 tet(M), tet(S) 등이 riboso-
mal protection 기작을 일으켜 TC에 내성을 나타낸

다는 보고가 있다(Poole, 2005). 본 연구에서 분리

된 TC 내성균 47개를 대상으로 tet(A) 등 14개의 

tet 유전자의 분포 양상을 확인한 결과, tet(A), tet 
(D), tet(E), tet(G), tet(M), tet(S)가 존재함을 확인하

였다(Fig. 1). 그 중 tet(A)가 가장 많은 11 균주에서 

검출되었으며, tet(E)와 tet(D)가 각각 9개, 4개 균주

Fig. 1. The number of isolates containing TC resistant 
(tet) genes.

Table 3. Identification of isolates from diseased fishes in aquaculture sites

Genus Species
The number of isolates (%)

Total TC-resistance
101 47

  Aeromonas

　

A. hydrophila
A. bestiarum
A. veronii
A. allosaccharophila
A. caviae
A. sobria
A. eucrenophila
A. ichthiosmia
A. jandaei

44 (43.5)
8
6
8
8
2
1
8
1
2

24 (51.1)
6
6
5
2
-
1
2
1
1

  Pseudomonas

　

P. fluorescens
P. anguilliseptica
P. aeruginosa
P. viridilivida

4 (4.0)
1
1
1
1

3 (6.4)
1
-
1
1

  Vibrio
　 V. metschnilcovii

V. Cholerae 01/0139

5 (5.0)
3
2

-
-
-

Yersinia Y. ruckeri 1 (1.0) 1 (2.1)

Lacotococcus L. garvieae 1 (1.0) 1 (2.1)
Edwardsiella E. tarda 2 (2.0) 2 (4.2)
Etc. 44 (43.5) 16 (34.0)
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에서 확인되었다. Ribosomal protection 기작에 관

여하는 tet 유전자 또한 확인되었는데, tet(S)은 

Enterococcus spp.와 L. garvieae와 같은 그람 양성 

세균에서 검출되었으며, tet(M)은 그람 음성 세균

인 C. freundii, Y. ruckeri에서 확인되었다. 본 연구

결과에서는 그람 음성 세균에서만 efflux 유전자인 

tet(A), tet(D), tet(E), tet(G)가 확인되었는데, 일반적

으로 efflux 기작을 일으키는 tet 유전자는 그람 음

성 세균에서 tet(A)~ tet(E), tet(G) 등이 우점적으로 

나타나며, 그람 양성 세균에서는 매우 드물게 나타

난다고 알려져 있다(Butaye et al., 2003; Poole, 
2005; Roberts, 2005). 또한, 해면 양식어류에서는 

tet(B)와 tet(D)가 상대적으로 우점적으로 나타나는 

반면, 내수면 양식어류인 메기에서 분리된 E. tarda
에서는 tet(A)와 tet(D)가 우점적으로 검출된다는 

보고가 있다(Jang et al., 2018; Jun et al., 2004). 이와 

Table 4. The number of the multiple antibiotic resistant isolates

Antimicrobial agent The number of the 
isolates (%)

Total isolates 101

Non-resistant 9
Resistant isolates 92

OTCR

GENR

AMPR

CLIR

ENROR

1 (1.1)
3 (3.3)
4 (4.3)

12 (13.0)
1 (1.1)

OTCR

OTCR

OTCR

OTCR

GENR

GENR

GENR

AMPR

AMPR

CLIR

GENR

AMPR

CLIR

ENROR

AMPR

CLIR

ENROR

CLIR

ENROR

ENROR

2 (2.2)
8 (8.7)
6 (6.5)
3 (3.3)
2 (2.2)

-
-

18 (19.6)
-

2 (2.2)

OTCR

OTCR

OTCR

OTCR

OTCR

OTCR

GENR

GENR

AMPR

GENR

GENR

GENR

AMPR

AMPR

CLIR

AMPR

CLIR

CLIR

AMPR

CLIR

ENROR

CLIR

ENROR

ENROR

CLIR

ENROR

ENROR

2 (2.2)
-
-

11 (12.0)
-

3 (3.3)
1 (1.1)

-
1 (1.1)

OTCR

OTCR

OTCR

GENR

GENR

GENR

AMPR

AMPR

AMPR

AMPR

CLIR

CLIR

CLIR

ENROR

ENROR

ENROR

6 (6.5)
-

2 (2.2)
1 (1.1)

OTCR GENR AMPR CLIR ENROR 3 (3.3)
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같은 결과들은 내수면 양식어류에서 분리된 균주

를 분석한 본 연구에서의 결과와 일치하였으며, tet 
유전자의 분포 양상이 해면과 내수면 양식어류에 

따라 차이가 있음을 확인할 수 있었다.
반면, TC 내성균 중 21개의 균주에서는 본 연구

에서 대상으로 한 tet 유전자가 모두 검출되지 않았

다. TC 내성의 기작은 크게 3가지로 나뉘며, 각각 

efflux, ribosomal protection, enzymatic 기작으로 불

린다. efflux 기작은 tet(A)~(E) 이외에도 tet(30), tet 
(31), tet(33) 등 다양한 유전자가 해당 기작을 통해 

세균의 TC 내성을 유발하며, plasmid 또는 chromo-
some에 존재한다고 알려져 있다(Chopra and Roberts, 
2001; Poole, 2005). 또한, ribosomal protection 또는 

enzymatic 기작을 일으키는 다양한 tet 유전자가 존

재하며, 양식어류 또는 사육수에서 tet(Y), tet(X) 등
의 검출이 보고되고 있다(Furushita et al., 2003, 
Huang et al., 2017). 따라서 본 연구에서 tet 유전자

가 검출되지 않은 TC 내성균들은 다른 tet 유전자 

또는 기작으로 인해 TC 내성이 유도되었을 것이라 

여겨진다. 

요   약

Tetracycline (TC)은 국내에서 세균 감염 치료에 

반드시 필요한 대표적인 항생제로 알려져 있다. 그
러나 부적절한 사용과 남용으로 인해 Tetracycline, 
Erythromycin, Fluoroquinolone 등과 같은 항생제에 

대한 내성이 발생하고 있으며, 이는 국내 양식 분

야에서 심각한 경제적 피해를 유발한다. 본 연구에

서는 2015~2018년에 걸쳐 경기도 양식장의 양식생

물에서 101개 균주를 분리하였다. 분리균주는 간

이적인 생화학적 방법을 통해 동정하였으며, 최소

억제농도(MIC)의 확인을 통해 Oxytetracycline 
(OTC), Ampicillin (AMP), Clindamycin (CLI), Enro-
floxacin (ENRO), Gentamycin (GEN)에 대한 내성 

여부를 확인하였다. 이중 TC에 내성을 보이는 균

주는 PCR법을 통해 tet 유전자의 분포를 조사하였

다. 그 결과, 총 101개 균주 중에서 Aeromonas spp.
가 44개(43.5%)로 가장 우점하였고, 그 다음으로 

Pseudomonas spp. 4개(4.0%), Vibrio spp. 5개(5.0%)
가 확인되었다. 또한, 다중 내성을 보이는 균주

(77.2%)가 단일 내성균(22.8%)보다 많음을 확인하

였다. tet(A), tet(D), tet(E), tet(G), tet(M), tet(S)가 TC 
내성 균주에서 검출되었으며 tet(A)가 가장 우점적

으로 확인되었다. Aeromonas spp.는 분리된 균주 

중에서 가장 많았으며, 경기도 내 양식현장에서의 

다양한 항생제 내성 유전자의 특성에 대한 추가적

인 연구가 필요하다.
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