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요약 

 

항생제 내성 유전자의 출현과 전파는 전 세계적인 공중 보건 문제이다. 환경에 

존재하는 항생제 내성체에 대한 대부분의 연구에서 whole genome이 아닌 항생제 

내성 유전자(antibiotic resistance gene, ARG)의 정량 분석을 통해 그 위험성을 

밝혀왔으며, ARG의 이동과 전파에 대한 연구는 아직 충분히 이루어지지 않았다. 

이에 본 연구에서는 기존에 수행되고 있던 short-read sequencing (HiSeq)과 

비교적 최근 개발된 long-read sequencing (MinION)을 통해 환경에 존재하는 

미생물 군집의 다양성을 조사하고, 항생제 내성체에 대한 비교 분석을 실시하였다. 

미생물 군집을 조사한 결과, long-read sequencing과 short-read sequencing의 
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데이터로 각각 911, 841개의 박테리아 속(Genus)을 분류하였다. Long-read 

sequencing의 결과에서는 분류되지 않은(unclassified) 속이 평균 8.7 %를 

차지하는 것에 비해 short-read sequencing의 결과에서는 63.3 %의 속이 

unclassified 그룹에 속하는 것으로 나타났다. 두 플랫폼 간의 ARG abundance는 

비슷한 경향을 보였으며(Spearman’s rho = 0.655, p <0.05), multidrug resistance 

(MDR)를 가진 read가 가장 많은 것으로 나타났다. Read와 contig 내에서 5 kb 

이내의 거리에 존재하는 ARG와 이동성 유전 인자(mobile genetic element, MGE) 

쌍의 종류는 MinION과 HiSeq의 결과에서 각각 69, 25가지가 검출되었다. 

Plasmid로 예측되는 read와 contig가 가지고 있는 ARG는 MinION과 HiSeq의 

결과에서 각각 183, 91개가 검출되었다. ARG를 가지고 있는 read와 contig 중에 

sulfonamide/sulfone, aminoglycoside, tetracycline 계열에 내성을 가지고 있는 

read와 contig가 대부분 plasmid인 것으로 나타났다. 따라서 본 연구에서는 

미생물 군집의 다양성과 항생제 내성체 분석을 통해 long-read sequencing과 

short-read sequencing의 차이점을 비교하고, 앞으로 ARG의 이동과 전파에 대한 

연구의 방향성을 제시하고자 한다. 
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1. INTRODUCTION 

 

항생제의 오남용으로 인한 항생제 내성 유전자(antibiotic resistance gene, 

ARG)의 출현과 환경으로의 전파는 전 세계적인 공중 보건 문제가 되었다 [1]. 

지금까지 환경에 존재하는 항생제 내성체에 대한 수많은 연구가 이루어졌으며, 

주로 real-time PCR (qPCR)과 next generation sequencing (NGS) 기술을 

활용하여 환경에서 검출되는 ARG의 분포 양상을 조사하거나 ARG와 항생제 

내성이 있는 숙주 박테리아와의 상관관계를 분석한 연구가 수행되었다 [2-5]. 

대부분의 연구에서 whole genome이 아닌 ARG의 정량화를 통해 ARG의 위험성을 

밝혀냈지만, 현재는 ARG의 이동과 전파에 중점을 둬야 한다는 인식이 증가하고 

있다 [6, 7]. 

박테리아 간 ARG의 이동은 주로 horizontal gene transfer (HGT)에 의해 

일어나는데, 이는 ARG의 이동을 매개하는 효소와 단백질을 암호화한 mobile 

genetic elements (MGEs)와 밀접한 관련이 있다고 알려져 있다 [8, 9]. Integron, 

transposon, plasmid 등의 MGE는 HGT를 통한 ARG 전파에 중요한 역할을 하며, 

유전자 내 ARG와의 거리에 따라 위험도가 달라진다 [6]. 특히 MGE 중에서도 

plasmid는 여러 환경에서 ARG의 저장소 역할을 수행하며 ARG의 전파를 
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가속화하는 주요 원인으로 작용한다 [10-12]. 

이제까지 많은 연구자들은 whole genome sequencing (WGS)을 위해 Illumina 

사의 short-read sequencing (그 중에서도 주로 HiSeq)을 사용했다 [13-15]. 

HiSeq sequencing은 DNA를 증폭시킨 뒤 4개의 염기에 결합하는 형광물질의 

색상에 따라 DNA 서열을 결정하는 sequencing이고, 최대 500 base pair의 

short-read를 생성할 수 있다. Short-read sequencing을 통해 우리는 수백 개의 

샘플을 동시에 sequencing 하여 대량의 데이터를 한꺼번에 얻을 수 있으며 [16], 

single-nucleotide substitutions (SNSs)와 small insertions or deletions 

(INDELs)을 확실하게 감지할 수 있어 sequence에 대한 정확도가 높다는 장점을 

가지고 있다 [17]. 하지만 Illumina sequencing을 통해 생성된 short-read로는 

박테리아의 반복서열까지 정확하게 알아내기 어렵다 [18]. DNA read의 길이가 

짧을수록 반복서열의 위치와 유전자의 구조를 결정하기 어렵기 때문에 short-

read를 contig로 만드는 assembly 과정에서 문제가 발생한다는 연구 결과가 

있었다 [19]. Kingsford, C.를 비롯한 연구자들은 sequencing 기술이 빠른 속도로 

발전하고 있지만, assembly 과정에 기술적으로 해결하기 어려운 근본적인 한계가 

존재한다고 발표하였다. 또 다른 연구에서는 assembly 후에 만들어진 

contig만으로는 whole genome을 완벽하게 파악하기 어렵고, contig 또한 DNA 
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조각에 불과하므로 중요한 유전자의 누락 등의 short-read sequencing이 가진 

문제점을 발표하였다 [20]. Short-read sequencing만으로는 ARG가 

chromosome과 plasmid 중 어느 곳에 존재하는지 구별하기 어렵다는 의견도 

있었으며 [21, 22], 대부분의 short-read sequencing library 제작 과정에 포함된 

polymerase chain reaction (PCR) 과정 때문에 GC contents에 의한 bias가 생길 

수 있다는 점 또한 short-read sequencing이 가진 문제점 중 하나로 밝혀졌다 

[23]. 

Pacific Biosciences (PacBio)는 2011년에 single molecule real-time (SMRT) 

기술을 개발하였다. 이 기술은 PCR을 하지 않고 raw read의 sequence를 읽어 

내기 때문에 유전자가 가진 GC contents 비율 차이에 의한 오류가 적고, long-

read에 존재하는 유전자의 위치 정보와 후성유전학적 특성까지 분석할 수 있다는 

장점을 가지고 있다 [24]. 2014년에 Oxford Nanopore Technologies (ONT)가 

개발한 MinION은 nucleotide 염기가 nanopore로 이루어진 flow cell을 통과할 

때 생기는 전류 신호의 차이를 읽어내는 sequencer이다. 최대 수백 kilobase의 

long-read를 생산할 수 있으며, PacBio와 함께 third-generation 

sequencing으로 불린다. MinION sequencing은 전류 신호를 DNA 서열로 

변환하는 과정(basecalling)에서 생기는 오류 때문에 short-read sequencing에 
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비해 sequence에 대한 정확도가 낮고, 생체 단백질로 만들어진 pore의 특성상 

배송 및 보관 조건에 따라 flow cell 활성에 영향을 받는다고 알려져 있다 [25]. 

Sequencing library를 제작할 때 1,000 ng의 DNA가 필요하지만 1회의 

sequencing 당 얻을 수 있는 데이터의 양이 Illumina sequencing에 비해 

상대적으로 적어 염기 당 비용이 많이 든다는 단점도 있다 [26]. 그럼에도 

불구하고 MinION이 개발된 이후부터 최근까지 long-read sequencing으로 유전체 

구조 분석을 통해 사람에게 치명적인 질병 관련 유전자를 찾아내는 등 long-read 

sequencing의 장점을 살린 연구가 활발히 진행 중이다 [27-29]. 최근 long-

read와 short-read sequencing가 가진 각각의 단점을 보완하는 방법으로 hybrid 

sequencing 연구들이 이루어지고 있으며, 많은 연구자들은 이 방법으로 DNA 

서열의 정확도를 높이고, 유전자의 위치 및 구조 분석 또한 가능하다고 발표했다 

[30-32]. 그러나 short-read sequencing과 long-read sequencing은 개별적인 

sequencing이며, MinION sequencing 기술이 정확도와 샘플 처리량을 높여 염기 

당 비용을 줄이지 못한다면 short-read sequencing을 대체하기는 어려울 것으로 

보인다 [33]. 따라서 본 연구에서는 다음과 같은 네가지 항목을 비교함으로써 

short-read 기반의 HiSeq sequencing과 long-read 기반의 MinION 

sequencing의 차이점을 확인하고자 하였다: 1) 미생물 군집의 다양성, 2) ARG의 
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abundance, 3) 검출된 ARG와 근거리(5 kb 이내)에 존재하는 MGE의 종류, 4) 

ARG를 포함하고 있는(ARG-harboring) plasmid의 종류와 abundance. 네 가지 

항목의 비교를 통해 앞으로 두 플랫폼의 데이터를 활용한 미생물 군집 분석과 

항생제 내성체 분석 연구의 방향성을 제시하고자 한다. 

 

Table 1. Advantages and disadvantages of MinION and HiSeq sequencing. 

 

 

 
 

MinION 
 

HiSeq 

Advantages 

 

⚫ Using raw reads 

⚫ No limit to read length 

⚫ Fast library preparation 

⚫ Direct sequencing of RNA 

and detection of RNA 

modifications 

 

⚫ High accuracy, low error rates 

⚫ High throughput 

⚫ Relatively low cost per Gb 

⚫ Small amounts of material 

required for library 

preparation (~ 1 ng) 

Disadvantages 

 ⚫ Low accuracy, high error 

rates 

⚫ Large amount of material 

required for library 

preparation (1~2 μg)  

⚫ Frequent changes of 

software versions, flow 

cells, and kits 

 

⚫ No real long reads 

⚫ PCR amplification required 

for library preparation (bias 

from GC contents) 

⚫ No direct detection of 

epigenetic modifications 
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2. MATERIALS & METHODS 

 

2.1. Site description 

2.1.1. Sample collection 

충청북도 청주시 미호강에 존재하는 미생물 군집과 항생제 내성체를 조사하기 

위해 2023년 6월 중 3일 이내에 비가 오지 않은 날에 미호강 일대 5곳(MH08, 

MH09, SY01, BR01, MH10)에서 강물을 채수하였다(Fig. 1, Table 2). 각각의 

site에서 1 L씩 3회에 걸쳐 총 3 L의 표면수를 멸균한 채수병에 담은 뒤, 

아이스박스에 넣어 6시간 이내에 실험실로 운반하였다. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Sampling sites on the Miho-river. MH08: 8th of Miho-river site; MH09: 

9th of Miho-river site; SY01: Songyong-ri; BR01: Borom-bridge; MH10: 10th of 

Miho-river site. 
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Table 2. Sampling site information. 

 

 

2.1.2. DNA extraction 

Site 당 400 ml의 강물을 mixed cellulose ester (MCE) membrane filter     

(0.2 μm, Φ47 mm) (ADVANTEC, Tokyo, Japan)로 거른 뒤, DNeasy PowerWater 

Kit (QIAGEN, Hilden, Germany)를 사용하여 DNA를 추출하였다. DNA의 농도는 

dsDNA HS Assay Kit (ThermoFisher, MA, USA)를 사용하여 Qubit 2.0 

Fluorometer (ThermoFisher, MA, USA)로 측정하였고, DNA의 순도(A260/280, 

A260/230)는 DS-11 FX+ spectrophotometer (DeNovix, DE, USA)로 측정하였다. 

 

 

 

 

Site Address Latitude Longitude 

MH08 청주시 흥덕구 강내면 탑연리 365 36.623532 127.350654 

MH09 세종시 연동면 예양리 775-4 36.581986 127.312979 

SY01 세종시 연동면 송용리 890-27 36.562871 127.303783 

BR01 세종시 세종동 654-15 (보롬교 위) 36.541954 127.297337 

MH10 세종시 합강동 10-25 36.524442 127.319034 
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2.2. Sequencing 

MinION sequencing을 위해 샘플 당 1000 ng의 DNA를 사용하였고, 6 kb의 

길이로 fragmentation 하기 위해 100 μl의 DNA 샘플을 g-TUBE (Covaris, MA, 

USA)에 넣고 30초 동안 11,000 rpm에서 총 2회 원심분리하였다. NEBNext FFPE 

RepairMix (NEB, Hitchin, UK)와 NEBNext Ultra II End Repair/dA-tailing Module 

(NEB, Hitchin, UK)를 사용하여 fragmented DNA의 양 끝을 보강하였다(end-

prep). AMPure XP Beads (Beckman Coulter, CA, USA)를 사용하여 end-prepped 

DNA 이외의 불순물을 제거하였다. 제조사의 지시대로 Native Barcoding Kit 24 

V14 (SQK-NBD114.24, Oxford Nanopore Technologies, UK), Blunt/TA Ligase 

Master Mix (NEB, Hitchin, UK)를 사용하여 native barcode를 end-prepped 

DNA에 ligation 하여 각각의 샘플을 구분하였다. NEBNext Quick Ligation Module 

(NEB, Hitchin, UK)를 사용하여 ONT에서 제공하는 Native adapter를 barcoded 

DNA에 ligation 하여 sequencing library를 제작하였다. 하나의 library에는 

4개의 DNA 샘플이 pooling되었고, sequencing buffer, library beads와 함께 flow 

cell (R10.4.1, Oxford Nanopore Technologies, UK)에 loading한 뒤 72 시간동안 

sequencing을 실시하였다. 

Whole genome sequencing (WGS)를 위해 추출한 DNA를 Macrogen Inc. 
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(Seoul, Korea)에 의뢰하였고, TruSeq DNA Nano Library Prep Kit (Illumina Inc., 

CA, USA)으로 library를 제작한 뒤, HiSeqXten (Illumina Inc., CA, USA)으로 

sequencing을 진행하였다. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Overview of experimental study. 
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2.3. Data analysis 

2.3.1. Trimming 

MinION sequencing의 결과로 생성된 FAST5 파일은 ONT에서 제공하는 

Dorado (v0.4.3) (https://github.com/nanoporetech/dorado)의 high accuracy 

mode로 basecalling하여 FASTQ 파일로 변환되었다. Basecalling의 과정에서 

native barcode sequence는 제거되었고, Porechop (v0.2.4) (https://git-

hub.com/rrwick/Porechop)으로 native adapter sequence를 제거하였다. HiSeq 

sequencing의 결과로 생성된 FASTQ 파일은 FaQCs (v2.08) [34] 의 기본값으로 

trimming되었다. 

 

2.3.2. Microbial community classification 

MinION sequencing 데이터는 trimming을 거친 뒤, Centrifuge [35] 

classifier를 기반으로 한 ARGpore2 [36] 를 사용하여 미생물 군집을 분석하였고, 

HiSeq sequencing 데이터는 trimming을 거친 뒤, Metaxa2 (v2.2.3) [37] 를 

사용하여 미생물 군집을 분석하였다. 각각의 tool로 분류된 박테리아 read의 수는 

16S rRNA 유전자가 포함되어 있는 read의 수로 normalization하였다. 

 



11 

 

2.3.3. ARG annotation 

MinION sequencing 데이터에서 ARG를 가지고 있는 read를 선별하기 위해 

Prodigal (v2.6.3) [38] 로 open reading frame (ORF)을 예측하여 amino acid 

sequence로 변환한 뒤, comprehensive antibiotic resistance database (CARD) 

[39] 와 DIAMOND [40] 를 이용하여 BLASTP [41] 를 실행하였다. 본 연구에서는 

CARD의 최신 버전을 다운로드한 뒤, 유전자가 2개 이상의 항생제 계열에 내성을 

가지고 있는 것을 모두 multidrug resistance (MDR)로 수정하였다. 75 %의 

minimum identity (--id 75)로 선별한 ARG-carrying read의 abundance (gene 

copies/Gb)는 아래의 공식(Eq. (1))으로 계산하였다 [42]. Equation (1)에서 L은 

length, 즉 sequence와 read의 길이를 의미하며, n과 m은 각각 total read와 

ARG-like sequence의 개수를 의미한다. 

 

 

 

HiSeq sequencing 데이터에서 ARG를 가지고 있는 read를 선별하기 위해 

CARD [39] 와 DIAMOND [40] 를 이용하여 BLASTX [41] 를 실행하였다. 90 %의 

minimum identity (--id 90)로 선별한 ARG-carrying read의 abundance는 
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아래의 공식  (Eq. (2))으로 계산하였다 [43]. Equation (2)에서 N은 sequence의 

개수를 의미하며, L은 Equation (1)에서와 마찬가지로 sequence와 read의 길이를 

의미한다. 마지막으로 n은 total ARG-like sequence의 개수를 의미한다. 

 

 

 

2.3.4. MGEs associated with ARGs detection 

 먼저, HiSeq의 short-read를 MinION의 long-read와 비교하기 위해 

MEGAHIT (v1.2.9) [44] 로 assembly하여 contig를 생성했다(--min-contig-len 

300). ARG가 포함된 contig를 선별하기 위해 Prodigal (v2.6.3) [38] 로 ORF를 

예측하여 amino acid sequence로 변환한 뒤, CARD [39] 와 DIAMOND [40] 를 

이용하여 BLASTP [41] 를 실행하였다. MinION의 long-read와 마찬가지로 

minimum identity를 75 %로 설정하였고, 선별된 ARG-carrying contig를 MGE 

detection과 plasmid annotation에 사용하였다. 

 ARG-carrying read와 contig에 포함된 MGE를 검출하기 위해 

MobileGenetic-ElementDatabase [45] 를 다운로드 한 뒤, DIAMOND [40] 를 

이용하여 identity 90%로 BLASTP [41] 를 수행하였으며, ARG와 MGE 사이의 
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거리가 5 kb 미만인 ARG-MGE 쌍을 골라 분석에 사용하였다. 

 

2.3.5. ARG-harboring plasmid annotation 

ARG-carrying read와 contig 중 plasmid의 형태를 가지고 있는 것은 

Plasclass (https://github.com/Shamir-Lab/PlasClass)로 선별하였다. 그 중에서 

plasmid라고 예측되는(value >=0.5) read와 contig를 선별한 뒤, CARD [39] 와 

DIAMOND [40] 를 이용하여 BLASTP [41] 를 실행하였다. Minimum identity를 

75 %로 설정하였고, 선별된 read와 contig를 ARG-harboring plasmid 

annotation에 사용하였다. 

 

2.4. Statistical analysis 

미생물 군집의 알파다양성과 베타다양성은 Mothur (v.1.48.0) [46] 를 사용하여 

계산하였다(Fig. 4, Fig. 5). ARG의 absolute abundance는 각 site 당 3개의 샘플에 

대한 평균값과 표준편차를 Excel로 계산하여 Figure 6의 error bar로 표시하였다. 

Drug class에 대한 Spearman 상관계수는 R (v.4.2.3)을 사용하여 계산하였다 

(Table 4). 또한, heatmap과 principal component analysis (PCA) (Fig. 7B), 

그리고 synteny (Fig. 11)는 R (v.4.2.3)을 사용하여 시각화 하였다.  



14 

 

3. RESULTS & DISCUSSION 

 

3.1. Sequencing data summary 

본 연구에서는 미호강에서 채수한 15개 샘플의 DNA를 추출하여 MinION 

sequencing과 HiSeq sequencing을 실시하였다. 두 플랫폼의 결과로 얻은 

read를 trimming하여 각각 14,360,979개의 read (41,412,971,565 bp)와 

961,932,490개의 read (145,251,783,590 bp)를 분석에 사용하였다(Table 3). 
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3.2. Microbial community analysis  

3.2.1. Taxonomical classification 

MinION과 HiSeq sequencing의 결과에서 각각 32, 30개의 문(Phylum)이 

확인되었고, 모든 site에서 Proteobacteria가 가장 많은 비율(각각 평균 53%, 

41%)을 차지하는 것으로 나타났다(Fig. 3A). MinION의 결과에서는 

Actinobacteria와 Bacteroidetes가 평균 11 %, 10.8 %로 그 뒤를 이었고, 

HiSeq의 결과에서는 Bacteroidetes와 Cyanobacteria가 평균 18.9 %, 

17.6 %로 그 뒤를 이었다. 상위 6개의 문 중에 Proteobacteria, Bacteroidetes, 

Actinobacteria, Cyanobacteria는 주로 환경에 존재하는 박테리아 문으로 

알려져 있으며, 본 연구의 결과는 이전에 발표된 연구들의 결과와 비슷하였다 

[47-49]. MinION과 HiSeq의 결과에서 강(Class)은 각각 62, 56개, 목(Order)은 

각각 156, 130개, 과(Family)는 각각 335, 276개, 속(Genus)은 각각 911, 841개가 

검출되었다(Fig. 3). 속 수준에서 좀 더 자세히 살펴보자면, MinION의 결과에서는 

Others 그룹이 61.09 %로 가장 많은 비율을 차지하였으며, Limnohabitans, 

Pseudomonas, Burkholderia가 각각 7.22 %, 2.77 %, 2.13 %로 그 뒤를 이었다. 

HiSeq의 결과에서는 Unclassified 그룹이 63.27 %로 가장 많은 비율을 

차지하였으며, Synechococcus, Limnohabitans, Flavobacterium가 각각 8.71 %, 
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4.41 %, 2.78 %로 그 뒤를 이었다(Fig. 3E). 두 플랫폼에서 공통으로 검출된 

Limnohabitans 속은 환경에 서식하는 박테리아 속으로 알려져 있고, 최근 발표된 

논문에 따르면, Limnohabitans 속 박테리아가 인간에게 ARG를 전달할 가능성이 

높다는 사실이 밝혀졌다 [50]. 2019년과 2021년에는 sequencing 플랫폼에 따라 

분석 방법이 다양하기 때문에 미생물 군집 또한 다르게 나타난다는 연구 결과가 

발표되었고 [18, 51], 이와 비슷하게 본 연구에서는 속 수준의 Unclassified 와 

Others 그룹에서 sequencing 플랫폼의 차이가 뚜렷하게 나타났다. MinION의 

결과에서는 Unclassified 그룹의 비율이 8.72 %에 불과한 반면, HiSeq의 

결과에서는 Unclassified 그룹이 63.27 %를 차지하였다. 이는 read의 길이가 

짧을수록 16S rRNA 유전자에 높은 identity로 align이 되지 않아 분류가 어려워진 

것으로 해석될 수 있다 [52]. 뿐만 아니라, short-read의 경우 어떤 박테리아에서 

유래했는지를 명확히 구분하기가 어려워, 많은 read가 Unclassified 그룹으로 

분류되었을 것으로 추정된다 [53]. 이러한 차이는 MinION과 HiSeq의 데이터를 

분석한 classifier 간의 차이와 read 길이에 따른 영향으로 인해 나타난 것으로 

보인다. 본 연구의 결과를 통해 read의 길이는 미생물 군집 분석에서 고려해야 할 

중요한 요소임을 시사한다. 
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3.2.2. Alpha and beta diversity 

미생물 군집의 속 수준에서의 알파다양성은 Chao1과 Shannon 지수를 통해 

확인하였고(Fig. 4), 베타다양성은 nMDS (Fig. 5) 분석을 통해 확인하였다. 

MinION과 HiSeq의 결과에서 Chao1 지수는 각각 평균 851.5과 318.6으로, 

Shannon 지수는 각각 평균 5.41과 2로 나타났다(Fig. 4). 이는 MinION 

sequencing이 보다 다양한 종류의 박테리아를 분류할 수 있음을 의미하며, 

MinION의 결과에서 문 수준에서 속 수준으로 갈수록 Others 그룹의 비율이 점차 

증가한다는 본 연구의 결과(Fig. 3)를 뒷받침한다. 비배양성 박테리아가 많이 

존재하는 환경 샘플의 경우, sequence 기반의 연구가 필수적이다 [54]. 이에, 

앞으로 long-read sequencing을 활용한 미생물 분류는 환경 내에 존재하는 

수많은 미생물 군집과 그들이 전파하는 항생제 내성체에 대한 연구에 기여할 

것으로 기대된다. 
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Figure 4A. Alpha diversity analysis (Chao1) for microbial community. 

Figure 4B. Alpha diversity analysis (Shannon) for microbial community. 
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3.3. Abundance of ARGs 

3.3.1. Absolute abundance of ARGs 

미호강에 존재하는 ARG를 검출하기 위해 sequencing 데이터를 modified 

CARD에 align하였다. Illumina sequencing은 Nanopore sequencing에 비해 

ARG를 높은 정확도로 검출할 수 있다는 연구 결과가 있었으며 [32], 각 플랫폼의 

결과를 CARD에 align하는 과정에서 minimum identity를 조절하여 ARG의 

가지수를 비슷하게 검출할 수 있도록 하였다. 그 결과, MinION의 데이터에서는 

18개의 drug class에 속한 300가지의 ARG가 검출되었으며, HiSeq의 데이터에서는 

16개의 drug class에 속한 395가지의 ARG가 검출되었다. 각 플랫폼에 적합한 

공식(Eq. (1), Eq. (2))을 사용하여 abundance를 계산한 결과, long-read에서 

검출된 ARG의 abundance가 short-read에서 검출된 ARG의 abundance보다 큰 

것으로 나타났다(Fig. 6). 또한, MH09_1 그룹을 제외한 모든 그룹에서 Spearman 

상관계수가 0.5 이상으로 나타났으며, 이는 두 플랫폼 간의 drug class 별 

abundance가 일반적인 양의 상관관계를 갖고 있음을 의미한다 (p-value <0.05) 

(Table. 4). Long-read와 short-read에서 검출된 ARG의 절대량은 차이가 

있었으나, ARG의 종류와 분포 양상은 두 플랫폼의 결과가 비슷한 것을 확인하였다.  
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Group Spearman (rho) p-value 

MH08_1 0.7204752 0.0007444 

MH08_2 0.7109574 0.000941 

MH08_3 0.7533673 0.0003066 

MH09_1 0.472367 0.04777 

MH09_2 0.6155754 0.006536 

MH09_3 0.6384758 0.004348 

SY01_1 0.5618217 0.01525 

SY01_2 0.5696493 0.01359 

SY01_3 0.7666848 0.0002059 

BR01_1 0.6244835 0.005599 

BR01_2 0.681916 0.001826 

BR01_3 0.7046051 0.001095 

MH10_1 0.7311288 0.0005662 

MH10_2 0.6844008 0.00173 

MH10_3 0.5875648 0.01034 

Table 4. Spearman rho correlation coefficients for comparison between long- 
and short-read sequencing. 
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3.3.2. Relative abundance of ARGs 

MinION과 HiSeq의 결과에서 각각 18개와 16개의 drug class가 확인되었고, 

평균 1% 미만으로 검출된 것은 Others 그룹으로 분류되었다. MinION과 

HiSeq의 결과에서 가장 많이 검출된 drug class는 multidrug resistance 

(MDR)로, 각각 평균 62.13 %, 43 %를 차지하였다(Fig. 7A). MinION 결과에서는 

peptide 및 macrolides-lincosamides-streptogramines (MLS) 계열에 

내성을 가진 ARG-carrying read가 각각 7.96 %, 7.44 %로 MDR 다음으로 

많이 나타났다. HiSeq의 결과에서는 sulfonamide/sulfone, aminoglycoside 

계열에 내성을 가진 ARG-carrying read가 각각 12.23 %, 9.53 %로 MDR 

다음으로 많이 나타났다. Long-read는 short-read에 비해 다양한 class의 

ARG를 갖게 될 가능성이 높아 대부분 MDR로 분류된 것으로 보인다 [6]. 본 연구 

결과를 통해 sequencing data를 활용하여 ARG를 검출하는 과정에서 read의 

길이에 따라 다양한 결과가 나타나는 것을 확인하였으며, 이는 환경 내에 존재하는 

ARG의 abundance를 정확하게 이해하고 해석하기 위해 read의 길이를 고려하는 

것이 필수적임을 시사한다.  
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3.3.3. Overlapping ARGs 

미호강 상류 지점인 MH08에서부터 하류 지점인 MH10까지 모든 site에서 한 번 

이상 검출된 ARG 중 두 플랫폼에서 공통으로 나타난 ARG는 총 29개였다(Fig. 8A). 

이 중에서 MDR로 분류된 ARG가 17개로 가장 많이 검출되었으며, 그 다음으로는 

Peptide 계열 ARG가 많이 검출되었다. 이 29개의 overlapping ARG의 relative 

abundance는 두 플랫폼에서 비슷한 비율로 검출되었지만, rdpA, sul1, sul2, tet(C) 

유전자에서 약간의 차이가 나타났다(Fig. 8A). Sulfonamide/sulfone 및 

Tetracycline 계열 ARG는 특히 integron과 transposon과 함께 빈번하게 

이동한다는 연구 결과가 있었으며 [55, 56], long-read sequencing의 결과에서는 

두 계열의 항생제 내성 유전자가 종종 나타나지 않을 수 있다고 보고되었다 [32]. 

본 연구에서도 이전의 연구들과 비슷한 결과가 확인되었으며, 이는 ARG를 

검출하는 데에 있어서 read의 길이가 영향을 미칠 수 있다는 점을 시사한다. 
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Fig. 8A. Relative abundance of overlapping ARGs. 
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3.4. Mobile genetic elements (MGEs) associated with ARGs 

본 연구에서는 ARG-MGE 쌍을 검출할 때 assembly 과정의 유무에 따른 차이를 

비교하기 위해 HiSeq의 short-read를 이용하여 contig를 생성한 뒤, 이를 

MinION의 long-read와 비교하였다. MinION의 long-read는 대부분 contig보다 

길다는 결과를 확인할 수 있었으며(Fig. 9), 이는 contig를 조립하는 과정에서 

유전자 내 반복서열로 인해 short-read의 정확한 위치를 결정하기가 어렵기 

때문인 것으로 추정된다.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 9. The length of ARG-carrying reads and contigs. 
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ARG를 가지고 있는 read와 contig를 선별하여 MGEs database에 align한 뒤, 

ARG와 MGE 사이의 거리가 5 kb 미만인 ARG-MGE 쌍에 대해 조사하였다. 

MinION의 결과에서는 54개의 read에서 69가지 종류의 ARG-MGE 쌍이 

발견되었으며, HiSeq의 결과에서는 54개의 contig에서 25가지 종류의 ARG-MGE 

쌍이 발견되었다. 두 플랫폼의 데이터에서 동시에 나타난 ARG-MGE 쌍은 총 

13개이며, 이 중 8개 (qacEdelta1-qacEdelta, sul1-intI1, sul1-qacEdelta, sul1-

tnpA, sul2-IS91, sul2-tnpA, tet(A)-tnpA, tet(G)-qacEdelta)가 각 site마다 동시에 

확인되었다(Fig. 10). Long-read와 contig 차이는 assembly 과정에서 contig가 

MinION의 long-read와 다르게 조립되면서 발생한다 [57]. 이러한 이유로, long-

read가 가진 ARG-MGE 쌍이 contig가 가진 ARG-MGE 쌍보다 더 다양하다는 

결과가 나타난 것으로 예상된다. 또한, long-read를 활용한 분석에서는 raw 

read를 직접 사용했기 때문에 ARG와 MGE의 유전자 내 위치 정보가 보존되어 

있어 여러 종류의 ARG-MGE 쌍이 검출된 것으로 보인다. 두 플랫폼에서 모두 

검출된 8개의 ARG-MGE 쌍을 분석한 결과를 synteny로 시각화 하였다(Fig. 11). 

IntI1 유전자는 유전자 이동에 관여하는 MGE이며 [58], 과거부터 박테리아 간 

유전자 이동에서 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다 [56, 59]. 본 연구 결과에 

따르면 intI1 유전자는 모든 site에서 ARG와 가까운 위치에 존재하는 것으로 
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확인되었다(Fig. 11). 특히, sul1 유전자와 항상 같은 read 또는 같은 contig에 

존재하는 것으로 나타났으며, 이는 이전의 다른 연구 결과와 비슷하다 [56, 60]. 

또한, MGE 중 transposon의 한 종류인 tnpA 유전자는 MH10을 제외한 모든 

site에서 검출되었으며, 주로 sul1 유전자(Fig. 11A, 11C, 11D) 또는 tet(A) 

유전자(Fig. 11B)와 같은 read 또는 contig에 존재하는 것으로 나타났다. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10A. The number of ARG-MGE types across the sampling sites. 
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Figure 10B. ARG-MGE types identified in both MinION and 

HiSeq sequencing. 
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3.5. ARG-harboring plasmids. 

3.5.1. Abundance of ARGs on plasmids 

본 연구에서는 plasmid에 존재하는 ARG의 종류를 확인하기 위해 PlasClass를 

사용하여 ARG를 가지고 있는 read와 contig 중 plasmid의 형태를 띄는 것을 

선별하였다. MinION의 결과에서는 183개의 ARG를 포함하는 1718개의 read가 

plasmid인 것으로 나타났으며, HiSeq의 결과에서는 91개의 ARG를 포함하는 

749개의 contig가 plasmid인 것으로 확인되었다. 19개의 ARG가 평균 1 % 

이상으로 검출되었으며, 이 중 8개의 ARG의 class가 MDR인 것으로 

확인되었다(Fig. 12). 특히 rpoB2 유전자는 MinION과 HiSeq의 데이터에서 각각 

평균 33.52 %, 45.03 %를 차지하였다. rpoB2 유전자는 주로 담수에서 검출되며, 

수많은 박테리아와 상관관계를 가지는 것으로 알려져 있다 [61]. Plasmid는 

박테리아 사이에 직접적인 이동이 어려운 transposon이나 integron에 비해 

ARG를 효과적으로 전달할 수 있는 MGE로 알려져 있다 [9]. 이러한 결과를 

종합적으로 고려한다면, rpoB2 유전자는 plasmid를 통해 빠르게 환경으로 전파될 

것으로 예상된다. 
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3.5.2. ARG-carrying reads and contigs in plasmids. 

ARG-carrying read와 contig 중에 plasmid로 판별된 read와 contig를 drug 

class 별로 확인하였다(Fig. 13). MinION의 데이터에서는 ARG-carrying read 중에 

sulfonamide/sulfone, tetracycline, aminoglycoside 계열의 순서대로 각각 평균 

81.3 %, 75.4 %, 74.1 %의 read가 plasmid인 것으로 확인되었으며, HiSeq의 

데이터에서는 전체 ARG-carrying contig 중에 aminoglycoside, tetracycline, 

sulfonamide/sulfone 계열의 순서대로 각각 평균 93.2 %, 84.3 %, 77.8 %의 

contig가 plasmid인 것으로 확인되었다(Fig. 13). Aminocoumarin, mupirocin-

like antibiotic, nitroimidazole 계열에서 MinION과 HiSeq 결과 간에 차이가 

나타났다. MinION의 long-read는 가공되지 않은 read이기 때문에 polishing 

과정을 여러 번 거쳐야 하는 short-read에 비해 상대적으로 plasmid 서열을 

정확하게 파악할 수 있다 [62]. 이러한 이유로 인해, MinION의 결과를 활용한다면, 

ARG가 포함된 plasmid를 더 효과적으로 선별할 수 있을 것으로 예상된다. 따라서 

long-read sequencing은 plasmid를 기반으로 하는 ARG의 전파를 모니터링하는 

데에 유용한 도구로 활용될 수 있을 것으로 보인다. 
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4. CONCLUSION 

 

본 연구에서는 충청북도 청주시에 있는 미호강 일대 5곳에서 채수한 강물의 

DNA로 long-read sequencing (MinION)과 short-read sequencing (HiSeq)을 

실시하였다. 미생물 군집의 경우, 문 수준에서는 두 플랫폼의 결과가 비슷하였으나, 

속 수준으로 갈수록 HiSeq의 데이터에서 Unclassified 그룹의 비율이 점차 

증가하였다. ARG의 absolute abundance를 분석한 결과, 두 플랫폼 간의 차이가 

있었으나, drug class 별 경향성은 비슷하였다. Relative abundance 분석 결과, 

MinION과 HiSeq의 데이터에서 MDR을 가진 read와 contig가 각각 62.13 %, 

43 %의 비율을 차지하는 것으로 나타났다. 모든 site에서 검출된 overlapping 

ARG의 relative abundance는 두 플랫폼의 결과에서 비슷하게 나타났다. ARG-

MGE 쌍을 확인해 본 결과, sul1-intI1와 tet(A)-tnpA가 대부분의 site에서 모두 

검출되었다. Sulfonamide/sulfone, aminoglycoside, tetracycline 계열에 내성을 

가진 read와 contig가 대부분 plasmid로 확인되었다. 이러한 연구 결과를 통해 

앞으로의 ARG의 이동과 전파에 대한 연구에서 sequencing read의 길이를 고려한 

미생물 군집 및 항생제 내성체 분석에 대해 정확한 이해와 깊은 고찰의 필요성이 

강조된다. 
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Abstract 

 

The emergence and dissemination of antibiotic resistance genes (ARGs) have 

become a matter of public health in the world. Most studies on antibiotic 

resistance in the environment have revealed its risk through quantifying 

antibiotic resistance genes (ARGs) rather than whole genomes, suggesting the 

need for research on the mobility and transfer of ARGs. In this study, we 

investigated the diversity of microbial communities present in the 

environment using both short-read sequencing (HiSeq) and the recently 

developed long-read sequencing (MinION). We conducted a comparative 
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analysis on the antibiotic resistome. As a result of investigating microbial 

communities, 911 and 841 genera were classified based on long-read 

sequencing and short-read sequencing data, respectively. In the long-read 

sequencing results, unclassified genera accounted for an average of 8.7%, 

while the short-read sequencing results showed that 63.3% of genera belonged 

to the unclassified group. The abundance of antibiotic resistance genes (ARGs) 

between the two platforms shows a similar trend (Spearman's rho = 0.655, p < 

0.05), and multidrug resistance (MDR) was found to be the most common type 

(62.13%, 43%). In MinION and HiSeq results, 69 and 25 types of ARG-mobile 

genetic element (MGE) pairs present within 5 kb in a read or a contig were 

detected, respectively, and 183 and 91 ARGs were detected in reads or contigs 

predicted to be plasmids. Therefore, in this study, the differences between 

long- and short-read sequencing were compared through microbial 

community diversity and antibiotic resistance analysis, and suggestions for 

the future direction of research on antibiotic resistance analysis were 

proposed. 
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Figure 14. Graphical abstract. 
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