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ABSTRACT - Probiotics are live microorganisms that confer health benefits onto the host when administered at

adequate doses. Most widely used probiotics, such as lactobacilli and bifidobacteria, are known to be elements of

healthy gut microflora and hence are not considered a threat to the host. However, probiotics may pose a risk in certain

populations with compromised immune systems or defects in gut barrier functions. Herein, we evaluated the safety of

Bifidobacterium breve BB077, according to the safety evaluation guidelines for probiotics produced by the National

Institute of Food and Drug Safety Evaluation (NIFDS). The results show that B. breve BB077 is both non-hemolytic

and non-cytolytic. In contrast, B. breve BB077 exhibited higher streptomycin and tetracycline resistance than the sug-

gested NIFDS standard cut-off values. Hence, a genetic analysis of the streptomycin and tetracycline resistance genes

was performed to determine the origin of antimicrobial resistance. Streptomycin and tetracycline resistance was

shown have arisen from chromosomal mutations and considered intrinsic to the taxonomic group. In conclusion, the

B. breve BB077 strain might be safe for human consumption.
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프로바이오틱스는 인간의 건강에 유익한 영향을 미치는 연

관성을 가지는 박테리아를 명명하는 것으로 인체 내에서 유

해한 미생물을 유용한 미생물로 대체하는 특성을 가진다1).

뿐만 아니라 장 질환을 겪고 있는 환자들이 프로바이오틱스

를 복용한 후 건강한 미생물 균총을 회복하여 숙주에게 유

익한 영향을 미치는 것을 확인하였다2). 그러나 프로바이오틱

스의 안전성에 관한 문제는 꾸준히 제기되고 있으며, 국내에

서도 지난 몇 년간 프로바이오틱스 섭취로 부작용이 발생했

다는 사례가 보고되어 프로바이오틱스의 안전성을 확보할 필

요가 있다3). European Food Safety Authority (EFSA)에 따르

면 프로바이오틱스를 섭취할 때 숙주의 건강에 치명적인 위

협이 되는 용혈 활성 평가 및 독소 생성 여부의 평가가 권

장된다4). 또한, 국내에서는 식품의약품안전평가원이 EFSA의

규정에 따라 프로바이오틱스 안전성 평가 가이드라인을 제

시하였으며, 항생제내성 확인시험을 추가하는 등 안전성 평

가기준을 강화하였다5). 프로바이오틱스가 가진 항생제 내성

유전자의 전이가 장 내에 분포하는 미생물에 일어날 경우,

장 내에 분포하는 미생물이 항생제 내성을 획득할 수 있다3).

이러한 전이가 병원성 미생물에 의해 이루어질 경우 항생제

치료를 필요로 하는 숙주에서 항생제의 효과가 나타나지 않

을 수 있으며, 이로 인해 숙주에게 치명적인 위협이 될 수

있다7). 따라서, 본 연구에서는 안전성 평가 기준 가운데 항

생제 내성 평가에서 streptomycin 및 tetracycline에 대한 내성

을 가지는 것으로 보여지는 B. breve BB077 균주를 국내 평

가기준에 따라 용혈활성, 세포독소, 항생제 내성을 확인하여

프로바이오틱스로 섭취했을 때의 안전성을 평가하고자 한다.
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Materials and Methods

사용 균주

본 연구에 사용한 균주는 SynBalance Srl (Origgio VA,

Italy) 로부터 제공받은 B. breve BB077이며, 실험에 사용

하기 위하여 BL 고체배지(selective medium used for the

cultivation and maintenance of Bifidobacterium spp.,

KisanBio, Seoul, Korea)에 선상도말평판법으로 도말하여

37oC, 24시간, 혐기조건으로 배양되었다. 균주의 활성화를

위해 BL 액체배지(KisanBio, Seoul, Korea)에 2회 계대 접

종하여 같은 조건으로 배양하였다.

용혈활성 확인

24시간 배양된 균주 B. breve BB077를 혈액고체배지

(sheep blood agar, KisanBio, Seoul, Korea)에 선상도말평

판법으로 도말하여 37oC, 48시간, 혐기조건으로 배양하여

용혈활성을 확인하였다.

세포독소 생성 확인

독소 생성 확인 실험은 식품의약품안전평가원이 제시한

프로바이오틱스 안전성 평가 가이드의 lactate dehydrogenase

(LDH) assay에 따라 수행되었고5), 독소 생성 측정에는

Dyne LDH PLUS Cytotoxicity Assay Kit (Dynebio,

Gyeonggi, Korea)가 사용되었다. 건강기능식품 가이드라인

(장건강 기능성)에 제시된 실험방법에 따라 본 시험관 시

험에서는 장 세포 유사(enterocyte-like) 세포인 Caco-2 세

포(대장암 세포주)를 이용하여 독성 생성을 확인하고자 하

였고, 104 cells를 Dulbecco’s modified Eagle’s medium

(DMEM) (Corning, Tucson, AZ, USA) 배지에 5% CO2,

37oC 환경에서 24시간 배양하였다. 배양 후, B. breve

BB077 108 CFU를 Caco-2 세포에 접종하고 5% CO2, 37oC

환경에서 24시간 배양하였다. 양성 비교군으로써 pathogenic

strain으로 알려진 Escherichia coli O127:B86)을 1 × 107 CFU/

mL 또는 lysate 용액을 첨가하여 5% CO2, 37oC 환경에서

24시간 배양하였으며, 음성 비교군으로써 균주가 들어있

지 않은 배지만 첨가하여 동일하게 37oC 환경에서 24시간

배양하였다. 24시간 배양 후 세포독성을 측정하였고, 식품

의약품안전평가원 발간 프로바이오틱스 안전성 평가 가이

드라인에 제시된 공식에 따라 cytotoxicity (%)를 계산하였다.

항생제 내성

항생제 내성 실험은 식품의약품안전평가원이 제시한 프

로바이오틱스 안전성 평가 가이드의 E-TEST에 따라 수행

되었다5). 균주 B. breve BB077 1×108 CFU/mL를, Iso-sensitest

배지(KisanBio, Seoul, Korea)에 전체적으로 도말하였다. 9가

지 항생제(ampicillin, vancomycin, gentamycin, kanamycin,

streptomycin, erythromycin, clindamycin, tetracycline,

chloramphenicol) 스트립 (E-test®, BioMerieux, La Balme Les

Grottes, France)을 균주가 스며든 고체배지에 위치시키고 37oC

에서 48시간동안 배양하였다.

항생제 내성 유전자 분석

항생제 내성의 특성을 확인하기 위해 항생제 내성 관련 추

정 유전자를 분석하였다. Resistance Gene Identifier 버전 5.1.0

소프트웨어(RGI, Ontario, Canada)를 이용하여 Comprehensive

Antibiotic Resistance Database 버전 3.0.4(CARD, Ontario,

Canada)와 비교·분석하였다8,9).

Results and Discussion

용혈활성 확인

혈액고체배지에 포함 되어있는 헤모글로빈이 미생물의

용혈활성으로 인해 분해될 경우 그 색상이 변화하게 되며,

이를 이용하여 용혈활성을 측정할 수 있다. 본 실험에 사

용한 B. breve BB077 균주를 혈액고체배지에 배양한 결

과 배지의 색상 변화가 관찰되지 않았으며, 이를 통해 본

실험에 사용한 B. breve BB077 균주가 용혈 활성을 나타

내지 않음이 확인되었다.

세포독소 확인

LDH assay는 독소에 의해 세포가 파괴되면서 세포 내

부로부터 세포 외부로 용출되는 LDH의 활성을 측정하는

시험법이다10). 식품의약품안전평가원이 제시한 프로바이오

틱스 안전성 평가 가이드에 따라 측정한 B. breve BB077

의 세포 독소는 –56%로 나타났다. 이는 독소를 생성하는

비교균주인 E. coli O127:B8의 세포 독성 236%에 비해 현

저히 낮은 수치로, 본 실험에 사용한 B. breve BB077 균

주가 독소를 거의 생성하지 않음이 확인되었다.

항생제 내성

EFSA에서 제시한 Bifidobacterium의 cut-off value를 참고하

여 B. breve BB077의 항생제 9종 (ampicillin, vancomycin,

gentamycin, streptomycin, erythromycin, clindamycin,

tetracycline, chloramphenicol)에 대한 각각의 최소 생육 저해

농도 (MIC, minimum inhibitory concentration)를 확인하기 위

해 항생제 내성 검사인 E-test를 수행하였다11). 

B. breve BB077은 항생제 7종(ampicillin, vancomycin,

gentamycin, kanamycin, erythromycin, clindamycin,

chloramphenicol) 가운데 최소 기준치가 존재하지 않는

kanamycin을 제외한 나머지 6종 항생제는 EFSA에서 제

시한 cut-off value 보다 낮은 항생제 내성을 나타냈으며,

streptomycin, tetracycline은 EFSA에서 제시한 cut-off value

Cyroroxicity %( )
Test sample Negative control–

Positive control Active control–
---------------------------------------------------------------------------- 100×=
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보다 높은 내성을 보이는 것으로 확인되었다(Table 1).

B. breve BB077 균주의 서열은 항생제에 대한 내성과

관련된 추정 유전자를 식별하기 위해 RGI software를 사

용하여, CARD와 비교·분석하는데 사용되었다8,9). 분석 결

과 streptomycin과 tetracycline에 대한 내성에 잠재적으로

관여하는 유전적 결정인자를 확인하였다(Table 2).

Streptomycin 내성 단백질 ribosomal protein S12를 코딩하

는 BB077_01853은 RpsL 유전자의 돌연변이로 streptomycin

에 내성을 나타내는 것으로 확인 되었으며, 이는 B. breve

Yakult 균주가 streptomycin에 대해 높은 내성을 갖는 특

성에서도 확인할 수 있다12).

CARD에 따르면, B. breve가 가지는 이와 같은 특징은

ribosomal protein S12를 암호화하는 유전자 RpsL의 아미

노산 치환이 일어나 streptomycin과 16S rRNA의 상호작

용을 방해하여 streptomycin에 저항성을 갖게 되는 것으로

밝혀져 있다13).

또한, tetracycline 내성 단백질 TetW를 코딩하는 유전자

자리 BB077_01474가 내성의 결정인자로 확인되었다. 이

유전자는 CARD 확인결과 Tet (W/N/W)로 tetracycline의 번

역 억제로부터 리보솜을 보호하는 대체인자이다14). B. breve

종은 공통적으로 tetracycline에 대해 내성을 갖는 Tet (W)

유전자를 가지고 있으며15), 본 연구에 사용된 B. breve

BB077 또한 이러한 종의 특성에 따라 Tet (W) 유전자를

보유하고 있음을 확인하였다.

따라서 본 연구를 통해 B. breve BB077이 가진 항생제

내성이 외재적 유전자로 인한 획득 내성이 아님을 확인하

였고, EFSA에서는 MIC를 초과할 경우 해당 항생제 내성

유전자가 내재내성인지 획득내성인지를 판단하여 프로바이

오틱스의 사용을 인정해주고 있는데, 본 실험의 결과와 같

이 획득 내성이 아닌 경우의 자연돌연변이는 사용을 승인

해주고 있다. 따라서 B. breve BB077이 가진 항생제 내성

이 인체에 유해하지 않음을 확인할 수 있다.

국문요약

프로바이오틱스가 널리 사용됨에 따라 European Food

Safety Authority (EFSA)와 식품의약품안전평가원이 제시하

는 프로바이오틱스 안전성 평가 가이드라인에 준수하여 B.

breve BB077의 안전성을 평가하였다. 본 실험에 사용한 B.

breve BB077 균주는 용혈성이 발생하지 않았으며, 독소를

거의 생성하지 않았음을 확인하였다. 항생제 내성 평가에

서는 7종의 항생제에서는 EFSA 권고 cut-off value 보다 낮

은 항생제 내성을 보였으며, 2종의 항생제인 streptomycin

와 tetracycline에서는 cut-off value 보다 높은 항생제 내성

을 보였다. streptomycin, tetracycline에 대한 내성 결정인자

는 B. breve 종의 공통 유전적 특징으로 외부로부터 전달

받은 내성이 아닌 자연돌연변이에 의한 획득내성이기에 사

용에 안전한 균주임을 확인하였다.
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Table 1. Minimum inhibitory concentrations (µg/mL) of antibiotics to B. breve BB077

Antibiotics

AMP VAN GEN KAN STR ERY CLI TET CHL

B. breve BB077 0.38 0.75 48 64 >128 0.125 <0.016 32 0.75

Suggested cut-off value according to European Food Safety Authority (2018)

Bifidobacterium 2 2 64 n.r.* 128 1 1 8 4

AMP, VAN, GEN, KAN, STR, ERY, CLI, TET, CHL refer to ampicillin, vancomycin, gentamycin, kanamycin, streptomycin, erythromy-

cin, clindamycin, tetracycline, and chloramphenicol, respectively.

* n.r.: not required

Table 2. Antibiotic resistance determinants identified in B.breve BB077 using RGI software with Perfect and Strict algorithm

Locus-tag Annotation Algorithm Best Hit CARD ARO* AMR gene family Identity (%) Bit Score

BB077_01853
Ribosomal

protein S12
Strict

Mycobacterium 

tuberculosis

rpsL mutations

conferring resistance 

to Strptomycin

300395
Antibiotics

 resistant rpsL
82.93 200

BB077_01474

Tetracycline

resistance 

protein TetW

Strict Tet (W/N/W) 3004442

Tetracycline-resistant

ribosomal protection 

protein

64.09 1,300

*ARO: Antibiotic Resistance Ontology
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