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Abstract
Lactic acid bacteria as probiotics are intensively used in human and animal species. These 
probiotic properties of LABs were variable according to bacterial strain and species. However, 
there was limited information on probiotic properties of monkey origin LABs. In this study, we 
investigated the antibacterial activity of monkey and human origin LABs against monkey ori-
gin enteric bacteria by the agar disc diffusion test and broth culture inhibition assay. All LABs 
represented enough tolerance to pepsin (0.3%) and bile acid (pH = 2). To 50% of Clostridium 
perfringens and 20% of Escherichia coli, monkey origin LABs showed statistically higher anti-
bacterial activity compared to human origin LABs (p < 0.05). Also, distinct antibacterial activity 
was verified among some bacteria species and strains. Higher antibacterial activity against 
enteric bacteria except for C. perfringens was verified in Lactobacillus johnsonii strains com-
pared to Lactobacillus reuteri and Lactobacillus salivarius. Statistically different antibacterial 
activity against C. perfringens was verified among strains within L. reuteri and L. johnsonii. In 
conclusion, we prove the higher probiotic properties of monkey origin LABs against homoge-
nous enteric bacteria although humans and monkeys were phylogenetically similar species. 
For non-human primates, homogenous LABs should be used as probiotics, not human origin 
LABs. Furthermore, it was confirmed among monkey origin LABs, L. johnsonii showed a high 
antibacterial activity on various enteric pathogenic bacteria and was an appropriate lactic acid 
strain for inhibiting C. perfringens.
Keywords: probiotics; Lactobacillus johnsonii; Clostridium perfringens; Haplorhini; Compara-
tive study

INTRODUCTION

프로바이오틱스(probiotics)는 적정량 섭취 시 숙주에게 도움을 주는 살아 있는 미생물로 정

의된다. 프로바이오틱스 균주로 이용되는 주요 미생물로는 Lactobacillus, Bifidobacterium, 

Enterococcus와 같은 젖산(lactic acid)을 생산하는 유산균과 Leuconostoc, Pediococcus, Bacillus 

Received: Aug 24, 2022
Revised: Sep 2, 2022
Accepted: Sep 2, 2022

*Corresponding author
Bon-Sang Koo
National Primate Research Center, 
Korea Research Institute of Bioscience 
& Biotechnology, Cheongju 28116, 
Korea
Tel: +82-43-240-6314
E-mail: porco9@kribb.re.kr

Wan-Kyu Lee
College of Veterinary Medicine, 
Chungbuk National University, 
Cheongju 28644, Korea
Tel: +82-43-261-2960
E-mail: wklee@cbu.ac.kr

Copyright © 2022 Research Institute 
of Veterinary Medicine, Chungbuk 
National University. This is an Open 
Access article distributed under the 
terms of the Creative Commons 
Attribution Non-Commercial License 
(http://creativecommons.org/licenses/
by-nc/4.0/) which permits unrestricted 
non-commercial use, distribution, and 
reproduction in any medium, provided 
the original work is properly cited.

ORCID
Phil Yong Kang
https://orcid.org/0000-0001-5927-7766
Kyung-Hyo Do
https://orcid.org/0000-0001-6080-0374
Bon-Sang Koo
https://orcid.org/0000-0003-0799-9497
Wan-Kyu Lee
https://orcid.org/0000-0001-5087-6359

Conflict of Interest
No potential conflict of interest relevant 
to this article was reported.

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.12729/jbtr.2022.23.3.55&domain=pdf&date_stamp=2022-9-30


Antimicrobial activity of monkey lactic acid bacteria 

56  |  http://www.jbtr.or.kr https://doi.org/10.12729/jbtr.2022.23.3.55

그리고 효모 등 다양한 미생물들이 사용되고 있다[1]. 이러한 균주들은 장내 미생물 균형을 

유지시킴으로서 장 건강에 도움을 주는 것으로 알려져 있다[1]. 최근 광범위하고 심도 있는 

연구를 통해 프로바이오틱스는 장건강뿐만 아니라 다양한 메커니즘으로 전신에 영향을 끼

치는 것으로 보고되고 있다[2]. 프로바이오틱스는 항체 반응 증강, 염증 완화, 식세포 작용

(phagocytosis) 자극 등의 면역반응 조절, 항균 물질 생산, 젖산 및 아세트산 생산을 통한 결

장 내 pH 감소, 유해균 장내 정착 저항성 증가, 융합막(tight junction) 단백질 발현 및 점액 분

비 증가를 통한 장방어막 기능 향상, 트립토판(tryptophan), 히스타민(histamine), 신경화학물

질, 포만 호르몬(satiety hormone) 등의 저분자 물질 생성, 효소 생성 등을 통해 장내 건강유지

에 기여하고 있다[2, 3]. 이러한 프로바이오틱스 균주의 효과는 균종(species) 및 균주(strain)

별로 다른 항균효과 및 다양한 효능을 나타내며 이러한 특성으로 신규 프로바이오틱스 균주

의 분리 및 특성 분석 연구가 지속되고 있다[3, 4]. 프로바이오틱스 균주들은 장관 계열과 유

사한 환경에서 높은 생존력을 보여야 효과적인 프로바이오틱스 효과를 볼 수 있으므로 낮은 

pH, 위산액, 담즙액, 페놀, 리소자임뿐만 아니라 다양한 항생제에 대한 충분한 저항성을 갖추

어야 한다[5].
영장류는 해부생리학적, 유전학적, 면역학적으로 사람과 가장 가까운 전임상 동물종으로

써 현재 전 세계적으로 광범위하게 다양한 생명공학 연구 분야에 이용되고 있다. 영장류는 사

육 형태에 따라 야생(wild), 반 실내 사육(semi-captive) 및 실내 사육(captive) 형태로 구별되

어 사육되고 있다. 그 중 실험용으로 주로 사용되고 있는 실내 사육 영장류에서는 원인불명의 

만성 설사증(idiopathic chronic diarrhea), 위 팽창증 및 파열증(gastric dilatation and rupture)
이 주된 자연 폐사의 원인으로, 수의학적으로 많은 문제를 일으키고 있다[6–8]. 이러한 장질

환은 항생제 사용, 스트레스, 클로스트리디움 퍼프린겐스(Clostridium perfringens) 감염증 등 

다양한 원인이 추측되고 있으나 명확한 기전은 밝혀져 있지 않고 있다. 최근 사람 만성 설사

증 환자에서 장내 마이크로바이옴 교란(dysbiosis)으로 인한 간질환[9], 뇌질환[10] 등 다양한 

질병과의 연관성에 대한 연구 및 사례 보고가 이루어지고 있다. 따라서 뇌 질환 및 감염병 등 

연구에 광범위하게 이용되고 있는 실험용 영장류의 장 건강 유지는 수의학적 측면뿐만 아니

라 실험 재현성 측면에서 매우 중요하다. 그러나 현재까지 영장류 프로바이오틱스에 대한 연

구 보고는 매우 제한적이다. 실제 임상에 적용 가능한 영장류 유래 프로바이오틱스 제품은 세

계적으로 Lactobacillus reuteri, Saccharomyces boulardii를 포함하는 SD ProTM(Bio-Serv, 

Flemington, NJ, USA) 한 제품만 상업적으로 출시되어 있으나, 일부 영장류 센터에서는 관례

적으로 사람 유산균 제품을 이용하여 실내 사육 실험용 영장류 개체들에게 적용 중인 것으로 

알려져, 영장류 건강 유지 및 질병 치료를 위한 영장류 전용 프로바이오틱스 균주의 개발이 

매우 중요하다.

이번 연구는 실내 사육 영장류의 주요 장질환 유발 병원성 장내세균에 대한 사람과 영장류 

유래 프로바이오틱스 균주의 항균 효과를 비교 분석하고, 이를 통해 이종간 프로바이오틱스 

효과 비교 및 분석을 실시하여 실내 사육 영장류의 건강 증진을 위한 영장류 유래의 프로바이

오틱스 균주 개발을 위하여 연구를 수행하였다.

MATERIALS AND METHODS

유산균 및 병원성 장내세균

이번 연구에 이용된 사람 유래 유산균은 충북대학교 수의과대학 세균학실험실에서 사
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람의 분변으로부터 분리한 유산균(Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus plantarum, 

Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve, Lactobacillus sakei) 총 5균주를 분양 받아 

실험에 이용하였다. 영장류 유래 유산균은 한국생명공학연구원 국가영장류센터 내에 사육

중인 필리핀 원숭이(Macaque fascicularis)의 정상 분변으로부터 분리한 유산균 총 15 균주

(L. reuteri[3주], Lactobacillus salivarius[3주], Lactobacillus johnsonii[8주], Lactobacillus 
mucosae[1주])를 이용하였다. 연구에 사용된 영장류 유래 주요 병원성 장내 세균은 한국생

명공학연구원 국가영장류센터에서 사육 중인 만성 설사증의 임상증상을 보이는 필리핀 원숭

이 분변 및 자연 폐사한 개체에서 장관 계열의 병리학적 특성을 보이는 위장관 조직에서 분

리하여 보관중인 병원성 장내세균 C. perfringens(4주), Escherichia coli(5주), Citrobacter 
freundii(1주), Salmonella Enteritidis(1주), Staphylococcus aureus(1주), Proteus mirabilis(1
주) 총 6속의 13개 균주를 이용하였다.

배지 및 배양

유산균 배양을 위해 –80℃ 냉동 보관된 균주를 De Man, Rogosa and Sharpe(MRS; Oxoid, 

Basingstoke, UK) 액체 배지에 37℃, 24시간 혐기 배양하여 사용하였고, 사람 유래의 유산균 

중 B. longum과 B. breve는 48시간 혐기 배양하여 사용하였다. 실험에 사용한 병원성 장내세

균 중 C. perfringens는 Brain Heart Infusion(BHI; Oxoid)에 37℃ 48시간 동안 혐기 배양하

였고, S. Enteritidis, S. aureus, P. mirabilis는 Tryptic Soy Broth(TSB; Becton, Dickinson and 

Company, Franklin Lakes, NJ, USA) 배지를 이용하여 37℃, 24시간 혐기 배양하여 실험에 

사용하였다. E. coli는 TSB에 37℃, 24시간 호기 배양하여 실험에 사용하였다. 혐기성 균주

들은 EZ container system(Becton, Dickinson and Company)에 Anaerobic GasPak(Becton, 

Dickinson and Company)을 이용하여 혐기 조건을 형성하여 배양하였다.

인공 위액 저항성 테스트

펩신 용액(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)을 멸균 Dulbecco`s Phosphate-Buffered 

Saline 용액(PBS; Welgene, Gyeongsan, Korea)을 이용하여 용해한 후 염산 용액을 첨가하여 

최종 0.3%(w/v), pH 2.0 펩신 용액을 제조한 후 0.22 µm 실린지 필터를 이용하여 용액을 멸

균한 후 사용하였다. 사람 유래의 유산균 5균주와 영장류 유래의 유산균 15균주를 MRS 배

지에서 24시간(Lactobacillus spp., Leuconostoc spp.) 및 48시간(Bifidobacterium spp.) 혐기 

배양하고 제조된 인공 위액 9 mL당 유산균 배양액 1 mL(약 109 colony forming unit; CFU/

mL)씩 접종하고, 대조군은 PBS 용액 9 mL에 유산균주 1 mL를 접종하여 37℃에서 3시간 동

안 반응시켰다. 인공 위액에서 배양한 유산균을 10진 희석한 뒤 LBS(Lactobacillus Selection 

Agar) 배지(Becton, Dickinson and Company)에 100 µL 분주하고, spreader를 사용하여 도

말한 후, 37℃에서 24시간(Lactobacillus spp., Leuconostoc spp.) 및 48시간(Bifidobacterium 

spp.) 혐기 배양 후 생균수를 측정하였다. 본 연구 방법은 기존에 보고된 방법을 일부 변형하

여 수행하였다[5].

인공 담즙액 저항성 테스트

인공 담즙액 저항성 테스트는 기존 방법을 변형하여 수행하였다[5]. MRS 배양액에 Ox 

gall(Sigma-Aldrich)를 첨가하여 0.3%(w/v) 담즙액을 만들고, 900 µL 인공 담즙액에 사람 유

래의 유산균 5균주와 영장류 유래의 유산균 15균주를 MRS 배지에서 24시간(Lactobacillus 
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spp., Leuconostoc spp.) 및 48시간(Bifidobacterium spp.) 혐기 배양하고 각 100 µL 접종하여 

37℃에서 8시간 동안 반응시켰으며, 대조군은 MRS 용액 900 µL에 유산균주를 각 100 µL 

접종하여 37℃에서 8시간 동안 배양하였다. 인공 담즙액에서 배양한 유산균을 10진 희석하

여 LBS 배지(Becton, Dickinson and Company)에 100 µL 분주하고, spreader를 사용하여 도

말 후 37℃에서 24시간(Lactobacillus spp., Leuconostoc spp.), 48시간(Bifidobacterium spp.) 

배양 후 생균수를 측정하였다.

Agar disc diffusion assay 검사법

Agar disc diffusion assay는 기존 논문에서 보고된 Agar well diffusion assay 방법을 변형

하여 수행하였다[11]. 사람 유래의 유산균 5균주와 영장류 유래의 유산균 15균주를 600 nm
에서 흡광도 0.220로 적정하고 9 mL MRS 용액에 1 mL씩 접종한 후 24시간(Lactobacilllus 
spp., Leuconostoc spp.) 및 48시간(Bifidobacterium spp.) 배양하였다. 배양액을 원심분리

(4,000×g, 4℃, 10분) 하여 상층액을 채취한 후 0.22 µm 실린지 필터를 이용하여 멸균된 상

층액을 확보하였다. Muller-Hinton(MH, Sigma-Aldrich) 배지에 TSB(E. coli, S. Enteritidis, 
S. aureus, P. mirabilis) 및 BHI(C. perfringens)에서 배양한 병원성 장내세균을 100 µL 분주 

후 spreader를 사용하여 도말하고, 각각의 plate당 멸균된 0.65 mm 크기의 disc 8개를 간격

에 맞게 배열하고 1개의 disc를 plate의 중앙에 놓고 대조군으로 활용하였다. 유산균 상층액을 

균주당 2개의 disc에 각각 30 µL 분주하고, plate 중앙의 disc에는 MRS 배양액을 분주한 후, 

37℃에서 48시간 배양하였다. 배양 후 disc 주변으로 투명하게 형성되는 억제환(inhibition 

zone)의 지름을 측정하였다.

Broth culture inhibition 검사법

병원성 장내세균에 대한 유산균주의 항균활성도의 정량적 측정을 위하여 기존 보고된 방

법을 변형하여 수행하였다[11]. 유산균주를 600 nm에서 흡광도 0.220로 적정한 후 9 mL 

MRS 용액에 1 mL씩 접종한 후 37℃에서 24시간(Lactobacillus spp., Leuconostoc spp.) 및 

48시간(Bifidobacterium spp.) 혐기 배양하였다. 배양액은 원심분리(4,000×g, 4℃, 10분)를 

실시한 후 상층액을 채취하였고 0.22 µm 실린지 필터를 이용하여 멸균된 상층액을 확보하였

다. 5 mL TSB, BHI 배양액에 각 병원성 장내세균을 200 µL씩 접종하고, 유산균 상층액을 

1 mL 접종하여 24시간과 48시간 배양 후 각각 분광광도계(Epoch, BioTek, Winooski, VT, 

USA)를 사용하여 600 nm에서 흡광도를 측정하였다.

통계분석

이번 실험의 모든 결과는 GraphPad Prism, version 8.4.3 소프트웨어(www.graphpad.com)

를 이용하여 각 그룹 간 통계학적으로 유의미한 차이를 Mann-Whitney U test 방법을 통해 분

석하였다.

RESULTS

인공 위액 및 담즙액 저항성 테스트

사람 및 영장류 유래 유산균에 대해 인공 위액(pH = 2) 및 담즙액(0.3%)에 대한 저항성에 

대해 조사하였다. 사람 유래 유산균 5균주와 영장류 유래 유산균 15균주는 인공 위액에 3시
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간 동안 처리한 결과, 모두 106 CFU/mL 이상의 세균 농도를 보였으며 담즙액에서 8시간 배

양 후 사람 및 영장류 유래 모든 유산균주는 107 CFU/mL 이상의 세균 농도가 측정되었다. 

유산균주에 대한 인공 위액 및 담즙액 처리에 의한 감소율은 다양하게 측정되었다(Table 1). 

인공 위액 처리 시 영장류 유래 유산균주들은 모두 90% 이상의 세균이 생존하였으나 사람 유

래 유산균주 중 L. plantarum은 77.5% 생존율을 보여 저항성이 약한 것으로 측정되었다. 반

대로 인공 담즙액을 8시간 처리 시 사람 유래 유산균은 모두 80% 이상의 생존율을 나타냈

으나 영장류 유래 유산균주 중 L. johnsonii(LF1)와 L. salivarius(1052S)는 각각 75.9%와 

75.6%로 저항성이 약한 것으로 측정되었다(Table 1).

Agar disc diffusion assay 방법 이용 유산균의 항균 효과 비교 분석

Agar disc diffusion assay를 이용하여 사람 유래 유산균(5균주) 및 영장류 유래 유산균(15

균주)의 C. perfringens(4균주), E. coli(5균주), C. freundii(1균주), S. Enteritidis(1균주), S. 

aureus(1균주), P. mirabilis(1균주) 총 13균주 병원성 장내세균에 대한 항균 효과를 측정하였

으며, 억제환(inhibition zone)을 나타낸 구역의 지름을 측정하여 항균력을 확인하였다(Table 
2). 그 결과, 대부분의 유산균들이 C. perfringens 균주 중 CP441을 제외한 CP003, CP725, 

CP638 균주에 대해서 항균력을 나타내는 것으로 확인되었다. 사람 유래의 유산균 중 L. 

plantarum의 경우에는 C. perfringens를 제외한 9균주의 병원성 장내세균 중 32A, 1307A(E. 

coli) 균주를 제외한 7균주에 대해 항균력을 나타내 사람 유래의 유산균 중 항균력이 가장 뛰

어난 것으로 나타났다. 그러나 사람 유래의 유산균 L. mesenteroides는 병원성 장내 세균 9

Table 1. Tolerance to pepsin and bile salts of lactic acid bacteria used in this study 

Species Strain

Pepsin Bile salts

Control Treatment Percent Control Treatment Percent

(Log CFU/mL) (Log CFU/mL) Survival (%) (Log CFU/mL) (Log CFU/mL) Survival (%)

Leuconostoc mesenteroides LM   8.2 7.8 94.4   8.8 8.0 91.3

Lactobacillus plantarum LP 10.4 8.0 77.5   9.2 8.5 92.5

Bifidobacterium longum BL   8.7 7.5 86.2   8.9 7.6 85.4

Bifidobacterium breve BB   8.5 7.3 85.6   9.5 8.0 84.5

Lactobacillus sakei LF2   8.8 8.5 96.9   9.3 8.0 85.8

Lactobacillus reuteri 1052R   8.7 7.9 91.7   9.3 8.2 88.0

118R   8.4 7.0 82.8   9.4 8.0 85.5

1068R   8.7 8.3 95.6   9.4 7.7 82.2

Lactobacillus salivarius 1052S   8.6 8.4 97.4   9.5 7.2 75.6

1057S   8.8 8.0 91.0   9.4 7.5 80.1

1081S   8.4 8.4 99.8   9.4 8.3 88.5

Lactobacillus mucosae 702M   8.6 8.5 98.5   9.5 8.0 84.1

Lactobacillus johnsonii LF1   8.5 8.3 98.2   9.2 7.0 75.9

118J   8.9 8.7 96.8 10.3 8.8 85.8

702J   8.8 8.2 93.8   9.4 8.7 92.7

117J   9.0 8.9 98.6   9.9 8.0 81.5

1068J   8.4 8.3 98.4 10.4 9.2 88.4

1021J   9.0 8.7 96.8   9.5 8.6 89.8

1057J   8.8 8.1 93.0   9.4 8.0 85.2

227J   8.7 8.5 97.5   9.6 8.1 84.8
CFU, colony forming unit.    
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균주 중 32A(E. coli), CF(C. freundii) 2균주에 대해서만 항균력을 나타냈고, B. longum, B. 

breve, L. sakei는 E. coli, C. freundii, S. Enteritidis, S. aureus, P. mirabilis에 대해 항균력을 

보이지 못했다. 영장류 유래의 유산균은 E. coli를 비롯한 모든 병원성 장내세균에 대해 항균

력을 보이는 것을 확인할 수 있었다.

Broth culture inhibition assay 방법 이용 유산균주의 균종(species) 및 균주(strain) 간 항균

효과 비교 분석

사람 및 영장류 유래 유산균의 동물종 간의 항균효과를 비교 검증한 결과, 영장류 유래 유

산균이 C. perfringens 2균주와 E. coli 1균주에 대해 통계학적으로 유의미하게 더 높은 항균 

효과를 보이는 것을 확인하였다(Fig. 1 and 2). 그러나 C. freundii, S. Enteritidis, S. aureus, P. 

mirabilis 등의 병원성 장내세균에 대한 항균 효과의 차이는 관찰되지 않았다.

영장류 유래의 병원성 장내세균에 대한 유산균종(L. reuteri, L. johnsonii, L. salivarius) 간
의 항균효과 및 동일종내의 균주 간 항균효과를 비교 분석한 결과, C. perfringens에 대해서는 

유산균종 간의 유의성 있는 항균 효과 차이가 관찰되지 않았으나, 기타 다른 병원성 장내세

균(E. coli, C. freundii, S. Enteritidis, S. aureus, P. mirabilis)에서 통계적으로 유의미하게 L. 

Table 2. Antibacterial properties of human and non-human primates origin lactic acid bacteria against simian enteric bacteria using agar disc 
diffusion assay

Origin Species Strain
Clostridium perfringens Escherichia coli Citrobacter 

freundii 
Salmonella 
Enteritidis 

Staphylococcus 
aureus

Proteus 
mirabilisCP003 CP441 CP725 CP638 32A 107A 32B 1307A 1307B

Human Leuconostoc  
mesenteroides LM 1.401) -2) 1.10 1.25 0.70 - - - - 0.70 - - -

Lactobacillus  
plantarum LP 1.25 0.85 1.15 1.25 - 0.80 0.70 - 0.70 1.00 0.70 0.70 0.80

Bifidobacterium  
longum BL 1.50 - 1.30 1.20 - - - - - - - - -

Bifidobacterium 
breve BB 1.30 1.25 0.95 1.40 - - - - - - - - -

Lactobacillus  
sakei LF2 1.40 - 1.10 1.45 - - - - - - - - -

NHPs Lactobacillus  
reuteri

1052R 1.30 0.80 1.50 1.65 0.85 0.80 0.80 0.90 0.90 0.80 0.85 1.05 0.95

118R 1.35 - 1.35 1.55 0.70 0.70 0.70 - 0.90 1.15 0.95 1.10 1.05

1068R 1.40 - 1.60 1.50 1.05 1.00 0.80 0.70 0.75 0.75 0.70 1.00 0.80

Lactobacillus  
johnsonii

LF1 1.55 - 1.40 1.50 0.95 0.75 0.70 0.75 0.80 0.80 0.75 1.10 1.05

118J 1.30 - 1.35 1.45 0.75 0.80 0.80 0.70 0.70 1.25 0.70 0.75 0.90

702J 1.30 0.90 1.60 1.35 0.75 0.95 1.05 0.80 0.80 0.70 0.80 0.85 0.90

117J 1.35 - 1.50 1.55 0.80 0.80 0.95 0.75 0.85 1.00 0.70 1.05 0.85

1068J 1.35 - - 1.50 0.80 1.00 0.70 0.80 0.90 1.25 0.80 1.00 0.95

1021J 1.25 0.85 1.40 1.25 0.75 1.00 0.80 - - 1.35 0.70 1.00 1.05

1057J 1.45 - - 1.30 0.85 0.85 0.95 0.80 0.80 0.70 0.95 1.20 1.10

227J 1.20 - - 1.25 0.75 0.95 0.75 0.70 0.70 0.95 - 1.05 0.95

Lactobacillus  
salivarius

1052S 1.55 - 1.20 1.60 0.90 0.90 0.85 0.90 0.90 0.80 0.75 1.00 0.85

1057S 1.50 - 1.20 1.65 0.80 0.90 0.80 1.00 - 0.80 0.75 1.05 0.90

1081S 1.40 - 1.05 1.35 0.75 0.85 0.90 0.90 0.70 0.85 0.70 0.80 0.90

Lactobacillus 
mucosae 702M 1.50 - 1.40 1.55 0.70 0.90 0.90 0.85 0.70 1.00 0.85 0.85 1.05

1) Diameters (cm) of inhibition zone.
2) -: no inhibition. 
NHPs, non-human primates.
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Fig. 1. Antibacterial activity of lactic acid bacteria against Clostridium perfringens using broth culture 
inhibition assay. These strains including CP003, CP441, CP725, and CP638 belong to Clostridium perfringens. 
* p < 0.05, ** p < 0.01. OD, optical density.

Fig. 2. Antibacterial activity of lactic acid bacteria against Escherichia coli using broth culture inhibition 
assay. These strains including EC107, EC32A, EC32B, EC1307A, and EC1307B belong to Escherichia coli. 
* p < 0.05. OD, optical density.
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johnsonii가 높은 항균 효과를 보이는 것으로 확인되었다(Table 3 and 4). 이와 같은 항균효과 

차이는 사람 유래의 유산균 종간의 비교에서도 확인할 수 있었다.

동일종 내에서 유산균주 간의 항균 효과 차이를 비교한 결과에서는 L. johnsonii에 속하는 

균주 간의 C. perfringens에 대한 항균 효과 차이를 확인할 수 있었으며, L. reuteri에 속하는 

균주 간의 C. perfringens에 대한 항균 효과 차이를 확인할 수 있었지만, 기타 다른 병원성 장

내세균(E. coli, C. freundii, S. Enteritidis, S. aureus, P. mirabilis)에 대해서는 동일종 내의 균

주 간의 항균 효과 차이는 관찰되지 않았다.

DISCUSSION

전 세계적으로 연구용 영장류는 감염병, 뇌질환, 대사질환 등 주요 질병에 대한 연구를 위

한 전임상동물로 이용되어 왔다. 최근 COVID-19 등 감염병 연구의 주된 전임상 동물자원으

로 영장류 연구가 급증하여 전 세계적으로 영장류 동물 자원의 부족 현상이 발생하였다. 이러

한 연구용 영장류는 자연 상태의 영장류와는 달리 연구시설의 실내에서 사육되고 있으며 이

러한 환경 변화는 영장류에 만성 설사증 및 위 팽창 등 장 질병을 유발시키고 이는 주된 영장

류 폐사 원인으로 보고되고 있다[7, 12]. 따라서 실내 사육 연구용 영장류의 자원 확보 및 유

지를 위해 영장류 장질환 예방은 수의학적으로 매우 중요하며 이를 위해 영장류 대상 유산균 

요법이 필요하지만 영장류 대상 유산균 요법에 대한 연구 보고는 매우 제한적이다. 이번 연구

에서는 세계 최초로 영장류 유래 병원성 장내세균에 대한 영장류 유래 유산균주들과 사람 유

래의 유산균주들의 항균 효과를 비교 분석하였다.

신규 유산균주들은 실제 숙주 장관계열에서의 효과적인 작용을 위해 상부 장관계열에서의 

Table 3. Statistical difference of antibacterial activity against Escherichia coli among Lactobacillus spp. using broth culture inhibition assay

LAB1)

Escherichia coli

EC32A EC107 EC32B EC1307A EC1307B

24 hr 48 hr 24 hr 48 hr 24 hr 48 hr 24 hr 48 hr 24 hr 48 hr

Lactobicillus  
reuterii

Lactobicillus 
johnsonii 0.63 0.92 0.92 0.78 >0.99 0.53 0.53 0.50 >0.99 0.19

Lactobacillus 
salivarius 

Lactobicillus 
johnsonii 0.63 0.08 0.01 0.01 0.30 0.50 0.08 0.53 0.63 0.63

Lactobicillus  
reuterii

Lactobacillus 
salivarius >0.99 0.70 0.40 0.10 >0.99 0.70 >0.99 0.70 >0.99 0.30

The values are indicated as p-value by Mann Whitney test.
LAB, lactic acid bacteria. 

Table 4. Statistical difference of antibacterial activity against simian enteric bacteria among Lactobacillus spp. using broth culture inhibition assay

LAB

Citrobacter freundii Staphylococcus aureus Salmonella Enteritidis Proteus mirabilis

CF102 SE508 SA304 PM1022

24 hr 48 hr 24 hr 48 hr 24 hr 48 hr 24 hr 48 hr

Lactobicillus 
reuterii

Lactobicillus 
johnsonii 0.08 0.13 0.92 0.5 0.05 0.05 0.92 0.5

Lactobacillus 
salivarius

Lactobicillus 
johnsonii 0.01 0.13 0.02 0.19 0.01 0.13 0.01 0.08

Lactobicillus 
reuterii 

Lactobacillus 
salivarius 0.7 > 0.99 0.1 0.3 > 0.99 0.4 0.4 0.2

The values are indicated as p-value by Mann Whitney test.
LAB, lactic acid bacteria.
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위산 및 담즙에 대한 저항성이 확보되어야 살아 있는 유산균 주들이 장관 계열에 도달할 수 

있다[2, 13]. 따라서 사람 및 영장류 유래 모든 유산균 주들에 대해 인공 위액(pH = 2) 및 담

즙액(0.3% w/v)에 대한 저항성을 측정하였다. 기존 논문에서는 위액에서 106 CFU/mL 이

상, 담즙액에서도 107 CFU/mL 이상의 세균 생균수를 기준으로 유산균이 위액과 담즙액에 

저항성 여부를 판단하였다[5]. 그 결과, 이번 연구에서 측정한 사람 유래 유산균 및 신규 영장

류 유래의 유산균 들은 모두 위액과 담즙액에 대해 저항성을 가지고 있음을 확인하였다. 그러

나 인공 위액 및 담즙액 처리 후 감소율은 유산균주마다 다르게 나타났다. 영장류 유래 유산

균주들은 인공 위액 처리시 모든 유산균주에서 90% 이상의 생존율이 관찰되었으나, 사람 유

래 유산균 L. plantarum은 위액에 다소 낮은 저항성을 보이는 것으로 측정되었다. 이와 반대

로 인공 담즙 처리시 사람 유산균주들은 모두 80% 이상의 생존율을 보였으나 영장류 유래 L. 

johnsonii LF1과 L. salivarius 1052S 각각 1개 균주에서 75.9%와 75.6%의 생존율이 관찰되

었다. 특히 동일한 유산균종에 속한 유산균주마다 담즙액에 대한 다양한 저항성이 관찰되었

다. 예를 들어 L. johnsonii종에 속하는 8개의 세균주는 인공 위액에 대해서는 93.0%–98.6%

의 감소율이 관찰되었지만 인공 담즙액 처리시에는 75.9%–92.7%로 넓은 범위의 감소율이 

관찰되었다. 기존 논문에서도 유산균 균주에 따라 다양한 위액 및 담즙액에 대한 저항성이 보

고되었다[5, 14]. 이번 연구에서도 위액 및 담즙액에 대한 유산균주의 저항성은 동일한 유산

균종 안에서도 유산균주별로 다양하게 관찰됨을 확인할 수 있었다.

유산균주의 이종간 항균효과 비교 분석에 관한 연구는 그동안 보고되지 않았다. 사람과 영

장류 간의 마이크로바이옴 비교 분석 결과, 영장류는 다른 실험동물과 비교 시 사람과 가장 

유사한 마이크로바이옴 특성을 보이는 것으로 보고되었다[15]. 이러한 이유로 일부 국외 영

장류센터에서는 상업화된 사람 유래 유산균 주를 현재 프로바이오틱스 요법으로 사용하고 있

다. Antibiotic disc diffusion 실험 결과, 사람 유래의 유산균주 중 L. plantarum을 제외한 다

른 4개의 유산균주는 C. perfringens를 제외한 나머지 영장류 유래 병원성 장내세균에 대해 

항균 효과가 관찰되지 않았다. 기존 연구결과에 따르면 E. coli와 Salmonella spp.에 비해 C. 

perfringens에 대한 Lactobacilli spp.의 높은 항균효과가 관찰되었다[16]. 이와 같이 사람 유

래 유산균은 모두 C. perfringens에서만 항균 효과가 관찰되었고 다른 병원성 장내세균에 대

한 항균효과는 관찰되지 않았다. 이러한 동종 또는 이종간 유산균의 항균효과 차이를 정량적

으로 분석하기 위해 Broth culture inhibition assay를 수행하였다. 그 결과 사람 유래 유산균

과 비교 시 영장류 유래 유산균이 C. perfringens 2균주와 E. coli 1균주에 대해 통계학적으로 

유의미하게 더 높은 항균 효과를 보이는 것을 확인하였다. 그러나 C. freundii, S. Enteritidis, 
S. aureus, P. mirabilis 등의 병원성 장내세균에 대한 항균 효과의 차이는 관찰되지 않았다. 

Agar disc diffusion assay 결과에서는 C. perfringens를 제외한 병원성 장내세균에 대해 주로 

영장류 유래 유산균에서만 억제 효과가 확인되었지만 정량적인 분석 시 통계적으로 유의미한 

차이는 관찰되지 않았다. 이는 영장류 유래 유산균의 약한 항균작용으로 인하여 Broth culture 
inhibition assay에서의 증식을 억제하지 못한 것으로 추정된다.

유산균 종(species)과 주(strain) 간의 항균 효과에 대한 비교 분석을 수행하였다. 영장류 유

래의 유산균 종간 비교에서 L. johnsonii, L. reuteri, L. sarivarius의 항균 효과를 병원성 장내

세균별로 통계 분석한 결과, C. perfringens에 대한 항균 효과 차이는 관찰되지 않았지만 통

계적으로 나머지 5개 병원성 장내세균에 대해 L. johnsonii가 L. reuteri와 L. sarivarius에 비

해 항균 효과가 높은 것으로 나타났다. 동일종 유산균주 간의 항균효과 차이는 L. johnsonii와 

L. reuteri에 속하는 유산균주에서는 C. perfringens에 대해서만 항균 효과 차이가 확인되었다. 
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이러한 유산균주별 항균효과 차이는 기존 논문에서도 보고되어 왔으며 그 기초 기전에 대한 

연구분석이 추가로 필요하다.

현재 전 세계적으로 영장류 장질환 예방을 위한 프로바이오틱스 제품은 영장류 유래의 L. 

reuteri 1개의 균주만을 사용한 제품이 유일하며, 차선책으로 사람용 프로바이오틱스 제품을 

사용하고 있는 실정이다. 이번 연구를 종합해보면 전반적으로 영장류 유래 병원성 장내세균

에 대해 사람 유래 유산균보다 영장류 유래 유산균이 높은 항균 효과를 나타낸다는 것을 확

인하였다. 또한 병원성 장내세균에 대해 유산균 종 및 주마다 구별되는 항균효과를 나타냈

다. C. perfringens에 대한 항균 효과를 위해서는 높은 항균 효과를 나타내는 유산균주(118R, 

118J, 227J)를 선정해야 하고, E. coli, S. Enteritidis, S. aureus, P. mirabilis에 대해서는 같은 

종 내에서는 균주 간의 차이가 관찰되지 않았지만 유산균 종간 항균력 비교 시 L. johnsonii
가 가장 뛰어난 효과를 나타내는 것으로 밝혀졌다. 따라서, 계통분석학적으로 유사한 사람과 

영장류 사이의 유산균주의 항균 효과 차이가 명확히 밝혀진 사실을 바탕으로 영장류의 장건

강을 위한 프로바이오틱스로 사람유래의 유산균 및 기타 다른 유산균주들보다 L. johnsonii
를 사용하는 것이 바람직하며, 영장류 개체별 장형(enterotype) 등의 기준으로 유산균주의 항

균력 차이를 다양하게 비교 분석해봐야 할 것으로 판단된다. 이번 연구를 통해 영장류 병원성 

장내세균에 대한 다양한 사람 및 영장류 유래 유산균의 항균 효과 차이를 심도 있게 분석해봤

으며 이를 통해 신규 영장류용 유산균주 개발에 중요한 연구 자료로 활용될 수 있을 것으로 

판단된다. 
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