
Microbiome분석과해석
-임상 분야 적용 가능성에 대하여
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AIBIOTICS

소아청소년과 의사가 직접 참여하는 ‘국내 최초 소아청소년 전문 Microbiome 분석 서비스

‘
- Microbiome 분석에 특화
- 3단계 QC. 자체 개발 분석 platform.
- 임상의와 함께 만든 3000여건의 분석데이터

실험실 보유 장비
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박테리아의 유전체 분석 기술

전통적인 박테리아 배양분석 NGS를 이용한 박테리아 동정
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16S rRNA & NGS 

NGS 목적과 원리
차세대 염기서열분석 (Next generation sequencing; NGS) 법은 DNA 가닥을 각각 하나씩 분석하여 매우 빠르고 저렴하게 염기서열 분석이
가능하다는 장점을 가지고 있습니다.

Microbiome의 분석법으로 16SrRNA 분석을 주로 이용

- 변동성 V3-V4 부위 사이에는 균종에 상관없이 염기서열이 동일한
부위(constant region)에 맞추어 모든 균이 공통적으로 증폭될 수 있는
프라이머(universal primer)를 고안하여 PCR 증폭을 통한 NGS 분석을 할
수 있습니다.

- 배양법으로 측정 불가능한 균종을 균일하게 분석 가능함.

- V3-V4 Zone은 Genus Level 의 정합성이 확보. Species Level에서 불안정.

16S 리보솜 RNA(16S rRNA)는

- 원핵생물리보솜의 30S 소단위체를구성하고있는 rRNA로, 1,500 뉴클레오타이드정도의길이를갖는다.
- 16S 리보솜 RNA는원핵생물의유전체 DNA에서전사되어만들어진다
- 16S 리보솜 RNA의서열을비교하여원핵생물을동정할수있다.
- 동종간에는다양성이거의없는반면에타종간에는다양성이나타나므로생물동정에사용된다. 
- 배양이 불가능하거나 어려운 생물, 또는 보고된 적이 없는 생물의 동정 및 분류에 유용하게 사용된다.

https://ko.wikipedia.org/wiki/%EB%A6%AC%EB%B3%B4%EC%86%9C_RNA
https://ko.wikipedia.org/wiki/%EB%89%B4%ED%81%B4%EB%A0%88%EC%98%A4%ED%83%80%EC%9D%B4%EB%93%9C
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16srRNA 분석 Flow 

Sample Collection

DNA 추출

Amplicon PCR

Index  PCR

NGS

FASTQ Data생성

Taxonomy Assign

Data 분석

Report Generation

Normalize

Sample농도균일화
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16srRNA 분석 Flow – 1. Sample Collection 

호기성균의
증식억제
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16srRNA 분석 Flow – DNA추출

1. Stool sample내 불순물 제거 .
- 섬유질, 단백질,효소,SCFA…
- Bead Beating - Spin Down – 상층액

2. 추출된 DNA 용액의 성분은
- Human DNA, Plant DNA, Meat DNA + 

Microbiome 



9

16srRNA 분석 Flow – Amplicon/Index PCR

Microbiome이 가지는 염기서열의
특성을 고려하여 V3~V4 zone 만
특이하게 증폭.

- Human DNA비롯 Stool내 존재하는
다른 DNA의 Noise제거

수십, 수백개의 샘플을 동시에 Loading 
해야 하는 장비의 특성을 고려 각 샘플에
규칙성을 가진 염기서열을 따로 붙이는
작업.
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16srRNA 분석 장비- Illumina 

Illumina Miseq

Microbiome 분석에가장보편적으로
사용되는일루미나장비의 Target Region

-> 미국의 human microbiome project의
표준 protocol 

> 타장비적용시기존논문과데이터
비교가불가능함.
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16srRNA 분석 Flow – Sequencing data Generation  

FASTQ files 

=> 한개 DNA 염기서열 정보(리드) : 한 Batch에 수백만 리드의 정보가 만들어 진다.

=> 모든 리드의 정보를 읽어 해당되는 염기서열을 일치 시키는 작업이 이어진다.
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16srRNA 분석 Flow – Taxonomy Classification  

NCBI
[ 300만건의

염기서열 분석 data] 

기타

Greengene

기타3

연구자
연구자

연구자
연구자

연구자
연구자

연구자
연구자

연구자
연구자

연구자
연구자

연구자
연구자

연구자
연구자

연구자

연구자

기타2

DADA2

Human Microbiome 
분석용으로 수천건으로 요약

연구자

연구자

연구자

호환성 ?
>기존 NCBI DB 의오류를일방적으로수정할경우
기존연구와데이터호환이불가능.
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분석 예제 [ DADA2로 전환된 2차 raw Data]

각 균종별 lead count로 표시.

- Sample별 수율차이, 농도차이로 절대 정량 불가
- %로 환산
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기존의 Microbiome의 분석 기법 [ % data를 표현하는 방법]

Major 균 위주의 분포 분석-> 이상 분포의 확인 가능
• Unknown Factor의발굴이어렵다.
• 군집분석외개별분석이어렵다

기존의 Microbiome의 분석 기법은 Sample과 대조군의 비교 data를 비교하는 방식으로 보여주고 있음
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알파 / 베타 다양성

알파 다양성 : 한 샘플내 얼마나 많은 종이
분포하는지 확인

- 종의 다양성과 양을 동시에 표현

베타 다양성 : 군집간의 거리가 얼마나 떨어져
있는지 확인
- 군집간의 차이를 확인

실험Protocol, Batch size… 다양한편차요소주의 Good&Bad (X) , Just Different 
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AIBIOTICS

Microbiome as a New Ecosystem 
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* 다양성의 이해

A: (100~300)  x 21 = 4000 
B: 1000 x 4             = 4000
C: 2000 x 2 = 4000
D: 4000 x 1.            =4000

Log scale로 Data를 치환하여 종의 다양성을 표현하는 방법
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AIB  임상 중심의 분석법 – 내 환자의 특이점을 찾아라. 

반도체 공정관리 기술과 Shannon Index의 응용

- 평균과표준편차를이용한관리기준설정

- Log Scale을적용한 Visualize

※ 10개 미만의 Major 균들이 95% 이상
※ 장벽 부착균, 소장균 등 작지만 중요한 균들 확인 불가

Step 1 : Linier Scale 
- 평균치의 농도 대비 개별 sample의 농도 편차를 Plot

Step 2 : Log Scale로 치환

Y= Log(Pi x 10e6)
※ 미량의 균의 AVG와 편차를 확인
※ 반도체 진공 chamber 에서 사용하는 잔류가스분석기 원리

LODü 전체누적 data를대조군으로사용
> 통계적공정관리기법

ü Log Scale적용으로미량의균의이상분포를확인
> 미세분포확대경역활

Shannon index 
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* 반도체 공정 분석의 응용

Gas 종류 분자량 정상농도 이상농도

H2 2 1.00E-05 1.00E-05

c 12 1.00E-10 1.00E-08

CH4 16 1.00E-13 1.00E-05

H2O 18 5.00E-05 5.00E-05

N2,CO 28 5.00E-04 5.00E-04

C2H6 30 1.00E-13 6.00E-07

O2 32 1.25E-04 1.25E-04

Ar 40 1.00E-12 1.00E-12

CO2 44 1.00E-13 4.00E-08

반도체 공정분석용 장비(RGA) 미세 Gas분석 사례

- 과점gas인 N2/O2 의 농도가 커서 다른 Gas의 Peak를 구분하기 위해 Log Scale 적용

Ø 오염물질의 상대적인농도변화를
민감하게 검출하는수단으로사용

vs

vs

정상 비정상
Linier 
Scale

정상 비정상
Log 

Scale
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500개의히스토그램을하나의 Graph 로표현

SPC 기법을응용한 ‘ abnormal’ detection Tool ( SPC : 통계적공정관리) 

->   Unknown Factor를찾기위한공정분석방법에서응용
->  정규분포에서치우침을가진 data를 abnormal 로규정하는방식
->   Genus Level 500여균종의 Sample별개별 농도 data에대한 정규분포를하나의그래프에표현. 

평균과벗어나는정도 ( Deviation/표준편차)  x  영향력 ( bias ) = Vecter
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임상사례 ;만성장염 11세여아

Ceto bacterium
(발견빈도 11%)

Escherichia
(발견빈도 43%)

Klebsiella
(발견빈도 83%)

인도네시아 거주…

항생제 내성균…
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임상사례 ; 만성장염 11세여아 2 – 변화

2019년
12월

2020년
9월

2021년
월

보통균의 낮은 농도

보통균농도 증가와 프로테오의 감소

유지되고 있으나 푸조균의 농도가 유지

Phylum 농도 분포 비교
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분석 사례 : 영아그룹의 특이균종 확인

전연령의 Mass Data를 대조군으로 분석하여 유아 시기의 특이한 균의 분포를 확인. 

Citrobacter :  수술부위에서 발생되는 기회 감염균
제왕 절개 그룹 유아 에서 특이하게 높은 농도를 보임

Veillonella : 모유유래균으로유아그룹이전체연령대비높은농도를보임

1세 이후 안정화 고형식이후 하향 안정화
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사례분석 – 대장 용종[ 기존 분석과 비교] 

Level별농도분포 [ 종속과목강문계) Major  Species classification  

기존의 Microbiome분석법에서는 균종 간 농도 분포의 차이를 확인하는 방법으로 낮은 농도의 특이균의 이상 분포를 확인하기 어려움

Chart 1에서 확인된 특이균의 이상분포를 Chart2,3에서
나이별 산포 분석을 통해 확인. 

Ø Fuso Bacterium ,  Ceto Bacterium의 이상 분포 확인
Ø 대장내시경 검사로 용종 확인

(1cm 미만 2개 제거 ) 

*  Fuso는대장암의발병과연관성이보고된유해균. 
*  Cetobacterium은열대물고기내장세균
-> 공통적으로 항생제 내성균

Chart 1 Chart 2 

Chart 3

발견빈도: 51% 

발견빈도: 14% 

* 채식 및 회와 술을 좋아하고 적절한 운동 및 체중 조절로 건강에 이상이 없다고 믿는 50대 중년 남 의 Case
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분석사례 :치과를다녀온 60대중년

무심코복용하는항생제를 비롯한각종투약은장내미생물균형에큰영향을미칠수있다. 
> Prevotella의급격한감소 ,  Citrobacter의증가

당뇨 유병자로서 당뇨병 치료중. 

- 채식위주의식단과운동으로건강을유지
- Prevotella 비율 89% 로과점. 

치주염으로 인한 치과 치료 이후 . 

- Prevotella의감소와 Citrobacter의증가 확인

Ø 치과에서처방하는항생제의경우 prevotella에매우민감한편 . Prevotella intermedia와 Prevotella nigrescens는치주감염균
Ø Citrobacter는수술환부에서발생하는기회감염균. 
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알레르기 환자 10명중 7명에 Firmicutes의 치우침이 확인됨

6세 남 정상체중 ,  기름진음식선호 ,  Firmicutes 높은편

아토피 알러지 환자의 공통점은

1. 다양성이높은편
2. Firmicutes 문의농도 Level이높음. 세부균종의 Specific분포는지속적으로확인해야함.  

2세 남 정상체중 , Firmicutes 높은편 ,  fuso균도 있음

20세 여 과체중 , Firmicutes 매우높은편 ,  fuso균도 있음

농도Level

빈도

농도Level

빈도

농도Level

빈도
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사전 연구
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