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서  론

실험실에서 배양할 수 있는 미생물은 전체 미생물의 1% 미만으

로, 미생물을 분리하고 배양하는 기존의 미생물 동정방법으로는 

확인할 수 있는 미생물의 종류가 매우 제한적인 것으로 알려져 있
다.1 차세대염기서열분석(next generation sequencing, NGS) 기술

의 발달로, 다양한 미생물들의 DNA로부터 각 미생물들을 직접 
동정하는 것이 가능하게 되어 이를 이용한 메타지노믹스(metage-
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분석 방법 변화에 따른 음성 대조군과 호흡기 검체 간 
미생물 구성 차이 비교
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Purpose: Identifying microbial communities with 16S ribosomal RNA (rRNA) gene sequencing is a popular approach in microbiome 
studies, and various software tools and data resources have been developed for microbial analysis. Our aim in this study is investi-
gating various available software tools and reference sequence databases to compare their performance in differentiating subject 
samples and negative controls. 
Methods: We collected 4 negative control samples using various acquisition protocols, and 2 respiratory samples were acquired 
from a healthy subject also with different acquisition protocols. Quantitative methods were used to compare the results of taxon-
omy compositions of these 6 samples by varying the configuration of analysis software tools and reference databases. 
Results: The results of taxonomy assignments showed relatively little difference, regardless of pipeline configurations and reference 
databases. Nevertheless, the effect on the discrepancy was larger using different software configurations than using different refer-
ence databases. In recognizing different samples, the 4 negative controls were clearly separable from the 2 subject samples.  Addi-
tionally, there is a tendency to differentiate samples from different acquisition protocols. 
Conclusion: Our results suggest little difference in microbial compositions between different software tools and reference data-
bases, but certain configurations can improve the separability of samples. Changing software tools shows a greater impact on re-
sults than changing reference databases; thus, it is necessary to utilize appropriate configurations based on the objectives of stud-
ies. (Allergy Asthma Respir Dis 2018;6:255-262)
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nomics)가 발달하게 되었다.2 인체에 존재하는 미생물 역시 상당수

가 배양이 불가능한 것으로 추정되고 있으나,3 NGS 기술의 발달로 
다양한 미생물을 확인할 수 있게 되면서 인체의 생명현상과 다양

한 미생물 간 연관성에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다. 다양한 
연구들을 통해 인체는 공존하고 있는 미생물들과 서로 영향을 주
고받는 것으로 알려져 있으며,4 인체와 공존하며 상호작용하는 미
생물군과 해당 미생물들의 유전정보 전체를 일컬어 마이크로바이

옴(microbiome)이라고 한다.5,6 인체 내 미생물의 구성이 사람마다 
다르다는 특징을 가진다는 측면에서 마이크로바이옴을 인체의 유
전정보(genome)에 비유하여 ‘제2의 유전체(second genome)’로 표
현하기도 한다.7

16S ribosomal RNA 서열은 계통유전학적으로 보존적인 염기 
서열을 가지고 있다고 알려져 있으며, 미생물 군집 구성을 확인하

기 위한 연구에서 보편적으로 사용되고 있어,8 체계화된 분석 방법

과9 다양한 분석 도구가 존재한다.10,11 마이크로바이옴 분석에 사용

되는 참조 염기서열 데이터베이스의 경우, 데이터베이스 간 미생물 
종 정리 체계, 등록된 표준 염기서열 수, 데이터베이스 관리 및 업데

이트 시점 등의 차이로 인해 데이터베이스 간 편차가 존재하는 것
으로 알려져 있으며,12 참조 염기서열 데이터베이스 간 편차는 분석 
결과에 영향을 미칠 수 있을 것으로 보인다. 마이크로바이옴 분석

의 각 단계에 사용되는 프로그램들의 차이 역시 다음 단계 결과에 
영향을 줄 수 있는 가능성이 존재하기 때문에, 서로 다른 프로그램

으로 시행된 분석 결과 간 차이가 존재할 가능성이 있다.13,14

이에 이 연구에서는 서로 다른 특성을 가진 샘플의 16S rRNA 서
열을 여러 조합의 참조 염기서열 데이터베이스들과 분석 도구들을 
사용하여 분석하고, 분석 결과 간 차이를 정량적으로 확인하고자 
하였다. 

대상 및 방법

1. 샘플 구성

분석에 사용한 샘플은 음성대조군(negative control, NC) 4개, 호
흡기검체(subject sample, S) 2개로, 총 6개로 구성되었다. 호흡기검

체는 기관지내시경 채널을 통해 검체 보호용 솔(protected brush)
을 통과시켜 정상기관지 점막을 찰과(brushing)하여 얻은 검체와, 
동측에 대해 시행한 기관지세척(bronchial washing)으로 획득한 
기관지세척액을 사용하여 검체를 획득하였다. 음성대조군 샘플은 
각각 멸균생리식염수(NC1), 검체 보호용 솔을 담근 멸균생리식염

수(NC2), 기관지내시경 채널을 세척한 멸균생리식염수(NC3), 기
관지내시경 채널을 통과시킨 검체 보호용 솔을 담근 멸균생리식염

수(NC4)로부터 획득하였다(Table 1). 해당 샘플들을 서로 다른 구
성의 파이프라인에 적용하여 분석을 진행하였다. 
호흡기검체는 기관지 내 병변을 배제하기 위해 기관지내시경을 

시행한 환자로부터 얻어졌으며, 기관지내시경 시행 전 서면으로 연
구에 대한 설명이 이루어졌고, 연구에 대한 서면동의서를 획득하였

다(IRB number: GAIRB2017-065). 2개의 호흡기검체는 한 명의 
subject로부터 채취한 것으로, 병력상 특이사항이 없고 기관지내시

경 소견상 병변이 관찰되지 않는 환자를 대상으로 하였다(Table 2). 
무작위 배정에 따라 폐좌하엽 전기저부 기관지분절(anterobasal 
segment of left lower lobar bronchus)에서 정상기관지 점막을 찰과

한 후 기관지세척을 시행하여 채취하였다.

2. 16S rRNA gene 시퀀싱

여러 가지 프로토콜을 사용하여 획득한 검체로부터 미생물의 
DNA를 추출하기 위해 Mo Bio Laboratories, Inc. (Carlsbad, CA, 
USA)의 PowerSoil DNA Isolation Kit를 사용하였고, 전체 DNA 
추출 과정은 제공되는 제품 프로토콜(Instruction manual version 
07272016)에 따라 진행되었다.  

16S rRNA 서열은 여러 세대 후에도 염기서열의 변화가 많지 않
다는 특징을 가지며, 해당 서열 내에 종 특이적 염기서열을 가지는 

Table 1. List of samples and their acquisition protocols

Sample ID Acquisition protocol

Negative control 1 (NC1) Normal saline
NC2 Protected brush → Normal saline
NC3 Protected brush → Bronchoscopy → Normal saline
NC4 Bronchoscopy → Normal saline
Subject 1 (S1) Protected brush → Bronchoscopy → Brushing →  

Normal saline
S2 Bronchoscopy → Bronchial washing

Normal saline and protected brushes which used for sample acquisition were steril-
ized. Four negative controls were derived from using multiple sample acquisitions 
that are normal saline (NC1), immersing protected brush in normal saline (NC2), im-
mersing protected brush which through the bronchoscopy in normal saline (NC3), 
and washing bronchoscopy channel with normal saline (NC4). Two subject samples 
were acquired from a healthy subject using protected brush (S1) and bronchial 
washing (S2).

Table 2. Clinical characteristics of subject

Variable Status

Sex Male
Age (yr) 54
History of the present illness Negative
Relevant past medical history Negative
Smoking (pack-years) 40
Chest computed tomography Stricture of laterobasal segment of right lower lobar 

bronchus
Bronchoscopy Benign bronchial stricture without lesions on  

laterobasal segment of right lower lobar bronchus



김효정 외  •  분석 방법 변화에 따른 미생물 구성 비교 Allergy Asthma Respir Dis

https://doi.org/10.4168/aard.2018.6.5.255   257

초가변영역(hypervariable region)이 존재한다. 16S 영역의 초가변

영역은 9개가 존재(V1–V9)하는 것으로 알려져 있으며, 이 연구에

서는 V3–V4 영역을 증폭하여 Illumina 사의 MiSeq 시퀀싱 기기를 
사용하여 16S rRNA 서열 데이터를 확인하였다.  

3. 16S rRNA gene 서열에 기반한 미생물 종 분류 분석

16S rRNA 서열을 이용한 마이크로바이옴 분석은 전처리 단계, 
군집 분석 단계, 미생물 종 분류 단계로 수행되며, 필요에 따라 다양

성 분석 등을 할 수 있다. 
전처리 단계에서는 양질의 서열을 얻기 위해 염기서열을 양방향

으로 읽은 서열정보를 하나의 서열로 만드는 작업과, 키메라를 포
함한 분석 결과에 영향을 줄 수 있는 시퀀스상의 오류를 제거하는 
작업이 시행된다. 군집 분석은 샘플 내 존재하는 미생물의 종류와 
그 비율을 알기 위해 염기서열들을 특정한 기준에 따라 분류하는 
과정으로, 접근 방식에 따라 미생물 유전체 표준 염기서열을 사용

한 방법(reference-based)과 서열 간 유사도에 근거하여 분류하는 
방법(similarity-based)이 존재한다. 미생물 종 분류단계에서는 군
집 분석을 통해 분류된 염기서열들을 참조 염기서열 데이터베이스

의 표준 염기서열(reference sequence)을 기준으로 어떤 종에 해당

되는지 확인하게 된다. 
16S rRNA 서열의 종 분류 분석을 위해 소프트웨어 구성을 달리

한 두 가지 파이프라인(파이프라인 1, 파이프라인 2)을 준비하였으

며, 두 파이프라인은 서로 다른 분석 도구를 사용해서 분석된 결과 
간 차이를 확인하기 위해, 전처리 단계와 군집 분석 단계, 그리고 미
생물 종 분류 단계에 적용되는 분석 도구를 다르게 하여 구성하였

다. 각 파이프라인은 다음과 같이 구성하였다. 

1) 파이프라인 1의 구성

파이프라인 1의 전처리 단계는 PANDAseq15과 VSEARCH16로 
구성되었으며, 각각 양방향의 서열을 하나로 취합하는 과정과 미생

물 유전체 표준 염기서열 기반의 키메라 서열 확인 및 제거 과정에 
사용되었다. 군집 분석 단계는 VSEARCH 알고리즘을 적용하여 
분석하고자 하는 서열들을 대상으로 미생물 유전체 표준 염기서열

을 기반으로 분류한 후, 분류되지 않은 서열들을 서열 간의 유사도

에 근거하여 분류하는 방법으로 구성되었다. 미생물 종 분류는 마
이크로바이옴 통합 분석도구인 QIIME17 (version 1.9.1)을 통해 분
석이 진행되었으며, 이 과정에서 UCLUST18 알고리즘을 사용하고, 
서열 참조 데이터베이스로 Greengenes19와 SILVA20를 선택적으로 
사용하도록 구성되었다. 

2) 파이프라인 2의 구성

파이프라인 2는 전처리 단계가 FLASH21와 CD-HIT22의 CD-
HIT-DUP로 구성되었다. 파이프라인 2에서는 키메라 서열 제거에 

샘플 내 서열 간 비교를 통한 방법을 적용하였기 때문에, 파이프라

인 2에서는 파이프라인 1과 달리 전처리 단계에서 참조 염기서열 데
이터베이스를 사용하지 않도록 구성하였다. 군집분석 단계 또한 참
조 염기서열 데이터베이스에 의존하지 않고, 샘플 내 존재하는 서
열 간의 유사도에 근거하여 분류하는 CD-HIT 알고리즘을 적용하

였다. 미생물 종 분류 단계는 파이프라인 1과 동일하게 QIIME을 
이용하고, 서열 참조 데이터베이스를 선택적으로 사용하여 진행하

도록 구성하였다. 

4. 미생물 종 분류 결과의 정량분석

1) 미생물 종 비율에 기반한 Jensen-Shannon divergence 

서로 다른 파이프라인과 데이터베이스를 사용하여 분석한 동일 
샘플 사이 미생물 종 분류 결과 간 정량적 차이는 두 분석 결과의 
미생물 종 비율에 기반한 Jensen-Shannon divergence (JSD) 계산

을 통해 평가되었다. JSD는 두 확률 분포의 차이를 계산하는 방법

인 Kullback-Leibler divergence의 비대칭성을 해결한 방법으로, 계
산한 결과는 항상 양수이며 두 분포가 일치할 때 0의 값을 가진다. 
서로 다른 파이프라인과 데이터베이스를 사용하여 분석한 미생물 
종 분류 결과 간 차이를 확인하기 위해, 각 구성 사이 동일 샘플 간 
미생물 구성비를 비교하여 서로 다른 분석과정이 동일 샘플 결과

에 어느 정도의 차이를 유발하는지 평가하였다. 
각 미생물 종이 하나의 미생물 종 분류 결과에서 차지하는 비율

에 대해 다른 미생물 종 분류 결과에서 차지하는 비율의 차이를 두 
미생물 분류 결과에 대해 교차하여 두 미생물 종 분포 간 거리를 대
칭적으로 계산하였다. 

2) 주성분분석(principle component analysis)

Principle component analysis (PCA)는 전체적인 샘플의 구분 경
향을 확인하기 위해 시행하였다. 6개의 샘플을 서로 다른 구성의 
파이프라인과 데이터베이스를 사용하여 분석한 결과로부터 얻은 
종 구성 비율을 바탕으로, 24개(6개의 샘플, 2개의 파이프라인, 2개
의 참조 염기서열 데이터베이스의 조합) 결과들의 분포를 확인하기 
위해 PCA를 시행하였다. 

3) �미생물의 계통 발생에 기반한 샘플 간 거리 계산에 따른 샘플 분포 

분석

미생물의 계통발생학적 특성을 고려한 방법인 weighted-Uni-
Frac23 distance를 이용하여 계산된 샘플 간 종 비율 유사도는, 분석 
대상들 사이의 유사성 또는 비유사성을 측정하여 각 분석 대상들

의 거리를 좌표상에 표현하여 공간적으로 시각화하는 분석 방법인 
다차원척도법(multidimensional scaling, MDS)을 이용하여 시각

화하였다. 
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Fig. 1. Normalized compositions of common microbial communities of 6 samples, from each configuration of pipeline and reference sequence database. Compositions 
of common microbial communities are plotted with unassigned proportions (A), and without unassigned proportions (B). The presented compositions are in phylum 
level. NC, negative control; S, subject sample. 
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결  과

1. 전체 샘플의 종 분류 결과

각 샘플에서 얻은 16S rRNA gene 서열 데이터를 서로 다른 파이

프라인과 데이터베이스를 사용하여 각 샘플의 미생물 종 분류를 
확인하였다. 사용한 파이프라인과 데이터베이스에 따라 미생물 분
류 결과에서 발견되는 미생물 종들이 완전히 일치하지는 않으므로, 
공통적으로 관찰되는 미생물을 대상으로 각 샘플 내에서의 비율

을 정규화(normalization)하여 비교하였고(Fig. 1A), 각 방법의 결
과가 종을 판별하지 않는 서열의 양에 의해 편향되는 것을 줄이기 
위한 관점에서 어떤 종으로도 분류되지 않은 결과(unassigned)를 
제외한 후 정규화한 결과도 함께 확인하였다(Fig. 1B). 미생물 구성

비 비교를 위한 공통 미생물 종 선별 과정에서 제외된 미생물의 구
성 비율은 파이프라인과 데이터베이스 조합에 따른 네 가지 분석 
방법 중 파이프라인 2와 SILVA를 함께 사용한 경우 8%로 가장 높
게 나타났고, 각 샘플의 경우에는 최대 13% (NC4), 최소 0% (NC2)
로 확인되어, 분석에 제외된 미생물 종들의 경우 전체 미생물 구성

에서 전반적으로 낮은 비율을 차지하는 것으로 확인되었다. 
전체 샘플의 공통된 미생물에 대한 구성비는 파이프라인과 데이

터베이스의 차이가 있음에도 unassigned 비율의 포함 여부와 관계

없이 유사한 비율을 보이는 경향이 관찰되었다. 

2. 동일 샘플 간 구성비의 정량적 비교

각 파이프라인과 참조 염기서열 데이터베이스의 조합에 따른 결
과 차이를 보다 정량적으로 비교하기 위하여, 서로 다른 분석 방법

을 사용한 동일 샘플의 미생물 구성비 간 차이를 계산하였다. 정량

적 비교 결과, 서로 다른 파이프라인과 데이터베이스 구성에 의한 
결과들 사이의 차이는 일관되게 낮은 것이 확인되었다(Fig. 2A). 또
한 모든 동일 샘플의 미생물 구성비에서 unassigned 비율을 제외하

였을 때 더 낮은 차이를 보였다. 파이프라인의 차이와 unassigned 
비율 포함 여부에 관계없이, 동일한 파이프라인에 상이한 데이터베

이스를 적용한 결과에 비해 상이한 파이프라인에 동일한 데이터베

이스를 적용한 결과가 상대적으로 큰 차이를 보이는 것을 확인하

였다(Fig. 2B). 

3. 서로 다른 검체 특성을 가진 샘플 구분 경향 분석

6개의 샘플을 두 가지 파이프라인(파이프라인 1, 파이프라인 2)
에 두 가지 참조 서열 데이터베이스(Greengenes, SILVA)를 적용하

여 분석한 총 24개의 샘플 종 분류 결과들의 주성분분석(PCA)을 
시행하여 파이프라인 차이, 참조 서열 데이터베이스 차이, 검체 종
류에 따른 전체적인 샘플의 구분 경향을 확인하고자 하였다. 
두 가지 파이프라인에 두 가지 미생물 데이터베이스를 조합하는 

네 가지 분석 방법은 공통적으로 unassigned 비율 포함 여부와 관
계없이 음성대조군(NC)과 호흡기 검체(S)의 구분이 가능하였다

(Fig. 3). 

Fig. 2. A bar plot of averaged Jensen-Shannon divergence (JSD) values between the results of 2 different configurations of pipelines and reference sequence data-
bases. The averaged JSD values were computed with and without unassigned portions. The averaged JSD values between 0 to 1 were plotted (A) and zoomed to ob-
serve the details (B). Markers indicate the averaged JSD from varying pipeline (black), and from varying database (red). p1, Pipeline1; p2, Pipeline2; gg, Greengenes; 
sv, SILVA.
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종 비율만이 아닌, 계통발생학적 연관성을 고려한 미생물 종 비
율을 비교하기 위하여, 미생물의 계통발생학적 특성을 고려한 방법

인 weighted-UniFrac distance를 이용하여 각 파이프라인과 데이

터베이스의 조합으로 구성된 분석 방법을 적용한 결과별 샘플 간 
종 비율의 유사도를 계산하였다. 구성이 다른 분석 방법을 사용한 
결과별로 얻은 샘플 간 weighted-UniFrac distance에 의한 샘플 구
분의 시각화를 위하여, 데이터 간 거리 matrix가 있는 경우 시각화

가 가능한 MDS를 이용하였다. 그 결과, 단순 종 비율에 기반한 
PCA를 한 경우와 유사하게 음성대조군(NC)과 호흡기검체(S)가 
구분되는 것을 확인하였다(Fig. 4).

NC와 S 사이 weighted-UniFrac distance의 평균을 통해 파이프

라인의 차이에 따른 NC와 S 샘플 구분 정도를 확인하였고(Fig. 5), 
파이프라인 1을 사용한 NC와 S의 거리가 더 큰 차이를 보였으며 
이를 통해 특정 샘플군 구분에 보다 유리한 파이프라인 구성의 발
견이 가능하였다. 

고  찰

서로 다른 참조 염기서열 데이터베이스와 파이프라인 차이에 따
른 결과 사이에 발생하는 차이의 정량적 계산을 통해, 분석 방법의 
차이에 관계없이 낮은 차이를 보이는 것을 알 수 있었다. JSD의 평
균을 지표로 하여 산출된 동일 샘플 간 구성비의 정량적 비교 결과

는 최대 0.0035의 차이를 보여, 동일 샘플 간 미생물 구성비는 파이

프라인과 데이터베이스 변화에도 절대적인 구성 비율의 차이가 크
지 않았다. 그러나, 동일 샘플에 대해 서로 다른 파이프라인과 데이

터베이스를 사용한 결과 간 정량적 비교에서, 데이터베이스의 변화

에 따른 차이보다는 파이프라인의 변화에 따른 차이가 큰 것을 확
인하였다. 16S rRNA 서열을 사용한 마이크로바이옴 분석에서, 참
조 염기서열 데이터베이스보다 파이프라인 구성 중 데이터 전처리

와 군집분석 단계에 사용된 소프트웨어의 차이가 분석 결과에 미
치는 영향이 더 큰 것으로 보인다. 
전체 샘플의 공통 미생물 종 구성비에 대하여 시행한 주성분 분

석의 결과를 통해, 분석에 사용한 파이프라인, 데이터베이스와 관
계없이 모든 경우에서 unassigned 비율의 포함 여부와 무관하게, 
음성대조군과 호흡기 검체 간 구분 경향이 관찰되었다. 이는 사용

한 파이프라인과 데이터베이스의 변화에 관계없이, 검체 특성에 따
른 샘플 구분이 가능한 것으로 해석할 수 있다. 
공통 미생물의 구성비에 대한 분석에서 제외한 미생물의 구성비

를 포함한, 각 분석 방법별 결과의 전체 미생물 구성비에 대한 검체 
구분 정도를 확인하고자, 미생물의 계통발생학적 특성을 고려한 
방법으로 각 샘플의 미생물 구성비 차이를 계산하고(weighted-
UniFrac distance), 다차원척도법(MDS)을 사용해 각 경우별 샘플 
구분 경향을 분석하였다. 각 경우별 샘플 구분 경향 분석을 통해, 
이 연구에서 사용한 모든 데이터베이스와 파이프라인의 조합에 대
해 검체 특성에 따른 샘플의 구분이 가능함을 확인할 수 있었다. 
각 분석방법별 샘플 구분 경향 분석에서 검체 획득 방식에 따른 

구분 경향의 차이를 확인할 수 있었다. 모든 분석방법 공통적으로 
검체 보호용 솔(protected brush)을 사용한 S1 샘플이 음성대조군

(NC)과의 구분이 보다 명확한 경향을 보이는 것이 확인되었고, 검
체 보호용 솔을 사용하지 않은 S2의 경우에는 음성대조군과의 구
분 정도가 비교적 덜한 경향을 보이는 것이 관찰되었다(Fig. 4). 이
는 동일 subject의 동측 정상기관지 점막으로부터 얻어진 두 호흡기

Fig. 3. Principle component analysis (PCA) plots of all samples using different pipelines and databases (with and without unassigned). NC and S are separable either 
with (A) or without unassigned portion (B). NC, negative control; S, subject sample. p1, Pipeline1; p2, Pipeline2; gg, Greengenes; sv, SILVA.
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Fig. 4. Multidimensional scaling (MDS) plots of 6 samples from each configuration of pipelines and databases based on the weighted-UniFrac distance. Pipeline1 
with Greengenes (A), Pipeline1 with SILVA (B), Pipeline2 with Greengenes (C), and Pipeline2 with SILVA (D). NC, negative control; S, subject sample.
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Fig. 5. Average weighted-UniFrac distance. The average of weighted-UniFrac 
distance between negative control and subject sample were sorted in descend-
ing order. p1, Pipeline1; p2, Pipeline2; gg, Greengenes; sv, SILVA.
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검체 샘플이 음성대조군에 대해 보이는 샘플 구분 경향 정도의 차
이는 검체 획득 방식의 차이에 의한 것으로 보인다. 또한, 음성대조

군 샘플 중 기관지내시경을 사용한 NC3과 NC4가, 기관지내시경

을 거치지 않은 NC1과 NC2에 비해 S2와 가까운 경향을 보이는 것
이 공통적으로 관찰되었다. 음성대조군과 호흡기검체가 기관지내

시경 사용에 의해 가까워지는 것을 확인할 수 있었으며, 기관지내

시경을 사용한 호흡기 마이크로바이옴 검체 획득 과정에서 기관지

내시경 채널 환경의 가능성을 배제할 수 없을 것으로 보인다. 
서로 다른 검체 특성을 가진 샘플 간 weighted-UniFrac으로 계

산된 거리의 평균을 확인한 결과, 파이프라인 1이 샘플 특성에 따
른 구분 정도가 더 명확한 것으로 나타났다. 파이프라인 간 검체 특
성 구분 능력의 차이는, 전처리 단계에 사용된 분석 소프트웨어의 
구성 차이에 의해, 각 파이프라인의 군집분석 단계에 사용된 염기
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서열의 수에 차이가 존재하기 때문인 것으로 보인다. 
이 연구에 사용된 전체 샘플의 수가 적기 때문에, 검체 획득 방법

에 따른 결과 해석의 일반화에는 한계가 있다. 향후, 검체를 추가적

으로 획득하여 분석할 예정이며, 이 연구에서 생물 분류 단위를 문
(phylum)을 기준으로 분석을 수행한 것 외에, 더 세분화된 생물 
분류 단위에 대한 추가 분석으로 보다 일반화된 결론을 내릴 계획

이다. 
이 연구에서는 파이프라인과 데이터베이스 변화에 따른 미생물 

구성비율의 차이와 검체 특성 구분 능력의 차이를 정량적 방법으

로 확인하였고, 이를 통해 분석 방법에 관계없이 기관지내시경을 
이용한 검체 획득 프로토콜 차이에 따라 두 호흡기검체가 음성대

조군과 구분되는 정도에 차이를 보이는 것을 확인하였다. 기관지내

시경만 사용한 검체에 비해, 검체 보호용 솔(protected brush)을 이
용하여 얻어진 검체가 음성대조군과 구분이 잘 되는 것을 확인할 
수 있었다. 16S rRNA 서열을 이용한 호흡기 마이크로바이옴 연구

에서 기관지내시경 이용한 검체 획득 시, 검체 보호용 솔(protected 
brush)을 사용한 프로토콜의 사용이 검체 획득 과정에 발생할 수 
있는 주변 환경의 영향을 줄일 수 있으며, 검체 획득 시 주변 환경의 
영향을 배제할 수 없는 경우에는 이 연구에서 시사하는 바와 같이, 
분석하고자 하는 데이터의 특성과 분석 목표를 고려한 마이크로

바이옴 분석 파이프라인 구축 및 사용이 동반되어야 할 것으로 보
인다.
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