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Abstract

The genus Vibrio comprises about 65 recognized gram-negative species

which are widely distributed in estuarine and marine environments. As some

Vibrio species have long been known as bacterial pathogens to marine

organisms and human beings, many researchers have attempted to develop

the method for rapid and accurate identification. Taditionally, they have been

identified based on morphological, serological and biochemical methods. In

recent years, rDNA sequences have been adopted for bacterial taxonomy

including Vibrio to overcome the shortage of traditional methods. However,

there are still some problems in identification of closely related bacterial

species due to the conservation of rDNA sequences. Thus, we tried to

develop the more rapid and accurate identification method than before by

using the DNA sequences of aroA gene and multiplex PCR. The aroA gene

encodes 5-enolphyluvyshikimate-3-phospate synthase which is a key enzyme

in the aromatic amino acid biosynthetic pathway in microorganism. Vibrio

species were isolated from the diseased olive flounders sampled at the

hatcheries in Jeju island and standard strains of Vibrio were purchased from

CECT, KCCM and KCTC. aroA genes of Vibrio were then cloned and

sequenced for detection primer design and phylogenetic analysis. By using

detection primers designed based on multiple alignment and phylogenetic

analysis, multiplex colony PCRs have been performed for the simultaneous

detection of major Vibrio spp. isolated from the farmed olive flounder,

Paralichthys olivaceus, in Jeju Island. As a result, four major Vibrio species

among total number of isolated strains were Vibrio scophthalmi (45.3%),

Vibrio harveyi (24.0%), Vibrio pomeroyi (6.4%), Vibrio pelagius (3.8%) and

Vibrio anguillarum (0.9%). Antimicrobial susceptibility, resistant pattern and
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combined action to the 18 antibiotics were tested with the identified Vibrio

species in order to treat the vibriosis effectively and rapidly. High degree of

antimicrobial resistance to clindamycin was detected in all four species tested

including Vibrio scopththalmi, Vibrio harveyi, Vibrio pelagius and Vibrio

pomeroyi, whereas these species were highly sensitive to chloramphenicol,

florfenicol, norfloxacin, ofloxacin and oxolinic acid. However, we found that

the degree of antimicrobial susceptibility was various even between strains of

the identical Vibrio sp.
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Ⅰ. 서론

사회에 사는 부분의 소비자들은 사회․경제 생활수 의 향상으로 건

강에 한 심이 높아지고 있다. 이에 따라 건강에 직 인 향을 미치는 식

품에 한 심은 상 으로 건강식품으로 알려진 수산물에 한 심을 증가

시켜 수산 양식 산업 발 에 이바지하 다. 특히, 제주 지역의 넙치 양식은 1980

년 후반에 시작되어 지속 으로 성장해왔다. 제주도의 양식 넙치 생산량은

1988년에 14톤에 불과하던 것이 2000년에는 10,010톤, 2003년에는 15,351톤으로

늘어났으며 최근 체 어류 생산량 에서 양식넙치가 차지하는 비 이 높

아지고 있다. 이에 따라 제주도의 넙치 양식은 어류양식장 261개소 253개소가

넙치양식장으로 어류양식의 부분을 차지하고 있다(제주도, 2006).

그러나 세균 기생충 등에 의한 생물학 요인 뿐 만 아니라 환경 요인

등에 의한 어류 질병의 증가는 어류의 폐사를 유발시켜 경제 인 피해를 가져오

고 있다. 어류 질병에 의한 폐사율은 약 13.5%를 차지하며 연간 그 피해액은

2,500억 원으로 추정되고 있으며 그 세균성 질병은 양식 어류의 질병 부

분을 차지하고 있다(국립수산과학원, 2002).

양식장에서는 세균성 질병에 의한 어류의 폐사를 감소시키기 해 질병 방

과 치료의 목 으로 주로 항생제를 사용하고 있으나 한 세균학 검사 없이

항생제를 남용하고 오용하는 문제로 인해 양식 어류에 한 불신이 높아지고 있

다(Oh et al., 1998). 따라서 세균성 질병을 유발시키는 원인균을 신속 동정하여

정확한 원인균의 악과 그 원인균에 한 합한 항생제 처리를 통하여 항생제

의 남용과 오용을 억제해야 할 것이다.

재 양식 넙치의 량 폐사를 유발시키는 주요 세균성 질병은 연쇄구균증, 에

드워드증, 비 리오증이 알려져 있다. 이 에서 비 리오증 원인균을 포함하는

Vibrio속은 최근까지 세계 으로 약 65종이 분리되어 보고되고 있으며 계속

으로 새로운 종이 보고되어 그 수가 증가하는 추세이다(Thompson et al., 2004).

Vibrio속은 gram 음성, 호염기성 간균으로 해수, 기수, 담수 지역에 리 분포하
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는 상재 세균으로서 어류, 갑각류 연체동물에 이르는 다양한 수산 생물에 감

염을 일으킨다(Kim et al., 2005). 기회 감염성 세균으로서 비 리오는 해수 어류

의 정상 세균 총을 이루기도 하지만 때로는 질병의 원인체로서 수산 생물의

량 폐사를 유발시키기도 한다. 한, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus

Vibrio vulnificus 등은 인간에게 감염되어 질병을 일으키며 때때로 사망에 이

르게 한다(Oh et al., 1999; Thompson et al., 2004).

Vibrio속 세균의 검출은 일반 으로 thiosulphate citrate bile salt sucrose

(TCBS) 선택 배지를 사용하여 이루어지고 있으며(Simon et al., 2002), 검출 된

Vibrio속의 동정은 형태학 , 염색학 , 청학 방법 생화학 방법, 유 학

방법 등을 통해서 진행되고 있다. 그러나 속내의 종 다양성 근연종의 존재

(Holt et al., 1994; Thompson et al., 2004)와 계속 인 신종의 보고 등으로 인해

(Cerda-Cuellar et al., 1997; Gomez-Gill et al., 2003; Thompson et al., 2003)

Vibrio 세균의 동정에 어려움이 많다. 이 많이 사용되어지고 있는 생화학

방법을 통한 종의 동정은 종간 혹은 동일 종 내에서도 다양한 결과를 나타내어

정확한 동정에 혼선을 빚고 있다(Chen et al., 1992; Kim et al., 2005). 재 세균

의 종 동정을 해 유 학 방법이 많이 이용되고 있다. 보편 으로 세포질에

존재하는 16S rRNA를 이용하여 많은 연구가 이루어졌고 수행되고 있는 실정이

다. 그러나 16S rRNA인 경우 유 으로 매우 보존된 부분으로 진화 으로 가

까운 종간의 유 인 다형성이 낮아 유 자의 차이가 거의 없어 종 동정에 있

어서 문제가 있다고 많은 연구자들은 보고하고 있다(Krawiec and Riley, 1990;

Moon et al., 2004; Kim et al., 2005). 그 후 이러한 문제를 극복하기 해

16S-23S rRNA intergenic space region (ISR)을 이용한 종 동정이 시도된 바 있

다. 그러나 ISR은 16S rRNA에 비해 종 특이 인 염기 서열을 가지고 있지만

tRNA의 종류에 따라 종간의 길이 차이를 보이는 것으로 알려져 있고(Gurtler

and Stanisich, 1996), 지 까지 축 되어온 ISR의 database가 충분하지 않아 세

균의 동정에 어려움이 따른다. 따라서 신속 동정을 한 도구로 새로운 유 자를

찾기 한 연구가 이루어져야 할 것이다.

이 연구에서는 Vibrio속 세균의 동정을 해 aroA 유 자를 이용하 다. 이 연

구에 사용되는 aroA 유 자는 aromatic amino acid의 생화학 합성 과정에서
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요한 역할을 하는 효소로 skimate-3-phosphate를 5-enolpyruvyshikimate

-3-phosphate로 환하는 EPSP (5-enolpyruvyshikimate-3-phosphate) 합성효소

를 암호화하는 유 자로 알려져 있다(Parish et al., 2002). aroA 유 자는

gram-negative과 gram-positive 박테리아 모두 존재하며, 세포벽 형성에 여하

여 이 유 자가 결핍 되었을 시 박테리아의 성장이 해 되는 특징으로 인해

attenuated vaccine 연구에 사용되어지고 있으며 계속 으로 연구가 증가하는 추

세이다(Hernanz et al., 1998; Temprano et al., 2005). 한 aroA 유 자를 이용

하여 Vibrio속을 상으로 한 연구는 없는 실정이나 Vibrio속의 유사 속인

Aeromona속 여러 병원균을 상으로 계통학 분류 동정에 한 연구는

aroA 유 자를 이용한 Vibrio속의 종 동정 가능성을 제시하 다(Soriaro et al.,

1997; del Rio et al., 2006).

따라서 이 연구는 aroA 유 자를 이용하여 Vibrio속의 분자계통분류학 계

성 다양성을 조사하 으며 이를 토 로 Vibrio속의 신속한 동정을 한 방법

을 구축하여 제주도의 양식 넙치에서 발생하는 세균성 질병의 원인균인 Vibrio속

을 동정하 다. 한 양식 넙치에 출 하는 비 리오의 종류와 그 출 빈도를

월별, 지역별로 조사하 으며 양식 넙치에서 분리되는 비 리오 동정된 어병

원인 비 리오를 선택하여 수산용 항생제의 한 사용과 내성균 리를 한

기 자료를 확립하기 해 항생제 감수성 시험을 수행하 다. 이러한 결과는 양

식 넙치의 비 리오증의 원인균 악에 기 자료를 제공하여 차후 양식 넙치

질병의 빠른 치료 방을 통해 폐사량을 감소시켜 소득 증 의 효과를 가져

올 것으로 생각되어 진다.
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Ⅱ. 재료 방법

1. 시험균주

1) 표 균주

이 실험에 사용된 박테리아의 표 균주는 한국생명공학연구원 유 자은행

KCTC, 한국미생물보존센터 한국종균 회 KCCM, 스페인 표 균주 분양센터인

Collecion Espanola de Cultivos Tipo (CECT)에서 분양받았다. KCTC에서 19

종, KCCM에서 15종, CECT에서 3종으로 총 37종을 분양받았다.

이 실험에서는 38종의 Vibrio속과 Vibrio속과 근연종에 있다고 알려진

Photobacterium속 Photobacterium profundum, Photobacterium damselae,

Photobacterium damselae subsp damselae, Photobacterium subsp piscicida 4종

을 이용하 으며 outgroup으로 Edwerdsiella tarda와 Aeromonas slamonicida,

Aeromonas hydrophila, Escherichia coli를 이용하 다(Table 1).

그리고 표 균주의 aroA 유 자 cloning을 한 primer 제작에 이용된 Vibrio

속의 aroA 유 자는 NCBI의 genbank에 등록된 Vibrio cholerae, Vibrio fischeri,

Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus의 aroA 유 자 data를 이용하 다.

2) 제주도내 양식장에서 분리된 비 리오

2005년 3월부터 2006년 9월까지 제주도내 넙치 양식장에서 양식되는 넙치

체색 흑화, 지느러미 부식, 표피 궤양, 탈장 등 형 인 비 리오 증상을 나타내

는 넙치를 이 실험에 사용 하 고 이들 어체를 사용하여 간, 신장, 비장, 표피,

지느러미 등에서 비 리오 균을 분리하 다 표 인 비 리오 세균성 질병의

외부 인 증상은 Fig. 1 에서 나타내었고 총 분리한 비 리오는 342균체로 시료
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의 채취 황은 Table 2에 나타내었다.

월별로 분리된 비 리오의 수를 살펴보면 2006년 7월이 46균체로 가장 많이

분리되었으며 2006년 3월이 5균체로 가장 게 분리되었다. 그리고, 2006년 5월

에는 비 리오 병원균을 확보하지 못하 다. 지역별로는 구좌지역의 양식장으로

부터 154균체가 분리되었으며, 그 밖의 성산, 한경, 정, 애월, 조천, 한림, 표선,

남원지역의 양식장에서 각각 46, 7, 36, 35, 26, 3, 5, 20균체의 비 리오가 분리되

었다(Table 2, Table 3, Fig. 2).
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(A) (B)

(C) (D)

Fig. 1. External vibriosis symptoms of diseased flounders. The bar indicates one

centimeter. Darkness of body color and decay of fins (A); skin ulcer (B); bacterial

white enteritis-like symptom (C); viscera hernia (D).



Species name Strain No. Culture medium Gro

Vibrio agarivorans KCTC12947 Marine agar

Vibrio alginolyticus KCTC2472 Trypticase soy agar with 3% NaCl

Vibrio anguillarum KCTC2711 Marine agar

Vibrio cholerae KCTC2715 Marine agar

Vibrio cyclitrophicus KCTC12925 Marine agar

Vibrio fluvialis KCTC2473 Marine agar

Vibrio furnissii KCTC2731 Marine agar

Vibrio gazogenes KCTC2719 Marine agar

Vibrio harveyi KCTC2717 Marine agar

Vibrio litoralis KCTC12520 Marine agar

Vibrio mimicus KCTC2737 Nutrient agar

Vibrio nereis KCTC12677 Marine agar

Vibrio orientalis KCTC2725 Luminous medium

Vibrio parahaemolyticus KCTC2471 Marine agar

Vibrio pelagius KCTC2732 Marine agar

Vibrio rotiferianus KCTC12125 Marine agar

Vibrio salmonicida KCTC2726 Marine agar

Vibrio splendidus KCTC12679 Marine agar

Vibrio tubiashii KCTC2728 Marine agar

Vibrio aestuarianus KCCM40863 Marine agar

Vibrio cambellii KCCM41986 Marine agar

Vibrio cincinnatiensis KCCM41683 Marine agar

Vibrio diazotrophicus KCCM41666 Trypticase soy agar with 1% NaCl

Vibrio ficsheri KCCM41685 Photobacterium broth

Vibrio hollisae KCCM41680 Marine agar

Vibrio ichthyoenteri KCCM40807 Marine agar

Table 1. List of standard strains used in this study
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Vibrio mediterranei KCCM40867 Marine agar

Vibrio metschnikovii KCCM41681 Trypticase soy agar with 1% NaCl

Vibrio natriegens KCCM40868 Nutrient agar with 1% NaCl

Vibrio navarrensis KCCM41682 Trypticase soy agar with 5% defibrinated sheep bl

Vibrio ordalii KCCM41669 Trypticase soy agar with 5% defibrinated sheep bl

Vibrio penaeicida KCCM40869 Marine agar

Vibrio proteolyticus KCCM11992 Nutrient agar with 3% NaCl

Vibrio vulnificus KCCM41665 Trypticase soy agar with 1% NaCl

Vibrio lentus CECT5110 Marine agar

Vibrio scophthalmi CECT4638 Marine agar

Vibrio corallilyticus Brain Heart Infusion agar

Vibrio pomeroyi Brain Heart Infusion agar

Vibrio cholerae gi 9656248

Vibrio ficsheri gi 59478708

Vibrio parahaemolyticus gi 47118310

Vibrio vulnificus gi 37509034

Photobacterium damselae KCTC2734 Marine agar

Photobacterium damselae subsp damselae CECT626 Marine agar

Photobacterium damselae subsp piscicida gi 17978912

Photobacterium profundum gi 46914013

Aeromonas hydrophila* KCTC2944 Nutrient agar

Aeromonas salmonicida* gi 141871

Eschericia coli* gi 26107213

Edwerdsiella tarda*

* Bacteria used for the outgroup in this study

Table 1. Continued.

-
 8

 -



Locality Mar. Apr. May Jun. Jul. Aug. Sep. Oct.

Gu-jwa 11 13 6 17 7 8 11 15

Seong-san 3 2 1

Han-kyoung 1 1 1 1 1

Dae-jeong 2 2 1 2 3

Ae-wol 1 16 1 3

Jo-cheon 2 3 4 2

Han-lim 1 1

Pyo-seon 1

Nam-won

Total 17 16 9 37 10 12 18 25

Table 2. The number of Vibrio strains monthly sampled from fish farms located in Jeju Island in 2005

-
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Locality Jan. Feb. Mar. Apr. May Jun. Jul. A

Gu-jwa 5 7 3 4

Seong-san 1 16 12

Han-kyoung 1 1

Dae-jeong 4 2 1 10

Ae-wol 1 2 2 4

Jo-cheon 1 1

Han-lim

Pyo-seon 5

Nam-won 1 1 15

Total 11 8 5 10 0 20 46

Table 3. The number of Vibrio strains monthly sampled from fish farms located in Jeju Island in 2006

-
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0
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●

Jo-cheon (16)

Ae-wol (40)

Gu-jwa (143)

Pyo-seon (6)

Seong-san (59)

Dae-jeong (37)

Han-kyoung (8)

Han-lim (3)

●

●

●

●

●

●

●

Nam-won (30)●

Fig. 2. The sampling sites of Vibrio spp. from fish farms located in Jeju Island.
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2. 시험균주의 배양

1) 표 균주

동결건조 상태의 분양받은 표 균주에 0.85% 생리식염수 400 ㎕를 첨가하여

멸균된 백 이로 잘 섞은 후 탁액을 균주의 성장 환경에 가장 합한 평 배

지(주로 Marine agar, TSA, BHIA 배지 등을 이용)에 도말하 다. 도말된 균주

는 최 성장온도에서 24시간 배양하 다(Table 1).

평 배지에서 배양된 균주는 단일의 colony를 선택하여 1.5% NaCl이 첨가된

BHI broth 4 ㎖에 종하 다. 각 균주는 최 성장 온도에서 24시간 순수 배양

하 다(Table 1).

2) 제주도내 양식장에서 분리된 비 리오

제주도에서 양식된 넙치로부터 분리된 균주는 BHIA 평 배지에서 배양하여

그람 음성으로 추정되는 균의 colony를 선택하여 TCBS 배지에 도말하여 Vibrio

를 확인하 다. Vibrio속으로 확인된 균주는 단일 colony를 선택하여 1.5% NaCl

이 첨가된 BHI broth 4 ㎖에 종하여 25℃에서 24시간 순수 배양하 다.

3. Total DNA 추출

액체 배지에서 배양된 균 1 ㎖를 E. tube에 넣고 13,000 rpm에서 1분 동안

원심 분리한 후 AccuPrep
ⓡ
Genomic DNA Extraction Kit을 사용하여 total

DNA를 분리하 다.
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4. PCR 증폭

aroA 유 자 증폭을 한 primer를 제작하기 한 알맞은 표 부 를 찾기

하여 NCBI GenBank에 등록되어 있는 Vibrio cholera (GI number 9656248),

Vibrio parahaemolyticus (GI number 47118310), Vbirio vuluficus (GI number

37509034), Vibrio fischeri (GI number 59478708) aroA 유 자를 참고하여 가장

보존된 서열을 기 로 forward primer aro136F와 reverse primer aro1016R을 디

자인하 다(Table 4).

PCR 반응은 약 0.2-0.5 ㎍의 genomic DNA 1 ㎕, 10 μM의 각각의 primer

(forward primer, reverse primer) 2.5 ㎕, 10× reaction buffer (Takara Co.) 5

㎕, 2.5 mM dNTP (Takara Co.) 5 ㎕와 1-2 unit의 Ex Taq polymerase

(Takara Co.)를 이용하 으며 증류수를 이용하여 total volume이 50 ㎕가 되도록

하 다. PCR 반응 시 PCR 반응물의 증발을 막기 해 1-2 방울의 mineral oil을

첨가하 으며 Programmable Themo Controller (RTC-100, MJ Research Inc.)에

서 반응시켰다.

이 때 반응 조건은 94℃에서 3분간 변성시킨 후 94℃ 45 , 50℃ 1분, 72℃ 1

분의 주기로 30회 반복한 후 최종 72℃에서 7분간 확장시켰다.

PCR 증폭산물은 0.8% agarose gel에서 기 동하여 겔 상에서 880 bp 정도

의 aroA 유 자의 증폭산물을 확인하 다.
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Primer name Gene position Sequence

aro136F aroA gene 5'-GATAG(A/T)GATGATATCCGTCATATGCT-3'

aro136R aroA gene 5'-CGCCAGTT(T/G)TAAACGTT(T/G)CGAAT-3'

Table 4. PCR primers used for aroA gene amplification in this study.
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5. PCR 산물의 cloning

PCR 산물의 cloning을 한 숙주는 장균의 XL1-blue strain을 사용하 으며

벡터는 pBluescript II SK(-) (Stratagene Co.)를 사용하 다.

2.5 ㎍의 pBluescript II SK(-) 벡터는 37℃에서 2시간 동안 제한효소 HincII를

이용하여 단하 다. 단된 벡터는 High Pure PCR Product Purification Kit

(Roche Molecular Biochemicals Co.)를 이용하여 제조사의 방법에 따라 정제하

다.

정제된 벡터는 agarose gel 상에서 그 농도를 측정하 으며, ligation은 HincII

로 단된 1 ㎕의 pBluescript II SK(-) 벡터, 3 ㎕의 insert DNA, 1 ㎕의 10×

ligation buffer와 1 unit의 T4 DNA ligase (Takara Co.)를 넣고 증류수를 사용

하여 최종 volume 15 ㎕가 되도록 한 후에 16℃에서 18시간 동안 반응시켰다.

Ligation된 산물을 XL1-blue competent cell과 함께 새로운 eppendorf tube에 넣

어서 42℃에서 1분 30 동안 heat shock을 가한 후에, 항온수조에서 37℃, 30분

동안 그 혼합물을 배양하 다.

형질 환 한 cell은 50㎎/㎖ ampicillin, 2% X-gal과 1M IPTG가 함유된 LB

(Luria-Bertani) plate에 도말하여 37℃에서 16시간 배양하 다. 배지에서 배양된

cell은 확실하게 white colony로 자란 cell을 선택하여 ampicillin이 들어있는 LB

broth 배지에서 37℃ 항온교반기(shaking incubator)를 이용하여 16시간 배양한

후 Standard Mini Plasmid Isolation Kit (Takara Co.)를 이용하여 plasmid DNA

를 분리하 다.

Plasmid DNA를 0.8% agarose gel에 loading하여 cloning과 형질 환이 성공

으로 이루어졌는지를 확인하 으며 제한 효소 PstI과 xhoI을 사용하여 단한

후 0.8% agarose gel에 loading하여 상 크기의 insert 유무를 확인하 다.
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6. 염기서열 결정 자료 분석

Cloning을 통해 얻은 재조합 plasmid DNA는 (주)마그로젠에 의뢰하여

sequencing을 하 으며 염기서열 결정시 T3와 T7 primer를 사용하 다. 이를 통

해 얻은 자료는 DNAssist (version 2.2) 로그램을 이용하여 다 정렬하 다.

정렬된 자료는 MEGA 3.0 로그램을 이용하여 distant에 근간을 둔

neighbor-joining 방법으로 계통수 유 인 다형성을 조사하 다.

7. detection primer 제작

비 리오 검출을 한 detection primer를 제작하기 하여 제주도 양식 넙치

에서 분리한 비 리오 균주 무작 으로 선택하여 aroA 유 자를 cloning하

다. Cloning을 통하여 얻어진 표 균주의 aroA 유 자 sequence와 제주도 양

식장에서 분리된 비 리오의 aroA 유 자 sequence를 이용하여 계통수를 작성하

다. 계통수 상에서 양식장 분리균주의 종을 악하고 우 종으로 분리되는

Vibrio scophthalmi, Vibrio harveyi, Vibrio anguillarum, Vibrio pelagius, Vibrio

poemeroyi을 다 정렬하여 primer로 이용될 aroA 유 자 특이 서열을 이용하

여 oligonucleotide를 제작하 다.

8. 제주도 양식장 넙치에서 분리된 비 리오의 동정

평 배지에서 배양된 각 비 리오를 BHI broth에 종한 후 배양하여 1 ㎕를

취하여 에서 제작한 detection primer를 이용하여 PCR 반응을 한다.

PCR 반응은 약 균이 종된 broth 1 ㎕, 10 μM로 섞어서 희석한 detection

primer 1.0 ㎕, 10× reaction buffer (Takara Co.) 2.5 ㎕, 2.5 mM dNTP (Takara

Co.) 2 ㎕와 1 unit의 Ex Taq polymerase (Takara Co.)를 증류수를 이용하여 최

종 volume이 25 ㎕가 되도록 한 후에, PCR 반응시 반응물의 증발을 막기 해
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1-2 방울의 mineral oil을 첨가하여, Programmable Themo Controller (RTC-100,

MJ Research Inc.)에서 반응시켰다. 이 때 반응 조건은 94℃에서 3분간 변성시킨

후 94℃ 45 , 55℃ 1분, 72℃ 1분의 주기로 30회 반복한 후 최종 72℃에서 7분

간 확장시켰다.

증폭산물은 1.2% agarose gel에 기 동하여 Vibrio scophthalmi 720 bp,

Vibrio harveyi 550 bp, Vibrio anguillarum 450 bp, Vibrio pelagius 350 bp,

Vibrio pomeroyi 250 bp 정도의 DNA 증폭산물을 확인하 다.

9. 항생제 감수성 시험

2006년 6월부터 9월 사이에 분리된 비 리오를 이 연구에서 제작된 detection

primer를 이용하여 detection한다. 이를 통해 detection 된 비 리오 균주 매월

무작 으로 분리하여 Bauer-Kirby Disc 확산법(1966)에 의한 항생제 감수성

시험을 하 다.

Muller Hinton 한천 배지(BBL 사)와 Oxoid 사의 항생제 disc , amoxycillin

(10 ㎍), ampicillin (10 ㎍), cephalothin (30 ㎍), chloramphenicol (30 ㎍),

ciprofloxacin (5 ㎍), clindamycin (2 ㎍), doxycyline (30 ㎍), enrofloxacin (5

㎍), erythromycin (15 ㎍), florfenicol (30 ㎍), flumequine (30 ㎍), nalidixic acid

(30 ㎍), neomycin (10 ㎍), norfloxacin (10 ㎍), ofloxacin (5 ㎍), oxolinic acid

(2 ㎍), oxytetracycline (30 ㎍), pefloxacin (5 ㎍) 18 disc를 사용하 다.

항생제 감수성 test에 이용된 양식장 분리 균주들은 detection 결과 Vibrio

scophthalmi, Vibrio harveyi, Vibrio pelagius, Vibrio pomeroyi로 동정된 균주를

무작 으로 선택하여 실시하 다. 항생제 감수성 시험에 사용된 항생제 디스크

에 한 비 리오 감수성 단기 은 Table 5에 제시하 다.
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Antibiotics
Concentrations

(㎍)

Diameter of inhibition zone (mm)

Resistant Weakly
sensitive

Sensitive

Amoxycillin
(AML)

10 ≤ 13 14～17 ≥ 18

Ampicillin
(AMP)

10 ≤ 13 14～16 ≥ 17

Cephalothin
(KF)

30 ≤ 14 15～17 ≥ 18

Chloramphenicol
(C)

30 ≤ 12 13～17 ≥ 18

Ciprofloxacin
(CIP)

5 ≤ 15 16～20 ≥ 21

Clindamycin
(DA)

2 ≤ 14 15～20 ≥ 21

Doxycyline
(DO)

30 ≤ 12 13～15 ≥ 16

Enrofloxacin
(ENR)

5 ≤ 16 17～19 ≥ 20

Erythromycin
(E)

15 ≤ 13 14～22 ≥ 23

Florfenicol
(FFC)

30 ≤ 13 14～19 ≥ 20

Flumequine
(UB)

30 ≤ 20 21～24 ≥ 25

Nalidixic acid
(NA)

30 ≤ 13 14～18 ≥ 19

Neomycin
(N)

10 ≤ 12 13～16 ≥ 17

Norfloxacin
(NOR)

10 ≤ 12 13～16 ≥ 17

Ofloxacin
(OFX)

5 ≤ 12 13～15 ≥ 16

Oxolinic acid
(OA)

2 ≤ 10 - ≥ 11

Oxytetracycline
(OT)

30 ≤ 14 15～18 ≥ 19

Pefloxacin
(PEF)

5 ≤ 15 16～21 ≥ 22

Table 5. Criteria for determination of antibiotics sensitivity by inhibition zone based

on paper disc method
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Ⅲ. 결과

1. 표 균주의 aroA 유 자 cloning

NCBI에 등록된 Vibrio속의 aroA 유 자 데이터를 이용하여 primer를 제작한

후 PCR을 수행하 다. Cloning 결과 부분의 비 리오는 883 bp의 aroA 유

자가 sequencing 되었다. 그러나 Vibrio ichthyoenteri, Vibrio scophthalmi,

Vibrio litoralis, Vibrio salmonicida, Vibrio gazogenes는 118 bp-119 bp 사이에

nucleotide가 삽입되었다. Vibrio ichthyoenteri는 30 bp의, Vbirio scophthalmi,

Vibrio litoralis는 15 bp의, Vibrio salmonicida, Vibrio gazogenens는 3 bp의 염

기를 가졌다.(Fig. 3).

실험에 사용된 Vibrio속의 C (Cytosine), A (Adenine), G (Guanine), T

(Thymine)의 염기조성은 C 20.8%, A 26.1%, G 25.9%, T 27.3%로 C의 함량이

다른 염기 함량에 비해 낮은 값을 보 다. Vibrio속과 근연종에 있는

Photobacterium속의 염기 함량은 C 18.9%, A 27.5%, G 23.9%, T 29.7%로 C의

함량이 다른 염기 함량에 비해 낮은 값을 보 다.

Vibrio속과는 달리 outgroup으로 사용된 Edwardsiella속(C: 30.8%, A: 16.5%,

G: 34.8%, T: 17.9%)과 Aeromonas속(C: 30.0%, A: 19.5%, G: 31.1%, T: 19.5%)

은 C, G의 염기 함량에 비해 T, A의 염기 함량이 낮게 나타났다.



Vibrio ichthyoenteri                   81  GAGTGCGAAGTGGATGGTTTAGGCTCTGCATTTTCTGGTGGACATAGCGCTGGTGGACAAAGCGACGCGGCTCAATCATT 160

Vibrio litoralis                       81  GTATGTGAAGTGCAAGGTATCGGTGGCGCTTTTG---------ATATAGACGCTT------TGGGCATAGATACGTCACT 145

Vibrio scophthalmi                     81  GTGTGTGAAGTCGATGGCCTGGGCGGTGCGTTTA------CAG---GGACAGGGG---ATA---ATGCAGCCCAAGCGTT 145

Vibrio gazogenes                       81  ATTTGTGAAGTGGATGGACTGGGTCATGCTTTTC------------------------AAT---CAGAGCGTGATGTTCT 133

Vibrio salmonicida                     81  GTTTGCGAAGTGAATGGTCTGGGTCAAGCCTTTA------------------------AAT---CTACAACAGAAGCTTT 133

Vibrio anguillarum                     81  GTGTGTGAGATAAAAGGTTTGGGTCTGCCTTTTA------------------------------GCATCGAGCAATCCGT 130

Vibrio ordalii                         81  GTGTGTGAGATAAAAGGCTTGGGTCGGCCTTTTA------------------------------GCATCGAGCAATCCGT 130

Vibrio cholerae                        81  ACCTGTGAAGTAGAAGGTTTGGGCCAAGCCTTTC------------------------------ACACGACTCAGCCATT 130

Vibrio mimicus                         81  ACTTGTGAAGTGGAAGGCCTCGGCCAAGCGTTTC------------------------------AAACCACTCAACCACT 130

Vibrio fluvialis                       81  GAATGTGAAGTGGAAGGGCTCGGTAAGCCGTTTA------------------------------CCGTCTCTGAGCTTCA 130

Vibrio furnissii                       81  GAATGTGAAGTGGAAGGACTGGGTAAGCCGTTTA------------------------------CCGTGTCTGAACTTCA 130

Vibrio cincinnatiensis                 81  GAATGTGAAGTGGACGGGTTAGGAAAACCCTTTG------------------------------AACAATCACAACCACT 130

Vibrio metschnikovii                   81  CAGTGTGAAGTAGAGGGGTTAGGTCAACCCTTTG------------------------------TAATCGATGGTTTACA 130

Vibrio fischeri                        81  GAATGCGAAGTAACAGGATTAGGACGAGCGTTTG------------------------------AACCTAATGAAGCATT 130

Vibrio cyclitrophicus                  81  GTTTGTGAAGTAACTGGTGTTGGTGGTGCGTTTT------------------------------CAAGCGATAAAGCCCT 130

Vibrio lentus                          81  GTCTGTGAAGTAACGGGCGTTGGTGGTGCATTTT------------------------------CAAGCGACCAAGCTCT 130

Vibrio pomeroyi                        81  GTTTGTGAAGTGACGGGTGTTGGTGGTGCATTCT------------------------------CAAGTGATAAAGCCCT 130

Vibrio splendidus                      81  GTCTGTGAAGTGACGGGTGTGGGTGGTGCATTCT------------------------------CAAGTGACAAAGCCCT 130

Vibrio pelagius                        81  GTTTGTGAAGTTGAAGGTCTTGGCGGTGCGTTTG------------------------------CGAGCCAAGAAGCGTT 130

Vibrio agarivorans                     81  GTGTGTGAAGTTAAAGGGCTAGGTCGTCCGTTTG------------------------------ATGTCTCGGAAGCGCA 130

Vibrio orientalis                      81  GTCTGTGAAGTCGAAGGCTTAGGTAAGCCATTTG------------------------------ATGCTCCAGAAGCTCT 130

Vibrio tubiashii                       81  GTATGTGAAGCCGAAGGTCTAGGAAAGCCATTTG------------------------------ATGCGCCACAAGCGTT 138

Vibrio alginolyticus                   81  GAATGTCTCGTTGAAGGCCTTGGGCGTCCGTTTT------------------------------CTGTCTCAGAACCGGT 130

Vibrio paraheamoyticus                 81  GAATGTGTGGTTGAAGGCCTTGGTCGTCCGTTCT------------------------------CAGTATCAGAACCTGT 130

Vibrio campbellii                      81  GAATGTGTCGTAGAAGGTCTTGGTCGCCCATTTT------------------------------CTGTCTCTGAACCTGT 130

Vibrio rotiferianus                    81  GAATGTGTCGTAGAAGGTCTTGGCCGACCTTTTT------------------------------CTGTTTCTGAACCAGT 130

Vibrio harveyi                         81  GAATGTGTTGTAGAGGGGCTTGGTCGTCCATTTT------------------------------CTGTTTCTGAACCTGT 130

Vibrio natriegens                      81  GAGTGTGTTGTGGAAGGACTTGGCCAACCATTCT------------------------------CAGTGTCAGAGCCTGT 130

Vibrio navarrensis                     81  GTTTGTACTGTGAATGGATTGGGGCGCCCATTTA------------------------------CGGTGACAGAGGCAAC 130

Vibrio vulnificus                      81  GTTTGTGTTGTGGAAGGCTTAGGCCGACCGTTTA------------------------------CAGCGGCTGAAGCTCA 130

Vibrio mediterranei                    81  GTCTGTGAAGTGGAAGGTCTGGGCAGAAGTTTTA------------------------------ATGTTGAAAATGCTCA 130

Vibrio aestuarianus                    81  GTCTGTGAAGTGGAAGGCCTAGGTAAGCCATTTA------------------------------GCGTTTCTCAGTTAAC 130

Vibrio penaeicida                      81  CAATGCATCGTTAAAGGTTTAGGTCAACCATTCA------------------------------GTGTCTCGGAACCAAA 130

Vibrio corallilyticus                  81  GTGTGCGAAGTAGAAGGATTAGGTCGAGCTTTTG------------------------------ATACACCAGAAGCCTT 130

Vibrio nereis                          81  GTTTGTGAAGTTGAAGGTCTAGGTAAACCGTTTG------------------------------CTGCACCTGAAGCGTT 130

Vibrio diazotrophicus                  81  GCGTGCGAAGTTGAAGGTCTGGGTAAGCCGTTTA------------------------------CCGCAGATCAGGCTCA 130

Vibrio proteolyticus                   81  GTCTGTGAAGTCGAGGGACTGGGCCAGCCATTTT------------------------------CGGTGACAGAGTCCGT 130

Vibrio hollisae                        81  GAGTGTGTGGTTGAAGGTTTGGGCTCGCCATTTA------------------------------AAACCTCTGAACCGAT 130

Fig. 3. 3-30 nucleotide base pair insertion are located between 118th and 119th position of aroA gene of Vibr

-
 2

0
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2. Vibrio속 표 균주의 계통분석

계통수(phylogenetic tree)는 거리(distance)에 근거한 방법으로 작성되었다.

Fig. 3은 Vibrio 38종, Photobacterium 4종과 outgroup 4종의 박테리아로부터 얻

어진 aroA 유 자의 data를 이용하여 Neighbor-Joining 방법에 의해 계통수를

나타내었다(Fig. 4).

aroA 유 자를 이용한 Vibrio속 균주의 계통학 분석을 통해 p-distance를 확

인한 결과 outgroup을 제외한 Vibrio속과 Photobacterium속의 p-distance는 2.

7～43.1%의 차이를 나타내었다. Vibrio cylitrophicus와 Vibrio holisae의 사이가

43.1%로 유 자 차이가 가장 많이 나타났으며 Vibrio anguillarum과 Vibrio

ordalii의 사이가 2.7%로 가장 작은 유 자 차이를 나타내었다(Table 6).

계통수와 p-distance에 근거하여 Vibrio속의 진화 계를 분석해 보면 계통

진화 으로 (1) Vibrio cyclitrophicus, Vibrio lentus, Vibrio pomeroyi, Vibrio

splendidus; (2) Vibrio natriegens, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio alginolyticus,

Vibrio harveyi, Vibrio cambellii, Vibrio rotiferianus; (3) Vibrio ichthyoenteri,

Vibrio scophthalmi; (4) Vibrio orentalis, Vibrio tubiashii; (5) Vibrio

anguillarum, Vibrio ordalii; (6) Vibrio cincinnatiensis, Vibrio metschnikovii;

(7)Vibrio cholerae, Vibrio mimicus; (8) Vibrio fluvialis, Vibrio furnissii; (9)

Vibrio fischeri, Vibrio salmonicida, Photobacterium속이 가깝게 묶 다.

118 bp와 119 bp 사이에 15 bp와 30 bp크기의 염기가 각각 삽입되어진 Vibrio

scophthalmi와 Vibrio ichthyoenteri는 계통학 으로 하나의 그룹을 형성하 다.

Vibrio fischeri는 Photobacterium속과 같은 group을 형성하 다. 한

Photobacterium group은 Vibrio group과 ingroup을 형성하 다. 이런 결과에서

보듯이 Vibrio속 세균들과 Vibrionaceae인 Photobacterium속이 계통진화 으로

가깝게 묶여 진화학 으로 Vibrio속은 paraphyletic group을 형성하 다(Fig. 4).
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Fig. 4. Neighbor-joining phylogenetic tree of Vibrio standard strains based on aroA

DNA sequences.



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46

1 268 285 314 340 329 328 337 334 306 298 328 299 301 338 313 328 310 348 304 294 319 303 297 315 331 319 322 341 308 307 291 313 329 331 304 310 315 324 285 300 344 307 318 327 303

2 0.396 414 416 440 446 445 448 432 408 403 420 403 422 439 412 430 422 452 415 414 419 417 420 423 435 438 417 439 426 422 402 409 423 423 415 413 426 423 403 415 438 417 422 419 417

3 0.429 0.752 271 347 357 356 357 353 333 332 333 337 310 332 330 339 325 350 297 307 315 339 332 334 330 345 334 345 318 321 324 325 335 318 339 325 339 341 295 334 345 325 328 329 315

4 0.494 0.760 0.407 279 298 299 305 306 298 302 308 317 281 286 295 290 279 300 298 288 285 325 306 296 295 281 286 292 285 308 314 279 307 307 313 304 299 296 292 315 298 281 293 301 306

5 0.564 0.857 0.579 0.422 245 244 240 243 253 247 264 246 256 259 234 240 232 227 273 260 261 247 255 249 224 242 248 255 243 258 272 243 270 236 245 249 258 239 270 241 230 236 243 240 257

6 0.537 0.871 0.605 0.460 0.356 3 37 229 250 238 266 256 270 256 261 264 227 235 256 258 259 261 251 246 250 243 262 240 251 239 260 245 265 265 241 250 265 257 242 254 242 239 262 250 253

7 0.534 0.866 0.602 0.462 0.354 0.003 34 230 251 237 267 254 269 254 260 263 228 236 257 257 258 259 250 247 251 243 263 240 252 238 261 244 264 266 240 249 265 258 243 252 243 240 261 249 254

8 0.558 0.882 0.605 0.477 0.346 0.044 0.040 237 252 244 275 264 273 260 267 266 235 239 267 255 263 269 261 244 261 254 268 245 258 247 268 249 277 260 247 256 276 262 251 254 246 241 266 253 257

9 0.551 0.829 0.598 0.479 0.352 0.324 0.326 0.339 207 228 223 219 213 213 243 223 206 238 216 216 251 213 255 231 216 214 214 215 202 232 222 213 219 203 221 242 233 216 220 222 252 223 230 232 225

10 0.479 0.741 0.542 0.460 0.375 0.363 0.365 0.367 0.290 179 216 187 217 222 217 196 203 242 210 220 259 197 255 219 201 228 207 242 198 195 213 213 213 195 191 181 230 188 221 191 239 201 191 195 200

11 0.465 0.725 0.535 0.468 0.359 0.341 0.339 0.352 0.325 0.242 243 158 228 231 219 201 220 249 229 229 247 170 261 233 200 224 228 261 218 165 196 225 233 228 168 187 229 204 228 152 233 233 203 218 223

12 0.531 0.777 0.539 0.481 0.394 0.395 0.397 0.414 0.317 0.303 0.352 220 210 227 235 238 218 247 222 225 265 229 265 238 228 246 254 237 214 216 248 242 23 239 234 243 261 226 225 226 256 247 235 228 246

13 0.467 0.726 0.551 0.502 0.358 0.376 0.372 0.393 0.309 0.255 0.210 0.310 232 240 213 198 199 248 212 210 276 122 250 227 176 219 229 250 218 184 217 216 214 209 174 191 228 175 224 114 252 233 183 201 214

14 0.466 0.789 0.486 0.425 0.377 0.402 0.400 0.408 0.300 0.308 0.323 0.294 0.331 207 211 232 192 255 188 182 227 229 260 223 223 230 233 215 126 212 204 234 205 201 233 224 248 219 192 230 268 227 229 220 217

15 0.558 0.847 0.543 0.433 0.381 0.374 0.370 0.382 0.298 0.314 0.328 0.322 0.344 0.287 236 230 219 246 214 216 236 249 277 240 225 241 247 194 190 230 238 227 227 232 222 247 252 221 252 234 237 236 216 233 249

16 0.499 0.756 0.537 0.454 0.338 0.386 0.384 0.398 0.354 0.308 0.309 0.337 0.299 0.295 0.340 213 210 219 232 234 235 221 259 223 211 253 225 231 208 222 232 191 230 194 222 203 245 208 220 220 234 212 206 196 228

17 0.535 0.824 0.561 0.445 0.349 0.394 0.391 0.398 0.316 0.270 0.278 0.343 0.274 0.332 0.327 0.300 214 218 230 238 257 196 282 233 116 243 223 237 224 225 234 219 232 214 210 187 250 120 252 201 233 232 113 219 218

18 0.489 0.787 0.524 0.421 0.331 0.322 0.324 0.337 0.287 0.282 0.309 0.307 0.274 0.264 0.307 0.295 0.301 235 207 202 238 200 247 207 209 220 212 218 197 201 222 193 217 203 224 219 218 214 212 214 239 211 212 204 216

19 0.584 0.917 0.597 0.465 0.322 0.336 0.337 0.343 0.341 0.350 0.361 0.358 0.360 0.373 0.356 0.308 0.307 0.338 265 251 278 236 265 251 209 236 250 239 241 248 257 235 243 235 227 230 257 232 252 227 173 242 221 237 246

20 0.475 0.759 0.457 0.462 0.416 0.378 0.381 0.401 0.306 0.294 0.327 0.314 0.298 0.256 0.300 0.334 0.329 0.290 0.396 153 238 221 255 240 228 229 228 215 203 206 232 230 221 214 237 222 241 219 219 214 262 241 229 222 219

21 0.452 0.759 0.480 0.440 0.385 0.379 0.377 0.373 0.304 0.313 0.326 0.321 0.293 0.247 0.303 0.337 0.345 0.280 0.366 0.203 235 231 251 235 232 220 224 226 188 217 229 233 224 226 223 224 251 231 216 215 254 234 234 223 219

22 0.510 0.779 0.495 0.433 0.386 0.381 0.379 0.388 0.366 0.384 0.358 0.394 0.417 0.323 0.338 0.339 0.383 0.344 0.423 0.342 0.338 262 283 252 250 256 249 229 220 249 249 233 268 253 245 255 267 267 251 261 250 248 264 258 247

23 0.479 0.781 0.558 0.521 0.358 0.387 0.382 0.403 0.299 0.273 0.229 0.327 0.158 0.326 0.363 0.313 0.270 0.276 0.338 0.314 0.335 0.391 260 229 186 219 218 250 232 175 214 238 226 217 180 194 221 182 230 121 245 227 186 212 208

24 0.460 0.774 0.538 0.477 0.376 0.366 0.364 0.386 0.375 0.376 0.388 0.394 0.365 0.382 0.417 0.382 0.431 0.358 0.394 0.375 0.368 0.430 0.385 277 279 274 277 283 257 252 256 261 261 261 236 272 268 278 242 250 258 263 280 255 275

25 0.506 0.792 0.546 0.458 0.365 0.356 0.358 0.353 0.330 0.311 0.334 0.343 0.323 0.316 0.346 0.317 0.334 0.288 0.366 0.347 0.337 0.370 0.327 0.418 229 247 250 234 218 231 232 211 241 206 240 226 245 216 238 223 254 165 231 206 241

26 0.543 0.846 0.537 0.456 0.319 0.365 0.367 0.388 0.304 0.279 0.276 0.324 0.238 0.316 0.319 0.296 0.149 0.292 0.290 0.326 0.333 0.369 0.253 0.424 0.327 238 216 229 203 206 216 209 222 214 199 193 256 121 234 194 220 228 110 206 205

27 0.515 0.846 0.570 0.425 0.348 0.349 0.349 0.370 0.303 0.324 0.317 0.357 0.309 0.329 0.346 0.372 0.352 0.309 0.337 0.328 0.311 0.375 0.309 0.412 0.358 0.343 236 244 241 234 239 237 238 223 244 234 239 223 258 213 254 248 241 235 249

28 0.518 0.769 0.546 0.437 0.362 0.387 0.389 0.399 0.299 0.289 0.323 0.375 0.328 0.335 0.357 0.320 0.317 0.296 0.365 0.324 0.317 0.365 0.306 0.419 0.365 0.304 0.339 240 232 230 228 207 251 218 251 223 240 216 246 228 233 240 212 227 225

29 0.570 0.851 0.577 0.447 0.375 0.345 0.345 0.353 0.301 0.351 0.387 0.341 0.368 0.302 0.267 0.330 0.341 0.307 0.343 0.304 0.323 0.326 0.368 0.430 0.334 0.327 0.352 0.346 211 241 248 240 237 238 247 254 258 231 251 256 251 247 241 253 237

30 0.487 0.805 0.503 0.434 0.353 0.366 0.368 0.379 0.280 0.273 0.307 0.301 0.307 0.162 0.258 0.290 0.318 0.271 0.348 0.284 0.257 0.311 0.333 0.378 0.308 0.282 0.349 0.332 0.297 225 221 207 210 215 212 217 235 198 211 217 242 216 208 219 213

31 0.481 0.787 0.511 0.480 0.381 0.343 0.341 0.359 0.333 0.269 0.220 0.302 0.252 0.295 0.328 0.314 0.323 0.277 0.363 0.287 0.306 0.364 0.237 0.370 0.330 0.288 0.335 0.327 0.348 0.320 200 230 214 223 176 198 229 203 210 164 239 225 204 211 214

32 0.448 0.722 0.516 0.493 0.410 0.384 0.386 0.400 0.314 0.300 0.269 0.360 0.306 0.281 0.341 0.333 0.339 0.314 0.378 0.331 0.324 0.365 0.301 0.376 0.331 0.304 0.342 0.323 0.363 0.312 0.276 218 241 221 219 208 256 223 207 203 253 240 224 231 207

33 0.500 0.745 0.523 0.424 0.355 0.354 0.352 0.361 0.299 0.301 0.320 0.349 0.305 0.336 0.321 0.263 0.311 0.265 0.337 0.330 0.334 0.335 0.345 0.388 0.296 0.295 0.342 0.289 0.347 0.289 0.331 0.308 243 193 236 208 230 208 215 219 232 209 208 177 221

34 0.536 0.790 0.544 0.480 0.406 0.393 0.391 0.419 0.309 0.298 0.333 0.027 0.299 0.286 0.322 0.328 0.332 0.306 0.351 0.312 0.319 0.401 0.322 0.386 0.348 0.313 0.342 0.370 0.341 0.295 0.299 0.347 0.351 234 228 235 264 224 223 219 255 248 232 229 250

35 0.540 0.787 0.508 0.483 0.341 0.394 0.396 0.384 0.282 0.269 0.324 0.344 0.292 0.277 0.331 0.268 0.301 0.283 0.336 0.301 0.322 0.370 0.305 0.387 0.287 0.301 0.315 0.308 0.343 0.303 0.316 0.312 0.266 0.335 224 203 230 202 203 206 234 205 210 162 215

36 0.477 0.768 0.552 0.495 0.355 0.347 0.345 0.358 0.312 0.262 0.224 0.335 0.234 0.334 0.313 0.314 0.296 0.318 0.322 0.347 0.317 0.355 0.245 0.338 0.346 0.276 0.355 0.366 0.360 0.297 0.239 0.309 0.341 0.324 0.318 206 235 218 220 169 241 216 207 218 224

37 0.490 0.760 0.522 0.474 0.367 0.365 0.363 0.377 0.352 0.247 0.256 0.352 0.263 0.317 0.359 0.283 0.258 0.312 0.329 0.317 0.318 0.378 0.268 0.408 0.321 0.269 0.335 0.317 0.377 0.306 0.275 0.290 0.292 0.337 0.282 0.288 253 177 228 192 243 214 183 204 212

38 0.504 0.804 0.556 0.464 0.381 0.391 0.391 0.414 0.335 0.331 0.327 0.386 0.326 0.362 0.367 0.357 0.365 0.306 0.377 0.350 0.368 0.396 0.314 0.399 0.357 0.378 0.345 0.348 0.381 0.336 0.327 0.378 0.333 0.393 0.329 0.339 0.372 231 256 240 248 236 246 248 247

39 0.529 0.790 0.568 0.459 0.347 0.381 0.383 0.392 0.304 0.257 0.284 0.321 0.236 0.309 0.311 0.291 0.155 0.301 0.333 0.311 0.332 0.405 0.247 0.422 0.304 0.156 0.316 0.305 0.331 0.273 0.284 0.317 0.292 0.318 0.280 0.311 0.241 0.330 233 183 223 231 79 193 224

40 0.433 0.720 0.453 0.449 0.408 0.352 0.354 0.370 0.311 0.315 0.323 0.319 0.318 0.262 0.369 0.311 0.373 0.297 0.368 0.309 0.303 0.369 0.329 0.349 0.344 0.337 0.381 0.359 0.367 0.296 0.292 0.288 0.304 0.315 0.282 0.311 0.325 0.379 0.339 236 259 210 237 209 243

41 0.469 0.768 0.545 0.498 0.347 0.373 0.369 0.373 0.315 0.262 0.200 0.321 0.146 0.328 0.334 0.312 0.279 0.300 0.321 0.301 0.303 0.388 0.156 0.366 0.315 0.268 0.298 0.325 0.379 0.306 0.219 0.281 0.310 0.309 0.286 0.227 0.264 0.347 0.249 0.339 245 223 191 215 209

42 0.577 0.855 0.572 0.460 0.328 0.347 0.349 0.355 0.368 0.345 0.331 0.379 0.369 0.403 0.339 0.337 0.333 0.343 0.231 0.391 0.371 0.367 0.355 0.380 0.373 0.309 0.371 0.334 0.365 0.350 0.345 0.372 0.332 0.377 0.337 0.347 0.353 0.360 0.316 0.384 0.356 243 239 233 260

43 0.484 0.774 0.523 0.425 0.338 0.343 0.345 0.347 0.316 0.279 0.334 0.360 0.333 0.321 0.339 0.299 0.335 0.297 0.349 0.348 0.335 0.360 0.322 0.389 0.221 0.326 0.361 0.346 0.359 0.302 0.318 0.348 0.295 0.362 0.286 0.302 0.302 0.339 0.332 0.294 0.315 0.351 222 210 238

44 0.511 0.786 0.533 0.453 0.355 0.392 0.390 0.401 0.329 0.262 0.281 0.337 0.249 0.328 0.302 0.287 0.145 0.298 0.312 0.330 0.338 0.400 0.254 0.426 0.332 0.140 0.349 0.298 0.350 0.290 0.285 0.318 0.292 0.332 0.294 0.291 0.251 0.359 0.098 0.344 0.262 0.346 0.315 200 220

45 0.531 0.776 0.532 0.471 0.347 0.363 0.361 0.369 0.333 0.268 0.306 0.324 0.278 0.310 0.334 0.272 0.310 0.283 0.340 0.316 0.319 0.381 0.296 0.377 0.288 0.287 0.338 0.322 0.372 0.310 0.295 0.331 0.240 0.326 0.216 0.307 0.283 0.363 0.264 0.291 0.302 0.333 0.295 0.276 238

46 0.475 0.774 0.498 0.477 0.380 0.370 0.372 0.378 0.320 0.276 0.315 0.358 0.300 0.305 0.364 0.324 0.307 0.304 0.356 0.308 0.308 0.359 0.290 0.414 0.346 0.284 0.362 0.319 0.339 0.298 0.300 0.288 0.312 0.366 0.300 0.317 0.296 0.360 0.317 0.354 0.291 0.385 0.342 0.311 0.342

1: Aeromonas hydrophila, 2: Aeromonas salmonicida, 3: Edwardsiella tarda, 4: Escherichia coli, 5: Photobacterium profundum, 6: Photobacterium
subsp: damselae, 8: Photo: damselae subsp: piscicida, 9: Vibrio aestuarianus, 10: Vibrio agarivorans, 11: Vibrio alginolyticus, 12: Vibrio angui
Vibrio cholerae, 15: Vibrio cincinnatiensis, 16: Vibrio corallilyticus, 17: Vibrio cyclitrophicus, 18: Vibrio diazotrophicus, 19: Vibrio fischeri,
furnissii, 22: Vibrio gazogenes, 23: Vibrio harveyi, 24: Vibrio hollisae, 25: Vibrio ichthyoenteri, 26: Vibrio lentus, 27: Vibrio litoralis, 28:
metschnikovii, 30: Vibrio mimicus, 31: Vibrio natriegens, 32: Vibrio navarrensis, 33: Vibrio nereis, 34: Vibrio ordalii, 35: Vibrio orientalis, 3
pelagius, 38: Vibrio penaeicida, 39: Vibrio pomeroyi, 40: Vibrio proteolyticus, 41: Vibrio rotiferianus, 42: Vibrio salmonicida, 43: Vibrio scophth
Vibrio tubiashii 46: Vibrio vulnificus

Table 6. Nucleotide difference (upper right) and p-distance (lower left) among aroA genes of bacteria strains
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3. detection primer의 제작

양식장 분리균주 많이 발병하는 원인균을 확인하기 해 표 균주의 aroA

유 자를 cloning 하는 방법으로 양식 넙치에서 분리된 비 리오 균주를 무장

으로 62개체를 선택하여 이들 박테리아의 aroA 유 자를 sequencing하 다.

이들의 aroA 유 자의 염기 서열을 가지고 Neighbor-joining 방법을 통해 계

통수를 작성하고 제주도 넙치 양식장에서 주로 발병되는 비 리오를 분석하 다.

제주도 양식넙치에서 분리하여 ‘V-’으로 표 된 47균체와 넙치를 제외한 돌돔,

붉바리 등의 어류나, 먹이 생물인 로티퍼와 알테미어에서 분리하여 ‘Vibrio sp.-'

로 표 된 21균체를 cloning하여 얻어진 data를 분석한 결과 Vibrio scophthalmi

는 15균체, Vibrio harveyi가 4균체, Vibrio anguillarum이 4균체, Vibrio pelagius

5균체, Vibrio pomeroyi가 7균체 분리되었다. 그 밖에 Vibrio fischeri,가 5균체,

Vibrio rotiferianus가 5균체, Vibrio cyclitrophicus가 4균체, Vibrio alginolyticus

가 1균체, Photobacterium damselae가 1균체 분리되었으며 13균체는 미동정 되

었다(Fig. 5). 비 리오가 분리된 넙치의 information은 Table 7에 나타내었다.

계통수에서 Vibrio pelagius와 Vibrio corallilyticus는 각각 4균체와 2균체가 분

리되었는데 이는 어류가 아닌 먹이생물인 로티퍼와 알테미어에서 분리된 것을

확인하 다.

이러한 계통수 결과를 보고 Vibrio scophthalmi, Vibrio harveyi, Vibrio

anguillarum, Vibrio pelagius, Vibrio pomeroyi의 detection primer를 제작하 다.

Vibrio scophthalmi group은 0.1～3.8%의 염기차이를 보 으며(Table 8),

Vibrio harveyi group은 0～0.1%의 염기차이를(Table 9), Vibrio anguillarum

group은 0.2～2.1%의 염기차이를(Table 10), Vibrio pelagius group은 0.1～2.3%

의 염기차이를(Table 11), Vibrio pomeroyi group은 0～1.3%의 염기차이를 보

다(Table 12). 이들 각 그룹과 표 균주를 정렬하여 각 표 균주와는 복되지

않고 각 그룹끼리 가장 상동성이 높은 서열을 선택하여 primer를 제작하 다.
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Fig. 5. Neighbor-joining phylogenetic tree with aroA DNA sequences of standard

strains and isolated Vibrio spp. from diseased flounder.
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Strain name Location Organ Length Sampling date

V-1 Gu-jwa spleen 21.0 Mar., 2005

V-2 Gu-jwa liver 15.0 Mar., 2005

V-3 Gu-jwa liver 17.0 Mar., 2005

V-4 Gu-jwa liver 15.5 Mar., 2005

V-5 Gu-jwa spleen 13.0 Mar., 2005

V-6 Gu-jwa spleen 15.0 Mar., 2005

V-7 Gu-jwa spleen 22.0 Mar., 2005

V-8 Gu-jwa kidney 12.0 Mar., 2005

V-9 Gu-jwa liver 11.0 Mar., 2005

V-10 Gu-jwa liver 17.0 Mar., 2005

V-11 Dae-jeong liver 18.0 Mar., 2005

V-12 Han-kyoung liver 13.0 Mar., 2005

V-13 Seong-san liver 19.0 Mar., 2005

V-14 Seong-san spleen 22.0 Mar., 2005

V-15 Seong-san liver 40.0 Mar., 2005

V-16 Gu-jwa spleen 17.0 Apr., 2005

V-17 Gu-jwa liver 18.0 Apr., 2005

V-18 Seong-san fin 22.0 Apr., 2005

V-19 Gu-jwa liver 25.0 May, 2005

V-20 Gu-jwa liver 15.0 May, 2005

V-21 Gu-jwa spleen 20.5 May, 2005

V-22 Han-kyoung liver 25.5 May, 2005

V-23 Jo-cheon kidney 21.0 May, 2005

V-24 Jo-cheon liver 22.0 May, 2005

V-25 Gu-jwa liver 15.0 Jun., 2005

V-26 Gu-jwa spleen 15.0 Jun., 2005

V-27 Gu-jwa spleen 45.0 Jun., 2005

V-28 Han-lim kidney 27.0 Jun., 2005

V-29 Gu-jwa kidney 22.0 Jul., 2005

V-30 Gu-jwa spleen 11.0 Jul., 2005

V-31 Gu-jwa liver 27.0 Aug., 2005

V-32 Jo-cheon gill 30.0 Aug., 2005

V-33 Gu-jwa liver 26.0 Sep., 2005

V-34 Gu-jwa eyes 30.0 Sep., 2005

V-35 Gu-jwa eyes 32.0 Oct., 2005

V-36 Han-kyoung liver 33.0 Oct., 2005

V-37 Gu-jwa all internal organs 7.0 Nov., 2005

V-38 Gu-jwa all internal organs 4.0 Nov., 2005

V-39 Gu-jwa all internal organs 5.5 Nov., 2005

V-40 Gu-jwa ascites 31.0 Nov., 2005

V-41 Gu-jwa kidney 9.0 Nov., 2005

V-42 Gu-jwa all internal organs 5.0 Dec., 2005

V-43 Gu-jwa gill 40.0 Dec., 2005

V-44 Gu-jwa spleen 18.0 Dec., 2005

V-45 Gu-jwa all internal organs 4.0 Jan., 2006

V-46 Gu-jwa all internal organs 6.0 Jan., 2006

V-47 Gu-jwa all internal organs 5.0 Feb., 2006

Table 7. Information of Vibrio strains isolated from fish farms located in

Jeju Island.
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1 V-2 V-3 V-4 V-5 V-6 V-7 V-8 V-9 V-11 V-12 V-13 V-19 V-20 V-21 V-23

1

V-2 0.011

V-3 0.025 0.025

V-4 0.034 0.034 0.030

V-5 0.014 0.002 0.027 0.037

V-6 0.025 0.027 0.027 0.020 0.030

V-7 0.031 0.033 0.024 0.026 0.033 0.026

V-8 0.011 0.018 0.023 0.030 0.018 0.020 0.024

V-9 0.014 0.020 0.024 0.031 0.020 0.023 0.025 0.002

V-11 0.033 0.033 0.029 0.022 0.036 0.028 0.034 0.029 0.031

V-12 0.024 0.026 0.026 0.019 0.029 0.001 0.025 0.019 0.022 0.027

V-13 0.033 0.033 0.029 0.001 0.036 0.019 0.025 0.029 0.030 0.020 0.018

V-19 0.012 0.001 0.026 0.036 0.003 0.029 0.034 0.019 0.022 0.034 0.027 0.034

V-20 0.029 0.031 0.031 0.024 0.031 0.006 0.027 0.022 0.024 0.032 0.004 0.023 0.032

V-21 0.036 0.036 0.031 0.003 0.036 0.022 0.025 0.029 0.030 0.023 0.020 0.002 0.037 0.023

V-23 0.036 0.036 0.026 0.022 0.038 0.026 0.032 0.031 0.032 0.018 0.025 0.020 0.037 0.030 0.023

1: Standard strain of Vibrio scophthalmi, V- : Vibrio scophthalmi isolated from fish farms and strain's

information is shown at Table 7.

Table 8. p-distance estimated based on aroA DNA sequences obtained from

standard and isolated strains of Vibrio scophthalmi
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Standard

strain

Vibrio

sp-1

Vibrio

sp-2

Vibrio

sp-3

Vibrio

sp-4

Strandard strain

Vibrio sp-1 0.010

Vibrio sp-2 0 0.010

Vibrio sp-3 0.002 0.010 0.002

Vibrio sp-4 0.006 0.009 0.006 0.006

Table 9. p-distance estimated based on aroA DNA sequences obtained from

standard and isolated strains of Vibrio harveyi
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Standard

strain
V-1 V-14 V-15

Vibrio

sp-5

Standard strain

V-1 0.017

V-14 0.020 0.002

V-15 0.021 0.003 0.003

Vibrio sp-5 0.020 0.002 0.002 0.003

V- : Vibrio anguillarum isolated from fish farms and strain's information is

shown at Table 7.

Table 10. p-distance estimated based on aroA DNA sequences obtained from

standard and isolated strains of Vibrio aguillarum
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Standard

strain

Vibrio

sp-10

Vibrio

sp-13

Vibrio

sp-17

Vibrio

sp-18

Vibrio

sp-20

Standard strain

Vibrio sp-10 0.022

Vibrio sp-13 0.023 0.003

Vibrio sp-17 0.023 0.010 0.011

Vibrio sp-18 0.022 0.002 0.001 0.010

Vibrio sp-20 0.021 0.003 0.005 0.011 0.003

Table 11. p-distance estimated based on aroA DNA sequences obtained from

standard and isolated strains of Vibrio pelagius
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Standard

strain
V-27 V-37 V-45 V-46 V-47

Vibrio

sp-9

Vibrio

sp-11

Standard strain

V-27 0.005

V-37 0.008 0.010

V-45 0.007 0.009 0.013

V-46 0.005 0.009 0.010 0.011

V-47 0.007 0.002 0.013 0.011 0.009

Vibrio sp-9 0.006 0.001 0.011 0.010 0.010 0.001

Vibrio sp-1 0.007 0.002 0.013 0.011 0.009 0 0.001

V- : Vibrio pomeroyi isolated from fish farms and strain's information is shown

at Table 7.

Table 12. p-distance estimated based on aroA DNA sequences obtained from

standard and isolated strains of Vibrio pomeroyi



- 32 -

4. 제주도 양식장 분리 균주의 detection

2005년 3월부터 2006년 9월까지 제주도 양식 넙치에서 분리된 비 리오는 총

342균체로 Vibrio scophthalmi, Vibrio harveyi, Vibrio anguillarum, Vibrio

pelagius, Vibrio pomeroyi detection primer를 이용한 multiplex colony PCR을

통해 스크리닝 하 다.

Multiplex colony PCR 결과 Vibrio scopohthalmi는 720 bp의, Vibrio harveyi

는 550 bp의, Vibrio anguillarum은 450 bp의, Vibrio pelagius는 350 bp의,

Vibrio pomeroyi는 250 bp의 PCR 산물을 얻었다(Fig. 6).

스크리닝 결과, Vibrio scophthalmi가 342균체 155균체로 체 45.3%,

Vibrio harveyi는 342균체 82균체로 24.0%, Vibrio anguillarum은 342균체

3균체로 0.9%, Vibrio pelagius가 342균체 13균체로 3.8%, Vibrio pomeroyi가

342균체 22균체로 6.4%의 분리 조성을 나타내었다(Table 13).

Vibrio scophthalmi는 한여름인 8월에는 거의 분리되지 않았으며 철에서

여름철, 가을철에 분리되는 것을 확인할 수 있었다. 이에 반해 Vibrio harveyi는

여름철인 6월부터 분리되기 시작하여 가을철인 11월까지 분리되었다. 그리고

Vibrio anguillarum은 3월에 분리된 3종을 제외하고 본 연구에서는 분리되지 않

았다. Vibrio pelagius는 계 에 계없이 분리되었으나 고수온기인 8월에는 분리

가 되지 않았으며 Vibrio pomeroyi는 계 에 계없이 분리되었다.

이 연구에서 제작한 5종의 detection primer를 이용하여 세균성 질병에 감염된

양식 넙치에서 분리된 342균주 54종만이 종 동정이 이루어지지 않았다. 즉,

재 제작된 5종의 vibrio detection primer는 multiplex colony PCR을 통해 제주

도 양식 넙치에서 분리된 342균체의 비 리오 275균체가 detection되어 85.0%

의 동정률을 보 다.



- 33 -

                  M  1  2  3  4  5  6  7  8  9 10 11 12 13 M

                  M 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 M

                    M 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 M

Fig. 6. Multiplex colony PCR products of Vibrio spp. causing major vibriosis by

using detection primers.
M: 100 bp ladder as size marker, 1: Vibrio pomeroyi, 2: Vibrio pelagius, 3: Vibrio

anguillarum, 4: Vibrio harveyi, 5: Vibrio scophthalmi, 6: Vibrio aestuarianus, 7: Vibrio

agarivorans, 8: Vibrio alginolyticus, 9: Vibrio cambellii, 10: Vibrio cholerae, 11: Vibrio

cincinnatiensis, 12: Vibrio corallilyticus, 13: Vibrio cyclitrophicus, 14: Vibrio diazotrophicus, 15:

Vibrio fischeri, 16: Vibrio fluvialis, 17: Vibrio furnissii, 18: Vibrio gazogenes, 19: Vibrio hollisae,

20: Vibrio ichthyoenteri, 21: Vibrio lentus, 22: Vibrio litoralis, 23: Vibrio mediterranei, 24: Vibrio

metschnikovii, 25: Vibrio mimicus, 26: Vibrio natriegens, 27: Vibrio navarrensis, 28: Vibrio

nereis, 29: Vibrio ordalii, 30: Vibrio orientalis, 31: paraheamolyticus, 32: Vibrio penaeicida, 33:

Vibrio proteolyticus, 34: Vibrio rotiferianus, 35: Vibrio salmonicida, 36: Vibrio splendidus, 37:

Vibrio tubiashii 38: Vibrio vulnificus



Sampling date V_sco V_har V_pom V_pel V_ang V_fis V_rot V_cyc V_alg P_dam

Mar., 2005 13 3 1

Apr., 2005 12 1 1 1

May, 2005 7 1

Jun., 2005 24 5 2 2 1

Jul., 2005 4 4 1 1

Aug., 2005 10 2

Sep., 2005 6 9 1 1

Oct., 2005 12 9 1

Nov., 2005 18 6 1 1 1

Dec., 2005 10 1 1

Jan., 2006 8 2 1

Feb., 2006 7 1

Mar, 2006 4

Apr., 2006 8

Jun., 2006 7 4 1

Jul., 2006 11 5 11 5

Aug., 2006 3 22 1

Sep., 2006 1 11 1

Total
155

(45.3)

82

(24.0)

22

(6.4)

13

(3.8)

3

(0.9)

5

(1.5)

4

(1.2)

2

(0.6)

1

(0.3)

1

(0.3)

( ): percentage occurrence of Vibrio isolated from the diseased flounders, V_sco: Vibrio scophthalmi, V_h

V_pom: Vibrio pomeroyi, V_pel: Vibrio pelagius, V_ang: Vibrio anguillarum, V_fis: Vibrio fischeri, V_rot:

V_cyc: Vibrio cyclitrophicus, V_alg: Vibrio alginolyticus, P_dam: Photobacterium damselae, V_sp: Vibrio sp.

Table 13. Monthly occurrence of Vibrio spp. isolated from fish farms located in Jeju Island

-
 3

4
 -
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5. 분리 균주별 항생제 감수성 시험 결과

aroA 유 자를 이용하여 제작된 detection primer를 이용한 multiplex PCR을

통해 동정된 비 리오 양식 넙치에서 빈번하게 분리된 Vibrio scophthalmi,

Vibrio harveyi, Vibrio pelagius, Vibrio pomeroyi의 항생제 감수성 test를 하

다.

균에 따른 항생제 감수성 정도는 Table 14, Table 15에 제시하 다.

Vibrio scophthalmi로 분리된 비 리오 균주 34균주를 시험한 결과,

amoxycillin, ampicillin에 해 79.4%의 내성을, clindamycin에 해 100%의 내

성을 나타냈으며, cephalothin에 해 79.4%의, cholramphemicol, florfenicol

pefloxacin에 해 70.6%의, ciprofloxacin과 nalidic acid에 해 73.5%의,

enrofloxacin에 해 76.5%의, norflxacin에 해 91.2%의, ofloxacin에 해

88.2%의, oxolinic acid에 해 85.3%의 감수성을 나타냈다.

Vibrio harveyi로 분리된 비 리오 균주 40균주의 항생제 시험 결과, 항생

제 amoxycillin, ampicillin, cephalothin, clindamycin에 해 100%의 내성을 보

으며 이에 반해 chloramphenicol에 해 90.0%의, enrofloxacin, norfloxacin,

ofloxacin에 해 92.5%의, florfenicol, nalidixic acid에 해 95.0%의, oxolinic

acid에 해 97.5%의 감수성을 보 다.

Vibrio pelagius로 분리된 비 리오 균주 7균주의 항생제 시험에서는

clindamycin에 해 100%의 내성이 나타났으며, 이에 반해, amoxycillin,

ampicillin, cephalothin, chloramphenicol, ofloxacin, oxolinic acid에 해 100%의

감수성이 나타났다. 그리고 doxycyline, enrofloxacin, florfenicol, norfloxacin에

해 85.7%의 감수성이 나타났다.

Vibrio pomeroyi로 분리된 비 리오 균주 18균주는 amoxycilline, ampicillin

에 해 83.3%의 내성을 보 고, clindamycin에 해 94.4%의 내성을, neomycin

에 해 77.8%의 내성을 보 다. 그러나 cephalothin에 해 모든 균주가 감수성

을 보 으며 cholamphenicol, norfloxacin에 해 94.4%의 균주가, florfenicol에

해 77.8%의 균주가, nalidixic acid, ofloxacin에 해 83.3%의 균주가 oxolinic

acid에 해 88.9%의 균주가 감수성을 보 다.
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항생제 감수성 시험 결과를 종합해 보면, 검출된 Vibrio scophthalmi, Vibrio

harveyi, Vibrio pelagius, Vibrio pomeroyi는 상 으로 clindamycin에 해 높

은 내성을 보 고, chloramphenicol, florfenicol, norfloxacin, ofloxacin, oxolinic

acid에 해서 많은 균주들이 감수성을 보 다. 그리고 amoxycillin과 ampicillin

에 해 Vibrio pelagius 만이 높은 감수성을 나타내었으며 나머지 Vibrio

scophthalmi, Vibrio harveyi, Vibrio pomeroyi는 높은 내성을 보 다.

감수성 시험 결과 종에 따라 18개의 항생제에 해 내성정도의 차이를 보 으

며, 같은 종 사이에서도 다소의 항생제 내성 정도의 차이를 보 다.



Antibiotics
Vibrio scophthalmi (34) Vibrio harveyi

Resistant
Weakly
sensitive

Sensitive Resistant
Weakly
sensitive

Amoxycillin (AML) 27 2 5 40 0

Ampicillin (AMP) 27 1 6 40 0

Cephalothin (KF) 3 4 27 40 0

Chloramphenicol (C) 5 5 24 3 1

Ciprofloxacin (CIP) 3 6 25 4 7

Clindamycin (DA) 34 0 0 40 0

Doxycyline (DO) 13 0 21 4 1

Enrofloxacin (ENR) 8 0 26 1 2

Erythromycin (E) 7 24 3 22 15

Florfenicol (FFC) 10 0 24 2 0

Flumequine (UB) 9 10 15 7 26

Nalidixic acid (NA) 9 0 25 1 1

Neomycin (N) 19 15 0 18 22

Norfloxacin (NOR) 0 3 31 1 2

Ofloxacin (OFX) 0 4 30 2 1

Oxolinic acid (OA) 5 0 29 1 0

Oxytetracycline (OT) 13 3 18 5 5

Pefloxacin (PEF) 8 2 24 3 34

Table 14. Antibiotics sensitivity of Vibrio spp. based on paper disc method

-
 3

7
 -



Antibiotics
Vibrio pelagius (7) Vibrio pomeroy

Resistant Weakly
sensitive

Sensitive Resistant Weakly
sensitive

Amoxycillin (AML) 0 0 7 15  0  3

Ampicillin (AMP) 0 0 7 15  0  3

Cephalothin (KF) 0 0 7  0  0 18

Chloramphenicol (C) 0 0 7  1 0 17

Ciprofloxacin (CIP) 0 2 5  2  5 11

Clindamycin (DA) 7 0 0 17  1  0

Doxycyline (DO) 1 0 6  4  1 13

Enrofloxacin (ENR) 1 0 6  3  3 12

Erythromycin (E) 2 5 0  3 14  1

Florfenicol (FFC) 0 1 6  1  3 14

Flumequine (UB) 1 3 3  3  5 10

Nalidixic acid (NA) 0 2 5  2  1 15

Neomycin (N) 2 4 1 14  4  0

Norfloxacin (NOR) 0 1 6  1  0 17

Ofloxacin (OFX) 0 0 7  2  1 15

Oxolinic acid (OA) 0 0 7  2  0 16

Oxytetracycline (OT) 3 0 4  5  0 13

Pefloxacin (PEF) 1 2 4  4  2 12

Table 14. Continued.

-
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8
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Antibiotics

Percent of antibiotics resistant and sensitive

Vibrio scophthalmi Vibrio harveyi Vibrio pelagius V

R S R S R S

Amoxycillin (AML) 79.4 14.7 100 0 0 100 83

Ampicillin (AMP) 79.4 17.6 100 0 0 100 83

Cephalothin (KF) 8.8 79.4 100 0 0 100

Chloramphenicol (C) 14.7 70.6 7.5 90.0 0 100 5

Ciprofloxacin (CIP) 11.8 73.5 10.0 72.5 0 71.4 11

Clindamycin (DA) 100 0 100 0 100 0 94

Doxycyline (DO) 38.2 61.8 10.0 87.5 14.3 85.7 22

Enrofloxacin (ENR) 23.5 76.5 2.5 92.5 14.3 85.7 16

Erythromycin (E) 20.6 8.8 55.0 7.5 28.6 0 16

Florfenicol (FFC) 2.9 70.6 5.0 95.0 0 85.7 5

Flumequine (UB) 26.5 44.1 17.5 17.5 14.3 42.9 16

Nalidixic acid (NA) 26.5 73.5 2.5 95.0 0 71.4 11

Neomycin (N) 55.9 0 45.0 0 28.6 14.3 77

Norfloxacin (NOR) 0 91.2 2.5 92.5 0 85.7 5

Ofloxacin (OFX) 0 88.2 5.0 92.5 0 100 11

Oxolinic acid (OA) 14.7 85.3 2.5 97.5 0 100 11

Oxytetracycline (OT) 38.2 52.9 12.5 75.0 42.9 57.1 27

Pefloxacin (PEF) 23.5 70.6 7.5 7.5 14.3 57.1 22

R: resistant, S: sensitive

Table 15. The percentage rate of antibiotics resistance and sensitivity of 4 Vibrio strains based on paper d

-
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9
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Fig. 7. Antibiotic resistant and sensitive pattern of 4 Vibrio strains isolated from

fish farms located in Jeju Island by paper disc method. Vibrio scoopthalmi (A);

Vibrio harveyi (B); Vibrio pelagius (C); Vibrio pomeroyi (D).

AML: amoxycillin, AMP: ampicillin, KF: cephalothin, C: chloramphenicol, CIP:

ciprofloxacin, DA: clindamycin, DO: doxycyline, ENR: enrofloxacin, E: erythromycin,

FFC: florenicol, UB: flumequine, NA: nalidixic acid, N: Neomycin, NOR: norfloxacin,

OFX: ofloxacin, OA: oxolinic acid, OT: oxytetracycline, PEF: pefloxacin.
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Ⅳ. 고찰

양식 넙치의 질병은 세균성 질병, 기생충성 질병, 바이러스성 질병, 양성 질

병 환경성 질병이 있으며 이들 질병 양식 넙치의 주요 세균성 질병은 연

쇄구균증, 에드워드증, 비 리오증 등이 알려져 있다(Oh et al., 1998). 특히 비

리오증 원인균인 Vibrio속은 해수, 기수, 담수 지역에 리 분포하며 해양에 많이

상재하고 있는 기회 감염성 세균으로 알려져 있다(Kim et al., 2005). Vibrio속 세

균은 재 약 65종이 보고되고 있으며 계속 으로 신종이 보고되는 추세이다

(Thompson et al., 2004).

Vibrio속은 형태학 , 염색학 , 청학 , 생화학 , 유 학 방법을 통해 동

정이 이루어지고 있다. 특히, 16S rRNA의 database가 풍부하여 이를 토 로 종

동정 뿐만 아니라 계통분류학 연구에 이용되고 있다(Thompson et. al., 2004).

하지만 16S rRNA는 유 으로 매우 보존된 부분으로 종간의 유 자 차이가 거

의 없어 진화 으로 가까운 종간의 동정에 어려움을 지니고 있다(Krawiec and

Riley, 1990; Moon et al., 2004; Kim et al., 2005). 이 어려움을 보완하기 해서

이 연구에서는 aromatic amino acid 생합성 과정에 여하는 aroA 유 자를 이

용하여 Vibrio속의 동정 계통분류학 연구를 하 다. 그 결과 aroA 유 자를

이용한 분자계통분류와 기존에 연구된 16S rRNA의 분자계통분류는 종에 따라

유 다형성 정도의 차이를 보일 뿐 부분 유사한 계통학 분류 결과를 나

타내었다. 그러나 16S rRNA의 경우 유 으로 보존성이 높아 가까운 종간의

동정에 어려움을 보 다(Krawiec and Riley, 1990; Moon et al., 2004; Kim et

al., 2005).

aroA 유 자를 이용하여 Vibrio속의 계통학 계를 살펴보면 Vibrio

anguillarum과 Vibrio ordalii가 유 학 으로 가장 상동성이 높아 진화 으로 가

장 가까운 종으로 나타났다. 16S rRNA를 이용한 계통학 계도 같은 결과를

나타냈지만 이 경우 두 종간의 상동성이 99% 이상으로 종 구분이 어려웠다.

Vibrio ordalii는 Vibrio anguillarum의 biotype Ⅱ로 분리된 종으로 생화학
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유 학 차이에 의해 새로운 종으로 보고되었으며(Schiewe and Croas, 1981,

Schiewe et al., 1981) 두 종 모두 출 성 패 증 원인균으로 알려져 있다(Kwon

et al., 2005). 기존에 연구에 따르면 Vibrio anguillarum는 Vibrio속으로 편입되어

사용하다가 ribosomal RNA분석을 통해 새로운 genus인 Listonella속으로 분류되

어졌다(MacDonnell and Colwell, 1985). 그러나 재의 분류 체계는 Vibrio속으

로 편입되어 사용되고 있으며(Brenner et al., 2005), 본 연구에서도 Vibrio속과

계통 분류학 으로 가깝게 묶여서 추후 분류학 계에 한 조사를 통해 분류

체계의 정립이 필요하다고 사료된다.

그리고, Vibrio harveyi, Vibrio cambellii, Vibrio rotiferianus, Vibrio

parahaemolyticus, Vibrio alginolyticus가 진화 으로 가까운 종으로 묶여서 16S

rRNA를 이용한 계통분석 결과(Thompson et. al., 2004)와 비슷하 다. 하지만

16S rRNA 유 자를 이용할 경우 종간의 다형성이 낮아 종 구분이 불가능하 다

(Nagpal et al., 1998). 보고에 따르면 이들 5종은 진화 으로 가까운 종으로 16S

rRNA는 99% 이상의 상동성을 지녀 종 동정이 불가능하지만 DNA hybrdization

방법 생화학 , 형태학 방법을 사용하여 동정을 하고 있다(Gomez-Gil, et

al., 2003, Gomez-Gil, et al., 2004). 그러나 aroA 유 자를 이용한 본 연구에서는

이들의 종간 차이가 14.6%～24.5%로 16S rRNA 유 자보다 다형성이 높아 분류

학 연구 종 동정에 aroA 유 자의 사용이 가능할 것으로 사료된다.

Vibrio cholerae와 Vibrio mimicus가, Vibrio fluvialis와 Vibrio furnissii가 16S

rRNA를 이용한 계통 분석 결과와(Thompson et al., 2004) 같이 진화 으로 가까

운 종으로 분리되었다. Vibrio cholerae, Vibrio mimicus는 16S rRNA의 경우 유

상동성이 99% 이상으로 거의 일치하여 계통진화 으로 명확한 구분이 힘

들었지만 aroA의 경우 상동성이 83.8%로 계통진화 으로 두 종의 구분이 명확

하게 나타났다. Vibrio mimicus는 Davis et al. (1981)에 의해 최 로 보고된 종

으로 이 에는 Vibrio cholerae와 생태, 생화학 으로 매우 유사하여 동종으로 분

류하 지만 TCBS 배지에서 sucrose 분해 능력 차이로 신종 Vibrio mimicus로

명명되었다(Chang, 1998). 이들은 세계 으로 서식하는 종으로 해산물에 오염

되어 장염을 유발하는 것으로 알려져 있다(Ogg et al., 1989; Chang et al., 1995).

그리고 Vibrio fluvialis, Vibrio furnissii 사이에 16S rRNA의 경우 유 상동
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성이 99% 이상으로 거의 일치하 지만 aroA의 경우 상동성이 79.7%로 본 연구

에서는 두 종 사이의 명확한 구분이 가능하 다. 기존 연구에 의하면 Vibrio

fluvialis와 Vibrio furnissii는 매우 가까운 종으로 Vibrio fluvialis이 포도당 발효

에 있어 가스를 생성하는 aerogenic 균주와 가스를 생성하지 않는 anaerogenic

균주에 따라 생물형 Ⅰ과 Ⅱ으로 나뉘어졌으며, DNA 유연 계를 밝 생물형

Ⅱ를 별도의 종이라는 것을 확인하고 Vibrio furnissii로 명명하 다(Bonner et

al., 1983; Heo, 2001). 이들 비 리오는 하천 연안의 갯벌, 랑크톤, 어패류에

부착하여 생활하는 어패류의 생식을 통한 성 장 염을 유발하는 세균으로

감염시 Vibrio cholerae, Vibrio mimicus와 유사한 설사, 복통, 구토, 심한 탈수

증상 등이 나타난다(Brake et al., 1980; Kolb et al., 1997). 이들은 유사한 발병

특성과 계통분류학 계를 통해 진화 으로 가까운 종으로 생각되어진다.

한, aroA 유 자를 이용한 계통 분석 결과 Vibrio scophthalmi와 Vibrio

ichthyoenteri가 진화 으로 가깝게 묶 다. 주로 turbot (Scophthalmus

maximus)의 장내에 기생하는 비 리오로 알려진 Vibrio scophthalmi와 부화 후

25-30일 경의 넙치 치어에 감염되어 단기간 집단폐사를 일으키는 장 백탁증의

원인균으로 알려진 Vibrio ichthyoenteri는 16S rRNA 유 자를 이용한 계통분류

학 연구에서도 99% 이상의 상동성을 보여 유 으로 가까운 종으로 확인되

었다(Cerdá-Cuéllar et al., 1997; Cerdá-Cuéllar and Blanch, 2004; Moon et al.,

2004; Montes et al., 2006). 그러나 Vibrio scophthalmi와 Vibrio ichthyoenteri는

16S rRNA의 유 학 방법으로 종의 구분이 명확하지 않아 Montes et al.

(2006)는 ribotyping 분석법을 통해서 이들 종을 구분하 다. aroA 유 자를 이

용한 본 연구에서도 Vibrio scophthalmi와 Vibrio ichthyoenteri는 유 으로 가

까운 그룹을 형성하 으나 16S rRNA와 달리 22.1%의 유 차이를 보여 종

구분이 가능하 다.

Photobacterimum속은 Vibrio속의 Vibrio fischeri, Vibrio salmonicida와 가깝게

묶여, Photobacterium속이 Vibrio속에 포함되는 상을 보 다. 이는 16S rRNA

를 이용한 계통학 분석 결과(Thompson et al., 2004)와 유사하 다. 기존에 연

구에 따르면 유사한 속인 Vibrio속과 Photobacterium속은 분류학 치 정립을

한 기 이 명확하지 않아 그 구분이 모호하여(Smith et al., 1991, Austin and



- 44 -

Austin, 1999, Thompson et al., 2004) 차후 더 많은 연구를 통해 Vibrio속에서

Photobacterium속으로 분류학 치의 명확한 기 을 마련해야 할 것이다.

Vibrio속의 aroA 유 자를 이용한 계통분류학 자료를 토 로 제주도 양식

넙치에서 분리된 비 리오를 multiplex colony PCR만으로 신속 동정할 수 있는

detection primer를 제작하 다. 본 연구에서 병원성을 보이는 양식넙치로부터

2005년 3월부터 2006년 9월까지 분리된 비 리오 342균체를 동정하 다. 동정 결

과, Vibrio scophthalmi가 155균체 45.3%를 차지하 으며 Vibrio harveyi가 82균

체로 24.0%를, Vibrio anguillarum가 3균체로 0.9%를, Vibrio pelagius가 13균체

로 3.8%를, Vibrio pomeroyi가 22균체로 6.4%를 차지하 다. 그 밖에 aroA 유

자의 cloning을 통해 얻어진 염기서열 자료를 이용하여 작성된 계통수에서 분리

된 체 균주 342균체 Vibrio fischeri는 5균체로 1.5%를, Vibrio rotiferianus

는 4균체로 1.2%를, Vibrio cyclitrophicus는 2균체로 0.6%를, Vibrio

alginolyticus는 1균체로 0.3%를, 그리고 Photobacterium damselae는 1균체로

0.3%를 나타내었다.

본 연구에서 가장 많이 분리된 Vibrio scophthalmi는 1월에서 6월 사이에 상

으로 많이 분리되었으며 고수온기인 8월에는 상 인 분리 빈도가 낮았다.

Vibrio scophthalmi는 넙치의 장내에 주로 발생한 종으로 지리 치에 상 없

이 서생활을 하는 넙치류의 장내에 기생하는 종으로 다른 어종에서는 분리되

지 않는 것으로 알려져 있다(Sugita et al., 2006). Vibrio scophthalmi는 Kang

(2004)의 연구에서 261균주 69균주가 분리되었으나 Kim et al. (2005)의 연구

에서는 분리되지 않았다. 이 종은 아직 어류질병에 한 연구가 미미하여 병원

성, 독성 등에 한 차후의 조사가 필요하다고 생각된다.

Vibrio harveyi는 넙치 뿐 만 아니라 여러 해양 동물에 질병을 일으키는 것으

로 보고되고 있는(Brenner et al., 2005) 종으로 이 연구에서 고수온기인 여름철

에 주로 분리되었다. Vibrio harveyi에 감염된 넙치는 탈장, 복부 팽만, 창자의

출 , 간 출 등의 증상을 나타낸다고 알려져 있으며(교육인 자원부, 2003) 이

연구에서는 특히 탈장 증상을 보이는 개체에서 주로 분리되었다.

Vibrio anguillarum는 연안 해수에 리 분포하여 다양한 온수성 냉수성 어

종에 형 인 출 성 패 증을 유발한다고 알려져 있으며(Austin et al., 1999;
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Kim et al., 2005) 넙치 뿐 만 아니라 뱀장어 등의 다른 어류의 질병을 유발시키

는 병원균으로 알려져 있다(Lee et al., 1991; Austin and Austin, 1999; Kang,

2003; Kim et al., 2005). 그러나 본 연구에서는 2005년 3월에 3균주만이 분리되

었다. 한 Vibrio anguillarum과 유사 종인 Vibrio ordalii 한 넙치 어병 세균

으로 알려져 있지만 분리되지 않아 좀 더 다양한 비 리오증의 연구를 통해 넙

치 비 리오증의 정확한 원인균 악이 필요할 것으로 사료된다.

이 연구에서 13균체가 분리된 Vibrio pelagius는 넙치의 먹이 생물인 알테미아

나 로티퍼에서 주로 분리되었으며 넙치에서 분리된 균주 한 간이나 신장 등의

내장기 에서도 분리되었으나 주로 아가미나 표피를 통해 분리되었다. 보고에 따

르면 turbot의 유생, 치어, 성어의 균총으로부터 분리된 종으로(Toranz et al.,

1993) turbot의 치어에 감염 시 폐사를 유발시키지는 않지만 넙치의 움직임을 둔

화시키고 먹이 섭취율을 감소시켜 상업 인 어류 양식에 피해를 가져온다고 보

고되어 있다(Villamil et al, 2003). 한 turbot 치어 유행성 질병의 원인균으로도

알려져 있다(Angulo et al., 1992).

Vibrio pomeroyi는 1998년 Nodipecten nodosus에서 최 로 분리되었으며

(Thompso et al., 2003), Kang (2003) 에 의해 넙치에서 분리된다고 보고되었다.

Vibrio pomeroyi는 재 해산어에 한 병원성 보고는 없지만 무지개송어를

상으로 독성실험 결과 안구돌출, 복수 장내 기 의 용해가 일어나는 것으로

보고되었다(Austin et al., 2005). 따라서, 차후 이 균주가 넙치의 질병을 일으키

지 병원성에 한 연구를 수행되어져야 할 것이다.

Vibrio fischeri는 일반 으로 해수에 상주하는 세균으로(Austin and Austin,

1999) 최근 들어 어병 세균으로 인식되고 있으며(Zorrilla et al., 2003), Kang

(2003) Kim et al. (2005) 등에 의해 넙치에서 분리된다고 보고되었다. Vibrio

rotiferianus는 최 로티퍼(Brachionus plicatilis)에서 분리되어 신종으로 보고된

종으로(Gomez-Gil et al., 2003), 어류에서 분리된 기록은 없다. 한, 해산어 질

병의 병원성에 한 보고는 없지만 무지개송어를 상으로 독성실험을 실시한

결과 안구돌출 장내 기 의 용해가 일어나는 것으로 보고되고 있지만 낮은

치사율을 보인다(Austin et al., 2005). 따라서 자․치어 시기 때 먹이생물인 로티

퍼에서 온 것인지 환경수로부터 감염된 것인지 다른 경로로부터 감염된 것인지
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차후 연구가 필요하다. Vibrio cyclitrophicus는 클 오소트(Creosote)에 의해 오

염된 침 물에서 처음 분리된 종으로(Hedlund and Staley, 2001) 재 어류의 병

원균으로 보고된 연구는 없어 차후 이 종에 한 병원성 연구가 필요하다.

이 외에 Vibrio fischeri가 5균체, Vibrio rotiferianus가 4균체, Vibrio

cyclitrophicus가 2균체, Vibrio alginolyticus가 1균체, Photobcterium damselae가

1균체가 나타났으며 54균체가 동정되지 않았다.

2005년 3월부터 2006년 9월 사이에 제주도 양식 넙치에서 분리된 비 리오는

342균체로 9종의 Vibrio속과 1종의 Phothobacterium속이 분리되었다. 이 연구에

서 분리된 균주 동정이 되지 않은 종은 aroA 유 자를 이용하여 추가 연구

를 통해 detection primer 제작을 수행하고 있는 이다. 한 지 까지 양식 넙

치에서 분리된 균주 aroA 유 자의 계통수를 통해 동정되지 않은 종은 추가

방법을 통한 종 동정을 통해 신종 여부의 악 종 동정이 이루어 져야 할

것이다.

본 연구에서는 비 리오에 감염된 넙치로부터 가장 많이 분리된 4종인 Vibrio

scophthalmi, Vibrio harveyi, Vibrio pelagius, Vibrio pomeroyi에 해 항생제 감

수성 시험을 하 다. 양식 넙치로부터 분리된 Vibrio scophthalmi, Vibrio

harveyi, Vibrio pelagius, Vibrio pomeroyi는 상 으로 clindamycin에 해 높

은 내성을 보이는 균주가 많았고, chloramphenicol, florfenicol, norfloxacin,

ofloxacin, oxolinic acid에 해서 많은 균주들이 감수성을 보 다. 그리고

amoxycillin과 ampicillin에 해 Vibrio pelagius 만이 높은 감수성을 나타내었으

며 나머지 Vibrio scophthalmi, Vibrio harveyi, Vibrio pomeroyi는 높은 내성을

보 다. 종에 따라 항생제에 한 내성 정도가 다르게 나타났으며 같은 종이라도

항생제 감수성 정도는 다소 차이를 보 다.

이러한 결과를 통해 제주도 양식장에서 다양한 비 리오의 출 에 따른 병원

성 항생제 감수성 테스트 등이 수행되어야 할 것이며 내성 인자를 지닌 라

스미드를 연구하여 내성 균주의 악이 수행되어야 할 것이다

따라서 어류 병원성 세균이 항생제에 한 내성 증가 억제 양식 어류의 세균성

질병에 효과 으로 처하기 해 한 약제의 선정이 필요하며 항생제 내성 균주

를 악하기 해 지속 인 연구가 필요할 것이다.
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Ⅴ. 요약

Vibrio속은 최근까지 세계 으로 약 65종이 분리되어 보고되고 있으며 계속

으로 증가하는 추세이다. Vibrio속 세균은 gram 음성 간균으로 해수, 기수 담

수 지역에 리 분포하는 상재 세균으로서 어류, 갑각류 연체동물에 이르는

다양한 수산 생물에 감염시킨다.

Vibrio속의 동정은 형태학 , 청학 방법 생화학 방법, 유 학 방법

등을 통해서 진행되고 있다. 이 연구에서는 유 학 방법 aroA 유 자를 이

용하여 Vibrio속을 동정하 다.

aroA 유 자는 5-enolphyruvylshikimate-3-phosphate synthase를 인코딩하는

유 자로 박테리아의 성장에 여하는 것으로 알려져 있다.

이 연구는 aroA 유 자를 이용하여 Vibrio속의 분자계통분류학 계성

다양성을 조사하 으며 이를 토 로 Vibrio속의 신속한 동정을 한 방법을 구축

하여 제주도의 양식 넙치에서 발생하는 세균성 질병의 원인균인 Vibrio속 동정하

다.

aroA 유 자를 이용한 Vibrio속 표 균주의 계통분석과 질병에 감염된 양식

넙치에서 분리된 비 리오의 aroA 유 자 cloning을 통해 얻어진 데이터를 이용

하여 어병 원인 비 리오의 특이 서열로 detection primer가 제작되었다.

제작된 detection primer로 Multiplex PCR을 통해 넙치에서 분리된 비 리오를

동정하 다. Detection 결과 Vibrio scophthalmi가 45.3%, Vibrio harveyi가

24.0%, Vibrio anguillarum이 0.9%, Vibrio pelagius가 3.8%, Vibrio pomeroyi가

6.4%를 나타내었다.

한 양식 넙치에서 분리되는 비 리오 동정된 비 리오 주로 분리되는

비 리오를 선택하여 18 종류의 항생제를 이용하여 감수성 시험을 수행하 다.

항생제 감수성 시험 결과, 검출된 Vibrio scophthalmi, Vibrio harveyi, Vibrio

pelagius, Vibrio pomeroyi는 상 으로 clindamycin에 해 높은 내성을 보

고, cholramphenicol, florfenicol, norfloxacin, ofloxacin, oxolinic acid에 해서
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많은 균주들이 감수성을 보 다. 그리고 amoxycillin과 ampicillin에 해 Vibrio

pelagius 만이 높은 감수성을 나타내었으며 나머지 Vibrio scophthalmi, Vibrio

harveyi, Vibrio pomeroyi는 높은 내성을 보 다. 감수성 시험 결과 종에 따라 18

개의 항생제에 해 내성정도의 차이를 보 으며, 종 사이에서도 다소의 항생제

내성 정도의 차이를 보 다.

따라서, aroA 유 자를 이용한 세균성 질병 원인균의 신속 동정과 항생제 감

수성 시험을 통하여 신속하고 한 치료 책의 마련함으로써 제주도 양식장

에 큰 피해를 주고 있는 비 리오증을 포함한 세균성 질병을 극복할 수 있을 것

으로 생각 된다.
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사해주시고 격려를 아끼지 않으셨던 허문수 교수님, 유진 교수님께 감사의 말

을 드립니다. 한 학 과정 따뜻하게 를 보아 주신 이제희 교수님, 여인

규 교수님께 감사드립니다.

실험하는 동안 많은 도움을 어류유 육종실험실의 맹진오빠, 송헌오빠, 혜

이에게 감사드리며 범석오빠, 윤철오빠, 상규오빠에게도 감사드립니다.

학 생활 동안 함께한 해양생물공학과 분자유 학실험실원, 해양자원이용공학

실험실원, 어류분자생리학 실험실원, 해양미생물학 실험실원 해양생물공학과

외국인 유학생들에게도 감사의 마음을 합니다.

그리고 이 연구를 해 균주 샘 을 제공해 주신 진창남 과장님, 고 균 선배

님, 태경이에게 감사의 마음 합니다.

언제나 에서 큰 힘이 되 나의 친구들에게 감사드립니다.

이제까지 에게 도움을 주었던 많은 분들에게 감사의 마음을 합니다.

마지막으로 를 키워주시고 언제나 믿어주시고 큰 힘이 되어 주시는 사랑하

는 아빠, 엄마에게 감사의 마음을 합니다. 그리고 사랑하는 동생에게도 감사의

마음을 합니다.


	목차
	Ⅰ. 서론
	Ⅱ. 재료 및 방법
	1. 시험균주
	2. 시험균주의 배양
	3. Total DNA 추출
	4. PCR 증폭
	5. PCR 산물의 cloning
	6. 염기서열 결정 및 자료 분석
	7. detection primer 제작
	8. 제주도 양식장 넙치에서 분리된 비브리오의 동정
	9. 항생제 감수성 시험

	Ⅲ. 결과
	1. 표준 균주의 aroA 유전자 cloning
	2. Vibrio속 표준균주 계통분석
	3. detection primer 제작
	4. 제주도 양식장 분리 비브리오의 detection
	5. 분리균주별 항생제 감수성 시험 결과

	Ⅳ. 고찰
	Ⅴ. 요약
	Ⅵ. 참고문헌
	감사의 글



