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Abstract 

     This study was performed for molecular identification and 

characterization of bacteria including Vibrio  sp. isolated from 780 

flounders being raised in 4 aquaculture farms in Jeju from June 2001 

through May 2002, as well as for investigating occurrence frequency 

of streptococcosis, edwardsiellosis, and vibriosis which are known as 

fish diseases.

   Physical analyses for inflowing water into 4 aquaculture farms 

revealed that average temperature ranged from 15.1
o
C to 20.5

o
C for 

groundwater, and 13.8
o
C to 27.1

o
C for seawater. Salinity test 

demonstrated lower concentration in groundwater than in seawater 

except for 1 aquaculture farm.

   Tests for the number of bacteria and Vibrio  sp. in groundwater  

showed that a total number of bacteria and Vibrio  sp. were 2,580 

CFU/100mL and 295 CFU/100mL, respectively. While in the test for 

seawater, a total number of bacteria and Vibrio  sp. were 24,950 

CFU/100mL and 5,093 CFU/100mL, respectively.

   Examination for bacterial diseases occurred in flounder being 

raised in aquaculture farms in Jeju demonstrated that the ratio of 

disease occurrence was highest in July, while lowest in May. The 

ratio of bacterial isolation for the number of sampling fish was 98.1% 

in October which was highest while 52.5% in June.

   Bacteria such as Vibrio  sp., Edwardsiella  sp., Streptococcus sp. 

were detected in 579 ones of 780 fish samples tested. Particularly in 

180 ones (23% of total samples) only Vibrio  sp. was found. The fish 

samples that only Edwardsiella sp. was isolated from was 152 

(19.5%), and the ones that only Streptococcus sp. was found in 148. 
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In 51 samples mixed bacteria consisting of Vibrio  sp. and 

Edwardsiella  sp. were isolated, the number of samples in which both 

Edwardsiella  sp. and Streptococcus sp. were found was 20 (2.5%). 

Only in two fish samples, three kinds of bacterial genera were 

detected.

   Vibriosis was mainly found in fingerling during the period, 

October through next March when  fish hatcheries was transferred to 

aquaculture farms, edwardsiellosis in young fish next June and July 

most of which were in middle growth phase, and streptococcosis in 

next September and October.

   Fish length-based analysis of the isolated bacteria showed that 

approx 85% vibriosis was found below 20cm, edwardsiellosis was 

dominant symptom in fish between 20 ∼ 30 cm in size, and in adult 

fish above 30cm in size the most dominant disease was 

streptococcosis. These findings suggested that major disease occurred 

in fingerling was vibriosis, and disease patterns might be affected 

and different according to growth phases of fish and seasonal 

change.

   Antibiotic test using 15 antibiotic agents for bacteria including 196 

strains of Streptococcus sp., 225 strains of Edwardsiella  sp., and 261 

strains of Vibrio  sp. revealed that approx 80% of Streptococcus sp. 

were sensitive to antibiotics, ampicillin, amoxicillin, chloramphenicol, 

and penicillin while the number of strains of Streptococcus sp. having 

susceptibility to nalidixic acid, oxolinic acid, and streptomycin was a 

very few. For Edwardsiella sp. approx 80% were sensitive to 

antibiotics, ampicillin, amoxicillin, chloramphenicol, ciprofloxacin, and 

norfloxacin, approx 2% showed susceptibility to kanamycin, 

nobobiocin, penicillin, and streptomycin. Approx 70% of Vibrio  sp. 

were susceptible to chloramphenicol, ciprofloxacin, gentamycin, 
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nalidixic acid, oxolinic acid, a few strains of Vibrio  sp. was relatively 

susceptible to ampicillin, penicillin, and streptomycin.

 Total genomic DNA was purified from two hundred and sixty one 

bacterial strains that were assumed Vibrio  spp. by physiological 

characterization. Sequence analysis for 16S rRNA clones constructed 

through PCR and cloning process revealed 225 strains of 261 clones 

examined were placed into twelve species of Vibrio  such as V. 

trachuri  (V. carchiariae, 85 strains), V. scophthalmi  (69 strains), V. 

parahaemolyticus  (23 strains), V. pomeroyi (15 strains), V. campbellii  

(16 strains), V. fischeri  (3 strains), V. lentus (3 strains), V. furnissii 

(3 strains), V. corallilyticus  (3 strains), V. fortis (2strains), V. 

probioticus (2 strains), and V. tubiashii (1 strain) with over 95% 

sequence similarity. Other bacteria identified were Photobacterium 

damselae sub. damselae, Listonella anguillarum  (the former Vibrio 

anguillarum), Photobacterium damselae sub. pscicida etc. The 

dominant species were V. trachuri  (32%), V. scophthalmi  (26%), and 

V. parahaemolyticus  (8%). It is noticeable that Vibrio trachuri  was 

evenly found both in young and adult flounders diseased while other 

species of Vibrio  were mainly in young fishes, suggesting it might be 

a potential putative pathogenic bacterium causing vibriosis in 

flounder.

Key words : Aquaculture, Edwardsiella  sp., Edwardsiellosis, Fish 

diseases, Flounder, Streptococcus  sp., Streptococcosis, 

Vibrio  sp., Vibriosis. 
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1. 서  론

1.1. 연구배경

1980년대 중반부터 시작된 제주지역의 넙치양식은 2002년 현재 247개의 

양식장에 수면적이 88 ha로 년간 생산량이 11,983톤에 달하며, 년간 수입이 

약 1,200억원으로 제주도의 1차 산업중 중요한 부분을 차지하고 있다(제주도, 

2003).

 이렇게 양식되고 있는 넙치를 비롯한 어류들도 다른 육상동물과 마찬가

지로 각종 질병이 발생하여 경제적인 피해를 주고 있는데, 양식어류에 유행하

는 질병 중 병원성 세균에 의한 피해가 가장 크다고 알려져 있다(전, 1988). 

국내산 양식넙치에 주로 발생하는 세균성 질병은 streptococcosis, 

edwardsiellosis,  vibriosis등이 보고되고 있다(방 등, 1992; 이 등, 1991; 

이 와 하, 1991; 허 등, 2001).

어류의 streptococcosis, edwardsiellosis 그리고 vibriosis에 대한 연구 

중 먼저 streptococcosis에 대한 연구로는 일본에서 무지개송어

(Oncorhynchus mykiss)의 연쇄구균성 패혈증에 대한 보고를 시작으로 

(Hoshina et al. 1958), Robinson 과 Meyer(1966)는 golden 

shiner(Notemigonus crysoleucas)에 Streptococcus sp.의 감염을 보고하

다. 

그 외에도 Streptococcus에 의한 방어(Seriola quinqueradiata)의 감염보

고(Kusda et al., 1976-a; Kitao, 1982), 은어(Plecoglossus altivelis)와 

amago(Oncorhynchus rhodurus)로 부터의 β-용혈성 Streptococcus 분리

(Ohnishi, et al., 1981),  뱀장어(Anguilla japonica)의 Streptococcus sp. 

감염보고 등이 있다(Kusda et al., 1978).

그러나 1990년대 이전에는 어류로부터 분리되는 Streptococcus는 일부균

주를 제외하고는 대부분의 균주가 정확한 동정이 이루어지지 않았었는데, 

Kusuda et al.(1992)은 방어에서 분리한 세균을 Enterococcus seriolocida

로 동정하 으며, Zlotkin et al.(1998)은 방어의 streptococcosis 원인균을 
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PCR기법에 의해 Lactococcus garvieae라고 동정하 고, Doménech et 

al.(1996)은 유럽에서 주로 양식되는 터봇(Scophthalmus maximus)의 

streptococcosis의 원인균을 Streptococcus parauberis로 동정하 다.

또한 Nakatsugawa(1983-a)는 일본의 양식넙치 streptococcosis의 원인

균으로  Streptococcus iniae를 분리 동정하 으며, 국내의 경우는 L. 

garvieae 및 Streptococcus sp.등이 넙치로부터 분리되어(이 등, 2001; 이 

와 하, 1991; 허 등, 2001), 넙치의 streptococcosis의 원인종은 약 2-3종일 

것으로 추정되고 있다.

어류의 edwarsiellosis의 원인 병원균은 Edwardsiella ictaluri 와 

Edwardsiella tarda로 보고되고 있는데, 찬넬메기(Ictalus punctatus)에서는 

E. ictaluri 와 E. tarda  2종이 보고되고 있으며(Meyer and Bullock, 1973), 

brown bullhead(Ictalurus punctatus), danio(Danio devario), walking 

catfish(Clarias batrachus), white catfish(Ictalurus catus)의 

edwarsiellosis 원인균은 E. ictaluri로 알려져 있다(Kasornchandra et al., 

1987; Plumb and Sanchez, 1983; Waltman et al., 1985).

반면에 넙치(Paralichthys olivaceus)를 포함한 chinook salmon(Oncorhynchus 

tshawytscha), common carp(Cyprinus carpio), crimson seabream(Evynnis 

japonicus), 뱀장어(Anguilla japonica), largemouth bass(Micropterus 

salmonides), mullet(Mugil cephalus), red seabream(Chrysophrys 

major), striped bass(Morone saxatilis), 틸라피아(Tilapia nilotica), 방어

(Seriola quinqueradiata)의 edwardsiellosis 원인균은 E. tarda로 보고되고

있다(Amandi et al., 1982; Egusa, 1976; Herman and Bullock, 1986; 

Kusuda et al., 1976-b; Kusuda et al., 1977; Miyashito, 1984; 

Nakatsugawa, 1983-b; Sae-Oui et al., 1984; White et al., 1973; 

Yasunaga et al., 1982) 

국내산 양식넙치의 edwarsiellosis 원인균은 방 등(1992)의 보고에 의해 

E. tarda로 알려져 있다. 

한편 어류 vibriosis는 많은 종류의 Vibrio속 세균의 감염에 의하며 해수

어 및 담수어등 다양한 어류들에 발생하며, 특히 고 도 양식, 고염분과 유기
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물 오염이 높은 경우에 그 발생빈도가 높은 것으로 알려져있고, 기생충감염이

나 선별등의 물리적 스트레스가 가해졌을 때에도 본 병의 발생이 높다고 알

려져있다(Noga 1996). 

또한 치어의 경우가 성어보다 그 피해가 큰 것으로 알려져 있고, 그 중 가

장 공통적인 vibriosis의 원인균은 Vibrio anguillarum으로 보고되어있는데

(Hjeltnes and Roberts, 1993), 이 균은 MacDonnell and Colwell(1985)에 

의해 새로운 속인 Listonella에 포함시킬 것이 제안되어 현재 Listonella 

anguillarum으로 명명되고 있다.

저수온기 vibriosis 원인균으로 알려져 있는 Vibrio salmonicida의 경우는 

유럽과 캐나다, 미국 등지에서 대서양 연어에 감염을 일으킴으로써 심각한 피

해가 발생했다는 보고가 있다(Hjeltnes and Robert, 1993; O'Hallorn et 

al., 1992).

 일본과 미국에서는 Vibrio ordalli가 어류의 세균성 출혈성 패혈증원인균

으로 보고되었고(Schiew et al, 1981), Vibrio damsela 또한 blacksmith 

damselfish, 방어, 터봇, gilthead seabream, brown shark등 많은 종류의 

어류에서 피부궤양등을 일으키는 것으로 보고되었는데(Fouz et al., 1992), 

이종은 현재 Photobacterium으로 속명이 바뀌었다(Austin and Austin, 

1993). 

Vibrio carchariea는 상어에 전신질환을 일으키는 것으로 보고되었으며,  

이 병원체는 피부궤양 및 장과 뇌에 염증을 일으킨다는 보고도 있다(Colwell 

and Grimes, 1984).

그 외에 일본과 유럽에서 뱀장어의 세균성 패혈증 원인균으로 Vibrio 

vulnificus가  보고되었고(Austin and Austin, 1993), 일본산 은어의 

vibriosis의 원인균으로 Vibrio cholerae non O1의 분리(Muroga et al., 

1979), 터봇의 Vibrio fischeri  감염(Lamas et al., 1990), 미국 Florida에서 

common snook의 Vibrio harveyi 감염(Kraxberger-Beatty et al., 1990), 

Atlantic salmon, 터봇, European sea bass의 Vibrio splendidus  감염

(Austin and Austin, 1993)등 어류의 vibriosis는 그 원인균종 및 감염어종

이 매우 다양하게 알려져 있다.
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이렇듯 다양한 Vibrio  속 세균은 많은 양식어류에 감염을 일으켜 경제적

인 손실을 주는 것으로 보고되어 있다(Austin and Austin, 1993; Hjeltnes 

and Robert, 1993).

넙치의 vibriosis에 대한 연구로서 이 등(1991)은 한국 남해안에서 궤양증 

및 복수증 양식넙치로부터 Vibrio tubiashii, V. damsela, V. anguillarum, 

Vibrio campbellii등 9종 206균주를 분리동정하 으며, 154균주를 미동정 균

주를 보고하 고, Ishimaru et al.(1996)은 넙치자어의 병원체로서 Vibrio 

ichthyoenteri를 분리 보고하 는데, 아직 국내외적으로 양식넙치의 

vibriosis 원인균 규명에 대한 연구는 미미한 실정이다.
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1.2. 연구목적

국내에서 양식어류의 세균성 질병에 대한 연구는 전 등(1988)의 연구를 

시작으로 이루어지기 시작하 는데, 어류의 세균성 질병발생에 대한 연구를 

위해서는 질병 발생 상황조사 및 원인균에 대한 정확한 동정과 그에 따른 신

속 진단법 개발 등이 필요하다고 볼 수 있으며, 양식어류의 사육환경에 대한 

관리가 필요하다고 판단된다.

본 연구는 제주도의 주요 양식어종인 넙치 양식장의 수질에 대한 세균학

적 특성조사를 통해 제주도내 양식장의 위생학적 수준을 파악하고자 하 으

며, 양식 넙치의 주요세균성 질병으로 알려져 있는 streptoccosis, 

edwardsiellosis 그리고 vibriosis의 발생동향조사를 통한 월별 세균성 질병

발생상황 분석 및 질병원인으로 추정되는 분리 균주들에 대한 항생제 감수성 

실태 등을 파악하여 양식넙치의 질병발생에 대한 기초자료를 제공하고자 하

다.

또한 가장 광범위한 세균성 질병 원인균으로 알려진 Vibrio속 균은 속내

의 종 다양성 및 근연종의 존재(Holt et al., 1994; Thompson et al., 2002) 와

계속적인 신종의 보고 등으로 인하여(Ben-Haim et al., 2003; 

Cerdà-Cuéllar et al., 1997; Gomez-Gill et al., 2003; Macian et al., 

2001-a, b; Thompson et al., 2003-a, b, c) 동정에 어려움이 많은 실정이

다.

따라서 본 연구에서는 질병에 감염된 것으로 판단되는 제주산 양식넙치 

시료로부터 분리되는 다양한 Vibrio속 세균을 16S rRNA 유전자 염기서열분

석법을 이용하여 동정함으로써 양식넙치의 vibriosis 원인균 규명에 대한 기

초자료를 제공하고자 하 다. 
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2. 제주도 넙치양식장 유입수의 세균학적 특성

2.1. 서 론 

일반적으로 양식어의 질병에는 생물학적 요인, 유전적 요인, 환경적 요인, 

양학적인 요인 등을 들 수 있는데, 그 중 생물학적인 요인이 가장 많다고 

볼 수 있으며 생물학적인 요인 중에서는 다시 세균을 포함하는 미생물감염에 

의한 질병이 많다.

또한 어류의 질병은 육상동물과 달리 물을 매개로 하는 질병감염기회가 

더욱 높다고 할 수 있다.

어류병원균을 포함하는 세균들은 일반적으로 수중의 유기물분포나 수온, 

염분, 용존산소 등의 환경변화에 따라 군집의 변화를 가져오며, 어류의 장내

세균총은 알, 먹이생물, 수중환경으로부터 유래된다고 알려져 있고(Ringo, 

1999), Vibrio속 세균의 경우에는 해수에 상존 하는 세균으로서 해수 및 해

양동물의 세균군집에서 중요한 위치를 차지하고 있으며(Ortigosa, 1994), 그 

중 일부는 사람의 질병원인균으로 작용하기도한다(Colwell, 1984; Hond, 

1991).

Vibrio  속 세균의 경우는 어류에 있어서도 1차 및 2차적 질병 원인균으로 

작용할 뿐만 아니라 정상적인 미생물 총의 한 부류로 분리되며(Austin and 

Austin, 1993), 또한, 사육환경이 악화됐을 때 어체에 침입하여 생체방어능력

을 저하시켜 질병을 일으킨다고 알려져 있다(Hjeltnes and Robert, 1993).

 고수온기인 여름철에는 해수로부터 병원성 Vibrio  균 검출비율이 높다고 

알려져 있어서(Shin et al., 1976) 양식장 사육수내의 세균 상 및 Vibrio속 

세균의 분포는 양식중인 어류의 세균성 질병발생과도 연관성이 높을 것 판단

된다.

최 등(2000)은 군산 내만의 해양수의 세균분포연구에서 Vibrio  spp.가 전

체 분리 균주의 35.7%로 가장 우점한다고 보고하 고, 그 중 해산 양식어의 

vibriosis와 관련된 종이 38 균주가 분리되어 해양수내의 세균분포가 어류의 
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세균성 질병발생과 관련설을 보고하 으며, 윤 등(1996)은 국내 연안해수로부

터 다양한 Vibrio속 세균의 분리를 보고하 다.

 또한, 신 과 정(1996)은 여수연안 및 동중국해의 세균상 분포연구에서 

Vibrio 속 세균의 경우 Vibrio alginolyticus와 Vibrio parahaemolyticus가 

우점하게 분리되었다고 보고하 고, 김 과 오(1982)는 제주항의 Vibrio 

parahaemolyticus분포를 조사하 는데, 해수 중의 Vibrio  분포를 포함해서 

세균분포를 파악하는 것이 양식어류의 질병관리차원에서 매우 중요할 것으로 

생각된다. 

따라서 본 연구는 제주도내 육상 양식장의 유입수에 대한 총 세균수 및 

Vibrio  속 세균의 월별 변화 양상을 파악함으로써 제주도내 양식장의 수질 

환경 및 위생관리에 대한 기초자료를 제공하고자 실시하 다. 
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2.2. 재료 및 방법

2.2.1. 시료채취

양식장 사육수의 세균학적 수질특성분석을 위해 2001년 6월부터 2002년 

5월까지 제주의 동부지역 2개소(표선, 성산)와 서부지역 2개소(애월, 한림)의 

육상 넙치 양식장을 대상으로 사육수조로 유입되는 해수 및 지하수에 대해 

월 1회씩 시료를 채취하 다(Fig. 2-1.). 

무균 채수병에 채취된 시료는 냉장상태로 실험실로 운반하여 유입수의 총 

세균수 및 Vibrio 속 균수를 측정하 다.

2.2.2. 세균학적 특성 분석

 총 세균수 및 Vibrio 속 세균수의 측정에는 Jannasch and Jones(1959)

의 membrane filter법을 응용하여 생균수를 측정하 다. 즉 멸균된 pore 

size 0.45 ㎛ membrane filter(GN-6 Metrice Ⓡ Grid 47mm, Pall 

Corporation, USA)를 이용하여 적당량의 시료를 여과한 후 membrain 

filter를 Marine agar 2216(Difco, USA) 및 TCBS agar(Difco, USA) 평

판에 얹은 후 30±1℃에서 배양하 다. 

Marine agar 2216 평판배지에서 48±2시간 배양 후 형성된 집락을 총 세

균수로 측정하 고, TCBS agar 평판배지에서 24±2시간 배양 후 형성된 황

색 및 녹색 집락을 Vibrio속 균으로 판단하여 측정하 다. 균수는 집락 계수

가 가능한 3개의 평판을 취하여 평균으로 처리하 다.

현장의 수온 및 염분은 salinometer(YSI 30, USA)를 이용하여 측정하

다.
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Fig. 2-1. The site map for collecting water sample of aquaculture farm  

in Jeju, Korea.
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2.3. 결과 및 고찰

2.3.1. 월별 수온 변화

조사대상 양식장 별 유입수의 월별수온 변화를 Fig. 2-2에 나타내었다. 

지하수의 수온 분포는 A(표선 지역) 양식장의 경우 17.5℃(1월) ∼18.6℃(7

월), B(성산 지역) 양식장의 경우는 15.7℃(2월)∼20.5℃(7월), C(한림 지역)

양식장의 경우는 15.4℃(12월)∼18.2(7월), 그리고 D(애월 지역)양식장의 경

우는 16.5℃(1월)∼18.8℃(7월) 다. 

시료채취 양식장 별 지하수의 월별 수온 편차는 A 양식장의 경우가 1.1℃

로 수온 편차가 가장 적었고 년 중 약 18℃ 전후의 수온분포를 보 다. B 양

식장의 경우는 4.8℃의 수온 편차를 보 고, C 와 D 양식장은 각각 2.8℃, 

2.3℃의 편차를 보 다.

조사대상 양식장의 지하수의 수온편차는 전체적으로 약 1.1∼4.8℃로 년 

중 큰 편차가 없는 것으로 판단되었으나 년 중 가장 높은 수온분포를 보인달

은 7월이었다. 

해수의 수온 분포는 A 양식장의 경우 14.2℃(1월)∼25.9℃(8월), B 양식

장의 경우 13.8℃(1월)∼27.1℃(8월), C 와 D 양식장은 각각 14.5℃(2월과 3

월)∼26.8℃(8월) 와 14.4℃(3월)∼25.5℃(8월)이었다. 

조사대상 양식장 전체적으로 8월에 가장 높은 수온 분포를 보이는 것으로 

조사되었으며, 1월∼3월 사이가 1년 중 가장 낮은 수온분포를 보 다.

지하수 및 해수의 수온 분포를 비교하여 볼 때 일반적으로 11월과 5월은 지하수 

및 해수의 수온분포가 비슷한 경향을 보 으며, 1월∼4월까지는 지하수가 높은 수

온분포를 보 고, 6월∼10월은 해수가 지하수에 비해 높은 수온분포를 나타내었다.

현재 제주도의 육상 양식장은 대부분 지하해수 개발이 가능한 지역위주로 

시설되어 있는데, 수중의 세균수 분포가 수온과 직접적인 향이 높다고 판단 

할 때 지하 해수층의 존재는 사육수의 수온조절을 통한 양식어의 건강관리 

측면만이 아니라 기회감염에 의한 세균성 질병예방 차원에서 중요한 요인으

로 판단된다.
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Fig. 2-2. Monthly variation of water temperature of aquaculture 

farms in Jeju, Korea. Symbols; Groundwater(●) and seawater(○) of 

Farm A, Groundwater(■) and seawater(□) of Farm B, Groundwater

(▲) and seawater(△) of Farm C, Groundwater(◆) and seawater(◇) 

of farm D. 
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2.3.2. 월별 염분농도의 변화

조사대상 양식장별 유입수의 염분농도의 변화는 Fig. 2-3에 나타내었는데

A양식장의 지하수의 염분농도는 30‰(11월)∼32.2‰(7월)로 조사되어 일반해

역과 비슷한 수준을 보 으며, B양식장의 지하수는 18.9‰(8월)∼26.5‰(2월)

의 범위로 조사되어 일반해역보다 낮은 염분농도를 보 고, C 와 D 양식장의 

지하수의 염분농도는 각각 3.7‰(7월)∼5.1‰(6월)와 25.1‰(1월)∼30.8‰(6

월)의 범위를 보 다.

B 양식장의 지하수의 경우는 월별 염분농도 변화 폭이 조사대상 양식장 

중에서 가장 큰 것으로 조사되었는데, Fig 2-2에 나타낸 수온분포 조사에서

도 변화폭이 다른 양식장의 지하수에 비해 큰 것으로 확인되었는데, 이는 B 

양식장 지하수의 수질이 안정되지 않은 것에 기인하는 것으로 사료되며 본 

연구에서는 조사되지 않았지만 다른 물리 화학적 성분들의 월별 변화폭도 클 

것으로 판단된다.

C 양식장은 조사대상 양식장 중 지하수의 염분 농도가 가장 낮은 것으로 

확인되었으나 월 별 변화 폭은 크지 않은 것으로 조사되어 해수와의 적절하

게 혼합해서 이용 할 때 수온 관리차원에서 효과적일 것으로 사료된다.

넙치는 일반적으로 광염성 어종으로 알려져 있어 사육수의 염분농도 변화

에 민감하게 반응하지는 않을 것으로 사료되나 사육수의 잦은 환경변화는 어

떠한 형태로든 어류의 1차 적인 스트레스요인으로도 작용할 가능성이 있다고 

여겨진다. 또한, 대부분의 어류 질병원인 세균들이 기회 감염 균주로서 1차적

인 스트레스에 의한 면역력약화 개체 위주로 발병율이 높다고 볼 때 사육수

의 안정적인 관리가 중요하다고 판단된다.

해수의 염분농도 분포는 A, B, C, D 양식장이 각각 30.5‰(8월)∼33.2‰

(9월), 30.4‰(8월)∼32.5‰(6월), 29.9‰(8월)∼33.1‰(9월), 30.1‰(8월)∼33

‰(9월)로 조사되었으며, 모든 양식장이 수온이 가장 높았던 8월에 가장 낮은 

염분농도를 보 으나 년 중 변화 폭은 크지 않은 것으로 판단되었다.

2.3.3. 총세균수 및 Vibrio 속 세균수의 월별변화

조사대상 양식장의 지하수에 대한 총 세균수 및  Vibrio  속 세균수 측정
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Fig. 2-3. Monthly variation of water salinity of aquaculture  farm 

in Jeju, Korea. Symbols; Groundwater(●) and seawater(○) of Farm 

A, Groundwater(■) and seawater(□) of Farm B, Groundwater(▲) and 

seawater(△) of Farm C, Groundwater(◆) and seawater(◇) of farm 

D.
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결과를 Table 2-1에 나타내었다.

월별 지하수의 총 세균수에 대한 측정 결과는 A 양식장의 경우 87∼603 

CFU/100 mL이었고, B 양식장은 2,233∼10,033 CFU/100mL의 범위로 조

사되었고, C 와 D 양식장은 각각 1,700∼8,667 CFU/100mL 와 220∼1,310 

CFU/mL었다.

지하수의 Vibrio  속 세균수는 A, B, C, D 양식장에서 각각 3∼40, 290∼

3,900, 13∼157, 2∼44 CFU/100mL의 범위를 나타내었다.

조사대상 양식장 지하수의 총세균수에 대한 조사결과 A양식장은 12월에 

가장 높은 세균수를 나타냈으며, B 양식장은 1월, C 와 D 양식장은 5월에 

가장 높은 세균수를 나타내는 것으로 조사되었으며, 가장 적은 세균수를 보인

달은 A, B, C, D 양식장이 각각 2월, 3월, 12월, 1월이었다.

각 양식장의 세균수에 대한 년 평균 비교를 보면 B 양식장이 가장 높은 5,345 

CFU/100mL 으며, 가장 적은 세균수를 보인 곳은 A 양식장으로 321 

CFU/mL이었다.

지하수의 Vibrio속 세균수에 대한 조사에서는 A, B, C, D 양식장에서 각

각 1월, 7월, 1월, 5월에 가장 높은 세균수를 보 으며, 가장 적은 Vibrio속 

균수를 보인달은 A 양식장은 2월과 3월, B 양식장은 3월, C 양식장은 7월, 

D 양식장은 11월이었다. 

Table 2-2에 나타낸 해수에 대한 세균수 측정 결과에서 총 세균수는 A, 

B, C, D 양식장 해수에서 각각 10,367∼61,400, 5,467∼52,370 9,167∼

76,470, 9,300∼40,000 CFU/100mL이었다.

조사대상 양식장의 해수에 대한 Vibrio  속 세균수의 측정결과에서는 A 양

식장은 1,447∼14,630 CFU/100mL, B양식장의 경우는 1,133∼7,967 

CFU/100mL이었고, C 와 D 양식장은 각각 3,233∼7,933 CFU/100mL 와 

2,000∼12,050 CFU/100mL로 측정되었다.

해수의 총 세균수 측정에서 A 양식장에서는 8월에, B, C, D  양식장에서

는 9월, 8월, 6월에 각각 가장 높은 세균수를 나타내는 것으로 조사되었으며, 

가장 낮은 세균수를 보인 달은 A 양식장은 12월에 나머지 3군데 양식장에서

는 3월이었다.
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해수에 대한 월별 Vibrio 속 세균수 조사에서는 A, B, C, D 양식장에서 

각각 8월, 9월, 10월, 9월에 가장 높은 것으로 조사되었고, 1월, 11월, 2월, 3

월에 각각 가장 낮은 세균수를 나타내었다.

정 과 신(1996)은 한국 여수연안의 일반세균수가 여름철에 1.0×10
2
∼

3.0×10
4
/mL로 보고하 으며, 동중국해의 경우는 0.4×10∼2.0×10

3
/mL로 보

고하여 연안에서 멀어질수록 세균수가 감소한다고 보고하 고, 강 과 오

(1999)의 제주지역 항포구의 세균수 조사에서는 0.9×10
2
∼135.33×10

2
/mL

로 보고하 으며 주로 여름철에 높게 나타난다고 하 다.

본 연구에서 계절적인 세균 분포양상은 정 과 신(1996) 및 강 과 오

(1999)의 결과와 비슷하 으나 분포 세균수 조사에서는 본 연구에서 조사대

상 양식장 전체에 대한 지하수 및 해수의 총 세균수의 평균은 1,342∼3,997 

CFU/100mL 와 9,941∼56,417 CFU/100mL로 정 과 신(1996) 및 강 과 오

(1999)의 조사 보다 낮게 나타났는데, 이는 양식장 유입수가 저층 해수 및 지

하수인 점에 기인하는 것으로 사료된다.

또한, Shin et al.(1976)은 연안수의 V. parahaemolyticus에 대한 계절적 

변동을 조사한 결과 여름철에는 10 ∼10
4 
CFU/100mL 까지 검출되었다고 

하 으나, 겨울철에는 검출되지 않아 계절적으로 큰 차이를 보인다고 하 고, 

김 과 오(1982)는 제주항에 대한 V. parahaemolyticus 분포조사에서 8,9월

이 높은 분포를 보인다고 하 는데, 본 조사에서도 해수의 경우에 주로 8, 9

월인 여름철에 Vibrio  속 균수가 높고 겨울철에 낮게 나타나는 것으로 조사

되어 비슷한 결과로 사료된다.

그리고 Croci et al.(2001)은 해수로부터 분리된 세균의 46.9%가 Vibrio

속으로 동정하 는데 본 연구에서는 지하수의 경우는 총 세균수에 대한 

Vibrio 속 세균수가 차지하는 비율은 약 11% 정도로 나타났고, 해수의 경우

는 평균 약 20% 정도로 조사되어 지하수보다는 해수의 경우가 총 세균수에 

대한 Vibrio 속 세균수 비율이 높게 나타났다.

또한, 지하수와 해수의 세균수 분포를 비교해 보면 총 세균수의 경우 약 

9.5배, Vibrio  속 세균수는 약 17 배정도가 지하수 보다  해수에서 높게 검

출되었다.
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본 연구의 결과(3. 제주산 양식넙치로부터 어류병원성 세균의 분리 및 규

명)에 의하면 7월과 8월 등 주로 여름철에 세균성 질병 및 기타 질병 발생이 

높은 것으로 나타나고 있는데(Table 3-3), 양식장 유입 해수의 총 세균수 및 

Vibrio  속 세균수 역시 수온이 높은 8월 과 9월에 높게 조사되고 있어 여름

철 세균성 질병발생이 수온상승 및 사육수내의 세균수 분포와도 상관성이 높

은 것으로 판단된다.

그러나 지하수의 경우는 년 중 수온편차가 크지 않은 것으로 조사되었고, 

세균수 분포에서도 계절적 상관성이 크지 않은 것으로 판단되며, 또한 세균분

포수가 해수에 비해 낮은 것으로 조사되어 지하수의 적절한 활용은 여름철 

수온관리 및 세균성 질병 관리 차원에서 매우 유용 할 것으로 사료된다.   
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2.4. 요 약

제주도내 양식장의 수질 환경 및 위생관리에 대한 기초자료를 제공하고자 

육상양식장 4군데를 대상으로 양식장 유입수로 사용되는 해수 및 지하수의 

총 세균수, Vibrio  속 세균의 월별 분포 양상 및 수중의 세균 분포에 접한 

향을 미칠것으로 판단되는 물리적 환경요인인 수온과 염분농도의 월별 변

화를 파악하 다. 

조사기간 중 수온 분포는 지하수의 경우 15.1℃∼20.5℃로 편차는 크지 

않았으나 7월 수온이 가장 높게 조사되었고, 해수인 경우 13.8℃∼27.1℃로 

조사되었는데 모든 양식장에서 8월이 가장 높은 수온분포를 나타냈다. 각 양

식장의 월간 수온편차는 해수의 경우에는  전체적으로 10℃이상의 월간 수온 

편차를 보 으나, 지하수의 경우는 약 1.1∼4.8℃정도로 조사되어 지하수의 

경우는 계절적 수온변동이 크지 않았다.

염분농도의 경우 대부분 양식장에서 지하수가 해수에 비해 염분농도가 낮

게 조사되었으며, 해수보다는 지하수가 월간 편차가 큰 것으로 나타났으며, 

해수의 경우에는 주로 8월이 다른 달에 비해 낮은 염분농도를 보 다.

총 세균수 및 Vibrio  속 세균수에 대한 조사에서 지하수의 월평균 총 세

균수는 1,342(3월)∼ 3,997(8월) CFU/100mL, 년 평균 총 세균수는 2,580 

CFU/100mL이었다. 또한 지하수의 월 평균 Vibrio  속 세균수는 84(3월)∼

990(7월) CFU/100mL이었으며, 년 평균 Vibrio  속 세균수는 295 

CFU/100mL이었다.

해수의 월 평균 세균수에 대한 조사에서는 총 세균수는 9,941(3월)∼

56,417(8월) CFU/100mL, Vibrio  속 세균수는 2,353(2월)∼10,493(8월) 

CFU/100mL로 측정되었고, 평균 세균수는 총 세균수가 24,950 

CFU/100mL, Vibrio  속 세균수가 5,093 CFU/100mL로 나타났다.

 지하수와 해수의 세균수 분포를 비교해 보면 총 세균수의 경우 약 9.5배, 

Vibrio  속 세균수는 약 17 배정도가 지하수 보다  해수에서 높게 검출되었으

며, 또한 총 세균수 및 Vibrio  속 세균수의 월별 편차가 지하수 보다 해수에

서 높게 나타났다.
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또한 총 세균수에 대한 Vibrio  속 세균수의 분포비율은 해수는 약 20%, 

지하수에서는 약 11% 정도로 조사되어 해수가 지하수 보다  Vibrio  속 세균

이 차지하는 비율이 높게 나타났다.

본 연구에서 지하수에 비해 상대적으로 해수에 분포하는 세균수가 높게 

조사되었고 세균수의 계절적 편차가 큰 것으로 나타났으며, 또한 총세균수 및 

Vibrio  속 세균수에서 모두 수온이 높은 여름철에 세균수가 높게 검출되었다

는 것은 여름철에 세균성 질병을 포함한 어류 질병 발생율이 높은 것과도 연

관성이 높은 것으로 사료된다.

따라서 여름철 사육수의 위생관리가 양식어류의 질병과 관련하여 중요한 

요인으로 판단될 뿐만 아니라, 수온 및 수중의 세균분포를 고려해 볼 때 지하

수의 적절한 활용은 고수온기 양식어의 건강관리에 매우 긍정적인 측면으로 

사료된다.
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3. 제주산 양식넙치로부터 어류병원성 세균의 분리 및 규명

3.1. 서 론

어류의 질병 중에는 세균성 질병이 가장 많은 것으로 알려져 있으며, 국내 

양식넙치의 세균성 질병에 대한 연구는 방 등(1992)의 Edwardsiella tarda에 

대한 연구, 허 등(2000)의 양식넙치로부터 분리된 β-용혈성 Streptococcus 

sp.에 대한 연구와 이 등(1991)의 Vibrio sp.에 대한 연구 등이 보고되고 있

다.

최근에는 질병원인세균이 두 종류 이상의 복합감염으로 나타나서 치료 및 

예방대책을 세우는데 어려움이 많은 실정이다. 이러한 어류 세균성 질병에 대

한 피해를 최소화하기 위해서는 그 원인균의 분포현황을 파악하고  이에 대

한 사전예방 및 적절한 치료대책을 강구하는 것이 필요하다고 할 수 있다.

현재까지 어류의 세균성질병에 대한 치료는 화학요법에 의존하고 있는데, 

일본의 경우 오래 전부터 주요 어류질병세균에 대한 약제내성경향을 파악하

여 대 어민지도자료로 활용하고 있으나(Kim and Akoi, 1993; Kusda et 

al., 1990),  약제내성균주의 출현 등으로 그 치료가 더욱 어려운 실정이다

(Kusda et al., 1990).

양식어류의 질병에 대한 대책을 수립하기 위해서는 양식장의 질병발생동

향파악, 원인균 동정, 복합감염여부, 약제내성균주의 파악 등이 무엇보다 필

요하다고 할 수 있으며, 일시적인 감염현황조사보다는 월별조사 및 치어 부터 

성어에 이르기까지 성장단계에 따른 질병동향 등 광범위한 조사가 이루어져

야 할 것으로 판단된다.

본 연구는 제주산 양식넙치에 대해 양식어류의 주요 세균성 질병으로 보

고되는 vibriosis, edwardsiellosis, streptococcosis에 대한 발생현황을 조사

하여 월별 발생상황, 발생 비율 등을 분석함고 동시에 감염시료로부터 분리되

는 세균들에 대한 항생제 감수성 시험을 실시하여 제주도 양식넙치의 세균성

질병발생 대책 수립에 기초자료를 제공하고자 한다. 
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3.2. 재료 및 방법

3.2.1. 시료채취

시료채취는 2001년 6월부터 2002년 5월까지 제주도내 넙치 육상 양식장 

중에서 질병발생이 보고된 양식장의 넙치 집단에 대하여 체색흑화, 피부궤양, 

지느러미 출혈, 안구돌출 및 충혈, 안구백탁, 장탈장등 외부소견 상 질병에 

걸린 것으로 추정되는 어류를  무작위로 추출하여 세균분리용 시료로 사용하

으며 대표적인 증상들은 Fig. 3-1에 나타내었다.

시료 채취 현황은 Table 3-1과 3-2에 나타내었는데, 전체적으로 780회에 

걸쳐 시료를 채취했으며, 월별로는 7월이 132 시료로 가장 많았으며 5월이 

가장 낮은 34 시료가 실험에 이용되었다. 

넙치의 성장단계를 판단할 수 있는 어체 크기별 채취현황은 20cm 이하의 

치어가 286 개체 으며, 중간어로 판단 할 수 있는 20∼30cm 크기 시료는 

228 개체, 성어로 판단되는 30cm 이상 크기는 266 개체가 채취되었다.

지역별로는 표선 지역이 78개 양식장에서 502 시료, 성산 지역이 20개 양

식장에서 108 시료, 남원 지역이 14 개 양식장에서 96 시료로 전체의 90.5%

인 706 시료가  표선, 성산, 남원지역의 양식장으로 부터 채집되었다(Fig. 

3-2).

3.2.2.  세균의 분리, 동정 및 세균성 질병 진단

세균의 분리를 위해 채집된 어류를 무균적으로 해부하여 신장 또는 간의 

조직액을 1.5% NaCl이 첨가된 BHIA(Difco, USA), 1.5% NaCl-TCBS 

agar(Difco, USA) 그리고 1.5% NaCl-SS agar(Difco, USA)에 도말 하여 

30±1℃, 16-24시간 배양하 다.

배양된 세균은 속 수준에서 Streptococcus sp., Edwardsiella  sp., 그리고

Vibrio  sp.로 간이 동정 한 후(Thoesen, 1994), 각각 streptococcosis, 

edwardsiellosis,  vibriosis로 진단하 다.
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Table 3-1. Individual number of flounders showing external disease 

symptom monthly based on body length

Month
Body length of flounder(cm) Total 

No.≤10 10<-≤20 20<-≤30 30<-≤40 40<-≤50

01. 6 16 24 39 14 4 97

7 11 18 64 32 7 132

8 2 26 28 23 10 89

9 3 7 19 19 1 49

10 2 17 10 22 1 52

11 7 19 7 14 4 51

12 7 26 6 24 9 72

02. 1 5 31 11 13 5 65

2 2 20 9 7 4 42

3 4 17 6 10 12 49

4 3 11 16 7 11 48

5 6 2 13 4 9 34

Total No. 68 218 228 189 77 780
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Table 3-2. Number of flounders collected from each sampling site

Month

Sampling site
Total

No.Namwon Pyoseon Seongsan Gujwa Jocheon Hallim Daejeong Seogwipo

‘01. 06 23 54 16 0 0 0 0 4 97

07 17 92 10 0 1 6 0 6 132

08 19 57 9 0 0 1 0 3 89

09 3 32 8 0 0 0 4 2 49

10 6 37 4 1 0 0 1 3 52

11 1 30 14 4 0 0 0 2 51

12 8 45 9 1 0 0 0 9 72

‘02. 01 3 43 9 8 0 0 2 0 65

02 0 33 5 3 0 0 1 0 42

03 4 34 6 0 0 0 2 3 49

04 6 28 9 2 0 0 0 3 48

05 6 17 9 0 0 0 0 2 34

Total

No.
96 502 108 19 1 7 10 37 780
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Fig. 3-2. The map of sampling area and number of farms sample were 

collected.
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3.2.3. 분리세균의 항생제 감수성 시험

각각의 시료로부터 분리된 세균에 대한 항생제 감수성시험은 Baucer et 

al.(1966)의 disc 확산법을 이용하여 NCCLS의 기준에 따랐다.

먼저 BHIA 사면배지에 자란 colony를 0.85% 멸균 생리식염수에 희석하

여 McFarland NO. 0.5가 되도록 탁도를 조절하여 1.5% NaCl이 첨가된 

Muller Hinton Agar(Difco,USA)에 도말 한 후 BBL사(USA)의 항생제 

disc 15종을 얹어 30±1℃에서 24±2시간 배양 한 후 억제환을 측정하 다.
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3.3. 결과 및 고찰

3.3.1. 세균성 질병의 단독 및 혼합발생 현황

외부소견 상 질병증상이 있는 것으로 추정되는 넙치로부터 분리한 세균을 

간이동정한 결과로 추정진단한 질병발생 현황을 Table 3-3에 나타내었다. 

시료 채취 현황을 기준으로 제주도내 양식넙치의 질병 발생동향을 추정해 볼 

때 조사기간 중 질병발생이 가장 많은 달은 7월로 나타났으며, 질병발생이 

가장 적은 달은 5월이었다.

채취된 시료로부터 Streptococcus sp. Edwardsiella sp. Vibrio sp.등으

로 간이 동정되는 결과를 바탕으로 세균성 질병 발생건수가 많다고 판단되는 

달은 시료채취수가 많았던 7월과 8월이었으며, 2∼5월에는 질병이 발생한 것

으로 추정되는 넙치 집단의 수도 적었으며, 세균검출시료도 적어 계절적으로

는 여름철이 세균성 질병발생이 높은 것으로 판단되고, 또한 10월∼1월에도 

상대적으로 높은 세균성질병발생을 보 다.

반면에 채취시료에 대한 세균 분리율은 10월이 98.1%로 가장 높은 비율

을 보여 다른 원인보다 세균성질병에 의한 피해가 높을 것으로 판단되며, 6

월에는 시료채취가 97개 집단에서 이루어져 7월 다음으로 질병발생이 많은 

것으로 판단되었으나 채취 시료 중  세균 분리율은 52.5%로 조사되어 어류

의 체내 세균감염에 의한 피해와 더불어 다른원인에 의한 질병발생도 높은 

것으로 사료된다.

6월부터 8월 사이에 세균성 질병을 포함한 질병발생비율이 높은 것은 Fig 

2-2에서 알 수 있듯이 수온 상승등에 의한 수조 내 세균증식 등과도 관련이 

있을 것으로 사료되며, 수온이 낮은 10월부터 1월 사이에도 세균성질병을 포

함해서 질병발생이 높게 조사된 것은 제주도내 많은 양식장에서 주로 10월부

터 치어입식이 이루어져 초기 사육과정에서 면역력이 약한 치어에 세균 감염

을 비롯한 기타 병원생물의 감염에 기인하는 것으로 추정된다.

조사대상 질병에 대한 단독발생 또는 혼합발생 상황을 보면 세균이 검출된 

579 시료 중에서 480 시료에서는 vibriosis, edwardsiellosis, streptococcosis 등이 
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Tale 3-3. The occurrence frequency of a single or mixed bacteria 

from flounders showing external disease symptom in Jeju from June 2001 

through May 2002

Month

Occurrence of bacterial diseases Total

No.V
1 Ed2 St3 V+Ed V+St Ed+St V+Ed+St Total ND4

‘01. 6 12 27 6 3 3 0 0 51(52.6) 46 97

7 28 41 19 9 1 1 0 99(75) 33 132

8 10 17 18 9 4 6 2 66(74.2) 23 89

9 7 9 21 4 2 3 0 46(93.9) 3 49

10 17 8 19 2 2 3 0 51(98.1) 1 52

11 19 11 8 3 5 2 0 48(94.1) 3 51

12 18 10 9 8 4 2 0 51(70.8) 21 72

‘02. 1 28 9 8 7 0 1 0 53(81.5) 12 65

2 16 4 5 4 0 0 0 29(69) 13 42

3 13 6 12 2 2 0 0 35(71.4) 14 49

4 7 6 13 0 3 0 0 29(60.4) 19 48

5 5 4 10 0 0 2 0 21(61.8) 13 34

Total

No.
180 152 148 51 26 20 2 579(74.2) 201 780

( ); percent of bacterial isolation.

1 Vibriosis, 2 Edwardsiellosis, 3 Streptococcosis, 4 Not detected.
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단독으로 발생한 것으로 조사되었고,  나머지 99 시료에서는 2종의 세균, 또는 3

종의 세균이 혼합 감염된 것으로 나타났다. 단독 질병발생의 경우는 

vibriosis가 가장 많은 180 시료로 전체 시료의 23%이었고, 다음은 

edwardsiellosis 152 시료(19.5%), streptococcosis가 148 시료(19%) 다.

혼합 세균성 질병 발생은 vibriosis 와 edwardsiellosis 혼합발생의 경우가 

51 시료(6.5%), vibriosis 와 streptococcosis가 혼합으로 발생한 경우가 26 

시료(3.3%), edardsiellosis 와 streptococcosis 혼합발생은 20시료(2.5%)

으며, 2 시료에서는 3종의 질병이 혼합으로 발생하 다.

단독발생과 혼합발생을 포함한 각 질병의 전체적인 발생상황을 비교 해 

보면 vibriosis는 180 시료에서는 단독으로 질병이 발생하 고, 51 시료에서

는 edwardsiellosis와 혼합발생 양상을 보 으며, streptococcosis와 혼합발

생한 경우는 26시료로 조사되는 등 총 259 시료가 vibriosis로 간이진단 되

었다. 대부분의 달에 단독 발생비율이 높계 조사되었으나 8월의 경우에는 

vibriosis로 판단되는 25 시료 중 15마리의 시료가 edwadsiellosis 또는 

streptococcosis와 혼합발생 한 것으로 나타났다.

Edwardsiellosis는 단독발생과 혼합 발생을 포함 총 225 시료에서 본 질

병으로 간이진단 되었는데, 4월에 채취된 6 시료를 제외하고는 모든 달에 혼

합발생이 조사되었는데 vibriosis와의 혼합 발생율이 streptococcosis와의 혼

합 발생율 보다 약 2배 이상 높은 51 시료 으며 8월과 12월은 각각 혼합 

발생율과 단독 발생율이 같게 나타났다.

Streptococcosis는 단독 및 혼합발생을 합하여 196 시료가 진단되었는데 

8월이 가장 높은 발생을 보이는 것으로 나타났다. 조사기간 동안 전체적으로

는 vibriosis와 혼합발생한 경우가 26 시료, edwardsiellosis와 혼합발생한 

경우가 20 시료 다. 8월, 9월, 10월에는 edwardsiellosis와의 혼합감염율이 

vibriosis와의 혼합발생율 보다 높게 나타났다.

조사대상 질병의 전체 발생건수에 대한 단독 질병 발생비율을 보면 

streptococcosis가 전체 streptococcosis 발생 시료 196 시료 중 75%인 148 

시료로 다른 질병에 비해 단독발생비율이 높게 나타났으며, vibriosis 와

edwardsiellosis의 단독발생비율은 각각 69%(180/259) 와  67%(152/225)로 
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확인되었다.

3.3.2. 월별 및 성장에 따른 세균성질병 발생상황

각각의 시료로부터 분리된 단독검출 및 혼합검출을 포함하여 해당 질병으

로 간이진단된 결과를 근거로 한 제주산 양식넙치의 월별 세균성 질병발생상

황을 Fig. 3-3에 나타내었다. 

 세균성 질병의 월별 발생유형 보면 6∼8월에는 다른 질병에 비해 

edwardsiellosis가 높은 발생비율을 보 으며, 9월과 10월, 그리고 4월과 5월에

는 streptococcosis, 11∼3월 사이에는 vibriosis가 다른 질병보다 높은 비율

로 발생하 다.

6∼8월 사이에 다른 세균성 질병에 비해 높게 조사된 edwardsiellosis의 

경우는 발생이 가장 높게 조사된 7월을 기점으로 10월까지 감소추세를 보이

다가 그 이후부터 12월까지 다시 약간 증가하는 경향을 보 다. 그러다가 이

후 5월까지 계속하여 감소추세로 조사되었으며, 6월부터 급격히 증가하는 경

향을 나타내었다.

월별 vibriosis의 발생상황은 9월을 기점으로 증가하기 시작하여 2월까지 

계속적인 증가 추세를 보이다가 5월까지는 감소하는 경향으로 조사되었는데 

가장 높은 발생을 보인 달은 7월이었다.

Streptococcosis의 경우는 8월이 가장 높은 발생을 보 으며, 9월 이후에 

2월까지 계속하여 감소하는 경향을 보이다가 3월에 증가하여 6월까지는 비슷

한 발생경향을 보 으며 7월 이후 증가하는 것으로 나타났다.

조사기간 동안 세균성 질병발생동향은 양식장의 치어 입식시기 및 성장과

정과도 상당히 연관성이 높은 것으로 판단된다.

즉, Table 3-1의 질병발생이 보고되어 채집된 시료의 크기별 구분을 보면 

4월부터 9월까지는 주로 20∼30cm크기의 시료가 높은 비율로 채취되었으며, 

10월의 경우에는 30∼40cm 크기의 시료가 가장 많이 채집되었으며, 11월부

터 이듬해 3월까지는 20cm 이하의 치어 중심으로 시료가 채집되었는데, 이

러한 질병발생보고 및 시료채취는 대부분의 양식장에서 10∼12월경에 치어를 

입식 한 후 약 1년의 양성과정을 거치는 일련의 과정과도 관련이 있을 것으로
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Fig. 3-3. Monthly occurrence frequency of bacterial diseases found 

in flounders of aquaculture farms from June 2001 through May 

2002. Symbols: ●, vibriosis; ■, edwardsiellosis; ○, streptococcosis.
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사료되며 이러한 과정이 세균성 질병 발생동향과도 연관이 깊은 것으로 사료

된다.

이와 관련하여 시료로 채취된 어류의 크기별 세균분리현황을 Fig. 3-4에 

나타내었다.

세균의 분리된 어류를 대상으로 볼 때 20cm이하의 크기의 치어에서는 

vibriosis가 가장 많은 약 85%를 차지했으며, 20∼30cm 크기의 시료에서는 

edwardsiellosis가 약 52%로 가장 많은 비율로 조사되었고 30cm이상의 성

어에서는 streptococcosis가 가장 높은 비율로 발생하 다. Fig. 3-4에서 볼 

때 vibriosis는 주로 치어기인 20cm 까지 주로 발생하다가 점차 감소하는 경

향을 보 으며, edwardsiellosis의 경우는 치어기 때 보다는  20cm이상의 시료

에서 보다 높은 발병비율로 조사되었으나 중간성장단계로 볼 수 있는 20∼

30cm 크기에서 가장 높은 비율로 발생하 다.  Streptococcosis는 20cm 정

도 때부터 발병비율이 증가하기 시작하 으며 40cm 이상의 시료에서는 세균

성 질병의 약 70%정도를 차지하 다.

성장기별 또는 어체 크기별 질병발생현황에 대한 원인규명을 위해서는 급

이 사료종류별 세균감염현황조사 및 성장기별 어류의 장내세균 상 분석 등의 

좀 더 구체적인 연구가 추가적으로 이루어져야 될 것으로 사료된다.

3.3.3. 시료채취지역에 따른 질병발생동향

시료채취 지역별 질병발생동향을 Table 3-4에 나타내었다. 주로 시료채취

가 이루어진 남원, 표선, 성산지역 시료에 대한 결과를 위주로 볼 때, 남원지

역의 시료에서는 단독으로 질병이 발생한 경우는 streptococcosis가 22 시료

로 가장 높게 나타났으며, 단독발생 및 혼합발생을 포함한 경우에는 

vibriosis가 전체의 34.3%인 33 시료 다. 

시료수가 가장 많았던 표선지역의 시료에서는 502 시료 중 vibriosis로 간

이진단된 경우가 단독발생 123 시료, 혼합발생 42 시료로 전체의 33%로 나

타났으며, 다음으로는 edwardsiellosis가 29.7%, vibriosis가 22.3% 다.

성산지역 시료에서는  단독 질병발생의 경우에는 streptococcosis가 29 

시료, vibriosis가 19 시료, edwardsiellosis가 17 시료로 조사되었으며, 혼합 
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Fig. 3-4. Occurrence frequency of bacterial diseases found in 

flounders based on fish sizes(body length). Symbols: ●, vibriosis; ■, 

edwardsiellosis; ○, streptococcosis.
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Table  3-4. The occurrence frequency of bacterial fish diseases found in 

flounders based on disease symptoms and sampling sites from June 2001 

through May 2002

 
Bacterial
diseases

Sampling site

Total
Namwon Pyoseon Seongsan Gujwa Jocheon Hallim Daejeong Seogwipo

V1 14 123 19 12 1 1 6 4 180

Ed2 17 105 17 1 0 4 0 8 152

St3 22 84 29 0 0 2 0 11 148

V+Ed 13 29 6 2 0 0 0 1 51

V+St 6 13 6 0 0 0 0 1 26

Ed+St 2 14 1 0 0 0 0 3 20

V+Ed+St 0 1 1 0 0 0 0 0 2

ND4 22 133 29 4 0 0 4 9 201

Total 96 502 108 19 1 7 10 37 780

1 Vibriosis, 2 Edwardsiellosis, 3 Streptococcosis, 4 Not detected.
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발생을 포함한 전체적인 세균성 질병발생도 streptococcosis, vibriosis, 

edwardsiellosis가 각각 34%, 29.6%, 23.1% 순으로 나타났다.

3.3.4. 분리 균주에 대한 항생제감수성 시험결과

채취된 시료 중 vibriosis로 간이 진단된 259 시료에서 261균주의 Vibrio  

sp.가 분리되었으며, edwardsiellosis로 간이진단된 225시료로부터  

Edwardsiella  sp. 225균주, streptococcosis 진단 시료에서 Streptococcus 

sp. 196균주가 분리되었는데, 분리균주를 대상으로 15종의 항생제에 대한 감

수성 시험결과를 Fig. 3-5에 나타내었다.

Ampicillin에 대한 항생제 감수성 시험에서는 Streptococcus sp.의 

84.2%, Edwardsiella  sp.의 85.8%가 감수성을 나타내었으나 Vibrio  sp.는 

시험균주의 17.6%만이 감수성을 나타내었다. Amoxicillin은 Streptococcus 

sp. 와 Edwardsiella sp.에 대해서는 각각 92.3%와 90.2%의 높은 감수성을 

보 으나, Vibrio sp.의 경우에는 34.9%만이 감수성을 나타내었으며, 

Chloramphenicol의 경우에는  70%이상의 균주가 감수성을 보 다.

Ciprofloxacin는 Streptococcus sp.의 37.2%가 감수성을 보 으며, 

Edwardsiella sp. 와 Vibrio sp.균주는 각각 83.1%와 71.6%가 감수성을 보

다.

Doxycyclin에 대한 감수성시험에서는 Streptococcus sp., Edwardsiella 

sp., Vibrio sp. 균주 각각에 대해서 57.6%, 56%, 46.7%의 감수성을 나타내

었으며, gentamycin은 Streptococcus sp., Edwardsiella sp.에 대해서는 

14.7%와 26.2%의 낮은 감수성을 나타냈으나 Vibrio sp.에대해서는 75%의 

감수성을 보 다.

Kanamycin은 Streptococcus sp., Edwardsiella sp., Vibrio sp. 균주 각

각에 대해서 3%, 2.2%, 31.4% 의 감수성을 나타내어 전체적으로 매우 낮은 

감수성을 보 으며, Nalidixic acid와 neomycin은  Vibrio  sp.에 대해서는 

각각 72%와 62%의 감수성을 나타내었으나 다른 균주에 대해서는 상대적으

로 낮은 감수성을 보 다.

Norfloxacin은 조사대상 균주 전체에 대해서 50%이상의 감수성을 보 으며 
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Fig. 3-5. Antibiotics susceptibility of strains of Streptococcous  sp., 

Edwardsiella  sp. and Vibrio  sp. isolated from diseased flounder.

AM, ampicillin; AC, amoxiillin; CP, chloramphenicol; CF, ciprofloxacin; 

DC, doxycycline; GM, gentamicin; KM, kanamycin; NA, nalidixic acid; 

NM, neomycin; NF, norfloxacin; NB, novobiocin; OA, oxolinic acid; 

PC, Penicillin; SM, streptomycin; TC, tetracyclin.
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특히 Edwardsiella sp.에 대해서는 92.4%의 균주가 감수성을 보이는 것으로 

나타났다. 

Novobiocin은 Streptococcus sp., Edwardsiella sp., Vibrio sp.에 대해 

각각 3.1%, 2.2%, 27.6%의 균주만이 감수성을 나타내었으며, oxolinic acid

는 10.2%, 49.8%, 74.3%의 감수성을 보 다.

Penicillin은 Streptococcus sp.에 대해서는 81.6%의 균주에 대해서 감수

성을 보 으나, Edwardsiella sp. 및 Vibrio sp.에 대해서는 2.2%와 14.9% 

균주만의 감수성을 나타니었다.

Streptomycin은 전체 시험대상 균주에 대해서 10%미만의 균주가 감수성

을 보여 15종의 조사대상 항생제 중 가장 낮은 감수성을 나타내었다.

양식장에서 보편적으로 사용되는 것으로 알려진 tetracyclin은 

Streptococcus sp., Edwardsiella sp., Vibrio sp. 균주 각각에 대해 32.1%, 

52%, 42.1%의 감수성을 나타내었다.

균주별로는 Streptococcus sp.가 ampicillin, amoxicillin, chrorampenicol, 

penicillin에 대해서는 80%이상의 균주가 감수성을 나타냈으며, nalidixic 

acid, oxolinic acid, streptomycin에 대해서는 매우 낮은 감수성을 보이는 

것으로 나타났는데, 허 등(2001)은 2000년에 분리된 넙치유래 Streptococcus 

sp.에 대해 ampicillin, ciprofloxacin, doxycycline, gentamycin, tetracyclin, 

erythromycin, streptomycin, oxytetracyclin등에 대한 항생제 감수성 조사

에서 결과 ampicillin, ciprofloxacin, doxycycline, gentamycin에 대해서는 

감수성을 나타낸다고 하 고, tetracyclin, erythromycin, sreptomycin, 

oxytetracyclin에 대해서는 내성을 보인다고 하 다.

Edwardsiella sp.는 ampicillin, amoxacillin, chlorampenicol, ciprofloxacxin, 

norfloploxacxin, 에 대해서 약 80%이상의 균주에서 감수성을 나타내었으며, 

kanamycin, nobobiocin, penicillin, streptomycin등의 항생제에 대해서는 

약 2%정도의 균주만의 감수성을 나타내었다. 김(1999)은 국내산 넙치에서 

분리된 Edwardsiella tarda   에 대한 약제내성 전달연구에서 ciprofloxacin, 

florfenicol, gentamicin, nifurstylenic acid, norfloxacin의 경우에는 치료

약제로서의 효과가 인정된다고 하 으나, sulfonamide, erythromycin, 
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novobicin의 경우에는 치료효과가 없을 것으로 예측하 는데, 본 연구에서도 

ciprofloxacxin, norfloploxacxin, novobicin에 대한 시험결과는 유사하 으

나 gentamicin의 경우에는 본 연구에서는 분리균주의 약 26.2%의 균주가 감

수성을 나타내어 상이한 결과를 보 다.

Vibrio  sp.는 chloramphenicol, ciprofloxacin, gentamycin, nalidixic 

acid, oxolinic acid등 5종의 항생제에 대해서 70%이상의 균주가 감수성을 

보 으며, ampicillin, penicillin, streptomycin등에 대해서는 상대적으로 낮

은 감수성을 보 다. 이 등(1991)의 보고에서는 한국 남해안 넙치로부터 분

리된 Vibrio 종에 대한 항생제 감수성시험결과 cephalothin, chloramphenicol, 

colistin, tetracycline등의 항생제에 대해서는 강한 감수성을 보 으나, 

carbenicillin, kanamycin, penicillin, streptomycin등의 항생제에는 내성을 

나타내는 것으로 보고하 는데, 본 연구에서도 이 등(1991)의 보고에서와 동

일한 항생제인 chlorampenicol, penicillin, streptomycin, kanamycin등에 

대해서는 유상한 결과를 보 으나 본 연구에서는 tetracyclin의 경우에는 

42%의 Vibrio 종만이 감수성을 나타내는 것으로 조사되어 상이한 결과를 보

다. 

어류병원성 세균이 항생제에 대한 내성증가 억제 및 양식어류의 세균성 

질병에 효과적으로 대처하기 위해서는 양식현장에서 수산용 약제의 사용 시 

전문기관의 진단을 통한 적절한 약제의 선정뿐만 아니라 모니터링을 통한 항

생제 내성균주 파악 등의 연구가 계속적으로 이루어져야 될 것으로 사료된다. 
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3.4. 요 약

제주산 양식넙치의 세균성 질병발생동향 조사를 위해 2001년 6월부터 

2002년 5월까지 질병에 걸린 것으로 추정되는 넙치집단에서 채집된 780 시

료에 대해  streptococcosis,  edwardsiellosis,  vibriosis등의 세균성 질병

발생현황 조사 및 시료로부터 분리된 세균에 대한 항생제 감수성 시험을 실

시하 다.

질병에 걸린 것으로 추정되는 시료의 채취현황을 근거로 한 질병발생조사

에서는 7월에 질병 발생율이 가장 높은 것으로 판단되며, 질병발생이 가장 

적은 달은 5월이었다.

반면에 채취시료에 대한 세균 분리율은 10월이 98.1%로 가장 높은 비율

을 보여 다른 원인보다 세균성질병에 의한 피해가 높을 것으로 판단되며, 6

월에는 채취된 97 시료 중  52.5%의 낮은 세균 분리율을 나타내어 세균성질

병에 의한 피해가 상대적으로 낮은 것으로 판단된다.

조사대상 세균성 질병 원인균의 단독감염 또는 혼합감염에 대한 분석 결

과를 보면 세균이 검출된 579 시료에 대한 세균검출 결과 480 시료에서는 

Vibrio  sp., Edwardsiella  sp., Streptococcus sp.가 단독으로 검출되었으며, 

나머지 99 시료에서는 2종의 세균, 또는 3종의 세균이 혼합으로 검출되었다.

조사대상 시료 중 vibriosis 단독발생으로 간이진단 된 경우는 180 시료로

서 전체 시료의 23%이었고, edwardsiellosis 단독 발생은 152 시료(19.5%), 

streptococcosis 단독발생은 148 시료(19%)로 나타났다.

조사대상 세균성 질병의 혼합발생은 vibriosis와 edwardsiellosis의 혼합

발생으로 확인된 경우가 51시료(6.5%), vibriosis와 streptococcosis 혼합발

생 26시료(3.3%), edwardsiellosis와 streptococcosis 혼합발생 20시료

(2.5%), 그리고 3종의 질병의 혼합으로 발생한 경우가 2 시료이었다.

세균성 질병발생유형은 대부분의 양식장에서 치어입식이 이루어지는 10월

부터 이듬해 2월 및 3월까지는 면역력이 약한 치어에 vibriosis가 주로 발생

하고, 중간성장단계인 6, 7월경에는 edwardsiellosis가, 9월과 10월인 성장이 

막바지 단계에서는 주로 streptococcosis의 발병비율이 높게 나타났다.
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어체 크기별 세균성 질병발생현황을 조사한 결과에서는 20cm이하 크기의 

치어에서는 vibriosis가 약 85%로 가장 많이 나타났으며, 20∼30cm 크기의 

시료에서는 edwardsiellosis가 약 52%로 가장 많은 비율로 조사되었고 

30cm이상의 성어에서는 streptococcosis가 가장 높은 비율로 발생하 다.

이상에서 볼 때 양식넙치의 세균성 질병 중 가장 많은 질병은 vibriosis로 

판단되며, 세균성 질병발생 양상은 어류의 성장단계 및 계절에 따라서도 매우 

높은 향을 받는 것으로 사료된다.

세균성질병에 걸린 것으로 판단되는 넙치 시료로부터 분리된 Streptococcus 

sp. 196균주, Edwardsiella  sp. 225균주,  Vibrio  sp. 261균주를 대상으로 

15종의 항생제에 대한 감수성시험을 한 결과 Streptococcus sp.는 

ampicillin, amoxicillin, chrorampenicol, penicillin에 대해서는 80%이상의 

균주가 감수성을 나타냈으며, nalidixic acid, oxolinic acid, streptomycin에 

대해서는 매우 낮은 감수성을 보이는 것으로 나타났으며, Edwardsiella  sp.

는 ampicillin, amoxacillin, chlorampenicol, ciprofloxacxin, norfloploxacxin

에 대해서 약 80%이상의 균주가 감수성을 나타내었으며, kanamycin, nobobiocin, 

penicillin, streptomycin등의 항생제에 대해서는 약 2%정도의 균주만이 감

수성을 나타내었다. 

Vibrio  sp.는 chloramphenicol, ciprofloxacin, gentamycin, nalidixic 

acid, oxolinic acid등 5종의 항생제에 대해서 70%이상의 균주가 감수성을 

보 으며, ampicillin, penicillin, streptomycin등에 대해서는 상대적으로 낮

은 감수성을 보 다.

본 연구 결과는 세균성 질병에 국한된 조사로서 앞으로 기생충성 질병 및 

기타 질병 발생 및 그와의 혼합발생에 대한 조사가 필요하다고 인정되며, 더

불어 세균성 질병에 대해 효과적인 대처를 하기 위해서는 항생제 내성 균주

의 변화 양상파악 등을 포함 한 보다 장기적이고 폭넓은 연구가 이루어져야 

할 것으로 생각된다. 
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4. 제주산 양식넙치로부터 분리되는 Vibrio  속 세균의 

계통분류학적 연구

4.1. 서 론

Vibrio는 그람음성 간균의 종속 양세균으로 몇종을 제외한 대부분은 

oxidase positive, catalase positive 균으로 성장에 sodium ion을 필요로 

하는 호염성세균으로 식중독균을 포함하는 인체병원균, 어류 및 동물로부터 

분리된 종, 해수 및 환경으로부터 분리되고있으며 Bergey’s manual에 20종

이 보고되어있으며(Baumann et al., 1984), Holt et al.(1994)에 의해 37종

이 보고되었다.

 최근에 양식중인 대합류에서 brown ring disease의 원인균인 Vibrio 

tapetis sp. nov. 분리와(Borrego et al., 1996) 넙치자어의 질병원인균인 

Vibrio ichthyoenteri sp. nov.의 분리 보고(Ishimaru et al., 1996)를 비롯

해서 해수 및 해양동물로부터 Vibrio scophthalmi(Cerdà-Cuéllar et al., 

1997), Vibrio rotiferianus(Gomez-Gill et al., 2003), Vibrio 

coralliilyticus(Ben-Haim et al., 2003), Vibrio kanaloae, Vibrio 

pomeroyi, Vibrio chagasii(Thompson et al., 2003-a), Vibrio fortis 와 

Vibrio hepatarius(Thompson et al., 2003-b), Vibrio neptunius, Vibrio 

brasiliensis, 그리고 Vibrio xuii(Thompson et al., 2003-c), Vibrio 

agarivorans(Macian et al., 2001-a), Vibrio lentus(Macian et al., 

2001-b)등 계속적인 신종보고로 현재는 약 45종 이상이 알려져 있다.

Vibrio anguillarum과 Vibrio pelagius등 몇종은 MacDonell 과 

Colwell(1985)등에 의해 Listonella 속이 제안되면서  Listonella속으로 바뀌

었으며, Vibrio carchariae는 DNA hybridization에 의해 Vibrio harveyi의 

junior synonym으로 보고되어있으며(Holt et al., 1994), Thompson et 

al.(2002)은 Vibrio trachuri  또한 V. harveyi의 junior synonym으로 보고

하여 Vibrio종간에 근연종에 대한 연구들이 보고되었다.
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또한 Vibrio 속 세균의 다양성에 대한 연구도 계속보고 되고 있는데, V. 

anguillarum의 다양한 seroytpe에 대한 연구(Skov Sørensen and Larsen, 

1986)와 ELBAMAP분석에 의한 Vibrio vulnificus  균주간의 다양성 보고

(Pedersen et al., 1999) 및 양식환경으로부터 분리되는 Vibrio속 균주들의 

phenotye의 다양성 보고(Vandenberghe et al., 2003)를 비롯해 16S rRNA 

sequence 분석에 의한 Vibrionaceae의 계통관계 연구(Kita-Tsukmoto et 

al., 1993)등이 있으며, Montes et al.(2003)은 phenotype 및 ribotyping과 

16S rRNA gene 분석을 통한 Vibrio  속균의 다양성  연구등 Vibrionaceae 

내에 다양한 종조성이 존재함이 보고되어있다.

다양한 Vibrio  속균의 동정에는 과거에는 생화학적 분석법등을 이용하

으나, Vibrio  속내의 종다양성 때문에 어려움이 많다고 알려져 있다. 임상으

로부터 분리되는 Vibrio종 동정에는 표준화된 생화학적 동정법 및 kit가 시판

되고 있으나 환경 및 해양동물등 기타 시료로부터 분리되는 Vibrio  종인 경

우에는 생화학적 특성의 다양성으로 인해 생화학적 동정에는 어려움이 많은 

실정이다(Alsina and Blanch, 1994).

최근에는 생화학적 동정의 어려움을 극복하고, 신속한 동정을 위해 PCR 

기법등의 분자생물학적 분석을 이용한 Vibrio  속 균의 검출기법등의 연구가 

이루어지고 있다(Harris et al., 1996; Hiney and Smith, 1998; Kim and 

Jeong, 2001; Nealson et al., 1993; Valle et al., 2002; Wang et al., 

2000; Yii et al., 1997). 

국내의 경우 넙치의 vibriosis의 원인균과 관련한 연구로는 이 등(1991)이 

동절기의 남해안의 양식넙치로부터의 Vibrio  종의 분리에 대해보고 한 바 있

다. 이는 생화학적 방법에 의해 균 동정이 이루어졌으며, 그 중 많은 균주가 

미동정 균주로 보고되었으며 넙치 양식의 초창기에 이루어진 연구로 사료되

는 바 최근에 알려진 분자생물학적 기법 등을 이용하여 세균성 질병 중 많은 

비중을 차지하는 vibriosis의 원인균 동정을 위한 연구가 필요하다고 인정된

다.

따라서 본 연구는 양식넙치로부터 분리되는 다양한 Vibrionaceae의 균주

들의 16S rRNA 유전자 분석을 통해 종 동정을 실시함으로써 넙치로부터 분
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리되는 Vibrio  및 관련 세균들의  다양성 조사 및 계통학적 특성을 파악하고 

나아가 양식넙치의 vibriosis의 원인균 파악에 대한 기초 자료를 제공하고자 

하 다.
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4.2. 재료 및 방법

4.2.1. 시험균주

2001년 6월부터 2002년 5월까지 제주도내 넙치 육상 양식장에서 질병발

생이 보고된 양식장의 넙치 집단에 대한 세균성 질병 발생 동향조사에서 

Vibrio 속 균으로 간이 동정된 261균주를 대상으로 실험을 실시하 다.

4.2.2. 분리균주의 생화학적 특성 분석

분리균주의 생화학적 특성 분석은 Biolog사(Biolog Inc., USA)의 GN2 

Plate를 이용하여 Appendix Ⅰ에 나타낸 95가지의 기질이용 특이성을 시험

하 으며 분석은 MicroLog
TM
 system(Release 4.0) program을 이용하 다.

순수 분리된 균주를 BUGM(Biolog Inc., USA) 사면배지에 접종하여 

30±1℃에서 16-24시간 배양 한 후 현탁하여 탁도계(Biolog 21907., USA)

를 이용하여 52-59%가 되도록 조절한 후 GN2 Plate의  각 well에 150μL

씩 접종 하고 30±1℃에서 24시간 배양 한 후 보라색으로 발색되는 well을 

양성으로 판정하 다. 

이때 현탁액은  NaCl 150g, MgCl2‧6H2O 51g,  KCl 3.7g을 증류수 

912mL에 녹인 MCS  stock solution(Noble and Gow, 1998)을 10배 희석

한 후 멸균하여 사용하 다.

또한 분리된 261균주 중 무작위로 선택한 12균주에 대해 용혈성시험을 실

시하 다.

4.2.3. 분리 균주의 분자생물학적 동정

   DNA 분리

순수 분리된 균주를 1.5% NaCl이 첨가된 BHIB(Difco, USA)에 접종한 

후 30±1℃에서 16∼24시간 배양시킨 후 4℃, 10,000×g로 10분간 원심분리

하여 균체를 수확한 후 DNeasy tissue kit(QIAGEN, Germany)를 이용하
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여 제조회사의 방법에 따라 genomic DNA를 분리한 후 흡광도비(A260/A280)

가 1.8이상 되게 하 다.

   PCR 수행

분리된 균주의 16S rRNA 유전자 절편을 증폭하기 위해 Taq DNA 

polymerase(TaKaRa, Japan)를 사용하 고, Table 4-1에 나타낸 27f 및 

1522r primers를 이용하여 95℃에서 5분간 변성 후 95℃ 1분, 55℃ 1분, 72

℃ 1분의 주기로 33회 반복한 후 최종 72℃에서 10분간 확장하 다. 1% 

agarose gel에서 전기 동을 실시하여 약 1.5 Kbp 정도의 DNA 증폭산물을 

확인하고 16S rRNA 유전자 절편의 cloning을 실시하 다.

   Cloning과 sequencing

16S rRNA 유전자 절편을 재조합하기 위해 증폭된 PCR 산물을 TOPO 

TA Cloning kit(Invitrogen, USA)를 이용하여 제조회사의 방범에 따라 클

로닝을 실시하 다. 

형질전환은  TOP10F' E. coli를 competent cell로 하여 형질전환을 실시

한 다음 40 ㎍/mL의 X-gal과 IPTG 및 50 ㎍/mL의 ampicillin을 포함하고 

있는 고체 LB배지를 이용하여 37℃에서 18 시간 동안 배양한 후 흰색 콜로

니를 선발하 다.

형질전환된 대장균은 ampicillin이 첨가된 LB broth(Difco, USA)에 접종

하여 37℃, 220 rpm에서 18시간 배양한 후, Wizard SV Mini-Prep DNA 

Purification System(Promega, USA)를 이용하여 제조회사의 방법에 따라 

plasmid를 분리하 다.

형질전환을 확인하기 위해 분리된 plasmid에 제한 효소 EcoRⅠ을 처리하

여 37℃에서 4시간 반응시킨 후 1.2% agarose gel상에서 전기 동하여 클로

닝 여부를 확인하 다.

염기서열분석은 ABI 3700 automatic sequencer(ABI, USA)를 사용하

는데, Cy5로 표지된 inner primer인 M13-40 primer와 M13 reverce 

primer를 포함하고있는 Cy5-AutoCyle Sequencing kit(Pharmacia, USA)를 
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Table 4-1. PCR primers used for 16S rRNA amplification in this 

study

Primer name Sequence

27f 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCA-3'

1522r   5'-AAGGAGGTGATCCARCCGCA-3'
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이용하여 제작사의 매뉴얼에 따라 수행하 다. 본 연구에 사용한 PCR 산물

은 약 1.5 Kbp로서 산물의 중간서열에 대한 염기서열분석은 inner 

primer(5'-GCTAACTCCGTGCCAGCAGC-3')를 디자인하여 분석에 이용하 다.

분리균주의 분자유전학적 동정

16S rRNA 유전자분석을 통한 분리균주의 동정은 밝혀진 염기서열을  

NCBI(National Center for Biotechnology Information)의 Blast Search 

및 DNA Star program을 이용하 다. 염기의 계통학적 관계를 밝히기 위하

여 Lasergen의 Megalign program을 이용하 으며 이 때 Clustal method

에 의해 수행하 다.

4.2.4. 분리 균주의 항생제 감수성 시험

분리동정된 균주의 항생제 감수성시험은 Baucer et al.(1966)의 disc 확

산법을 이용하여 NCCLS(National Committee for Clinical Laboratory 

Standards)의 기준에 따랐다.

먼저 BHIA 사면배지에 자란 colony를 0.85%생리식염수에 희석하여 

McFarland NO. 0.5가 되도록 탁도를 조절하여 1.5% NaCl이 첨가된 

Muller Hinton Agar에 도말한 후 BBL사의 항생제 disc 16종을 얹어 30±1

℃에서 24±2시간 배양 한 후 억제환을 측정하 다.
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4.3. 결과 및 고찰

4.3.1. 분리균주의 생화학적 특성분석

GN2 Plate을 이용한 생화학적 특성 조사결과를 MicroLog
TM
 

system(Release 4.0) program을 이용하여 생화학 동정을 실시하 다. 해당 

프로그램은 similarity 값이 0.5이상에서 정확한 동정이 이루어지는 것으로 

지정해 놓고 있으나 본 조사에서는 전체균주를 대상으로 생화학적 grouping

을 하기 위해 similarity값에 상관없이 그 값이 0.5이하가 되더라도 그 중 가

장 높은 similarity값에 해당되는 균주로 생화학적 grouping을 실시하 으며, 

그 결과 총 28개의 생화학 group으로 나누어졌다(Appendix Ⅱ). 

그 중 V. carchariae group이 51균주로 가장 많았고, 다음으로는 V.  

harveyi group이 37균주,  Aeromonas sorbia  DNA group7로 grouping되

는 균주가 30균주, V. splendidus  group이 22균주, Vibrio aestuarinus 

group이 16균주, Vibrio furnissii와 Vibrio alginolyticus group 14균주, 

Photobacterium logei group이 13균주, Vibrio proteolyticus group 11균

주, Photobacterium angustum  group 10균주, Aeromonas veronii/sorbia  

DNA group8로 grouping 되는 균주가 6균주, Aeromonas hydrophila 

DNA group 1로 grouping 된 균주가 5균주, Vibrio fluvialis group, 

Photobacterium damselae group, Vibrio campbellii  group이 각 4균주, 

Aeromonas tructi  DNA group 13으로 grouping 되는 균주와 Aeromonas 

enteropelogenes  group이 각 3균주, Aeromonas eucrenophila  DNA 

group6으로 동정된 group과,  Psedomonas creosotensis, V. anguillarum 

group은 각 2균주 으며, 그외 Aeromonas allosaccharophilla, 

Photobacterium fisheri, Achromobacter cholinophagum, Iodobacter 

fluviatilis, Pasteurella canis stomatis, Aeromonas natriegens, 

Aeromonas mediterranei, Bukholderia cocovenenans가 각 1균주 다.

GN2 Plate 및 MicroLog
TM
 system(Release 4.0) program을 이용하여 

구분한 생화학 group중 주요 group으로 판단되는  V. carchiariae, V. 
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harveyi,  A. sorbia  DNA group7, V. splendidus, V. aestuarinus group

의 기질 이용성을 보면 V. carchiariae group은 경우에는 전체 95개의 기질 

중에서 36종의 기질에 대해서 해당 균주의 90%이상의 positive 반응을 보

으며, V. harveyi group에 포함되는 균주들은 8종의 기질에 대해서 90%이

상의 positive 반응을 보 고, A. sorbia DNA group7에 포함되는 균주들은 

40종의 기질에 대해서 positive 반응을 보여 다른 group의 균주들에 비해 기

질 이용성이 높은 것으로 나타났다. 

V. splendidus  group에 포함되는 균주들은 15종의 기질에 대해서는 

positive 반응을 보 고, V. aestuarinus group의 균주들은 11종의 기질에 

대해서는 positive 반응을 나타내었다(Appendix Ⅱ).

또한 분리균주의 병원성 여부를 짐작 할  수 있는 용혈성 시험을 실시하

는데. 분리된 261균주 중 무작위 추출된 12균주의 용혈성시험결과를 Fig. 

4-1에 나타내었다.

12균주 중 3개 균주는 α-용혈을 나타냈으며, 나머지 9개 균주는 β-용혈성을 

보이는 것으로 확인되었다.

4.3.2. 분리된 Vibrio 속 균주의 분자생물학적 동정

분리된 261균주의 DNA를 사용하여 16S rRNA 유전자에 대한 염기서열 

분석결과 Vibrio속 12종, Photobacterium  속 2종, Listonella 속 1종, 

Aeromonas속 1종, Acinetobacter  속 2종, Citrobacter속 1종과 미동정 균

주가 8종 총 27종으로 동정되었다(Table 4-2, Fig. 4-2.).

12종의 Vibrio속에는 V. trachuri가 85균주로 가장 많은 부분을 차지하

으며, 다음으로는 V. scophthalmi  69균주로 동정되었고,  V. 

parahaemolyticus  23균주, 다음으로는 V. campbellii가 16균주,  V.  

pomeroyi  가 15균주 V. fischeri 와 V.  lentus, V. corallilyticus, V. 

furnissii,가 각 3균주,   V. fortis, Vibrio probioticus가 각 2균주로 동정되

었으며, Vibrio tubiashii 1균주가 동정되었다.

Photobacterium속의 경우는 P.  damselae subsp. damselae  11균주, P. 

damselae subsp. piscicida 6균주가 분리 동정되었고, Listonella속 균주로는  
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Fig. 4-2. Dendrogram showing the phylogenetic relationship among 

trains of Vibrio  sp. and closely related bacteria isolated from diseased 

flounders of  aquaculture farms. The length of each pair of branches 

represents the distance between sequence pairs, while the units at the 

bottom of the tree indicate the number of substitution events.
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Listonella anguillarum  1균주가 동정되었으며, 그 외에 A. hydrophilla 1균

주, Acinetobacter johnsonii  1균주, Citrobacter freundii 2균주로 동정되었

고, 그 외 미동정 균주가 8 group이었다.

국내의 경우 이 등(1991)은 생화학적 동정방법에 의해 한국 동절기에 양

식 넙치로부터 V. tubiashii, V. damsela, V. anguillarum, V. compbellii, 

V. fluvialis, Vibrio costicola, Vibrio alginolyticus, Vibrio gazogenes, 

Vibrio marinus 등 9종의 Vibrio를 분리 동정하 고, 3 group의 미동정 

group를 보고하 는데, 본 연구에서는 V. fluvialis, V. costicola, V. 

alginolyticus, V. gazogenes, V. marinus는 분리되지 않았다.

이러한 차이는 실제적인 종 분포의 차이일 수 도 있으나 이 등(1991)의 

보고가 동절기인 한 계절에 국한한 조사라는 점과 본 연구가 16S rRNA 유

전자 분석에 의한 동정이라는 것과 최근에  신종 Vibrio의 보고 의해  V. 

lentus(Macian et al., 2001-b),  V. scophthalmi(Cerdá-Cuéllar et al., 

1997), V. pomeroyi(Thompson et al., 2003-a), V. 

corallilyticus(Ben-Haim et al., 2003), V.  fortis 와  V. 

probioticus(Thompson et al., 2003-b)가 새롭게 보고된 종이 라는 것과도 

상관성이 높을 것으로 판단된다.

Alcaide(2003)는 잿방어(Seliola dumerili)와 사육수로부터 그람음성 종속

양 통성혐기성 세균 148균주를 분리하여 형태학적, 생화학적 특성시험을 

통해 P. damselae subsp. damselae, Vibrio orientalis, V. fischeri, V. 

harveyi(Vibrio carchariae), Vibrio mediterranei, Vibrio alginolyticus, V. 

parahaemolyticus, V. furissii, V. splendidus로 동정하 고, 미동정 균주도 

16 균주가 분리되었는데, 미동정 균주에 대해 분자생물학적인 동정이 필요하

다고 하 다.

V. trachuri는 본 연구에서 가장 많이 분리가 이루어졌는데 5월과 12월 

사이에 주로 분리되었다. V. trachuri는 16S rDNA gen 비교에서  V. 

harveyi와 약 98.8%의 상동성을 나타내는 것으로 보고되었으며(Thompson 

et al., 2002), Alsina와 Blanch(1994)는 V. harveyi 와 V. carchariae를 생

화학적 특성에 근거한 동정에서 두 종이 같은 cluster로 보고하 고, 
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Perdersen et al.(1998)은 사실상 동종으로 판단하여, 본 연구에서는 V. 

trachuri, V. carchariae와 V. harveyi를 동종으로 간주하 다.

V. carchariae는 sandbar shark 와 lemon shark등 상어의 피부궤양증 

및 홍민어(Sciaenops ocellatus)의 장염유발 원인균으로 보고되고 있는데

(Colwell and Grimes, 1984; Liu et al., 2003), 감염된 어류는 피하에 괴사

성 cyst를 형성하고 장염 및 뇌에 염증을 형성한다고 보고되었있다(Grimes 

et al, 1985).

두 번째로 많이 분리된 V. scophthalmi는 본 연구에서 11월과 5월 사이

에 주로 분리되었는데  Cerdá-Cuéllar et al.(1997)이 더봇에서 처음 분리하

여 신종으로 보고하 으며 본 연구에서 약 26%의 분리율을 나타내었다. 

V. parahaemolyticus는 2월과 4월을 제외하고 매월마다 분리되었으며, 

국내의 경우 군산 내만의 서식 패류로부터 본 균의 분리가 보고된 예가 있다

(윤 과 안, 1992).

V. pomeroyi는 Thompson et al.(2003-a)에 의해 최근에 새로운 Vibrio

로 보고된 종으로 본 연구에서는 11월부터 5월 사이에 15균주가 분리되었다.

3 균주가 분리된 V. fischeri는 스페인에서 터봇에 체표 유두종과 장에 종

양을 형성하는 원인체로 보고되어 있다(Lamas et al, 1990).

P. damselae subsp.  damselae는 이전에는 V. damsela로 명명되어 

Vibrio속으로 간주되다가 지금은 Photobacterium 속에 포함시키고 있는 종

으로(Austin and Austin, 1993), blacksmith damselfish, 방어, 터봇, 돔류, 

상어등 광범위한 어종에 피부체표궤양등을 일으키는 원인종으로 알려져 있다

(Fouz et al., 1992).

  P. damselae subsp. piscida는 처음에 Pasteurella piscicida로 명명되

다가 rRNA 염기분석 및 DNA-DNA hybridization과 생화학적 특성분석등

을 통하여 P. damselae  subsp. piscicida로 재 동정되었는데(Gauthier et 

al., 1995), striped bass(Morone saxatilis)와 white perch(Morone 

americanus)에서 처음 분리되었으며(Snieszko et al., 1964), Osorio et 

al.(1999)은 nested PCR 방법에 의한 신속진단법을 보고하 다.

Vibrio lentus는 Macian et al.(2001-b)에 의해 지중해의 굴에서 처음 분
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리되었으며,  Montes et al.(2003)은 터봇에서 본 균의 분리를 보고하 으며, 

Farto et al.(2003)은 문어의 질병원인균으로 보고하 다.

V. campbelli는 16주가 분리되었는데 이 등(1991)의 보고에서도 국내산 

양식 넙치로부터 본 종의 분리를 보고하 다. 

L. anguillarn은 가장 공통적인 어류 병원체로 알려져 있는 균주로써  

1985년 이전까지는 V. anguillarn으로 동정되다가 ribosomal RNA분석을 

통해 새로운 genus인 Listonella 속으로 분리토록 제안된 균주로서

(MacDonnell et al., 1985) 본 연구에서는 5월에 1균주가 분리되었다.

본 연구에서 분리되어 분자생물학적 방법에 의해 Vibrio  및 관련 세균으

로 동정된 261균주의 월별 분포현황은 6월(20strains - 6 species), 7월(38 

strains-6species), 8월(25strains-5species), 9월(13strains-5species), 10월

(21strains-5species), 11월(27strains-9species), 12월(28strains-11species), 

1월(37strains- 12species), 2월(20strains-5species), 3월(17strains-6species), 4

월(10strains-4species), 5월(5strains-5species)이 분리되어 1월이 가장 종 

다양하게 분포하는 것으로 나타났다. 

4.3.3. 분리‧동정된 Vibrio  속 균주의 계통학적 분석

Fig 4-2에 나타낸 분리된 261균주들에 대한 계통학적 분석결과에서는 V. 

tubiashi, V. corallilyticus, V. probioticus는 상당히 유연관계가 깊은 것으

로 분석되었으며, V. campbellii, V. trachuri, V. parahaemolyticus도 상당

히 유연관계가 깊은 것으로 나타났다. 또한 같은 종내에서 아종으로 구분된 

Photobacterium 속의 P. damselae subsp. damselae와 P. damselae 

subsp. piscida 역시 상당히 깊은 유연관계가 있는 것으로 분석되었다.

16S rRNA 유전자 분석을 통해 동정된 29종 중 주로 많이 분리된 V. 

trachuri, V. scophthalmi,  V. parahaemolyticus,  V. campbelli,  V. 

pomeroyi, P. damselae  subsp. damselae, P. damselae subsp. piscida간

의 분자생물학적  계통관계를 분석하 다(Appendix Ⅲ).

V. campbellii로 동정된 16균주는 크게 8개의 group으로 분류되었고, 가장 
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많이 분리된 V. trachuri의 경우에도 크게 8개의 group으로 분석되었으며, 

전체 23균주가 분리된 V. parahaemolyticus의 경우에는 5개의 group, 15균

주가 분리된 V. pomeroyi는 8개의 작은 group으로 구분할 수 있었으며, 두 

번째로 많이 분리된 V. scophthalmi의 경우에는 12개의 group으로 구분할 

수 있었다.

Photobacterium  속의 P. damselae subsp. damselae와 P. damselae 

subsp. piscida는 각각 7개의 작은 group과 2개의 작은 group으로 나누어졌

다.

4.3.4. 넙치 성장기별  Vibrio  속 균주의 분리현황

넙치의 성장단계와 분리 동정된 Vibrio 속 균주와의 연관성을  Table 

4-3에 나타내었다.

균주가 분리된 시료의 크기별 구분을 볼 때 10∼20cm의 시료에서 가장 

많은 129균주가 분리되었으며, 다음으로는 10cm 이하의 시료에서 55균주가 

분리되어 20cm이하의 시료에서 주로 분리되었음을 알 수 있었다.

그 중 V. scophthalmi가 분리된 시료는 총 69개 시료 는데, 그 중 64개 

시료가 20cm 이하로 나타나 본 균은 대부분이 치어에서 분리가 이루어졌음

을 알 수 있었다. 

V. trachuri는 85균주 중 35균주가 20cm 이하의 시료에서 분리되었으며, 

나머지 50균주는 20cm 이상의 크기의 시료에서 분리가 이루어졌다. 

4.3.5. 지역에 따른 Vibrio 속  균주의 분리현황

분리 동정된 27종의 균주 중에서 주로 분리된 V. trachuri, V. scophthalmi, 

V. parahaemolyticus, V. campbellii, V. pomeroyi, P. damselae subsp. 

damselae에  대해 지역별 분리현황을 Fig 4-3에 나타내었다.

시료채취가 주로 이루어진 표선, 성산, 남원지역 시료로부터 분리된 균주

의 현황을 보면 표선 지역에서 가장 많은 166균주가 분리되었는데, 그 중 58

균주가 V. trachuri 고,, 남원지역의 경우에도 34균주 중 16균주가 V. trachuri로 

동정되었으나, 성산 지역의 시료에서는 오히려 V. scophthalmi가 V. trachuri
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Table 4-3. Classification of Vibrio  sp. and phylogenetically closely 

related bacteria isolated from the flounders based on fish sizes

Species
Length of flounder(cm)

0∼≤ 10 10<∼ ≤20 20<∼≤  30 30<∼≤40 40<∼≤ 50

Vibrio campbellii(16) 1 9 2 3 1

Vibrio corallilyticus(3) 1 2

Vibrio fisheri(3) 2 1

Vibrio fortis(2) 2

Vibrio furnissii(3) 3

Vibrio lentus(3) 1 2

Vibrio parahaemolyticus(23) 11 10 2

Vibrio pomeroyi(15) 4 4 5 1 1

Vibrio probioticus(2) 2

Vibrio scophthalmi(69) 13 51 3 1 1

Vibrio trachuri(V. carchiariae, 85) 7 28 28 18 4

Vibrio tubiashii(1) 1

Photobacterium  damselae subsp. damselae(11) 3 6 1 1

Photobacterium  damselae subsp. piscicida(6) 4 2

Listonella  anguillarum(1) 1

Vibrio sp. group Ⅰ(2) 2

Vibrio sp. group Ⅱ(2) 2

Vibrio sp. group Ⅲ(1) 1

Vibrio sp. group Ⅳ(1) 1

Vibrio sp. group Ⅴ(2) 1 1

Vibrio sp. group Ⅵ(1) 1

Photobacterium sp. group Ⅰ(3) 1 2

Photobacterium sp. group Ⅱ(1) 1

Aeromonas hydrophila(1) 1

Acinetobacter johnsonii(1) 1

Citrobacter freundii(2) 2

Marinomonas protea(1) 1

Total No. 55 129 45 23 9
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Fig. 4-3. Number of Vibrio sp. and phylogenetically related bacteria 

from different sampling sites.
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Fig. 4-3. continued
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 보다 2배 이상 많게 분리되었다.

4.3.6. 생화학적 동정과 분자생물학적 동정간의 비교

 분리된 261균주에 대해 MicroLog
TM
 system(Release 4.0)을 이용하여 

생화학적 특성을 시험한 결과를 바탕으로 구분된 BioLog group과 16S 

rRNA 유전자 분석을 통한 균주의 동정결과 비교하 다(Table 4-4).

생화학적 특성분석에 의한 BioLog group중 가장 많은 부분을 차지하는 

V. carchariae group의 51균주와 P. damselae  group의 4균주의 경우에는 

16S rRNA 유전자 분석에 의한 동정에서 각각 V. trachuri(Vibrio 

carchariae) 34균주와 P. damselae 3균주로 동정되어 동정이 일치하는 경우

도 있었으나, Aeromonas sorbia  DNA group7에 속하는 30균주 중에는 

16S rRNA 동정결과 26균주가 V. trachuri(Vibrio carchariae)로 동정되는

등 일반적으로 생화학적 group과 16S rRNA 유전자 분석에 의한 동정간에 

차이가 있는 것으로 나타났다.

이러한 결과는 MicroLog
TM
 system(Release 4.0)에 의한 동정이  해당 

프로그램에서 규정하는 similarity 보다 낮더라도 가장 높은 similarity 수치

를 기준으로 하여 이루어졌다는 점, 균주 분리가 임상 시료가 아닌 어류로부

터 분리되어 생화학적 다양성이 높음으로 인해 해당 프로그램 내에 균주에 

대한 database의 부족, 그리고 16S rRNA 유전자 분석에 의한 동정에서 최

근에 신종으로 보고된 Vibrio가 많은 비중을 차지한 점등에 기인하는 것으로 

사료된다.

이렇듯 생화학적 특성분석에 의한 동정결과 및 분자생물학적 동정결과에 

대한 오차를 줄이기 위해서는 환경시료로부터 분리되는 다양하고 새로운 

Vibrio 종에 대한 database 확보와 생화학적 및 분자생물학적 특성 분석에 

의한 근연종 연구등이 더욱 더 진행되어야 할 것으로 사료된다.

4.3.7. 분리 균주별 항생제 감수성 시험결과

16S rRNA 유전자 분석에 의해 동정된 261균주에 대한 항생제 감수성 시험결과

에서 주로 우점하게 분리된 V. campbellii (16 strains), V. parahaemolyticus (23 strains),
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Table 4-4.  Comparison of bacterial identification resulted from Biolog 

test and 16S rRNA sequence analysis

Biolog group 16S rRNA identification result

Photobacterium damselae (4) Photobacterum damselae  subsp. damselae  (2)

Photobacterum damselae  subsp. piscicidae (1)

Vibrio scophtalmi  (1)

Aeromonas allosaccorophila (1) Vibrio parahaemolyticus (1)

Photobacterium fisheri  (1) Vibrio scophtalmi  (1)

Aeromonas eucrenophila DNA group 6 (2) Vibrio parahaemolyticus (2)

Aeromonas sobria  DNA group 7 (30) Vibrio parahaemolyticus (4)

Virio trachuri  (26)

Vibrio harveyi (37) Virio trachuri (1)

Vibrio furnissii (2)

Vibrio scophtalmi  (24)

Vibrio pomeyori  (3)

Vibrio fisheri  (2)

Vibrio probioticus  (1)

Virio corallilyticus (1)

Vibrio campbelli  (1)

Photobacterum damselae  subsp. piscicida (1)

Vibrio  sp. Ⅰ (1)

Psedomonas creosotensis  (2) Vibrio parahaemolyticus (2)

Vibrio furnissii  (14) Vibrio fortis  (1)

Vibrio scophtalmi  (8)

Vibrio  sp. Ⅴ (1)

Vibrio  sp. Ⅵ (1)

Vibrio pomeroyi (1)

Acinetobacter johnsonii  (1)

Citrobacter freundii  (1)

Vibrio carchariae  (51) Vibrio campbelli  (9)

Vibrio parahaemolyticus (5)

Virio trachuri(V. carchariae, 34)

Vibrio scophtalmi  (1)

Vibrio lentus  (1)

Vibrio pomeroyi (1)

Aeromonas veronii/sobria DNA group 8 (6) Virio trachuri (4)

Virio corallilyticus (2)

Vibrio proteolyticus (11) Vibrio parahaemolyticus (2)

Vibrio campbelli  (5)

Vibrio  sp. Ⅱ (1)

Vibrio scophtalmi  (1)

Virio trachuri (1)

Listonella anguillarum(1)
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Table 4-4. continued

Vibrio alginolyticus (14) Vibrio pomeroyi (5)

Vibrio parahaemolyticus (2)

Vibrio  fortis (1)

Vibrio scophtalmi  (2)

Virio trachuri (4)

Aeromonas tructi DNA group 13(3) Photobacterium sp. Ⅰ (1)

Vibrio pomeroyi (1)

Vibrio trachuri(1)

Photobacterium angustum (10) Photobacterum damselae subsp. damselae  (2)

Vibrio scophtalmi  (5)

Photobacterum damselae subsp. piscicida (2)

Photobacterium sp. Ⅱ (1)

Vibrio aesturrius  (16) Photobacterium damselae  subsp. damselae  (5)

Photobacterium sp. Ⅰ (2)

Virio trachuri (2)

Vibrio scophtalmi  (5)

Vibrio campbelli (1)

Vibrio parahaemolyticus (1)

Vibrio splendidus  (22) Vibrio scophtalmi  (12)

Vibrio lentus (2)

Vibrio pomeroyi (4)

Vibrio tubiashi (1)

Vibrio sp. Ⅱ (1)

Vibrio sp. Ⅲ (1)

Vibrio furnissii (1)

Photobacterium logei  (13) Virio trachuri (10)

Vibrio parahaemolyticus (2)

Citrobacter freundii (1)

Achromobacter chlinophogum (1) Marinomonas protea (1)

Vibrio anguillarum (2) Vibrio scophtalmi  (2)

Iodobacter fluviatilis (1) Photobacterium damselae  subsp. damselae  (1)

Vibrio campbelli (4) Vibrio scophtalmi  (3)

Vibrio sp. Ⅰ (1)

Pasteurella canis stomatis (1) Vibrio fisheri (1)

Vibrio natriegens (1) Vibrio probioticus (1)

Vibrio mediterranei (1) Vibrio sp. Ⅴ (1)

Bukholderium coccovenenans (1) Vibrio sp.Ⅳ (1)

Vibrio fluvialis (4) Vibrio trachuri (2)

Vibrio parahaemolyticus (2)

Aeromonas enteropelogens (3) Photobacterium damselae  subsp. damselae  (1)

Photobacterum damselae subsp. piscicida (2)

Aeromonas hydrophila  DNA group 1 (5) Vibrio scophtalmi  (4)

Aeromonas hydrophila (1)

  

(  ); Number of strain
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 V. pomeroyi (15 strains), V. scophthalmi (69 strains), V. trachuri(Vibrio 

carchiariae, 85 strains), P. damselae subsp. damselae (11 strains),  P. 

damselae subsp. piscicida (6 strains)에 대한 결과를 보면  V. campbellii

는 ampicillin, kanamycin, penicillin, streptomycin등의 항생제에 대해서는 

감수성을 나타내지 않았으나, amoxicillin, chloramphenicol, doxycyclin, 

gentamycin, nalidixic acid,  norfloxacin, oxolinic acid, tetracyclin에 대

해서는 전체균주가 감수성을 나타내었다.

V. parahaemolyticus(23 strains)는  nalidixic acid, oxolinic acid에는 

약 80%이상의 균주가 감수성을 보 으나, ampicillin, kanamycin, 

novobiocin, penicillin, streptomycin에 대해서는 감수성정도가 낮게 나타났

다.

V. pomeroyi  (15 strains)는 gentamycin에는  분리 균주 전부가 감수성

을 보 고, norfloxacin, oxolinic acid에도 강한 감수성을 보 으나, 

kanamycin, neomycin, penicillin, streptomycin에는 감수성 정도가 미약하

게 나타났다.

전체 261균주 중 두 번째로 우점하게 분리된 V. scophthalmi  (69 

strains)는 gentamycin과 norfloxacin에 대해서 각각 대상 균주의 79.7% 

와 69.6%가 감수성을 보 으며, kanamycin, novobiocin, streptomycin, 

tetracyclin등의 항생제에는 감수성 정도가 미약한 것으로 나타났다.

V. trachuri(Vibrio carchiariae, 85 strains)는 ampicillin과 streptomycin

에 대해서는 분리 균주 전체가 감수성을 보이지 않았으며, amoxicillin, norfloxacin, 

penicillin에 대해서는 낮은 감수성을 보 고, chloramphenicol, ciprofloxacin, 

nalidixic acid, oxolinic acid등의 항생제에 대해서는 높은 감수성을 나타내

었다.

P. damselae subsp. damselae (11 strains)의 경우는 chloramphenicol, 

doxycyclin, tetracyclin에 대해서는 낮은 감수성을 보 으나, gentamycin, 

neomycin, penicillin에 대해서는 높은 감수성을 나타내었다.

 P. damselae subsp. piscicida (6 strains)는 ampicillin, amoxicillin, 

chloramphenicol, doxycyclin, novobiocin, penicillin, tetracyclin에 대해서는 
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감수성을 보이지 않았으며 neomycin, norfloxacin, oxolinic acid에 대해서는 

66.7%의 균주가 감수성을 보이는 것으로 나타났다(Table 4-5).
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4.4. 요약

GN2 Plate를 이용한 생화학적 성상을 MicroLog
TM
 system(Release 4.0)

에 의해 동정한 결과 V. carchariae group 51균주, V. harveyi group이 37

균주,  A. sorbia  DNA group7로 grouping되는 균주가 30균주, V. 

splendidus  group이 22균주, V. aestuarinus group이 16균주, V. furnissii

와 V. alginolyticus  group 14균주,  P. logei group이 13균주, V. 

proteolyticus group 11균주, P. angustum group 10균주, A. 

veronii/sorbia  DNA group8로 grouping 되는 균주 6균주를 포함하여 총 

28개의 생화학 group으로 나누어졌다. 

분리된 261균주의 16S rRNA 유전자에 대한 염기서열 분석에 따른 종 동

정결과에서는 Vibrio속 12종, Photobacterium  속 2종, Listonella 속 1종, 

Aeromonas속 1종, Acinetobacter  속 2종, Citrobacter속 1종과 미동정 균

주가 8종 등 총 27종으로 동정되었다.

12종의 Vibrio속에는 V. trachuri가 85균주로 가장 많은 부분을 차지하

으며, 다음으로는 V. scophthalmi 69균주로 동정되었으며,  V. 

parahaemolyticus  23균주, V. campbellii가 16균주,  V. pomeroyi 가 15균

주 V. fischeri 와 V. lentus, V. corallilyticus, V. furnissii,가 각 3균주,   

V. fortis, V. probioticus가 각 2균주, V. tubiashii가 1균주로 동정되었다.

 Photobacterium속의 경우는 P. damselae  subsp. damselae 11균주, P. 

damselae subsp. piscida  6균주가 동정되어 17균주의 P. damselae가 분리

되었다.

Listonella속의 L. anguillarum이 1균주가 동정되었으며, Aeromonas 

hydrophilla  1균주, Acinetobacter johnsonii 1균주, Citrobacter freundii  2

균주로 동정되었고, 그 외에 미동정 균주가 8 group(13 strains)이었다.

넙치의 성장단계와 분리 동정된 Vibrio 속 균주와의 연관성을 살펴보면  

10∼20cm의 시료에서 129균주가 분리되어 가장 많은 균주가 분리되었으며,

다음으로는 10cm 이하의 시료에서 55균주가 분리되어 20cm이하의 시료에서 
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균 분리가 주로 이루어졌다.

그 중 V. scophthalmi가 분리된 시료는 총 69 시료 는데, 그 중 64 시

료가 20cm 이하로 나타나 본 균은 대부분이 치어에서 분리가 이루어졌음을 

알 수 있었다. 

V. trachuri는 85균주 중 35균주가 20cm 이하의 시료에서 분리되었으며, 

나머지 50균주는 20cm 이상의 크기의 시료에서 분리가 이루어졌다.

본 연구에서 분리된 261균주에 대해 GN2 Plate를 이용한 생화학적 동정

결과와  16S rRNA 유전자 분석에 의한 동정결과 비교에서 차이가 있는 것

으로 나타났는데, 이러한 결과는 MicroLog
TM
 system(Release 4.0)에 의한 

동정이  해당 프로그램에서 규정하는 similarity 보다 낮더라도 가장 높은 

similarity 수치를 기준으로 하여 이루어졌다는 점, 균주 분리가 임상 시료가 

아닌 어류로부터 분리되어 생화학적 다양성이 높음으로 인해 해당 프로그램 

내에 균주에 대한 database의 부족, 그리고 16S rRNA 유전자 분석에 의한 

동정에서 최근에 신종으로 보고된 Vibrio가 많은 비중을 차지한 점등에 기인

하는 것으로 사료된다.
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5. 종합고찰

제주도의 육상양식업은 1980년대 중반부터 넙치양식 위주로 발전하기 시

작하여 현재는 제주도 1차 산업에서 중요한 위치를 차지하고 있다. 이러한 

넙치양식에 있어서 질병관리는 성공적인 양식을 위해 무엇보다 중요한 과제

라 할 수 있다.

이러한 질병관리를 위해서는 양식생물질병 전파가 물을 매개로 하여 이루

어지는 경우가 많기 때문에 양식장 유입수의 위생적인 관리가 기본적으로 필

요하다고 판단된다. 

그리고 넙치의 성장에 따른 월별 질병발생조사 및 질병원인생물에 대한 

연구 등의 기초자료 축적이 필요하다고 인정된다.

본 연구에서는 제주도 양식넙치의 세균성질병 대책에 대한 연구의 일환으

로 2001년 6월부터 2002년 5월까지 제주도내 4군데 양식장을 대상으로 유입

수로 이용되는 해수 및 지하수에 대한 세균학적 수질조사 및 같은 기간에 질

병발생이 보고된 제주도내 양식장을 대상으로 양식넙치의 주요세균성 질병 

중 체내감염증으로 보고되어 있는 steptococcosis, edwardsiellosis, 

vibriosis등(방 등, 1992; 이 등, 1991; 이 와 하, 1991)의 세균성 질병발생동

향조사와 질병감염 양식넙치로부터 분리되는 다양한 종의 Vibrio  속 균의 동

정을 통해 양식넙치의 vibriosis의 원인균 동정에 대한 기초자료를 제공하고

자 하 다.

양식장 유입수의 세균학적 특성조사에서는 조사기간 중 수온 분포는 지하

수의 경우 15.1℃∼20.5℃로 편차는 크지 않았으나 7월 수온이 가장 높게 조

사되었고, 해수인 경우 13.8℃∼27.1℃로 조사되었는데 모든 양식장에서 8월

이 가장 높은 수온분포를 나타냈다. 각 양식장의 월간 수온편차는 해수의 경

우에는  전체적으로 10℃ 이상의 월간 수온 편차를 보 으나, 지하수의 경우

는 약 1.1∼4.8℃정도로 조사되어 지하수의 경우는 계절적 수온변동이 크지 

않은 것으로 나타났다.

염분농도의 경우 대부분 양식장에서 지하수가 해수에 비해 염분농도가 낮



- 70 -

게 조사되었으며, 해수보다는 지하수가 월간 편차가 큰 것으로 나타났으며, 

해수의 경우에는 주로 8월이 다른 달에 비해 낮은 염분농도를 보 다.

총 세균수 및 Vibrio  속 세균수에 대한 조사에서 지하수의 경우는 총 세

균수의 월 평균은 1,342∼3,997 CFU/100mL로 년 평균 2,580 CFU/100mL

의 총 세균수를 나타내었다.

지하수에 대한 월 평균 Vibrio  속 세균수는 84∼990 CFU/100mL로 조사

되었으며, 년 평균 295 CFU/100mL의 Vibrio  속 세균수를 보 다.

해수의 월 평균 세균수에 대한 조사에서는 총 세균수는 9,941∼56,417 

CFU/100mL, Vibrio  속 세균수는 2,353∼10,493 CFU/100mL로 나타났으

며, 해수의 년 평균 세균수는 총 세균수가 24,950 CFU/100mL, Vibrio  속 

세균수가 5,093 CFU/100mL이었다.

 지하수와 해수의 세균수 분포를 비교해 보면 총 세균수의 경우 약 9.5배, 

Vibrio  속 세균수는 약 17 배정도가 지하수에 비해  해수에서 높게 검출되었

다. 또한 총 세균수에 대한 Vibrio  속 세균수의 분포비율을 보면  해수는 약 

20%, 지하수에서는 약 11% 정도로 조사되어 해수가 지하수에 비해 매우 높

은 Vibrio  속 세균의 분포비율을 나타내었다.

본 연구에서 지하수가 해수에 비해 Vibrio  속 균을 포함하여 세균수가 낮

게 검출되었다는 점과 년 간 약 4℃ 이하의 수온 편차를 보이며 17℃ 전후의 

수온 분포를 나타내는 것은 지하수의 효율적인 사용이 여름철의 수온상승에 

의한 양식어의 스트레스 방지 등의 목적뿐만 아니라 질병관리 차원에서 중요

한 요인으로 작용 할 것으로 생각된다.

예로  Vibrio 속 세균의 경우에는 해수에 상존하는 세균으로 환경수로부터 

다양한 종이 분리가 보고되고있는데, 이들 중 일부는 어류의 질병 원인균과 

상관성이 높은 것으로 알려져 있을 뿐만 아니라, 수온이 높은 여름철에 분리

비율이 높은 것으로 보고되고 있고, 또한, 어류의 장내 세균총은 해수내의 세

균상과 연관이 있는 것으로 알려져 있다(Alcaide, 2003; Croci et al., 2001; 

O'neill et al., 1992; Ringo and Birkbeck, 1999; Shin et al., 1976).

따라서 지하수와 해수에 대한 월별 세균수 측정결과를 놓고 볼 때  지하

수의 활용이 면역력이 약한 치어기 때의 사육수 등 환경으로부터의 세균감염



- 71 -

증 예방 및 고수온기의 세균성 질병대처 등에 효과적으로 이용될 수 있다고 

생각된다.

월별 세균성질병발생동향 조사 결과에서는 질병에 감염된 것으로 판단되

는 시료의 채취현황을 근거로 한 질병발생조사에서는 7월에 질병 발생율이 

가장 높은 것으로 판단되며, 질병발생이 가장 적은 달은 5월이었다.

반면에 채취시료에 대한 세균 분리율은 10월이 98.1%로 가장 높은 비율

을 보여 다른 원인보다 세균성질병에 의한 피해가 높을 것으로 판단되며, 6

월에는 시료채취가 97개 집단에서 이루어져 7월 다음으로 질병발생이 많은 

것으로 판단되었으나 채취 시료 중  세균 분리율은 52.5%로 조사되어 어류

의 체내 세균감염에 의한 피해와 더불어 질병에 의한 피해도 높은 것으로 사

료된다.

6월부터 8월 사이에 세균성 질병을 포함한 질병발생비율이 높은 것은 수

온 상승 등에 의한 수조 내 세균증식 등과도 관련이 있을 것으로 사료되며, 

수온이 낮은 10월부터 1월 사이에도 세균성질병을 포함해서 질병발생이 높게 

조사된 것은 제주도내 많은 양식장에서 주로 10월부터 치어입식이 이루어져 

초기 사육과정에서 면역력이 약한 치어에 세균 감염을 비롯한 기타 병원생물

의 감염에 기인하는 것으로 추정된다.

조사대상 질병의 월별 발생유형은 대부분의 양식장에서 치어입식이 이루

어지는 10월부터 이듬해 2월 및 3월까지는 면역력이 약한 치어에 vibriosis

가 주로 발생하고, 중간성장단계인 6월과 7월경에는 edwardsiellosis가, 9월

과 10월인 주 출하시기에는 주로 streptococcosis가 발생하는 것으로 판단되

었다.

또한, 채취된 시료의 크기와 각 시료별 분리 균주의 간이동정에 의한 세균

성 질병과의 상관관계를 보면 20cm이하의 크기의 치어에서는 vibriosis가 가

장 많은 약 85%를 차지했으며, 20∼30cm 크기의 시료에서는 

edwardsiellosis가 약 52%로 가장 많은 비율로 조사되었고, 30cm이상의 성

어에서는 streptococcosis가 가장 높은 비율로 발생하 다.

조사대상 세균성 질병 중 가장 많은 질병은 vibriosis로 조사되었으며, 세

균성 질병발생 양상은 어류의 성장단계 및 계절에 따라서도 향을 받는 것



- 72 -

으로 사료된다.

세균성질병에 감염된 것으로 판단되는 넙치 시료로부터 분리된 

Streptococcus sp. 196균주, Edwardsiella  sp. 225균주,  Vibrio  sp. 261균

주를 대상으로 15종의 항생제에 대한 감수성시험을 한 결과 Streptococcus 

sp.는 ampicillin, amoxicillin, chrorampenicol, penicillin에 대해서는 80%

이상의 균주가 감수성을 나타냈으며, nalidixic acid, oxolinic acid, 

streptomycin에 대해서는 매우 낮은 감수성을 보이는 것으로 나타났다.

Edwardsiella sp.는 ampicillin, amoxacillin, chlorampenicol, ciprofloxacxin, 

norfloploxacxin에 대해서 약 80%이상의 균주에서 감수성을 나타내었으며, 

kanamycin, nobobiocin, penicillin, streptomycin등의 항생제에 대해서는 

약 2%정도의 균주 만의 감수성을 나타내었다. 

Vibrio  sp.는 chloramphenicol, ciprofloxacin, gentamycin, nalidixic 

acid, oxolinic acid등 5종의 항생제에 대해서 70%이상의 균주가 감수성을 

보 으며, ampicillin, penicillin, streptomycin등에 대해서는 상대적으로 낮

은 감수성을 보 는데, 분리 균주에 대한 항생제 감수성 시험은 단기적인 결

과보다는 장기적인 연구를 통해 항생제 내성 균주의 파악 및 그 변화패턴을 

분석하는 것이 세균성 질병에 대해 효과적으로 대처 할 수 있는 방법의 일환

이라 사료된다.

Vibrio속 균은 V. tapetis,  V. ichthyoenteri, V. scophthalmi, V. 

rotiferianus, V. coralliilyticus, V. kanaloae, V. pomeroyi, V. chagasii, 

V. fortis, V. hepatarius, V. neptunius, V. brasiliensis, V. xuii, V. 

agarivorans등의 계속적인 신종보고(Ben-Haim et al., 2003; Borrego et 

al., 1996; Cerdà-Cuéllar et al., 1997; Gomez-Gill et al., 2003; Ishimaru 

et al., 1996; Macian et al., 2001-a, b; Thompson et al., 2003-a, b, c)

와 종 다양성등에 의해 생화학적 동정에 어려움이 많은 것으로 알려져 있으

며, 특히 환경으로부터 분리되는 Vibrio속 균의 경우에는 더욱 그렇다고 알려

져 있는데(Alsina and Blanch., 1994), 본 연구에서는 16S rRNA 유전자 분

석에 의해 질병감염 양식넙치로 부터 12종의 Vibrio속, 2종의 Photobacterium, 

1종의 Listonella속과 미동정 group을 포함하여 Vibrionaceae  및 그 관련 
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종으로 판단되는 27종(261 strains)의 세균을 분리 동정하 다.

그 중 V. trachuri가 85균주로 가장 많은 부분을 차지하 으며, 다음으로

는 V. scophthalmi  69균주로 동정되었으며,  V. parahaemolyticus  23균주, 

V. campbellii가 16균주,  V. pomeroyi 가 15균주 V. fischeri 와 V. 

lentus, V. corallilyticus, V. furnissii,가 각 3균주,   V. fortis, V. 

probioticus가 각 2균주로 동정되었으며, V. tubiashii 1균주로 동정되었다.

 Photobacterium속의 경우는 P. damselae  subsp. damselae 11균주, P. 

damselae subsp. piscida  6균주가 동정되어 17균주의 P. damselae가 분리

되었다. 

Listonella 속 균주로는 L. anguillarum 1균주가 동정되었으며, 그 외에 

A. hydrophilla  1균주, Ac. johnsonii  1균주, C. freundii 2균주로 동정되었

으며, 미동정 균주가 8 group(13 strains)으로 나타났다.

GN2Plate을 이용한 생화학적 특성 조사결과를 MicroLog
TM
 system(Release 

4.0) program을 이용하여 생화학 동정을 실시한 결과 V. carchariae group 

51균주, V. harveyi group이 37균주,  A. sorbia  DNA group7로 grouping

되는 균주가 30균주, V. splendidus  group이 22균주, V. aestuarinus 

group이 16균주, V. furnissii와 V. alginolyticus  group 14균주,  P. logei 

group이 13균주, V. proteolyticus  group 11균주, P. angustum  group 10

균주, Aeromonas veronii/sorbia  DNA group8로 grouping 되는 균주 6균

주 등을 포함하여 총 28개의 생화학 group으로 나누어졌는데, 16S rRNA 

유전자 분석에 의한 동정결과와 비교 해 볼 때 동정결과에 큰 차이가 있었다.

생화학적 동정결과와 분자생물학적 동정결과의 차이는 MicroLog
TM
 

system(Release 4.0)에 의한 생화학적 동정의 경우는 해당 프로그램상에 

similarity 값이 0.5이상에서 정확한 동정이 이루어지는 것으로 지정해 놓고 

있으나 본 연구에서는 전체 균주를 대상으로 생화학적 grouping을 하기 위

해 similarity값에 상관없이 그 값이 0.5이하가 되더라도 그 중 가장 높은 

similarity값에 해당되는 균주로 동정을 실시하 다는 점이 가장 큰 이유로 

생각된다.

그 외에 균주 분리가 임상 시료가 아닌 어류로부터 분리되어 생화학적 다
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양성이 높음으로 인해 해당 프로그램 내에 균주에 대한 database의 부족, 그

리고 16S rRNA 유전자 분석에 의한 동정에서 최근에 신종으로 보고된 

Vibrio가 많은 비중을 차지한 점등에 기인하는 것으로 사료된다.

따라서 생화학적 특성분석에 의한 동정결과 및 분자생물학적 동정결과에 

대한 오차를 줄이기 위해서는 환경시료로부터 분리되는 다양하고 새로운  

Vibrio 종에 대한 database 확보와 근연종에 대한 연구등이 더욱 더 진행되

어야 할 것으로 사료되며, 또한 분자생물학적 방법에 의한 신속진단법외에 생

화학적 특성에 의해 신속하게 Vibrio  종을 구분하기 위한 연구등도 이루어져

야 될 것으로 판단된다.

또한 본 연구에서 vibriosis 감염증으로 추정되는 넙치에서 분리동정된 

Vibrio  종 중 V. trachuri, V. scophthalmi,  V. parahaemolyticus,  V. 

campbellii, V. pomeroyi등 우점하게 분리된 동정 결과를 바탕으로 분리균주

의 감염실험실시 및 제주산에 국한된 시료채취가 아닌 좀 더 광범위하고 좀

더 장기적인 균주의 분리 동정 등을 통하여 양식넙치의 vibriosis의 원인균 

확인에 대한 연구가 좀 더 이루어져야 될 것으로 사료된다. 
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Appendix Ⅱ

Result of biochemical test by using GN2Plate and MicroLog
TM
 

system(Release 4.0) program

Aeromonas sobria DNA group 7 (30)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - d + + + + d - - -   d  +

B - + d + d + d d -   + + +

C - d d - - d d + - - + d 

D + d + - d - + - + d - -

E - - -  + - + - d - - - +

F + - d d + + + + + + - + 

G - + - -  - + - - + + - -

H + + + + - - - - + + + +

Vibrio carchariae (51)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - + + + + + d + - - - +

B - + - + d + - - - + + +

C - d d - d d d + - d d d 

D d d d - d d + - + d d -

E - d - + - + - d - - - +

F + - d d d + + + + + + d 

G - d - - - + - + + + - -

H d + + + - - - - + + d +

Vibrio harveyi (37)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - - d d d d d + - - - d 
B - + - d d + - - - + d + 
C d d d - - - d d d - d d 
D d - - -  - - d - d - d -
E - - - - - d - - - - - d 
F d - d - d d d d d - d d
G - - - - - d - d d d - -
H - + + + - - - - d - - d
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Appendix Ⅱ.  Continued

Pseudomonas creosotensis (2)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - + + + + + - + - - - d 

B - + - d - + - - - + + d

C - - + - - d + + - - + +

D + + + + - - + - - + - -

E - - d + - + - + - - - +

F + - - d + + + + + + + +

G + d d d - + - - + + - -

H - + + + - + + - + + + +

Vibrio protelyticus (11)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - + + + + + - + - - - d 

B - + - d d + - - - d + d 

C - d d - - d d + - - + d 

D + d d d - - + - - d - -

E - - d + - + - d - - - +

F + - -  d + + + + + + + d

G d d d d - + - d + + - -

H - + + + - d d - d + + +

Vibrio alginolyticus (14)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - d d d d d d + - - -  d 

B - + - d d + - d - + - +

C - - d - - d d + -  - d d 

D d - d - - - + - d d -  -

E - - - d - + - d - - - d 

F d - d d d + + + d + d d

G d d - d - d - d d d - -

H - + + + - d - - d d d d
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Appendix Ⅱ.  Continued

Aeromonas tructi DNA group 13 (3)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - d + d d d d + - - - d

B - + - + - + - - - + d +

C - - d - - - - + - d d d

D d d d - - - - + - - d d

E - - - d - + d - - - - d 

F d - d - d + d d d d d d

G - d - - - d - d d d - -

H d + + d - - - - d d + +

Photobacterium angustum (10)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - - d - d d - + - - - d

B - + - d - + - - - - - +

C - - d - - - d d - - d d 

D - - - - - - d - d - d -

E - - - - - + - - - - - d

F - - - - - d d + d + + d 

G - - - - - d - - d d - -

H - + + + - - - - d d d d

Vibrio aestuarinus (16)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - d d d d d d + - - - d
B - + - d d + - - - + d +
C - - d - - - d d d - d d
D d - - - - - d - d d d -
E - - - d - + - - - - - d 
F d - d - d d d + d + d d 
G - - - - - d - d d d - -
H - + + + - - - - d d d d 
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Appendix Ⅱ.  Continued

Vibrio splendidus (22)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - - d d  d   d   d   + - -    - d

B - + - d d + - -    - + d +

C - -    d - - - d + d d d  -

D -    d - - - - +   - d - d -

E - - - d   - + - -  - - - d

F -    - d   -   d  d + + d   + + d

G - - - -   - d   - -    d d - -

H - + + + - - - - d -    - d

Photobacterium logei (13)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - + + + + + d + - d d +

B - + d + d + d d d + + +

C - d d d d + + + d d + +

D + d + - - - + d + d d -

E - d d + - + d d - d - +

F + - + + + + + + + + + +

G d + d d - + - + + + - -

H d + + + - - - - + + + +

Vibrio furnissii (14)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - - d - d d d + - - - - 

B - d - d - + - - - + - d 

C - d - - - - d d d - d d 

D d - - - - d d - d - d - 

E - - - - - + - - - - - d 

F d - - - d d d + d + + d

G - - - - - d - - d d - -

H - + + d - - - - d - - -
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Appendix Ⅱ.  Continued

Vibrio natriegens (1)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - - + + + + - + - - - +

B - + - + - + - - - + + +

C + + - ± - - + + - - + +

D + - - - - - + - + - + -

E - - - - - + - + - - - +

F + - + + + + + + + + + +

G + - - + - + - - + + - -

H - + + + - + - - + ± ± +

Vibrio mediterranei (1)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - - + + ± + + + - - - +

B - + - + - + - - - + + +

C - + - - - + + + - - - -

D - - - - + - ± - - - - -

E - - - - - + - - - - - +

F + - - - - + + ± + + + -

G ± - - - - - - - + + - -

H - + + + - + - - + - + +

Photobacterium leiognahi (1)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - - - - - - ± + - - - -

B - + - - - + - - - - - ±

C - - - - - - + - - - - -

D - - - - - - + - ± - - -

E - - - - - + - - - - - +

F - - - - - + + - - + + -

G - - - - - - - - - - - -

H - + ± ± - - - - - - - -
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Bukholderia cocovenenans (1)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - - - - + - - - - - - +

B - + - - - - - + + + + +

C - - - - - - + + + - - -

D - + - - - - + - - - - -

E - - - + - - - - + - - +

F + - - - - + + - + + - -

G - - - - - + - - - - - +

H - - - - - - - - - - - -

Vibrio fluvialis (4)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - + + + + + d + - d d +

B - + - + + + - - - + + +

C - d + - - - d + - - + d 

D + d + - - - + - + d - -

E - - - + - + - + - - - +

F + - d - + + + + + + + +

G - + - - - + - + + + - d

H - + + + - - - - + + + +

Aeromonas enteropelogenes (3)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - - + - - - + + - - - d 

B - + - + - + - - - + - +

C - - - - - d - + - - - -

D - - - - - - - - - d - -

E - - - d - + - - - - - d 

F - - - d - + + d d d d -

G - - - - - d - - d - - -

H - + + d - - - - - + + +
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Aeromonas hydrophila DNA group 1 (5)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - - d d d d d + - d - d 

B - + - d - + - - - d d d

C - d d - - d d d - - d - 

D - - - d - - + - - - - -

E - - - - - d - - - - - -

F - - - - - d d d d d d d

G - - - - - d - d d - - -

H - + + + - - - - d d - -

Aeromonas veronii /sobria DNA group 8 (6)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - d d + + + d d - - - d

B - + - d - d - - - + d +

C - d d - - d + + - - d d 

D d d d - - - d - d - - -

E - - - + - + - d - - - +

F + - d d + + + + + + + +

G d d - d - + - d d d - -

H d + + + - - - - d d + +

Achromobacter cholinophagum (1)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - - - - - + - - - - - +

B - - - - - + - - - + - ±

C - - - - - - + + + - - -

D - - + - - - ± - - - - -

E - - - + - + - - - - - -

F + - - - - + - + - + - -

G - - - - - + - - - - - -

H - - - - - - - - - - - -
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Vibrio anguillarum (2)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - - + - - - d + - - - -

B - + - - - + - - - + d +

C - - d - - - + d + - - -

D - - - - - - + - d - + -

E - - - - - + - - - - - d 

F - - - - - - - d d + + -

G - - - - - - - - - - - -

H - + + + - - - - - - - d

Iodobacter fluviatilis (1)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - - + - + + + + - - - -

B - + - + - + - - - + - +

C - - - - - - - - - - - +

D + - - - - - - - - + - -

E - - - - - + - - - - - +

F + - - - - + + + + + + +

G - - - - - + - - + + - -

H - + + + - - - - + + + +

Vibrio campbellii (4)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - - d d - - d + - - - -

B - + - - d + - - - + d +

C - d d - - - d + d + - -

D - - - - - - d - d - d -

E - - - - - d - - - - - -

F - - d - - + + + d + + d

G - - - - - - - - d d - -

H - + d + - - - - - - - -



- 85 -

Appendix Ⅱ.  Continued

Pasteurella canis stomatis (1)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - - + - - - - + - - - +

B - + - ± + + - - - + - +

C - + - - - - + + - - - -

D - - - - - - - - - - - -

E - - - - - - - - - - - -

F - - - - - - - - ± - - -

G - - - - - - - - - - - -

H - + + + - - - - + - + +

Photobacteium damselae (4)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - - + - d d d + - - - d 

B - + - d - + - - - + - +

C - - d - - - - + - + d -

D d - - - - - - - - - - -

E - - - d - d - - - - - d 

F d - - - - - - d d d d d

G - - - - - d - - d d - -

H - + d d - - - - d d d +

Aeromonas allosaccharophila (1)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - + + + + + - + - - - +

B - + - + + + - - - + + +

C - + + - - - - + - - + +

D + - - - - - + - + + - -

E - - + + - + - + - - - +

F + - + + - + + + + - + +

G - - - - - + - + + - - -

H + + + + - - - - + + + +
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Photobacterium fisheri (1)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - - + - - - + + - - - -

B - + - - - + - - - + - +

C - - + - - - + + + - - -

D - - - - - - + - + - - -

E - - ± - - ± ± + + + + -

F - - - - - - - - - - - -

G - - - - - - - - - - - -

H + + + + - - - - - - - -

Aeromonas eucrenophila DNA group 6 (2)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A - + + + + + - + - d - +

B - + - + + + - - - + + +

C - + + - - d + + - - + +

D + - - - - - + - + d - -

E - - - + - + - + - - - +

F + - + + + + + + + + + +

G - + - d - d - + + + - -

H - + + + - - - - + + + +

+; 90% 0r more or the strains are positive.

-; 90% 0r more or the strains are negative.

±; weak reaction.

d; 11-89% of the strains are positive.
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Dendrogram showing the divergence of Vibrio campbellii(A), Vibrio 

trachuri(B), Vibrio parahaemolyticus(C), Vibrio pomeroyi(D), Vibrio 

scophthalmi(E), Photobacterium damselae subsp. damselae(F), 

Photobacterium damselae subsp. piscida(G)    isolated from cultured 

flounder in Jeju. The length of each pair of branches represents the 

distance between sequence pairs, while the units at the bottom of the 

tree indicate the number of substitution events.
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(B): Vibrio trachuri
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(C): Vibrio parahaemolyticus
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(D): Vibrio pomeroyi
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(E): Vibrio scophthalmi
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(F): Photobacterium damselae subsp. damselae
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(G): Photobacterium damselae  subsp. piscida
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적  요 

제주도내 양식넙치의 세균성질병에 대한 대책의 일환으로 2001년 6월부터 

2002년 5월까지 4군데 육상양식장의 월별 세균학적 특성분석과 제주도내 육

상 양식장 중  질병발생이 보고된 양식장의 넙치집단으로부터 채집된 780시

료를 대상으로 한 streptococcosis, edwardsiellosis, vibriosis의 발생동향조

사 그리고 질병감염시료로부터 분리되는 Vibrio속 및 관련속 세균에 대한 생

화학적 동정 및 분자생물학적 동정을 실시하 다.

 제주도 육상양식장 유입수의 세균학적 특성조사에서 조사기간동안 4군데 

양식장의 수온 분포는 지하수의 경우 15.1℃∼20.5℃로 조사되었으며 해수인 

경우 13.8℃∼27.1℃로 조사되어 지하수의 경우는 해수에 비해 계절적 변동

이 크지 않았다.

염분농도의 경우 1군데 양식장을 제외한 대부분의 양식장의 지하수는 해

수에 비해 염분농도가 낮았다.

양식장 유입수의 총 세균수 및 Vibrio  속 세균수에 대한 조사에서 지하수

의 총 세균수는 월 평균 1,342∼ 3,997 CFU/100mL로 년 평균 2,580 

CFU/100mL의 총 세균수를 나타내었다. 지하수에 대한 월 평균 Vibrio  속 

세균수는 84∼990 CFU/100mL로 조사되었으며, 년 평균 295 CFU/100mL

의 Vibrio  속 세균수를 보 다.

해수의 월 평균 세균수에 대한 조사에서는 총 세균수는 9,941∼56,417 

CFU/100mL, Vibrio  속 세균수는 2,353∼10,493 CFU/100mL로 조사되었

고, 해수에 대한 년 평균 세균수는 총 세균수가 24,950 CFU/100mL, Vibrio  

속 세균수가 5,093 CFU/100mL로 나타났다.

 지하수와 해수의 세균수 분포를 비교해 보면 해수가 지하수에 비해 총 

세균수의 경우 약 9.5배, Vibrio  속 세균수는 약 17배 정도 높은 세균수 분

포를 나타내었다.

제주도내 육상양식장의 세균성질병발생동향조사에서는 질병에 감염된 것

으로 판단되는 시료의 채취현황을 근거로 한 질병발생조사에서는 7월에 질병 

발생율이 가장 높은 것으로 판단되며, 질병발생이 가장 적은 달은 5월이었다.
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반면에 채취시료에 대한 세균 분리율은 10월이 98.1%로 가장 높은 비율

을 보여 다른 원인보다 세균성질병에 의한 피해가 높은 것으로 판단되며, 6

월에는 다른 달에 비해 상대적으로 질병발생보고는 많았으나 세균성 질병에 

대한 조사에서는 채취된 시료의  52.5%가 조사대상 세균에 감염된 것으로 

나타났다.

총 780시료 중 579시료에서 세균이 분리되어 각각 Vibrio  sp., 

Edwardsiella  sp., Streptococcus sp.로 간이동정 되었는데, 180 시료에서 

vibriosis가 단독 발생한 것으로 조사되어 전체 시료의 23%로 가장 높은 비

율을 보 으며, edwardsiellosis는 152 시료(19.5%), streptococcosis는 148 

시료(19%)에서 각각 단독발생으로 나타났다.

 조사대상 세균성 질병의 혼합발생은 vibriosis와 edwardsiellosis의 혼합

발생으로 확인된 경우가 51시료(6.5%), vibriosis와 streptococcosis 혼합발

생 26시료(3.3%), edwardsiellosis와 streptococcosis 혼합발생 20시료

(2.5%), 그리고 3종의 질병의 혼합으로 발생한 경우가 2 시료이었다.

시기별 세균성 질병발생유형은 대부분의 양식장에서 일반적으로 치어입식

이 이루어지기 시작하는 10월부터 이듬해 2월 및 3월까지는 면역력이 약한 

치어에 vibriosis가 주로 발생하고, 중간성장단계인 6, 7월경에는 

edwardsiellosis가, 출하가 주로 이루어지는 시기인 9월과 10월에는 주로 

streptococcosis가 높은 비율로 발생하 다.

어체 크기별 세균성 질병 발생현황을 조사해 본 결과는 20cm이하의 크기

의 치어에서는 vibriosis가 가장 많은 약 85%를 차지했으며, 20∼30cm 크기

의 시료에서는 edwardsiellosis가 약 52%로 가장 많은 비율로 조사되었고 

30cm이상의 성어에서는 streptococcosis가 가장 높은 비율로 발생하 다.

이상에서 볼 때 양식넙치의 세균성 질병 중 가장 많은 질병은 vibriosis로 

판단되며, 세균성 질병발생 양상은 어류의 성장단계 및 계절에 따라서도 향

을 받는 것으로 사료된다.

세균성질병에 감염된 것으로 판단되는 넙치 시료로부터 분리된 

Streptococcus sp. 196균주, Edwardsiella  sp. 225균주,  Vibrio  sp. 261균

주를 대상으로 15종의 항생제에 대한 감수성시험을 한 결과 Streptococcus 
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sp.는 ampicillin, amoxicillin, chrorampenicol, penicillin에 대해서는 80%

이상의 균주에서 감수성을 나타냈으며, nalidixic acid, oxolinic acid, 

streptomycin에 대해서는 매우 낮은 감수성을 보이는 것으로 나타났으며, 

Edwardsiella  sp.는 ampicillin, amoxacillin, chlorampenicol, 

ciprofloxacxin, norfloploxacxin, 에 대해서 약 80%이상의 균주에서 감수성

을 나타내었으며, kanamycin, nobobiocin, penicillin, streptomycin등의 항

생제에 대해서는 약 2%정도의 균주만의 감수성을 나타내었다. 

Vibrio  sp.는 chloramphenicol, ciprofloxacin, gentamycin, nalidixic 

acid, oxolinic acid등 5종의 항생제에 대해서 70%이상의 균주가 감수성을 

보 으며, ampicillin, penicillin, streptomycin등에 대해서는 상대적으로 낮

은 감수성을 보 다.

Vibrio  sp.로 간이동정된 261균주에 대해 GN2 Plate를 이용한 생화학적 

성상을 MicroLog
TM
 system(Release 4.0)에 의해 동정한 결과 V. 

carchariae group 51균주, V. harveyi  group이 37균주,  Aeromonas 

sorbia  DNA group7로 grouping되는 균주가 30균주, V. splendidus  group

이 22균주, V. aestuarinus group이 16균주, V. furnissii와 V. 

alginolyticus  group 14균주,  P. logei group이 13균주, V. proteolyticus 

group 11균주, P. angustum  group 10균주, Aeromonas veronii/sorbia  

DNA group8로 grouping 되는 균주 6균주를 포함하여 총 28개의 생화학 

group으로 나누어졌다.

또한, 16S rRNA 유전자에 대한 염기서열 분석에 따른 Vibrio sp. 동정결

과에서는 Vibrio속 12종, Photobacterium  속 2종, Listonella 속 1종, 

Aeromonas속 1종, Acinetobacter  속 2종, Citrobacter속 1종과 미동정 균

주가 8종 등 총 27종으로 동정되었다.

12종의 Vibrio속에는 V. trachuri가 85균주로 가장 많은 부분을 차지하

으며, 다음으로는 V. scophthalmi 69균주로 동정되었으며,  V. 

parahaemolyticus  23균주, V. campbelli가 16균주,  V. pomeroyi 가 15균

주 V. fischeri 와 V. lentus, V. corallilyticus, V. furnissii,가 각 3균주,   

V. fortis, V. probioticus가 각 2균주, V. tubiashi가 1균주로 동정되었다.
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 Photobacterium속의 경우는 P. damselae  subsp. damselae 11균주, P. 

damselae subsp. piscida  6균주가 동정되어 17균주의 P. damselae가 분리

되었다.

Listonella속의 L. anguillarum이 1균주가 동정되었으며, Aeromonas 

hydrophilla  1균주, Acinetobacter johnsonii 1균주, Citrobacter freundii  2

균주로 동정되었고, 그 외에 13종의 미동정 균주가 분리되었다.

본 결과로 제주산 양식넙치의 Vibriosis의 원인균은 Vibrio trachuri, 

Vibrio scophthalmi등 본 연구에서 우점하게 분리되는 종과 관련이 있을 것

으로 사료된다.
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