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일반적인 어류양식은 어류를 제한된 장소나 특

정의 시설물 내에서 양식함으로써 자연 수계에 비

하여 서식환경이 부적절해지거나 영양 성분의 불

균형으로 인한 여러 가지 문제점 등이 발생하게 

되어 양식 생물의 질병 감염에 의한 피해는 날로 

늘어나고 있는 추세이다 (문 등, 2007). 양식 어류

에서 볼 수 있는 피해의 형태는 감염된 질병의 종

류에 따라서 다양하게 나타난다. 예를 들면 짧은 

기간에 대량 폐사를 일으키는 급성형, 소수의 어류

가 장기간에 걸쳐 지속적으로 폐사하는 만성형, 감
염된 후 질병에서 회복되어도 성장이 둔화되거나 

반흔이 남아 있어서 상품 가치를 잃게 되는 경우 

등 여러 가지가 있다 (국립수산과학원, 2007). 이러

한 피해가 발생하게 되면 양식어민에게는 큰 경제

적 손실이 된다. 이러한 손실을 막기 위해서 각종 

어류 질병의 예방과 치료를 목적으로 수산용 의약

품 및 화학약품의 사용빈도가 증가하고 있다 (이, 
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2004). 이러한 수산용 의약품의 사용은 수산생물

의 질병을 예방하고 치료하며, 건강한 수산생물의 

생산성 증대에 크게 기여하고 있으나 어류 내에 

흡수되지 않은 약제가 많아지고 그러한 여분의 약

제가 함유된 사육수의 배출은 주변 수역에 대한 

오염 유발 요인이 될 수도 있다 (장 등, 2011). 그리

고 광범위한 항생제의 사용은 다제내성균의 발생

을 초래하게 되었다 (Midvedt and Lingass, 1992; 
WHO, 1999). 양식장에서 항생제의 사용에 의해 발

생한 어류 질병 내성균의 항생제 내성인자는 Vibrio 
parahaemolyticus (Hayashi et al., 1982)나 Vibrio 
cholerae (Nakjima et al., 1983)와 같은 인체병원균

에 전이될 가능성이 있는 것으로 시사되었다.
양식어류에서 질병이 발생하게 되면 정확한 종

류와 양의 항생제를 사용하기 위해 항생제 감수성 

테스트를 실행하고 있다. 현재 사용되고 있는 항생

제 감수성 테스트는 Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute (CLSI)에서 승인한 표준 방식인 액체

배지미량희석법(Broth microdilution method)이 사

용되고 있다 (CLSI, 2006). 그러나 CLSI에서 승인

한 액체배지미량희석법은 병원성 세균의 항생제 

감수성을 결정하기 위해 많은 시간이 필요하다고 

보고되고 있다 (CLSI, 2006). 그러므로 양식장에서 

질병이 발생하고 급성 감염으로 인한 대량폐사가 

속출하고 난 뒤 항생제 감수성 테스트 결과가 확인

되는 경우가 종종 발생하기도 한다.
수산생물용의약품의 오남용으로 인한 가시적, 

잠재적 위험성이 고조되고 있으나 당장 항생제의 

사용을 전면적으로 줄이거나 제한할 수는 없으며 

유효 항생제를 올바른 방법으로 적정량 사용하는 

것이 최선의 방법이며 수산용 항생제 감수성 시험

의 시간을 줄이는 것은 효율적인 방역 정책 실현에 

매우 중요하나 현재로서는 그 방법이 아직 확립되

지 않은 실정이다. 따라서 양식생물의 질병 원인을 

분석함과 동시에 질병의 확산을 막기 위한 보다 

신속하고, 보다 정확하며, 보다 효율적인 항생제 

감수성 확인의 실용화 기술의 개발이 필요하다.
최근 다양한 식품에서 증식하는 병원성 세균의 

신속한 검출을 위해서 여러 종류의 tetrazolium salt
를 이용하여 신속하게 유효한 항생제 확인을 위한 

시도들이 이루어지고 있다(백, 1998; 박과 류, 2001; 

Tsukatani et al., 2012). 특히 Tetrazolium salt 중에서 

세포생존율테스트와 관련하여 주로 MTT (3-[4,5- 
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
가 가장 널리 사용되었으나, 불용성 formazan을 녹

이기 위해 이용되는dimethyl sulfoxide (DMSO)의 

처리로 인하여 실험과정이 번거로울 뿐만 아니라, 
DMSO를 처리한 배지의 제거 과정에서 세포 손실

의 위험이 있음으로(Bruggisser et al., 2002), 조금 

더 민감하고 간편한 방법으로 사용할 수 있는 tet-
razolium salt가 요구되어 왔다. 그 결과, MTS (3- 
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxy methoxyphenyl)- 
2-(4-sulfoph-enyl)-2H-tetraz-olium), XTT (2,3-bis (2- 
methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylam- ino)car-
bonyl]-2H-tetrazolium hydroxide), WST-1 (2-(4-Iodo-
phenyl)- 3-(4-nitrophenyl)-5 -(2,4-disulfophenyl)-2H- 
tetrazolium, monosodium salt) 그리고 WST-8 (2-(2- 
methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-di-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt) 등이 

개발되었다. 이러한 수용성 tetrazolium salt (Water- 
soluble tetrazolium salt)는 formazan을 녹이는 과정

과 배양액을 제거할 필요가 없어 suspension cell에 

대해서도 간편하게 실험을 수행할 수 있는 장점이 

있으며 점차 MTT를 대체하여 세포활성측정의 새

로운 패러다임으로 자리매김하고 있다.
최근 WST-8을 이용한 인간 골수 기질세포 증식 

측정 (임 등, 2012), MTS를 이용한 인간 뇌수막종

세포의 성장비교 (박 등, 2000) 그리고 WST-8을 

이용한 Propofol이 인간 비장세포에 미치는 세포독

성 평가 (유 등, 2008)등이 보고되었고, 대부분 포

유류에서 세포활성 및 세포독성을 알아보기 위해 

다양한 수용성 tetrazolium salts이용에 관한 연구가 

이루어져 왔다. 그러나 WST-1을 이용하여 어류의 

병원성 세균에 대한 항생제 감수성에 관한 연구는 

전무한 실정이다.
이번 연구에서는 다양한 종류의 tetrazolium salt

중 WST-1을 이용하여 양식생물의 질병 원인을 분

석함과 동시에 질병의 확산을 막기 위한 보다 신속

하고, 보다 정확하며, 보다 효율적인 항생제 감수

성 확인을 위한 실용화 기술을 개발하고자 다양한 

연구를 수행하였다. 
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재료 및 방법

약제 및 배지

발색시약으로는 Premix WST-1 Cell Proliferation 
Assay (Takara Biochemicals, Tokyo, Japan)을 사용

하였다. 병원성 세균 배양과 실험에 사용한 배지는 

Brain Heart Infusion Agar (BHIA) / Broth (BHIB) 
(Bacto, USA), Mueller Hinton Agar (MHA) / Broth 
(MHB) (Difco, USA), Salmonella Shigella Agar (SS 
Agar) (BBL, USA), Thiosulfate Citrate Bile salts 
Sucrose Agar (TCBS agar) (Difco, USA)를 사용하였다.

이번 연구에서 이용된 항생제는 우리나라에서 

수산생물용 항생제로 허가가 된 amoxycillin (AMX, 
Sigma, USA), ampicillin (AMP, Duchefa, The Ne-
therlands), clindamycin (DA, TCI, Japan), erythromycin 
(E, TCI, Japan), flumequine (UB, TCI, Japan), florfe-
nicol (FFC, TCI, Japan), oxolinic acid (OA, Sigma, 
USA), oxytetracycline (OT, Sigma, USA) 등 8종의 

항생제를 이용하였다. 각각의 항생제들은 MH 
broth에 20 μg/ml의 농도가 되도록 희석시켜 사용

하였다.

동결보관 균주를 이용한 항생제 감수성 테스트 적

용 실험

이번 연구에서 사용된 병원성 세균은 Strepto-
coccus iniae (S. iniae), Edwardsiella tarda (E. tarda)
로서, 국립수산과학원 병리연구과에서 분양 받아 

본 연구에 이용하였다. 동결보관된 균주들은 실험 

수행 하루 전 BHIA에 접종하여 27℃에서 24시간 

배양하였다. 그 후 전날 BHIA에 배양중인 E. tarda, 
S. iniae를 각각 BHIB 배지 5 ml에 접종하여 27℃에

서 6시간 배양하였다. 배양된 세균들은 원심분리

(3,000 rpm, 10분)를 통하여 집균하였고, 집균된 세

균은 MH broth에 재현탁시킨 후 흡광도 600 nm에

서 OD값이 0.132 (McFaland standard No. 0.5)가 되

도록 조정하였다.
8종의 항생제에 대한 최소억제농도(MIC, mini-

mal inhibitory concentration) 측정은 96 well plate에 

MH broth 100 μl를 분주하였고, 전술한대로 준비된 

각각의 항생제 stock을 2배씩 단계 희석하여 최종 

농도를 20 μg/ml의 stock solution에 대한 2-1배에서 

2-12배로 희석배율을 조정하였다. 그리고 준비한 

세균 부유액 100 µl를 각 well에 분주하여 27℃에

서 24시간 배양한 후에 Victor 3 microplate reader 
(PekinElmer, USA)로 600 nm에서 흡광도를 측정하

였다.
WST-1을 이용한 항생제 감수성 테스트는 MIC 

측정과 같은 방법으로 96 well plate에 항생제 및 

세균 부유액을 준비하였고 27℃에서 2.5시간 배양

하였다. 그 후 WST-1를10 μl씩 분주하여 1.5시간 

재배양하여450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 음
성대조군(Negative control, NC)은 균을 접종하지 

않았고 양성대조군(Positive control, PC)은 항생제

를 첨가하지 않았다.

분리 세균을 이용한 항생제 감수성 테스트 기술 

개발

실제 세균성 질병에 걸린 병어로부터 병원체를 

순수 분리하여, WST-1을 이용한 새로운 항생제 감

수성 테스트와 기존의 항생제 감수성 테스트와의 

비교 분석을 위해서 연구를 수행하였다. 실험어로

는 조피볼락(Sebastes schlegeli)을 사용하였고, 3마
리(평균전장 20±0.8 cm, 평균체중 160±2.8 g)의 복

강에 미리 준비된 세균 현탁액 200 µl를 주입하였

다. 인위감염 시킨 조피볼락들은 에어레이션 공급 

장치가 설치된 0.7톤의 자체 순환여과 사육수조에 

수용하였으며, 사육 수온은 25℃로 유지시켰고, 먹
이는 공급하지 않았다. 병원성 세균 주입 3일 이후

부터 병성을 보이거나, 힘없이 유영하는 개체를 수

거하여 해부를 실시하여 조피볼락의 신장으로부

터 각 세균을 분리하였다. 이때, 사용한 배지는 

BHIA, SS agar, TCBS agar를 사용하였으며, 24시간 

후에 각 병원체를 순수분리 하여 실험에 이용하였

다. 순수분리 후 BHIA에 배양중인 E. tarda, S. iniae
를 각각 BHIB 배지 5 ml에 접종하여 27℃에서 6시
간 배양하였고, 이후 항생제 감수성 테스트는 전술

한대로 수행하였다. 모든 실험 조건은 국제규범인 

CLSI법을 참고하여 실험을 수행하였다.

결과 및 고찰

이번 연구에 이용된 tetrazolium salt는 3개의 방
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향족 고리(aromatic ring)가 연결된 헤테로고리 화

합물(heterocyclic compound)의 통칭이다. 일반적으

로 결합된 방향족 고리의 종류에 따라 수용액에서

의 용해도와 흡광 스펙트럼이 달라진다. Tetrazo-
lium salt의 4개의 질소로 이루어진 tetrazole의 일부

는 탈수소효소 (dehydrogenase) 등에 의해 쉽게 환

원되어 유색의 formazan으로 전환되며, 탈수소효

소는 대사적으로 왕성한 활동을 하는 세포의 미토

콘드리아 전자전달계에 존재하여 세포 대사활동 

시 생성되는 NADPH (Nicotinamide Adenine Din-
ucleotide Phosphate)를 NADP+로 산화시키고 환원

상태의 탈수소효소가 된다. 환원상태의 탈수소효

소는 tetrazolium salt를 환원시키고 다시 산화된 탈

수소효소가 되고 tetrazolium salt는 유색의 formazan
으로 환원된다. 즉 세포가 손상을 입어 더 이상 대

사활동을 할 수 없다면 NAD(P)H가 생성되지 않아 

탈수소효소가 환원이 될 수 없고 그렇기 때문에 

tetrazolium salt를 환원시킬 수 없기에 환원되는 for-
mazan의 양이 감소한다 (Berridge and Tan, 1998). 
그 결과는 Microplate reader로 측정하기 때문에 소

량의 세포와 짧은 시간에 결과를 얻을 수 있고 세포

독성과 세포활성의 측정에 적용되고 있다 (Tachon 
et al., 2009).

이번 연구에서 냉동보관 E. tarda를 대상으로 기

존의 항생제 감수성 테스트를 수행한 결과는 AMX
에서 2-8, AMP에서 2-5, E에서 2-4, FFC에서 2-9, UB
에서 2-12, OA에서 2-12, OT에서 2-12 희석 농도까지 

항생제에 대한 감수성을 보였으며 DA에서는 감수

성을 보이지 않았다 (Fig. 1A, B). WST-1을 이용한 

항생제 감수성 테스트를 수행한 결과는 AMX에서 

2-4, E에서 2-4, FFC에서 2-10, UB에서 2-9, OA에서 

2-11, OT에서 2-12 희석 농도까지 감수성을 보였으며 

AMP와 DA에서는 감수성을 보이지 않았다 (Fig. 
1C, D). 인위감염 후 분리된 E. tarda를 대상으로 

WST-1을 이용한 항생제 감수성 테스트를 수행한 

결과는 E에서 2-5, FFC에서 2-9, UB에서 2-9, OA에서 

2-11, OT에서 2-12 희석 농도까지 감수성을 보였으며 

AMX, AMP, DA에서는 감수성을 보이지 않았다 

(Fig. 1E, F). 기존 항생제 감수성 테스트 결과와 

WST-1을 이용한 항생제 감수성 테스트 결과를 비

교한 결과 AMX, AMP, DA, E 4개의 항생제에서 

항생제 감수성에 차이가 있음이 확인되었다. 그러

나 그 외의 4가지 항생제에서는 유사한 경향의 항

생제 감수성이 확인 되었다. 보관 균주와 분리 균

주에 대한 WST-1을 이용한 항생제 감수성 테스트 

결과를 비교한 결과 비슷한 경향의 항생제 감수성 

결과를 확인할 수 있었다.
냉동보관 S. iniae를 대상으로 기존의 항생제 감

수성 테스트를 수행한 결과는 AMX에서 2-12, AMP
에서 2-9, DA에서 2-7, E에서 2-12, FFC에서 2-9, UB에
서 2-3, OT에서 2-12 희석 농도까지 항생제에 대한 

감수성을 보였으며 OA에서는 감수성을 보이지 않

았다 (Fig. 2A, B). WST-1을 이용한 항생제 감수성 

테스트를 수행한 결과는 AMX에서 2-10, AMP에서 

2-7, DA에서 2-6, E에서 2-12, FFC에서 2-10, UB에서 

2-5, OT에서 2-12 희석 농도까지 항생제에 대한 감수

성을 보였으며 OA에서는 감수성을 보이지 않았다 

(Fig. 2C, D). 인위감염 후 분리된 S. iniae를 대상으

로 WST-1을 이용한 항생제 감수성 테스트를 수행

한 결과는 AMX에서 2-10, AMP에서 2-7, DA에서 

2-9, E에서 2-12, FFC에서 2-10, UB에서 2-4, OT에서 

2-12 희석 농도까지 항생제에 대한 감수성을 보였

으며 OA에서는 감수성을 보이지 않았다 (Fig. 2E, 
F). 기존 항생제 감수성 테스트 결과와 WST-1을 

이용한 항생제 감수성 테스트 결과를 비교한 결과 

감수성에서는 약간의 차이를 보였으나 양상은 유

사한 것으로 확인되었다. 또한 보관 균주와 분리 

균주에 대한 WST-1을 이용한 항생제 감수성 테스

트 결과를 비교한 결과 비슷한 경향의 항생제 감수

성 결과를 확인할 수 있었다.
이번 연구에서는 기존의 MIC 기법과의 비교 분

석을 위하여 국내 수산용의약품으로 허가된 8종의 

항생제를 대상으로 tetrazolium salt의 일종인 WST- 
1을 이용하여 신속항생제 감수성 테스트를 수행하

였으며 냉동 보관 균주와 어류에 인위감염 후 순수 

분리한 균주를 이용하여 신속항생제 감수성 테스

트를 수행하였다. 그 결과, 기존의 항생제 감수성 

테스트는 세균의 분리에 18∼24시간, 실험 전 액체

배지 계대배양에 24시간, 테스트에 24시간이 소요

되어 총 3일가량 소요(최 등, 2012)되는 것에 반해 

이번 연구의 WST-1을 이용한 방법은 세균의 분리

에 18∼24시간, 실험 전 액체배지 계대배양에 6시
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간, 테스트에 4시간으로 단축시킬 수 있기 때문에 

총 2일도 소요되지 않는다. 이로써 신속하고 정확

한 항생제 감수성 테스트 방법으로 premix WST-1

을 이용한 방법이 적용 가능할 것으로 생각된다. 
그러나 이번 연구 결과에서 각각의 실험군에서는 

전체적으로 유사한 경향의 항생제 감수성이 확인

Fig. 1. Antibiotic susceptibility test results for E. tarda. Conventional antibiotic susceptibility testing results (A, B). 
Antibiotic susceptibility test results using the WST-1 (C, D). Antibiotic susceptibility test results using the WST-1 
to separate strain from artificially infected fish (E, F). The antibiotic susceptibility and resistance were indicated 
with dot line and arrow.
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되었지만, 희석된 항생제 농도값에는 다소 차이가 

있는 결과를 보여주었다. 이는 세균의 배양시간의 

차이(WST-1, 4시간; MIC, 24시간)에서 비롯된 결

과로 추정되었다.
이번 연구 결과는 추후 더욱 신속하고 정확한 

항생제 감수성 기법을 개발하기 위한 직접 조직을 

Fig. 2. Antibiotic susceptibility test results for S. iniae. Conventional antibiotic susceptibility testing results (A, B). 
Antibiotic susceptibility test results using the WST-1 (C, D). Antibiotic susceptibility test results using the WST-1 
to separate strain from artificially infected fish (E, F). The antibiotic susceptibility and resistance were indicated 
with dot line and arrow.
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이용하는 방법이나 흡광도 측정 기기 없이 가시적 

판단이 가능하도록 심도 있는 연구에 도움이 될 

수 있으며 더 나아가 Kit제작할 시에도 이용가능 

할 것으로 생각된다.
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