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서   론

장염비브리오균(Vibrio parahaemolyticus)은 그람음성, 무포
자, 호염성 간균으로 기수와 해양환경에 널리 분포하는 자연상
재 세균으로 부적절하게 취급된 수산물을 생식하거나 덜 익혀 
섭취하여 발생하는 급성 장염의 주요 원인균이다(Su and Liu, 
2007; Gode-Potratz et al., 2011; Ceccarelli et al., 2013; Zarei 
et al., 2012; Zhang and Orth, 2013; KFDA, 2016). 과거에는 
표현형과 생화학적 특성을 바탕으로 장염비브리오균을 동정하
였으며 수산물과 해양환경에서 분리된 장염비브리오균 총 균
수를 근거로 잠재적 위해를 추정하였다(Malcolm et al., 2015). 

그러나 PCR과 같은 분자생물학적 기법을 발달로 장염비브리
오균에서 병원성과 관련된 독소 유전자가 확인이 가능하게 되
었는데, 이 독소 유전자는 thermostable direct hemolysin (tdh) 
gene과 TDH related hemolysin (trh) gene이며 숙주 세포에 대
한 용혈과 세포독성을 유발하는 것으로 밝혀졌다(Broberg et 
al., 2011; Zhang and Orth, 2013; Letchumanan et al., 2015). 
그래서 수산물에서 장염비브리오균 위해평가를 실시하거나 기
준규격을 설정하는 경우 특정 수산물에서 독소 유전자 보유 장
염비브리오균 출현 빈도를 고려하고 있다.
일반적으로 비브리오균은 대부분의 임상용 항균제에 감수성
이 큰 것으로 알려져 있다(Shaw et al., 2014; Yu et al., 2014). 
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독소 유전자 보유 및 항균제 감수성

김수경·안세라·박보미·오은경1·송기철·김정완2·유홍식*

국립수산과학원 서해수산연구소, 1국립수산과학원 남해수산연구소, 2인천대학교 생명과학과

Virulence Factors and Antimicrobial Susceptibility of  
Vibrio parahaemolyticus Isolated from the Oyster Crassostrea gigas

Sukyung Kim, Sera An, Bomi Park, Eun-Gyoung Oh1, Ki Cheol Song, Kim Jung-Wan2 and  
Hongsik Yu* 

 West Sea Fisheries Research Institute, National Institute of Fisheries Science, Incheon 22383, Korea  
1South Sea Fisheries Research Institute, National Institute of Fisheries Science, Yeosu 59780, Korea 

2Division of Bioenginnering, University of Incheon, Incheon 22012, Korea

This study investigated the prevalence of Vibrio parahaemolyticus in the oyster Crassostrea gigas, which is com-
monly consumed raw. The presence of virulence factors and the antimicrobial susceptibility of isolates were also 
investigated. The overall prevalence rate of V. parahaemolyticus in oysters was 37.5% (36/96) and the range of con-
centrations was 30–11,000 MPN/100 g. PCR-based assays indicated that 9.6% (11/115) of the isolates were positive 
for the thermostable direct hemolysin-related hemolysin gene (trh), while none of the isolates were positive for the 
thermostable direct hemolysin gene (tdh). The Multiple Antibiotics Resistance (MAR) index was measured for 16 
common antimicrobial agents and 46.1% (53/115) of the isolates had a MAR index > 0.2. The MAR index ranged 
from 0.07 to 0.73. The highest MAR index was observed with strain s150608, isolated in June 2015, which exhibited 
resistance to 11 antimicrobial agents. Our results demonstrate that oysters are high-risk sources of V. parahaemolyti-
cus, although no antimicrobial agent was being used to promote growth or to treat bacterial infections in the sampled 
oyster-growing areas.
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그러나 오랜 기간 임상, 농업 및 수산양식 분야에서 항균제와 화
학약품을 과도하게 사용함에 따라 항균제 내성 균주가 환경에 
유입되고 있다는 주장이 제기되고 있다(Cabello et al., 2013). 
이러한 주장은 아시아 지역 수산양식 분야에서는 oxytetracy-
cline, tetracycline, quinolone, sulphonamides와 trimethoprim 
등이 생산성 향상을 위해 지속적인 사용되어 왔고, 항균제 내성 
장염비브리오균이 우리나라를 비롯한 태국, 말레이지아와 중
국 등에서 분리되어 있다는 보고를 근거로 한 것이다(Oh et al., 
2011; Rico et al., 2012; Sani et al., 2013; Xu et al., 2014; Yano 
et al., 2014; Yu et al., 2014). 또한 환경에서 분리된 장염비브리
오균을 비롯한 잠재적 병원성 세균이 임상용 항균제에 대해서
도 내성을 가질 것이라는 우려가 최근 확산되고 있다(Okamoto 
et al., 2009; Letchumanan et al., 2015). 이는 국가에 따라 차
이가 있으나 비브리오균 감염증 치료를 위해 임상에서 사용되
는 항균제에 cephalothin, cefuroxime, cefotaxime ceftazidime, 
tetracycline, doxycycline과 fluoroquinolone 등이 포함되어 있
으며 일부는 수산양식 분야에 사용되는 항균제와 동일하거나 
유사한 계열이기 때문이다(Tang et al., 2002).
이 연구에서는 주거지역과 자연하천 등 육상 오염원과 인접한 
개펄에서 양식되고 생식을 위주로 소비되고 있는 서해안 양식
산 굴의 위생안전 확보와 항생제 내성 관리에 필요한 자료를 확
보하고자 장염비브리오균 분포와 병인 인자 보유 여부 및 항생
제 내성 특성에 대하여 검토하였다.

재료 및 방법

패류 시료

장염비브리오균(Vibrio parahaemolyticus) 분리를 위하여 
2014년 1월부터 2015년 12월까지 서해안 패류 생산해역에 설
정된 4개 지점(인천시 옹진군 덕적면 및 자월면 연안)에서 양식 
굴(Crassostrea gigas)을 매월 채취하여 시료로 하였다. 패류 시
료는 멸균된 용기에 채취한 후 10℃ 이하로 유지하면서 실험실
로 운반하여 사용하였다. 시험에 사용된 굴 시료수는 총 96개였
다.　시료 채취 시 해수의 수온과 염분농도는 YSI 556 multi-
probe system (Yellow Springs, YSI Life Science, OH, USA)
을 사용하여 현장에서 측정하였다. 

장염비브리오균의 분리·동정 및 정량

장염비브리오균은 Bacteriological Analytical Manual의 방법
에 따라 3 tube MPN법으로 정량분석을 실시하였다(Elliot et 
al., 2005). 패각을 제거한 후 패육과 패액 200 g에 phosphate 
buffered saline (PBS: 140 mM NaCl, 5 mM anhydrous Na2H-
PO4, and 1.5 mM KH2PO4 pH 7.4)을 2배 비율로 첨가하여 균
질화 하였다. 그리고 80 mL의 PBS에 균질액 20 g을 첨가하여 
10배 희석액을 만들어 시료로 하였다. 희석액을 이용하여 100
배, 1,000배 등 단계별 추가 희석용액을 만들어 사용하였다. 각 

희석단계 별로 alkaline peptone water (pH 8.5±0.2, 2% NaCl 
함유)가 들어있는 3개의 시험관에 각각 접종하고 35±0.5℃에
서 18-24시간 증균 배양하였다. 배양한 후 Thiosulfate Citrate 
Bile Salt Agar (TCBS agar, Difco)에 획선 도말하여, 35℃에
서 18-24시간 배양하였다. 전형적인 청록색 집락을 도말하여 
Triple Sugar Iron Agar (Difco)에 접종하고 35℃에서 24시간 
배양한 후, 전형적인 반응을 나타내는 균주를 대상으로 동정시
험을 실시하였다. 동정시험에는 내염성 시험, 42℃ 발육시험, 
ONPG (O-nitrophenyl-β-D-galacto-pyranoside) 시험 및 API 
20E system (BioMerieux, Marcy-l'Etoile, France)을 이용하였
으며, 16S rDNA 부분 염기서열을 분석하여 GeneBank에 등
록되어 있는 장염비브리오균의 16S rDNA 염기서열과 상동성
을 비교하여 확정하였다. 동정결과 장염비브리오균으로 확정
된 경우 해당 분리주가 유래한 희석단계별 증균 시험관을 장염
비브리오균 양성 시험관으로 하여 그 수를 헤아려 최확수표에
서 정량치를 얻고 희석배율을 곱하여 100 g 당 MPN으로 환산
한 후 정량치로 하였다.

16S rDNA 및 독소 유전자 확인

16S rDNA 상동성 비교 및 독소 유전자 확인을 위하여 분리균
주를 2% 식염이 함유된 Triple Soy Broth (TSB, Oxoid, U.K.) 
10 mL에 접종하여 37℃에서 18-24 시간 배양한 후 QIAamp 
DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)를 이용하여 DNA
를 추출하였다. 분리된 DNA는 사용할 때 까지 -18℃에 보관
하였다. 분리된 DNA로부터 16S rDNA 증폭에는 universal 
primer (Macrogen, Korea)을 사용하였으며 독소 유전자인 tdh 
및 trh gene의 증폭에는 각각 VPD-1/VPD-2와 VPR-1/VPR-2 
(Takara, Japan)를 사용하였다. PCR은 주형 DNA 5 μL, deoxy-
nucleoside triphosphate mixture (1 mM dATP, 1 mM dCTP, 1 
mM dTTP, 1 mM dGTP) 2 μL, 10×PCR 용액 5 μL, primer 
(100 pmol/μL) 1 μL, Taq polymerase 1.25 U를 혼합한 후, 총 
부피를 50 μL로 조정하고 Thermal Cycle (Takara, Japan)로 
94℃에서 60초, 60℃에서 60초, 72℃에서 60초의 조건에서 
35회 반복하여 실시하였다. 증폭된 PCR 산물은 DE/QIAxcel 
advanced system (Qiagen, Germany)를 이용하여 amplicon 크
기를 확인하였다(16S rDNA, 663 bp; tdh, 251 bp; trh, 250 bp).

항균제 감수성 시험

분리 동정된 장염비브리오균의 항균제 감수성 평가에는 Acar 
and Goldstein (1991)의 디스크 확산법을 이용하였다. 각 균주
를 Muller Hinton Broth (Merck, Germany)에 접종한 후 35℃
에서 18-24시간 전 배양한 다음 균 배양액의 농도를 McFarland 
No. 0.5로 희석 조정하였다. 희석된 균 배양액을 미리 1% 농
도가 되도록 식염을 첨가한 두께 4 mm의 Muller Hinton Agar 
(Merck, Germany) 평판에 도말한 후 실온에 5분간 방치하여 
균액을 흡수시키고 항균제 디스크(φ 8 mm)를 균 접종 후 15
분 이내에 고착시켰다. 시험 항균제는 ampicillin을 비롯한 15
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종 10계열을 사용하였다(Table 1). 항균제 디스크를 고착시킨 
Muller Hinton Agar 평판은 35℃, 16-18시간 배양한 다음 균
의 증식 저해대 (inhibition zone)의 크기를 caliper로 측정하여 
Table 1에 제시된 기준(CLSI, 2015)에 따라 감수성을 판정하였
다. 감수성 결과의 정도 관리를 위하여 Escherichia coli ATCC 
25922를 대조균으로 사용하여 각 항균제 디스크에 대한 역가
를 확인하였다. 

MAR (Multiple Antibiotic Resistance) Index

분리균주의 항균제에 대한 동시 내성 정도를 비교하기 위하여 
분리균주에 대한 MAR index를 다음 계산식에 따라 산출하였
다(Krumperman, 1983).

MARindex = r/t

여기서 “r”은 분리균주가 내성을 나타낸 항균제의 개수, “t”는 
시험에 사용된 항균제의 총 개수이다.

결과 및 고찰

장염비브리오균 검출 현황 및 독소 유전자 보유율

장염비브리오균은 전 세계적으로 분포하는 식중독 세균의 일
종으로 환경과 수산물에서 분포 및 농도는 계절, 지역, 시료의 
유형과 적용 분석법에 따라 다르게 보고되고 있다(Martinez-
Urtaza et al., 2008; Zarei et al., 2012). 이 연구에서는 서해
안 산 양식  굴(Crassostrea gigas) (n=96)을 대상으로 alkaline 

peptone water에 증균하여 선택배지를 사용하여 분리한 후 표
현형과 유전형 분석을 통하여 동정하고 최확수법으로 정량하여 
조사를 실시하였다. 장염비브리오균으로 추정되는 총 390개의 
균주가 분리되었으며 115개 균주가 최종적으로 확정되었다. 장
염비브리오균으로 확정된 모든 분리주의 16S rDNA 부분 염기
서열은 GeneBAnk에 등록된 Vibrio parahaemolyticus RIMD 
2210633의 16S rDNA 염기서열과 99% 이상의 상동성을 보였
다(Makino et al., 2003). 

2014년도에는 7월부터 10월까지 채집된 양식 굴에서 검출되
었고 동절기에는 장염비브리오균이 검출되지 않았으며(<30 
MPN/100 g), 2015년도에는 6월부터 10월에까지 채집된 양식   
굴에서 검출되었다(Fig. 1). 장염비브리오균이 검출된 시기의 
수온은 20℃ 이상 이었다.  시료 중 연중 평균 검출율은 2014
년에 33.3% (16/48) 그리고 2015년에 41.6% (20/48)에 달했
다. 그리고 채취지점별 검출율에는 차이가 없었다. 양식 굴에
서 장염비브리오균의 농도는 30-11,000 MPN/100 g의 범위를 
나타내었으며 2015년(30-4,600 MPN/100 g)에 비하여 2014
년(62-11,000 MPN/100 g)에 다소 큰 검출 범위를 나타내었다
(Fig. 1). 
이 연구에서 장염비브리오 검출율은 인도의 다양한 수산물에
서 장염비브리오 검출율이 48-55%였다는 보고와 중국의 어패
류에서 검출율이 47.2% 였다는 보고 보다 다소 낮은 것이며, 이
전에 수행한 연구에서 남해안 양식 굴에서 장염비브리오균 검
출율을 72.5%로 보고한 것과 많은 차이가 있었다(Chakraborty 
et al., 2008; Chao et al., 2009; Yu et al., 2014; Letchumanen 

Table 1. Tested antimicrobial agents and breakpoints for the interpretation of the disk diffusion method

Class Antimicrobial agent Disc potency 
(μg/disk)

Zone diameter interpretive standards (mm)
Susceptible Intermediate Resistant 

Penicillins

Cephalosporins

Aminoglycosides

Fluoroquinolones

Quinolones

Sulfonamides

Phenicols

Tetracyclines

Ansamycins

Macrorides

Ampicillin (AM)

Cefotaxime (CTX)

Cefotetan (CTT)

Cefepime (CEP)

Cephalothin (KF/CF)

Streptomycin (S)

Gentamicin (CN/GM)

Kanamycin (K)

Ciprofloxacin (CIP)

Nalidixic acid (NA)

Sulphamethoxazole-Trimethoprim (SXT)

Chloramphenicol (C)

Tetracyclin (TE)

Rifampin (RD/RA)

Erythromycin (E)

10

30

30

30

30

10

10

30

5

30

1.25/23.75

30

30

5

15

≥17

≥23

≥16

≥18

≥18

≥15

≥15

≥18

≥21

≥19

≥16

≥18

≥15

≥20

≥23

14-16

15-22

13-15

15-17

15-17

12-14

13-14

14-17

16-20

14-18

11-15

13-17

12-14

17-19

14-22

≤13

≤14

≤12

≤14

≤14

≤11

≤12

≤13

≤15

≤13

≤10

≤12

≤11

≤16

≤13
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et al., 2015). 또한 미국의 Chesapeake Bay에서 채취한 굴 시
료에서 장염비브리오균 검출율이 100%였다는 보고도 있다
(Parveen et al., 2008). 이는 수산물에 축적되는 장염비브리오
균의 농도가 다양한 연안해역의 환경에 영향을 받으며 통계적 
유의성이 확보될 만큼 충분한 시료를 확보하지 못하는데 기인
하는 여겨진다 (WHO/FAO, 2002; Kirs et al., 2011).
한편, 분리된 장염비브리오균 115균주 중 독소 유전자(tdh/

trh gene) 보유율을 조사한 결과, 내열성 용혈독소 유전자인 tdh 
gene을 보유한 균주는 없었고 유사 용혈독소 유전자인 trh gene
을 보유한 분리균은 11균주(9.6%)로 나타났다(Table 2). 
유럽과 아시아 지역에서 이루어진 조사에 의하면 tdh 및 trh 

gene 보유 장염비브리오균의 비율이 약 0-6% 정도라고 보고
되고 있다(DePaola et al., 2000; Vuddhakul et al., 2000; Alam 
et al., 2002; Hervio-Heathetal., 2002; Haley et al., 2014; Yu et 
al., 2014). 일반적으로 장염비브리오균이 수산물에서 흔히 검
출되나 모든 균주가 병원성을 가지는 것은 아니라고 알려져 있
는데 이는 환경 분리주 중 tdh 및 trh gene 등 병인 인자 보유율이 
다른 병원성 세균에 비하여 높지 않기 때문이다(Panicker et al., 
2004; Deepanjali et al., 2005; Canizalez-Roman et al., 2011; 
Gutierrez West et al., 2013; Johnson et al., 2008; Yamamoto et 
al., 2008; Malcolm et al., 2015). 그러나 우리나라는 수산물을 

생식하는 식습관을 가지고 있어 하절기를 중심으로 장염비브리
오균에 의한 식중독이 지속적으로 발생하고 있기 때문에, 지역
별 수산물 품종별 총 장염비브리오균 및 독소 유전자 보유 균주 
출현율에 대한 지속적인 모니터링과 위해분석이 필요할 것으로 
사료된다(KFDA, 2016).

항균제 감수성

이 연구에서는 미국 CDC가 비브리오 감염증 치료에 사용
을 권고한 cefotaxime, gentamicin, sulfamethoxazole-trime-
thoprim 등 16종의 항균제(Table 1)를 이용하여 분리된 장염
비브리오균의 항균제에 대한 감수성을 조사하였다(Daniels et 
al., 2000; Shaw et al., 2014). 분리균주의 94.8%가 ampicillin
에 내성을 나타내었으며, cephalothin (53.9%), streptomycin 

Fig. 1. Monthly prevalence of Vibrio parahaemolyticus in oysters 
Crassostrea gigas collected at the west coast of Korea. Limit of the 
detection = 30 MPN/100 g.
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Table 3. Antimicrobial resistance of V. parahaemolyticus isolates 
from oysters Crassostrea gigas

Antimicrobial agent
No. of isolates (%)1

Susceptible Intermediate Resistant

Ampicillin (AM)
Cefotaxime (CTX)
Cefotetan (CTT)
Cefepime (CEP)
Cephalothin (KF/CF)
Streptomycin (S)
Gentamicin (CN/GM)
Kanamycin (K)
Ciprofloxacin (CIP)
Nalidixic acid (NA)
Sulphamethoxazole- 
Trimethoprim (SXT)
Chloramphenicol (C)
Tetracyclin (TE)
Rifampin (RD/RA)
Erythromycin (E)

2 (1.7)
87 (75.7)
98 (85.2)

101 (87.8)
20 (17.4)
46 (40.0)
78 (67.8)
30 (26.1)
71 (61.7)

111 (96.6)
109 (94.8)

113 (98.3)
100 (87.0)
18 (15.7)

1 (0.9)

4 (3.5)
28 (24.3)
17 (14.8)
10 (8.7)

33 (28.7)
0 (0)

29 (25.2)
73 (63.5)
39 (33.9)

2 (1.7)
6 (5.2)

2 (1.7)
14 (12.1)
42 (36.5)
98 (85.2)

109 (94.8)
0 (0)
0 (0)

4 (3.5)
62 (53.9)
69 (60.0)

8 (7.0)
12 (0.4)
5 (4.4)
2 (1.7)

0 (0)

0 (0)
1 (0.9)

55 (47.8)
16 (13.9)

1the ratio of the numbers of strains susceptible/intermediate resis-
tant/resistant to the tested antimicrobial agents to total numbers of 
tested isolates expressed as a fraction of 100.

Table 2. Presence of virulence factors in V. parahaemolyticus isolates from oysters Crassostrea gigas

No. of isolates
2014 2015 Total

(%)Jul Aug Sep Oct Jun Jul Aug Sep Oct
trh 0 5 2 4 0 0 0 0 0 11 (9.6%)
tdh 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 (0.0%)

None 16 14 21 9 3 11 16 8 6 104 (90.4%)



김수경ㆍ안세라ㆍ박보미ㆍ오은경ㆍ송기철ㆍ김정완ㆍ유홍식120

(60.0)과 rifampin (47.8)에 높은 내성율을 보였다(Table 3). 그
리고 cefotaxime, cefotetan, sulfamethoxazole-trimethoprim과 
tetracyclin에는 감수성 또는 중간 내성을 나타내었다. 
수산물에서 분리된 장염비브리오균의 높은 ampicillin 내성에 
관한 보고는 쉽게 찾아 볼 수 있으며, 그 원인을 1세대 항생제
로서 과다 노출에 따른 내성 획득으로 보는 의견도 있다(Okuda 
et al., 1997; Han et al., 2007; Oh et al., 2011; Al-Othrubi et 
al., 2014; Sudha et al., 2014). 또한 sulfamethoxazole-trime-
thoprim과 tetracyclin에 높은 감수성을 보인 결과는 수산물
을 대상으로 한 다른 조사 결과와 유사하다(Han et al., 2007; 
Sahilah et al., 2014; Sudha et al., 2014; Letchumanen et al., 
2015). 그리고 분리 균주의 MAR index 범위는 0.07-0.73로 나
타났다(Table 4). 가장 높은 MAR index를 보인 균주는 2015년 
6월 덕적면 연안에서 분리된 장염비브리오균(s150608)으로 11
개의 항균제에 내성을 나타내었다. 그리고 분리균주의 46.1% 
(53/115)가 MAR index 0.2 이상을 나타내었다. 

Krumperman (1983)은 MAR index 0.2를 해당 시료가 고 위
험도 오염원에 영향을 받았는지 여부를 결정하는 기준점으로 
제시한 바 있다. 제시된 이 값은 객관성이 있는 절대적 기준은 
아니라고 하더라도, 항균제를 사용하여 양식된 새우류에서 분
리된 장염비브리오균의 50% 이상이 MAR index 0.2 이상을 나
타내었다는 보고를 고려한다면, 양식 굴에서 MAR index 0.2 
이상을 나타낸 장염비브리오균의 비율이 거의 유사하게 나타
내고 있어 조사해역 굴 양식장이 위험도가 높은 육해상 오염원
에 영향을 받고 있다는 것으로 추측된다(Furtula et al., 2013; 
Letchumanen et al., 2015). 
비브리오 균 중 일부는 내성인자들을 수계 침전물이나 주변 
환경으로부터 획득할 수 있다는 보고도 있으며, 주거지가 밀집
하여 있는 지역에서 발생한 오수가 유입되는 지역에서 분리된 
장염비브리오균은 상대적으로 높은 내성균 검출 경향을 나타내
었다는 보고도 있다(Neela et al., 2007; Oh et al., 2009). 서식지
가 연안에 위치하고 있으며 여과섭식의 생리적 특성을 가진 패
류의 경우는 각종 식중독 원인균의 전달 매개체로서 나아가 해
양세균과 육상세균 간 내성인자 전달 매개체로서도 위험군에 
속하는 수산물이기 때문에 생산단계와 수확 후 단계에서 적절
한 위생 관리가 이루어져야 할 것으로 사료된다.
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