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서   론

우리나라 양식 넙치 생산량은 2017년 기준 전체 수산 양식 생
산량의 약 48%를 차지하고 있다(KOSTAT, 2017). 연쇄구균병
은 국내 양식 넙치에 가장 큰 피해를 일으키는 세균성 질병으로
서 Lactococcus garviae, Streptococcus iniae 및 Streptococcus 
parauberis가 그 원인이었으나, 2000년대 중반 이후로는 대부
분이 S. parauberis에 의한 질병으로 보고되고 있다(Baeck et 
al., 2006; Park et al., 2016). 양식 현장에서는 연쇄구균병의 예

방을 위해 백신이 사용되고 있으나 최근 들어 그 효과는 이전 
보다 다소 감소한 것으로 알려져 있다.  최근 연구(Kanai et al., 
2009; Kanai et al., 2015)에 의하면 S. parauberis의 혈청형은 
4개 이상이 존재하는 것으로 밝혀져 백신 제작에 사용된 균주
의 혈청형과 예방효과 간에 연관성이 있을 것으로 추정된다. 우
리나라 양식 넙치의 연쇄구균병 치료를 위해 사용되는 항생제
는 amoxicillin (AMX), florfenicol (FFC), ampicillin (AMP), 
erythromycin (ERY) 등이 있으며 이 중 AMX, FFC 및 ERY
이 가장 널리 사용되는 것으로 알려져 있다(Kwon et al., 2014; 
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the NWT ratios for AMX, ERY, OTC and FFC are much higher than for strains isolated from 1999-2007. The COWT 
data from this study will assist aquatic animal disease professionals in prescribing appropriate antibiotics for the 
treatment of streptococcosis caused by S. parauberis, which will help reduce the misuse and abuse of antibiotics in 
the aquaculture sector.
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Jee et al., 2014). 이미 넙치에서 AMX의 약동력학적 연구가 수
행되었으며(Seo et al., 2015; Kim et al., 2015), 최근 Lim et 
al. (2017)은 AMX을 40 mg/kg body weight fish의 농도로 근
육 주사하였을 때 S. parauberis에 의한 연쇄구균병에 유효하
다고 하였다. Lim et al. (2017)의 연구에서 사용한 10개의 S. 
parauberis 균주는 최소억제농도(minimum inhibitory concen-
tration, MIC; μg/mL) 값이 모두 0.5이하로 나타나 AMX을 근
육 주사하면 감수성이 있을 것으로 추정된다. 또한 넙치 연쇄구
균병의 치료를 위해 AMX의 경구투여도 행해지는 점과 위에 기
술된 항생제 종류 이외에도 사용될 가능성이 있다. 그러므로 최
근에 분리된 S. parauberis 균주에 대해 AMX을 비롯하여 다양
한 항생제에 대한 감수성 패턴의 분석을 하게 되면 유효한 항생
제를 추정할 수 있다. 
국제 표준 항생제 감수성 시험(antimicrobial susceptibil-

ity testing) 방법인 clinical and laboratory standards institute 
(CLSI) 가이드라인에 따르면 감수성과 내성을 구분할 수 있는 
해석기준(Interpretive criteria)은 어병세균 중에서 Aeromonas 
salmonicida 한 종에 대해서만 설정되어 있다(CLSI, 2014). 이
미 Kwon et al. (2016) 연구에서도 지적하였듯이 치료 효과의 
의미를 내포하는 “clinical breakpoint”는 많은 비용과 시간이 
소요되므로 normalized resistance interpretation (NRI) 방법
을 이용하여 epidemiological cut-off values (wild-type cut-off 
values; COWT)을 구함으로써 야생형(wild type; WT)과 비야
생형(non-wild type; NWT) 집단으로 구분 할 수 있다. 따라서 
COWT에 의해 구분된 WT와 NWT의 비율을 토대로 유효한 항
생제를 추정하는데 도움이 될 수 있다(Smith, 2012; Kwon et 
al., 2016). Kronvall (2003)이 개발한 NRI 방법은 특히 어병세
균의 COWT의 설정 연구에 빈번히 적용되고 있다. 지금까지 A. 
salmonicida (Smith et al., 2007), Vibrio anguillarum (Smith 
and Christofilogiannis, 2007), Streptococ cus phocae (Aven-
daño-Herreraa et al., 2011), Flavobacterium psychrophilum 
(Henríquez-Núñez et al., 2012), Vibrio ichthyoenteri (Lee et 
al., 2012), Weissella sp. (Figueiredo et al., 2012), Vibrio or-
dalii (Poblete-Morales et al., 2013), Edwardsiella tarda, Vibrio 
harveyi (Lim et al., 2016),  Piscirickettsia salmonis (Henríquez 
et al., 2016), Photobacterium damselae (Kwon et al., 2016) 및 
Edwardsiella piscicida (Kim et al., 2018)에 대한 특정 항생제
의 COWT가 설정되었다. 최근에 개발된 NRI 방법(Smith and 
Kronvall, 2015; Kronvall and Smith, 2016)은 수산생물로부터 
분리되는 어병세균의 배양온도와 시간을 고려하여 COWT 가 설
정되도록 설계되어 더욱 정밀하고 객관적인 분석이 가능해졌
다고 볼 수 있다. 그러므로 본 연구에서는 우리나라에서 분리
된 S. parauberis 75개 균주를 이용하여 디스크확산법의 결과를 
NRI 분석(Kronvall and Smith, 2016)을 통해 COWT를 설정하
고 wild type (WT)과 non wild-type (NWT)을 구분하여 NWT
의 분포를 분석하고자 하였다.

재료 및 방법

사용 균주

본 연구에 사용된 Streptococcus parauberis는 1999년부터 
2018년에 제주도, 경북, 완도, 포항, 영덕, 울진, 해남 등의 양
식 넙치 및 강도다리로부터 분리한 총 75균주이다(Table 1). 수
집한 균주는 항생제 감수성 시험 수행 전에 1%의 NaCl이 첨가
된 brain heart infusion agar (BHIA)배지에 접종하여 28°C에서 
18-24시간 배양을 한 후 실험에 사용하였다.

항생제 감수성 시험

항생제 감수성시험은 수산용 항생제 감수성 시험 표준 프로
토콜 CLSI M42-A (CLSI, 2006)에 따라 디스크 확산법(Disk 
diffusion test)을 실시하였다. 간략히 실험 방법을 서술하면, 균
주를 먼저 28°C에 18-24시간 배양을 한 후 2×108 CFU/mL의 
농도로 희석시킨 후에 멸균 면봉을 사용하여 5% sheep blood가 
첨가된 mueller-hinton agar (MHA) 배지 전체에 도말하고 항
생제 디스크를 눌러 붙인 후 28°C에 배양하였다. 배양 24-28시
간 후에 항생제 디스크 주변에 세균의 성장이 억제된 투명한 영
역의 지름을 측정하여 결과로 사용하였으며 억제대 영역이 나
타나지 않는 경우 항생제 디스크 지름인 6 mm로 표기하였다. 
Quality control (QC)용 균주는 CLSI M42-A (CLSI, 2006)의 
제시된 방법에 따라 Escherichia coli ATCC 25922와 Aeromo-
nas salmonicida ATCC 33658을 사용하였다. 이번 연구에 사용
된 항생제는 Oxoid™에서 구입하였으며 총 16가지로 다음과 
같다. ampicillin (AMP), amoxicillin (AMX), amoxicillin-cla-
vulanic (AMC), doxycycline (DOX), oxytetracycline (OTC), 
cephalexin (CFL), cefuroxime (CXM), ceftiofur (EFT), en-
rofloxacin (ENR), erythromycin (ERY), clindamycin (CLI), 
trimethoprim/sulfamethoxazole (SXT), gentamicin (GEN), 
vancomycin (VAN), florfenicol; (FFC), chloramphenicol 
(CHL) (Table 2).

Epidemiological cut-off value의 설정 

Epidemiological cut-off value (ECOFF) [또는 Wild-type 
cut-off values (COWT)]는 Kronvall and Smith (2016)의 NRI 
분석을 통하여 그 값을 구하였다. Wild type의 정규화된(nor-
malized) zone 크기의 평균값과 표준편차는 정규화된 축적 빈
도수의 probit을 이용하여 계산되었다. COWT은 Kronvall and 
Smith (2016)의 방법에 따라 평균값에서 표준편차의 2.5배를 
뺀 값으로 설정하였다.

결과 및 고찰

세균감염의 치료제로서 항생제는 매우 효과적이지만 부적절
한 약물의 선택과 사용은 내성 세균의 발생을 증가시킬 수 있으
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므로(Aoki et al., 1990), 치료효과 가능성이 높은 유효한 항생제
를 선택하는 것은 매우 중요하다고 할 수 있다. Lim et al. (2016)
은 세균성 질병을 치료를 하기 전에 병원균의 분리와 확보된 최
소 수십 개의 균주의 항생제 감수성 시험 결과를 이용하여 WT
과 NWT 균주를 구분하고 그 비율을 근거로 유효한 항생제를 
선택하는 것은 유용하고 중요하다고 하였다. 이는 수산양식 현
장에서 약물의 오남용을 줄이는데 도움이 될 수 있기 때문이다. 
OIE aquatic code (수산위생규약)에서 제시되어 있는 ‘항생제 
사용의 모니터링 및 예찰 프로그램’에는 생성된 항생제 감수성 
시험 데이터를 해석하기 위해 역학적 wild type 기준값(COWT)
을 사용해야 한다고 권고하고 있다. 
본 연구에서 사용된 S. parauberis 75개 균주의 항생제별 억
제대 크기(mm)는 Table 2에 나타내었다. QC균주인 E. coli 
ATCC 25922와 A. salmonicida ATCC 33658의 억제대 크기는 
CLSI M42-A (2006)에서 제시한 억제대 범위 내에 있음을 확
인하였다. 본 연구에서는 16개의 항생제에 대한 S. parauberis 
75개 균주의 억제대 지름(mm)을 이용하여 NRI 분석을 진행
하였다. NRI 분석 결과와 각 항생제에 대한 COWT와 WT 수 및 
표준편차는 Table 3에 나타내었다. 이번 NRI 분석 결과 COWT

는 AMP, AMX, AMC, DOX, OTC, CFL, CXM, EFT, EFT, 
ENR, ERY, CLI, SXT, GEN, VAN, FFC 및 CHL에서 각각 35, 
35, 36, 25, 28, 29, 36, 30, 24, 31, 30, 22, 15, 21, 27 및 24로 나

타났다(Table 3). 이미 서론에서 언급하였듯이 NRI 방법은 어
병세균 종에 널리 유용하게 이용되고 있다(e.g., Kwon et al., 
2016). 최근에 개발된 NRI 방법(Kronvall and Smith, 2016)은 
배양 온도에 따라 구분하여 분석할 수 있어 그 정확도가 기존 방
법에 비해 좀 더 높아졌다고 판단된다. 수산동물에서 분리된 세
균의 COWT 를 설정할 때 더 많은 균주를 확보할수록 더 정밀한 
COWT를 얻을 수 있으며, 적어도 30개의 WT을 포함해야 한다
고 하였다(Smith et al., 2009; CLSI, 2011). 본 연구에서 사용한 
모든 항생제에 대해 WT 수가 30개 이상이므로 COWT 의  추정
치가 적합하다고 판단된다.  
사용한 항생제에서 AMP, AMX, AMC, DOX, OTC 및 ERY
는 NWT의 비율이 각각 47, 49, 48, 49, 51 및 51%로 나타나 
이 항생제에 의한 연쇄구균병의 치료 효과는 중등도의 수준일 
것으로 추정된다. 특히 국내에서 연쇄구균병의 치료에 AMX, 
ERY 및 FFC를 많이 사용하는데(Jee et al., 2014), 이번 연구 결
과를 통해 FFC에 대한 S. parauberis 균주의 NWT 비율은 11%
인데 비해 AMX과 ERY에 대한 NWT 비율은 약 50%로 나타
나 상대적으로 FFC에 의한 치료가능성은 높을 것으로 추정된
다. 그 외 GEN, FFC, ENR, SXT, EFT, VAN, CHL에 대한 S. 
parauberis 균주의 NWT 비율이 17%이하로 나타나 연쇄구균
병에 대한 치료의 성공을 보여주고 있다. 넙치의 S. parauberis
에 의한 연쇄구균병은 매우 중요한 질병임에도 불구하고 이 병

Table 1. Streptoccocus parauberis strains used in this study

Isolate code Isolation source Isolation location Isolation year

KSP44-46 (n=3) Olive flounder Jejudo 1999

KSP47 Olive flounder Gyeongsangbuk-do 1999

KSP1-4 (n=4) Olive flounder Jejudo 2003

KSP5-10 (n=6) Olive flounder Jejudo 2004

KSP11-21 (n=11) Olive flounder Jejudo 2005

KSP22-23 (n=2) Olive flounder Haenam 2005

KSP24-43 (n=20) Olive flounder Wando 2005

PH0710-0711 (n=2) Starry flounder Pohang 2007

SpOF3k, 04151K, 04161K (n=3) Olive flounder Geojedo 2013

HFTC0023, HFTC0059-0060, HFTC0063-0064 (n=5) Olive flounder Pohang 2014

HFTC0076 Starry flounder Yeongdeok 2014

HFTC0083 Starry flounder Yeongdeok 2015

HFTC0086, HFTC0091 (n=2) Starry flounder Uljin 2015

HFTC0157 Starry flounder Pohang 2015

HFTC0237 Starry flounder Yeongdeok 2015

SPOF18J1-J11 (n=11) Olive flounder Jejudo 2018

SPOF18G1 Starry flounder Uljin 2018
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Table 2. Distribution zone diameters (mm) for 75 strains of Streptococcus parauberis

Zone diameter
(mm)

Number of isolates
AMP AMX AMC DOX OTC CFL CXM EFT ENR ERY CLI SXT GEN VAN FFC CHL

6 28 1 18 4 2
7 1 1 2
8 1 1
9 1 2
10 4 2 2
11 1 1 1
12 3 1 2 2
13 10 1 2
14 8 2 3
15 6 1 5
16 5 2 5
17 1 1 2 1 16
18 1 1 1 2 8
19 1 5 1 14 3
20 2 1 1 2 14 3
21 2 1 3 1 5 3 10 1
22 1 1 3 1 4 5 1 9
23 1 1 2 1 3 1 1 9 6 1
24 1 6 5 1 4 1 4 10 1
25 7 10 1 7 1 6 2 12 13 1 1
26 2 4 2 1 7 3 1 4 1 7 1 12 4 5
27 3 1 2 1 5 2 1 2 1 11 7 1 5
28 2 2 3 2 4 2 6 1 8 7 5
29 1 2 4 1 4 2 2 2 1 2 3 2 8
30 9 3 5 7 3 5 7 12 5 4 3 1 7 12
31 4 4 8 4 5 5 1 9 1 6 1 8 9
32 3 3 9 8 10 3 3 10 13 1 3 16 10
33 1 5 7 6 3 3 1 4 3 9 7
34 1 4 5 6 5 5 13 4 7
35 1 2 2 6 6 7 7 11 3
36 3 1 1 2 10 2 7 1 7 7 2
37 1 3 1 1 5 4 7 3 1 1
38 2 8 4 3 1 9 1 5 1
39 6 8 5 2 2 8 1 3
40 12 6 10 5 5 2 1
41 1 8 8 2 1
42 6 6 8 3
43 5 1 2 5
44 5 1 7
45 1 2
46 1 4
47 3
48 1
Abbreviations for antibiotic agent are as in the materials and methods. Areas highlight in grey indicate the range of zones for isolates 
categorized as WT. Penicillin (AMP, ampicillin; AMX, amoxicillin; AMC, amoxicillin-clavulanic); Tetracyclines (DOX, doxycycline; 
OTC, oxytetracycline); Cephalosporins (CFL, cephalexin; CXM, cefuroxime; EFT, ceftiofur); Fluoroquinolones (ENR, enrofloxacin); 
Macrolides(ERY, erythromycin); Lincosamides (CLI, clindamycin); Sulfonamides (SXT, trimethoprim/sulfamethoxazole); Aminoglyco-
sides (GEN, gentamicin); Glycopeptide antibiotic (VAN, vancomycin); Amphenicols (FFC, Florfenicol; CHL, chloramphenicol).
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원체에 대한 항생제 감수성 시험 결과와 패턴 분석에 관한 연구
는 매우 부족하다. 최근 Lee et al. (2018)은 여러 어병세균 종에 
대한 quinolone, sulfonamide, tetracycline, penicillin계 항생제
의 디스크확산법 시험 결과 분석시 감수성과 내성을 구분하는 
기준의 부재로 인해 억제대 형성이 안 된 균주만을 내성으로 간
주할 수 밖에 없었으며, erythromycin에 대해서는 CLSI M100 
(CLSI, 2017)의 기준에 따라 13 mm 이하로 형성된 균주를 내
성으로 간주하였다. 그러나 Lee et al. (2018)이 참조한 기준은 
인체 병원체인 Staphylococcus 종에 적용되는 기준으로 세균종
이 다른 경우에 적용하는 것은 부적절한 것으로 판단된다.

본 연구에서 도출된 결과를 이용하여 분리 유래 및 지역별 분
석을 진행하려 했으나 연도에 따라 확보된 균주의 수가 동일하
지 않아 관련 분석은 부적절하다고 판단하였다. 그러나 본 연구
에서 발견된 흥미로운 점은 최근 5년 이내에 분리된 S. parau-
beris 균주의 일부 항생제에 대한 NWT의 비율이 1999-2007년 
사이에 분리된 균주에서 나타난 NWT의 비율에 비해 현저히 
높은 것을 확인할 수 있었다(Table 4).  이전 연구(Meng et al., 
2009; Park et al., 2009)는 tet (s)와 erm (B) gene의 내성 관련 
유전자 조합이 일부 S. parauberis 균주에 존재하고 있어 각각 
erythromycin과 tetracycline에 대해 내성을 나타낸다고 보고하
였다. 본 연구에서 사용한 S. parauberis 균주 또한 페니실린계, 
테트라사이클린계 및 마크로라이드계의 항생제에 대해 NWT
로 분류되어 이전 연구 결과와 유사한 것을 확인할 수 있었다. 
본 연구는 우리나라의 수산양식에서 연쇄구균병의 원인균 중 
하나인 S. parauberis에 대한 항생제 감수성 패턴에 대한 기초
자료와 항생제별 WT과 NWT의 구분을 위한 기준을 제공하고
자 하였다. 현재 S. parauberis에 대한 감수성 또는 내성을 구분
할 수 있는 해석기준이 설정되어 있지 않아 항생제 감수성 시
험 결과에 따른 균주의 구분이 어려운데 NRI 방법은 어병세균
에 대한 항생제별 기준값을 제시하고 감수성 시험 결과를 비교
하여 적절한 항생제를 선택할 수 있다는 점에서 매우 중요한 역
할을 할 것으로 판단된다. 최근 분리된 균주가 다양한 항생제에 
NWT으로 분류되는 것으로 보아 수산 양식 현장에서 보다 신
중한 항생제의 사용이 필요할 것으로 보인다.
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