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Korean rockfish, Sebastes schlegelii, is a representative bony fish that belongs to the family 
Scorpaenidae and the order Scorpaeniformes. It has high ecological and economic value and is widely 
cultivated in many East Asian countries, including South Korea, Japan and China. One of streptococci, 
Streptococcus iniae, is Gram-positive cocci with a negative reaction for catalase and oxidase. The 
Korean rockfish shows clinical signs when infected with S. iniae, such as body darkening, bleeding, 
enlarged kidneys, blurred eyes, abdominal distension, etc., ultimately leading to death. The Korean 
rockfish causes significant economic losses every year in South Korea due to streptococcosis. In this 
study, we identified bacteria from the fish using polymerase chain reaction and conducted analyses 
of hemolytic activity and biochemical tests using API 20 STREP and API ZYM systems. Results 
of confirming the hemolytic activity (n=4) observed in alpha-type hemolysis (25%), beta-type hemol-
ysis (50%), and gamma-type hemolysis (25%) of isolates. The biochemical test results exhibited sig-
nificant variation among S. iniae. Additionally, we performed intraperitoneal injection with S. iniae 
in the fish and analyzed the phylogenetic tree using housekeeping genes of S. iniae, including cpsD, 
arcC, glnA, groEL, gyrB, mutS, pheT, prkC, rpoB, and tkt, via multilocus sequence typing (MLST). 
The lethal dose (LD50) showed strong pathogenicity, such as 3.34 × 10 colony-forming unit (CFU)/ml 
for 23FBStr0601 strain and 7.16 × 10 CFU/ml for 23FBStr0602 strain. 23FBStr0603 strain showed 
relatively low pathogenicity at 1.73 × 105 CFU/ml. The strains 23FBStr0601 and 23FBStr0602, which 
showed strong pathogenicity, clustered into one monophyletic group. The 23FBStr0603 strain showed 
weak pathogenicity and formed a monophyletic group with KCTC 3657.
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서   론

조피볼락(Sebastes sclegelii)은 쏨뱅이목(Scorpa-
eniformes), 양볼락과(Scorpaenidae)에 속하며, 주로 

연안의 암초 지역에 서식한다. 조피볼락은 대표적

인 태생 경골어류로 감염성 질병 및 저수온에 대한 

저항성이 강하고 먹이 섭이가 활발하며, 성장이 빨

라 한국, 일본, 중국 등 동아시아 국가에서 주로 

양식된다(Jang et al., 2019). 1990년대 이후 국내 해

상가두리 양식 기술이 발달함에 따라 생산량이 크

게 증가하였고, 현재는 국내 주요 양식 어종 중 하

나가 되었다(Lee 2001; Han et al. 2020). 국내 조피

볼락 양식 생산량은 급증하였으나 양식 과정이 고

밀도로 이루어지고 있어 Aeromonas salmonicida, 
Vibrio spp., Streptococcus spp.의 세균성 질병에 의

한 감염 및 폐사가 보고되었다(Han et al. 2011; 
Jung et al. 2012).  

국내 주요 양식 품종인 넙치(Paralichthys oliva-
ceus)와 조피볼락에서 연쇄구균병(streptococcosis)
에 따른 경제적 손실이 지속적으로 보고된다(Han 
et al. 2020; Eldar et al. 1994). 이러한 연쇄구균병을 

일으키는 세균 중 하나인 Streptococcus iniae는 그

람양성구균으로 조피볼락에 감염되면 주로 체색

흑화, 출혈, 신장비대, 안구백탁, 복부팽만 등의 증

상이 나타나며, 심한 경우 폐사에 이르게 된다

(Kim and Heo 2018). S. iniae는 1976년 아마존강돌

고래(Inia geoffrensis) 피하조직의 농양에서 최초로 

분리되었고, 양식장에서 S. iniae 감염으로 연쇄구

균병이 발생하면 감염된 개체 중 약 30~50%가 폐

사한다고 보고된다(Weinstein et al. 1997). 1976년 

이후로 27종의 어류에서 감염이 보고되며, 병원체

에 감염된 보균어(carrier fish)를 섭이하거나 대변-
구강 경로를 통한 감염, 복강 내 주사 등 다양한 

감염경로를 통해 전파, 확산된다. 또한, 어종에 따

라 다양한 병원성을 보이며, 무지개송어(Onco-
rhynchus mykiss), 큰입선농어(Lates calcarifer), 틸
라피아(Oreochromis mossambicus)에서 3 × 104 col-
ony forming unit (CFU)/fish－108 CFU/fish 사이의 

반수치사농도(lethal dose, LD50)가 보고된다 (Eldar 
and Ghittino 1999, Agnew and Barnes 2007).

원핵생물의 분류학적 다양성을 분석하는데 있

어 유전형 분석 방법(genotypic methods)은 매우 중

요한 기술이다. 이러한 분석 방법은 1998년 micro-
bial typing method로 하우스키핑 유전자(house-
keeping genes)를 사용하여 유전자 수준에서의 변

이(variation)를 분석하는 방법인 Multilocus se-
quence typing(MLST)이 처음 소개되었고, 2005년
에는 MLST를 기반으로 몇 가지 단백질 조각들을 

코딩하고 있는 유전자 절편들(internal fragments)을 

같은 속(genus) 내 종(species) 간의 다양성을 계통

수(phylogenetic tree)로 분석하는 Multilocus se-
quence analysis(MLSA)가 개발되었다. 본 연구에서 

사용한 MLST 분석 방법은 하우스키핑 유전자의 

DNA 염기 서열을 비교함으로써 같은 종 내 계통

의 분화를 알아보고자 본 기술을 활용하였다 

(Glaeser and Kampfer, 2015).
본 연구의 목적은 국내 조피볼락 양식장의 연쇄

구균 감염어로부터 분리한 세균을 유전자 증폭 기

술 중 하나인 중합효소연쇄반응(polymerase chain 
reaction, PCR)으로 16S rRNA sequencing 분석을 통

해 동정하였고, 표현형(phynotype) 및 유전형(MLST) 
특성 분석, 병원성 시험(LD50)으로 조피볼락에서 

발생하는 S. iniae의 질병 특성을 연구하는데 기초

적인 자료를 확보하고자 하였다.

재료 및 방법

시험균주의 배양 조건

본 연구에 사용한 세균은 1.5% sodium chloride 
및 1.5% agar가 포함된 brain heart infusion(BHI) 
(Difco Laboratories, USA) 평판배지에서 25℃ 조건

으로 36시간 배양하였다. 평판배지에서 순수 분리

된 균을 1.5% sodium chloride를 포함하는 BHI 액상 

배지에 접종하였고, shaking incubator에서 25℃, 
160 rpm 조건에서 36시간 배양하였다. 배양이 끝

난 균액을 4,000 rpm에서 30분간 원심분리해서 상등

액을 제거하고 펠렛을 phosphate buffer saline (PBS)
로 세척하는 과정을 2번 반복한 후 사용하였다.  배
양한 S. iniae는 실험 전까지 -80℃에 보관하였다.

세균의 동정

한국수산미생물자원은행 (Korean Culture Col-
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lection of Aquatic Microorganisms, KoCAM)에 보관

중이던 3개 균주 (23FBStr0601, 23FBStr0602, 23FBStr 
0603)와 표준균주 KCTC 3657를 선정하여 16S 
rRNA sequencing 으로 동정하였다(Table 1). 본 연

구에서 사용한 3개 균주는 여름철 고수온기 국내 

조피볼락 양식장의 연쇄구균 감염어의 신장에서 

분리하였다. 선정한 4개 균주는 high pure PCR tem-
plate preparation kit (Roche Diagnostics, Germany)를 

사용하여 핵산(genomic DNA)을 추출하였고, 1 μL
의 genomic DNA (50 ng/μL)와 25 μL의 

EmeraldAmp PCR mixture (Takara, Japan), 1 μL의 

forward primer (0.2 μM/μL), 1 μL의 reverse primer 
(0.2 μM/μL)를 eppendorf tube에 분주한 후, 충분히 

혼합하여 중합효소연쇄반응(polymerase chain re-
action, PCR)으로 유전자 증폭을 실시하였다. PCR 
조건은 95℃ for 5 min, 35 cycles of 95℃ for 30 s, 
48℃ for 30 s, 72℃ for 1 min, final extension at 72℃ 
for 5 min, 유전자 증폭에 사용한 프라이머는 27F 
(5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)와 1492R (5’- 
GGTTACC TTGTTACGACTT-3’)를 사용하였다.

실험어

본 연구에 사용한 실험어는 충청남도 태안군 소

재의 종묘생산장에서 평균전장 7.43 cm, 평균체중 

12.04 g의 조피볼락(Sebastes schlegelii)을 부산 기

장군 소재 국립수산과학원으로 이동 후 28일간 순

치하였다. 본 연구에 사용한 실험어의 세균성 질병 

감염 여부를 확인하기 위해, 무작위로 조피볼락 10
마리를 선정하였다. 선정한 조피볼락의 신장과 비

장 일부를 무균적으로 적출하여 1.5% sodium chlor-
ide 및 1.5% agar 포함된 BHI 평판배지에 streaking 
배양법으로 도말하였다. 도말이 끝난 평판배지를 

25℃에서 48시간동안 배양을 실시하였으며, 배지

에 세균은 자라지 않는 것을 확인한 후 본 실험을 

진행하였다. 무작위로 선정한 260마리의 조피볼락

을 13개의 개별 수조(300 L)에 각각 20마리씩 분배

하였고, 수온 20℃에서 사육한 후 공격실험을 위해 

사육수온을 매일 1℃씩 3일간 가온한 후 23±2℃의 

조건에서 실험을 진행하였다. 실험기간 동안 어체

중의 2.0%의 사료를 1일 1회 공급하였다. 

미생물 효소활성 및 용혈능

동정이 끝난 시험균주를 1.5% sodium chloride 
및 1.5% agar가 포함된 BHI 평판배지에 각각 도말

하였고, 25℃에서 36시간 배양한 후 해당 균주의 

미생물 효소활성을 분석하였다. 효소활성 분석은 

API®20 STREP kit(BioMerieux, France)와 API® 
ZYM kit(BioMerieux, France)를 사용하였고 제조사

의 매뉴얼대로 실험을 진행하였다. 시험균주의 용

혈능은 혈액배지(Blood Agar Base) (KisanBio, 
Republic of Korea)에 도말하였으며, 25℃에서 24시
간 배양한 후 용혈 부위 (hemolysis zone)를 확인하

였다.

시험균주의 하우스키핑 유전자 분석

조피볼락에서 분리한 시험균주의 유전자 분석은 
Streptococcus iniae의 하우스키핑 유전자(house-
keeping genes)를 코딩하는 부위를 multilocus se-
quence typing (MLST)로 유전자 염기서열의 변이

를 확인하였다. S. iniae의 하우스키핑 유전자인 

Capsular polysaccharide D (cpsD), DNA mismatch 
repair protein (mutS), RNA polymerase B (rpoB), 
Glutamine synthetase (glnA), Gyrase B (gyrB), Serine/ 
threonine-protein kinase (prkC), Transketolase (tkt), 
Phenylalanine-tRNA ligase subunit beta (pheT), Car-
bamate kinase (arcC), Chaperonin (groEL)를 선정하

여 해당 유전자에 특이적인 프라이머를 제작하였

으며, 각 프라이머에 대한 정보는 Table 2에 나타내

었다(Kim et al. 2014; Heckman et al. 2020). 모든 

시험균주는 앞서 언급한 방법대로 각각 BHI 액상 

배지에 배양해서 genomic DNA를 추출하였고, 
PCR법으로 증폭해서 Bionics사에 유전자 염기서

열 분석을 의뢰하였다. 유전자 분석은 BioEdit 프
로그램과 MEGA X v10.2.2 프로그램을 사용하여 

Table 1. Information on Streptococcus iniae isolates 
used in this study

Isolates ID Strain Year Source

23FBStr0601
23FBStr0602
23FBStr0603
KCTC 3657

Streptococcus iniae
Streptococcus iniae
Streptococcus iniae
Streptococcus iniae

2017
2021
2021
1972

통영
기장
여수
미국
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clustal W 방법으로 정렬하였고, Maximum Likeli-
hood 방법과 Bootstrap 방법, Tamura- Nei model을 

참고해서 계통수(Phylogenetic tree)를 제작해서 계통

발생학적으로 비교 및 분석을 진행하였다(Tamura 
1994).

병원성 시험

본 실험에 들어가기 앞서 S. iniae 3개 균주(23FBStr 
0601, 23FBStr0602, 23FBStr0603)의 병원성을 확인

하기 위해, 20 L 사각수조(n=12)에 조피볼락을 5마
리씩 무작위로 배치하였다. 각 균주별 접종 농도는 

접종할 균을 PBS에 현탁해서 103 ~ 106 CFU/ml농
도로 제조하였다. 이를 조피볼락의 복강에 100 ㎕
씩 주사하였고 23℃에서 7일 동안의 폐사를 관찰

하는 예비실험을 실시하였다(Data not shown). 예
비실험 결과를 바탕으로 본 실험의 인위 감염 실험 

농도를 설정하였다.
균주에 따른 인위감염 농도는 10-fold 단계희석

법으로 조정하였고, 100 ㎕의 PBS에 시험균주를 

각각 현탁하여 조피볼락의 복강에 주사(Intraper-
itoneal injection) (23FBStr0601_10 ~ 103 CFU/ml; 
23FBStr0602_10 ~ 104 colony-forming unit (CFU)/ml; 
23FBStr0603_104 ~ 106 CFU/ml) 하였다. 이와 비교

하기 위한 음성 대조구는 균주별로 하나씩 설정하

였고, 동일한 방법으로 조피볼락의 복강에 멸균 

PBS를 주사하였다. 실험어인 조피볼락은 인위감

염 후 23±2℃에서 14일 동안 폐사를 관찰하였다. 
병원성 시험에 사용한 실제 접종한 균의 농도 확인

을 위해, 생균수(colony-forming unit, CFU)는 plate 
dilution 방법으로 측정하였다(Jett et al., 1997). 모
든 실험구(n=13)는 개별 수조에 20마리씩 분배한 

후 사육 및 폐사를 관찰하였으며, 실험 기간 동안 

폐사한 실험어의 신장 및 비장 조직을 분리하여 

BHI agar 배지에 도말한 후 25℃에서 2일 동안 배

양하여 인위감염에 따른 폐사 여부를 확인하였다. 
각 S. iniae 균주의 반수치사농도(LD50)는 SPSS 

Table 2. Primers for multilocus sequence typing (MLST) analysis that were used in this study

Target genes Primers Sequences (5'-3') Size 
(bp) PCR conditions

Capsular polysaccharide D 
(cpsD)

cpsD-F
cpsD-R

5’-ATGTCACAATTAAATTTAGTAAGTAC-3’
5’-TCACTTTCTGGAATGTTTTTTAC-3’ 720 94℃ for 5 min, 30 

cycles of 94℃ for 30 s, 
48℃ for 30 s, 72℃ for 
1min, final extension 
at 72℃ for 10 min

DNA mismatch repair 
protein (mutS)

mutS-F
mutS-R

5’-WAAAAATTCTGARCGYTATGG-3'
5’-AAGGTTGATTGCCCAGAAAT-3’ 440

RNA polymerase B
(rpoB)

rpoB-F
rpoB-R

5’-TGTTGGTACTGGTATGGA-3’
5’-AAACGTTGTCCACCAAAT-3’ 692

Glutamine synthetase
(glnA)

glnA-F
glnA-R

5’-MAAATGGGYTTTGAAGTDGAAGC-3’
5’-RTCAATTTCCCATTGWGAMAY-3’ 712

94℃ for 5 min, 30 
cycles of 94℃ for 30 s, 

52℃ for 30 s,
 72℃ for 1 min, final 
extension at 72℃ for 

10 min

Gyrase B (gyrB) gyrB-F
gyrB-R

5’-GGWGARGATGTTCGTGAAGG-3'
5’-TCCATTGTTGTTTCCCAAAG-3’ 732

Serine/threonine-protein 
kinase (prkC)

prkC-F
prkC-R

5’-TATTTGCTGGTCGTTATCGS-3’
5’-YCCCATSGCATAAATATCAC-3’ 498

Transketolase (tkt) tkt-F
tkt-R

5’-CAGAAGATGTKAAAGGACGTT-3’
5’-GCCATKGCAAATTCACGWAC-3’ 503

Phenylalanine-tRNA ligase 
subunit beta (pheT)

pheT-F
pheT-R

5’-GGTCAACCWATGCATGCTTT-3’
5’-WCATYGGCCACATVAGTTC-3’ 716 94℃ for 5 min, 30 

cycles of 94℃ for 30 s, 
54℃ for 30 s,

 72℃ for 1min, final 
extension at 72℃ for 

10 min

Carbamate kinase (arcC) arcC-F
arcC-R

5’-GCWAAAGCACAACAAGAAGC-3’
5’-CGCCADCCACGRCCWGCATC-3' 340

Chaperonin (groEL) groEL-F
groEL-R

5’-TAAATTTTCAGCAGATGCSCGY-3’
5’-ACTTCAAGYTCTGTYTCCATACC-3’ 459
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23.0 software를 사용해서 probit analysis로 분석하

였다.

결과 및 고찰

연쇄구균의 동정 및 용혈성

2017년과 2021년에 양식 조피볼락에서 분리한 

균주(23FBStr0601, 23FBStr0602, 23FBStr0603)와 

표준균주 KCTC 3657는 Streptococcus iniae로 동정

되었다(Table 1). PCR을 이용하지 않고 연쇄구균 

속(genus)의 균들을 구분할 수 있는 방법은 대표적

으로 혈청학적 및 생화학적 방법, 용혈성 확인 등

이 알려져 있다. 이 중에서 연쇄구균의 용혈능은 

혈액한천배지에서 연쇄구균이 자라면서 일으키는 

용혈 패턴에 따라 세 가지 유형으로 나눌 수 있으

며, 일반적으로 S. iniae를 혐기성 조건에서 배양하

면 β형 용혈을 일으킨다고 알려져 있다(Barnes et 
al., 2003, Goh et al., 1998). α형 용혈은 연쇄구균의 

일부 colony만 용혈시켜 녹색의 colony 형태로 자

라고, β형 용혈은 혈액배지의 적혈구를 완전히 용

혈시켜 colony 주변이 투명해진다. γ형 용혈은 연

쇄구균이 적혈구를 용해시키지 못한다(Lancefield 
1933). 본 연구에서 S. iniae 3개 균주의 용혈능을 

확인한 결과 23FBStr0602은 α형 용혈성으로 확인

되었고, 23FBStr0601과 23FBStr0603은 β형 용혈, 
KCTC 3657은 γ형 용혈성임을 확인하였다. 넙치에

서 분리한 65개의 S. iniae  균주가 β형 용혈을 일으

켰다는 Nho et al. (2009)의 보고와는 다르게 2개 

균주 (50%)만 β형 용혈을 일으켰다. Chou et al. 
(2014)는 지역 및 어종에 따라 S. iniae 균주가 다양

한 용혈을 일으켰다고 보고한 것처럼 서로 다른 

지역의 조피볼락 양식장에서 분리한 S. iniae가 다

양한 형태의 용혈을 일으키는 것으로 사료된다.

생화학적 특성

API 20 STREP system을 활용한 미생물 효소활

성 분석 결과, 시험에 사용된 모든 균주 사이에서 

20개 항목 중 13개 항목의 효소 이용능이 일치하였

고, 7개 항목의 효소 이용능에서 차이를 확인하였

다. 효소 이용능이 일치한 시험 항목 중에서 esculin 
(ESC), pyrrolidonyl arylamidase (PYRA), alkaline 

phosphatase (PAL), leucine aminopeptidase (LAP)는 

양성 반응을 일으키면서 해당 효소들을 이용할 수 

있었고, Voges-Proskauer (VP), hipuric acid (HIP), 
α-galactosidase (αGAL), β-galactosidase (βGAL), 
arabinose (ARA), sorbitol (SOR), lactose (LAC), in-
ulin (INU), raffinose (RAF)에서는 음성 반응을 확

인하였다(Table 3). 효소 이용능에 차이를 보인 시

험은 β-glucuronidase (βGUR), arginine dihydrolase 
(ADH), ribose (RIB), mannitol (MAN), trehalose 
(TRE), amidon (AMD), glycogen (GLYG)에서 차이

를 보였다. 넙치에서 분리한 S. iniae 균주의 생화학

적 특성 분석 결과와 비교해보면, ESC, PYRA, 
PAL, LAP 시험 항목에서 모두 양성 반응을 나타냈

다는 Shin et al. (2006)의 보고와 일치하였다. 또한, 
Nho et al. (2009)의 연구와 비교 시 PYRA, PAL, 
LAP 시험 항목이 일치하였으나, ESC 효소에서 모

두 음성 반응이 관찰된 결과와는 차이를 나타내었

다. 본 연구에서 시험한 S. iniae 3개 균주와 표준균

Table 3. Comparison of the biochemical characteristics 
of the isolates based on API 20 STREP system

Enzymes 23FBS
tr0601

23FBS
tr0602

23FBS
tr0603

KCTC 
3657

Voges-Proskauer
hipuric acid
esculin
pyrrolidonyl  
  arylamidase
α-galactosidase
β-glucuronidase
β-galactosidase
alkaline phosphatase
leucine aminopeptidase
arginine dihydrolase
ribose
arabinose
mannitol
sorbitol
lactose
trehalose
inulin
rafinose
amidon
glycogen

-
-
+
+

-
+
-
+
+
+
+
-
-
-
-
+
-
-
+
+

-
-
+
+

-
-
-
+
+
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

-
-
+
+

-
+
-
+
+
+
+
-
+
-
-
+
-
-
-
-

-
-
+
+

-
+
-
+
+
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
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주로 사용한 KCTC 3657 사이에서도 효소 이용능

의 차이가 확인되었다. KCTC 3657 균주와 다른 

분리 균주와의 차이를 비교해보면, 23FBStr0601 
균주는 5개의 효소(ADH, RIB, TRE, AMD, GLYG), 
23FBStr0602 균주는 βGUR 효소, 23FBStr0603 균
주는 4개의 효소(ADH, RIB, MAN, TRE)에서 양성 

반응이 나타났지만, KCTC 3657 균주에서만 음성 

반응을 확인했다. 균주별로 차이를 보이지만 조피

볼락에서 분리된 S. iniae가 표준 균주인 KCTC 
3657에 비해 더 많은 항목의 효소를 이용할 수 있는 

것으로 확인된다. API 20 STREP system을 활용한 

생화학적 특성 분석 결과, 23FBStr0602 균주와 표

준균주 KCTC 3657가 가장 유사하였다(βGUR 제
외). API® ZYM system으로 미생물 효소 활성을 

분석한 결과, 모든 시료의 음성 대조구에서 반응이 

일어나지 않았고, 음성 대조구를 제외한 14개의 시

험 항목이 일치하였다. 시험 항목이 일치한 효소 

중 3개의 효소(alkaline phosphatase, leucine arylami-
dase, acid phosphatase)는 양성 반응을 보이면서 시

험한 모든 균주가 해당 효소들을 이용할 수 있었고, 
11개 효소는 이용할 수 없는 것으로 확인되었다. 
본 연구에서 시험한 S. iniae 3개 균주와 KCTC 
3657의 효소 활성 분석 결과, valine arylamidase와 

naphtol-AS-BI-phosphohydrolase는 표준균주인 KCTC 
3657이 양성 반응을 나타내었고, β-glucuronidase와 

α-glucosidase는 23FBStr0601 균주만 효소를 이용

할 수 있었다. α-chymotrypsin는 23FBStr0602 균주

만 이용할 수 없었다. 또한, 23FBS0603 균주는 va-
line arylamidase와 naphtol-AS-BI-phosphohydrolase 
효소에 대해서는 음성 반응을 보이면서 KCTC 
3657 균주와 차이가 있었다(Table 4).

본 연구에서 분석한 S. iniae는 그람양성구균으

로 일반적으로 연쇄상구균은 catalase 음성, LAP 양
성 반응을 보이며, vancomycin에 대한 저항성이 약

하다고 보고된다(Goh 1988). API 20 STREP system
과 API ZYM system을 활용한 분석 결과, 조피볼락

에서 분리한 4개 균주는 LAP에서 양성 반응을 보이

면서 대표적인 연쇄상구균의 특징을 보였다(Table 
3, 4). S. iniae는 PYRA, ESC, arginin을 가수분해 

시킬 수 있어서 양성 반응을 나타내며, VP, urease, 
HIP에서는 음성 반응을 보인다고 한다(Goh et al., 

1988; Lau et al., 2003). 본 연구에서 분석한 S. iniae 
4개 균주도 PYRA와 ESC에서 양성 반응을 나타냈

고, VP와 HIP에서는 음성 반응을 보이며 S. iniae의 

대표적인 특징을 보였다(Table 3). 하지만, 23FBStr 
0601 균주와 23FBStr0603 균주만 ADH를 이용해서 

가수분해 시킬 수 있었기 때문에, 기존에 보고된 

S. iniae의 특징과 차이가 있었다. 또한, 발효능 시

험에서 S. iniae는 일반적으로 glucose, salicin, su-
crose, starch를 이용 할 수 있어서 양성 반응을 나타

내며, ARA, INU, LAC, melibiose, RAF, SOR에서는 

음성 반응이 나타난다고 보고된다(Goh et al., 1988). 
본 연구에서 시험한 4개 균주는 발효 효소 이용능

을 분석한 결과에서 ARA, INU, LAC, RAF, SOR 
시험 항목에서 음성 반응을 나타내었고, 이는 S. 
iniae의 대표적인 특징으로 볼 수 있다(Table 3). 또
한, mannitol을 이용한 발효 이용능은 S. iniae에서 

variable한 결과를 보인다고 보고되며(Goh et al., 

Table 4. Comparison of the biochemical characteristics 
of the isolates based on API ZYM system

Enzymes 23FBS
tr0601

23FBS
tr0602

23FBS
tr0603

KCTC
3657

control
alkaline phosphatase
esterase (C4)
esterase lipase (C8)
lipase (C14)
leucine arylamidase
valine arylamidase
crystine arylamidase
trypsin
α-chymotrypsin
acid phospatase
naphtol-AS-BI- 
  phosphohydrolase
α-galactosidase
β-galactosidase
β-glucuronidase
α-glucosidase
β-glucosidase
N-acetyl-β-

glucosaminidase
α-mannosidase
α-fucosidase

-
+
-
-
-
+
-
-
-
+
+
-

-
-
+
+
-
-

-
-

-
+
-
-
-
+
-
-
-
-
+
-

-
-
-
-
-
-

-
-

-
+
-
-
-
+
-
-
-
+
+
-

-
-
-
-
-
-

-
-

-
+
-
-
-
+
+
-
-
+
+
+

-
-
-
-
-
-

-
-

+, positive; -, negative
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1988), 본 연구 결과에서도 3개 균주(23FBStr0601, 
23FBStr0602, KCTC 3657)는 양성 반응, 23FBStr 
0603 균주는 음성 반응을 보이며 균주 간에 효소 

이용능에 차이를 보였다. 생화학적 특성 분석 결과, 
3개 시험균주(23FBStr0601, 23FBStr0602, 23FBStr 
0603)의 용혈능 및 효소 이용능 사이의 연관성을 

찾을 수 없었다. 또한, Nho et al. (2009)와 shin et 
al. (2006)의 보고처럼 조피볼락에서 분리한 S. in-
iae 균주 (n=4)의 효소 이용능에도 많은 차이를 보

였다. 이는 조피볼락에서 분리한 세균의 표현형 특

성이 동일한 종 내에서도 다형성(polymorphic)을 

보이는 것은 해당 지역의 환경적 요인 (온도, 염분)
에 큰 영향을 받는 것으로 사료된다(Nho et al. 
2009; Jang et al. 2020).

병원성 시험

본 연구에서 선정한 S. iniae 3개 균주의 병원성

을 시험하기 위해 복강주사법으로 인위감염을 실

시하였다. 실험 기간 동안 각 균주별 음성 대조구 

(n=20)에서 폐사가 관찰되지 않았으며, 폐사한 조

피볼락의 비장 및 신장 조직에서 순수 분리된 형태

의 연쇄구균을 확인하였다. 폐사체의 체표 및 내부 

임상 증상을 확인한 결과, 대부분의 조피볼락에서 

입 주변 가장자리 및 아래턱, 꼬리 지느러미 부위

의 출혈 및 복부팽만 등의 증상이 나타났고, 내부 

장기를 부검한 결과 특이적인 감염 증상은 나타나

지 않았다. (Fig. 1). Kim and Heo (2018)의 보고에 

따르면, 연쇄구균에 감염된 조피볼락에서 신장이 

비대해지는 감염 증상은 본 연구에서 나타나지 않

았으나, 감염된 일부 개체에서 안구 백탁과 돌출, 
이상유영 증상이 동일하게 관찰되었다. 따라서 다

른 병원체에 의한 폐사가 아닌 인위감염에 의한 

폐사가 발생한 것으로 확인된다. 
실험에 사용된 S. iniae 3개 균주의 병원성 시험 

결과, 23FBStr0601 균주의 누적폐사율은 2.83 × 10 
CFU/ml, 2.83 × 102 CFU/ml, 2.83 × 103 CFU/ml 농
도에서 각각 70%, 100% 및 95%의 누적폐사가 발생

하였고 (Fig. 2A), 23FBStr0602은 1.17 × 10 CFU/ml, 
1.17 × 102 CFU/ml, 1.17 × 103 CFU/ml, 1.17 × 104 
CFU/ml 농도에서 각각 10%, 60%, 100%, 100%의 

누적폐사를 일으켰다 (Fig. 2B). 23FBStr0603 균주

는 5.04 × 103 CFU/ml, 5.04 × 104 CFU/ml, 5.04 × 105 

CFU/ml 농도에서 각각 65%, 65%, 40%의 폐사율이 

관찰되었다(Fig. 2C). 세균은 어류에서 감염성 질

병과 폐사를 일으키는 주요한 원인 중 하나이다. 
수산 분야에서 세균성 병원체의 진화, 숙주의 면역

시스템과 병원체와의 상호작용, 숙주의 감염성 질

병에 대한 적응 전략, 환경적인 요인 등은 현재 정

확히 밝혀지지 않았다(Sudheesh et al., 2012). 하지

만, 현재에도 감염된 숙주와 병원체는 서로의 생존

을 위해 끊임없이 싸우는 중이라는 것은 명확하다

고 판단된다. 본 연구의 23FBStr0601 균주가 2.83 
× 103 CFU/ml 농도에서 2.83 × 102 CFU/ml 보다 낮

은 폐사율을 보였으며, 23FBStr0603 균주도 5.04 
× 105 CFU/ml 농도에서 5.04 × 103 CFU/ml과 5.04 
× 104 CFU/ml 농도보다 낮은 폐사율을 보인 것은, 
실험 개체간 차이 혹은 일부 개체가 면역시스템의 

작용으로 생존한 것으로 사료된다. 본 연구의 조피

Fig. 1. Fish shown in the picture challenged with Streptococcus iniae 23FBStr0601. Arrows indicate symptomatic 
areas following S. iniae infection. Black bars indicates 1 cm.



284 김태호 ･한현자 ･김명석 ･조미영 ･김수진

볼락에 대한 S. iniae의 LD50을 측정한 결과, 23FBStr 
0601과 23FBStr0602 균주에서 강한 병원성이 확인

되었고, 23FBStr0603 균주는 상대적으로 약한 병

원성을 보였다(Table 5). 

MLST를 활용한 유전형 분석

하우스키핑 유전자를 활용한 계통수 분석은 감

염성 질병의 역학조사에서 중요한 역할을 한다. 본 

연구에서 S. iniae의 하우스키핑 유전자를 분석해

서 계통수를 그린 결과, 조피볼락에 대해 강한 병

원성을 보인 23FBStr0601과 23FBStr0602 균주는 

유전적 근연관계가 가깝게 나타나면서 하나의 단

일계통군(monophyly)을 형성하였고, 상대적으로 

병원성이 약했던 23FBStr0603 균주는 표준균주인 

KCTC 3657 균주와 유전적 근연관계가 가까웠고 

하나의 단일계통군을 형성하였다(Fig. 3).
본 연구는 국내 조피볼락 양식장에서 연쇄구균 

A B

C

Fig. 2. Cumulative mortality of Korean rockfish was 
monitored for 14 days after being challenged with Strep-
tococcus iniae. (A) 23FBStr0601, (B) 23FBStr0602, (C) 
23FBStr0603.

Table 5. Determination of lethal lethal dose (LD50) for 
each Streptococcus iniae strain

Isolates ID Strain LD50

23FBStr0601
23FBStr0602
23FBStr0603

Streptococcus iniae
Streptococcus iniae
Streptococcus iniae

3.34×10 CFU/ml
7.16×10 CFU/ml
1.73×105CFU/ml

Fig. 3. Phylogenetic relationships of housekeeping genes 
between three strains (23FBStr0601, 23FBStr0602, 
23FBStr0603) isolated from Korean rockfish and stand-
ard strain (KCTC 3657).
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감염증상을 보인 개체의 신장과 비장에서 분리한 

세균을 16S rRNA sequencing을 활용하여 동정하였

고, 세균의 용혈능 및 효소 이용능, S. iniae의 하우

스키핑 유전자를 MLST로 분석을 실시하고 S. iniae
의 병원성, 표현형 및 유전형 특성을 비교하였다. 본 
연구의 계통수 분석에서 23FBStr0601, 23FBStr0602 
균주와 23FBStr0603, KCTC 3657 균주가 서로 다른 

단일계통군을 형성하는 것은 S. iniae의 병원성과 

하우스키핑 유전자 사이에 연관성이 있는 것으로 

판단된다. Kim et al. (2005)은 넙치(Paralichthys oli-
vaceus)에 S. iniae를 1 × 106 CFU/ml의 농도로 인위

감염 시켰을 때, KS1, KS2, KS3 균주는 인위 감염 

후 10일째에 100%의 누적 폐사율을 보였으나, KCTC  
3657은 20%의 낮은 누적폐사율을 보였다. 이는 본 

연구에서 활용한 KCTC 3657균주가 조피볼락에 

대해서도 낮은 병원성을 보일 것으로 사료된다. 하
지만, 하나의 단일계통군을 형성하면서 낮은 병원

성을 보인 KCTC 3657과 23FBStr0603 균주가 용혈

능과 효소 이용능에 가장 큰 차이를 보인 점에 대

해서는 추가적인 연구가 필요하다고 여겨진다. 또
한, 분석한 세균의 수가 제한적 (n=4)이기 때문에 

본 연구 결과만으로 S. iniae의 특성을 일반화시키

는 것은 어렵고, 지역별로 분리한 S. iniae를 추가적

으로 확보해서 균주의 특성을 비교하는 연구가 필

요하다고 판단된다.
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