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양식 넙치에서 Edwardsiella tarda와 Neoheterobothrium hirame 혼합 감염이

β-용혈성 Streptococcus iniae 불활화백신의 효능에 미치는 영향
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Abstract : We evaluated the efficacy of β-hemolytic Streptococcus(S.) iniae vaccine on cultured olive flounder. Three
hundred flounders (weight 50±5 g) were obtained from two farm at Wando and Taean in the southern and western
coast of Korea at May and June 2007, respectively. Twenty of flounders moved in 0.5 tons aquaria in land-marine
tank system of National Veterinary Research and Quarantine Service. Seawater was transported from the sea of Inchon
in western Korea, and water temperature maintained to 22oC and 25oC during the vaccination and challenge test,
respectively. We used the formalin-inactivated β-hemolytic S. iniae vaccine produced by domestic manufacturers. The
vaccine was intraperitoneally administered to fish. The vaccinated and control group were challenged with intraperitoneal
injection by virulent S. iniae SI-36 isolates with 5.0×108 CFU/fish at 3 weeks after vaccination. We evaluated the vaccine
efficacy by calculating numbers of dead fish, and observing of clinical signs, exterior and gross lesions, and examining
bacteria isolation and identification. Thirty-four (25.2%) of 135 control and vaccinated group fish were dead with serious
anemia, abdominal extension, and hernia of intestine during 3 weeks post vaccination. We isolated Neoheterobothrium
hirame from the buccal cavity and Edwardsiella tarda from kidney of dead and diseased fish. When infected fish
with these agents were challenged with S. iniae SI-36 isolates, the cumulative mortality of control and vaccinated
group were 86.7, and 46.7%, respectively. However, significant differences (p<0.05) were observed on cumulative
mortality between control (20.0%) and vaccinated group (95.0%) at second trials with 40 healthy, and relative percent
survival (RPS) was 78.0%. We confirmed that the efficacy of β-hemolytic S. iniae vaccine on olive flounder were
impacted by health condition such as bacterial and parasitic diseases. 
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서  론

Streptococcus (S.) iniae는 무지개 송어를 비롯하여 다양한

어종에서 베타 용혈성 연쇄구균증을 유발하는 전염성 질병

의 원인체로서 병원성이 비교적 강하여 이로 인한 경제적 손

실률이 큰 것으로 알려져 있다(13-15,17). 넙치(Paralichthys

olivaceus) 연쇄구균병에 대한 최초 보고는 Nakatsugawa(18)

에 의해서 이루어졌으며, 감염된 넙치는 체색변화, 안구이상

(백탁, 출혈, 돌출), 아가미 퇴색, 출혈이 나타나며, 중증어에

서는 복수의 저류에 의한 복부 팽만, 신장과 비장의 종대와

더불어 폐사되는 것으로 알려져 있다. 국내에서 이 질병은

양식장에서 대체로 수온이 18oC 이상으로 상승하는 6월에서

부터 10월까지의 고수온기에 주로 집단적으로 발병하여 50%

이상의 급성 또는 만성 폐사를 일으킨다(6,9,11). 

그리하여 S. iniae에 의한 연쇄구균병의 예방을 위하여 백

신 개발연구가 폭넓게 진행되어 2006년 하반기에 국내 제조

회사에서 처음으로 동물용의약품으로 승인 받았으며, 2008년

상반기에는 수입회사 2개 업체와 국내 제조회사 3개 업체에

서 이 백신을 승인받았다. 따라서 이러한 백신에 대한 품질

관리 차원에서 국가 검정이 필요한 실정이다(4). 국립수의과

학검역원에서는 이러한 국내외적인 상황을 고려하여 넙치 연
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쇄구균병 백신에 대한 국가검정기준을 마련하였다. 즉, 백신

을 투여한 넙치를 대상으로 3주후에 복강주사에 의한 공격

접종을 실시하고 2주간의 관찰기간을 통하여 대조군과 백신

군과의 상대생존율이 60% 이상일 때 백신의 유효성이 있는

것으로 설정하였다(1).

본 증례는 국내 제조회사에서 생산된 베타용혈성 연쇄구

균병 불활화백신의 국가 검정에 사용하고자 남해안 및 서해

안 넙치 양식장에서 구입한 육성어에서 실험 사육기간 중에

빈혈과 장탈 등의 임상증상을 보이면서 일부가 폐사하였고,

그 폐사어에 대해 부검을 실시한 결과 에드워드병과 네오헤

테로보스리움증으로 확인되었으며, 이러한 질병 감염이 베타

용혈성 연쇄구균병 불활화백신의 효능에 미치는 영향을 보

고하고자 한다. 

증  례

2007년 5월과 6월에 각각 전남 완도 및 충남 태안 소재의

넙치 양식장에서 어체의 체중이 50.2±5.3 g인 300수를 각각

구입하여 넙치 운반수조(60 cm×70 cm×60 cm)에 차량용 기포

기(송풍량 1.0리터/분당) 2대를 설치하여 운송하여 시험에 사

용하였다. 구입된 실험어는 원형의 500L 용량의 FRP 시험

용 수조를 사용하여 시험구당 20수씩 수용하여 1일 2회 해

수를 250L 전체를 교환해주는 저수식 방식으로 사육하였다.

수조에 산소 공급을 위하여 수조당 4개의 전기기포 발생기

를 설치하였으며, 수온은 가온 히터를 사용하였다. 사육수는

인천 연안부두의 자연해수를 이용하였으며, 자연수 여과는

20 µm 프리필터를 사용하였다. 사육수온은 백신 투여 후부

터 공격 전일까지는 22oC로 유지하였으며, 공격 접종 전날부

터는 25oC로 설정하였다. 넙치 사료는 상업용 EP(extrusion

pellet) 사료(woosung, Korea)를 넙치 체중의 1% 정도의 양

을 1일 2회 나누어 급여하였으며, 남은 사료가 있는 경우에

는 수시로 제거해 주었다. 사육수의 염도, 용존산소(DO)는

Multi water quality analyzer CX-742(Sechang instrument,

Korea)기기로 매일, NH3-N, NO2-N 농도는 매주 1회 Multi

parameter photometer C-200(Hanna instruments, Italy)기기

를 이용하여 측정하였다. 시험기간 중의 용존산소(DO)는

7.13-7.85 mg/L 범위였으며, pH는 7.98-8.35 범위였다. 염도

(Salinity), NH3-N, NO2-N 농도는 어류 사육에 영향을 미치

는 수치는 나타나지 않았으며 양호한 수질을 유지하였다.

실험어 구입 후 3주간의 순치과정을 거친 다음에 국내 제

조회사(Daesung microbiological Labs. CO., LTD)에서  상

용화되고 있는 베타용혈성 연쇄구균병 불활화백신을 넙치 복

강내에 0.1 ml를 주사하였으며, 대조 약제로는 멸균된 PBS

(Phosphate Buffered Saline, pH 7.4)를 사용하였다. 백신을

접종한 후 공격 접종일까지 3주 동안 통상적인 사양관리 방

법에 준하여 넙치를 사육하였으나, 백신군과 대조군 135수에

서 34수(25.2%)가 빈혈과 장탈 등의 임상증상을 보이면서

폐사하였다. 

폐사한 넙치의 원인구명을 위하여 부검을 실시하였고, 아

가미, 피부, 장기 등을 도말 표본하여 현미경으로 기생충 감

염여부를 조사하였다. 또한, 세균성 질병 감염 여부를 조사

하기 위해 추가적으로 간, 신장 등의 장기에서 균 분리를 실

시하였다. 그 결과 Fig 1에서와 같이 아가미와 구강 벽에 심

한 빈혈 증상을 나타내었고, 현미경소견에서 장 등(7)이 서

해안 양식넙치에서 발생 보고한 바와 같이 유충은 주로 아

가미에, 그리고 성충은 구강내 상부에 대부분 기생하고 있었

으며, 5-15 mm 크기로서 방추모양으로 가운데는 굵고, 양끝

이 가늘며, 한쪽 끝에는 부착기(pedunculated haptor)가 있었

다. 또한, 부착기에는 8개의 파악기가 있어 어체에 부착하

고, 또 다른 끝에는 흡반이 열려 있으며, 유충에는 1쌍에서

3쌍이 clamps가, 미성숙 충체 및 성충에는 4쌍의 clamps가

있는 것이 확인되어 Neoheterobothrium hirame (N. hirame)

기생충에 감염된 것으로 진단하였다.

또한, 1.5% NaCl이 첨가된 brain heart infusion (BHI)

agar와 Blood agar를 사용하여 폐사어의 간과 신장을 접종한

다음 25oC에서 24-48시간 동안 배양하였다. 그 결과 광택이

있는 원형의 소형집락을 형성되었으며, 배양된 균 집락에 대

하여 그람 염색을 실시하여 현미경으로 관찰한 바, 그람 음

Fig 1. Olive flounder mixed infected with Edwardsiella tarda and Neoheterobothrium hirame showed serious anemia in the wall
of the buccal cavity (A), dark pigmentation of skin and abdominal extension, hernia of intestine of dead fish during 3 weeks after
vaccination (B), respectively. 
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성의 단간균으로 확인되었다. 분리된 균을 API 20E kit

(Biometrieux, France)를 이용하여 생화학적 동정을 실시한

바 Edwardsiella (E.) tarda 균으로 동정되었다. 따라서 본

증례에서 나타난 폐사의 원인을 N. hirame 및 E. tarda에

의한 혼합감염에 의한 것으로 추정하였다. 

이러한 질병에 혼합 감염된 넙치를 대상으로 백신 후 3주

뒤에 제주도 넙치 양식장에서 분리한 고병원성 S. iniae SI-

36 균주를 5.0×108CFU/ml 농도로 넙치 복강 내에 0.1 ml

주사하였다. 공격접종이 완료된 백신군과 대조군 넙치에 대

하여 2주 동안 임상증상 및 폐사 여부를 관찰하였으며, 폐사

된 넙치는 이차 오염을 예방하기 위하여 신속하게 수조에서

제거시켰다. 공격 접종 후 폐사어의 수를 기록하여 그룹별

폐사율을 조사하여 대조군의 누적폐사율이 최소 60%의 폐

사율을 보일 때 상대생존율(Relative Percent Survival; RPS)

을 산출하였으며, 계산식은 RPS(%) = {1 − (백신군의 폐사율

/대조군의 폐사율)} × 100으로 하였다. 이때 폐사어는 전형적

인 연쇄구균병 증상을 보이거나 공격 접종균이 분리되어야

하며, 백신군의 상대생존율이 60% 이상일 때 백신의 방어효

과가 있는 것으로 인정하였다. 그리고 폐사된 넙치는 Todd-

Hewitt agar를 사용하여 27oC에서 24-48시간 배양하였으며,

균의 발육을 확인한 후 혈액배지에서의 용혈성 소견과 S.

iniae 항혈청과의 슬라이드 응집반응을 실시하였으며, 백신군

과 대조군 사이의 폐사율에 대한 유의성은 Student's t-test로

서 P<0.05의 수준에서 검증하였다. 

베타용혈성 연쇄상구균병 불활화백신을 하지 않은 대조군

의 넙치에서는 Table 1에서와 같이 인공감염 1일째부터 장

탈, 아가미 주변부위에 출혈 등의 임상 증상을 나타내면서

폐사가 관찰되어 14일까지 모두 15수중 13수가 폐사되어

86.7%의 누적폐사율을 나타내었다. 백신군에 있어서는 대조

군과 유사한 증상을 나타내면서 접종 3일부터 10일까지 각

그룹 모두에서 15수중 7수가 폐사되어 46.7%의 누적폐사율

을 나타냄으로써 상대생존율이 65.9%로서 백신의 유효성을

판별하는 60%의 기준을 어렵게 충족하였다. 

하지만 본 시험에서 공격접종 미실시한 백신군과 대조군

에 있어서도 시험 2주 동안에 각각 31.3%, 35.3%의 실험어

가 체색흑화와 더불어 복수저류에 의한 복부 팽만, 장탈 증

상을 보인 후 폐사되었다. 이에 본 시험에서는 충남 태안군

소재 양식장에서 추가적으로 넙치를 구입하여 임상적으로 건

강한 넙치를 대상으로 베타용혈성 연쇄구균병 불활화백신 검

정기준에 준하여 백신의 유효율을 재평가하였다. 그 결과 상

대생존율이 78.0%를 나타내어 1차 감염어 시험에서의 상대

생존율 결과보다도 10% 이상의 차이를 나타내었다. 

한편, 대조군과 백신군을 포함한 모든 폐사어에 대하여 임

상증상 및 조직학적 소견, 그리고 균 분리 여부를 조사하였

다. 그 결과 대조군 폐사어의 대부분은 연쇄구균병의 가장

특징적인 임상소견인 복수저류에 의한 복부팽만, 장탈을 보

인 뒤에 높은 폐사율을 보였으며, 폐사된 어체에 대하여 부

검 소견에서는 복수저류, 신장과 간 조직의 종대 및 괴사의

병리학적 소견이 확인되었다. 또한, 폐사한 어체의 복수, 신

장, 간, 비장 내용물을 Todd-Hewitt agar에 접종한 결과 모

두에서 S. iniae 균이 배양되었으며, Blood agar에서도 베타

용혈성 집락을 나타내었고, 생화학 및 혈청학적으로도 실험

한 공격균주와 100% 일치하여 S. iniae 공격실험이 양호하

게 진행되었고, 백신의 유효율을 판정하는데 있어서의 시험

조건들이 적절한 것으로 확인되었다.

고  찰

어류 백신의 효율을 계산하는 방법으로 Amend(12)에 의

하여 제시된 상대생존율은 백신군과 대조군으로 구분하여 공

격접종에 따른 일정기간 동안 폐사율의 변화를 관찰하는 것

으로서 계산 공식은 RPS = (1 −백신군의 폐사율/대조군의 폐

사율) × 100이며, 일반적으로 다음의 다섯까지 기준에 적합하

여야 한다. 첫째, 1회 실험마다 각 그룹 당 최소 25마리를

사용하여 2회 반복 시험한다. 둘째, 공격 접종시 대조군에서

60% 이병율과 폐사율을 나타내어야 한다. 셋째, 폐사의 원인

Table 1. Comparison of efficacy for the formalin-inactivated β-hemolytic Streptococcus iniae vaccine in healthy and infected olive
flounder with Edwardsiella tarda and Neoheterobothrium hirame 

Trial
Treatment

group

No. of daily dead fish by challenge* at 3 week after vaccination Mortality
(%)

RPS
(%)1 2 3 4 5 6 7 8 10 12 14

1st
(infected 
fish)**

vaccine
challenge 0 0 2 1 0 0 2 1 1 0 0 7/15(46.7)

65.9
Non-challenge 1 1 0 0 1 0 2 0 0 0 0 5/16(31.3)

Control
(PBS)

challenge 1 3 3 2 1 0 0 1 1 0 0 13/15(86.7)

Non-challenge 1 0 0 0 0 1 2 1 0 0 1 6/17(35.3)

2nd
(healthy

fish)

vaccine
challenge 0 0 0 1 2 1 0 0 0 0 0 4/20(20.0)

78.0
Non-challenge 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0/20(  0  )

Control
(PBS)

challenge 0 0 0 0 2 7 5 3 2 0 0 19/20(95.0)

Non-challenge 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0/20( 0 )

*Olive flounder were challenged with intraperitoneally injection by Streptococcus iniae SI-36 isolates with 5.0×108CFU/fish at 3 week after
vaccination
**Neoheterobothrium hirame from the buccal cavity and Edwardsiella tarda from kidney and liver were isolated from olive flounders.
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이 밝혀져야 한다. 넷째, 백신군이나 대조군에서 자연 폐사

율이 10%를 초과해서는 안 된다. 다섯째, 백신군의 폐사율

은 24%이하이어야 한다. 하지만, 야외에서 성공적으로 위의

실험을 실시하기 어려운 이유는 첫째, 모든 그룹에서 동일하

게 공격이 이루어지지 않고, 둘째, 대조군에서 최소한의 폐

사율이 나타나지 않으며, 셋째, 자연 폐사율이 10%이상에서

나타날 수도 있기 때문이다. 

본 시험에서 국내 제조회사에서 생산된 넙치 베타용혈성

연쇄구균병 불활화 백신의 유효성을 검증하고자 하였다. 우

선, 전남 완도의 양어장에서 넙치를 구입한 시험에서 백신을

접종한 후 3주까지 백신군과 대조군 135수에서 34수(25.2%)

가 빈혈과 장탈 등의 임상증상을 보이면서 자연 폐사되었다.

폐사된 넙치의 아가미와 구강 벽에서 N. hirame 기생충이,

그리고 폐사어의 간과 신장에서 E. tarda 균이 확인되어 2가

지 원인체에 의한 혼합감염으로 폐사한 것으로 진단하였다.

이러한 혼합 감염된 넙치를 대상으로 백신후 3주 뒤에 고병

원성 S. iniae SI-36 균주로 공격 접종하여 상대생존율을 조

사한 바 65.9%를 나타내었다. 이러한 결과는 조 등(10)이

국립수산과학원 병리연구팀에서 개발하여 산업체에 기술 이

전한 연쇄구균병 불활화백신의 산업화를 위하여 국내 제조

회사에서 제작한 시험백신을 사용하여 실험실 수준에서 위

와 동일한 방법으로 조사한 방어효과 실험에서 제조후 0,

6, 12, 15개월을 보존한 백신에서 각각 83.0%, 62.5%, 72.0%,

75.0%의 상대생존율을 보인 성적과 문 등(4)이 일본에서 수

입한 연쇄구균병 불활화백신에 대하여 국내 분리주에 대한

방어실험에서 상대생존율이 83.4%와 89.5%의 성적보다는 낮

은 수준을 나타내었다. 또한, 본 시험에서 백신군이나 대조

군에서 자연 페사율이 30% 정도를 나타내어 Amend(12)에

의하여 제시한 자연 폐사율이 10%를 초과해서는 안 된다는

조건을 만족하지 않았다.

이에 본 시험에서 충남 태안군 소재 양식장에서 추가적으

로 넙치를 구입하여 임상적으로 건강한 넙치를 대상으로 베

타용혈성 연쇄구균병 불활화백신 검정기준에 준하여 백신의

유효율을 재평가한 바, 백신의 유효성을 나타내는 상대생존

율이 78.0%를 나타내었다. 이러한 결과는 조 등(10)이 조사

한 성적과는 유사한 결과를 나타내었으며, 본 시험에서 1차

시도한 감염어 시험에서의 상대생존율 보다도 10% 이상 높

았다. 이러한 방어능력의 차이는 미생물 감염에 의해 백신의

면역형성이 억제된 것으로 사료되며, 넙치의 건강상태에 의

하여 백신의 유효성에 있어서 차이가 있는 것으로 조사되었다. 

국내에서는 2000년 제주와 여수 인근 남해안 자연산 넙치

에서 네오헤테로보스륨 감염증에 대하여 처음 보고되었으며

(16), 2006년 충남 태안군 소재의 넙치 종묘 배양장에서 이

질병의 발생을 보고한 바 있어(7) 본 기생충 감염이 전국의

양식장에 만연되어 있을 가능성이 있으므로 향후에 좀 더 많

은 지역을 대상으로 이 질병의 감염 실태를 조사할 필요성

이 있다. 

이와 더불어 본 증례에서 확인된 에드워드병은 제주도를

포함한 국내의 해상 가두리 및 육상 수조에서 사육되고 있

는 넙치에서 가장 많이 발병되는 질병으로서 치어에서부터

성어에 이르기까지 문제되며, 특히, 수온이 20oC가 되면 급

격이 발생율이 높아져서 여름에서 가을에 걸쳐(8월부터 10

월까지) 많이 발생하고 있지만 최근에는 17oC 이하의 수온

에서도 빈번하게 관찰되어 양식장에서 연중 나타나고 있으

며, 수질오염, 고밀도 사육 등 사육조건이 좋지 못할 때 질

병 발생률도 높아진다. 또한, 최근에는 이 질병에 일단 감염

되면 넙치는 급성적인 대량 폐사보다는 만성적으로 진행하

여 장기간 동안 폐사되는 경우가 많으며, 감염된 넙치의 가

장 뚜렷한 임상증상은 체색흑화, 유영상태 불량, 복수에 의

한 복부 팽만과 장탈로 보고되고 있다(2,3,5,8). 

위의 내용을 종합해 볼 때 베타용혈성 연쇄구균병 백신 접

종 후 고병원성 S. iniae 분리균주를 이용한 공격접종시험에

서 백신군이 대조군에 비해 베타 용혈성 연쇄상구균증의 발

생 및 폐사율을 저하시킴으로써 백신의 유효성이 인정되었

다. 하지만 적절한 어류 백신 검정을 위해서는 무엇보다도

건강한 넙치를 선별하여 수행해야 할 것으로 판단된다. 향후

에도 적절한 어류 백신 검정에 위해서는 백신의 유효성에 영

향을 미치는 다양한 실험 조건들을 고려한 지속적이고 체계

적인 연구가 필요할 것으로 사료된다.

결  론

넙치 베타용혈성 연쇄구균병 백신의 국가검정을 위하여 국

내 제조회사에서 생산된 백신의 유효성을 검증하고자 하였

다. 전남 완도의 양어장에서 넙치를 구입하여 3주간의 순치

기간을 거친 후에 백신을 접종한 후 3주까지 백신군과 대조

군 135수에서 34수(25.2%)가 빈혈과 장탈 등의 임상증상을

보이면서 폐사하였다. 폐사한 넙치의 아가미와 구강 벽에서

N. hirame 기생충이, 그리고 폐사어의 간과 신장에서 E.

tarda 균이 확인되어 2가지 원인체에 의한 혼합감염으로 폐

사한 것으로 진단하였다. 이와 같은 원인체에 혼합 감염된

넙치를 대상으로 백신 후 3주 뒤에 제주도 넙치 양식장에서

분리한 고병원성 S. iniae, SI-36 균주를 5.0×108CFU/ml 농

도로 넙치 복강 내에 0.1 ml 주사하여 2주 동안 상대생존율

을 조사한 바 65.9%를 나타내었다. 이에 충남 태안군 소재

양식장에서 추가적으로 넙치를 구입하여 임상적으로 건강한

넙치를 대상으로 베타용혈성 연쇄구균병 불활화백신 검정기

준에 준하여 백신의 유효율을 재평가하였다. 그 결과 상대생

존율이 78.0%를 나타내어 1차 감염어 시험에서의 상대생존율

결과보다도 10% 이상의 차이를 나타내어 넙치의 건강상태

에 의하여 백신의 유효성이 차이가 있는 것으로 조사되었다. 
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