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서   론

넙치는 국내 해수양식어류 중 가장 생산량이 많

은 어종이며 제주지역에서 전국 생산량의 약 60%

정도를 차지하고 있다(제주특별자치도, 2020). 이
러한 넙치 양식과정에서 연쇄구균병은 극복해야 

되는 주요한 질병 중 하나로 꼽히고 있다. 어류의 

연쇄구균병은 1957년 일본의 양식 무지개송어에

서 처음 보고되었으며(Hoshina et al., 1958), 넙치의 

연쇄구균 감염보고는 일본에서 Nakatsugawa(1983)
에 의해 처음 알려졌다. 국내 넙치의 질병피해 현

황조사를 보면 연쇄구균병에 의한 폐사는 약 13% 

제주지역 넙치(Paralichthys olivaceus) 연쇄구균병 원인체의 
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During the period from 2003 to 2020, a total of 470 Streptococcus species were isolated from 
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identified as Streptococcus iniae and S. parauberis, respectively by multiplex PCR assay. During 
that period, the percentage of S. iniae decreased from 56.9% in 2003 to 0.0% in 2020 whereas that 
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내외인 것으로 조사되어 세균성 질병 중에서는 가

장 피해가 심각한 질병으로 보고되고 있으며(Kim 
et al., 2012; Jee et al., 2014), 연쇄구균병 치료목적

으로 amoxicillin등이 주로 사용되는 것으로 보고되

고 있다(Jee et al., 2014). 국내의 경우 2000년대 중

반까지는 넙치 연쇄구균병 원인체로 β-용혈성 연

쇄구균인 Streptococcus iniae 감염보고가 주로 알

려져 있으며(Heo et al., 2001; Kang et al., 2007), 
2006년도에 처음으로 Streptococcus parauberis에 

대한 연구가 보고되었다(Baeck et al., 2006; Jeong 
et al., 2006). S. parauberis는 양식어류에서는 터봇

(Scophthalmus maximus)에서 처음 보고되었으며

(Doménech et al., 1996), 일본에서는 2002년도부터 

넙치의 연쇄구균병 원인체로 인식되어왔다(Kanai 
et al., 2009). 넙치에서 분리되는 S. parauberis는 다

양한 혈청형이 존재한다는 것이 보고되었으며(Han 
et al., 2011; Kanai et al., 2015), Meng 등(2009)은 

S. parauberis serotype Ⅱ는 Tn916을 보유함으로 인

해 테트라사이클린 내성이 있다고 보고하였다. 이
렇듯 S. parauberis에 대한 연쇄구균병의 경우에는 

어떤 혈청형이 유행하는가에 대한 모니터링은 질

병관리차원에서 중요하다고 생각된다.  
국내 넙치의 연쇄구균병에 대한 대책의 일환으

로 2006년도부터 연쇄구균병 예방을 위한 백신 보

급이 본격화 되었으며 현재 양식현장에서는 백신

의 지속적 개발 필요성이 요구되고 있는 실정이다. 
백신의 지속적 개발과 질병 예방을 위해서는 우선

적으로 해당 질병에 대한 체계적인 모니터링 연구

가 수반되어야 할 것이다. 본 연구는 2003년부터 

2020년까지 제주지역 양식넙치에서 분리된 연쇄

구균을 대상으로 종 동정과 혈청형 분석을 통해 

현재 보급 중인 넙치 연쇄구균 예방 백신 연구를 

비롯한 대책 연구에 기초자료를 제공하고자 하였

다.

재료 및 방법

Streptococcus 균주 확보

제주지역 넙치양식장에서 2003년부터 2020년 

사이에 체색 흑화, 안구 돌출, 복부팽만 및 탈장 

등의 연쇄구균병 임상증상을 보이는 개체들을 채

집 후  streptococcus를 분리하였다. Streptococcus가 

분리된 넙치 개체들의 크기는  대부분 성어였으며 

일부 치어도 포함되었다. 분리된 streptococcus 중 

냉동보관(-80℃)을 통해 확보가 가능한 균주 총 

470균주를 대상으로 이번 연구를 수행하였다. 2012
년의 경우 3균주, 2013년과 2014년은 확보된 균주

가 없었으며, 2016년의 경우 1균주, 2017년 5균주

로 일부 년도의 경우에는 확보된 균주가 부족하거

나 없었지만 나머지 년도의 경우에는 대부분 14～
59 균주가 확보되어 전체적인 동향 분석은 가능할 

것으로 판단되었다(Table 1).
 
DNA 분리

분리 및 냉동 보관 중인 streptococcus 균주를 

sheep blood agar에 도말 후 30℃에서 24시간 배양 

후 순수 배양된 colony를 DNAdvance kit(Beckman 
coulter, USA)와 Biomek XNP(Beckman coulter, USA)
를 이용하여 DNA를 추출하였다. 

Streptococcus의 동정

확보된 streptococcus 균주들을 대상으로 Mata 등
(2004)의 보고한 어류의 연쇄구균병 원인체 검출

을 위한 multiplex PCR 방법을 통해 종 동정을 하였

으며, 이때 국내에서 분리보고가 없는 S. difficilis를 

제외하고 3종의 streptococcus(S. iniae, S. parauberis, 
L. garvieae)에 대하여 동정하였다(Table 2). PCR 반
응은 94℃에서 2분간 pre-denaturation 후 92℃에서 

1분간 denaturation, 55℃에서 1분간 annealing, 72℃
에서 90초간 extension의 반응을 25회 반복 후 72℃

Table 1. Number of streptococcus isolated from flounder in Jeju between 2003 and 2020

Years 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Total

No. of 
isolates 51 41 47 50 46 23 14 29 31 3 -* - 17 1 5 17 59 36 470

*No streptococcus was collected
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에서 5분간 post-extension 조건으로 하였다. 이때 

표준균주 S. iniae KCTC 3657, S. parauberis KCTC 
3651, L. garvieae KCTC 3772를 positive control로 

사용하였다. PCR 산물을 1×TAE buffer를 전기영

동 완충액으로 하여 1.5% agarose gel상에서 전기

영동 후 UV 검출기를 이용하여 ultraviolet상에서 

검출되는 산물의 크기를 확인하였다.

S. parauberis의 혈청형 분석

Streptococcus에 대한 종 동정결과 S. parauberis
로 동정된 균주들을 대상으로 혈청형 분석을 하였

다. 현재까지 넙치에서 분리되는 S. parauberis는 

5가지 혈청형(subserotype Ⅰa, Ⅰb, Ⅰc, serotype Ⅱ 
및 nontypeable)이 보고되어 있으며(Kanai et al., 
2015), PCR 방법을 이용한 혈청형 진단법으로 sub-
serotype Ⅰa, Ⅰb/Ⅰc와 serotype Ⅱ를 구분할 수 있

다고 보고되었다(Tu et al., 2015). 다만 이 PCR 방
법으로는 S. parauberis subserotype Ⅰb와Ⅰc를 구

별할 수 없고 nontypeable group의 경우에는 sub-
serotypⅠb/Ⅰc 또는 serotype Ⅱ와 PCR 산물의 크

기가 동일한 결과가 얻어졌다고 보고하였다. 이 연

구에서는 S. parauberis에 serotype에 대한 연도별 

변화 패턴을 파악하고자 하였고, 항혈청 확보가 어

려움에 따라 응집시험 대신 간편한 시험법을 적용

하고자 Tu 등(2015)이 제시한 PCR 방법을 이용하

여 subserotype Ⅰa, Ⅰb/Ⅰc와 serotype Ⅱ 등 3가지 

혈청형으로 구분 분석하였다(Table 3). PCR 반응

은 95℃에서 3분간 pre-denaturation 후 98℃에서 10
초간 denaturation, 55℃에서 30초간 annealing, 72℃
에서 30초간 extension의 반응을 30회 반복 후 72℃
에서 7분간 post-extension 조건으로 하였다. PCR 
산물을 1×TAE buffer를 전기영동 완충액으로 하여 

1.5% agarose gel상에서 전기영동 후 UV 검출기를 

이용하여 ultraviolet상에서 검출되는 산물의 크기

를 확인하였다.

결   과

2003년부터 2020년까지 기간 중 넙치에 분리된 

streptococcus 중 보관과 확보가 이루어진 470균주

에 대하여 종 동정을 실시하였다. 그 결과 S. iniae
가 92균주, S. parauberis가 378균주로서 분리 비율

을 보면 각각 19.6%, 80.4%로 나타났으며, 그 외 

다른 streptococcus는 분리되지 않았다. S. iniae와 

S. parauberis의 분리 추세를 보면 이 연구의 시작 

년도인 2003년에는 S. iniae와 S. parauberis 분리 

Table 2. Primer for identification of streptococcus (Mata et al., 2004)

Primer pair Sequences (5′ to 3′) Target gene PCR amplicon (bp) Pathogen
Spa2152
Spa2870

TTTCGTCTGAGGCAATGTTG
GCTTCATATATCGCTATACT 23S rRNA 718 S. parauberis

LOX-1
LOX-2

AAGGGGAAATCGCAAGTGCC
ATATCTGATTGGGCCGTCTAA lctO 870 S. iniae

pLG-1
pLG-2

CATAACAATGAGAATCGC
GCACCCTCGCGGGTTG 16S rRNA 1,100 L. garvieae

Table 3. Primer for analysis of S. parauberis serotypes (Tu et al., 2015)

Primer
pair Sequences (5′ to 3′) Target serotypes PCR amplicon 

size (bp)
For-Ⅰa
Rev-Ⅰa

ATTGTTAGTCATTCAGTTGT
AATTATAGTCAACAGTCCAG S. paruberis subserotypeⅠa 213

For-Ib/Ic
Rev-Ib/Ic

ATTTCTACCAGGTTACTTTG
ACATCTCGAAACTTCATATT S. paruberis subserotypeⅠb/Ⅰc 303

For-II
Rev-II

GAACTACTTAGGTTTAGCAT
AACTTGTAAATAGGATTGCT S. paruberis serotypeⅡ 413
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비율이 각각 56.9%와 43.1%로 조사되어 S. iniae가 

조금 높은 비율을 보였으나, 2004년에는 S. iniae와 

S. parauberis 각각 46.3%, 53.7%로 조사되어 오히

려 S. parauberis가 조금 높은 비율을 보이기 시작

하였으며, 2005년 이후부터는 S. parauberis의 분리

율이 급격히 증가하여 2015년부터 분리되는 strep-
tococcus는 모두 S. parauberis이며 S. iniae는 분리

되지 않은 것으로 조사되었다. 2012년의 경우 3개
의 균주만 확보되어 실험에 사용되었으며, 2013년
과 2014년은 확보된 균주가 없어 2012년부터 2014
년 사이의 동향을 정확히 분석할 수는 없었으나 

2011년까지 지속적으로 S. iniae 분리율이 감소하

고 S. parauberis 분리비율이 증가한 점과 2015년 

이후부터는 S. iniae분리는 없고 모두 S. parauberis
만이 분리되었다는 점을 보면 전반적으로 해가 거

듭할수록 S. iniae는 감소하고 S. parauberis가 증가

하였고, 2015년 이후에는 대부분 S. parauberis가 

분리되고 있음을 알 수 있었다(Table 4 and Fig. 1). 
2003년부터 2020년 사이에 제주지역에서 분리

된 378균주의 S. parauberis에 대한 혈청형 분석결

과 전체적으로 subserotypeⅠb/Ⅰc 46.3%, subsero-
typeⅠa 34.9%, serotypeⅡ 18.8% 순으로 조사되어 

subserotypeⅠb/Ⅰc가 우세함을 알 수 있었다. 연도

별로 serotype별 분리 패턴을 보면 2003년과 2004
년에는 serotypeⅡ가 각각 59.1%, 50.0%로 가장 많

았고, 2005년부터 2009년 사이에는 subserotypeⅠb/
Ⅰc가 가장 많았으며(각각 57.6%, 86.0%, 84.6%, 
57.9%, 83.3%), 2010년부터 이후에는 2015년을 제

외하고는 subserotypeⅠa가 가장 높은 비율로 분리

되었다. 최근(2018년부터 2020년)에는 subserotype
Ⅰa가 가장 많은 약 70% 내외를 차지하고 있으며 

subserotypeⅠb/Ⅰc가 약 16～30%정도이며, sero-
typeⅡ는 2018년에는 분리되지 않았으나 2019년과 

2020년에 각각 3.4%와 16.7%로 조금씩 증가하는 

경향을 보였다(Table 5 and Fig. 2).

고   찰

2013년부터 2020년도 사이에 제주지역 양식넙

치에서 분리되는 streptococcus는 S. iniae와 S. para-
uberis로 확인되었다. 이 기간 동안의 전체적인 분

리 경향을 보면 2003년에 S. iniae 분리율이 56.9%
를 보인 후에 2010년도 초반까지는 S. iniae는 지속

M 1 2 3 4 5 6 7

1,100bp
870bp
718bp

Fig. 1. Identification of streptococcus using multiplex 
PCR. M, 100 bp DNA ladder marker; 1 and 2, isolates 
identified as S. parauberis; 3 and 4, isolates identified 
as S. iniae; 5, S. parauberis KCTC 3651 (718bp); 6, 
S. iniae KCTC 3657 (870bp), 7, L. garvieae KCTC 3772 
(1,100bp).   

Table 4. Identification result of streptococcus isolated 
from flounder in Jeju between 2003 and 2020

Years No. of
isolates

Result of streptococcus 
identification

No. of
S. iniae

No. of 
S. parauberis

2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011
2012
2013
2014
2015
2016
2017
2018
2019
2020
Sum

51
41
47
50
46
23
14
29
31
3
-*
-

17
1
5
17
59
36

470

29(56.9%)
19(46.3%)
14(29.8%)
 7(14%)
 7(15.2%)
 4(17.4%)
 2(14.3%)
 6(20.7%)
 3(9.7%)
 1(33.3%)

-
-

 0(0%)
 0(0%)
 0(0%)
 0(0%)
 0(0%)
 0(0%)
92(19.6%)

 22(43.1%)
 22(53.7%)
 33(70.2%)
 43(86%)
 39(84.8%)
 19(82.6%)
 12(85.7%)
 23(79.3%)
 28(90.3%)
  2(66.7%)

-
-

 17(100%)
  1(100%)
  5(100%)
 17(100%)
 59(100%)
 36(100%)
378(80.4%)

*No streptococcus was collected
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적으로 감소하고 S. parauberis 분리율이 대폭 증가

하다가 2015년 이후에는 분리되는 모든 strepto-
coccus가 S. parauberis로 확인되고 있다. Noh 등
(2009)이 2003년부터 2006년 기간 동안 제주지역 

넙치에서 분리한 연쇄구균에 대한 동정결과 S. in-

iae와 S. parauberis의 분리 비율이 각각 43%와 57%
로 보고한 바 있으며, Jeong 등(2006)은 2003～2005
년 기간 동안에 제주지역 넙치에서 분리된 strepto-
coccus에 대한 동정결과 S. iniae와 S. parauberis의 

분리 비율을 각각 46%와 54%로 보고 한 바 있는데 

이와 유사한 결과이다. 이후에는 제주 또는 국내에

서 넙치의 streptococcus 분리 동향과 관련한 전반

적인 모니터링 보고가 없어 이번 조사결과가 장기

간 동안의 넙치 유래 streptococcus의 분리 특성 연

구에 참고 자료로 활용 될 것으로 사료된다. 
S. parauberis serotype 분석결과 다양한 serotype

이 분리되고 있으며 일정 기간을 두고 serotype의 

분리율이 변화되고 있음을 알 수 있었다. 이전의 

국내 연구에서 2003부터 2010년 사이에 제주, 포
항, 완도, 여수 등 국내 양식넙치에서 S. parauberis 
29 균주를 대상으로 토끼 항혈청을 이용한 응집분

석법을 이용하여 2가지 serotypes을 분석 한 결과 

SerotypeⅠ이 우세(29 균주 중 24 균주)하다고 보고

된 바 있다(Han et al., 2011). 본 연구의 같은 기간의 
결과와 비교해 보면 본 연구에서 subserotypes Ⅰa

Table 5. PCR assay for differentiation of S. parauberis serotypes

Years No. of isolates identified as 
S. parauberis

Detection of S. parauberis serotypes
SubserotypeⅠa SubserotypeⅠb/Ⅰc SerotypeⅡ

2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011
2012
2013
2014
2015
2016
2017
2018
2019
2020
Sum

22
22
33
43
39
19
12
23
28
2
-*
-

17
1
5

17
59
36
378

  6(27.3%)
  3(13.6%)
  0(0%)
  1(2.4%)
  0(0%)
  1(5.3%)
  1(8.3%)
 12(52.2%)
 19(67.9%)
  2(100%)

-
-

  2(11.8%)
  1(100%)
  3(60%)
 12(70.6%)
 45(76.3%)
 24(66.6%)
132(34.9%)

  3(13.6%)
  8(36.4%)
 19(57.6%)
 37(86.0%)
 33(84.6%)
 11(57.9%)
 10(83.3%)
  9(39.1%)
  7(25%)
  0(0%)

-
-

 15(88.2%)
  0(0%)
  0(0%)
  5(29.4%)
 12(20.3%)
  6(16.7%)
175(46.3%)

13(59.1%)
11(50%)
14(42.4%)
 5(11.6%)
 6(15.4%)
 7(36.8%)
 1(8.3%)
 2(8.7%)
 2(7.1%)
 0(0%)

-
-

 0(0%)
 0(0%)
 2(40%)
 0(0%)
 2(3.4%)
 6(16.7%)
71(18.8%)

*No streptococcus was collected

M 1 2 3 4 5 6

413bp
303bp
213bp

Fig. 2. Multiplex PCR product for differentiation of S. 
parauberis serotypes. M, 100 bp DNA ladder marker; 
1 and 2, subserotypeⅠa; 3 and 4, subserotypeⅠb/Ⅰc; 
5 and 6, serotypeⅡ. 
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와 Ⅰb/Ⅰc로 확인된 균주들을 serotype Ⅰ으로 볼 

때 유사한 결과로 판단된다. 최근 3년 동안의 S. 
parauberis의 serotype 분석 경향을 보면 subserotype
Ⅰa가 가장 우세하지만 serotype Ⅱ가 조금씩 증가

하는 경향이 관찰된다. 
이번 연구기간(2003～2020년)의 분석결과를 바

탕으로 전반적인 S. parauberis의 혈청형 별 분리 

패턴을 보면 serotypeⅡ → subserotypeⅠb/Ⅰc → 
subserotypeⅠa → subserotypeⅠb/Ⅰc → subsero-
typeⅠa으로 변화하는 경향을 보이고 있다. 또한 

최근 3년 동안의 경향을 볼 때 앞으로 serotypeⅡ의 

분리비율이 조금씩 증가할 수 있을 것으로 예상된

다. 본 연구에서는 항혈청 확보가 어려움에 따라 

응집시험법 대신 multiplex PCR방법에 의한 S. par-
auberis의 serotype 분석이 이루어졌으나 앞으로 항

혈청을 이용한 serotype 패턴 분석과  S. parauberis 
serotype 별 임상특성에 대한 연구 등이 추가적으

로 이루어질 필요가 있다고 생각된다. 
제주에서는 2006년도부터 넙치양식장에 세균성 

질병 예방백신이 보급되고 있으며 백신 보급 초창

기에는 S. iniae백신이 보급되다가 2011년도를 전

후하여 S. parauberis가 항원으로 추가된 3가 및 4
가 백신이 보급되기 시작하였다. 이 조사가 이루어

지기 시작한 2003년 이후에 지속적으로 S. iniae의 

분리율이 감소한 것은 여러 가지 이유가 있겠지만 

지속적인 연쇄구균병 예방 백신공급과도 연관성

이 있을 것으로 판단된다. 그러나 현재도 넙치양식

장에서 연쇄구균병에 의한 피해가 여전히 발생하

고 있으며 원인체로서 S. parauberis가 대부분 분리

되고 있다. Jeong 등(2006)은 S. iniae 감염 넙치의 

임상증상은 복부팽만, 탈장, 복수저류 등의 외부 

소견을 보이는 비율이 높은 반면 S. parauberis 감
염에 따른 외부 증상은 체색흑화, 무안측 발적 등

을 보이는 비율이 높다고 하였고, Lee 등(2007)은 

넙치에 대한 S. iniae와 S. parauberis 인위감염 시험

결과 S. iniae의 경우에는 인위감염 초기부터 폐사

가 발생하였으나 S. parauberis의 경우 폐사발생 시

기가 상대적으로 늦어 잠복기가 긴 특징을 보인다

고 하였다. 또한 이번 연구결과에서 보면 넙치로부

터 분리되는 S. parauberis의 serotype이 해마다 변

화하는 것을 알 수 있다.  S. parauberis 감염에 의한 

넙치 연쇄구균병의 지속적 발생은 여러 가지 요인

들이 있을 수 있겠지만 Jeong 등(2006)과 Lee 등
(2007)의 보고에서처럼 S. parauberis 감염의 외부

증상과 감염특성으로 인해 양식장에서 감염인지

가 늦는 경우도 있을 것으로 생각되며, 또한 S. par-
auberis의 serotype 분포가 해마다 변화하고 있으나 

현재 보급 중인 백신의 S. parauberis 항원의 sero-
type이 유행 중인 S. parauberis의 serotype과 일치하

지 않는 경우도 있을 수 있다고 생각된다.
넙치의 연쇄구균병의 경우 주로 성어에서 발생

하는 경향이 높으므로 경제적 피해가 많은 것으로 

알려져 있다. 따라서 지속적인 백신개발을 비롯한 

여러 가지 대책 연구가 필요하겠으며, 원인체에 대

한 모니터링 연구 또한 지속적으로 이루어져야 할 

것으로 사료된다. 본 연구는 넙치의 연쇄구균병에 

대한 모니터링자료를 제공함으로써 백신연구 등 

대책연구에 참고자료를 제공하고자 하였다.

요   약

2013년부터 2020년까지 제주지역 양식 넙치로

부터 연쇄구균 470 균주를 분리하였다. 분리된 균

주를 대상으로 multiplex PCR방법을 이용한 종 동

정결과 S. iniae가 92균주(19.6%), S. parauberis가 

378균주(80.4%)로 조사되었다. 연도별 경향을 보

면 2003년에는 S. iniae와 S. parauberis 분리비율이 

각각 56.9%와 43.1%로 조사되었으나 이후 지속적

으로 S. iniae의 분리율이 감소하고 S. parauberis 
분리율이 증가하기 시작하여 2015년부터는 전체 

분리주가 모두 S. parauberis로 확인되었다. 
S. parauberis로 동정된 균주들에 대하여 PCR을 

통한 serotype 분석 결과 subserotype Ⅰa 34.9%, 
subserotype Ⅰb/Ⅰc 46.3%, serotype Ⅱ 18.8% 순으

로 조사되었다. S. parauberis에 대한 serotype 분포 

변화 조사 결과에서는 2003년과 2004년에는 sero-
type Ⅱ가 각각 59.1%, 50.0%로 가장 많았으나, 
2005년부터 2009년 사이에는 subserotypeⅠb/Ⅰc가 

가장 많았으며(각각 57.6%, 86.0%, 84.6%, 57.9%, 
83.3%), 2010년부터 이후에는 2015년을 제외하고

는 subserotypeⅠa가 가장 높은 비율로 분리되었고, 
최근 3년(2018년부터 2020년)동안을 보면 sub-
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serotypeⅠa가 가장 많은 약 70% 내외이며, sub-
serotype Ⅰb/Ⅰc가 약 16~30%, serotype Ⅱ는 2018
년에는 분리되지 않았으나 2019년과 2020년에 각

각 3.4%와 16.7%로 다시 증가하는 경향을 보였다. 
넙치의 연쇄구균병은 성어에 발생하여 큰 경제적 

피해를 유발하므로 이에 대한 대책연구를 위해서는 

지속적인 모니터링 연구가 필요하다고 생각된다.
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