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The antimicrobial activity of Bacillus amyloliquefaciens JFP-02 against nine fish pathogenic bacteria 
isolated from olive flounder aquaculture farms on Jeju Island was assessed under various medium 
compositions, pH levels, and incubation temperatures. The fish pathogenic bacteria isolated were 
Flexibacter maritimus, Staphylococcus caprae, Edwardsiella tarda, Streptococcus parauberis, Photo-
bacterium damselae, Vibrio harveyi, Vibrio campbellii, Vibrio alginolyticus, and Vibrio anguillarum. 
The antibiotic susceptibility testing results for the fish pathogenic bacteria indicated the highest sensi-
tivity to florfenicol, followed by gentamycin and neomycin. The bacteria exhibited the greatest resist-
ance to penicillin, with amoxicillin and erythromycin showing the next highest levels of resistance. 
B. amyloliquefaciens JFP-02 exhibited the highest growth activity at pH 9, while the greatest anti-
microbial activity was observed at pH 6. Likewise, although the highest growth occurred at 30°C, 
the most significant antimicrobial effect was observed at 20°C. Among the various medium compo-
nents, the antimicrobial activity of B. amyloliquefaciens JFP-02 was highest when dextrin was used 
as the carbon source, leading to the greatest growth and antimicrobial activity. Additionally, among 
the nitrogen sources, the addition of yeast extract resulted in the highest growth and antimicrobial 
activity. For inorganic salts, although the highest growth activity was observed with MgSO4･7H2O 
and FeSO4･7H2O, the greatest antimicrobial effect was observed with KH2PO4.
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서 론

우리나라의 양식산업은 1960–70년대 해조류를 시작으

로 1980년대 어류 양식이 발전하기 시작하였다[25]. 이러

한 흐름으로 제주도의 넙치 양식산업은 1980년 중반에 

육상수조 방식으로 시작하여 끊임없는 기술의 발전에 힘

입어 2023년 기준 전국 생산량의 약 51.7%(21,047톤)를 

차지하고 있다[16, 21]. 그러나 최근에 넙치 양식은 시장가

격 하락, 양식 비용 상승과 수온, 수질오염, 질병 등으로 

인한 폐사량 증가로 인한 문제가 꾸준히 제기되어 왔다[9].
어류 질병은 초창기 기생충 및 세균에 의한 단독 감염

이 주로 발생하였다면, 최근에는 다양한 병원체에 의한 

혼합감염의 발생 빈도가 증가하여 대량 폐사로 이어지고 

있다[3, 17]. 하지만 국내에는 질병 발생에 따른 폐사에 

대한 통계 자료가 미비하다[3, 6]. 향후 넙치를 비롯한 다

양한 양식 생물의 질병으로 인한 피해를 최소화하기 위해

서는 질병 발생 현황과 그로 인한 폐사량에 대한 통계 

자료가 필요하다. 현재 양식 넙치에 주로 발병하는 어류 

질병세균은 Vibrio spp., Streptococcus spp., Edwardsiella 
tarda, Flexibacter maritimus 등이 보고되었다[8, 13]. 이러

한 어류 질병세균에 대한 예방책으로 백신과 치료제로 

항생제가 있지만, 항생제 오남용과 그로 인한 항생제 내

성균으로 인한 문제도 동시에 일어나고 있다. 이러한 이

유로 항생제를 대체하고자 천연 물질에서 분리한 항균물

질, probiotics, 유용 미생물 등을 이용한 다양한 연구가 

진행되고 있다.
본 연구진은 이전에 probiotics (Bacillus sp., B. subtilis, 

B. amyloliquefaciens)를 양식 어류에 적용하였을 때 나타

나는 비특이적 면역반응과 항균 활성에 대한 연구를 진행

하였다[7, 11, 14, 15]. 이번 논문에서는 제주도 넙치 양식

장에서 분리한 어류 질병세균에 대한 항생제 내성을 확인
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Table 1. Type of antibiotics and sensitivity ranges for identifying antibiotic resistant fish pathogenic bacteria

Antibiotics Concentrations (µg)
Diameter of inhibition zone (mm)

Resistant Weakly sensitive Sensitive

Amoxycillin (AML)
Gentamicin (GN)
Erythromycin (EM)
Florfenicol (FFL)
Neomycin (NEO)
Oxytetracycline (OTC)
Penicillin (PE)
Tetracycline (TC)

10
10
15
30
10
30

10 unit
30

≤13
≤12
≤13
≤12
≤12
≤14
≤19
≤14

14‒17
13‒14
14‒22
13‒17
13‒16
15‒18
20‒27
15‒18

≥18
≥15
≥23
≥18
≥17
≥19
≥28
≥19

하고, 다양한 조건에서 probiotics 균주인 Bacillus amyloli-
quefaciens JFP-02를 배양하여 어류 질병세균에 대한 항균 

활성을 확인하고자 한다.

재료 및 방법

어류 질병세균 분리

어류 질병세균을 확보하기 위해 제주도 내에 위치한 

넙치 육상 양식장 중 8개소를 무작위로 선별하여, 사육수, 
배출수, 유입수, 넙치를 채취하였다. 넙치에서 분리한 간

과 신장, 사육수, 배출수, 유입수를 0.85% 생리식염수에 

1 ml 넣어 희석한 후 Brain Heart Infusion Agar (BHIA, 
Difco, Sparks, MD, USA)에 도말하여 25℃에서 48시간 배

양하였다. 생육된 집락을 순수 분리하여 향후 연구에 사

용하였다. 
 
염기서열 분석

순수 분리한 세균에서 2.5% Chelex (Chelex® 100 
Molecular Biology Grade Resin, Bio-Rad Laboratories, Inc., 
Hercules, CA, USA)를 이용하여 DNA를 추출하였다. 세균

의 동정을 위하여 16S rRNA 유전자를 증폭시키기 위해 

27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCA-3′) primer와 1492R 
(5′- GGTTACCTTGTTACGAC-3′) primer를 사용하였다

[22]. AccuPower® PCR Pre-Mix (Bioneer, Daejeon, Korea)
에 최종 부피 25 µl로 맞추어 PCR을 수행하였다. PCR 조
건은 94℃ 5분; 94℃ 1분, 55℃ 1분, 72℃ 1분을 30 cycle; 
72℃ 10분 반응하였다. 증폭된 PCR product는 1% agarose 
gel에서 전기영동을 이용하여 확인하였다. 분석된 염기서

열은 NCBI의 BLAST에서 유사한 염기서열과 비교하고, 
가까운 종으로 나타나는 서열을 확인하였다. 

어류 질병세균의 항생제 감수성

항생제에 대한 내성 유무를 확인하기 위해 일반적으로 

사용되는 수산용 항생제 8종(Table 1)을 사용하였고, Bauer- 
kirby test를 통해 내성 균주와 감수성 균주로 분리하였다. 

세균 배양액을 Mueller Hinton Agar (MHA, Difco)에 도말

한 후, 항생제 디스크를 올려 25℃에서 48시간 배양하였

다. 억제환의 크기를 측정하여 항생제 내성에 대한 유무

를 판단하였다.

pH 변화에 따른 생육도 및 항균 활성

B. amyloliquefaciens JFP-02를 이용하여 배지의 pH 변화

에 따른 어류 질병세균에 대한 항균 활성을 확인하기 위

해 de Man, Rogosa and Sharpe Broth (MRSB, Difco)에 1 
M HCl과 1 M NaOH를 이용하여 pH를 4‒9의 범위로 조정

하여 121℃, 15분 동안 멸균하였다. 제조된 배지에 전 배

양된 B. amyloliquefaciens JFP-02를 1%씩 접종하여 30℃에

서 200 rpm으로 48시간 배양한 후, 660 nm에서 배양액의 

탁도를 측정하여 생육도를 확인하였다. 항균 활성은 전 

배양된 B. amyloliquefaciens JFP-02를 8 mm paper disc에 

100 µl 분주하여 30℃에서 24시간 건조시켰다. 전 배양된 

세균을 MHA에 도말하여 건조된 paper disc를 올린 후 30 
℃에서 48시간 배양하여 형성된 억제환으로 항균 활성을 

측정하였다.

온도 변화에 따른 생육도 및 항균 활성

B. amyloliquefaciens JFP-02를 이용하여 배양 온도 변화

에 따른 어류 질병세균에 대한 항균 활성을 확인하기 위

해, MRSB에 전 배양된 B. amyloliquefaciens JFP-02를 1%
씩 접종하였다. 배양 온도를 10℃, 20℃, 30℃, 40℃, 50℃
로 조절하여 200 rpm으로 48시간 배양한 후, 660 nm에서 

배양액의 탁도를 측정하여 생육도를 확인하였다. 항균 활

성은 전 배양된 B. amyloliquefaciens JFP-02를 8 mm paper 
disc에 100 µl씩 분주하여 30℃에서 24시간 건조시켰다. 
전 배양된 세균을 MHA에 도말하여 건조된 paper disc를 

올린 후 30℃에서 48시간 배양하여 형성된 억제환으로 

항균 활성을 측정하였다.

배지 성분에 따른 생육도 및 항균 활성

B. amyloliquefaciens JFP-02를 이용하여 배지 성분 변화
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Table 2. Antibiotics susceptibility testing of fish pathogenic 
bacteria isolated from Jeju island olive flounder 
aquaculture farm          (Inhibition zone (mm))

1 2 3 4 5 6 7 8 9

AML
GN
EM
FFL
NEO
OTC
PE
TC

30
35
41
39
26
10
31
17

19
21
0
28
25
9
9
11

34
14
27
27
13
29
40
25

19
23
0

28
23
32
17
34

0
14
16
24
14
10
0
9

11
11
11
20
11
18
19
0

0
13
13
40
12
21
0

27

10
23
23
34
17
22
0

32

0
12
12
26
19
25
0

25

1, Flexibacterium maritimus; 2, Edwardsiella tarda; 3, Strep-
tococcus parauberis; 4, Staphylococcus caprae; 5, Photobacte-
rium damselae; 6, Vibrio campbellii; 7, Vibrio alginolyticus; 
8, Vibrio anguillarum; 9, Vibrio harveyi.

에 따른 어류 질병세균에 대한 항균 활성을 확인하기 위

해 GY배지(yeast extract 0.1%, MgSO4･7H2O 0.02%)에 탄

소원 dextrin, saccharose, sorbitol을 각각 1%씩 첨가하였다. 
GY배지(dextrin 0.5%, MgSO4･7H2O 0.02%)에 질소원 malt 
extract, peptone, yeast extract를 각각 0.5%씩 첨가하였다. 
또한 무기염 KH2PO4, MgSO4･7H2O, FeSO4･7H2O를 각각 

0.1%씩 GY배지(dextrin 0.5%, yeast extract 0.1%)에 첨가하

였다. 이후 각각의 배지에 전 배양된 B. amyloliquefaciens 
JFP-02를 1%씩 접종하여 30℃에서 200 rpm으로 48시간 

배양한 후, 660 nm에서 배양액의 탁도를 측정하여 생육도

를 확인하였다. 항균 활성은 전 배양된 B. amyloliquefa-
ciens JFP-02를 8 mm paper disc에 100 µl씩 분주하여 30℃
에서 24시간 건조시켰다. 전 배양된 세균을 MHA에 도말

하여 건조된 paper disc를 올린 후 30℃에서 48시간 배양하

여 형성된 억제환으로 항균 활성을 측정하였다.

결과 및 고찰

어류 질병세균 확보

제주도 넙치 양식장 8개소에서 총 9종의 어류 질병세균

을 분리하였다. 체색흑화, 지느러미 출혈 및 부식, 주둥이 

발적, 체표 비늘 탈락, 아가미 부식 등의 증상을 유발하는 

Flexibacter maritimus, Staphylococcus caprae, Edwardsiella 
tarda, Streptococcus parauberis, Photobacterium damselae가 

동정되었다[1, 12, 14, 26, 27]. 또한 복부팽만, 탈장, 지느러

미 갈라짐, 비늘 탈락, 체색흑화, 체표출혈, 안구 돌출 및 

출혈 등의 외부증상과 출혈성 복수, 간 출혈, 비장 위축, 
점상 출혈 등의 내부 증상을 유발하는 Vibrio harveyi, 
Vibrio campbellii, Vibrio alginolyticus, Vibrio anguillarum가 

동정되었다[4, 5, 18, 19]. 넙치 양식장에서 가장 빈번하게 

발생하는 세균으로 S. parauberis와 Vibrio spp.가 있으며

[20, 28], Vibrio spp.의 경우 V. harveyi, V. alginolyticus, V. 
anguillarum, V. campbellii, V. tubiashii, V. fluvialis 등이 주

로 검출되며, 이러한 세균은 단독 감염 및 복합 감염으로 

나타난다[18, 20, 23].

항생제 감수성

항생제 감수성 테스트 결과 florfenicol만 9종의 어류 질

병세균에 감수성을 보였으며, S. parauberis는 8종의 항생

제에 대해 감수성을 가지고 있었다(Table 2). F. maritimus
는 oxytetracycline에만 내성을 가졌고, E. tarda는 eryth-
romycin, oxytetracycline, penicillin, tetracycline에 내성을 가

졌고, S. caprae는 erythromycin, penicillin에 내성을 가졌으

며, P. damselae는 amoxycillin, oxytetracycline, penicillin, 
tetracycline에 내성을 가졌다. V. campbellii는 amoxycillin, 
gentamycin, erythromycin, neomycin, erythromycin, pen-
icillin에 내성을 가졌고, V. alginolyticus는 amoxycillin, gen-

tamycin, erythromycin, neomycin, erythromycin에 내성을 가

졌고, V. anguillarum은 amoxycillin, penicillin에 내성을 가

졌으며, V. harveyi는 amoxycillin, gentamycin, erythromycin, 
penicillin에 내성을 가졌다. 어류 질병세균에 대하여 flor-
fenicol이 가장 큰 감수성을 보였고, gentamycin, neomycin
이 감수성을 보였다. 또한 penicillin에 대하여 어류 질병세

균이 가장 큰 내성을 가졌으며, amoxycillin과 erythromycin
에 대하여 내성을 보였다.

pH 변화에 따른 생육도 및 항균 활성 효과  
B. amyloliquefaciens JFP-02를 이용하여 배지의 pH 변화

에 따른 어류 질병세균에 대한 항균 활성을 확인한 결과, 
P. damselae를 제외한 모든 어류 질병세균에 대하여 항균 

활성을 보였다(Fig. 1). 이중 F. maritimus, E. tarda, V. algi-
nolyticus에 대해서는 모든 pH 범위에서 항균 활성을 보였

다. pH 6에서는 8종의 어류 질병세균에 대하여 항균 활성

을 보였고, pH 4와 pH 5에서는 5종, pH 7에서는 4종, pH 
8에서는 7종, pH 9에서는 6종에 대하여 항균 활성을 보였

다. B. amyloliquefaciens JFP-02는 pH 9에서 가장 높은 생육 

활성을 나타냈지만(Table 3), 생육 활성과는 별개로 항균 

활성은 pH 6에서 가장 높은 것을 확인하였다. Lee 등[24]
은 B. amyloliquefaciens는 주로 중성 pH와 약 알칼리 pH에

서 뛰어난 효소활성을 지닌다고 하였는데, 항균 활성도 

이에 속하는 것으로 사료된다.

온도 변화에 따른 생육도 및 항균 활성 효과

B. amyloliquefaciens JFP-02를 이용하여 배양 온도의 변

화에 따른 어류 질병세균에 대한 항균 활성을 확인한 결

과, 20℃에서만 모든 어류 질병세균에 대하여 항균 활성

을 보였다(Fig. 2). 10℃, 30℃에서 8종, 50℃에서 7종, 40℃
에서 5종의 어류 질병세균에 대하여 항균 활성을 보였다. 



Journal of Life Science 2024, Vol. 34. No. 9 635

Fig. 1. Antibacterial efficacy of Bacillus amyloliquefaciens JFP-02 against fish pathogenic bacteria under varying pH conditions.

Fig. 2. Antibacterial efficacy of Bacillus amyloliquefaciens JFP-02 against fish pathogenic bacteria under varying temperature 
conditions.

Table 3. Growth activity of Bacillus amyloliquefaciens JFP-02 under various culture conditions

pH 4 5 6 7 8 9
Growth (A660) 0.117 0.113 0.067 0.195 0.025 0.545
Temperature 10℃ 20℃ 30℃ 40℃ 50℃

Growth (A660) 0.0746 0.902 1.518 1.262 1.139
Carbon sources Dextrin Saccharose Sorbitol
Growth (A660) 0.282 0.341 0.224

Nitrogen sources Malt extract Peptone Yeast extract
Growth (A660) 0.046 0.163 0.330
Inorganic salts KH2PO4 MgSO4･7H2O FeSO4･7H2O
Growth (A660) 0.211 0.377 0.155

B. amyloliquefaciens JFP-02는 30℃에서 가장 높은 생육 

활성을 나타냈지만(Table 3), 항균 활성 효과는 20℃에서 

가장 높은 것을 확인하였다.

배지 성분 변화에 따른 생육도 및 항균 활성 효과

Dextrin이 첨가되지 않은 GY배지에 탄소원 dextrin, sac-

charose, sorbitol을 각각 1%씩 첨가하여 B. amyloliquefa-
ciens JFP-02를 접종하여 어류 질병세균에 대한 항균 활성

을 확인한 결과, V. alginolyticus, V. anguillarum, V. harveyi
를 제외한 다른 어류 질병세균에 대하여 항균 활성을 보

였다(Fig. 3A). Dextrin을 첨가하였을 때 가장 높은 항균 

활성을 보였고, sorbitol, saccharose 순으로 높은 항균 활성
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Fig. 3 Antibacterial efficacy of Bacillus amyloliquefaciens JFP-02 against fish pathogenic bacteria based on medium compositions. 
(A) Carbon sources, (B) nitrogen sources, (C) inorganic salts.

을 보였다. B. amyloliquefaciens JFP-02는 배지에 탄소원 

중 dextrin을 첨가 시 가장 높은 생육 활성(Table 3)과 항균 

활성을 보였다. Dextrin이 B. amyloliquefaciens JFP-02의 생

육과 항균 활성에 미치는 영향을 향후 추가 연구가 필요

하다.
Yeast extract가 첨가되지 않은 GY배지에 질소원 malt 

extract, peptone, yeast extract를 각각 0.5%씩 첨가하여 B. 
amyloliquefaciens JFP-02를 접종하여 어류 질병세균에 대

한 항균 활성을 확인한 결과, S. parauberis, P. damselase를 

제외한 다른 어류 질병세균에 대하여 항균 활성을 보였다

(Fig. 3B). Yeast extract를 첨가하였을 때 가장 높은 항균 

활성을 보였으며, 다음으로 peptone, malt extract순으로 높

은 항균 활성을 보였다. B. amyloliquefaciens JFP-02는 배

지에 질소원 중 yeast extract를 첨가 시 가장 높은 생육 

활성(Table 3)과 항균 활성을 보였다. Yeast extract는 

Bacillus subtillis 생육에 가장 좋은 질소원이라는 결과가 

있으며[13], Kang 등[10]에 따르면 항진균성 물질을 생산

하는 유용 미생물의 배지성분에 가장 좋은 질소원은 yeast 

extract라는 연구 결과가 있었다.
MgSO4･7H2O가 첨가되지 않은 GY배지에 무기염 KH2PO4, 

MgSO4･7H2O, FeSO4･7H2O를 각각 0.1%씩 첨가하여 B. 
amyloliquefaciens JFP-02를 접종하여 어류 질병세균에 대

한 항균 활성을 확인한 결과, KH2PO4에서 가장 높은 항균 

활성을 보였다(Fig. 3C). KH2PO4를 첨가하였을 때 E. tar-
da, V. harveyi를 제외한 어류 질병세균에서 항균 활성을 

보였으며, MgSO4･7H2O, FeSO4･7H2O순으로 높은 항균 활

성을 보였다. B. amyloliquefaciens JFP-02는 배지에 무기염 

중 MgSO4･7H2O, FeSO4･7H2O를 첨가 시 높은 생육 활성

을 나타냈지만(Table 3), 항균 활성 효과는 KH2PO4에서 

가장 높은 것을 확인하였다. Chen 등[2]에 따르면 유용 

미생물의 항균물질 생산에 가장 좋은 배지 성분 중 하나

가 KH2PO4라는 연구 결과가 있었다.
어류 질병세균이 항생제에 대한 내성을 가지게 되면 

치료가 어려워지며, 항생제의 오남용으로 인한 2차 피해

로 이어질 수도 있다. 이러한 문제를 해결하기 위해 천연

물 및 probiotics를 이용한 어류 질병세균의 치료제 개발에 
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대한 연구가 활발히 이뤄져야 한다. 이에 따라 본 연구에

서는 probiotics 균주인 B. amyloliquefaciens JFP-02을 이용

하여 어류 질병세균에 대한 항균 활성 효과에 대하여 연

구를 진행하였다. 위의 연구 결과를 토대로 dextrin, yeast 
extract, KH2PO4를 첨가한 생육배지에 B. amyloliquefaciens 
JFP-02를 pH 6, 20℃에서 배양할 때 어류 질병세균에 대한 

항균 활성이 우수하였다. 향후 probiotics 균주인 B. amylo-
liquefaciens JFP-02의 생육도와 항균 활성이 동시에 뛰어

난 조건을 탐색하여 어류 질병세균에 대한 치료제로 이용

가능한 연구가 필요하다.
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초록：Bacillus amyloliquefaciens JFP-02의 다양한 배양조건에서 어류 질병세균에 대한 항균

활성 효과

김동휘1․문영건2․허문수2*

(1국립수산과학원 동해수산연구소, 2제주대학교 해양과학대학 수산생명의학과)

다양한 조건의 배지 성분 및 pH, 배양온도에서 Bacillus amyloliquefaciens JFP-02를 배양하여 제주도 넙치 

양식장에서 분리된 어류 질병세균 9종에 대한 항균 활성을 확인하였다. Flexibacter maritimus, Staphylococcus 
caprae, Edwardsiella tarda, Streptococcus parauberis, Photobacterium damselae, Vibrio harveyi, Vibrio campbel-
lii, Vibrio alginolyticus, Vibrio anguillarum가 동정되었다. 어류 질병세균에 대하여 florfenicol이 가장 큰 감수

성을 보였고, 다음으로 gentamycin, neomycin이 감수성을 보였다. 또한 penicillin에 대하여 어류 질병세균이 

가장 큰 내성을 가졌으며, 다음으로 amoxycillin과 erythromycin에 대하여 내성을 보였다. B. amyloliquefa-
ciens JFP-02는 pH 9에서 가장 높은 생육 활성을 나타냈지만, 항균 활성은 pH 6에서 가장 높은 것을 확인하

였으며, 배양온도는 30℃에서 가장 높은 생육 활성을 나타냈지만, 항균 활성 효과는 20℃에서 가장 높은 

것을 확인하였다. 배지 성분에 따른 B. amyloliquefaciens JFP-02의 항균 활성은 탄소원 중 dextrin을 첨가 

시 가장 높은 생육 활성과 항균 활성을 보였다. 또한, 질소원 중 yeast extract를 첨가 시 가장 높은 생육 

활성과 항균 활성을 보였으며, 무기염 중 MgSO4･7H2O, FeSO4･7H2O를 첨가 시 높은 생육 활성을 나타냈지

만, 항균 활성 효과는 KH2PO4에서 가장 높은 것을 확인하였다.
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