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Abstract 

  In the case of olive flounder aquaculture in Jeju, it has been important 

to produce safe and healthy fish because diseases increased caused by 

increased temperature and increased water temperature due to climate 

change, the burden of using antibiotics was charged, and the demand for 

eco-friendly aquaculture olive flounders(Paralichthys olivaceus) was 

raised. This study experimented and analyzed effects of feed additives 

with garlic and mixture lactic acid bacteria on nonspecific immune 

response of olive flounders(P. olivaceus), and it could drive the 

following conclusions.

  1. This study supposed that the feed additives could improve disease 

resistance against S. parauberis, V. harveyi, and E. tarda by including 

mixture lactic acid bacteria and garlic powder with strong antioxidant 

function and active oxygen removal function and enhancing the 

nonspecific immune responses.

  2. In the experiment of the garlic and the mixture lactic acid bacteria, 

this study made olive flounders(P. olivaceus) infected by S. parauberis 

and V. harveyi. The relative survival rate was 40% or higher compared 

to the control group, and it had a high antibacterial effect. As a result, 

this study expects that garlic and mixture lactic acid bacteria would help 

reduce the use of synthetic antibiotics, which has been a problem 

recently, and can be used as feed additives to increase the immunity of 

olive flounders(P. olivaceus).

  3. In the experiment of the garlic and the mixture lactic acid bacteria, 

when the water temperature was high, the antibacterial effect did not 

occur evidently on E. tarda. It is because the E. tarda has a high 

pathogenicity compared to other bacterial species. This study suggests 
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further studies are needed on the relationship between the antibacterial 

effect on E. tarda and the water temperature in the future.

  4. As a result of measuring the efficiency of the feed including the 

mixture lactic acid bacteria, this study found that it was helpful for the 

growth of olive flounders(P. olivaceus) and its feed efficiency was also 

improved by about 7-12%. This study did not perform the efficiency of 

the feed additives including garlic and multiple lactic acid bacteria.

  5. This study found that the feed additives, including the multiple 

lactic acid bacteria, which has antioxidant effects and active oxygen 

removal function, and the garlic, which has an antibacterial effect, would 

be helpful for nonspecific immune responses against S. parauberis and 

V. harveyi bacteria of aquaculture olive flounders(P. olivaceus). It 

verified that the feed additives can be used as natural feed additives.
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Ⅰ. 서 론

제주지역 넙치 양식 생산량은 2018년에는 22,169톤으로 전국 넙치 양식 

생산량 37,238톤 대비 59.5%를 차지하고 있으며, 생산금액은 2018년 기준 

전국 4,854억 원 대비 2,781억 원으로 56.1%의 비중을 차지하고 있다. 그러나 

최근에는 새로운 질병 발생으로 인한 폐사량은 매년 증가하여 2018년에는 

9,251톤으로 높게 나타났으며, 예기치 못한 연어와 방어 등 경쟁 수산물의 수입 

증가로 넙치 소비가 침체되면서 양식업체의 경영 악화를 초래하고 있는 것으로 

나타났다(제주 연구원, 2019).

특히, 국내 양식산업이 발달함에 따라 수익을 위한 고밀도 밀식 등 인위적인 

환경으로 인한 양식어류의 스트레스 증가와 면역력 감소로 질병이 증가할 수밖에 

없는 문제점들이 발생하였다(Kwon and Jung, 2012). 이에 따라 양식어류의 

면역력 저하와 질병 감염이 증가함에 따라 항생제 사용 빈도수가 증가하고 

있다(Smith et al., 1994; Kim et al., 2014). 이러한 문제를 해결하기 위해 

많은 국가에서 항생제 사용을 금지하거나 그 사용량과 식품에서의 잔류 허용량 

규제가 더욱 엄격해지고 있으며, 최대 잔류허용기준(MRL, maximum residue 

level)을 설정하여 규제하고 있다. 최근에는 항생제 내성 세균에 대한 문제도 

제기되면서 항생제 사용의 법적인 규제가 이루어지고 있다(Vanbelle, 1989). 

이에 따라 항생제 대체방안으로 부작용이 없는 천연물질을 사료 첨가제로 

개발하여 양식 어류의 면역력 및 건강을 증진시키기 위한 양식산업의 기능적 

브랜드화가 시도되고 있고(Kim et al., 2006), 사료 첨가제 산업은 가격 

경쟁력, 원료 수급력, 효과적인 공급망, 기능성, 위생적 축산물에 대한 소비자의 

요구에 따라 다양한 제품과 맞춤형 제품의 개발이 필요하다(Lee, 2014).

이러한 환경변화에 따라 천연물질 사료첨가제 연구가 다양하게 진행됐으며, 

주요 연구결과를 살펴보면 톳ᆞ감태 1:1 비율 혼합물이 비특이적 면역반응에 

어떠한 영향을 주는지 알아보기 위한 연구에서는 톳ᆞ감태 혼합물에 포함된 

생리활성 물질이 항산화 효과를 증진하여 넙치의 비특이적 면역반응을 증강시켜 

Edwardsiella tarda에 대한 질병 저항성을 향상한 것으로 나타났다(Kim et al., 
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2009). 그리고 기능성 첨가제 연구에서 푸코이단은 항 스트레스 효과, 

콜레스테롤 저하작용이나 항 종양 작용을 하는 것으로 보고되었고(Brunner et 

al., 1998; Del Bigio et al., 1999; Piao et al., 2004), 글루칸은 0.1% 미만을 

첨가시 성장과 사료의 효율 증진, 질병 저항성에 좋은 효과가 있는 것으로 

보고되었다(Kim et al., 2006). 또한 고체 유황, 푸코이단, 글루칸을 넙치 치어 

사료에 첨가한 실험에서 푸코이단 0.4%는 성장과 면역 효과가 우수한 것으로 

나타났다 (Kim et al., 2013). 해양 규조인 Melosire nummuloides와 여기서 

분리한 바이오 실리카를 이용하여 양식 넙치 (Paralichthys olivaceus) 사료로 

공급한 결과 규조 2% 첨가 시 성장과 면역활성에 높은 효과가 있는 것으로 

나타났고, 바이오 실리카에서도 성장과 면역 활성에 효과가 있는 것으로 

나타났다(Noh, 2021). 그리고 한약재 추출물을 기질로 한 유산균 배양액을 

양식 넙치(P. olivaceus)와 돌돔에 사료로 공급한 연구결과, lysozyme 활성은 

넙치는 8주부터 실험구가 대조구보다 높은 활성을 보이고, 돌돔은 실험 12주에 

대조구보다 약 3배 높은 활성을 보였다. 세균 공격 실험에서는 넙치의 복강에 

Vibrio anguillarum을 투여하였을 시, 실험구가 대조구에 비해 18%, 

Streptococcus iniae를 투여하였을 시, 실험구가 23% 높은 생존율을 보였다. 

돌돔의 경우, V. anguillarum의 투여결과 대조구의 비해 17%, S. iniae의 

투여결과 대조구의 비해 16% 높은 생존율을 나타냈다(Jhon, 2009). 항균 

효과를 가진 천연물질 중 오래전부터 이용되어 온 마늘은 특히, 많은 연구가 

있었다. 마늘 냄새와 맛을 내는 성분인 allicin, 신진대사를 촉진시키는 

scordinine, 그리고 항암효과와 혈전 생성을 억제하는 ajoene 등이 대표적인 

성분이며, 마늘은 항바이러스, 면역력 증강, 간 기능 회복, 항암효과 등이 알려져 

있다(Song et al., 2001; Nakagawa et al., 2001; Kim et al., 2002; Kyung 

et al., 2006).

본 연구에서는 마늘 및 유산균 복합제 첨가 사료가 넙치(Paralichthys 

olivaceus)의 주요 세균성 병원체인 Edwardsiella tarda, Streptococcus 

parauberis 및 Vibrio harveyi에 대한 비특이적 면역반응에 미치는 영향을 

알아보고자 하였다.
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항목 대조구 복합 유산균 액상 복합 유산균 분말

총마리수 10,000 마리 10,000 마리 10,000 마리

총폐사량 1770 마리 1038 마리 691 마리

누적폐사율 17.7 % 10.4 % 6.9 %

평균체중
(2019.01.01.)

71 g 71 g 71 g

평균체중
(2019.03.01.)

145 g 175 g 165 g

평균 증체량
(2019.01.01.~2019.03.01.)

74 g 104 g 94 g

평균 사료급여량
(2019.01.01.~2019.03.01.)

231 g 264 g 213 g

사료효율 32 % 39.4 % 44.1 %

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 생균보조제 첨가 사료 적용 실험

1.1. 넙치에 대한 급이 실험

실험대상 넙치(P. olivaceus)는 해심 수산(제주특별자치도 제주시 한림읍 

수원리 967-9)에서 분양을 받아서 본 실험에 사용하였다.

실험기간 동안 총 14개의 수조에 사료 조건을 다르게 하여 먹이를 급이하였고, 

1개의 수조당 넙치 10,000마리로 어류 개체 수를 맞춰 주었다.

사료 조건은 A실험군은 일반사료와 복합 유산균(액상) 2% 혼합하여 4개 

수조, B실험군은 일반사료와 복합 유산균(분말) 2% 혼합하여 9개 수조, 

대조군은 1개 수조에 일반사료를 급이하였다. 

누적 폐사율 및 성장률 분석을 위해 생균보조제 첨가 사료 실험에 대한 

총마리수, 총 폐사량, 누적 폐사율 등은 아래의 표에 제시하였다(Table 1).

Table 1. Measurement of Related Numerical Values for Cumulative Mortality 

Rate and Feed efficiency of Each Group
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Fig. 1. Cumulative Mortality of Each Group (A) and Feed Efficiency (B).
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1.2. Disc diffusion 방법을 이용한 항균 효과 분석

복합 유산균의 in vitro상에서의 항균 효과를 분석하기 위하여, disc diffusion 

방법을 이용하였다. 복합 유산균을 멸균증류수를 사용하여 1/2씩 단계 희석하여 

paper disc에 50㎕씩 각각 첨가한 후 자연 건조했으며, 비교 실험을 위하여 

시판 중인 A사의 유산균 제품을 구입하여 동일한 방법으로 disc를 제작하였다. 

양식넙치에서 주요한 세균성 질병 원인체인 E. tarda, S. parauberis 및 

Vibrio sp. 등 3종에 대한 50개의 병원성 세균은 1X10⁷ cfu/mL의 농도로 

희석시켜 Mueller Hinton Agar (MH agar, Difco)에 도말한 후 disc를 놓고 

25℃에서 18~20시간 배양한 후 저지대를 측정하여 효능 여부를 판단하였다. 

효능 비교를 위하여 수산용 항생제 4종 (Oxytetracycline, Ciprofloxacin, 

Ampicilline 및 Oxolin acid)의 disc를 각각 사용하였다.

  1.3. 혈액 생리학적 분석

복합 유산균의 생균제가 첨가된 사료 급이 실험을 2개월간 진행시킨 

넙치양식장에서 복합 유산균 액상형 생균제를 첨가한 사료를 먹인 A 실험구, 

복합 유산균 분말형 생균제를 첨가한 사료를 먹인 B 실험구, 그리고 일반 시판 

배합사료를 먹인 대조구로부터 각각 80마리씩 무작위로 선택하여, 해수를 넣은 

폴리에틸렌 비닐에 담고 산소를 주입한 후, 실험을 위하여 제주대학교로 

운반하였다.

운반된 실험어는 각각의 A 실험구, B 실험구 및 대조구로부터 넙치 

3마리씩을 무작위로 선택하였고, 각 어류의 미부정맥을 통하여 heparin 처리 

주사기를 사용하여 혈액을 채취하였다.

채취한 혈액은 12,000 rpm에서 3분간 원심 분리하여 혈장을 분리하였고, 

분리된 혈장은 저온 상태에서 혈액생화학분석기(Vettest, IDEXX Lab.)를 

사용하여 각 혈액 분석 항목을 측정하였다. 
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1.4. 공격실험

복합 유산균의 생균제가 첨가된 사료 급이 실험이 진행되고 있는 

넙치양식장에서 복합 유산균 액상형 생균제를 첨가한 사료를 먹인 A 실험구, 

복합 유산균 분말형 생균제를 첨가한 사료를 먹인 B 실험구, 그리고 일반 시판 

배합사료를 먹인 대조구로부터 각각 80마리씩 무작위로 선택하여, 해수를 넣은 

폴리에틸렌 비닐에 담고 산소를 주입한 후, 실험을 위하여 제주대학교로 

운반하였다.

운반된 실험어는 각 group별로 4개의 수조에 15마리씩 나누어 넣어주었고, 

20±1℃의 수온에서 5일간 순치시킨 후, 세균 감염실험에 사용하였다.

생균제 첨가 사료를 급이 시켰을 때 넙치의 항균력에 미치는 영향을 조사하기 

위하여, 넙치의 주요 세균성 병원체인 E. tarda, S. parauberis 및 V. 

harveyi를 각각 PBS로 1 x 10⁵ cfu/mL이 되도록 현탁하여, 각 group별로 

넙치의 복강에 100㎕씩 접종하였다. 

수온은 20±1℃를 유지시켰고, 매일 1회씩 해수를 교환해주며 39일간 누적 

폐사를 관찰하였으며, 공격실험 기간 동안 폐사한 넙치는 외부 증상을 관찰한 

후, 세균 배양 및 PCR 분석을 통하여 접종한 균이 재검출 되는지를 확인하였다. 

PCR 분석 시 사용된 primer sets와 PCR 조건은 다음과 같다(Table 2 & 3). 
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Table 2.  Primer Sets used for PCR Analysis

Primer
Oligonucleotide 

sequence
(5' to 3' direction)

target
Expected 

sizes
Reference

pSP-F TCCAGTCTTTCGACCTTCTT

S. parauberis 220 bp
Woo et al., 

2006
pSP-R CAAAGAGATGTTCGGCTTG

VH-4F GTGATGAAGAAGCTTATCGCGATT

V. harveyi 601 bp
Kim et al., 

2015
VH-7R CGCCTTCTTCAGTTAACGCAGGA

E-1 CGGTAAAGTTGAGTTTACGGGTG

E. tarda 415 bp
Sakai et al., 

2007
E-2 TGTAACCGTGTTGGCGTAAG

Table 3. PCR Analysis Conditions 

Target PCR Condition
Expected 

sizes
Reference

S. parauberis

95℃ 5min pre-denaturation,
          95℃ 1min denaturation1,
          55℃ 1min annealing1,
          72℃ 1min extension1,

72℃ 7min post-extension

220 bp Woo et al., 2006

(¹ = 1 set x 33 cycles)

V. harveyi

94℃ 5min pre-denaturation,
          94℃ 30sec denaturation2,
          60℃ 30sec annealing2,
          72℃ 30sec extension2,

72℃ 10min post-extension

601 bp Kim et al., 2015

(² = 1 set x 25 cycles)

E. tarda

95℃ 2min pre-denaturation,
          95℃ 20sec denaturation3,
          55℃ 20sec annealing3,
          72℃ 1min extension3,

72℃ 7min post-extension

415 bp Sakai et al., 2007

(³ = 1 set x 30 cycles)
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2. 마늘 및 생균보조제 첨가 사료 적용 실험

2.1. 넙치에 대한 급이 실험

제주대학교 해양과학연구소에서 넙치(P. olivaceus)를 사용한 실험을 3주간 

실시하였다. 

실험기간 동안 총 2개의 원형수조에 사료 조건을 달리하여 먹이를 급이하였 

고, 1개의 수조당 넙치 100마리로 어류개체수를 맞춰 주었다. 사료 조건 설정은 

대조구는 일반사료(Table 4)를 급여하고, 실험군은 일반사료와 마늘 및 복합 

유산균(분말형)을 2% 혼합하였다. 그리고 양식환경은 실험기간 동안 수온은 

일평균 24.7±1.9℃로 유지되게 하였다.

Table 4. General Feed Composition

Ingredients % (DM)

Crude protein (%, DM) 62

Crude lipid (%, DM) 12

Crude ash (%, DM) 3

Crude fiber (%, DM) 17

Calcium (%, DM) 3.3

Phosphorus (%, DM) 2.7
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2.2. Disc diffusion 방법을 이용한 항균 효과 분석

마늘 및 복합 유산균을 멸균증류수를 사용하여 1/2씩 단계 희석하여 50μL 

paper disk에 떨어뜨려 자연건조시켰으며, 이것을 이용하여 agar spotted 

method를 이용하여 Disc diffusion을 실시하였다.

균주로는 양식넙치에 대표적으로 발병하는 3종(E. tarda, S. parauberis, 

Vibrio sp.)의 어병세균 11 균주에 대하여 1x10⁶ cfu/mL 농도로 희석하여 

저지대를 확인하였다.

2.3. 혈액 생리학적 분석

마늘 및 복합 유산균을 첨가한 사료 급이 실험을 3주간 진행시킨 제주대학교 

해양과학연구소에서 마늘 및 복합 유산균을 첨가한 사료를 먹인 실험구, 일반 

시판 배합사료를 먹인 대조구에서 각각 넙치 9마리씩을 무작위로 선별하여 

마취하지 않은 상태로 미부정맥을 통하여 heparin 처리 주사기를 사용하여 

혈액을 채취하였다. 

채취한 혈액은 혈액생리학적 분석을 위해 임의로 3마리의 혈액을 1개의 샘플로 

처리하여 사용하였고, 채취한 혈액은 12,000 rpm에서 3분간 원심 분리하여 

혈장을 분리하였고, 분리된 혈장은 저온상태에서 혈액생화학분석기(Vettest, 

IDEXX Lab.)를 사용하여 각 혈액 분석 항목을 측정하였다. 

2.4. 공격실험

마늘 및 복합 유산균을 첨가한 실험이 진행되고 있는 제주대학교 

해양과학연구소에서 마늘 및 복합 유산균을 첨가한 사료를 먹인 실험구, 

일반사료를 먹인 대조구에서 각각 100마리씩 무작위로 선택하여 해수를 넣은 

폴리에틸렌 비닐에 담고 산소를 주입한 후, 실험을 위하여 제주대학교  

어류감염실로 운반하였다. 

운반된 실험어는 실험을 위하여 각 group별로 4개의 수조에 20마리씩 

선별하여 나누어준 뒤(Fig. 2), 26±0.5℃의 수온에서 3일간 순치시킨 후, 

세균감염실험에 사용하였다. 

마늘 및 복합 유산균 첨가사료를 급이시켰을 때 넙치의 항균력에 미치는 
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영향을 조사하기 위하여, 넙치의 주요 세균성 병원체인 E. tarda, S. parauberis 

및 V. harveyi를 각각 PBS로 1 x 10⁵ cfu/mL이 되도록 현탁하여, 각 

group별로 넙치의 복강에 100μL씩 접종하였다. 음성대조구로서 PBS를 넙치의 

복강에 100μL씩 접종하였다. 수온은 26±0.5℃를 유지시켰고, 매일 1회씩 

해수를 교환해주며 21일간 누적폐사를 관찰하였다. 

공격실험 기간 동안 폐사한 넙치는 외부증상을 관찰한 후, 세균 배양 및 PCR 

분석을 통하여 접종한 균이 재검출되는지를 확인하였다. 

PCR 분석 시 사용된 primer sets와 PCR 조건은 다음과 같다(Table 5 & 6).

상대생존율 (relative percentage survival, RPS)

    = {1-(실험구의 누적 폐사율/대조구의 누적 폐사율)} × 100

Fig. 2. A Tank used for the Fish Infection Experiment in Jeju National University
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Table 5. Primer Sets used for PCR Analysis

Primer
Oligonucleotide sequence

(5' to 3' direction)
target

Expected 
sizes

Reference

pSP-F TCCAGTCTTTCGACCTTCTT

S. parauberis 220 bp
Woo et al., 

2006
pSP-R CAAAGAGATGTTCGGCTTG

VH-4F GTGATGAAGAAGCTTATCGCGATT

V. harveyi 601 bp
Kim et al., 

2015
VH-7R CGCCTTCTTCAGTTAACGCAGGA

E-1 CGGTAAAGTTGAGTTTACGGGTG

E. tarda 415 bp
Sakai et al., 

2007
E-2 TGTAACCGTGTTGGCGTAAG

Table 6.  PCR Analysis Conditions

Target PCR Condition
Expected 

sizes
Reference

S. parauberis

95℃ 5min pre-denaturation,
          95℃ 1min denaturation1,
          55℃ 1min annealing1,
          72℃ 1min extension1,

72℃ 7min post-extension

220 bp
Woo et al.,

2006

(¹ = 1 set x 33 cycle)

V. harveyi

94℃ 5min pre-denaturation,
   94℃ 30sec denaturation2,

60℃ 30sec annealing2,
72℃ 30sec extension2,

72℃ 10min post-extension

601 bp
Kim et al.,

2015

(² = 1 set x 25 cycle)

E. tarda

95℃ 2min pre-denaturation,
          95℃ 20sec denaturation3,
          55℃ 20sec annealing3,
          72℃ 1min extension3,

72℃ 7min post-extension

415 bp
Sakai et al.,

2007

(³ = 1 set x 30 cycle)
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Ⅲ. 결 과

1. 생균보조제 첨가 사료 적용 실험

1.1. Disc diffusion 방법을 이용한 항균 효과 분석

대조구로 사용한 수산용 항생제 4종에 대해서는 적용한 세균 isolate에 따라 

각각 다양한 크기의 저지대가 발생하는 것을 확인하였다 (Fig. 3). 

복합 유산균 및 시판중인 A사 유산균 제품의 경우, 모든 disc diffusion 

실험에서 저지대가 생성되지 않는 것을 확인하였다 (Fig. 3).

대조구로 사용한 수산용 항생제에서는 다양한 크기의 저지대가 발생하였지만, 

복합 유산균 및 시판 중인 A사 유산균 제품 모두 저지대가 발생하지 않는 

것으로 보아 복합 유산균과 시판 중인 A사 유산균 제품 모두 실험에 

사용하였던 E. tarda, S. parauberis 및 Vibrio sp. 등 3종에 대한 50개의 

병원성 세균에 대하여 항균효과가 보이지 않았다.

 

Fig. 3. Disc-1, Mixture Lactic Acid Bacteria Stock Solution.
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1.2. 혈액 생리학적 분석

복합 유산균 액상형 생균제를 첨가한 사료를 먹인 A 실험구, 복합 유산균  

분말형 생균제를 첨가한 사료를 먹인 B 실험구, 그리고 일반 시판 배합사료를 

먹인 대조구 사이에 8종류의 항목(ALB, Ca, CHOL, CREA, PHOS, TBIL, TP 

및 GLoB)에 대한 혈액 분석을 실시한 결과, 대조구에 비해 실험구에서 

유의적인 차이가 나타나지 않았다(Table 7 & 8). 

이 결과로 볼 때, 복합 유산균 액상형 및 분말형 사료첨가제를 먹인 

넙치에서는 혈액생리학적인 부작용이 나타나지 않는 것으로 판단되며, 넙치의 

사료첨가제로서 안전하다는 것이 확인되었다. 

Table 7. Blood Physiology Analysis of P. olivaceus having Probiotic-added 

Feed for 2 months

항목

대조구
A 실험구 

(마늘 및 복합 유산균 액상)

B 실험구

(마늘 및 복합 유산균 분말)

1 2 3 1 2 3 1 2 3

ALB 1.3g/dL 1.2g/dL 1.5g/dL 1.4g/dL 1.4g/dL 1.3g/dL 0.9g/dL 1.4g/dL 1.5g/dL

Ca 12.5
mg/dL

11.9
mg/dL

12.5
mg/dL

12.5
mg/dL

12
mg/dL

11.8
mg/dL

12.6
mg/dL

12.4
mg/dL

11.9
mg/dL

CHOL 121
mg/dL

100
mg/dL

162
mg/dL

178
mg/dL

152
mg/dL

121
mg/dL

121
mg/dL

138
mg/dL

114
mg/dL

CREA 0mg/dL 0mg/dL 0mg/dL 0mg/dL 0mg/dL 0mg/dL 0mg/dL 0mg/dL 0mg/dL

PHOS 13.6
mg/dL

13.1
mg/dL

11.7
mg/dL

11.7
mg/dL 9mg/dL 9.1

mg/dL
10.7

mg/dL
12

mg/dL
9.8

mg/dL

TBIL 0.1
mg/dL

0.1
mg/dL

0.1
mg/dL

0.2
mg/dL

0.1m
g/dL

0.1
mg/dL

0.1
mg/dL

0.2
mg/dL

0.1
mg/dL

TP 5.2g/dL 4.9g/dL 5.8g/dL 5.4g/dL 5.3g/dL 5.1g/dL 4.9g/dL 5.6g/dL 5.3g/dL

GLoB 3.9g/dL 3.6g/dL 4.3g/dL 4.0g/dL 3.9g/dL 3.7g/dL 4.1g/dL 4.1g/dL 3.8g/dL

* ALB;Albumin, Ca;Calcium, CHOL;Cholesterol, CREA;Creatinine, PHOS;Inorganic 

phosphate, TBIL;Total bilirubin, TP;Total protein, GLOB;Globulin.
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Table 8. Blood Physiology Analysis of P. olivaceus having Probiotic-added 

Feed for 2 months (Average)

항목 대조구
A 실험구 

(마늘 및 복합 유산균 액상)

A 실험구

(마늘 및 복합 유산균 분말)

ALB 1.3±0.2g/dL 1.4±0.1g/dL 1.3±0.3g/dL

Ca 12.3±0.3mg/dL 12.1±0.4mg/dL 12.3±0.4mg/dL

CHOL 127.7±31.5mg/dL 150.3±28.5mg/dL 124.3±12.3mg/dL

CREA 0.0±0.0mg/dL 0.0±0.0mg/dL 0.0±0.0mg/dL

PHOS 12.8±1.0mg/dL 9.9±1.5mg/dL 10.8±1.1mg/dL

TBIL 0.1±0.0mg/dL 0.1±0.1mg/dL 0.1±0.1mg/dL

TP 5.3±0.5g/dL 5.3±0.2g/dL 5.3±0.4g/dL

GLoB 3.9±0.4g/dL 3.9±0.2g/dL 4.0±0.2g/dL

* ALB;Albumin, Ca;Calcium, CHOL;Cholesterol, CREA;Creatinine, PHOS;Inorganic 

phosphate, TBIL;Total bilirubin, TP;Total protein, GLOB;Globulin.

1.3. 공격실험

S. parauberis를 사용하여 감염시킨 경우, 생균제를 첨가하지 않은 

대조구에서는 감염 후 39일째까지 100%의 누적 폐사율을 보였으며, A 

실험구(액상형 생균제) 및 B 실험구(분말형 생균제)에서는 각각 73% 및 

87%의 누적 폐사율을 나타냈다(Fig. 4). 

V. harveyi를 사용하여 감염시킨 경우, 대조구, A 실험구 및 B 실험구에서는 

실험 종료 시까지 각각 80%, 73% 및 87%의 누적 폐사율을 보였다(Fig. 5).

E. tarda를 사용하여 감염시킨 경우, 대조구, A 실험구 및 B 실험구에서는 

실험 종료 시까지 각각 67%, 53% 및 60%의 누적 폐사율을 보였다(Fig. 6). 

공격실험 기간 동안 폐사한 넙치는 외부증상 관찰을 통하여 접종한 세균의 
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감염증상이 나타나는지를 확인하였고(Fig. 7), 세균 배양 및 PCR 분석을  

실시하여 접종한 세균이 다시 검출되는지를 모두 확인하였다(Fig. 8, 9, 10).

Fig. 4. Cumulative Mortality Rates of P. olivaceus in Experimental Group A 

(Liquid-type Probiotic), Group B (Powder-type Probiotic) and Control 

Group (Commercial Mixture Feed) inoculated with S. parauberis into 

Abdominal Cavity.
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Fig. 5. Cumulative Mortality Rates of P. olivaceus in Experimental Group A 

(Liquid-type Probiotic), Group B (Powder-type Probiotic) and Control Group 

(Commercial Mixture Feed) inoculated with V.hareyi into Abdominal Cavity.

Fig. 6. Cumulative Mortality Rates of P. olivaceus in Experimental Group A 

(Liquid-type Probiotic), Group B (Powder-type Probiotic) and Control Group 

(Commercial Mixture Feed) inoculated with E. tarda into Abdominal Cavity.
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(A)

(B)

(C)

Fig. 7. External Symptoms of Bacterial Infection of P. olivaceus that Died 

during the Artificial Infection Experiment.

      (A) Dead Fish of Group Infected by S. parauberis, (B) Dead Fish of Group 

Infected by V. harveyi, (C) Dead Fish of Group Infected by E. tarda.
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(A)

(B)

(C)

Fig. 8. Each Bacterial Culture Result of P. olivaceus that Died during the 

Artificial Infection Experiment.

     (A) Dead Fish of Group Infected by S. parauberis, (B) Dead Fish of Group 

Infected by V. harveyi, (C) Dead Fish of Group Infected by E. tarda.
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Fig. 9. PCR Analysis of Strains Isolated from Death P. olivaceus of Each Group 

after inoculating S. parauberi into Abdominal Cavity (220 bp).

       Lane 1; A group (Mixture Lactic Acid Bacteria-Liquid Type), Lane 

2; B group (Mixture Lactic Acid Bacteria-Powder Type), Lane 

3&4; Control Group), M; 100 bp DNA ladder.

Fig. 10. PCR Analysis of Strains Isolated from Death P. olivaceus of Each 

Group after inoculating E. tarda into Abdominal Cavity (416 bp).

          Lane 1; A group (Mixture Lactic Acid Bacteria-Liquid Type), Lane 2; 

B group (Mixture Lactic Acid Bacteria-Powder Type), Lane 3&4; 

Control Group), M; 100 bp DNA ladder.
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2. 마늘 및 생균보조제 첨가 사료 적용 실험

2.1. Disc diffusion 방법을 이용한 항균 효과 분석

항균실험 결과 마늘 및 복합 유산균을 멸균증류수를 사용하여 1/2씩 단계 

희석한 disc에서 다음과 같은 저지대가 관찰되었고(Table 9, Fig. 11), 실험에 

사용된 11균주 중 9균주에 대하여 항균활성을 가지는 것으로 나타났다. 

Table 9. Length of Stoppage in Antibacterial Experiment using Disc Diffusion 

Method

(단위:mm)

Bacteria 원 액 2-1 2-2 2-3 2-4 2-5

S. parauberis-1 13 13 R R R R

S. parauberis-2 14 R R R R R

S. parauberis-3 R R R R R R

S. parauberis-4 14 10 R R R R

S. parauberis-5 12 R R R R R

 V. harveyi-1 12 R R R R R

 V. scophtalmi 18 17 18 18 17 10

 V. anginolyticus R R R R R R

V. harveyi-2 20 20 20 18 16 14

E. tarda-1 23 18 18 18 18 17

E. tarda-2 32 29 20 14 R R
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(A)                                      (B)

    

(C)                                      (D)

    

Fig. 11. Antibacterial Experiment Results using Disk Diffusion Method

       (A) V. scophtalmi, (B) E. tarda (C) S. parauberis, (D) V. anginolyticus.
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2.2. 혈액 생리학적 분석

마늘 및 복합 유산균을 첨가한 사료를 급이한 실험구, 일반 시판 배합사료를 

급이한 대조구 사이에 8종류의 항목(ALB, Ca, CHOL, CREA, PHOS, TBIL, 

TP 및 GLoB)에 대한 혈액 분석을 실시한 결과, 대조구에 비해 실험구에서 

유의적 차이가 나타나지 않았다(Table 10, 11). 

이 결과로 볼 때, 마늘 및 복합 유산균을 첨가하여 먹인 넙치에서는 혈액 

생리학적으로 부작용이 나타나지 않는 것으로 판단되며 넙치의 사료첨가제로서 

안전하다는 것이 확인되었다.

Table 10. Blood Physiology Analysis of P. olivaceus having Feed with Garlic 

and Mixture Lactic Acid Bacteria

항목

대조구 마늘 및 복합 유산균 

1 2 3 1 2 3

ALB 0.0g/dL 0.0g/dL 0.0g/dL 0.0g/dL 0.2g/dL 0.0g/dL

Ca 11.8mg/dL 10.6mg/dL 10.8mg/dL 13.6mg/dL 13.5mg/dL 12.5mg/dL

CHOL 105mg/dL 92mg/dL 69mg/dL 96mg/dL 76mg/dL 63mg/dL

CREA 0.0mg/dL 0.0mg/dL 0.0mg/dL 0.0mg/dL 0.0mg/dL 0.0mg/dL

PHOS 13.5mg/dL 10.9mg/dL 9.0mg/dL 9.7mg/dL 12.7mg/dL 8.6mg/dL

TBIL 0.3mg/dL 0.3mg/dL 0.3mg/dL 0.3mg/dL 0.3mg/dL 0.3mg/dL

TP 1.3g/dL 1.4g/dL 1.0g/dL 1.6g/dL 2.1g/dL 1.1g/dL

GLoB 1.3g/dL 1.4g/dL 1.0g/dL 1.6g/dL 2.0g/dL 1.1g/dL

* ALB;Albumin, Ca;Calcium, CHOL;Cholesterol, CREA;Creatinine, PHOS;Inorganic 

phosphate, TBIL;Total bilirubin, TP;Total protein, GLOB;Globulin.
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Table 11. Blood Physiology Analysis of P. olivaceus having Feed with Garlic 

and Mixture Lactic Acid Bacteria (Average)

항목 대조구 마늘 및 복합 유산균 

ALB 0.0±0.0g/dL 0.1±0.1g/dL

Ca 11.1±0.5mg/dL 13.2±0.5mg/dL

CHOL 88.7±14.9mg/dL 78.3±13.6mg/dL

CREA 0.0±0.0mg/dL 0.0±0.0mg/dL

PHOS 11.1±1.8mg/dL 10.3±1.7mg/dL

TBIL 0.3±0.0mg/dL 0.3±0.0mg/dL

TP 1.2±0.2g/dL 1.6±0.4g/dL

GLoB 1.2±0.2g/dL 1.6±0.4g/dL

* ALB;Albumin, Ca;Calcium, CHOL;Cholesterol, CREA;Creatinine, PHOS;Inorganic 

phosphate, TBIL;Total bilirubin, TP;Total protein, GLOB;Globulin.

2.3. 공격실험

S. parauberis를 사용하여 감염시킨 경우, 마늘 및 복합 유산균을 첨가하지 않은 

대조구에서는 감염 후 19일째 100%의 누적 폐사율을 보였으며, 실험구에서는 

실험이 종료되는 21일째까지 60%의 누적 폐사율을 나타내었다(Fig. 12). 

V. harveyi를 사용하여 감염시킨 경우, 마늘 및 복합 유산균을 첨가하지 않은 

대조구에서는 감염 후 10일째 첫 폐사어가 발생하였고, 감염 후 21일째까지 

90%의 누적 폐사율을 보였으며, 실험구에서는 감염 후 21일째까지 50%의 누적 

폐사율을 나타내었다(Fig. 13).

E. tarda를 사용하여 감염시킨 경우, 마늘 및 복합 유산균을 첨가하지 않은 

대조구에서는 감염 후 6일째 첫 폐사어가 발생하였고, 11일째 100%의 누적 

폐사율을 보였으며, 실험구에서는 감염 후 13일째 모두 폐사하였다(Fig. 14). 

PBS를 복강주사한 음성대조구에서는 폐사가 나타나지 않았다. 

공격실험 기간 동안 폐사한 넙치는 외부증상 관찰을 통하여 접종한 세균의 
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감염증상이 나타나는지를 확인하였고(Fig. 15), 세균 배양 및 PCR 분석을 실시하여 

접종한 세균이 다시 검출되는지를 모두 확인하였다 (Fig. 16, 17, 18, 19). 

Gram(+) 세균인 S. parauberis를 사용하여 넙치에 감염시킨 경우, 상대 

생존율은 40%이었고, Gram(-) 세균인 V. harveyi를 사용한 경우, 상대 

생존율은 44%이었으며, 또 다른 Gram(-) 세균인 E. tarda를 사용한 경우, 

대조구와 동일하게 실험구에서도 100% 폐사한 것으로 나타났다. 

이전의 첫 번째 공격실험 결과보다 모든 실험구에서 폐사가 전체적으로 

빠르게 진행되었으며, 이것은 26±0.5℃의 높은 수온 환경에서 실험했기 때문인 

것으로 판단된다. 

또한, S. parauberis와 V. harveyi를 사용하여 감염시킨 경우, 대조구에 비해 

상대생존율이 40% 이상으로 높은 항균효과를 나타내었지만, E. tarda에서 

항균효과가 낮게 나타났던 이유는 높은 수온 환경뿐만 아니라, 해당 균주의 

병원성이 실험에 사용된 다른 세균 종에 비해서 매우 높았기 때문인 것으로 

사료된다. 
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Fig. 12. Cumulative Mortality Rates of P. olivaceus in Experimental Group 

(Garlic and Mixture Lactic Acid Bacteria) and Positive Control 

(Commercial Mixture Feed), inoculated with S. parauberis into Abdominal 

Cavity and Negative Control Group inoculated with PBS into Abdominal 

Cavity.

Fig. 13. Cumulative Mortality Rates of P. olivaceus in Experimental Group 

(Garlic and Mixture Lactic Acid Bacteria) and Positive Control 

(Commercial Mixture Feed), inoculated with V. harveyi into Abdominal 
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Cavity and Negative Control Group inoculated with PBS into Abdominal 

Cavity.

Fig. 14. Cumulative Mortality Rates of P. olivaceus in Experimental Group 

(Garlic and Mixture Lactic Acid Bacteria) and Positive Control 

(Commercial Mixture Feed), inoculated with E. tarda into Abdominal 

Cavity and Negative Control Group inoculated with PBS into Abdominal 

Cavity.
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(A)

(B)

(C)

Fig. 15. External Symptoms of Bacterial Infection of Death P. olivaceus during 

the Artificial Infection Experiment Period. (A) Dead Fish of Group 

Infected by S. parauberis, (B) Dead Fish of Group Infected by V. harveyi, 

(C) Dead Fish of Group Infected by E. tarda.
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(A)

(B)

(C)

Fig. 16. Each Bacterial Culture Result of P. olivaceus that Died during the 

Artificial Infection Experiment. (A) Dead Fish of Group Infected by S. 

parauberis, (B) Dead Fish of Group Infected by V. harveyi, (C) Dead Fish 

of Group Infected by E. tarda.
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Fig. 17. PCR Analysis of Strains Isolated from Death P. olivaceus of Each 

Group after inoculating S. parauberi into Abdominal Cavity (220 bp).

         Lane 1-4; Dead Fish of Experimental Group, Lane 5-8; Dead Fish of 

Control Group, Lane 9; Positive Control, M; 100bp DNA ladder.

Fig. 18. PCR Analysis of Strains Isolated from Death P. olivaceus of Each 

Group after inoculating E. tarda into Abdominal Cavity (416 bp).    

Lane 1-4; Dead Fish of Experimental Group, Lane 5-8; Dead Fish of 

Control Group, Lane 9; Positive Control, M; 100bp DNA ladder.
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Fig. 19. PCR Analysis of Strains Isolated from Death P. olivaceus of Each 

Group after inoculating V. harveyi into Abdominal Cavity (601 bp).

         Lane 1-4; Dead Fish of Experimental Group, Lane 5-8; Dead Fish of 

Control Group, Lane 9; Positive Control, M; 100bp DNA ladder.
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Ⅳ. 고 찰

  제주는 1980년대 염지하수 개발 성공으로 연중 수온이 17~18℃ 유지가 가능

한 육상 양식장 시설이 가능해져 넙치 양식산업은 제주의 중요한 1차 산업으로 

지속적으로 성장해 왔다. 

  그러나 밀식 및 수온 상승 등 환경변화로 인해 넙치는 E. tarda, S. 

parauberis 및 Vibrio sp. 등으로 인한 질병으로 폐사가 증가하면서 경제적 손

실이 늘고 있다. 이로 인해 넙치의 생산량과 질병이 증가함에 따라 항생제 사용

도 증가할 수밖에 없어 항생제 오남용으로 인한 위험성은 지속적으로 대두되고 

있다(Son et al., 2009; Yoon et al., 2012; Romero et al., 2012). 

  이러한 문제를 개선하기 위해 천연물질을 사료첨가제를 활용하여 넙치의 면역

력을 높여 질병에 대한 저항성을 높이기 위한 연구들이 다양하게 진행되고 있다. 

특히, 보건의료분야 연구에서는 병원성 세균에 대한 항균 효과 연구에서 마늘이 

많이 이용되어 왔다. 병원성 세균에 대한 생마늘 추출물은 E. faecalis(ATCC 

29212)와 P. aeruginosa(ATCC 27853)에는 대조 항생제인 Ampicillin 10 μ

g과 유사한 항균효과가 있었고, S. aureus(ATCC 25923)와 E. coli(ATCC 

25922)에서는 Ampicillin 10 μg보다 감수성이 높게 나타나 마늘 추출물이 보

건의료분야에서 세균에 대한 항균효과가 있는 것으로 나타났다(Moon & Yook, 2014). 

  마늘을 활용한 양식분야 연구에서는 마늘 추출물을 어류 복강투여 및 경구투

여했을 경우, 어류의 식세포 활성(Jφrgensen et al., 1993a), 라이소자임

(Engstad et al., 1992; Jφrgensen et al., 1993b)등 다양한 면역력 증강을 

통해 폐사를 감소시켜 결국 생산성이 향상된다는 결과가 있었다(Chen and 

Ainsworth, 1992). 이러한 항균효과는 선천적인 비특이적인 면역반응으로 나타

나며, 즉각적이면서 비선택적으로 일어나기 때문에 병원균에 대항하기 위해 빠르

게 반응하는 것으로 알려져 있다(Smith & Lumsden, 1983). 

  따라서 본 연구에서는 액상형, 분말형 복합 유산균 2%를 첨가 사료로 급이시

켰을 때, 마늘과 복합 유산균 2%를 첨가 사료로 급이시켰을 때 넙치의 항균력에 

미치는 영향을 조사하기 위하여, 넙치의 주요 세균성 병원체인 Edwardsiella 
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tarda, Streptococcus parauberis 및 Vibrio harveyi를 대상으로 항균효과가 

있는 지 실험하였다.

  복합 유산균 생균제만 첨가된 사료를 급이했을 때 혈액생리학적 분석 결과 대

조구 사이에 8종류의 항목(ALB, Ca, CHOL, CREA, PHOS, TBIL, TP 및 

GLoB)에 대한 혈액 분석을 실시한 결과, 대조구에 비해 실험구에서 유의적인 

차이는 나타나지 않았으며, 이것은 혈액 생리학적인 부작용은 나타나지 않는다는 

것으로 판단된다. 

  공격실험 결과 S. parauberis를 감염시킨 경우, 생균제를 첨가하지 않은 대조

구에서는 감염 후 39일째까지 100%의 누적 폐사율을 보였으며, A 실험구(액상

형 생균제) 및 B 실험구(분말형 생균제)에서는 각각 73% 및 87%의 누적 폐사

율을 보였다<Table 12>. V. harveyi를 사용하여 감염시킨 경우, 대조구, A 실험

구 및 B 실험구에서는 실험 종료 시까지 각각 80%, 73% 및 87%의 누적 폐사

율을 보였고, E. tarda를 사용하여 감염시킨 경우, 대조구, A 실험구 및 B 실험

구에서는 실험 종료 시까지 각각 67%, 53% 및 60%의 누적 폐사율을 보여 E. 

tarda에 대한 항균효과가 조금 더 좋은 것으로 나타났다.

Table 12. Comparison of the results of the artificial infection experiment 

on the feed additive with mixture lactic acid bacteria

감염균 실험구 누적페사율(감염후 일수)

S. parauberis

 대조구 100%(39일째)

 A 실험구
(액상형 생균제) 73% (39일째)

 B 실험구
(분말형 생균제) 87%(39일째)

V. harveyi

 대조구 80%(실험 종료시)

 A 실험구
(액상형 생균제) 73%(실험 종료시)

 B 실험구
(분말형 생균제) 87%(실험 종료시)

 E. tarda

 대조구 67%(실험종료시)

 A 실험구
(액상형 생균제) 53%(실험종료시)

 B 실험구
(분말형 생균제) 60%(실험종료시)
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  앞서 실험에서 뚜렷한 항균효과가 나타나지 않아 마늘(1%)을 첨가한 복합 유

산균 분말형(2%) 사료를 같은 세균을 대상으로 실험한 결과 11균주 중 9 균주

에서 항균활성을 보였으며, 혈액 생리학적 분석에서 앞선 실험과 마찬가지로 유

의적인 차이는 없었다. 공격실험에서는 S. parauberis를 감염시킨 경우, 마늘 복

합 유산균을 첨가하지 않은 대조구에서는 감염 후 19일째 100%의 누적 폐사율

을 보였으며, 실험구에서는 실험이 종료되는 21일째까지 60%의 누적 폐사율을 

나타내었다<Table 13>. V. harveyi를 감염시킨 경우, 마늘 복합 유산균을 첨가

하지 않은 대조구에서는 감염 후 10일째 첫 폐사어가 발생하였고, 감염 후 21일

째까지 90%의 누적 폐사율을 보였으며, 실험구에서는 감염 후 21일째까지 50%

의 누적 폐사율을 나타내었다. E. tarda를 감염시킨 경우, 마늘 복합 유산균을 

첨가하지 않은 대조구에서는 감염 후 6일째 첫 폐사어가 발생하였고, 11일째 

100%의 누적 폐사율을 보였으며, 실험구에서는 감염 후 13일째 모두 폐사하였

다. 첫 번째 공격실험과 두 번째 공격실험은 처음 생균보조제만 급이했을때의 수

온은 20±1℃, 마늘 복합 유산균을 급이했을 때는 26±0.5℃의 높은 수온 환경

에서 진행되어 모든 실험구에서 폐사가 빠르게 진행된 것으로 판단된다. 

  특히, S. parauberis와 V. harveyi를 사용하여 감염시킨 경우, 대조구에 비해 

상대생존율이 40% 이상으로 높은 항균효과를 나타내었지만, E. tarda에서 항균

효과가 낮게 나타난 이유는 높은 수온 환경뿐만 아니라, 해당 균주의 병원성이 

실험에 사용된 다른 세균 종에 비해서 매우 강했기 때문인 것으로 사료된다.   
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Table 13. Comparison of the results of the artificial infection experiment on the 

feed additives with garlic and mixture lactic acid bacteria

감염균 실험구 누적페사율(감염후 일수)

S. parauberis

 대조구 100%(19일째)

 실험구 60%(21일째, 실험종료시)

V. harveyi
 대조구 90%(21일째, 실험종료시)

 실험구 50%(21일째, 실험종료시)

E. tarda
 대조구 100%(11일째)

 실험구 100%(13일째)

  앞서 실험에서 마늘이 첨가된 마늘 및 복합 유산균 분말형 2%를 사료에 첨가

하여 같은 세균을 대상으로 실험한 결과 11균주 중 9 균주에서 항균활성을 보였

으며, 혈액생리학적 분석에서 앞선 실험과 마찬가지로 유의적인 차이는 없었다.

  공격실험에서는 S. parauberis를 사용하여 감염시킨 경우, 마늘 및 복합 유산

균을 첨가하지 않은 대조구에서는 감염 후 19일째 100%의 누적 폐사율을 보였

으며, 실험구에서는 실험이 종료되는 21일째까지 60%의 누적 폐사율을 나타내었

다. 

 V. harveyi를 사용하여 감염시킨 경우, 마늘 및 복합 유산균을 첨가하지 않은 

대조구에서는 감염 후 10일째 첫 폐사어가 발생하였고, 감염 후 21일째까지 

90%의 누적 폐사율을 보였으며, 실험구에서는 감염 후 21일째까지 50%의 누적

폐사율을 나타내었다. E. tarda를 사용하여 감염시킨 경우, 마늘 및 복합 유산균

을 첨가하지 않은 대조구에서는 감염 후 6일째 첫 폐사어가 발생하였고, 11일째 

100%의 누적 폐사율을 보였으며, 실험구에서는 감염 후 13일째 모두 폐사하였

다. 첫 번째 공격실험과 두 번째 공격실험은 처음 생균보조제만 급이했을때의 수

온은 20±1℃, 마늘 복합 유산균을 급이했을 때는 26±0.5℃의 높은 수온 환경

에서 진행되어 모든 실험구에서 폐사가 빠르게 진행된 것으로 판단된다.

  특히, S. parauberis와 V. harveyi를 사용하여 감염시킨 경우, 대조구에 비해 
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상대 생존율이 40% 이상으로 높은 항균효과를 나타내었지만, E. tarda에서 항

균효과가 낮게 나타난 이유는 높은 수온 환경뿐만 아니라, 해당 균주의 병원성이 

실험에 사용된 다른 세균 종에 비해서 매우 강했기 때문인 것으로 사료된다.     

  본 연구에서는 넙치에게 급여되는 사료에 마늘과 복합 유산균(2%)을 첨가하

여 어류의 세균성 감염을 효과적으로 방지하고, 자연스럽게 항생제 사용을 줄여 

항생제 내성균 증가를 억제하여 친환경 양식 방법에 의해 안전성이 높은 건강한 

어류를 생산함으로써 고품종 친환경 양식 넙치를 생산 가능할 것으로 판단된다.
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Ⅴ. 요 약

  본 연구에서는 넙치를 대상으로 복합 유산균 2%(액상형, 분말형)를 첨가 사료

로 급이시켰을 때와 마늘(1%) 및 복합 유산균(2%)을 첨가 사료로 급이시켰을 

때 넙치의 비 특이적 면역반응에 미치는 영향을 알아보고자 하였다. 

  건강한 넙치를 대상으로 액상 복합 유산균 2%를 혼합한 사료와 분말 복합 유

산균 2%를 혼합한 사료를 2개월간 급이 했을 때 누적 폐사율은 대조구 17.7%, 

액상 복합 유산균 실험군은 10.4%, 분말 복합 유산균 실험군은 6.9%로 나타났

다. 평균 증체량은 대조구는 74g, 액상 복합 유산균 실험군은 104g, 분말 복합 

유산균 실험군은 94g으로 각각 30g과 20g이 증가하여 성장에 효과가 있는 것

으로 나타났다. 

  복합 유산균의 항균효과 분석을 위해 Disc diffusion 방법을 이용한 항균효과

를 분석한 결과 복합 유산균의 항균효과는 나타나지 않았으며, 혈액 생리학적 분

석에서 8종류의 항목(ALB, Ca, CHOL, CREA, PHOS, TBIL, TP 및 GLoB)에 

대한 혈액 분석을 실시한 결과 유의적인 차이가 없어 부작용이 없는 것으로 판

단되고, 넙치의 첨가사료로서 안전한 것으로 확인되었다. 공격실험에서는 넙치의 

주요 세균성 병원체인 Streptococcus parauberis (S. parauberis) 및 Vibrio 

harveyi (V. harveyi), Edwardsiella tarda (E. tarda)를 각각 PBS로 1 x 10

⁵ cfu/mL이 되도록 현탁하여, 각 group별로 넙치의 복강에 100㎕씩 접종한 결

과 S. parauberis를 사용하여 감염시킨 경우 액상형 복합 유산균은 27%, 분말

형 복합 유산균은 13%의 누적 폐사율 감소를 보였다. V. harveyi를 사용하여 

감염시킨 경우 액상형 복합 유산균은 7% 감소, 분말형 복합 유산균은 7% 증가

하였고, E. tarda를 사용하여 감염시킨 경우 액상형 복합 유산균은 14%, 분말 

복합 유산균은 7%의 누적 폐사율 감소가 있었으나 효과는 크지 않은 것으로 판

단된다. 폐사한 넙치는 감염증상을 확인하였고, 비장, 신장, 간 조직을 채취하여 

세균 배양 및 PCR 분석을 실시하여 접종한 세균이 다시 검출되는지 모두 확인

한 결과 정확하게 일치하는 것으로 나타났다.

  앞선 실험에서 복합 유산균이 넙치의 성장에는 효과가 있는 것으로 나타났으
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나 항균효과 실험에서는 효과가 뚜렷하게 나타나지 않아, 마늘이 병원성 세균에 

대한 항균효과가 있어(Moon & Yook) 마늘 1%를 혼합하여 실험을 다시 실시

하였다. Disc diffusion 방법을 이용하여 양식 넙치에 대표적으로 발병하는 3종

(E. tarda, S. parauberis, Vibrio sp.)의 어병세균 11 균주에 대하여 1x10⁶ 
cfu/mL 농도로 희석하여 저지대를 확인하여 항균 효과를 분석한 결과 9 균주에 

대하여 항균활성을 나타냈다. 혈액 생리학적 분석에서 8종류의 항목(ALB, Ca, 

CHOL, CREA, PHOS, TBIL, TP 및 GLoB)에 대한 혈액 분석을 실시한 결과, 

대조구에 비해 실험구에서 유의적 차이가 나타나지 부작용이 나타나지 않는 것

으로 판단된다. 공격실험에서 넙치의 주요 세균성 병원체인 E. tarda, S. 

parauberis 및 V. harveyi를 각각 PBS로 1 x 10⁵ cfu/mL이 되도록 현탁하여, 

각 group별로 넙치의 복강에 100μl씩 접종하고, 음성대조구로서 PBS를 넙치의 

복강에 100μl씩 접종한 결과 S. parauberis와 V. harveyi를 사용하여 감염시

킨 경우 마늘 및 유산균 복합제는 40%의 누적 폐사율 감소를 보였다. E. tarda

를 사용하여 감염시킨 경우 실험 후 7~11일 사이에 약간의 폐사 지연효과가 있

었으나 13일째 모두 폐사 하였다. 폐사한 넙치는 감염증상을 확인하였고, 비장, 

신장, 간 조직을 채취하여 세균 배양 및 PCR 분석을 실시하여 접종한 세균이 다

시 검출되는지 모두 확인하였다. 복합 유산균만을 사용한 첫 번째 공격실험 결과

보다 모든 실험구에서 폐사가 전체적으로 빠르게 진행된 것은 26±0.5℃의 높은 

수온 환경에서 실험했기 때문인 것으로 판단된다. 특히, S. parauberis와 V. 

harveyi를 사용하여 넙치를 감염시킨 경우, 대조구에 비해 상대생존율이 40% 

이상으로 높은 항균효과를 나타내었지만, E. tarda에서 항균효과가 나타나지 않

았던 이유는 높은 수온 환경뿐만 아니라, 해당 균주의 병원성이 실험에 사용된 

다른 세균 종에 비해서 매우 높았기 때문인 것으로 판단된다. 폐사한 넙치는 감

염증상을 확인하였고, 비장, 신장, 간 조직을 채취하여 세균 배양 및 PCR 분석

을 실시하여 접종한 세균이 다시 검출되는지 모두 확인한 결과 정확하게 일치하

는 것으로 나타났다.

  이에 본 연구에서는 강력한 항산화 및 활성 산소 제거 기능이 있는 복합 유산

균과 마늘을 분말로 사료에 첨가하여 넙치의 비 특이적 면역반응을 증진시켜 S. 

parauberis, V. harveyi에 대한 질병 저항성을 향상시겼으며, E. tarda에 대해
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서는 약간의 폐사 지연효과가 있는 것으로 사료된다. 또한 복합 유산균 첨가사료 

효율 측정결과 넙치 성장에도 도움이 되고, 사료효율도 약 7~12% 향상된 것으

로 나타났으나, 마늘 및 복합 유산균 첨가사료의 효율은 이번 실험에서는 조사되

지 못하였다.

  결과적으로 마늘 및 복합 유산균제가 최근 문제가 되고 있는 합성항생제 사용

을 줄이는데 도움이 될 것으로 보이며, 넙치의 면역력을 높일 수 있는 사료첨가

제로 사용할 수 있을 것으로 판단된다. 

  이번 연구에서 복합 유산균의 항산화 효과와 활성산소 제거 기능에 마늘의 항

균효과를 복합적으로 첨가한 사료에서 양식넙치의 S. parauberis 와 V. harveyi 

세균에 대한 비 특이적 면역반응에 도움이 되는 것으로 나타나 천연사료첨가제

로 사용이 가능할 수 있음을 보여 주었다.
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