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Characteristics of Edwardsiella piscicida from olive flounder (Paralichthys

olivaceus) by natural and artificial infection

Eul-bit Noh

Department of Aquatic Life Medicine, The Graduate School,

Pukyong National University

Abstract

The purpose of this study is to find out the difference in the characteristics

of natural and artificial infections of Edwardsiella piscicida in olive flounder

(Paralichthys olivaceus). Natural infected group were collected from olive

flounder aquaculture farm, and artificial infected group were tested for 14

days after Intraperitoneal (IP) injection to histopathological and blood chemical

analysis. As a result, symptoms of exophthalmos in the natural infection

group and peritonitis and intestinal congestion in the artificial infection group

were specifically observed. Especially, histopathological results showed that

hepatic abscesses were frequently generated from the inside of hepatocytes in

the natural infection group, while peritonitis was preceded in the artificial

infection group, necrosis of hepatocytes was lesser than in the natural

infection group. These results are due to the outflow of blood components

from peritoneal or barrier blood vessels to prevent sepsis in which bacteria
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that penetrated into the abdominal cavity spread throughout the body during

abdominal vaccination, resulting in an immune response. Blood chemical

results show that AST, ALT, and BUN values increased with the degree of

infection, and that the BUN levels representing kidney function increased

with the degree of infection, which is considered to have worsened kidney

function due to damage to real tissue in the kidney. Therefore, it was

confirmed that IP injection of E. piscicida against olive flounder showed a

insignificant effect of sepsis compared to natural infection, showing lesser

pathogenicity in artificial infected fish.
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Ⅰ. 서론

국내 어류 천해 양식업은 매년 성장 중이며 대표 양식 어종인 넙치

(Paralichthys olivaceus)는 1980년대 종묘생산 기술이 도입된 이후로 생산

량이 꾸준히 증가하여(Kim et al., 2020) 2020년 기준 생산량은 43,813

M/T로 전체 어류 양식 생산량의 약 50%를 차지한다(MOF, 2020). 또한

넙치는 제주도를 중심으로 대규모 기업형 양식시설의 도입과 함께 육종 및

양성 기술의 발달이 이루어져 수출산업으로서의 가치가 높은 국내 최대 양

식 품종 중 하나로 자리 잡고 있다(Shim et al., 2019). 이러한 넙치의 대량

생산을 위해 국내 넙치 양식장의 개소수가 증가하고 있으나 고밀도 사육과

사료의 과다급이, 무분별한 약제 남용, 선별 및 이동 등으로 인한 물리적

스트레스가 질병의 발생, 증체율 저하 등의 문제를 야기하고 있으며(Heo,

1996), 사육 관리의 악조건들은 어체를 외부자극에 취약한 상태로 만들어

병원체 감수성을 증가시킬 수 있다(Caraceni et al., 1999).

양식어류에 질병을 일으킬 수 있는 수생병원체로는 진균, 기생충, 세균,

바이러스 등이 있으며, 이 중 세균성 질병은 전체 병원성 질병의 발생 비

율 중 54.9%를 차지하여 가장 많이 발병한다고 알려져 있다(Kibenge et

al., 2012). 국내 양식 넙치에서 연중 발생하는 세균성 질병 중 하나인 에드

워드증은 단독 감염만으로도 심각한 경제적 손실을 초래할 뿐만 아니라 고

수온기에는 Sterptococcus sp.와의 혼합 감염율이 높아 매년 피해가 더욱

더 가중되고 있다(Buján et al., 2018; Jo et al., 2007). 또한 에드워드증은

숙주범위가 넓어 양서류(Wyatt et al., 1979), 파충류(Sakazaki, 1965), 조류

(White et al., 1973) 뿐만 아니라 인간을 포함한 포유류(Ewing et al.,
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1965)에도 감염되기 때문에 인수공통감염성 세균으로서 공중보건 측면에서

중요한 병원체로 인식되고 있다(Leung et al., 2012).

에드워드증의 원인균인 Edwardsiella tarda는 그람 음성 단간균으로 일

본의 Hoshina (1962)에 의해 처음으로 분리되었으며 Paracolobacterium

anguilimortiferum이라 명명되었지만, 이후 재검사를 통해 E. tarda로 구분

되었다(Ewing et al., 1965). Edwardsiella 속 세균은 1980년대까지 E.

tarda 단일종으로 여겨졌으나 다양한 생물로부터 새로운 종인

Edwardsiella hoshinae, Edwardsiella ictaluri, Edwardsiella piscicida,

Edwardsiella anguillarum이 보고되었다(Kim, 2021). 이후 E. tarda 라고

명명했던 상당수의 균들이 E. piscicida에 속하며 에드워드증을 유발한다고

밝혀졌다(Reichley et al., 2017). E. piscicida는 해양과 내수면의 많은 어류

에서 보고되었고(Griffin et al., 2020), 남극대륙(Leotta et al., 2009)에서도

발생할 만큼 넓은 지리적 분포를 갖는다. 국내에서는 터봇(Scophthalmus

maximus), 뱀장어(Anguilla japonica), 참돔(Pagrus major), 방어(Seriola

quinqueradiata) 등 경제적으로 중요한 주요 양식 어종에서 병원성이 보고

된 바 있다(Castro et al., 2006; Kim et al., 2014; Matsuyama et al., 2005,

Yasunaga et al., 1983).

한편 Park et al. (1983)은 445개의 E. piscicida 균주를 O-antigen을 사

용해 A, B, C, D 총 4개의 serotype으로 구분하였으며, 이 중 serotype A

는 뱀장어를 비롯한 어류 및 사람에게 가장 강한 병원성을 보였다. 이후

Rashid et al. (1997)의 연구에서 넙치에서 분리된 모든 균주가 serotype A

로 확인되었다. E. piscicida의 독성 인자는 ECPs(Extracellular products),

hemolysin, siderophore, cytotoxic effect 등이 보고되었으며(Park et al.,
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2012), 넙치에 감염될 경우 안구돌출, 복부팽만, 피부 및 지느러미의 점상

출혈, 탈장 증상을 동반한 높은 폐사율이 발생한다(Egusa, 1976; Sahoo et

al., 1998; Miyazaki and Kaig, 1985). 특히 사육 수온이 25°C 이상으로 높

아지는 고수온기에는 밀식 환경에서 가해지는 온도 스트레스로 인해 어체

의 면역력이 저하되는데, 이때 E. piscicida의 높은 유병률로 대량 폐사에

의한 생산성 감소, 상품성 저하, 치료 약제 사용에 의한 생산 비용 증가가

양식 산업에 직접적인 경제적 피해로 이어질 수 있다(Kwon et al., 2014).

이러한 피해를 줄이기 위해 넙치의 E. piscicida에 대한 항생제(Wang et

al., 2009), 백신(Sun et al., 2010), 면역유도제(Kwon et al., 2016) 등의 연

구가 진행되고 있으나, 대부분의 연구 환경은 유수식이 아닌 순환여과식

환경이고, 공간적 제한으로 인해 작은 크기의 넙치를 실험어로 사용하며

수온, 밀도, 사료급이량 등의 사육 조건이나 핸들링 같은 스트레스 요소 등

이 양식장 현장과 유사하게 설정되기 어렵다. 어류의 대사기능은 사육 환

경에 영향을 받으므로 약물의 약동학적 변화가 크게 변동될 수 있어 실험

실 환경에서는 유효했던 약물이 양식 현장에서는 혈중 유효농도 미달로 인

한 치료 실패하거나 과다투여로 인한 부작용이 나타나는 등의 문제가 발생

할 수 있다(Kim et al., 1998). 이렇듯 연구 결과와 임상 적용 결과가 다르

게 나타나는 한계점을 극복하기 위해 세계동물 보건기구(World

Organaisation for Animal Health, WOAH)에서는 질병 감수성 검사를 위

한 실험에서 mimic natural pathway를 지향할 것을 권장하고 있다

(WOAH, 2019). 이처럼 양식장 환경에 임상결과를 적용하는 과정에서 부

작용과 실험적 오차를 줄이기 위해서는 자연 감염과 유사한 경로의 실험

설정이 필수적이다.
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국내에서도 병원체의 자연 감염 특성에 대한 필요성이 대두되어 양식 넙

치의 세균성 병원체에 대해서는 Streptococcus sp., Vibrio sp. 등을 대상으

로 연구가 이루어지고 있다. Kim et al. (2020)의 연구에서 Streptococcus

parauberis를 넙치에 복강, 근육, 정맥주사 3가지 방법으로 인위 감염하여

임상증상과 조직병리학적 증상을 비교 분석한 결과, 근육접종이 자연 감염

증상과 가장 유사하게 나타났으며 자연 감염 특성이 가장 잘 반영되어 복

강접종보다 백신효능평가 및 병리학적 특성 연구에 효과적이라고 제안되었

다. 또한 Kim et al. (2013)에서는 넙치 Vibrio scophthalmi 감염에 대해

자연 감염 특성과 관련된 자료의 부족으로 정확한 진단과 대책 수립에 혼

선이 발생하여 자연 감염어와 인위 감염어의 병원성을 비교하는 연구가 진

행되었다. 하지만 E. piscicida의 자연 감염 특성에 대한 연구는 극히 드물

고(Kim et al., 1992), 국내 어류 양식에서 중요한 어종인 넙치에 대해서는

E. piscicida가 주요 세균성 병원체임에도 불구하고 자연 감염어와 인위 감

염어의 감염 특성에 관해 알려진 바 없다.

따라서 본 연구에서는 넙치 E. piscidia의 자연 감염과 인위 감염 특성

차이에 대한 고찰을 통해 넙치 에드워드증의 진단 및 예방에 대한 기초 자

료를 모색하고자 한다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 현장 샘플링

완도 지역에 위치한 육상수조식 넙치 양식장에서 2022년 4월부터 2022년

7월까지 총 4회 샘플링을 실시하였다. 매월 해당 어가에서 무작위로 채집

한 12마리의 어체를 현장에서 MS-222 (Sigma, USA)로 마취 후 생체량을

측정하고 채혈 및 해부하여 혈액생화학적 분석, 조직병리학적 분석, 신장조

직 내 세균 검사를 실시하였다.
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2. 인위 감염 실험

인위 감염 실험에 사용한 어류는 부산 남구 수산물 직판장에서 질병에

노출이 없는 넙치를 구입하여 부경대학교 수산질병관리원의 500L 수조에

1주일간 순치 후 실험에 사용하였다. 실험 균주는 국립수산과학원 균주은

행에서 분양받은 Edwardsiella piscicida (FP5060)를 TSB (Difco, USA)에

28°C에서 24시간 배양 후 10% glycerol에 현탁하여 실험 전까지 –80℃에

보관하였다. 이후 실험을 위해 해동한 균주를 10 fold로 희석 후 각 trial

농도 조건에 따라 0.1ml 씩 복강접종하였으며, control군의 경우 동일 용량

의 멸균 PBS를 복강접종하였다.

2.1 Experimental trial 1

Experimental trial 1(E1)은 넙치에 대한 E. piscicida의 농도별 병원성을

확인하기 위한 목적으로 사육 온도는 23°C를 유지하였으며, 외부여과기를

설치하여 순환여과식 환경(2,800L/h)에서 실험을 진행하였다. E1은 control

군과 103, 104, 105 CFU/fish 농도의 E. piscicida 접종군으로 나누었으며,

500L 수조에 각 그룹당 20마리를 입식하여 총 4개의 수조와 80마리의 넙

치가 사용되었다. 이후 1, 7, 14 dpc에 4마리씩 임상증상이 나타난 개체를

위주로 샘플링하였고, 샘플링 날짜 이외에도 탈장 증상이 나타난 개체는

즉시 샘플링하였다. 추가적으로 각 그룹당 10마리를 입식한 수조를 두어

14일간 누적 폐사량을 측정하였다. 샘플링 개체는 MS-222 (Sigma, USA)

로 마취 후 생체량을 측정하고 채혈 및 해부하여 혈액생화학적 분석, 조직

병리학적 분석, 조직 내 생균수 측정, PCR 분석을 실시하였다.
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2.2 Experimental trial 2

Experimental trial 2(E2)는 넙치에 E. piscicida 104 CFU/fish 농도를 접

종하였을 때 누적 폐사율을 측정하기 위한 목적으로 사육 온도는 23°C를

유지하였으며, 유수식 환경(1.2T/day, 1.7 cycle)에서 실험을 진행하였다.

E2는 control군과 104 CFU/fish 농도의 접종군으로 나누었으며, 1.5 Ton

수조에 각 그룹당 54마리를 입식하여 총 2개의 수조와 108마리의 넙치가

사용되었다. 14 dpc에 군별로 생존한 20마리를 샘플링하였다. 샘플링 개체

는 MS-222 (Sigma, USA)로 마취 후 생체량을 측정하고 채혈 및 해부하

여 혈액생화학적 분석, 조직병리학적 분석, 조직 내 생균수 측정, PCR 분

석을 실시하였다.

2.3 Experimental trial 3

Experimental trial 3(E3)은 E. piscicida 감염 개체를 수집하기 위한 목

적으로 사육 온도는 23°C를 유지하였으며, 유수식 환경(1.2T/day, 1.7

cycle)에서 실험을 진행하였다. E3은 control군과 104 CFU/fish 농도의 E.

piscicida 접종군으로 나누었으며, 1.5 Ton 수조에 각 그룹당 50마리를 입

식하여 총 2개의 수조와 100마리의 넙치가 사용되었다. 3, 7, 14 dpc에 6마

리씩 임상증상이 나타난 개체를 위주로 샘플링하였고, 샘플링 날짜 이외에

도 탈장증상이 나타난 개체는 바로 샘플링하였다. 샘플링 개체는 MS-222

(Sigma, USA)로 마취 후 생체량을 측정하고 채혈 및 해부하여 혈액생화

학적 분석, 조직병리학적 분석, 조직 내 생균수 측정, PCR 분석을 실시하

였다.
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3. 혈액생화학적 분석

채혈한 혈액을 원심분리(6500rpm, 15분, 4°C)하여 혈청을 분리하고 실험

전까지 –80°C에 보관하였다. 이후 asparate aminotransferase (AST),

alanine aminotransferase (ALT), blood urea nitrogen (BUN), glucose

(GLU)를 건식 생화학 분석장치(FUJI DRI-CHEM 3000, Fuji film Co.,

Japan)를 사용하여 측정하였다.

4. 조직병리학적 분석

아가미, 심장, 간, 체신, 두신, 비장, 위, 장 조직을 해부하여 10％ Neutral

buffered formalin (BBC biochemical, USA)에 24시간 고정하였고, 고정이

완료된 샘플은 수세 후 ethyl alcohol에 순차적으로 탈수하고, xylene 투명

화를 거처 paraffin을 침투시켰다. 이후 paraffin 포매하여 microtome

(Reichert-Jung 820, Leica)으로 4㎛두께의 절편을 박절하고, Hematoxylin

& Eosin (H&E) 염색한 조직 슬라이드를 광학현미경(Olympus DX50,

Japan)으로 관찰하였다.

조직병리학적 평가는 Bernet et al. (1999)의 scorering system을 참고하

여 병변의 중요도에 따라 importance factor를 1에서 3으로 부여하고, 병변

의 변화에 따라 무변화 0, 경도 2, 중등도 4, 심도 6으로 구분하여 점수를

수치화하였다(Table. 1).
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Importance factor = 1 Importance factor = 2 Importance factor = 3

Gill

Aneurysm

Oedema

Lamellae fusion

Hypertrophy

Hyperplasia

Inflammation
Necosis

Body

kidney

Dilation of bowman's

capsule

Hyaline droplet

Hydrophic degeneration

Tubular atrophy

Glomerulonephrititis

Abscess

Tubular necrosis

Head

kidney
-

Nuclear alteration

Increased MMC

Hematopoiesis

Activation of RES

Abscess

Necrosis

Liver

Congestion

Hepatocyte

atrophy/hypertrophy

Fat/glycogen deposition

Hyaline droplet

Nuclear altration

Increaed MMC

Inflammation

Abscess

Pericholangitis

Necrosis

Intestine - Inflammation -

Stomach
Gastric atrophy

Vacuolation

Inflammation

Submucosal oedema
-

Spleen -

Increaed MMC

Activation of RES

Inflammation

Abscess

Necrosis

Heart -

Increaed MMC

Epicarditis

Myocarditis

Necrosis

Mesentary - Peritonitis -

Table. 1. Histopathological lesions by important factor
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5. PCR 분석

Culture swab으로 체신의 세균을 분리하여 BHIA (BD Difco, USA)에

도말하여 28°C에서 배양하였고, 24시간 후 yesGTM Cell Tissue mini kit

(GenesGen, Korea, Busan)를 사용하여 DNA를 추출하였다. PCR에 사용된

primer와 조건은 Table. 2와 같다. 현장 샘플링의 경우 27F/1492R primer

set를 사용하여 PCR 진행하였고, 증폭된 산물을 NCBI (National Center

for Biotechnology Information)에서 제공하는 BLAST를 이용해 동정하였

다. 인위감염 실험의 경우 BF1/BR1 primer set를 사용하여 PCR 진행하였

고, 증폭된 산물은 blue mango (BioD, Korea)로 염색하여 0.5% agarose

gel 상에서 전기영동 후 Davinch-K Gel Imaging System (YOUNG IN

Labplus Co. Ltd, Korea)으로 band의 크기를 확인하여 E. piscicida 감염

여부를 판단하였다.
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Gene Primer Sequence (5’ to 3’) Size(bp) PCR condition Reference

16s rRNA

27F AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG

1500

95℃ 10 min-(95℃ 30 sec,

53℃ 30 sec, 72℃ 1 min)×30

cycles-72℃ 5 min

Weisburg et al.

(1991)
1492R GGT TAC CTT GTT ACG ACT TC

gyrB

BF1 GCA TGG AGA CCT TCA GCA AT

415

95℃ 10 min-(94℃ 1 min,

52℃ 30 sec, 72℃ 30 sec)×30

cycles-72℃ 10 min

Lan et al. (2008)

BR1 GCG GAG ATT TTG CTC TTC TT

Table. 2. PCR primers and conditions used in this study
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6. 조직 내 Colony-Forming units

체신 0.01g을 무균적으로 채취한 후 멸균 PBS 1ml를 첨가하여 마쇄한

다음 101-103까지 단계 희석하였다. 희석된 마쇄액은 BHIA (BD Difco,

USA)에 농도별로 3반복 도말하여 28°C에서 배양하였고, 24시간 후 평판도

말법으로 조직 내 생균수를 측정하였다.

7. 통계학적 분석

SPSS statistics (IBM)을 이용하여 개체 당 조직병리학적 분석 결과를

합산한 Total 값을 기준으로 K-means Clustering을 실시하였고, 이후 군

집별 평균값을 95%의 유의수준에서 one-way ANOVA의 사후분석으로

Duncan’s multiple range test (Duncan, 1955)을 실시하여 평균값을 비교하

였다.
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Ⅲ. 결과

1. 생체량 측정 결과

현장 샘플링 결과 샘플링 시기에 따라 현장 샘플링 개체의 체장 및 어체

중이 유의적으로 증가하였으며, 인위 감염 실험 결과 체장이 유의적으로

감소하는 경향이 나타났다(Table. 3).
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Standard length (cm) Weight (g) Liver weight (g) HSI1 (%) CF2

Natural

sampling

April 24.31 ± 1.02
a

232.54 ± 8.14
a

2.69 ± 0.73
a

1.14 ± 0.23
a

1.62 ± 0.12
a

May 23.88 ± 1.87
a

331.34 ± 87.25
b

5.39 ± 2.30
b

1.68 ± 0.73
b

2.40 ± 0.41
c

June 27.10 ± 2.27
b

386.87 ± 120.92
bc

5.55 ± 2.10
b

1.45 ± 0.38
ab

1.91 ± 0.39
b

July 28.02 ± 2.91
b

453.75 ± 138.09
c

6.32 ± 2.50
b

1.43 ± 0.55
ab

1.97 ± 0.24
b

Experimental

sampling

Trial 1

1 dpi 26.53 ± 1.45
b 420.26 ± 84.07 6.34 ± 2.64 1.48 ± 0.45 2.24 ± 0.30

7 dpi 25.91 ± 0.98
b 380.48 ± 41.39 6.43 ± 2.13 1.68 ± 0.46 2.19 ± 0.18

14 dpi 24.27 ± 1.08
a 414.97 ± 52.37 7.76 ± 2.45 1.84 ± 0.47 2.90 ± 0.27

Trial 2 14 dpi 22.24 ± 1.85 222.12 ± 47.45 2.83 ± 1.54 1.26 ± 0.54 2.04 ± 0.40

Trial 3

3 dpi 24.22 ± 3.42
b 232.29 ± 44.32 2.53 ± 0.76 1.07 ± 0.18 1.72 ± 0.48

7 dpi 21.65 ± 1.39
a 219.44 ± 52.78 2.31 ± 1.12 1.01 ± 0.28 2012 ± 0.26

14 dpi 21.58 ± 1.44
a 209.00 ± 51.90 1.95 ± 0.95 0.91 ± 0.34 2.05 ± 0.30

All data is presented as means ± SD
1 HSI = {Liver weight (g) / Standard length (cm)} x 100
2 CF = {Weight (g) / Standard length (cm)3} x 100

Table. 3. Standard length, weight, liver weight, HSI and CF values for sampled fish
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2. 병원성

2.1. 유병률

(1) 현장 샘플링

양식장 현장에서 샘플링한 넙치 24마리 중 19마리에서 E. piscicida 양성

으로 나타났으며, 유병률은 4월에 최저(16.7%), 7월에 최고(75%)로 나타났

다(Table. 4).

Month Total (n) Positive (n) Detection rate (%)

Natural

sampling

April 12 2 16.7

May 12 5 41.7

Jun 12 3 25

July 12 9 75

Total 24 19 79.2

Table. 4. Prevalence of E. piscicida in natural sampling
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(2) 인위 감염 실험

세균에 노출되지 않은 control 군에서는 어떤 세균도 검출되지 않았으며,

복강접종한 인위 감염 실험군에서 99마리 중 84마리(84.8%)에서 E.

piscicida가 검출되었다. Trial 1의 1dpi에 E. piscicida가 검출되지 않았으

나 이후 샘플링한 모든 개체(100%)에서 검출되었고, trial 2 또한 샘플링한

모든 개체(100%)에서 검출되었으며, trial 3에서는 38마리 중 35마리

(92.1%)에서 검출되었다(Table. 5).

Experimental

trials

Day post infection

1 3 7 8-13 14

1 0/12 - 12/12 9/9 8/8

2 - - - - 20/20

3 - 5/6 5/6 6/6 19/20

Total 84/99 (84.8%)

Table. 5. Prevalence of E. piscicida from artificial infected fish (number 

positive/number examined)
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2.2. 폐사율

E. piscicida 104 CFU/fish 접종군의 폐사율은 E1에서 70%(Fig. 1), E2에

서는 14dpi에 44.4%의 누적폐사율이 나타났으며(Fig. 2), E3에서는 실험기

간 동안 샘플링 개체를 제외하고 폐사가 발생하지 않았다.

Fig. 1. Cumulative mortality of E1

Fig. 2. Cumulative mortality of E2
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3. 임상증상

(1) 현장 샘플링

E. piscicida 자연 감염 개체에서 비장 비대(Fig. 3-A), 신장 비대(Fig.

3-B), 복수(Fig. 3-C), 간 농양(Fig. 3-D), 탈장(Fig. 3-E), 안구돌출 및 안

구출혈(Fig. 3-F)이 관찰되었다.

(2) 인위 감염 실험

인위 감염 실험 결과 세균에 노출되지 않은 control군은 임상증상이 나

타나지 않았다. E. piscicida 감염 개체에서 7dpi부터 임상증상이 발현되었

는데, 비장 비대(Fig. 4-A)와 연분홍빛 장액성 복수(Fig. 4-B)가 특징적으

로 나타났다. 경우에 따라 복수가 있는 개체의 내부증상으로 비장의 캡슐

을 둘러싼 장간막염(Fig. 4-C)과 간농양(Fig. 4-D)이 관찰되었다. 모든

trials에서 8dpi부터 탈장(Fig. 4-E) 개체가 출현했으며, 만성감염으로 접어

들수록 복수에 악취가 나고, 위장관 muscularis의 충혈(Fig. 4-F)과 생식소

에 점상출혈이 나타나기도 했다.
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A B

C D

E F

Fig. 3. Clinical signs from natural infected olive flounder. (A) Spleenomegaly, 

(B) Nephromegaly, (C) Ascites, (D) Hepatic abscess, (E) Prolapsed rectum, 

(F) Exophthalmos and hemorrhage around eye
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A B

C D

E F

Fig. 4. Clinical signs from experimental infected olive flounder. (A) 

Spleenomegaly, (B) Ascites, (C) Peritonitis, (D) Hepatic abscess, (E) 

Prolapsed rectum, (F) Intestinal congestion
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(2) 감염 조건에 따른 임상증상 비교

양식 현장에서의 자연 감염 개체와 실험실 환경에서의 인위 감염 개체의

임상증상 차이는 Table. 6과 같다. 자연 감염 개체에서 장간막염과 위장관

및 생식소 충혈은 관찰되지 않았고 간농양 57.9%(11/19), 안구돌출

52.6%(10/19), 비장비대 47.4%(9/19), 복수 42.1%(8/19), 신장비대

36.8%(7/19), 탈장 5.3%(1.19) 순으로 빈도가 높게 나타났다.

인위 감염 개체에서 안구돌출은 관찰되지 않았고 복수 48.8%(41/84), 장

간막염 27.4%(23/84), 비장비대 26.2%(22/84), 탈장 15.5%(13/84), 간농양

13.1%(11/84), 신장비대 11.9%(10/84), 위장관 충혈 10.7%(9/84%) 순으로

빈도가 높게 나타났다.
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Spleenomegaly Nephromegaly Ascites Peritonitis Exophthalmos
Hepatic

abscess

Prolapsed

rectum

Intestinal

congestion

Natural

infection

(n=19)

9 (47.4%) 7 (36.8%) 8 (42.1%) - 10 (52.6%) 11 (57.9%) 1 (5.3%) -

Experimental

infection

(n=84)

22 (26.2%) 10 (11.9%) 41 (48.8%) 23 (27.4%) - 11 (13.1%) 13 (15.5%) 9 (10.7%)

Table. 6. Clinical signs of olive flounder infected E. piscicida
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4. 조직병리학적 분석

(1) 현장 샘플링

현장 샘플링 결과 E. piscicida 감염 개체 대부분이 급성 면역반응으로

비장의 ellipsoid 비후 소견(Fig. 5-A)이 나타났고, 간혹 ellipsoid 주변으로

임파구와 MMC (Melanomacrophage center)가 침윤되었다(Fig. 5-B). 임상

적으로 간 농양 소견을 보인 개체에서는 정상 간 조직(Fig. 5-C)에 비해

간장 내 실질조직인 간세포의 핵농축, 액화괴사로 인한 세포 파편이 관찰

되었다(Fig. 5-D). 신장에서는 체신과 두신세포의 조혈조직에서 대식세포

활성화, 광범위한 농양이 관찰되었다(Fig. 5-E). 비염증성 병변으로는 위

점막하층의 부종 소견이 나타났다(Fig. 5-F).
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A B

C D

E F

Fig. 5. Histopathological changes from natural infected olive 

flounder(Paralichthys olivaceus). (A) Ellipsoid activation, (B) Spleenitis, (C) 

Normal liver, (D) Hepatic abscess, (E) Renal abscess, (F) Stomach 

submucosal oedema 
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(2) 인위 감염 실험

인위 감염 실험 결과 1dpi에는 병원체 감염으로 인한 조직병리학적 증상

이 나타나지 않았다. 3dpi부터는 병원체 침투로 인한 급성 반응으로 대식

세포 활성으로 인한 비장의 ellipsoid 비후 및 임파구 침윤 소견이 나타났

다(Fig. 6-A). 7dpi 이후에는 임상증상으로 복수가 관찰된 일부 개체이서

장간막염(Fig. 6-B), 간막염(Fig. 6-C), 간농양(Fig. 6-D), 신장의 대식세포

활성화 및 농양(Fig. 6-E) 소견이 나타났다. 또한 탈장이 관찰된 개체에서

는 장 근육층의 출혈이 관찰되었으며, 점막상피가 융합되고 괴사된 소견이

관찰되었다(Fig. 6-F).
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A B

C D

E F

Fig. 6. Histopathological changes from experimental infected olive 

flounder(Paralichthys olivaceus). (A) Spleenitis, (B) Peritonitis at spleen, (C) 

Peritonitis at liver, (D) Hepatic abscess, (E) Renal abscess, (F) Intestinal 

hemorrhage and congestion
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(2) 감염 조건에 따른 조직병리학적 비교

양식 현장에서의 자연 감염 개체와 실험실 환경에서의 인위 감염 개체의

직병리학적 차이는 Table. 7과 같다. 자연 감염과 인위 감염에서 각각 간

농양 소견 31.6%(11/19), 34.7%(31/98), 비장의 엘립소이드 비후 소견

94.7%(18/19), 98.0%(96/98) 및 임파구 활성 소견 68.4%(13/19),

73.5%(72/98)로 유사한 빈도가 나타났다. 하지만 신장 농양 소견은

57.9%(11/19) 31.6(31/98), 로 자연 감염에서 높은 빈도로 나타났으며, 위

submucosa 부종 소견은 인위 감염에서 더 높은 빈도로 나타났다. 또한 자

연 감염에서는 나타나지 않은 장간막염 및 간막염 소견이 인위 감염에서

특징적으로 나타났는데 간막염 소견이 나타난 개체 중 93.2%(41/44)의 개

체에서 위장관 및 비장으로 확산된 장간막염 소견이 나타났다.
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Peritonitis Hepatic abscess Renal abscess
Stomach

submucosal oedema

Intestinal

congestion

Ellipsoid

activation
Spleenitis

Natural infection

(n=19)
-

+ 7

++ 2

+++ 2

+ 1

++ 2

+++ 3

+ 4

++ 1
++ 2

+ 2

++ 5

+++ 11

+ 5

++ 8

Experimental infection

(n=84)

+ 16

++ 10

+++ 18

+ 14

++ 7

+++ 10

+ 17

++ 9

+++ 8

+ 23

++ 25

+++ 3

++ 8

+++ 9

+ 22

++ 31

+++ 28

+ 44

++ 14

Table. 7. Histopathological changes of olive flounder(number positive) after infection with E. piscicida. Number of plus 

signs indicates severity of lesion: + = mild, ++ = moderate, +++ = severe.
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5. K-means 군집 분석

인위 감염 실험에서 조직병리학적 분석 결과의 Total 점수를 기준으로

37점까지 N (Normal), 59점까지 LI (Light infection), 117점까지 MI

(Moderate infaction), 118점 이상 SI (Severe infection)의 네 군집으로 분

류하였으며(Fig. 7), 감염 정도에 따른 군집의 조직 내 생균수가 유의적으

로 증가하는 것을 확인하였다(Fig. 8). E. piscicida가 검출된 98마리 중 N

군집 3마리, LI 군집 11마리, MI 군집 54마리, S 군집 16마리로 나타났다.

동일한 기준을 현장 샘플링에도 적용한 결과 E. piscicida가 검출된 19마리

중 N 군집에 속하는 개체는 없었으며, LI 군집 2마리, MI 군집 16마리, S

군집 1마리로 나타났다.
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Fig. 7. Groups devided into histophathological total score by K-means 

clustering
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Fig. 8. Colony function units (CFU) in kidney of experiental infected olive 

flounder by infection level
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6. 혈액생화학적 분석

GOT/AST 수치는 인위 감염에서 각 군집에 따라 24.02 ± 11.76 U/L,

27.75 ± 18.29 U/L, 58.31 ± 89.26 U/L, 89.94 ± 112.07 U/L로 감염 정도에

따라 유의적으로 증가하였고, 모든 구간에서 자연 감염보다 평균이 낮게

나타났다(Fig. 9).

GPT/ALT 수치는 인위 감염에서 각 군집에 따라 8.56 ± 2.7 U/L, 8.25

± 3.15 U/L, 12.58 ± 21.16 U/L, 16.06 ± 19.31 U/L로 감염 정도에 따라 증

가하는 경향이 나타났으나 Normal과 Mild infection 군집 간의 유의적인

차이는 나타나지 않았으며, 모든 구간에서 자연 감염보다 평균이 높게 나

타났다(Fig. 10)

BUN 수치는 인위감염에서 각 군집에 따라 3.44 ± 1.65 mg/dL, 3.8 ±

2.1 mg/dL, 4.79 ± 2.44 mg/dL, 5.93 ± 2 mg/dL로 감염 정도에 따라 유의

적으로 증가하였고, 모든 구간에서 자연 감염보다 평균이 낮게 나타났다

(Fig. 11).

GLU 수치는 각 군집에 따라 20.46 ± 8.3 mg/dL, 26.9 ± 14.65 mg/dL,

16.36 ± 11.62 mg/dL, 14.31 ± 13.09 mg/dL로 MI 이후에 유의적으로 감소

하는 경향이 나타났으며, 자연 감염과 유의적인 상관관계는 나타나지 않았

다(Fig. 12).
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Fig. 9. Asparate aminotransferase (GOT/AST) values in experimental or 

natural infected olive flounder. Values are means ± SD (P < .05)

a

b

ab

c
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Fig. 10. Alanine aminotransferase (GPT/ALT) values in experimental or 

natural infected olive flounder. Values are means ± SD (P < .05)

a

a

ab

b
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Fig. 11. Blood urea nitrogen (BUN) values in experimental or natural infected 

olive flounder. Values are means ± SD (P < .05)

b

c

ab
a



- 36 -

Fig. 12. Gllucose (GLU) values in experimental or natural infected olive 

flounder. Values are means ± SD (P < .05)

b

c

ab
a
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Ⅳ. 고찰

본 연구는 넙치에 대해 E. piscicida의 자연 감염과 복강접종을 통한 인

위 감염에서 나타나는 증상의 특성 차이에 관한 것으로, E. piscicida는 수

중이나 장내에 상재하면서 체외 상처나 면역력 저하, 불균형한 환경조건

(Woo et al., 2011)과 같이 숙주가 민감한 상태에서 감염을 일으키는 기회

성 병원체이며, 숙주 세포 내에서 증식하다가 숙주가 국소 감염을 방어할

수 없는 상태가 되면 혈액과 림프에 도달하여 전신으로 확산된다(Leung

et al., 2012). 본 연구의 감염 개체에서 나타난 복부팽만 및 복수, 탈장, 간

농양, 비장비대, 신장비대를 포함한 임상증상들은 여러 연구에서 보고된 바

와 일치한다(Miyazaki and Kaige, 1985; Park et al., 2012; Kwon and

Jung, 2012; Matsuyama et al., 2005). 조직병리학적 변화로는 7 dpi 이후

에 간과 신장의 농양 소견이 특징적으로 관찰되었으며, 이는 선행연구에서

의 결과와 일치한다(Miyazaki and Kaige, 1985; Kusuda and Kawai,

1998).

어류에서 E. piscicida 감염으로 인한 염증은 화농성 염증과 macrophage

를 동반한 육아종성 염증의 2가지 유형으로 구분되며, 넙치의 경우 간 실

질조직과 신장의 조혈조직에 농양이 생기는 화농성 염증이 나타난다고 알

려져 있다(Miyazaki & Kaige, 1985). 농양 병소의 호중구는 식세포 작용이

활발하여 포식된 세균이 관찰되기도 하는데 E. piscicida는 식세포 내에서

증식이 가능하며(Srinivasa, 2001), 이러한 농양의 생성은 광범위한 복막염

으로의 확산을 저지하고 국소화하려는 방어기전의 결과물이다(Thomsen et

al., 2007; Rahimian et al., 2004). Darwish et al. (2000)에서는 피부의 상
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처를 통해 E. piscicida를 감염시킨 차넬메기에서 간 농양이 간 중심부에서

먼저 생성된 후 간막으로 확산된 결과가 보고되었다. 특히 간 조직은 전신

과 문맥의 혈액순환을 받는다는 특성상 혈류로부터의 감염에 취약하기 때

문에 패혈증으로 인해 농양병소가 형성된다(Hau et al., 1984).

Edwardsiella sp.로 인한 패혈증의 가장 큰 특징은 간, 신장 및 근육조직으

로 빠르게 확장되는 섬유성 복막염이다(Miyazaki & Egusa, 1976). 본 연구

에서 자연 감염어의 경우 장간막염이 발생하지 않고 간 실질세포 내부에서

다발성 농양이 형성된 반면, 인위 감염어의 경우 복수 혹은 복막염으로 인

한 장간막염이 선행된 이후 간 실질세포로 농양이 확산되는 특징적인 차이

가 발생했다. 복강접종을 통한 세균 감염의 특성상 혈액성 면역물질들이

복강으로 유출되어 장내 누출이 발생하게 되는데, 이때 간을 둘러싼

Kupfer cell은 실질 조직을 보호하기 때문에 감염에 의한 농양이 빠르게

일어나지 않을 수 있다(Akhondi and Sabih, 2019). 한편 인의에서 간 농양

발생 이후 패혈증이 발생하는 전이성 감염의 빈도는 8-10%로 알려져 있는

데, 본 연구에서는 신장으로 농양이 확산된 빈도가 30% 이상으로 매우 높

게 나타났으며 인위 감염어가 자연 감염어보다 드물게 관찰되었다. 이러한

결과로 E. piscicida가 자연 감염될 경우 복강접종을 통한 인위감염보다 패

혈증으로 인해 간, 신장 등 내부조직의 실질 세포에 더 큰 손상을 유발한

다는 것을 알 수 있다.

인간 및 가축과는 달리 변온동물인 어류에서는 혈액 성분의 정상 수치

가 표준화되어 있지 않지만, 생리적 상태를 손쉽게 판단할 수 있기 때문에

어류의 병원체 감염, 독성물질 노출, 영양 불균형 등의 연구에서 생체지표

로서 혈액생화학적 분석이 수행되고 있다(Jung et al., 2006; Naveed Nabi

et al., 2022). AST와 ALT는 간 기능을 대표하는 혈장 전이효소로서 간

기능장애로 조직이 손상되었을 때 혈중으로 유출되며(Park and Oh, 2018),
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AST는 간 외에도 심장, 근육 등의 조직손상으로 인한 스트레스 지표로 사

용된다(Pan et al., 2003). 어류의 간은 탄수화물, 단백질, 지방, 빌리루빈,

비타민 및 무기질 등 여러 물질의 대사기능을 수행하는 항상성 조절 기관

으로(Kumar et al., 2004; Sheth and Bankey, 2001), 간 세포가 구조적 손

상을 받게 되면 대사물질 합성 및 운송기능이 저하되어 간 기능 장애가 발

생할 수 있다(McCuskey et al., 2004). 간 기능 장애로 인한 손상 시 AST

보다 ALT의 변화율이 더 크게 나타나기 때문에 ALT:AST ratio가 통합적

손상 지표로 사용되는데(Qiao et al., 2012) 본 연구에서 자연 감염이 인위

감염에 비해 AST 수치가 높고 ALT가 낮게 나타난 것은 더 큰 간 손상을

의미하며, 조직병리학적 결과에서 나타난 결과를 뒷받침할 수 있다.

혈청 내 BUN은 신장 기능과 관련된 효소이며(Nelson et al., 1999), 인의

에서 신장기능장애는 세균으로 인한 합병증 환자의 사망을 예측하는 지표

로 인식되고 있다(Navasa and Rodés, 2004). 세균 감염 시 사이토카인 등

염증물질의 방출로 혈관이 확장되고 신장 혈류가 감소하는데, 이러한 메커

니즘이 신장기능장애를 초래할 수 있다(Kim et al., 2009). 세균 감염 시

BUN 수치의 증가는 병원체가 혈류를 통해 신장으로 운반된 것을 의미하

며(Saito and Hasegawa, 2003), 본 연구에서도 감염 정도에 따라 BUN 수

치가 증가한 것은 혈액을 통해 세균이 이동한 패혈증의 결과로서 신장 내

실질조직이 손상되어 신장 기능이 악화되었다고 사료된다. AST와 마찬가

지로 BUN 수치 또한 자연 감염이 인위 감염에 비해 높게 나타나 패혈증

으로 인한 신장 손상이 더 크다는 것을 의미한다.

어류가 스트레스 자극을 받게 되면 1차적으로 cortisol의 분비가 일어나

고 2차적으로 간에 저장된 glycogen의 에너지원 소모가 수반되는데, 이때

간에 저장된 glycogen이 glucose로 분해되어(glycogenolysis) 혈중 glucose

농도가 높아진다(Thomas and Robertson, 1991). 또한 세균 감염 시에는
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병원체의 성장과 증식을 위해 숙주 내에서 영양분을 섭취하기 때문에 숙주

의 영양소 고갈은 세균이 숙주 안에 있다는 단서로 감지될 수 있다(Leung

et al., 2012; Harikrishnan et al., 2003). 따라서 본 연구에서 감염 초기

glucose 수치 증가는 감염으로 인한 대체 에너지 소비로 보여지며, 이후

간 손상 혹은 스트레스로 인한 섭이 장애로 glucose 수치가 급격하게 감소

하였다고 사료된다.

한편 E. piscicida의 감염경로를 규명하기 위해 틸라피아, 차넬메기, 뱀장

어 등 담수어에 대해서는 다양한 연구가 진행중이다. Kim et al. (1992)은

틸라피아의 장을 과산화수소로 자극시킨 후 경구감염 시킨 결과 패혈증으

로 인한 전신감염이 발생하여 자연 감염어와 유사한 증상이 나타났으며,

Wiedenmayer et al. (2006)은 E. piscicida 감염어 혹은 캐리어로부터

shedding된 세균에 감염되는 co-habitation이 자연 감염과 가장 유사한 경

로를 따른다고 보고하였다. E. piscicida의 어체 내 침입은 피부, 아가미,

장관을 통해 이루어진다고 추정되지만(Ling et al., 2001), 피부의 물리적

손상 여부가 침지감염에 미치는 영향은 크지 않았기 때문에 감염경로가 피

부일 확률은 극히 낮으며, 경구감염은 장 점액의 면역 작용으로 병원체 침

투가 제한되어 쉽게 발병하지 않아(Choi et al., 2011) 병원성 재현실험에

있어서는 가장 일관된 결과를 제공하는 복강접종을 통한 감염이 이루어지

고 있다(Reichley, 2017). 본 연구에서 넙치에 대한 E. piscicida의 복강접

종은 비장 및 신장의 대식세포 활성화와 농양 소견이 자연 감염과 유사하

지만 복막염 형성으로 인해 자연 감염에서 나타나는 패혈증의 영향이 미미

한 것을 알 수 있었다. 다만 양식장에서 샘플링 한 자연감염어의 조직 내

생균수를 정량 비교하지 못한 한계점이 있으며, 차후 복강 접종 후 혈액

배양, 정맥 내 접종을 통해 세균의 혈중 이동을 확인하여 감염 후 병원체

의 순환 및 배출경로에 대해 더 연구해 볼 필요가 있다고 생각된다.
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Ⅴ. 요약

국내 최대 양식 어종 중 하나인 넙치(Paralichthys olivaceus)에서 연중 발

생하는 세균성 병원체 중 하나인 에드워드증은 E. piscicida에 의해 발병하

며, 혼합 감염으로 인해 매년 피해가 가중되고 있다. 이러한 피해를 줄이기

위해 개발된 항생제, 백신, 면역유도제 등의 약물들이 개발되었지만, 양식

장 현장에 임상 적용 시 실험적 오차가 발생하는 부작용 사례가 나타나고

있어 병원체의 자연 감염 특성에 대한 연구 필요성이 대두되고 있다. 따라

서 본 연구에서는 넙치에 대한 E. piscicida의 자연 감염과 인위 감염의 특

성 차이를 알아보고자 하였다. 자연 감염 개체는 완도 소재의 넙치 양식장

에서 4개월간 샘플링을 통해 수집하였고, 인위 감염 개체는 복강 접종 후

14일간 실험을 수행하여 조직병리학적, 혈액생화학적 분석을 실시하였다.

그 결과 자연감염 개체에서는 인위감염 개체에서 나타나지 않았던 안구돌

출 증상이 특이적으로 관찰된 반면, 인위감염 개체에서 나타났던 장간막염

과 위장관 충혈 증상은 관찰되지 않았다. 특히 조직병리학적 결과 장간막

염이 나타나지 않았던 자연감염 개체에서는 간 농양이 실질 세포 내부에서

부터 다발적으로 생성된 반면, 인위감염 개체에서는 장간막염이 선행되어

간이나 비장의 실질 세포의 괴사는 거의 발생하지 않았다. 이러한 결과는

복강접종 시 복강 내 주입된 세균이 전신으로 확산되는 패혈증을 막기 위

해 복막이나 장벽 혈관으로부터 혈액 성분이 유출되어 면역반응이 발생했

기 때문이다. ALT:AST ratio 또한 자연 감염에서 더 높게 나타나 더 큰

간손상을 의미한다. 인의에서 간 농양 발생 이후 패혈증으로 인한 전이성

농양의 발생 빈도는 8-10%로 알려져 있는데, 본 연구에서는 간 농양이 신

장에서도 확산되어 관찰된 빈도가 30% 이상으로 매우 높게 나타났으며 신
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장기능을 대표하는 BUN 수치가 감염 정도에 따라 증가한 것은 혈액을 통

해 세균이 이동한 패혈증의 결과로서 신장 내 실질 조직이 손상되어 신장

기능이 악화되었다고 사료된다. 한편 E. piscicida의 감염경로를 규명하기

위한 다양한 연구가 담수어에 대해서는 활발히 진행중이지만 넙치에 대해

서는 연구가 미흡한 실정으로 병원성 재현 실험에 있어서는 가장 일관된

결과를 제공하는 복강 접종을 통한 감염이 이루어지고 있다. 하지만 본 연

구에서 넙치에 대한 E. piscicida 복강접종은 자연 감염에 비해 패혈증의

영향이 미미하게 나타나 인위 감염어에서의 병원성이 더 약하게 나타나는

것을 확인할 수 있었다. 따라서 복강 접종 이후 세균의 혈중 이동을 확인

하거나 병원체의 순환 및 배출경로에 대해 추가적인 연구가 필요할 것으로

사료된다.
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