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Comparison of invasion ability to virulent and avirulent

Edwardsiella tarda in olive flounder (Paralichthys olivaceus)

Su Jin Ha

Department of Aquatic Life Medicine, Graduate School,

Pukyong National University

Abstract

Edwardsiella tarda is known to the one of the most serious bacterial diseases

in the freshwater and the marine fishes. The aim of this study was the

comparison of invasion ability of E. tarda with the virulent and the avirulent

strains to olive flounder, Paralichthys olivaceus. Four among eight tested

strains (SU100, AL92448, ATCC15947, ET82015) were divided in avirulent

group due to their higher LD50 values of >10
8.4
. The others were grouped as

virulent strains with the LD50 of lower than <10
4.2. The biochemical and the

physiological characteristics of both strains were not distinguishable. In the

survival experiment of the tested bacteria to the skin mucus of olive flounder,

virulent strains showed increased the bacterial cell number after 12∼24 h

incubation but avirulent strains were not. In the survival experiment of the

tested bacteria to the intestine mucus of olive flounder, the virulent strains

were increased the bacterial cell number rapidly but avirulent strains were

increased slowly. In the SGF (simulated gastric fluid, pH 2.0) tolerance test,

the bacterial cell number of the tested strains were decreased. And the

bacterial cell number of the tested strains were also decreased in the lowered

pH of TSB (pH 2.0) medium. In the olive flounder bile tolerance test, the

number of bacterial cells of the avirulent E. tarda were decreased after 6 h
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incubation. On the other hand the number of bacterial cells of the virulent E.

tarda were increased after 6 h incubation. In the test of survival ability in the

olive flounder fresh serum, the number of bacterial cells of the virulent strains

were increased but those of the avirulent strains were decreased after 12∼24 h

incubation.

The experiment of the tested strains in the internalization and the intracellular

replication ability to the olive flounder macrophage, the virulent strains were

much higher than the avirulent strains.
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I. 서론

Edwardsiella tarda는 장내 세균과 (Enterobacteriaceae)에 속하는 Gram

-negative bacterium으로 못에서 양식되는 뱀장어에서 처음 분리되었다

(Hoshina, 1962). E. tarda는 edwardsiellosis의 원인균으로 복부팽만과 탈

장, 간과 신장의 농양 형성 등 전신적 증상을 나타내며 (Kusuda and

Kawai, 1998) 많은 담수어와 해산어에 질병을 야기한다. 여기에는 뱀장어,

Anguilla japonica (Wakabayashi, 1973), 가자미, Pleuronectes platessa

(Nakatsugawa, 1983), mullet, Mugil cephalus (Kusuda et al., 1976) 등과

우리나라의 해수양식에서 가장 많은 비중을 차지하고 있는 넙치,

Paralichthys olivaceus가 포함된다. Park et al. (1983)은 뱀장어와 그 환경

(사육수 등)에서 분리한 E. tarda를 O-agglutination analysis에 의해 4개의

serotype (A, B, C and D)으로 분류했으며, 특히 serotype A는 뱀장어나

다른 어류 및 사람에 있어 가장 강한 독성을 나타낸다고 밝혔다.

이같이 폭넓은 어종에 감염되어 질병을 유발하는 E. tarda는 피부, 아가

미, 경구 등의 손상부위를 통해 감염된다고 알려져 있다 (Ling et al.,

2001). 질병의 예방을 위해 이러한 세균의 감염 부위를 아는 것은 중요한

일이다. 하지만 보다 중요한 1차적 정보는 세균의 감염 기작이라고 볼 수

있는데 이는 감염 기작이 세균이 숙주 내에서 질병을 일으키는데 있어 가

장 일차적이며 유용한 정보이기 때문이다. 따라서 이러한 감염 기작을 알

필요성이 있는데 E. tarda의 경우 감염에 있어 virulence factor가 E. tarda

의 감염에 어떻게 작용하는지에 관한 정보도 거의 없으며 pathogenic

mechanism과 invasion pathway도 분명치 않다. 몇몇 독성 요소로

epithelial cells에 침입력 (Janda et al., 1991; Ling et al., 2000), 식세포의
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식작용에 대한 저항성 (Srinivasa, 2001), hemolysins (Chen and Huang,

1996 ; Janda et al., 1993), chondroitinase (Janda et al., 1991)와 같은 효

소의 생성 등을 들 수 있으며, ECPs (Extracellular products)와 OMP

(Outer Membrane Protein) 등도 중요한 독성 인자로 보고되어 있다. 현재

E. tarda와 같은 Gram negative bacteria의 OMP는 중요한 독성 요소로 작

용하며 (Zierler and Galan, 1995) 인간과 동물의 병원체에 있어 전염병학

적 지표로 사용된다 (Barenkamp et al., 1981). 세균의 세포벽 표면에 위치

한 OMP는 병원성과 관련이 있으며 (Suzuki et al., 1994) 세균이 숙주에

부착하여 숙주로부터 영양분을 빼앗거나 숙주의 방어 메카니즘을 제거하는

(Seltman et al., 2002) 등 숙주와 세균의 상호 작용에 중요한 역할을 한다.

대표적인 역할로는 Iron uptake, 항미생물 펩타이드에의 저항성, 혈청 저항

성과 여러 약제 및 답즙에 대한 저항성을 들 수 있다 (Jun et al., 2002).

In vitro 상에서, E. tarda 균주의 경우 독성 균주와 비독성 균주 모두 cell

내에 침입을 할 수 있다. Ling et al. (2001)은 Green fluorescent protein

(GFP)를 이용해 E. tarda의 독성 균주와 비독성 균주가 숙주인 어류의 비

늘, 아가미, 장관 등에 침입하는지에 대한 연구를 통해 독성 균주가 비독성

균주에 비해 어류 내에 더 많이 들어가는 것이 관찰된다고 밝혔다. 하지만

이러한 차이가 나타나는 원인은 확실하지 않다. 그렇지만 한 가지 추정 가

능한 것은 이 모든 감염 경로는 점액으로 덮여 있으며, 이러한 점액은 병

원체의 침입을 방지하는 1 차적인 방어선이라는 것이다. 이는 점액 내에는

라이소자임과 같은 효소나 다른 항균성 단백질이 들어있어 생체 방어 작용

을 하는 것 (Cole et al., 1997; Dalmo et al., 1997; Ebran et al., 2000;

Oren and Shai, 1996; Patrzykat et al., 2001; Smith et al., 2000)과 관련이

있을 것으로 생각된다. 또한 E. tarda와 같이 세포내 기생성 세균

(intracellular pathogen)이거나 친화성이 강한 세균은 식세포에 식균되더라
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도 세포내에서 증식하고, 이러한 식세포를 통해 혈액내로 운반된다. 실제로

세포내 기생체인 Pasteurella piscicida에서도 이러한 보고가 있다.

본 연구에서는 Edwardsiella tarda 독성 균주와 비독성 균주의 넙치에 대

한 병원성 및 넙치 내부로의 침입력을 비교해 E. tarda 독성 균주와 비독

성 균주 간의 병원 특성에 관여하는 요인을 밝히고자 하였다.

이를 위해 E. tarda의 체표 및 장 점액 내 생존능 비교, 경구 침입과 관련

있는 인자인 담즙과 위액에서의 생존능, 혈청에서의 생존능 및

macrophage 와의 관계를 알아보고자 하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 시험 균주

본 연구에 사용된 시험 균주와 참조 균주는 Table 1에 나타낸 바와 같다.

시험 균주 중 Edwardsiella tarda 독성 균주는 포항, 제주 및 거제에서 넙

치와 turbot으로부터 분리된 균을 사용하였으며 비독성 균주인 AL92448,

ATCC15947 및 ET82015의 경우 싱가폴의 Singapore National University

에서 분양받아 사용하였다.

Macrophage 내에서의 증식력과 침입력 시험에는 Salmonella cholerasuis

ATCC7001를 참조 균주로 사용했다.

2. 시험어

병원성 시험에 사용한 넙치는 경북 포항 소재의 양식장에서 사육 중인 건

강한 넙치를 분양받아 사용하였으며 평균 체중은 10.5±1.3 g, 체장은

11.4±1.12 cm 이었다. 혈청, 담즙 및 점액 분리에 사용한 넙치는 평균 체중

345±20 g, 체장 29±1.5 cm로 국립수산과학원에서 분양받은 것이었다. 시험

어는 연구실의 실내 사육조에 옮긴 후 수온 22∼23 ℃에서 반유수식으로

관리하였으며 시험 전 1주일간 순치하여 사용하였다.
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Strain Source location Reference

Avirulent Edwardsiella tarda

Reference

strain
SU100 Eel pond water

Shizuoka

(Japan), 1980
 Park et al. (1983)

Test

strains

AL92448 Unknown AUb Ling et al. (2000)

ATCC15947 Human (type strain) ATCC
a

 Ling et al. (2000)

ET82015
Japanese eel

(Anguilla japonica)

Shizuoka

(Japan)
Tan et al. (2002)

Virulent Edwardsiella tarda

Reference

strain
FSW910410

Olive flounder

(Paralichthys olivaceus)
Geoje, 1991 Han et al. (2006)

Test

strains

KE-1 Olive flounder Pohang, 2000 Han et al. (2006)

KE-3 Olive flounder Pohang, 1999 Han et al. (2006)

KE-5 Turbot Geoje, 2002 Han et al. (2006)

The other reference strain Salmonella cholerasuis ATCC7001

Table 1. Bacterial strains used in this study

a
ATCC, American Type Culture Collection;

b
AU, Department of Fishery,

Auburn University.
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3. 독성 균주와 비독성 균주 LD50 측정

시험에 사용한 E. tarda 독성 균주와 비독성 균주가 넙치에 있어서 어느

정도의 병원성을 가지는지 알아보기 위해 반수 치사 농도 (Medium Lethal

Dose ; LD50)를 측정하였다. 시험어는 35 ⨉ 25 cm 크기의 플라스틱 통에

넣어 사육 수온은 22.7±0.96 ℃로 유지하였으며 시험 기간 동안 사육수는

매일 1회 전량 환수시켰다. Tryptic Soy Agar (TSA)에 27 ℃에서 24 시

간 동안 배양된 각 시험균을 멸균 생리식염수에 현탁하여 준비하였고 균을

현탁하지 않은 멸균 생리식염수를 대조구로 하였다. 각 시험 구간당 10 마

리의 시험어에 다양한 농도의 균 현탁액을 100 ㎕ 씩 복강 주사하고 주사

후 10 일간 폐사정도를 관찰하였다. 폐사어의 폐사원인을 확인하기 위해

시험 기간 중 폐사한 어류를 해부해 병원균을 재분리하여 시험균을 확인하

였다.

4. E. tarda 독성 균주와 비독성 균주의 생화학 성상 비교

4.1. 생화학적 특성 비교

생화학적 성상은 MacFaddin (2000)의 방법으로 검사하였다.

총 8 균주를 TSA에 24 시간 동안 배양한 균을 이용하여 실시했으며

Oxidase test (Cytochrome oxidase), Catalase test, Nitrate 환원능,

Kovac's indole test, Methyl red test 및 Voges-Proskauer test (Clark

and Lubs medium), TSIA (Triple Sugar Iron Agar)를 이용한 H2S와 가

스 생성 여부 그리고 Citrate 이용능 (Simmon's citrate agar) 등을 실시하

였다. 탄수화물 분해 시험능에는 Arabinose, Adonitol, Dulcitol, Cellibiose,

Fructose, Galactose, Glucose, Inositol, Lactose, Maltose, Mannitol,

Mannose, Melibiose, Rafinose, Rhamnose, Salicin, Sorbitol, Sucrose,

Trehalose, Xylose 등 총 20개의 당을 대상으로 조사하였다. 그리고
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Lysine과 Ornithine에 대한 decarboxylase 시험과 Arginine에 대한

dehydrolase 시험을 실시하였다.

4.2. 발육 성상 비교

4.2.1. 염분 농도에 따른 발육 시험

E. tarda 시험 균주 중 2 개의 참조 균주 와 6개의 시험 균주를 대상으로

분리 유래별 염분 농도에 따른 발육 정도를 조사하였다.

각각의 균을 TSA 배지에 27 ℃에서 24 시간 배양한 후, 흡광도가 OD540

에서 0.8이 되게 멸균 증류수로 균 농도를 조정하여 각각의 시험균 100 ㎕

를 alkali-peptone water 배지에 접종하였다. alkali-peptone water 배지에

는 NaCl을 0, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 및 8 % 가 되게 첨가하여 시험에 사

용하였다. 시험균을 접종 후 96시간 배양한 다음 배양 정도를 육안적인 혼

탁도로 관찰하였으며, 혼탁도의 정도는 자라지 않은 것은 -, 조금 자란 것

은 +, 아주 잘 자란 것은 ++로 나타내었다.

4.2.2. pH에 따른 발육 시험

E. tarda 시험균의 발육에 대한 pH의 영향을 알아보기 위해 각 시험균을

TSA 배지에 27 ℃에서 24 시간 배양한 후, 멸균 증류수로 흡광도가 OD540

에서 0.8이 되게 조정한 것을 시험 균액으로 사용하였다. 각각의 시험균

100 ㎕를 alkali-peptone water 배지에 접종하였다. pH는 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7

및 8로 조정한 alkali-peptone water 배지에 시험 균액 100 ㎕ 를 접종하여

96시간 배양한 다음 배양 정도를 육안적인 혼탁도로 관찰하였으며, 혼탁도

의 정도는 자라지 않은 것은 -, 조금 자란 것은 +, 아주 잘 자란 것은 ++

로 나타내었다.
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5. 넙치 점액과 시험균의 상호작용

5.1. 체표 점액 내에서의 생존능 비교

5.1.1. 체표 점액 분리

Ræder et al. (2007)의 방법에 따라 체표 점액을 분리하였다. 넙치 체표를

paper towel로 가볍게 눌러 수분을 제거하고 체표 점액을 슬라이드 글라스

로 살살 긁어서 모은 다음 모은 점액에 2 배 정도에 해당하는 0.1 M

phosphate buffer saline (PBS, pH 7.2)를 넣고 마쇄하였다. 이를 14,000 ⨉ 

g, 15 분 동안 4 ℃에서 원심 분리한 다음 상징액을 0.22 ㎛ pore size의

syringe filter (Corning Inc.)로 여과한 후 체표 점액 시료로 사용하였다.

5.1.2 체표 점액 내에서의 생존능

E. tarda 시험균주의 점액 내 생존능을 Kim et al. (2006)의 방법으로 시

험하였다. 각 시험 균주를 Tryptic Soy Broth (TSB)에 27 ℃, 24 시간

배양한 후 원심 분리하여 균을 모은 다음 0.1 M PBS (pH 7.2)로 3회 세척

하였다. 그리고 균수를 5 ⨉ 10
6
cfu/㎖ 가 되도록 0.1 M PBS로 조정한 다

음 이를 시험 균액으로 사용하였다. 이 시험 균액과 어류 점액 시료를 1 :

4로 혼합하여 점액 시험의 시험균 농도가 1 ⨉ 106 cfu/㎖ 이 되도록 하였

다. 이 혼합액을 25 ℃ 에 배양하면서 0, 1, 3, 6, 12 및 24 시간 마다 단계

희석하여 Miles and Misra (1938) 의 방법에 따라 생균수를 측정하였다.

시험은 3 반복 실시하였다.

5.2. 장 점액 내에서의 생존능

5.2.1. 장 점액 분리

장 점액의 경우 장을 무균적으로 절취해 petridish에 놓고 0.1 M PBS

(pH 7.2)로 조심해서 세척하여 장 안의 내용물을 제거하고 장 점액을 해부
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용 칼등으로 살살 긁어서 모았다. 모은 장 점액을 체표 점액과 마찬가지로

점액의 2배 정도 양의 0.1 M PBS (pH 7.2)를 넣고 마쇄하였다. 이를

10,000 ⨉ g, 10 분 동안 4 ℃에서 원심 분리한 다음 상징액을 다시 15,000

⨉ g, 15 분 동안 4 ℃에서 원심 분리하여 최종 상징액을 0.22 ㎛ pore

size의 syringe filter (Corning Inc.)로 여과한 후 장 점액 시료로 사용하였

다.

5.2.2 장 점액 내 생존능 시험

E. tarda 시험균의 장 점액 내 생존능은 5.1.2와 동일한 방법으로 시행하

였다. 각 시험 균주를 TSB에 27 ℃, 24 시간 배양한 다음 원심 분리하여

시험균을 모은 다음 0.1 M PBS (pH 7.2)로 3회 세척하였다. 그리고 균수

를 5 ⨉ 10
6
cfu/㎖ 가 되도록 조정한 다음 이를 시험 균액으로 사용하였

다. 이 시험 균액과 어류 장 점액 시료를 1 : 4로 혼합하여 최종 시험 균수

가 1 ⨉ 106 cfu/㎖이 되도록 하였다. 이 혼합액을 25 ℃에 배양하면서 0,

1, 3, 6, 12 및 24 시간마다 단계 희석하여 Miles and Misra (1938)의 방법

에 따라 생균수를 측정하였다. 시험은 3 반복 실시하였다.

6. 위액과 담즙의 영향

6.1. Simulated Gastric Fluid (SGF; 인공위액)에서의 생존능

인공 위액 (simulated gastric fluid : SGF)은 Mao et al. (2005) 의 방법

에 따라 준비하였다. Pepsin을 3 mg/㎖의 농도로 멸균 생리식염수에 섞어

준 다음 pH를 2.0으로 맞추고 이를 0.22 ㎛ pore size의 syringe filter

(Corning Inc.)로 여과한 후 인공위액 (SGF)으로 사용하였다. TSB에 27

℃, 24 시간 배양한 다음 원심 분리하여 시험균을 모은 다음 0.1 M PBS

(pH 7.2)로 3회 세척하였다. 균수를 1 ⨉ 107 cfu/㎖로 맞춘 시험 균액을
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SGF와 1 : 9로 섞어 최종 균수가 1 ⨉ 106 cfu/㎖ 이 되게 하였다. 이 혼

합액을 0, 0.5 및 1 시간마다 단계 희석하여 Miles and Misra (1938)의 방

법에 따라 생균수를 측정하였다. 시험은 3 반복 실시하였다.

6.2. 위액과 같은 pH의 배지에서의 성장

TSB에 27 ℃, 24 시간 배양한 다음 원심 분리하여 시험균을 모은 다음

0.1 M PBS (pH 7.2)로 3회 세척하여 시험 균액을 준비하였다. 인공 위액

과의 비교를 위해 TSB를 pH 2.0으로 맞춘 다음 이를 인공 위액 시험과

최종 균수가 동일하게 1 ⨉ 10
6
cfu/㎖로 조정하였으며 0, 0.5 및 1 시간

마다 단계 희석하여 Miles and Misra (1938)의 방법에 따라 생균수를 측정

하였다. 시험은 3 반복 실시하였다.

6.3. 담즙에서의 생존능

TSB에 27 ℃, 24 시간 배양한 후 원심 분리하여 시험균을 모은 다음

0.1 M PBS (pH 7.2)로 3회 세척하였다. 시험 균액의 균수를 1 ⨉ 10
7
cfu/

㎖로 맞춘 다음 넙치에서 분리한 담즙과 1 : 9로 섞어 최종 균수가 1 ⨉ 

10
6
cfu/㎖ 이 되게 하였다. 이를 25 ℃에서 배양하면서 0, 1, 3 및 6 시간

에 각각 단계 희석 한 다음 TSA 배지에 drop하여 Miles and Misra

(1938)의 방법에 따라 생균수를 측정하였다. TSB 배지와 균을 9 : 1로 섞

은 혼합액을 대조구로 사용하였다.

7. 넙치 혈청에서의 생존능

7.1. 넙치 혈청 분리

혈청 분리를 위해 시험어를 아미노안식향산 에틸 50 ppm으로 3∼5 분간

마취시킨 후 1회용 주사기를 사용하여 미부 정맥에서 채혈하였다. 채취한
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혈액은 상온에서 1 시간 방치하고 다시 4 ℃에서 2∼3 시간 정도 정치해

둔 다음 6,000 rpm에서 15 분간 원심 분리하여 얻은 상징액을 혈청 시료로

사용하였다. 이 혈청 시료는 혈청 분리 후 3일안에 사용하였으며 사용전까

지 -80 ℃에서 보관하였다.

7.2. 넙치 혈청에 대한 저항성

E. tarda 시험균의 넙치 혈청에 대한 저항성 시험은 Leung and Yeap

(1994)의 방법으로 시험하였다. TSB에 27 ℃, 24 시간 배양한 후 원심 분

리하여 시험균을 모은 다음 0.1 M PBS (pH 7.2)로 3회 세척하였다. 이 시

험균을 넙치 혈청과 1 : 1로 섞어 최종 균수가 1 ⨉ 106 cfu/㎖ 이 되게 하

였다. 이 혼합액을 혼합 즉시 멸균 생리 식염수에 단계 희석하여 TSA 배

지에 drop한 후 이를 0 시간째 반응 시험으로 규정하고 이 혼합액을 25 ℃

에서 1 시간 배양한 다음 단계 희석하여 생균수를 측정하였다. 혈청에서의

생존능은 1시간 배양 후의 세균 수에 0 시간 배양째의 세균 수로 나누어

계산하였다. 계산된 수치가 1보다 크면 혈청에 저항성을 가지며

(resistance), 1보다 낮으면 혈청에 감수성을 가지는 (sensitivity) 것으로 판

정하였다.

7.3. 넙치 혈청에서의 생존능

E. tarda 시험균의 넙치 혈청에 대한 생존능 시험은 Leung et al. (1994)

의 방법에 따라 시험했다. 각 시험 균주를 TSB에 27 ℃, 24 시간 배양한

다음 원심 분리하여 균을 모은 후 0.1 M PBS (pH 7.2)로 세척하여 균수를

2 ⨉ 106 cfu/㎖ 가 되도록 조정한 다음 이를 시험 균액으로 사용하였다.

시험 균액과 혈청을 1 : 1 비율로 섞어 최종 균수가 1 ⨉ 106 cfu/㎖ 이 되

게 하였다. 이 혼합액을 25 ℃에 배양하면서 0, 1, 3, 6, 12 및 24 시간 마
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다 단계 희석하여 Miles and Misra (1938)의 방법에 따라 생균수를 측정하

였다. 시험은 3 반복하였다.

8. 시험균의 macrophage에 대한 침입력 및 증식력

8.1. 넙치 두신 macrophage 분리

넙치 두신 macrophage는 Secombes (1990)의 방법에 따라 분리하였다. 넙

치의 미부 정맥에서 채혈하여 순환 혈액을 제거한 후 무균적으로 넙치 두

신을 적출하였다. 2 % FBS, 1 % penicillin/streptomycin 및 heparin 10

units/㎖이 들어간 L-15 medium을 2 ㎖씩 분주한 멸균 petridish에서 적출

한 두신을 nylon membrane으로 마쇄하여 세포 현탁액을 준비하였다. 이

세포 현탁액을 실리콘 처리한 시험관에 미리 분주해 둔 34 %와 51 %

percoll 용액 위에 조심스럽게 중층시킨 다음 500 ⨉ g에서 30 분간 원심

분리하여 백혈구를 분리하였다. 분리한 백혈구를 L-15 medium으로 2회 세

척한 다음 0.1 % tryphan blue로 viability를 관찰한 후 1 ⨉ 107 cell/㎖로

조정하였다.

8.2. Internalization assay

시험은 Tang et al. (1994)의 방법으로 행하였다. 96-well plate의 각 well

에 1 ⨉ 107 cell/㎖로 조정된 macrophage 현탁액을 100 ㎕씩 넣고 20 ℃

에서 2 시간 동안 배양하여 macrophage를 부착시켰다. 비부착 세포를 제

거하기 위해 L-15 medium으로 2회 세척하고 1 ⨉ 107 cfu/well로 맞춘 시

험 균액을 각 well에 100 ㎕씩 첨가하고 150 ⨉ g에서 5분 동안 원심분리

해 시험균이 well 전체에 고루 퍼지게 해주었다. 그리고 이를 1 시간 및 5

시간 동안 배양하였다. 배양 후에 상징액을 제거하고 세포 바깥쪽에 존재

하는 세균을 없애기 위해 100 ㎍/㎖의 gentamicin을 첨가하여 1 시간 동안
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× 100
배양 후 세균수 (1 h or 5 h)

넣어준 세균수
Internalization rate (%) =

반응시킨 후 2회 세척하고 0.2 % Tween 20을 함유한 멸균 증류수 50 ㎕

를 첨가하여 macrophage를 파괴시켰다. 이 반응액을 단계 희석하여 Miles

and Misra (1938)의 방법에 따라 생균수를 측정하였다. 시험은 2 반복 실

시하였다.

8.3. Intracellular replication assay

macrophage 내에서의 증식률을 알아보기 위해 Leung and Finlay의 방법

에 약간의 수정을 가해 시험하였다. 96-well plate에 1 ⨉ 10
7
cell/㎖로 조

정된 macrophage 현탁액을 100 ㎕씩 각 well에 넣고 20 ℃에서 2 시간 동

안 배양하여 macrophage를 부착시켰다. 비부착 세포를 제거하기 위해

L-15 medium으로 2회 세척하고 각 well에 1 ⨉ 10
7
cfu/well로 맞춘 시험

균액을 100 ㎕씩 첨가하고 150 ⨉ g에서 5분 동안 원심분리를 하여 균이

고루 퍼지게 해 주었다. 그리고 이를 1 시간 동안 배양하였다. 배양 후에

상징액을 제거하고 세포 바깥쪽에 존재하는 세균을 없애기 위해 100 ㎍/㎖

gentamicin을 첨가하여 1 시간 동안 반응시킨 후 2회 세척하고 이를 0, 1

및 3 시간 동안 배양하였다. 각 배양시간 후 0.2 % Tween 20을 함유한

멸균 증류수 50 ㎕를 첨가하여 macrophage를 파괴시키고 이 액을 단계 희

석하여 Miles and Misra (1938)의 방법에 따라 생균수를 측정하였다. 시험

은 2 반복하였다. Intracellular replication은 1 시간과 3 시간째의 세균수를

0 시간째 배양 세균수로 나누어 계산하였다.
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9. H2O2 감수성 시험

세포가 세균 등을 살균하기 위해 생성하는 활성산소의 하나인 H2O2에 대

한 각 시험 균주의 감수성을 Ishibe et al. (2007)의 방법으로 조사하였다.

각 시험 균주를 TSB에 27 ℃, 24 시간 배양한 다음 원심 분리하여 균을

모은 후 0.1 M PBS (pH 7.2)로 세척하여 균수를 1 ⨉ 108 cfu/㎖ 가 되도

록 조정한 것을 시험 균액으로 사용하였다. 이 시험 균액 10 ㎕를 H2O2가

0.01 %가 들어간 1 ㎖의 PBS와 섞어준 다음 0, 0.5 및 1 시간마다 단계

희석하여 Miles and Misra (1938)의 방법에 따라 생균수를 측정하였다. 시

험은 3 반복 실시하였다.

10. 어체 내에서의 생존능

Ling et al. (2001)의 방법을 약간 수정해 실시했으며 어체 내에서의 생존

능을 보기 위해 침지 방법을 실시했다. 먼저 시험균을 해수에 1 ⨉ 106 cfu

로 되게 현탁하였다. 그 다음 넙치를 넣어주고 2, 12, 24 및 48 시간마다 2

마리씩 샘플 처리해 체표 점액, 장 점액 및 담즙을 각각 모았다. 이 각각의

시료를 0.1 g/㎖이 되게 멸균 생리식염수를 넣어준 다음 마쇄하였다. 이를

단계 희석해 Miles and Misra (1938)의 방법에 따라 SS 배지에 drop하여

균수를 측정하였다.

11. 독성 균주와 비독성 균주의 Outer Membrane Protein (OMP) 비교

11.1. OMP 추출

OMP는 Kim et al. (2006)의 방법으로 추출하였다. TSB에 시험균을 접종

하여 overnight한 배양액을 15,000 ⨉ g, 20 분 동안 4℃에서 원심 분리하

여 균을 집균하였다. 펠렛을 10 mmol Tris-HCl (pH 8.0)에 재부유시키고

sonication 한 후 15,000 ⨉ g, 1 시간 동안 4 ℃에서 원심 분리하였다. 최
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종 농도가 1.5 % (w/v)이 되게 sarcosyl을 넣은 10 mmol Tris-HCl (pH

8.0) 10 ㎖에 펠렛을 재부유시킨 다음 실온에서 20 분간 반응 후 15,000 ⨉ 

g, 90 분, 4 ℃로 원심 분리해 상징액을 OMP추출액으로 사용하였다. 추출

한 OMP는 Bradford 법 (1976)으로 단백질량을 측정하고 -20 ℃에서 보관

하며 사용하였다.

11.2. SDS-PAGE

SDS-PAGE는 Kim et al. (2006)의 방법으로 시험하였다. Sample buffer

는 멸균 증류수 2 ㎖, 0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) 1 ㎖, glycerol 2 ㎖, 10 %

SDS 2.4 ㎖, 1 % Bromophenol blue 0.15 ㎖과 β-mercaptoethanol 0.45 ㎖

을 섞어 준비하였고 이 sample buffer 40 ㎕와 OMP (5 mg/㎖)를 섞어 30

㎕를 100 ℃에서 5 분간 가열하여 시료를 준비하였다. 5 % (v/v) stacking

gel과 10 % (v/v) seperating gel에 시료를 loading하고 전기영동한 gel은

coomassie brilliant blue R-250으로 염색하고 탈색한 다음 관찰하였다.

12. OMP 관련 유전자

12.1. DNA 분리

Table 1에 나와 있는 4 개의 독성 균주와 4 개의 비독성 균주 각각을

TSA에 24 시간 배양한 다음 5 ㎖의 TSB에 접종하고 25 ℃에서 24 시간

동안 shaking 하면서 배양하였다. 배양된 균을 6000 rpm, 5 분간 원심 분

리하였다. 이렇게 얻어진 펠렛을 Genomic DNA Extraction kit (Bioneer)

로 genomic DNA를 분리하였다.

12.2. PagC 와 OmpS2 primer 설계 및 PCR

최근 E. tarda의 membrane 독성 관련 유전자로 추정되고 있는 PagC



- 16 -

Primer 
set Sequence Target 

gene

PCR product 
size
(bp)

PagCF

PagCR

5‘-ATGAAAAAACAGATCGCTGGACTGG-3’

 5‘-CTAAAACGGTAGCCGAGACCG-3’
PagC 541bp

OmpS2F

OmpS2R

5‘-GGCAGTCGTTATTCCTGCTC-3’

 5‘-AGGCTGGGCATATCTGTACG-3’
OmpS2 1100bp

gene에 독성 균주와 비독성 균주가 차이가 있는지를 알아보고 OMP의

protein gene으로 알려진 OmpS2 gene의 primer를 설계하여 PCR을 실시

하였다. 사용된 primer와 PCR product band의 예상 size는 Table 2에,

PCR의 조건은 Table 3과 4에 나타내었다.

Table 2. PCR primers sequences used to amplify PagC & OmpS2 gene
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Temperature (℃) Reaction Time Cycle

Pre-denaturation 94 1 min 1

Denaturation 94 30 sec

Annealing 59 30 sec 30

Extension 72 30 sec

Post-extention 72 7 min 1

Temperature (℃) Reaction Time Cycle

Pre-denaturation 94 1 min 1

Denaturation 94 30 sec

Annealing 55 30 sec 30

Extension 72 30 sec

Post-extention 72 7 min 1

Table 3. Condition of reaction steps and PCR cycle of PagC gene

Table 4. Condition of reaction steps and PCR cycle of OmpS2 gene

13. 통계학적 분석

각 시험구 사이의 통계학적 유의성은 Student's t-test로 비교하여 P값을

측정하였고, P<0.05와 P<0.001 수준에서 유의성을 평가하였다.
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균주
FSW

910410
KE-1 KE-3 KE-5 SU100

AL

92448

ATCC

15947

ET

82015

LD50

bacterium cfu
10
4.2

10
1.7

10
1.6

10
4.1

>10
9.0

10
8.7

10
8.5

10
8.3

Ⅲ. 결과

1. 시험균의 반수 치사 농도 비교

시험균의 넙치에 대한 병원성 시험 결과는 Table 5에 나타나 있다. 시험

결과 KE-1이 10
1.7
, KE-3이 10

1.6
으로 독성이 가장 높았으며 FSW910410과

KE-5는 10
4.2
, 10

4.1
로비교적 독성이 낮았다. 이러한 시험 결과에 따라 LD50

값이 낮은 KE-1과 KE-3을 독성 균주로 FSW910410과 KE-5는 중간 정도

의 독성 균주로 그리고 LD50값이 10
6
보다 큰 SU100, AL92448,

ATCC15947과 ET82015를 비독성 균주로 구분하였다.

Table 5. LD50 on the olive flounder, Paralichthys olivaceus,

intraperitoneally injected with Edwardsiella tarda strains

cfu, colony forming unit. LD50 were calculated SPSS 10.0.
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2. 생화학적 특성

독성 균주와 비독성 균주의 생화학적 특성을 비교한 결과는 Table 6에

나타나 있다. 독성 균주와 비독성 균주 모두 일반적인 E. tarda의 성상과

동일한 결과를 보였다. 독성 균주와 비독성 균주 모두 TSIA에서 H2S와 가

스를 생성했지만 SU100을 제외한 나머지 비독성 균주가 독성 균주에 비해

H2S의 생성 정도가 높게 나타났다. Nitrate, Indole, Methyl red 모두

positive 반응을 보였으며 Citrate와 Voges-Proskauer test (Clark and

Lubs medium)에서는 negative 반응을 보였다. 당의 경우 Fructose,

Galactose, Glucose, Maltose, Mannose를 분해하여 positive 반응을 보였으

며 Lysine과 Ornithine (decarboxylase)는 positive, Arginine (dehydrolase)

은 negative 반응을 보였다.
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FSW

910410
KE-1 KE-3 KE-5 SU100

AL

92448

ATCC

15947

ET

82015

Motility + + + + + + + +

Catalase + + + + + + + +

Oxidase - - - - - - - -

TSIA

K/A

gas,

H2S

K/A

gas,

H2S

K/A

gas,

H2S

K/A

gas,

H2S

K/A

gas,

H2S

K/A

gas,

H2S

K/A

gas,

H2S

K/A

gas,

H2S

Nitrate + + + + + + + +

OF F F F F F F F F

Indole + + + + + + + +

Methyl red + + + + + + + +

Voges-Proskauer - - - - - - - -

Citrate - - - - - - - -

Arginine - - - - - - - -

Lysine + + + + + + + +

Ornithine + + + + + + + +

Arabinose - - - - - - - -

Adonitol - - - - - - - -

Dulcitol - - - - - - - -

Cellibiose - - - - - - - -

Fructose + + + + + + + +

Galactose + + + + + + + +

Glucose + + + + + + + +

Inositol - - - - - - - -

Lactose - - - - - - - -

Maltose + + + + + + + +

Mannitol - - - - - - - -

Mannose + + + + + + + +

Melibiose - - - - - - - -

Rafinose - - - - - - - -

Rhamnose - - - - - - - -

Salicin - - - - - - - -

Sorbitol - - - - - - - -

Sucrose - - - - - - - -

Trehalose - - - - - - - -

Xylose - - - - - - - -

Table 6. Biochemical characteristics of tested strains
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 FSW KE-1 KE-3 KE-5

910410

 SU100 AL92448 ATCC15947 ET82015

(a)

(b)

Fig 1. Growth and H2S production of the virulent (a) and the avirulent

Edwardsiella tarda (b) in TSIA.

H2S

product

H2S

product
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3. 염분 농도 및 pH에 따른 발육정도 비교

염분 농도 및 pH에 따른 발육 정도의 경우도 생화학 시험과 마찬가지로

독성 균주와 비독성 균주 상호간에 특이적인 차이는 나타나지 않았다. 염

분 농도의 경우 독성 균주와 비독성 균주 모두 0 %∼3 %까지는 매우 잘

성장했으며 4 %∼5 %에서도 비교적 잘 성장했다. 반면 6 % 이상의 염분

농도에서는 성장하지 못했다.

pH에 따른 성장의 경우 pH 4.0∼9.0 까지 모두 잘 자랐으며 비교적 낮은

pH인 pH 2.0∼3.0 에서도 어느 정도의 성장을 보였다.



- 23 -

Virulent strains Avirulent strains

NaCl
FSW

910410
KE-1 KE-3 KE-5 SU100

AL

92448

ATCC

15947

ET

82015

0 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

0.5 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

1 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

2 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

3 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

4 + + + + + + + +

5 + + + + + + + +

6 - - - - - - - -

7 - - - - - - - -

8 - - - - - - - -

Virulent strains Avirulent strains

pH
FSW

910410
KE-1 KE-3 KE-5 SU100

AL

92448

ATCC

15947

ET

82015

1 - - - - - - - -

2 + + + + + + + +

3 + + + + + + + +

4 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

5 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

6 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

7 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

8 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

9 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

Table 7. The effects of NaCl concentration in the alkali-peptone water

on the growth of Edwardsiella tarda

Table 8. The effects of NaCl concentration in the alkali-peptone water

on the growth of Edwardsiella tarda
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4. 점액 내에서의 생존능 비교

4.1. 체표 점액에서의 생존능

시험균의 체표 점액에서의 생존능은 Fig. 2에 나타내었다. 독성 균주와 비

독성 균주 모두 시간이 갈수록 그 수가 증가하였으며 특히 3 시간에서 12

시간 사이에는 급격히 증가하였다. 12 시간에서 24 시간 사이에는 비독성

균주는 독성 균주에 비해 성장이 둔화되거나 정지된 경향이 나타난 반면

독성 균주는 급격하게 증가해 생존능에서 약간의 차이를 보였다. 특히

Human type 균인 ATCC15947의 경우는 12 시간에서 24 시간 사이에 그

수가 감소하였다.
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Fig. 2. Survival ability of the virulent (a) and the avirulent Edwardsiella

tarda (b) in fish skin mucus.
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4.2. 장 점액에서의 생존능

시험균의 장 점액에서의 생존능은 체표 점액과는 다른 결과가 나타났다.

하지만 12 시간에서 24 시간 사이에 독성 균주는 균수가 눈에 띄게 증가한

반면 체표 점액에서의 생존능처럼 균수가 감소하거나 증감은 없었지만 비

독성 균주의 경우 독성 균주와 비교했을 때는 균수가 크게 증가하지 않아

장 점액에서의 생존능에서도 어느 정도의 차이를 보였다. 하지만 독성 균

주와 비독성 균주간에 두드러지는 차이는 나타나지 않았다. 그러나 장 점

액내 생존능에 있어 Human type 균인 ATCC15947의 경우는 12 시간에서

24 시간 사이에 그 수가 감소하는 경향이 나타났다.
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Fig. 3. Survival ability of the virulent (a) and the avirulent Edwardsiella

tarda (b) in fish intestine mucus.
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5. 위액과 담즙의 영향

5.1. 인공위액 및 배지에서의 생존능

시험균의 인공위액에서의 생존능은 Fig. 4에 나타나 있다. 인공위액

(SGF)에서 독성 및 비독성 균주 대부분이 지남에 따라 감소하였으며 TSB

를 pH 2.0으로 맞춘 배지에서도 독성 균주와 비독성 균주 모두 시간이 지

남에 따라 감소하는 결과가 나타났다.
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Fig. 4. Survival ability of the virulent (a) and the avirulent Edwardsiella

tarda (b) in SGF (pH 2.0).
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Fig. 5. Survival ability of the virulent (a) and the avirulent Edwardsiella

tarda (b) in TSB (pH 2.0).



- 31 -

5.2. 담즙에서의 생존능

시험균의 담즙에서의 생존능은 Fig. 6에 나타나 있다. 담즙에서는 독성 균

주의 경우 1 시간과 3 시간째에는 0 시간과 비교했을 때 큰 변화가 관찰되

지 않았다. 배양 6시간 후에는 독성균주는 0 시간째보다 증가하였으며 비

독성의 경우 4 균주 모두 0 시간보다 감소하였다.

배지에 균을 접종한 대조구와 비교했을 때는 독성 균주는 대조구에 비해

담즙 내에서는 성장속도가 더디게 나타났으며 비독성 균주는 대조구에 비

해 1 시간 째 이후부터는 균 수가 감소하는 경향이 나타났다.
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Fig. 6. Bile tolerance of the virulent (a) and the avirulent strains of

Edwardsiella tarda(b).
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Fig. 7. A comparison between the growth of Edwardsiella tarda in Bile

and Tryptic Soy Broth (TSB). (a) Growth of the virulent Edwardsiella

tarda KE-5; (b) Growth of the avirulent E. tarda ET82015.



- 34 -

Strain Serum survival ability
*

Viability

FSW910410 1.23 ± 0.01 R
†

KE-1 1.04 ± 0.03 R

KE-3 1.13 ± 0.04 R

KE-5 1.09 ± 0.04 R

SU100 0.96 ± 0.06 S
‡

AL92448 1.04 ± 0.03 R

ATCC15947 1.26 ± 0.07 R

ET82015 0.92 ± 0.07 S

6. 넙치 혈청에서의 생존능

6.1 넙치 혈청에 대한 저항성

넙치 혈청에 대한 E. tarda 독성 균주와 비독성 균주의 저항성 시험에서

는 SU100과 ET82015 균주를 제외한 나머지 균주는 모두 넙치 혈청에 대

해 저항성을 나타내었다.

Table 9. Viability in the serum of olive flounder, Paralichthys olivaceus

*
Serum survival ability was calculated by dividing the number of viable

bacterial cells after serum treatment (incubated for 1h) by the initial cells

before serum treatment.
†
R-serum resistance;

‡
S-serum sensitivity.
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6.2 넙치 혈청에서의 생존능

시험균의 혈청 내에서의 생존능 시험의 결과는 Fig. 8에 나타나 있다. 혈

청에서 독성 균주와 비독성 균주 모두 12 시간까지 균수가 증가하였으나

12 시간에서 24 시간 사이에 독성 균주의 경우 앞서 다른 시험과 마찬가지

로 여전히 증가하는 반면 비독성 균주의 경우 ET82015 균주를 제외한 나

머지 비독성 균주는 균수가 감소하는 경향이 관찰되었다. 특히 SU100의

경우 다른 비독성 균주와 비교했을 때 3 시간까지는 비슷한 균수의 증가를

보이다가 3 시간째 이후부터 12 시간까지 감소하며 그 이후에는 균수가 증

가하는 경향이 나타났다.
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Fig. 8. Survival ability of virulent (a) and avirulent strains (b) of

Edwardsiella tarda in olive flounder, Paralichthys olivaceus, serum.
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1 h
*

5 h
*

Virulent

FSW910410 80.8 ± 9.8 100.0 ± 5.4

KE-1 11.1 ± 1.4 60.7 ± 1.0

KE-3 10.0 ± 1.1 50.0 ± 7.6

KE-5 48.0 ± 2.3 81.6 ± 9.1

Avirulent

SU100 0.8 ± 0.0 7.5 ± 0.5

AL92448 0.1 ± 0.0 0.4 ± 0.0

ATCC15947 22.6 ± 0.7 16.5 ± 0.8

ET82015 1.7 ± 0.0 12.0 ± 0.4

ATCC7001 94.4 ± 0.8 88.9 ± 4.7

7. 시험균의 macrophage에 침입력 및 증식력

7.1. Internalization assay

E. tarda 독성 균주와 비독성 균주의 macrophage내로 시간이 갈수록 더

많이 침입할 수 있는지를 비교하였는데 이는 Table 7에 나타나 있다. 1시

간 배양했을 때의 균의 침입력과 5 시간 배양후의 침입력을 비교하였는데

ATCC15947 균주를 제외한 모든 독성 균주와 비독성 균주 모두 1 시간 배

양 후보다는 5 시간 배양 후에 macrophage 내로 들어간 균수가 증가하였

다. 그러나 비독성 균주의 경우 1 시간 배양은 물론 5 시간 배양 후의 균

수도 독성 균주에 비해 균수 변화가 아주 미미하였다.

Table 10. Internalization of the virulent and the avirulent strains of

Edwardsiella tarda in olive flounder, Paralichthys olivaceus, macrophage

*
Internalization is expressed as percentage of input bacteria surviving after

gentamicin treatment for 1h or 5h.
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7.2. Intracellular replication assay

macrophage 내로의 시간에 따른 침입력과 함께 macrophage 내로 침입한

후 각각의 시험균이 증식 할 수 있는지의 여부를 시험하였다. 배양 1시간

후 gentamicin을 처리하여 세포 바깥쪽에 균을 제거한 다음 macrophage

내의 균만을 시간마다 배양하여 그 결과를 Fig. 9에 나타내었다.

Macrophaages 내의 균의 증식 정도를 보면 앞선 침입력 시험과 마찬가지

로 독성균주는 시간이 감에 따라 증식의 정도가 확연히 눈에 띄는 반면

ET82015 균주를 제외한 나머지 비독성 균주의 경우 배양시간이 길어져도

증식하지 못하거나 감소하는 경향이 나타나 독성 균주와 비독성 균주간에

차이가 확연히 나타났다.
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Fig. 9. Intracellular replication of the vilulent (a) and the avirulent

strains (b) in macrophage.
*
Significant difference between Salmonella

cholerasuis and Edwardsiella tarda; P<0.05.
**
Significant difference between

Salmonella cholerasuis and E. tarda; P<0.001. Salmonella, Salmonella

cholerasuis ATCC7001.
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8. H2O2 감수성 시험

H2O2의 영향을 알아본 결과 독성 균주와 비독성 균주 모두 H2O2의 영향

을 받아 시간이 감에 따라 균수가 감소함을 알 수 있었다. 다만 비독성 균

주 중 AL92448의 경우 H2O2에 가장 민감하게 반응해 시간이 감에 따라

균수가 아주 급격히 감소함이 나타났다.
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Fig. 10. H2O2 susceptibility of the vilulent (a) and the avirulent strains

(b) of Edwardsiella tarda.
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9. 어체 내에서의 생존능

E. tarda 각 균주를 침지한 in vivo 시험에서 독성 균주의 경우 시간이 지

남에 따라 넙치의 체표와 장 점액에서 균수가 증가하는 반면 비독성 균주

의 경우 균수가 감소하는 결과가 나타났다. 이는 in vitro 시험에서 체표

점액의 경우 독성은 균수가 계속적으로 증가하는 반면 비독성은 감소하는

결과와는 일치하지만 장 점액의 경우에는 시간이 갈수록 독성 균주와 비독

성 균주 모두 증가한 in vitro 시험과는 반대로 비독성 균주의 경우 시간이

감에 따라 감소하는 결과가 나타났다.
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Fig. 11. Viability of the virulent and the avirulent Edwardsiella tarda in

olive flounder, Paralichthys olivaceus. (a) skin mucus of olive flounder;

(b) intestine mucus of olive flounder.
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9. OMP의 SDS-PAGE profile 비교

SDS-PAGE를 통해 OMP의 profile을 조사한 결과는 Fig. 12와 같다.

OMP를 SDS-PAGE 한 결과 전체적으로 비슷한 band가 관찰되었다. 그러

나 약 40 kDa 부근의 band에서 독성 균주의 경우 turbot 유래의 KE-5가

다른 독성 균주와는 다른 band 경향을 보였으며 비독성의 경우 AL92448

과 ATCC15947은 같은 경향을 보인 반면 ET82015는 비독성 균주가 아닌

다른 세 독성 균주 (FSW910410, KE-1, KE-3)와 유사한 band를 보였다.
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Fig. 12. Comparison between the OMP of the virulent and the avirulent

Edwardsiella tarda. lane 1, FSW910410; lane 2, KE-1; lane 3, KE-3;

lane4, KE-5; lane 5, SU100; lane 6, AL92448; lane 7, ATCC15947;

lane 8, ET82015; lane 9, Marker.
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10. OMP gene 비교

OMP protein gene으로 알려진 OmpS2 gene과 E. tarda의 독성과 관련 있

는 OMP gene으로 알려진 PagC gene을 독성 균주와 비독성 균주에서 확

인한 결과는 Fig. 13과 같다. 확인 결과 PagC gene의 경우 독성 균주와는

다른 size의 band를 비독성 균주에서 확인할 수 있었고 ET82015 균주의

경우에는 독성 균주와 같은 size의 band가 확인되었다. OmpS2 gene의 경

우도 PagC gene과 유사하게 독성 균주와 ET82015 균주에서는 OmpS2

gene의 band가 확인된 반면 나머지 비독성 균주에서는 band가 나타나지

않았다.
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Fig. 13. Comparison between the OMP gene of the virulent and the

avirulent Edwardsiella tarda. (a) PagC gene, (b) OmpS2 gene.



- 48 -

Ⅳ. 고찰

Edwardsiella tarda는 감염 숙주 범위가 광범위하며 어류의 경우 담수어

뿐 아니라 해수어에도 감염되는 병원체이다. E. tarda에 대한 많은 연구가

현재 수행 중이며 많은 연구 성과도 보고되고 있다. 이러한 E. tarda에 감

염된 넙치는 복수의 저류로 인한 복부 팽만 및 탈장의 증상을 보이며 괴사

와 농양을 형성하는데 이러한 부위의 조직세포와 식세포내에서 많은 수의

E. tarda 균이 증식되어 있는 것이 관찰된다 (Rashid et al., 1997).

본 연구에서는 E. tarda의 독성 균주와 비독성 균주의 차이가 어디에서

기인하는지를 알아보기 위해 체액성 요소와 세포성 요소에서의 각 균주의

생존능을 비롯한 여러 가지 특성을 비교 ∙ 검토해 보았다. 먼저 독성과 비

독성이라고 알려진 균주가 넙치에 있어서도 병원성을 동일하게 가지는지를

알아보기 위해 LD50 값을 측정하였다. 넙치 (Paralichthys olivaceus) 유래

의 독성 균주인 FSW910410, KE-1, KE-3, KE-5 모두 LD50 값이 10
4.4
보

다 작게 나타났으며 특히 KE-1 (10
1.7
)과 KE-3 (10

1.6
)이 높은 독성을 보였

다. 반면 blue gourami (Trichogaster trichopterus Pallas)에서 비교적 낮은

독성을 가진 균주인 SU100, AL92448, ATCC15947, ET82015는 LD50 값이

10
8.4
보다 크게 나타났으며 나머지 3 균주에 비해 SU100은 LD50 값이 10

9

보다 커 비독성 균주 중 가장 낮은 독성을 보였다.

넙치에 있어서 나타난 독성의 정도를 기준으로 나눈 E. tarda 독성 균주

와 비독성 균주에 대한 생화학적 특성과 같은 기본적인 성상 비교에서 독

성 균주와 비독성 균주의 생화학적 특성과 pH와 염분농도에 따른 발육 정

도를 비교해 보았다. 그 결과 SU100을 제외한 나머지 비독성 균주가 독성

균주에 비해 H2S 생성 정도가 높다는 차이를 제외하고는 독성 균주와 비
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독성 균주 간에 어떠한 차이도 보이지 않았다.

E. tarda의 감염 부위는 아가미나 장관, 체표와 같이 외부 환경과 접하고

있는 부위로 알려져 있으며 이러한 감염 경로로 들어가 증식함에 있어서

E. tarda 독성 균주와 비독성 균주가 차이가 있다고 보고되고 있다 (Ling

et al., 2001). 어류의 경우 상피세포 점액이 아가미, 장관, 체표 표면을 덮

고 있으며 이 같이 넓은 범위에 퍼져있는 점액은 외부 환경에 존재하는 병

원체로부터 어류를 보호하는 첫 번째 방어선이다 (Aranishi et al., 2000).

이번 연구에서 체표 점액에서의 생존능은 독성 균주의 경우 24 시간까지도

계속 성장하는 반면 비독성 균주의 경우 12∼24 시간 사이에 균의 성장이

정체되거나 감소하는 결과가 나타났다. 특히 Human type인 ATCC15947

의 경우는 24 시간째에 감소하는 경향을 보였다. 그러나 장 점액에서의 생

존능은 체표 점액에 비해 그 경향이 뚜렷하게 나타나지는 않았다. Ling et

al. (2001)에 따르면 entry sites 중에서 비독성 균주의 경우 다른 entry

sites에 비해 장관 쪽에 그 비율이 높은 반면 독성 균주의 경우 모든 entry

sites에 골고루 관찰되었다고 하여 본 연구의 장 점액에서 독성 균주와 유

사하게 비독성 균주 역시 잘 생존한 것이 일치한다고 볼 수 있다.

인공 위액 (SGF)과 pH를 인공 위액과 같은 2.0으로 맞춘 TSB에서의 생

존능에서 시간이 지남에 따라 독성 균주와 비독성 균주 모두 감소했다. 그

와 비슷한 예로 낮은 pH에서 Shigella flexneri를 비롯한 장내세균이 시간

이 지남에 따라 균수가 감소하는 경향이 나타났다는 Jed Gorden et al.

(1993)의 보고가 있다.

담즙에서의 생존능은 대체적으로 독성 균주가 시간이 갈수록 증가한 반면

비독성 균주의 경우 감소하는 경향을 나타냈다. Lilian et al. (2007)은 0.15

% bile salt mixture와 0.15 % bile salt conjugate 처리한 구간에서 담즙을

처리하지 않은 구간에서보다 Bacteroides fragilis의 성장이 0 시간 이후부
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터 7 시간까지 더 낮아 균의 성장이 지연된다고 보고하고 있으며

Hyronimus et al. (2006) 역시 lactic acid bacteria인 Bacillus coagulans와

Bacillus racemilacticus가 담즙을 처리한 구간에서 균의 성장이 지연된다고

보고하고 있다. 본 연구에서 독성 균주와 비독성 균주의 담즙에서의 생존

능을 대조구와 비교하였을 때 독성 균주의 경우 성장이 지연되는 결과가

나타났으나 비독성 균주의 경우 시간이 갈수록 대조구와는 달리 균수가 감

소하는 결과가 나타났다. 이는 0.15 % 혹은 5 % 등 담즙 첨가 실험구와는

달리 담즙 원액에 균액을 섞어 시험한 것과 관련이 있는 것으로 생각된다.

넙치 혈청에서의 생존능의 경우 체표 점액과 마찬가지로 독성 균주는 12

∼24 시간 사이에 급격히 그 균수가 증가하는 반면 ET82015를 제외한 나

머지 비독성 균주의 경우 균수가 감소하는 경향이 관찰되어 독성 균주와

비독성 균주간에 혈청내에서의 생존능 차이가 나타났다.

특히 앞선 체액성 방어 인자에 대한 독성 균주와 비독성 균주의 생존능

보다는 세포성 방어 인자에 대한 독성과 비독성 균주의 생존능에서 확연한

차이가 나타났다. 넙치에서 분리한 macrophage 내로의 침입 시험에서 배

양 1 시간째에 비해 5 시간째에 독성 균주는 그 균수가 눈에 띄게 증가한

반면 비독성 균주의 경우 독성 균주와 비교했을 때 균수의 증가가 미미했

고 배양 시간이 지나도 그 증가폭은 크지 않았다. macrophage 내에 들어

간 다음 증식에 있어서도 독성 균주는 0 시간째에 비해 3시간째에 그 균수

가 증가한 반면 ET82015 균주를 제외한 나머지 비독성 균주는 그 균수가

아주 소폭 증가하거나 (SU100) 감소해 전체적으로 독성과 비독성 균주간

에 확연한 차이가 나타났다. H2O2에 대한 감수성의 정도를 비교해 보았을

때는 독성 균주와 비독성 균주 모두 H2O2에 감수성을 보여 시간이 감에

따라 균수가 감소하는 경향이 나타났다. 특히 비독성 균주 중 AL92448 균

주의 감소폭이 컸다. 다른 연구에서도 이와 비슷한 결과를 보고되고 있는



- 51 -

데 Sarinivasa et al. (2001)는 균의 증식 정도가 독성 균주에 비해 비독성

균주가 작으나 독성과 비독성 E. tarda 균주 모두가 blue gourami의

macrophage 내에서 시간이 갈수록 증가한다고 보고하였으며 Ishibe et al.

(2007)은 Japanese flounder (Paralichthys olivaceus)의 복강 macrophage에

서 독성이 높은 균주는 살아남을 뿐 아니라 시간이 갈수록 증식하는 반면

독성이 낮은 균주는 이러한 능력을 가지지 못한다고 보고하였다. 이는 E.

tarda 균주가 phagocyte-mediated killing과 H2O2에 저항성을 가지는데 관

여하는 catalase (KatB)가 독성 균주에는 존재하지만 비독성 균주에는 존

재하지 않으며 (Srinivasa et al., 2003) macrophage 내의 ROIs의 생성에

있어 독성 균주에 비해 비독성 균주가 더 많은 양의 ROIs의 생성을 보여

(Sarinivasa et al., 2001) macrophage 내에서 비독성 균주가 더 많이 살균

되는 것으로 보인다.

숙주에 대항한 세균성 방어 작용과 부착과 침입 및 숙주 세포의 조절에

작용한다고 알려진 OMP의 SDS-PAGE profile을 조사하고 OMP gene의

primer를 설계해 band를 확인해보았다. OMP의 SDS-PAGE 결과 독성 균

주와 비독성 균주 모두 전체적으로 비슷한 band가 관찰되었다. 그러나 약

40 kDa 부근의 band에서 독성 균주의 경우 가자미 유래의 KE-5가 넙치

유래의 다른 독성 균주와는 다른 band 경향을 보였으며 비독성의 경우

AL92448과 ATCC15947은 같은 경향을 보인 반면 ET82015는 비독성 균주

가 아닌 다른 세 독성 균주 (FSW910410, KE-1, KE-3)와 유사한 band를

보였다. 비독성 균주 중 AL92448과 ATCC15947의 경우 약 40 kDa 부근의

band가 다른 균주와는 다르게 나타났다. OMP gene의 PCR의 경우 혈청과

macrophage에서 독성 균주와 유사한 경향을 보였던 ET82015 균주만이 독

성과 같은 PagC와 OmpS2 gene band가 확인되었으며 나머지 비독성 균주

의 경우 band 크기가 다르거나(PagC) band가 나타나지 않았다(OmpS2).
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균주별로 살펴보면, Human type인 ATCC15947의 경우에는 다른 독성이

나 비독성 균주와는 다르게 체액성 요소인 넙치의 체표 ∙ 장 점액에서 12

∼24 시간째에 균수가 감소하였으며 세포성 요소인 macrophage로의

internalization에서도 1 시간째에 비해 5 시간째에 침입하는 균수가 감소하

는 경향이 나타나 human 유래의 균주와 어류 유래의 균주간에 숙주 특이

성이 존재한다고 추측할 수 있었다. 어류의 경우 넙치의 체액성 및 세포성

요소에서 넙치 유래의 독성 균주인 FSW910410, KE-1, KE-3과 turbot 유

래의 독성 균주인 KE-5 균주간에 뚜렷한 차이는 나타내지 않았다. 그리고

blue gourami를 통한 병원성 평가에서 비독성으로 분류된 AL92448과

ET82015 및 뱀장어 사육수에서 분리된 비독성 균주인 SU100 역시 넙치에

있어서는 아주 낮은 병원성을 나타내는 비독성 균주로 분류되었다. 뱀장어

에서 분리된 ET82015의 경우 넙치나 담수어(뱀장어, blue gourami 등)에

서는 병원성이 아주 낮은 균주로 나타났으나 혈청에서의 생존능이나

macrophage 내에서의 증식력에 있어서는 독성 균주와 유사한 경향을 나타

내어, 혈청 내에서의 생존능이나 macrophage 내에서의 생존 능력에 관여

한다고 알려진 PagC gene과 porin superfamily의 일반적인 motifs를 포함

하는 OMP의 아마노산을 code하는 OmpS2 gene에 대해 조사해 보았다. 그

결과 OmpS2 gene에서 ET82015 균주는 다른 비독성 균주와는 달리 band

가 나타났으며 크기도 독성 균주의 band 크기와 일치했다. PagC gene의

경우도 마찬가지로 ET82015만이 다른 비독성 균주와는 다른 band가 나타

났으며 이는 독성 균주의 것과 일치했다. 따라서 이러한 유전자들이 혈청

이나 macrophage 내에서의 생존 능력에 관여한다는 것을 알 수 있었으며

이러한 유전자가 독성 균주와 마찬가지로 존재함에도 불구하고 ET82015가

어류에 있어 낮은 병원성을 가지는 이유는 차후 더 연구해 볼 필요가 있다

고 생각된다.
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Ⅴ. 요약

Edwardsiella tarda는 Enterobacteriaceae에 속하는 Gram-negative

bacteria 이다. E. tarda는 폭넓은 숙주를 가지며 어류의 경우 해산어와 담

수어 모두에 Edwardsiellosis를 유발하는 병원체이다. 이번 연구에서는 이

러한 E. tarda 독성 균주와 비독성 균주가 숙주인 넙치 내부로 침입하는

능력을 비교해 보고자 하였다. 독성 균주와 비독성 균주의 병원성을 확실

하게 하기 위해 넙치로 LD50 값을 측정하였는데 총 8균주 중 4 균주가

LD50값이 10
4.2
보다 작은 독성균주로, 나머지 4 균주는 LD50 값이 10

8.4
보다

큰 비독성 균주로 나타났다. 생화학적 성상이나 염분농도, pH에 따른 차이

는 보이지 않았다. 넙치의 체표 점액에서는 12 ∼ 24 시간 사이에 독성 균

주는 균수가 증가하는 반면 비독성 균주는 감소하거나 성장이 정지되어 독

성 균주와 비독성 균주간에 차이를 보였다. 장 점액에서는 12 ∼ 24 시간

사이에 독성 균주는 급격히 균수가 증가한 반면 비독성 균주의 경우 균수

가 아주 천천히 증가하는 것이 관찰되었다. 담즙에서 생존능에서 배양 6

시간째에 비독성 균주의 경우 0 시간째에 비해 감소하였으며 독성 균주의

경우 증가하는 경향이 관찰되었다. 혈청에서의 생존능의 경우도 체표 점액

과 유사하게 독성 균주는 12 ∼ 24 시간에 균수가 증가한 반면 ET82015를

제외한 나머지 비독성 균주는 그 균수가 감소하였다. macrophage 내로의

침입력과 증식력에 있어서는 독성 균주의 경우 침입력의 정도도 높을 뿐더

러 침입 후의 증식력도 큰 것으로 나타났으나 비독성 균주의 경우 침입력

도 미미하였으며 시간이 지나도 침입력에 큰 변화가 나타나지 않았다. 증

식력에 있어서도 ET82015 균주를 제외한 나머지 비독성 균주는 시간이 지

나도 macrophage 내에서 증식하지 못하고 균수가 감소함을 알 수 있었다.
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지방 해양청에 계신 박헌식, 황미혜, 최현숙 선배님과 항상 후배들에게 든

든한 힘이 되어 주신 국립 수산물 품질 관리원에 계신 이상윤, 손영찬, 강

민진, 성명희, 최혜정, 최광진, 김은전 선배님과 국립 경상대학교 박찬일 교

수님과 저의 실험에 기초를 제공해 주시고 많은 것을 가르쳐주신 국립 전

남대학교 김도형 교수님께 감사드립니다.

부족한 저를 항상 가르쳐 주시느라 2년 동안 고생이 너무 많으셨던 사수

이신 우승호 선배님과 저에게 많은 조언과 함께 여러모로 애써주시고 논문
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도 보내주신 멀리 중국에 계시는 이화 선생님께 감사드립니다. 또한 멀리

서 항상 지켜봐주시고 신경써주시는 김수미, 이진희, 한현자, 김현정, 황성

돈 선배님께 감사드립니다. 졸업논문을 같이 준비하면서 고생이 많았던 만

큼 더 친해질 수 있었던 손새봄 학우님과 저의 질문에 상세히 답변해주시

고 또 조언해주신 김이경, 원경미 선배님과 지금은 지방 해양수산청 통영

사무소에 계신 홍미주 선배님께 감사드립니다. 열심히 공부하면서 자기 길

을 가고 있는 이준희 학형님, 김수현, 정영은 후배님과 실험을 도와주느라

애 많이 써준 서미영 후배님을 비롯해 균 카운팅을 하느라 매일 고생한 박

효진, 조교희, 최민지, 한상윤 후배님, 항상 다그치기만 해서 미안한 엄용환

학형님 그리고 항상 열심히 실험실 생활을 하고 있는 김승훈, 김지원, 황분

옥, 김다영, 김전진, 김민철, 오상현 후배님께 감사드립니다.

학교는 달라도 같이 대학원 생활의 동고동락을 같이한 제 친구 현숙이와

항상 제 든든한 버팀목이 되어준 리향이, 연주, 주영이, 문희, 수영이, 현남

이, 은주에게 감사드리며 마지막으로 제가 대학원을 간다고 했을 때도 제

게 아무런 나무라는 말씀 없이 묵묵히 성원해주고 지금껏 열심히 저를 뒷

바라지 해주시느라 힘드셨을 아빠와 엄마, 그리고 늘 저의 친구 같은, 이제

는 두 이쁜 조카의 엄마인 유미 언니와 항상 누나에게 기운을 북돋아준 착

한 동생 건우에게 이 논문을 빌어 감사의 말을 전하고 싶습니다.

마지막으로 이 장을 빌어 지금의 제가 있게 도와주시고 격려해주시고 관

심을 가져 주신 모든 분께 감사의 인사를 드리며 항상 감사하는 마음으로

더 열심히 노력하는 모습으로 보답하며 살아가겠습니다.
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