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Edwardsiella tarda는 edwardsiellosis의 원인균

으로 복부팽만과 탈장, 간과 신장의 농양 형성

등 전신적 증상을 나타내며, 많은 담수어와 해산

어에 질병을 일으킨다 (Kusuda and Kawai,

1998). 이처럼 폭넓은 어종에 감염되어 질병을

유발하는 E. tarda는 피부, 아가미, 경구 등의 손

상부위를 통해 감염된다고 알려져 있지만 (Ling

et al., 2001), 감염에 있어 virulence factor가 어떻

게 작용하는지에 관한 정보가 거의 없으며 병원

성 기작과 침입 경로도 분명치 않다. 

넙치, Paralichthys olivaceus의 비특이적 방어기작에 대한
Edwardsiella tarda 균의 반응
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This paper aims to compare difference with the in an ability of their resistance and survival against in
a non-specific defence mechanism of the olive flounder, between the virulent and the avirulent E. tarda
strains. The tested E. tarda strains, we divided into the virulent and the avirulent strain groups on the basis
of a value of 50% lethal dose (LD50) for the olive flounder weighed 10.3 g in average. The strains of LD50

101.6~104.2 cfu/fish were grouped as virulent strains, such as KE-1, KE-3, KE-5 and FSW910410. The
group of avirulent strains as LD50 exceeded 108.7 cfu/fish were included the strains, SU100 and AL92448.
A test was conducted to understand the survival ability of each strain in the mucus of the skin and the intes-
tine of olive flounders. The results showed KE-1, KE-3, KE-5 and FSW910410 were highly to survive
between 6 hours and 24 hours in intestine. The survival ability in the bile of olive flounder the number of
avirulent strains declined during incubation but the virulent strain showed the number of alive bacteria hav-
ing sustained or increased. In the test for the survival of bacteria in fresh sera of olive flounder, the virulent
strains also had tendency to multiply. Concerning the tested bacteria internalization into the head kidney
macrophages and the intracellurar replication in the macrophages of olive flounder. The virulent strains
exhibited strong internalization, followed high rate replication. According to the results, virulent strains of
E. tarda revealed more ability to resist and survive in the face of humoral and cellular defence factors than
avirulent strains. 
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ney macrophage.
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Ling et al. (2001)은 E. tarda의 in vitro 시험에서

독성 균주 및 비독성 균주 모두 세포 내에 침입

할 수 있음을 밝힌 바 있다. Green fluorescent

protein (GFP)를 이용하여 E. tarda의 독성 균주

및 비독성 균주가 어류의 비늘, 아가미, 장관 등

에 침입하는지에 대해 연구한 결과 독성 균주가

비독성 균주에 비해 어류 내에 더 많이 들어가

는 것을 확인하였다. 이러한 현상과 연관 지을

수 있는 것은 모든 감염경로의 표면이 점액으로

덮여 있으며, 이 점액은 병원체의 침입을 방지하

는 1차 방어선 역할을 하고 있다는 점이다. 이를

위해서 점액에는 라이소자임 같은 효소나 다른

항균성 단백질이 들어있어 생체 방어 작용을 하

고 있다 (Oren and Shai, 1996; Cole et al., 1997;

Dalmo et al., 1997; Ebran et al., 2000; Patrzykat et

al., 2001). 또한 E. tarda와 같이 세포내 기생성

세균 (intracellular pathogen)으로 알려져 있는 세

균들은 식세포에 식균되더라도 세포내에서 증

식하고, 이러한 식세포를 통해 혈액내로 운반되

므로 (Díaz-Rosales et al., 2006; Han et al., 2006)

이를 감염에 이용할 수도 있을 것이다.

본 연구에서는 독성 및 비독성 E. tarda 균주의

넙치에 대한 병원성을 확인하고, 이들 균주의 독

성 강도가 넙치의 체액성 및 세포성 방어기작에

미치는 영향을 비교해보고자 하였다. 체액성 방

어기작 측정을 위하여 체표 및 장 점액, 담즙 및

혈청 등에서의 생존능을 확인하고 세포성 방어

기작을 측정하기 위하여 두신 macrophage 내로

의 침입 (internalization) 능력과 세포 내 증식 (in-

tracellular replication) 능력에 대하여 시험하였다.

재료 및 방법

시험 균주

시험 균주 중 E. tarda 독성 균주는 국내 여러

지역에서 사육된 넙치와 turbot으로부터 분리된

균을 사용하였으며 비독성 균주인 AL92448은

Singapore National University에서 분양받아 사용

하였다 (Table 1).

시험어

병원성 시험에 사용한 넙치는 경북 포항 소재

의 양식장에서 사육 중인 건강한 넙치를 분양받

아 사용하였으며 평균 체중은 10.5±1.3 g이었

다. 혈청, 담즙 및 점액 분리에 사용한 넙치 (평

균체중 345±20 g)는 부산 기장 소재 양어장으

로부터 분양받은 것을 사용하였다. 시험어는 연

구실의 실내 사육조에 옮긴 후 수온 22�23℃에

서 반유수식으로 관리하였으며 시험 전 1주일간

순치하여 실험에 사용하였다.

넙치에 대한 시험균의 병원성 비교

사용한 E. tarda 균주의 병원성 정도는 반수치

사농도 (LD50)로써 평가하였다. 각 시험구 당 10

마리의 시험어를 사용하여 2 반복구로 실험하였

다. Tryptic Soy Agar (TSA, Difco)에서 27℃, 24시
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Table 1. Bacterial strains used in this study

Strains Source location Reference

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

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

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

FSW910410 Olive flounder, Paralichthys olivaceus Geoje, 1991 Han et al. (2006)

SU100 Eel pond water Shizuoka (Japan), 1980 Park et al. (1983)

AL92448 Unknown AU* Ling et al. (2000)

*AU, Department of Fishery, Auburn University.



간 배양한 각 시험균을 멸균 생리식염수에 다양

한 농도로 현탁하여 준비하고, 준비 균액 0.1 ㎖

를 실험 넙치의 복강에 주사하였으며, 대조구는

멸균 생리 식염수 0.1 ㎖을 복강 주사하였다. 시

험어의 사육 수온은 22.7±1.0℃로 유지하며 10

일간 폐사량을 측정하였다. 폐사어는 폐사 원인

을 확인하기 위하여 해부 후 병원균 재분리 시

험을 수행하였다.

체표 점액 내에서의 생존능

체표 점액은 Ræder et al. (2007)의 방법에 따

라 분리하였다. 넙치 체표를 paper towel로 가볍

게 눌러 수분을 제거한 후 체표 점액을 슬라이

드 글라스로 긁어 모은 다음 이 점액의 2 배에

해당하는 0.1M phosphate buffered saline (PBS,

pH 7.2)를 넣고 균질화하였다. 이를 14,000×g,

15분 동안 4℃에서 원심 분리한 다음 상징액을

0.22 ㎛ pore size의 syringe filter (Corning Inc.)로

여과하여 체표 점액 시료로 사용하였다. 점액 내

생존능은 Kim et al. (2006)의 방법으로 시험하였

다. 각 시험 균주를 Tryptic Soy Broth (TSB, Dif-

co)에 27℃, 24시간 배양한 후 원심 분리하여 균

을 모은 다음 0.1M PBS로 3회 세척하였다.

0.1M PBS로 시험균의 농도를 조절한 다음 시험

균액으로 사용하였으며, 이 시험 균액과 체표 점

액 시료를 1 : 4 의 비율로 혼합하여 시험균의 최

종 농도가 1×105 cfu/㎖이 되도록 하였다. 이 혼

합액을 25℃에 배양하면서 0, 1, 3, 6, 12 및 24시

간 마다 Miles and Misra (1938)의 방법에 따라

생균수를 측정하였다.

장 점액 내에서의 생존능

절취한 넙치의 장을 petridish 내에 놓고 0.1M

PBS로 장 안의 내용물을 세척하여 제거하고 장

점액을 해부용 칼로 긁어서 모았다. 모은 장 점

액은 측정량의 2배에 해당하는 0.1M PBS를 넣

고 균질화하였다. 이 균질화된 액을 10,000×g,

10분간 4℃에서 원심 분리한 다음 상징액을 분

리하고, 이를 다시 15,000×g, 15분간 4℃에서

원심 분리하여 최종 상징액을 0.22㎛ pore size의

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

시료로 사용하였다. 장 점액 내에서의 세균 생존

능 시험은 체표 점액 내에서의 생존능 시험과

동일한 방법으로 시험하였다.

담즙에서의 생존능

담즙은 넙치의 담낭을 무균적으로 절취한 다

음 1회용 주사기로 뽑아내어서 e-tube에 모은

후, -20℃에서 보관하며 1주일 이내에 필요에 따

라 해동시켜 시험에 사용하였다. TSB에 27℃, 24

시간 배양한 시험균을 원심 분리하여 모은 다음

0.1M PBS로 3회 세척하였다. 0.1M PBS로 조정

한 시험 균액을 넙치로부터 분리한 담즙과 1 : 9

의 비율로 섞어 최종 균수가 1×106 cfu/㎖이 되

게 하였다. 이를 25℃에서 배양하면서 0, 1, 3 및

6시간마다 생균수를 측정하였다. 

넙치 혈청에서의 생존능

실험 넙치를 마취(아미노안식향산 에틸, 50 ppm)

하여 미부 정맥으로부터 채혈하였다. 채혈한 혈

액은 상온에서 1시간 방치한 후 이를 4℃에 2시

간 정치해 둔 다음 6,000rpm에서 15분간 원심

분리하여 얻은 상징액을 신선혈청 시료로 사용

하였다. 넙치 혈청에 대한 E. tarda 균의 생존능

시험은 Leung et al. (1994)의 방법에 따랐다. 각

시험 균주를 TSB에 27℃, 24시간 배양한 다음

원심 분리하여 균을 모은 후 0.1M PBS로 세척하

였다. 0.1M PBS로 조정한 시험 균액과 혈청을 1 :

1 비율로 섞어 최종 균수가 1×106 cfu/㎖이 되게

하였으며 이 혼합액을 25℃에 배양하면서 0, 1, 3,

6, 12 및 24시간마다 생균수를 측정하였다.

넙치 두신 macrophage의 분리

넙치 두신 macrophage는 Secombes (1996)의

방법에 따라 분리하였다. 넙치 미부 정맥으로부

터 채혈하여 순환 혈액을 제거한 후 무균적으로
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넙치 두신을 적출한 다음 2% FBS, 1% peni-

cillin/streptomycin 및 heparin 10 units/㎖이 첨가

된 L-15 medium (Sigma, pH 7.2) 2 ㎖씩 분주한

멸균 petridish에서 nylon membrane을 사용하여

적출한 두신을 마쇄하여 세포 현탁액을 준비하

였다. 이 세포 현탁액을 실리콘 처리한 시험관에

미리 분주해 둔 34%와 51% percoll 용액 위에

조심스럽게 중층시킨 다음 500×g에서 30분간

원심 분리하여 백혈구를 분리하였다. 분리한 백

혈구를 L-15 medium으로 2회 세척한 다음 0.1%

tryphan blue로 viability를 관찰한 후 1×107 cells/

㎖로 조정한 것을 두신 macrophage 현탁액으로

시험에 사용하였다.

Macrophage 내로의 침입력

시험은 Tang et al. (1993)의 방법으로 행하였다.

96-well plate의 각 well에 1×107 cell/㎖로 조정된

두신 macrophage 현탁액 0.1 ㎖ 씩 넣고 20℃, 2

시간 동안 배양하여 macrophage를 부착시켰다.

비부착 세포를 제거하기 위해 L-15 medium으로

2회 세척하고 1×107 cfu/well로 맞춘 시험 균액

을 각 well에 0.1 ㎖ 씩 첨가하고 150×g, 5분간

원심 분리하여 시험균이 macrophage monolayer

에 부착하도록 하였다. well-plate는 20℃에서 1

시간 및 5시간 동안 각각 배양한 후 각 well 내

의 세포배양액을 제거하였다. macrophage 외부에

존재하는 세균은 gentamicin (최종 농도 100 ㎍/

㎖)을 첨가하여 1시간 동안 반응시킨 후 2회 세

척을 통하여 제거하였으며, 0.2% Tween 20을 함

유한 멸균 증류수 50 ㎕를 첨가하여 macrophage

를 파괴해서 세포 내에 존재하는 세균을 유출시

켰다. 이 용액 내의 세균 수는 상기의 균수 측정

방법에 따랐으며, 평가는 아래의 식에 따랐다.

Internalization rate (%) = (Bacterial cell number af-

ter 1 hr or 5 hr incubation/ Bacterial cell number at

0 hr incubation)×100

Macrophage 내에서의 증식력

시험균의 macrophage 내 증식률은 Leung and

Finlay (1991) 방법을 수정하여 실험하였다. 1×

107 cells/㎖로 조정된 macrophage 현탁액을 96-

well plate의 각 well에 0.1 ㎖씩 분주하고 20℃에

서 2시간 동안 배양하여 비부착 세포를 제거한

다음 macrophage monolayer를 만들었다. 최종 농

도가 1×107 cfu/well이 되도록 시험균액 0.1 ㎖

씩 첨가하여 150×g에서 5분간 원심 분리한 후

20℃, 1시간 배양하였다. 배양 후에 상징액과 세

균의 제거는 상기의 방법에 따랐으며, 배양액을

넣은 다음 이를 0, 1 및 3시간째에 0.2% Tween

20을 함유한 멸균 증류수 50 ㎕를 첨가하여

macrophage를 파괴시키고 이 용액을 단계 희석

하여 세균 수를 측정하였다.

통계학적 분석

각 시험구 사이의 통계학적 유의성은 Student's

t-test로 비교하여 P값을 측정하였고, P<0.05와

P<0.001 수준에서 유의성을 평가하였다.

결 과

반수치사농도 (LD50) 비교와독성및비독성균주구분

시험균주 중 KE-1과 KE-3의 LD50이 각각 101.7

과 101.6 cfu/fish로 독성이 높았으며, FSW910410

과 KE-5의 LD50은 각각 104.2과 104.1 cfu/fish로 독

성이 비교적 낮았다 (Table 2). LD50 값의 결과에

따라 KE-1, KE-3, KE-5 및 FSW910410을 독성

균주 (virulence strains)로 구분하였으며, LD50 값

이 106 cfu/fish보다 큰 SU100과 AL92448을 비

독성 균주 (avirulence strains)로 구분하였다.

체표 점액 내에서의 생존능

독성 및 비독성 균주 모두 시간이 경과할수록

체표 점액 내에서 균수가 증가하였으며, 특히 3

시간에서 12시간 사이에는 급격히 증가하였다.

반응 6시간에서 24시간 사이에 독성 균주 (KE-1,

KE-3, KE-5 및 FSW910410)의 균수는 비독성 균
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주에 비하여 유의적 증가가 확인되었으며, 특히

강한 독성을 가지는 KE-1과 KE-3 균주는 약독성

을 나타내는 KE-5와 FSW910410에 비하여 균수

의 유의적 증가가 확인되었다 (P<0.001). 비독성

균주인 AL92448과 SU100의균수는변화가 거의

없거나감소되는경향을나타내었다 (Table 3).

장 점액에서의 생존능

독성 및 비독성 균주 모두 시간 경과에 따른

균수 변화가 체표 점액에서의 시험 결과와 유사

한 경향을 나타내었다. 장 점액과의 반응 6시간

이후부터 균수가 급격히 증가하였으며 독성 균

주의 균수 증가가 비독성 균주의 균수 증가에

비하여 유의적 차이를 나타내었다 (P<0.001). 그

리고 비독성 균주 (AL92448과 SU100)의 균수

증가가 독성 균주들에 비하여 12시간에서 24시

간 사이에 유의적으로 둔화되는 것이 관찰되었

다 (Table 4).
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Table 2. 50% lethal dose (LD50) on the olive flounder, Paralichthys olivaceus, intraperitoneally injected with Edwardsiella
tarda strains

Strains
Virulence Avirulence

KE-1 KE-3 KE-5 FSW910410 SU100 AL92448

LD50 (cfu/fish) 101.7 101.6 104.1 104.2 >109.0 108.7

Table 3. Survival ability of the virulent and the avirulent Edwardsiella tarda in the olive flounder, Paralichthys olivaceus
skin mucus (P<0.001)

Strains
Survival ability (No. of bacterial cells)

0 hr 3 hr 6 hr 12 hr 24 hr

KE-1 2.3×105±2.0×104 a 2.7×105±2.3×104 ab 8.4×105±5.5×104 cd 5.6×106±6.0×105 fg 1.7×107±2.3×106 ghi

KE-3 2.1×105±1.7×104 a 3.1×105±2.3×104 ab 1.1×106±5.8×104 d 6.1×106±1.5×105 fg 2.3×107±2.3×106 i

KE-5 2.3×105±1.0×104 a 3.0×105±1.5×104 ab 3.3×105±1.5×104 b 1.6×106±1.2×105 e 6.1×106±2.3×105 g

FSW910410 2.2×105±1.5×104 a 3.0×105±2.0×104 ab 6.4×105±1.0×104 c 4.0×106±5.8×104 f 1.1×107±4.6×106 ghi

SU100 2.0×105±1.5×104 a 3.5×105±4.2×104 ab 5.8×105±4.5×104 c 5.9×106±2.0×105 g 9.2×106±4.0×105 h

AL92448 2.0×105±2.1×104 a 2.9×105±1.2×104 ab 1.9×106±1.0×105 e 6.8×106±6.1×105 efg 9.3×106±2.3×106 ghi

Table 4. Survival ability of the virulent and the avirulent Edwardsiella tarda in the olive flounder, Paralichthys olivaceus
intestine mucus (P<0.001)

Strains
Survival ability (No. of bacterial cells)

0 hr 3 hr 6 hr 12 hr 24 hr

KE-1 2.4×105±5.8×103 a 3.3×105±1.5×104 b 3.4×106±6.7×105 d 4.4×1010±3.0×109 ij 1.5×1011±1.2×1010 k

KE-3 2.0×105±2.1×104 a 3.7×105±2.0×104 bc 4.0×106±2.1×105 d 2.2×1010±3.5×109 g 1.1×1011±1.7×1010 jk

KE-5 1.8×105±1.5×104 a 3.0×105±2.0×104 b 2.0×106±3.6×105 d 3.6×109±2.1×108 f 1.3×1011±1.0×1010 k

FSW910410 2.3×105±1.0×104 a 4.2×105±5.8×103 c 3.5×106±1.2×105 d 3.2×1010±2.0×109 hi 2.8×1011±5.8×109 l

SU100 1.7×105±1.2×104 a 3.8×105±2.0×104 bc 2.8×106±6.0×105 d 1.6×1010±5.8×108 g 4.5×1010±2.5×109 j

AL92448 1.9×105±2.5×104 a 3.1×105±5.8×103 b 7.7×106±8.5×105 e 2.5×1010±1.2×109 h 6.3×1010±4.5×109 ij



담즙에서의 생존능

담즙과의 반응에서 독성 균주와 비독성 균주

는 반응 개시 후 곧 비독성 균주의 균수 감소가

나타나기 시작하여 반응 3시간째에 독성 균주와

비독성 균주 사이에 균수의 유의적 차이를 나타

내었다 (P<0.001). 그러나 독성 균주는 반응 후

1시간과 3시간째에 0시간째와 비교하여 큰 변

화가 관찰되지 않다가 배양 6시간 후에 독성 균

주인 KE-1, KE-3 및 KE-5의 균수가 증가하는

경향을 나타내었고 특히 강독성 균주인 KE-3의

균수 증가가 두드러졌다. 비독성 균주인

AL92448과 SU100의 균수는 감소하였으며, 특

히 SU100의 균수 감소가 두드러지게 나타났다

(Fig. 1). 

넙치 혈청에서의 생존능

넙치 혈청과의 반응 후 독성 균주 모두와 비

독성 균주인 AL92448의 혈청 내 균수는 3시간

째부터 급격히 증가하였다. 다만 독성 균주 중

약독성 균주인 KE-5의 균수 증가는 다른 독성

균주에 비하여 유의적으로 낮았으나 반응 12시

간째 이후에는 다른 독성 균주의 증식 특성과

유사한 것으로 관찰되었다 (P<0.001). 특히 비독

성 균주인 AL92448의 균수는 독성 균주와 유사

한 균수 증가 경향을 보이다가 반응 12시간째에

는 독성 균주보다 더 높은 균수를 나타내었다.

또한 SU100은 혈청 내 배양 3시간 이후부터 급

격하게 감소되는 경향을 나타내었다 (Fig. 2).

Macrophage 내로의 침입력

다양한 독성을 가진 각 시험균의 넙치

macrophage 내 침입력을 반응 후 1시간 및 5시

간째에 측정한 결과, 비독성 균주의 침입력이 1

시간째와 5시간째에 각각 0.1±0.0~0.8±0.0%과

0.4±0.0~7.5±0.5%에 비하여 독성균주의 침입

력은 10.0±1.1~80.8±9.8% 및 50.0±7.6~100.0

±5.4%로서 유의적으로 높은 것이 확인되었다

(P<0.05). 특히 강독성 균주인 KE-1과 KE-3에

비하여 약독성 균주인 KE-5와 FSW910410의

macrophage 내로의 침입력이 유의적으로 높게

나타났다 (Table 5).

Macrophage 내에서의 증식력

E. tarda의 각 시험 균주가 넙치 macrophage

내로 침입한 후 증식력을 조사한 결과는 Fig. 3

에서와 같다. 강독성 균주인 KE-1과 KE-3는 넙

치 macrophage 내에서 0시간 이후부터 급격하게

증가하기 시작하여 시험 종료 시점인 3시간째까

지 꾸준히 증식하는 경향을 나타내었다. 이들 강

독성 균주의 macrophage 내 증식력은 1시간 및
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Fig. 1. Bile tolerance of the virulent and the avirulent strains
of Edwardsiella tarda, P<0.001.

Fig. 2. Survival ability of virulent and avirulent strains of
Edwardsiella tarda in olive flounder, Paralichthys oli-
vaceus serum (P<0.001).



3시간째에 약독성 균주 (KE-5 및 FSW910410)

와 비독성 균주 (AL92448 및 SU100)에 비하여

유의적으로 높게 나타났다 (P<0.05).

고 찰

본 연구에서 E. tarda의 균주 독성 정도에 따라

넙치의 체액성 및 세포성 면역반응에 대한 균의

병원성과 생존 능력에 대하여 검토하였다. 독성

과 비독성으로 알려진 다양한 균주의 독성 능력

을 확인하기 위하여 LD50값을 측정하였다. 넙치

유래의 독성 균주인 KE-1, KE-3, KE-5 및

FSW910410은 LD50값이 104.4 cfu/fish보다 낮게

나타났으며, 특히 KE-1과 KE-3는 101.6~101.7

cfu/fish로서 매우 강한 독성을 나타내었고, KE-5

와 FSW910410은 104.1~104.2 cfu/fish의 독성을

나타내었으나 비독성 균주로 알려진 SU100과

AL92448는 108.4 cfu/fish 보다 커서 시험균 중 약

한 독성을 보였다.

넙치 체표 점액에서 생존능을 관찰한 결과, 6

종의 시험 균주 모두 24시간째까지 균수가 증가

하였다. 그러나 E. tarda 독성 균주 중 KE-1, KE-

3 및 FSW910410은 각 반응 시간별 균수 측정에

서 독성 균주인 KE-5 및 비독성 균주 (SU100 및

AL92448)에 비하여 유의적 증가가 확인되었다

(P<0.001). 장 점액에서의 생존능 시험에서도 반

응 24시간째까지 균수가 지속적으로 증가하였

으며, 반응 시간별로 다소 경향의 차이는 있었으

나 독성 균주 중 KE-1, KE-3 및 FSW910410의

균수가 비독성 균주 (SU100 및 AL92448)에 비

하여 유의적으로 증가하였다 (P<0.001). 넙치의

체표 및 장 점액과 반응시킨 turbot 유래의 KE-5

균주는 다른 독성 균주 (KE-1, KE-3 및

FSW910410)에 비하여 생존 능력이 낮은 것으

로 확인되어 분리 유래에 따라 생존능 차이가

있을 것으로 예상되며 보다 면밀한 검토가 필요

하다고 생각된다. Ling et al. (2001)은 E. tarda의

감염 부위가 아가미나 장관, 체표와 같이 외부

환경과 접하고 있어서 이러한 감염 경로로 들어

가 증식함에 있어서 E. tarda 독성 균주와 비독

성 균주가 차이가 있다고 보고하였는데, 이것은

비독성 균주의 경우 다른 entry sites(비늘, 아가

미 등)에 비해 장관 쪽에 그 비율이 높으나 독

성 균주는 모든 entry sites에 골고루 관찰되므로

독성 균주가 비독성 균주에 비하여 체표 점액뿐

만 아니라 장관에서 분비되는 점액에서도 잘 생

존한다는 본 연구의 결과와도 유사한 경향을 나

타내었다. 
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Fig. 3. Intracellular replication of the vilulent and the aviru-
lent strains of Edwardsiella tarda in olive flounder, Par-
alichthys olivaceusin macrophages. *Significant difference
between Edwardsiella tarda; P<0.05.

Table 5. Internalization of the virulent and avirulent strains
of Edwardsiella tarda in the olive flounder, Paralichthys
olivaceus macrophage

Strains
% internalization

1 hr 5 hr

KE-1 11.1 ± 1.4b 64.3 ± 1.0c

KE-3 10.0 ± 1.1b 63.5 ± 2.1c

KE-5 48.0 ± 2.8c 81.6 ± 8.5cd

FSW910410 79.0 ± 8.5cd 100.0 ± 5.7cd

SU100 4.0 ± 4.2b 7.5 ± 0.7b

AL92448 0.0 ± 0.0a 0.0 ± 0.0a

*Internalization is expressed as percentage of input bacteria
surviving after gentamicin treatment for 1 hr or 5 hr
(P<0.05).



담즙에서 E. tarda 균주의 생존능을 확인하였

을 때 독성 균주인 (KE-1, KE-3, KE-5 및

FSW910410)는 시간이 경과할수록 균수가 증가

하지만 비독성 균주의 경우 급격히 감소하는 경

향을 나타냈었으며, 특히 반응 3시간 후에 일부

균들의 균수 변화가 심하였다 (P<0.001). Pumb-

we et al. (2007)은 0.15% bile salt mixture와

0.15% bile salt conjugate 처리한 구간에서 담즙을

처리하지 않은 구간보다 Bacteroides fragilis의

성장이 7시간까지 더 낮아 균의 성장이 지연된

다고 보고하고 있으며, Hyronimus et al. (2006) 역

시 lactic acid bacteria인 Bacillus coagulans와

Bacillus racemilacticus가 담즙을 처리한 구간에

서 균의 성장이 지연된다고 보고하고 있다. 본

연구에서 E. tarda 균주는 독성 정도에 따라 넙

치 담즙에 대하여 반응 정도를 달리하며 독성이

강한 균일수록 담즙에 강한 내성을 보이는 것으

로 확인되었다.

넙치 신선혈청 내에서 E. tarda 균의 생존능을

조사하였을 때, 독성 균주들 (KE-1, KE-3, KE-5

및 FSW910410)의 균수 변화 경향은 유사하였

다. 그러나 신선혈청과의 반응 6시간 및 12시간

째에 강독성 균주 (KE-1와 KE-3)의 균수 증가

는 독성이 상대적으로 약한 균주 (KE-5와

FSW910410)에 비하여 균수가 유의적으로 증가

하였다 (P<0.001). 그러나 AL92448 균주는 독성

균주들에 비하여 균수가 유의적으로 증가하였

으나 SU100은 혈청과의 반응 3시간 후 급격하

게 감소하였다. 이러한 결과는 Han et al. (2006)

의 연구 결과와 유사하며, E. tarda 균에 대한 넙

치 혈청의 작용이 크지 않거나 균주 유래에 따

른 차이를 반영하는 현상으로 사료된다.

넙치 두신으로부터 분리한 macrophage 내로의

침입 시험에서 E. tarda 독성 균주의 침입력이

비독성 균주에 비하여 높게 나타났다. 그러나 반

응 1시간 및 5시간째에 강독성 균주 (KE-1와

KE-3)의 macrophage 내의 침입력은 약독성 균

주 (KE-5와 FSW910410)에 비하여 유의적으로

낮았다 (P<0.001). 이러한 결과는 강독성 균주가

macrophage의 주화반응 (chemotaxis)과 식작용

(phagocytosis)에 대한 회피작용이 강하기 때문

으로 판단된다 (Weeks et al., 1988; Han et al.,

2006). 넙치 macrophage 내에 들어간 다음 E. tar-

da 독성 균주 (KE-1과 KE-3)는 약독성 균주

(KE-5와 FSW910410)와 비독성 균주에 비하여

유의적으로 빠른 세포내 증식이 관찰되었다

(P<0.001). Srinivasa Rao et al. (2001)은 균의 증

식 정도가 독성 균주에 비해 비독성 균주가 작

으나 독성과 비독성 E. tarda 균주 모두 blue

gourami의 macrophage 내에서 시간이 갈수록 증

가한다고 보고하였으며, Ishibe et al. (2008)은 넙

치의 복강 macrophage에서 독성이 높은 균주는

살아남을 뿐 아니라 시간이 갈수록 증식하는 반

면 독성이 낮은 균주는 이러한 능력을 가지지

못한다고 보고하였다. 강독성 균주가 일단

macrophage의 식작용에 의하여 유입이 되면 세

포 내에서 빠르게 증식하는데 이는 phagocyte-

mediated killing과 H2O2에 저항성을 가지는데 관

여하는 catalase (KatB)가 독성 균주에는 존재하

기 때문이며 (Barnes et al., 1999; Srinivasa Rao et

al., 2003), 본 연구에서도 E. tarda 독성 균주는

macrophage에 대한 회피 작용과 세포 내 증식

이 비독성 균주에 비하여 강한 것으로 확인되었

는데 이것은 superoxide dismutase (SOD)와 cata-

lase 분비를 통하여 macrophage에 의하여 분비

되는 hydrogen peroxide와 다양한 hydroxyl radi-

cals를 불활화하는 것과 관련성이 있을 것으로

판단된다 (Sarinivasa Rao et al., 2001; Díaz-Ros-

ales et al., 2006; Han et al., 2006). 

이상의 결과에서 LD50 값이 낮은 독성 균주들

은 비독성 균주들에 비하여 넙치의 체표와 장

점액, 담즙 및 혈액으로부터 분리한 혈청 등의

체액성 방어인자에 대한 생존과 증식 능력이 높

았으며, 독성 균주 중에서도 강독성 균주가 약독

성 균주에 비하여 넙치의 체액성 방어기작에 대

한 저항성이 높은 것으로 나타났다. 뿐만 아니라

넙치 신장 macrophage의 식작용에 대한 반응에

서 독성 균주가 비독성 균주에 비하여 식세포

하수진∙우승호∙이덕찬∙박수일196



내로의 유입 능력과 식세포 내에서의 증식 능력

이 강한 것으로 나타났으며, 독성 균주 중에서도

강독성 균주는 식세포의 식작용을 회피하는 능

력이 약독성 균주보다 강한 것으로 확인되었다.

이는 E. tarda 균의 독성 정도에 따라 넙치 어체

내로의 침입력과 증식력에서 차이가 나며, 병원

성의 발현에도 영향을 미치는 것으로 판단된다.

요 약

Edwardsiella tarda는 edwardsiellosis를 유발하

는 원인 병원체이며, 국내 사육 중인 넙치에 심

각한 피해를 나타낸다. 본 연구에서는 독성 및

비독성 E. tarda 균주가 넙치의 비특이적 방어기

작에 대하여 저항하는 차이를 확인함으로써 병

원성 인자의 구명과 효과적인 백신을 제조하기

위한 자료를 얻고자 하였다. 독성 및 비독성 균

주의 구분은 평균 체중 10.3g 크기의 넙치에 대

한 반수치사농도 (LD50) 값을 기준으로 하였으

며, LD50 값이 101.6~104.2 cfu/fish의 값을 가지는

균주를 독성 균주 (KE-1, KE-3, KE-5 및

FSW910410)로, >104.2 cfu/fish의 값을 가지는 균

주를 비독성 균주 (SU100 및 AL92448)로 구분

하였다. 넙치 체표 점액과 장 점액에 대한 각 균

주의 생존능 시험 결과, 독성 균주가 반응 6시간

에서 24시간 사이에 생존능이 높게 나타나는 경

향을 보였다. 담즙에서의 생존능 측정에서 비독

성 균주의 균수는 시간의 경과에 따라 감소하지

만 독성 균주는 균수가 유지되거나 증가하는 경

향을 나타내었다. 넙치 신선혈청 내 생존능의 측

정에서도 독성 균주의 균수는 증가하는 경향을

보였다. 세포성 방어기작인 macrophage 내로의

침입력과 세포 내에서의 증식력을 측정한 결과,

독성 균주의 경우 침입력 정도가 높을 뿐만 아

니라 침입 후의 증식력도 높은 것으로 나타났

다. 이러한 결과는 독성 E. tarda 균주가 비독성

균주에 비하여 넙치의 체액성 방어인자와 세포

성 방어인자에 대한 저항과 증식 능력이 높으

며, 이러한 일련의 기작들이 질병의 감염과 발병

에 영향을 미치는 것으로 판단된다. 
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