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서   론

Edwardsiella속 세균은 최근 유전 정보와 계통분

류학적 연구 결과에 근거하여 5종, E. piscicida, E. 
anguillarum, E. ictaluri, E. tarda, E. hoshinae로 구분

하고 있다(Buján et al., 2018a). 이들 중 E. piscicida
는 특히 담수와 해수의 주요 양식 어종에서 에드워

드병을 일으키는 원인균으로서 많은 경제적 손실

을 가져오는 것으로 알려져 있다(Buján et al., 
2018c; Leung et al., 2019). 그러나 Abayneh et al. 
(2013)의 보고 이전에는 대부분 양식 어류의 에드

워드증 원인 세균을 E. tarda로 동정하였으므로 이

에 대한 재검토가 필요하게 되었다(Buján et al., 
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2018b). 따라서 우리나라 양식 어류의 에드워드증 

원인균도 대부분 E. piscicida로 보고되거나 재동정 

과정을 거쳐 E. piscicida로 분류 되고 있다(Dubey 
et al., 2019; Jang et al., 2020; Kim et al., 2022).  

그동안 원핵생물의 종 구분을 위한 marker gene
으로 사용했던 16S rRNA 유전자는 밀접하게 연관

되어 있는 세균 종을 분명하게 구분하지 못하는 

문제가 있었다. Gyrase subunit B 유전자(gyrB)는 

single-copy gene이며 DNA gyrase의 ATPase 기능을 

갖는 부분으로 유전적으로 잘 보존된 영역을 가지

고 있어 생물의 종 동정 및 계통 분류학적 연구를 

위해 필요한 PCR primers 개발에 많이 이용되었다

(Huang, 1996). Reichley et al. (2017)은 생화학적 특

성이 매우 유사한 Edwardsiella 속 세균 5종에 대하

여 16S rRNA, gyrB, superoxide dismutase 유전자

(sodB) 염기서열에 근거하여 계통 분류를 실시하

였다. 그 결과 16S rRNA는 종내 또는 종간의 유사

도가 모두 99% 이상으로 나타나는 반면, gyrB와 
sodB는 종 내에서의 유사도는 99% 이상이나 종간

에는 gyrB가 84.02%∽95.88%, sodB는 83.95%∽
97.16%로 나타나 종간 구분을 위해 16S rRNA 유
전자 보다 gyrB나 sodB 유전자가 더욱 유용함을 

보고하였다. 또한 E. anguillarum, E. piscicida, E. 
tarda를 구분함에 있어서는 sodB 보다 gyrB가 다소 

더 민감하다는 것을 이 결과는 제시하고 있다. 따
라서 gyrB는 밀접하게 연관된 종들을 더 정확하게 

구분하는 것을 가능하게 함으로써 Edwardsiella속 

세균의 계통분류학적 분석을 위한 gene marker로 

유용하게 사용되어 왔다(Reichley et al., 2017; Dubey 
et al., 2019).   

1996년과 2010년 사이에 우리나라 양식 넙치와 

뱀장어에서 분리된 본 연구의 시험균들은 형태학

적 특성과 생화학적 특성을 근거로 동정하였을 때 
E. tarda로 분류되었고, Sakai et al. (2009)의 E. tarda- 
specific primers를 사용한 PCR에서 motile typical 
E. tarda와 일치하였다. 그러나 이 분리균들에 대한 

이전 연구에서 random amplified polymorphic DNA 
(RAPD) profiles에 근거하여 다양성을 검토한 결과 

3 groups으로 구분할 수 있었으며 분리균들은 E. 
tarda type strain (KCTC 12267)과는 다소 다른 

RAPD profile을 보인다고 보고하였다(Kim, 2021). 

따라서 본 연구에서는 이들 Edwardsiella 분리균의 

gyrB 염기 서열을 분석하여 분류학적 위치를 재검

토하고, 항균제 감수성 특성과 RAPD PCR에서 

amplicons의 차이를 가져오는 특성에 대하여 검토

하고자 하였다.   

재료 및 방법

실험균주와 template DNA 준비

본 연구에 사용된 Edwardsiella spp.는 1996년부

터 2010년 사이에 양식 넙치 병어에서 분리한 11 
균주와 뱀장어 병어에서 분리한 6 균주이다(Kim, 
2021). 그리고 생물자원센타(Korean Collection for 
Type Cultures, KCTC)로 부터 분양 받은 E. tarda 
(KCTC 12267)와 E. ictaluri (KCTC 12264)를 비교 

균주로 사용하였다. 유전자 분석을 위한 template 
DNA를 분리하기 위해 1% NaCl이 첨가된 tryptic 
soy broth (TSB) (BD, USA)에서 분리균을 30℃로 

24시간 배양하였다. 배양 균액은 8000 rpm으로 5
분간 원심 분리하여 상층의 배지 성분을 제거하고 

멸균증류수를 이용하여 McFarland No.5 (1.5×109 
CFU/ml)의 농도로 조정한 후 AccuPrep Genomic 
DNA extraction kit (Bioneer, Korea)를 사용하여 

DNA를 분리하였다. 

Species-specific primers를 이용한 Edwardsiella 

종 확인

E. tarda의 template DNA 1 μl와 Griffin et al. 
(2014)이 보고한 ET (E. tarda), EP (E. piscicida), 
EPL (E. piscicida-like)과 ESC (E. ictaluri)의 primers 
1 μl를 각각 20 ㎕의 PCR premix (BiONEER, Korea)
와 반응시켜 thermal cycler (MyGenie96, BiONEER, 
Korea)로 PCR을 수행하였다(Table 1). 생성된 prod-
ucts는 RedSafe (iNtRon, Korea) 0.5 ppm을 포함하

는 2% agarose gel (Bio-Rad, USA)로 1×TAE (tris- 
acetate-EDTA) buffer에서 전기 영동하여 UV trans-
illuminator (WUV-L20, DaiHan, Korea) 상에서 am-
plicons의 크기를 확인하였다.

PCR로 gyrB 부위 검출

Edwardsiella 분리균에서 gyrB 부분을 증폭시키
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기 위해 Griffin et al. (2014) 이 설계한 primers, GyrB 
630F (GGATAACGCGATTGACGAAG)와 GyrB 
2540R (GCCGTGARCAAARTCRAA) 조합을 사용

하였다. Template DNA 0.5 ㎕(약 5 ng)와 각각의 

primer 0.5 ㎕(10 pmol)를  PCR premix (BiONEER, 
Korea)에 넣어 반응시킨 후 thermal cycler (MyGenie96)
로 PCR을 수행하였다. PCR은 initial denaturation 
(95℃, 5 min) 실시 후, denaturation (95℃, 15 sec.), 
annealing (58℃, 15 sec.), extension (72℃, 15 sec.) 
cycle을 35회 수행하였으며 final extension (72℃, 
5 min)을 추가로 실시하였다. 생성된 PCR products
는 RedSafe 0.5 ppm을 포함하는 1.5% agarose gel로 

1×TAE buffer에서 전기 영동하여 약 1800 bps 위치

의 band로 확인하였다.  

RAPD PCR의 amplicons 분리

분리균의 RAPD 분석을 보고한 이전 연구 결과

에서(Kim, 2021) PCR profiles에 차이가 있었던 뱀

장어 분리균의 amplicons에 대한 염기 서열을 알아

보기 위하여 E97-1과 E09-2에 대하여 RAPD pri-
mers 5와 6(Cytiva, USA)으로 이전 연구(Kim, 2021)
의 조건과 동일하게 RAPD PCR을 실시하였다. PCR 
산물을 각각 20 ㎕씩 gel에 loading하여 저전압 (약 

30-40 volt)으로 전기영동을 실시하였다. Long wave 
UV illuminator (365 nm)로 각각의 amplicon이 잘 

분리된 것을 확인한 후 band를 gel 조각으로 잘라 

내어(R1, R2, R3 in reference figure of Table 4) 무게

를 측정한 후 정제하였다.  

DNA 정제와 염기서열 분석

Gel 조각들과 PCR 산물은 Gel & PCR purifica-
tion kit (AccuprepTM, BioNEER, Korea)를 사용하여 

제조사의 설명서에 따라 정제하였다. 정제된 PCR 
산물의 염기서열은 Bioneer에 의뢰하여 얻었으며 

미국 국립생물정보센터 (NCBI, National Center for 
Biotechnology Information)의 BLAST (Basic Local 
Alignment Search Tool)를 이용하여 Genbank data-
base의 염기서열과 비교하였다. 분리균들의 분류

학적 위치를 알아보기 위하여 Edwardsiella 속 세

균들의 gyrB 염기서열들을 내려 받아(Table 2) 
BioEdit 7.2. (https://bioedit.software.informer.com/7.2/)
를 사용하여 multiple alignment를 수행하였다. 이렇

게 정렬된 DNA 염기서열 매트릭스를 대상으로 

MEGA11 (https://www.megasoftware.net) program을 

이용하여 근린접합법으로(Neighbor joining meth-
od) 분류진화학적 분석을 실시하였다. 계통수는 

Kimura 2-parameter를 적용하여 작성하였으며 각 

분지의 지지도는 1,000회 replication을 적용한 boot-
strap 분석으로 구하였다. 

항균제 감수성 조사

분리균의 항균제에 대한 감수성 시험 방법과 결

과 판단은 수산용항생제 감수성 검사 메뉴얼(NIFS, 
2020)의 paper disc method를 따랐다. 시험균을 1% 
NaCl이 첨가된 tryptic soy agar (BD, USA) 배지로 

30℃에서 24시간 배양한 후, 2-3개의 독립된 집락

을 분리하여 TSB 배지에 현탁하여 0.5 McFarland

Table 1. Primers used for the detection of species-specific amplicons (Griffin et al., 2014)

Primer Sequence(5′-3′) Amplicon (bp)

Edwardsiella tarda ETF
ETR

CAGTGATAAAAAGGGGTGGA
CTACACAGCAACGACAACG 114

E. piscicida EPF
EPR

CTTTGATCATGGTTGCGGAA
CGGCGTTTTCTTTTCTCG 130

E. piscicida-like EPLF
EPLR

TTTGATCGGGTACGCTGT
AATTGCTCTATACGCACGC 128

E. ictaluri ESCF2
ESCR2

ACTTATCGCCCTCGCAAC
GCCTCTGATAAGTGGTTCTCG 129

PCR conditions : 95℃ for 5 min, 35 cycles (95℃ for 15 sec, 58℃ for 15 sec, 72℃ for 15 sec),  final extension 
step (72℃ for 5 min)
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의 탁도로 조정하였다. 멸균 면봉을 이용하여 

Mueller-Hinton agar 배지 전체에 균액을 도말하고 

항균제 disc를 올린 후 30°C에 24∼28시간 배양하

여 디스크 주변에 세균 생장이 억제된 영역의 지름

을 측정하였다. 항균제 disc는 본 메뉴얼에 감수성 

검사 대상 항생제로 제시되어 있는 것 중, ampi-
cillin (AM), amoxicillin/clavulanic acid (AmC),  dox-
ycycline (DO), florfenicol (FF), flumequine (UB), ox-
olinic acid (OA), tetracycline (TE)과 양식 현장에서 

사용 빈도가 높은 oxytetracycline (OT)을 사용하였

으며 disc는 모두 BD-BBL사(USA)에서 구입하였

다. 항생제 감수성 패턴의 비야생형(Non-wild type, 
NWT) 여부는 Edwardsiella속 어류 병원세균에 대

하여 normalized resistance interpretation (NRI) 분석

을 실시하여 얻은 wild type cut-off (COwt) 값을 참

고하여 결정하였고, COwt 값이 제시되지 않은 TE
는 생장억제대가 형성되지 않은 것을 NWT로 결정

하였다(Lim et al., 2016; Chun, 2019). 

결과 및 고찰

종 특이 primers를 이용한 PCR 결과

Edwardsiella spp.에 대하여 species-specific pri-
mers를 이용하여 PCR을 수행한 결과, 17 분리균과 

E. tarda, E. ictaluri type strain은 각각 다른 amplicon
을 형성하였다(Table 3). 이전 연구에서 Sakai et al. 
(2009)이 제안한 정형 E. tarda (motile) 특이 primers 
(EDtT-F, EDtT-R)로 PCR을 수행한 결과, 분리균에

서만 약 270 bps의 동일한 크기의 amplicons이 검출

되었고 E. tarda 표준 균주에서는 amplicon이 형성

되지 않았음을 보고한 바 있다(Kim, 2021). Griffin 
et al. (2014)이 보고한 ET, EP, EPL 그리고 ESC 
primers로 실시한 PCR에서 EP primers로는 17 분리

균에서만 amplicons이 형성되었고 ET primers로는 

E. tarda type strain에서만 amplicons이 형성되었다. 
이와 같은 결과는 Griffin et al. (2014)이 Sakai et 
al. (2009)의 E. tarda-specific primers (ETT=EDtT)로 

검출한 균주들이 실제 Abayneh et al. (2013)이 E. 
piscicida로 명명한 균주와 일치한다고 한 보고와 

같다. 따라서 E. tarda로 동정하였던 본 연구의 17 
분리균도 모두 E. piscicida로 볼 수 있다. 

gyrB 염기서열 분석

1996부터 2010년 사이에 분리된 Edwardsiella속 

17 분리주의 gyrB 유전자 영역에 대한 PCR 결과 

모든 분리균에서 약 1800 bps의 amplicons이 균일

하게 나타났으며 염기 서열을 다중 배열한 결과, 
분석된 곳의 서열 상동성은 99.9% 이상으로 나타

Table 2. Origin of Edwardsiella reference strains used for comparisons of gyrB sequences and their GenBank accession 
numbers 

Strain Origin 
(Host, Country, Isolation year) Reference GenBank

accession number

E. piscicida ET883T

E. anguillarum ET080813T

E. ictaluri ATCC 33202T

E. tarda ATCC 15947T

E. piscicida CK41

E. piscicida KE5

E. piscicida LADL97-168
E. piscicida CZ12001
Klebsiella pneumoniae 

KAM260

European eel (Anguilla anguilla), 
Norway, 1989

Japanese eel (A. japonica), China, 2008
Channel catfish (Ictalurus punctatus), 

USA
Human (Homo sapience), USA
Olive flounder (Paralichthys olivaceus), 

Korea, 2011
Olive flounder (P. olivaceus), 

Korea, 1999
Channel catfish (I. punctatus), USA,1997
Catfish (Silurus asotus), Korea, 2012
out group

Abayneh et al., 2013

Shao et al., 2015
Hawke et al., 1981

Ewing et al., 1965
Baek et al., 2020

Kim et al., 2022

Kim et al., 2022

JRGQ10000050.1

CP006664.1
AFJI1000008.1

CP084506.1
CP047671.1

CP090967.1

CP084514.1
CP090962.1
AP023264.1
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나 이들 gyrB 유전자 사이의 다양성은 높지 않을 

것으로 판단되었다(data not shown). gyrB 염기 서

열에 근거하여 얻은 phylogenetic tree (Fig. 1)에서, 
본 연구의 17 분리균들은 E. piscicida type strain인 

E. tarda ET883과 기타 E. piscicida 참고균들과 함

께 99%, E. piscicida CZ12001 (Table 2)를 포함해서

는 100% bootstrapping으로 지지되는 하나의 잘 분

리된 계통 분기를 형성하였으며, E. tarda, E. icta-
luri, 그리고 E. anguillarum의 type strain들과는 구

분되었다. 이로써 본 연구의 17 분리균은 기존에 

동정되었던 E. tarda와는 완전히 분리되는 clade로 

진화하였으며 이들 모두 E. piscicida로 분류할 수 

있었다. 또한 17 분리균들의 subtree topology에서 

넙치 유래균과 뱀장어 유래균이 서로 다른 진화그

룹을 형성하고 있었는데 이는 RAPD profile 분석

에서 나타난 결과와 일치하였다.

RAPD amplicons의 염기서열 분석

뱀장어 분리균, E09-2에 대하여 primer 5로 실시

한 RAPD patterns에서 나타나는 R1 amplicon(약 

350 bp)의 염기서열을 분석한 결과(GenBank ac-
cession number OQ679871, OQ679872) Edwardsiella 
phage GF-2 DNA 서열(Genebank accession number  
AP014629.1)에서 100% 일치하는 영역이 발견되었

다. 이는 기능이 확인되지 않은 단백질로서 "GF-2_ 
ORF-37"와  "GF-2_ORF-38"의 partial sequences로 

확인되었다(Table 4). 

Edwardsiella phage GF-2는 integrase와 같은 용원

성 관련 유전자를 가지고 있는 용원성 파아지로서, 
tail fiber 단백질(receptor binding protein, RBP)의 

C-terminal 영역이 숙주 특이성을 결정짓는 한 요인

으로 보고되었다(Yasuike et al., 2015). 이러한 숙주 

특이성을 결정하는 파아지 유전자를 이용하면 

host인 Edwardsiella의 역학적 모니터링이 가능할 

것임을 Yasuike et al. (2015)은 제안하고 있다. 
오랫동안 어류의 세균성 질병 치료를 위해 다양

한 항균제를 사용해 옴에 따라 다약제내성균주

(multiple drug resistance strain)의 출현과 함께 항생

제의 어체 잔류와 같은 공중보건상의 문제가 발생

될 수 있어 lytic-bacteriophage를 이용한 phage-ther-
apy에 대한 관심이 높아졌다(Oliveira et al., 2012). 
Edwardsiella phage에 대한 관심 역시 에드워드병 

치료를 위해 사용되는 항균제의 대체제 개발 연구

로 연결되었다(Nakai and Park, 2002). Matsuoka and 
Nakai (2004)는 넙치 양식장에서 E. tarda와 bacter-
iophage(=phage)의 계절적 변동을 조사한 연구에서 

적어도 질병 발생 한 달보다 훨씬 전부터 사육수에

서 E. tarda phage가 검출되는데, 이는 사육수에 E. 
tarda가 있다는 것을 의미하므로 양식장 사육수에

서 주기적으로 Edwardsiella phage를 검출함으로서 

에드워드병 발생의 사전 예측이 가능하다고 보고

하였다. 이들은 또한 E. tarda에 감염되는 많은 

phages를 양식장의 해수나 어류 조직으로부터 분리

하였다. 이 중 3종류의 E. tarda-lytic phages (MSW- 

Table 3. Results of species-specific PCR  

Edwardsiella spp. isolate
Primer*

ET EP EPL ESC
F96-1,  F96-2
F97-2,  F97-3
F98-1,  F98-2
F00-1
F02-1,  F02-2,  F02-3,  F02-4
E97-1,  E97-2,  E97-3
E09-1,  E09-2,  E09-3
E. tarda KCTC 12267(= ATCC 15947T)
E. ictaluri KCTC 12264(=ATCC 33202T)

-
-
-
-
-
-
-
+
-

+
+
+
+
+
+
+
-
-

-
-
-
-
-
-
-
-
-

-
-
-
-
-
-
-
-
+

*Primer abbreviations: ET, E. tarda; EP, E. piscicida; EPL, E. piscicida-like species; ESC, E. ictaluri (Griffin et 
al., 2014).
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3, family Myoviridae; KF-1 and IW-1, family Podo-
viridae)는 에드워드병 치료 및 예방을 위해 사용가

능한지 검토하기 위하여 유전체 분석을 통한 특성 

파악이 이루어졌다(Yasuike et al., 2013a, b). 
에드워드병 예방이나 치료를 위해 phage를 이용

하려면 lytic phage와 숙주와의 상호 작용(phage- 
host interaction)에 대한 이해가 필요하다. MSW-3

은 숙주 범위가 협소하여 비정형 E. tarda에 특이적

으로 감염되는 반면, KF-1과 IW-1는 넓은 숙주 범

위를 가지고 있어 정형과 비정형 E. tarda에 모두 

감염되는데, 본 연구에서 일부 염기서열이 검출된 

GF-2 phage는 형태적으로는 MSW-3와 유사한 소

형 Myoviridae이나 MSW-3보다 훨씬 넓은 숙주 범

위를 갖는 것으로 밝혀졌다(Yasuike et al., 2015). 

Fig. 1. Phylogenetic tree constructed using the Neighbor-Joining method with DNA gyrase subunit B gene (gyrB) 
sequences of reference strains obtained from GeneBank and those of Edwardsiella isolates from Paralichthys olivaceus 
and common eel. Klebsiella pneumoniae KAM260 was used as outgroup. The evolutionary distances were computed 
using the Kimura 2-parameter method. Boostrap values based on 1,000 replications are shown next to the branches. 
Evolutionary analysis were conducted in MEGA11 (Tamura et al., 2021). The picture inside the square box is the 
topology of the subtree.
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또한 Yasuike et al. (2015)은 전체 유전자 분석을 

통해 GF-2에서 Edwardsiella-lytic phage에는 없는 

용원성 관련 유전자들(lysogeny-related gene; in-
tegrase, repressor CI, regulatory protein CII and anti- 
repressors)을 확인 하였다. 따라서 GF-2는 어류의 

에드워드병 치료를 위한 phage therapy로는 적합하

지 않으나, Edwardsiella속 세균 내에 공존하면서 

증식하므로 병원체 생태학적 연구의 marker가 될 

수 있을 것이라 여겨진다. 
Wang et al. (2000)은 phage λ의 RBP C-말단 부위

가 숙주인 Escherichia coli의 세표 표면 수용체에 

결합하는 부위임을 밝혔다. Le et al. (2013)은 Pseu-
domonas aeruginosa phages PaP1과 JG004의 숙주

특이성 차이에 관한 연구에서 phage의 RBP는 숙주

와의 결합 특이성에 관여하며 이 단백질에 변이가 

생기면 phage의 숙주범위가 달라진다는 것을 보고

하였다. P. aeruginosa phage JG004의 RBP C-말단 

부분에서 1개의 아미노산 치환이 발생함으로써 숙

주 수용체에 대한 phage의 binding affinity가 감소

하였는데, 이러한 차이는 phage의 host 범위가 넓어

진 것과 연관이 있다고 보고하였다. 따라서 Edw-
ardsiella myophages의 경우에도 RBP C-말단이 숙

주특이성에 관여할 것으로 보고 유전체 분석을 통

해 알아본 결과, GF-2와 MSW-3의 RBP C-말단 부

분에서 매우 잘 보존된 아미노산 서열을 발견하였

다. 이러한 보존 서열은 E. tarda–specific podoviral 
KF-1과 IW-1에서는 발견되지 않았으며 E. ictaluri 
(PEi21) phages와도 매우 다르다는 것이 밝혀졌다. 
또한 GF-2와 MSW-3의 RBP C-말단 부분에서 아미

노산 10개가 서로 다른 것이 확인 되었는데 이러한 

변화는 GF-2로 하여금 숙주 receptor에 대한 bind-
ing affinity를 줄여들게 하였고 이로 인해 숙주 범

위가 넓어졌을 것으로 추정하였다.  
Primer 6으로 실시한 E97-1의 RAPD patterns에서 

나타나는 R2 amplicon(약 400 bps)의 염기서열을 

분석한 결과(GenBank accession number OQ679873) 
E. piscicida strain MS-18-199의 plasmid pEPMS- 
18199의 DNA 서열(CP035669.1)과 E. anguillarum 
ET080813 plasmid 1, pET080813-1의 DNA 염기서

열(CP006665.1)에서 100% 일치하는 영역이 발견

Table 4. Reference sequences showing high homology in BLAST searching of RAPD amplicon of R1 in E09-2, 
and R2 and R3 in E97-1

Amplicon Reference sequence
(Acc. Num.) Host E-value % 

identity

⇦
R1

NC026611.1 Edwardsiella phage GF-2 1e-170 100

AP014629.1 Edwardsiella phage GF-2 1e-170 100

CP084425.1 E. piscicida S07-1019 3e-152 96.7

⇦⇦

R2

CP035669.1 E. piscicida MS-18-199
  plasmid pEP-MS-18-199 3e-142 99.3

CP006665.1 E. anguillarum ET080813 
  plasmid 1 3e-142 99.3

R3

CP035669.1 E. piscicida MS-18-199 
  plasmid pEP-MS-18-199 0 100 

CP006665.1 E. anguillarum ET080813 
  plasmid 1 0 100 

*1 and 2 of the electrophoretic profile is bacterium isolated from olive flounder and eel, respectively.
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되었다. R2는 pEPMS-18199의 type IV secretion 
system protein “Tra C” gene과 E. anguillarum ET 
080813의 Inc F plasmid conjugative transfer pilus as-
sembly protein “Tra C” gene의 partial sequences 부
분에 해당하였으며 이들 염기서열은 모두 100% 
일치하였다. 한편 E97-1의 R3 amplicon (약 700 bps)
의 염기서열(GenBank accession number OQ679874) 
또한 pEPMS-18199의 기능이 확인되지 않은 단백

질 유전자와 pET080813-1의 conjugative transfer 
protein 123의 유전자에서 동일한 염기서열 영역이 

발견되었다. pEPMS-18199는 미국의 hybrid catfish 
병어에서 분리된 E. piscicida strain MS-18-199에서 

발견된 one copy large conjugative plasmid이다

(Abdelhamed et al., 2019). 이 plasmid에는 flofeni-
col, tetracycline, streptomycin을 포함하는 6개의 항

균제 내성 유전자가 있으며 숙주세포에서 매우 안

정적으로 유지되고, Escherichia coli나 E. ictaluri로 

전이 가능한 것으로 보고되었다. pEPMS-18199나 

pET080813-1, 그리고 본 연구의 E97-1에 동일한 

sequence가 나타나고 있는 것으로 보아 이런 구조

의 plasmid를 보유한 Edwardsiella속 세균이 뱀장어

나 차넬메기와 같은 숙주에서 격리된 그룹의 clone
으로 존재할 가능성이 있다. 우리나라에서 분리된 

어류 Edwardsiella속 세균들의 whole-genome se-
quences 연구에서도(Baek et al., 2020; Kim et al., 
2022) 다양한 prophages와 plasmids들의 존재를 보

고하고 있다. 따라서 Edwardsiella에서 발견되는 

prophages나 plasmids들이 종 특이적인 분포를 보

이는지에 대한 검토도 필요할 것으로 여겨진다.
이러한 결과들로 부터 뱀장어에서 분리된 E. pis-

cicida의 경우 bacteriophage 감염이나 전이성 plas-
mid 획득이 넙치 분리균과 다른 RAPD pattern을 

나타내는 데 일부 기여하고 있음을 알 수 있다. 이
와 같이 동종의 병원체라도 숙주에 따라 특성이 

다르게 나타나므로 종 특이적인 prophage나 plas-
mid의 검출은 병원체의 이동을 모니터링 하는데 

있어 중요한 marker가 될 수 있다 하겠다. 

Table 5. Non-wild type(NWT) profiles determined according to wild type cut-off (COwt) value of inhibition zone 
in disc diffusion test of various antibacterial agents against Edwardsiella isolates 

                  Disc

  Isolate          COwt
AM AmC FF DO OT TE OA UB
≥12 ≥18 ≥29 ≥18 ≥25 * ≥11 ≥20

F96-1, F02-4 NWT
(0)**

NWT
(0)

NWT
(0)

F96-2 NWT
(12)

NWT
(14)

F97-3 NWT
(0)

NWT
(0)

NWT
(0)

NWT
(0)

F97-2 & F98-1,2
F00-1, F02-1,2,3

E97-1,2,3 NWT
(0)

NWT
(0)

NWT
(0)

NWT
(0)

NWT
(0)

E09-1,2,3 NWT
(0) 

NWT
(0)

Abbreviations : AM, ampicillin (10 μg); AmC, amoxicillin-clavulanic acid (20/10 μg); FF, florfenicol (30 μg); DO, 
doxycycline (30 μg); OT, oxytetracycline (30 μg); TE, tetracycline (30 μg); OA, oxolinic acid (2 μg); UB, flumequine 
(30 μg)
 *COwt is not suggested for NWT determination
**The size of the inhibition zone for each isolate (mm)
COwt: refers to Lim et al., 2016 and Chun, 2019.
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분리균의 항균제 감수성에서 Non wild type 출현

분리균주들의 항균제에 대한 감수성 시험에서 

나타난 생장억제대의 크기에 근거하여 비야생형

(NWT) 균주의 출현을 알아본 결과(Table 5) AM에 

대해 NWT 형태로 나타난 1균주를 제외한 모든 균

주에서 AM, AmC, FF에 대한 NWT은 없었다. 넙치

에서 분리된 균들이 NWT로 나타나는 약제는 DO, 
OT, TE 였으며 OA, UB에 대해서는 뱀장어에서 

분리된 균들은 모두 NWT로 나타나는 반면 넙치에

서 분리된 균들에서는 NWT가 없었다. 이러한 결

과는 E. piscicida의 항균제에 대한 감수성은 분리 

지역이나 분리 년도 보다 숙주의존적인 경향을 보

여주는 것이라 판단되며 이러한 경향은 이전 연구

의 RAPD 분석 결과에서도 나타났다(Kim, 2021). 
뱀장어에서 분리된 1997년 균에서 다약제에 대한 

NWT가 나타난 것은 E. piscicida pEPMS-18199와 

pET080813-1와 관련이 있는 plasmid에 의한 것으

로 생각된다. 넙치에서 분리된 Edwardsiella 속 세

균에서 transferable R plasmid가 다항균제 내성 전

이에 관여하고 있다(Kim, 1999)는 이전 연구 결과

로 볼 때, 본 연구의 넙치 분리균에는 pEPMS- 
18199와 DNA 구조가 다른 DO, OT, TE 내성 관련 

conjugative R plasmid가 존재할 가능성이 높은 것

으로 여겨진다.
본 연구에서 1996년과 2010년 사이에 우리나라 

양식 넙치와 뱀장어 병어에서 분리하여 E. tarda로 

동정되었던 17 균주의 gyrB 염기 서열을 분석한 

결과 이들을 모두 E. piscicida로 재동정할 수 있었

으며, phage나 전이성  plasmid의 존재 여부는 E. 
piscicida 분리주의 숙주의존적인 차이에 기여하고 

있는 것으로 판단되었다.

요   약

이전에 Edwardsiella tarda로 분류되었던 많은 어

류 병원세균들이 다양한 연구에서 E. piscicida 또
는 E. anguillarum으로 재분류되었다. 본 연구에서

는 국내에서 1996년부터 2010년까지 양식 넙치와 

뱀장어의 감염어에서 분리하여 E. tarda로 동정하

였던 17균주의 재분류를 실시하였다. 이를 위해 

species-specific primers를 이용한 특정 PCR ampli-

con 검출과 gyrB 염기서열에 기반한 계통발생학적 

분석을 수행하였다. 또한 숙주에 따른 분리주 특성

의 차이를 알아보기 위하여 항균제 감수성 패턴과 

random amplified polymorphic DNA (RAPD) PCR의 

amplicons에 대한 염기서열을 분석하였다. E. pisci-
cida 특이 프라이머를 사용한 PCR 결과 17개의 분

리주만 amplicon을 형성하였고, E. tarda 프라이머

를 사용했을 때는 E. tarda type strain (ATCC 15947)
에서만 amplicon이 나타났다. 17개 분리주의 gyrB 
염기 서열에 따른 계통수에서 모든 분리주는 E. 
piscicida의 참조 균주들과 함께 E. tarda type strain 
과는 분리되는 clade를 형성하였으며 넙치와 뱀장

어에서 분리된 균들은 각각의 진화 그룹으로 구분

되었다. 항균제 감수성 시험 결과 넙치에서 분리된 

균들은 doxycycline, oxytetracycline, tetracycline에
서 non-wild type (NWT)이 나타났고 oxolinic acid, 
flumequine에 대해서는 뱀장어에서 분리된 균에서

만 NWT이 나타났다. E. piscicida 분리주들의 RAPD 
패턴에서 차이나는 3개 amplicons의 뉴클레오티드 

서열을 분석한 결과 Edwardsiella phage GF-2, E. 
piscicida MS-18-199의 플라스미드 pEPMS-18199 
및 E. anguilllarum ET080813의 플라스미드 1에서 

일치하는 영역이 확인되었다. 이러한 결과에 근거

하여, 본 연구의 17 분리주는 모두 E. piscicida로 

분류될 수 있으며, 분리주의 특성은 숙주의존적인 

차이를 보이는 것으로 판단되었다. 
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