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Streptococcus iniae의 형태학적 특성과 병원성

김현정∙우승호∙김진우
�
∙박수일�

부경대학교 수산생명의학과, 
�
국립수산과학원 병리연구팀

Morphological Characteristics and Pathogenicity of 
Streptococcus iniae

Hyun Jeong Kim, Sung Ho Woo, Jin Woo Kim�and Soo Il Park�

Department of Aquatic Life Medicine, Pukyong National University, Busan 608-737, Korea
�Pathology Division, NFRDI, 619-900, Korea

Streptococcus iniae is one of the major bacterial pathogens of cultured olive flounder, Paralichthys oli-
vaceus in Korea. This study was carried out to investigate the interaction between morphological character-
istics and immune response such as phagocytosis and serum killing activity. They were differentiated phe-
notypically into two groups, the viscous colonies and the non-viscous colonies, but the strains in both
groups were similar in physiological and biochemical characteristics. Electron microscopic examination of
the viscous form revealed thick, electron-dense exopolysaccharide materials surrounding polycationic fer-
ritin-stained cells, while the exopolysaccharide material was absent around the non-viscous form of S. iniae.
The viscous type strains were disclosed more virulent than those of non-viscous type for olive flounder. The
viscous strains were resistant to normal serum killing activity, while the non-viscous strains were suscepti-
ble to bactericidal activity of normal serum from olive flounder. The viscous strains were more resistant to
opsonophagocytosis and decreased the chemiluminescence response of head kidney macrophages of olive
flounder. All of the tested non-viscous S. iniae strains were efficiently destroyed by the macrophage after
phagocytosis. Both the viscous and the non-viscous strains invaded and replicated in cultured fish cell line
(CHSE-214). This cellular invasion may contribute to the pathogenesis of invasive S. iniae infection. 
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Streptococcus iniae는 우리 나라를 포함한 미

국, 이스라엘, 오스트레일리아, 일본 등지의 담수

및 해수 양식에 막대한 경제적 손실을 입히는

연쇄구균병의 원인체이다 (Berridge et al., 1998).

S. iniae는 Amazon River dolphins, Inia geoffrensis

에서 최초로 보고된 이후 (Pier and Madin,

1976), 나일틸라피아, Oreochromis nilotica, 은어,

Plecoglossus altivelis, 무지개송어, Oncorhynchus

mykiss, 뱀장어 , Anguilla japonica, 넙치 ,

Paralichthys olivaceus, 방어, Seriola quinquer-

adiata, 홍민어, Sciaenops ocellatus, gilthead sea

bream, Sparus aurata, European sea bass,

Dicentrarchus labrax, barramundi, Lates calcarifer

등 다양한 어종에서 보고되어 있다 (Kitao et al.,

1981; Ohnish and Jo, 1981; Ugajin, 1981;

Kawahara and Kusuda, 1987; Sakai et al., 1989;

Zlotkin et al., 1998; Bromage et al., 1999; Eldar

and Ghittino, 1999; Eldar et al., 1999). 우리 나라

에서 주요 양식 어종인 넙치의 연쇄 구균병의

원인체는 S. iniae가 대부분을 차지하며, 지역적
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으로도 넙치가 주요 양식 어종인 제주 지역에

서 우점적으로 분리되는 연쇄 구균병의 원인체

중 대부분이 S. iniae와 관련이 있을 것으로 추

정되고 있다. 

현재까지 포유류에서 질병을 일으키는 strep-

tococcal 병원체과 마찬가지로 S. iniae와 질병의

임상 및 병리학적 증상이 유사한 Lactococcus

garvieae의 경우 (Eldar and Ghittino, 1999), 병원

성 요인으로 capsule을 가지는 것이 확인되었으

며 이는 균체의 항원 특성과도 관련이 있다

(Yoshida et al., 1996a, b; Ooyama et al., 1999). 이

러한 capsules은 capsules이 없는 KG+ phenotype

항혈청과의 응집을 억제하고, 방어의 전신

phagocytes가 opsonophagocytosis하는데 있어서

저항성을 가지게 하는 것과 관련이 있을 것으로

추측되고 있다 (Yoshida et al., 1996a, b, 1997a, b).

또한, 교차 응집 반응 시험 결과를 통해 KG-

phenotype의 capsule이 KG+ 응집 항체에 대한

binding site를 cover하고 있으며, KG- phenotype

세포를 이물질로서 인식하는데 capsule이 방해

를 하는 것으로 생각되고 있다 (Alim et al.,

1996; Ooyama et al., 1999). 그러나 현재까지 우

리 나라에서 S. iniae에 의한 질병의 발생 빈도나

양식물에 대한 피해가 큰 것으로 알려져 있지

만, 병원체에 대한 연구는 아직 미흡하며, 그 중

에서도 질병 메카니즘을 파악하는데 중요한 요

소인 분리 균주간의 특성과 병원성에 대한 연구

는 거의 찾아 보기가 힘든 실정이다. 

그러므로 본 연구에서는 우리 나라의 대표적

해수 양식 대상 어종인 넙치 및 조피볼락에서

분리된 S. iniae 균주의 형태학적 특성과 병원성

과의 관계를 밝히고 S. iniae의 병원성과 관련되

는 기초적인 자료를 확립하고자 하였다. 

재료 및 방법

세균의 분리 및 생화학적 성상 검사

본 연구에 사용된 균주들은 40~800 g의 넙치,

Paralichthys olivaceus와 200 g 전후의 조피볼락,

Sebastes schlegeli에서 연쇄구균병의 증상이 전

형적으로 관찰되는 안구 주위의 농양, 복수, 뇌,

간, 비장, 신장 및 심장 등에서 분리하였다. 표준

균주로는 Streptococcus parauberis, KCTC 3651,

Streptococcus iniae, KCTC 3657 및 Lactococcus

garvieae, ATCC 49156를 사용하였다 (Table 1).

생화학적 성상 시험은 시험 균주를 1.5% NaCl

첨가 BHIA 배지에서 25℃, 48시간 배양한 다음

MacFaddin (2000)의 방법에 따라 수행하였다. 

TEM을 이용한 capsule 관찰

시료의 준비 과정은 Barnes et al. (2003)의 방

법을 변형하여 행하였다. 각 균주를 1.5% NaCl

첨가 BHIB에 접종하여 25℃, 24시간 배양한 후

3,000 g, 10분간 원심 분리한 다음 phosphate-

buffered saline (PBS: 0.2M NaH2PO4∙2H2O, 0.2M

Na2HPO4)으로 세척하고 Macfarland 2의 탁도로

시험균을 현탁하였다. 균 현탁액은 각 균주에 대

한 항혈청을 10배 희석이 되도록 첨가한 후 4

℃, overnight 반응시킨 다음 3,000 g로 10분간 원

심 분리하여 집균한 후 PBS로 두 번 세척하였

다. pellet은 2.5% glutaraldehyde (pH 7.2, 4℃)에

24시간 전고정하고 3번 세척한 다음 PBS에 재

현탁하여 polycationic ferritin (Sigma)을 최종 농

도가 1 mg ml-1이 되도록 첨가한 후 20℃, 30분간

반응시켰다. 1% osmium tetroxide (pH 7.2)로 4℃,

2시간 동안 고정한 후 Alcohol 탈수 과정을 거

쳐 propylene oxide로 치환한 다음 Epon 혼합물

로 열중합 처리를 한 후 ultrathin section (60~90

㎚)하였다. 이러한 과정을 거쳐 제작한 미세 절

편을 grid에 부착시켜 uranyl acetate와 lead citrate

로 이중 염색하여 TEM (JEM 1200-Ⅱ, JEOL)으

로 관찰하였다.

시험 균주의 넙치 혈청에 대한 저항성 시험

실험에 사용한 혈청은 전장 25~30 cm, 전중

140~150 g인 넙치를 아미노안식향산에틸 50

ppm으로 마취시킨 후 미부 정맥에서 채혈한 다
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음 상온에서 1시간 방치하고, 4℃, 3시간 정치한

후 8,000 g, 5분간 원심 분리하여 신선 혈청을

분리하였다. 분리한 혈청을 사용 전까지 -20℃에

보관하였다. 각 균주와 신선 혈청은 1 : 4의 비율

로 혼합한 다음 20℃로 유지된 shaking incubator

에서 진탕 배양하며 0, 1, 3, 6 및 12시간 경과할

때마다 반응액을 취하여 Miles and Misra (1938)

의 방법에 따라 colony의 수를 계수하였다. 

시험 균주의 식균율과 식균 지수의 측정

식균능의 실험에는 넙치의 whole blood를 사

용하였으며 넙치의 미부 정맥으로부터 헤파린

(Sigma)이 처리된 주사기로 어체당 0.5 ㎖씩 채

혈하였다. 채혈한 혈액은 실리콘 처리한 시험관

에 넣고, 상기와 같은 방법으로 처리 한 시험 균

을 100 ㎎ ㎖-1로 현탁한 다음 각 시험 균액 30

㎕를 첨가하였다. 20℃로 유지된 shaking incuba-

tor에서 3시간 동안 반응시킨 후 시료를 취하여

slide glass에 도말한 다음 May-Grunwald Giemsa

염색법으로 염색하고 검경하였다. 식세포에 대

한 식균율과 식균지수는 아래 식을 이용하여 구

하였다. 

식균율 (%) = [식균 작용한 식세포의 수 / 관찰

한 식세포의 수] × 100

식균지수 = 식균한 식세포 내의 총 식균수 /

식균 작용한 식세포의 수

Streptococcus iniae의 형태학적 특성과 병원성 169

Table 1. Tested strains used in this study

Strain Origin

Streptococcus KCTC 
mastis sample milk Williams & Collins, 1990

parauberis 3651

Reference Streptococcus KCTC Amazon freshwater dolphin,
USA, 1972

strains(n=3) iniae 3657 Inia geoffrensis

Lactococcus ATCC Yellowtail,

garvieae 49156 Seriola quinqueradiata
Japan, 1974

KS 1
Olive flounder,

Tongyoung, 1998
Paralichthys olivaceus

KS 2
Olive flounder,

Tongyoung, 1998
Paralichthys olivaceus

KS 3
Korean rockfish,

Jeju, 1999

Present 
Sebastes schlegeli

isolated KS 4
Olive flounder,

Jeju, 1998

strains(n=7)
Paralichthys olivaceus

KS 5
Olive flounder,

Jeju, 1999
Paralichthys olivaceus

KS 6
Olive flounder,

Jeju, 1999
Paralichthys olivaceus

KS 7
Olive flounder,

Jeju, 1999
Paralichthys olivaceus



넙치 두신 macrophages에서의 시험 균주별 ROIs 생

성능 측정

11.. 식식균균 시시험험용용 넙넙치치 두두신신 mmaaccrroopphhaaggeess의의 준준비비

넙치의 두신 macrophages는 Secombes (1990)

의 방법에 따라 분리하였다. 넙치의 미부 정맥에

서 채혈하여 순환 혈액을 가능한 한 모두 제거

한 후, 무균적으로 해부하여 두신을 절취하였다.

이를, 2% FBS, 1% penicillin/streptomycin (Gibco)

및 0.2% 헤파린이 함유된 L-15 배지 (Sigma) 2

㎖씩 분주한 소형 disposable petridish에서 으깬

뒤 40 ㎛의 nylon membrane을 통과시켜 세포 현

탁액을 준비하였다. 이 세포 현탁액을 실리콘 처

리한 시험관에 미리 분주해둔 34%와 51% per-

coll 중층 용액 위에 조심스럽게 중층시킨 다음

500 g, 30분간 원심 분리하여 백혈구를 분리하였

다. 분리한 백혈구를 0.1% L-15 배지로 2회 세척

한 다음 0.1% tryphan blue로 viability를 관찰한

후, 1×105 cells ㎖-1로 조정하였다. 

22.. 생생균균 시시험험균균 및및 감감작작 생생균균 시시험험균균 제제작작

시험균은 1.5% NaCl 첨가 BHIB 5 ㎖에 25℃,

24시간 배양한 생균을 대상으로 하였으며, 이를

원심 분리하고 PBS로 3회 세척한 것을 사용하

였다. 감작 시험균은 시험균 습중량 0.01 g에 넙

치 신선 혈청 500 ㎕를 첨가하여 25℃, 30분간

진탕 배양 후 원심 분리하고 PBS로 1회 세척하

는 방법으로 제작하였다. 

33.. CChheemmiilluummiinneesscceennccee((CCLL)) rreessppoonnssee

1×10
5

cell ㎖-1로 조정된 macrophages를 96

well plate에 100 ㎕씩 분주한 후 실험에 사용하

였으며, luminol (Sigma)은 Scott and Klesius

(1981)의 방법에 따라 준비하였다. 100 ㎕의 세

포액에 100 ㎕의 luminol working solution을 넣

은 후 10분간 반응시킨 다음 준비한 생균 시험

균과 감작 생균 시험균을 각각 50 ㎕씩 첨가하

였고, 대조구에는 zymosan 첨가 Hank's balanced

salt solution을 50 ㎕씩 첨가하여 Lumicount

(Packard, England)로 측정하였다. 측정 시간은

50분간이었으며 각 시료에 대한 peak 값을 구하

였다.

넙치 두신 macrophages의 bactericidal activity에 대

한 저항성 시험

96 well plate에 부착된 macrophage monolayer

에 생균 시험균을 1×105 cells well-1 로 접종한

다음 plate를 150 g, 5분간 원심 분리하여 25℃에

서 0시간과 5시간 동안 배양하였다. 배양 후 상

징액을 제거하고, 차가운 0.2% tween 20을 함유

한 멸균 증류수 50 ㎕를 첨가하여 macrophage를

파괴하였다. 여기에 BHIB 100 ㎕를 첨가하여 25

℃, 18시간 시험균을 증식시킨 후 5 ㎎ ㎖-1 농도

로 준비된 MTT 염색액 10 ㎕를 첨가하여 가볍

게 흔들어 주었으며, 15분 후 microplate reader

(Packard, England)를 사용하여 595 nm에서 흡광

도를 측정하였다. Macrophages내에서의 세균 생

존능은 0시간째에 대한 5시간째를 백분율로 나

타내었다.

어류 주화 세포에 대한 균주별 invasion activity 시험

각각의 균주가 어류 주화 세포에 침입할 수

있는지 여부를 확인하기 위한 실험은 Tang et al.

(1993)의 방법을 따랐다. 48 well plate (Falcon)에

CHSE-214를 10% FBS와 1% antibiotic-antimy-

cotic (GibcoBRL)이 첨가된 Eagle's Minimum

Essential Medium (EMEM, pH 4, Sigma)을 사용

하여 20℃, 24시간 단층 배양하였다. 실험을 시

작하기 2시간 전에 배지를 제거한 후 항생제가

첨가되지 않은 새로운 배지로 교체하였다. 실험

에 사용된 균주는 1.5% NaCl 첨가 BHIB에서 25

℃, 24시간 배양한 후 PBS로 3회 세척한 다음

EMEM 배지에 각각 현탁하여 파장 540 nm에서

흡광도 값이 0.6이 되도록 농도를 조정하였다.

각 균액은 단층 배양된 세포에 1 ㎖씩 첨가한

후 25℃, 1시간 배양한 다음 배지를 제거하였다.

세포 바깥에 존재하는 세균을 없애기 위하여

100 ㎍ ㎖-1 gentamicin을 첨가하여 1시간 동안
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반응시킨 후 2회 세척하고 0, 1 및 3시간별로 반

응시킨 다음 1% Triton X-100을 첨가하여 5분간

세포를 파괴시켰다. 상징액은 Miles and Misra

(1938)의 방법에 따라 colony 수를 계산하였으

며, 어류주화세포에 대한 Invasion activity는 아

래와 같은 식으로 계산하였다. 

Invasion (%) = (Bacteria surviving gentamicin

treatment / Bacteria added to cell monolayer) ×

100.

병원성 시험

병원성 시험에는 평균 전장 11~12.5 ㎝, 전중

9~11 g의 건강한 넙치를 포항 인근의 양식장에

서 분양받아 실험실의 300 L 사육 수조에서 10

일간 순치시킨 후 실험에 사용하였다. colony의

형태와 capsule 유무를 기초로 하여 7개의 시험

균주와 3개의 표준 균주에 대한 병원성의 유무

와 그 정도를 조사하기 위하여 연속 3회에 걸쳐

어체 통과 시킨 각각의 균주들을 사용하여 넙치

에 대한 공격 실험을 시행하였다. 

공격 시험에 사용한 균액은 1.5% NaCl 첨가

BHIA에 24시간 배양한 후 각각의 균주를 멸균

생리 식염수로 1 × 105 cfu ㎖-1이 되도록 조정한

후 넙치 한 마리당 0.1 ㎖씩 복강 주사하였다. 사

육 수온은 22 ± 0.5℃로 유지시켰으며 2주 동안

의 누적 폐사율을 기록하였다. 각각의 균주별로

10마리씩 실험하여 누적 폐사율로 병원성을 평

가하였다. 대조구에는 동일 조건하에서 멸균 생

리 식염수를 0.1 ㎖씩 복강 주사하였다. 

통계학적 분석

각 실험구 사이의 통계학적 유의성은 Student's

t-test로 비교하여 P값을 측정하였고, P<0.01과

P<0.05 수준에서 유의성을 평가하였다.

결 과

세균의 형태학적 및 생화학적 특성

병어에서 분리된 모든 균주는 1.5% NaCl 첨가

TSA와 BHIA 배지상에서 colony의 크기가 1~3

mm이었고, 그램 양성의 연쇄상 구균으로 관찰

되었다. colony의 형태는 Fig. 1과 같이 non-vis-

cous form과 viscous form으로 구분되었고, 시험

균 중 KS1, KS2 및 KS3 균주가 viscous form이었

으며, KS4, KS5, KS6 및 KS7 균주가 non-viscous

form 인 것으로 확인되었고, colony type에 따라

chain당 cell의 수에 차이를 보였다 (Table 2).

시험 균주와 표준 균주에 대한 배양 조건별

발육 시험과 생화학적 특성을 비교한 결과, 각

균주간의 생화학적 성상은 유사하였으며, argi-

nine dihydrolase (AD) 반응성과 starch hydrolysis

에서 차이를 나타내었다. KCTC 3657, KS1, KS2,

KS3, KS4 균주는 AD 반응성과 starch hydrolysis

가 positive이었으나 KS5, KS6, KS7 균주는 AD
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Fig. 1. The colony shape of the isolated Streptococcus iniae
on the 1.5% NaCl added BHIA after 25℃, 48 hr culturing.
a) non-viscous type, b) viscous type.

a)

b)
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Table 2. Morphological characteristics of colony 

Strains Morphology of colony
Cells1 per Arginine Starch 

chain dihydrolase hydrolysis

ATCC 49156 N.V2 2.63 + +

KCTC 3651 N.V 2.42 - -

KCTC 3657 N.V 2.53 + +

KS1 V3 4.21 + +

KS2 V 3.98 + +

KS3 V 4.06 + +

KS4 N.V 2.52 + +

KS5 N.V 2.34 - -

KS6 N.V 2.68 - -

KS7 N.V 2.49 - -

1, The mean number of cells which composed one bacterial chain was determined by microscopic observation of smear
preparation of the bacterial suspension on slide glasses; 2, Non-viscous 3, Viscous.

Fig. 2. Transmission electron micrograph of a) ferritin-labelled Streptococcus iniae strain KS1, b) KS2, c) KS5 and d) Lacto-
coccus garvieae (capsule-negative control). Magnification ×50,000.



반응성과 starch hydrolysis가 negative인 것으로

확인되었다 (Table 2).

TEM을 이용한 capsule의 유무 관찰

시험 균주 중 viscous form에서 세균 세포의

표면에 뚜렷한 capsule층이 관찰되었으나, non-

viscous form의 균주와 표준 균주인 KCTC 3657

및 negative control로서 사용한 ATCC 49156, L.

garvieae의 세균 세포 표면에는 별다른 구조물

이 관찰되지 않았다 (Fig. 2). 

시험균의 넙치 혈청에 대한 저항성

S. iniae 균주의 넙치 혈청에서 시간별 균수 변

화를 측정한 결과 KS1, KS2 및 KS3은 넙치 신

선 혈청에서 3시간 이후로 급격히 균수가 증가

하였다. 그에 비하여 KCTC 3657과 KS4, KS5,

KS6 및 KS7 균주는 넙치 신선 혈청에서 1시간

반응에서부터 균수가 감소하기 시작하여 12시

간째까지 지속되었다 (Fig. 3). 

Whole blood에서의 균주별 식균율과 식균 지수

KCTC 3657, KS4, KS5, KS6 및 KS7 균주는

KS1, KS2 및 KS3 균주에 비해 유의적으로 높은

식균율을 나타내었다 (Fig. 4). 식균율의 결과와

함께 KS1, KS2 및 KS3 균주의 경우 다른 균주

들에 비해 식균 지수가 유의적으로 낮게 나타났

다 (Fig. 5). 
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Fig. 3. Survival of various Streptococcus iniae strains in the
serum of olive flounder, Paralichthys olivaceus. 
*significant differences among reference and other strains;
P<0.01.

**capsule positive strain

Fig. 4. The phagocytic rate of leukocyte in peripheral blood
of olive flounder, Paralichthys olivaceus, to Streptococcus
iniae strains for 3 hr incubation.
Significantly difference between a and b (P<0.01).
*capsule positive strain

Fig. 5. The phagocytic index of leukocyte in peripheral
blood of olive flounder, Paralichthys olivaceus, to Strepto-
coccus iniae strains for 3 hr incubation.
a and b; significant difference (P<0.05).
*capsule positive strain
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넙치 두신 macrophages의 균주별 CL response

신선 혈청으로 감작하지 않았을 경우에는

zymosan을 사용한 대조구에 비해 모든 균주에

서 유의적으로 활성이 낮은 것으로 나타났지만,

균주간에 유의적인 차이는 없었다. 신선 혈청으

로 감작한 경우에는 capsule을 가지는 KS1, KS2

및 KS3의 균주는 capsule을 가지지 않은 KCTC

3657, KS4, KS5, KS6 및 KS7 균주에 비해서

macrophage 활성이 낮은 것으로 확인되었다

(Fig. 6). 

넙치 두신 macrophages에서의 균주별 생존능

모든 균주에서 5시간 동안 반응시킨 후의 균

수가 0시간에 비하여 유의적으로 감소되어

macrophage에 의해 살균된 것을 확인할 수 있

었다. 각 균주 간에도 KS1, KS2 및 KS3 균주의

생존율이 KCTC 3657, KS4, KS5, KS6 및 KS7 균

주의 생존율보다 유의적으로 높은 것을 확인할

수 있었다 (Fig. 7). 
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Fig. 6. Peak chemiluminescence of head kidney
macrophages of olive flounder, Paralichthys olivaceus, to
opsonized or nonopsonized Streptococcus iniae strains for
30 min incubation. 
a and b; significant difference (P<0.01).
*capsule positive strain

Fig. 7. Survival rate of various Streptococcus iniae strains
incubated with olive flounder, Paralichthys olivaceus head
kidney macrophages for 5 hr incubation. 
a and b; significant difference (P<0.01)
*capsule positive strain

Fig. 8. Invasion activity of various Streptococcus iniae
strains into CHSE-214 cell line.
*significant difference between viscous and non-viscous
strains ; P<0.01.

**capsule positive strain

Fig 9. Cumulative mortality of olive flounder, Paralichthys
olivaceus, after intraperitoneal injection with the tested
strains, Streptococcus iniae, and reference strains, Strepto-
coccus iniae, Streptococcus parauberis and Lactococcus
garvieae. The tested groups were challenged with 0.1 ㎖ of
1×105 cfu ㎖-1 of bacterial cells. The control group was
injected with 0.1 ㎖ saline fish-1.
*capsule positive strain
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어류 주화 세포에 대한 각 균주의 invasion activity 

모든 균주가 CHSE-214 cell line 내로 어느 정

도 invasion할 수 있었으며, 각 균주간에 유의적

인 차이는 없었다. 모든 균주는 CHSE-214 cell

line 내에서 3시간까지는 지속적으로 증식하다가

이후로는 더 이상 증식이 이루어지지 않았다

(Fig. 8). 

병원성

Colony의 형태가 viscous form이고 전자 현미

경상에서 capsule이 확인되었던 KS1, KS2, KS3

의 균주의 경우 주사 후 2일째부터 폐사하기 시

작하여, 10일째에 모두 폐사하였다. 그에 비해

colony의 형태가 non-viscous form이고 capsule이

확인되지 않은 KS4, KS5, KS6 및 KS7과 3개의

표준 균주는 10~40%로 상대적으로 낮은 폐사

율을 나타내었다 (Fig. 9). 

고 찰

본 연구에서는 넙치에서 분리된 Streptococcus

iniae의 형태학적 특성에 따른 병원성의 차이와

다른 세균에서 일반적으로 알려진 여러 가지 병

원성 요인을 함께 평가하여 S. iniae의 병원성과

관련되는 기초적인 자료를 확립하고자 하였다. 

본 연구에서 분리된 S. iniae 균주들 중 viscous

colony type의 균주는 기존에 분리 보고되던 연

쇄구균의 colony 형태와 많은 차이를 보였으며,

non-viscous colony type의 균주들과 비교하여

chain 당 cell의 수가 더 많은 것으로 나타났다.

또한, 이러한 균주들을 ferritin과 반응시킨 후 전

자 현미경으로 관찰하였을 때, 세균 세포 주위로

두꺼운 층의 capsule이 형성되는 것을 확인할

수 있었는데, 무지개송어에서 분리된 점액성의

viscous form이고 capsule을 가지고 있는 β-

hemolytic Streptococcus spp. (Yoshida et al.,

1996b)와 유사하였다. 다른 점이 있다면 무지개

송어에서 분리된 균주는 5회 이상의 계대 배양

을 통해 colony의 형태가 점성이 없는 작고 흰

colony로 변화하였으나, 본 연구에서 분리된 균

주는 10회 이상의 계대 배양에도 동일한 viscous

form으로 유지되었다. 

Bachrach et al. (2001)은 S. iniae에서 추출한

carbohydrate antigen extracts를 항혈청과 반응시

켰을 때 면역 침강 반응의 pattern 변화를 확인하

여 polysaccharide capsule이 존재할 가능성이 있

음을 보고하였다. 본 연구에서 TEM을 통하여

cell wall 표면의 capsule 유무를 관찰한 결과 vis-

cous form에서는 capsule이 확인되었으나 표준

균주와 non-viscous form에서는 capsule을 확인

할 수 없었다. 또한, polycationic ferritin에 의해

extracellular fibrous layer가 강하게 염색된 것을

통해 acidic polysaccharide가 존재한다는 것을

확인할 수 있었으며, 이것은 세포 표면의 anionic

site와 ferritin의 정전기적인 결합에 의한 것이다

(Wai et al., 1998; Johnson et al, 1992; Danon et al.,

1972). 그러나, non-viscous forms과 viscous forms

사이의 형태학적 차이가 capsule의 유무에 의한

것인지는 추가적인 연구가 필요할 것으로 사료

된다. 

본 연구에서는 capsule을 가지는 S. iniae 균주

가 capsule을 가지지 않는 균주에 비해 serum

killing에 저항성을 나타내며 이 capsule이 S.

iniae 균주의 병원성에 중요한 역할을 한다는 것

을 확인할 수 있었다. 

본 연구에서 S. iniae 균주 중 capsule을 가지는

균주의 경우 신선 혈청으로 감작한 경우에도

macrophage에 의한 식작용을 회피할 수 있으므

로 macrophage내로 세균이 internalization되는

비율도 capsule을 가지지 않는 균주보다 훨씬

낮은 것으로 확인되었다. 따라서, 위와 같은 사

실들은 S. iniae 균주가 macrophage의 식작용 및

CL response와 같은 살균 작용에 저항성을 보이

는 것이 아니라 capsule을 가짐으로써 식작용을

회피하는 능력을 가지고 있으며 이것이 병원성

을 나타내는 주요한 요인으로 작용할 수 있음을

알 수 있었다.

GAS (group A streptococci), GBS (group B
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streptococci), S. pneumoniae 및 S. suis와 같은 많

은 streptococcal 병원체의 뚜렷한 특징 중의 하

나는 host tissue에 부착하고 세포 내로 침입할

수 있다는 것이다 (Charland et al., 2000; Ring et

al., 1998; Rubens et al., 1992). 세균의 숙주 세포

에 대한 invasion이란 in vitro 상에서 non-phago-

cytic cells 내로 세포가 internalization 되는 것을

말한다. 이런 부착과 침입은 숙주 방어 기작에

대한 저항성을 나타내게 하거나 세포 보호 장벽

를 손상시켜 전신 감염을 용이하게 한다. 그램

음성 세균 중에서 P. damselae subsp. piscicida의

경우 EPC (epithelioma papilosum carpio) cell lines

에 부착하고 침입을 할 수 있었으며, 최대 6~9

시간까지 세포 내에 생존해 있는 것으로 확인되

었고 (Lopez-Doriga et al., 2000), non-phagocytic

cells내에서 생존하면서 macrophage respiratory

burst에 의한 oxidative attack과 같은 숙주의 방

어 기작이나 항생제의 영향을 피할 수 있을 것

으로 보인다(Magarinos et al., 1996; Yoshida et al.,

1997b; Barnes et al., 1999). 본 연구에서, S. iniae

의 시험 균주 모두 CHSE-214 cell line내로 inva-

sion할 수 있었으며 세포 내에서 어느 정도 증

식할 수 있는 것으로 확인되었다. 이것은 S. iniae

가 숙주의 방어 기작을 피하기 위하여 non-

phagocytic cell내로 침입하는 것으로 보이며 세

포 내에서 증식할 수 있는 것은 S. iniae가 주위

세포나 조직으로 감염이 확산될 수 있는 가능성

을 보여주는 것으로 사료된다. 

요 약

본 연구에서는 S. iniae의 병원성 요인으로 작

용할 수 있는 capsule의 존재 여부를 확인하고

그에 따른 capsule과 병원성과의 상관 관계를

조사하였다. 즉, 집락의 형태학적 특성에 따라

viscous form (V+)과 non-viscous form (V-)의 균

주로 구분하여 그 특성을 비교 분석하였다. 분리

균의 생리학적 및 생화학적 특성으로는 숙주의

방어 기작에 대한 저항성이나 병원성 차이를 구

분할 수 없었으나 형태학적으로 큰 차이를 있음

을 알 수 있었다. 즉, V+인 경우 cell wall 표면에

capsule이 존재하지만 V-에서는 capsule이 존재

하지 않는 것으로 확인되었다. V+는 넙치 혈청

에서 증식할 수 있지만 V-는 넙치 혈청에 의해

살균되는 것으로 나타나 capsule의 유무에 따라

넙치의 체액성 면역 요소에 대한 저항력에서 차

이가 나는 것을 알 수 있었다. 또한, V+는 넙치

신선 혈청으로 감작한 경우에도 V-에 비해

macrophage의 식균율이 낮았으며 식균된 이후

에는 균 수가 지속적으로 감소하는 것을 확인할

수 있었고 일반 어류 주화 세포 내로 침입하여

생존 및 증식할 수 있는 것으로 나타났다. 이들

결과는 앞으로의 백신 개발에 유용한 기초 자료

로 사용될 수 있을 것으로 사료되었다.
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