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Abstract Burkholderia pyrrocinia CAB08106-4 has an anti-bacterial effect on Garlic White Rot caused by

Sclereotium cepivorum and Sclereotium sp.. It is an environmentally friendly microbial product that prevents

and controls a variety of phytopathogens involving Garlic White Rot caused by Sclereotium cepivorum and

Sclereotium sp.. The aim of this study was to assess and to compare the pathogenicity of Burkholderia

pyrrocinia CAB08106-4 by single exposure of rats through several routes such as oral, intranasal and

intravenous. For the acute toxicity / pathogenicity study, the animals were sacrificed on days 3, 7, 14 and 21,

and macroscopically observed their organs to examine the numbers of internally-retained pesticidal microbes.

Clinical examinations were performed daily during administration period, and body weight gain was

evaluated. In the study, no clinical sign, weight gain and mortality were observed in relation to the

administration of test article. The significant changes of internal/external microbes by test article were not

detected. The pathological findings in relation to the administration of the test article in the necropsy were

not observed. It could be concluded that the microorganism was not toxic or pathogenic in rats via oral,

intranasal and intravenous route. 
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서 론

화학농약의 잠재적 유해영향에 대한 사회적 관심의 증대로

해충관리에 대한 새로운 관리법이 대두되고 있다. 1960년대

이후 환경에 대한 관심 증대로 병원성 미생물을 이용한 살충

제와 같은 생물학적 살충제에 대한 관심이 증대되고 있다

(Mancebo 등, 2011). 우수한 생물농약의 상품화에는 미생물의

분리/동정 기술, 미생물 배양기술, 천연물 분리/동정 기술, 제

제기술, 방제기술의 체계화 등 다양한 분야의 전문기술이 필

요하다. 화학농약에 대한 병원균의 내성발현문제를 해결하고

농가의 경제적 이득과 농산물 소비자의 안전보호의 측면에

서도 효과를 기대할 수 있다. OECD는 2020년 세계 농약시

장에서 생물농약이 20%의 성장을 할 것이라고 예측하였다

(Whalon and Wingerd, 2003). 마늘 흑색썩음균핵병은 1988년

고흥지방의 난지형 마늘포장에서 처음 흑색썩음균핵병이 발

생하여 큰 피해를 주었으며, 지금은 제주도와 무안, 서산, 태

안지방까지 발생하고 있다. 특히 난지형 노지마늘 재배 지역

에서 피해가 크며, 서산과 태안지방에서는 한지형 마늘까지
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피해가 확산되고 있고 무안지방에서는 양파포장에도 발생하

여 큰 피해를 주고 있다. 마늘 흑색썩음균핵병은 토양 전염성

병원균의 일종으로(Sclerotium cepivorum Berkeey) 흑색의 구

형 또는 편구형 균핵을 형성하고, 균핵의 크기는 보통 0.5~

0.8 mm로서 다른 균핵병의 균핵보다 매우 작다. 마늘 흑색썩

음균핵병의 병징은 마늘 지상부가 황변하여 고사하는 증상을

나타내고, 지하부의 구근에서는 처음 흰균사가 나타나며, 병

이 진전되면서 구근 껍질에 흑색의 균핵이 형성된다. 병원균

은 균핵 상태로 토양에서 여름을 휴면한 후 9~10월 마늘 파종

과 함께 발아하여 기주에 침입하고, 추운 12~1월에 잠시 멈추

었다가 2월경부터 발생하여 육안으로 피해 병징을 볼 수 있

다. 4월 상순에 가장 피해가 크며, 고온기인 5월 이후에는 줄

게 된다. 마늘 흑색썩음균핵병은 토양전염성 병해로 방제가

까다롭고 현재 흑색썩음균핵병에 사용되고 있는 살균제는 방

제효과가 그다지 높지 않은 편이다. Burkholderia pyrrocinia

CAB08106-4는 작물에 발생하는 흑색썩음균핵병균을 효과적

으로 방제할 수 있는 버크홀데리아 속 미생물 균주를 토양으

로부터 분리하고, 버크홀데리아 파이로시니아 CAB08106-4

(B. pyrrocinia CAB08106-4)로 명명하였다. B. pyrrocinia

CAB08106-4는 미생물제제로 마늘의 흑색썩음균핵병을 비롯

한 여러 식물병에 대해 방제효과가 우수하며, 기존의 화학농

약이 가지고 있는 잔류독성, 환경 유해 등의 문제점을 해결하

고 화학농약보다 우수한 방제효과를 얻을 수 있다. 

최근 유기 합성농약의 사용으로 인한 환경생태계 오염에

대한 우려가 증가되고 있는 실정이다. 농작물의 생산에 사용

되는 화학농약을 대체하기 위한 방법으로 자연계에 존재하

는 토착미생물을 직접 이용하거나 이들의 기능을 활용한 생

물농약이 꾸준히 개발되고 있다(Park. 2011). 이러한 생물농

약은 일반적으로 독성이 낮다고 알려져 있으나 환경생태계

미치는 영향이나 독성에 대하여 자세히 밝혀져 있지 않다.

일반적으로 미생물농약은 1961년 미국에서 등록된 Bacillus

thuringiensis(Bt) 살충제가 전 세계적으로 널리 사용되고 있

다(Siegel. 2011). 미국 EPA에서는 1961과 1995년사이에 Bt

가 포함된 제품이 177개가 등록되었다. 또한 이 모든 제품

들은 포유류를 대상으로 감염성과 병원성에 대한 시험을 하

였고, 초기의 Bt 제품들은 발암성과 만성 경구독성 시험을

실시하였다(Mancebo. 2011). 새로운 형태의 미생물농약개

발 시 독성과 병원성을 랫드를 이용하여 경구, 정맥 및 비강

투여 경로를 통해 확인하고 있다. 병원성(pathogencity)은

병원체가 기주에 감염되어 질병을 일으켜 상해 및 손상을

입힐 수 있는 능력을 말하며, 감염(infection)은 병원성이 있

는 병원체가 인간이나 동식물 등의 숙주에 침입하여 발육하

거나 증식이 일어난 상태를 말한다(U.S. EPA, 1996a). 미생

물농약의 안전성시험 시 투여 경로의 선택은 첫 번째 일반

적으로 사람에 있어 가장 노출되기 쉬우며, 외부 물질의 흡

수 시 가장 중요한 부분인 위장관 계통에 영향을 주는 경구

(oral) 경로이다. 다음으로 정맥(Intravenous) 투여는 미생물

이 전신에 순환하여 전신에 흡수된 후 미생물이 감염과 병

원성을 일으키는지 확인할 수 있는 이상적인 경로이다. 비

강(Intranasal) 투여는 사람과 동물에 있어 호흡을 통한 노출

의 위험성을 확인할 수 있는 경로이다(Mancebo. 2011). 본

시험에서는 마늘 흑색썩음균핵병에 대해 항균물질을 분비하

는 B. pyrrocinia CAB08106-4 균주를 이용한 생물농약 개

발 및 상품화에 있어 생물농약 원제의 독성반응과 안전성을

급성경구, 급성호흡기 및 급성정맥독성시험을 통하여 3가지

투여 경로별 차이점과 안전성을 평가하고자 하였다.

재료 및 방법

시험물질

시험물질은 B. pyrrocinia CAB08106-4 원제(1.0 × 109

cfu/mL)로서 한국삼공으로부터 제공받았고, 각 시험의 투여

농도에 맞게 조제하였으며, 대조물질로는 멸균생리식염수를

사용하였다. 

시험동물 및 사육환경

급성경구, 호흡기, 정맥독성/병원성시험 모두 6주령의 암·

수 특정병원체 부재 Sprague-Dawley 랫드 각 40마리를 ㈜

오리엔트바이오로부터 구입하여 6일간 동물 사육실 환경에

적응시켜 시험에 사용하였다. 동물사육실은 온도 22 ± 2oC,

상대습도 50 ± 20%, 환기횟수 10~15회/시간, 조명시간 12시

간(오전 8시~오후 8시), 조도 150~300 Lux로 유지하였다.

실험동물은 랫드용 폴리카보네이트 사육상자(260 × 420 ×

180 mm, 계룡과학 제작)에 대조군은 2마리씩, 시험군은 3마

리씩 넣어 사육하였고, 음수와 사료는 자유로이 급여하였다.

군구성

순화기간을 거친 후 건강한 동물 중에서 체중을 기초로

하여 군 분리하였다 각 시험마다 대조군 16마리, 시험군 24

마리씩 배치하였고, 시험물질은 단회 투여하였다. 

임상증상 관찰, 체중 

모든 실험동물은 매일 1회 이상 임상증상을 관찰하였고,

체중은 시험물질 투여직전, 투여 후 주 1회 및 부검 시에 측

정하였다. 

사육상자 라벨 

사육상자에는 시험유형, 시험번호, 시험물질, 군번호, 개

체번호, 성별, 투여용량 및 투여액량, 시험기간 및 시험책임

자를 기재한 개체식별카드를 부착하였으며, 개체식별은 유

성매직을 이용하여 꼬리에 표시하였다.
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투여방법

본 시험물질은 B. pyrrocinia CAB08106-4 원제 (1.0 × 109

cfu/mL)로서 농촌진흥청 고시 제 2012-13호 “농약 및 원제의

등록기준”에 나와있는 투여 경로별 투여 농도로 시험물질을

조제하여 투여하였다. 또한 시험물질인 B. pyrrocinia

CAB08106-4 원제(1.0 × 109 cfu/mL)는 투여 전 시험물질 함

량을 확인 후 사용하였다.

급성경구 병원성/독성시험의 경우 1.0 × 108 cfu의 농도로

투여액량을 투여 군별 공히 1 mL/animal로 설정하여 투여

하였으며, 랫드용 경구 투여용 주사기를 이용하여 위내에 1

회 강제 투여하였다. 급성호흡기 병원성/독성시험의 경우

1.0 × 108 cfu의 농도로 투여액량을 투여군 별 공히 0.1 mL/

animal로 설정하여 투여하였으며, 1회에 한하여 시험물질을

랫드의 비강내로 투여하였다. 급성정맥 병원성/독성시험의

경우 1.0 × 107 cfu의 농도로 투여액량을 투여군 별 공히

0.1 mL/animal로 설정하여 투여하였으며, 일회용 주사기(26

Gauge)를 이용하여 랫드의 미정맥 내로 투여하였다.

육안적인 소견검사

시험종료 시 모든 생존동물은 외관검사를 실시한 후 부검

하여 육안적인 이상 소견을 검사하였다.

미생물 체외 배출상황 관찰

급성경구독성시험의 경우 미생물 체외 배출상황을 관찰하

기 위해 시험물질 투여 후 1일, 3일, 7일 및 14일째에 대변

을 채취하여 멸균생리 식염수에 10배 희석하여 균질화시킨

다음 Nutrient Agar 배지에 접종한 후 30oC에서 2~3일 동안

배양하여 colony 수를 육안으로 측정하였다.

미생물 체내 잔존상황 관찰

급성경구독성시험의 경우 미생물 체내 잔존상황을 관찰하

기 위해 시험물질 투여 후 3일, 7일, 14일 및 21일째에 부검

하여 신장, 뇌, 간장, 폐, 비장, 위, 혈액, 액와림프절을 적출

하여 멸균생리식염수에 10배 희석하여 균질화시킨 다음

Nutrient Agar 배지에 접종한 후 30oC에서 2~3일 동안 배양

하여 colony 수를 육안으로 측정하였다. 급성호흡기독성시

험의 경우 미생물의 체내 잔존상황을 관찰하기 위해 시험물

질 투여 후 3일, 7일, 14일 및 21일째에 부검하여 신장, 뇌,

간장, 폐, 비장, 혈액, 맹장, 액와림프절을 적출하여 멸균생

리식염수에 10배 희석하여 균질화시킨 다음 Nutrient Agar

배지에 접종한 후 30oC에서 48~72시간 동안 배양하여

colony 수를 육안으로 측정하였다. 급성정맥독성시험의 경

우 미생물의 체내 잔존상황을 관찰하기 위해 시험물질 투여

후 3일, 7일, 14일 및 21일째에 부검하여 신장, 뇌, 간장, 폐,

비장, 맹장, 액와림프절을 적출하여 멸균생리식염수에 10배

희석하여 균질화시킨 다음 nutrient agar 배지에 접종한 후

30oC에서 48~72시간 동안 배양하여 colony 수를 육안으로

측정하였다.

결과 및 고찰

본 연구는 마늘 흑색썩음균핵병에 대해 항균물질을 분비

하는 B. pyrrocinia CAB08106-4 균주를 이용한 생물농약

개발 및 상품화에 있어 생물농약 원제의 독성반응과 안전성

을 급성경구, 급성호흡기 및 급성정맥독성시험을 통하여 평

가하였다. 또한 본 시험은 농촌진흥청 고시 제 2012-13호 “농

약 및 원제의 등록기준”에 준하여 시험을 실시하였다(농촌

진흥청. 2012). 

B. pyrrocinia CAB08106-4 원제에(1.0 × 109 cfu/mL) 대

한 급성경구, 정맥 및 호흡기 독성/병원성시험을 SD계 랫드

를 사용하여 1회 투여한 후 3일, 7일, 14일 및 21일째에 부

검하여 장기를 육안으로 관찰한 다음 체내 잔존 미생물 수

와 1일, 3일, 7일 및 14일째의 체외 배출 미생물 수를 검사

하였다. 또한 전 시험기간 동안 일반증상을 관찰하였으며

투여 후 주 1회씩 체중을 측정하였다. 급성경구 병원성/독성

시험의 경우 관찰기간동안 암·수 모든 투여군에서 시험물

질 투여에 기인된 임상증상은 관찰되지 않았다. 시험기간

중 생존동물에 대한 체중변화에 있어서 투여군과 대조군에

서 정상적인 체중 증가가 관찰되었다(Fig. 1). 모든 생존동

물의 부검은 시험종료 후 CO2로 마취시켜 각 주요장기에

대한 육안적 관찰을 실시한 결과 모든 시험동물에서 시험물

질 투여와 관련된 특이한 증상은 관찰되지 않았다. 시험물

질 투여 후 1일, 3일, 7일 및 14일째에 대변을 채취하여 체

외 배출 미생물 수를 측정한 결과 미생물이 검출되지 않았

다. 시험물질 투여 후 3일, 7일, 14일 및 21일째에 부검하여

신장, 뇌, 간장, 폐, 비장, 위, 혈액, 액와림프절에서의 미생

물 수를 측정한 결과 시험물질 투여와 관련된 미생물은 검

출되지 않았다(Table 1).

Fig. 1. Changes in body weights of Sprague Dawley rats
treated with the Burkholderia pyrrocinia CAB08106-4 (Oral).
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급성호흡기 병원성/독성시험의 경우 관찰기간동안 암·수

모든 투여군에서 시험물질 투여에 기인된 임상증상은 관찰

되지 않았다. 시험기간 중 생존동물에 대한 체중변화에 있

어서 투여군과 대조군에서 정상적인 체중 증가가 관찰되었

다(Fig 2). 모든 생존동물의 부검은 시험종료 후 CO2로 마

취시켜 각 주요장기에 대한 육안적 관찰을 실시한 결과 모

든 시험동물에서 시험물질 투여와 관련된 특이한 증상은 관

찰되지 않았다. 시험물질 투여 후 3일, 7일, 14일 및 21일째

에 부검하여 신장, 뇌, 간장, 폐, 비장, 혈액, 맹장 및 액와림

프절에서의 미생물 수를 측정한 결과 미생물이 검출되지 않

았다(Table 2).

급성정맥독성시험의 경우 관찰기간동안 암·수 모든 투여

군에서 시험물질 투여에 기인된 임상증상은 관찰되지 않았

다. 시험기간 중 생존동물에 대한 체중변화에 있어서 투여

군과 대조군에서 정상적인 체중증가가 관찰되었다(Fig 3).

모든 생존동물의 부검은 시험종료 후 CO2로 마취시켜 각

주요장기에 대한 육안적 관찰을 실시한 결과 모든 시험동물

에서 시험물질 투여와 관련된 특이한 증상은 관찰되지 않았

다. 시험물질 투여 후 3일, 7일, 14일 및 21일째에 부검하여

신장, 뇌, 간장, 폐, 비장, 맹장 및 액와림프절에서의 미생물

수를 측정한 결과 미생물이 검출되지 않았다(Table 3). 

B. pyrrocinia CAB08106-4 원제(1.0 × 109 cfu/mL)에 대

한 급성경구, 정맥 및 호흡기의 독성 및 병원성 시험을 SD

계 랫드를 사용하여 단회 투여한 결과 전 시험기간 동안 투

여군에 있어서 사망례는 물론 시험물질 투여와 관련된 임상

증상은 관찰되지 않았고, 체중변화에 있어서도 정상적인 체

중증가가 관찰되었다. 체내외 미생물 수를 검사한 결과 검

출된 미생물은 없었으며, 생존동물에 대한 부검결과에 있어

서도 시험물질 투여와 관련된 병리학적 소견은 관찰되지 않

았다. 

급성독성 평가에 있어서 투여경로의 선택은 시험물질

의 특성과 작용방식을 반영하여야 한다. B. pyrrocinia

Table 1. Number of bacterial colony from acute oral toxicity/pathogenicity test

0 (cfu/animal) 1.0 × 108 (cfu/animal)

Days after treatment Days after treatment

1 3 7 14 21 1 3 7 14 21

Feces N.D. N.D. N.D. N.D. N.D N.D N.D N.D. N.D. N.D

Kidney N.D N.D. N.D. N.D. N.D. N.D N.D. N.D. N.D. N.D.

Brain N.D N.D. N.D. N.D. N.D. N.D N.D. N.D. N.D. N.D.

Liver N.D N.D. N.D. N.D. N.D. N.D N.D. N.D. N.D. N.D.

Lung N.D N.D. N.D. N.D. N.D. N.D N.D. N.D. N.D. N.D.

Spleen N.D N.D. N.D. N.D. N.D. N.D N.D. N.D. N.D. N.D.

Stomach N.D N.D. N.D. N.D. N.D. N.D N.D N.D. N.D. N.D.

Blood N.D N.D. N.D. N.D. N.D. N.D N.D. N.D. N.D. N.D.

Lymph node N.D N.D. N.D. N.D. N.D. N.D N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. : Not Detected

Fig. 2. Changes in body weights of Sprague Dawley rats
treated with the B. pyrrocinia CAB08106-4 (intranasal).

Fig. 3. Changes in body weights of Sprague Dawley rats
treated with the B. pyrrocinia CAB08106-4 (intravenous).
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CAB08106-4 원제는 우선 경구로 투여되었는데 경구는 사

람에게 노출되는 가장 일반적인 경로이다. 경구는 사람에게

나타나는 독성의 영향을 가장 적절하게 예측하는 방법일 것

이다. 또한 외부에서 유입되는 독성물질들의 흡수가 일어나

는 장소는 위장관이다. 정맥을 사용한 투여는 다른 경로에

서 나타나는 흡수의 과정을 생략함으로써 미생물이 순환계

에 빠르게 접근하고 감염을 일으키거나 독성을 나타낼 수

있게 하는 이상적인 방법이다. 흡입적 노출은 실제로 이 미

생물 농약을 사용하는데 있어서 체내 흡수되는 실제적인 경

로라 볼 수 있다. 이번 연구의 결과는 이 세가지 경로를 통

한 미생물 농약의 노출이 체내에서 신속하게 제거됨을 보여

주고 있다. Mancebo 등(2011)은 미생물농약의 병원성 및

독성시험에서 B. thuringiensis를 이용하였는데, 경구, 정맥

및 호흡기를 통한 단회투여시 영향이 없는 것으로 확인된

바 있다. B. thuringiensis는 미생물농약으로 많이 사용하는

균주로서 체외 배설에 대해 조사한바, 투여경로에 따라 일

부 잔류한 결과를 나타내어 제거가 신속하지 않음을 시사해

준다. 한편, 이 연구에서 투여부위에 피부의 궤양과 출혈이

관찰되었고, 조직병리학적 소견에서 응고괴사와 림파구 침

윤같은 반응이 관찰되었다고 한다. 본 연구에서는 투여부위

에 특별한 이상병변이 없었던 바, B. pyrrocinia CAB08106-

4에 의한 국소자극은 없는 것으로 생각된다. 

이상의 결과로부터 B. pyrrocinia CAB08106-4 원제

(1.0 × 109 cfu/mL)를 단회 투여한 결과 독성이나 병원성은

관찰되지 않았으며, 각 투여 경로에 의한 각각의 장기별

특이 증상이나 정맥 투여 시 투여부위에서의 국소적 영향

도 관찰되지 않았다. 따라서 본 시험에서 B. pyrrocinia

CAB08106-4 원제(1.0 × 109 cfu/mL)를 경구, 정맥 및 호흡

기를 통해 단회 투여 시 영향이 없는 것으로 평가되었다. 
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Table 2. Number of bacterial colony from acute pulmonary toxicity/pathogenicity test

0 (cfu/animal) 1.0 × 108 (cfu/animal)

Days after treatment Days after treatment

3 7 14 21 3 7 14 21

Kidney N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

Brain N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

Liver N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

Lung N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

Spleen N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

Blood N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

Cecum N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

Lymph node N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. : Not Detected

Table 3. Number of bacterial colony from acute intravenous toxicity/pathogenicity test

0 (cfu/animal) 1.0 × 107 (cfu/animal)

Days after treatment Days after treatment

3 7 14 21 3 7 14 21

Kidney N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

Brain N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

Liver N.D.. N.D.. N.D. N.D. N.D.. N.D.. N.D. N.D.

Lung N.D. N.D.. N.D. N.D. N.D.. N.D.. N.D. N.D.

Spleen N.D.. N.D. N.D. N.D. N.D.. N.D. N.D. N.D.

Cecum N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

Lymph node N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.. N.D. N.D. N.D.

N.D. : Not Detected
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랫드를 이용한 Burkholderia Pyrrocinia CAB08106-4의

급성경구, 호흡기, 정맥독성/병원성시험

권 민1·강태구2·정창국3·박철범2*

1중앙대학교 의과대학 예방의학교실, 2호서대학교 안전성평가센터, 3한국삼공 연구소

요 약 Burkholderia pyrrocinia CAB08106-4은 Sclereotium cepivorum와 Sclereotium sp.균주에 의해 발생하는 마

늘 흑색썩음균핵병에 대한 항박테리아 효능을 가지고 있다. 이는 Sclereotium cepivorum와 Sclereotium sp.에 의해 발

생하는 마늘 흑색썩음균핵병을 포함한 다양한 식물병원체를 관리하고 예방하는데 있어 친환경적인 미생물 제품이다.

이번 시험의 목적은 Burkholderia pyrrocinia CAB08106-4를 경구, 호흡기, 정맥에 대한 단회투여 시의 급성독성 증

상과 병원성을 비교하고 평가하고자 한다. 급성독성/병원성 시험에서 랫드를 3, 7, 14, 21일에 안락사하여 체내 미생

물잔존상황을 관찰하였고, 투여 후 21일 동안 매일 임상증상 관찰과 체중증가량을 평가하였다. 이번 시험에서 전체

시험기간 동안 투여군에 있어서 사망례는 물론 시험물질 투여와 관련된 임상증상은 관찰되지 않았고 체중도 정상적

으로 증가한 것으로 관찰되었다. 미생물의 체·내외 관찰결과에 있어서도 모든 군에서 미생물은 검출되지 않았으며,

생존동물을 부검 관찰한 병리소견에서도 Burkholderia pyrrocinia CAB08106-4 투여와 관련된 이상은 관찰되지 않았

다. 이상의 결과를 통해 급성경구, 급성호흡기 및 급성정맥 시험에서 투여된 미생물의 시험물질은 독성과 병원성에

문제가 없는 것으로 평가되었다.

색인어 경구, 흡입, 정맥, 미생물농약, 마늘 흑색썩음균핵병
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