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알지네이트 코팅 Miamiensis avidus (Ciliophora: Scuticociliatida)
경구백신의 넙치(Paralichthys olivaceus)에 대한 효능평가 
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Efficacy of alginate microsphere oral vaccine against Miamiensis avidus 
(Ciliophora: Scuticociliatida) in olive flounder (Paralichthys olivaceus) 

Su-Mi Shin and Sung-Ju Jung†
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The efficacy of the alginate microsphere (Alginate MS) oral vaccine against Miamiensis avidus 
in olive flounder (Paralichthys olivaceus) was confirmed through challenge infections by both im-
mersion and injection routes. In trial 1, the formalin-inactivated M. avidus coated with alginate, des-
ignated as ‘IMa+Alginate MS’ group, and the IMa group were administered with vaccines mixed 
with feed, with a total antigen dose of 3.75 × 106 cells/fish. When challenged with immersion infection 
at five weeks post vaccination, the relative percent survival (RPS) in the  IMa+Alginate MS group 
was 50% (immersed in 50% seawater) and 37.5% (immersed in 100% seawater). The group that 
received only IMa showed a low survival rate. In trial 2, the antigen was fed mixed with feed at 
a total dose of 2.38 × 106 cells/fish for 5 days. Two weeks after oral vaccination, fish were intra-
peritoneally injected for infection. The RPS in the IMa+Alginate MS group was 30.8%, while the 
IMa-only group showed no vaccine efficacy. At five weeks post vaccination, when subjected to chal-
lenge infection by immersion in 50% seawater, the  IMa+Alginate MS group recorded a RPS of 
42.9%, whereas the IMa group had a RPS of 14.3%. The results of this study indicate that coating 
M. avidus antigen with alginate can provide higher protection in olive flounder compared to administer-
ing the antigen alone.
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서   론

스쿠티카충은 Oligohymenophore강 Scuticocilia-
tia아강에 속하며 크기는 약 31.5 (21-37) um × 18.5 
(11-28) um이고, 장축을 따라 8-12개의 섬모열과 

꼬리 부분에 1개의 긴 섬모를 가진 기생성 원충류

이다(Jung et al. 2007). 국내에서는 지난 1990년대 

초반 넙치(Paralichthys olivaceus)에서 첫 감염사례

가 보고되었으며, 이후 넙치양식어가에 지대한 경

제적 손실을 유발하는 주요 병원체 중 하나이다

(Lee et al. 1994). 스쿠티카충에 감염된 어류는 출

혈을 동반한 체표 궤양, 체색흑화, 안구돌출이 주

요 증상이며, 아가미와 피부를 통해 체내로 침투하
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여 증식함으로써 내장기관 및 뇌조직까지 전신감

염을 유발한다. 국내에서 감염을 유발한다고 알려

진 스쿠티카는 Uronema marinum, Pseudocohnilem-
bus persalinus, Miamiensis avidus (=Philasterides di-
centrarchi) 이며(Jee et al., 2001; Kim et al., 2004a; 
2004b; Jung et al., 2007), 이중 M. avidus가 넙치에 

강한 병원성을 일으킨다고 알려져 있다(Song et 
al., 2009). 스쿠티카충 구제를 위한 방법으로는 일

반적으로 포르말린, pyrimethamine, salicylanilides 
niclosamide, oxyclozanide 등을 이용한 화학요법을 

이용하지만 이러한 방법으로 충을 완벽하게 구제

할 수 없다(Iglesias et al., 2002). 이러한 이유로 min-
eral oil 을 면역보조제로 사용하여 Philasterides di-
centrarchi 에 대한 불활화 백신(Lamas et al., 2008; 
Sanmartin et al., 2008) 및 면역자극제(CpG ODN)를 

활용한 스쿠티카충 제어를 위한 방안들을 제시하

고 있다(Lee and Kim, 2009; Kang and Kim, 2015). 
2020년 세계적으로 최초로 우리나라에서 M. avi-
dus 백신이 상용화에 성공하였고, 면역보조제가 

첨가되지 않고 2회 접종하는 M. avidus 단일주사백

신(녹십자의약품)과 스쿠알렌보조제에 M. avidus 
및 Tenacibaculum maritimum 이 포함된 다가백신

(씨티씨백)이 품목허가를 받았다(NIFS, 2020).
M. avidus충에 대한 백신은 대부분 주사백신의 

형태로 이러한 백신은 항원에 대한 장기적인 면역

형성을 제공하지만, 20 g미만의 작은 어류에는 적

용하기 힘든 형태의 백신이다. 스쿠티카증은 연중 

발생하는 질병이며, 초기 자어부터 출하직전의 넙

치까지 발병하는 질병이기 때문에 스쿠티카충에 

대응하기 위해서는 어체의 크기에 관계없이 적용

가능한 백신이 필요하다. 어류에 백신을 투여하는 

방법으로는 주사, 침지와 경구가 있는데 그 중 경

구경로가 스트레스가 적고 경제적 측면에서 효율

적인 방법으로 모든 크기의 어류에 적용할 수 있는 

이상적인 백신 방법이다(Rombout et al., 1986). 이
러한 장점에도 불구하고 위산에 의한 위의 산성환

경에서 항원이 파괴되지 않고 위장관 면역계

(GALT; gut-associated lymphoid tissue) 까지 도달하

게 하는 것이 매우 까다롭기 때문에 개발이 제한적

이다(Russell-Jones, 2000). 
Alginate microsphere는 다른 생분해성 물질들에 

비해 점막 접착 특성, 단백질 분해 및 산성 조건에 

대한 안정성, 비교적 쉬운 겔 형성 조건, 생분해성, 
낮은 독성, 가용성 및 높은 경제성과 같은 장점을 

가지고 있어 많이 사용되는 백신 코팅제 중 하나이

다(Bowersock et al., 1999; Martins et al., 2007). 또한 

Alginate는 그 자체로 어류 질병에 대한 면역 반응

을 향상시킬 수 있다는 다양한 보고가 있으며

(Fujiki et al., 1994; Romalde et al., 2004; Huttenhuis 
et al., 2006), 이러한 특성을 이용하여 최근 논문에

서 다양한 항원에 대한 Alginate microsphere 기반 

경구백신을 개발하고 있다(Tian et al., 2008; Behera 
et al., 2013; Ballesteros et al., 2015). 따라서 본 연구

에서는 Alginate microsphere (Alginate MS) 를 기반

으로 한 M. avidus 경구백신을 제작하고 넙치에 면

역하여 경구백신의 효능을 확인하였다.

재료 및 방법

실험어  

스쿠티카충에 감염된 이력이 없는 넙치를 충청

남도 태안군 소재 종묘생산장에서 구입 후 전남대

학교 해양수산교육연구지원센터에서 사육하였다. 
지속적으로 산소공급과 해수교환이 이루어지는 2
톤의 해수가 수용된 수조에 사육하였으며, 감염 실

험에 사용한 실험어는 감염시설로 옮겨서 실험을 

수행하였다. Trial 1에 사용한 넙치 치어는 평균 5.8 
± 1.2g로 수온 20℃가 유지되는 순환여과식 수조 

(200L)에서 사육하였다. Trial 2는 같은 그룹의 넙

치를 키워서 사용하였다.

스쿠티카 충 배양 및 항원 준비

본 실험에서 사용한 스쿠티카충은 M. avidus종
으로, 2005년에 여수에서 분리한 YS2를 사용하였

다(Jung et al. 2005). YS2는 chinook salmon Onco-
rhynchus tshawyscha embryo 세포(CHSE-214)에 접

종한 후 10°C에서 배양하면서 2달 간격으로 계대 

배양하여 사용하였다. CHSE-214세포의 배양에는 

25 cm2 세포 배양용 플라스크(Thermo Fisher Scien-
tific, China)에 10%의 소태아혈청(Gibco, USA)과 

penicillin-streptomycin (Gibco, USA)를 첨가한 Dul-
becco's Modified Eagle medium (DMEM; Gibco, 
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USA)을 사용하였다. CHSE-214 세포에서 M. avi-
dus YS2를 15℃에서 5일간 배양하여 먹이공급원

으로 사용한 CHSE-214세포가 현미경으로 보이지 

않는 것을 확인한 후 포르말린 불활화를 진행하였

다. 포르말린 불활화는 YS2가 포함된 배양액에 포

르말린을 500 ppm농도로 첨가한 후 4℃에서 교반

하였다. 이어서, 134 × g에서 10분 동안 원심분리하

여 M. avidus를 수확하고 현미경으로 섬모를 관찰

하여 완전히 불활성화 된 것을 확인하였다. 그 후 

불활성화된 항원 용액을 소태아혈청이 포함되지 

않은 DMEM를 사용하여 10분 동안 134 × g로 원심

분리하여 2회 세척한 후 Phosphate Buffer Saline 
(PBS, pH 7.2)으로 원하는 항원 농도를 맞추어 사

용하였다. 경구백신의 1회 제작에는 75 cm2 플라스

크 45개 분량(≒4 × 108 cells)의 충을 사용하였고 포

르말린으로 불활화한 항원은 이후 IMa (inactivated 
M. avidus)로 나타내었다.

Alginate microsphere (Alginate MS) 경구백신 

제작

Alginate MS는 Tian et al. (2008) 연구에서 설명

한 방법을 변형하여 제작했다. 15 ml의 증류수에 

Alginate (Sigma-Aldrich, USA)를 넣어 12시간 실온

에서 용해시켜 0.3% Alginate 수용액을 만들었다. 
이후 15 ml의 alginate 수용액을 포르말린으로 불활

화한 M. avidus 항원(IMa) 3 ml (≒4 × 108 cells)와 

섞은 후 혼합을 위해 1500 rpm에서 5분 동안 교반

하였다. Alginate와 IMa 항원의 혼합물(W)을 4.5 ml 
Span-80 (sorbitan monolaurate, Sigma-Aldrich, USA)
이 들어 있는 600 ml의 paraffin oil (O)에 첨가한 

후, 1500 rpm에서 10분간 교반하여 water in oil 
(W/O) 제형을 형성하였다. 1차 W/O 용액에 0.15M 
CaCl2 (Sigma-Aldrich, USA)를 15 ml 넣어 교반기

(1000 rpm)에서 2시간 동안 교반하였다. 이후 1000 
× g에서 10분간 원심분리한 후 침전물은 70% 알코

올로 두 번 세척하여 흄후드 안에서 24시간 이상 

건조하여 무게를 잰 후 g당 들어있는 항원의 양을 

계산하였다. 건조한 백신은 4℃에서 밀봉하여 보관

하다가 사료에 혼합할 때 PBS에 녹여 사용하였다.

침지감염법 확립

경구백신은 점막면역 경로를 자극하는 방법으

로 점막면역이 존재하는 피부와 장관을 통한 공격

감염이 주사공격감염보다는 더 효과적이므로 M. 
avidus의 침지감염법을 확립하고자 하였다. 침지

감염은 Takagishi et al. (2009)의 방법을 변형하여 

사용하였고, 5.8 ± 1.2 g과 7.8 ± 1.64 g의 두 가지 

크기의 넙치를 사용하였다. 침지감염은 해수의 농

도를 30%, 50% 및 100%로 설정한 3가지의 조건으

로 수행하였다. 침지감염은 3가지 농도의 해수 1L
에 10마리의 넙치를 수용하고 M. avidus (1.12 × 
107 cells) 배양액을 넣고 1시간 에어레이션하면서 

침지시킨 후 각각의 염분농도로 맞춘 해수를 20L
씩 추가하였다. 침지감염 이후 사육수를 3일간은 

설정한 해수농도로 절반씩 환수하였고 그 이후는 

일반해수로 환수하였다.

주사감염법 확립

주사감염은 복강감염으로 진행하였고 5.8 ± 1.2 
g의 실험어에는 한 마리 당 1 × 104, 5 × 103 및 

1 × 103 cells/100ul의 농도로, 7.8 ± 1.64 g의 실험어

에는 1.2 × 105, 5.3 × 104 및 1.2 × 104 cells/100ul의 

농도로 접종하였다. 실험어는 25L의 UV 처리된 해

수가 들어있는 수조에 10마리씩 수용하고, 수온은 

인위감염 시점부터 종료일까지 20-21℃로 유지하

였다. 폐사는 28일 동안 매일 관찰하여 기록하였으

며, 폐사어의 복강과 뇌를 검경하여 스쿠티카에 의

한 폐사를 확인하였다. 

침지감염을 통한 효능평가(Trial –1)
Trial–1에서는 침지공격감염으로 Alginate MS의 

효능 검증을 진행하였다. 면역은 총 120마리의 넙

치 치어(5.8 ± 1.2 g)를 무작위로 4개 그룹(IMa+ 
Alginate MS, IMa, 감염대조군, 비 감염대조군)으
로 나누어 30마리씩 수용하고 경구로 투여하였다

(Table 1). IMa+Alginate MS 그룹과 IMa 그룹은 어

체중의 1%에 해당하는 사료에 백신을 섞어 5일간 

나누어 투여하였으며, 5일간 투여한 항원의 총량

이 실험어 1마리 당 3.75 × 106 cells이 되도록 하였

다. 감염 대조군과 비 감염대조군은 백신그룹과 동

일한 양의 일반 사료를 투여하였다. 
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경구투여 종료일로부터 5주 후 그룹당 30마리의 

넙치를 15마리씩 나누어 수용하고 50% 해수와 100 
% 해수 조건에서 1.12 × 107 cells/1L/tank의 농도로 

위에서 기술한 방법과 동일한 방법으로 침지로 감

염시켜 경구백신의 효능을 확인하였다(Table 1). 
침지감염 후 20℃에서 사육하면서 28일 동안 매일 

관찰하여 기록하였으며, 폐사어의 피부 궤양부위

와 뇌를 검경하여 스쿠티카충을 확인하였다. 

주사감염과 침지감염을 통한 효능평가(Trial –2)
Trial 1에서는 침지감염으로 백신의 효능을 평가

하였으나 침지감염은 주사감염보다 10배에서 20
배 많은 양의 충을 배양해야 하는 어려움이 있어 

주사감염으로도 침지감염과 동일한 정도의 효능

을 나타내는지 확인하고자 하였다. 또한 침지감염

을 추가로 실시하여 IMa+Alginate MS 백신이 trial 
1과 동일한 효능을 나타내는지를 확인하고자 하였

다. 이를 위하여 trial 2는 주사감염과 침지감염의 

2가지 방법을 사용하여 공격감염을 실시하였다. 
총 192마리의 넙치 치어(7.8 ± 1.64 g)를 4개의 실험

구(n = 24)로 나누어 20-21℃로 유지하여 사육하였

다(Table 1). 경구백신은 어체중의 1%에 해당하는 

사료에 백신을 섞어 5일간 나누어 투여하였고, 5일
간 투여한 항원의 양이 실험어 1마리 당 2.38 × 106 
cells이 되도록 하였다. 감염 대조구와 비 감염대조

구은 백신그룹과 동일한 양의 일반 사료를 투여하

였다. 공격감염실험은 면역 종료일로부터 2주 후

에는 복강감염으로, 5주 후에는 침지감염으로 진

행하였다(Table 1). 먼저 경구 면역 종료일로부터 

2주 후, 25L의 해수가 들어있는 4개의 수조에 14마
리씩 수용하고 M. avidus를 5.7 × 104 cell/fish/100ul
의 농도로 복강 주사로 감염시켰다. 수온은 20-21 
℃로 유지하면서 28일간 폐사를 관찰하였다.

침지감염은 경구 면역 종료일로부터 5주 후, 1리
터의 50% 해수가 들어있는 4개의 수조에 넙치를 

10마리씩 수용하고 M. avidus를 1.12 × 107 cell/1L
에서 한 시간 침지 후 20L의 50% 해수를 첨가하였

다. 이후 과정은 Trial 1과 동일하게 수행하였다. 

통계분석

통계분석은 Graph pad prism 5 software (Version 

5.02)를 이용하여 log lank (mantel-cox) test로 하였

다. 상대생존율(relative percentage survival, RPS)은 

다음의 수식을 활용하여 산출하였다(Amend, 1981). 
RPS = [1-(% mortality in vaccinated group/% 

mortality in control group)] x 100

실험동물의 관리

본 실험은 전남대학교 동물실험윤리위원회(In-
stitutional Animal Care and Use Committee)의 승인

하에 표준작업 지시서와 허가사항에 따라 수행하

였다(CNUIACUC-YS-2019-8).

결   과

침지감염

평균 5.8 ± 1.2 g (8.57 ± 1.48 cm) 크기의 실험어에

서는 30%와 50% 해수에서 모두 폐사하였고 100% 
해수에서는 90%가 폐사하였다(Fig. 1A). 반면 7.8 
± 1.64 g (9.3 ± 0.96 cm) 실험어에서는 30% 해수에

서는 모두 폐사하였으나 50%와 100% 해수에서는 

각각 40%와 30%가 폐사하였다(Fig. 1B). 두 가지

의 넙치 크기 그룹 모두에서 담수의 비율이 높을수

록 폐사는 빠른 시기에 나타났다. 침지감염으로 폐

사한 넙치는 피부의 궤양과 출혈 및 지느러미가 

결손되는 임상증상을 보였다(Fig. 1C). 또한 궤양 

및 지느러미가 결손 된 부위를 현미경으로 검경했

을 때 스쿠티카충을 확인 할 수 있었다. 

주사감염

5.8 ± 1.2g의 실험어에 한 마리 당 1 × 104, 5 × 103 
및 1 × 103 cells/100ul의 농도로 복강주사하였을 때 

각각 86.6%, 33.3% 및 13.3%의 누적폐사율을 나타

내었다(Fig. 1D). 7.8 ± 1.64 g의 실험어에 1.2 × 105, 
5.3 × 104 및 1.2 × 104 cells/100ul로 복강감염한 그룹

에서는 66.6%, 33.3% 및 26.6%가 폐사하였다(Fig. 
1E). 폐사어는 복부팽만이 주증상으로 피부의 궤

양은 감염 2주 후에 약하게 보이는 개체가 있었다

(Fig. 1F). 해부하면 출혈성의 복수가 차 있고 복수

에는 활발하게 움직이는 스쿠티카충을 관찰할 수 

있었다.
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A B

C D

E F

Fig. 1. Cumulative mortality and clinical signs of olive flounder infected by immersion (A-C) and intraperitoneal 
injection (D-F). Fish in two weight groups, 5.8 ± 1.2 g (A) and 7.8 ± 1.64 g (B), were maintained at 30%, 50% 
and 100% of seawater then immersion infected with M. avidus concentration of 1.12 × 107 cells/lL for 1 hour. Olive 
flounder infected by immersion exhibited white patches, typical ulcers, and hemorrhages on the skin (C). In addition, 
fish were intraperitoneally injected with three different concentrations of M. avidus, 1 × 104, 5 × 103 and 1 × 103 
cells/fish/100ul into 5.8 ± 1.2 g (D) and 1.2 × 105, 5.3 × 104 and 1.2 × 104 cells/100ul into 7.8 ± 1.64 g (E) of 
fish. M. avidus injected fish exhibit distended abdomen due to hemorrhagic ascites (F).

침지감염을 통한 효능평가(Trial –1)
침지로 감염시켰을 때 IMa+Alginate MS그룹이 

가장 높은 효능을 보였고 상대생존율은 50% 해수 

감염에서 50%, 100% 해수 감염에서 37.5%였다

(Table 1, Fig. 2). IMa만 투여한 그룹에서는 두 그룹 

모두 58.8%의 폐사율을 기록하여 감염대조군의 

폐사율(50%와 66.67%)과 차이가 없었다 (Table 1, 

Fig. 2).

주사감염과 침지감염을 통한 효능평가(Trial –2)
경구백신 투여 종료 2주 후 복강으로 주사감염

을 진행한 경우 IMa+Alginate MS투여구의 상대생

존율은 30.8%였으며 Alginate로 항원을 코팅하지 

않은 IMa투여구는 백신의 투여효과가 전혀 없었
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A B

Fig. 2. Survival curves of experimental trial-1. Fish were orally immunized with M. avidus antigen dose 3.75 × 
106 cells/fish and subsequently immersion infected with M. avidus at a concentration of 1.12 × 107 cells/L for 1 
hour. The immersion infection was carried out in 50% seawater (A) and 100% seawater (B). IMa+alginate MS (-△-), 
IMa (-◇-), control (-◆-) and naive (-■-) groups.

A B

Fig. 3. Survival curves of experimental trial-2. Fish were orally immunized with M. avidus antigen dose of 2.38 
× 106 cells/fish and subsequently fish were intraperitoneally injected with 5.7 × 104 cells/fish/100ul (A) and immersion 
infected with 1.12 × 107 cells/L in 50% seawater (B). IMa+alginate MS (-△-), IMa (-◇-), control (-◆-) and naive 
(-■-) groups.

다(Table 1, Fig 3). 경구백신 투여 종료 5주 후 침지

감염으로 공격감염 한 경우 IMa+Alginate MS의 상

대생존율은 42.9%, IMa 투여구는 상대생존율은 

14.3%를 기록하였다(Table 1, Fig. 3).

고   찰

스쿠티카증은 연중 발생하는 질병이며, 초기 자

어부터 출하직전의 넙치까지 발병하는 질병이기 

때문에 스쿠티카충에 대응하기 위해서는 사이즈

에 관계없이 적용가능 한 백신이 필요하다. 특히 

작은 크기의 치어에서 주사 투여 방식의 백신 투여

가 불가능하기 때문에 모든 크기의 어류에 백신을 

쉽게 전달하고 백신 접종 어류에서 기생충 감염에 

대한 보호 면역을 유도 할 수 있는 경구백신의 개

발이 필요하다. 그러나 경구로 투여한 항원은 장의 

면역 세포를 자극하기 전에 소화되므로 위 분해로

부터 항원을 보호하여 장까지 전달할 방법이 필요

하다(Somamoto and Nakanishi, 2020). 이러한 관점

에서 Alginate는 낮은 독성, 생분해성, 생체적합성, 
뛰어난 점막 접착 특성을 가지므로 microsphere의 

기반 물질로 사용되어왔다(Lee et al., 2012; Popov et 
al., 2018). 본 연구는 Alginate microsphere (Alginate 
MS) 를 활용해 M. avidus 항원을 캡슐화한 후 사료
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에 섞어 넙치에 투여하고, Alginate MS 의 항원 운

반체로서 효능을 평가하였다. 
먼저 경구백신의 효능을 검증하기 위해 침지감

염법을 시도하였다. 효과적인 경구백신을 개발하

기 위해서는 백신의 캡슐화 방법과 함께 백신의 

효능을 평가하기 위한 병원체에 적합한 공격감염 

모델을 선택하는 것이 중요하다(Somamoto and 
Nakanishi, 2020). 백신의 경구투여가 전신 면역보

다는 점막 면역을 자극하며, 또한 침지가 주사보다 

자연 감염과 유사한 감염경로이므로 침지감염으

로 백신의 효능을 확인하고자 하였다. 선행연구에

서 스쿠티카충을 침지경로로 감염시키면 어체의 

크기에 따라 폐사율의 차이가 났으며 크기가 큰 

넙치에서는 폐사율이 낮거나 감염이 성립되지 않

았다. Paramá et al. (2003)도 피부에 상처를 낸 후에

야 침지감염이 가능하였고, Takagishi et al. (2009)
은 저염분에서 일반해수보다 침지감염이 잘 일어

난다고 보고하고 있다. 그러므로 본 연구에서는 경

구백신을 투여한 넙치를 사용하여 침지감염이 확

실하게 일어나는 조건을 확인한 후 그 조건에서 

침지감염으로 백신의 효능을 평가하고자 Takagishi 
et al. (2009)가 사용한 낮은 염도의 조건을 추가하

여 침지감염을 실시하였다. 그 결과 1.12 × 107 

cells/tank로 침지감염 시켰을 때 30%의 해수에서

는 모두 폐사하였고 100% 해수에서 5.8 ± 1.2 g은 

90%, 7.8 ± 1.64 g에서는 30%가 폐사하였으며 어체

의 크기가 작을수록, 낮은 염분농도일수록 폐사가 

더 발생하는 것을 확인하였다. 이는 본 연구에서 

인용한 Takagishi et al. (2009)의 연구결과와도 유사

하다. 본 연구에서는 백신의 효능을 평가하기 위하

여 50%와 100%의 해수조건을 사용하였는데 이는 

30%의 해수에서는 다른 두 그룹에 비하여 사육수

에 거품이 많이 생기는 것으로 보아 어체에 가해지

는 스트레스가 강한 것으로 생각되었기 때문이다. 
유사하게 Park and Min (2018)은 10, 15, 20 및 25 
psu (약 28.5%, 42.8%, 57.1% 및 71.4%해수)의 염분

에 넙치를 사육하면 저염분인 10과 15 psu에서 24
시간 노출시켰을 때 혈장의 코티졸과 글루코즈가 

상승하여 넙치가 저염분에서 급격한 스트레스의 

영향을 받는 것을 보고하였다. 그러므로 본 연구에

서는 넙치에 가해지는 스트레스의 영향이 적은 

50% 해수와 100% 해수 조건에서 침지감염을 실시

하여 경구백신이 효능을 평가하였다.
Trial 1에서 IMa+Alginate MS 그룹은 M. avidus 

에 대해 37.5-50%의 상대생존율을 나타내었다

(Table 1, Fig. 1). 그러나 IMa만 투여한 그룹의 경우 

감염대조구와 비슷한 폐사율을 나타내었다. 이는 

IMa 만 투여한 그룹의 경우 M. avidus에 대한 면역

이 충분히 생성되지 않으며 Alginate로 항원을 코

팅함으로써 경구백신의 효능이 증가함을 의미한

다. 50% 해수와 100% 해수에서 침지감염에 의한 

대조구의 폐사율은 각각 50%와 66.67%로 저염분 

스트레스에서도 M. avidus감염에 의한 폐사의 증

가는 없었다. 또한 상대생존율에서도 차이가 없었

으므로 50% 해수와 100% 해수 감염의 조건이 백

신의 상대생존율에 영향을 미치지 않는 것으로 생

각되었다.
Trial-2에서 경구백신 투여 종료 2주 후 복강으

로 주사감염 했을 때 IMa+Alginate MS 투여구의 

상대생존율은 30.8%였고, IMa투여구는 0%였다. 
경구백신 투여 종료 5주 후 50%의 해수에서 침지

감염했을 때 IMa+Alginate MS 투여구의 상대생존

율은 42.9%였고, IMa투여구는 14.3%였다. 즉, 주
사감염과 침지감염 모두에서 IMa+Alginate MS 투
여구가 IMa단독 투여구보다 높은 상대생존율을 

보임으로써 Alginate로 코팅한 그룹에서 경구백신

이 효능이 향상됨을 알 수 있다. 또한, 경구백신은 

경구 경로를 통해 점막면역을 자극하는 백신이므

로 점막경로로 감염시키는 침지감염을 적용함으

로써 상대생존율의 개선효과를 기대하였으나 주

사감염과 침지감염 모두 유사한 상대생존율을 나

타내었다. 이는 본 연구에 사용한 경구백신에 의하

여 전신면역과 점막면역이 모두 향상되었기 때문

일 것으로 생각된다. 또한, M. avidus 경구백신의 

효능을 평가하기 위한 감염모델로써 주사감염이 

침지감염보다 적은 수의 충이 필요하고 비교적 크

기가 큰 넙치에도 안정적으로 감염이 가능하므로 

주사백신이 더 적합한 것으로 생각된다. 
M. avidus 경구백신에 대한 연구로는 본 연구인 

Alginate MS 기반과 선행연구인 Chitosan MS 기반

의 연구가 있다(Shin et al., 2023). 선행연구에서 

Chitosan MS 기반 M. avidus 경구백신의 상대생존
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율은 41.7-53.3%로 Alginate MS 기반의 M. avidus 
경구백신보다 유사하거나 조금 더 높은 효능을 보

인다. 제조법에 있어서는 Alginate는 상온에서 금

방 녹는데 비하여 Chitosan은 강한 산에서 24시간 

이상 녹여야 하므로 Alginate MS가 제조공정이 단

순하여 대량생산시에 편리한 이점이 있다.   
Alginate MS를 기반으로 한 경구백신에 대한 연

구로 연어(Oncorrhynchus mykiss) 에서 Alginate MS
를 기반으로 IHNV (Infectious Hematopoietic Necro-
sis Virus)에 대한 DNA 백신의 효능을 검증한 연구

에서 21-45%의 상대생존율을 유도하는 것으로 보

고되었으며(Ballesteros et al., 2015), 초어(Cteno-
pharyngodon idella)의 GCRV (Grass Carp Reovirus) 
antigenic epitopes 를 이용한 Alginate microsphere 
기반 경구백신은 면역 2주 후 52%의 상대생존율

을 나타내었다(Xu et al., 2022). 결과적으로 본 연

구에서 개발한 Alginate MS 경구백신은 M. avidus 
에 대해 기존에 보고된 연구들과 유사한 수준의 

효능을 입증하였고, 더하여 상기의 microsphere 제
조 방법의 단순성과 안전성은 본 연구에서 사용한 

Alginate MS 기반 경구백신에 추가적인 이점으로 

작용한다고 할 수 있을 것이다. 

요   약

Miamensis avidus에 대한 alginate Microsphere 
(Alginate MS) 경구백신의 넙치에 대한 효능을 침

지와  주사경로의 공격감염으로 확인하였다. Trial 
1에서는 불활화 M. avidus (IMa)와 IMa를 alginate
로 코팅한 IMa+Alginate MS 를 사료와 혼합하였으

며 총 5일 동안 3.75 × 106 cells/fish의 농도로 먹였

다. 경구백신 투여 5주 후 침지로 공격감염했을 때, 
IMa+Alginate MS 그룹의 상대생존율 (RPS)은 50% 
(50% 해수 침지감염)와 37.5% (100% 해수 침지감

염)였다. IMa 단독투여 그룹은 낮은 생존율을 보였

다. Trial 2에서는 항원을 2.38 × 106 cells/fish의 농

도로 5일간 나누어 먹였다. 경구백신 투여 2주 후

에는 복강주사로 효능을 평가하였고, IMa+ 
Alginate MS 투여구의 상대생존율은 30.8%였으며 

IMa 단독투여 그룹은 백신의 투여효과가 전혀 없

었다. 경구백신 투여 종료 5주 후 50% 해수에서 

침지감염으로 공격감염 한 경우 IMa+Alginate MS 
투여구의 상대생존율은 42.9%, IMa 단독투여 그룹

의 상대생존율은 14.3%를 기록하였다. 본 연구의 

결과는 Alginate로 M. avidus항원을 코팅함으로써 

M. avidus항원을 단독으로 투여하는 것보다 넙치

에 높은 방어력을 제공할 수 있음을 나타낸다. 
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