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            초록
          
        

        
          Toothfish Dissostichus mawsoni (Notothenniidae Family, Perciformes Order) is one of the endangered species and usually inhabits the deep sea cold water. This study was performed to identify the characteristics of bacterial microorganisms from the muscle of the toothfish. The Antarctic toothfish captured using longline fisheries in 2016 were transported to the laboratory in frozen state. Bacterial colonies from muscle were identified using sequences analyzes of 16S rRNA gene. Then, sequenced genes were compared by an alignment matching analysis. Biochemical features were examined by Gram staining, oxidase and catalase tests. Moreover, API 20E and API ZYM were also used. Bacteria like Psychrobacter spp.(79.4%), Staphylococcus spp.(1.3%), and Micrococcus spp.(1.3%), Arthrobacter spp.(1.9%), Brachybacterium spp.(11.3%), Salinibacterium sp.(5%) were identified from the muscle and predominant microorganisms were found to be Psychrobacter spp.. The geneus Psychrobacter is classified in the family Moraxellaceae and the class Gammaproteobacteria. The Psychrobacter species exhibited pale yellow color, rod-shape, Gram negative staining, and oxidase positive reactions. The Psychrobacter spp. had tolerence at the 0% to 8%(w/v) NaCl and the optimal growth was 10℃ to 25℃. Further studies seem to be needed to understand microbial characteristics better on Psychrobacter spp. from toothfish muscles.
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      Ⅰ. 서론
      이빨고기는 농어목(Order Perciformes)의 남극암치과(Family Nototheniidae)에 속하며, 심해저층에서 서식하는 냉수성 어류이다. 주로 남빙양의 로스해에서 많이 서식하며(Lim et al., 2012), 남극해의 수심 70~2000m에서 원양어업을 통해 연간 약 1만여 톤 이상이 어획된다(Fischer and Hureau, 1985; Lee and Kim, 2015). 이빨고기는 남극해양 생물자원보존 위원회(Convention for the Conservation of Antarctic Marine Living Resources, CCAMLR)의 협약에 의해 어획량의 규제를 받으며, 우리나라에서는 남빙양에서의 조업 기득권을 유지하기 위하여 이 해역에 분포하는 이빨고기, 크릴새우등과 같은 수산자원을 과학적으로 조사하고 있다(Lim et al., 2012; Lee and Kim, 2015). 이빨고기는 양식어류와 달리 최근에서야 연구가 활발히 이루어지고 있고, 적은 양이 어획되기에 고부가가치 어종으로 분류된다(Kim and Kim, 2008; Urtubia et al., 2017). 

      우리나라에서 파타고니아 이빨고기(비막치어)는 메로라고 불리며 유통되며 수요가 증가하고 있어 이 어종에 대한 안전성관련 연구는 꾸준히 진행됐다(NFRDI, 2008; Moon et al., 2011). 현재 비막치어와 함께 남극이빨고기는 고등어와의 수은 함량을 비교하여 안전한 식량원천으로의 가능성을 확인한 연구가 있었을 뿐 아니라(Son et al., 2014), 비막치어의 지방산 조성에 대한 식품학적 연구(Lim et al., 2012)와 Deinococcus rubellus sp., Bacillus piscis sp.등의 균을 분리하여 미생물학적 특성을 분석하는 연구결과가 보고된 바 있다(Choi et al., 2016; Lee et al., 2016). 또한, 병원성 세균인 Vibrio spp.와 인간과 어류에 잠재적 병원성을 가진 Psychrobacter spp.도 분리된 바 있다(Hisar et al., 2002; Maria et al., 2015; Urtubia et al., 2017). Psychrobacter spp.는 Gammaproteobacteria에 속하는 균으로(Baik et al., 2010) 남극의 빙하, 심층수와 토양등 차가운 환경에서 만연하게 발견된다(Kämpfer et al., 2002; Bozal et al., 2003; Vela et al., 2003; Romanenko et al., 2004; Khang, 2013). 이 종은 호기성 세균으로 비운동성의 그람음성 간균이며, 높은 염분에서도 내성을 가지고 있고(Bowman, 2006), –10℃~37℃의 범위에서도 증식이 가능한 것으로 알려져 있다(Bakermans et al., 2006). 본 연구는 가식부로 수요가 증가하고 있는 남극 이빨고기의 근육부에서 분리된 세균을 대상으로 유전자 염기서열 분석을 통해 유전학적 특성을 밝히고, 분리된 Psychrobacter spp.에 대한 생화학적 특성분석을 실시하여 이빨고기에서 분리된 Psychrobacter spp.가 가지는 병원성 연구를 위한 기초자료를 확보하고자 하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 조사방법 및 내용
      
        1. 시험균주
        세균 분리를 위해 2016년 남극 로스해의 1000m 이상의 수심에서 연승어획된 이빨고기를 무작위로 선별하여 사용하였으며, 부위별로 절단해 냉동 보관상태로 운송되었다. 본 연구에서는 –80℃에서 보관한 근육부의 절단면 가장 안쪽 부분을 사용하였다.

      

      
        2. 세균 분리
        이빨고기의 근육에서 분리한 세균의 종류와 그 특성을 조사하기 위하여 먼저, PBS에 1:10 비율로 희석한 1g의 근육시료를 마쇄하였다. 그 후, 0.85%(w/v) NaCl의 농도로 제작된 Nutrient Agar(Gibco, USA)에 마쇄된 균액을 도말한 뒤 25℃ 3일간 배양하였다. 배양된 colony는 R2A배지에 3일간, 25℃에서 배양하여 순수분리 하였다.

      

      
        3. 유전학적 특성 분석
        분리된 세균의 유전적 특성분석을 위해, 16S rRNA (27F, AGAGTTTGATCMTGGCTCAG; 1492R, TACGGYTACCTTGTTACGAC) primer염기서열 분석으로 종 동정을 하였다. 16S rRNA 유전자 증폭에 필요한 polymerase chain reaction(PCR)은 activation(95℃, 5분)후, denaturation(95℃, 30초), annealing(55℃, 30초), extension(72℃, 1분)을 35회, final extension(72℃, 7분)의 조건으로 실시하였다. 증폭된 PCR산물은 EtBr이 포함된 1.5% agarose gel (Bioneer, Korea)에 100V, 25분 동안 전기영동 후, band를 확인하였고, MEGA5.2 program을 이용하여 염기서열 분석을 실시하였다. 확인된 염기서열은 National Center for Biotechnology Institute(NCBI)에서 제공된 Basic Local Alignment Search Tool(BLAST)을 사용해 기존에 보고된 균과 상동성을 비교하였다. 이러한 방법을 통해 얻어진 정보들을 Bioedit Ver.7.0.5을 이용하여 multiple alignment를 실시하였고, neighbor-joining 방법을 사용하여 phylogenetic tree를 작성하였다.

      

      
        4. 생화학적 특성 분석 
        이빨고기에서 분리된 세균들 중 우점균인 Psychrobacter spp.에 대한 생화학적 특성조사를 위해 API ZYM kit (BIOMERIEUX, France), API 20E kit (BIOMERIEUX, France)를 사용하였다. 분리된 균에 대한 Gram-staining test(BIOMERIUX, France)를 실시하였고, 1%(w/v) tetramethyl-p-phenylene diamine(BD)를 사용하여 oxidase test를 실시하였다. 또한, 3%(v/v) hydrogen peroxide solution(BD)를 사용하여 catalase test를 실시하였다. 그리고 0.85%(w/v) NaCl 농도의 Nutrient Agar(NA,Gibco, USA), Tryptic Soy Agar(TSA,Gibco, USA)와 Luria-Bertania gar(LB,Gibco, USA)를 사용하여 호기성 성장 실험을 진행하였다. 온도와 염분의 농도에 따라 박테리아에 어떠한 영향을 주는지 알아보기 위해 Nutrient Broth (NB, Becton Dickinson, USA)를 이용해 2% 간격을 둔 농도별(0~10%)배양과 온도별(4, 10, 20, 25, 30, 37, 42℃) 배양을 실시하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과 및 고찰
      
        1. 분리균의 유전학적 특성 분석
        이빨고기 근육부에서 분리된 세균의 16S rRNA 유전자 염기서열을 분석한 결과, 총 160개의 균주가 분리·동정되었다. 분리된 균들은Psychrobacter spp. 8종(n=127, 79.4%), Staphylococcus spp. 2종(n=2, 1.3%), Micrococcus spp. 2 종(n=2, 1.3%), Arthrobacter spp. 2 종(n=3, 1.9%), Brachybacterium spp. 2 종(n=18, 11.3%), Salinibacterium sp. 1 종(n=8, 5%)이 분리되었다([Fig. 1]). 본 연구에서 분리한 균들은 NCBI의 BLAST를 통해 염기서열 분석을 한 결과, 모든 균에서 높은 상동성이 확인 되었다.

        
          
          

          [Fig. 1]  
				
          

          
            Diagram of bacteria strains which were isolated from the muscle of Dissostichus mawsoni.
          
          

          

        

        우점균으로 분리된 Psychrobacter spp.는 Psychrobacter spp.(종명으로 분리 안됨, n=70, 55.19%), Psychrobacter arcticus(n=2, 1.57%), Psychrobacter okhotskensis(n=34, 26.77%), Psychrobacter cibarius(n=15, 11.81%), Psychrobacter luti(n=1, 0.78%), Psychrobacter maritimus(n=2, 1.57%), Psychrobacter fozii(n=2, 1.57%), Psychrobacter alimentarius(n= 1, 0.78%)로 확인되었다([Fig. 2]). Psychrobacter spp.의 염기서열을 분석한 결과, 모든 Psychrobacter spp.는 99~100%의 상동성을 가지는 것으로 확인되었다. phylogenetic tree를 이용하여 Psychrobacter spp.를 비교한 결과, 같은 cluster에 속하였으므로 계통발생학적으로 차이를 보이지 않았다([Fig. 3]). 

        
          
          

          [Fig. 2]  
				
          

          
            Composition of Psychrobacter strains in the muscle of Dissostichus mawsoni. 
          
          

          

        

        
          
          

          [Fig. 3]  
				
          

          
            Phylogenetic tree showing the bacteria strains from Dissostichus mawsoni compared with KCTC. 2000 percentage of bootstrap values was used. Scale bar show 0.005 substitution per nucleotide position.
          
          

          

        

      

      
        2. 분리균의 생화학적 특성 분석
        이빨고기에서 분리한 Psychrobacter spp.의 생화학적 특성을 분석하기 위해 API 20E, API ZYM, 온도별, 염분농도별, oxidase, catalase 및 gram staining실험을 실시하였다. 

        본 연구에서 Psychrobacter spp.는 그람음성 간균으로 3-5mm의 크기로 집락을 형성하였으며, oxidase와 catalase에서 양성을 나타내었다. 염분농도에 따른 영향조사 결과, P. fozii를 제외하고 10%의 높은 염분에서 성장함을 확인하였다. 온도 변화에서는 낮은 온도에서 활발히 성장하였고, P. luti를 제외하고 모두 30℃ 이상에서도 성장하는 것으로 나타났다(<Table 1>). Jung et al.(2005)의 연구에서 P. luti가 15℃에서 최적의 성장을 보이는 것으로 보아 분리한 P. luti도 10℃의 낮은 온도에서 성장률이 높은 것으로 판단된다. 수온은 소화기관에서의 박테리아 성분에도 영향을 주므로(Urtubia et al., 2017), 낮은 온도에서 서식하는 이빨고기에서 분리된 Psychrobacter spp.가 우점균으로 나타날 수 있는 것으로 사료된다. 정확한 특성분석을 위해 표준균주 P. alimentarius (KCTC12186, KCTC12187), P. cibarius(KCTC12256)를 사용하여 생화학적 특성을 비교한 결과, API 20E의 경우, D-mannitol, 2-nitrophenyl-βD-galactopyranoside, L-arginine, L-lysine, trisodium citrate, sodium thiosulfate, indole production, D-mannitol, inositol, D-sorbitol, D-sucrose, D-melibiose 및 amygdalin에서 음성을 나타내었다. API ZYM의 경우, 표준균주와 분리균주 모두 lipase(C14), crystine arylamidase, trypsin, α-chymotrypsin, α-galactosidase, β-galactosidase, β-glucuronidase, β-glucosidase, α-mannosidase, α-fucosidase 및 malic acid에서 음성반응을, esterase(C4), esterase Lipase(C8)에서 양성반응을 나타내었다(<Table 2>). 분리균인 P. cibarius와 KCTC12256을 비교 분석한 결과, 모든 반응에서 표준균주와 분리균주의 반응이 일치하였다. 하지만 분리균의 alkaline phosphatase는 활성반응이 약하게 나타났는데 Romanenko et al.(2009)의 결과에서 양성과 음성반응이 다양하게 나타나므로	본 연구와 유사하게 나타났다. 또한, valine arylamidase는 양성반응이 일어나는 것으로 확인되었으나, Jung et al.(2005)의 연구에서 효소활성이 다양하게 일어남을 통해 양성과 음성반응이 나타날 수 있음을 확인하였다. 분리균인 P. alimentarius와 KCTC12186, KCTC12187을 비교한 결과, Leucine arylamidase를 제외하고 표준균주와 분리균주 모두 같은 결과가 나타났다. Leucine arylamidase의 경우, Romanenko et al. (2009)에서 양성반응을 나타나는 것으로 보아 약한 양성반응이	일어날 수 있음을 확인하였다.

        
          <Table 1>  
				
          

          
            Phenotypic characteristic of Psychrobacter spp. from muscle of Antarctic toothfish(Dissostichus mawsoni).
          
          

        

        
          
            
              	Characteristic
              	
              	NaCl tolerance (w/v):
              	Growth temper-ature (℃):
              	
            

            
              	Cell size (mm)
              	0%
              	2%
              	4%
              	6%
              	8%
              	10%
              	Range of growth
              	Optimal growth
              	Oxidase test
              	Catalase test
              	Gram staining
            

          
          
            	Psychrobacter sp.
            	17FBPoo0001~7
            	<3
            	+
            	+
            	+
            	+
            	+
            	+
            	4~37
            	10~25
            	+
            	+
            	-
          

          
            	
              Psychrobacter arcticus
            
            	17FBPAr0001~3
            	<3
            	+
            	+
            	+
            	+
            	+
            	+
            	4~30
            	20~25
            	+
            	+
            	-
          

          
            	
              Psychrobacter okhotskensis
            
            	17FBPOk0001~6
            	<4
            	+
            	+
            	+
            	+
            	+
            	+
            	4~42
            	10~30
            	+
            	+
            	-
          

          
            	
              Psychrobacter cibarius
            
            	17FBPCi0001~5
            	<2
            	+
            	+
            	+
            	+
            	+
            	+
            	4~42
            	10~30
            	+
            	+
            	-
          

          
            	
              Psychrobacter luti
            
            	17FBPLu0001
            	<5
            	+
            	+
            	+
            	+
            	+
            	+
            	10
            	10
            	+
            	+
            	-
          

          
            	
              Psychrobacter maritimus
            
            	17FBPMa0001~4
            	<2
            	+
            	+
            	+
            	+
            	+
            	+
            	10~30
            	10~30
            	+
            	+
            	-
          

          
            	
              Psychrobacter fozii
            
            	17FBPFo0001~2
            	<3
            	+
            	+
            	+
            	+
            	w
            	-
            	15~25
            	25
            	+
            	+
            	-
          

          
            	
              Psychrobacter alimentarius
            
            	17FBPAl0001
            	<3
            	+
            	+
            	+
            	+
            	w
            	w
            	10~30
            	25
            	+
            	+
            	-
          

        

        
          
            All data were optained from this study. +, positive; -, negative; w, weak reaction.
          

        

        

        
          <Table 2>  
				
          

          
            Compare to Phenotypic characteristic of Psychrobacter spp. of Dissostichus mawsoni and KCTC using API 20E, API ZYM.
          
          

        

        
          
            
              	Characteristic
              	
              	Acid production
              	Enzyme activity(API ZYM)
            

            
              	URE
              	NO₃
              	TDA
              	VP
              	GLU
              	RHA
              	ARA
              	2
              	3
              	4
              	6
              	7
              	8
              	11
              	12
              	16
              	18
            

          
          
            	
              Psychrobacter alimentarius
            
            	KCTC12186
            	-
            	-
            	-
            	+
            	+
            	-
            	+
            	V
(+)
            	+
            	+
            	+
            	-
            	-
            	-
            	+
            	-
            	-
          

          
            	KCTC12187
            	-
            	-
            	-
            	+
            	+
            	-
            	+
            	V
(+)
            	+
            	+
            	+
            	-
            	-
            	-
            	+
            	-
            	-
          

          
            	
              Psychrobacter cibarius
            
            	KCTC12256
            	-
            	+
            	+
            	+
            	-
            	-
            	-
            	+
            	+
            	+
            	+
            	V
(+)
            	-
            	-
            	+
            	-
            	-
          

          
            	Psychrobacter sp.
            	17FBPoo0001~7
            	-
            	v
            	+
            	+
            	v
            	-
            	-
            	-
            	+
            	+
            	+
            	-
            	-
            	-
            	+
            	-
            	-
          

          
            	
              Psychrobacter arcticus
            
            	17FBPAr0001~3
            	-
            	-
            	-
            	+
            	-
            	-
            	-
            	V
(+)
            	+
            	+
            	+
            	V
(+)
            	-
            	V
(+)
            	+
            	V
(-)
            	V
(-)
          

          
            	
              Psychrobacter okhotskensis
            
            	17FBPOk0001~6
            	-
            	-
            	-
            	+
            	-
            	-
            	-
            	+
            	+
            	+
            	+
            	-
            	-
            	-
            	+
            	-
            	-
          

          
            	
              Psychrobacter cibarius
            
            	17FBPCi0001~5
            	-
            	+
            	+
            	+
            	-
            	-
            	-
            	w
            	+
            	+
            	+
            	V
(+)
            	-
            	-
            	+
            	-
            	-
          

          
            	
              Psychrobacter luti
            
            	17FBPLu0001
            	-
            	V
(+)
            	-
            	V
(-)
            	-
            	-
            	-
            	-
            	+
            	+
            	+
            	-
            	-
            	-
            	+
            	-
            	-
          

          
            	
              Psychrobacter maritimus
            
            	17FBPMa0001~4
            	-
            	V
(+)
            	-
            	+
            	-
            	-
            	-
            	-
            	+
            	+
            	+
            	-
            	-
            	-
            	+
            	v
            	v
          

          
            	
              Psychrobacter fozii
            
            	17FBPFo0001~2
            	-
            	-
            	V
(-)
            	V
(-)
            	+
            	-
            	-
            	-
            	+
            	+
            	+
            	-
            	-
            	-
            	+
            	-
            	-
          

          
            	
              Psychrobacte alimentarius
            
            	17FBPAl0001
            	-
            	-
            	-
            	+
            	+
            	-
            	+
            	V
(+)
            	+
            	+
            	w
            	-
            	-
            	-
            	+
            	-
            	-
          

        

        
          
            KCTC12256, Psychrobacter cibarius (Jung et al., 2005); KCTC12186 · KCTC12187, Psychrobacter alimentarius (Yoon et al., 2005); URE, Urease activity; NO3, Nitrate reduction; TDA, Tryptophane DeAminase; VP, Acetoin production; GLU, D-glucose; RHA, L-rhamnose; ARA, Arabinose(acid production); 2, Alkaline phosphatase(ALP); 3, Esterase(C4); 4, Esterase Lipase(C8); 6, Leucine arylamidase(LEU); 7, valine arylamidase(VAL); 8, Cysteine arylamidase(CYS); 11, Acid phosphatase(APS); 12, Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase(NAP); 16, α-glucosidase(αGs); 18, N-acetyl-β-glucosaminidase(NAC). All data were optained from this study. +, positive; -, negative; w, weak reaction; v, variable reaction. V(+), variable reaction type strain positive ; V(-), variable reaction type strain negative.
          

        

        

        이전 Next Generation Sequencing(NGS) 분석을 이용한 Psychrobacter spp. 의 특성을 규명한 논문 등에 따르면 이 균은 균혈증과 뇌막염 뿐 아니라 영유아에서 수막염과 안구감염에도 관여하였으며 이를 통해 사람에게 병원성이 나타나는 것을 확인했다(Gini, 1990; Lloyd-Puryear et al., 1991; Lozano et al., 1994; Maria et al., 2015).

        또한, 어류에서도 Psychrobacter spp.의 병원성이 보고된 바 있는데, Psychrobacter immobilis가 함유된 현탁액을 무지개 송어의 근육에 주사해 감염시킨 결과, 체색흑화, 이상유영, 혈관 울혈 등의 증상을 보였으며, P. immibilis가 2차 감염을 일으키는 병원균일 가능성이 있음을 보고한 사례가 있다(Hisar et al., 2002). Psychrobacter spp.는 발효식품인 젓갈에서도 분리되었다는 사례가 있으며(Yoon et al., 2005), 잠재적 식량원인 이빨고기에서도 분리된 만큼 Psychrobacter spp.에 대한 안전성 연구가 더욱 필요할 것으로 보인다. 따라서 향후 이빨고기에서 분리되는 Psychrobacter spp.에 대한 유전학적, 병리학적 특성에 대한 지속적인 연구와 더불어 수계환경에 미치는 영향에 대한 추가적인 연구가 필요한 것으로 사료된다.
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