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Arowana(Scleropages formosus)에서 Hemolysin Gene을 지닌

Aeromonas sobria 분리 및 특성
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Abstract : Arowana (Scleropages formosus) is the most valuable group of ornamental fishes and very much in demand
in the ornamental fish trade and commands high price ranging from hundreds to thousands of dollars per fish. In
this paper, we described a case of mortality of arowana from a private aquarium in Korea. A bacterial pathogen from
fish organs (brain, kidney, liver) was cultured, identified and confirmed using Vitek System 2, API 20E test, multiplex
PCR and 16S rRNA gene sequencing. The morphological and biochemical properties of the bacterium isolated from
the brain, kidney and liver of the fish were similar to Aeromonas sobria. Positive amplification products using the
multiplex PCR assay for detection of A. sobria were obtained from these organs. The 16S rRNA gene of the isolates
from fish was identical and exhibited 100% sequence similarity with A. sobria (AY987762.1) strain available from
GenBank. This bacterium contained hemolysin gene, a virulence factor that plays an important role in outbreaks of
disease and is pathogenic to humans as well as in fish. Although this opportunistic bacterium was isolated from a
fish without any external symptoms, this pathogen may act as a reservoir and enhance chances of zoonosis to human
such as during handling.
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서  론

Genus Aeromonas는 Aeromonadaceae과에 속하는 세균으로

서, 수중환경에 자연적으로 존재하는 환경 미생물이다(2,4,10).

Aeromonas sobria (Aeromonas veronii bv. sobria)는 그람 음

성 세균이며, virulence factors로 hemolysin, proteases, elastase,

lipases, DNases을 가지고 있고, 어류와 인간을 비롯한 여러

종에서 질병을 유발하는 것으로 보고되어 있다(2,7,15-18). 

Arowana (Scleropages formosus)는 Osteoglossidae과에 속

하는 육식성 원시 어류로서, 동남아시아에 주로 서식하며, 성

체의 경우 무게가 7 kg 이상, 체장이 1 m 이상에 달하는 대

형 어종이다(1,5,8). 멸종위기 종 국제 거래협약(CITES; The

Convention of International Trade in Endangered Species

of Wild Fauna and Flora)에서 이 종을 멸종 위기 종으로

지정하였으며, 싱가포르를 비롯한 몇몇 국가에서 이 종의 인

공 사육이 이뤄지고 있으나, 자연으로부터의 불법 포획 및

불법 거래가 여전히 이루어지고 있다(6,11,13,14). 이 종은

우리나라에 상당수 수입되어 관상어로 사육되고 있으며, 국

내에서 고가에 거래되는 최고급 관상어이다.

본 연구에서는 arowana로부터 인수공통의 잠재적 위험성

을 지닌 A. sobria containing hemolysin gene의 분리를 보

고하고자 한다. 

재료 및 방법

육안 소견 및 질병 원인체의 분리 동정

2009년 4월 서울 소재 수족관에서 2~3 일간 무기력함을

보이다가 폐사한 arowana(체장 42.5 cm 체중 736.6 g)를 부

검하였다. 10 마리의 arowana가 같은 수조에서 사육되었고

폐사한 개체를 제외한 다른 모든 개체들은 건강한 상태를 유

지하였다. 폐사어는 외부 소견에서는 특이 증상이 없었으나,
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내부 소견에서는 간에서 병변이 발견되었고 뇌에서도 출혈

소견이 발견되었다(Fig 1). 

우선적으로 어류의 환경학적 폐사 유발 요인을 알아내기

위해서 사육수의 용존산소량, 수온, 수소이온농도, 수중 암모

니아 농도를 검사하였고, 다음으로 폐사어의 아가미와 피부에

서 곰팡이와 기생충 감염 여부를 검사하였다. 간의 병변 부위

와 뇌의 출혈 부분에서 세균을 sterile swap 하여 tryptic soy

agar (TSA) (Difco. USA)에서 25oC에서 24 시간 동안 배양

하여 한 종류의 순수 단독 콜로니가 배양되었고, 그 단독 콜

로니를 순수 분리하였다. 분리된 균을 형태학적 분류를 하고,

생화학적 분석을 위하여 Vitek System 2 (BioMérieux, France)

test와 API 20E test (BioMérieux, France)를 수행하였다.

Multiplex-PCR 및 염기서열분석

A. sobria hemolysin gene asa1을 검출하기 위한 PCR 은

Wang 등의 방법(7)에 따라 수행하였다. PCR 반응 조건은

95oC에서 5분간 initial denaturation 시킨 다음, denaturation

95oC/30초, annealing 59oC/30초 그리고 extension 72oC/30

초간 3단계로 50 cycle을 수행한 후, final extension은

72oC에서 7분간 수행하였다. 본 multiplex PCR에서는

ASA1 (A. sobria hemolysin gene asa1, 249 bp), AHH 1

(A. hydrophila extracellular hemolysin gene ahh1, 130 bp),

AH-aerA (A. hydrophila aerolysin gene aerA, 309 bp), 총

3가지의 primer를 사용하였다. 

염기서열분석에는 세균의 16S rRNA gene을 검출할 수

있는 universal primer인 518 F와 800 R을 사용하여 PCR을

수행한 후 얻어진 amplicon을 사용하였다. DNA isolation과

purification은 DNeasy Tissue Kit (QIAGEN, Germany)을

사용하였다. Sequencing 반응은 ABI PRISM BigDye

Terminator Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems, USA)

을 이용하여 진행하였다. PCR 반응은 PTC-225 Peltier Thermal

Cycler (MJ Research, USA)를 사용하였다. 반응이 끝난 후,

ethanol을 이용하여 반응에 참여하지 않은 dNTP와 반응물을

분리해 내고, 정제된 PCR product는 3차 증류수에 다시 녹

여 ABI PRISM 3730XL Analyzer에서 분석을 하였다. 분

석을 통해 얻은 rRNA sequence를 GenBank database와 비

교하여 sequence의 유사성을 조사하였다. 

Fig 1. Postmortem examination of two organs from arowana. Discoloration of the liver (a). Hemorrhage on the brain (b).

Table 1. Antimicrobial susceptibility test of Aeromonas sobria
isolated from arowana

Antibiotics(µg) Isolated strain

Amikacin (30) Sa 

Amoxicillin/clavulanic acid (30) S

Ampicillin (10) Ra

Carbenicillin (100) R

Cefepime (30) S

Cefixime (5) S

Cefoperazone (75) S

Cefotaxime (30) S

Chloramphenicol (30) S

Ciprofloxacin (5) S

Colistin (10) R

Enrofloxacin (5) S

Gentamicin (10) S

Kanamycin (30) S

Nalidixic acid (30) R

Neomycin (30) S

Nitrofurantoin (300) S

Norfloxacin (10) S

Ofloxacin (5) S

Oxytetracycline (30) S

Polymyxin B(300IU) R

Tetracycline (30) S

Tobramycin (10) S

Trimethoprim (5) S

Trimethoprim/Sulfamethoxazole (1.25/23.75) S

aThe category ‘S’ means sensitive to antibiotic; ‘R’ means resistant.
Each category was decided by zone diameter interpretive standards
(13).
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항생제 감수성 검사

분리된 세균의 항생제 감수성 검사는 antibiotic disc

diffusion method를 사용하여 검사하였다(3). 항생제 감수성

검사 결과는 Table 1과 같다. 분리 세균의 항생제에 대한 감

수성 여부에 있어서의 기준은 ‘Zone Diameter Interpretive

Standards’ 준수하였다(12). 사용한 antibiotic discs (BBL,

USA)로는 amikacin, amoxicillin/clavulanic acid, ampicillin,

carbenicillin, cefepime, cefixime, cefoperazone, cefotaxime,

chloramphenicol, ciprofloxacin, colistin, enrofloxacin, genta-

micin, kanamycin, nalidixic acid, neomycin, nitrofurantoin,

norfloxacin, ofloxacin, oxytetracycline, polymyxin B, tetracy-

cline, tobramycin, trimethoprim, trimethoprim/sulfamethoxazole

이었다. 

결  과

균 분리 및 생화학 시험 결과

사육수의 용존산소량, 수온, 수소이온농도, 수중 암모니아

농도는 정상 범위였으며 곰팡이와 기생충은 발견되지 않았고

내부 장기에서 순수 분리된 콜로니를 통해 폐사의 주원인은

세균성 질병으로 사료되었다. 신장, 간과 뇌로부터 분리된 세

균은 그람 음성으로 콜로니의 직경은 2 mm였으며, 혈액 배

지에서 β-용혈(β-hemolysis)의 성상을 나타내었으며, 25oC와

36oC에서 배양되었다. 순수 분리된 세균으로 CFU를 측정한

결과, 6.0 × 109 CFU/ml (absorbance dose, 600 nm)로 측정되

었다. Vitek System 2 결과와 API 20E test 결과를 Bergey’s

manual에 따라서 A. sobria type strain인 ATCC 43979와

비교하여 A. sobria로 판정되었다(9).

Multiplex-PCR 및 염기서열분석

PCR 검사를 통하여 A. sobria hemolysin gene asa1 (249 bp)

에 해당하는 band를 확인하였고, 분리된 세균은 A. sobria로

확진하였다(Fig 2). 또 이 세균의 16S rRNA sequence 분석

을 통하여 A. sobria strain (GenBank accession no. AY987762.1)

과 100% 일치하는 결과를 얻었다(Fig 3).

항생제 감수성 

분리된 A. sobria의 항생제 감수성 검사 결과는 Table 1과

같다. 이 세균은 penicillin, polymyxin, quinolone 계열 항생

제에 내성을 나타내었으나, aminoglycoside, cephalosporin,

fluoroquinolone, tetracycline 계열 항생제에 감수성을 나타내

었다.

Fig 2. Representative amplification products obtained using
the multiplex PCR assay for detection of Aeromonas sobria
hemolysin gene asa1 in arowana. In this multiplex PCR, 3
primers were used for detection ahh1 (A. hydrophila
extracellular hemolysin gene), aerA (A. hydrophila aerolysin
gene) and asa1 (A. sobria hemolysin gene). Lanes M, 100-bp
DNA ladder; lane S, positive for A. sobria (249 bp); lane N,
negative control; lane P, positive control (A. sobria ATCC
9071, 249 bp).

Fig 3. The alignment of the 16S rRNA sequence of A. sobria was obtained through analysis of the bacteria isolated from the liver
of arowana (Aro). GenBank accession number for the sequence used: A. sobria (AY987762.1). The 16S rRNA gene of A. sobria
from arowana was identical and exhibited 100% sequence similarity with A. sobria in GenBank (accession No. AY987762.1).
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고  찰

일반적으로 A. sobria에 감염된 어류에서는 외부 소견으로

는 복부 팽만, 안구 돌출, 지느러미의 기부와 피부에서 점상

출혈을 관찰할 수 있고 내부 소견으로는 복수, 간 비대, 장

관의 팽창과 장관 내부에 액체가 저류된 소견을 관찰할 수

있다. Wahli 등(19)이 발표한 논문에서는 A. sobria에 감염

되어 폐사한 perch (Perca fluviatilis)에 대하여 보고하였는데,

지느러미와 피부에서의 전형적인 출혈 소견을 관찰할 수 있

었다. 이와 다르게 본 연구에서 arowana는 외부 소견에서

아무런 증상을 발견할 수가 없었다. 외관상 무증상인 개체에

서 이 세균이 분리되었으므로 실제 유통되고 있는 외관상 무

증상인 관상어들이 이 세균에 감염되어 있을 수 있다는 가

능성을 배제할 수 없다.

A. sobria는 hemolysin, proteases, elastase, lipases, DNases

등의 virulence factors를 가지고 있으나 본 연구에서는

Multiplex–PCR을 사용하여 그 중 하나인 hemolysin gene을

확인하였으며 이와 같은 gene을 지니는 A. sobria는 수생동

물에서 출혈성 패혈증을 일으킬 뿐만 아니라 면역성이 저하

된 사람에게서 급성 설사 질병을 유발하는 것으로 보고되어

있다(7). 

이 세균은 수중 환경에 자연적으로 존재할 정도로 흔한 세

균이지만, 인간에게도 감염된다는 점에서 중요한 세균이라고

할 수 있다. 이 세균이 어류에서 인간으로 직접적으로 전염된

사례는 아직 보고되어 있지 않지만, 이 세균이 어류와 인간

모두에게 병원성이 있다는 점에서, 인간이 어류로부터 직접

감염될 가능성을 배제할 수 없다. 또, 최근 관상어의 인기가

높아짐에 따라, 관상어를 사육하는 수족관이 증가하고 있어

사육과정 중 어류를 다루거나 수조 세척 과정 중에 사육사

들이 이 세균에 노출될 가능성이 높다. 본 연구에서 항생제

감수성 검사 결과 A. sobria는 aminoglycoside, cephalosporin,

fluoroquinolone, tetracycline 과 같은 항생제에는 민감성을

나타내고 있으므로, 사육 중인 관상어가 이 세균을 보균하고

있음을 발견하였을 때 인간에게 전파되기 전에 미리 감수성

을 지닌 항생제를 사용하여 치료하는 것이 요구된다.
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