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서   론

첨연어 (Oncorhynchus keta)는 연어목 연어과 연

어속에 속하며, 주로 북태평양 연안국에 위치한 하

천으로 회귀한다. 한국에서는 동해 북부의 일부 하

천에 회귀한다고 알려져 있다 (명정구 등, 2010). 또
한, 연어는 강원도 연안과 하천에 가장 많이 분포

하고, 주로 10~12월 사이에 산란을 위해 하천으로 

돌아온다. 최근 급격한 기후의 변화는 자연산 어류

해수에 순치된 첨연어(Oncorhynchus keta)에서 분리된 정형

에로모나스 살모니시다(Aeromonas salmonicida)에 대한 특성 분석
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Chum salmon (Oncorhynchus keta) is a species which returns to Korea for spawning and was 
produced as seed production at the Fisheries Resources Agency located in Uljin-gun, Gyeongsangbuk- 
do to preserve the species. However, farmed chum salmon showed symptoms of bacterial infection. 
Therefore, in this study, bacteria were isolated to identify the causative agent from chum salmon 
in October 2021. The isolated bacteria were identified based on the sequences of 16S rDNA, rpoD 
(RNA polymerase sigma factor σ70), and vapA (A-layer) genes. Also, salinity-growth curve, biochemical 
characterization, antibiotic susceptibility test, and pathogenicity analysis were performed in four strains. 
As a result, four isolated strains were identified as Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida. 
Additionally, the bacterial strains showed a decrease in growth as the salt concentration increased 
in the medium. All of the isolated strains exhibited γ-hemolysis, and the same biochemical properties. 
In the antimicrobial susceptibility test, all strains showed an inhibition zone of 40 to 44 mm for 
oxolinic acid, flumequine, and florfenicol. Pathogenic factors were  assessed by RT-PCR at the mRNA 
level, and found that the four strains expresses the outer membrane ring of T3SS (ascV), inner mem-
brane ring of T3SS (ascC), vapA, enterotoxin (act), and lipase (lip) genes which are well known 
to significantly contribute to the pathogenicity of A. salmonicida. The results of this study can be 
used as basic data to prevent A. salmonicida subsp. salmonicida occurring in sea-chum salmon in 
the future.
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의 분포, 이동, 생리, 대사 그리고 성장 등에 영향을 

미칠 뿐만 아니라 감염성 질병의 발병률을 증가시

킬 수 있는 원인이 될 수 있다 (Maulu et al., 2021). 
연어과 어류에서 주로 발생하는 바이러스성 질병

의 경우 전염성 조혈기 괴사증, 전염성 췌장 괴사

증, 바이러스성 출혈성 패혈증이 있으며, 세균성 

질병에는 절창병, 비브리오병, 아가미부식병 그리

고 백점병과 같은 기생충성 질병이 있다 (Sommer-
set et al., 2005; Shivam et al., 2021; Irshath et al., 
2023). 그 중 Aeromonas salmonicida는 연어과 어류

에서 높은 폐사율과 이환율로 인해 중요한 병원체

로 알려져 있다 (Dallaire-Dufresne et al., 2014). A. 
salmonicida는 subsp. salmonicida, subsp. masoucida, 
subsp. pectinolytica, subsp. smithia, 그리고 subsp. 
achromogenes로 다섯 가지의 아종으로 분류된다 

(Dallaire-Dufresne et al., 2014). 그 중 정형 (typical)
으로 알려진 A. salmonicida subsp. salmonicida는 연

어과 어류의 절창병을 일으키며 (Dallaire-Dufresne 
et al., 2014), 나머지 네 가지의 아종은 비정형 

(atypical)으로 연어과 및 비연어과 어류에 감염을 

일으킨다 (Wiklund and Dalsgaard, 1998). 국내에서

는 무지개송어, 대서양연어 그리고 첨연어에서 A. 
salmonicida subsp. salmonicida에 대한 감염된 보고

가 있었다 (Lim et al., 2017; Kim et al., 2011). 또한, 
해수에서 사육된 조피볼락에서 분리된 비정형 A. 
salmonicida 균주가 확인되었다 (Kim et al., 2013).

Aeromonas 속의 높은 유전적 유사성으로 인해 

이들 간의 유전학적 동정이 쉽지 않지만, 하우스키

핑 유전자 중 RNA polymerase factor σ70 (rpoD) 유전

자가 Aeromonas 종간 구분을 가능하게 한다 

(Martinez-Murcia et al., 2011). 또한, A. salmonicida 
아종은 ssp. pectinolytica를 제외하고 vapA typing으
로 정형 및 비정형 균주 구별할 수 있다 (Gulla et 
al., 2016).

Aeromonas 속의 잘 알려진 생화학적 특성은 cy-
tochrome oxidase와 nitrate reductase의 존재, D-glu-
cose와 trehalose의 발효, mucate 이용 부족, D-arabi-
tol, dulcitol, erythritol 및 xylose로부터 산 생성 불가

능이 있다 (Abbott et al., 2003). 
Aeromonas가 숙주에 손상을 유도하는 독성인자

로 편모, 지질다당류, 생물막, 이온 조절 외막단백

질, 접착, A-layer (vapA), 정족수 감지, 세포 독소, 
장독소, 에어로리신, 해모리신, 리파아제, 프로테아

제 그리고 기타 세포외 생성물 등이 있다 (Dallaire- 
Dufresne et al., 2014). 독성인자 중 A-layer은 세포 

표면의 지질다당류와 결합 된 단백질 구조이며, 세
균을 숙주 단백질에 부착하여 세균 집락을 촉진하

는 것으로 알려져 있다 (Dallaire-Dufresne et al., 
2014). 또한, A-layer은 쉽게 돌연 변이되고 특정 

어종의 질병과 연관성이 있음을 보여주었다 (Gulla 
et al., 2016).

첨연어는 동해안 연어 자원 증강 및 어업인의 

소득 증대 등 미래 연어 자원을 확보를 위해 중요

하다. 이러한 이유로 수산자원공단에서는 1984년
부터 연어 자원조성 및 자원 관리 목적으로 첨연어

를 키워 방류하고 있다. 그러나, 2021년 10월 사이

에 경상북도 울진군 수산자원공단에서 종묘 생산

하던 첨연어 치어가 세균성 질병에 감염된 증상을 

보이며 지속적으로 폐사가 발생하였다. 이뿐만 아

니라, 첨연어의 질병에 관한 연구는 미미한 실정이

다. 따라서, 본 연구는 해수에서 순치된 첨연어에

서 세균을 분리하여 원인체를 16S rDNA, rpoD 및 

vapA 유전자의 염기서열 분석을 통해 유전학적으

로 동정하였다. 또한, 분리된 균주들은 염분 농도

에 따른 성장, 생화학적 특성 분석, 항생제 감수성 

분석 및 병원성 인자를 추가로 분석하여 균주를 

특성화하였다.

재료 및 방법

세균 분리  

경상북도 울진군에 있는 수산자원공단에서 첨

연어를 자연 해수 (16.7~19.5℃)를 공급하거나 냉

각기로 수온이 조절된 사육수 (9.8~11.9℃)를 공급

하는 수조에 각각 개체 크기별 (약 15g 및 약 50g)
로 구분하여 사육하였다. 총 4개의 사육 수조에서 

다수 폐사된 첨연어는 2021년 10월 8일, 14일, 20일 

그리고 21일에 탱크별로 3마리씩 선별하여 비장과 

신장을 분리하였다. 비장과 전신은 멸균 백금이를 

이용하여 tryptic soy agar (TSA) (236950, BD, USA) 
배지에 도말한 후, 25℃에서 24~48시간 배양하였

다. 이후 배양된 균은 계대배양을 통해 순수 배양
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하였으며, 콜로니의 성상과 색소의 생성 유무를 기

록하였다. 순수 배양된 균들은 TSB 배지에서 24시
간 배양한 뒤 20%의 글리세롤을 첨가하여 stock을 

제작하고 –70℃에 보관하였다. 분리된 균주는 같

은 성상과 갈색 색소를 모두 띄었기 때문에 각 시

기에 1개의 균주를 선정하여 L121020, L51008, 
L111021, 그리고 L61014로 명명하고 분석에 사용

되었다.

A. salmonicida subsp. salmonicida의 염분에 

따른 성장 확인

염분에 따른 성장을 확인하기 위해 단일 콜로니

를 TSB배지에 계대 배양한 후 흡광도 600nm 값이 

0.3이 되도록 계대 배양하였다. 이후 A. salmonicida 
subsp. salmonicida 균주는 NaCl의 농도가 0.5%, 1.5 
%, 2.5% 그리고 3.5%의 농도로 조정된 TSB배지에

서 20℃, 180rpm으로 48시간 동안 배양하면서 일

정 시간 간격으로 흡광도와 세균수를 측정하였다. 

생화학적 테스트

생화학적인 특성은 API 20NE 및 API 20E kit 
(BioMé rieux, France)를 사용하여 제조업체의 지침

에 따라 분석하였다. 간략하게, 생화학적인 특성을 

분석하기 위해 TSA 배지에 배양된 단일 콜로니를 

수득 후, 멸균 증류수에 현탁 하여 스트립에 접종

하였다. 이후, 스트립에 접종된 균은 25℃에서 48
시간 배양하여 양성 및 음성 반응을 기록하고, 보
조 시약을 첨가하여 제조업체의 판독표에 따라 생

화학적 반응을 판정하였다. 또한, 용혈성은 blood 
agar (Synergy Innovation, Korea)에 균을 도말하여 

25℃에서 48시간 배양하여 확인하였다.

항생제 감수성 테스트

항생제 감수성 테스트는 Lim and Hong, 2020의 

방식을 수정하여 디스크 확산법으로 분석하였다. 
간략하게, 첨연어에서 분리된 4개의 A. salmonicida 
균주에 대한 단일 콜로니를 각각 5 ml의 TSB 배지

에 현탁 후 20℃에서 18시간 동안 배양하였다. 접
종액은 1×108CFU으로 조정하였으며, TSA 배지에 

100 μl을 도말한 후에 항생제 디스크를 올려 25℃
에서 24시간 동안 배양하여 억제대를 측정하였다. 
연구에는 Liofilchem에서 구입한 oxolinic acid (2 
mg), flumequine (30 mg), neomycin (30 mg), florfe-
nicol (30 mg), erythromycin (15 mg), oxcytetracycline 
(30 mg)의 항생제가 사용하였다. 음성대조군은 항

생제 디스크에 세균을 접종하지 않았고, 양성대조

군은 각각의 균에 항생제를 첨가하지 않았다.

16S rDNA 유전자를 이용한 세균 속 동정

첨연어에서 분리된 세균의 속 동정을 위해 16S 
rDNA 유전자에 대한 특이프라이머를 이용하여 

PCR을 수행하였다 (Table 1). PCR은 2×Prime Taq 
Premix (1.25 units of Prime Taq DNA polymerase; 2× 
reaction buffer; 4 mM MgCl2; enzyme stabilizer; load-
ing dye; each of 0.5 mM dATP, dCTP, dGTP and 
dTTP [Genet Bio]) 10 μl, 정방향 프라이머 (10 μM) 
와 역방향 프라이머 (10 μM)를 각각 1.0 μl, 멸균 

증류수 7 μl, 균액 1 μl를 혼합하여 수행하였다. 16S 
rDNA를 증폭하기 위한 PCR 조건은 95°C에서 10
분; 95°C에서 30초, 55°C에서 30초, 72°C에서 1분 

동안 35 사이클; 72°C에서 7분 동안 최종 연장하였

다. 
PCR 증폭 산물은 1.5% 아가로오스 겔에서 0.5 

Table 1. The primer for identification used in this study

Purpose Primer Nucleotide sequence (5’ – 3’)​ Size​(bp) Target gene Reference​
16S 

rDNA PCR
16S_F​​​
16S_R​​​ 

ACGCTGGCGGCAGGCCTAACAC
ATTACTAGCGATTCCGTCTTC 약 1300 16S rDNA Lim et al.,

2017

rpoD PCR rpoD_F
rpoD_R​​​ 

TCGTTACTACCTCCCTCGCA​​​
CACCCAAGACAGCTGTAGCA​​​ 547 rpoD

Gulla et al.,
2016

vapA PCR  vapA_F​​​
vapA_R​​​ 

CTGGACTTCTCCACTGCTCA
ACGTTGGTAATCGCGAAATC 626

A-layer
(highly variable 

vapA region)
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× TAE Buffer (20mM Tris-acetate, 1 mM EDTA, pH 
8.0)를 완충액으로 하여 100V에서 30분간 전기영동 
하였다. 이후 브로민화 에티듐으로 염색 후 증류수

로 탈색하여 gel logic 100 image system (Kodak, 
USA)에서 밴드를 확인하였다. 

rpoD 및 vapA 유전자를 이용한 A. salmonicida 

아종의 동정

Aeromonas속 균주의 정확한 종으로 동정하기 

위해 rpoD 유전자에 대한 특이프라이머와, A. sal-
monicida 종의 아종을 동정하기 위해 vapA 유전자

에 대한 특이프라이머를 이용하여 PCR을 수행하

였다 (Table 1). PCR은 2×Prime Taq Premix (1.25 
units of Prime Taq DNA polymerase; 2×reaction buf-
fer; 4 mM MgCl2; enzyme stabilizer; loading dye; 
each of 0.5 mM dATP, dCTP, dGTP and dTTP [Genet 
Bio]) 10 μl, 정방향 프라이머 (10 μM) 와 역방향 

프라이머 (10 μM)를 각각 1.0 μl, 멸균 증류수 7 
μl, 균액 1 μl 혼합하여 수행하였다. rpoD 유전자를 

증폭하기 위한 PCR 조건은 95°C에서 10분; 95°C에
서 30초, 55°C에서 30초, 72°C에서 1분 동안 35 사
이클; 72°C에서 7분 동안 최종 연장하였다. vapA 
유전자를 증폭하기 위한 PCR 조건은 95°C에서 10
분; 95°C에서 1분, 53°C에서 1분, 68°C에서 1분 동

안 30 사이클; 68°C에서 4분 동안 최종 연장하였다. 
PCR 증폭 산물은 상기 언급된 방법으로 밴드를 

확인하였다.

DNA 염기서열 분석

증폭이 확인된 시료들은 DNA gel extraction 
S&V kit (Bionics, Korea)를 이용하여 정제 후 mac-
rogen (Korea) 사에 의뢰하여 시퀀싱 하였다. 수득 

된 염기서열은 BioEdit version 7.2.5를 이용하여 증

폭된 염기서열이 정확한 peak를 형성하는지 확인

하였다. 이후, MEGA X 프로그램의 clustal W를 이

용하여 alignment를 진행하였고, NCBI (National 
Center for Biotechnology Information, USA)에 blast 
검색 (Megablast)을 통해 GenBank에 등록된 균주

들의 염기서열과 비교하여 동정하였다.

계통수 분석

분리된 균주의 유전학적 관계를 확인하기 위해 

NCBI GenBank에서 여러 국가 및 숙주에서 보고된 

A. salmonicida 균주의 vapA 염기서열을 수집하여 

분석하였다. 계통수는 vapA의 염기서열의 multiple 
alignment (Clustal W) 후에 maximum likelihood 
method로 bootstrap 10,000번으로 결정하였다.

병원성 유전자를 검출하기 위한 RT-PCR

분리한 4개의 균주는 mRNA 수준에서 병원성 

유전자의 유무를 분석하기 위해 TSB 배지에서 20 
℃, 48시간 배양하였다. 이후, total RNA 분리는 

RNAiso plus (Takara, Japan)를 사용하여 제조업체

의 지침에 따라 추출하였다. RNA 순도 및 농도는 

나노드랍 기기 (BioSpectorometer Eppendorf, Ger-
many)를 이용하여 측정하였다. 분리된 RNA는 

ReverTra Ace qPCR RT Master Mix with gDNA 
Remover (TOYOBO, Japan)를 사용하여 cDNA를 

합성하였고, 실험 전까지 –70℃에 보관하였다.
A. salmonicida의 병원성 유전자는 cDNA를 주형

으로 사용하여 PCR로 증폭하였다. PCR은 2×Prime 
Taq Premix (1.25 units of Prime Taq DNA polymer-
ase; 2×reaction buffer; 4 mM MgCl2; enzyme stabil-
izer; loading dye; each of 0.5 mM dATP, dCTP, 
dGTP and dTTP [Genet Bio]) 10 μl, 정방향 프라이

머 (10 μM)와 역방향 프라이머 (10 μM)를 각각 1.0 
μl, 멸균 증류수 7 μl, cDNA 1 μl를 혼합하여 수행하

였다. PCR 조건은 95°C에서 5분; 95°C에서 30초, 
58°C에서 30초, 72°C에서 60초 동안 35 사이클; 
72°C에서 7분 동안 최종 연장하였다. 16s rDNA는 

내부 대조군으로 사용하였고, 상기 PCR 방법에서 

증폭 cycle을 20회 수행하여 검증하였다. 모든 증

폭 산물은 상기 언급된 DNA 염기서열 분석에 따

라 확인하였다. 기존 연구에서 설계된 프라이머를 

사용하여 8개의 병원성 유전자인 ascV (outer mem-
brane ring of T3SS), ascC (inner membrane ring of 
T3SS), T3SS의 전사 조절 단백질인 exsA (T3SS 
transcriptional regulator), act (cytotoxic enterotoxin), 
lip (lipase), ela (elastase), hlyA (haemolysin), aerA 
(aerolysin), vapA 유전자를 증폭하였다 (Table 2). 
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결과 및 고찰

세균 분리

해수 순치된 첨연어에서 순수 분리된 4개의 균

주는 TSA 배지에서 25℃, 24시간 동안 배양 시에 

갈색 콜로니가 관찰되었다 (Fig. 1). 정형 A. salmo-
nicida 균주는 티로신 또는 페닐알라닌이 첨가된 

배지에서 균주가 갈색 색소를 생성하는 것으로 알

려져 있다 (Dallaire-Dufresne et al., 2014).

A. salmonicida subsp. salmonicida의 염분에 

따른 성장 확인

해수에서 분리된 정형 A. salmonicida을 20℃에

서 염분별 (0.5%, 1.5%, 2.5%, 3.5%) 배지에 배양하

여 일정 간격으로 세균수를 측정하여 성장을 확인

하였다 (Fig. 2). 그 결과, NaCl의 농도가 증가할수

록 균의 성장이 감소하였다. 이전 연구에 따르면, 
A. salmonicida는 60.0‰의 높은 염도에 내성이 있

다고 보고하였다 (Wang et al., 2005). 이 연구에서

는 3.5%의 NaCl이 첨가된 배지에서 균이 배양되지 

않았지만, 배지의 종류, pH, 배양 온도 등에 영향을 

받았을 수 있음을 고려해야 한다.

Table 2. The primer for detection of virulence factors

Primer Nucleotide sequence (5’ – 3’)​ Size ​(bp) Target gene Reference​
ascV_F​​​
ascV_R​​​

ATGGACGGCGCCATGAAGTT​​​
TATTCGCCTTCACCCATCCC​​​ 710​​​ Outer membrane 

ring of T3SS Chacón et al., 2004​​​

ascC_F​​​
ascC_R​​​

GCATTGGAGCAACAGTCCCA​​​
CCTTCAATCCCCTTGCGAT​​​ 476​​​ Inner membrane 

ring of T3SS Lim et al., 2020​​​

exsA_F​​​
exsA_R​​​

TACCACAGAGAAGGGCGATA​​​
GCGAGCAGAAACAGCAACT​​​ 435​​​ T3SS transcriptional 

regulator Lim et al., 2020​​​

act_F​​​
act_R​​​

AGAAGGTGACCACCAAGAACA​​​
AACTGACATCGGCCTTGAACTC​​​ 232​​​ Cytotoxic enterotoxin Kingombe et al., 

1999​​​
lip_F​​​
lip_R​​​

ATCTTCTCCGACTGGTTCGG​​​
CCGTGCCAGGACTGGGTCTT​​​ 382​​​ Lipase Sen et al., 2004​​

ela_F​​​
ela_R​​​

ACACGGTCAAGGAGATCAAC​​​
CGCTGGTGTTGGCCAGCAGG​​​ 513​​​ Elastase Sen et al., 2004​​​

hlyA_F​​​
hlyA_R​​​

GGCCGGTGGCCCGAAGATACGGG​​​
GGCGGCGCCGGACGAGACGGG​​​ 597​​​ Haemolysin Wong et al., 1998​​​

aerA_F​​​
aerA_R​​​

GCWGARCCCRTCTATCCWG​​​
TTTCTCCGGTAACAGGATTG​​​ 252​​​ Aerolysin Santos et al., 1999​​​

vapA_F​​​
vapA_R​​​ 

TCGTTACTACCTCCCTCGCA​​​
CACCCAAGACAGCTGTAGCA​​​ 822​​​ A-layer Lim et al., 2020​​​

Fig. 1. Cultured appearance of the four strains isolated 
from chum salmon on TSA at 25℃ for 48 hours. (A) 
L121020; (B) L51008; (C) L111021; L61014.
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표현형 분석 

이 연구에서 분석된 4개의 균주는 모두 갈색 색

소를 띄며, 감마 용혈을 나타냈다. 또한, API 20E와 

API 20NE kit를 이용하여 생화학적 분석한 결과, 
4개의 균주는 모두 esulin, gelatine, glucose, D-man-
nitol, inositol, D-sorbitol, L-rhamnose, D-sucrose, 
amygdalin, N-acetyl-glucosamine, D-maltose, potas-
sium gluconate에서 양성 반응을 나타났으며, indole, 
ONPG, citrate utilization, sodium pyruvat, ornithine 
decarboxylase, arginine dihydrolase, H2S production, 
urease, tryptophan deaminase, D-melibiose, L-arabinose, 
D-mannose, capric acid, adipic acid, malic acid, phe-
nylacetic acid에서는 음성 반응을 나타났다 (Table 3).

이 연구에서 분석된 4개의 균주는 이전에 보고된 
정형 A. salmonicida와 일부 다른 생화학적인 반응

이 나타났다. 특히, sodium pyruvat, esculin, trypto-
phan deaminase, D-mannitol, inositol, D-sorbitol 그
리고 amygdalin에서 나타난 반응은 2006~2011년 

사이에 첨연어에서 분리된 정형 A. salmonicida와 
반응이 달랐다 (Kim et al., 2011). 반면에 4개의 균

주는 indole, OPNG, citrate utilization, lysine decar-
boxylase, H2S production, urease, 그리고 D-melibios
에서 음성 반응을 나타냈고, 이는 이전에 국내 대

서양연어, 무지개송어 그리고 첨연어에서 분리된 

정형 A. salmonicida과 일치하는 반응이었다 (Lim 
and Hong., 2020; Kim et al., 2011). 미생물은 환경 

변화에 빠르게 적응하여 다양한 표현형을 만들어 

낼 수 있다 (Wee et al., 2022).

항생제 감수성 테스트 결과

항생제 감수성 분석 결과에서 분석된 4개의 균주

는 oxolinic acid, flumequine 그리고 florfenicol의 항생

제에서 40~44 mm의 억제대를 형성하였다 (Table 4). 
또한, oxytetracycline에 대해서는 32~40 mm의 억제대

를 형성하였으며, neomycin과 erythromycin에 대해서

는 26~30 mm의 억제대를 형성하였다. 
이 연구에서는 CLSI 및 국립수산과학원에서 발

Fig. 2. Growth curve of A. salmonicida L51008 cultured 
in TSB supplemented with 0.5%, 1.5%, 2.5%, and 3.5% 
NaCl at 20℃, 48 hours.

Table 3. Analysis of biochemical properties of A. salmo-
nicida 

strain A. salmonicida
Brown pigment
Haemolysis
Indole
ONPG
Citrate utilization
Nitrate reduction
Sodium pyruvat
Lysine decarboxylase
Ornithine decarboxylase
Arginine dihydrolase
H2S production 
Urease
Esculin
Tryptophan deaminase
Gelatine
Glucose
D-Mannitol
Inositol
D-Sorbitol
L-Rhamnose
D-Sucrose
D-Melibiose
Amygdalin
L-Arabinose
D-Mannose
N-Acetyl-glucosamine
D-Maltose
Potassium Gluconate
Capric acid
Adipic acid
Malic acid
Phenylacetic acid

+
γ
-
-
-
+
-
-
-
-
-
-
+
-
+
+
+
+
+
+
+
-
+
-
-
+
+
+
-
-
-
-
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간한 메뉴얼 및 표준균주가 포함되지 않았기 때문

에 정확한 감수성의 판정은 어렵다. 그러나, 이 연

구와 동일한 항생제 감수성 방법으로 분석된 이전 

연구에 비교하면, 국내 양식 무지개송어 및 대서양

연어에서 분리된 정형 A. salmonicida는 oxytetacty-
cline에 대하여 내성이 있었지만, 이 연구에서 분리

된 4개 균주는 모두 32~40 mm의 억제대를 형성하

였다 (Lim and Hong et al., 2020). 
A. salmonicida의 oxytetracycline 내성은 tetA 및 

tetE 유전자의 존재 여부와 관련이 있는 것으로 알

려져 있다 (Kim et al., 2011). tetracycline에 대한 

내성은 tet 유전자가 암호화하고 있는 유출 펌프, 
리보솜 보호 또는 효소 불활성화의 세 가지 저항 

메커니즘으로 인해 발생한다 (Chopra and Roberts, 
2001).

A. salmonicida의 항생제 내성 유전자들과 같은 

유동적 유전 요소는 원핵 생물간 이동이 가능하다

고 알려져 있다 (Piotrowska and Popowska, 2015). 
또한, 항생제 내성 유전자들은 다른 그람음성 박테

리아로 이동할 수 있으며, 이러한 특성은 박테리아

의 방어 메커니즘으로 작용한다 (Reith et al., 2008). 

해수에서 순치된 첨연어에서 분리된 세균의 유전

학적 동정

첨연어에서 분리된 4개 균주의 속 동정을 위해 

16S rDNA에 대한 특이프라이머를 이용하여 PCR
을 수행하였다. 그 결과, 16S rDNA에 대해서 약 

1,300bp의 유전자 단편을 확인하였으며 Aeromonas 
속의 균주로 확인되었다 (데이터를 나타내지 않

음). 16S 염기서열 분석법은 16S rDNA 유전자의 

가변적인 부분과 영구적인 염기서열 부분으로 구

성된 영역을 이용하여 세균 동정에 보편적으로 사

용된다 (Amann et al., 1995). 그러나, 세균의 정확

한 종 분류는 높은 유전적 유사성을 가진 세균의 

존재와 새로 기술된 종의 추가로 인해 어려워지고 

있다. 
이 연구에서는 분리된 Aeromonas 속의 정확한 

종 판정을 위해 해수 순치된 첨연어에서 분리된 

4개의 균주는 모두 rpoD에 대한 특이프라이머를 

이용하여 PCR을 수행하였다. 그 결과, 약 550bp의 

산물을 얻었으며, 염기서열 분석 결과에서는 A. 
salmonicida 균주로 확인되었다. (데이터를 나타내

지 않음). rpoD는 하우스키핑 유전자로 Aeromonas 
종간 구별을 가능하게 하며 Aeromonas 종 동정에 

오랫동안 사용되어왔다 (Lim et al., 2007, Martinez- 
Murcia et al., 2011). 

A. salmonicida 균주는 초가변영역의 vapA 염기

서열 분석을 통해 A. salmonicida에 대한 아종을 쉽

게 구분할 수 있다 (Gulla et al., 2016). 이 연구에서 

첨연어에서 분리된 A. salmonicida 균주들의 아종

을 구분하기 위해 vapA 유전자에 대한 특이프라이

머를 이용하여 PCR을 수행하였다. vapA 유전자에 

대해서는 약 600bp의 단편이 확인되었다 (데이터

를 나타내지 않음). 또한, 수득 된 증폭 산물은 시퀀

싱하여 최종적으로 A. salmonicida subsp. salmonici-
da로 확인하였다. A. salmonicida의 정형 및 비정형 

균주 구분할 수 있는 MIY 프라이머 (Miyata et al., 
1996)와 tapA 유전자를 차단하는 insertion sequence
인 ISAsa4 프라이머 (Nilsson et al., 2006)를 이용한 

PCR도 본 연구에서 수행되었으며, A. salmonicida 
subsp. salmonicida 균주로 확인되었다 (데이터를 

나타내지 않음). 추가로 증폭된 vapA 유전자 염기

Table 4. Antimicrobial susceptibility of 4 A. salmonicida

Antibiotics Test range (mg)
L121020 L51008 L111021 L61014

Inhibition zone (mm)
Oxolinic acid
Flumequine
Neomycin
Florfenicol 

Erythromycin
Oxytetracycline

2
30
30
30
15
30

40
42
30
42
28
32

40
42
26
42
30
32

40
40
26
40
30
40

40
44
30
44
26
34
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서열을 바탕으로 계통수를 분석한 결과, 4개 균주 

모두가 이전에 보고 된 A. salmonicida subsp. salmo-
nicida균주들과 함께 분리 군집되었다 (Fig 3). 

2006~2011년 사이에 자연산 첨연어와 인공 부화 
첨연어의 치어에서 vapA typing으로 총 880개 시료 

중 34.5%의 시료가 정형 A. salmonicida에 감염되

었다 (Kim et al., 2011). 또한, 정형 A. salmonicida는 

강원도에 위치한 양식 연어과 어류에서 빈번하게 

검출되었을 뿐만 아니라 무지개송어 (Oncorhyn-
chus mykiss)와 은연어 (Oncorhynchus kisutch)에서 

높은 병원성을 나타냈다 (Lim et al., 2017; Lim and 
Hong et al., 2020). 따라서, A. salmonicida subsp. 
salmonicida는 국내 연어과 어류에서 지속적으로 

피해를 주는 주요한 병원체임을 나타낸다.
 

병원성 유전자 발현 분석 결과

본 연구에서 분리한 4개 균주는 잘 알려진 9개의 

Fig. 3. Phylogenetic analysis of vapA nucleotide sequences was performed by the maximum likelihood method 
(Bootstrap, n=10,000)using Mega software. ● indicates the strains used this study.

Table 5. Detection of PCR products using virulence 
gene primer with cDNA of 4 A. salmonicida strains 

Strains
Factors L121020 L51008 L111021 L61014

ascV
ascC
vapA

act
lip
ela

hlyA
aerA
exsA

+
+
+
+
+
-
-
-
+

+
+
+
+
+
-
-
-
+

+
+
+
+
+
-
-
-
+

+
+
+
+
+
-
-
-
-
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병원성 유전자의 존재를 RT-PCR을 통해 mRNA 
수준에서 확인되었다 (Table 5). 그 결과, 4개의 균

주는 ascV, ascC, vapA, act 및 lip 유전자가 검출되

었다. 그러나, ela, hlyA, 그리고 aerA에 대해서는 

유전자가 검출되지 않았다. A-layer은 Aeromonas
에서 잘 알려진 외막단백질 중에 하나로 숙주 세포

에 부착하는 데 필수적인 역할을 한다 (Beaz‐Hidalgo 
and Figueras, 2013). 세포 외 분비 물질인 프로테아

제, 리파아제와 같은 다양한 효소, 장내 독소, 바이

오필름 같은 것들이 숙주의 병원성에 크게 기여한

다고 알려져 있다 (Beaz‐Hidalgo and Figueras, 

2013). aerA과 hlyA은 용혈성과 관련된 유전자로 

Aeromonas 균에 널리 퍼져 있다 (Dallaire-Dufresne 
et al., 2014). 그러나, ela, hly 및 aerA은 이전 국내에

서 분리된 정형 A. salmonicida에서 확인된 것과 달

리 본 연구에서 분석된 4개의 균주는 모두 검출되

지 않았다 (Lim and Hong, 2020). 병원성 박테리아

의 독성 유전자 발현은 환경 매개변수에 의해 쉽게 

조절될 수 있다 (Guijarro et al., 2015). 일부 세균의 

경우 온도에 따라 독성 유전자의 발현 유도를 제어

하는 시스템은 다양하다고 알려져 있다 (Guijarro 
et al., 2015). 

Supplemental table: Individual details for A. salmonicida used in phylogenetic tree analysis 

Bacteria NCBI 
Accession number

Isolation 
source/host Country Sub species Date

A. salmonicida 1008L5
A. salmonicida 1014L6
A. salmonicida 1020L12
A. salmonicida 1021L11
A. salmonicida 4012
A. salmonicida AsCh08
A. salmonicida SC18032201
A. salmonicida NVI-4704
A. salmonicida A450
A. salmonicida A449
A. salmonicida NVI-1844
A. salmonicida NVI-8017
A. salmonicida NVI-1843
A. salmonicida NVI-8013
A. salmonicida 4128
A. salmonicida aAs4088
A. salmonicida RZ6S
A. salmonicida ATCC 29013T
A. salmonicida 2019SS-1
A. salmonicida 2018TS-1
A. salmonicida CS-1
A. salmonicida NCIMB 1110T
A. salmonicida 4102
A. salmonicida aAs4101
A. salmonicida NVI-8039
A. salmonicida NVI-6487
A. salmonicida NVI-6402
A. salmonicida NCIMB 13210T
A. salmonicida NVI-3071
A. salmonicida NVI-2796
A. salmonicida NVI-3080

In the study
In the study
In the study
In the study
AJ749882.1 
GU734698.1 
MN166624.1 
KP184533.1
M64655.1 
CP000644

KP184520.1
KP184544.1 
KP184519.1
KP184543.1
AJ749890.2
AM937254.1
MT162550.1
MT162550.1 
OK300095.1
OK300094.1
MH681060.1 
AJ749889.1
AJ749886.1
AM937255.1 
KP184545.1 
KP184541.1 
KP184538.1 
AJ749880.1 
KP184524.1
KP184522.1 
KP184526.1 

Chum salmon
Chum salmon
Chum salmon
Chum salmon

Atlantic salmon
Chum salmon

Perch
Turbot

Brown trout
Brown trout

Turbot
Ballan wrasse

Arctic char
Ballan wrasse

Spotted wolffish
Spotted wolffish 

Turbot
Masou salmon
Salmon salar
Salmon salar
Tongue sole
Brook trout
Atlantic cod
Atlantic cod
Atlantic cod
Atlantic cod

Atlantic salmon
Roach

Atlantic salmon
Atlantic salmon
Atlantic salmon

Korea
Korea
Korea
Korea

Scotland
Korea
China

Norway
France
France
Norway
Norway
Norway
Norway
Iceland
Norway
China
Japan

Norway
Norway
China
UK

Canada
Iceland
Norway
Norway
Norway

UK
Canada
Norway
Canada

salmonicida
salmonicida
salmonicida
salmonicida
salmonicida
salmonicida
salmonicida
salmonicida
salmonicida
salmonicida

atypical
atypical
atypical
atypical
atipical
atipical

masoucida
masoucida
masoucida
masoucida
masoucida

achromogenes
achromogenes
achromogenes

atypical
atypical
atypical
atypical
atypical
atypical
atypical

2023.10.08
2023.10.14
2023.10.20
2023.10.21
Uncertain
Uncertain
2018.04

2003
1978
1975
1990
2011
1990
2011
2001

Uncertain
2016.12

Uncertain
1992
1992

Uncertain
Uncertain

1981
Uncertain

2011
2008
2008

Uncertain
1896
1988
1987
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A. salmonicida의 3형 분비 시스템 (T3SS)은 주요 

독성 시스템이며, 숙주 세포와 직접 접촉하는 전좌 

장치, 다양한 단백질과 독소를 주입하는 바늘, 병
원체의 세포막에 위치하는 분비 장치로 구성된다 

(Frey and Origgi, 2016). ascV 및 ascC는 이 시스템

에서 구조적으로 관련 있는 인자이나 환경에 의한 

돌연변이와 유전적 재배열로 인해 결실이 발생할 

수 있다 (Stuber et al., 2003; Daher et al., 2011). 이전 

연구에 따르면, T3SS 장치 유전자의 결핍으로 인

해 RTG-2세포를 사멸시키는 병원성이 낮다는 것

이 밝혀졌고 (Stuber et al., 2003), 나아가 A. salmo-
nicida의 T3SS 유전자는 스트레스가 많은 환경에

서 배양될 때 소실되었다고 보고하였다 (Daher et 
al., 2011). T3SS의 전사 조절 단백질인 exsA의 유

전자는 T3SS 프로모터 활동을 유도하여 T3SS의 

전사를 활성화한다 (Frey and Origgi, 2016). 그러나, 
본 연구에서는 exsA (456bp) 유전자가 A. salmonici-
da L61014 균주에서만 검출되지 않았다. 

이 연구에서는 A. salmonicida에서 잘 알려진 병

원성 인자들에 대하여 mRNA수준에서 확인하였

으며, 분석된 균주 간의 병원성 인자가 차별적으로 

확인되었다. 병원체의 모든 항원성 인자가 모두 면

역원성을 일으키지는 않지만, 보편적인 백신을 개

발하기 위해서는 온전한 항원성을 보유하거나 발

현하는 균주가 필요할 수 있다. 이전 연구에서는 

고병원성 균주를 이용한 포르말린 불활화 백신은 

무지개송어에서 보호 효과가 최소 16주 동안 지속

됨을 입증하였다 (Lim and Hong, 2020). 

요   약

첨연어는 한국에서 동해 북부의 일부 하천에 회

귀하는 어종으로 동해안 연어 자원 증강 및 어업인

의 소득 증대 등 자원 확보를 위해 중요하다. 이러

한 이유로 경상북도 울진군에 위치한 수산자원공

단에서 해수 순치하며 첨연어 치어를 생산하였다. 
그러나, 첨연어 치어에서 세균성 질병에 감염된 증

상을 보이며 지속적으로 폐사가 발생하였다. 따라

서, 본 연구에서는 폐사된 첨연어에서 세균을 분리

하고 16s rDNA, rpoD 및 vapA의 염기서열을 분석

하여 동정하였다. 또한, 분리된 균주들은 염분 농

도에 따른 성장, 생화학적 특성 분석, 항생제 감수

성 분석 및 병원성 인자를 추가로 분석하였다. 그 

결과, 분리된 4개의 균주는 모두 Aeromonas salmo-
nicida subsp. salmonicida 아종으로 동정하였다. 또
한, 분리된 균주는 염분의 농도가 증가할수록 배지

에서 성장이 감소하였다. 생화학적 특성 분석에서 

4개 균주는 이전에 국내 연어과 어류에서 보고된 

정형 A. salmonicida와 비교하여 indole, OPNG, cit-
rate utilization, lysine decarboxylase, H2S production, 
urease, 그리고 D-melibios에서 음성 반응인 점이 일

치하였다. 그러나, sodium pyruvat, esculin, trypto-
phan deaminase, D-mannitol, inositol, D-sorbitol 그
리고 amygdalin에서 나타난 반응은 달랐다. 항생제 

감수성 결과에서 분리된 4개의 균주는 oxolinic 
acid, flumequine, florfenicol, oxytetracycline, neo-
mycin 그리고 erythromycin에 대한 항생제에서 

26~44 mm의 억제대를 형성하였다. 병원성 인자의 

발현 분석에서 4개 균주는 mRNA 수준에서 

RT-PCR로 분석되었으며, 모두 A. salmonicida의 병
원성에 중요한 역할을 하는 ascV, ascC, vapA, act 
및 lip 유전자가 검출되었다. 이 연구에서 분리된 

A. salmonicida subsp. salmonicida의 염분에 따른 성

장, 항생제 감수성, 생화학적인 특성 그리고 병원

성 유전자의 발현 분석은 첨연어에서 발생하는 절

창병을 예방하기 위한 기초자료로 활용될 수 있을 

것이라 기대한다.

초   록 

첨연어(Oncorhynchus keta)는 한국에서 회귀하

는 연어로 종 보존을 위해 경상북도 울진군에 위치

한 수산자원공단에서 해수 순치하며 종묘 생산하

였다. 그러나, 사육 중이던 첨연어 치어에서 세균

성 질병에 감염된 증상을 보이며 폐사하였다. 따라

서, 본 연구에서는 2021년 10월경에 사육환경에 따

라 구분된 첨연어로부터 원인체를 규명하고자 세

균을 분리하였다. 분리된 세균은 16S rDNA, rpoD 
(RNA polymerase sigma factor σ70) 및 vapA (A-lay-
er)의 염기서열을 기반으로 유전학적으로 동정하

고, 추가로 염분에 따른 성장, 생화학적 특성 분석, 
항생제 감수성 및 병원성 인자를 분석하여 균주를 
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특성화하였다. 그 결과, 분리된 4개의 균주는 모두 

Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida 아종으

로 동정하였다. 또한, 분리된 균주는 염분의 농도

가 증가할수록 배지에서 성장이 감소하였다. 생화

학적 특성 분석에서 분리된 4개 균주는 용혈성이 

확인되지 않았고, 모두 같은 생화학적인 성상을 나

타냈다. 항생제 감수성 분석에서는 oxolinic acid, 
flumequine 그리고 florfenicol에 대한 항생제에서 

40~44 mm 억제대를 형성하였다. 병원성 인자의 

발현 분석은 mRNA 수준에서 RT-PCR로 확인되었

으며, 4개 균주는 모두 A. salmonicida의 병원성에 

크게 기여한다고 잘 알려진 outer membrane ring 
of T3SS (ascV), inner membrane ring of T3SS (ascC), 
vapA, enterotoxin (act) 및 lipase (lip) 유전자가 발현

되었다. 이 연구에서 분리된 A. salmonicida subsp. 
salmonicida의 특성 분석은 해수에 순치된 첨연어

에서 발병하는 절창병을 예방하기 위한 기초자료

로 활용될 수 있을 것이다.
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