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            초록
          
        

        
          This study investigated the pathogenic and antimicrobial resistance characteristics of Aeromonas veronii isolated from imported guppy (Poecilia reticulata) exhibiting dropsy symptoms in a hatchery in Gunsan, Korea. The affected fish showed scale protrusion, hemorrhage, and abnormal swimming behavior, with approximately 80% cumulative mortality. The isolate was identified as A. veronii using 16S rRNA sequencing, species-specific PCR, and gyrB gene analysis. Pathogenicity was evaluated by immersion challenge, resulting in dose-dependent mortality. At 3.2 × 10⁵ CFU/mL, 60% mortality was observed, and the LD₅₀ was estimated to be ≤ 3.2 × 10⁵ CFU/mL. The strain harbored virulence genes including act, aerA, and hlyA. Antimicrobial susceptibility testing based on CLSI (2018) guidelines indicated reduced susceptibility to several antibiotics. Notably, resistance was inferred for Meropenem and Ciprofloxacin based on inhibition zone diameters. The tetracycline resistance gene tet(A) was also detected. These findings suggest that imported ornamental fish may serve as reservoirs of antimicrobial-resistant A. veronii, highlighting the need for continuous surveillance and prudent antimicrobial management in aquaculture.
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      I. 서 론
      최근 관상어는 애완동물의 범주에 포함 되어 수산관상생물 (Aqua-pet)이라는 용어로 사용된다. 관상어 양식은 단순한 취미 활동을 넘어 연간 약 10억 마리 이상의 관상어가 국제적으로 거래되어지고 있으므로 새로운 부가가치를 창출하는 산업으로 평가된다. Aqua-pet 사업은 관상어 거래 뿐만 아니라 양식 환경 설치물 (레이아웃)을 포함한 제반산업이 가파른 성장세를 보일 것으로 추정되어져 소득 및 고용 창출의 고부가가치 산업으로 자리매김할 것으로 전망되고 있다 (Kim and Jung, 2012; Kim, 2015, John and Hatha, 2013; Sreedharan et al., 2013). 미국의 경우 담수 관상어는 가장 인기 있는 반려동물 중 하나로, 2018년 기준 산업 규모는 약 4,500만 달러로 추정된다 (USDA, 2019). 국내 관상어 산업 규모는 2014년 약 4,100억 원에서 2020년 4,873억 원으로 성장하였으며, 2025년까지 6,500억 원 이상으로 확대될 것으로 전망발표 하였다(MOF, 2021). 최근‘제3차 관상어산업 육성 종합계획(`26~`30)’(MOF, 2025)의 발표와 이러한 글로벌 흐름에 발맞춰 관상어 산업의 발전을 국가 전략산업으로 육성하고 있다.

      국내 주요 관상어종으로는 금붕어, 비단잉어 및 구피 등이 생산 및 유통되고 있다. 특히, 구피 (Poecilia reticulata)는 남아메리카 원산의 소형 난태생 어류로, 뛰어난 번식력과 다양한 체색 및 지느러미 형태를 지녀 전 세계적으로 가장 널리 사육되는 담수 관상어 중 하나로서 유전육종 기술의 발전에 따른 Albino full red guppy, Dragon guppy 및 German white Guppy 등이 국내에서도 높은 인기종으로서 잠재적인 고부가 품종으로 평가되고 있다, 특히 미국의 경우에는 위와 같은 고부가 품종인 Fancy-guppy가 대표종으로 선호도가 매우 높은종이다 (MOF, 2021; Soto et al., 2024).

      그렇지만, 구피가 Aqua-pet으로의 상품가치가 상승됨에 따라 외국(파키스탄, 싱가폴, 말레이시아 및 스리랑카)등으로 부터 수입 의존도가 크게 증가되어 관상어와 함께 사육수에 의해 담수 백점충 (Iqbal et al., 2013), Megalocytivirus (Nolan et al., 2015) 및 Aeromonas spp. (Lazado and Ziberg, 2018)등의 외래병원체들의 유입 가능성이 심각한 문제로 지적되고 있다(Martinezmursia et al., 2008). 정부차원에서도 구피, 엔젤피시 및 비단잉어등의 관상어 질병 안전성 확보 및 양식환경개선을 위해서 각종 질병의 감염으로 인한 피해를 저감시키기 위한 일환으로써 병원체의 원인 규명, 예방, 치료 및 방역에 중요성을 인식하고 있으며, 다각적으로 예찰을 강화하고 있다 (NIFS, 2017).

      이에, 본 조사에서는 전북특별자치도 군산시에 소재하고 있는 구피 양식장 에서 발생한 지속적으로 이상유영, 빈사상태 폐사가 지속적으로 발생하는 구피를 대상으로 병원체를 분리 및 동정하여 병원성의 특성 및 약제 감수성 검사를 시행하여 구피를 포함한 관상어 산업의 질병 예방의 효율적인 관리 대책을 수립하고자 한다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구 방법
      
        1. 시료 채취 및 병성감정
        2024년 5월, 전북특별자치도 위치한 한 관상어 양식장에서 종자 생산을 목적으로 구피 (P. reticulata, Albino full red guppy) 친어를 구입하여 사육을 시작하였다. 해당 구피는 수입 이후 축양 과정에서 특별한 증상을 보이지 않았으나, 6월 중순경부터 이상 유영, 체표 출혈 등의 임상 증상이 점차 관찰되기 시작하였고, 7월 초에는 급격한 폐사로 이어졌다. 전체 88마리 중 약 80%에 해당하는 개체가 폐사하였으며, 생존한 15마리도 대부분 빈사 상태를 보였다. 임상적으로는 입린증, 비늘 탈락, 체표 출혈, 이상 유영 등의 전형적인 병어 증상이 확인되었으며([Fig. 1]), 실험실 순치 과정에서는 유리 사각 수조 (22 × 28 × 18 cm)에 수용하고 수온 25℃ 및 용존 산소 수준을 일정하게 유지하면서 매일 20%씩 환수하였다. 병성감정은 국립수산과학원의 「수산생물 병성 감정 지침서」(NIFS, 2018)에 실려있는 세균성 질병 검사법에 따라 수행하였다. 병어의 체표 점액 및 아가미 시료를 슬라이드 글라스에 도말한 후 커버글라스를 덮고, 광학현미경으로 기생충 및 진균 감염 여부를 관찰하였다.

        
          
          

          [Fig. 1] 
				
          

          
            Clinical and pathological features of naturally infected guppy (P. reticulata). External manifestations including scale protrusion and hemorrhagic lesions (white arrows). Internal pathological findings showing liver discoloration and viscous intestinal contents. 
          
          

          

        

      

      
        2. 원인균 분리 및 유전인자 동정
        원인균 분리는 병어의 복부를 절개하여 간과 신장에서 시료를 채취한 후, Tryptic Soy Agar (TSA; DIFCO™, Sparks, USA)평판배지에 획선 도말한 후 27℃에서 24시간 동안 배양하였다. 이때 우점종을 선별 후 계대배양을 3회 반복 시행하여 순수 분리하였다. 분리된 균주는 Tryptic Soy Broth (TSB; DIFCO™, Sparks, USA)에 20% glycerol을 첨가하여 –75℃에서 장기 보존하였고, 필요시 해동하여 실험에 사용하였다.

        분리균의 종 동정은 세균 동정에 널리 사용되는 16S rRNA universal primer와 Housekeeping 유전자인 gyrB의 Primer를 이용하여 중합효소연쇄반응(PCR)을 수행하였다(<Table 1>).

        
          <Table 1> 
				
          

          
            PCR primers used in this study
          
          

        

        
          
            
              	Primer
              	Primer Sequence 5’-3’
              	Product 
Size (bp)
              	Reference
            

          
          
            	Isolation and Identification
            	16s rRNA primer
            	27F
            	F: AGAGTTTGATCMTGGCTCAG
            	1,456
            	
              
                Weisburg et al., 1991
              
            
          

          
            	1492R
            	R: ACGGTTACCTTGTTACGACTT
          

          
            	A. veronii specific primer
            	
            	F: GAGGAAAGGTTGGTAGCTAATAA
            	688
            	
              
                Dorsch et al., 1994
              
            
          

          
            	
            	R: CGTGCTGGCAACAAAGGACAG
          

          
            	gyrB primer
            	3F
            	F: TCCGGCGGTCTGCACGGCGT
            	1,151
            	
              
                Soler et al., 2004
              
            
          

          
            	14R
            	R: TTGTCCGGGTTGTACTCGTC
          

          
            	Virulence gene
            	Entero toxin genes
            	
              act
            
            	F: AGAAGGTGACCACCAAGAACA
            	232
            	
              
                Nawaz et al., 2010
              
            
          

          
            	R: AACTGACATCGGCCTTGAACTC
          

          
            	
              alt
            
            	F: TGACCCAGTCCTGGCACGGC
          

          
            	R: GGTGATCGATCACCACCAGC
            	442
          

          
            	
              ast
            
            	F: TCTCCATGCTTCCCTTCCACT
          

          
            	R: GTGTAGGGATTGAAGAAGCCG
            	331
          

          
            	Haemo lytic toxins genes
            	
              aerA
            
            	F: CCCGCCGATCTGCAACCGGG
            	489
          

          
            	R: CTGGTCTGGATAGACGGGCTCTGCC
          

          
            	
              hlyA
            
            	F: GGCCGGTGGCCCGAAGATACGGG
            	597
          

          
            	R: GGCGGCGCCGGACGAGACGGG
          

          
            	Tetarcycline resistance gene
            	tet(A), tet(E)
            	TETFa
            	GCGCTNTATGCGTTGATGCA
            	
            	
              
                Aminov  et al., 2001
              
            
          

          
            	TAR
            	ACAGCCCGTCAGGAAATT
            	387
          

          
            	TER
            	ATGTGTCCTGGATTCCT
            	246
          

          
            	tet(S)
            	TSR-F
            	GAAAGCTTACTATACAGTAGC
            	169
          

          
            	TSR-R
            	AGGAGTATCTACAATATTTAC
          

        

        

        증폭된 PCR 산물은 ABI PRISM 3730XL Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, USA)와 BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA)를 이용하여 염기서열을 분석하였다. 염기서열을 획득한 후, NCBI의 BLAST 프로그램을 통해 상동성 분석을 실시하였다. 또한, Dorsch et al.(1994)의 방법에 따라 A. veronii specific primer를 이용한 PCR을 추가로 수행하여 균주의 최종 동정을 실시하였다. 이때 양성 대조군으로는 A. veronii (KCCM 90343 및 Jung et al., 2024)에서 분리된 균주를, 음성 대조군으로는 A. hydrophila (SNU HS7; Kim et al., 2022)를 사용하였다. 그 후 분리된 균의 Sequence를 이용하여 MEGA 소프트웨어 사용 후, 계통분류도를 작성 하였다.

      

      
        3. 분리균의 생물학적 및 생화학적 특성
        분리균의 생물학적 특성을 조사하기 위해서 온도 및 염분도에 대한 발육능을 조사 하였다. 즉, 분리된 균주의 생물학적 측정을 위한 접종 균은 TSB 배지에 배양하여 (27 ℃에서 24 h) 3회 원심세정 (2000 rpm, 5 min)하여 OD₆₀₀ = 0.1로 조정하여 사용하였다. 한편, 발육능은 수온 5 ∼ 50 ℃ 범위 (5, 10, 15, 20, 25, 27, 30, 37 및 50 ℃)의 9개의 군으로 구별하여, 27℃에서 24시간 배양한 후 측정하였다. 한편, 염분농도시험은 6개의 군 (5, 10, 20, 30, 40 및 50 ppt)으로 구분하여 TSB 배지에 접종하여 27 ℃ 24 hr 배양 후 흡광도를 측정하였다. 한편 생화학적 특성은 API 20E V5.0 kit(BioMérieux, Marcy-l’Étoile, France)를 사용하여 분석하였으며, 제조사에서 제공한 표준 해석 지침에 따라 판독하였다.

      

      
        4. 원인균의 병원성 검사
        원인균의 병원성 검사를 위해서 외인적 및 내인적 인자를 검사하였다. 외인적 검사로는 Casein 분해능은 Skim milk agar 법 (Vijayaraghavan et al., 2013) 그리고 지질 분해능은 Tween 20 agar 법 (Mohaini et al., 2022)으로 확인하였다. 내인적 검사로는 Virulence gene의 검출은 Nawaz et al.(2010)의 방법을 따라 Enterotoxin 유전자인 act, ast 및 alt 그리고 Haemolysin 유전자인 aerA 및 hlyA를 PCR법으로 수행하였다(<Table 1>).

      

      
        5. 항생제 감수성 검사
        분리된 균주의 항생제 감수성 검사는 Mueller–Hinton Agar (MHA; DIFCO™, Sparks, USA)를 이용한 Kirby–Bauer 디스크 확산법(Disk diffusion method)에 따라 수행하였다 (Bauer et al., 1966). 균 현탁액은 0.5 McFarland standard로 조정한 후 MHA 배지에 균일하게 도말하였으며, 항생제 디스크를 배치한 뒤 35 ℃에서 18시간 배양하였다. 배양 후 형성된 저지대의 직경(mm)을 측정하였다. 시험 방법 및 조건 설정은 CLSI M45 (3rd edition, 2015) 가이드라인을 참고하였다. 다만 CLSI M45에서는 일부 비정형 세균에 대해 디스크 확산법 해석 기준이 제한적으로 제시되며, 특히 Aeromonas spp.의 경우 항생제별 임상적 Breakpoint가 충분히 확립되어 있지 않다. 따라서 본 연구에서는 Inhibition zone 직경을 기반으로 정량적 수치를 제시하였으며, CLSI 기준에 따른 감수성(S), 중간(I), 내성(R)으로의 범주적 판정은 수행하지 않았다.

        사용된 항생제는 총 15종으로, Ampicillin (10 ㎍), Piperacillin–tazobactam (110 ㎍), Cefepime (30 ㎍), Cefotaxime (30 ㎍), Cefoxitin (30 ㎍), Cefuroxime sodium (parenteral, 30 ㎍), Imipenem (10 ㎍), Meropenem (10 ㎍), Amikacin (30 ㎍), Gentamicin (10 ㎍), Tetracycline (30 ㎍), Ciprofloxacin (5 ㎍), Levofloxacin (5 ㎍), Trimethoprim–sulfamethoxazole (25 ㎍) 및 Chloramphenicol (30 ㎍)이며, 모든 항생제 디스크는 Oxoid (Hampshire, UK) 제품을 사용하였다.

      

      
        6. Tetracyline의 내성 유전자 검색
        한편, 분리균의 Tetracycline 내성 유전자 보유 여부는 PCR법으로 확인하였다. 내성 유전자 검출에는 담수어에서 검출 빈도가 높은 것으로 보고된 Primer 3쌍을 사용하였으며, 사용된 Primer의 염기서열은 <Table 1>에 제시하였다.

      

      
        7. 어체감염성 실험
        병원성 검증 실험에는 병어에서 본 증이 발병한 이력이 없는 경기도 지역의 관상어 도매점에서 확보한 건강한 구피 (P. reticulata, 평균 체장 3.5 ± 0.8 cm, n = 100)를 사용하였다. 어체는 25 × 17 × 22 cm 크기의 사각 수조 (수량 5 L)에 수조당 20마리씩, 총 5개 수조에 분리하여 사육하였다. 실험 기간 동안 수온은 27 ± 1 ℃, 용존 산소는 5 ± 1 ppm으로 유지하였다. 감염 시험은 침지법(Immersion method)을 이용하여 수행하였다.

        실험에 사용된 A. veronii는 TSB 배지에서 27℃, 24시간 동안 배양한 후, Phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.2)로 3회 원심세정 (6,000 rpm, 5 min)하여 세척하고 최종적으로 균 현탁액을 제조하였다. 실험군은 접종균 농도에 따라 3.2 × 10⁵, 3.2 × 10⁶, 3.2 × 10⁷ 및 3.2 × 10⁸ CFU/mL의 4개 처리군으로 설정하였고, 대조군은 PBS만을 처리하여 총 5개 군으로 구성하였다.

        감염 실험 중 폐사한 개체는 즉시 수거하여 간, 비장 및 신장을 무균적으로 적출한 후, Ampicillin (10 mg/L)이 첨가된 TSA 배지에 도말·배양하였다. 이후 재분리된 균주는 A. veronii - specific primer를 이용한 PCR을 통해 접종균과 동일한 균주임을 확인하였다.감염 후 14일 동안 누적 폐사율을 관찰하였으며, LD₅₀ 값은 농도별 누적 폐사율을 기준으로 추정하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 연구 결과
      
        1. 세균의 분리 및 동정
        조사 대상 구피의 아가미 및 체표 병변을 「수산생물 병성 감정 지침서」(NIFS, 2018)에 따라 병성감정을 수행한 결과, 기생충 및 진균은 검출되지 않았다. 그러나 체표, 간, 신장 및 비장 조직을 TSA에 도말하여 27 ℃에서 24시간 배양한 결과, 다수의 A. veronii 집락이 형성되었으며, 일부 Pseudomonas sp.와 Chryseobacterium sp. 집락이 관찰되었다. 우점 집락을 단일 콜로니로 분리한 뒤, 3회 계대 배양을 통해 순수 분리를 확보하였다.

        Pseudomonas 속 세균은 담수 환경에서 흔히 분리되는 기회 감염성 세균으로, 상처 부위나 면역력이 저하된 개체에서 2차 감염을 일으키는 것으로 알려져 있다(Gomez and Balcázar, 2008). Chryseobacterium 속 역시 수중 환경에 존재하는 조건성 병원균으로, 피부 및 아가미 감염을 유발할 수 있으나 일반적으로 기회 감염성 환경 스트레스가 동반될 때 발병되어진다고 보고되었다 (Bernardet et al., 2006).

        한편, 본 연구에서 주로 분리된 A. veronii는 관상어류 및 담수어류에서 운동성 Aeromonas 패혈증 (MAS, Motile Aeromonad Septicemia)의 주요 원인균으로 보고되고 있다(Austin and Austin, 2016). 이 균은 체표 출혈, 복부 팽창, 비늘 돌출, 아가미 빈혈 등 치명적인 임상 증상을 유발하며, 급성 폐사를 초래하는 병원체로 알려져 있다 (Jung et al., 2024). 실제로 본 연구에서 채집된 구피에서도 동일한 임상 증상이 확인되었으며([Fig. 2]), 후속 침지 감염시험 결과에서도 A. veronii 감염군에서만 105 부터 108까지 농도 의존적으로 높은 폐사율(최대 90%)이 관찰되었다([Fig. 9]).

        
          
          

          [Fig. 2] 
				
          

          
            Artificially infection (immersion) of pathogenic symptoms in experimental fish. C,D.
          
          

          

        

        이러한 결과로 미루어 보아, Pseudomonas와 Chryseobacterium은 부수적 요인으로 존재했을 가능성이 높으며, 본 구피 집단의 주요 폐사 원인균은 A. veronii로 판단된다.

      

      
        2. A. veronii의 생물학적 특성
        분리된 A. veronii 균주의 온도별 발육 특성을 평가한 결과, 중온 조건(20, 25, 27 ℃ 및 30 ℃)에서 가장 활발한 증식이 관찰되었으나, 15 ℃및 37℃에서는 낮은 증식을 보였다. 한편, 저온(5, 10 ℃) 및 고온(50 ℃)에서는 성장이 매우 제한적이었다([Fig. 3]). 이러한 결과는 본 균주가 중온성(Mesophilic) 특성을 지니고 있음을 시사한다. 이는 Lazado et al.(2018)의 A. veronii 최적 성장 온도가 중온 범위에 있다는 결과와 본 연구에서 분리된 A. veronii의 발육특성이 일치하였다.

        
          
          

          [Fig. 3] 
				
          

          
            The effects of temperature on growth the present isolates (A. veronii).
          
          

          

        

        한편, 염분 내성 실험 결과는 NaCl 농도 5 ppt 조건에서 증식이 양호하였으나, 10 ppt에서는 현저히 증식능이 감소를 보인 반면에 20 ppt 이상의 고염분 조건(20∼50 ppt)에서는 성장이 전혀 관찰되지 않았다([Fig. 4]). 이는 Aeromonas 속 세균이 세포막의 삼투압 조절능이 제한되어 고농도 염분 조건에서 성장이 억제된다는 보고 (Janda and Abbott, 2010)와 일치하였다. 따라서 본 균주는 담수와 같은 저염분 환경 조건에서 양호한 발육 특성을 보이는 것으로 판단된다.

        
          
          

          [Fig. 4] 
				
          

          
            The effects of NaCl concentration on the growth of A. veronii (Isolates) at 27℃. The cell growth was determined in TSB at 27℃ during.
          
          

          

        

      

      
        3. 생화학적 특성 분석 결과
        운동성 Aeromons 속은 생화학적 특성에서 A. hydrophila, A. caviae 및 A. sobria와 99.0%의 높은 유사성을 나타났다. 그렇지만 Beaz-Hidalgo et al.(2010)는 생화학적 표현형 특성의 다양성으로 인해 명확한 종 동정이 필요로 하였다. 본 조사에서 생화학적 특성 분석 결과(<Table 2>), 본 균주는 β-galactosidase, Arginine dihydrolase, Indole production, Gelatinase, Glucose·Mannitol·Sucrose 발효 및 산화, Cytochrome oxidase, O/129, RM/MR, ESC(HYD.) 시험에서 양성을 나타냈다. 반면, Lysine decarboxylase, Ornithine decarboxylase, Citrate utilization, Tryptophan deaminase, Urease, H₂S 생산, Acetoin 생성, Inositol, Sorbitol, Rhamnose, Melibiose, Amygdalin, Arabinose 발효/산화 시험에서는 음성을 보였다. Janda and Abbot(2010)는 A. veronii의 생화학 반응에서 Ornithine decarboxylase 및 Arginine dihydrolase 양성을 보이는 균주가 biovar sobria의 생화학적 특성에 근접한다고 보고하였다. 본 연구에서 분리된 균주는 표준 균주(ATCC 9071)와 비교를 했을 때, Arginine 과 Indole 생성에서는 양성이었으나, Ornithine 및 Lysine 음성 등의 차이가 확인 되었다. 이러한 차이점 등은 사육 환경, 숙주 종, 또는 균주 간 유전적 다양성에 기인한 생화학적 변이로 해석된다.

        
          <Table 2> 
				
          

          
            The results of Api 20E kit test
          
          

        

        
          
            
              	
              	Characteristics
              	Isolates
bacteria
              	ATCC 9071(A,veronii) 
Kim et al., 2013
            

          
          
            	Amino acid dihydrolase
            	Arginine dihydrolase
            	+
            	+
          

          
            	Lysine decarboxylase
            	-
            	-
          

          
            	Ornithine decarboxylase
            	-
            	-
          

          
            	Urease
            	-
            	+
          

          
            	Gelatinase
            	+
            	-
          

          
            	Tryptophane desaminase
            	-
            	+
          

          
            	Carbohydrate fermentation/oxidation
            	Glucose
            	+
            	-
          

          
            	Mannitol
            	+
            	+
          

          
            	Inositol
            	-
            	+
          

          
            	Sorbitol
            	-
            	-
          

          
            	Rhamnose
            	-
            	-
          

          
            	Sucrose
            	+
            	+
          

          
            	Melibiose
            	-
            	-
          

          
            	Amygdalin
            	-
            	-
          

          
            	Arabinose
            	-
            	+
          

          
            	Others
            	Indole production
            	+
            	+
          

          
            	Acetoin production
            	-
            	ND
          

          
            	Citrate utilization
            	-
            	+
          

          
            	H2S production
            	-
            	-
          

          
            	β-galactosidase
            	+
            	+
          

          
            	Cytochrome-oxidase
            	+
            	+
          

          
            	RM/MR
            	+
            	ND
          

          
            	Lipase
            	+
            	ND
          

          
            	Caseinase
            	+
            	ND
          

          
            	ESC (HYD.)
            	+
            	ND
          

        

        
          
            + : Positive, - : Negative, ND: No data
          

        

        

      

      
        4. A. veronii의 동정 인자 검출 및 계통수 분석
        본 조사에서는 분리된 균주의 종 동정을 위해 16S rRNA universal primer를 이용한 PCR 및 염기서열 분석을 수행하였다 (Dorsch, 1994). 확보된 염기서열은 GenBank에 등록된 A. veronii (CP015448.1)의 16S rRNA 서열과 100%의 상동성을 보였으며, 상위 100개 검색 결과 또한 모두 A. veronii로 확인되었다. 그러나 16S rRNA 서열은 Aeromonas 속 내에서 종 간 보존성이 높아, 근연 종과의 구분에는 한계가 있었다. 이에 따라 A. veronii - specific primer를 이용한 PCR을 추가로 수행한 결과, 688 bp 크기의 특이 밴드가 확인되어 본 균주가 A. veronii임을 다시 한 번 확인할 수 있었다([Fig. 5]). 종 동정의 정확도를 높이기 위해 보완적 유전자인 gyrB를 타깃으로 PCR 및 염기서열 분석을 수행한 결과, 본 균주의 gyrB 서열은 GenBank에 등록된 A. veronii 균주들과 99.27–100%의 상동성을 보였으며, 차순위 종으로는 A. sobria (98.56%)가 나타났다. 이러한 결과는 16S rRNA 기반 분석만으로는 종 수준의 구분이 제한될 수 있음을 보여주며, 특이 Primer PCR 및 gyrB와 같은 Housekeeping 유전자 기반의 다중 분석이 Aeromonas 속 세균의 정밀한 종 동정에 효과적임을 시사한다(Aravena–Roman et al., 2011; Fernández-Bravo and Figueras, 2020).	한편, 계통수 분석을 위해 Phylogenetic tree를 작성 하였던바, 분리된 A. veronii는 NCBI의 등록된 A. veronii와 같은 Cluster를 형성 한 것을 확인 할 수 있었다([Fig. 6]).

        
          
          

          [Fig. 5] 
				
          

          
            Result of A. veronii Specific primer PCR. L: 100bp DNA marker, 1: A. veronii (KCCM 90343), 2: A. veronii (isolated Jung et al., 2024), 3: A. veronii (Present study), N: A. hydrophila (SNU–HS7)
          
          

          

        

        
          
          

          [Fig. 6] 
				
          

          
            Phylogenetic tree analysis results using the neighbor joining method of isolate A. veonii using the gyrB gene.
          
          

          

        

      

      
        5. 병원성 유전자 검출
        본 조사에서는 운동성 에로모나스증의 장독성 유전자인 Cytotoxic enterotoxin (act), Cytotonic enterotoxins (alt, ast) 과 병독성 유전자인 Aerolysin (aerA) 및 Haemolysin (hlyA)의 보유 여부를 확인하기 위해 PCR 분석을 실시하였다. 그 결과, 분리된 A. veronii 균주에서는 act, aerA 및 hlyA 등의 병원성 유전자가 검출되었다([Fig. 7]).

        
          
          

          [Fig. 7] 
				
          

          
            Result of Enterotoxin and Haemolytictoxine gene PCR analysis (L: 100 bp DNA maker, 1: act, 2: aerA, 3: hlyA)
          
          

          

        

        이러한 결과는 Nawaz et al.(2010)이 양식 메기에서 분리한 A. veronii 균주가 동일한 세 가지 병독성 유전자를 보유하며 강독주의 특성을 나타낸다고 보고와 일치한다. 반면, Jung et al.(2024)은 관상용 금붕어 궤양증에서 분리된 A. veronii에서 act 유전자만이 검출되었으며, Kim et al.(2019)은 피부 궤양증을 일으킨 양식 메기 유래 균주에서 aerA와 hlyA 유전자만이 검출된 보고와 다소 차이를 보였다. 이러한 차이는 어종 간의 병인체에 대한 감수성 또는 병변 발현 양상의 차이에서 기인한 것으로 추정된다.

        한편, 본 조사에서 면양혈액배지를 상에서 완전용혈을 보이고, 카제인 분해양성을 확인하였다 [Fig. 8]. 이러한 결과들은 Aeromonas 속의 병원성 요인으로 알려진 Gelatinase, Caseinase, 및 Lipase 등은 피부, 근육, 결합조직을 분해하여 궤양과 출혈성 병변을 유발하며, Lipase는 세포막 파괴를 통해 염증 및 조직 괴사를 유도하는 것으로 보고된 바 있다 (Casto et al, 2003; Pemberton et al., 1997). 따라서 본 연구에서 분리된 A. veronii는 병독성 유전자(act, aerA, hlyA)와 함께 단백질 분해효소 (Caseinase, Lipase, Gelatinase) 등 다양한 독성 인자를 보유하고 있어, 구피에서 관찰된 체표 출혈, 점액성 장관 삼출물, 간장의 퇴색 및 빈혈증상 등을 유발시킨 결과들로 미루어 봤을때 병원성이 높은 강독주로 평가될 수 있다.

        
          
          

          [Fig. 8] 
				
          

          
            Detection of virulence factors in the isolated A. veronii. A: β-hemolytic activity on sheep blood agar. Clear hemolytic zones indicate β-hemolysis. B: Caseinase activity on casein agar. Transparent halos around the colonies indicate casein hydrolysis.
          
          

          

        

      

      
        6. 어체 감염 실험
        본 연구에서는 분리된 A. veronii 균주의 병원성을 평가하기 위해 건강한 구피 (P. reticulata)를 대상으로 침지법을 이용한 농도별 감염 시험을 수행하였다. 그 결과, 폐사율은 접종 농도에 따라 증가하는 경향을 보였다([Fig. 9]). 3.2 × 10⁵ CFU/mL 처리군에서는 20마리 중 12마리가 폐사하여 60%의 폐사율을 나타냈으며, 3.2 × 10⁶ CFU/mL 군에서도 동일한 60%의 폐사율이 관찰되었다. 3.2 × 10⁷ CFU/mL 군에서는 14마리(70%), 3.2 × 10⁸ CFU/mL 군에서는 18마리(90%)의 폐사가 발생하였다. 이를 근거로 LD₅₀은 3.2 × 10⁵ CFU/mL 이하 수준으로 추정되었다. 감염된 개체에서는 입린증, 체표 출혈, 복부 팽만 등의 외부 증상과 함께 복강 내 점액 저류, 간의 창백 및 빈혈 등 내부 장기 병변이 동반되었다. 또한 폐사 개체로부터 재분리된 균주는 PCR 및 전기영동 분석을 통해 A. veronii로 확인되었다. Casto et al.(2003)과 Pemberton et al.(1997)은 어체 침습 인자로 알려진 Gelatinase 및 Caseinase가 피부, 근육 및 결합조직을 분해하여 궤양과 출혈성 병변을 유발한다고 보고하였다. 본 조사에서 분리된 A. veronii 균주의 LD₅₀이 10⁵ CFU/mL 수준으로 나타난 것은 해당 균주가 act, aerA, hlyA와 같은 세포독성 유전자뿐 아니라 Gelatinase, Caseinase, Lipase 등의 조직 분해 효소를 함께 보유하고 있기 때문으로 판단된다.

        
          
          

          [Fig. 9] 
				
          

          
            Cumulative mortality of guppy (P. reticulata) exposed to A. veronii using immersion test for 14 days.
          
          

          

        

        구피는 선별적 근친 교배를 통해 화려한 색상 형질이 강화된 품종이다. 그러나 이러한 과정에서 유전적 다양성이 감소하고 면역 유전자 기능이 저하될 가능성이 보고되고 있다 (Smallbone et al., 2016; 2021). 이러한 유전적 제한은 병원체에 대한 저항성 감소를 초래하며, 고밀도 사육 및 수질 악화와 같은 환경적 스트레스와 결합될 경우 생체 방어 기전이 약화되어 폐사율이 더욱 증가할 수 있다 (Kigigha et al., 2012). 특히 Aeromonas 감염의 발병 기전은 어체 점막층에 부착 후 체내로 침투하면서 Aerolysin 계열 독소(act, aerA, hlyA)를 생성하는 것으로 알려져 있으며, 이들 독소는 대식세포에서 염증 유도 사이토카인 및 Eicosanoid 계열 전구물질의 생성을 촉진함으로써 조직 손상과 체액 분비를 유도하는 병리 기전을 가진다(Krovacek et al., 1991; Chopra et al., 2000). 또한 Sreedharan et al.(2012)은 A. veronii가 장독소 유전자(act, alt, ast)뿐 아니라 haemolysin 계열 독소(aerA, hlyA), Type III 및 IV 분비 시스템, Cholesterol acyltransferase 등 다양한 병원성 인자를 보유한다고 보고하였다.

        본 연구의 균주에서도 상해성 장독소 act와 용혈성 독소 aerA, hlyA가 함께 확인됨에 따라, 향후 관상어 유래 A. veronii 균주의 병원성 유전자에 대한 추가적인 분자유전학적 특성 분석이 필요할 것으로 사료된다.

      

      
        7. 항생제 감수성 검사
        분리된 A. veronii 균주의 항생제 감수성 시험 결과, 총 15종의 항균제 중 Piperacillin–Tazobactam, Cefepime, Cefoxitin, Cefuroxime sodium, Gentamicin, Trimethoprim–sulfamethoxazole 및 Chloramphenicol에서는 상대적으로 넓은 inhibition zone이 형성되었다. 반면, Cefotaxime, Meropenem, Imipenem, Ciprofloxacin, Levofloxacin, Amikacin 및 Tetracycline에서는 inhibition zone 직경이 상대적으로 작게 나타났다(<Table 3>).

        
          <Table 3> 
				
          

          
            Result of antimicrobial susceptibility test of isolated A. veronii
          
          

        

        
          
            
              	Antibiotics
              	isolated
A. veronii
              	Zone Diameter
Interpretive Criteria
            

          
          
            	Penicilliums
            	Piperacillin-tazobactam
            	29 mm
            	≥ 21 mm
          

          
            	Cephems
            	Cefepime
            	30 mm
            	≥ 25 mm
          

          
            	Cefotaxime
            	18 mm
            	≥ 26 mm
          

          
            	Cefoxitin
            	33 mm
            	≥ 18 mm
          

          
            	Cefuroxime sodium
            	31 mm
            	≥ 21 mm
          

          
            	Carbapenems
            	Imipenem
            	19 mm
            	≥ 23 mm
          

          
            	Meropenem
            	6 mm
            	≥ 23 mm
          

          
            	Aminoglycosides
            	Amikacin
            	13 mm
            	≥ 17 mm
          

          
            	Gentamicin
            	24 mm
            	≥ 15 mm
          

          
            	Tetracyclines
            	Tetracycline
            	6 mm
            	≥ 15 mm
          

          
            	Quinolone
            	Ciprofloxacin
            	8 mm
            	≥ 21 mm
          

          
            	Levofloxacin
            	13 mm
            	≥ 17 mm
          

          
            	Folate pathway inhibitors
            	Trimethoprim-sulfamethoxaole
            	16 mm
            	≥ 16 mm
          

          
            	Phenicols
            	Chloramphenicol
            	35 mm
            	≥ 18 mm
          

        

        

        CLSI VET04-A2 가이드라인에 따르면, 수산 유래 세균에 대한 항생제 감수성 평가는 표준화된 시험 방법을 통해 수행되어야 하며, 최소억제농도(MIC) 기반 해석을 중심으로 임상적 breakpoint 또는 Epidemiological cutoff value (ECV)를 적용하는 것이 권장된다. 그러나 현재까지 Aeromonas spp. 중 A. salmonicida를 제외한 대부분의 종, 특히 A. veronii에 대해서는 임상적 해석 기준이 명확히 확립되어 있지 않다. 따라서 디스크 확산법을 이용한 Inhibition zone 결과를 근거로 감수성(S), 중간(I), 내성(R)을 구분하는 것은 제한적이며, 결과 해석 시 주의가 필요하다.

        이에 따라 본 연구에서는 CLSI 기준에 근거하여 각 항생제에 대한 감수성 또는 내성을 단정적으로 판정하지 않고, Inhibition zone 직경을 기반으로 상대적인 항생제 반응 경향을 기술하였다. 이러한 접근은 해석 기준이 부재한 수산 유래 세균에 대해 권장되는 방법으로, 균주의 항생제 반응 특성을 파악하기 위한 기초 자료로 활용될 수 있다.

        특히 Meropenem의 Inhibition zone은 6 mm로 매우 제한적으로 나타났으며, 이는 동일 조건에서 다른 항생제에 비해 상대적으로 낮은 항균 반응을 나타낸 것으로 해석된다. Carbapenem 계열 항생제는 인체 의료 분야에서 중요한 치료제로 사용되며, 환경 및 수산 유래 세균에서도 해당 계열에 대한 감수성 변화가 보고되고 있다. 최근 Drk et al.(2023)은 도시 및 병원 폐수에서 분리된 Aeromonas spp.에서 Carbapenem 계열과 Ciprofloxacin에 대한 저항성 특성이 확인되었음을 보고하였다. 본 연구 결과 또한 이러한 경향과 유사하게 일부 항생제에서 Inhibition zone 감소 양상을 보였다.

        또한 Fluoroquinolone 계열 항생제인 Ciprofloxacin의 Inhibition zone은 9 mm로 측정되었으며, Levofloxacin에서도 상대적으로 작은 저지대가 관찰되었다. Fluoroquinolone 계열은 DNA gyrase 및 Topoisomerase IV를 표적으로 하는 광범위 항균제로 다양한 세균 감염 치료에 활용되어 왔으나, 최근 양식 환경 및 자연 수계에서 분리된 Aeromonas spp.에서 해당 계열 항생제에 대한 감수성 저하 또는 저지대 감소 경향이 보고되고 있다 (Nawaz et al., 2010; Yang, 2017). 본 연구에서도 유사한 경향이 관찰되었다.

        다만 본 연구에서는 CLSI에서 제시하는 표준 균주를 이용한 품질 관리(QC) 시험 및 MIC 기반 정량적 분석이 수행되지 않았으며, 또한 A. veronii에 대한 임상적 Breakpoint가 부재한 점을 고려할 때, 특정 항생제에 대한 내성 여부를 확정적으로 판단하는 데에는 제한이 있다. 따라서 본 결과는 항생제에 대한 절대적인 감수성 평가보다는, 분리균의 상대적인 항생제 반응 특성을 제시하는 기초 자료로 해석하는 것이 타당하다.

        이러한 결과는 관상어 산업 및 수산양식 환경에서 다양한 항생제에 대한 반응 특성이 변화하고 있을 가능성을 시사하며, 향후에는 표준화된 MIC 기반 감수성 평가와 더불어 내성 유전자 분석을 포함한 분자생물학적 연구가 병행되어야 할 것으로 판단된다. 또한 지속적인 항생제 감수성 모니터링과 함께, 수산 환경에서의 항생제 사용 관리 및 내성 확산 방지를 위한 체계적인 관리 전략 수립이 필요하다.

      

      
        8. Tetracycline (Tc) 내성 인자 분석 결과
        Tc 내성의 주요 기전은 efflux pump 시스템과 ribosomal protection 단백질 발현으로 구분되며, tet (A) 유전자는 세균 세포 내 Tc 축적을 억제하는 efflux 펌프 단백질의 발현을 유도하는 것으로 알려져 있다 (Lizel et al., 2007; Kim, 2023). 본 조사에서는 분리된 A. veronii 균주로부터 Tetracycline (Tc) 내성 유전자 중 tet (A), tet (E), tet (S)의 존재 여부를 PCR을 통해 확인한 결과, tet (A) 유전자가 검출되었다([Fig. 10]). 그렇지만 그람 양성균에서 검출 되는 것으로 보고된 tet (K), tet (S) 및 tet (W)는 본조사에서 검출 되지 않았다. 추가적으로 그람 양성과 음성 모두 검출되어지는 것으로 알려진 tet (M)인자의 조사가 필요하다고 사료된다. 한편, 본 조사에서 분리된 균주는 수산용 항생제로 널리 사용되는 Tc에 대해 감수성이 전혀 없는 것으로 나타내었으며, 이는 메기와 틸라피아 등의 양식 어류에서 분리된 A. veronii가 Tc 내성을 보이며 아울러 tet (A) 유전자를 보유하였다는 선행 연구와도 일치하며 약재 내성의 심각성을 보여준다 (Kim et al., 2019). 최근 Tc 내성균의 출현은 전 세계적으로 증가하는 추세이며, 이는 농·수·축산업 전반에 걸친 항생제의 과도한 사용 및 오용과 밀접한 관련이 있는 것으로 보고되고 있다 (Roberts, 1996; Lizel et al., 2007). 한편, 전 세계적으로 양식 산업의 급속한 성장과 함께 질병 발생이 증가함에 따라 수산용 항생제의 사용량도 지속적으로 증가하고 있다. 수산용 의약품은 어류 질병의 예방과 치료에 필수적이지만, 약재의 오·남용은 항생제 내성균의 출현을 초래하는 위협 요인이 될 수 있다. 특히, 수입 관상어의 장내 세균에서 Tc 내성률이 30–40%에 이르며, 국내 담수 관상어 유래 세균에서도 70% 이상의 다제내성이 확인되었다는 보고(Yoon et al., 2012)는 관상어 산업 내 항생제 내성균 확산의 심각성을 시사한다. 따라서 항생제 사용을 줄일 수 있는 대안으로 천연 유래 항균물질 개발 등 항생제 대체제에 대한 연구가 필요할 것으로 사료된다.

        
          
          

          [Fig. 10] 
				
          

          
            Result of Tetracycline resistance PCR analysis. L: 100bp DNA marker, 1: tet (A), 2: tet (E), 3: tet (S)
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 결 론
      본 연구에서는 전북특별자치도 군산시의 관상어 양식장에서 입린증을 보이는 구피 (P. reticulata)로부터 A. veronii를 분리하고, 그 생리적·분자생물학적 특성과 병원성을 종합적으로 분석하였다. 분리된 균주는 20–27℃ 및 5 ppt의 NaCl 조건에서 양호한 생장을 보였으며, 장독소 유전자(act)와 용혈성 독소 유전자(aerA, hlyA)를 모두 보유하고 있었다. 침지법을 이용한 감염 실험 결과, 본 균주는 구피에서 농도 의존적으로 최대 90%의 폐사율을 유발하였고, 임상적으로는 입린증, 체표 출혈, 비늘 돌출 등의 전형적인 Aeromonas 감염 증상이 관찰되었다. 항생제 감수성 시험에서는 Tetracycline을 포함한 일부 항균제에 대해 내성을 나타냈으며, Tetracycline 내성 유전자인 tet (A)의 존재가 확인되었다. 이는 해당 균주가 항생제 남용에 의해 내성을 획득하였을 가능성을 시사하며, 양식 환경에서의 항생제 사용 관리의 중요성을 부각시킨다.

      전 세계적으로 관상어 양식 산업의 급속한 성장과 함께 질병 발생이 증가하고 있으며, 이에 따라 수산용 항생제의 사용량도 매년 증가하는 추세이다. 그러나 관상어에 허가된 수산용 항생제의 종류가 제한적이기 때문에 동일 약제의 반복 사용이 불가피하며, 이는 다제내성균의 출현 및 확산의 가능성을 시사 할 수 있다 (NIQS, 2022). 수산용 항생제는 어류 질병의 예방과 치료에 필수적이지만, 오·남용 시 수산식품의 위생학적 안정성에도 위협이 될 수 있다. 따라서 항생제 사용을 줄이기 위한 대안으로 천연 유래 항균 물질 기반의 항생제 대체제 개발이 요구된다. 결론적으로, 본 연구는 구피에서 A. veronii 감염이 병리학적 증상과 높은 폐사율을 유발할 수 있음을 실험적으로 입증하였으며, 관상어 산업 내에서 Aeromonas 감염 발생 시 수산용 항생제의 체계적 관리와 내성 모니터링의 중요성을 강조한다. 향후에는 Aeromonas 속 세균의 병원성 유전자, 항생제 내성 메커니즘에 대한 심층 연구를 통해 관상어 질병의 예방 및 제어를 위한 효과적인 대응 전략 마련에 기여할 수 있을 것으로 기대된다.
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