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Note

서   론

장염비브리오(Vibio parahaemolyticus)균은 전세계적으
로 식중독을 유발할 수 있는 주요 병원균으로 알려져 있다
(McLaughlin et al., 2005). 이 균은 호염성의 그람음성균으로, 
어패류 및 해양환경에서 주로 발견되는 상재균이다(Letchu-
manan et al., 2014). 해수의 온도가 상승하는 초여름부터 활
발히 증식하기 시작하며, 다양한 수산물 및 연안에서 서식하는 
해조류에 감염되어 섭취시 인간에게 복통, 설사 등 급성위장염
을 유발하기도 한다(CDC, 1999; Kim et al., 2005; Tran et al., 
2018). 국내외에서 생식 해산물 섭취와 관련된 장염비브리오균 

식중독 사고가 보고되고 있으며, 사고 발생시 수산물 시장의 위
축과 양식장 피해 등의 경제적인 손실은 지역사회와 국가 경제
에 상당한 영향을 야기할 수 있다(Freitag et al., 2022; Park et 
al., 2024). 
비브리오균의 병원성은 인체 감염 시 유해요인관련 유전자 발
현으로 해로운 영향을 미친다. 대표적인 인자로는 독소 생성과 
독성 분비 시스템에 관여하는 병원성 유전자들이 있으며, 장염
비브리오균의 유해인자로는 thermostable- direct hemolysin 
(tdh)와 TDH-related hemolysin (trh)가 주요 독소인자로 장독
소(enterotoxin)를 생성한다(Gutierrez west et al., 2013; Rag-
hunath, 2015). 이들 독소는 세포막을 손상시켜 삼투압을 교란
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할 수 았다. 또한 숙주세포로 병원성 인자의 침입과 감염의 확산
에 관여하는 Type III secretion system (T3SS), Type VI secre-
tion system (T6SS) 등의 다양한 병원성 인자들도 현재 보고되
고 있다(Park et al., 2004; Caburlotto et al., 2010). 그 밖에 병원
성 유전자와 함께 항생제 내성도 중요한 위해 요소로 보고되고 
있다. 수산물의 생산량을 높이기 위한 방법으로 항생제가 사용
이 되고 있는데, 특히, tetracycline계, β-lactam계, fluoroquino-
lone의 항생제가 주로 판매되어 사용된다(Elmahdi et al., 2016; 
Yuan et al., 2023). 
항생제 사용으로 인해 발생할 수 있는 내성균은 특정 효소를 
통한 항생제 분해 및 불활성화, 세포 외막 변형으로 인한 세포막 
투과성 감소, 항생제를 세포 밖으로 배출하는 efflux pump 작
용, 표적 단백질 구조 변화 등 다양한 기작이 연관되어 작용한다
고 보고되어 있다(Grudlewska-Buda et al., 2023). 항생제 내성 
관련 유전자들과 함께 병원성 유전자들의 발현은 병원성 강화
뿐만 아니라 균의 생존 및 감염력을 증가시킬 수 있으며 단독 또
는 복합적으로 작용할 수 있다(Stokes and Gillings, 2011). 이러
한 유전자들은 종종 이동성 유전 요소(mobile gene element)를 
통해 수평적 유전자 이동(horiozontal gene transfer, HGT)이라
는 진화적 요인으로 종간에 전파가 되며, 유전자 확산으로 인해 
chromosomal DNA나 plasmid에 존재한다(Molina-Quiroz et 
al., 2020; Johansson et al., 2021; Zhou et al., 2023). 
차세대염기서열분석(next-generation sequencing, NGS)은 
대량의 염기서열 데이터를 신속하게 분석하고 해독할 수 있는 
기술로, 여러 유형의 염기서열 분석이 가능하기에 균주 내 유
전적 다양성을 확인하는데 유용한 도구로 활용할 수 있다. 이 
기술은 의약, 식품, 환경 등 여러 분야에 적용이 활발히 이루어
지고 있으며(Mustafa, 2023), 전장유전체염기서열분석(whole 
genome sequencing)방법은 미생물 균주의 전체 염기서열 정
보를 해독할 수 있기에 균주의 특성을 종합적으로 분석하는데 
적합하다. 
유전체 분석을 위한 장비의 발전으로 염기서열분석 기술이 
고도화 되었으며, 그 중 나노포어 염기서열분석 기술(Oxford 
nanopore sequencing)은 최근 휴대성과 함께 긴 길이(long 
read)의 염기서열을 증폭 없이 분석 할 수 있다는 장점이 있어 
전장 유전체 분석에 주로 사용된다(Wang et al., 2021).  
장염비브리오균은 해양환경 및 수산물에서 다른 비브리오 균
들에 비해 높은 비율로 검출되고 있다. 식품 위생 수준의 향상
으로 인해 장염비브리오균에 의한 식중독 사고율은 점차 줄어
들고 있으나, 패류를 포함한 수산물의 판매량이 증가하고 있는 
추세를 고려한다면 발견되는 비브리오균의 유전적 정보를 파악
하는 것 또한 식품위생안전에 중요한 것이라 사료된다. 따라서 
본 연구에서는 국내 담치에서 분리된 장염비브리오균을 NGS
를 이용하여 조사하였다. 또한 식품 감염 및 안전에 대한 기초자
료로 활용하기 위해 다양한 유전자 및 병원성 인자를 확인하여 
유전적 특성 및 정보를 확보하였다.

재료 및 방법

균 분리 및 동정 

본 연구에 사용된 장염비브리오균은 2024년 6월 담치에서 분
리된 균주를 사용하였다. 균주 분리를 위해 alkaline peptone 
water (pH 8.5, 2% NaCl; Millipore, Burlington, MA, USA)
가 포함된 시험관에 접종한 후 37°C에서 24시간 배양하였다. 
배양 후 2% NaCl이 포함된 CHROM (Millipore) agar 배지에 
획선 도말하여 37°C에서 18–24시간 동안 배양하였다. 장염비
브리오의 경우 배지에서 보라색 집락(Purple colony)으로 배양
되며, 독립적인 집락(colony)를 따서 TSA (Tryptic soy agar; 
BD Difco, Sparks, MD, USA), 2% NaCl (Millipore)에 18–24
시간 동안 37°C에서 배양하여 동정시험을 시행하였다. 배양된 
균주는 생화학적인 방법으로 동정이 가능한 MALDI Biotyper 
(Bruker, MA, USA)를 사용하여 최종적으로 균주를 확정하였
다. 

Genomic DNA 추출 및 병원성 유전자 확인 

분리된 균주의 염기서열 분석을 위한 genomic DNA를 추출
하기 위해 TaKaRa MiniBEST Bacteria Genomic DNA Ex-
traction kit v.3.0 (Takara Bio Inc., Shiga, Japan)을 사용하였
으며, 제조사의 매뉴얼에 따라 추출하였다. 배양된 균에 Buffer 
BS와 Lysozyme (20 mg/mL)을 넣어 37°C에서 60분 동안 세포
벽을 용해시킨다. 이후 원심분리(12,000 rpm, 5분)한 후 Buffer 
GL, Proteinase K (20 mg/mL), RNase A (10 mg/mL)을 첨가
한 후 56°C에서 10분 동안 배양하였다. Buffer GB와 100% 에
탄올을 혼합한 후 Spin column에 넣고 원심분리(12,000 rpm, 
1분)를 수행한다. Wash buffer를 column에 넣고 원심분리를 
통해 세척한 후 elution buffer를 이용하여 DNA를 용출하였
다. 추출된 DNA는 1.5% agarose gel에 전기영동으로 확인하
였다. 균주의 병원성 유전자 유무를 확인하기 위해 Conven-
tional PCR을 시행하였다. tdh (TaKaRa, S001)의 primer 서
열은 VPD-1 (5'-CCTTCCTGCCAACATTACAT-3'), VPD-2 
(5'-GGCTTCGATATTTTCAGTATCT-3'), trh (TakaRa, S028)
유전자의 primer는 VPR-1 (5'-TTGGCTTCGATATTTTCAG-
TATCT-3'), VPR-2 (5'-CATAACAAACATATGCCCATTTC-
CG-3')로 제조사 매뉴얼에 작성된 조성으로 DNA와 혼합한 후 
Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)기기를 이용하
여 증폭하였다. PCR조건은 94°C 5분 동안 초기 변성 과정 진
행 후, 94°C 60초, 55°C 60초, 72°C 60초 35회 반복하였다. 증폭
된 샘플을 QIAxcel Advanced System (QIAGEN, Hilden, Ger-
many) 장비를 이용하여 유전자 유무를 확인하였다.

NGS라이브러리 제작 및 염기서열분석

장염비브리오균의 전장유전체 분석을 위해 Nanopore Se-
quencing platform (Oxford Nanopore Technologies, Oxford, 
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UK) 방법을 이용하여 수행하였다. 염기서열분석을 위한 라
이브러리 제작은 Oxford Nanopore Technologies에서 제공
되는 매뉴얼에 따라 시행하였다. 추출된 DNA의 양을 Qubit 
fluorometer (Thermofisher Scientific, Waltham, MA, USA)으
로 측정하고 Ligation sequencing gDNA kit (SQK-LSK110)
을 이용하여 라이브러리를 제작하였다. 제작된 라이브러리
를 Flongle R9.4.1 flow cell에 로딩하고, MinION MK1C se-
quencer로 염기서열분석을 시행하였다. 

유전체 정보 기반 데이터 분석

생성된 시퀀싱 데이터를 가공하기위해 Flye (v2.8.2)를 이용
하여 de novo assembly를 시행하였다. 조합된 유전체 데이터를 
바탕으로 Medaka (v1.7.2)을 통해 데이터 품질을 검증하였다. 
조합된 파일을 BV-BRC (Bacterial and Viral Bioinformatics 
Resource Center, https://www.bv-brc.org)의 서버에 업로드하
여 유전자 주석(annotation)을 수행하였다(Olson et al., 2023). 
병원성 및 항생제 내성 관련 유전자 분석은 VFDB (virulence 
factor database)를 이용하여 진행하였다. 유전적 표현형을 분석
하기 위해 CGE (Center of Genome Epidemiology, https://cge.
food.dtu.dk) 웹사이트에서 PathogenFinder (v1.1)와 ResFind-
er (v4.7.2)를 시행하였고, ResFinder 분석 시 threshold 90%, 
minimum length 60% 이상의 기준으로 분석하였다. 
계통분석은 Multilocus Sequence Typing (MLST; v2.0)와 

Type Strain Genome Server (TYGS, https://tygs.dsmz.de/
user_request/new) 웹서버를 통해 수행하였다(González-Es-
calona et al., 2008; Larsen et al., 2012; Jesser et al., 2019). 
Rapid Annotation using Subsystem Technology toolkit 
(RAST; https://rast.nmpdr.org/rast.cgi) 사이트에서 기능 분석
을 위해 유전체 subsystem 기반의 in silico 분석을 시행하였다
(Aziz et al., 2008). 또한, 유전자의 수평적 이동 관련 분석을 
위해 Mobile Element Finder (MGEFinde, v1.0.2)를 사용하
여 비교 분석을 시행하였다. Prophage 분석은 National Cen-
ter for Biotechnology Information (NCBI)의 BLAST 분석과 
PHASTER (Phage Search Tool Enhanced Release, https://
phaster.ca)를 이용하여 수행하였다(Arndt et al., 2016; Sayers 
et al., 2022).

결과 및 고찰 

유전체 조립 및 동정 (Genome Assembly and 
Identification)

담치에서 분리된 장염비브리오의 특성을 확인하기 위해 전장
유전체 데이터를 이용하여 분석을 시행하였다. 균주의 유전체 
내 다양한 유전자 주석을 확인하기 위해 BV-BRC (Bacterial 
and Viral Bioinformatics Resource Center; v3.32.13.a)의 서
버에서 VFDB와 PATRIC_VF 등의 데이터베이스를 사용하였
다. 총 생산된 데이터의 양은 5,299,256 bp로 3개의 contig로 
구성되었다(Fig. 1). 각 contig의 유전체 크기는 3,409,457 bp, 
1,881,443 bp, 8,356 bp로, G+C Content는 각각 45% 이상의 
비율로 확인되었다(Table 1). 생성된 데이터를 기준으로 각각
의 coverage를 계산한 결과, 241×, 201×, 110×로 충분한 해
상도로 데이터를 조립 및 해독할 수 있음을 확인하였다. 유전
체 조립을 통해서 3개의 contig모두 원형으로 구성되었으며, 실
제 단백질로 발현되는 DNA영역인 CDS (coding sequence)는 
contig별로 각각 3,212개, 1,758개, 11개로 분석되었다. Chro-
mosome 1 (VP2406_85C1)에서 tRNA와 rRNA가 각각 118
개와 34개로 확인되었고, Chromosome 2 (VP2406_85C2)
에서는 14개, 3개로 되었다. 가장 작은 크기의 원형을 이루는 
contig (VP2406_85p1)의 경우 NCBI의 BLAST 분석을 수
행한 결과, 95% percent identity로 phage 서열로 확인되였다. 
PHASTER (PHAge Search Tool Enhanced Release)를 활용하
여 추가 분석을 진행한 결과, 9개의 단백질 코딩 유전자가 포함
된 prophage 영역이 확인되었다. VP2406_85p1은 Vibrio Vf12 
(NC_005949)와 유사한 서열임을 확인하였고, PHASTER 평
가 기준에 따라 높은 완성도(intact)의 phage로 분류되어 유전
체 내 활성 가능성이 높음을 시사한다(Utter et al., 2014; Wang 
et al., 2024).
균주의 단백질 분석결과, 93%가 예측되어 분류되었으며 이 
중 일부는 생화학 반응에 연관된 효소 단백질(enzyme com-
mission) 1,101개, DNA 결합과 세포막 관련 기능 역할 단백질
(gene ontology) 917개, KEGG 기반 대사경로(pathway)와 연
관된 단백질 807개로 분석되었다. 또한, 종 특이 및 보존되어진 
단백질은 각각 4,773개, 4,884개로 분석되었다.  

Table 1. Genome feature analaysis of Vibrio parahaemolyticusVP2406_85 using BV-BRC

Feature Chromosome 1 (VP2406_85C1) Chromosome 2 (VP2406_85C2) Phage 1 (VP2406_85p1)
Genome size(bp) 3,409,457 1,881,443 8,356
GC content(%) 45.23 45.36 45.12
Total number of CDSs 3,212 1,758 11
tRNA genes 118 14 -
rRNA genes 34 3 -
Coverage 241 210 110
CDS, Coding sequence.
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Fig. 1. a, Genome map of Vibrio parahaemolyticus strain VP2406_85. b, The phylogenetic tree illustrates the evolutionary relationships 
based in type strain. The circular map tracks on viewer are displayed: forward CDS, reverse CDS, GC skew, GC contents, AMR genes, 
VF genes, transporters and drug targets. CDS, Coding sequence.
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유전체 기반 계통학적 분석

균주의 유전체 데이터를 바탕으로 계통적 유연관계를 확인
하고자 MLST 분석을 시행하였다. 장염비브리오균을 분류하

기 위해 총 7개의 대표 유전자(dnaE, gryB, recA, dtdS, pntA, 
pyrC, tnaA)를 기반으로 균주 유형을 구분할 수 있다. MLST 
(v2.0) 분석을 시행한 결과, 100%의 일치율을 보이며 308 유
형의 sequence type에 속함을 확인하였다. 또한, TYGS를 이
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용하여 장염비브리오의 대표 균주들과의 계통학적 분석을 수
행하였다. 해당 균주는 NBRC 12711과 98%로 높은 계통수의 
신뢰도를 보이며, 유전적으로 높은 유사성을 보임을 확인하였
다(Fig. 1). 

병원성 및 항생제 내성 유전자 분석

균주 내 병원성 유전자를 확인하기 위해 먼저 프라이머를 이
용하여 PCR을 진행하였고, 그 결과 tdh (thermostable direct 
hemolysin)와 trh (TDH-related hemolysin)유전자 분석을 위
해 BV-BRC 서버의 데이터베이스를 이용하여 진행하였다. 병
원성 유전자를 분석할 수 있는 Victor, VFDB, PATRIC_VF 데
이터베이스를 기반으로 분석한 결과, 균주내 127개의 유전자
가 예측되었다. 항생제 내성 또한 주요 유해인자로서 PATRIC, 
CARD, NDARO 데이터베이스를 통해 관련 유전자 48개를 확
인하였고, tetracycline에 대한 저항성을 유도할 수 있는 유전자
가 검출되었다.  
그 중 병원성 데이터베이스로 가장 많이 사용되는 VFDB를 
기반으로 유전자 분석을 확인한 결과, 주요 병원성 기작에 연
관된 유전자들이 다수 존재하는 것을 발견하였다(Liu et al., 
2019). 병원성 인자를 숙주세포 내로 주입하는데 영향을 주는 
Type III secretion system (T3SS) 유전자 40개가 확인되었고, 
Quorum sensing system관련 유전자 1개, Adherence 2개의 유
전자가 검출되었다. 그리고 유해 요인 중 하나인 독소 관련 유
전자는 3개가 발견되었다(Table 2). PCR 결과와 일치하게, 유
전학적 분석에서도 장염비브리오균의 대표 독소 유전자인 tdh
와 trh가 모두 확인되었으며, 주요 독성유전자의 검출로 보아 
분리된 균주는 높은 병원성을 지닐 가능성이 있음을 시사한다. 
항생제 내성 관련 유전자를 분석할 수 있는 ResFinder (v4.7.2)
의 프로그램(Bortolaia et al., 2020)의 데이터베이스를 기반으
로 분석한 결과, blaCARB-43이라는 저항성 유전자를 검출하
였다. 이 유전자는 99.53%의 확률로 ampicillin, amoxicillin, 
piperacillin에 대한 저항성과 관련되는 것으로 확인되었다. 
추가적으로 분리된 균주의 병원성이 인체에 영향을 줄 수 있
는 정도인지 유전학적 데이터를 기반으로 확인할 수 있는 분석
법을 시행하였다. PathogenFinder (v1.1)을 통해 병원성에 영향
을 주는 주요 단백질을 바탕으로 분석한 결과, 106개의 단백질
과 0.70 (70%)의 예 측값이 확인되어 잠재적인 위험성이 있는 

유전적 구성을 보유하고 있음을 확인할 수 있다. 

유전자 기능 특성 분석

균주 내 유전체적 기능 예측을 위해 RAST 서버를 사용하여 
26개의 subsystem으로 구분하여 표시하였다(Fig. 2). 기능적으
로 관련된 유전자들은 총 2,127개로 분리되었으며, 이들 중에는 
탄수화물 및 아미노산 대사, 세포내 신호와 조절, 스트레스 반응 
등에 관련된 다양한 요인들이 분류되었다. 기능 분석에서 가장 
높은 비율을 차지하는 부분은 carbohydrates, amino acids and 
derivatives, protein metabolism 등이 전체의 40.5%로 분류되
었고, 그 중 주목할 부분은 phage의 합성과 복제에 관련된 기능
에 관여하는 유전자들이 확인되어 항생제 내성 및 병원성 유전
자의 수평적 이동을 매개할 수 있는 가능성을 시사한다. 

이동성 유전 요소 분석

병원성과 항생제 내성 관련 유전자들을 이동성 유전 요소
(mobile gene element, MGE)를 통해 유전자를 수평적으로 전
달할 수 있다. MGEFinder (v1.0.3)는 유전체 내 이동성 유전 요
소를 검출하고, 해당 유전자의 이동 가능성과 위치를 예측할 수 
있다. 균주 내 VP2406_85C2에서 9개의 MGE가 일치하는 것
을 확인하였고, 6개의 insertion sequence와 3개의 composite 
transposon이 예측되어 기능적 유전자의 이동 가능성이 있음
을 나타내었다. 앞서 ResFinder로 확인되었던 항생제 내성 관
련 유전자인 blaCARB-43이 99.4%의 일치율로 검출되었고, 
β-lactam계 항생제 내성에 관련된 유전자가 수평적 이동을 통
해 도입이 되었거나 추후 전파할 수 있는 잠재성을 예측하였다.
본 연구에서는 담치에서 분리된 비브리오균주에서 유전체 분
석을 통해 특성분석을 시행 하였으며, 병원성과 항생제 내성 유
전자 등 유전학을 이용한 위해요소를 분석하였다. VP2406_85 
균주는 3개의 contig로 구성된 ST 308 유형으로 인체에 병을 유
발할 위험성이 있는 tdh, trh 유전자 2개를 함께 보유하고 있으
며, β-lactam계 항생제 저항성을 유도할 수 있는 유전자를 보유
하는 등 균주의 세부적인 특성을 확인할 수 있었다. 또한, pro-
phage에 의한 유전자 수평적 이동을 통해 항생제 내성 관련 유
전자를 확보 또는 이동시킬 수 있는 매개가 될 수 있음을 예측할 
수 있다. 이러한 분석 결과는 앞으로 prophage에 의한 다양한 
병원성 혹은 항생제 관련 유전자 조합이 발생 할 수 있음을 시사

Table 2. Classification of virulence associated genes

Classification Number of genes Predicted genes

Secretion system
(Type III secretion system) 40

exsD, vscC, vscN2, virG, vopS, tyeA, vscN, vscY, vopB, vcrH, vopD, vscD, vscB, 
vscH, vscS, VPA0450, vscP, vopN, vscX, vxsC, vscU, vscG, vcrG, exsA, vscF, vscK, 
vscQ, vopQ, vscL, vscT, vscR, vcrD, vscJ, vecA, vopR, vcrV, sycN, vscO, vscI, vcrR

Toxin 3 tdh, trh, hlyD
Quorum sensing system 1 luxS
Adherence 2 YebT, IlpA
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하며, 이는 장염비브리오의 중요한 유전적 기초 자료이면서 지
속적인 모니터링이 필요함을 제시한다. 
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