
한수지 50(5), 624-629, 2017

624Copyright © 2017 The Korean Society of Fisheries and Aquatic Science pISSN:0374-8111, eISSN:2287-8815

Korean J Fish Aquat Sci 50(5),624-629,2017

Note

서   론

무지개송어(Onchorhynchus mykiss)는 연어목(Salmoniformes) 
연어과(Salmonidae)의 냉수성 어종으로 전 세계적으로 양식이 
많이 되고 있다(Gall and Crandell, 1992). 국내의 무지개송어 
양식생산량은 2010년 2,652톤에서 2014년 3,340톤으로 매년 
꾸준히 증가하여 4년 간 25% 이상 성장하는 등 내수면 양식의 
중요한 어종으로 많은 관심을 받고 있다(KOSTAT, 2015). 무
지개송어가 해수에서 양식될 경우 담수보다 성장도 빠르고 육
질도 더 낫다는 장점 때문에 최근 해수양식의 시도가 증가하고 
있다(Kim et al., 2003; Lee, 2013; FAO, 2015). 하지만 무지개
송어의 양식량이 증가함에 따라 폐사율도 증가하는 추세인데, 
2012년 한국 주요 양식 종의 폐사 피해 모니터링 연구에 의하면 
이 종은 전체 양식생산량의 17.1%가 누적 폐사하였으며 이 중 
50% 이상이 병원체에 의한 감염에 기인하는 것으로 나타났다

(Kim et al., 2012). 특히 고수온기인 7월에 감염성 질병에 의한 
폐사가 높은 것을 확인하였고 이는 지속적으로 발생하는 고질
적인 질병의 제어와 새로운 병원체의 유입에 대한 신속한 대응
이 필요하다는 것을 의미한다. 
국내 무지개송어의 감염성 질병은 대부분이 Ichthyophthirius 

multifiliis에 의한 백점병이나 바이러스성 전염성조혈기괴사
증(Infectious Hematopoietic Necrosis, IHN)으로 알려져 있다
(Kim et al., 2012). 하지만, 최근 2017년 6월 국내의 한 무지개
송어 양식장에서 비정상적으로 위의 팽창을 동반한 원인이 불
분명한 폐사가 한달 동안 지속적으로 발생하였다. 본 연구에서
는 위팽창증을 보이는 무지개송어의 위장 점막으로부터 미생물
이 우점적으로 배양되는 것을 확인하였다. 따라서 본 연구에서
는 담수에서 양식 중이던 무지개송어의 위팽창증과 밀접한 관
련이 있을 것으로 예상되는 미생물을 분자생물학적 방법을 이
용하여 동정하고자 하였다.
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in those rainbow trout. The stomach of most of the affected fish were full of unidentified gases and some exudate, 
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available in a database. The yeast was identified as Scheffersomyces coipomoensis (Candida coipomoensis) based on 
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재료 및 방법

 약 2만여 마리를 사육하고 있는 강원도 소재의 송어양식장
(7,125 m2) 에서 일간 70-80마리의 무지개송어(체중=300~400 
g) 가 한 달 내내 지속적으로 폐사하는 피해가 발생하였다. 낮에
는 16-17℃, 밤에는 14℃ 내외였으며 병어는 복부가 크게 부풀
어 물 표면으로 떠다니다 폐사하였다. 해부를 한 결과 위가 가
스로 가득 차서 비정상적으로 팽창해 있었다. 위 점막의 삼출물
을 광학현미경으로 관찰하고, 위 삼출물, 신장 및 비장 샘플을 
TSA (Tryptone Soya Agar; OXOID, UK)에 접종 한 후 상온에
서 배양하였다. 위의 삼출물에서는 2종류의 서로 다른 colony
가 배양되었으며 한 종류의 colony가 90%이상 우점적으로 자
라 해당 균을 순수분리 한 뒤 20℃에서 44-48시간동안 배양하
였다. 배양 된 균은 제조사(BD BBLTM Gram Stain Kits, BD 
Biosciences)의 방법에 따라 그람염색하여 광학현미경으로 균
의 형태와 염색성을 확인했다. 그리고 유전학적인 동정을 위해 
Total genomic DNA (AccuPrep® Genomic DNA Extraction 
Kit, Bioneer)를 제조사가 추천하는 방법으로 순수 분리 된 우점
균의 DNA를 분리했다. 추출 된 DNA를 이용하여 18S rRNA 
gene의 일부를 증폭시킬 수 있는 18S F7 (5'-ACCTGGTT-
GATCCTGCCAG-3')와 18S R1534 (5'-TGATCCTTCYG-
CAGGTTCAC-3')를 이용하여 95℃에서 pre-denaturation을 
15분 간 실시한 뒤 94℃ 30초, 55℃ 30초, 72℃ 1분의 조건
으로 30 cycles를 반복한 뒤 72℃에서 10분간 post-extension
을 실시하는 조건으로 Polymerase chain reaction (PCR)을 
수행하였다(Moon-van der Staay et al., 2001). 또한, Internal  
transcribed spacer (ITS) 부위를 ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCT-
GCG G-3')과 LR3 (5'-CCGTGTTTCAAGACGGG-3')로, Large 
subunit rRNA (LSU rRNA) 부위를 NL1 (5'-GCATATCAATA-
AGCGGAGGAAAAG-3')과 NL4 (5'-GGTCCGTGTTTCAAGAC-
GG-3')로, RNA polymerase II largest subunit (RPB1) 부분
을 RPB1-Af (5'-GAR TGY CCD GGD CAY TTY GG-3')와 
RPB1-Cr (5'-CCN GCD ATN TCR TTR TCC ATR TA-3')를 
이용하여 PCR하였으며 구체적인 조건은 이전 연구에서 언급 
된 방법(de Llanos Frutos et al., 2004; Urbina and Blackwell, 
2012)을 따랐다. Sanger sequencing 방법으로 얻어진 각 염기
서열은 NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/)에서 
blast하였다. 

BLAST 결과 identity가 높은 미생물의 18S rRNA, ITS, LSU 
및 RPB1의 염기서열를 수집하여 동일한 부위가 되도록 trim-
ming 한 후 서로 이어 붙인 서열(concatenated sequence; 2,386 
nt)을 이용하여 Urbina and Blackwell (2012)과 유사하게 mul-
tilocus sequence typing (MLST) 방법으로 계통발생학적 분석
을 실시했다. 또한 Scheffersomyces와 Candida의 종 동정 시 
유용하게 사용되는 분자 마커인 RPB1 gene으로 18S rRNA 
sequence 결과 유사한 상동성을 가지고 있는 Scheffersomyces

와 Candida를 비교 분석하였다. 본 논문에서 분리하여 Gen-
Bank에 등록한 염기서열과 비교한 미생물의 종류와 염기서열
의 Accession no.는 Table 1에 나타내었으며 이 때 Outgroup으
로는 Schizosaccharomyces pombe를 사용하였다(Mannarelli 
and Kurtzman, 1998). 위에 기술한 여러 분석은 ClustalW와 
MEGA7 (Kumar et al., 2016)을 이용하여 Maximum likeli-
hood 방법에 기초하여 계통수를 작성하였으며 1000번의 샘플
링 통해 bootstrap value를 구하였다.  

결과 및 고찰

병어가 샘플링된 무지개송어 양식장의 6월 한 달간 폐사율은 
약 10%를 기록하였다. 복부가 팽만한 개체를 해부한 본 결과 
Fig. 1a와 같이 위가 비정상적으로 부풀어 있는 것을 확인 할 수 
있었으나, 위 안에는 내용물이 거의 없었으며 부종과 함께 가스
가 가득 차 있는 것을 확인 할 수 있었다. 위액 및 삼출물을 광학
현미경으로 관찰하였을 때 진균으로 의심되는 미생물이 우점적
으로 존재하였고, TSA에서도 특정한 성상의 한 콜로니가 우점
적으로 배양되는 것을 확인하였다. 그러나 신장과 비장의 샘플
로부터는 균이 배양되지 않았다. 우점적으로 배양된 미생물을 
순수 분리하여 그람 염색한 결과 crystal violet의 염색성을 띄는 
진균과 유사한 크기와 형태를 가지고 있었다(Fig. 1b).
진균을 동정하는데 표현형적인 특징을 이용한 방법은 분자생
물학적 방법 보다 정확성이 떨어진다고 알려져 있다(Kurtzman 
and Robnett, 2003). 그러나 일반적으로 진핵생물의 동정에 많
이 사용되는 18S rRNA 염기서열(Dı́ez et al., 2001)을 비교한 
결과 Sch. coipomoensis, Sch. shehatae 및 C. ergatensis 모두 
99%의 상동성을 나타내어 서로 구분할 수 없었다. 이런 한계
를 극복하기 위해 최근에는 여러 유전자의 염기서열을 이용한 
MLST 방법을 사용하고 있고, 도출된 결과는 진균의 재분류
에 기여하고 있다(Urbina and Blackwell, 2012; Daniel et al., 
2014). 본 연구에서도 2,386 nt의 concatenated sequence를 이
용하여 계통발생학적 분석(Fig. 2a)을 한 결과 본 연구에서 분
리 된 진균(17KRIS)은 C. coipomoensis (Sch. coipomoensis)
와 가장 유사했다. Urbina and Blackwell (2012; 2013)와 Dan-
iel et al. (2014)는 Candida와 불완전 자낭균류(anamorphic 
ascomycetous yeast)를 계통발생학적 분석에 근거하여 분류체
계를 재정립하면서 일부 Candida 종을 Scheffersomyces 속으
로 재분류하였다. Scheffersomyces yeast를 동정 할 때 일반적
으로 Small subunit ribosomal RNA (SSU), ITS, LSU, RPB1, 
RPB2, Xylose reductase (XR) 및 translation elongation factor 
(EF-1α) 등의 분자마커를 사용하는 것으로 알려져 있다(Kurtz-
man, 2011; Urbina and Blackwell, 2012; Daniel et al., 2014). 
특히 RPB1와 XR 유전자는 Scheffersomyces에 속하는 가까
운 종을 동정할 시에 유용한 마커로 알려져 있다(Urbina and 
Blackwell, 2012). 본 연구에서도 RPB1의 염기서열로 분석한 
결과(Fig. 2b)와 가장 가깝다는 것을 확인할 수 있었다(Iden-
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tity=98~100%). Kim et al. (2017)은 2014년 해수에서 순치하
던 무지개송어에 위팽창증후군이 발생하였고 위에서 다수의 진
균이 발견되어 생화학적 방법과 ITS-5.8S rDNA-ITS 염기서열

을 이용하여 동정한 결과 Candida sp.라고 보고하였다. 본 연구
에서도 ITS 부분의 염기서열만을 이용하여 NCBI에 blast 해 보
았으나 종간의 유사도가 높아 종의 단계(Species level)까지 동

Table 1. GenBank accession numbers used in this study. Schizosaccharomyces pombe was used as outgroup taxon in phylogenetic analysis.

Species Strains 18S (SSU) ITS LSU RPB1

Scheffersomyces coipomoensis ATCC 58904 HQ651931.1 HQ652070.1 HQ651966.1 KC507420.1

Candida bolitotheri BG00-8-15-1-1 AY242142.1 FJ623599.1 AY242249.1 JN804828.1

Candida terraborum BG02-7-15-019A-2-1 AY426956.1 FJ623596.1 AY309810.1 JN804831.1

Candida atakaporum BG02-7-21-Nhu-1-1-2 AY426960.1 FJ623601.1 AY309872.1 JN804835.1

Candida ergatensis JCM 9599 AB013524.1 EU343826.1 U45746.1 EU344098.1

Candida insectosa JCM 9842 AB013583.1 HQ652064.1 FM200041.1 JN804842.1

Scheffersomyces lignosus ATCC 58779 HQ651941.1 JN943262.1 U45772.1 JN804837.1

Pichia segobiensis JCM 10740 AB054288.1 DQ409166.1 U45742.1 EF599429.1

Pichia stipites JCM 10742 AB054280.1 JN943257.1 U45741.1 JN804841.1

Candida shehatae JCM 9840 AB013582.1 JN943264.1 AF178049.1 JQ436927.1

Candida cf. shehatae W07-09-15-1-3-2 JN940981.1 JN943260.1 JN703957.1 JN804838.1

Candida cf. shehatae W07-10-04-4-6-2 JN940969.1 JN943259.1 JN703958.1 JN804839.1

Scheffersomyces stipitis W07-11-15-9-2-1 JN940968.1 JN943261.1 JN703959.1 JN804840.1

Scheffersomyces coipomoensis ATCC MYA-4657 - - - KC507426.1

Candida sake TUB 020328 - - - KF211372.1

Candida ergatensis ATCC MYA-4655 - - - KC507424.1

Candida coipomensis WM 07.91 - - - EU344152.1

Scheffersomyces coipomoensis ATCC MYA-4656 - - - KC507425.1

Candida ergatensis ATCC 22589 - - - KC507419.1

Candida ergatensis MUCL 30034 - - - EU344098.1

Schizosaccharomyces pombe - AY046272.1 AB054041.1 AJ550639.1 JN985155.1

Scheffersomyces coipomoensis
(isolated in this study) 17KRIS MF417395 MF417396 MF417444 MF417649

Fig. 1. Clinical signs of rainbow trout Onchorhynchus mykiss infected with Scheffersomyces coipomoensis. Note that diseased fish show 
markedly distended, gas-filled stomach (red arrow) (a), Gram-stain morphology of Sch. coipomoensis (×400) (b).

(a) (b)
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정은 힘들었으며, Urbina and Blackwell (2012)의 연구에 따르
면 이 속의 동정을 위해서는 RPB1 유전자가 유용하다는 결과
를 고려했을 때 본 연구에서 제시하는 동정결과가 정확하다고 
판단된다. 이미 여러 연구에서 어류의 위팽창증후군은 위 점막
에 이상 증식한 Candida 속에 속하는 진균에 의한 감염과 관련

이 있는 것으로 추정하고 있다. Park et al. (2012)는 Candida 
sp. 감염에 의해 양식 스털렛 철갑상어(Acipenser ruthenus) 치
어의 복부가 팽만하여 물 표면으로 부상하는 위팽창증후군이 
나타났으며 섭이가 불량해졌다고 보고하였다. Biwa trout On-
corhynchus rhodurus와 산천어(Oncorhynchus masou)에서도 

Fig. 2. Maximum-likelihood phylogenetic tree based on a multilocus sequence typing dataset using 18S rRNA - ITS – LSU – RPB1 regions 
(a), and RPB1 region (b) of 17KRIS (in bold) isolated from rainbow trout Onchorhynchus mykiss showing stomach distension syndrome. 
Schizosaccharomyces pombe was used as an outgroup taxon. Numbers (only >50%) above each branch refer to bootstrap values out of 1000 
repetitions. T Type strain

(a)

(b)
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Candida sake에 의해 위의 점막상피의 탈락과 괴사, 육아종 형
성 및 팽창된 위의 염증 반응 등이 동반된 병변 현상이 보고되
었다(Awakura and Kimura, 1972; Hitai and Egusa, 1975). 이
러한 병변의 명확한 과학적 근거는 밝혀지지 않았지만 Egusa 
(1992)와 Park et al., (2012)은 위에 감염하여 대량으로 증식
한 Candida가 위장 내의 배합사료 등을 발효시키면서 탄산가
스를 생성시켜 위를 팽창시킨다고 주장하였으며, Awakura and 
Kimura (1972)는 과도한 위의 팽창은 위벽을 매우 얇게 만들고 
탄력성을 잃게 하여 위 내부의 부분적인 염증과 점막소실을 동
반한다고 하였다. 

Kim et al. (2017)은 위팽창증후군에 의해 한 무지개송어 양
식장에서 1년간 10%의 폐사가 일어났다고 보고하였지만, 분
리 한 Candida sp.를 경구로 공격 실험한 결과 동일한 위팽창
증후군이 나타나지 않아 직접적인 원인이 아니라고 주장하였
다. 그러나 Kim et al. (2017)은 어체중 당 약 1-2%의 사료를 2
일에 한 번씩 급이 하는 방법을 취했으나(하루에 대략 어체중 
당 0.5-1% 의 먹이공급), 수온 15℃일 때 약 200 g인 무지개송
어의 적정 급이율이 1.9% (Hilton and slinger, 1981)인 것을 감
안하면 충분하지 않은 급이라는 것을 확인 할 수 있다. 이 때문
에 과급이 시에 배합사료의 발효에 의해 발생 할 수 있다고 알
려진 위팽창증후군(Park et al., 2012)을 유발시키기에는 적은 
양이었을 것으로 추정된다. 또한, 여러 선행 연구(Awakura and 
Kimura, 1972; Hitai and Egusa, 1975; Park et al., 2012)는 어
류의 위팽창증후군이 발생한 개체로부터 Candida를 분리하였
으며 진균에 의한 감염과 밀접한 관련이 있다고 주장하고 있다. 
그러므로 어류의 위팽창증후군과 진균이 직간접적으로 연관성
이 있다고 보는 것은 충분히 합리적이라 할 수 있다. 또한, 본 연
구에서 샘플링한 위팽창증후군 발생 양식장에서 대책으로 사
료 공급을 줄이고 고농도 생균 소화제를 평소의 2배 이상 사용
하였더니 그 질병의 발생과 이로 인한 폐사가 많이 줄었다는 점
은 위팽창증후군의 발생이 사료 급이량과 밀접한 관련이 있다
는 것을 시사한다. 따라서 모든 정보를 종합해볼 때 위팽창증후
군은 진균에 의한 위 점막의 감염과 과급이가 동반될 때 발생할 
것으로 추정된다. 

Scheffersomyces 속은 xylose와 cellobiose 분해 능에 따라 
clade가 나뉘는데(Urbina and Blackwell, 2012), 이를 위해 이
번 연구에서도 xylose reductase gene을 degenerate PCR을 이
용하여 염기서열을 분석하고자 하였으나 타겟 DNA를 증폭하
지는 못하였다. 이 연구에서 분리 된 Sch. coipomoensis의 경우 
기존의 primer로 해당 유전자의 증폭이 안되었던 것과 어류에
서 분리된 점을 고려하면 식물계에 많이 존재하는 다당성분인 
xylose (van Maris et al., 2007)는 분해하지 못할 가능성이 있는 
것으로 추정된다. 그러나 cellobiose 등을 발효시킬 수 있는 것
으로 알려져 있는 Sch. coipomoensis (Urbina and Blackwell, 
2012)를 부풀어 오른 위 점막에서 대량으로 증식하고 있는 것을 
확인함에 따라 이 진균은 무지개송어의 위팽창증후군과 밀접한 

관련이 있는 것으로 보인다.
본 연구에서는 무지개송어 위팽창증후군의 원인으로 추정되
는 진균(Sch. coipomoensis)을 최초로 동정하였다. 차후에 분
리된 진균을 경구 공격 실험한 후 사료의 과급이 실험을 수행하
여 위의 팽창, 부종 나아가 폐사 등의 증상이 나타나는지 확인해 
볼 필요가 있다. 우리나라 무지개송어의 위팽창증후군은 기존
의 보고가 거의 없었던 새로운 질병으로 향후 지속적인 관찰과 
모니터링이 필요하며, 향후 지속적으로 해당 진균이 분리된다
면 치료를 위한 연구도 병행되어야 할 것으로 판단된다.
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