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Ⅰ. 서 론

마이코박테리아(Mycobacteria)는 비운동성의 그

람 양성, 간균으로 항산성세균(Acid Fast Bacteria: 
AFB)이다. 이들은 사람과 동물에 결핵을 일으키

는 결핵균군(Mycobacterium tuberculosis complex; 
MTBC)과 비결핵성 항산균(Non-tuberculous mycobacteria: 
NTM)으로 구분하고 있는데, 토양이나 물과 같은 

자연계에 흔히 존재하는 NTM은 환경적 기회감

염균으로 면역이 약해진 인간과 동물에서 광범위

하게 검출되며 최근까지 분류 보고된 NTM은 

140종 이상이다(Porvaznik et al., 2016). 어류 및 

양서류에서 감염증을 나타내는 마이코박테리아는 

이 NTM에 속하며(Falkinham, 2021; Novotny et 
al., 2010; Willson et al., 2013; Barrows et al., 
2017), 150종 이상의 다양한 담수와 해수 어종에

서 검출되고 이들이 감염증을 유발하거나 높은 

비율의 폐사를 나타내기도 한다(Adams et al., 
1996; Austin and Austin, 2007; Chinabut, 1999; 
Jacobs et al., 2009). 담수 어류인 잉어(Cyprinus 
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carpio)에서 마이코박테리아의 감염사례가 처음 

알려지면서(Bataillon et al., 1897) 이 후 

Mycobacterium chelonae, M. fortuitum 그리고 M. 
marinum이 관상어류를 포함한 다양한 어종에서 

흔하게 감염증을 일으키는 주요 3종으로 알려져 

있으며(Gauthier and Rhodes, 2009; Pate et al., 
2005; Prearo et al., 2004; Talaat et al., 1997), 이

외에도 다양한 종이 검출되어 분류되고 있다(Gcebe 
et al., 2018). 

2021년 10월 중순에 판매용으로 사육되던 금붕

어(Carassius auratus) 가운데 한 개의 수조에서 

약 1개월 전부터 지속적으로 폐사가 나타나기 시

작하였다. 외관상으로 병적 증상이 없어 그 원인

을 알아보기 위해 살아 남아있는 개체들을 연구

실로 이송하여 검사를 실시하였으며, 마이코박테

리아에 감염된 것을 확인하였다. 본 연구에서는 

이번 금붕어에서 나타난 비결핵항산균 감염증에 

관한 검사 결과를 지금까지 다양한 어종에서 나

타나는 비결핵 항산균과 병리조직학적 측면에서 

그 특징에 차이점이 있는지를 비교하고, 원인세

균의 검출과 관련된 문제점을 고찰하고자 하였

다.

Ⅱ. 연구 방법

1. 조사 대상

2021년 10월에 관상용 금붕어를 판매용으로 사

육하던 한 개의 수조시설(110L용량, 유리 수조, 
저면여과방식)에서 지속적으로 폐사가 발생하여 

원인분석을 위하여 같은 수조 내에 최종적으로 

생존한 어체 7마리를 대상으로 질병 검사를 실시

하였다. 금붕어는 평균 체장 8.64±1.23 cm, 평균 

체중 9.07±3.43 g으로 외부소견은 꼬리지느러미의 

피하에 약한 출혈 증상 이외에는 확인되지 않았

다. 그러나 복강을 열었을 때 장기들 사이의 장

간막에 작은 결절이 관찰되는 개체가 확인되어

([Fig. 1]) 결절이 없는 무증상어와 결절이 확인되

는 증상어로 구분하여 일반적인 미생물학적, 분

자학적 검사법을 사용한 미생물감염에 대한 검사

와 병리조직학적 검사를 실시하였다(<Table 1>).

[Fig. 1] White nodules observed on surface of 
visceral organs(arrow; nodule).

2. 미생물 감염에 대한 질병 검사

세균성 질병 진단을 위해 개체마다 비장과 신

장을 무균적으로 적출하여 일반배지인 Tryptic 
soy agar (TSA, Difco) 평판배지에 도말하여 26℃

에서 24시간 배양 후 세균집락의 형성유무를 관

찰하였다. 해부시 장간막에 흰색 결절이 확인된 

개체를 대상으로 부가적으로 결핵균 배양을 위한 

Middlebrook7H10 agar 사면배지(Difco)와 3% Ogawa 
medium 사면배지(아산제약㈜)에 37℃에서 10일간 

배양하였다. 배양된 세균과 검체 조직(신장, 비장, 
결절)의 핵산추출에는 Patho Gene-spin DNA/RNA 
extraction kit (iNtRON)를 사용하였다. 배지에서 

순수분리 된 세균의 핵산검사는 27F와 1492R 
primer set을 사용한 16s rRNA에 대한 합성부위의 

염기서열 분석으로 확인하였으며(Frank et al. 
2008), 조직에서 추출된 핵산을 대상으로 Lactococcus 
garvieae, Streptococcus parauberis, S.iniae 그리고 

Edwardsiella tarda의 감염여부 확인을 위한 신속

다중 진단키트(NIFS, 2017) 검사를 실시하였다.
바이러스성 질병 진단에는 담수어류에서 나타

나는 주요 3종 (Infectious hematopoietic necrosis 
virus; IHNV, Koi herpesvirus; KHV, Spring 
viraemia of carp virus; SVCV)을 대상으로 하였으
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며 검사를 위해 조직에서 추출된 핵산으로 IHNV
는 G gene 693bp (Emmenegger et al., 2000)을, 
KHV는 TK gene 409bp (Bercovier et al., 2005) 그
리고 SVCV는 G gene 606bp (Stone et al., 2003)
에 대하여 PCR (Polymerase chain reaction) 검사를 

실시하였다. 
해부시 내장의 표면에서 관찰된 흰색 결절로 

마이코박테리아 감염이 의심되어 육안적으로 결

절이 없는 무증상어와 결절이 확인되는 증상어로 

나누어 조혈조직(신장+비장)과 결절을 채취하여 

마이코박테리아 16s rRNA에 대한 PCR검사를 실

시하였다. Myco 16s F (285F)와 Myco 16s R 
(264R) primer set을 사용하여 1st PCR을 실시하

고, 이 합성물을 주형으로 다시 Myco 16s NF와 

Myco 16s NR primer set으로 2nd PCR을 실시하

였다. 사용된 primers와 PCR 조건에 대한 정보는 

<Table 2>에 나타내었다(Kirschner et al., 1993; 
Stany and Pavlik, 2012). 

3. 병리조직학적 검사

병리조직학적 검사를 위하여 해부와 동시에 아

가미, 간, 비장, 신장, 심장, 소화관 및 주위 연결

된 장간막 조직의 일부를 적출하여 10% 중성완

충포르말린 고정액에 고정하였으며, 48시간 이내

에 세절하여 재고정, 수세, 탈수, 투명화, 파라핀 

침투 과정을 거쳐 조직 절편 제작을 위한 파라핀 

블럭을 만들고 이를 조직절편기(HistoCore MULTICUT, 
Leica)를 사용하여 4㎛ 두께로 박절하여 슬라이드

글라스에 부착시켜 오븐건조(45℃, 8시간) 후, 
H&E (Hematoxylin and Eosin) 염색과 항산균 염

색을 위한 Fit’s AFB 염색법(Crowder and Taylor, 
1996; Cabic et al., 2018)을 실시하여 조직염색표

본을 만들어 광학현미경(Axio A1, ZEISS)으로 관

찰하고 소프트웨어(ZEN 2.3, ZEISS)를 사용하여 

이미지를 얻었다.

Ⅲ. 연구 결과

1. 미생물 감염에 대한 검사 결과

검체 7마리 가운데 복강 내 장기표면에 흰색 

결절이 없었던 무증상어 2마리와 유증상어 2마리

를 대상으로 검사를 실시하였다(<Table 1> 참조). 
일반배지 및 결핵균 분리용 배지에 배양한 결과, 
배양된 4마리 중 3마리에서 TSA 배지와 

Middlebrook7H10 배지에서 세균집락(2~5 colonies/plate)
이 확인되었으며, 같은 형태의 세균집락을 구분

하여 3종을 순수분리하고 이들을 대상으로 16s 
rRNA에 해당하는 PCR검사를 실시하여 염기서열

을 분석한 결과, 한 종류의 colony가 Aeromonas 
veronii.와 100%의 상동성을 나타내었으며 나머지

는 Corynebacterium sp. 또는 Uncultured bacteria와 

95% 전후의 상동성으로 확인되었다. 어병세균 4
종에 대한 신속진단 kit 검사에서는 모두 음성이

었으며, 3종 바이러스에 대한 PCR검사에서도 모

두 음성이었다. 
마이코박테리아 감염을 확인하기 위한 2nd  

PCR 검사에서는 육안적으로 결절이 없었던 2번 

개체의 조혈조직(신장+비장)을 마쇄하여 추출한 

핵산에서 밴드가 확인되었으며([Fig. 2]), 염기서

열 분석결과 Mycobacterium fortuitum (GenBank 
MN513221.1)와 100% 일치하였다.

[Fig. 2] Gel loading results of 2nd step PCR 
products. Lane1; no.1 spleen+kidney, 
lane2; no.2 spleen+kidney, lane3; no.4 
spleen+kidney+nodule, lane4; no.4 
spleen+kidney, lane5; no.7 nodules, 
M:marker, NC: negative control, arrow: 
position of 500bp.
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2. 병리조직학적 검사 결과

병리조직학적 검사는 무증상어 1마리와 유증상

어 2마리를 대상으로 실시하였다(<Table 1> 참

조). 육안으로 확인된 흰 결절은 장간막 조직 내 

형성된 육아종에 의한 것으로, 췌장조직 주변의 

혈관과 지방조직 사이의 염증세포 증가와 육아종

이 관찰되었다([Fig. 3A]). 이들 개체의 신장에는 

유상피층과 섬유세포층이 두껍게 형성된 육아종

이 다수 관찰되었고, 신장의 조직표본 전체에 다

양한 크기의 육아종과 괴사 부위를 확인할 수 있

었다([Fig. 3B]). 또한 무증상어의 신장조직 내에

서도 형성 초기의 소형 육아종과 세포 변성 부위

가 다수 관찰되었으며, 조혈조직 내 마크로파지 

응집소도 많은 부위에서 확인되었다([Fig. 3C]). 

장기 내 명확한 육아종 형성은 신장에서만 관찰

되었다. 비장과 간에서는 매우 드물게 작은 크기

의 초기 육아종 형태나 마크로파지 응집체가 관

찰되었으나 심장, 소화관 그리고 아가미 조직에

서는 육아종은 관찰되지 않았다. 신장조직의 항

산균 염색표본에서 육아종 내부와 외부에서 짙은 

분홍색의 염색성이 관찰되었다([Fig. 3D]). 소화관

의 점막고유층([Fig. 3E])과 아가미 일차새엽 중심

부 결합조직 및 상피세포층에서 염증세포 침윤이 

관찰되었고([Fig. 3F]), 간에서는 혈관 주위로 염

증세포 침윤과 간세포 전반에 변성([Fig. 3G])이 

있었다. 심장의 심근 변성과 위축이 조직 전반에

서 확인되었다([Fig. 3H]). 

No. Length
(cm)

Weight
(g)

White 
nodule

Bacterial 
culture

Rapid 
diagnosis 

kit

PCR for 
virus 

analysis

PCR for 
NTM*

Histological 
analysis

1 10.7 13.25 - T ○ ○ ○ ×
2 8.9 9.75 - T ○ ○ ○ ○

3 8.8 8.67 - - × × × ×
4 9.4 13.49 +(1) T,M,O ○ ○ ○ ○

5 8.2 8.19 +(2) - × × × ×
6 7.5 5.13 - - × × × ×
7 7 4.99 +(3) T,M,O ○ ○ ○ ○

*; Non-tuberculous mycobacteria, -; no gross finding, +(1);white nodules in surface of mesentery, spleen
enlargement, +(2); congestion at caudal fin, +(3); scoliosis, white nodules in kidney and surface of mesentery, T; 
TSA medium culture, M; Middlebrook7H10 medium culture, O; Ogawa medium culture, ○;used, ×; not used

<Table 1> Information about sample fish and used diagnostic methods

Gen
e Primer set PCR condition

16S 
rRNA

1
st
 

step

Myco16s F
5’-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ denature 94℃ 1min, annealing 68℃ 3min, 

39cycles. (Kirschner et al., 1993; Stany and 
Pavlik, 2012)Myco16s R

5’-TGCACACAGGCCACAAGGGA-3’

2
nd

 
step

Myco16s NF
5’-CTTAACACATGCAAGTCGAAC-3’ 95℃ for 5min,[95℃ for 1min-60℃ for 

45s-72℃ for 1min]×30cycles,72℃ for 1min 
(Stany and Pavlik, 2012)Myco16s NR

5’-TTTCACGAACAACGCGACAA-3’

<Table 2> Information about PCR primer sets and PCR conditions used for mycobacteria identification
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[Fig. 3] Histopathological features of asymptomatic(no.2) and symptomatic(no.4) goldfish. A:Mesentric 
membrane around intestine of fish no.4, B:Kidney of fish no.4, C:Kidney of fish no.2, D:Kidney 
of fish no.2, E:Intestine of fish no.2, F:Gill of fish no.2, G:Liver of fish no.4, H:Heart of fish 
no.4. (a; adipose tissue, i; intestine, g; granuloma, n; necrotic region, p; pancreatic tissue, r; 
renal tubule, v; vessel, arrow; acid-fast bacteria in macrophage, white circle; infiltration of 
inflammatory cells, A~C&E~H are H&E staining, D is Acid-fast bacteria staining, Scale bars 
size are indicated in figures.
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Ⅳ. 결 론

어류에서 분리되는 마이코박테리아는 비결핵성

항산균으로 이들은 배양시 균 집락의 성장 속도

에 따라 크게 Slow-growing mycobacteria (SGM)와 

Rapidly growing mycobacteria (RGM)로 나뉘며 

SGM은 세균 배양시 색소형성 특성에 따라 다시 

3개의 types으로 나뉜다(Runyon, 1959). M. 
fortuitum은 RGM에 속하며 어류에서는 네온테드

라(Paracheirodon innesi)에서 처음 분리되었고

(Ross and Brancato, 1959),  이 후 다양한 어종이 

숙주로 알려졌다(Gaithier and Rhodes, 2009). 최근, 
유전학적 분류를 기반으로 M. fortuitum은 

Mycolibacterium fortuitum으로 부르도록 하였으나

(Gupta et al., 2018; Oren and Garrity, 2015) 현재

까지 M. fortuitum과 혼용되고 있다.  
어류에 나타나는 마이코박테리아 감염증은 여

윔, 비늘탈락, 체표궤양 또는 출혈과 같은 외부 

증상이 나타나기도 하지만 외관상 특이한 증상 

없이 복강 내 장기에 육아종이 형성되기도 한다

(Gcebe et al., 2018; Francis-Floyd, 2011; Gauthier 
and Rhodes, 2009). 본 연구에서 세균배양으로 어

류질병과 관련된 세균으로 A. veronii가 검출되기

는 하였지만 배양된 colony의 수가 많지 않았고, 
또한 이들 감염으로 인해 나타나는 전형적인 증

상인 표피궤양이나 출혈 증상은 어떤 개체에서도 

확인되지 않았다. 금붕어에 대한 A. veronii의 감

염실험에서도 독성이 강하지 않은 것으로 나타났

다(Shameena et al., 2020). 따라서 이번 폐사의 원

인은 내장표면에 결절을 형성하고 병리조직학적 

검사에서 신장에 심한 육아종 병변을 일으킨 마

이코박테리아에 의한 것으로 판단되었다. 
마이코박테리아의 감염으로 조직 내 육아종이 

형성되는 경우, 아가미를 비롯해 간, 비장, 생식

소에까지 육아종을 형성하기도 하지만(Chinabut, 
1999; Noga,, 2010), 본 조사에서 확인된 M. 
fortuitum에 의한 감염증은 특히 신장에서 육아종

과 조직괴사가 뚜렷하게 관찰되었으며, 해부시 

육안으로 흰 결절이 확인되는 경우는 소화관 주

변의 장간막에 형성된 육아종에 의한 것임을 확

인하였다. 간에서는 혈관 주변에 드물게 작은 크

기의 육아종 초기의 형태가 관찰되었지만 대부분 

세포침윤과 마크로파지의 응집이 관찰되었고, 비
장에서는 협조직 확대와 적혈구 침윤과 Melano- 
macrophage centers (MMCs)의 형성이 두드러졌다. 
신장조직에 형성된 육아종 내 응집된 마크로파지

에서 진한 항산성 염색 양성이 관찰된 것은 감염

증이 장기간 진행되어 세균을 탐식한 다수의 마

크로파지가 조직 내 결집되었기 때문으로 보이

며, 장간막에 생긴 결절은 원인세균의 감염이 장

기간 지속되어 혈관과 지방조직이 많이 분포된 

췌장 조직 주변에 형성된 육아종에 숙주의 조직

반응이 일어나 형성된 것으로 보인다. 이러한 식

세포의 증가와 활발한 움직임으로 나타나는 염증

반응은 마이코박테리아 감염증에서 나타나는 대

표적인 현상이라 볼 수 있다(Chinabut,, 1999). 
Talaat et al.(1999)이 금붕어를 대상으로 M. fortuitum
을 고농도(>108 cfu) 주사한 감염실험에서, 주사 

후 2주 만에 복막염이 관찰되고, 4주 후에 만성 

육아종의 형성이 관찰되었다는 사례도 있다.
질병의 진단에는 다양한 검사방법을 사용한다. 

단일 검사법만으로도 진단이 가능지만, 많은 경

우 정확한 진단을 위해 다양한 검사방법을 함께 

시행한다. 특히 세균성 질병의 경우 원인 세균을 

배양하는 것은 이후 연구를 위해서도 매우 중요

하다. 이번 사례의 경우, 해부시 육안관찰에서 흰 

결절이 확인되어 마이코박테리아의 감염을 의심

하고 이들 세균의 배양에 사용되는 Middlebrook 
7H10 배지와 Ogawa 배지에 세균을 배양하고자 

하였으나 배양이 이루어지지 않았고, 육안적으로 

결절이 없어 일반배지에서만 배양을 실시한 무증

상 개체에서 PCR검사로 M. fortuitum이 확인되어 

후속 연구에 어려움을 가져온 사례가 되었다. 결
절이 확인되었던 개체에서 마이코박테리움에 대

한 PCR검사가 원활하지 못했던 이유에 대해서는, 
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대부분 육안적으로 결절이 형성된 개체는 세균감

염 이후 시간이 지난 만성감염 개체이므로 다양

한 시료에 공용으로 사용되는 핵산추출 키트로는 

두꺼운 육아종을 형성한 시료로부터 세균의 핵산

을 효율적으로 분리해 내지 못했을 가능성이 높

았을 것으로 추정된다(Bocart et al. 1992). 그러나 

육안으로 결절이 확인되지 않았던 개체의 병리조

직학적 검사에서 세균감염에 의한 신장조직의 변

성과 초기 육아종 형성이 확인되었고, 항산성세

균 염색으로 양성을 확인하였다. 또한, 이 시료에

서 추출한 핵산의 PCR검사와 염기서열 분석에서 

M. fortuitum 감염을 확인함에 따라 질병의 원인

세균을 특정할 수 있었다. 
세균 배양에서 모든 마이코박테리아 균주가 동

일한 배양조건(시료종류, 배지성분, 온도, 시간, 
CO2공급 등)에서 배양이 이루어지지 않을 가능성

이 있어 다양한 배양조건을 고려하여야 했으나

(Stephenson et al., 2019; Buijtels and Petit, 2005; 
Preece et al.,  2016) 이에 대한 섬세한 준비가 미

흡하였고, 감염조직을 이용한 핵산추출에서 마이

코박테리아의 핵산추출에 유리한 방법(Amaro et 
al., 2008; Amita et al., 2002)을 사용하지 않고 일

반적인 세포와 조직에 공용되는 키트를 이용하는 

과정에서 원인세균의 핵산추출에 민감성이 떨어

져 원인분석에 혼돈을 가져왔던 점은 이후 NTM 
감염증에 대한 진단을 위해 염두에 두어야 할 부

분이다.
의학계에서는 16S rRNA 유전자를 활용한 

NTM 진단에 대한 민감성, 정확성 그리고 신속성

을 조사하기 위해 10년 동안 임상데이터를 다른 

진단 방법과 비교하여 설명하였지만, 아직도 일

부 정확도에서 기대에 못 미치는 부분이 있어 개

선에 대한 필요성을 언급하고 있다(Simon et al., 
2019). 이는 NTM 감염에 대한 진단결과가 항상 

일관되게 나타나지 않는다는 것을 알 수 있으며, 
진단에서 발생할 수 있는 문제를 해결하는 방법

으로 다양한 진단법의 교차적 시행이 중요하다는 

것을 설명해 준다.

최근 미국 펫샵 7군데의 관상어에서 3년 동안 

마이코박테리아 감염을 조사한 연구결과에 따르

면, 대상어 총 107마리 가운데 85마리에서 마이

코박테리아가 분리되었으며 이들 중 60.9%가  

M. fortuitum 혹은 그 그룹(M. fortuitum group 과 

M. fortuitum GT)으로 확인될 정도로 만연되어 나

타나고 있고, 인체 감염균과 무관하지 않음을 고

려하여 판매용 어류의 핸들링에 주의가 필요함을 

보고하고 있다(Kušar et al., 2017). 또한, 최근 보

고된 M. fortuitum의 유전체 역학연구에서 이들 

세균은 항생제저항성유전자의 저장고 역할을 하

고 있으며 이러한 유전적 특징은 전 세계적으로 

기회감염균으로서 살아남을 수 있게 해주는 힘이 

되고 있다는 것이다(Morgado et al., 2021). 임상의

학과 더불어 어류의 세균 감염증 치료에서도 큰 

영향을 미칠 수 있는 M. fortuitum과 같은 NTM에 

관한 연구는 이후로도 지속적으로 관심을 가지고 

진행되어야 할 과제로 여겨진다. 
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