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임상 검체에서 분리된 Candida albicans의 MLST를 이용한 
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In this study, multi-locus sequence typing (MLST) analysis of 40 clinically isolated Candida 
albicans in tertiary hospitals in Daejeon, Korea, confirmed the nucleotide sequence and 
phylogenetic relationships of the strains collected from different specimen sources. The general 
variations found in seven different housekeeping genes of C. albicans, collected from urine and 
sputum, peripheral blood, central line blood, and other specimens, were analyzed. The 
phylogenetic tree was divided into 18 sub-clusters (1), a central line blood (2), others (5), sputum 
(1), peripheral blood (6), sputum (1), and urine (1), and the isolates at the same site were confirmed 
to have genetic similarity. Consequently, genetic similarity and the potential relevance were found 
in the strains collected from the same specimen sources. MLST analysis of C. albicans suggests that 
persistent data accumulation of phylogenetic gene variations of C. albicans may help establish 
infectious disease studies and epidemiological surveillance systems.
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서  론

Candida 속은 노약자, 어린이 또는 항암제 치료를 받거나 장기

이식을 받은 면역이 약화한 환자에게 국소 또는 기회감염을 일으

킨다[1]. Candida 속의 분리 빈도에 대해 최근 10년간 보고된 바

에 따르면 이에 대한 감염률이 점점 증가하고 있는 추세이다[2].

Candida 속은 이미 유럽에서 병원감염의 중요한 병원체로 

중대하게 다루어지고 있다. 기회감염의 가능성이 큰 중환자에

게서는 사망률이 40%에 달하고 있으며[3], 면역이 저하된 사람

이나 이식된 인공장치 혹은 중심정맥 수액 등 처치를 받는 환자

에서의 발병률과 치사율이 높아 이에 대한 진단과 치료가 매우 

중요한 사항이 된다[4, 5]. 특히 혈액배양에서의 Candida 속 양
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Table 2. Specific oligo nucleotide primer sets used for C. albicans MLST 

Locus Sequence (5′→3′) Amplicon size (bp)

ACC1 Acetyl coenzyme A carboxylase F GCA AGA GAA ATT TTA ATT CAA TG 519
R TTC ATC AAC ATC ATC CAA GTG

VPS13 Vacuolar protein sorting protein F TCG TTG AGA GAT ATT CGA CTT 741
R ACG GAT GGA TCT CCA GTC C

GLN4 Glutaminyl tRNA synthase F GAG ATA GTC AAG AAT AAA AAA GT 483
R ATC TCT TTC ATC TTT TGG ACC

ADP1 ATP-dependent permease F GAG CCA AGT ATG AAT GAT TTG 537
R GAG CCA AGT ATG AAT GAT TTG

RPN2 26S proteasome regulatory subunit F TTC ATG CAT GCT GGT ACT TAC 447
R TTC ATG CAT GCT GGT ACT TAC

PMA1 Plasma membrane H+-ATPase F GCC ATT TTC GCT GAT GTT GC 480
R CGT GTT GAG TAG ATA CTC TTT GC

SYA1 Alanyl RNA synthetase F AGA AGA ATT GTT GCT GTT ACT G 543
R GTT ACC TTT ACC ACC AGC TTT

Table 1. Classification of study groups according to the type of 
clinical specimen

Study group Clinical specimens No. of samples (%)

1 Blood (central line) 8 (20.0)
2 Blood (peripheral) 7 (17.5)
3 Urine, Sputum 13 (32.5)
4 Others 12 (30.0)
Total 40 (100)

Others: pus, wound, CSF(cerebrospinal fluid), body fluid, tissue etc.

성은 패혈증으로 이어지므로 이에 대한 감염주의가 절대적으로 

필요한 실정이며, 무엇보다 감염되었을 때 빠른 진단과 적절한 

치료제 선택이 요구된다[6]. 

최근에는 항균제의 과다 사용, 환경적 요인 등으로 인한 

Candida 속의 내성률이 높아지고 있으며, 이에 따른 유전학적 

변이 균주가 증가하여 임상적으로 치료의 실패 및 사망률 증가

로 이어지고 있다[7]. 또한 이러한 유전적 변이 축적이 각종 암 

발생의 원인이 될 수 있다는 주장이 제기되면서 원인균을 밝혀

냄과 동시에 해당 균주마다 지니고 있는 유전적 특성을 밝혀내

는 것이 중요하게 다루어지고 있다[8]. 

현재 임상에서 주로 시행되고 있는 Candida 속에 대한 분류 

동정은 배양 집락의 관찰과 Germ tube 확인검사, 10% KOH 검

사 등을 병행한 형태학적 분석과 생화학적 동정을 기초로 하고 

있다. Multi-locus sequence typing (MLST)는 최근에 사용되

고 있는 분자생물학적 동정은 DNA sequencing을 통해 균주 간

의 염기서열 차이를 비교하여 동일 종 내 유전적 변이 특성을 규

명하는 방법이 있다[9]. 이는 정립된 다좌위 효소 전기영동

(multi-locus enzyme electrophoresis, MLEE)을 기반으로 하

지만 DNA sequencing에 의한 다양한 housekeeping gene에

서 대립 유전자 부위 약 500bp 정도 영역을 사용한다는 점에서 

차이가 있다. 또한 housekeeping gene의 서로 다른 염기서열

은 대립 유전자로 인하여 구분되고 균주 typing에 대비하여 식

별할 수 있다는 특징이 있다[10]. 이러한 이유로 약 8∼10개 정

도의 housekeeping gene을 사용하여 각 대립유전자 프로 파일 

간 차이를 토대로 dendrogram을 만들 수 있다[9, 11]. 본 연구

에서는 국내 소재 3차 병원의 임상검체로부터 분리된 C. 

albicans 40개 균주를 대상으로 MLST 기법을 이용한 유전자형

별 시험을 시행하여 염기서열 변이로 인한 유전학적 특성과 서

로 다른 검체 채취 부위에서 분리된 균주와의 계통학적 연관성

에 대해 알아보고, 인체감염 C. albicans가 감염부위에 따라 나

타나는 유전자의 변이가 감염을 진행하는데 어떠한 역할을 하

는지에 대한 역학적 연구에 기초자료를 제공하고자 하였다. 

재료 및 방법

국내 소재 3차 병원 진단검사의학과로 검사를 의뢰받은 환자

의 임상검체로부터  C. albicans로 분리 동정 된 임상 분리 균주 

40개를 검체 부위 기준으로 혈액(중심 정맥관)은 그룹1, 혈액(말

초)은 그룹2, 소변 및 객담은 그룹3, 기타부위는 그룹4로 분류하

였다(Table 1). C. albicans의 MLST에 이용될 housekeeping 

gene을 선정하고 염기서열분석에 필요한 PCR primer를 제작

하였다(Table 2). C. albicans에 대한 housekeeping gene은 

ACC1, VPS13, GLN4, ADP1, RPN2, PMA1, SYA1 총 7종류를 

사용하였으며, 비교 분석을 위해 C. albicans ATCC 10231 표준 

균주를 대조 균주로 사용하였다. 염기서열 분석은 SeqMan 프로

그램(DNASTAR Inc.)을 사용하였으며 최종 분석 전에 판독 오

류를 판별하기 위해 불명확한 염기서열 부분은 수정하는 작업을 
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Figure 1. PCR amplification of C. albicans ATCC 10231 Lane1: 
sizemarker, Lane2: ACC1, Lane3: VPS13, Lane4: GLN4, Lane5: 
ADP1, Lane6: RPN2, Lane7: PMA1, Lane8: SYA1.

Table 3. Allele type based on four housekeeping genes of C. 
albicans clinical isolates 

Allele

Strains  ACC1 VPS13 ADP1 SYA1

Total number 
of STs

106 280 146 208

ATCC 10231 7 4 106 149
Strain 1 3 3 106 25
Strain 2  3 24 106 136
Strain 3 3 45 106 29
Strain 4 7 159 106 136
Strain 5 3 3 128 147
Strain 6 3 159 106 136
Strain 7 77 55 106 29
Strain 8 9 55 106 136
Strain 9  3 58 106 29
Strain 10 3 3 52 29
Strain 11  3 58 30 136
Strain 12 3 279 52  29
Strain 13 3 3 106 178
Strain 14  3 279 14  149
Strain 15 3 58 52 149
Strain 16  9 55 52 149
Strain 17 3 24 106 29
Strain 18 3 3 106 29
Strain 19 7 3 106 136
Strain 20 8 3 106 136
Strain 21 13 3 14 136
Strain 22 3 58 39 192
Strain 23 8 3 128 136
Strain 24 3 4 106 136
Strain 25 3 3 106  29
Strain 26 3 55 128 149
Strain 27 19 58 106 29
Strain 28 3 55 128 149
Strain 29 3 3 106 29
Strain 30 3 20 106 29
Strain 31 7 55 130 149
Strain 32  3 55 128 149
Strain 33 8 3 106 136
Strain 34 3 45 106 29
Strain 35 3 55 146 149
Strain 36 19 58 106 29
Strain 37 13 3 14 136
Strain 38 3 159 52 67
Strain 39 3 3 96  136
Strain 40 3 3 106 29

시행하였다. 

결  과 

1. Housekeeping gene의 DNA 염기서열 확인

PCR을 통해 증폭된 7종류의 C. albicans  Housekeeping 

gene인 ACC1, VPS13, GLN4, ADP1, RPN2, PMA1, SYA1는 

각각 519, 741, 483, 537, 447, 480, 543bp 크기를 나타냈다

(Figure 1). 

2. C. albicans유전자의 MLST 분석 

Mlst.net에 제시된 4개 ACC1, VPS13, ADP1, SYA1 유전자

에 대한 sequence type (ST)결과 총 32종의 allele type을 얻었

으며(Table 3), 이를 토대로 DNA STAR. Meg Align 프로그램을 

이용하여 phylogenetic tree를 형성하였다(Figure 2). Phylo-

genetic tree에서 cut-off 수치 0.1을 기준으로 분석하였을 때, 

cluster 1에는 urine (8), central line blood (5), sputum (5), 

peripheral blood (6), others (10)의 총 34개, cluster 2에는 

central line blood (4)에서 4개가 위치하였다(Table 4). 

Cluster 1의 32 균주에 대해 ACC1, VPS13, ADP1, SYA1 유전

자와 이에 대한 ST 유형을 사용하여 재분석하였으며, strain 15, 

38은 cluster 1에 속해있는 다른 검체와 연관성이 적어 제외시

켰다(Figure 3). 그 결과 sub-cluster 1과 2로 나누어졌으며, 

sub-cluster 1에는 central line blood (2), others (5), sputum 

(4), urine (7)의 총 18개로 나뉘었으며 sub-cluster 2에는 

central line blood(1), others (5), peripheral blood (6), 

sputum (1), urine (1)의 총 14개로 나뉘었다(Table 5). 

고  찰

지금까지 미생물의 동정은 미생물을 배양하여 그 형태와 생

화학적 검사 등을 이용하여 시행되고 있지만 표현형 정보의 부

족, 배양의 어려움, 시간적인 단점이 있다[12]. 최근 분자생물학

적인 방법이 발전되어 분자생물학적 동정이 가능하게 되었으

며, DNA hybridization, PCR, RFLP, AFLP, PFGE, DNA 
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Figure 2. Dendrogram indicating the similarities 40 strains C. 
albicans clinical isolates determined by MLST with 7 housekeeping 
genes.

Figure 3. Dendrogram indicating the similarities 32 strains of 
cluster 1 determined by phylogenetic tree with 4 housekeeping 
genes.

Table 5. Classification sub-cluster of clinical isolated C. albicans
32 strains

Sub Cluster Frequency (N) Specimen (N)

1 18 urine (7), central line blood (2), 
sputum (4), Others (5)

2 14 urine (1), central line blood (1), 
sputum (1) peripheral blood (6), 

others (5)

Abbreviation: N, number.

Table 4. Classification cluster of clinical isolated C. albicans 38 
strains

Cluster Frequency (N) Specimen (N)

1 34 urine (8), central line blood (5), sputum 
(5), peripheral blood (6), others (10)

2 4 central line blood (4)

Abbreviation: N, number.

sequencing 등이 제시됨에 따라 이들의 유전적 변이를 기반으

로 한 유전자형 분석이 가능해졌다. 그러나 가장 기본적으로 사

용하는 PCR 기법의 경우 종종 돌연변이를 일으키는 미생물 유

전체로 인해 PCR 기능이 감소될 수 있다는 한계점이 있으며, 

PFGE 기법은 실험에 걸리는 시간이 4∼5일로 길고 노동 집약

적, 데이터 분석이 시험자의 경험으로 다양한 견해를 보인다는 

단점이 있다. 최근 이러한 한계점을 보완하고자 제시된 방법인 

MLST 분석법은 미생물 유전체가 가지고 있는 4∼10개의 

housekeeping gene의 염기서열에 근거를 두어 분석하는 것으

로 이를 이용한 역학적 연구는 유전자 변이 추적이 가능하여 전 

세계적으로 비교 분석이 가능하다는 장점이 있다[13]. 국내에

서 임상으로부터 분리한 진균에 대해 MLST를 이용한 역학적 연

구는 부족한 실정이며, 최근 중요성이 주목받음에 따라 관련 연

구가 활발히 진행되고 있다[14]. 

C. albicans는 인체 여러 부위에서 발견되는 정상균무리로 

면역력이 약한 사람의 경우 대부분 혈류를 따라 다른 장기에 침

입하여 감염이 빠르게 진행될 수 있다고 보고하였다[15]. 더불

어 광범위한 Fluconazole 사용은 다른 Azole계에 대한 교차내

성을 일으키거나 내성을 유도한다. 이러한 내성 균주에 의한 감

염에 효과적으로 치료할 수 있는 새로운 항진균제 및 분자유전

학적 검사법의 개발로 신속하고 정확한 검출을 할 수 있어야 하

며, 앞으로 항진균제 내성균을 효과적으로 관리하기 위한 연구

가 이루어져야 할 것이다. 

Robles 등[16]의 연구에서는 기법간의 비교를 위해 MLST, 

RAPD, MLEE, Ca3 southern hybridization을 함께 시행하였

으며, C. albicans 총 29 균주를 대상으로 7개 housekeeping 

gene ACC1, VPS13, GLN4, ADP1, RPN2, PMA1, SYA1를 사

용하였다. 총 2,834bp 서열분석에서 61개의 다형성 부위가 발

견되었고 기존 연구에서 밝혀져 있는 부위 이외에 ACC1 211, 

317, VPS13 53, GLN4 169, ADP1 229, RPN2 158, SYA1 202, 

219, 294, 350 위치를 새롭게 발견하였다. 유전자별로 다양한 

diploid sequence type (DST)이 나왔으며 단독 분리된 균주에

서는 새로운 유형을 보였다. 분리원에 따른 뚜렷한 차이는 없었

으나 sequence type 별로 유사성을 보였다. 

본 연구에서는 진균의 전신성 감염에 큰 영향을 미치고 면역

저하 환자의 C. albicans에 의한 감염이 현저하게 증가하고 있

는바, 이에 대한 유전적 특성을 분석하기 위해 국내 소재 3차 병

원의 임상에서 분리된 C. albicans 40 균주를 대상으로 Robles 
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등[16] 연구와 동일한 housekeeping gene을 사용하여 MLST 

분석을 수행하였다. Robles 등[16]의 연구에서 도출된 부위 이

외의 다형성 부위는 발견되지 않았으나 본 연구에서는 흔하게 

분리되지 않는 ACC1의 317, ADP1 352, RPN2 130, 158 위치

의 변이가 발견되었으며, mlst.net에 제시된 평균 변이율 보다 

더 높은 비율을 보인 부위는 ACC1 281, VPS13 281, SYA1 61

임을 확인하였다. 영국 Frank C. Odds는 병원성 Candida 속 다

섯 균종으로 이에 대한 유전자별 sequencing, SNP 분석, ST, 

DST를 비교하였고 다양한 인종들로부터 분리된 균주들로 

AAT1a, ACC1, ADP1, PMIb, SYA1, VPS13, ZWF1a를 이용하

여 MLST를 시행한 결과 아시아 지역으로부터 분리된 균주가 분

포된 cluster에 대해 세분화하여 분석한 결과 sub-cluster 1, 2

가 동남아시아 지역 균주들과 그 외 아시아 지역 균주들로 나뉜 

것을 확인하였다[17]. Chen 등[11] 의 연구에서는 동일 환자에

서 분리된 것을 포함하여 다른 질병 3가지 군으로부터 분리된 

C. albicans 51 균주를 대상으로 PFGE, MLST, ABC typing 등

을 시행하였다. MLST분석에서는 AAT1a (10), ACC1 (6), 

ADP1 (10), MPIb (15), SYA1 (13), VPS13 (16), ZWF1b (13)의 

총 83개 다형성 부위를 관찰하였으며, 같은 환자에서 분리된 균

주끼리 상관성이 있어 질병에 따른 균주 간 동일성을 보였다고 

보고하였다[11]. 위의 연구들에 따르면 동일 환자 내에서의 균

주, 분리원에 따른 연관성을 보고하였다. 본 연구 대상의 균주들

은 기존에 연구되었던 분류와 큰 특성 차이는 보이지 않았지만 

혈류감염을 일으키는 C. albicans 균주들이 동일한 cluster안

에 있는 것을 확인할 수 있었다. Phylogenetic tree에서 cut-off 

수치 0.1을 기준으로 분석하였을 때 cluster 1에는 urine (8), 

central line blood (5), sputum (5), peripheral blood (6), 

others (10)의 34개, cluster 2에는 central line blood (4)의 4

개가 위치하였다. Cluster 1의 32 균주에 대해 ACC1, VPS13, 

ADP1, SYA1 유전자와 이에 대한 ST 유형을 사용하여 재분석한 

결과 sub-cluster 1과 2로 나누어졌으며, sub-cluster 1에는 

central line blood (2), others (5), sputum (4), urine (7)의 총 

18개, sub-cluster 2에는 central line blood (1), others (5), 

peripheral blood (6), sputum (1), urine (1)의 총 14개로 나뉘

었다. 

본 연구 결과 검체간의 뚜렷한 분류는 나타나지 않았으나 

urine과 sputum, peripheral blood, central line blood 균주

의 크게 세 분류로 나뉘었다. 기타 검체의 경우 정확한 채취 부위

의 임상정보를 알 수 없어 데이터 분석에 큰 의미는 부여할 수 없

었지만 다양한 위치에 있는 것으로 보아 전신 감염의 가능성이 

큰 것으로 생각되며, urine과 sputum에서 분리된 균주들은 감

염과 직접적인 관계는 아닌것으로 여겨진다. 또한 peripheral 

blood, central line blood에서 분리된 균주는 채취 부위에 따

른 감염성 원인 균주임과 동시에 정상균무리에 의해 혈류 감염

으로 이어진 것인지에 대한 가능성을 추정할 수 있었다. 검체 채

취 부위별로 약간의 연관성을 발견할 수 있었으며 나이, 성별에 

따른 관련성은 없는 것으로 확인되었다. 유전자별 특정 단독 부

위 변이에 대한 정확한 원인 규명은 어려우나 균주 내 같은 부위

의 변이를 갖는 집단이 계통학적으로 유사성을 보일 수 있다는 

보고와 일치하는 결과를 나타냈다[18]. MLST를 이용한 유전자 

분석은 사용되는 유전자 수가 많아서 비용이 많이 드는 한계가 

있지만 환자 검체 분리원에 따라 유전적으로 다양한 균종들의 

변이를 확인하는 데는 유용할 것으로 생각되며, 항균제 내성과 

관련된 유전자의 변이 양상 및 계통학적 상관관계를 추정할 수 

있을 것으로 사료된다. 이와 같이 환자의 질병과 생체내의 환경

에 따라 연관된 C. albicans 유전자들의 변이 양상에 대한 자료

들의 지속적인 축적으로 새로운 유전자 표적의 항균제 개발 및 

감염병의 작용기전을 연구하기 위한 역학적 감시체계 구축에 

도움이 될 것으로 사료된다.

요  약

본 연구에서는 국내 대전 소재 3차 병원 임상에서 분리된 

Candida albicans 40 균주를 대상으로 균주 분리원에 따라 7종

류의 housekeeping gene에 대한 염기서열 변이를 확인하고 

MLST 분석을 통해 균주간의 계통학적 연관성에 대한 연구를 수

행하여 다음과 같은 결과를 얻었다. Phylogenetic tree 분석 결

과 sub-cluster 1로 central line blood (2), others (5), sputum 

(4), urine (7)을 포함해 총 18개가 분류되었으며, sub-cluster 

2로는 central line blood (1), others (5), peripheral blood 

(6), sputum (1), urine (1)을 포함해 총 14개가 분류되어 동일 

채취 부위에서 분리된 균주는 유전학적으로 유사성을 가지고 

있을 가능성이 있음을 확인하였다. 앞으로 분리지역과 상병 등

에 따른 C. albicans 유전자들의 변이 추세에 대한 자료의 축적

과 임상 검체에 따른 계통학적 관계를 추정하여 감염병 연구 및 

역학적 감시체계 구축에 도움이 될 것으로 생각된다.
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