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Digital polymerase chain reaction을 이용한 바지락 

기생충 Perkinsus olseni의 진단과 정량 가능성
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quantification of the protozoan parasite Perkinsus olseni in the 

Manila clam Ruditapes philippinarum
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ABSTRACT

The purpose of this study was to test the potential of digital PCR (dPCR) for diagnosing Perkinsus olseni. dPCR is 
currently one of the most effective molecular diagnosis techniques, as it is capable of quantifying the target 
sequence without a standard. Here, a primer pair and a probe were developed in the non-transcribed spacer 
region for diagnosis of P. olseni. In the sensitivity and specificity test, dPCR was able to detect as little as one P. 
olseni trophozoite, and could discriminate P. olseni from P. marinus. The number of P. olseni cells measured by 
dPCR was very similar to that determined by conventional cell counting. In conclusion, this study confirms that P. 
olseni can be quantified using dPCR. Additional validation is needed to access the efficiency of the technique in 
host tissues or environmental samples.
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서  론

Digital PCR (dPCR) 은 현재까지 알려진 기술 중 가장 효

과적인 분자진단기술 중 하나이다 (Huggett et al., 2015). 한 

개의 시료 중 숫자 미상의 핵산에 프라이머가 부착하여 역시 

숫자 미상으로 증폭된 핵산을 전기영동을 통해 정성적으로 진

단하는 기존의 “아날로그” PCR 방식에 비해 이 기법은 1개 시

료의 DNA 추출물을 1만개 이상의 partition에 분배하고 그 

안에 DNA 가닥이 최소한 1개씩 위치하도록 조성한 다음, 

primer와 probe를 이용하여 각 partition에 대해 양성과 음

성을 가려냄으로써 결과적으로 1개의 시료 중 양성 핵산에 대

한 copy 수를 정량하므로 이를 “디지털 PCR”이라한다 

(Vogelstein and Kinzier, 1999; Huggett et al., 2014). 

dPCR 수행 시 각 partition의 양성반응과 음성반응의 결과

는 프아송분포 (Poisson distribution) 를 통해 target DNA

의 copy 수를 결정하기 때문에 기존의 정량 PCR과는 달리 표

준곡선 없이 절대정량이 가능하다 (Huggett et al., 2014; Li 

et al., 2018). 또한 수많은 partition으로 쪼개어 PCR 반응

을 진행하기 때문에 기존의 qPCR보다 높은 민감도와 정확도

를 보여주며, PCR 효율에 따른 영향을 받지 않아 항상 일정한 

결과를 얻을 수 있다. 최근에는 단일 target 뿐만 아니라 다수

의 target에 대해 1회 반응으로 진단할 수 있는 기술이 개발됨

으로써 병원체 잔단의 획기적인 기술로 평가받고 있다 (Whale 

et al., 2016; Zonta et al., 2016). dPCR은 시료를 

partition에 분배하는 방법에 따라 droplet과 chip 방식 두 가

지가 있으며 최근에는 이 두 가지의 장점을 이용한 Clarity™ 

dPCR이 개발되어 이용되고 있다 (Low et al., 2016; Kahyo 

et al., 2017).

단세포성 기생충인 Perkinsus olseni는 호주와 유럽에서 패
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류의 폐사를 유발하는 것으로 알려져 있는 국제동물보건기구 

(World Organisation for Animal Health, OIE) 의 지정 

병원체이다 (Villalba et al., 2004). 아시아에서는 처음으로 

Choi and Park (1997) 이 우리나라 서·남해안에 분포하는 바

지락에서 그 존재를 보고하였으며, 우리나라 동해안을 제외한 

대부분의 해역에 서식하는 바지락에서 병리적 위해성을 가진 

병원체로 알려져 있다 (Park and Choi, 2001). P. olseni의 

진단 방법은 병리조직학적 방법, Ray's fluid thioglycollate 

medium (RFTM) 방법, 항원-항체 반응을 이용한 방법, PCR 

방법 등이 있다 (Powell et al., 1993; Fisher and Oliver, 

1996; Montes et al., 2002; Moss et al., 2006; Moss, 

2007; OIE, 2019). 이들 방법 중 RFTM-2M NaOH 방법과 

real-time PCR은 P. olseni를 정량할 수 있는 방법으로 널리 

이용되고 있다.

RFTM-2M NaOH법은 분석 시 시료를 FTM에 2주가량 

배양하여 휴면포자를 발생시키고 NaOH로 숙주 조직을 용해

시킨 다음 포자를 계수하는 방식으로 수주의 시간이 소요된다

는 점과 real-time PCR은 정량 시 표준곡선을 제작하기 위한 

표준 세포의 확보가 필요하다는 단점이 있다. 따라서 본 실험

은 Clarity™ dPCR법을 이용하여 신속하고 용이한 P. olseni

의 정량이 가능한지 확인하기 위하여 실시되었다. 

재료 및 방법

1. P. olseni 진단 민감도 및 특이성

dPCR을 이용한 P. olseni 진단 시 이 기법의 민감도와 특

이성을 확인하기 위하여 실험실에서 보유중인 P. olseni와 미

국 ATCC에서 분양받은 P. marinus (#50510) 영양체를 각

각 배양 후 현미경하에서 10,000 개체를 계수하고 이를 10 배

씩 희석하여 최종 10,000, 1,000, 100, 10, 1 개의 세포를 확

보하였다. 각 농도별 3개의 반복구로부터 AccuPrepⓇ 

Genomic DNA extraction kit (K3032, Bioneer, Korea) 

를 이용하여 DNA를 추출하였다. 실험에 이용한 primer는 P. 

olseni non-transcribed spacer region (NTS) 의 종특이적

인 서열에서 개발된 Perkinsus o-NTS (F: 5’CGC TTC 

GTG CGA TAT TTA GTG A 3’, R: 5’GCT TGC GAG 

CTT CTG TGT A 3’)를, probe는 FAM-TCA TCA GAG 

CAC GCT ACG ACT TCA-BHQ-1을 이용하였다. PCR 

reaction mixture는 3 μL의 template DNA, 7.5 μL의 2 

X qPCRBIO Probe Mix No-ROX, 0.75 μL의 20 X 

JNmedsys solution, 0.8 μL의 10 pmol primer set와 0.5 

μL의 10 pmol probe 및 2.45 μL의 멸균증류수를 혼합하여 

최종 15 μL를 제조하였다. 이 혼합액을 auto loader를 통해 

chip tube (Clarity™ Tube-strip 12007, JNmedsys, 

Singapore) 에 분주하고 Clarity™ Sealing Enhancer 

(11003, JNmedsys, Singapore) 를 이용하여 밀봉하였다. 

PCR 조건은 95℃에서 5 분간 ploymerase activation을 하

였으며, 95℃에서 50 초간 denaturation과 56℃에서 90 초

간 annealing 및 extension을 40 회 진행하고, 70℃에서 5 

분 동안 signal enhancement 과정을 실시하였다. 이 후 형광

량은 ClarityTM Reader (11004, JNmedsys, Singapore)를 

통해 확인 하였고, ClarityTM Software (ver. 2.0) 에서 

Possion 분포식을 이용해 DNA copy수를 결정한 다음 최종

적으로 P. olseni copy 수/ DNA (μL) 로 나타냈다.

2. dPCR을 이용한 바지락 아가미내 P. olseni 정량 

전라북도 군산시 수산물 시장에서 구입한 바지락을 군산대

학교 어패류기생충학연구실로 옮겨 이들 중 무작위로 10개체

를 선택하여 각각의 아가미를 적출하고 무게를 측정한 다음 면

도칼을 이용하여 분쇄하고 중량을 측정하였다. 이후 dPCR을 

수행하여 P. olseni를 정량하였다. 

결과 및 고찰

dPCR을 이용하여 P. olseni 진단과 정량이 가능한지 확인

하기 위한 기초 단계로서 진단기술의 특이성과 민감도를 조사

하였다. 그 결과 본 연구에서 사용된 P. olseni 진단용 프라이

머와 마커는 시료의 농도와 상관없이 P. marinus에 대한 위

양성 (false positive) 을 나타내지 않음으로써 진단기술의 특

이성이 인정되었으며, P. olseni에 대하여는 1개 세포까지 진

단할 수 있는 민감도를 확인하였다 (Table 1). 또한 1, 10, 

100, 1,000, 10,000 개로 계수된 P. olseni를 본 기술을 이용

하여 정량한 결과 현미경을 이용해 계수된 결과와 유사한 결과

를 얻음으로써 정량의 재현성과 정확성이 높음을 확인하였다. 한

편, 바지락 아가미에 기생하는 P. olseni에 대한 정량 결과 모든 

바지락이 P. olseni에 감염되어 있었으며, 각 시료 당 

134-2,177 copies/μL DNA의 충체가 확인되었다. 이는 아가미 

1 gram 당 17,533-293,218 copies로 환산되었다 (Table 2).  

병원체에 대한 신속한 검출과 신뢰성 있는 진단 및 실시간 

모니터링은 효과적인 질병치료 전략을 수립하는데 있어 매우 

중요한 과제이다 (Simoska and Stevenson, 2019). 수산양

식에 있어서도 신속한 병원체 진단은 효과적인 질병 관리를 위

해서는 필수적인 요소로써 임상적 증상이 나타나거나 아임상

적 상태 (sub-clinical) 에서 질병 감염의 확인이나 수계에 존

재하는 병원체의 조기진단은 성공적인 양식을 위해 중요하다 

(Adams, 2019). 그런 의미에서 dPCR은 현재 P. olseni 진단

에서 사용되고 있는 RFTM-2M NaOH 법이나 real-time 

PCR의 단점을 해소하는데 중요한 역할을 담당할 수 있을 것



Korean J. Malacol. 35(4): 297-301 2019

- 299 -

으로 기대된다.

그러나 본 연구는 dPCR을 이용한 진단과 정량의 가능성을 

보여주고 있을 뿐 기존 P. olseni의 정량 방법인 RFTM이나 2

세대 qPCR를 이용한 정량 결과와의 비교를 통한 검증이 이루

어지지 않았기 때문 향후 이를 보완한 실험이 필요할 것으로 

판단된다. 특히 RFTM 법은 조사대상의 전체 육질부나 아가

미 등 특정부위에 포함된 병원체를 정량할 수 있으며 이는 병

원체의 절대량을 정량하는데 매우 유용한 방법이다. 그러나 

DNA 기반 분석의 경우 수십 mg의 조직만 필요하기 때문에 

P. olseni의 체내 분포가 일정하지 않은 점을 감안하면 조직의 

균질화 등의 사전 작업을 통한 감염도의 대표성을 확보하기 위

한 검증 작업이 필요할 것으로 판단된다. 또한 Perkinsus spp.

는 빈사상태나 폐사한 개체내에서 영양체가 휴면포자로 전환될 

가능성이 있으며, 갯벌 등 해양환경에서도 휴면포자가 확인되

므로 (Park et al., 2010) 영양체가 아닌 휴면포자로부터의 

DNA 추출 효율에 대한 검증도 수행되어야 할 것으로 보인다. 

결론적으로 본 연구를 통하여 dPCR 기법을 이용한 P. 

olseni 진단을 위한 기술개발 가능성을 확인하였으며 이를 확

증하고 적용하기 위해서는 기존 기술과의 비교검토를 통한 검

증 작업이 필요할 것으로 판단된다.
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