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Nested PCR-RFLP 및 DNA Sequencing을 이용한 환경시료에서의 크립토스포리디움 동정
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Abstract
In order to identify various Cryptosporidium species in environment, nested PCR-RFLP and DNA sequencing method were 
used. The sensitivity of nested PCR-RFLP based on 18s rRNA gene was shown to 1 oocyst. Therefore, we applied nested 
PCR-RFLP method to environmental samples. As a result, only 4 samples out of 8 samples confirmed as Cryptosporidium 
parvum by standard method of Cryptosporidium were identified as Cryptosporidium parvum by nested PCR-RFLP and DNA 
sequencing method. The rest of 4 samples among 8 samples were identified as Cryptosporidium muris, Cryptosporidium 
bailey. Therefore, in addition to standard method of Cryptosporidium, supplementary verification through nested PCR-RFLP 
and DNA sequencing should be needed to give more accurate information about risk of Cryptosporidium.
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1. 서 론1)

크립토스포리디움은 사람이나 동물에게 장염을 일으키는 

수인성 병원성 기생충으로(Carey et al., 2004), 현재까지 알

려진 종류로는 18종류가 있다(Xiao and Fayer, 2008).
그 중 사람에게 감염성을 나타내는 종은 C. parvum, C. 

hominis 등이며, 최근에는 칠면조(turkey)를 감염시키는 것

으로 알려져 있던 C. meleagridis 또한 사람의 분변에서 발

견됨(Gatei et al., 2003; Guyot et al., 2001; Pedraza-Diaz 
et al., 2000; Xiao et al., 2001)에 따라 실제로 사람에게 감

염성이 있는지 아니면 단순히 섭취에 따른 배설로 인한 검

출인지 여부가 의문으로 남아있는 상태이다(Xiao and Fayer, 
2008).
크립토스포리디움은 염소내성이 매우 강하여 일반적인 

정수처리과정 중의 염소소독으로는 제어되지 않아 미국, 일
본 등 선진국에서 크립토스포리디움에 의한 대형 오염사고

가 자주 발생하고 있다(金子光美, 1998; Mackenzie et al., 
1994).
국내에서도 병원성 미생물에 대한 관심이 높아져 2004년

부터 처리용량이 5만톤/일 이상의 대형 정수장 상수원수를 

대상으로 크립토스포리디움에 대한 분포실태조사를 실시하
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고 있는데, 이 때의 분석방법은 면역형광염색법으로 크립토

스포리디움을 형광염색한 후, Differential interference con-
trast (DIC)를 이용, 세포의 내부구조를 확인한다. 그러나, 
현미경에 의한 형태적 육안관찰로는 크립토스포리디움의 

정확한 종의 종류를 확인하기는 매우 어려워, 사람에게 감

염성을 나타내지 않는 크립토스포리디움의 종을 C. parvum
으로 판정하여 잘못된 위해성의 정보를 줄 가능성이 있다. 
또한, 국내 하천에 존재하는 크립토스포리디움의 종류에 대

해서도 알려진 정보가 거의 없는 실정이다. 
따라서, 본 연구에서는 nested PCR-RFLP 및 DNA sequ-

encing을 이용하여 국내 하천에 존재하는 크립토스포리움

의 종류를 확인하고자 하였으며, 아울러 이들 방법을 이용

한 종 동정의 가능성에 대해 알아보고자 하였다.

2. 연구방법

2.1. 시료채취

환경시료에 존재하는 크립토스포리디움의 종을 동정하기 

위하여 크립토스포리디움이 많이 오염된 지점을 찾아야 했

다. 따라서, 하수처리장 방류수 ①~④ 및 축산폐수처리장 

방류수 ⑤, 응집침전 후 지점 ⑥ 등 6개 지점, 비교적 오

염된 하천수 및 지천 ⑪~⑰ 등 11개 지점에서 시료를 채

취하였으며, 시료채취량은 각각 10 L씩 2개를 채취하였다. 
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Fig. 1. Sampling sites of this study.

Table 1. Nested PCR primer and condition used in this study
Primer Base sequence PCR condition

1st

Forward  5'-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3'
Initial denaturation : 95°C, 5 min
Denaturation : 94°C, 1 min
Annealing 60°C, 1 min
Extension 72°C, 1 min (30 cycles)
Final extension 72°C, 7 min

Backward  5'-CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3'

2nd

Forward 5'-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3'
Initial denaturation : 95°C, 5 min
Denaturation : 94°C, 1 min
Annealing 60°C, 30 sec
Extension 72°C, 50 sec (17 cycles)
Final extension 72°C, 7 min

Backward 5'-AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3'

그리고 ⑱ 시료는 크립토스포리디움으로 감염된 환자의 가

검물에서 채취하였다(Fig. 1).

2.2. 시료분석

각각의 시료 10 L를 원생동물 표준시험방법(환경부, 2004)
에 따라, 정량펌프를 사용하여 2 L/min의 유속으로 조절하

면서 캡슐필터에 여과, 농축한 후 anti-Cryptosporidium 자
기체를 이용, 면역자장분리하였다. 분리된 액을 웰슬라이드

에서 고정시킨 후, 크립토스포리디움 단일항체를 이용한 세

포벽 형광염색(Fluorescein isothiocyanate; FITC), 4',6-dia-
midino-2-phenylindole(DAPI)에 의한 핵염색, 그리고 DIC를 

이용하여 세포의 내부구조를 관찰하여 크립토스포리디움을 

정량하였다.
⑥ 시료는 부유물질의 농도가 너무 높아서 캡슐필터로 

여과하지 않고 150 mL를 원심분리관에 넣어 원심분리 후 

면역자장분리하고 형광염색하였으며, ⑱ 시료는 바로 웰슬

라이드에 고정 후 형광염색하여 정량하였으나, 개체수가 너

무 많아서 액체상태에서 형광염색 후 Haemocytometer를 

이용하여 정량하였다. 
시료는 각각 2개씩 준비하여 1개는 형광현미경으로 관찰, 

정량하는데 사용하였고, 다른 1개는 nested PCR에 사용하

였다.

2.3. nested PCR-RFLP

환경시료로부터 얻어진 시료를 튜브에 넣고 원심분리 후 

상층액을 버리고 25% chelex 100을 50 μL 넣은 후 액체질

소(-80°C)에서 1분, 100°C에서 1분간 5회 반복하여 세포를 

파괴시켰다. 56°C에서 30분간 반응시킨 후 15,000 rpm에서 

5분간 원심분리하였다. 상등액을 가지고 크립토스포리디움 

18s rRNA 유전자를 대상으로 nested PCR을 수행하였다. 1
차 PCR에서는 primer (0.4 μM), 1×PCR buffer, MgCl2 (5.5 
mM), dNTP (200 μM), Taq polymerase (7.5 U)를 반응시

켰으며, 2차 PCR에서는 primer (0.8 μM), 1×PCR buffer, 
MgCl2 (5.5 mM), dNTP (200 μM), Taq polymerase (2.5 
U)를 반응시켰다. 이 때 사용된 primer의 염기서열 및 PCR 
조건은 Table 1과 같다.
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Table 2. Number of Cryptosporidium detected in environment samples
Sample Number of Cryptosporidium (/10 L)

① Effluent of sewage treatment plant in Yongin 2
② Effluent of sewage treatment plant in Yongin 0
③ Effluent of sewage treatment plant in Goksung 0
④ Effluent of sewage treatment plant in Incheon 0
⑤ Effluent of animal wastewater treatment plant 0
⑥ Intermediate stage of animal wastewater treatment plant 506/150 mL
⑦ Jungrang stream 1
⑧ Wangsuk stream 0
⑨ Small stream in Yangpyung 19
⑩ Small stream in Yangpyung 0
⑪ Downstream of Kyungan 2
⑫ Upstream of Kyungan 0
⑬ Downstream of Myochun 6
⑭ Upstream of Myochun 0
⑮ Mukhyun stream 3
⑯ Tan stream 0
⑰ Anyang stream 0
⑱ Sample from patient infected Cryptosporidium 2.56×107/10 mL

RFLP 반응을 위한 조성은 2차 PCR 산물 20 μL, 10× 
buffer 5 μL, BSA(10 mg/mL) 0.5 μL, 초순수 22.5 μL를 

넣고, 마지막에 제한효소로 10 U/μL의 SspⅠ(Promega) 또
는 VspⅠ(Promega) 2 μL를 넣고 37°C, 4시간 반응시켰다. 
밴드의 확인을 위하여 0.5 μg/mL가 포함된 2% agarose gel 
전기영동하였다. 

2.4. DNA sequencing

위에서 얻어진 2차 PCR산물 20 μL를 취하여 DNA sequ-
encing을 의뢰하여 분석하였다.

3. 결과 및 고찰

자연환경에서 크립토스포리디움을 검출하기 위하여 비교

적 크립토스포리디움이 많이 검출되어질 것으로 예상되는 

지점을 선택하여 조사하였다(Table 2). 
그 결과 환경시료 중 하수처리장 방류수 1개 지점에서 

10 L 중 2개체가 검출되었으나, 대부분의 하수처리장 및 

축산폐수처리장의 방류수에서는 크립토스포리디움 난포낭

이 검출되지 않아서, 축산폐수처리장의 처리중간단계인 응

집침전 후 지점에서 시료를 채취하여 분석하였다. 응집침전 

후 지점은 부유물질이 너무 많아서 10 L를 캡슐필터에 여

과하지 않고 150 mL를 원심분리 농축하여 형광염색 후 형

광현미경으로 관찰한 결과, 506개의 크립토스포리디움 난

포낭이 발견되었으나, 대부분 완전한 형태의 세포가 아닌 

빈 껍질(ghost) 상태의 세포였으며, 또한 세포벽이 심하게 

파괴된 형태로 존재하여 정확하게 크립토스포리디움으로 

판정하기 어려웠으나, 난포낭의 크기와 세포벽 주위가 형광

염색되어 있었던 점 등 여러 가지를 고려하여 크립토스포

리디움으로 판정하였다. 
하천수에서는 중랑천에서 1개체/10 L, 양평에 있는 소 축

사 옆의 실개천에서 19개체/10 L, 경안천 하류에서 2개체

/10 L, 묘천천 하류에서 6개체/10 L, 묵현천에서 3개체/10 
L의 난포낭이 검출되었다. 
크립토스포리디움에 감염된 환자로부터 추출된 시료에서

는 2.56×107 개체/10 mL를 나타내었다.
환경시료에서 검출된 크립토스포리디움의 종을 확인하기 

위하여 nested PCR-RFLP 분석을 실시하였다.
먼저, 크립토스포리디움은 환경시료에 적은 개체수로 존

재하기 때문에 nested PCR-RFLP분석이 가능한지 여부를 조

사하기 위하여 nested PCR의 민감도를 조사하였다(Fig. 2).
Cryptosporidium parvum (waterborne 제품)을 Haemocyto-

meter를 이용하여 세포수를 정량한 다음, 세포수가 1×104, 
1×103, 1×102, 1×10, 1개가 되도록 단계별 희석하였다. 희
석된 시료를 크립토스포리디움의 18s rRNA 유전자에 대해 

nested PCR을 수행한 결과, 1개의 세포에서도 nested PCR
의 2nd PCR 결과가 양성으로 나왔으며(lane 8~12), 생성된 

2nd PCR 산물을 가지고 제한효소인 VspⅠ을 처리한 결과, 
2개의 특정한 밴드가 확인되었으며(lane 14) , SspⅠ를 처

리한 결과 3개의 특정한 밴드가 확인되어(lane 15), 크립토

스포리디움이 1개체로 존재하는 환경시료에 대해서도 nested 
PCR-RFLP로 종 동정이 가능함을 확인할 수 있었다.

Cryptosporidium에 대해 PCR-RFLP로 종 동정한 초기의 

연구결과를 보면, Webster 등(1993) 및 Awad-El-Kariem 등
(1994)이 시도하였으나, 이들의 연구결과는 Cryptosporidium 
parvum을 C. muris와 C. baileyi로부터 종구분은 가능하였

으나, C. muris와 C. baileyi간에는 서로 종구분을 할 수 없

었으며, Xigang 등(1996)이 본 연구와 동일한 유전자인 18s 
rRNA 유전자를 대상으로 제한효소 DraⅠ과 VspⅠ을 사용

하여 PCR-RFLP 분석으로 Cryptosporidium parvum, C. 
muris 및 C. baileyi를 종 동정하는데 성공하였다. 그러나, 
이 결과는 환경시료를 대상으로 한 것이 아니고, 다량의 
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표준균주를 대상으로 한 연구결과로 몇 개의 난포낭까지 

분석가능한지에 대해서는 밝히지 못하였다. 
이후, Paul and Christopher(2001)이 정수장 여과수에 크

립토스포리디움 난포낭을 접종한 후 nested PCR을 이용하

여 민감도를 측정한 결과 8개의 난포낭까지 검출이 가능하

였으며, 1개의 난포낭에서도 5회 반복 실험에서 2회가 검

출 가능하였다고 보고하였다. 또한, Kato 등(2003)도 분원

성 시료에 크리토스포리디움 난포낭을 접종한 후 세포벽 

단백질 유전자(Cryptosporidium oocyst wall protein gene)를 

대상으로 한 nested PCR을 실험한 결과 1개의 난포낭에서 

4회 반복 실험 중 3회가 검출이 가능하다고 하였다. 
본 연구결과에서도 한 개의 난포낭에서 양성으로 나타나 

민감도가 매우 높은 것으로 나타났는데, 연구방법에서 Paul 
and Christopher(2001)과 Kato 등(2003)과의 차이점은 이들

이 난포낭을 환경시료(정수장 여과수 및 분원성 시료)에 크

립토스포리디움을 계수하여 접종한 반면에, 본 연구에서는 

haemocytometer를 이용하여 크립토스포리디움 원액을 10회 

계수한 후 평균을 낸 다음 희석하여 정량 계수하였고, 또
한 희석시 매질은 환경시료가 아니라 초순수(reagent grade 
water)로 희석하였으므로 실제 환경시료에서의 민감도는 이

보다 다소 낮거나, Paul and Christopher(2001)과 Kato 등
(2003)의 결과와 유사한 민감도를 나타낼 것으로 추측된다.
따라서, 한 개의 난포낭까지 검출하여야 하는 정수장의 

정수 및 여과수 등의 모니터링에 적용하기에는 다소 무리

가 있지만, 비교적 오염도가 높은 원수 및 오염원의 모니

터링에 적용하기에는 nested PCR 분석이 가능할 것으로 판

단된다.
그러므로, 환경시료를 대상으로 nested PCR-RFLP를 수행

한 후 밴드 패턴을 확인하였다(Fig. 3). 그 결과 크립토스포

리디움 표준분석방법으로 양성시료로 판정된 ①,⑥,⑦,⑨,
⑪,⑬,⑮,⑱ 등 8개 시료 중 ①,⑪,⑮,⑱ 등 4개 시료는 사

람에게 감염성을 나타내는 Cryptosporidium parvum인 것으

Fig. 2. Sensitivity of nested PCR and PCR-RFLP band 
pattern of Cryptosporidium (1, 7 : DNA marker, 2, 
8 : 1×100, 3, 9 : 1×101, 4, 10 : 1×102, 5, 11 : 1×103, 
6, 12 : 1×104, 2~6 : first PCR product, 8~12 : 
second PCR product, 13 : SspⅠ DNA marker, 14 
: VspⅠ treatment product, 15 : SspⅠ treatment 
product, 16 : pUC19 HpaⅢ DNA marker).

Fig. 3. 2nd PCR products (a) of nested PCR for 18s rRNA 
of Cryptosporidium in environmental samples and 
PCR-RFLP band pattern after SspⅠtreatment (b) 
and after VspⅠtreatment (c). (M : DNA marker, P 
: Cryptosporidium parvum as positive control, 1~18 
: samples)

로 확인되었으며, 이 중 ⑪ 시료는 전형적인 Cryptosporidium 
parvum 밴드 이외 또 다른 밴드가 나타나 Cryptosporidium 
parvum 이외 다른 종도 혼재되어있는 것으로 추측되었다.
그러나, Cryptosporidium parvum 이외 비교할 만한 다른 

크립토스포리디움 종의 표준균주가 없으므로 정확한 동정을 

위해서 2차 PCR 산물을 가지고 DNA Sequencing을 의뢰하

여 동정하였다. 종 동정 결과는 Table 3과 같이 나타났다.
PCR-RFLP에서 Cryptosporidium parvum인 것으로 확인

된 ①,⑪,⑮ 및 ⑱ 시료는 DNA sequencing 결과에서도 동

일하게 나타났다. 그러나, 나머지 ⑦,⑨,⑬ 3개 시료는 원

생동물 표준시험방법에 의해 각각 1 개체/10 L, 19 개체/10 
L, 6 개체/10 L로 나타났으나 DNA sequencing 결과 각각 

Cryptosporidium muris, Cryptosporidium bailey, Cryptospo-
ridium muris 등인 것으로 확인되었으며, 원생동물 표준시

험방법으로 많은 개체수를 나타내었던 ⑥ 시료는 DNA 
sequencing 결과에서도 완전히 동정되지 않았으나, 다른 

lane에서 검출된 Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium 
baileyi, Cryptosporidium muris와는 또 다른 밴드 패턴을 

나타내는 것으로 보아 이와는 다른 종일 가능성이 큰 것으

로 판단되었다.
하천수, 하수 등 물 환경시료에 존재하는 크립토스포리디

움의 종에 대한 선행 연구결과를 보면, Atsushi 등(2006)이 

하수(sewage)에서 semi-nested PCR 및 direct sequencing을
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Table 3. Identification of Cryptosporidium in environmental 
samples using DNA Sequencing

Sample Species
1 Cryptosporidium parvum (human genotype)
2 -
3 -
4 Cryptosporidium muris (calf genotype)
5 -
6 Cryptosporidium sp.
7 Cryptosporidium muris (calf genotype)
8 -
9 Cryptosporidium baileyi (chicken genotype)

10 -
11 Cryptosporidium parvum, meleagridis
12 -
13 Cryptosporidium muris (calf genotype)
14 -
15 Cryptosporidium parvum
16 Cryptosporidium muris (calf genotype)
17 Cryptosporidium baileyi (chicken genotype)
18 Cryptosporidium parvum

이용하여 크립토스포리디움을 종 동정한 결과, C. parvum 
genotype 1, C. parvum genotype 2, C. meleagridis 등이 주

요 종으로 동정됨을 보고하였으며, 국내에서는 조은주 등

(2006)이 PCR-RFLP를 이용하여 하천수에서 C. parvum과 

C. hominis를 종 동정하였음을 보고한 것이 대표적으로 물 

환경시료에 존재하는 크립토스포리디움의 종에 대한 연구결

과는 많지 않다. 왜냐하면 하천 등 상수원수에 존재하는 크

립토스포리디움은 정수처리과정 중 제대로 제어되지 않으면 

사람에게 위해성을 나타내게 되므로 반드시 안전한 정도로 

제어가 될 필요가 있는데, 적절한 정수처리 능력을 갖추기 

위해서는 원수에서 크립토스포리디움의 종류보다는 정량이 

무엇보다 더 중요하지만 PCR방법은 정량이 불가능하며, 사
람의 위해성에 아무런 영향을 미치지 않는 DNA 조각까지

도 양성으로 나타나는 분석방법상의 한계 때문이다.
본 연구결과, 환경시료 중의 크립토스포리디움은 형태적

으로는 비슷하지만 여러 가지 종이 있음이 밝혀졌다. 따라

서, 현재의 크립토스포리디움 표준분석방법인 형광염색 후 

형광현미경으로 육안관찰할 경우, 잘못된 판정을 할 수 있

으며 사람에게 아무런 위해를 주지 않는 종을 Cryptospori-
dium parvum으로 판정하여 위해성을 과대평가할 가능성이 

있다. 이러한 판정의 오류는 이들 데이터를 기본으로 수립

되는 정수처리기준 마련시 잘못된 정보를 줄 수 있으므로 

크립토스포리디움 위해성에 대한 더 정확한 판정을 위하여 

표준분석방법에서 양성으로 판정된 시료는 nested PCR- 
RFLP 및 DNA sequencing 방법을 수행하는 것이 필요하다.

4. 결 론

nested PCR-RFLP 및 DNA sequencing을 이용하여 국내 

하천에 존재하는 크립토스포리디움 종을 동정할 수 있는 

가능성을 모색하고자 하였으며, 이 방법을 이용하여 실제 

하천에 존재하는 크립토스포리디움의 종을 동정하였다.
18s rRNA 유전자에 대해 표준균주를 대상으로 nested 

PCR-RFLP를 분석한 결과, 1개체의 난포낭까지 검출가능하

였으며, 따라서 이 방법을 환경시료에 적용하였다. 
하수 및 축산폐수 방류수 5개 지점, 축산폐수 응집침전 

후 1개 지점, 하천수 및 오염지천 등 11개 지점, 환자의 가

검물 1개 시료 등을 대상으로 원생동물 표준시험방법에 의

해 정량한 결과, 8개 지점에서 양성으로 나타났으며, 환경

시료에서 검출된 크립토스포리디움의 종을 확인하기 위하

여 nested PCR-RFLP 및 DNA sequencing 방법을 이용하여 

종을 동정하였다. 종 동정 결과, 현재의 크립토스포리디움 

표준분석방법으로 양성시료로 판정된 8개의 시료 중 4개 

시료에서 사람에게 감염성을 나타내는 Cryptosporidium 
parvum인 것으로 확인되었으며, 나머지 4개 시료는 Crypto-
sporidium muris, Cryptosporidium bailey 등인 것으로 확인

되었다.
따라서, 크립토스포리디움의 18s rRNA 유전자에 대한 

nested PCR 방법은 민감도가 우수하여 원수 및 오염원 등

의 환경시료에 소량 존재하는 크립토스포리디움의 검출에 

적용가능하며, 현재의 원생동물 표준시험방법인 형광염색후 

육안관찰로는 잘못된 위해성에 대한 정보를 줄 수 있음이 

확인되었으므로 크립토스포리디움에 대한 더 정확한 위해

성 정보를 주기 위해서는 표준분석방법에서 양성으로 판정

된 시료에 대해서는 nested PCR-RFLP 및 DNA sequencing 
방법을 수행하는 것이 필요하다. 
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