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ABSTRACT - Although many PCR-based assays have been developed, the majority of rapid detection of Toxo-

plasma gondii in animal and their meat product has been dependent on immunogenic assays. Thus, there is still a need

for more reliable PCR based detection method for T. gondii in retail meats. Recently, a 529-bp repeat element that

exists in 200-300 copies per genome of T. gondii genome had been spotlighted for its usefulness as potential detection

targers. In this study, the 529-bp repeat element was selected for real-time PCR to detect three types of T. gondii (type

I, II and III). A primer pair targeting 82-bp of the 529-bp element detected all three types of T. gondii and showed high

level of specificity against 14 different food-borne pathogens as well as 3 protozoan parasites such as Giardia lamblia,

Cryptosporidium parvum and Entamoeba histolytica. Application of the new real-time PCR assay in meat samples

showed improved detection sensitivity compared to the B1-gene targeted method suggesting potential new target for

Toxoplasma gondii screening in retail meats.
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톡소포자충(Toxoplasma gondii)은 인수공통전염병인 톡

소포자충증(Toxoplasmosis)의 원인이며, 핵이 있는 모든 세

포에 침범할 수 있는 원충으로서 전 세계적으로 널리 퍼

져있다. 들쥐와 사람을 포함한 대부분의 포유동물의 중간

숙주가 되며1,28), 고양이과 동물인 고양이, 호랑이와 표범

등이 톡소포자충의 유일한 종숙주로서 톡사포자충증의 전

파에 중요한 역할을 한다. 사람에게 감염되었을 때는 유

산까지 일으키고 때로는 중추신경계까지 영향을 줄 수 있

다21,28,32). 톡소포자충은 형태학적으로 다른 3가지 감염단

계(infection stag)를 가지게 되는데, 감염 급성기에 빠르게

분열하는 단계인 tachyzoite, 만성감염 시 동물 조직에서

cyst를 형성하고 휴면기(dormant) 상태인 bradyzoite, 그리고

oocysts로서 고양이 배설물에서 발견되는 sporozoites 형태

로 생활사를 이룬다3).

톡소포자충은 tachyzoite 표면 단백질에 따라 3가지 형

태로 분류할 수 있다. 국내에서 가장 많이 보고된 RH strain

과 한국에서 처음 보고된 KI-1 strain이 포함된 제 1형은

독력(virulence)이 가장 높으며, 제 2형에는 ME49, PTG,

Beverly strain 등이, 제 3형에는 VEG와 CTG strain 등이

포함되며 이 두 가지 형태는 독력이 약하거나 없다고 알

려져 있다9,12).

인체감염의 경로는 Toxoplasma cycsts를 포함하는 가축

의 근육이 제대로 조리되지 않은 채 섭취되는 경우8), 배

설물에 오염된 손으로 요리한 음식재료에서의 oocyst 섭

취7,23,34) 장기이식 및 수혈, 임산부에 의한 태아전파(trans-

placental transmission) 및 tachyzoites의 감염 등이 있다7,10).

톡소포자충은 숙주 내에 감염 후 숙주의 면역반응을 회피

하고자 근육이나 뇌에 침입해서 tissue cyst를 형성하여 장

기간 숙주 내에 기생한다. 이 기간 동안 숙주를 공격하지

않고 머물고 있다가 숙주의 면역력이 떨어질 때 tissue

cyst를 터트리고 나와서 숙주를 공격해 사망에 이르게도

한다13,22,26).

톡소포자충의 감염현황은 국가 및 지역에 따라 5~85%

의 다양한 범위의 유병율을 나타내고 있다. 유럽, 미국, 한

국 인구의 각각 38% (2004), 10.8% (2004) 및 4% (1990)
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라는 높은 감염률이 보고되었다33). 주로 고양이를 사육하

는 곳, 위생상태가 불량한 곳, 기후가 고온다습한 곳일수록

톡소포자충의 유병이 높다고 알려져 있다8,24). 

본 연구에서는 비교적 새로운 유전자인 529-bp repeat

region을 이용하여 식육 내 원충 감염을 확인할 수 있는

실시간 유전자 검출법을 개발하여 식품에 적용할 수 있는

방법을 개발하여 국내 유통 중인 식육에서 인수공통감염

원충의 하나인 톡소포자충의 감염 여부를 확인하고자 한다.

Materials and Methods

사용균주

본연구에 사용된 톡소포자충은 Type 1 strain인 RH

(ATCC 50147)과 KI-1 (Korean isolate, KCDC), Type 2인

ME49 (ATCC 50611)과 PTG (ATCC 50941), Type 3인

STRL (ATCC 50955) 총 5종이 사용 되었고, 특이도 확인

시험에 사용한 균주는 식품에서 주로 분리되는 식중독 세

균 14종 및 원충 3종이 사용 되었다(Table 1).

DNA 추출 및 샘플 전처리

DNA 추출은 NucliSENS® easyMAG® (Biomerieux,

France) 장비를 이용하여 매뉴얼에 따라 진행 하였으며, 추

출한 DNA를 이용하여 conventional PCR 및 real-time PCR

실험에 사용 하였다. 식육샘플은 조직 25 g을 블랜더로 파

쇄한 후 1 g을 취하여 균주와 동일한 방법으로 DNA 추출

하였으며, 추출된 template DNA를 real-time PCR로 증폭

하여 결과를 확인하였다. 

T. gondii 검출용 프라이머 및 프로브 설계

T. gondii의 유전자 증폭을 위한 타겟 유전자 부위는 529

repeat region으로 선정하였고 NCBI (National Center for

Biotechnology Information) database에 등록된 시퀀스 정

보들을 수집하였으며(Table 2), 수집한 유전자염기서열의

alignment를 위해 Clustal W 소프트웨어(http://www.clustal.

org)를 사용하였다(Larkin et al., 2007). Table 2의 시퀀스

Table 2. Reference sequences of T. gondii 528-bp repeat region

Accession No. Description

AF146527 Toxoplasma gondii repeat region

EF195646
Toxoplasma gondii repeat region, partial 

sequence

FJ656209
Toxoplasma gondii strain RH repetitive DNA 

sequence

AF487550
Toxoplasma gondii strain RH repeat region, 

partial sequence

KC607824
Toxoplasmagondii microsatellite sequence; 

and hypothetical protein gene, complete cds

DQ779192
Toxoplasma gondii strain SH repetitive DNA 

sequence

EF648168 Toxoplasma gondii repetitive DNA sequence

DQ779189
Toxoplasma gondii strain PYS repetitive 

DNA sequence

DQ779196
Toxoplasma gondii strain ZS1 repetitive DNA 

sequence

DQ779191
Toxoplasmagondii strain RH repetitive DNA 

sequence

DQ779190
Toxoplasma gondii strain QHO repetitive 

DNA sequence

DQ779193
Toxoplasmagondii strain CN repetitive DNA 

sequence

DQ779188
Toxoplasma gondii strain NT repetitive DNA 

sequence

DQ779194
Toxoplasma gondii strain ZCS repetitive 

DNA sequence

DQ779187
Toxoplasma gondii strain GYS repetitive 

DNA sequence

EF648169 Toxoplasma gondii repetitive DNA sequence

DQ779195
Toxoplasma gondii strain ZS repetitive DNA 

sequence

KF872166 Toxoplasmagondii repetitive DNA sequence

Table 1. Bacteria and Protozoan parasites used for specificity test

Name Strain no.

Toxoplasma gondii Type 1(RH) ATCC 50174

Toxoplasma gondii Type 1(KI-1) Korean isolate

Toxoplasma gondii Type 2(ME49) ATCC 50611

Toxoplasma gondii Type 2(PTG) ATCC 50941

Toxoplasma gondii Type 3(STRL) ATCC 50955

Bacillus cereus ATCC 21366

Campylobacter coli ATCC 33559

Campylobacter jejuni ATCC 33250

Listeria monocytogenes ATCC 10145

Pseudomonas aeruginosa ATCC 11607

Salmonella enteritidis ATCC 13076

Staphylococcus aureus ATCC 13565

Yersinia enterocolitica KCCM 41657

Escherichia coli NCCP 11090

Salmonella enteritidis ATCC 13076

Salmonella typhimurium ATCC 13311

Shigella sonnei ATCC 9290

Shigella flexneri KCTC 2517

Shigellaboydii KCTC 22528

Cryptosporidium parvum Waterborne P102M

Giardia lamblia ATCC 30957

Entomoeba histolytica Korean isolate
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들을 alignment 하여 최소 mismatches를 가지는 부위에 프

라이머 및 TaqMan probe를 설계하였다. TaqMan probe는

Tm (Melting temperature) 값이 프라이머 보다 8~10oC 높

게 하였으며 probe의 5’ 말단에는 염기서열 중 구아니딘

(guanidine, G)이 오지 않게 하였다. 프로브 서열 5’ 말단

의 형광 물질(Reporter dye)은 6-FAM을 표지하였고, 3’ 말

단의 형광 제어 물질은 Black Hole Quencher 1 (BHQ-1)를

이용하였으며, 이를 바탕으로 forward primer (ATG AGC

TCG CCT GTG CTT G)와 reverse primer (TAA GCT

GGA GGA GCG GCA) 그리고 probe (FAM-AGC CAC

AGA AGG GAC AGA AGT CGA AGG-BHQ1)를 설계

하였다.

Real-time PCR을 이용한 검출한계 및 적정곡선 확인

설계된 프라이머 세트의 증폭이 잘 이루어지는지 확인

하기 위해 먼저 real-time PCR을 이용하여 설계된 프라이

머, 프로브의 검출한계(lower limit of detection) 및 적정곡

선을 확인하였다. 먼저 NCBI를 통해 확인한 유전자 증폭

부위를 pGEM-T Easy Vector (Promega, USA)를 이용하여

cloning한 뒤 plasmid를 제작하였고, 이로부터 얻은 plasmid

DNA를 106~100 copies/µl로 10배씩 단계적으로 희석 후 주

형 DNA로 사용하여 real-time PCR 진행 하였다. 반응액은

10 pmol/µl로 희석한 forward 및 reverse primer 각 1 µl,

4 pmol/µl로 희석한 TaqMan probe 1 µl, PowerAmpTM

Real-time PCR Master Mix (Kogenebiotech, Korea) 10 µl

혼합액에 nuclease-free water 2 µl, 단계적으로 희석한

plasmid DNA를 5 µl 첨가하여 최종 볼륨을 20 µl로 맞추

었다. Thermal cycle 조건은 95oC 10분을 반응시켜 Taq

polymerase를 활성화시킨 후 95oC 15초, 60oC 1분을 1

cycle로 하여 총 40 cycle을 수행하였다.이때 사용한 real-

time PCR 장비는 AB7500 Fast Real-time PCR system

(Life technologies, USA)이다. 

Conventional PCR을 이용한 증폭산물 확인

Real-time PCR로 증폭곡선 확인 후 conventional PCR을

추가로 진행 하였다. 이를 위한 conventional PCR 반응액

과 반응 조건은 real-time PCR과 동일하게 진행 하였으며,

이때 사용한 Thermocycler는 GeneAmp PCR system 9700

(Life technologies, USA)이다. PCR 수행 후 2% agarose

(Sigma Co., USA) gel을 이용하여 100 V 전압으로 30분

전기영동하고, PCR 증폭 산물을 확인하였다.

프라이머 세트와 프로브의 민감도 및 특이도 확인

톡소포자충의 타입별 검출한계를 확인하기 위해 Table

1에 나타낸 Type 1, 2, 3의 톡소포자충 genomic DNA를

추출하여 real-time PCR을 실시하였고, 반응액 조성과

thermal cycle 조건은 앞선 방법과 동일하게 진행하였다.

또한 검출한계를 다른 real-time PCR 증폭법과 비교하였

고, OIE terrestrial Manual (2008)에서 발표된 B1 gene을

타겟으로 하는 forward primer (TCC CCT CTG CTG

GCG AAA AGT)와 reverse primer (AGC GTT CGT GGT

CAA CTA TCG ATT G) 그리고 probe (FAM-TCT GTG

CAA CTT TGG TGT ATT CGC AG-TAMRA)를 사용하

여 민감도를 비교 하였으며, 실험 조건은 앞선 방법과 동

일하였다20). 특이도 확인은 식중독을 유발하는 세균 14종

에서 순수 배양하여 얻은 DNA와 톡소포자충 이 외의 원

충 3종의 DNA (Table 1)를 50 ng을 반응액에 첨가하여

real-time PCR 반응을 수행하였으며, 반응액 조성과 thermal

cycle 조건은 앞선 방법과 동일하게 진행 하였다.

식육검체에 적용한 Real-time PCR 증폭곡선 확인

설계된 프라이머 세트와 TaqMan 프로브를 식육검체에

적용 했을 때 방해받는 요소 없이 유전자 증폭이 원활히

되는지 확인해 보기 위해 음성판정 받은 식육 검체로부터

얻은 DNA 샘플에 T. gondii type 1, type2, type3 DNA

(10 pg/µl)를 넣어 실시간 증폭곡선을 확인하였으며, 반응액

조성과 thermal cycle 조건은 앞선 방법과 동일하게 진행

하였다.

Result

Real-time PCR을 이용한 검출한계 및 적정곡선 확인

최적화된 real-time PCR 반응의 검출한계 확인을 위해

서 유전자 증폭 부위를 pGEM-T Easy Vector (Promega,

USA)를 이용하여 cloning한 뒤 plasmid를 제작하였고, 이

로부터 얻은 plasmid DNA를 106~100 copies/µl로 10배씩

단계적으로 희석하였다. 이를 반응액 당 5 µl 첨가하여 3

반복 테스트한 결과 10 copies까지 3회 모두 검출되었고

100 copies는 3반복 중 1회가 검출되었다(Table 3). 3회 모

두 양성의 검출을 보이는 10 copies까지 DNA의 copy 수

를 x 축, 이때의 Ct value를 y 축으로 한 표준곡선(standard

curve)를 작성하였을 때, 증폭효율이 98.4%로 계산되었으며

Table 3. Real-time qPCR targeted T. gondii 529 repeat gene

(cloned vector)

Copies Ct values Detected/run

106 18.52 / 18.56 / 18.49 3/3

105 21.84 / 21.92 / 21.88 3/3

104 24.85 / 25.12 / 25.08 3/3

103 28.62 / 28.69 / 28.64 3/3

102 32.24 / 32.26 / 32.28 3/3

101 35.12 / 35.14 / 35.17 3/3

100 38.45 / - / - 1/3
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이때 R2 값은 0.999로 나타나 DNA 희석배수의 직선성을

확인 할 수 있었다. 

Conventional PCR을 이용한 설계된 프라이머의 증폭산

물 확인

Conventional PCR 결과 Fig. 1과 같이 톡소포자충 type

1, type 2 및 type 3 DNA를 주형(template)로 사용하였을

때, 85 bp에서 뚜렷한 band가 생성되었음을 확인하였다.

톡소포자충의 529-bp repeat region의 경우 200~300 copy

의 반복 서열을 가지는 특성이 있기 때문에 일부의 비타

겟 유전자로 생각되어지는 밴드가 250~50 bp 부근에서 관

찰되었다.

프라이머 세트와 프로브의 민감도 및 특이도 확인

본 연구에서 개발한 프로브, 프라이머 세트와 기존에 사

용된 B1 gene을 타겟으로 하는 프라이머 세트와 타입별

검출한계를 비교한 결과, 타입 1(RH & KI-1)과 타입

3(STRL)에서는 같은 민감도를 보였으나, 타입 2 톡소포자

충(ME49 & PTG)에서는 더 낮은 검출한계를 보여 민감도

가 더 좋은것으로 확인되었다(Table 4).

또한 설계된 프라이머의 반응 특이도를 알아보기 위해

식품에서 주로 분리되는 식중독 세균 14종 및 원충 3종에

Table 4. Mean Ct values of triplicated real-time qPCR of T. gondii strains

RH (type 1)
KI-1

(type 1, Korean isolate)
ME49 (type 2) PTG (type 2) STRL (type 3)

Conc.

(ng/µl)
529 repeat B1 529 repeat B1 529 repeat B1 529 repeat B1 529 repeat B1

1 19.61 22.04 20.94 25.38 14.55 21.53 19.51 23.70 22.53 28.49

1.E-01 23.30 25.61 24.73 29.12 18.74 25.15 22.90 28.22 26.36 31.16

1.E-02 26.94 29.29 28.57 32.82 23.18 28.67 26.51 32.15 30.17 34.34

1.E-03 30.61 32.85 31.83 37.12 26.79 32.03 30.54 36.97 33.67 39.26

1.E-04 34.54 36.33 35.25 - 31.24 36.95 33.42 - 37.84 39.68

1.E-05 37.92 39.98 - - 35.67 39.08 37.09 - - -

1.E-06 - - - - - - - - - -

Fig. 1. PCR product confirmation using primers designed for 529

repeat region (Lane N: No template control (NTC), Lane 1: T.

gondii type 1, Lane 2: T. gondii type 2, Lane 3: T. gondii type 3,

Lane M: 1kb DNA size marker).

Fig. 2. A schematic flow diagram of 529 targeted real-time qPCR results: 3 T. gondii strains had strong amplification signals while other

microorganisms showed no amplification.
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대해 특이도를 비교한 결과, 검출 목표 시료인 T. gondii

의 DNA에서만 증폭곡선이 확인되었으며, 나머지 DNA 시

료에서는 모두 증폭 반응이 일어나지 않은 것을 확인하였

다(Fig. 2).

식육검체에 적용한 Real-time PCR 증폭곡선 확인

식육검체에 적용하였을 때 설계된 프라이머 세트와

TaqMan 프로브가 방해 받는 요소 없이 유전자 증폭이 원

활히 되는지 확인해 보았으며, 식육에서 뽑은 DNA샘플에

T. gondii type 1, type 2, type 3 DNA를 넣어 실시간 증

폭곡선을 확인한 결과, T. gondii type 1, type 2 및 type 3

의 genomic DNA가 모두 동일한 패턴의 곡선을 보인 양

성으로 나타났다. 이는 식육에서 추출한 DNA 샘플에 real-

time PCR의 증폭에 방해가 되는 정도의 증폭방해물질

(inhibitor)가 존재하지 않는다는 것을 의미한다.

Results and Discussion

현재까지 톡소포자충의 유전학적 검출법에 관한 논문은

다양하게 발표가 되어있다. Burg 등(1989)은 conventional

PCR법을 이용한 톡소포자충의 검출법을 개발하였으며, 35-

fold repetitive B1-gene을 타겟으로 검출을 실시하였을 때,

검출 한계가 10 parasites로 나타났다고 보고하였다. 또한,

Lin 등(2000)은 같은 B1-gene을 목적 유전자로하는 실시

간 유전자증폭법(real-time PCR)을 개발하였으며, Buchbinder

등(2003)은 톡소포자충의 P30 gene과 B1 gene을 목적 유

전자로 하는 PCR 검출법을 개발하여 그 결과를 비교하였

다. 두 목적 유전자 모두 10 tachyzoite까지의 검출한계를

보여주었다. 이와 비슷하게 Jones 등(2000)은 P30, B1, 그

리고 18S rRNA gene을 목적유전자로 하는 PCR 검출법

을 개발하고 이를 비교하였다. 이 발표에서는 B1 gene이

다수의 인체 조직을 대상으로 가장 높은 민감도를 보여주

었다. 

Homan 등(2000)이 연구한 자료에 의하면 529 repeat

region은 톡소포자충 한 개체에 200~300 copies가 존재한다

고 알려져 있어, 톡소포자충의 검출 민감도를 높이는데 큰

기대를 받고 있는 유전자 부위라고 하였으며, B1 gene 과

529 bp repeat region을 타겟으로 하는 각각의 프라이머 세

트를 이용하여 conventional PCR 실험한 결과 529 bp repeat

region이 B1 gene 보다 약 2 log 낮은 민감도를 보였다.

본 연구에서는 이 유전자를 활용하여 검출민감도를 최

대한으로 높였고, 또한 200~300 bp의 유전자가 각기 다른

부위에 포함되어 있어 프라이머와 프로브를 잘못 디자인

하면 특이도에 영향을 받을 수 있기 때문에 NCBI로부터

얻은 유전정보를 alignment하여 최소한의 mismatch를 가

지는 부위를 골라냈으며, TaqMan probe는 Tm (Melting

temperature) 값을 프라이머 보다 8~10oC 높게 설정하여

사용하였다. 비특이적 반응에 의한 위양성을 최소화할 수

있게 프라이머 및 프루브를 수동으로 제작하여 실시간유

전자 증폭법에 적용하였다.

톡소포자충은 국내에서는 큰 이슈가 되지는 않지만, 유

럽 및 북미에서는 건강에 큰 위협을 주는 요소중의 하나로

관리되어지고 있다. Dubey 등(1998)은 톡소포자충의 인체

감염은 전 세계적으로 흔하게 발생하는데 미국과 영국의

경우 인구의 16%~40%, 중앙아메리카, 남아메리카, 유럽의

경우 50%~80%의 감염 현황을 보고 하였다. 국내의 경우

Shin(2007)이 1.9%~7.2%의 감염률을 보고 하였고, Song

등(2005)은 임산부의 혈청과 양수를 조사하여 0.88%의 항

체 양성율을 보고 하였다. Kim 등(2015)은 우리나라 감염

율이 외국에 비해 낮게 나타나는 이유를 가정에서 고양이

를 키우는 비율이 비교적 적고, 돼지고기를 생식하는 경

우가 거의 없기 때문인 것으로 보고하였으며, Cheong 등

(1994)은 인체 감염 비율을 일반인에 비해 축산업 및 식

육을 취급하는 업자와 같이 톡소포자충과의 접촉 기회가

많은 사람들이 다소 높은 항체 보유율을 나타낸다고 하였다.

Jones와 Dubey는(2012) 1960년부터 2012년까지 발표된

미국의 톡소포자충 관련 논문을 정리하여 발표 하였고, 돼

지 0.3%~92.7%, 양 4%~77.9%, 염소 25.8%, 소 0%, 닭

0%, 사슴 17%~28.7%, 흑곰 35.7%~70%의 양성율을 나타

냈다. 또한 Racka 등(2015), Bartova 등(2006)이 발표한 자

료의 경우 체코의 wild bore(야생 멧돼지)의 혈청학적 양

성율이 30~40%대로 나타났다. 국내의 경우 Kim 등(2015)

이 조사한 자료에 의하면 국내 소의 톡소포자충의 항체

보유율은 4.6%에서 20.7%로 보고 되었으며, 돼지의 경우

16.8%에서 22.9%로 보고 되었다.

Kim 등(2010)이 국내 축사 돼지를 모니터링 한 결과,

38.3% 정도의 항체 양성률이 나와 톡소포자충에 대한 노

출이 적지는 않다는 것을 확인할 수 있었으나, 돼지 300마

리 혈액과 도축장에 출하되는 돼지 근육 200건에 대하여

conventional PCR 실시한 결과 모든 시료에서 음성으로 판

정 되어, ELISA 실험 결과가 현재의 감염을 대변해 주지

않는다고 판단된다. Cazabonne 등(1994)은 IgG 항체가 2~3

주부터 나타나기 시작해 6~8주에 최고치에 이른다고 하였

으며, Lee 등(1995)은 쥐에 톡소포자충 약독주(Beverley)

를 감염시켜 혈청내 항체를 조사한 결과, 감염마우스의

IgG 항체가는 감염 15일부터 눈에 띄게 증가하였으며, 실

험 최대 기간인 60일까지 꾸준히 증가 하는 것으로 나타

났다. Seo 등(2009)이 발표한 자료에 의하면 실제 체내에

존재하는 충체수와 항체 양성률 간 차이가 나는 이유는

충체가 사멸된 후에도 일정기간 동안 항체를 보유 하고 있

어 양성반응이 나타날 수도 있기 때문이라고 하였다. 다시

말해, 현재의 감염상태를 확인해야 하는 감염실태조사나

식중독 원인조사 등에서는 ELISA법 보다 실시간유전자증

폭법 등의 유전자 기반의 검출법이 적합하다고 판단된다.
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본 연구에서는 529 repeat region 부위에 프라이머 및 프

로브를 설계하였으며, 실험한 결과 검출 한계는 10 copies

까지 모두(3/3) 검출되었고, 85 bp에서 뚜렷한 band가 생

성되어 유전자 증폭이 잘 이루어 졌다. 그리고 B1 gene과

비교 하였을 때 민감도가 더 좋은 것으로 나타났으며, 특

이도 확인 시험에서는 T. gondii의 DNA에서만 증폭곡선

이 확인되었다. 식육검체에 적용하였을 때 증폭방해물질

(inhibitor)이 존재하지 않는다는 것도 확인 하였다. 본 연

구에서 개발된 유전자 검출법은 국내 유통 중인 식육에서

톡소포자충 감염여부를 확인하는 모니터링에 활용될 예정

이다.

Acknowledgement

본 논문은 식품의약품안전평가원 연구사업(과제번호:

15161 축산물 642)으로 수행 되었습니다. 톡소포자충 검

출 개발을 위한 프라이머 디자인은 (주)코젠바이오텍의 도

움을 받았으며, 원충 및 원충 유전자는 질병관리본부 말

라리아 기생충과와 연세대학교 기생충학교실에서 제공 받

아 사용 하였습니다.

국문요약

인수공통 감염증의 하나인 톡소포자충의 검출을 위해서

는 대부분은 ELISA 법이 사용 되고 있으나, 충체가 사멸

된 후에도 양성반응이 나타나는 등 사용에 제한이 있다.

반면 유전자 검출법은 현재 감염상태를 확인 할 수 있기

때문에 식중독 원인조사 등에 적합하다고 판단되어 이를

활용하여 본 연구를 진행하였다. 톡소포자충의 유전정보

를 통해 529 repeat region의 염기서열을 얻고, 프라이머

및 TaqMan 프로브를 설계하여 real-time PCR을 이용한 검

출법을 개발하였다. 검출한계(lower limit of detection) 및

적정곡선을 확인한 결과 10 genomic DNA copy가 검출한

계로 확인되었고, 정량을 위한 곡선은 101~106 DNA copies

까지 0.999의 R2값을 나타내었다. 개발된 검출법의 증폭효

율을 비교하기 위해 B1 gene 타겟 프라이머 세트와 타입

별 검출한계를 비교한 결과, type 1, 2, 3 톡소포자충에서

같거나 더 나은 검출한계를 보였다. 또한 식품에서 주로

분리되는 식중독 세균 14종 및 원충 3종에 대해 특이도를

비교한 결과, 모두 음성으로 나타났다. 개발된 검출법을

식육검체에 적용하였을 때 type 1, 2, 3에서 모두 원활한

검출결과를 보여 증폭방해물질이 존재하지 않은 것으로

확인되었다. 본 연구를 통해 개발된 유전자검출법은 국내

유통 중인 식육에서 인수 공통감염 원충의 하나인 톡소포

자충의 감염 여부를 확인하는 사전적 모니터링의 방법으

로 활용될 예정이다. 
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