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현재 Candida 속에는 대략 163종이 있으며, 사람에서
칸디다증을 일으키는 주요 균종으로는 Candida albicans,

C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. guilliermondii,

C. krusei, C. lusitaniae 등의 7가지가있고, 최근에새로운
병원균으로 생각되고 있는 C. dubliniensis도 HIV에 감염
되지 않은 환자에서 침습성 병원균으로 보고되고 있다
[1]. 이중가장중요하고흔한병원균은 C. albicans이지만
C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis등의균종도의미
있는병원균으로간주되고있다[2]. 또한 C. glabrata와 C.

krusei는 fluconazole에 자연내성을 보이는 것으로 생각되
고있어, Candida는균종별로 azole계약제와 amphotericin

B와같이현재사용중인항진균제에대해최소억제농도
(minimal inhibitory concentration, MIC)가 다른 것으로 알
려져 있다[3]. 즉 현재 대부분의 Candida 균종은 예측 가
능한 감수성 유형을 보이고 있고, 항진균제 감수성을 확

인하기 위한 Clinical and Laboratory Standards Institute

(CLSI)의표준검사법을일상검사실에도입하기에는어
려움이 있다는 이유로, 아직까지 일상적 항진균제 감수
성 검사는 권장되지 않는다[4]. 그러므로 치료 계획을 세
우고 정확한 역학적 자료를 확보하기 위하여 보다 정확
하고신속한 Candida의균종동정이요구되고있다. 

그러나 배양에 기초한 전통적인 Candida의 균종동정
은 수일간의 시간이 필요하기도 하며 인력과 비용이 소
모되고, 일부 균종은 정확한 동정이 어려운 실정이다. 특
히 1995년에 새로이 분류된 C. dubliniensis는 C. albicans

와 매우 유사한 표현형을 보여 감별이 어려운 실정이다
[5]. 이러한 표현형적 특성을 이용한 검사의 문제점을 극
복하기 위하여, Candida의 균종동정 방법에도 다양한 분
자생물학적 기법에 기초한 방법들이 소개되고 있다[2].

즉, multilocus enzyme electrophoresis, restriction fragment

length polymorphism (RFLP), Southern blot hybridization,

중합효소연쇄반응(polymerase chain reaction, PCR),

pulsed field gel electrophoresis (PFGE), DNA 염기순서분
석 등이 사용되고 있다[6,7]. 이중에서도 PCR 방법은 일
반검사실에서 간편하고 신속하게 시행할 수 있어, 다양
한 시발체와 반응 조건의 개선을 통한 시도가 이루어지
고있다.

이에 본 연구에서는 시발체 고안에서 한 염기의 차이
까지 구별함으로 매우 특이하게 주형 DNA에 결합할 수
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다중 중합효소연쇄반응을 이용한 Candida 균종동정
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배배경：신속한 Candida균종동정을위하여중합효소연쇄반응(polymerase chain reacation, PCR)에기
초한방법들이시도되고있다. 본연구에서는 Candida의 internal transcribed spacers와 topoisomerase II 유
전자를사용하여 Candida균종동정을위한다중 PCR을개발하고자하였다. 

방배법：다중 PCR을위하여 Dual Specificity Oligo (DSO) 시발체를제작하였고, 8종류의표준균주(C.

albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. dubliniensis)

와 96균주의 임상분리 Candida spp. (C. albicans 51균주, C. parapsilosis 10균주, C. glabrata 10균주, C.

tropicalis 9균주, C. krusei 6균주, C. guilliermondii 5균주, C. lusitaniae 5균주)를대상으로다중 PCR 후의
아가로오스겔전기영동으로균종을동정하였다. 

결배과：DSO 시발체를 사용한 다중 PCR로 8종류의 표준균주의 감별이 용이하였다. 임상분리 96균
주모두전통적인방법으로동정된균종과동일한균종으로확인되었다.

결배론：Candida 균종동정 시 DSO 시발체를 사용한 다중 PCR은 일반 검사실에서 간편하고 신속하
게시행하기에유용한방법으로사료되었다.
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있는 Dual Specificity Oligo (DSO) [8]를제작하여 Candida

균종동정을 위한 다중 PCR을 개발하고 Candida 균종동
정에서의유용성을평가하고자하였다. 

대상 및 방법

1. 대상 균주

중앙대학교 용산병원을 내원한 환자의 각종 임상검체
에서분리된 96균주(C. albicans 51균주, C. parapsilosis 10

균주, C. glabrata 10균주, C. tropicalis 9균주, C. krusei 6균
주, C. guilliermondii 5균주, C. lusitaniae 5균주)의 Candida

균종과 8균종의 표준 균주(C. albicans ATCC 18804, C.

parapsilosis ATCC 22019, C. glabrata ATCC 2001, C. trop-

icalis ATCC 750, C. krusei ATCC 6258, C. guilliermondii

ATCC 6260, C. lusitaniae ATCC 34449, C. dubliniensis

ATCC MYA-646)를 대상으로 하였다. 특히 임상분리 균
주에서 C. dubliniensis의검출을확인하기위하여, 51균주
의 C. albicans에 C. albicans로 동정된 536균주 중 45℃에
48시간 배양 시 성장이 현저하게 저하된 24균주를 포함
하였다. 균주들은 Sabouraud dextrose agar (SDA) plate에 2

회 계대 배양하여 발아관 시험과 VITEK 2 (bioMerieux

Vitek, Hazelwood, MO, USA) 등을 이용하여 동정하였다.

Candida 균주는 50% glycerol에 풀어 -70℃에 보관하였
다.

2. 다중 PCR을 위한 시발체 제작

각 균주의 특이적인 유전자로 internal transcribed

spacers (ITS)와 topoisomerase II (TOPII) 유전자를 사용하
여 고안하였다 .  즉 각 균종별로 사용한 유전자의
accession number는 C. albicans는 ITS (AB018037), C.

dubliniensis는 TOPII (AB019142), C. glabrata는 TOPII

(AB010644), C. krusei는 TOPII (AB049139), C. parap-

silosis는 TOPII (AB049144), C. tropicalis는 TOPII (AB

049140), C. lusitaniae는 ITS (AF009215), C. guilliermondii

는 TOPII (AB049145)였으며, clustal X (1.83, ftp://ftp-

igbmc.u-strasbg.fr/pub/ClustalX/)와 GeneDoc (http://www.

psc.edu/biomed /genedoc/) 프로그램을 사용하여 DSO 시
발체(Seegene Co., Seoul, Korea)를 고안하였다(Table 1).

DSO 시발체는 35 염기 이상으로 길게 제작하게 되는데,

긴 염기로 인한 높은 융해온도는 시발체의 중간에 삽입
한 linker가 만드는 기포와 유사한 구조에 의해 시발체가
두부분으로나누어지게되어융해온도를낮춤으로 PCR

을가능하게한다. 

3. DNA 추출

-70℃에 보관 중인 균주를 SDA plate에 35℃로 2회 계
대 배양하여 0.85% 식염수에 약 108개의 효모균을 풀고,

세포벽을 분쇄하기 위하여 lyticase (10,000 units/mL,

Sigma-aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 10 μL를첨가하여
37℃에 30분간 반응시킨 후, High Pure PCR Template

Preparation kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)를
사용하여 DNA를추출하였다. 

Table 1. Primer sequences for identification of Candida spp. 

Primers Oligonucleotide sequence (5'-3') Product size

C. albicans-F TTATCAACTTGTCACACCAGATTAIIIIITAATAGTCAA

C. albicans-R TTACCGCCGCAAGCAATGTTIIIIITTAGACCTAA

C. dubliniensis-F GGTAACTTATTAACTTCTTCGAIIIIIGACGACAATG

A set C. dubliniensis-R CTTTGATGGCTTTGACATACAIIIIIACATAGCTC

C. glabrata-F TAAGGTACGTGATCCCTCAAIIIIIAGGATTGATG

C. glabrata-R GTCTGATTCACCATTGTCCATIIIIITCATCTTTTC

C. krusei-F GTTAGAGGTATCCGGGTCACTIIIIITGGTGAACTG

C. krusei-R CGGTAATTTTACCACACAGCAIIIIIGCAACATCATC

C. parapsilosis-F GGAGAGGTCGCCAGAGCCIIIIIGAGAAGGTGC

C. parapsilosis-R CACACGGCTGATCAAGTTGIIIIIAGCCACAAAC

C. tropicalis-F CAAAAATTCGTTGCTAATGATAATIIIIICAATCGAATT

B set C. tropicalis-R GAATAACACGATTATTACCGGATIIIIIGGTTTTGATG

C. lusitaniae-F TTGCGATACGTAGTATGACTIIIIIACGTGAATCA

C. lusitaniae-R CCTACCTGATTTGAGGGCGAIIIIIGGTGCTGTAA

C. guilliermondii-F CCCGACCCTGTTGCTCCAIIIIITGAAACGAGA

C. guilliermondii-R CTTTATTCTCGATTTTCTGGAGIIIIIGGCTTTCAGC

323 bp

424 bp

608 bp

379 bp

603 bp

419 bp

194 bp

507 bp
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4. 다중 PCR 

8균종의 Candida를동정하기위한 PCR은 4균종씩 2세
트(A와 B세트)의다중 PCR로구성하였으며, A세트는 C.

albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. krusei를 B세트는
C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae, C. guilliermondii

를 각각 동정할 수 있다(Table 1). PCR 반응액은 각각의
시발체 5 pmole과 DNA 1 μL를첨가하여총 20 μL로하였
으며, PCR 반응은 자동온도조절기 (96 well GeneAmp

PCR system 9700, Applied Biosystems, Foster city, CA,

USA)를이용하여 94℃에서 15분간전변성시킨후, 94℃
에서 30초, 60℃에서 1분30초및 72℃에서 1분 30초씩 35

회 증폭하고 마지막으로 72℃에서 10분 동안 연장반응
시켰다. 각각의증폭산물은 2% 아가로오스겔에서 100 V

로 30분간 전기영동한 후 브롬화에티듐 (ethidium

bromide)으로 염색하여 Image system (ChemiDoc XRS

system, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)으로 분
절의크기를확인하였다. 

결 과

1. Candida 균종동정을 위한 다중 PCR 개발

8균종의Candida를동정하기위하여2개의 tube에각각4쌍
의시발체를첨가하여 Candida표준균주에서추출한DNA를
주형으로다중 PCR을시행하였다. A세트에서는 C. albicans,

C. dubliniensis, C. glabrata, C. krusei에해당하는 323 bp, 424 bp,

608 bp, 379 bp의 PCR 산물이특이하게관찰되었고, B세트에
서는C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae, C. guilliermondii에
해당하는 419 bp, 603 bp, 194 bp, 507 bp의 PCR 산물이관찰되
어균종간구별이가능하였다(Fig. 1). 

(A) Multiplex primer set A (B) Multiplex primer set B

Fig. 1. Species-specific DNA amplifications by multiplex PCR using each of the primer sets. A 100-bp DNA ladder was used as
molecular size marker (M). Negative control was used DEPC treated water (N). Internal control : 800bp. Lane 1 (323 bp), C.
albicans ATCC 18804; Lane 2 (424 bp), C. dubliniensis ATCC MYA-646; Lane 3 (379 bp), C. krusei ATCC 6258; Lane 4 (608
bp), C. glabrata ATCC 2001; Lane 5 (507 bp), C. guilliermondii ATCC 6260; Lane 6 (603 bp), C. tropicalis ATCC 750; Lane 7
(419 bp), C. parapsilosis ATCC 22019; Lane 8 (194 bp), C. lusitaniae ATCC 34449. 

M 1 2 3 4

(A) Multiplex primer set A (B)  Multiplex primer set B 

Fig. 2. Species-specific DNA amplifications by multiplex PCR in clinical isolates of Candida spp. Lane M,
molecular size marker; Lane 1 (323 bp), C. albicans; Lane 2 (608 bp), C. glabrata; Lane 3 (379 bp), C. krusei;
Lane 4 (323 bp and 608 bp), C. albicans and C. glabrata; Lane 5 (507 bp), C. guilliermondii; Lane 6 (603 bp), C.
tropicalis; Lane 7 (419 bp), C. parapsilosis; Lane 8 (194 bp), C. lusitaniae.



2. 다중 PCR에 의한 임상분리 Candida의 균종
동정

임상검체에서분리된총 96균주의 Candida spp.를대상
으로 시행한 다중 PCR에서, 94 균주는 배양에 기초한 전
통적인방법으로동정된균종과동일한균종으로동정되
었으며, 나머지 2 균주는전통적인방법으로동정된균종
과 다르게 동정되었다. 그러나 전통적인 방법으로 C.

krusei로 동정되었던 1균주는 다중 PCR에서 C. glabrata

로 동정되어 VITEK 2로 재동정한 결과 C. glabrata로 확
인되었고, 또한 발아관 시험으로 C. albicans로 동정되었
던 1균주는 다중 PCR에서 C. albicans와 C. glabrata가 동
시에검출되어재확인한결과 C. albicans와 C. glabrata가
동시에존재함이확인되었다(Fig. 2).

고 찰

분자생물학적 기법을 이용하는 Candida spp.의 균종동
정 방법 중 PCR은 일반검사실에서 간편하고 신속하게
시행할 수 있어 흔히 이용되고 있다. 최근에는 실시간
(real-time) PCR이 개발되어 다중 종특이 시발체와 소식
자를 사용한 Candida 균종동정을 시도하여 PCR 후의 처
리과정 없이 특이한 결과를 보고하였지만[9], 아직까지
실시간 PCR은초기장비도입과검사수행에고가의비용
이 소요되는 단점이 있다. 따라서 일반 PCR과 전기영동
만으로 확인이 가능한 균종동정 방법은 임상검사실에서
매우간편하고경제적으로시도할수있어유용하다.

균종동정을위한 PCR법은증폭하고자하는 DNA 표적
의 결정과 시발체의 선택이 특히 중요하며, 모든 세균에
공통적으로 있는 반복염기서열, 결합 확률이 높은 임의
의염기서열, 또는한염색체내에다양한수가존재하는
특정 염기서열 부위 등을 고려하여 시발체를 선택하게
된다[10]. 미생물의 계통발생학적발생 분류에 흔히 사용
되는 부위는 small-subunit (SSU) rRNA, large-subunit

(LSU) rRNA, ITS 등이 있다[11]. SSU rRNA의 염기순서
분석은세균에서는매우효과적인방법이지만, 진핵생물
에 속하는 진균의 경우에는 SSU와 LSU rRNA 사이에 있
는 ITS 부위가균종동정을위한표지부위로사용될수있
다[11]. Candida spp.의 균종동정에 가장 흔히 사용되고
있는표적부위로는 5.8S, 18S 및 28S rRNA 유전자가포함
된 잘 보존된 rDNA 부위[2,12-14]와 이러한 유전자들 사
이의 ITS 부위[15-17] 또는 intergenic spacer (IGS) 부위
[18] 등이 있으며, 그 외에도 intron splice 부위[18], heat

shock protein 유전자(HSP70) 부위[20], CKRS-1[21],

TOPII 유전자 부위[22] 등을 이용한 균종동정이 보고 되
었다. 

본연구에서는 ITS와 TOPII 유전자부위의염기서열을
이용하여시발체들을고안하였고, 임상에서흔히분리되
는 8종류의 Candida spp.의 동정을 시도하고자 2개의 세

트로 다중 PCR을 시도하였다. 8 쌍의 시발체를 단일 시
험관에 시행하는 것이 좀 더 편리하지만, 다중 PCR의 재
현성을 유지하고 아가로오스 겔에서의 구별을 용이하게
하기위하여 2개의세트로구성하였다. 다중 PCR은검체
에 있는 두 가지 이상의 표적 DNA를 동시에 증폭할 수
있도록 둘 이상의 시발체를 동일 반응액에 넣어 단일 시
험관에서 동시에 증폭하여 검출하는 방법으로, 단일 시
험관에서 여러 가지의 다른 미생물을 동시에 검사할 수
있으므로 임상 미생물분야에서 많이 시도되고 있다. 그
러나 다중 PCR은 신속하고 편리한 검색 방법이지만, 적
합한반응조건을개발하기가어렵거나수많은반복실험
이 필요하기도 하다. 성공적인 다중 PCR을 위한 조건에
는시발체의상대농도, PCR buffer의농도, 염화마그네슘
과 dNTP 농도의 균형, annealing 온도, 주형 DNA와 DNA

중합효소의 양 등이 중요하다[23]. 그러나 일반 PCR보다
위양성, 위음성 및 재현성이 낮을 가능성이 높으므로 새
로운 다중 PCR을 시도할 경우 철저한 평가와 확인이 필
요하다. 본 연구에서 제작된 시발체들은 35 염기 이상으
로 길게 제작되었지만, 긴 염기로 인한 높은 융해온도를
시발체의 중간에 삽입한 linker가 만드는 기포와 유사한
구조에의해시발체를두부분으로나눔으로융해온도를
낮추어 교차반응 없이 균종 특이 PCR이 가능하였다. 본
연구에 사용된 표준균주와 임상분리 Candida 균주 모두
에서 정확하게 균종동정이 가능하였으며, DNA 추출에
서 결과 확인까지 5시간 이내의 시간이 소요되었고 PCR

과 전기영동만으로 확인이 가능하였다. 또한 다중 PCR

로는 C. albicans와 C. glabrata가동시에존재하는경우의
확인이 가능하였으며, 대부분의 병원 검사실에서 C.

albicans와 non-C. albicans의 감별에 쓰이고 있는 발아관
시험만으로는두균주가함께존재하는경우에정확하게
동정되지않을가능성이있었다. 

또한 본 연구에 사용된 51균주의 C. albicans에는 임상
분리 균주에서의 C. dubliniensis의 검출을 확인하기 위하
여총 536균주의 C. albicans중 45℃에 48시간배양시성
장이 현저하게 저하된 24균주를 포함하였다 .  C.

dubliniensis는 C. albicans와 매우 유사한 표현형적 성상
을 가지고 있어 감별이 어려운 것으로 알려져 있고 국내
에서는 C. dubliniensis의 빈도에 관한 보고가 거의 없어,

C. albicans로 동정된 균주 중 45℃에서 성장이 현저하게
저하된 균주를 선택하여 다중 PCR과 VITEK 2로 확인하
여 보았으나 모두 C. albicans로 동정되어 임상분리 균주
에서의 C. dubliniensis를확인할수없었다.  

이상과 같이 Candida의 ITS와 TOPII 유전자 부위에서
제작한 DSO 시발체를 사용하여 다중 PCR을 시행한 결
과 8종류의 표준균주와 96 균주의 임상분리 Candida 균
주모두에서정확하게균종동정이가능하였으며, 검사방
법이 간편하고 신속하였다. 따라서 전통적인 방법으로
균종동정이 어렵거나 정확한 균종분포를 확인하여야 하
는 경우 또는 신속한 보고가 필요한 경우 일반 검사실에
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서시행하기에유용한방법으로사료되었다.  
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Identification of Candida Species by Multiplex Polymerase Chain Reaction
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Seoul, Korea

BBaacckkggrroouunndd:: Polymerase chain reacation (PCR)-based methods have been described for rapid
detection and identification of Candida spp. Multiplex PCR assay was developed using internal
transcribed spacers and topoisomerase II gene for the accurate identification of Candida species.
MMeetthhooddss:: We designed Dual Specificity Oligo (DSO) primers for multiplex PCR. Multiplex PCR

was followed by agarose gel electrophoresis to test  8 type strains (C. albicans, C. parapsilosis, C.
glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. dubliniensis) and 96 clinical
isolates (C. albicans 51 isolates, C. parapsilosis 10 isolates, C. glabrata 10 isolates, C. tropicalis 9
isolates, C. krusei 6 isolates, C. guilliermondii 5 isolates, C. lusitaniae 5 isolates) of Candida spp.
RReessuullttss:: With multiplex PCR using DSO primers, the eight Candida type strains each could be

easily differentiated and all 96 clinical isolates were identified as the same species as were identified
by the conventional method. 
CCoonncclluussiioonn:: Multiplex PCR followed by electrophoresis can be useful for the simple and rapid

identification of Candida species in routine laboratories. 
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KKeeyywwoorrddss:: Candida species identification, Multiplex PCR, Internal transcribed spacers,
Topoisomerase II
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