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Background: Malassezia yeasts are lipophilic fungi that are found in 75~80% of healthy adults. The 
yeasts are known to be associated with pityriasis versicolor, seborrheic dermatitis, Malassezia folliculitis, 
and recently its pathogenicity is being expanded to other various skin disorders, such as atopic dermatitis 
and acne vulgaris. Recently, various molecular biological techniques are being preferred over 
morphological analysis. In order to perform a DNA-based diagnostic test, availability of a simple, rapid, 
and reliable DNA extraction protocol is essential. 

Objective: We sought to implement novel molecular biology technique, namely colony PCR method 
using microwave as the easiest way to amplification of Malassezia target DNA, and assess its clinical 
applicability. 

Methods: Instead of using templates of purified genomic DNA, we performed the PCR directly 
from Malassezia colonies. A fresh yeast colony transferred to the bottom of a microcentrifuge tube and 
microwaved for 1 min three times in the presence of a pyrex beaker containing 50 ml of sterile water to 
dissipate excess heat. Following this microwave lysis, PCR-reaction mixture was added directly to the 
microcentrifuge tube. Two DNA extraction methods (boiling method, glass beads method) were used 
for comparing the sensitivity and effectiveness with the colony PCR method. All reactions were 
performed using the primers 26S and ITS1 complementary to the rDNA region. 

Results 
1. As a result of gel electrophoresis, we recognized expected PCR products (approximately 580 bp 

for 26S rDNA and 250~320 bp for ITS1) from both colony PCR method and two DNA extraction 
methods (boiling method, glass beads method). 

2. As a result of measuring nucleic acid level with the spectrophotometer, colony PCR disregarding 
DNA extraction process shows relatively similar PCR efficacy compared with the boiling and glass 
beads method. And there is no significant difference among those methods statistically (p>0.001). 

3. In conducting the PCR method, boiling method required approximately 400 minutes, and glass 
beads method required approximately 360 minutes, respectively. As contrasted with two methods, colony 
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PCR method required approximately 150 minutes, and could be capable of saving time. In addithion, 
colony PCR had an economic efficiency comparing with boiling method and glass beads methods. 

Conclusions: All these findings suggest that directly application of the Malassezia yeasts obtained 
from culture colony for PCR reaction is a fast, reliable, cost-effective and simple method for performing 
any PCR-based protocol including diagnostic tests. [Kor J Med Mycol 2007; 12(4): 180-188] 
Key Words: Malassezia, Colony-PCR 

 
서  론 

 
말라쎄지아 효모균 (Malassezia yeasts)은 지질

친화성 균종으로 피부의 정상 균총에 속하는 진
균이며 건강한 성인의 75~98%에서 발견된다1,2. 
본 효모균은 어루러기, 지루피부염, 말라쎄지아

모낭염 등의 피부질환과 관련되어 있다고 알려

져 왔으며, 최근 아토피피부염과 심상성여드름 
및 건선에 이르기까지 그 원인균으로서 병원성

이 점차 대두되고 있다3~5. 최근에는 말라쎄지아 
효모균의 동정에 있어서 amplificated fragment 
length polymorphism (AFLP), denaturing gradient gel 
electrophoresis (DGGE), random amplification of 
polymorphic DNA (RAPD), single strand conformation 
polymorphism (SSCP), terminal fragment length poly- 
morphism (tFLP), restriction fragment length poly- 
morphism (RFLP) 등 다양한 분자생물학적 기법

을 적용하고 있으며6~14, 국내에서도 26S rDNA 
PCR-RFLP 방법을 이용한 말라쎄지아 효모균의 
분자생물학적 동정에 관한 연구가 활발히 이루어

지고 있다24. 실제 말라쎄지아 효모균의 동정과 
진단검사에 있어 분자생물학적 기법의 임상적용 
가능성 및 유용성이 요구되고 있으며 최근에는 
경제적이고 효율적인 새로운 분자생물학적 기법

들이 개발되고 있다. 이에 본 연구에서는 말라쎄

지아 효모균의 분자생물학적 분석 및 진단에 있
어 시간단축과 더불어 경제적이고 효율적인 방법 
개발을 위해 극초단파를 이용하여 DNA 추출과

정을 생략하는 집락 (colony) 중합효소연쇄반응 
(PCR) 방법을 시도하였다. 집락 PCR 방법의 진
단적 가치를 평가하기 위해 기존의 말라쎄지아 
효모균으로부터 직접 DNA를 추출하는 boiling 

방법과 glass beads를 이용한 방법과 비교 분석하

였다16. 
이에 저자들은 집락 PCR 방법을 이용하여 말

라쎄지아 효모균의 역학적 연구 및 신속한 진단 
방법으로서 적용 가능성을 제시하고 그 연구 결
과를 보고한다. 

 
대상 및 방법 

1. 연구대상 

1) 표준균주 (Standard strains) 

말라쎄지아 효모균의 11개 표준균주를 대상으

로 실험을 진행하였다. 말라쎄지아 효모균의 표

준균주는 한국생명공학연구원 생물자원센터에서 
분양 받은 M. furfur (KCTC 7743), M. obtusa 
(KCTC 7847), M. pachydermatis (KCTC 17008), M. 
restricta (KCTC 7848), M. slooffiae (KCTC 17431), 
M. sympodialis (KCTC 7985) 6종과 Centraalbureau 
voor Schimmelcultures (CBS)에서 분양 받은 M. 
globosa (CBS 7966), M. yamatoensis (CBS 9725) 2종, 
Japanese Collection of Microorganisms (JCM)에서 
분양 받은 M. dermatis (JCM 11348), M. nana (JCM 
12085), M. japonica (CBS 9432) 4종을 포함하여 
총 11개 말라쎄지아 표준균주를 대상으로 하였다 
(Table 1). 11개 말라쎄지아 표준균주를 Leeming
과 Notman 배지에 접종한 후 34℃에서 2주간 배
양하였다15. 

2. Boiling 방법과 Glass beads 방법을 이용한 

genomic DNA 분리 및 PCR 

1) Boiling 방법 

균체를 채취하여 400 μl의 lysis buffer (200 mM 
Tris-HCl pH 7.5, 0.5% SDS, 30 mM EDTA)를 첨가
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한 후 100℃에서 15분간 가열하였다. 400 μl의 
2.5 M potassium acetate를 첨가하고 -20℃에서 10
분간 두었다가 다시 10분간 15,000 rpm으로 원

심분리하였다. 상등액과 동량의 P/C/I (phenol : 
chloroform : isoamyl alcohol = 25 : 24 : 1, v/v)을 섞은 
후 5분간 흔들었다. 10분간 15,000 rpm으로 원심

분리 후 상등액을 eppendorf tube에 옮겨 동량의 
C/I (chloroform : isoamyl alcohol = 24 : 1, v/v)을 넣
고 다시 한 번 추출하였다. 각각의 시험관에 iso- 
propanol을 첨가하여 -20℃에서 2시간 DNA를 침
전시킨 후 15분간 15,000 rpm으로 원심분리하였

다. 상등액을 제거한 후 DNA의 침전물을 70% 
ethanol로 세척하고 실온에서 건조시킨 후 증류수

로 용해시켜 -20℃에서 보관하였다16. 
2) Glass beads 방법 

균체를 채취하여 400 μl의 lysis buffer (100 mM 
Tris-HCl pH 8.0, 1.0% SDS, 2.0% Triton X-100, 10 
mM EDTA, 100 mM NaCl)를 첨가한 후 10초간 
흔들었다. 다시 400 μl P/C/I (phenol : chloroform : 
isoamyl alcohol = 25 : 24 : 1, v/v)을 섞은 후 0.5 mm 
직경의 glass beads 400 mg을 혼합한 후 실온에서 
10분간 흔들었다. 10분간 15,000 rpm으로 원심분

리하고 상등액을 eppendorf 시험관에 옮긴 후 동
량의 C/I (chloroform : isoamyl alcohol = 24 : 1, v/v)
을 넣고 실온에서 10분간 흔든 후 다시 10분간 
15,000 rpm으로 원심분리하였다. 상등액과 동량

의 isopropanol을 첨가하고 -20℃에서 2시간 DNA
를 침전시킨 후 15분간 15,000 rpm으로 원심분리

하였다. 상등액을 제거하고 70% ethanol로 세척

하여 실온에서 건조시킨 후 증류수로 용해시켜 
-20℃에서 보관하였다16. 

3) 26S rDNA과 ITS1 부위의 PCR 

26S rDNA을 증폭하기 위해 11종의 표준균주

를 한 번에 증폭이 가능하도록 하는 염기서열을 
선택하였다. 그 염기서열은 forward 5'-TAACAA- 
GGATTCCCCTAGTA-3', reverse 5'-ATTACGCCAG- 
CATCCTAAG-3'이었다17. 0.25 mM deoxynucleoside 
triphosphate (dNTPs), 10 × PCR buffer, 5 × Q buffer, 
0.25 M primer, 1 U Hot StarTaq polymerase (Qiagen, 
Qiagen GmbH, Hilden, Germany), genomic DNA 용
액 1 μl을 포함하여 PCR 증폭을 위한 반응 혼합

물이 30 μl가 되도록 하였다. PCR은 DNA Engine 
Dyad (MJ Research Inc, Waltham, MA, USA)를 사용

하였다. 반응 조건은 pre-denaturation 단계 95℃에

Table 1. GenBank accession numbers of 26S rRNA D1/D2 gene and ITS1 gene sequences of 11 standard species of 
Malassezia yeast used in this study 

Species Standard Strains Accession No. of D1/D2 Accession No. of ITS1 

M. dermatis JCM 11348 AB070361 AB070356 

M. furfur KCTC 7743 AY743602 AY743634 

M. globosa CBS 7966 AY743604 AY743630 

M. japonica CBS 9432 - AB105199 

M. nana JCM 12085 AB105862 AB105863 

M. obtusa KCTC 7847 AY743629 AB111461 

M. pachydermatis KCTC 17008 AY743605 AY743637 

M. restricta KCTC 7848 AY743607 AY743636 

M. slooffiae KCTC 17431 AY743606 AY743633 

M. sympodialis KCTC 7985 AY743626 AY743632 

M. yamatoensis CBS 9725 - AB125265 

KCTC: Korean Collection for Type Cultures, CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, JCM: Japanese Collection 
of Microorganisms, M.: Malassezia 
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서 14분, denaturation 단계 94℃에서 45초, anne- 
aling 단계 50℃에서 35초, 72℃에서 30초간 exten- 
sion을 35회 반복하였고 마지막 extension은 72℃
에서 7분간 시행하였다. 

ITS1을 증폭하기 위해 NCBI로부터 얻어낸 11
종의 표준균주 염기서열을 바탕으로 primer를 선
택하였다. 그 염기서열은 forward 5'-AGGTTTCC- 
GTAGGTGAACCT-3', reverse 5'-TTCGCTGCGTT- 
CTTCATCGA-3'이었다17. ITS1의 PCR 조건은 26S 
rDNA 증폭과 동일한 방법으로 시행하였다. 

증폭된 DNA는 TAE buffer상에서 1% (w/v) 
agarose gel을 100 volt로 전기영동 후 ethidium 
bromide로 염색하여 UV 투과조명기 (UV trans- 
illuminator)로 관찰하였다. 

3. 극초단파 (Microwave)를 이용한 집락 PCR 

방법 

멸균된 loop를 이용하여 단일 집락에서 균체

를 채취하여 microcentrifuge tube에 옮기고 극초

단파상에서 중탕 법으로 1분씩 3번 시행하였다. 
곧바로 PCR 시험관을 4℃로 옮기고 26S rDNA
과 ITS1 부위의 증폭을 위해 PCR 반응 혼합물

을 첨가한 후 충분히 흔들어 준 후 DNA Engine 
Dyad (MJ Research Inc, Waltham, MA, USA)를 사용

하여 PCR을 시행하였다. 이 때 PCR 반응 혼합

물은 0.25 mM deoxynucleoside triphosphate (dNTPs), 
10 × PCR buffer, 5 × Q buffer, 0.5 M primer, 1.25 U 
Hot StarTaq polymerase, 20 mM MgSO4 용액을 포
함하여 PCR 증폭을 위한 최종 반응 혼합물의 양
이 30 μl가 되도록 하였다. 26S rDNA과 ITS1 부
위의 PCR 반응 조건은 boiling 방법과 glass beads 
방법의 PCR과 동일하게 시행하였다. 

증폭된 DNA는 TAE buffer상에서 1% (w/v) 
agarose gel을 100 volt로 전기영동 후 ethidium 
bromide로 염색하여 UV 투과조명기 (UV trans- 
illuminator)로 관찰하였다. 

4. 핵산 (nucleic acids)의 농도와 순도 측정 

정제된 DNA의 농도 및 순도는 흡광도 측정 

(Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer; Nanodrop 
Technologies, Rockland, USA)을 통해 확인하였다. 
260 nm의 파장에서 핵산의 농도를 측정하였고 
pipette의 사용과 pedal 사이의 표면장력의 변화

에 의한 측정값의 오차를 줄이기 위하여 3회 반
복하여 평균을 내었다. 또한 A260/A280 (흡광도 
비율)을 계산하여 DNA의 순도를 확인하였다. 

 
결  과 

1. Boiling 방법, Glass beads 방법, 극초단파를 

이용한 집락 PCR 방법의 26S rDNA과 ITS1 부위

의 PCR 

11종의 말라쎄지아 효모균으로부터 직접 DNA
를 추출하는 boiling 방법, glass beads 방법과 함께 
genomic DNA를 추출하는 과정 없이 극초단파를 

C 

B 

A 

Fig. 1. 26S rDNA PCR products of 11 Malassezia on 
three different methods: boiling method (A), glass beads 
method (B) and colony PCR method (C). Lane M; 100
bp DNA ladder, Lane 1; M. furfur (KCTC 7743), Lane 
2; M. sympodialis (KCTC 7985), Lane 3; M. globosa 
(CBS 7966), Lane 4; M. restricta (KCTC 7848), Lane 5;
M. slooffiae (KCTC 17431), Lane 6; M. pachydermatis 
(KCTC 17008), Lane 7, M. japonica (CBS 9432), Lane 
8; M. nana (JCM 12085), Lane 9; M. dermatis (JCM 
11348), Lane 10; M. obtusa (KCTC 7847), Lane 11; M. 
yamatoensis (CBS 9725), Lane 12; negative control. 
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이용한 집락 PCR 방법을 시도하여 26S rDNA 
부위와 ITS1 부위의 PCR을 성공적으로 수행하

였다. 그 결과 11가지 표준균주에서 모두 각각 
예상되는 크기의 PCR 띠 (band)를 확인할 수 있
었다 (Fig. 1, Fig. 2). 세 가지 방법을 통하여 확인

된 26S rDNA PCR 증폭 산물의 크기는 대략 580 
bp이었고 ITS1 PCR 증폭 산물의 크기는 대략 
250~320 bp이었다. 

2. 말라쎄지아 효모균의 DNA 추출 방법에 따른 

PCR 효율의 비교 분석 

11종의 말라쎄지아 표준균주를 대상으로 분광 
광도계 (spectrophotometer)를 이용하여 핵산의 농

도를 측정한 결과 26S rDNA의 경우 boiling 방법

을 이용한 PCR은 411.3~519.1 ng/μl, glass beads 
방법을 이용한 PCR은 409.6~514.2 ng/μl, colony 

PCR 방법을 이용한 PCR은 429.1~719.8 ng/μl으
로 세 가지 방법 간에 유의한 결과의 차이는 없
었다 (p>0.001). ITS1의 경우도 boiling 방법을 이
용한 PCR은 407.4~577.2 ng/μl, glass beads 방법을 
이용한 PCR은 423.1~485.3 ng/μl, colony PCR 방
법을 이용한 PCR은 400~523.6 ng/μl으로 세 가지 

B 

C 

A 

B 

A 

Fig. 3. Comparison of DNA yields of 26S rDNA 
PCR product (A) and ITS 1 PCR product (B) amplified 
from 11 Malassezia standard strains following three 
different methods: boiling method, glass beads method 
and colony PCR method. The concentration of nucleic 
acids was measured in spectrophotometer (Nanodrop 
ND-1000 Spectrophotometer (Nanodrop Technologies, 
Rockland, USA). The 26S rDNA were 411.3~519.1 ng/
μl by boiling method, 409.6~514.2 ng/μl by glass beads 
method and 429.1~719.8 ng/μl colony PCR method, 
respectively (p>0.001). And the ITS1 were 407.4~577.2
ng/μl by boiling method, 423.1~485.3 ng/μl by glass 
beads method and 400~523.6 ng/μl colony PCR method,
respectively (p>0.001). 

Fig. 2. ITS 1 PCR products of 11 Malassezia on three 
different methods: boiling method (A), glass beads
method (B) and colony PCR method (C). Lane M; 100
bp DNA ladder, Lane 1; M. furfur (KCTC 7743), Lane
2; M. sympodialis (KCTC 7985), Lane 3; M. globosa
(CBS 7966), Lane 4; M. restricta (KCTC 7848), Lane 5;
M. slooffiae (KCTC 17431), Lane 6; M. pachydermatis
(KCTC 17008), Lane 7 M. japonica (CBS 9432), Lane 
8; M. nana (JCM 12085), Lane 9; M. dermatis (JCM 
11348), Lane 10; M. obtusa (KCTC 7847), Lane 11; M. 
yamatoensis (CBS 9725), Lane 12; negative control. 
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방법 간에 유의한 결과의 차이는 없었다 (p> 
0.001). 또한, A260/A280 (흡광도 비율)을 계산하

여 DNA의 순도를 측정한 결과 집락 PCR 방법

은 직접 DNA를 추출하는 방법인 boiling 방법, 
glass beads 방법과 비교하여 유사한 결과를 보였

다 (Fig. 3). 
결과적으로 말라쎄지아 효모균의 분자생물학

적 분석 및 진단에 있어 극초단파를 이용한 집락 
PCR 방법은 boiling 방법, glass beads 방법과 비교

하여 PCR 민감도와 PCR 효율적 측면에서는 유

사한 결과를 보였다. DNA의 순도 (A260/A280)는 
11종의 말라쎄지아 효모균에서 boiling 방법의 경
우 1.84~1.88, glass beads 방법의 경우 1.85~1.87, 
집락 PCR 방법의 경우 1.78~1.85의 범위에서 측
정되었다. 

3. 말라쎄지아 효모균의 DNA 추출 방법에 따른 

시간적, 경제적 측면의 비교 분석 

PCR을 시행하기 위해 소요되는 대략적인 시간

은 각각 boiling 방법의 경우 400분, glass beads 
방법의 경우 360분이었으나 이와 대조적으로 극
초단파를 이용한 집락 PCR 방법의 경우 150분

으로 다른 두 가지 방법에 비해 절반 정도 시간

이 절약되었다. 또한, 한 표본 당 비용을 비교했

을 때에도 집락 PCR 방법이 boiling 방법, glass 
beads 방법 보다 매우 저렴하여 시간과 경제적 
비용 측면에서 그 효율성을 확인하였다 (Table 2). 

 
고  찰 

 
말라쎄지아 효모균은 피부의 정상 균총에 속하

는 진균이며 건강한 성인의 75~98%에서 발견된

다1. 1996년 Guého 등18이 형태학적, 생물학적으

로 말라쎄지아 효모균을 총 7개 균종 (M. furfur, 
M. obtusa, M. globosa, M. slooffiae, M. sympodialis, 
M. pachydermatis, M. restricta)으로 재분류한 이후 
말라쎄지아 효모균의 진균학적 연구는 형태학적 
특징에 의한 분석 (morphological analysis)과 생화

학적인 분석 (biochemical analysis)을 통해 이루어

져 왔다19. 그러나 최근 유전형을 분석하기 위한 
분자생물학적 기법들이 진균간의 분류 및 감별

에 이용되고 있고, 이를 토대로 최근 일본에서는 
새로운 4가지 균종 M. dermatis20, M. japonica21, 
M. nana22, M. yametoensis23를 보고하였다. 

현재 형태학적인 분류의 많은 한계점을 극복

하고자 유전자의 구조 및 특징을 이용하는 분자

계통학적 방법이 전 세계적으로 보편화 되어가

고 있으나 국내의 현실은 아직도 대부분 고전적

인 방법에 의존하고 있는 실정이다. 따라서 최근

에는 말라쎄지아 효모균의 동정 및 분류함에 있
어 PCR, PFGE, AFLP, DGGE, RAPD, SSCP, tFLP, 
RFLP 등 다양한 분자생물학적 기법을 이용한 새
로운 접근들이 시도되고 있고, 이를 분석하는 장
비와 소프트웨어가 개발되고 있다6~14. 국내에서

도 말라쎄지아의 동정기법으로 증폭된 26S rDNA
를 제한효소로 분절시킨 후 잘려진 절편의 크기

와 수에 따른 pattern을 분석하는 RFLP 방법을 
적용하여 유전적 다양성을 확인하였으며, 이 방
법이 신속, 정확하고 비용 면에서 경제적임을 확
인한 바 있다24. 

그러나 분자생물학적 방법은 직접 진균으로부

터 DNA를 추출하기 위해 boiling 방법과 glass 

Table 2. Summary of the three methods 

DNA Yield 
Method 

Total DNA PCR Sensitivity 
Time (min)* A260/A280 Cost/Sample (won)

Boiling High sensitive 400 1.84~1.88 < 800 

Glass beads High sensitive 360 1.85~1.87 < 1000 

Colony PCR ND** sensitive 150 1.78~1.85 < 500 
*Average lengths of whole preparation time for PCR amplification of 11 Malassezia yeasts., **ND: not detect 
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beads 방법 등을 이용16하고 있어 DNA 추출과정

에서 한 번에 여러 개의 표본을 처리하기 어렵고 
phenol, chloroform과 같은 발암성 물질에 노출될 
수 있다는 단점이 있다. 또한, glass beads 방법은 
한번 실험에 사용한 beads를 회수하기 어렵기 때
문에 상대적으로 비용이 많이 들며, boiling 방법

은 비용적인 면에서는 저렴하나 많은 시간을 필
요로 한다. 뿐만 아니라, 이러한 방법들은 DNA 
추출을 위해 많은 양의 균체를 필요로 하기 때문

에 말라쎄지아 균종에 따라 집락이 천천히 자라

거나 적은양의 집락이 배양될 경우 임상적 적용

이 어렵다는 한계가 있다. 이러한 한계점들을 극
복하고자 본 연구에서는 말라쎄지아 효모균의 
분자생물학적 분석 및 진단에 있어 DNA 추출과

정을 생략하고 극초단파를 이용한 집락 PCR 방
법을 시도하였고 본 방법의 진단적 가치를 평가

하기 위해 boiling 방법 및 glass beads 방법과 비
교 분석하였다. 또한, 극초단파를 이용한 집락 
PCR 방법을 이용하여 말라쎄지아 효모균의 역학

적 연구와 신속한 진단 방법으로서의 적용 가능

성을 평가하였다. 
본 실험에서 젤 전기영동을 이용하여 PCR 띠

를 확인한 결과, 집락 PCR 방법 및 boiling 방법, 
glass beads 방법에서 PCR이 성공적으로 이루어

졌고 모두 예상되는 크기의 PCR 띠를 확인할 
수 있었다 (Fig. 1, Fig. 2). 분광 광도계를 이용한 
DNA의 농도 및 순도의 흡광도 측정에서도 집

락 PCR 방법은 직접 DNA를 추출한 후 PCR을 
시행한 두 가지 방법과 유사한 효율을 보였다 
(Fig. 3). Mirhendi 등26이 Candida albicans, Crypto- 
coccus neoformans, Saccharomyces cerevisiae을 집

락 PCR 방법에 적용한 연구에서도 예상되는 크
기의 PCR 띠가 관찰되어 집락 PCR 방법은 표적 
DNA를 증폭하기에 신속하고, 경제적이며 효율적

인 진단 방법임을 보고하였다. 
Luo 등25은 Aspergillus fumigatus, Candida albi- 

cans, Cryptococcus neoformans의 효모균 집락으로

부터 직접 PCR을 시도함으로써 genomic DNA를 
주형으로 한 PCR과 비교하여 효율성과 민감도 

측면에서 우수한 방법이며 임상적용에 있어 효과

적임을 밝혔다. 본 연구에서도 극초단파를 이용

한 집락 PCR 방법은 정량적인 의미가 적고 실

험에 사용한 DNA 표본을 보관할 수 없다는 단
점과 집락의 상태에 따라 PCR 결과가 달라질 
수 있다는 한계점이 있다. 그러나 genomic DNA 
추출과정을 생략하여 방법을 간소화 시켰을 뿐 
아니라 위에서 확인한 바와 같이 효율성과 민감

도 측면에서도 DNA를 직접 추출한 다른 방법들

과 비교하여 동등하였고, 시간적, 경제적 측면에

서도 효율적이었다. 또한, 이 방법은 표적 DNA
를 증폭하는 데 있어 단일 집락을 사용하기 때문

에 집락 오염의 위험성이 적으며, 하나의 배지에

서 두 가지 이상의 균주가 같이 자랄 경우 균주

가 섞일 가능성이 적다. 뿐만 아니라, 균주에 따
라 집락이 천천히 자라거나 적은 양의 집락이 
형성될 경우에도 실험의 진행이 가능하고 원하

는 결과를 도출할 수 있다는 장점이 있다26. 
결과적으로 극초단파를 이용한 집락 PCR 방법

은 향후 말라쎄지아의 동정과 진단 방법에 있어 
높은 정확성과 신뢰성 그리고 신속한 분석 방법

으로 적용 가능할 뿐 아니라 이 방법을 이용하여 
다양한 균주의 동정, 분류 및 진단검사 방법으로 
시도할 수 있을 것이라 생각된다. 앞으로 기존 
방법의 단점을 보완하는 보다 발전된 분자생물학

적 기법에 대한 연구가 진행되어야 할 것으로 사
료된다. 

 
결  론 

 
본 연구에서는 말라쎄지아 효모균의 분자생물

학적 분석 및 진단에 있어 시간단축과 더불어 경
제적이고 효율적인 방법 개발을 위해 DNA 추출

과정을 생략하는 극초단파를 이용한 집락 PCR 
방법을 시도하였고 본 방법의 임상적용 가능성 
및 유용성을 평가하고자 하였다. DNA를 직접 추
출하는 boiling 방법 및 glass beads 방법과 함께 
11개 표준균주를 대상으로 젤 전기영동을 시행하

였고, 분광 광도계를 이용하여 DNA의 농도 및 
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순도의 흡광도를 측정하여 다음과 같은 결과를 
얻었다. 

1. 젤 전기영동을 시행하여 PCR 띠를 확인

한 결과 극초단파를 이용한 집락 PCR 방법과 
boiling method 방법, glass beads method 방법에서 
예상되는 크기의 PCR 띠가 관찰되었다. 세 가지 
방법을 통하여 확인된 26S rDNA PCR 증폭 산물

의 크기는 580 bp이었고 ITS1 PCR 증폭 산물의 
크기는 250~320 bp이었다. 

2. 분광 광도계를 이용하여 핵산의 농도를 측

정한 결과, DNA 추출과정을 생략하였음에도 불
구하고 극초단파를 이용한 집락 PCR 방법은 
boiling 방법 및 glass beads 방법과 유사한 PCR 
효율을 보였고 세 방법 간에 유의한 차이는 없었

다 (p>0.001). 또한, A260/A280 (흡광도 비율)을 계
산하여 DNA의 순도를 측정한 결과에서도 집락 
PCR 방법은 다른 두 가지 방법과 유사하였다. 

3. PCR을 시행하기 위해 소요되는 시간은 
boiling 방법의 경우 400분, glass beads 방법의 경
우 360분이었으나 집락 PCR 방법의 경우 150분
으로 다른 두 가지 방법에 비해 두 배 이상 시
간 절약이 가능하였다. 

4. 한 표본 당 비용을 비교했을 때에도 집락 
PCR 방법이 boiling 방법, glass beads 방법보다 
매우 저렴하여 시간과 경제적 비용 측면에서 그 
효율성을 확인하였다. 

본 연구에서 시행한 극초단파를 이용한 집락 
PCR 방법은 말라쎄지아 효모균을 동정 및 분류

함에 시간단축과 더불어 경제적이고 효율적인 방
법이었다. 따라서 말라쎄지아 효모균에 의한 질

병의 진단검사 방법으로 유용할 것으로 생각한

다. 앞으로 진균동정 및 진균질환의 역학적 조사

에 활용될 수 있도록 더 많은 연구가 필요할 것
으로 생각한다. 
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