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개 심장사상충의 분자유전학적 진단기법에 관한 연구
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Abstract
Detection of Dirofilaria immitis currently involves microscopic examination for larval stage. Although this method is used 

commonly as a screening tool for clinical diagnosis, it lacks both sensitivity and specificity. In this assay, we aimed to develope  
more efficient ways for molecular genetic diagnosis of canine heartworm infections. Polymerase chain reaction (PCR) using 
specific primers for D. immitis amplified the target gene of 60 microfilaremic canine blood samples including microfilaria 
positive 10 samples and negative 50 samples determined by the modified Knott's test. All samples suspected dirofilarial infection 
were proven to have D. immitis specific gene by PCR. Moreover, one of 50 blood samples considered no dirofilarial infection 
was also proven to have the target gene by PCR. This finding indicates that the PCR assay could be useful and more sensitive 
screening tool for detecting heartworm antigen than Modified Knott's test. We also investigated the prevalence of canine 
heartworm infections, from 200 dogs in Busan missing dog shelter from August to December in 2010. Twelve (6.0%) of 200 
samples tested with modified Knott's technique showed positive reactions for microfilaria. 
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서   론 

심장사상충(Dirofilaria immitis)은 모기에 의해 매개되고 

개, 고양이, 여우, 늑대를 포함한 여러 포유동물에 기생하는데 

주로 개에서 문제시되어 여러 장기에 장애를 가져오는 선충류

의 기생충이다1). 모기의 체내에서 형성된 제3기 감염유충(L3)

은 모기가 흡혈 시 종숙주의 피하에 침입하여 약 6개월 후에 

성충으로 발육하며, 주로 종숙주의 우심실과 폐동맥에 기생한

다. 이 기생충에 중감염된 개는 폐와 심장에 동맥내막염과 폐 

삼출물의 증가 및 울혈성 심장기능부전을 특징으로 하는 진행

성 질병을 일으키고 심지어는 돌연사하는 경우도 있다. 심장

사상충증으로 진단된 개의 혈액학적 소견들은 경증에서 중등

도의 빈혈과 저혈소판증, 뚜렷한 백혈구 증가증, 중등도에서 

뚜렷한 정도의 호중구 증가증, 호산구 증가증 그리고 단핵구 

증가증이 나타난다2,3,13,14).

  일반적으로 개 심장사상충을 진단하는 방법은 임상증상, 초

음파 검사 및 필라리아자충검사, 혈중 항체와 항원을 검출하

는 면역반응법 등이 실시되고 있다. 가장 보편적으로 이용되

는 진단법으로는 혈액 내 존재하는 필라이라자충(microfilaria) 

검사법과 성충특이항원을 이용하여 개발된 상품화된 진단키트

가 있다4-9). 자충검사법은 혈액내의 자충을 현미경으로 직접 

확인하는 고전적인 방법으로서 간단하고 용이하여 1차적 진단

으로 이용되고 있으나 채혈시간과 계절에 따라 정기출현성이 

있고 성충이 심장에 기생하면서도 혈액 내에 필라리아자충이 

검출되지 않는 이른바 은폐감염(occult infection)의 경우가 

있으며 형태학적으로 비슷한 Dipetalonema reconditum와 같

은 타 사상충과의 감별이 불가능하다14). 한편 성충특이항원을 

검출하기 위해 단클론 항체와 sandwich enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA)법의 원리를 이용한 상용화된 

키트들은 필라리아자충검사법보다 높은 검출율과 유의성이 있

으며 사용이 편리하여 동물병원에서 선호하는 진단법의 하나
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oligo name sequence(5'→ 3') gene target
 product

 band size

D. immitis F GCA TCT TAG AAC TTG GTC CAT CC ROR91
 440 bp

D. immitis R CAA GGC GTA TTT ACC GCC GCA ROR92

이다11,15,19). 그러나 키트마다 민감도와 특이도 차이가 있으며 

Rishniw 등12,25)은 특이항원검사에서 D. immitis 음성이고 필

라리아자충의 형태학적 진단을 통해 Acanthocheilonema 

reconditum으로 진단되었던 개체가 PCR법에 의해서 D. 

immitis로 확인됨으로써 형태학적 진단의 부정확성과 성충 특

이항원검사의 한계성을 보고하였다10,21,25).

  최근에는 분자학적 특성을 이용하여 D. immitis와 다른 종

류의 사상충을 구별하는 PCR법 등 분자유전학적인 진단법이 

기존 검사법의 부정확성을 보완하는 방법으로 연구되고 있다
10-15). 

  따라서 본 연구에서는 심장사상충의 현재 활용되고 있는 진

단 기법을 비교하고 PCR 진단기법을 확립하여 심장사상충의 

정확한 검사법을 제시하고 질병 진단 시 활용하고자 한다.

재료 및 방법 

 

  공시 재료

  2010년 8월부터 12월까지 부산지역에 소재한 동물보호소에

서 보호중인 유기견들 중 200마리를 무작위로 선정하여 혈액

을 채취하였으며 혈액채취는 대상견의 경정맥 (jugular vein) 

및 요골측 피부정맥 (cephalic vein)에서 3 mL을 채혈하여 

EDTA 용기에 담고 실험 전까지 냉장 보관하였다. 혈액 1 mL

는 modified Knott's test를 실시하고자 2% formalin 9 mL

와 혼합하였고, 나머지 혈액은 유전자분리 전까지 냉장 보관

하였다. 또한 병성감정 의뢰된 폐사견에서 부검의뢰 시 심장

에서 발견된 심장사상충의 성충을 표준시료로 사용하였다. 

  자충현미경검사법 

  혈액 직접 검경법

  말초혈액 20 μL와 생리식염수 20 μL를 슬라이드에 잘 

도말한 후 현미경으로 검사하였다.

  Modified Knott's test

  말초혈액에서 필라리아자충을 확인하고자 modified Knott's 

test를 이용하였다20). 혈액 1 mL를 2% formalin 용액 9 mL

에 넣고 잘 혼합하여 적혈구를 충분히 용혈시킨 후 원심분리 

(2,000 rpm, 5 min)를 시킨 다음 상층액을 제거하였다. 남아 

있는 침전물에 동량의 1% methylene blue를 첨가하여 잘 혼

합한 후 현미경으로 검사하였다.

  Genomic DNA 추출 및 정제

  필라리아자충에 감염된 유기견에 대한 D. immitis의 감염을

확인하고자 genomic DNA추출은 Miller 등24)의 phenol/

chloroform 추출방법의 일부를 변형하여 실시하였다. Nucleic 

lysis solution (promega, USA) 300 μL에 풀어 65℃ 30분 

반응시킨 후, phenol/chloroform (1:1) 500 μL를 혼합하여 

12,000 rpm에서 3분 정도 원심분리하여 단백질을 제거 한 후 

상층액을 isopropanol 600 μL와 혼합하여 12,000 rpm에서 

5분 정도 원심분리하여 DNA를 침전시켰다. 추출된 DNA는 

70% ethanol로 2회 세척 후 65℃에서 5분 정도 건조하여 순

수한 3차 증류수에 용해하여 50~150 ng/μL 농도로 희석하

여 -20℃에서 보관하였다. 

  Polymerase chain reaction 조건

  추출된 genomic DNA부터 D. immitis의 유전자 일부를 증

폭시키고자 Mar 등11)의 방법에 따랐으며 Table 1과 같은 

primer를 사용하여 PCR을 실시하였다17-19). PCR 반응은 

template DNA 2 μL, 각 20 pmol/μL primer 1 μL,  Taq 

premix (Solgent, Korea) 12.5 μL 그리고 멸균증류수로 총 

25 μL로 조정하였다. PCR 반응조건은 PCR thermocycler를 

사용하였으며 수행은 94℃에서 3분간 수행 후 94℃ 30초, 5

5℃ 40초, 72℃ 50초를 40cycle을 수행한 뒤 72℃에서 50초간 

반응시켜 PCR을 완료하였다. 증폭된 PCR 산물은 1.5% 

agarose gel에서 전기영동하여 산물을 확인하였다. 

 

Table 1. Synthetic oligonucleotide used as primer for PCR
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결과 및 고찰

  자충현미경검사법과 modified Knott's test

  혈액 시료 200건을 검사한 결과 12건에서 심장사상충 자충

을 의심할 수 있었으며 Fig. 1과 같이 소견을 보이는 혈액시

료를 양성으로 간주하였다. 한편 감염 상태에 따라 현미경적 

소견이 다르게 나타났다. 중감염의 경우 신선한 혈액을 슬라

이드글라스에 떨어뜨려 현미경을 보는 직접 검경법으로도 활

발한 움직임을 보이는 자충을 쉽게 확인할 수 있었다. 그러

나 경감염의 경우나 자충의 움직임이 없는 경우도 있었으며 

현미경 형태만으로는 심장사상충 자충 감염 여부를 확신하기 

어렵다고 판단되었다.

Fig. 1. Microfilaria of D.immitis detected by a direct method. 

  PCR 분석 결과 

  현미경으로 자충감염이 의심된 10개의 혈액 시료와 현미경 

소견 상 음성을 보이는 50개의 혈액 시료에서 분리한 유전자

를 PCR법으로 확인하였고 표준시료로 병성감정 의뢰된 폐사

견 부검 시 발견된 심장에서 채취한 심장사상충에서 분리한 

유전자를 사용하였다. 현미경 소견 상 자충의 움직임이 거의 

없고 심장사상충 키트에서도 약한 양성을 보여 의양성으로 

판정했던 혈액에서 심장사상충 항원의 특이밴드를 확인 할 

수 있었으며, 현미경 소견 상 음성으로 판단되었던 혈액 시

료 1건에서도 PCR 양성을 확인 할 수 있었다. 혈액 시료 

200건 중 60건에 대한 현미경검사법과 PCR검사법의 민감도

와 특이도를 평가하면 현미경검사법에서 의양성을 포함한 양

성 10두에서 특이밴드를 확인할 수 있었고, 검경법에서 음성

으로 판정된 시료 1건에서 특이밴드가 확인되어 검사법이 민

감도가 조금 높다고 판단된다. 이 등16)의 연구에서 나타난 현

미경검사법 10.2%와 항원검사법 28.3%의 확연한 민감도 차

이를 보이지 않았으나 현미경검사법에서 형태학적으로 확신

이 가지 않거나 반복검사 시 일관성 없는 출현율을 보임에 

따라 PCR을 통한 검사법이 더 정확하고 명확함을 알 수 있

었다. Rishniw 등12)은 특이항원검사에서 D. immitis 음성이

고 필라리아자충의 형태학적 진단을 통해 A. reconditum으

로 진단되었던 개체가 PCR법에 의해서 D. immitis로 확인됨

으로써 형태학적 진단의 부정확성과 성충 특이항원검사의 한

계성을 보고하였다17). 국내에서 이 등21)의 보고에 의하면 

modified Knott's test에서 양성인 시료에 대해 

acid-phosphatase 염색법으로 필라리아자충을 감별한 결과 

D. immitis 뿐만 아니라 개 혈액 중에 다른 필라리아자충인 

D. repens와 Acanthocheilonema dracunculoides의 감염 

사실을 보고하였다
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Table 4. Seasonal distribution of infected dogs

Sex
No. of positive dogs / No. of dogs examined (%)

Summer (8 Mon) Autumn(9-11 Mon) Winter (12 Mon)

Male 1 / 12 (8.3%) 5 / 12 (41.6%) 0

Female 1 / 12 (8.3%) 4 / 12 (33.3%) 1 / 12 (8.3%)

Total 2 / 12 (16.7%) 9 / 12 (75.0%) 1 / 12 (8.3%)

  부산지역 유기동물보호소 심장사상충 감염 실태 조사 

2010년 8월에서 12월까지 부산광역시 보호소에서 보호하

고 있는 유기견 200마리를 상으로 필라리아 자충검사법을 

이용하여 개 심장사상충의 감염여부를 검사한 결과 12마리

(6%)에서 필라리아 자충과 유사한 소견을 보였다. 양성시료

에 한 성별, 연령, 채취계절은 Table 2, 3, 4에서와 같이 

조사되었다. D. immitis의 필라리아자충 검사와 항원검사법

을 이용한 개 심장사상충의 감염률은 이 등21)이 전국을 상

으로 독일 세퍼드종에 해 조사한 결과 13.2%, 이 등6)은 충

남지역 사육견에서 19.0%의 감염률을 보고하였고, 장 등22)의 

전지역 사육견에서 12.1%의 감염률을 보고하였으며, 고 등
25)이 12.4%의 감염율을 보고한 것과 비교하여 볼 때 다소 낮

은 감염율을 나타내었다. 이러한 차이를 보이는 것에는 여러 

가지 요인이 있는데 첫째로는 과거에 비해 최근 축주들의 심

장사상충에 한 적극적인 예방과 구제로 심장사상충 감염률

이 낮아진 것으로 판단되며, 두 번째 요인으로 품종적인 요

인이 있는데 연구 상 유기견의 부분은 소형견 위주로 실

내에서 키워지다 유기된 것으로 추정되어 시료 선정에 있어

서 세퍼드나 사육견 등 형견의 감염률과는 다소 차이가 있

었다. 세 번째 요인으로 축종견의 연령을 들 수 있는데 본 

조사에서 무작위 선발된 유기견의 연령 가 다소 낮았으며 

이것은 심장사상충의 매개체인 모기에 한 노출빈도 차이로 

낮은 감염율을 볼 수 있으며 4세 이상 개에서 감염률이 높고 

중감염이 발견되었다. 이것은 이 등16)의 국내 독일 세퍼드에

서 심장사상충 감염실태에서 연령이 증가할수록 감염률 또한 

유의성 있게 증가한다는 결과와 일치하며 본 연구에서와 같

이 성별 간 유의성 있는 감염률 차이는 인정되지 않았다. 마

지막으로 계절적인 요인을 들 수 있는데 본 연구를 위한 시

료채취가 늦여름과 가을에 치우쳐 있어 다소 감염률이 높다

는 봄철에 이루어지지 않아 감염률이 낮았으며 추가적인 시

료채취로 계절발생에 한 연구와 고찰이 필요하다고 판단된

다.  

Table 2. Detection rate of heartworm by modified Knott's test in free roaming dogs in Busan

Sex No. of dogs examined No. of positive dogs %

Male 123 6 4.9

Female 77 6 7.8

Total 200 12 6.0

Table 3. Age distribution of infected dogs

Sex
No. of positive dogs / No. of dogs examined (%)

under 2 years 2～4 years 4～6 years over 6 years

Male 2 / 12 (16.7%) 2 / 12 (16.7%) 2 / 12 (16.7%) 0

Female 1 / 12 (8.3%) 1 /12 (8.3%) 2 / 12 (16.7%) 2 / 12 (16.7%)

Total 3 / 12 (25.0%) 3 / 12 (25.0%) 4/ 12 (33.3%)33.3 2 / 12 (16.7%)
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결    론

  

  2010년 8월부터 12월까지 부산지역 동물보호소에 보호 중

인 유기견을 상으로 무작위로 혈액 샘플을 채취하여 개 심

장사상충 감염을 조사하고 적절한 진단 방법을 제시하고자 하

였다.

1. 현미경검사법을 이용하여 심장사상충 자충을 12점 확인할 

수 있었으나 감염상태에 따라 현미경적 소견이 다양하여 

판단이 모호한 경우가 있었다. 

2. 현미경검사법에서 양성으로 판정된 혈액 10점과 음성으로 

판정된 혈액 50점에서 심장사상충 특이 프라이머를 이용

한 PCR법으로 진단한 결과 양성의심 혈액 10점과 음성혈

액 1점에서 특이적 항원을 검출하여 PCR법을 이용한 진단

이 민감도가 높고 신뢰성 있는 결과를 보여 주었다.

3. 한편 부산지역 동물보호소 내 유기견의 심장사상충 감염율

은 6%(200마리 중 12마리)로 나타났다. 이것은 타 지역의 

실태조사에 비해 낮은 것으로 나타났는데 그 요인으로는 

최근 예방약의 보급 확 와 축주들의 적극적인 예방, 상

견의 품종, 연령, 채취 계절 등과 관련이 있다고 판단된다. 

  

  본 연구를 종합하여 볼 때 유기동물의 질병진단과 건강관리

를 통해 유기견의 재입양을 돕고 유기동물 뿐 아니라 시민 보

건 및 복지에도 기여할 수 있으므로 동물보호소 내 유기견에 

한 질병감염실태를 지속적으로 조사하고 확 하여 체계적인 

관리체계가 이루어져야 할 것으로 생각된다. 
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