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결핵균(Mycobacterium tuberculosis) 및 비결핵 항산균
(nontuberculous mycobacteria, NTM)에 의한 감염증의 증
가 추세는 전 세계적으로 중요한 관심의 대상이 되고 있
다. 후천성면역결핍증의증가와면역억제요법의일반화

에 따라 결핵균에 의한 감염증은 의미있게 증가하고 있
으며[1-4], 최근에는 면역억제 환자 뿐만 아니라 정상 면
역능을 가진 사람들에서도 결핵균 및 M. avium, M. intra-

cellulare, M. kansasii, M. xenopi, M. fortuitum, M. scrofula-

ceum, M. malmoense및 M. genavence등의비결핵항산균
의검출빈도가증가하고있다[5-8].

현재까지 우리 나라의 대한결핵협회와 3차 의료기관
을포함한대부분의의료기관에서는항산균의균종감별
을위해전통적인생화학법이나중합효소연쇄반응법, 유
전자소식자법 등을 많이 사용하고 있으나[4,9,10], 이 방
법들은 동정에 오랜 시간이 걸리거나, 오염에 의한 위양
성률이 높거나, 다양한 비결핵 항산균을 모두 검출할 수
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없거나, 각 균종별로 검사를 시행해야 하는 단점들이 있
다[11-14]. 반면 High Performance Liquid Chromatography

(HPLC)법은 결핵균 및 다양한 비결핵 항산균의 균종 특
이적 mycolic acid의 분해 산물을 분석하여 동정하는 방
법으로 위의 단점들을 보완한 정확한 방법으로 알려져
있다[15,16].

이에 본 연구에서는 mycobacteria 표준균주들을 이용
한 HPLC법으로 임상검체에서 분리된 결핵균 및 다양한
비결핵 항산균을 동정하여 HPLC법의 동정률을 확인하
고, 동정된결핵균및다양한비결핵항산균의분포를확

인하고자하였다.

대상 및 방법

1. 대상

2002년 1월부터 2003년 6월까지 18개월간 울산대학교
병원진단검사의학과에항산균배양이의뢰된 3,072명의
8,045검체 중 National Committee for Clinical Laboratory

Standards (NCCLS) 권고안에 따라 고체 배지인 3% 오가

Table 1. Standard mycobacterial strains used in this study

Mycobacterium species Description Mycobacterium species Description

M. abscessus ATCC 19977 M. marinum ATCC 927

M. acapulsensis KTCC 9501 M. mucogenicum ATCC 49650

M. agri ATCC 27406 M. nonchromogenicum ATCC 19530

M. asiaticum ATCC 25276 M. peregrinum ATCC 14467

M. austroafricanum ATCC 33464 M. phlei ATCC 354

M. avium ATCC 25291 M. porcinum KTCC 9517

M. bovis ATCC 19210 M. pulveris KTCC 9518

M. celatum ATCC 51131 M. scrofulaceum ATCC 19981

M. chelonae ATCC 35752 M. simiae ATCC 25275

M. diernhoferi KTCC 9506 M. smegmatis ATCC 21701

M. flavescens ATCC 14474 M. szulgai ATCC 35799

M. fortuitum ATCC 6841 M. terrae ATCC 15755

M. gastri ATCC 15754 M. triviale ATCC 23292

M. gilvum KTCC 9512 M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294

M. gordonae ATCC 14470 M. vaccae ATCC 15483

M. intracellulare ATCC 13950 M. xenopi ATCC 19250

M. kansasii ATCC 12478

Table 2. Distribution of M. tuberculosis and nontuberculous mycobacteria identified using HPLC from clinical specimens.

Specimen

Sputum 772(80.5) 33(3.4) 20(2.1) 24(2.5) 9(0.9) 4(0.4) 2(0.2) 1(0.1) 1(0.1) 6(0.6) 872(90.0)

Bronchial aspiration 26(2.7) - 1(0.1) - - - - - - 2(0.2) 29(3.0)

Urine 6(0.6) - 10(1.0) - - - - - - 2(0.2) 18(1.9)

Pleural fluid 13(1.4) - - - - - - - - - 13(1.4)

CSF 7(0.7) - - - - - - - - - 7(0.7)

Pus 4(0.4) - - - 1(0.1) - - - - 1(0.1) 6(0.6)

Stool 4(0.4) - - - - - - - - - 4(0.4)

Gastric aspiration 4(0.4) - - - - - - - - - 4(0.4)

Bone marrow 3(0.3) - - - - - - - - - 3(0.3)

Joint fluid 1(0.1) - - - - - - - - - 1(0.1)

Tissue 1(0.1) - - - - - - - - - 1(0.1)

Ascitic fluid 1(0.1) - - - - - - - - - 1(0.1)

Total 842(87.8) 33(3.4) 31(3.2) 24(2.5) 10(1.0) 4(0.4) 2(0.2) 1(0.1) 1(0.1) 11(1.2) 959(100)

Abbreviation: NTM, nontuberculous mycobacteria.

M. M. M. M. M. M. M. M. M. unclassified

tuberculosis kansasii gordonae intracellulare avium abscessus peregrinum fortuitum marinum NTM Total(%)

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
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와 배지 (Eiken, Tokyo, Japan)와 액체 배지인 Mycobac-

teria Growth Indicator Tube (Becton Dickinson, Sparks,

Md., USA)에제조사의지시에따라각각접종하여두배
지중한개이상의배지에서항산균배양양성으로확인
된 448명의 959검체(객담 872, 기관지흡인액 29, 소변 18,

흉수액 13, 뇌척수액 7, 농 6, 위장관 흡인액 4, 분변 4, 골
수 3, 관절액 1, 조직 1, 복수액 1)를대상으로하였다.

2. 결핵균 및 비결핵 항산균의 HPLC법 동정

결핵균 및 비결핵 항산균의 균종 특이적 mycolic acid

를 HPLC법으로 분석하여 얻은 HPLC 패턴을 정도관리
균주들의 HPLC 패턴과 비교하여 동정하였다[22,23]. 정

도관리 대상으로 사용한 표준 균주들은 American Type

Culture Collection (ATCC) 표준균주 28종및 Korean Type

Culture Collection (KTCC) 표준균주 5종등총 33종을사
용하였다(Table 1).

HPLC 분석에 사용된 구성물은 용제를 분출시키는 펌
프와 기화시키는 분사기를 포함하는 본체에는 Waters

2690 Seperation module (Waters, MA., USA)을, 분리를 위
한 컬럼은 reverse phase analytical cartridge column, 3.9 ×

75 mm, packed with 3 ㎛ silica (Nova-Pak C18) 컬럼을, 검
출을 위한 자외선 검출기는 Photodiode array dectector

(Waters, MA., USA)를 이용하였다. 내부 고분자량 및 저
분자량 표준물질로는 각각 ρ-bromophenyl ester와 6,7-di-

methoxy-4-coumarinylmethyl ester를사용하였다.

Fig. 1. Characteristic HPLC chromatograms of Mycobacterium species with single-cluster peak patterns. (A) M. asiaticum; (B)
M. bovis; (C) M. gastri; (D) M. gordonae; (E) M. kansasii; (F) M. marinum; (G) M. szulgai; (H) M. triviale; (I) M. tuberculosis.
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분석 과정은 먼저 methanolic potassium hydroxide나 열
을 가하여 항산균 세포를 분해하여 비누화시키고, 지방
산의 추출을 위해 산성화시키거나 클로로포름을 용매로
추출하였다. 추출한 성분을 potassium bicarbonate나 열을
가하여 기화시키고, 지방산의 파생물을 정제한 후 컬럼
을통과시켜자외선검출기로 HPLC 패턴을검출하였다.

검출된 HPLC 패턴은 모두 저분자량과 고분자량 표준

물질의 peak들 사이에 나타난 특징적인 single, double,

triple 및 multi cluster 패턴을 이용하여 네 그룹으로 분류
하였고, 각 cluster 그룹에속하는균주는각각의 cluster내
의 peak 수, peak 유지시간및 peak 높이비율을기준으로
정도관리 균주들의 HPLC 패턴과 대조하여 최종 동정하
였다. HPLC 패턴이 정도 관리 균주 33종의 어느 것과도
일치하지 않는 경우 unclassified 비결핵 항산균으로 동정
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하였다.

결 과

1. 결핵균 및 비결핵 항산균의 HPLC 동정

항산균 표준균주 33 종 및 항산균 배양이 양성으로 확
인된 959검체의 HPLC 패턴은 mycolic acid peak들이모두
저분자량과고분자량표준물질의 peak들사이에특징적
인 single, double 및 triple cluster 양상을보였다. 

Single cluster 그룹에는 M. asiaticum, M. bovis, M. gastri,

M. gordonae, M. kansasii, M. marinum, M. szulgai, M. trivi-

ale 및 M. tuberculosis 등의 9종이 속하였다(Fig. 1). Dou-

ble culster 그룹에는 M. abscesus, M. acapulsensis, M. agri,

M. avium, M. celatum, M. chelonae, M. diernhoferi, M. fla-

vescens, M. fortuitum, M. gilvum, M. intracellulare, M. mu-

cogenicum, M. nonchromogenicum, M. peregrinum, M. ph-

lei, M. porcinum, M. scrofulaceum, M. smegmatis, M. terrae,

및 M. xenopi 등의 20종이 포함되었다(Fig. 2). Triple culs-

ter 그룹에는 M. austroafricanum, M. pulveris, M. simiae및
M. vaccae 등의 4종이 포함되었다(Fig. 3). 각 cluster 그룹
에 속하는 균주는 각각의 cluster내의 peak 수, peak 유지
시간 및 peak 높이 비율을 기준으로 정도관리 균주들의
HPLC 패턴과 대조하여 최종 동정하였다. 959검체 중에

Fig. 2. Characteristic HPLC chromatograms of Mycobacterium species with double-cluster peak patterns. (A) M. abscesus; (B)
M. acapulsensis; (C) M. agri; (D) M. avium; (E) M. celatum; (F) M. chelonae; (G) M. diernhoferi; (H) M. flavescens; (I) M.
fortuitum; (J) M. gilvum; (K) M. intracellulare; (L) M. mucogenicum; (M) M. nonchromogenicum; (N) M. peregrinum; (O) M.
phlei; (P) M. porcinum; (Q) M. scrofulaceum; (R) M. smegmatis; (S) M. terrae; (T) M. xenopi.
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서 11검체를제외한 948검체를동정하여 98.9%의동정률
을보였다.

2. 결핵균 및 비결핵 항산균의 임상검체에서의 균
종분포(Table 2)

항산균 배양 양성률은 검체수로는 11.9%, 환자수로는
14.6% 였다. 균종별로는 결핵균이 842건(376명)으로 배
양 양성 검체의 87.8%였고 비결핵 항산균은 117건(72명)

으로 12.2%였다 . 비결핵 항산균은 M. kansasii 33건
(3.4%), M. gordonae 31건(3.2%), M. intracellulare 24건
(2.5%), M. avium 10건(1.0%), M. abscessus 4건(0.4%), M.

peregrinum 2건(0.2%), M. fortuitum 1건(0.1%), M. mari-

num 1건(0.1%) 및 unclassified 비결핵 항산균 11건(1.2%)

의분포를보였다.

고 찰

임상검체에서결핵균의동정은결핵균감염증을진단
하기 위한 최선의 방법이며, 최근 후천성면역결핍증의
증가와면역억제요법의일반화에따라의미있게증가하
고 있는 비결핵 항산균의 동정도 매우 중요하다[17-19].

특히 비결핵 항산균은 생활 환경에 널리 분포하고 있어
서임상검체로부터분리되어도병원성여부를판단하기

힘들며[17,20], 일반적으로 결핵균에 유효하다고 알려진
항결핵제들이비결핵항산균에는효과가없는경우가많
고, 비결핵항산균의종류에따라치료가다른경우가많
으므로[18,19,21], 항산균의 균종 감별은 환자의 적절한
치료에대단히중요하다.

현재까지 결핵균 및 비결핵 항산균의 검출에 널리 이
용되고있는전통적인생화학법은민감도가낮거나검출
에 오랜 시간이 걸리고, 비결핵 항산균의 경우에는 균종
단계까지 동정하기 어렵다. 또한 항산균의 균종 감별에
빠르고 정확하다고 알려진 중합효소연쇄반응법, 유전자
소식자법 등을 많이 사용하고 있으나, 이 방법들은 오염
에 의한 위양성률이 높거나, 다양한 비결핵 항산균을 모
두검출할수없거나, 각균종별로검사를시행해야하는
단점들이 있다[11-14]. 반면, HPLC를 이용한 결핵균 및
비결핵 항산균 동정법은 균종 특이적 mycolic acid의
HPLC법으로분석하여얻은 HPLC 패턴을정도관리균주
들의 HPLC 패턴과대조하여동정하는방법으로위의단
점들이 극복된 빠르고 정확한 방법으로 알려져 있다
[15,16,22,23].

Butler 등[15,16]은 1991년 HPLC법으로 저분자량과 고
분자량 표준 물질의 peak들을 분석하여 11종의 결핵균
및 비결핵 항산균을 감별하였고, 2001년 결핵균 및 비결
핵 항산균의 HPLC 패턴을 single, double, 및 triple cluster

패턴의 세 그룹으로 분류하였는데, 각각 18, 23, 및 15종
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Fig. 3. Characteristic HPLC chromatograms of Mycobacterium species with triple-cluster peak patterns. (A) M.
austroafricanum; (B) M. pulveris; (C) M. simiae; (D) M. vaccae
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이포함되었고이분류에의한동정률은 98%라고보고하
였다. 또한 미국의 질병관리센터(CDC)에서는 결핵균을
포함한 20종의항산균을감별하기위한균종특이적 my-

colic acid의 HPLC 패턴의 표준안을 1996년과 1999년에
걸쳐제시하였다[22-23].

본 연구에서는 33종의 항산균 표준 균주를 이용하여
HPLC 패턴과 대조하여 임상분리주의 균종을 동정하였
으며, single cluster 그룹에는 M. tuberculosis를포함한 9종
이, double culster 그룹에는 M. avium, M. intracellulare 등
의 20종이, triple culster 그룹에는 M. austroafricanum등의
4종이 포함되었다. 네 개 이상의 peak cluster를 가지는
multi cluster 그룹은 현재까지 드물고, 병원성 유무가 확
인되지 않은 그룹에 속해 있는데[15], 본 실험의 임상검
체에서는 검출되지 않았다. 항산균 배양 양성으로 확인
된 959검체 중에서 11검체를 제외한 948검체의 균종을
동정하여 98.9%의 동정 성공률을 보여 우수한 변별력을
확인할수있었다.

우리나라에서의비결핵항산균의검출빈도는정확히
알려져 있지 않은데, 1960년대의 비결핵 항산균의 빈도
[24-27]는 배양 양성 검체중 1% 미만으로, 1970년 김[28]

등은객담에서분리한비결핵항산균은 2.7%로보고하였
다. 본 연구에서는 비결핵 항산균이 117건(72명)으로 배
양양성검체의 12.2%로나타나 70년대이후우리나라에
서도 비결핵 항산균의 검출율이 대단히 증가한 것을 확
인할수있었다.

또한 임상 검체에서 분리되는 항산균의 종별 빈도에
관한 보고는 많지 않은데, 1995년 대한결핵 및 호흡기학
회에서 조사한 비결핵 항산균 전국 실태조사[4]에서는
1981년부터 1994년까지 14년간 총 158 검체의 비결핵 항
산균을 동정한 결과 비결핵 항산균의 국내 분포 양상은
M. avium-intracellulare 104건(65.2%), M. fortuitum 20건
(12.7%), M. chelonae 15건(9.5%), M. gordonae 7건(4.4%),

M. terrae 5건(3.2%), M. scrofulaceum 3건(1.9%), M. kansa-

sii 2건(1.3%), M. szulgai 2건(1.3%), M. avium-intracellula-

re & terrae 1건(0.6%) 이라고보고하였다.

이에 반해 본 연구에서는 2002년 1월부터 2003년 6월
까지 비교적 짧은 기간 동안에 울산 지역의 한 대학병원
에서 검출된 비결핵 항산균이 117건으로 1981년부터 14

년간전국적으로검출한 158건의 3/4에육박하는높은검
출율을 확인할 수 있었고, 균종 분포도 M. avium-intrace-

llulare, M. fortuitum, M. chelonae 등은 상대적 감소 추세
를, M. kansasii, M. gordonae 등은 상대적 증가 추세를 보
이는데, 이는미국의질병관리센터에서 1993년부터 1996

년까지 조사한 비결핵 항산균의 증감 추세[26]와 유사하
다. 그러나본연구에서는 18개월의짧은기간동안에한
대학병원에서검출된비결핵항산균들만을대상으로조
사하였기 때문에, 우리 나라의 전체적인 균종별 증감율
을파악하기위해서는지속적이고광범위한조사가필요
할것으로판단된다.

이상의 결과로 HPLC법은 임상검체에서 mycobacteria

의동정에 98.9%의변별력을보여우수한동정법임을확
인하였다. 또한 HPLC법을 이용한 비결핵 항산균의 검출
빈도는배양양성검체의 12.2%로나타나우리나라에서
도 비결핵 항산균의 검출율이 대단히 증가한 것을 확인
할수있었다.

요 약

배배경：결핵균 및 비결핵 항산균 감염증은 의미있게
증가하고 있으며, 비결핵 항산균의 경우 병원성 여부를
판단하기 힘들고, 효과적인 치료가 어렵기 때문에 항산
균의균종감별은대단히중요하다. HPLC법은결핵균및
다양한 비결핵 항산균의 균종 특이적 mycolic acid의 분
해 산물을 분석하여 동정하는 방법이다. 이에 본 연구에
서는 표준균주를 이용한 HPLC법을 이용하여 임상검체
에서 분리된 결핵균 및 다양한 비결핵 항산균을 동정하
여 HPLC법의동정성공률을확인하고, 다양한비결핵항
산균의분포를확인하고자하였다.

방배법：3% 오가와배지와액체배지인Mycobacterium

Growth Indicator Tube의 두 배지 중 한 개 이상의 배지에
서 항산균 배양 양성으로 확인된 959검체를 대상으로
HPLC법으로 검출한 패턴을 single, double, triple 및 multi

cluster 패턴을 이용하여 네 그룹으로 분류하고, 각각의
cluster내의 peak 수, peak 유지 시간 및 peak 높이 비율을
기준으로 표준균주들의 HPLC 패턴과 대조하여 최종 동
정하였다.

결배과：HPLC 패턴은 single, double, 및 triple cluster

양상을 보였고 각각 9, 20, 및 4종이 포함되었다. 항산균
배양양성인 959검체중에서 11검체를제외한 948검체를
동정하여 98.9%의동정성공률을보였다. 비결핵항산균
은배양양성검체의 12.2%였다.

결배론：HPLC법은 임상검체에서 mycobacteria의 동
정에 98.9%의 변별력을 보여 우수한 동정법임을 확인하
였다. HPLC법을이용한비결핵항산균의검출빈도는배
양양성검체의 12.2%로나타나우리나라에서도비결핵
항산균의검출율이대단히증가한것을확인할수있었다.
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