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거대세포바이러스(cytomegalovirus, CMV) 감염은장기
이식환자 뿐만 아니라, 면역기능이 저하되어 있는 환자
의 경우 장기이식의 실패 및 감염에 의한 치명적 사망에
이를 수가 있다[1,2]. 그러나 CMV 감염을 조기 진단하게
되면 항-바이러스 약제를 조기에 적절히 투여하여 감염
에의한증상을경감할수있을뿐더러 CMV 감염에의한
장기이식실패율을낮출수있다[3-5]. CMV 진단에사용
되는 방법으로는 혈청학적 항체검사, 바이러스배양, 항
원혈증 검사 및 중합효소연쇄반응 등이 있으나 각 방법
마다 장단점이 있다[6]. 혈청학적검사는 간편하기는 하
나위양성및위음성이많아 CMV 감염의조기진단에사
용하기가 적절치 않다[3,7]. 그러나 바이러스 배양법은
특이도는 높으나 민감도가 낮고 검사 시간이 긴 단점이
있으며, 항원혈증 검사는 민감도도 높고 반정량 적으로
보고 할 수가 있으나 제조회사 마다 결과의 차이를 보일
뿐만아니라판정기준에표준화가되어있지않다[7,8,9].

이에연구자는 dual-PCR과항원혈증검사를이용한혈액
내 CMV 검출 결과를 비교 검토하여 CMV 감염의 조기

진단에 있어서 PCR 검사법의 유용성을 평가해 보고자
하였다.

대상 및 방법

1. 대상

2002년 2월부터 2005년 5월까지 임상에서 의뢰된
CMV 검사 중 dual-PCR과 항원혈증 검사가 동시 의뢰되
었던 175 명을 대상으로 하였다. 검체 의뢰 과는 혈액종
양내과 75명, 신장내과 23명, 류마치스과 19명, 기타과가
58명이였다. 

2. 방법

1) 이중-중합효소연쇄반응
(1) DNA 추출
Heparin 항응고제가 들어있는 혈액 5 mL에 dextran 2

mL로 적혈구를 침강시켜 buffy coat를 분리하였다. Buffy

coat를 PBS에 재 부유시켜 원침 후 InstaGene (BioRad,

Hercules, CA, USA)으로 처리하여 DNA를 분리하였다.

External control은 CMV AD 169 strain (ATCC No. VR-538)

을사용하였다.

(2) 이중-중합효소연쇄반응
사용된 primer (MIE-4/MIE-5, 및 LApr/LA6)는 Demmler
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배배경：Cytomegalovirus (CMV) 감염은장기이식환자뿐만아니라면역저하환자의이환및사망의
중요한 원인이다. 연구자들은 혈액 검체에서 CMV를 검출하기 위한 이중-중합효소연쇄반응법과 항원
혈증검사의결과를비교하였다.

방배법：한양대학병원에서 2002년 2월부터 2005년 5월까지 CMV 검출을 위하여 의뢰된 175개 혈액
검체결과를분석하였다. Dual-PCR은 CMV의 late antigen (LA) 및 major immediate early antigen (MIE) 유
전자를 동시에 증폭하였고, 항원혈증 검사(Chemicon, Temecula, CA, USA)는 CMV의 lower matrix pp65

항원을검출하였다.

결배과：Dual-PCR의 양성율은 14.3% (25/175), 항원혈증 검사는 13.1% (23/175)이었다. Dual-PCR과
항원혈증검사의일치율은 85.1%(149/175), 불일치율은 14.9% (26/175)이였다.

결배론：Dual-PCR 검사는 CMV의조기검출에유용한방법이나, 두방법간에불일치율이높아항원
혈증검사와함께사용할것을추천한다.
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등[10]이고안한 primer를, β-globin primers (RS42/KM29)는
Greer 등[11]이 기술한 것과 동일한 primer를 사용하였다
(Table 1). 중합효소연쇄반응은 Kulski [12]와 Miller 등
[13]의 PCR 방법을약간수정하여다음과같이실시하였
다. 반응액 50 μL (10mM Tris-Cl: pH 8.3, 50 mM KCl)에는
각각의 dNTP 200 μM, primer (LA-Pr/LA-6, MIE-4/MIE-5,

RS-42/KM-29)는 각각 100 pM, AmpliTaq DNA poly-

merase (Promega, Madison, WI, USA) 1 U, MgCl2 1.5 mM,

검체 5 μL을함유하고있다.

Dual-PCR은 initial denaturation 95℃ 5분, denaturation

95℃ 1분, annealing 60℃ 30초, extension 72℃ 2분의조건
으로 41회반복하였다. 마지막단계의 extension은 72℃에
서 7분간 하였다. PCR 반응 후 얻어진 증폭산물 20 μL에
loading buffer 4 μL를 혼합하여 2% agarose gel에서 100 V

로 1시간 30분간 전기영동을 실시하여 증폭산물을 확인
하였다. LA primers는 CMV late antigen의일부분(400 bp),

MIE primer는 CMV major immediate ealy gene의 일부분
(200 bp), β-globin primer는 human β-globin gene 중 536 bp

을증폭하였다(Fig. 1).

2) 항원혈증 검사
항원혈증 검사 시약은 LIGHT DIANOSTICSTM kit

(CMV pp65 Antigenemia Immunofluorescence Assay,

Chemicon, Temecula, CA, USA)를 사용하였으며, 술식을
간략하면 다음과 같다. Heparin 처리된 혈액 5mL에서
buffy coat를분리하여 PBS로 1.0 106/mL되게세포수를
조절하고 cytospine를 이용하여 200 μL를 900 rpm으로 3

분 원심하면 슬라이드당 2 105 세포가 슬라이드에 부
착된다 .  이 슬라이드를 실온 공기 중에서 건조하고
formalin에고정한다. 슬라이드에부착된세포에 40 μL의
pp65 monoclonal antibody를 도포하고 습윤 상자에 넣고
37℃에서 30분간 반응시킨다. PBS로 슬라이드를 세척한
후 anti-Mouse IgG:FITC conjugate 40 μL를 cell spot에 덮
어 37℃ 습윤 상자에서 30분간 반응시킨다. 현광현미경
을 사용하여 핵 내의 bright apple green의 핵이 발견되면
양성으로 판단하고 전 슬라이드에서 양성 세포의 수를
계산하였다. 

결 과

전체적으로 dual-PCR (LA gene이나 MIE gene 양성) 양
성율은 14.3% (25/175), 항원혈증 검사 양성율은 13.1%

(23/175)로유사하였다. Dual-PCR 양성/항원혈증검사양
성은 11예, dual-PCR 양성/항원혈증 음성은 14예, dual-

PCR 음성/항원혈증 양성은 12예, dual-PCR 음성/항원혈
증음성은 138예였다. Dual-PCR과항원혈증검사의일치
율은 85.1% (149/175), 불일치율은 14.9% (26/175)였다.

Dual-PCR 양성 항원혈증 검사 양성인 11예는 항원혈증
검사의양성백혈구가 2-1000(4 이하 3예, 5이상 8예)이었
으며, dual-PCR음성 항원혈증 검사 양성의 양성 백혈구
수는 2-120(4이하 9예, 5이상 2예)이었다.   

Dual-PCR 검사에서 LA gene 및 MIE gene 결과를 분리
하여 분석하면 전체 175 검체 중 LA gene 양성이 23예
(13.1%), MIE gene 양성이 13예(7.4%), 항원혈증 검사 양
성이 23예(13.1%)로 LA gene 검사와 항원혈증 검사의 양
성율은 동일하였다. LA gene, MIE gene, 및 항원혈증 검
사모두양성은 5예, LA gene, MIE gene 양성및항원혈증
음성은 6예, LA gene, 항원혈증 양성, MIE gene 음성은 6

Table 1. Sequences of oligonucleotide primers

Primers Sequences  (5' 3') Length (bp) of amplified product Location of amplified product 

MIE-4 CCAAGCGGCCTCTGATAACCAAGCC 432 731-755

MIE-5 CAGCACCATCCTCCTCTTCCTCTGG 1165-1150

LA-6 CACCACGCAGCGGCCCTTGATGTTT 200 2500-2476

LA-Pr GTCGCCTGCACTGCCAGGTGCTTCG 2301-2325

KM29 GGTTGGCCAATCTACTCCCAGG 536 -globulin

RS42 GCTCACTCAGTGTGGCAAAG

Abbrevations: MIE, major immediate-early antigen gene; LA, late antigen gene; bp, base pairs.

Fig. 1. Dual-PCR of cytomegalovirus. Lane 1, molecular

weight marker (123 bp ladder); lane 2, LA gene positive

case; lane 3, MIE gene positive case; 4, 6, and 8, LA and

MIE genes positive case; 5 and 7, negative case; 9, negative

control; 10, positive control. Internal control of -globin

(535 bp), MIE gene (432 bp), and LA gene (200 bp). 
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예, LA gene만 양성 6예, MIE gene만 양성은 2예, 항원혈
증 검사만 양성은 12예, LA gene, MIE gene 및 항원혈증
검사 음성은 138예 이었다. LA gene과 항원혈증 검사 결
과의 일치율은 86.3% (151/175), 불일치율은13.7%

(24/175)인 반면 MIE gene과 항원혈증 검사의 일치율은
85.1% (149/175), 불일치율은 14.9% (26/175)로 LA gene

검사와 항원혈증 검사의 결과 일치율이 MIE gene 과 항
원혈증검사결과의일치율과유사하였다(Table 2). 

고 찰

CMV 항체 양성률 및 감염의 발생률은 나라마다 다르
며, 검사방법마다차이가있을수가있다. 국내건강인의
CMV IgG 항체 양성율은 98-100%이며, CMV-IgM 항체
양성율은 8-11% 정도이다[14-16]. CMV 감염에는잠복감
염과현증감염이있으며현증감염의정확한범위설정이
어려워 검사 결과의 올바른 해석이 필요한 실정이다. 현
증감염은 여러 가지 CMV 검사방법(혈청학적검사, 세포
배양, 항원혈증 검사 및 PCR 등) 중 한 가지라도 양성이
며, CMV 감염의 증상(발열, 백혈구감소증, 혈소판감소
증, 간 효소 상승, 장염, 폐렴, 망막염, 신염, 혹은 관절통
등) 중두가지이상의증상이나타나면현증감염으로정
의하고 있으나[17], 각 방법의 위양성 및 위음성 때문에
한 가지 방법에 의존하여 현증감염을 진단하기는 여러
가지위험이있을수있다. 아직까지 CMV 검사의표준방
법으로제시된방법은없으나기존에사용하던항원혈증
검사를표준검사로가정하였을경우 dual-PCR의 예민도
48%, 특이도 91%로 예민도가 상당히 낮은 것으로 나타
났다. 그러나이것은두방법간에불일치율이높기때문
이다. 

CMV 항원혈증 검사에서사용한항체는 CMV의 lower

matrix protein pp65와 반응하는 단클론항체이다. CMV의
lower matrix protein pp65는 CMV의 감염 초기에 나타나
는중요단백중하나로상당히면역성이강한성질을갖
고 있다[18]. 이 방법은 말초혈액 내의 백혈구를 분리하
여 cytospin을 하고 염색하여 2 105백혈구 중 CMV 양
성 세포를 계산하여 CMV 감염을 반정량적으로 측정할
수있으며, 또한신속한결과를얻을수있어현재검사실

에서 많이 사용되고 있는 방법이다. 그러나 항원혈증검
사는 kit 제조회사 마다 방법이 다르고, 사용된 단클론항
체의종류가다르므로 CMV 검출율이다를수가있으며,

혈액내백혈구수가극히낮은경우는검사를할수없는
단점이 있다. 이 방법도 높은 예민도 때문에 잠복감염의
검체에서 위양성을 나타낼 수 있는 위험이 있으나 양성
백혈구 수를 계산하여 반정량적으로 보고하고 있다.

Murray 등[4]은항원혈증 검사에서 백혈구 5 104 중 양
성 세포 수가 10개 이상이면 현증 CMV 감염일 확률이
93%까지올라간다고보고하였으나, Miller 등[19]은항원
혈증 검사에서 음성인 경우에도 많은 수에서 심한 CMV

감염을 경험하여 아직까지 항원혈증 검사에서 정확한
현증 감염의 범위 설정이 어려운 상황이다. 항원혈증 검
사에서는검체로부터백혈구회수율이너무낮아검사가
불가능한 경우는 부적합 검체로 처리하여 연구대상에서
제외시켰으나, dual-PCR 검사는 혈장 및 혈청을 사용할
수가 있었으며, 뿐만 아니라 저자들의 경험에 의하면 인
체내모든체액(객담, 소변등)도검사할수있는장점이
있다[1]. 

CMV DNA를 검출하는 PCR 검사는 항체검사, 바이러
스배양 및 항원혈증 검사보다 먼저 양성 반응을 나타내
므로 초기에 항바이러스 약제를 투여할 수 있는 장점이
있다[6,14,20]. 그러나 PCR 검사도역시높은예민도때문
에 잠복 감염된 CMV DNA도 검출할 수 있는 단점이 있
다. 정상 건강인의 혈액에서도 8%의 CMV DNA가 검출
되어 현증감염과 잠복감염을 구별하기가 어려운 경우가
있다[21]. PCR검사에서는특히검사도중 CMV의오염에
의한 위양성을 고려하여야 하는데, 본 연구에서는 철저
한 정도관리와 음성 대조를 자주 사용하여 CMV의 혼입
을사전에차단하였다. 

PCR 검사의고도예민도를극복하기위하여혈장이나
혈청을 검체로 사용할 수 있으며 ,  mRNA를 reverse

transcriptase-PCR (RT-PCR)을 실시하여 CMV의 활성을
검출할 수가 있다[22-26]. 뿐만 아니라 희석법에 의한 반
정량적 PCR 또는 real time PCR 등을 사용하여 검체 내
CMV의양을정량적으로측정할수가있다[1,8,24-26]. 본
연구에서도 항원혈증 검사 결과에서 양성 세포수가
1,000개 이상인 환자의 검체를 1,000 배까지 희석하여

Table 2. Results of dual-PCR and Ag test for cytomegalovirus detection

Ag test

positive negative total

positive LA only 6 6 12

MIE only 0 2 2

LA/MIE 5 6 11

negative 12 138 150

Total 23 152 175

Abbrevations: LA, late antigen gene, MIE; major immediate early antigen gene; Ag, antigenemia.

dual-PCR
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dual-PCR을 실시하여도 양성으로 나타난 경우가 있어
항-바이러스치료후 CMV DNA를반정량으로측정할수
있을 것으로 사료된다[1]. 본 연구에서 dual-PCR 양성 항
원혈증 검사 양성인 11예의 경우 항원혈증 검사의 양성
백혈구가 2-1000(4 이하 3예, 5이상 8예)로, dual-PCR음성
항원혈증검사양성의양성백혈구수 2-120(4이하 9예, 5

이상 2예) 보다 양성 백혈구 수가 많았던 것으로 나타났
다. Dual-PCR 음성이나 항원혈증 검사에서 양성 백혈구
가 120개 나타난 경우는 Demmler 등[10]이 지적한 것처
럼 감염 CMV의 염기서열에 변이가 있어 저자들이 사용
한 primers로검출되지않은것으로사료된다. 

PCR 검사에서위음성은혈중 viremia가낮아서위음성
을나타낼수있을뿐만아니라, CMV의염기서열변형에
의한 위음성 및 항응고제로 사용한 heparin에 의한 PCR

위음성도 고려하여야 한다[13,27]. Dual-PCR의 위음성을
줄이기 위해서는 검체에서 백혈구 회수 및 DNA를 추출
하는 방법을 더욱 효율성 높은 방법으로 개선하고, dual-

PCR의 조건을 개선하면 예민도를 더욱 높일 수 있을 것
으로사료된다. 

Demmler 등[10]은 CMV 검출을한종류의 primers만사
용하여 CMV DNA를 증폭할 경우 CMV의 변이에 따른
DNA 염기서열에 차이가 있을 수가 있으므로 여러 종류
의 primers를 사용하여 CMV를 검출하는 것이 위음성을
낮출 수 있다고 하였다. 연구자들도 CMV의 LA 및 MIE

gene을 각각 검출할 수 있는 두 쌍의 primers를 사용하였
다. LA gene은분자량이 65 kDa인인산화된기질구조단
백을 조절하는 gene이며 이 단백은 비리온 외피의 주 구
성 성분이다[28]. MIE gene은 68-72 kDa의 인산화된 단
백을 조절하는 유전자로 알려져 있으며, 감염 후 감염세
포의핵내에농축되어있다[29]. 

본 연구에서 LA gene 검출율은 13.1% (23/175)로 MIE

gene 검출율 7.4% (13/175)보다 높았으나 통계학적인 의
의는 없었다. Demmler 등[10]도 46 분리 균주 중 9 균주
(20%)에서 LA gene과 MIE gene 증폭 결과 불일치함을
발견하였다. 이것으로 보아 LA gene과 MIE gene 증폭 결
과의 차이는 각 primers의 예민도도 고려할 수 있겠으나
감염된 CMV DNA 염기서열의변이에의한다양한 CMV

감염을생각할수가있다[10].

Kulski [12]는 저자들이 사용한 동일한 primers를 사용
하여 LA primers는 1 fg (102 copy), MIE primers는 10 fg

(103 copies)까지 검출할 수 있었다. 뿐만 아니라 single

PCR과 dual PCR을 실시한 결과 single PCR에서는 LA

gene은 17.4%, MIE gene은 6.5%의 위음성을 나타내었으
나, dual-PCR에서는 46예중한예(2.2%)에서만위음성을
나타내어 dual-PCR의 우수성을 강조하였다 [12].

Demmler 등[10]은 선천성 CMV 감염을 진단하기 위하여
처음 소변 내 CMV를 dual-PCR을 이용하여 좋은 결과를
나타내었으나, 강 등[1]은 전향적인 방법으로 환자의 혈
액에서 항원혈증 검사와 함께 사용하여 좋은 결과를 나

타내었다. 이에 연구자들은 이 dual-PCR법을 모든 검체
에 적용 사용하여왔으며, 혈액 검체에서는 기존에 사용
하여 오던 항원혈증 검사와 함께 상호 보완적으로 사용
하여왔다. 이번 연구 결과에서 dual-PCR과 항원혈증 검
사의 불일치율이 높았던 이유 중에 하나로 dual-PCR과
항원혈증 검사의 예민도와 특이도 때문도 있겠으나, 검
사를 각기 다른 병원에서 실시하여 검사 실시 시간상의
차이 때문인 점도 배제하지 못하였다. 결론적으로 dual-

PCR 검사는 CMV 검출율이 높은 검사이나 혈액 검사의
경우 항원혈증 검사와 불일치율이 높아 상호보완적으로
사용함이좋을것으로판단된다.
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Detection of Cytomegalovirus by Dual-PCR

Won Ho Choe1, Jung Oak Kang1, Tae Yeal Choi1, and Youhern Ahn2

Departments of Laboratory Medicine1, and Internal Medicine2, Hanyang University Medical College, Seoul, Korea

BBaacckkggrroouunndd:: Cytomegalovirus (CMV) infection is a major cause of morbidity and mortality in
transplant recipients and immunocompromised patients. We compared the results of a dual
polymerase chain reaction (dual-PCR) and an antigenemia (Ag) test for  detection of CMV from
blood samples. 
MMeetthhooddss:: Between February 2002 and May 2005, we analyzed 175 blood samples submitted for

CMV tests at Hanyang University Hospital. The late antigen (LA) and major immediate early (MIE)
genes of CMV were concurrently amplified in the dual-PCR. The lower matrix protein pp65 of CMV
was detected for the Ag test (Chemicon, Temecula, CA, USA).
RReessuullttss:: The positive rate of the dual-PCR was 14.3% (25/175) and that of the Ag test was 13.1%

(23/175). The concordance rate of the dual-PCR and Ag test was 85.1% (149/175), while the
discordance rate was 14.9% (26/175).
CCoonncclluussiioonn:: The dual-PCR is a useful method for the early detection of CMV, but we recommend

using both the dual-PCR and Ag test for detection of CMV due to a high discordance rate of the two
methods. 
((KKoorreeaann  JJ  CClliinn  MMiiccrroobbiiooll  22000066;;99((22))::9966--110011))

KKeeyywwoorrddss:: Cytomegalovirus, Late antigen (LA) gene, Major Immediate Early Antigen (MIE) gene,
Polymerase chain reaction, Antigenemia
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