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Background: The purpose of this study was to eval-
uate the usefulness of direct PCR for a rapid de-
tection of Mycobacterium tuberculosis (MTB), the dif-
ferentiation of MTB from nontuberculous mycobac-
teria (NTM), and the identification of NTM species in 
acid-fast bacilli (AFB) smear-positive specimens.
Methods: A total of 255 AFB smear-positive respira-
tory specimens were studied. For the differentiation 
of MTB from NTM, the bands of the 360 bp, which 
exists both in MTB and NTM, and the 190 bp, which 
exists only in MTB, were amplified using the one- 
tube nested PCR targeting regions of the rpoB gene. 
The two-tube nested PCR targeting 16S-23S rRNA 
spacer gene was done with 34 specimens that were 
negative by one-tube nested PCR. The specimens 
that were tested positive for NTMs were subsequent-
ly subjected to PCR-restriction fragment length poly-
morphism (PCR-RFLP) analysis based on the rpoB 

gene for mycobacterial species identification.
Results: Detection rate of MTB and NTM was 87% 
after the one-tube nested PCR. The detection range 
of MTB and NTM increased up to 93% after the 
two-tube nested PCR. The results of PCR-RFLP 
analysis identified those NTMs as M. avium and M. 
intracellulare. 
Conclusion: This result seems to suggest strongly 
that the PCR testing especially aiming for differ-
entiation of MTB from NTM, and identificatin of my-
cobacterial species using AFB smear-positive speci-
mens would be highly importnat in clinical settings 
for effective treatment of patients. (Korean J Clin 
Microbiol 2007;10:135-142)
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서      론

  현재 전세계 인구의 약 1/3 정도가 결핵균에 감염되어 있으

며, 매년 약 3백만 명의 인구가 결핵으로 인해 사망하고[1], 또 

다른 약 8백만의 새로운 환자가 발생하는 것으로 추정되고 있

다[2,3]. 이러한 결핵의 가장 확실한 진단 방법은 결핵균에 의

한 감염을 증명하는 것으로, 임상검체에서 결핵균을 검출하는 

것이다[4,5].
  우리나라의 결핵 환자 진단 기준은 임상검체의 도말 검사 결

과에서 항산균이 증명된 경우, 또는 결핵균이 분리 배양된 경

우 중 하나만 충족하여도 결핵 환자로 진단하고 세균학적 검사

에서 결핵균을 증명하지 못할 경우에 한하여 임상적, 방사선학

적 또는 조직학적으로 결핵에 합당한 증상이나 소견이 있어서 

진료의사가 결핵 치료를 시행하기로 결정한 경우에는 의사환

자로 진단할 수 있도록 정해져 있다[5].
  PCR 검사는 도말검사나 배양검사에서 구분하지 못하고 배

제되었던 결핵균(Mycobacterium tuberculosis, MTB)과 비정형 

결핵균(nontuberculous mycobacteria, NTM)을 구분할 수 있다

는 장점이 있어 미국에서는 객담 항산균 도말검사에서 양성을 

보인 경우에는 핵산증폭검사(nucleic acid amplification test)를 

시행하여 이 검사에서 양성을 보일 때는 폐결핵으로 잠정 진단

하고, 음성을 보일 때는 NTM에 감염된 것으로 잠정진단 후 최

종 진단은 배양결과를 가지고 판단하도록 권장하고 있다[6].
  1980년대 이후 미국과 유럽, 일본에서 후천성 면역결핍증 등 

면역기능 저하 환자에서의 파종성 감염과 함께 기저질환이 없

는 정상 면역상태인 성인에서 NTM 폐질환의 발생이 증가하면

서 최근 많은 관심을 모으고 있다[9-11]. NTM 감염증은 폐질

환, 림프절염, 피부질환, 파종성 질환 등 네 가지 특징적인 임상 

증후군으로 분류되며 이 중 폐질환은 NTM 감염증의 90% 이
상을 차지하는 가장 흔한 형태이다[7,8].
  국내에서는 과거부터 NTM은 대부분 오염 또는 집락형성으

로 간주하였고 따라서 임상적 의미를 별로 부여하지 않았다

[12]. 그러나 국내에서도 NTM이 증가하고 있으며[13], 최근 한 
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연구에서 항산균 도말 양성, 배양 양성 검체의 10.3%가 NTM
으로 보고되기도 하였다[14].
  본 연구에서는 항산균 도말 양성 검체에 대하여 PCR을 시행

하여 MTB와 NTM의 감별을 시도하고 PCR 방법 차이에 의한 

MTB 및 NTM의 검출율을 비교하는 한편 검출된 NTM의 동정

을 시도하여 어떤 종류의 NTM이 임상검체로부터 분리되는지

를 알아보고자 하였다. 

재료 및 방법

1. 검체

  2005년 6월 23일부터 2006년 2월 9일까지 수원시 소재의 한 

대학병원에서 항산성 염색 결과 trace 이상으로 판독된 255개
의 객담 검체를 사용하였다.

2. DNA 추출

  PCR 실험을 위해 가열파쇄 유전자 추출법(bead beating)을 

사용하였다. 항산성 염색을 위하여 원심분리하고 남은 약 500 
μL 이하의 객담을 1,500μL용 microcentrifuge tube에 넣고 증

류수 1,000μL을 가해 약 5,000 g에서 5분간 2회 수세하고 침전

물에 증류수 100μL을 넣고 100oC 끓는 물에서 10분간 방치 후 

다음 단계로 넘어가기 전까지 동결시켜 보관하였다. 해동한 후 

glass bead (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo, USA) 150μL를 넣어 

Bead beater (Biospec procects, OK, USA)로 medium speed, 90
초, 2회 파쇄한 후, 100oC에서 10분간 끓인 후  10,000 g, 1분간 

원심 분리하였다.

3. PCR

  1) 결핵균과 비정형 결핵균 구분을 위한 one-tube nested 
PCR: Mycoabcteria가 공통적으로 가지고 있는 rpoB 유전자의 

360 bp 부분과 결핵균만 가지고 있는 190 bp 부분을 이용하여 

MTB와 NTM을 구분하기 위하여 one-tube nested PCR을 시행

하였다. 마이코박테륨 균종들의 rpoB 유전자의 360 bp 부분을 

증폭하기 위해 시발체로 5’ TCA AGG AGA AGC GCT ACG 
A 3'와 5' GCA GAC CCT GAT CAA CAT CC 3’를 사용하였

다[15]. 증폭된 유전자 부위는 M. tuberculosis (GenBank ac-
cession No. P47766) 서열 순서 902에서 1,261, codon 302에서 

420이다. 동시에 M. tuberculosis에만 있는 190 bp 부분을 증폭

하기 위한 시발체로는 IS6110부위의 5' GGC ATC GAG GTG 
GCC AGA TG 3'와 5' CAT AGG TGA GGT CTG CTA CCC 
3'를 사용하였다. PCR 반응액은 AccuPowerⓇ PCR premix 
(Bioneer Co., Daejeon, Korea)를 사용하였고, genomic DNA 10
μL와 시발체 각각 1μL, 멸균증류수 36μL를 혼합하여 최종 

부피가 50μL가 되도록 하였으며, GeneAmp PCR system 2700 
(Perkin-Elmer Cetus, Boston, MA, USA)를 사용하였다. PCR방

법은 다음과 같다. Pre-denaturation 과정으로 94oC에서 5분 반

응 후, denaturation 과정 94oC 30초와 annealing/elongation 과정 

72oC 1분을 15회 시행하여 190 bp를 증폭하였으며, 계속해서 

94oC 30초, 58oC 30초, 72oC 30초 과정을 35회 시행하고 최종 

72oC에서 7분간 실시하여 360 bp의 PCR 산물을 증폭하였다. 
매 검사 때마다 양성 대조군으로는 M. tuberculosis H37Rv, 
NTM으로는 M. smegmatis를 사용하였으며, 음성 대조군에는 

멸균증류수를 사용하였다. PCR 이후에는 1.5% (w/v) TBE 
agarose gel (Bioneer Co., Daejeon, Korea)과 0.5× TBE buffer 
(45 mM Tris-borate, 1 mM EDTA, pH 8.0)로 조성된 agarose 
gel 위에 PCR DNA size marker 10μL와 PCR 산물 5μL를 각

각 점적하여 100 V에서 20분간 전기영동 하였다. 전기영동 후 

gel을 ethidium bromide (EtBr)로 10분 염색, 수돗물로 10분 탈

색 후 UV transilluminator (Vilber Louramat, Mame La Valle, 
France)를 이용하여 전기영동 결과를 확인하였다.
  2) 결핵균 확인을 위한 two-tube nested PCR
  (1) First PCR:  마이코박테륨의 세균수가 적은 검체로부터 

유전자를 증폭할 경우에는 one-tube nested PCR로는 검출이 용

이하지 않은 경우가 있다. 여기서는 이러한 부분을 보완할 수 

있는 방법으로 two-tube nested PCR을 시행하였다. MTB의 

16S-23S rDNA intergenic spacer region만을 증폭하기 위한 시

발체로 5' GGG GCG TAG GCC GTG AGG GGT TCT T 3'와 

5' ATT GCA CAA AGA ACA CGC CAC CGC TG CC 3'를 

사용하였다. PCR 반응액은 AccuPowerⓇ PCR premix를 사용하

였고, genomic DNA 5μL, 시발체 각 1μL, internal control 
DNA (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) 3μL 및 멸균증류

수 10μL를 넣어 최종 부피가 20μL가 되게 하여, PCR 과정은 

pre-denaturation 94oC 5분 1 cycle, denaturation 94oC 30초, an-
nealing 68oC 30초, elongation 72oC 30초의 과정을 35 cycle, 최
종 elongation 72oC 7분 1 cycle을 시행하였다. 
  (2) Second PCR: PCR 반응액은 앞서 기술한 AccuPowerⓇ 

PCR premix를 사용하여 1차 증폭산물 2μL, 5' CTT GTC TGT 
AGT GGG CGA GA 3'와 5' TAG CCG GCA GCG TAT CCA 
TT 3'의 염기서열을 갖는 nested PCR용 시발체를 각각 1μL씩 

첨가하였고 멸균증류수 16μL를 넣어 최종 부피가 20μL가 되

게 하였다. PCR 과정은 pre-denaturation 과정을 94oC에서 1 cy-
cle, denaturation 과정을 94oC에서 30초, annealing 과정을 72oC
에서 30초, elongation 과정을 72oC에서 30초의 과정을 35 cy-
cle, 최종 elongation 72oC 7분 1 cycle을 수행하였다. 이하 전기

영동 및 염색 그리고 결과 확인은 앞서 기술한 것과 동일하게 

시행하였다.
  3) 항산균 동정을 위한 PCR: 앞서 기술한 rpoB 유전자 360 
bp를 증폭하기 위해 앞서 사용한 시발체를 사용하였으며 ge-
nomic DNA 10μL, 멸균증류수 40μL를 넣고 최종 부피가 50
μL가 되게 만들었다. PCR 과정은 pre-denaturation 과정을 
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Fig. 1. Algorithm for mycobacterial identification.
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Fig. 2. PCR amplification of clinical
isolates using one-tube nested PCR 
for detection of M. tuberculosis and 
NTM. Amplified MTB size is 190 bp
and amplified NTM size is 360 bp. 
Lane 1∼11, clinical isolates; lane 12,
MTB control; lane 13, NTM control; 
lane 14∼16, negative controls; lane 
17, PCR size marker.

Table 1. Detection rate of M. tuberculosis and NTM from the acid 
fast smear-positive specimens using one-tube nested PCR

AFB No. of 
sample MTB NTM Negative D/R (%)

±
1+
2+
3+

 56
116
 66
 17

42
95
62
17

3
2
-

-

11
19
 4
-

 80.4
 83.6
 93.9
100

Total 255 216 5 34  86.7

Abbreviation: D/R, detection rate.

94oC에서 5분간 1 cycle, denaturation 과정을 94oC에서 20초간, 
annealing 과정을 58oC에서 20초간, elongation 과정을 72oC에

서 30 초의 과정을 35 cycle, 최종 elongation 72oC 10분 1 cycle
로 수행하였다. PCR 산물이 약하거나 증폭되지 않은 경우나 

비특이적 밴드가 나타난 경우에는 별도로 다음의 PCR을 시행

하였다. 시발체 sequence의 길이를 늘려 5' TCA AGG AGA 
AGC GCT ACG ACC T 3'와 5' GCC GCA GAC CCT GAT 
CAA CAT CC 3' 되는 10 pmole nested PCR용 시발체 각각 

1μL, 2.5 mM deoxynucleoside triphosphate 2μL, 10x Taq 
buffer 5μL, Taq polymerase (5U/μL) 0.5μL, PCR products 
2μL, 멸균증류수 39.5μL를 넣어 최종 부피가 50μL가 되게 

하였다. PCR 과정은 pre-denaturation 94oC 5분 1 cycle, dena-
turation 94oC 30초, annealing 72oC 30초, elongation 72oC 30초
의 과정을 35 cycle, 최종 elongation 72oC 10분 1 cycle로 수행

하였다.

4. PCR-RFLP

  One-tube nested PCR 및 two-tube nested PCR 실험에 의하여 

NTM, 음성 및 저해제의 존재를 알 수 있었던 23 검체에 대하여 

PCR-RFLP를 시행하였다. 마이코박테륨  분류를 위하여 성공적

으로 증폭된 rpoB 360 bp PCR 산물 15μL에 MspⅠ(Boehringer 
Manheim Biochemicals, Germany) 0.5μL (10U/μL), 10x Msp 
Ⅰbuffer 2μL, 멸균된 증류수 2.5μL를 넣어 20μL의 혼합물을 

잘 섞어주고, 10,000 g에서 3∼5초간 원심하였다. 37oC 항온수

조에서 90분간 반응한 후 PRA (PCR-RFLP assay) size marker
와 각 효소 반응액(10μL)을 4% Metaphor TBE agarose gel 
(FMC, Bioproducts, Maine)에 점적한 후 100 V에서 60∼75분
간 전기영동 탱크에 얼음을 담아 전기 영동하였다. Gel을 EtBr
로 염색한 후 UV transilluminator로 분절편을 확인하였다. 결과

판독은 마이코박테륨 동정 알고리즘(Fig. 1)을 참고하여 균을 

동정하였다[15].

결      과

1. 항산성 염색과 one-tube nested PCR의 비교

  MTB는 360 bp와 190 bp의 두 개, 혹은 190 bp 밴드를 나타

내는 데 비하여 NTM은 360 bp의 한 개 밴드만을 보이게 되어 

구별이 가능하였다(Fig. 2). 항산성 염색 결과가 trace인 56 검
체로 PCR을 시행한 결과 MTB가 42, NTM이 3, 음성이 11검체

이었고, 항산성 염색 결과가 1+인 116 검체 중 MTB가 95, 
NTM이 2, 음성이 19검체였으며 또한, 항산성 염색 결과가 2+
인 66 검체 중 MTB가 62, 음성이 4검체였다. 항산성 염색 결과

가 3+인 17검체는 모두 MTB로 검출되었다(Table 1).

2. 항산성 염색과 two-tube nested PCR의 비교

  Two-tube nested PCR의 대상을 one-tube nested PCR 결과 음

성으로 판독된 검체를 대상으로 하였다. PCR 반응에서 16S- 
23S rRNA intergenic 부위를 1차(500 bp) 및 2차(185 bp) 증폭

하였으며 PCR 반응을 저해하는 저해제의 존재 여부도 500 bp 
상당하는 부분의 분획 유무에 따라 판단할 수 있었다(Fig. 3). 
그 결과 항산성 염색 trace인 11 검체 중 MTB가 4, 음성이 6, 
항산성 염색 결과가 1+ 19 검체 중에서 MTB가 9, 음성이 5검
체에서 확인되었으며, 항산성 염색 결과가 2+인 4 검체 중 

MTB가 3검체에서 확인되었다(Table 2). 이 중 inhibitor가 발견

된 검체는 항산성 염색 trace에서 1, 항산성 염색 1+인 검체에
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Table 2. Detection rate of M. tuberculosis using two-tube nested PCR 
from the AFB smear-positive specimens that were not detected by 
one-tube nested PCR

AFB No. of sample MTB Inhibitor Negative

±
1+
2+

11
19
 4

4
9
3

1
5
1

6
5
-

Total 34 16 7 11

Table 3. Detection rate of M. tuberculosis using combined one-tube
and two-tube nested PCR

AFB No. of 
sample MTB NTM Negative D/R (%)

±
1+
2+
3+

 56
116
 66
 17

 46
104
 65
 17

3
2
-
-

 7
10
 1
-

87.5
91.4
98.5
100

Total 255 232 5 18 93.0

Abbreviation: D/R, detection rate.

Fig. 4. PCR-RFLP analysis for identi-
fication of mycobacterial clinical iso-
lates Lane 1, 9, PCR size marker; 
lane 2, unidentified; lane 3, M. intra-
cellulare; lane 4, M. avium; lane 5, 
M. avium; lane 6, M. avium; lane 7,
positive control; lane 8, negative 
control.

Fig. 3. PCR amplification of clinical 
isolates using two-tube nested PCR 
for detection of M. tuberculosis. 
Amplified MTB size is 185 bp and 
amplified internal control size is 500 
bp. Lane 1, PCR size marker; lane 2
∼14, clinical isolates; lane 15, MTB 
control; lane 16, NTM control; lane 
17, negative control.

서 5, 항산성 염색 2+인 1개의 검체에서 발견되었다.

3. 항산성 염색과 one-tube nested PCR 및 two-tube nested PCR
의 비교

  항산성 염색 결과가 trace 이상인 결과를 가진 검체에 대해 

PCR 방법과의 비교를 위해 one-tube nested PCR 및 two-tube 
nested PCR을 시행한 결과 MTB, NTM 및 음성의 결과로 좀 

더 세분화 된 결과를 얻을 수 있었다. one-tube nested PCR에서

는 MTB와 NTM의 구별을, two-tube nested PCR에서는 MTB
의 존재여부를 구분하여 이 둘을 종합하여 결과를 확인할 수 

있었다(Table 3). 항산성 염색 결과가 trace인 56 검체 중 MTB
가 46, NTM이 3, negative가 7검체에서 확인되었으며, 항산성 

염색 결과가 1+인 116 검체 중에서 MTB가 104, NTM이 2, 
negative가 10검체에서 확인되었다. 또한, 항산성 염색 결과가 

2+인 66 검체 중 MTB가 65, negative가 1검체에서 확인되었고, 
항산성 염색 결과가 3+인 17검체는 모두 MTB로 검출되었다. 
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이상의 결과에서 총 항산성 염색 trace 이상 결과를 나타내는 

255 검체에서 MTB가 232검체에서 확인되었으며, NTM이 5검
체에서 확인되었다. 또한, negative가 18검체에서 확인되었다.

4. PCR-RFLP를 이용한 마이코박테륨의 동정

  rpoB gene의 360 bp 부분을 확인할 수 있었고, 여기에 MspⅠ
을 첨가하여 동정결과를 확인할 수 있었다(Fig. 4). 그 결과 4 검
체에서 positive, 1 검체에서 weak positive의 결과를 얻을 수 있었

으며 동정이 된 균은 M. avium과 M. intracellulare로 나타났다.

고      찰

  항산균 염색을 이용한 객담 도말검사는 MTB과 NTM을 구

별할 수 없다는 제한점이 있어[4] 본 실험에서는 이러한 단점

을 가지고 있는 기존의 검사법을 대신하여 요즈음 새로이 사용

하고 있는 분자생물학적 방법을 이용하여 도말 방법과 비교하

여 보았다.
  그 결과 rpoB gene을 이용한 one-tube nested PCR법은 소요

시간도 짧고 결과에서도 MTB와 NTM의 구별이 가능한 방법

으로 확인되어 PCR 검사가 MTB과 NTM을 신속히 구분하는

데 유용함을 다시 한번 확인할 수 있었다[16]. 검출률은 약 

87%의 결과를 보여주었다. 또한 이 방법에서는 검출되지 않았

던 34검체에 대해 16S-23S rRNA spacer gene을 이용한 two- 
tube nested PCR법을 이용하여 실험한 결과 검출률이 93%까지 

올라감이 확인되었다. 그러나 93%까지 검출률을 올렸던 16S- 
23S rRNA spacer gene을 이용한 방법에서는 rpoB gene을 이용

한 방법이 MTB와 NTM을 구분할 수 있었던 것에 비해 MTB
의 유무 및 PCR 저해제의 유무만을 확인할 수 있었다는 단점

이 있다. 이러한 부분을 생각할 때 one-tube nested PCR법 및 

two-tube nested PCR법을 시행하여 검출률을 높이는 것이 바람

직하다하겠으나, 현실적으로 우리나라의 보험체계상 쉽지 않

다고 한다면 상대적으로 병원성이 높은 MTB를 검출할 수 있

고 검출률 또한 높은 two-tube nested PCR법을 먼저 사용하도

록 하는 것이 바람직하다 할 수 있을 것이다. 이 부분은 앞으로 

지속적인 연구를 통해 보완해 나가야 할 부분이라 생각한다. 
국내의 한 종합병원에서 비교한 바에 의하면 도말양성, 배양양

성 검체에서 PCR법이 88.8%의 민감도와 86.8%의 특이도를 갖

는다는 발표를 한 것이 있다. 그러나 본 실험은 도말결과와 배

양결과를 함께 가지고 PCR법과 비교하여 민감도 및 특이도를 

비교했던 실험에 비해[17] 도말결과만을 가지고 있어 앞으로 

실험에서 배양결과를 추가하는 실험을 하여 결과를 보완하고 

비교할 수 있어야 할 것으로 생각된다.
  NTM 폐질환을 일으키는 비율은 미국, 캐나다 및 서유럽에

서는 객담에서 NTM이 분리되는 사람 중 약 40∼50%[9,18], 홍
콩, 일본 등 아시아 국가에서는 약 10∼20%[19,20]로 보고되고 

있다. 우리나라에서는 1980년대 NTM 폐질환에 대한 몇몇 증

례보고에 이어 1990년 이후 임상검체에서 배양된 NTM의 균종

별 분포[13]와 실제 폐질환을 가진 환자들에서의 원인균의 분

포에 대한 몇몇 연구가 이루어졌다. NTM증 전국 실태조사에 

의하면 1990년 이후 NTM의 분리율 및 질병 빈도가 빠른 속도

로 증가하고 있음을 알 수 있다[21]. 미국과 달리 국내의 경우 

결핵의 유병률과 발생률이 높고 NTM 폐질환의 빈도가 낮아 

객담에서 항산균 도말 양성일 경우 대부분 결핵으로 간주하여 

왔으며, 균 배양 후에도 MTB과 NTM을 구별하고 있는 검사실

은 많지 않다[22]. 따라서 PCR 검사는 주로 항산균 도말 음성 

환자에서 결핵이 의심될 경우 진단의 민감도를 높이기 위하여 

실시되어 왔다[23]. 그러나 국내에서도 NTM증이 증가하고 있

으며[13] 최근 한 연구에서 항산균 도말 양성, 배양 양성 검체

의 12.2%가 NTM임이 보고되기도 하였다[17].
  본 실험에서는 도말 양성 검체에 대해 PCR을 통한 NTM의 

분리를 실시하였고 그 비율이 2.1%에 그쳐 그간 국내외의 많은 

연구결과에 비해 NTM의 분리 비율이 상당히 낮은 결과를 얻

었다. 이러한 낮은 분포의 원인으로는 첫째, 실험기간이 상대적

으로 짧았던 것을 원인으로 들 수 있을 것이다. 도말 양성 객담 

중 NTM 분리비율이 1997년 하반기 6.5%에서 2001년 상반기 

10.8%, 2001년 하반기17.8% 등으로 최근 4년 6개월간 지속적

으로 증가하고 있음을 확인했던 실험[14]에 비해 실험기간이 

상대적으로 짧았다. 이는 본 실험의 NTM 분리 비율이 실제로 

낮은 수준을 보여주는 것인지 단지 일시적인 감소현상을 보여

주는 것이었는지 앞으로 지속적인 실험관찰을 통하여 확인해 

보아야 할 것으로 생각한다. 둘째, 지역적인 폐쇄성을 고려해 

보아야 할 것이다. 4년 6개월간 증가의 추세를 보여줬던 병원

은 전국적인 환자가 내원하는 3차 병원인 것에 비해 본 실험의 

검체가 모여진 병원은 지역적인 특색을 갖는 2차 병원이라는 

것이다. 실제로 미국에서의 한 예를 보면 지역과 보고된 시기

에 따라 항산균 도말양성 객담에서 NTM의 분리비율이 낮게는 

1.7%, 3.5%, 8.5% 등으로 보고되고 있지만, 최근 보고에 의하

면 Colorado 지역에서는 24.8%, Texas 지역에서는 48.5%까지 

항산균 도말양성 객담에서 NTM이 분리된다고 한다. 그러나 

여기서 환자들의 내원 성향이 2차 병원에서는 처음 내원하는 

환자일 수도 있고 3차 병원에서는 다회 내원 환자일 수가 있다

는 것도 고려해 보아야 할 부분일 것이다.
  미국과 일본에서 NTM 폐질환의 가장 흔한 원인균은 M. 
avium complex (MAC) 60∼80%를 차지하며[9,10], 우리나라에

서도 NTM 폐질환 원인균의 50∼60%를 차지하고 있다[13,24]. 
MAC 감염증에서 구체적인 원인균은 환자의 기저질환에 따라 

다르다. 후천성 면역결핍증 환자에서는 MAC 감염증이 주로 

파종성 질환으로 발생하며 원인균으로 M. avium이 90% 이상

을 차지하지만[7,25], 면역저하가 없는 환자에서 MAC 감염증

은 주로 폐질환으로 발생하며 70% 이상이 M. intracellurare에 
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의해 발생한다[26,27]. 또 다른 국내의 연구에 의하면 MAC 중
에서 M. intracellulare가 국내 NTM 폐질환의 더 흔한 원인균

이라고 한다[28]. 본 실험에서도 분리된 NTM을 동정한 결과 

M. avium, M. intracellurare가 분리되어 위의 연구자들이 밝힌 

사실을 확인하였다.
  이상의 결과에서 살펴보았듯이 폐결핵의 진단에 있어 NTM
의 구분 및 동정이 중요시되고 있다. 본 실험에서 동정되어 밝

혀진 M. avium 및 M. intracellulare를 보유한 환자의 치료경과

를 보면 폐결핵으로 진단되고 결핵 약제를 복용했던 기록들이 

있다. 그러나 그 경과가 좋지 않아 균종 동정에 들어가고 그 결

과 NTM으로 판명 및 동정되어 그에 대처하는 새로운 약제가 

투여되고 있는 것이 확인되었다. 본 실험에서는 낮은 수준의 

NTM 분리비율이 나왔지만 국내의 다른 연구에서는 10%이상

의 NTM 분리비율이 나타나고, 그 추세가 증가되는 현상을 보

이고 있다는 것[14]을 고려할 때 NTM의 분리와 동정의 중요성

이 강조되어야 할 것으로 생각한다. 또한 본 실험에서는 분자생

물학적 방법을 이용하여 rpoB 유전자를 이용한 PCR-RFLP 방법

을 이용하였으나, 이러한 방법에서 약 3% 정도에서 균동정이 

안되고 있는 것으로 알려져 있다[29,30]. 본 실험에서도 동정이 

안 된 한 검체가 있는 것이 확인되었다. 이러한 경우 두 가지 

이상의 NTM이 분리되는 것이 아닌지 확인해야 할 것으로 생

각된다. 실제로 일부 환자에서는 두 가지 이상의 NTM이 분리

되어, 원인균을 잘못 판단할 수 있다고 하였다[28].
  결론적으로 호흡기 검체로부터 MTB과 NTM을 구분함에 있

어, NTM의 비율이 높게 변화되어가는 추세를 알아야 할 것이며, 
NTM의 구분에 PCR을 이용한 방법이 신속하다는 것을 확인하였

다[16]. 호흡기 검체에서 NTM이 분리된 사실 자체가 NTM 폐질

환이 있다는 뜻은 아니므로[28], 분리되는 NTM에 대하여는 동정

이 이루어져야 할 것이다. 동정이 된 NTM은 그 균종에 따른 발

병력의 차이가 있어 MAC를 비롯한 M. kansasii, M. chelonae/ab-
scessus 등이 발병력이 높은 편이고, 상대적으로 M. fortuitum 
complex는 발병력이 낮다는[9] 것을 참고하여야 할 것이라 생각

한다. 이렇게 동정이 되어진 결과는 절대적으로 신뢰하기보다는 

약 3% 정도의 PCR-RFLP 법에서 동정이 안 되고, 2가지 이상의 

NTM 감염 가능성에 대해서도 생각해 보아야 할 것이다. 실험의 

대상자를 조사한 것에서 알 수 있듯이 NTM에 대한 신속한 발견

을 통해 적절한 약제를 투여함으로써 환자의 고통과 시간적, 경
제적 낭비를 줄일 수 있으리라 생각한다.
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=국문초록=

중합효소연쇄반응을 이용한 결핵균과 비정형 결핵균의 감별동정
1가톨릭대학교 성빈센트병원 진단검사의학과, 2연세대학교 보건환경대학원 의생명과학과

이성덕1, 이혜영2, 김현철2, 김수영1

배경: 본 실험에서는 신속하고 정확하며 결핵 및 비결핵균을 검출하고 동정할 수 있는 PCR 결과와 염색결과를 비교하여 

그 검출률을 비교하고자 하였다.
방법: 255개의 항산성염색 양성 호흡기 검체를 대상으로 하였다. rpoB gene을 이용한 one-tube nested PCR로써 결핵균 

및 비정형 결핵균에 모두 존재하는 360 bp와 결핵균에만 존재하는 190 bp의 부위를 증폭했으며 이 실험을 통하여 음성으

로 판독되었던 34검체에 대하여 16S-23S rRNA spacer gene을 target으로 한 two-tube nested PCR을 시행하였다. One-tube 
nested PCR 결과 비정형 결핵균으로 판독된 검체를 대상으로 PCR-RFLP법을 이용한 마이코박테륨 동정을 시행하였다.
결과: Two-tube nested PCR을 시행하여 one-tube nested PCR에 의한 221 검체 약 87%의 결핵균 검출률을 237 검체 93%까

지 향상시킬 수 있었다. PCR-RFLP법을 이용한 마이코박테륨 동정을 시행한 결과 임상적으로 의의가 있는 M. avium 3 
검체와 M. intracellulare 1 검체가 동정되었다.
결론: 항산성 염색 결과 양성인 검체를 대상으로 PCR 검사법을 이용한 결핵 및 비정형 결핵균의 감별동정을 시행하는 

것이 정확한 진단에 유용함을 확인하였다. [대한임상미생물학회지 2007;10:135-142]
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