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Background: Direct immunofluorescence assay (DFA) 
and shell vial culture (SVC) have been used to diag-
nose respiratory viral infections. Recently a multiplex 
reverse transcriptase PCR (mRT-PCR) for 12 respi-
ratory viruses has been introduced. We evaluated 
the diagnostic usefulness of these methods.
Methods: Among 275 nasopharyngeal aspirates 
(NPAs) received from pediatric patients during the 
3-month period from May through July, 2007, 122 
samples were selected so as to include diverse vi-
ruses and varying numbers of DFA-positive cells for 
mRT-PCR. Also, the results of the 85 NPAs that had 
been analyzed by both DFA and SVC were reviewed 
retrospectively.
Results: Detection rates for the seven major respira-
tory viruses, respiratory syncytial virus (RSV), influen-
za virus A and B, parainfluenza virus 1, 2, and 3, 

and adenovirus by DFA vs mRT-PCR were 32.0% 
and 55.7%, and by DFA vs SVC were 32.9% and 
40.0%. A number of adenovirus detected by DFA vs 
mRT-PCR were 12 and 22, and by DFA vs SVC 
were 6 and 18. A number of RSV detected were 3 
and 6, and 13 and 8, respectively. 
Conclusion: mRT-PCR detected the respiratory vi-
ruses at the highest rate, followed by SVC and DFA 
in a decreasing order. However, DFA and multiplex 
PCR were more sensitive than SVC for RSV, while 
SVC was more sensitive than the other methods for 
adenovirus. (Korean J Clin Microbiol 2009;12:110- 
115)
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서      론

  바이러스에 의한 호흡기 감염은 주로 소아, 노인, 면역저하 

환자에 많은 질환이다. 주요 호흡기 감염 바이러스에는 respira-
tory syncytial virus A와 B (RSVA, RSVB), influenza virus A와 

B (FluA, FluB), parainfluenza virus 1, 2, 3 (PIV1, PIV2, PIV3), 
adenovirus (ADV) 등이 있으며, 하기도 감염으로 입원한 소아

의 40% 이상에서 이들 바이러스가 검출된다[1]. 한편, 근래 임

상적 의미가 알려진 coronavirus, human metapneumovirus 
(HMPV)와 함께, 과거 주로 상기도 감염의 원인으로 알려졌던 

human rhinovirus (HRV)와 enterovirus도 하기도 감염에서의 중

요성이 보고되어[2-5], 주요 호흡기 바이러스 검사 대상에 포함

되어야 할 필요가 있다. 

  호흡기 바이러스 검사는 병원 환자군의 특성과 검사실의 상

황에 따라 적합한 검사방법의 선택이 필요하며, 항생제와 항바

이러스제 사용 및 감염관리와 관련하여 가능한 다수 호흡기 바

이러스에 대하여 감염 여부를 적절한 시간대에 임상의에게 보

고할 수 있어야 한다[6,7]. 직접면역형광법(direct immunofluo-
rescence assay, DFA)과 그 외 신속 항원검사법은 경제성 및 당

일 보고가 가능하다는 점에서 많이 사용되는 방법이다. 바이러

스 배양법은 바이러스 질환의 진단에 표준방법으로서, 신속성

과 편이성을 증대시키고자 mixed cell line과 원심을 이용한 쉘

바이알법(shell vial culture, SVC)이 병원 검사실에서 사용되고 

있으나 제한적이다[6,7]. 한편, 분자생물학적 방법은 민감도가 

높아 배양이 불가능하거나, 낮은 농도로 존재하는 경우 표준방

법으로 인정되고 있으며, 근래에는 실시간 PCR (real time PCR)
이나 다중 역전사효소 PCR (multiplex reverse transcriptase 
PCR, mRT-PCR)이 도입됨으로써 다수의 바이러스에 대하여 

적절한 시간대에, 정량적 보고가 가능하게 되었다[7-9]. 
  최근 호흡기 바이러스 감염의 진단에, 기존에 사용되고 있는 

배양법과 항원검출법에 더하여 분자생물학적 방법의 중요성이 
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Fig. 1. Electrophoresis of mRT-PCR pro-
ducts for 12 repiratory viruses. Abbrevia-
tions: Control, internal control; ADV, ad-
enovirus; HMPV, human metapneumo-
virus; 229E, coronavirus 229E/NL63; 
PIV1, PIV2, PIV3, parainfluenza virus 1,
2, 3; FluA, FluB, influenza virus A, B;
RSVA, B, respiratory syncytial virus A,
B; HRVA, human rhinovirus A; OC43, 
coronavirus OC43. M1, 100 bp size mar-
ker; M2, viruses marker; NC, negative 
control; lane 1∼13, patients: patient 1 
HRVA, patient 2 HRVA, patient 3 ADV,
patient 5 PIV1, patient 7 PIV3, patient 9 
RSVA, patient 10 PIV1, patient 12 
ADV+RSVA, and patient 13 PIV1. Other
patients were negative.

증가하고 있는데[10-12], Jennings 등[10]은 급성 호흡기 바이러

스 감염 환아의 진단에서 기존 방법으로는 검출할 수 없었던 

바이러스를 PCR에 의하여 21% 추가 검출함으로써, 환아의 

87%에서 원인 바이러스가 검출되었고, 중복감염률이 27%임을 

보고하였다. 국내에서도 2007년 Kang 등[13]의 보고에 의하면 

핵산증폭법 또는 배양법을 사용하는 검사실이 호흡기 바이러

스 검사를 실시하는 검사실의 42%를 차지하고, 최근 국내에서

는 12종 호흡기 바이러스에 대한 핵산증폭법 검사킷이 개발되

어 사용되고 있다[9,14]. 
  이에 저자들은 소아 환자의 비인두흡인액에서 DFA, SVC와 

mRT-PCR에 의한 호흡기바이러스 검출 성적을 비교함으로써 

검사실에 적절한 검사방법과 진단적 유용성을 알아보고자 하

였다.

대상 및 방법

1. 연구대상

  2007년 5월부터 7월까지 원광의대병원에 내원한 소아 환자 

중에서, 주요 호흡기 바이러스 7종에 대한 DFA 검사가 의뢰되

었던 비인두흡인액 275검체를 대상으로 하였다. 냉동 보관된 

검체 중, DFA 검사결과에 따라 다양한 바이러스와 형광 반응 

정도가 포함되도록 122검체를 선택하여 mRT-PCR 검사를 실시

하였으며, 검사실 정보시스템에서 SVC와 DFA가 동시에 의뢰

된 85검체에 대한 바이러스 검출률을 후향적으로 조사하였다.

2. 방법

  1) 호흡기 바이러스 검출을 위한 비인두흡인액 처리: 식염수

와 함께 채집된 비인두흡인액 10 mL을 380 g에서 5분 원심하

여 최종 4 mL을 남기고 상층을 제거한 후, 1.2 mL은 SVC, 2.5 
mL은 DFA에 사용하고, 0.2 mL은 mRT-PCR을 위하여 −70oC
에 보관하였다. 
  2) DFA를 이용한 호흡기 바이러스 검출: 검사대상은 주요 

호흡기 바이러스 7종, 즉 RSV, FluA, FluB, PIV1, PIV2, PIV3
과 ADV이었다. D3 DFA Screening & ID kit (Diagnostic 
Hybrid Inc., Athens, OH, USA)을 이용하였으며, 각 바이러스

에 대한 항체가 섞인 선별항체에 양성인 경우 각각의 항체로 

동정하였다[15,16]. mRT-PCR 검체로서는 형광 염색 시 100배 

시야에서 2개 이상의 양성 세포가 관찰된 검체를 선택하였다.
  3) mRT-PCR을 이용한 호흡기 바이러스 검출: cDNA 합성은 

random hexamer (RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis 
Kit, Fermentas Co., Ontario, Canada)를 사용하였다. 호흡기 바

이러스 12종 검출을 위한 mRT-PCR은 SeeplexTM RV detection 
kit (SeeGene Inc., Seoul, Korea)를 이용하여 2 set [set A: ADV, 
HMPV, coronavirus 229E/NL63 (229E), PIV1, PIV2, PIV3; set 
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Table 1. Detection of 7 major respiratory viruses in nasopharyngeal 
aspirates (n=122) by DFA and mRT-PCR methods

DFA mRT-PCR

ADV 11 20 (PIV3)*
FluA 10 12 (ADV)*
FluB  1  4
PIV1  5  8 (PIV3)*
PIV2  0  1
PIV3  9 17 (PIV2)*
RSV  3 (ADV)*  6 (ADV)*
Negative 83 54

*Include 1 case of mixed infection with the virus within the 
parenthesis. 
Abbreviations: ADV, adenovirus; Flu, influenza virus A, B; PIV, 
parainfluenza virus 1, 2, 3; RSV, respiratory syncytial virus.

Table 2. Detection of 7 major respiratory viruses in nasopharyngeal 
apirates (n=85) by shell vial culture (SVC) and direct immunofluo-
rescence assay (DFA)

DFA SVC

ADV  6 (RSV)* 16
FluA  2  1
PIV1  2  3 (ADV)*
PIV3  6  6 (ADV)*
RSV 12  8
Negative 57 51

*Include 1 case of mixed infection with the virus within the 
parenthesis. 
Abbreviations: See Table 1.

B: FluA, FluB, RSVA, RSVB, human rhinovirus A (HRVA), co-
ronavirus OC43 (OC43)] 실시하였으며, 2% 한천 겔에 전기영

동하여 확인하였다(Fig. 1).
  4) SVC를 이용한 호흡기 바이러스 검출: 비인두흡인액 1.2 
mL을 수송배지 3 mL에 넣고 세차게 진탕 혼합하여 1,500 g에
서 30분 동안 원심하였다. 상층 300μL를 배양 세포(R-mix 
ReadyCell, Diagnostic Hybrid Inc., Athens, OH, USA)에 넣고, 
700 g에서 45분 동안 원심하여 세포 표면에 흡착되도록 하였으

며, 이후 CO2 배양기에서 37oC, 48시간 배양하였다. 주요 호흡

기 바이러스 7종에 대하여 DFA 검사와 동일한 방법으로 동정

하였다. 
  5) 통계처리: 호흡기 바이러스 검출방법의 검출률 차이는 

SPSS 11.5 (Statistical Package for Social Science, Chicago, IL, 
USA)를 이용하여 Fisher exact test를 실시하였다.

결      과

1. DFA와 mRT-PCR의 비교

  122검체를 대상으로 주요 호흡기 바이러스 7종에 대한 검사

에서 DFA는 39검체(32.0%)에서 양성을 나타냈고 mRT-PCR에

서는 68검체(55.7%)가 양성을 보여 mRT-PCR에서 보다 높은 

검출률을 보였다(P=0.0001, Table 1). 이 외에 DFA 검사항목에

는 포함되지 않았으나 mRT-PCR에서는 검사가 가능하였던 5종
의 호흡기 바이러스에 대해서도 21검체(17.2%)에서 양성을 나

타내었다. 

2. DFA와 SVC의 비교

  DFA와 SVC가 동시에 실시된 85검체에서, SVC에서는 34
검체(40.0%)에서 양성을, DFA에서는 28검체(32.9%)에서 양

성을 나타내었다(P=0.0001). ADV의 경우에는 SVC가 DFA보

다 3배 높은 반면, RSV의 경우에는 DFA가 SVC보다 1.5배 높

았다(Table 2).

고      찰

  호흡기 바이러스 검출률에 대하여 Henrickson 등[1]은 mRT- 
PCR 31%, 전통적 배양 16.2%와 EIA를 이용한 항원검사법이 

26.9%임을 보고하였으나, Dunn 등[17]은 DFA 음성 검체의 

87.1%에서 R-mix 배양에 양성임을 보고한 바 있다. 즉, 바이러

스 검출률은 대상 환자와 검출방법 및 대상 바이러스에 따라 

다를 수 있으나, 일반적으로 예민도는 핵산증폭방법, 배양법 및 

항원검사법 순으로 감소하는 것으로 알려져 있다[10-12,17-20]. 
본 연구에서도 주요 호흡기 바이러스 7종에 대한 검출률은, 
DFA와 mRT-PCR에서 32.0%와 55.8%, DFA와 SVC에서 각각 

32.9%와 40.0%를 나타내어, mRT-PCR, SVC, DFA 순으로 검

출률이 감소함을 확인할 수 있었다. 특히, 본 실험에서 각 방법

에 사용된 검체량이 mRT-PCR은 DFA의 1/10 (0.2/2.5 mL), 
SVC는 절반(1.2/2.5 mL)에 미치지 못한 점을 감안하면, 검출 

예민도의 차이는 매우 크다 할 것이다. 이는 mRT-PCR이 바이

러스의 생존과 검체보존 및 검체량 등에 의한 제약을 적게 받

으면서, 대상 핵산을 효율적으로 증폭할 수 있다는 장점이 있

기 때문인 것으로 생각된다. 주요 호흡기 바이러스 7종 이외의 

바이러스를 포함할 경우 검체의 73.0%에서 mRT-PCR 양성을 

나타냈는데 DFA와 SVC에서 사용 가능한 항체 종류와 비용을 

생각할 때  mRT-PCR의 높은 예민도와 다양한 바이러스 검출

능은 매우 중요한 장점으로 생각되었다. 
  본 연구에서는 검사 방법에 따라 ADV와 RSV 검출률에 차

이가 관찰되었다. 각 방법의 비교에서 ADA의 검출에 있어 

mRT-PCR과 SVC가 DFA보다 검출 예민도가 높았는데 이는 본 

연구에서 3가지 검사가 동시에 실시된 69검체 중 ADV가 검출

된 경우는 18검체이었는데, SVC 17검체, mRT-PCR 11검체, 
DFA 6검체인 결과에서도 확인할 수 있었다(data not shown). 
Arnold 등[12]은 DFA에 음성 59검체에서 PCR을 이용하여 



Kui Hyun Yoon, Ji Hyun Cho : Detection of Respiratory Viruses by Multiplex PCR, DAF and Culture 113

ADV를 검출하였고 Landry와 Ferguson[16]은 전통적 배양에 

의해서 ADV가 분리된 19검체에서 11검체(57.9%) 만이 DFA 
양성임을 보고한 바 있다. 즉, DFA에 의한 ADV 검출은 일반적

으로 예민도가 특히 낮아, ADV 감염이 의심되는 경우에는 배

양법을 함께 사용할 것을 권장하고 있다[11]. 그러나 배양과 

PCR을 비교함에 있어 Jennings 등[10]은 전통 배양법에 의한 1
건 양성과 PCR에 의한 10건 양성예를 보고하였고, Freymuth 
등[20]은 FluA와 ADV의 검출에서 PCR과 전통적 배양의 차이

를 관찰할 수 없었다고 보고하고 있어 보다 많은 검체에서의 

확인이 필요할 것으로 생각되었다. 
  RSV 경우 DFA에서 8주, SVC에서 13주가 검출되어 SVC가 

높은 예민도를 나타내었으나 mRT-PCR과 DFA의 비교에 있어

서는 양성 검체수가 적어 검출 예민도를 판단할 수 없었다. 
Dunn 등[17]은 RSV 양성검체에서 DFA 양성률 94%, R-Mix 배
양 27%를 보고하였고 Landry와 Ferguson[16]도 호흡기 바이러

스 중에서 RSV에 대한 검출률을 DFA 99%, 배양 58.4%로 보

고하였는데, 이는 RSV의 환경 노출에 대한 취약성 때문에 검

체의 적절한 조작과 신속한 접종을 필요로 하기 때문이다[11]. 
따라서 RSV가 유행하는 시기의 호흡기 바이러스 배양에서 검

체조작 단계에 보다 주의가 필요할 것으로 생각되었다.
  본 연구에서 mRT-PCR에 사용한 시발체는 DPO (dual pri-
ming oligonucleotide system) 기술을 적용하여, 일반적인 시발

체에 비하여 예민도가 높을 뿐만 아니라 특이도도 높은 것으로 

보고되었다[9,14,21,22]. Yoo 등[14]은 호흡기 바이러스에 대하

여 DPO 시발체를 사용한 mRT-PCR과 DFA에 의한 검출률을 

각각 56.0%와 33.0%로 보고하였으며, Roh 등[9]은 하기도 감

염 환자의 비인두흡인액에서 mRT-PCR과 R-mix 배양법을 비

교하여 50검체 중 40검체에서 동일한 결과를 보였으나 1검체

에서 배양 양성, mRT-PCR 음성이었던 데 비하여, 나머지 9검
체는 배양 음성, mRT-PCR 양성을 보고하였다. 한편, Sung 등
[22]은 SeeplexTMRV 키트 검사에 HRVA, HMPV, OC43가 검출

된 47검체의 증폭산물 염기서열이 모두 해당 바이러스와 일치

함을 보고함으로써 본 방법의 특이도를 확인하였다. 본 연구에

서도 비인두흡인액에는 다양한 종류의 핵산이 존재할 것으로 

추정됨에도 불구하고, 대부분의 검체에서 전기영동상이 매우 

깨끗하여, 일반적으로 알려져 있는 mRT-PCR의 단점인 비특이

적 밴드 생성과 예민도 감소를 DPO 기술이 보완하는 것으로 

판단되었다(Fig. 1). 
  한편, 호흡기 바이러스의 중복감염률은 DFA와 PCR에서 높

으며, 일반 세균감염과는 달리 면역이 억제되지 않은 환자에서

도 5∼10%, 면역억제 환자에서는 10% 이상에 이를 것으로 보

고되었으며, RSV, ADV와 FluA 빈도가 높았다[10,11,23,24]. 
mRT-PCR을 이용한 경우 중복감염률은 Yoo 등[14]은 8.0%, 
Jennings 등[10]은 27%로 보고하였으며, 이는 실제 중복감염과 

감염 후에도 존재하는 바이러스 핵산을 검출한 경우를 포함한 

것으로 추정되고 있다. 본 연구에서도 19검체에서 중복감염이 

검출되었는데, ADV와 PIV 중복감염 2검체는 SVC에 의하여 

확인되었고, ADV와 RSV 중복감염 1검체는 DFA와 mRT-PCR
에 의하여 확인할 수 있었으나, 나머지 16검체는 mRT-PCR에

서만 검출되었다. 본 연구의 중복감염에서 검출된 바이러스는 

모두 40주로써 HRVA 10주, ADV 9주, PIV3 6주, HMPV 5주, 
FluA 3주, PIV1 2주, RSV 2주, FluB, PIV2과 OC43 각각 1주였

다. 최근까지도, 호흡기 바이러스 중복감염의 임상적인 의미는 

정립되어 있지 않으며, 호흡기 바이러스의 중복감염은 해당 바

이러스의 특성일 수도 있으나, 먼저 이에 대하여 실시간 PCR
이나 염기서열 분석 등의 방법으로 확인되어야 할 것으로 판단

되었다[24].
  현재까지 호흡기 바이러스 검출에 바이러스 배양이 표준 방

법이지만 배양시설이 없는 경우이거나, 배양이 되지 않거나 증

식이 현저히 느린 바이러스의 경우 분자생물학적 방법이 권장

된다. 그러나 분자생물학적 방법도 고비용뿐만 아니라, 국가기

관에서 진단목적으로 인정된 상품화된 제품이 많지 않고, 실제 

감염과 잠복감염 및 불활성화 상태의 구분이 불가능하며, 표준

화가 완벽하지 못하고, 특히 위양성에 대한 확인이 어렵기 때

문에 제한적으로 사용되고 있다[11,25]. 근래에 SVC[11]는 조

기보고가 가능하지만, Carman[7]은 높은 예민도를 나타내는 분

자생물학적 검사법에 의한 음성결과의 조기보고가 임상의에게 

양성결과 못지않게 중요함을 강조하였으며, Freymuth 등[20]은 

대상 바이러스가 다수이며 조기 보고가 가능한 mRT-PCR과 예

민도는 낮으나 신속보고가 가능한 DFA를 함께 이용하는 방법

을 강조한 바 있다. 본 연구에서 mRT-PCR의 임상 적용에 있어 

일부 검체에서 ADV가 검출되지 않은 점, SVC나 DFA로 확인

되지 않은 약한 밴드가 관찰되는 경우, 특히 중복감염 양상으

로 밴드가 2개 이상 관찰될 때에는, 판정에 주의가 필요할 것으

로 생각되었다. 
  결론적으로, 호흡기 바이러스 검출에 있어서, DFA는 적절한 

검체의 질 및 양과 판독자의 높은 숙련도가 요구되나, 술기가 

비교적 간단하여 당일 보고가 가능하며, RSV 검출률이 높았

다. mRT-PCR은 기술적 난이도가 높고 고가이었으나, 검체 요

구조건은 덜 까다롭고, 대상 바이러스가 가장 많고 예민도가 

높았다. SVC는 검체 요구조건과 기술적 난이도가 높으나, 
ADV 검사성적이 가장 좋았다. 따라서, 병원환경에 따라 적절

한 방법을 선택하여야 할 것으로 생각되었다. 
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=국문초록=

소아에서 다중 역전사효소 PCR법, 직접면역형광법, 쉘바이알배양법을 
이용한 호흡기 바이러스의 검출

1원광대학교 산본병원 진단검사의학과, 2원광대학교 의과대학 진단검사의학교실

윤귀현1, 조지현2

배경: 호흡기 바이러스 감염의 진단에는 직접면역형광법(direct immunofluorescence assay, DFA), 쉘바이알배양법(shell vial 
culture, SVC) 등이 이용되었다. 최근 12종 호흡기 바이러스를 동시에 검출할 수 있는 다중 역전사효소 PCR (multiplex 
reverse transcriptase PCR, mRT-PCR)이 도입되어, 이들의 진단적 유용성을 알아보고자 하였다.
방법: 2007년 5월부터 7월까지 원광의대병원에 내원한 소아 환자에서 의뢰된 비인두흡인액 275검체에서, DFA 검사결과

에 따라 다양한 바이러스와 형광 반응 정도가 포함되도록 122검체를 선택하여 상품화된 킷를 이용하여 mRT-PCR을 실

시하였다. 연구기간 중 검사실 정보시스템을 이용하여 SVC와 DFA가 동시에 의뢰된 85검체에서의 바이러스 검출률을 

후향적으로 조사하였다.
결과: 주요 호흡기 바이러스 7종(adenovirus, influenza virus A와 B, parainfluenza virus 1, 2와 3, RSV)에 대한 검출률은, 
DFA와 mRT-PCR에서 각각 32.0%와 55.7%, DFA와 SVC에서 32.9%와 40.0%였다. Adenovirus는 DFA에서는 12주, 
mRT-PCR에서는 22주가 검출되었고, DFA와 SVD의 비교에서는 각기 6주와 18주가 검출되었다. RSV는 DFA와 mRT- 
PCR 비교에서 3주와 6주, DFA와 SVC 비교에 각각 13주와 8주가 검출되었다.
결론: 호흡기 바이러스 검출률은 mRT-PCR, SVC, DFA 순이었으며, adenovirus 검출에는 SVC가, RSV는 mRT-PCR과 DFA
가 우수하였다. [대한임상미생물학회지 2009;12:110-115]
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