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Characteristics of Molecular Strain Typing of 
Mycobacterium tuberculosis Isolated from Korea
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Molecular strain typing of Mycobacterium tuberculosis 
is important for the detection of outbreaks of tuber-
culosis and laboratory cross contamination, as well 
as the differentiation between re-infection and re-
activation of tuberculosis. In the present review, the 
authors investigated the currently available typing 
methods for M. tuberculosis and the current status of 
strain distribution in Korea. IS6110-restriction frag-
ment length polymorphism (RFLP), which is consid-
ered a standard method, is based on numbers and 
positions of the insertion sequence, IS6110. The meth-
od has an excellent discriminatory power with a con-
siderable amount of worldwide data, although it is 
time-consuming and labor-intensive. Spoligotyping is 
based on the presence or absence of spacer se-

quences between direct repeat (DR) regions. PCR 
amplification allows for the possibility of application in 
the early suspicious stage. The data can be easily 
digitized; however, it shows identical profiles in 
Beijing family strains. Mycobacterial interspersed re-
petitive unit-variable number of tandem repeat (MIRU- 
VNTR) is another PCR-based genotyping method 
with a good discrimination power whose data can al-
so be easily digitized. In Korea, the prevalence of 
Beijing family strains have been as high as 80 to 
87%. (Korean J Clin Microbiol 2011;14:41-47)
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서      론

우리나라뿐만 아니라 전 세계적으로 결핵은 여전히 인류 건

강을 위협하는 중요한 질병이다. 우리나라는 지난 50년간 결핵

의 발생 빈도가 크게 감소하였지만, 최근 5년 동안 신환자 발생

률이 매년 35,000명 정도로 감소하지 않고 있다[1,2]. 뿐만 아니

라 항결핵제 내성균의 출현 역시 심각한 문제이며, 이러한 내

성 결핵균의 발생빈도는 증가하고 있다[3]. 따라서 결핵의 역학

조사는 결핵균의 감염 경로와 전파 경로의 확인, 결핵균 배양

의 위양성의 파악, 전국적 규모의 결핵 발생 양상의 파악 등에 

큰 도움을 줄 수 있을 뿐만 아니라, 결핵이 재발된 경우 재활성

화에 의한 발병인지 아니면 재감염균에 의한 발병인지를 알게 

해 주어 결핵관리 대책을 마련하는데도 큰 도움이 된다[4-6]. 
따라서 균주의 형별 분류는 국가적인 결핵 관리의 측면에서도 

반드시 필요하다. 본 논문에서는 현재 실시되고 있는 결핵균의 

분자역학조사 방법을 소개하고, 국내 결핵균의 유전적 특징과 

다형성에 대해 파악하고자 하였다.

IS6110-restriction fragment 
length polymorphism (RFLP)

이 방법은 IS6110 유전자의 삽입 위치와 수에 따라 균주를 

분리하는 것을 기반으로 한다. 대부분의 결핵균은 IS6110 유전

자를 여러 개 가지고 있다. IS6110 유전자에는 PvuII가 인식하

는 부위가 단 한 군데 존재하기 때문에 결핵균 염색체를 PvuII 
제한효소로 처리하면 IS6110의 특정 부위가 절단되고 인접한 

결핵균 genomic DNA의 어느 부위가 절단되어 IS6110이 삽입

된 자리에 따라 IS6110의 일부를 포함하는 절편의 총 길이가 

달라진다. 따라서 염색체를 PvuII 제한 효소와 반응시켜 DNA 
절편을 만들어 전기영동한 후 IS6110 probe를 결합시켜 IS6110 
유전자가 포함된 DNA 절편을 검출하는 방법이다(Fig. 1) [7,8]. 
IS6110-RFLP는 1991년 개발된 이래 결핵균의 균주 감별을 위

한 표준화된 방법으로 간주되고 있으며, 전 세계적으로 풍부한 

데이터베이스를 확보하고 있다[7,9-12]. 그러나 이 방법에는 몇 

가지 단점이 있다. 이 방법은 PCR 반응을 통해 핵산을 증폭시

키는 방법이 아닌 순수하게 자란 균 집락을 이용하는 방법이기 

때문에, 집단 감염 혹은 교차오염이 의심될 때도 상당기간 균
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Fig. 1. The principles and procedures of IS6110-RFLP. (A) IS6110-RFLP for epidemiological investigation used the characteristics of 
polymorphism and copy number of IS6110. Extracted genomic DNA of M. tuberculosis was digested with a frequently cutting restriction enzyme,
PvuII. IS6110 has only one restriction site for PvuII. Chromosomal regions other than IS6110 have randomly dispersed multiple restriction sites 
for PvuII. Therefore, lengths of fragments containing one end of IS6110 are variable; (B) DNA fragments under well-defined conditions were
separated on agarose gel, and transferred to a nylon membrane; (C) Hybridization with a fragment of the IS6110 sequence developed only 
IS6110-containing bands; (D) An image of real IS6110-RFLP patterns.

Fig. 2. The principles and procedures of DR spoligotyping. (A) Spoligotyping is based on the polymorphism in the direct repeat locus of the
mycobacterial chromosome. The well-conserved 36-bp direct repeats are interspersed with unique spacer sequences varying from 35 to 41 bp
in size. Deletion of some spacer regions between DRs is the main cause of strain diversity. Because the DRs have the same sequence, PCR
generates fragments containing spacer sequences that are present in a specific strain; (B) Each PCR fragment contained at least one spacer 
sequence, although it may have many spacer sequences; (C) In a membrane, every probes targeting each spacer sequencer are spotted. PCR
fragments are hybridized to the spots. The presence or absence of each spot generated unique spoligotyping pattern.

을 충분히 배양시켜야 하고, 검사를 시작한 후에도 1주일 가량

이 소요된다는 것이다[13-15]. 그 외 IS6110가 없거나 적은 균

주에는 사용할 수 없다는 단점이 있다. 이는 인도 등 몇몇 나라

의 경우 IS6110가 없거나 적은 균주의 비율이 높지만, 우리나

라의 경우 매우 드물어서 크게 문제가 되지 않고 있다[16]. 또
한 이 방법은 고도의 기술과 집중적 노동을 요구하며 비용이 

많이 든다는 단점이 있다.

Spoligotyping

2004년 Kamerbeek 등에 의해 RFLP보다 방법이 간단한 spo-

ligotying이 개발된 후[17], 역학 조사의 지표로서 그 유용성이 

증명되었고, 현재는 IS6110-RFLP 법 이외에 결핵균의 분자역

학적 조사 방법으로써 광범위하게 사용되고 있다[3,17-21]. 뿐
만 아니라 세계적인 spoligotype database가 구축되면서 전 세계

에서 RFLP의 대체 방법으로 spoligotyping을 실시하였다[22]. 
Spoligotyping은 결핵균의 direct repeat (DR) region의 사이에 

존재하는 spacer sequence의 다형성을 토대로 균주를 분류하는 

방법이다(Fig. 2). DR은 36 base pair (bp)이며, 그 사이에 spacer 
sequence (35∼41 bp)가 존재한다. DR의 서열은 모두 동일하

나, spacer sequence는 각각 다른 서열을 가지고 있기 때문에 각 

spacer sequence를 probe로 하여 각각의 DR 사이에 존재하는 
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Fig. 3. The principles and procedures of MIRU-VNTR. (A) MIRU-VNTRs scattered throughout the whole bacterial genome contain variable copy
numbers of repeat sequences. Each isolate is typed according to the number of copies of repeated units; (B) Sequences of variable number tandem
repeats are amplified by PCR. The sizes of the amplified produces are dependent on the repeat copy numbers; (C) Their sizes are determined
by gel electrophoresis.

총 43개의 spacer sequence의 유무를 확인함으로써 균주를 분

류하는데 이용하는 것이다. Spoligotyping은 방법이 간단하고 

재현성이 뛰어나며, PCR을 기반으로 하기 때문에 집락이 한두

개만 자라든지, 혹은 도말 양성인 검체에서 직접 검사하는 것

이 가능하기 때문에 RFLP법보다 좀 더 빠른 시기에 검사를 시

행할 수 있고 검사에 소요되는 시간도 적다[17]. 그러나 균주의 

변별력이 IS6110-RFLP에 비해 낮기 때문에 IS6110-RFLP 방법

을 완전히 대체하기에는 어려운 점이 있다. 게다가 IS6110- 
RFLP 방법은 결핵균 유전자 전반에 존재하는 IS6110 유전자를 

분류하는 데 반해, spoligotyping은 결핵균 전체 유전자의 0.1% 
이하의 유전자로 분류한다는 데 한계점이 있다[23,24]. 또한 균

주 간의 감별 능력에서 Beijing family를 구별하지 못하는 것이 

중요한 단점으로 지적된다[25].

Mycobacterial interspersed repetitive unit-variable 
number of tandem repeat (MIRU-VNTR)

MIRU-VNTR은 결핵균 유전자 전반에 걸쳐 독립적으로 존

재하는 minisatellite-like loci를 검출하는 방법이다(Fig. 3) [15]. 
MIRU-VNTR은 기준법으로 간주되는 IS6110-RFLP의 단점을 

보완하기 위해 대체적인 방법으로 개발되었는데, 2006년 

Supply 등에 의해 방법이 표준화되었다[26]. PCR을 기반으로 

하는 분자유전학적 역학 조사 방법으로써 spoligotyping에 비해

서 균주 간의 분별력이 높은 것으로 알려져 있으며, 여러 나라

에서 방법의 안정성과 재현성, 그리고 분별력이 입증되었다. 이 

방법은 균주의 분류를 위한 각 locus에 반복수를 번호로 된 코

드로 표현하여, 실험실 내 뿐만 아니라 다른 실험실 결과와의 

비교를 쉽게 할 수 있는 것이 장점이다. MIRU-VNTR법은 비

교적 최근에 개발된 방법으로 최근까지도 관련 연구가 활발히 

진행되고 있으나, 보고자마다 균주 간 분별 능력이 차이를 보

인다고 보고하고 있다. 이는 선택한 primer와 방법의 미묘한 차

이에 의한 것으로 보인다. 일반적으로 사용되는 12개의 loci를 

이용한 MIRU-VNTR법을 IS6110-RFLP와 비교했을 때, 분별력

에 있어서는 약간 낮은 것으로 알려져 있지만 방법적인 면에서 

상당한 장점을 가지고 있다[26,27]. 예를 들면 소량의 균주에서 

DNA를 추출하여도 검사가 가능하여 편리하며, 숫자적 data는 

다른 실험실과의 비교를 가능하게 하여 세계적인 역학 분석이 

가능하다. 뿐만 아니라 IS6110 copy 수가 적거나 없는 균주에 

도입이 가능하다는 장점이 있다[15].

Single nucleotide polymorphism (SNP)

SNP는 광범위한 유전자 내에 존재하는 염기서열의 다형성

을 이용하여 결핵균을 분류하는 것으로 계통적으로 연관성이 

있는 임상 균주의 분류 지표로 이용되고 있다[28,29]. SNP 방
법은 두 가지로 분류될 수 있는데, nonsynonymous single nu-
cleotide polymorphism (nsSNP)과 synonymous single nucleo-
tide polymorphism (sSNP)가 있다. nsSNP는 아미노산의 변화

를 동반하는 것으로 형태학적 특징에도 영향을 끼치는 것으로 

결핵균에서의 형태학적 변화는 항결핵제에 대한 내성과 연관 

지을 수 있다. 반면 sSNP는 자연적인 변화에 의한 다형성으로, 
아미노산의 변화와 관련이 없다. 따라서 균주의 성장에 필수적

인 유전자나 구조를 형성하는데 관여하는 유전자 등 항상 균주

가 보유하고 있는 유전자 내부에 존재하는 염기서열의 다형성

을 조사하여, 진화적 연구에 이용할 수 있다. 이러한 SNP를 통

한 분자역학조사의 지속적인 연구를 위해서는 유전자 형별 분

류에 효과적인 sSNP loci를 선별하는 것이 중요하다. 효과적인 

loci가 선별되면, 일관적인 결과를 통해 실험실 간의 비교 분석

하는 것이 가능하기 때문이다. 이러한 SNP는 결핵 균주의 계

통 분석, 약제 내성 그리고 병독성 등 상당한 정보를 제공 받을 

수 있다.
이상 여러 가지 분자생물학적인 균주 구별 방법들의 장단점

을 Table 1에 요약하였다.
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Table 2. Frequency of Beijing family of M. tuberculosis in Korea

Sources of clinical isolates Periods No. of strains 
investigated

Prevalence (%) of 
specificstrains References

KIT
KIT
One hospital in Taegu
KIT
Public Health Centers in Gyeonggi Province
One tuberculosis hospital
Nationwide
Two groups combined (Onehospitalin Busan, and KIT)
11 university hospitals

1992∼1994
1995∼1996
1997∼1999
1998∼1999

2004
2005∼2006

2006
2007

2008∼2009

 14
138
 54
206
715
208
 80
187
 96

B, 43
B, 72
Not detected
K, 18
K, 24
B, 97
B, 80
B, 22
B, 87; K, 15

[30]
[31]
[35]
 [4]
[36]
[34]
[32]
[25]
[33]

Abbreviations: KIT, Korean Institute of Tuberculosis; B, Beijing family; K, K strain.

Table 1. Characteristics of molecular strain typing methods fre-
quently used for M. tuberculosis

Methods Advantages Disadvantages

IS6110 RFLP

Spoligotyping

MIRU-VNTR

SNP

Well standardized
Reproducible

Rapid
Small sample required
Reproducible
Data digitized
Rapid
Small sample required
Reproducible
Data digitized
Economic
Rapid
Small sample required
Reproducible
Diverse within Beijing 

family

Time consuming
Laborious
Difficult to discriminate 

low- or high-copy 
number isolates

Single pattern in Beijing 
family

Discrimination varies in 
different loci

Requires efficient target 
selection and 
standardization

Abbreviations: RFLP, restriction fragment length polymorphism; 
MIRU-VNTR, mycobacterial interspersed repetitive unit-variable 
number of tandem repeat; SNP, single nucleotide polymorphism.

국내 결핵균의 분자 유전학적 특징과 다형성

우리나라에서 분리되는 결핵 균주의 분자 유전학적 특징은 

1995년 van soolingen 등에 의해 분석된 자료가 처음 문헌상에 

나타난 것인데, 14균주에 대한 IS6110-RFLP가 실시되었고, 
Beijing family 균주는 조사된 균주의 43%를 차지하였다[30]. 
이는 86%의 중국을 선두로 4번째로 Beijing family 균주의 분

리 비율이 높게 조사되었다. 같은 해에 국내에서 실시된 전국 

실태 조사에서는 Beijing family가 72%로 1.7배 정도 높게 나타

났다[31]. 이것은 국내에서 분리되는 결핵균 중 Beijing family

가 상당히 높은 비율을 차지하는 것을 시사한다. 이후 2010년 

Kang 등의 연구에서 80%, 그리고 Choi 등의 연구에서 87%로 

약 20년간 국내 Beijing family 분리 비율은 지속적으로 높게 

나타나는 것을 알 수 있다[32,33]. 다만, 2010년 Shamputa 등의 

연구에서 97% 빈도의 Beijing family 균주를 보고한 것은 해당 

병원의 환자의 특성에 기인한 것으로 보인다(Table 2)[34].
Beijing family는 몽골과 중국에서 실시한 분자역학조사에서 

polymorphism이 낮은 균주들을 포함하여 Beijing family로 처

음 명명되었고, 이 균주들에 대해서 spoligotyping도 같은 양상으

로 나타나는 것을 확인하였다[30]. 이후 여러 나라에서 Beijing 
family의 비율이 보고되었는데, 우리나라를 포함하여 베트남, 
홍콩, 인도네시아, 대만 등에서 현저히 높은 비율을 차지하는 

것으로 알려져 있다[10,37]. Beijing family는 IS6110 삽입 수가 

15개에서 26개 정도로 많고, IS6110 중에서도 A1 insertion을 

가지고 있는 것이 특징이며, spoligotyping에서는 모두 같은 양

상을 나타낸다[37]. Beijing family는 전파력이 높은 것으로 알

려져 있으나, 그 이유에 대해서는 아직 밝혀진 것은 없다. 또한 

Beijing family 균주는 다른 형의 결핵균보다 병원성이 높고, 항
결핵제 내성과도 관련성이 높다[11]. 특히 최근에 발표된 여러 

연구에 의하면 국내 Beijing family 균주들과 항결핵제 내성 사

이의 연관성이 있는 것으로 밝혀졌으며, Beijing family 균주 내

에서 rpoB 유전자형과 항결핵제 내성 양상과의 관련성에 대해

서도 밝혀진 바 있다[33,34,38,39]. 따라서 Beijing family의 분

리 비율에 따라서 잠재적인 공중 보건의 위험성을 판단하는 척

도가 될 수 있으며, Beijing family의 분리 비율의 모니터링을 

통해 결핵 관리에 도움을 줄 수 있을 것으로 판단된다. 뿐만 아

니라 결핵균 배양에 있어 위양성을 파악하는데 IS6110-RFLP 
방법을 이용한 국내 보고는 IS6110-RFLP의 결핵균의 유전자 

특징을 파악하는 데 있어 상당히 유용한 방법임을 알 수 있다

[40]. 또한 Park 등은 국내에서 빈번하게 분리되면서 IS6110- 
RFLP 양상이 유럽에서 분리된 결핵균과 구별되는 결핵균의 특

징을 규명하고 Korean isolate 혹은 K strain으로 명명하였다
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[31]. K strain은 대부분 8∼12개의 IS6110 유전자를 가지고 있으

며, 이러한 특징은 후속 연구에서도 유사하게 나타났다[35,36]. 
K strain의 발생 빈도는 1999년에 18%로 처음 보고되었으며, 
이후 2004년 24%, 2009년 15%로 보고되었다[4,33,36].

우리나라 균주의 spoligotyping 양상을 조사한 자료는 많지 

않다. Spoligotyping에서는 Beijing family가 모두 한 가지 양상

으로 나타나기 때문에, 그런 균주가 많은 비율을 차지하는 국

내 실정에서는 다소 부적합한지도 모른다. 이는 2007년 Song 
등의 연구에서도 제시되었는데, IS6110-RFLP에서 Beijing fam-
ily type을 나타내는 모든 균주는 spoligotyping에서는 모두 35
∼43번 probe에만 결합하는 것을 확인하였다[25].

MIRU-VNTR법을 이용하여 국내에서도 결핵균의 유전자 형

별 분류를 실시하였는데, 2009년 Yun 등은 국내 환자에서 분리

된 81균주에 대해서 분별력이 높은 6개의 loci를 제시하였고, 
2010년 Shamputa 등의 연구에서는 8개의 loci에서 분별력이 높

게 나타났다[34,41]. 이 두 논문에서 제시하는 VNTR loci가 다

르다 하더라도 MIRU-VNTR법이 IS6110-RFLP 수준의 분별력

을 가지고 있는 것은 분명히 알 수 있다. MIRU-VNTR법은 몇 

개의 숫자로 이뤄진 코드로 결과를 해석하기 때문에 실험실 간 

또는 국가 간의 비교 분석이 가능하여 전파 경로를 파악하는데 

용이하다. 2010년 Kang 등의 연구에서는 이러한 장점을 이용

하여 국내 결핵 균주의 유전자 형별 분류뿐만 아니라 일본과 

중국의 유전자 형별 분류에 대한 데이터를 비교 분석하여 국내

에서 높은 비율을 차지하는 Beijing family 균주의 sublineage의 

계통적 분포에 대한 자료를 제시하였다[32]. 그러나 분자역학

조사에 널리 이용되는 두 가지 방법인 IS6110-RFLP와 MIRU- 
VNTR을 동시에 실시할 경우, 두 가지 방법의 분류 기준이 다

르고, 두 방법 모두 높은 분별력을 가지고 있기 때문에 각 균주 

간의 분류가 일치하지 않는 경우가 있을 수 있다. 이때는 균주 

간의 유전자 다형성 차이에 따른 거리를 계산하여 두 방법의 

공통점을 찾아내어 분석할 수 있는 방법을 제시하고 있다[42].
  최근에는 SNP법 즉, 유전자 전반에 걸친 염기서열의 다형성

을 조사함으로써 결핵균의 계통 분석과 역학 조사에 응용하고

자 하였다. 2006년 Filliol 등에 의해 결핵균 분류에 적합한 nu-
cleotide loci가 제시되었고[43], 국내에서는 2010년 Choi 등에 

의해 전국에 걸쳐 수집한 결핵균의 SNP typing이 시도되었다

[44]. 그 결과 국내 균주에서도 SNP 방법이 IS6110-RFLP와 비

슷한 수준의 분별력을 가지고 있는 것이 증명되었다.

결 론

우리나라는 1995년부터 현재까지 IS6110-RFLP, spoligotyp-
ing, MIRU-VNTR 그리고 SNP 등 여러 가지 방법을 이용하여 

결핵의 역학 조사를 실시하였다. 이러한 분자역학조사는 결핵 

관리에 있어 상당히 중요한 역할을 하고 있다. 앞으로 빠르고 

높은 재현성과 분별력이 있는 분자유전학적 방법들에 대해 표

준화를 실시하고, 실험실 간의 네트워크를 형성하여 데이터를 

공유함으로써 전파경로를 색출하거나 집단 발병을 관리하는 

데 도움을 줄 수 있도록 하는 것이 필요하다.
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=국문초록=

우리나라에서 분리되는 결핵균의 분자역학적 특성

부산대학교 의학전문대학원 1진단검사의학교실, 2흉부외과학교실

장미희1, 최고은1, 장철훈1, 김영대2

결핵의 집단 발병이나 검사실의 교차 오염의 검출, 결핵의 재감염과 재활성화의 구분 등에서 결핵균을 분자생물학적으

로 구분하는 것이 중요하다. 여기서는 현재 이용되는 결핵균의 균주 구분 방법을 알아보고, 한국에서 검출되는 균주의 

분포를 알아본다. IS6110-restriction fragment length polymorphism (RFLP) 방법은 표준 방법으로 간주된다. 전세계적으로 

풍부한 자료가 있고 균주 구별 능력은 뛰어나나 시간과 노력이 많이 든다. Spoligotyping은 direct repeat (DR) 사이사이에 

있는 염기 서열의 존재 여부로 구분한다. PCR을 기반으로 하기 때문에 의심 초기에 검사할 수 있고 결과를 숫자로 표시

할 수 있어서 좋다. Beijing family의 균주들은 모두 같은 형으로 나타나는 것이 단점이다. Mycobacterial interspersed repeti-
tive unit-variable number of tandem repeat (MIRU-VNTR) 방법도 PCR을 기반으로 하고 숫자로 결과를 표현할 수 있어 좋

다. 한국에서 분리되는 균주의 80∼87%가 Beijing family에 속하는 균주이다.  [대한임상미생물학회지 2011;14:41-47]
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