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Background: Infection by the intracellular bacteria 
Mycoplasma pneumoniae, Chamydophila pneumo-
niae, and Legionella pneumophila are common caus-
es of community-acquired pneumonia (CAP). This 
study describes the evaluation of a new multiplex re-
al-time PCR test, EuDxTM-PN MLC Detection Kit 
(EUDIPIA), which allows the simultaneous detection 
of M. pneumoniae, C. pneumoniae, and L. pneumo-
phila in respiratory samples.
Methods: A total of 353 samples were tested using 
three PCR kits: multiplex PCR (Seeplex PneumoBacter 
ACE Detection Kit) and two multiplex real-time PCR 
(EuDxTM-PN MLC Detection Kit and AnyplexTM II RB5 
Detection Kit). The results were considered true pos-
itives (expanded standard) for M. pneumoniae, C. 
pneumoniae, and L. pneumophila if they were pos-
itive according to any of the three tests.
Results: The sensitivity and specificity of EuDxTM-PN 

MLC Detection Kit were 93.3-100% and 100%, respec-
tively. The agreement rate and Cohen's kappa co-
efficient (value) between EuDxTM-PN MLC Detection 
Kit and AnyplexTM II RB5 Detection Kit for M. pneu-
moniae, C. pneumoniae, and L. pneumophila were 
70-100% and 0.82-1, respectively.
Conclusion: These results demonstrate that the 
EuDxTM-PN MLC Detection Kit is a sensitive, specific, 
and useful screening tool for the detection of atypical 
pathogens in respiratory samples and can be helpful 
in selecting appropriate antimicrobial therapy for pa-
tients with respiratory infection. (Ann Clin Microbiol 
2017;20:97-102)
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INTRODUCTION

폐렴은 전세계적으로 입원과 사망의 주요 원인이 되는 질환

이며, 의료비용의 많은 부분을 차지하고 있다[1]. 지역사회 획

득 폐렴(community-acquired pneumonia, CAP)은 전 세계적으

로 높은 이환율(morbidity) 및 사망률(mortality)과 관련되어 있

으며, 개발 도상국에서는 성인 1,000명당 2-11명, 유럽에서는 

1.5-1.7명의 빈도로 발생하는 것으로 추정된다[1-3]. 최근 노령 

사회에 직면하면서 노인 인구와 면역 체계에 손상을 주는 요인

들의 증가, 병원체의 속성 변화 및 항균제 내성의 증가 등으로 

인해 CAP의 진단과 치료는 더욱 중요해지고 있다. CAP의 치

료는 병원체가 확인되기 전에 일단 광범위 항균요법을 시작하

고 그 다음으로 병원체 확인 후 좁은 범위의 항균요법으로 단

계적 축소를 시행하는 것이 적절하지만[2,4], 현재의 진단 방법

으로는 CAP 환자의 약 30%-40%에서만 병원체가 동정될 수 

있기 때문에 실제 임상에서는 단계적으로 축소하는 항균요법

이 흔하지 않은 실정이다[1,2,5]. 

지금까지 CAP의 주요 원인이 되는 세균은 Streptococcus 
pneumoniae와 Haemophilus influenzae이지만, 최근 Mycoplasma 
pneumoniae, Chamydophila pneumoniae, 그리고 Legionella 
pneumophila와 같은 비정형 세균이 CAP의 흔한 원인이 되고 

있으며 점차 증가하고 있다[1-3]. 국내에서도 생활환경의 개선

과 예방접종의 활성화 등으로 S. pneumoniae 등에 의한 폐렴은 

줄어든 반면, M. pneumoniae나 C. pneumoniae와 같은 비정형 
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Table 1. Sensitivity and specificity of the tests for Mycoplasma 
pneumoniae to extended standard

Test
Extended standard Sensitivity (%)

(95% CI)
Specificity (%)

(95% CI)Positive Negative

SeePlex
  Positive 105 0 85.4 100
  Negative 18 230 (77.9-91.1) (98.4-100.0)
EuDx
  Positive 120 0 97.6 100
  Negative 3 230 (93.0-99.5) (98.4-100.0)
Anyplex
  Positive 118 10 95.9 95.7
  Negative 5 220 (90.8-98.7) (92.2-97.9)

Abbreviations: SeePlex, Seeplex PneumoBacter ACE Detection Kit; 
EuDx, EuDxTM-PN MLC Detection Kit; Anyplex, AnyplexTMII RB5 
Detection Kit.

세균에 의한 CAP의 발생률이 높아지고 있다[6]. 

병원 검사실에서 M. pneumoniae, C. pneumoniae 그리고 L. 
pneumophila를 진단하는 검사에는 배양, 항원 검출, 항체 검사 

및 핵산 검출 등의 방법이 있다. 그러나 이들 세균들은 병원의 

미생물 검사실에서 일상적인 검사과정으로 배양과 분리가 어

렵고, 항원 검사는 소변 내 L. pneumophila 항원 검출만 사용되

고 있으며, 항체 검사는 다른 미생물과의 교차 반응 가능성으

로 인한 낮은 특이도와 역가 상승 확인을 위한 급성기와 회복

기 혈청이 동시에 필요한 문제점 등으로 사용이 제한적이다

[2,3,6]. 현재 이들 세균을 검출하기 위하여 가장 널리 사용되고 

있는 방법은 PCR 또는 실시간(real-time) PCR과 같은 분자유전

학적 기법으로 핵산을 검출하는 것이다. 

이 연구는 CAP의 중요 원인균인 M. pneumoniae, C. pneu-
moniae 그리고 L. pneumophila를 검출하기 위하여 개발된 다중

(multiplex) 실시간 PCR 진단 시약인 EuDxTM-PN MLC 

Detection Kit (EUDIPIA, Seoul, Korea)를 평가하기 위하여, 현

재 시판되어 사용 중인 다중 PCR 키트 및 다중 실시간 PCR 키

트와 비교하였다. 

MATERIALS AND METHODS

1. 대상

중앙대학교병원에 내원한 폐렴 의심 환자의 원인균 검출을 

위하여 호흡기 검체로부터 분자진단이 의뢰되어 다중 PCR 방

법인 Seeplex PneumoBacter ACE Detection Kit (Seegene, 

Seoul, Korea)로 검사한 결과, M. pneumoniae, C. pneumoniae, 

L. pneumophila 중 하나 이상의 양성 또는 음성으로 확인되어 

−20oC 이하 냉동고에 보관 중인 353 검체(미생물 핵산)를 대

상으로 하였다. 양성 검체 확보를 위하여 각 원인균별 양성 검

체는 2013년 9월부터 2016년 9월까지 검사 후 보관된 검체를 

대상으로 하였으며, 음성 검체는 2016년 9월과 10월 사이의 검

체를 대상으로 하였다. 이 연구는 중앙대학교병원 생명윤리위

원회의 승인을 받았다. 

2. 방법

다중 PCR (Seeplex PneumoBacter ACE Detection Kit) 검사 

후 −20oC 이하 냉동고에 보관된 미생물 핵산을 대상으로, 다

중 실시간 PCR 시약인 EuDxTM-PN MLC Detection Kit 

(EUDIPIA)와 AnyplexTM II RB5 Detection Kit (Seegene)를 사

용하여 ABI 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

으로 각각 제조사의 지침에 따라 검사하였다. 추가 확인이 필

요할 경우 시행한 M. pneumoniae, C. pneumoniae, L. pneumo-
phila에 대한 단일 실시간 PCR은 16S rRNA와 macrophage in-

fectivity potentiator (mip) 유전자에 대한 시발체를 제작하여 

ABI 7500 (Applied Biosystems)으로 검사하였다[7]. 검사법 평

가는 기준결과(Extended standard)와 비교였으며, 기준결과는 3

종류의 검사 키트(Seeplex PneumoBacter ACE Detection Kit, 

EuDxTM-PN MLC Detection Kit, AnyplexTMII RB5 Detection 

Kit) 결과 중 2개 이상 일치한 결과, 또는 추가 확인이 필요할 

경우 시행한 M. pneumoniae, C. pneumoniae, L. pneumophila에 

대한 단일 실시간 PCR 결과로 정의하였다.

3. 통계분석

이 연구에 사용된 3종류의 검사 키트의 기준결과에 대한 민

감도와 특이도 계산은 MedCalc 15.8 (MedCalc Software bvba, 

Ostend, Belgium) 프로그램을 사용하였다. 또한 2종류의 다중 

실시간 PCR 방법 간의 비교를 위하여 각 병원체 별로 양성일

치도, 음성일치도 및 Cohen’s kappa coefficient (value)를 구하

였다. 

RESULTS

총 353개의 검체는 2 종류의 검사 키트에서 동일한 결과를 

보였거나 추가로 시행한 단일 실시간 PCR 결과를 기준으로 하

였을 때, 병원체 별로 각각 M. pneumoniae 양성 123개와 음성 

230개, C. pneumoniae 양성 21개와 음성 332개, L. pneumophila 
양성 15개와 음성 338개였다. 

M. pneumoniae 검출에 있어서 기준결과에 대한 각 검사 키

트의 민감도와 특이도는 Seeplex PneumoBacter ACE Detection 

Kit에서는 85.4%와 100%였고, EuDxTM-PN MLC Detection Kit

에서는 97.6%와 100%였으며, AnyplexTMII RB5 Detection Kit

에서는 95.9%와 95.7%였다(Table 1). C. pneumoniae 검출에 있

어서 기준결과에 대한 각 검사 키트의 민감도와 특이도는 

Seeplex PneumoBacter ACE Detection Kit에서는 95.2%와 
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Table 4. Comparison of EuDxTM-PN MLC Detection Kit and AnyplexTMII RB5 Detection Kit for the detection of Mycoplasma pneumoniae, 
Chamydophila pneumoniae, and Legionella pneumophila

EuDx
Anyplex Agreement for 

positive (%) (95% CI)
Agreement for 

negative (%) (95% CI)
kappa

(95% CI)Positive Negative

MP
  Positive 117 3 91.4 98.7 0.91
  Negative 11 222 (85.1-95.6) (96.2-99.7) (0.87-0.96)
CP
  Positive 20 0 100 100 1
  Negative 0 333 (83.2-100.0) (98.9-100.0) (1-1)
LP
  Positive 14 0 70.0 100 0.82
  Negative 6 333 (45.7-88.1) (98.9-100.0) (0.67-0.96)

Abbreviations: EuDx, EuDxTM-PN MLC Detection Kit; Anyplex, AnyplexTMII RB5 Detection Kit; kappa, Cohen’s kappa coefficient (value); MP, 
M. pneumoniae; CP, C. pneumoniae; LP, L. pneumophila.

Table 2. Sensitivity and specificity of the tests for Chamydophila 
pneumoniae to extended standard

Test
Extended standard Sensitivity (%)

(95% CI)
Specificity (%)

(95% CI)Positive Negative

SeePlex
  Positive 20 15 95.2 95.5
  Negative 1 317 (76.2-99.9) (92.7-97.5)
EuDx
  Positive 20 0 95.2 100
  Negative 1 332 (76.2-99.9) (98.9-100.0)
Anyplex
  Positive 20 0 95.2 100
  Negative 1 332 (76.2-99.9) (98.9-100.0)

Abbreviations: SeePlex, Seeplex PneumoBacter ACE Detection Kit; 
EuDx, EuDxTM-PN MLC Detection Kit; Anyplex, AnyplexTMII RB5 
Detection Kit.

Table 3. Sensitivity and specificity of the tests for Legionella 
pneumophila to extended standard

Test
Extended standard Sensitivity (%)

(95% CI)
Specificity (%)

(95% CI)Positive Negative

SeePlex
  Positive 13 0 86.7 100
  Negative 2 338 (59.5-98.3) (98.9-100.0)
EuDx
  Positive 14 0 93.3 100
  Negative 1 338 (68.1-99.8) (98.9-100.0)
Anyplex
  Positive 15 5 100 98.5
  Negative 0 333 (78.2-100.0) (96.6-99.5)

Abbreviations: SeePlex, Seeplex PneumoBacter ACE Detection Kit; 
EuDx, EuDxTM-PN MLC Detection Kit; Anyplex, AnyplexTMII RB5 
Detection Kit.

95.5%였고, EuDxTM-PN MLC Detection Kit에서는 95.2%와 

100%였으며, AnyplexTMII RB5 Detection Kit에서는 95.2%와 

100%였다(Table 2). L. pneumophila 검출에 있어서 기준결과에 

대한 각 검사 키트의 민감도와 특이도는 Seeplex PneumoBacter 

ACE Detection Kit에서는 86.7%와 100%였고, EuDxTM-PN 

MLC Detection Kit에서는 99.3%와 100%였으며, AnyplexTMII 

RB5 Detection Kit에서는 100%와 98.5%였다(Table 3). 

또한 다중 실시간 PCR 방법인 EuDxTM-PN MLC Detection 

Kit와 AnyplexTMII RB5 Detection Kit의 각 병원체에 따른 양성

일치도, 음성일치도 및 Cohen’s kappa coefficient (value)는 M. 
pneumoniae 검출에서는 91.4%, 98.7%, 0.91이었고, C. pneumo-
niae 검출에서는 100%, 100%, 1.0이었으며, L. pneumophila 검
출에서는 70.0%, 100%, 0.82였다(Table 4). 

DISCUSSION

비정형 병원체인 M. pneumoniae, C. pneumoniae 그리고 L. 
pneumophila는 폐렴, 특히 CAP의 흔한 원인균으로 알려져 있

지만 그 분리빈도는 지역과 시기에 따라 다양하게 보고되고 있

으며[1-3,8-10], 그 원인으로는 진단을 위한 표준화된 미생물학

적 검사법의 부족 때문으로 생각되고 있다[3]. 즉, 배양은 M. 
pneumoniae에 대한 표준 진단법이지만 비용과 시간이 많이 들

고 특수한 배지가 필요하며 기술적인 숙련이 요구되는 등 병원

의 일반 검사실에서 사용하기에는 어려움이 있어 거의 시행되

지 않고 있다. 항원 검출은 소변 내 Legionella 항원 검출을 통

한 L. pneumophila 진단에 널리 사용되고 있으나, L. pneumo-
phila serogroup 1만을 검출할 수 있으며 감염 후 수 주에서 수 

개월 동안 소변에서 검출될 수 있는 문제점이 있다[3,11]. M. 
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pneumoniae와 C. pneumoniae에 대한 주요 진단 검사법으로 항

체 검출이 있지만, 다른 미생물과의 교차반응이나 자가면역질

환에 의한 위양성 가능성과 IgM과 IgG가 6-8주에 검출될 수 있

으며 급성기와 회복기 혈청이 모두 필요한 제한점이 있다

[3,10,12,13]. 그러므로 현재 대부분의 검사실에서는 일반 검사

실에서의 배양이 어려운 세균을 검출하기 위한 방법으로 PCR

이나 실시간 PCR을 사용하고 있다.

현재 사용되고 있는 PCR 기반 검사들은 배양이나 혈청학적 

검사보다 더 민감하고 특이하면서 신속한 방법으로 간주되고 

있으며, 대부분의 검사실에서는 상품화된 키트들을 사용하고 

있는 실정이다[13-15]. 그러나 PCR 기반 검사들도 호흡기 상피

에 있는 M. pneumoniae와 C. pneumoniae의 무증상 보균 가능

성과 이전 감염 후의 이들 세균 또는 핵산의 지속에 의한 PCR 

양성 결과를 보일 수 있으며[16-18], 이전 항균제 치료, 수송배

지에 의한 검체 희석, 검체 보관 과정에서의 DNA 분해, 인체 

세포나 다른 미생물의 간섭 등에 의한 위음성 가능성을 고려하

여야 한다[13]. 최근 감염질환에서의 원인균 검출을 위한 검사

법은, 단일 PCR에 비하여 다중 PCR의 민감도가 낮음에도 불

구하고 동시에 여러 원인균을 검출할 수 있는 다중 PCR의 간

편성, 신속함, 경제적 측면 등의 장점으로 인해 다중 PCR 키트

들이 계속 개발되고 있다[2,3,13-15,19,20]. 

이번 연구에서는 국내에서 M. pneumoniae, C. pneumoniae 
그리고 L. pneumophila를 검출하기 위하여 개발된 다중 실시간 

PCR 진단 시약인 EuDxTM-PN MLC Detection Kit (EUDIPIA)

를 평가하기 위하여 검사 후 보관 중인 미생물 핵산을 대상으

로 하여 이미 사용 중이거나 시판 중인 다중 PCR 키트 및 다중 

실시간 PCR 키트와 비교하였으며, 결과 분석은 2종류의 검사 

키트에서 동일한 결과를 보였거나 추가로 시행한 단일 실시간 

PCR 결과를 기준으로 평가하였다. M. pneumoniae, C. pneumo-
niae 그리고 L. pneumophila 검출에서 기준결과에 대한 EuDxTM- 

PN MLC Detection Kit (EUDIPIA)의 민감도와 특이도는 3균

종 모두에서 다중 PCR (AnyplexTMII RB5 Detection Kit)과 동

일하거나 높았으며, 특히 M. pneumoniae와 L. pneumophila 검
출에 대한 민감도와 C. pneumoniae 검출에 대한 특이도는 통계

적으로 유의하게 높았다(P＜0.05). 또한 시판 중인 다중 실시간 

PCR 키트인 AnyplexTMII RB5 Detection Kit에 비해 기준결과

에 대한 EuDxTM-PN MLC Detection Kit (EUDIPIA)의 민감도

와 특이도는 M. pneumoniae 검출에서 모두 높았고, C. pneumo-
niae 검출에서는 동일하였으며, L. pneumophila 검출 시에는 민

감도는 낮고 특이도는 높았다. 특히 EuDxTM-PN MLC Detec-

tion Kit (EUDIPIA)는 M. pneumoniae 검출에서의 민감도는 높

았지만 퉁계적으로 유의한 차이를 보이지는 않았고(P=0.22), 

M. pneumoniae와 L. pneumophila 검출에서의 특이도는 통계적

으로 유의하게 높았다(P＜0.05). 

특히 다중 PCR은 다중 실시간 PCR에 비해 C. pneumoniae 

검출 시 기준결과에 대한 위양성이 많았고(P＜0.05) M. pneu-
moniae 검출에서는 위음성이 많은 결과를 보였으나(P＜0.05), 

본 연구에서 평가한 2종류의 다중 실시간 PCR 키트는 모두 C. 
pneumoniae 검출 시의 위양성이 없었고 M. pneumoniae 검출 

시의 위음성도 적었다. 그러나 AnyplexTMII RB5 Detection Kit

에서는 다중 PCR 키트에서 없었던 M. pneumoniae와 L. pneu-
mophila 검출 시의 위양성이 나타났다. 또한 2종류의 다중 실

시간 PCR 키트 간의 양성일치도와 음성일치도는 L. pneumo-
phila에 대한 양성일치도(70.0%)를 제외하고는 91.4%-100%로 

모두 높은 일치도를 보였고, Cohen’s kappa coefficient (value)

도 0.82-1로 높았다. 이번 연구에서 나타난 다중 실시간 PCR 

키트 간의 일부 불일치 결과는 증폭하는 표적 유전자가 다르거

나 또는 동일 유전자 내 증폭부위가 다른 경우, PCR 조건의 차

이에 따른 검출 한계의 차이, cutoff 값의 차이 등의 가능성을 

고려할 수 있다. 또한 이 연구는 각 병원체별 양성 검체 확보를 

위하여 양성 검체와 음성 검체의 수집 기간이 동일하지 않았

고. 일정 기간 내 검사가 의뢰된 모든 검체를 대상으로 하지 못

하였으며, 배양이나 염기서열분석 등의 표준검사를 시행하지 

못하고 2종류의 검사 키트에서 동일한 결과를 보였거나 추가로 

시행한 단일 실시간 PCR 결과를 기준결과(Extended standard)

로 분석한 제한점이 있었다.

결론적으로 실시간 다중 PCR 검사인 EuDxTM-PN MLC 

Detection Kit (EUDIPIA)는 호흡기 검체에서 CAP의 주요 원인

이 되고 있는 M. pneumoniae, C. pneumoniae 그리고 L. pneu-
mophila 동시 검출을 위한 선별검사로 유용할 것으로 판단되

며, 호흡기 환자 치료 시 적절한 항균요법의 선택에 도움이 될 

것으로 생각된다.
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=국문초록=

호흡기 검체에서 Mycoplasma pneumoniae, 
Chlamydophila pneumoniae, Legionella pneumophila 검출을 위한 

EuDxTM-PN MLC Detection 키트의 평가
1중앙대학교 의과대학 진단검사의학교실, 2울산대학교 의과대학 서울아산병원 진단검사의학교실, 

3(재)서울의과학연구소, 4삼광의료재단

이미경1, 성흥섭2, 조아라3, 지현영4

배경: 세포 내 세균인 Mycoplasma pneumoniae, Chamydophila pneumoniae, 그리고 Legionella pneumophila는 지역사회획득 

폐렴의 흔한 원인균이다. 본 연구는 호흡기 검체에서 M. pneumoniae, C. pneumoniae 그리고 L. pneumophila를 동시에 검출

할 수 있는 새로운 다중 실시간 PCR 검사인 EuDxTM-PN MLC Detection Kit (EUDIPIA)를 평가하고자 하였다.

방법: 총 353 검체를 대상으로 다중 PCR (Seeplex PneumoBacter ACE Detection Kit) 검사와 두 종류의 다중 실시간 PCR 

검사(EuDxTM-PN MLC Detection Kit와 AnyplexTM II RB5 Detection Kit)로 검사하였다. M. pneumoniae, C. pneumoniae 그리

고 L. pneumophila에 대한 검사결과는 3종류의 검사 결과 중 2개 이상 일치한 결과 또는 단일 실시간 PCR을 결과를 기준

(Extended standard)으로 분석하였다.

결과: EuDxTM-PN MLC Detection Kit의 민감도와 특이도는 각각 93.3-100%와 100%였다. M. pneumoniae, C. pneumoniae 
그리고 L. pneumophila에 대한 EuDxTM-PN MLC Detection Kit와 AnyplexTM II RB5 Detection Kit 간 일치도와 kappa 값은 

각각 70.0-100%와 0.82-1였다.

결론: 이러한 결과들은 EuDxTM-PN MLC Detection Kit가 호흡기 검체에서의 비정형 병원균 검출 시 민감하고 특이하여 

선별검사로 유용할 것으로 판단되며, 호흡기 감염 환자를 위한 적절한 항균요법의 선택에 도움이 될 것으로 생각된다. 

[Ann Clin Microbiol 2017;20:97-102]
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