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Abstract
Background: Rifampin plays an important role in tuberculosis treatment. In recent years, 
the introduction of molecular testing techniques has enabled the rapid detection of 
rifampin resistance, leading to discrepancies with conventional methods. The World Health 
Organization (WHO) has analyzed mutations in the rpoB gene that induce rifampin resistance 
and identified certain mutations causing borderline resistance, which are often undetected 
using conventional tests. Consequently, the WHO has lowered the rifampin resistance 
criterion concentration from 1.0 to 0.5 μg/mL in 7H10 and MGIT 960. The present study aimed 
to evaluate the impact of this change in critical concentration on the detection of borderline 
rifampin resistance in Mycobacterium tuberculosis.
Methods: Tuberculosis strains submitted for antituberculosis drug susceptibility testing from 
May 2021–2022 were analyzed. Three institutions participated; the Seoul Clinical Laboratories 
used the agar proportion method, whereas the Samsung Medical Center and Seoul National 
University Bundang Hospital utilized the MGIT 960 system to test both the original and revised 
concentrations. Mutations were confirmed through rpoB gene sequencing for strains showing 
discrepancies.  
Results: A total of 1,596 valid susceptibility tests were conducted during the study period.  
Rifampin resistance was detected in 35 cases (2.19%) at 1.0 μg/mL and in 38 cases (2.38%) at 
0.5 μg/mL, whereas isoniazid resistance was observed in 158 cases (9.90%). Among the three 
rifampin discrepancy strains, one harbored an H445L mutation, whereas the remaining two 
exhibited an L452P mutation. These mutations were classified as borderline resistant.
Conclusion: Applying the new rifampin critical concentration resulted in a 0.19% increase 
in resistance rate and an 8.57% increase in detection cases. Additionally, despite testing 
with large number of rifampin-susceptible strains, no false resistance results were obtained. 
Therefore, the application of the new critical concentration is considered beneficial for the 
management of rifampin-resistant tuberculosis.
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Introduction
리팜핀은 결핵 초치료 약제이며, 가장 중요한 항결학제 중 하나이다[1]. 리팜핀 내성은 rpoB 유
전자 변이로 인해 유발되는데 변이가 rpoB 유전자의 81bp 길이의 특정 영역에서 주로 발생한다[2]. 

따라서 내성연관 돌연변이를 검출하여 리팜핀 내성을 검출할 수 있는 분자기반 검사법들이 개발
되었다[3]. 특히 Xpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA)는 결핵균 DNA와 리팜핀 내성을 동
시에 검출할 수 있고 검사과정이 자동화되어 전세계적으로 사용이 크게 늘고 있다[3]. 최근에는 

리팜핀 내성이 다제내성결핵의 대리지표(surrogate marker)로 이용되고 있다[4]. 그러나 분자 검사
기법의 도입으로 리팜핀 신속내성검출이 가능해지면서 기존 감수성검사법과의 결과 불일치가 

발생하여 환자관리에 혼선을 주고 있다[5–7]. 세계보건기구에서는 리팜핀 내성을 유발하는 rpoB 

유전자의 변이를 분석하였고, 경계성 내성(borderline resistance)을 유발하는 일부 변이가 통상 감수
성검사에서 검출되지 않는 문제가 확인되었다[2]. 따라서 세계보건기구에서는 리핌핀 경계성 내
성 검출률을 높이기 위해 Middlebrook 7H10과 BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson, Sparks, MD, 

USA)에 대한 리팜핀 내성기준농도를 1.0 μg/mL에서 0.5 μg/mL로 낮추었다[2]. 본 연구에서는 리
팜핀 내성기준농도 변경이 경계성 내성 검출에 미치는 영향을 평가하고자 하였다.

Materials and methods
2021년 5월부터 2022년 5월까지 서울의과학연구소, 삼성서울병원, 그리고 분당서울대병원에
서 시행한 항결핵제 감수성검사 결과를 조사하였다. 서울의과학연구소는 Middlebrook 7H10 한
천비율법을, 삼성서울병원과 분당서울대병원은 BACTEC MGIT 960 (MGIT) (Becton Dickinson)

을 이용하여 감수성검사를 시행하였고, 기존 리팜핀 내성기준농도(1.0 μg/mL)에 새로 변경된 

내성기준농도(0.5 μg/mL)을 추가하여 감수성검사를 시험하였다. 이소니아지드 내성기준농도
는 한천비율법의 경우 0.2 μg/mL를 MGIT의 경우 0.1 μg/mL을 이용하였다. 리팜핀 감수성 불일
치 균주에 대해 rpoB 유전자 염기서열분석을 시행하여 변이를 확인하였다. 균주를 McFarland 

0.5 농도의 현탁액을 만든 후 boiling method를 통해서 DNA를 추출하였다. rpoB 유전자 증폭
과 염기서열분석을 위해서 한 쌍의 primer (RSF: 5′-GATGACCACCCAGGACGTGGAG-3′, RSR: 

5′-TCGATCGGCGAATTGGCCTGTG-3′)를 사용하였다[8]. Polymerase chain reaction (PCR)은 

AccuPower Taq PCR Premix (Bioneer, Daejeon, Korea)에 10 pmol씩의 primer, 10 ng의 DNA를 넣어 총 

20 μL로 만든 후, GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)를 사용하
여 98℃에서 30초간 변성시킨 후 98℃ 10초, 66℃ 25초, 72℃ 30초를 35회 반복하고 72℃에서 2분
간 반응시켰다. PCR 증폭산물의 크기는 438 bp이었고, 1% 아가로오스겔로 전기영동하여 Gel Doc 

system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)으로 이미지를 판독하였다. 염기서열은 H37Rv 표준균주의 염
기서열과 비교하여 rpoB 유전자의 변이를 확인하였다.

Results
연구기간 동안 시행한 감수성검사 중복을 제외하고 1,596건(서울의과학연구소: 1,269, 삼성서
울병원: 177, 분당서울대병원: 150)의 유효한 감수성결과를 확인하였다(Table 1). 리팜핀 내성은 
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1.0 μg/mL에서 35건(2.19%), 0.5 μg/mL에서 38건(2.38%)에서 검출되었고, 이소니아지드 내성은 

158건(9.90%)이었다. 리팜핀 불일치 균주는 3건이었는데 모두 한천배지비율법으로 검사한 서울
의과학연구소에서 검출되었다. MGIT로 검사한 두 기관에서는 불일치 균주가 발견되지 않았다. 

불일치균주에 대한 rpoB 유전자 염기서열분석을 통해 H445L (H526L) 변이가 한 건, 나머지 2건에
서는 L452P (L533P) 변이가 확인되었으며, 해당변이는 모두 경계성 내성 변이로 분류되었다(Table 

2). 불일치 균주 3건 중 2건에서 이소니아지드 내성이 확인되었고 리파부틴에도 내성이었다. 나머
지 한 건의 경우 이소니아지드에는 감수성이었으나 fluoroquilonone 약제인 ofloxacin, levofloxacin, 

그리고 moxifloxacin에 모두 내성이었고 그 외 약제에 대한 내성은 검출되지 않았다. 

Discussion
결핵은 전세계적인 보건문제이며, 매년 천만명이 넘는 결핵환자가 새롭게 발생하고 있다[4]. 내
성결핵의 확산은 결핵퇴치의 가장 큰 걸림돌 중 하나이다. 내성결핵을 효과적으로 관리하기 위해
서는 신속하고 정확한 내성진단법 도입이 매우 중요하다[2,3]. 신속분자검사는 통상 감수성검사
에 비해 신속하고 객관적이며 민감도가 높아 임상검체로도 검사가 가능한 장점이 있다[1,2]. 생물
안전 측면에서도 분자검사법이 기존 검사법에 비해 훨씬 안전하다[9]. 이러한 이유로 다제내성 혹
은 리팜핀 내성을 검출하는 다양한 신속분자검사법들이 개발되었다[3]. 특히 Xpert MTB/RIF는 자
동화된 분자검사법으로 간단한 작업만으로도 검사가 가능한데 세계보건기구로부터 endorsement

를 받게 되면서 그 사용이 크게 늘었고 현재 표준진단법으로 이용되고 있다[3,10]. Xpert MTB/RIF

는 결핵균과 리팜핀 내성을 동시에 검출하게 되는데 도입 초기 리팜핀 위내성 결과에 대한 우려
가 높았다[11]. 리팜핀 내성 발생 가능성이 높은 환자군을 대상으로 하면 위내성 가능성은 낮지만 

Table 1. DST results from three institutes

Drugs (CCs)
SMC SNUBH SCL Total

S R S R S R S R
RIF (0.5 μg/mL) 172 5 148 2 1,238 31 1,558 38
RIF (1.0 μg/mL) 172 5 148 2 1,241 28 1,561 35
INH (0.1/0.2 μg/mL) 154 23 139 11 1,145 124 1,438 158

Abbreviations: DST, drug susceptibility testing; CCs, critical concentrations; SMC, Samsung Medical Center; 
SNUBH, Seoul National University Bundang Hospital; SCL, Seoul Clinical Laboratories; RIF, rifampin; INH, 
isoniazid; S, susceptible; R, resistant.

Table 2. Conventional DST results and rpoB gene sequencing data of three rifampin resistant isolates with new critical concentration 

Patient
No. Date

rpoB gene
Sequencing 

(E. coli numbering)

Conventional DST results of anti-TB drugs (CC [μg/mL])
INH
(0.2)

INH
(1.0)

SM
(2.0)

EMB
(5.0)

ETH
(5.0)

CAP
(10.0)

KM
(5.0)

AMK
(4.0)

OFL
(2.0)

LEV
(1.0)

MOX
(0.5)

PAS
(2.0)

RBT
(0.5)

LIN
(1.0) PZA

1 2021-06-02 H445L (H526L) S S S S S S S S R R R S S S S
2 2021-11-09 L452P (L533P) R R S S S S S S S S S S R S S
3 2021-12-16 L452P (L533P) R R S S S S S S S S S S R S S

Abbreviations: DST, drug susceptibility testing; TB, tuberculosis; CC, critical concentration; INH, isoniazid; SM, streptomycin; EMB, ethambutol; ETH, 
ethionamide; CAP, capreomycin; KM, kanamycin; AMK, amikacin; OFL, ofloxacin; LEV, levofloxacin; MOX, moxifloxacin; PAS, para-aminosalicylic acid; 
RBT, rifabutin; LIN, linezolid; PZA, pyrazinamide; S, susceptible; R, resistant.
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일반적인 결핵 의심환자를 대상으로 할 경우 위내성 비율이 높아질 수 있다고 판단하였다. 따라서 

초기 세계보건기구 지침에서는 내성 가능성이 낮은 환자군에서 Xpert MTB/RIF를 시행할 경우 리
팜핀이 내성이면 새로운 검체로 재검사하라고 권고하였다[11]. 실제로 통상 감수성검사와 Xpert 

MTB/RIF 간의 결과 불일치가 확인되었는데 특히 Xpert MTB/RIF 위내성이 대부분을 차지하였다
[6,11]. 유전자 분석에서 이런 불일치를 유발하는 특정 유전자 변이가 확인되었다[7,12-14]. 이들 변
이는 disputed mutation, 저도내성변이 등으로 불리었는데 해당 변이를 가진 균주는 리팜핀 최소억
제농도가 감수성이 균주에 비해서는 높았으나 내성기준농도에 근접하거나 낮은 경우가 많았다
[5,14,15]. 이는 rpoB 유전자 변이에 따라 리팜핀 내성 정도가 다르기 때문인데 Xpert MTB/RIF의 경
우 변이 종류를 확인할 수 없어 리팜핀 불일치 결과해석에 어려움이 있었다[14,16,17]. 이후 연구를 

통해 Xpert MTB/RIF에서만 리팜핀 내성인 환자들의 치료 경과를 확인하였는데 초치료 약제에 대
한 치료 성공률이 대부분 낮았다[18].

통상 감수성검사와 분자 감수성검사의 불일치를 줄이고 경계성 내성 결핵 검출을 향상시키기 

위해서 리팜핀 내성기준농도 변경에 대한 필요성이 높아졌다[14]. 세계보건기구에서는 항결핵제 

내성기준농도를 개정하기 위해 체계적으로 자료를 수집하여 분석하였다. 오래전에 설정된 기준
농도를 근거에 따라 대거 수정하였으며 곧이어 리파마이신 계열 약제와 이소니아지드 내성기준
농도 변경을 위한 전문가 자문단을 구성하였다. 자문단에서는 리팜핀 감수성검사 불일치를 흔히 

유발하는 rpoB 유전자 돌연변이를 경계성 내성으로 정의하였고 7개 변이(H445L (H526L), D435Y 

(D516Y), L452P (L533P), L430P (L511P), H445N (H526N), I491F (I572F), H445S (H526S))가 여기에 

속한다[2]. 이들 돌연변이를 가진 균주는 임상적으로 리팜핀 내성으로 판단하여 다제내성결핵 치
료를 시행하도록 권고하고 있다[2,3]. 따라서 전문가 자문단에서는 경계성 내성 변이를 가진 균주
를 검출하기 위해서 7H10과 MGIT에 대한 리팜핀 내성기준농도를 1.0 ug/mL에서 0.5 ug/mL로 낮
추었다[2]. 나머지 LJ 배지와 7H11 배지에 대해서는 수집된 최소억제농도 정보가 불충분하여 기
준농도를 변경하지 않았다. 

본 연구에서는 새로운 리팜핀 내성기준농도를 적용하여 리팜핀 내성균주를 3건 추가로 검출
할 수 있었다. 이들 균주는 모두 경계성 내성 돌연변이를 가진 것으로 확인되었고, 리팜핀 이외의 

항결핵제 내성이 확인되어 리팜핀 내성으로 결론지었다. 전체 리팜핀 내성률은 0.19% 증가하였
으나, 리팜핀 내성건수는 8.57%가 증가하는 효과를 볼 수 있었으며 위내성 결과는 없었다. 특이
한 점은 새로운 내성기준농도를 적용하였을 때 한천배지비율법을 시행한 기관에서만 경계성 내
성 균주가 검출되었고 MGIT을 시행하는 기관에서는 검출되지 않았다. 한천배지비율법을 이용하
는 서울의과학연구소의 검사건수가 MGIT을 이용한 기관보다 월등히 많았기 때문일 수 있다. 그
러나 감수성검사법간 차이가 원인일 수도 있다. 기존 내성기준농도를 적용할 경우 LJ 비율법에 비
해 MGIT 감수성검사에서 리팜핀 경계성 내성 검출률이 유의하게 낮은 것으로 알려져 있다[19,20]. 

따라서 내성기준농도를 1.0 μg/mL에서 0.5 μg/mL로 낮추어도 다른 감수성검사법에 비해 MGIT

의 경계성 내성 검출률 향상이 크지 않을 수 있다. Yu 등의 연구[21]에 따르면 변경된 MGIT 내성기
준농도로 시험하였을 때 경계성 내성 검출률이 43.8%로 낮았으며, 기존 내성기준농도의 검출률
(37.5%)과 큰 차이가 없었다. MGIT의 경계성 내성 변이 검출률을 높이기 위해서 내성기준농도를 

더 낮추는 방법과 배양시간을 연장하는 방법을 고려할 필요가 있다. 
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 이번 연구에서 모든 대상 균주에 대해 rpoB 유전자 염기서열을 분석하지 않아서 기존 내성기준
농도와 새로운 내성기준농도의 민감도를 정확하게 평가할 수 없었다. 그러나 새로운 내성기준농
도를 적용하였을 때 경계성 내성 균주를 추가로 검출하였고, 리팜핀 감수성인 균주 약 1,500건 중
에서 위내성 결과는 한 건도 발견되지 않았다. 따라서 세계보건기구의 변경된 리팜핀 내성기준농
도를 적용하는 것은 경계성 내성 결핵을 검출하는데 유용할 것으로 판단된다.

요약
배경: 결핵 치료에서 리팜핀 중요성은 매우 크다. 최근 분자 검사기법의 도입으로 리팜핀 신속
내성검출이 가능해지면서 기존 감수성검사법과의 결과 불일치가 환자관리에 혼선을 주고 있다. 

세계보건기구에서는 리팜핀 내성을 유발하는 rpoB 유전자의 변이를 분석하였고, 경계성 내성
(borderline resistance)을 유발하는 일부 변이가 통상 감수성검사에서 검출되지 않는 문제가 확인되
었다. 따라서 세계보건기구에서는 Middlebrook 7H10과 BACTEC MGIT에 대한 리팜핀 내성기준
농도를 1.0 μg/mL에서 0.5 μg/mL로 낮추었다. 본 연구에서는 내성기준농도 변경이 리팜핀 내성 검
출에 대해 미치는 영향을 평가하고자 하였다.  

방법: 2021년 5월부터 2022년 5월까지 항결핵제 감수성검사가 의뢰된 균주를 대상으로 하였다. 총 

3기관이 참여하였으며 서울의과학연구소는 한천비율법을, 삼성서울병원과 분당서울대병원은 

BACTEC MGIT 960을 이용하여 기존 농도와 변경된 농도에 대해 모두 시험하였다. 불일치를 보
이는 균주에 대해 rpoB 유전자 염기서열분석을 시행하여 변이를 확인하였다. 

결과: 5연구기간 동안 시행한 감수성검사 중 1,596건(서울의과학연구소: 1,269, 삼성서울병원: 177, 

분당서울대병원: 150)의 유효한 결과를 확인하였다. 리팜핀 내성은 1.0 μg/mL에서 35건(2.19%), 

0.5 μg/mL에서 38건(2.38%)에서 검출되었고, 이소니아지드 내성은 158건(9.90%)이었다. 리팜
핀 불일치 균주 3건 중 rpoB 유전자 염기서열분석을 통해 H445L 변이가 한 건, 나머지 2건에서는 

L452P 변이가 확인되었다. 해당변이는 모두 경계성 내성 변이로 분류된다. 

결론: 새로 변경된 리팜핀 내성기준농도를 적용할 경우 리팜핀 내성률은 0.19%, 검출건수는 

8.57% 증가하였다. 또한 다수의 리팜핀 감수성 균주로 평가하였음에도 위내성 결과는 발생하지 

않았다. 따라서 새로운 내성기준농도를 적용할 경우 내성결핵 관리에 유용할 것으로 판단된다.
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