
중중중합합합효효효소소소연연연쇄쇄쇄반반반응응응을을을 이이이용용용한한한 항항항산산산성성성 염염염색색색 양양양성성성
검검검체체체에에에서서서의의의 결결결핵핵핵균균균과과과 비비비정정정형형형 결결결핵핵핵균균균의의의

감감감별별별동동동정정정

연연연세세세대대대학학학교교교 보보보건건건환환환경경경대대대학학학원원원
의의의생생생명명명과과과학학학전전전공공공
이이이 성성성 덕덕덕



중중중합합합효효효소소소연연연쇄쇄쇄반반반응응응을을을 이이이용용용한한한 항항항산산산성성성 염염염색색색 양양양성성성
검검검체체체에에에서서서의의의 결결결핵핵핵균균균과과과 비비비정정정형형형 결결결핵핵핵균균균의의의

감감감별별별동동동정정정

지지지도도도 이이이 혜혜혜 영영영 교교교수수수

이이이 논논논문문문을을을 석석석사사사 학학학위위위논논논문문문으으으로로로 제제제출출출함함함

222000000666년년년 666월월월 일일일

연연연세세세대대대학학학교교교 보보보건건건환환환경경경대대대학학학원원원

의의의생생생명명명과과과학학학전전전공공공

이이이 성성성 덕덕덕



이성덕의 석사 학위논문을 인준함

심사위원 인

심사위원 인

심사위원 인

연세대학교 보건환경대학원

2006년 6월 일



감감감사사사의의의 글글글

생각이 바뀌면 행동이 바뀌고,행동이 바뀌면 습관이 바뀌고,습관이 바뀌면 운명
이 바뀐다.하나님께 감사드립니다.
이 논문이 나오기까지 깊은 관심과 배려,인내로 이끌어주신 이혜영 교수님께 진
심으로 감사의 마음을 전합니다.밤늦게까지 성심과 열의로 강의를 이끌어주신 양
용석 교수님,오옥두 교수님,김종배 교수님,김태우 교수님,박용석 교수님께 감사
를 드립니다.
되돌아보면 쉽지만은 않았던 길을 모두가 하나처럼 직장과 학업을 같이하면서
서로에게 위로와 격려로 이 순간까지 같이 왔던 이경철 선생님,안병락 선생님,조
용희 선생님께 다시 한번 감사를 드리고,항상 곁에 있는 것만으로도 든든했던 임
병혁 선생님에게도 감사를 드립니다.실험의 초반을 같이 했던 최은주 선생님,실
험중반부터 끝까지 항상 같이하며 아낌없는 조언과 기술을 지도해준 김현철 선생
님,그저 한방에 있었던 것만으로도 도움이 되었던 방혜은 선생님,김연 선생님에
게 감사를 드립니다.그 외 짧은 시간이지만 같이했던 M&D 선생님들과,입학과
졸업을 같이하는 김준호,황주환에게도 감사를 표하며,학업의 분위기를 다져준 다
른 대학원생분들에게도 감사를 드립니다.특별히 학업의 독려와 아낌없는 조언으
로 이 순간까지 함께하여주신 서울보건대학 김태전 교수님에게 감사를 드립니다.
검체수집에 많은 도움을 주신 미생물방 선생님들과,초반실험에서 아낌없는 지원
을 해주신 임상의학연구소 선생님들에게 감사를 드립니다.
지금의 나를 있게 하여주신 부모님과 형,누님들에게 감사를 드리며 어릴적 나를
생각하게 해주는 조카들에게 사랑을 전하고 싶습니다.나를 이해해주고 평생을 같
이하고자 하는 사랑하는 이에게도 나의 작은 마음을 전합니다.
나의 작은 결실이 밑거름이 되어 큰 열매로 다가오는 날을 생각하며 나의 생각
이 운명으로 돌아오는 날을 꿈꾸겠습니다.

2006년 6월
이 성 덕



- i -

목목목 차차차

표 및 그림 차례···················································································································ⅱ
국문요약·································································································································ⅲ
제1장 서론·······························································································································1
제2장 연구재료 및 방법·······································································································3
1.검체··································································································································3
2.DNA 추출·······················································································································3
3.PCR··································································································································3
1)결핵균과 비정형 결핵균을 구분하기 위한 one-tubenestedPCR················3
2)결핵균 확인을 위한 two-tubenestedPCR·······················································4
3)동정을 위한 PCR······································································································5

4.PCR-RFLP······················································································································6
제3장 결과·······························································································································8
1.항산성 염색과 one-tubenestedPCR의 비교························································8
2.항산성 염색과 two-tubenestedPCR의 비교······················································11
3.항산성 염색과 one-tubenestedPCR및 two-tubenestedPCR의 비교······14
4.PCR-RFLP를 이용한 mycobacteria의 동정··························································16

제4장 고찰·····························································································································20
제5장 결론·····························································································································24
참고문헌·································································································································25
Abstract··································································································································30



- ii -

표표표 및및및 그그그림림림 차차차례례례

Table1.DetectionrateofM.tuberculosisandNTM from theacidfaststain
positivespecimensusingone-tubenestedPCR·················································10

Table2.DetectionrateofM.tuberculosisusingtwo-tubenestedPCR from
theacidfaststainpositivespecimensthatwerenotdetectedbyone-tube
nestedPCR ··················································································································13

Table 3.Detection rate ofM.tuberculosis using combined one-tube and
two-tubenestedPCR·································································································15

Table4.Nontuberculousmycobacterialspeciesidentifiedfrom acidfaststain
positiveclinicalisolates.····························································································19

Figure1.Algorithm formycobacterialidentification···················································7
Figure2.PCR amplificationofclinicalisolatesusingone-tubenestedPCR for

detectionofM.tuberculosis andNTM································································9
Figure3.PCRamplificationofclinicalisolatesusingtwo-tubenestedPCRfor

detectionofM.tuberculosis··················································································12
Figure4.PCRamplificationofclinicalisolatesusingtwo-tubenestedPCRfor

identificationofNTM·································································································17
Figure5.PCR-RFLPanalysisforidentificationofmycobacterialclinicalisolates

·········································································································································18



- iii -

국국국 문문문 요요요 약약약

중중중합합합효효효소소소연연연쇄쇄쇄반반반응응응을을을 이이이용용용한한한 항항항산산산성성성 염염염색색색 양양양성성성
검검검체체체에에에서서서의의의 결결결핵핵핵균균균과과과 비비비정정정형형형 결결결핵핵핵균균균의의의 감감감별별별동동동정정정

결핵의 진단에 사용되는 방법으로서의 염색법은 소요시간이 짧고 경제적이기는
하나 결핵균과 비정형 결핵균의 감별이 안가는 단점을 가지고 있다.반면에 배양
법은 결핵균과 비정형 결핵균의 감별 및 동정,그리고 항생제 감수성 검사까지도
할 수 있다는 장점이 있으나 시간이 오래걸려 진단이 지연되는 단점이 있다.본
실험에서는 신속하고 정확하며 결핵 및 비결핵균을 검출하고 동정 할 수 있는
PCR 결과와 염색결과를 비교하여 그 검출률의 민감도 및 특이도를 비교하고자
하였다.실험에 사용되어진 검체는 국내소재 대학병원의 검사실을 통하여 얻어진
255개의 호흡기 검체를 대상으로 하였다.우선 rpoB gene을 이용한 one-tube
nestedPCR로써 결핵균 및 비정형 결핵균에 모두 존재하는 360bp와 결핵균에만
존재하는 190bp의 부위를 증폭했으며 결핵균과 비정형 결핵균의 감별이 PCR로
가능함을 알 수 있었다.이어 이 실험을 통하여 음성으로 판독되었던 34검체에 대
하여 16S-23SrRNA spacergene을 target으로 한 two-tubenestedPCR을 시행
한 결과의 one-tubenestedPCR에 의한 약 87%의 결핵균 검출률을 93%까지 향
상 시킬 수 있었다.One-tubenestedPCR 결과 비정형 결핵균으로 판독된 검체
를 대상으로 PCR-RFLP법을 이용한 mycobacteria동정을 시행한 결과 임상적으
로 의의가 있는 M.avium과 M.intracellulare가 동정되었다.이들 mycobacteria
균을 보유했던 환자의 임상기록을 조사한 결과,항산성 염색 결과 양성으로 판정
되어 결핵약이 투여되었으나 환자의 상태가 호전되지 않아 균동정을 실시하였고
그 결과 비정형 결핵균으로 판독되어 그에 적절한 약으로 교체 된 것이 확인되었
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다.따라서 항산성 염색 결과 양성인 검체를 대상으로 PCR검사법을 이용한 결핵
및 비정형 결핵균의 감별동정을 시행하는 것이 정확한 진단에 유용함을 확인하였
다.

핵심 되는 말 :결핵균,비정형 결핵균,항산성 염색 양성균,PCR,PCR-Restriction
FragmentLength,Polymorphism (PCR-RFLP)
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제제제 111장장장 서서서 론론론

현재 전세계 인구의 약 1/3정도가 결핵균에 감염되어 있으며,매년 약 3백만명의
인구가 결핵으로 인해 사망하고(SniderandLaMontagne,1994),또 다른 약 8백
만의 새로운 환자가 발생하는 것으로 추정되고 있다(Bloom andMurray,1992;
Kochi,1991).이러한 결핵의 가장 확실한 진단 방법은 결핵균에 의한 감염을 증명
하는 것으로, 임상검체에서 결핵균을 검출하는 것이다(American Thoracic
Society,2000;김상재,1993).
우리나라의 결핵 환자 진단 기준은 임상검체의 도말 검사 결과에서 항산균이 증
명된 경우,또는 결핵균이 분리 배양된 경우 중 하나만 충족하여도 결핵 환자로
진단하고 세균학적 검사에서 결핵균을 증명하지 못 할 경우에 한하여 임상적,방
사선학적 또는 조직학적으로 결핵에 합당한 증상이나 소견이 있어서 진료의사가
결핵 치료를 시행하기로 결정한 경우에는 의사환자로 진단할 수 있도록 정해져있
다.(KoreanAcademyofTuberculosisandRespiratoryDisease,1997).
객담 도말 검사는 시행이 간단하고 비용이 저렴하며,결과가 빨리 나오고 전염
성을 평가하는데 가장 중요한 검사법이나 민감도와 특이도가 낮은 단점이 있다.
배양검사는 적은 양의 결핵균도 검출할 수 있고 동정도 가능하여 가장 확실한 진
단법이며 약제감수성 검사도 할 수 있는 장점이 있지만 시간이 오래 걸려(4-8주)
진단이 지연되는 단점이 있다.이러한 도말 검사와 배양 검사의 단점을 보완 할
수 있는 polymerasechainreaction(PCR)검사는 민감하고 신속하게 결핵균을 검
출 및 동정할 수 있어 많이 사용되고 있다(AmericanThoracicSociety,1997).
PCR 검사는 도말검사나 배양검사에서 구분 못하고 배제되었던 결핵균

(Mycobacterium tuberculosis, MTB)과 비정형 결핵균(nontuberculous
mycobacteria,NTM)을 구분 할 수 있다는 장점이 있어 미국에서는 객담 항산균
도말검사에서 양성을 보인 경우에는 핵산증폭검사(nucleicacidamplificationtest)
를 시행하여 이 검사에서 양성을 보일 때는 폐결핵으로 잠정 진단하고,음성을 보
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일 때는 NTM에 감염된 것으로 잠정진단 후 최종 진단은 배양결과를 가지고 판
단하도록 권장하고 있다(CentersforDiseaseControlandPrevention,2000).
NTM은 과거에는 비정형 결핵균(atypicalmycobacteria),mycobacteriaother

than tuberculosis(MOTT), environmental mycobacteria, opportunistic
mycobacteria 등으로 불리어오다, 최근에는 주로 NTM으로 지칭되고 있다
(AmeriacnThoracicSociety,1999;Falkinham JO 3rd.,1996).NTM은 토양과 하
천 등 자연환경에 정상적으로 널리 분포하고 있어,임상검체에서 분리되었을 때
대부분 오염균 또는 집락균으로 간주되어 왔다(AmeriacnThoracicSociety,1999;
Wolinsky,1979).하지만 1980년대 이후 미국과 유럽,일본에서 후천성 면역결핍증
등 면역기능 저하 환자에서의 파종성 감염과 함께 기저질환이 없는 정상 면역상
태인 성인에서 NTM 폐질환의 발생이 증가하면서 최근 많은 관심을 모으고 있다
(O'Brienetal.,1987;Tuskamuraetal.,1988;Yatesetal.,1997).NTM 감염증
은 폐질환,림프절염,피부질환,파종성 질환 등 네가지 특징적인 임상 증후근으로
분류되며 이중 폐질환은 NTM 감염증의 90% 이상을 차지하는 가장 흔한 형태이
다(AmeriacnThoracicSociety,1997;Falkinham JO3rd.,1996).
국내에서는 과거부터 NTM은 대부분 오염 또는 집락형성으로 간주하였고 따라
서 임상적 의미를 별로 부여하지 않았다(Kim etal., 1968). 그러나 국내에서도
NTM이 증가하고 있으며(Korean Academy ofTuberculosis and Respiratory
Disease, 1995), 최근 한 연구에서 항산균 도말 양성,배양 양성 검체의 10.3%가
NTM으로 보고되기도 하였다(Kohetal.,2003).
 최근에는 분자생물학적 방법의 발달에 따라 객담과 같은 임상 검체를 대상으로
결핵균 및 비정형 결핵균의 감별뿐만이 아니라 비정형 결핵균 동정 및 일부 결핵
균 약제감수성까지도 확인할 수 있는 방법들이 개발되고 있다(Troesch,1999;
Helb,2004).
본 연구에서는 항산균 도말 양성 검체에 대하여 PCR을 시행하여 MTB와 NTM
의 감별을 시도하고 PCR방법 차이에 의한 MTB및 NTM의 검출율을 비교하는
한편 검출된 NTM의 동정을 시도하여 어떤 종류의 NTM이 임상검체로부터 분리
되는지를 알아보고자 하였다.
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제제제 222장장장 연연연구구구재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...검검검체체체
2005년 6월 중순 이후부터 2006년 2월 중순까지 수원시 소재의 한 대학병원에서
항산성 염색 결과 trace이상의 양성으로 결과가 판독된 255개의 객담 검체를 사
용하였다.

222...DDDNNNAAA 추추추출출출
PCR 실험을 위해 사용한 DNA 추출방법은 가열파쇄 유전자 추출법을 사용하

였다.항산성 염색시 원심분리하고 남은 약 500㎕ 이하의 객담을 1,500㎕용
microcentrifugetube에 넣고 증류수 1,000㎕을 가해 9,000rpm(약 5,000g)에서 5
분간 washing의 과정을 두 번 걸친 후 bottom부분에 남은 pellet에 증류수 100㎕
을 넣고 100℃ 끓는 물에서 10분간 boiling한 후 다음 단계로 넘어가기 전까지
동결시켜 보관하였다.다음 단계에서 해동한 후 glass bead (Sigma-Aldrich,
USA)150 ㎕을 넣은 후 Bead beater(Biospecprocects,OK,USA)로 bead
beating (medium speed,90초,2회)하였다.100℃에서 10분간 boiling 한 후
13,000rpm(약 10,000g),1분간 원심 분리하였다.

333...PPPCCCRRR

1)결핵균과 비정형 결핵균을 구분하기 위한 one-tubenestedPCR
Genusmycobacteria균종들의 rpoB 유전자 중 일부인 360bp를 증폭하기 위

해 primer로  5′ TCA AGGAGA AGCGCT ACGA 3′와 5’GCA GACCCT
GAT CAA CAT CC 3’를 사용하여 PCR 하였다.증폭된 유전자 부위는 M.
tuberculosis(GenBankaccessionNo.P47766)서열 순서 902에서 1261에 이르며
codon302에서 420에 이른다.
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동시에 190bp부분을 증폭하기 위한 primer로는 5’GGC ATC GAG GTG
GCCAGA TG3′와 5’CAT AGGTGA GGT CTGCTA CCC3′를 사용하였
다.PCR반응액은 AccuPowerⓇ PCRpremix(1U TaqDNA polymerase,250 μ

M dNTPs,10mM Tris-HCl,pH 9.0,40mM KCl,1.5mM MgCl2,Stabillizer,
trackingdye),(BioneerCo.,Daejeon,Korea)를 사용하였고,genomicDNA 10㎕
와 primer각각 1㎕,멸균증류수 36㎕를 혼합하여 최종부피가 50㎕가 되도록
혼합물을 만들었다.
PCR은 Thermalcycler(GeneAmpPCR system 2700,Perkin-ElmerCetus,

Boston,MA,USA)를 사용하였고,실험에 사용된 PCR방법은 다음과 같다.
Pre-denaturation과정으로 94℃에서 5분간 1cycle시행후,denaturation과정
을 94℃ 에서 30초,annealing/elongation과정을 72℃에서 1분간 15cycle시행
첫 번쩨 PCR target인 190bp를 증폭하였으며,계속해서 denaturation과정을 9
4℃ 에서 30초,annealing과정을 58℃ 에서 30초,elongation과정을 72℃ 에서
30초 시행하는 두 번째 PCR과정을 35cycle시행하여 360bp의 PCR산물을 증
폭하였다.최종 elongation은 72℃에서 7분간 실시하였다.
각 과정에서 양성 및 음성대조군,PCRsizemarker(M & D,Korea)를 항상 사
용하였다. M. tuberculosis 양성 대조군으로는 H37Rv, nontuberculous
mycobacteria양성대조군으로는 M.smegmatis를 사용하였으며,음성 대조군에는
검체의 DNA양에 해당하는 만큼의 멸균증류수를 대신하여 넣었다.PCR이후에는
1.5% (w/v)TBE agarose gel(BioneerCo.,Daejeon,Korea)과 0.5 × TBE
buffer(45mM Tris-borate,1mM EDTA,pH 8.0)로 조성된 agarosegel위에
PCRDNA sizemarker10㎕와 PCR산물 5㎕를 각각 점적하여 100V에서 20분
간 전기영동 하였다.전기영동 후 gel을 ethidium bromide(EtBr)로 10분 염색,수
돗물로 10분 탈색 후 UV transilluminator(VilberLouramat,MameLaValle,
France)를 이용하여 전기영동 결과를 확인하였다.

2)결핵균의 확인을 위한 two-tubenestedPCR
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(1)FirstPCR
PCR 반응액은 앞서 기술한 AccuPowerⓇ PCR premix를 사용하였고,genomic
DNA 5㎕와 MTB의 16S-23SrDNA intergenicspacerregion만을 증폭하기 위
한 primer로 5’GGG GCG TAG GCCGTG AGG GGT TCT T 3′와 5’ATT
GCA CAA AGA ACA CGC CAC CGC TG CC 3′를 각 1㎕를 첨가하였고,
internalcontrolDNA 3㎕를 넣고 멸균증류수 10㎕를 넣어 최종 부피가 20㎕가
되게 하였다.PCR과정은 pre-denaturation94℃ 5분 1cycle,denaturation94℃
30초,annealing 68℃ 30초,elongation72℃ 30초의 과정을 35cycle,최종
elongation72℃ 7분 1cycle을 시행하였다.

(2)SecondPCR
PCR 반응액은 앞서 기술한 AccuPowerⓇ PCR premix를 사용하여 firstPCR

product2㎕,5’CTT GTC TGT AGT GGG CGA GA 3′와 5’TAG CCG
GCA GCGTAT CCA TT 3′의 염기서열을 갖는 nestedPCR용 primer를 각각
1㎕씩 첨가하였고 멸균증류수 16㎕를 넣어 최종 부피가 20㎕가 되게 하였다.
PCR 과정은 pre-denaturation과정을 94℃에서 1cycle,denaturation과정을

94℃에서 30초,annealing과정을 72℃에서 30초,elongation과정을 72℃에서 30
초의 과정을 35cycle,최종 elongation72℃ 7분 1cycle을 수행하였다.이하 전
기영동 및 염색 그리고 결과확인은 앞서 기술한 것과 동일하게 시행하였다.

3)동정을 위한 PCR
Genusmycobacteria의 동정을 위한 rpoB 유전자를 증폭하기 위해 앞서 기술

한 5′TCA AGG AGA AGC GCT ACG A 3′와 5’GCA GAC CCT GAT
CAA CAT CC3’의 각 primer가 포함된 AccuPowerⓇ PCRpremix를 사용하였고
genomicDNA 10㎕,멸균증류수 40㎕를 넣고 최종 부피가 50㎕가 되게 만들었
다.
PCR 과정은 pre-denaturation과정을 94℃에서 5분간 1cycle,denaturation

과정을 94℃에서 20초간,annealing과정을 58℃에서 20초간,elongation과정을
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72℃에서 30초의 과정을 35cycle,최종 elongation72℃ 10분 1cycle로 수행하
였다.
전기영동,염색,결과판독은 앞서 기술한 방법으로 시행하고,PCR 산물이 약한
경우,또는 증폭되지 않은 경우나 비특이적 밴드가 나타난 경우에는 별도로 다음
의 PCR을 시행하였다.
Primersequence가 5′ TCA AGG AGA AGCGCT ACG ACCT 3′와 5′

GCC GCA GAC CCT GAT CAA CAT CC 3′ 되는 10pmolenestedPCR용
primer각각 1㎕,2.5mM deoxynucleosidetriphosphate2㎕,10xTaqbuffer5
㎕,Taqpolymerase(5U/㎕)0.5㎕,PCRproducts2㎕,멸균증류수 39.5㎕를 넣
어 최종 부피가 50㎕가 되게 하였다.
PCR 과정은 pre-denaturation94℃ 5분 1cycle,denaturation94℃ 30초,

annealing72℃ 30초,elongation72℃ 30초의 과정을 35cycle,최종 elongation
72℃ 10분 1cycle로 수행하였다.
전기영동,염색,결과판독은 먼저 기술한 방법으로 시행하였다.

444...PPPCCCRRR---RRRFFFLLLPPP
Mycobacteria 분류를 위하여 성공적으로 증폭된 PCR 산물 15㎕에 MspⅠ

(BoehringerManheim Biochemicals,Germany)0.5 ㎕(10U/㎕),10x Msp Ⅰ
buffer2㎕,멸균된 증류수 2.5㎕를 넣어 20㎕의 혼합물을 잘 섞어주고,13,000
rpm(약 10,000g)에서 3～5초간 원심분리 하였다.
37℃ 항온수조에서 90분간 반응한 후 PRA(PCR-RFLPassay)sizemarker와

각 효소 반응액(10㎕)을 4% MetaphorTBE agarosegel(FMC,Bioproducts,
Maine)에 점적한 후 100V에서 60～75분간 전기영동 탱크에 얼음을 담아 전기
영동하였다.
Gel을 EtBr로 염색 한 후 UV transilluminator로 분절편을 확인하였다.결과판

독은 mycobacteria동정 알고리즘(Fig.1)을 참고하여 균을 동정하였다(Leeetal.,
2000).
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           Species Hae  III
190 175 M. smegmatis 200/90 160/110/55/40

M. aurum 200/90 190/110/55
M. gilvum 240/90
M. vaccae 200/90/40

120 42 40 M. abscessus type
95 50 45 M. kansaii type III-1 200/100
80 70 60 M. kansasii  type II 210/100

60 42 M. kansasii  type II-1 210/100
60 45 40 M. gastri 180/105

40 M. kansasii type III 210/100
175 M. gallinarum 200/90

140 42  M. celatum  type II 200/90/40
105 70 M. fortuitum  type I 180/90
100 40 M. gordonae type III 300
95 80 M. intracellulare type I 175/90/40
90 M. austroafricanum 200/90 Sau 3A1 Xcm I
80 60 40 MTB / M. bovis 250/100 250/70 200/120/45

M. microti 250/100 250/70 240/120
M. africanum 250/100 165/90/70 200/120/45

45 M. szulgai 200/115/40
M. gordonae  type IV 270

70 60 40 M. kansasii type V 175/55/50
60 45 40 M. kansasii type I 205/90

160 95 45 M. gordonae type III-1 200/90
70 60 45 40 M. leprae

150 100 80 M. intracellulare  type II
95 80 M. chitae 120/110/55

M. aichiense 120/90/80
42 M. intracellulare  type Kpn I

47 42 M. celatum typeI 200/90 185/175
M. xenopi 280

45 M. gordonae type I 200/90 360
M. shimoidi 210/80

80 45 M. gordonae  type II 250/90
145 105 50 45 M. marinum

95 42 M. neoaurum 200/90
110 75 70 60 45 M. malmoense 190/75
105 100 50 M. mucogenicum 220/90

45 M. mucogenicum 240/90 Bst E II
95 80 M. abscessus 125/105/95/42 Alu I 145/95

70 M. fortuitum  type II 120/90/80 246/113 Bst E II
M. peregrinum 120/90/80 192/110/55 350
M. septicum 120/90/80 190/110/55 230/145
M. genavense 175/120
M. simiae 175/120 Bst E II

50 40 M. chelonae 125/100/90 225/145
70 M. parafortuitum 200/90

M. phlei 210/90
55 47 M. pulveris 250/90
45 M. hassiiacum 240/90

80 70 45 M. asiaticum 290
50 45 M. avium 270

70 60 42 40 M. ulcerans 200/80/60
60 45 42 M. marinum 200/80

100 95 80 M. flavescens 190/90/55
M. intermedium 340

65 M. thermoresistibile 200/85
90 70 M. moriokaense 200/90
70 60 M. haemophilum 290

95 75 70 55 45 M. scrofulaceum 210/125
80 70 45 40 M. fallax 125/90/80

Msp  I Other enzymes

Fig.1:Algorithm formycobacterialidentification



- 8 -

제제제 333장장장 결결결 과과과

111...항항항산산산성성성 염염염색색색과과과 ooonnneee---tttuuubbbeeennneeesssttteeedddPPPCCCRRR의의의 비비비교교교
Mycoabcteria가 공통적으로 가지고 있는 rpoB 유전자의 360 bp 부분과

mycobacteria중 결핵균만 가지고 있는 rpoB 유전자의 190bp부분을 이용하여
MTB와 NTM을 구분하기 위하여 one-tubenestedPCR을 시행하였다.그 결과
MTB는 360bp와 190bp의 두 개,혹은 190bp부분의 밴드를 나타내는데 비하여
NTM은 360bp의 한 개 밴드만을 보이게 되어 구별이 가능하였다(Fig.2).
항산성 염색 결과가 trace인 56검체로 PCR을 시행한 결과 MTB가 42,NTM이
3,음성이 11검체에서 확인되었고,항산성 염색 결과가 1+인 116검체 중 MTB가
95,NTM이 2,음성이 19검체에서 확인되었으며 또한,항산성 염색 결과가 2+인
66검체 중 MTB가 62,음성이 4검체에서 확인되었다.항산성 염색 결과가 3+인
17검체는 모두 MTB로 검출되었다(Table1).
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Fig.2.PCRamplificationofclinicalisolatesusingone-tubenestedPCRfordetectionof
M.tuberculosisandNTM.AmplifiedMTB sizeis190bpandamplifiedNTM sizeis
360bp.Lane1-11:clinicalisolates,lane12:MTB control,lane13:NTM control,
lane14-16:negativecontrols,lane17:PCRsizemarker.
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Table1.DetectionrateofM.tuberculosisandNTM from theacidfaststainpositive
specimensusingone-tubenestedPCR
AAAFFFBBB NNNooo...ooofffsssaaammmpppllleee MMMTTTBBB NNNTTTMMM NNNeeegggaaatttiiivvveee DDD///RRR(((%%%)))
±±± 56 42 3 11 80.4
111+++ 116 95 2 19 83.6
222+++ 66 62 - 4 93.9
333+++ 17 17 - - 100
TTToootttaaalll 255 216 5 34 86.7
D/R:Detectionrate
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222...항항항산산산성성성 염염염색색색과과과 tttwwwooo---tttuuubbbeeennneeesssttteeedddPPPCCCRRR의의의 비비비교교교
Mycobacteria의 세균수가 적은 검체로부터 유전자를 증폭할 경우에는

one-tubenestedPCR로는 검출이 용이하지 않은 경우가 있다.여기서는 이러한
부분을 보완할 수 있는 방법으로 two-tubenestedPCR을 시행하였다.본 실험에
서는 two-tubenestedPCR의 대상을 one-tubenestedPCR 결과 음성으로 판독
된 검체를 대상으로 하였다.PCR 반응에서 16S-23S rRNA intergenic부위(500
bp)를 1차 PCR에서 증폭하였다.이어 1차 PCR 산물의 일정부위(185bp)가 증폭
되었는지를 전기영동 하여 확인할 수 있었으며 PCR 반응을 저해하는 저해제의
존재여부도 500bp상당하는 부분의 분획 유무에 따라 판단할 수 있었다(Fig.3).
그 결과 항산성 염색 trace인 11검체 중 MTB가 4,음성이 6,항산성 염색 결과
가 1+19검체 중에서 MTB가 9,음성이 5검체에서 확인되었으며,항산성 염색 결
과가 2+인 4검체 중 MTB가 3검체에서 확인되었다(Table2).이 중 inhibitor가
발견된 검체는 항산성 염색 trace에서 1,항산성 염색 1+인 검체에서 5,항산성 염
색 2+인 1개의 검체에서 발견되었다.
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Fig.3.PCR amplificationofclinicalisolatesusingtwo-tubenestedPCR fordetection
ofM.tuberculosis.AmplifiedMTBsizeis185bpandamplifiedinternalcontrolsizeis
500bp.Lane1:PCR sizemarke,rlane2- 14:clinicalisolates,lane15:MTB
control,lane16:NTM control,lane17:negativecontrol.



- 13 -

Table2.DetectionrateofM.tuberculosisusingtwo-tubenestedPCR from theacid
faststainpositivespecimensthatwerenotdetectedbyone-tubenestedPCR

AAAFFFBBB NNNooo...ooofffsssaaammmpppllleee MMMTTTBBB IIInnnhhhiiibbbiiitttooorrr NNNeeegggaaatttiiivvveee
±±± 11 4 1 6
111+++ 19 9 5 5
222+++ 4 3 1 -
333+++ - - - -
TTToootttaaalll 34 16 7 11



- 14 -

333...항항항산산산성성성 염염염색색색과과과 ooonnneee---tttuuubbbeeennneeesssttteeedddPPPCCCRRR및및및 tttwwwooo---tttuuubbbeee
nnneeesssttteeedddPPPCCCRRR의의의 비비비교교교
항산성 염색 결과가 trace이상인 결과를 가진 검체에 대해 PCR방법과의 비교
를 위해 one-tubenestedPCR 및 two-tubenestedPCR을 시행한 결과 MTB,
NTM 및 음성의 결과로 좀 더 세분화 된 결과를 얻을 수 있었다.one-tube
nestedPCR에서는 MTB와 NTM의 구별을,two-tubenestedPCR에서는 MTB의
존재여부를 구분하여 이 둘을 종합하여 결과를 확인 할 수 있었다(Table3).
항산성 염색 결과가 trace인 56검체 중 MTB가 46,NTM이 3,negative가 7검
체에서 확인되었으며,항산성 염색 결과가 1+인 116검체 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.이상의 결과에서 총 항산성 염색 결과를 가진
255검체에서 MTB가 232검체에서 확인되었으며,NTM이 5검체에서 확인되었다.
또한,negative가 18검체에서 확인되었다.
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Table3.Detection rateofM.tuberculosisusing combined one-tube and two-tube
nestedPCR
AAAFFFBBB NNNooo...ooofffsssaaammmpppllleee MMMTTTBBB NNNTTTMMM NNNeeegggaaatttiiivvveee DDD///RRR(((%%%)))
±±± 56 46 3 7 87.5
111+++ 116 104 2 10 91.4
222+++ 66 65 - 1 98.5
333+++ 17 17 - - 100
합합합계계계 255 232 5 18 93.0%

D/R:Detectionrate



- 16 -

444...PPPCCCRRR---RRRFFFLLLPPP를를를 이이이용용용한한한 mmmyyycccooobbbaaacccttteeerrriiiaaa의의의 동동동정정정
one-tubenestedPCR및 two-tubenestedPCR을 사용하여 얻은 결과를 바탕

으로 NTM,음성 및 저해제의 존재를 알 수 있었던 23검체에 대하여 PCR-RFLP
를 시행하였다.그 과정에서 rpoB gene의 360bp부분을 확인 할 수 있었고(Fig.
4),여기에 MspⅠ을 첨가하여 동정결과를 확인 할 수 있었다(Fig.5).그 결과 17
검체에서 negative,1검체에서 weakpositive의 결과를 얻을 수 있었으며 동정이
된 균은 M.avium과 M.intracellulare로 Table4와 같았다.
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Fig.4.PCR amplificationofclinicalisolatesusingtwo-tubenestedPCR
foridentificationofNTM.AmplifiedMTB sizeis360bpandamplified
PCRpositivecontrolsizeis520bp.Lane1:PCRsizemarker,lane2-6
:clinicalisolates,lane7:positivecontrol,lane8:negativecontrol.
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 Fig.5.PCR-RFLPanalysisforidentificationofmycobacterialclinicalisolatesLane1,9
:PCR sizemarker,lane2-6:clinicalisolates,lane7:positivecontrol,lane8:
negativecontrol.
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Table4.Nontuberculousmycobacterialspeciesidentifiedfrom acidfaststainpositive
clinicalisolates

LaneIdentifiedspecies PCRproductsize(bp) DNA fragmentsize(bp)
2 Unidentified 360 175,60,45
3 M.intracellulare 360 175,95,80
4 M.avium 360 105,80,50,45
5 M.avium 360 105,80,50,45
6 M.avium 360 105,80,50,45
7 Positivecontrol 520 350,175
8 Negativecontrol 0 0
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제제제 444장장장 고고고 찰찰찰

항산균 염색을 이용한 객담 도말검사는 결핵균과 NTM을 구별할 수 없다는 제
한점이 있어(AmericanThoracicSociety,2000)본 실험에서는 이러한 단점을 가
지고 있는 기존의 검사법을 대신하여 요즈음 새로이 사용하고 있는 분자생물학적
방법을 이용하여 도말 방법과 비교하여 보았다.
그 결과 rpoB gene을 이용한 one-tubenestedPCR법은 소요시간도 짧고 결과
에서도 MTB와 NTM의 구별이 가능한 방법으로 확인되어 PCR검사가 결핵균과
NTM을 신속히 구분하는데 유용함을 다시 한번 확인할 수 있었다(Leeetal.,
2005).검출률은 약 87%의 결과를 보여주었다.또한 이 방법에서는 검출되지 않았
던 34검체에 대해 16S-23SrRNA spacergene을 이용한 two-tubenestedPCR법
을 이용하여 실험한 결과 검출률이 93%까지 올라감이 확인되었다.그러나 93%까
지 검출률을 올렸던 16S-23S rRNA spacergene을 이용한 방법에서는 rpoB
gene을 이용한 방법이 MTB와 NTM을 구분할 수 있었던 것에 비해 MTB의 유
무 및 PCR저해제의 유무만을 확인 할 수 있었다는 단점이 있다.이 부분은 앞으
로 지속적인 연구를 통해 보완해 나가야 할 부분이라 생각된다.또한 도말결과와
배양결과를 함께 가지고 PCR법과 비교하여 민감도 및 특이도를 비교했던 실험에
비해(Leeetal.,2005)본 실험에서는 도말결과만을 가지고 있어 앞으로 실험에서
배양결과를 추가하는 실험을 하여 결과를 보완하고 비교할 수 있어야 할 것으로
생각된다.
NTM 폐질환을 일으키는 비율은 미국,캐나다 및 서유럽에서는 객담에서 NTM

이 분리되는 사람 중 약 40-50%(O'Brienetal.,1987;Goodetal.,1982),홍콩,
일본 등 아시아 국가에서는 약 10-20%(Sakatani,1999;Hoskeretal.,1995)로 보
고되고 있다.우리나라에서는 1980년대 NTM 폐질환에 대한 몇몇 증례보고(김상
재 등,1981;김상재 등,1982;김형중 등,1985)에 이어 1990년 이후 임상검체에서
배양된 NTM의 균종별 분포(류우진 등,1992;배길한 등,1993;KoreanAcademy
ofTuberculosisandRespiratoryDisease,1995)와 실제 폐질환을 가진 환자들에
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서의 원인균의 분포(류우진 등,1992;배길한 등,1993)에 대한 몇몇 연구가 이루
어졌다.NTM증 전국 실태조사에 의하면 1990년 이후 NTM의 분리율 및 질병 빈
도가 빠른 속도로 증가하고 있음을 알 수 있다(ScientificCommetteinKorean
AcademyofTuberculosisandRespiratoryDiseasesotherthantuberculosisin
Korea,1995).미국과 달리 국내의 경우 결핵의 유병률과 발생률이 높고 비결핵
항산균 폐질환의 빈도가 낮아 객담에서 항산균 도말 양성일 경우 대부분 결핵으
로 간주하여 왔으며,균 배양 후에도 결핵균과 비결핵 항산균을 구별하고 있는 검
사실은 매우 소수인 실정이다(Kim etal.,1999).따라서 PCR검사는 주로 항산균
도말 음성 환자에서 결핵이 의심될 경우 진단의 민감도를 높이기 위하여 실시되
어 왔다(Backetal.,2001).그러나 국내에서도 비결핵 항산균증이 증가하고 있으
며(KoreanAcademyofTuberculosisandRespiratoryDisease,1995)최근 한 연
구에서 항산균 도말 양성,배양 양성 검체의 12.2%가 비결핵 항산균임이 보고되기
도 하였다(Leeetal.,2005).
본 실험에서는 도말 양성 검체에 대해 PCR을 통한 NTM의 분리를 실시하였고
그 비율이 2.1%에 그쳐 그간 국내외의 많은 연구결과에 비해 NTM의 분리 비율
이 상당히 낮은 결과를 얻었다.이러한 낮은 분포의 원인으로는 첫째,실험기간이
상대적으로 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 4.5년간 지속적으로 증가하고 있음을 확인했던 실험(Koh etal.,
2003)에 비해 실험기간이 상대적으로 짧았다.이는 본 실험의 NTM 분리 비율이
실제로 낮은 수준을 보여주는 것인지 단지 일시적인 감소현상을 보여주는 것이었
는지 앞으로 지속적인 실험관찰을 통하여 확인해 보아야 할 것으로 생각된다.둘
째,지역적인 폐쇄성을 고려해 보아야 할 것이다.4.5년간 증가의 추세를 보여줬던
병원은 전국적인 환자가 내원하는 3차 병원인 것에 비해 본 실험의 검체가 모여
진 병원은 지역적인 특색을 갖는 2차 병원이라는 것이다.실제로 미국에서의 한
예를 보면 지역과 보고된 시기에 따라 항산균 도말양성 객담에서 NTM의 분리비
율이 낮게는 1.7%(Lipskyetal.,1984),3.5%(Gordinetal.,1990),8.5%(Yajkoet
al.,1994)등으로 보고되고 있지만,최근 보고에 의하면 Colorado 지역에서는
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24.8%(Stoneetal.,1997),Texas지역에서는 48.5%(Wrightetal.,1998)까지 항
산균 도말양성 객담에서 NTM이 분리된다고 한다.
미국과 일본에서 NTM 폐질환의 가장 흔한 원인균은 M.avium complex(MAC)
로 60-80%를 차지하며(O'Brienetal.,1987;Tsukamuraetal.,1988),우리나라에
서도 NTM 폐질환 원인균의 50-60%를 차지하고 있다(고원중 등,2003;류우진
등,1992;배길한 등,1993;KoreanAcademyofTuberculosisandRespiratory
Disease,1995).MAC 감염증에서 구체적인 원인균은 환자의 기저질환에 따라 다
르다.후천성 면역결핍증 환자에서는 MAC 감염증이 주로 파종성 질환으로 발생
하며 원인균으로 M.avium이 90% 이상을 차지하지만(American Thoracic
Society,1997;Horsburgh,1989),면역저하가 없는 환자에서 MAC감염증은 주로
폐질환으로 발생하며 70% 이상이 M.intracellurare에 의해 발생한다(Wallaceet
al.,1998;Obayashietal.,1998).또 다른 국내의 연구에 의하면 MAC중에서 M.
intracellulare가 국내 NTM 폐질환의 더 흔한 원인균이라고 한다(Koh etal.,
2004).본 실험에서도 분리된 NTM을 동정한 결과 M.avium,M.intracellurare가
분리되어 위의 연구자들이 밝힌 사실을 확인하였다.
이상의 결과에서 살펴보았듯이 폐결핵의 진단에 있어 NTM의 구분 및 동정이
중요시 되고 있다.본 실험에서 동정되어 밝혀진 M.avium 및 M.intracellulare
를 보유한 환자의 치료경과를 보면 폐결핵으로 진단되어지고 결핵 약제를 복용했
던 기록들이 있다.그러나 그 경과가 좋지 않아 균종 동정에 들어가고 그 결과
NTM으로 판명 및 동정되어 그에 대처하는 새로운 약제가 투여되고 있는 것이
확인되었다.본 실험에서는 낮은 수준의 NTM 분리비율이 나왔지만 국내의 다른
연구에서는 10%이상의 NTM 분리비율이 나타나고,그 추세가 증가 되는 현상을
보이고 있다는 것(Kohetal.,2003)을 고려할 때 NTM의 분리와 동정의 중요성을
잃지 말아야 할 것으로 생각된다.또한 본 실험에서는 분자생물학적 방법을 이용
하여 rpoB 유전자를 이용한 PCR-RFLP 방법을 이용하였으나,이러한 방법에서
약 3%정도에서 균동정이 안되고 있는 것으로 알려져 있다(Hong etal.,2004;
Kim etal.,2004).본 실험에서도 동정이 안 된 한 검체가 있는 것이 확인되었다.
이러한 경우 두 가지 이상의 NTM이 분리되는 것이 아닌지 확인해야 할 것으로
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생각된다.실제로 일부 환자에서는 두 가지 이상의 NTM이 분리되어,원인균을
잘 못 판단할 수 있다고 하였다(Kohetal.,2004).
결론적으로 호흡기 검체로부터 결핵균과 NTM을 구분함에 있어,NTM의 비율이
높게 변화되어가는 추세를 알아야 할 것이며,NTM의 구분에 PCR을 이용한 방법
이 신속하다는 것을 확인하였다(Leeetal.,2005).호흡기 검체에서 NTM이 분리
된 사실 자체가 NTM 폐질환이 있다는 뜻은 아니므로(Kohetal.,2004),분리되
어지는 NTM에 대하여는 동정이 이루어져야 할 것이다.동정이 된 NTM은 그 균
종에 따른 발병력의 차이가 있어 MAC를 비롯한 M. kansasii, M.
chelonae/abscessus 등이 발병력이 높은 편이고, 상대적으로 M. fortuitum
complex는 발병력이 낮다는(O'Brienetal.,1987)것을 참고하여야 할 것이라 생
각된다.이렇게 동정이 되어진 결과는 절대적으로 신뢰하기 보다는 약 3% 정도의
PCR-RFLP법에서 동정이 안되고,2가지 이상의 NTM 감염 가능성에 대해서도
생각해 보아야 할 것이라 생각된다.실험의 대상자를 조사한 것에서 알 수 있듯이
NTM에 대한 신속한 발견을 통해 적절한 약제를 투여함으로써 환자의 고통과 시
간적,경제적 낭비를 줄일 수 있으리라 생각된다.
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제제제 555장장장 결결결 론론론

결핵의 진단에 널리 많이 사용되어지는 항산성 염색 방법이 MTB와 NTM을 구
분 하지 못한다는 단점과,배양 방법의 시간이 오래 걸린다는 단점을 보완할 수
있는 방법으로서 분자생물학적방법인 PCR을 시행하였으며 다음과 같은 결론을
얻을 수 있었다.

1.one-tubenestedPCR및 two-tubenestedPCR을 시행하여 MTB232,NTM
5의 결과를 확인하여 MTB및 NTM의 분리비율이 97.9% :2.1%임을 확인하였다.

2.255검체를 대상으로 one-tube nested PCR을 시행하여 221검체에 대하여
MTB및 NTM을 확인하여 약 87%의 검출률을 확보하였다.한편,음성으로 판독
된 34검체에 대하여 two-tubenestedPCR을 시행한 결과 16개의 MTB를 추가로
확인하여 검출률을 약 93%까지 향상시킬 수 있었다.

3.NTM으로 분리된 5검체에 대하여 PCR-RFLP를 이용한 균동정을 실시한 결과
발병력이 높은편인 M.avium과 M.intracellulare를 확인하였다.

4.M.avium과 M.intracellulare를 가지고 있던 환자들의 임상기록을 살펴본 바
에 의하면 결핵에 의한 약제 투여 후 외부기관에 mycoabcteria동정을 의뢰한 결
과 NTM으로 확인 되어 적절한 약제로 바꾸어 투약하고 있다는 사실이 밝혀졌다.
이러한 사실은 본 실험에서 사용한 PCR방법과 같이 신속하고 정확하게 MTB와
NTM을 감별하고 정확한 mycobacteria균종을 동정하는 분자생물학적 방법의 유
용성을 다시 한번 확인시켜주는 것이었다.
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uuusssiiinnngggaaaccciiidddfffaaassstttbbbaaaccciiilllllliiissstttaaaiiinnniiinnnggg---pppooosssiiitttiiivvveee

ssspppeeeccciiimmmeeennnsss

Lee,SeongDeok
Dept.ofBiomedicalLifeScience
TheGraduateSchoolofHealthandEnvironment
YonseiUniversity

Themethodofacidfastbacilli(AFB)stainingwhichiscommonlyusedto
diagnose tuberculosis takes a short amount of time and is economical.
However,it also accommodates the disadvantage of not being able to
discriminate Mycobacterium tuberculosis(MTB) from nontuberculous
mycobacteria(NTM). Incontrast,themethodofculturinghastheadvantages.
ItcandifferentiateMTB from NTM,identifyNTM species,andissensitive.
However,the culture method also has disadvantage since it takes long
time(4-8weeks).ThisstudywassettoevaluatetheusefulnessofdirectPCR
for rapid detection of MTB, differentiation of MTB from NTM, and
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identification ofNTM speciesusing AFB staining-positivespecimens. The
specimensusedinthisexperimentwereatotalof255AFB staining-positive
respiratoryspecimensthatwereobtainedfrom adomesticuniversityhospital.
First of all, for the differentiation of MTB from NTM from AFB
staining-positivespecimens,thebandsof360bpwhichexistsbothinMTB
andinNTM,and190bpwhichexistsonlyinMTBandnotinNTM thusare
abletodifferentiateMTBfrom NTM wereamplifiedusingtheone-tubenested
PCR targetingregionsoftherpoB gene.Asaresult,detectionrateofMTB
and NTM was 87% after the one-tube nested PCR. Subsequently,the
two-tubenestedPCRtargeting16S-23SrRNA spacergenewasdonewith34
specimensthatwerenegativebyone-tubenestedPCR,andtheresultsshowed
thedetectionrangeofMTB andNTM increasedupto93%.Then,specimens
that were detected to be NTMs were subsequently subjected for
PCR-restrictionfragmentlengthpolymorphism(PCR-RFLP)analysisbasedon
therpoB geneformycobacterialspeciesidentification.Inbrief,theresultsof
PCR-RFLP analysis identified those NTMs to be M. avium and M.
intracellulare.By follow-up investigations ofthe medicalhistory ofthose
patients who were determined to had the mycobacterialspecies,it was
revealed thatafteralength ofchemotherapy with standard anti-TB drugs,
there was no improvement in their states, so physicians underwent
identificationofmycobacteria.Andfinallyitwasdeterminedthatthosepatients
indeedhadNTMsandnotMTB.Basedontheidentificationdata,physicians
changedregimensforpatientstobemoreeffectivetotreatNTM.Therefore,
thisresultseemstostronglysuggeststhatthePCR testingespeciallyaming
for differentiation ofMTB from NTM,and identificatin ofmycobacterial
speciesusingAFB stgaining-positivespecimenswouldbehighlyimportnatin
clinicalsettingsforeffectivetreatmentofpatients.
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