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혀졌다[2-4]. EBV 진단 방법으로 혈청학적 항체검사법, 바이러스 

배양법, DNA를 검출하는 중합-효소연쇄반응(polymerase chain 

reaction, PCR) 등이 있다. 이 중에 바이러스 배양법은 확진 검사이

지만 수작업으로 검사를 시행하여 표준화가 어려워, 주로 혈청학

적 검사법과 바이러스 DNA를 검출하는 방법이 널리 사용되고 있

다[5]. 혈중 바이러스 DNA 검출을 위한 분자생물학적 검사방법은 

EBV 연관 질환을 진단하고 추적 관찰하는 데 도움을 준다. 특히 

이식환자에서 EBV DNA의 혈중 농도 상승은 이식 후 림프세포증

식성 질환(post-transplant lymphoproliferative disease, PTLD)과 

연관된 것으로 알려져 있어 혈중 바이러스 DNA 검출은 빠른 치료

를 가능하게 한다[6]. 또한 후천성면역결핍증 환자에서 뇌척수액에 

대한 EBV PCR로 중추신경계 림프종을 높은 민감도 및 특이도로 

진단할 수 있다고 보고된 바 있다[7]. 한편, 비인두암 환자에서도 혈

중 EBV DNA 측정검사는 예후 판정과 치료 후 재발을 추적관찰 

하는 데 유용한 종양표지자로서의 역할을 한다[8, 9]. 

현재는 기존의 고식적인 PCR법을 거쳐서 민감도와 특이도가 개

서  론

Epstein-Barr virus (EBV)는 1960년대 Burkitt’s lymphoma의 세

포배양에서 처음 발견되었으며 전염성단구증의 원인균으로 잘 알

려져 있다[1]. 또한 많은 연구를 통해 각종 림프세포증식성 질환과 

비인두암, 위암 및 자가면역성 질환과도 밀접한 관련이 있음이 밝
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Background: Epstein-Barr virus (EBV) is known to be the causative agent of infectious mononucleosis and EBV-related malignancies. In this 
study, we compared the results of three real-time PCR kits for EBV DNA assays.
Methods: A total of 300 whole blood samples submitted for quantitative EBV PCR between January 2013 and September 2014 at Severance Hos-
pital were included. The samples were tested by using the Artus EBV RG PCR Kit (Qiagen, Germany), AccuPower EBV Quantitative PCR Kit (Bioneer, 
Korea), and Real-Q EBV Kit (BioSewoom, Korea). Samples with discordant results between the three kits were confirmed by direct sequencing.
Results: The result concordance rate and kappa coefficient (K) were 86.3% and 0.69 for Artus–AccuPower, 93.3% and 0.85 for Artus–Real-Q, 
and 92.3% and 0.83 for AccuPower–Real-Q, respectively. The correlations between the three kits were found to be significant, with a correlation 
coefficient of r=0.854 for Artus–AccuPower, -0.802 for Artus–Real-Q, and -0.977 for AccuPower–Real-Q, respectively (P <0.0001). If the real-time 
PCR concordant results of 258 samples and the direct sequencing results of 42 real-time PCR discordant samples were assumed to be true, the 
sensitivity/specificity values were 0.921/0.976 for Artus, 0.902/0.965 for AccuPower, and 0.967/1.000 for Real-Q.
Conclusions: The three real-time PCR kits showed excellent sensitivities and specificities. All these kits would be acceptable for clinical and 
therapeutic management of EBV. However, some discordant results between the kits indicate the need for caution in clinical diagnosis and staging. 
Further implementation of standardized methodology would be needed for EBV DNA assays.
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선된 다양한 real-time PCR을 통한 EBV DNA의 측정이 가능하다

[10-12]. 하지만 EBV DNA 측정방법 간의 표준화가 아직 이루어지

지 않아서, Hayden 등[13]은 EBV DNA 정량검사의 검사실 간 편차

를 보고한 바 있다. 따라서 현재 사용 가능한 상품화된 시약 간의 

EBV DNA값에 대한 평가가 필요한 시점이다. 본 연구에서는 국내

에서 개발된 EBV real-time PCR 시약 두 가지를 기존에 사용되고 

있는 시약과 비교함으로써 현재 상품화된 제품 간의 차이가 있는

지 알아보고자 하였다.

재료 및 방법

1. 대상

2013년 1월부터 2014년 9월까지 연세대학교 의과대학 세브란스

병원 진단검사의학과에 EBV PCR 정량검사가 의뢰되어 현재 사용 

중인 Artus EBV RG PCR Kit (Qiagen, Hilden, Germany)를 이용하

여 검사하였던 검체 중 검체 양이 충분한 음성 100개와 양성 200

개의 전혈 검체를 무작위로 선택하였다. 

2. 방법

1) EBV PCR

모든 전혈 검체는 자동화된 핵산추출 장비인 QiaCube (Qiagen)

에 장착하여 동일한 방법으로 핵산을 추출하였다. Real-time PCR 

방법을 사용하는 EBV DNA 정량검사 2종과 정성검사 1종 검사를 

비교하였으며 정량검사는 Artus EBV RG PCR Kit (Qiagen)와 Ac-

cuPower EBV Quantitative PCR Kit (Bioneer, Daejon, Korea), 정성

검사는 Real-Q EBV Kit (BioSewoom, Seoul, Korea)이었다.

Artus EBV RG PCR Kit는 Rotor-Gene Q (Qiagen), AccuPower 

EBV Quantitative PCR Kit는 Exicycler 96 (Bioneer) 그리고 Real-Q 

EBV Kit는 CFX 96 (Bio-Rad, Hercules, USA) 장비를 이용하여 제

조사 지침대로 real-time PCR을 실시하였으며 각각의 시약의 특징

과 사용된 장비는 Table 1에 요약하였다.

2) EBV DNA sequencing

3종의 검사 결과를 비교하여 불일치 검체에 대해서 sequencing

으로 결과를 확인하였다. Sequencing은 Wizard MagneSil Se-

quencing Reaction Clean-Up System (Promega, Madison, USA)으

로 DNA를 정제하였고, 시발체(F: 5́ -AGT CGT CTC CCC TTT GGA 

AT-3 ,́ R: 5´-ATC GTC AAA GCT GCA CAC AG-3´)로 EBV의 

EBNA-1 유전자를 증폭하였다. ABI 3730xl DNA Analyzer (Ap-

plied Biosystems, Foster City, USA) 장비를 이용하여 sequencing

을 하였다.

3) 통계분석

모든 통계분석에는 Analyse-it Method Validation Edition ver-

sion 3.90.3 software (Analyse-it Software Ltd, Leeds, UK)를 사용

하였다. 세 가지 시약의 결과가 일치하는 경우 그 결과값을 기준으

로 하였고, 하나라도 불일치한 경우에는 sequencing 결과를 기준

으로 각 장비의 민감도와 특이도를 측정하였으며 신뢰구간은 95%

로 하였다. 정성결과의 비교를 위하여 일치도와 kappa 계수를 산

출하였고, 각 검사방법에 대한 정량 값 또는 threshold cycle (Ct)값

을 비교하기 위하여 Spearman 상관성 시험을 통하여 상관계수(r)

를 산출하였다. 모든 통계분석에서 P 값이 0.05 미만인 경우 유의

한 것으로 판정하였다.

결  과

1. EBV PCR의 검사 결과

Artus, AccuPower, Real-Q를 사용한 비교 대상 300건의 검체에

서 EBV PCR의 정성검사 결과가 Table 2와 같은 분포를 보였다. 세 

가지 검사의 결과를 양성 및 음성 여부로 일치도를 판정하였을 때 

완전히 일치한 경우는 258건, 불일치를 보인 경우는 총 42건으로 

86.0%의 일치율을 보였다. 

Table 1. Characteristics of the EBV PCR kits evaluated in this study

Real-time PCR kit Artus AccuPower Real-Q 

Amplification method Real-time PCR Real-time PCR Real-time PCR

Instrument Rotor-Gene Q Exicycler 96 CFX 96

Target sequence EBNA-1 Gp220 EBNA-1

Probe technology Hydrolysis Hydrolysis Hydrolysis

Type of result Quantitative Quantitative Qualitative

LOD 510 copies/mL 265.6 copies/mL 110 copies/mL

Measurement range (copies/mL) 2.5×104-2.5×107 4×102-4×1011 125-5×1011

No. of PCR cycles 45 cylcles 45 cylcles 45 cylcles

Assay time 1 hr 40 min 1 hr 40 min 2 hr

Abbreviation: LOD, limit of detection.
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2. EBV PCR 검사 시약의 진단 성능

세 종류의 검사에서 결과가 일치한 경우에는 그 결과를 기준으

로, 세 가지 중 한 가지 이상에서 불일치한 결과를 보였을 경우에

는 EBV sequencing 결과를 기준으로 하여 각각 검사방법의 결과

를 비교하여 민감도와 특이도를 구하였다. 각각 Artus는 0.921 

(95% 신뢰구간, 0.877-0.950), 0.976 (95% 신뢰구간, 0.9180-0.994), 

AccuPower는 0.902 (95% 신뢰구간, 0.855-0.935), 0.965 (95% 신뢰

구간, 0.901-0.988), Real-Q는 0.967 (95% 신뢰구간, 0.934-0.984), 

1.000 (95% 신뢰구간, 0.957-1.000)의 민감도와 특이도를 보였다.

3. EBV PCR 검사 결과의 일치도 및 상관성

각 시약의 검사 결과는 Artus와 AccuPower 간에는 86.3% (95% 

신뢰구간, 82.0-89.8)에서 일치하였고 kappa 계수는 0.69 (95% 신

뢰구간, 0.61-0.78, P =0.044)였다. Artus와 Real-Q, AccuPower와 

Real-Q는 각각 93.3% (95% 신뢰구간, 89.9-95.6), 92.3% (95% 신뢰

구간, 88.8-94.8)의 일치율을 보였고 kappa 계수는 각각 0.85 (95% 

신뢰구간, 0.79-0.91, P =0.033), 0.83 (95% 신뢰구간, 0.76-0.89, 

P =0.035)이었다. 세 가지 검사가 양성이었던 178검체를 대상으로 

정량 값 및 Ct 값의 상관성을 비교한 결과 상관계수(r)는 Artus와 

AccuPower 0.854 (95% 신뢰구간, 0.807– 0.890, P<0.0001), Artus

와 Real-Q -0.802 (95% 신뢰구간, -0.850 – -0.741, P<0.0001), 그리

고 AccuPower와 Real-Q은 -0.977 (95% 신뢰구간, -0.983 – -0.939, 

P<0.0001)이었다(Fig 1).

고  찰

EBV 연관 질환에서 EBV PCR의 유용성에 관한 많은 연구가 이

루어져 왔고 이로 인해 EBV PCR의 역할이 점차 확대되고 있다. 특

히 PTLD의 경우 EBV PCR 검사가 유용하다고 할 수 있는데, 여러 

연구에서 EBV의 viral load가 PTLD를 예측할 수 있다고 보고하였

다[6, 14]. PTLD의 치료법으로 항 CD20 단일클론항체와 같은 효과

적인 치료가 개발되어 PTLD의 빠른 진단을 위한 EBV viral load 

측정의 중요성이 커지고 있다. 국제 백혈병 학회에서는 PTLD의 위

험도가 높은 골수이식 환자에게 최소 3개월 동안 1주일에 한번 

Fig. 1. Correlation of EBV DNA loads or Ct values between EBV PCR kits in 178 positive samples. 
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y=44.71-2.925x
r=-0.977 (P<0.0001)

Table 2. Results of the EBV PCR kits

Qualitative results
N Sequencing results

Quantitative results*

Artus AccuPower Real-Q Artus (log10Copies/mL) AccuPower (log10Copies/mL) Real-Q (Ct)

Positive Positive Positive 178 4.41 (3.88-5.87) 4.51 (3.91-5.48) 31.50 (28.94-33.45)

Negative Negative Negative 80 - - -

Positive Negative Positive 16 Positive: 16 3.31 (3.20-3.58) - 37.13 (36.37-37.93)

Negative Positive Positive 13 Positive: 13 - 3.84 (3.24-4.36) 34.44 (33.95-35.73)

Negative Positive Negative 6 Positive: 4,
Negative: 2

- 2.79 (2.74-2.85) -

Positive Negative Negative 6 Positive: 3,
Negative: 3

3.26 (3.12-3.59) - -

Negative Negative Positive 1 Positive: 1 - - 33.60 

300 4.33 (3.68-5.46) 4.41 (3.79-5.38) 32.14 (29.20-34.16)

*Values are presented as median (1st to 3rd quartiles).
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EBV virus load 측정할 것을 권고한 바 있다[15]. 그 외에도 여러 

EBV 연관 림프종, 비인두암 환자에서의 EBV PCR의 사용이 점차 

증가하는 추세이다.

Real-time PCR은 EBV virus load를 측정하는 데 쉽고 믿을 수 있

는 방법으로 많이 이용되고 있다. 기존의 고식적인 PCR에 비해 빠

르고 PCR 후 수기 작업을 통한 분석과정이 필요 없어 close tube 

시스템이 가능해 다른 검체로 인한 교차 오염 위험이 적다. 그러나 

현재 EBV real-time PCR은 검사실 간의 검체 종류, 핵산 추출, 시발

체나 탐침자의 디자인, 표준물질 그리고 보고 단위 등의 표준화가 

이루어지지 못해 대단위 연구나 국가 간 비교가 어려운 실정이다. 

본 연구에서는 EBV real-time PCR 시약 세 가지를 비교하였다. 

불일치를 보인 경우는 총 300건 중 42예로 14%에서 불일치를 보였

다. 음성 및 양성 일치 여부를 기준으로 시약 간 일치도를 판정하

였을 때 정량 시약인 Artus와 AccuPower 간의 일치도보다 정성 시

약인 Real-Q와 두 종류의 정량 시약 간의 일치도가 93.3%, 92.3%

로 높았다. 정량 값 및 Ct 값 간의 상관성은 AccuPower와 Real-Q

가 0.977의 상관 계수로 가장 높았다. 그러나 일치율과 상관성이 

높은 시약 간에도 한 시약은 음성이나 비교 시약은 양성을 나타낸 

경우 양성 결과의 정량 값이나 Ct 값의 중위수가 3.31 log10 copies/

mL, 3.84 log10 copies/mL, 34.44(Ct), 37.13(Ct)로 EBV DNA 양이 낮

지 않았다. 이는 상용화된 EBV real-time PCR을 비교한 다른 논문

에서도 한 시약은 음성을 보이지만 다른 시약은 높은 정량 값을 보

이는 경우가 많았다는 보고와 일치하는 소견이다[16]. 한 시약에서 

높은 정량 값을 보임에도 다른 시약에서는 음성을 나타내는 불일

치의 이유 중 하나로 PCR 증폭 대상 유전자나 시발체의 염기서열

이 시약마다 다른 점을 생각해 볼 수 있다. EBV 유전자 안에 여러 

개의 반복이 있을 수 있는 유전자를 대상으로 하는 검사법과 한 

개만 존재하는 유전자를 대상으로 하는 검사법의 결과가 다를 수 

있다고 알려져 있다[17]. 본 연구에서 사용된 시약의 증폭대상 유

전자인 EBNA-1과 gp220은 single copy gene이므로 반복의 차이

는 없을 것으로 생각되나 증폭대상 유전자의 시발체 결합부위에 

유전자 변이가 있는 EBV인 경우 높은 농도로 존재해도 음성으로 

나올 가능성이 있기 때문에 증폭대상 유전자의 차이를 불일치한 

결과를 보이는 원인 중 하나로 고려해볼 수 있다. 그 외에 시발체 

설계의 차이로 인한 검체와 표준물질의 PCR 효율 차이, 시발체의 

안정성과 특이성, 그리고 PCR 생성물의 크기 차이 등이 본 연구에

서 보인 결과 간의 불일치를 설명할 수 있다[18]. 앞으로 WHO 등 

기관 주도로 EBV 표준물질의 개발을 통하여 EBV PCR 검사의 국

제적 표준을 잘 구현함으로써 EBV viral load 측정을 표준화시켜 

현재의 결과 해석의 어려움을 줄여야 할 것이다.

결론적으로, 본 연구에서 평가하였던 Artus, AccuPower, Real-

Q는 비교적 높은 일치율과 상관성을 보였고 sequencing 결과와 

비교하여 산출한 민감도와 특이도가 높아 임상 검사실에서 사용

하기에 충분히 우수하였다. 하지만, 각 시약들을 사용한 검사 결과 

간에 불일치를 보이는 경우가 있으므로 혈청학적 검사 등 보완할 

수 있는 다른 검사와 같이 시행하고 한 번의 검사 보다는 추적 검

사를 하는 것이 좋을 것으로 생각된다. 

요  약

배경: Epstein-Barr virus (EBV)는 전염성 단구증, 악성종양의 원인

으로 밝혀져 있다. 현재 국내에서 시판되는 EBV 검사 시약 중 real-

time PCR을 이용한 3종류의 시약을 비교하여 보았다.

방법: 2013년 1월부터 2014년 9월까지 연세의대 세브란스병원에 

EBV PCR 검사가 의뢰된 검체 중 검체량이 충분한 300검체를 임의

로 선택하였다. Artus EBV RG PCR Kit (Qiagen, Germany), Accu-

Power EBV Quantitative PCR Kit (Bioneer, Korea), 그리고 Real-Q 

EBV Kit (BioSewoom, Korea)를 비교하였다.

결과: 세 가지 시약으로 검사한 결과 정성 검사 기준으로 각 검사

들의 일치율과 Kappa 계수는 86.3%, 0.69 (Artus-AccuPower), 

93.3%. 0.85 (Artus-Real-Q) 그리고 92.3%, 0.83 (AccuPower-Real-

Q)이었다. 세 시약 결과 간의 상관성은 유의하였는데, 상관계수 

r=0.854 (Artus-AccuPower), -0.802 (Artus-Real-Q), 그리고 -0.977 

(AccuPower-Real-Q)이었다. 하나라도 결과가 불일치한 42검체는 

sequencing 결과를 참으로 가정하여 민감도와 특이도를 구하였을 

때 0.921/0.976 (Artus), 0.902/0.965 (AccuPower), 그리고 0.967/ 

1.000 (Real-Q)이었다.

결론: 세 가지 real-time PCR을 이용한 EBV 검사는 모두 민감도와 

특이도가 우수하였다. 임상 검사실에서는 각자의 조건에 따라 선

택하면 좋을 것이다. 그렇지만 임상적 진단과 추적 검사 시 동일한 

시약을 사용하는 것이 필요하며, 앞으로 표준화된 검사 방법이 필

요할 것으로 생각된다.
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